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Abstrakt

V ramci této bakalaiské prace byly pfipraveny 3 vybrané monosubstituované derivaty
B-cyklodextrinu (CD) vhodné pro navdzani na magnetické nanocastice. Jedna se
0 6'-O-tosyl-p-CD,  6'-(karboxymethyl)amino-6'-deoxy-B-CD  a 6'-(karboxyethyl)-
amino-6'-deoxy-B-CD. P¥iprava posledn& jmenovaného nebyla doposud publikovana.

Literarni reSerSe je zaméfena na cyklodextriny, jejich vlastnosti, metody ptipravy
amoznosti vyuziti v praxi. Nasledné¢ je strutné pojednano o magnetickych
nanocasticich a posledni kapitola teoretické Casti se zabyva predevSim potencialnim

aplika¢nim polem magnetickych nanocastic modifikovanych derivaty B-cyklodextrint.

Ptiprava sloucenin byla pro ziskédni vérohodnéjSich vysledkti vzdy minimalné dvakrat
zopakovana. Struktura produktl byla stanovena nuklearni magnetickou rezonanci

(NMR).

Kli¢ova slova: cyklodextriny, magnetické nanoc¢astice, aminokyseliny




Abstract

The aim of this bachelor thesis was to prepare three selected monosubstituted
derivatives of B-cyclodextrin (CD) suitable for conjugation with magnetic nanoparticles,
specifically 6'-O-tosyl-p-CD, 6'-carboxymethylamino-6'-deoxy-p-CD and 6'-carboxy-
ethylamino-6'-deoxy-p-CD. To the best of author’s knowledge preparation
of 6'-carboxyethylamino-6'-deoxy-B-CD has not been published yet.

The literature research is focused on cyclodextrins, their properties, ways of their
preparations and usage followed by short treatise about magnetic nanoparticles. The end
of theoretical part is concerned with potential applications of magnetic nanoparticles
functionalized by B-cyclodextrine derivatives.

Each experiment was done at least twice in order to ensure that the results were correct.

The structures of products were determined by nuclear magnetic resonance (NMR)

Keywords: cyclodextrins, magnetic nanoparticles, amino acids




Kurzfassung

Im Rahmen dieser Bachelorarbeit wurden drei ausgewihlte monosubstituierende
Derivate des B-Cyklodextrines (CD) vorbereitet, die fiir die Ankniipfung an
magnetische Nanopartikeln geeignet sind. Es handelt sich um 6'-O-tosyl-p-CD,
6'-carboxymethylamino-6'-deoxy-p-CD und 6'-carboxy-ethylamino-6'-deoxy-p-CD. Die

Vorbereitung der letztgenannten war noch nicht publiziert.

Die Literaturrecherche orientiert sich an Cyclodextrines, ihren Eigenschaften, Methoden
ihrer Vorbereitung und praktische Anwendung. Im Anschluss werden die magnetische
Nanopartikeln kurz behandelt und das letzte Kapitel des theoretischen Teils widmet sich
vor allem den potenziellen Applikationsmdglichkeiten der magnetische Nanopartikeln,

die mit Derivaten des B-Cyklodextrines funktionalisiert sind.

Die Vorbereitung der Verbindungen wurde aus dem Grund der besseren Interpretation
der Ergebnisse jedes Mal mindestens zweimal wiederholt. Die Struktur der Produkte

wurde bei der Kernspinresonanz (NMR) bestimmt.

Schliisselworter: Cyclodextrine, magnetische Nanopartikeln, Aminosauren
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Seznam zkratek

AAS atomova absorpéni spektroskopie
Ac acetyl

APTS 3-aminopropyltriethoxysilan

CD cyklodextrin

CD-MNPs  cyklodextriny navdazané na magnetické nanocastice

CGT-asa cyklomaltodextrin glukanotransferasa

DLS dynamicky rozptyl svétla (dynamic light scattering)

DMSO dimethylsulfoxid

Et ethyl

FDA US Food and Drug Administration

GABA kyselina y-aminomaselna (y-Aminobutyric acid)

GSH glutathion

HP 2-hydroxypropyl

HPLC vysokouéinna kapalinova chromatografie (high performance liquid
chromatography)

LDsg smrtna davka pro 50 % jedinci (lethal dose)

Me methyl

MNPs magnetické nanocastice (magnetic nanoparticles)

MW molekulova hmotnost (molecular weight)

MWCNT vicevrstvé uhlikové nanotrubice (multi wall carbon nanotubes)

NMR nuklearni magnetické rezonance

PEG polyethylenglykol

Pr propyl

R¢ retenc¢ni faktor

TEA triethylamin

TEM transmisni elektronova mikroskopie
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TGA
TLC

Ts
TsO-CD
RVO
XRD

termogravimetricka analyza (thermogravimetric analysis)
tenkovrstva chromatografie (thin layer chromatography)
tosyl

6'-O-tosyl-B-cyklodextrin

rota¢ni vakuova odparka

rentgenova krystalografie (X-ray diffraction)
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1 Uvod

Ptestoze se studiem cyklodextrinﬁl*5 zabyva uz pres sto let mnoho odbornikli po celém
svete, stale je chemie cyklodextrint a jejich nové aplikace velkou vyzvou. S napétim je
oc¢ekavano predevSim preklinické a klinické testovani cileného transportu léciv
a hypotermalni 1¢cby tumort.>®®”  Produktd s cyklodextriny dnes najdeme diky
vhodnym vlastnostem, dostupnosti a netoxicit¢ pomérné¢ hodné V potravinarském

a kosmetickém pramyslu.®*°

, :1x N . — w1114
V posledni dekadé lze pozorovat zvySujici se zdjem o magnetické nanocastice

(MNPs), ktery je dokumentovan rostoucim poétem publikaci na toto téma. Ustiednim
motivem se stala chemicka uprava (funkcionalizace) povrchu MNPs za uc¢elem ziskani
pozadovanych vlastnosti pro konkrétni pouziti.*>*° Studii zabyvajicich se magnetickymi
nanocasticemi funkcionalizovanymi cyklodextriny nebylo doposud provedeno mnoho

718171 Ty publikované jsou realizovany pouze v laboratornim méfitku a jejich

(napf. lit.
zavedeni do praxe bude predchazet dlouha tada testil, jak opakovatelnosti dosazenych
vysledkl ve vétsi kvantité vychozich latek, tak Skodlivosti pro Zivotni prostiedi.® % Ta,
jak je vSeobecné zndmo, muze byt u nanomateriala znatna®, presto neexistuje zadny

uceleny koncept, jak tato rizika hodnotit.

Tato prace je zaméfena na piipravu vhodnych derivati cyklodextrini, jez mohou byt
vramci dalSich studii navdzdny na magnetické nanoCéastice a pouZzity

V biotechnologickych aplikacich,'>02%2272°

K dilezitym cilim prace patii ovéfeni
realizovatelnosti postupti pfipravy jiz znamych derivati cyklodextrinl derivati a pouZiti

téchto postupll na syntézu dalsi doposud nepublikované slouceniny.
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2 Teoreticka cast

2.1 Cyklodextriny

Pod timto pojmem rozumime cyklické oligosacharidy tvoiené péti a vice jednotkami
a-D-glukopyranosy  spojenych  vzajemné a(l—4) glykosidickymi  vazbami.
Cyklodextriny (vyjimecné téZ nazyvany cykloamyldzy) jsou znaceny pomoci pismen
fecké abecedy (a-CD, B-CD, ...), pfiCemZ majoritni pozici zaujimaji CD se 6, 7,

resp. 8 monomery glukosy (obr. 1).

Zaklady chemie cyklodextrindi polozil jiz v roce 1891 francouzsky badatel Villiers.””
Ten studoval degradaci Skrobu pomoci mikroorganismi (Bacillus amylobacter)
a podafilo se mu izolovat krystalicky produkt ve vytézku ptiblizné 0,3 %. Ten nazval
,»Cellulosine®, nebot’ mu nékterymi svymi vlastnostmi piipominal tehdy jiz ptes padesat
let zndmou celulézu. V produktu pozoroval dvé razné latky, které se mirné liSily

strukturou. S nejvétsi pravdépodobnosti se jednalo o smés nékolika cyklodextrint.

Howw™

HO ;OH

Obrazek 1: Struktura B-cyklodextrinu.

O dalsi milnik ve vyzkumu se zaslouzil SchardingerZS, podle n&jz byly cyklodextriny

v odborné literatufe n¢kdy nazyvany Schardingerovy dextriny. Ve dvacatych letech
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20. stoleti pripravil produkt odpovidajici vlastnostmi a strukturou Villiersovu
cellulosinu. Pokra¢ovanim ve studiu objevil moznost snadné¢ho analytického rozliSeni

obou latek ve smési pomoci reakce s roztokem jodu.

V nésledujicim pulstoleti se podafilo nékolika skupindm védci wurcit fyzikalni
a chemické vlastnosti cyklodextrind, objevit jejich komplexaéni schopnosti a pfipravit
CD tvorené osmi a vice monomery glukopyranosy. Vyvoj Vv této dob¢ se vsak zpomalil
vzhledem k publikaci ¢lanku o jejich toxicité. Ledabyle provedena studie poukazala
na naprostou nevhodnost pro pouziti ve vyrobcich pro lidi a utlumila tak rostouci zajem
0 cyklodextriny. Trvalo dlouhd desetileti, nez se podafilo tento omyl vyvratit a opét

nastartovat vyzkum, pfevazné zaméteny na inkluzni komplexy a derivaty cyklodextrind.

V literatufe je mozné se docist také o méné béznych homolozich jako 8-CD, &-CD
i dalsich.®>**%® Jakékoliv reakce snimi viak znesnadiiuje rostouci poet OH skupin
ve skeletu. Navic od 3-CD jiz dochazi k vzdjemnému natoceni glukézovych jednotek
tvoricich cyklus a tim také k deformaci vnitini kavity, ¢imZ se obvykle znesnadni tvorba
komplexii. Nejvétsi CD, jehoZ strukturu se podafilo stanovit, obsahuje 26 monomert

glukozy, prakticky jiz bylo zafazeno do cyklu az pies 100 takovychto jednotek.*

OH

Obrazek 2: Tvar cyclodextrinu. Pfevzato z lit.%2,

Dnes se s cyklodextriny setkame téméf v kazdém odvétvi lidské ¢innosti, primyslove

se jich vyrabi tisice tun roéné.! Pieména $krobu na CD je témef kvantitativni a i diky

16



tomu se cyklodextriny staly snadno dostupné. Trzni cena cyklodextint se odviji hlavné
od jejich typu, oblasti vyuziti a mnozstvi, pticemz nejlevnéjsi lze potidit jiz od desitek
americkych cent za gram.*® (Od roku 1984 se pravideln& konaji mezinarodni
konference o cyklodextrinech a od roku 2009 pofada Evropska cyklodextrinova
spole¢nost (European Cyclodextrin Society) konferenci na toto téma kazdé dva roky. Ta
posledni se konala zkraje podzimu lofiského roku v turecké Antalyi, ustifednim tématem

bylo potencialni vyuziti cyklodextrinii ve farmacii, biomedicing a kosmetice.*

2.1.1 Vlastnosti cyklodextriniti

Cyklodextriny jsou za norméalnich podminek bilé praskovité struktury a jsou chemicky
pomérn¢ stalé proti degradaci. Jejich odolnost proti hydrolyze s klesajicim pH vSak
klesa.¥® Diky vhodnému uspofadani glykosidickych jednotek ve “C; zidlickové
konformaci, piipomina jejich tvar duty komoly kuzel (obr. 2). Na jeho mens$im,
primarnim okraji se nachazeji primarni OH skupiny (uhlik C-6), zatimco vé&tsi,
sekundarni okraj nese sekundarni OH skupiny (C-2, C-3). Vnitini a vné&js$i sténa
komolého kuzele je tvofena odliSnymi funkénimi skupinami, a tudiz i jejich vlastnosti
se odlisuji. Nejmarkantnéjsi je rozdil v afinité k vod€. Zatimco dutina (Casto nazyvana
téZ kavita) je hydrofobni (ohrani¢ena glykosidickymi kyslikovymi mastky a vazbami

C-H), vnéjsi sténa je diky pfitomnym OH skupindm hydrofilni.

Od svych analogickych acyklickych oligosacharidi se cyklodextriny vyrazné lisi
Vv rozpustnosti ve vod¢. Diky tvorbé vodikovych mustki jsou cyklické slouceniny méné
rozpustné, nejvyraznéji se tento fakt projevuje u p-CD, u kterého jsou vSechny vodikové
mustky v jedné roving, a vazby jsou tudiz nejpevnéj$i. Obdobné jako ostatni CD se pii
zahtati rozklada a pramér jeho kavity v nanometrech je 0,60 pro primarni a 0,64 pro
sekundarni okraj.33 Obdobné¢ jako jiné vétsi makromolekuly maji CD a jejich derivaty

velkou MW, coz znesnadiiuje jejich charakterizaci spektralnimi metodami.

S rostoucim poctem povoleni k aplikacim cyklodextrinti v 1ékafstvi a potravinaiském
pramyslu klesa nedtivéra v jejich nebezpecnost. Toxikologické studie FDA (US Food
and Drug Administration) poukazuji na Skodlivy vliv a- a f-CD a jejich alkylovanych
derivath na ledviny a jejich schopnost naruSovat biologické membrany pouze pfi

davkovani ve vysokych koncentracich.* Obecné plati, Ze nejsou-li cyklodextriny
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podavany v nadmérnych mnozstvich, je jejich pouzivani bezproblémové a nekumuluji
se ani v zivotnim prostiedi, nebot’ jsou biodegradabilni. Peroralni LDsy u mys$i nabyva
hodnoty 12,5 g na kilogram jejich télesné vahy®. Rozsahlé toxikologické studie o CD

jsou dostupné v lit.3**®

2.1.2 Supramolekularni a dalsi utvary

Jak je nastinéno vyse, tvorba inkluznich komplext (obr. 3) hraje v chemii cyklodextrint

, . 1-3,22,23,25,36
vysostnou roli.

Jedna se o vztah hostitel — host (z angl. host — guest), kde CD
poskytuje ve své kavité prostiedi pro jiné, ptredevs§im lipofilni, latky. Hostem muize byt
latka plynnd, kapalna i pevnd, pficemz komplex je v naprosté vétSin€ piipadi v poméru
hostitel: host 1:1. Tvorbou komplexu muze dojit k vyznamné zméné vlastnosti
molekuly hosta. Predevsim se zvysi jeji odolnost pied degradaci a rozpustnost ve vodé
(s vyjimkou nativnich CD inkludujicich nepoléarni latky, které nejsou ve vodé piilis
rozpustné). Dochazi téZ ke zméné spektralnich vlastnosti a poklesu reaktivity hosta.

Jsou zaznamenany i ptipady vzniku intramolekularniho komplexu (CD a jeho host tvoii

dohromady jednu molekulu).*

Tvorba komplexu je reversibilni a ma dynamicky charakter, to znamend, Ze dochazi

k neustalému vzniku a zaniku nekovalentnich vazeb mezi obéma komponenty. Dulezity

.o°o° +
e\kzoﬂ

Obrazek 3: Tvorba inkluzniho komplexu CD a hostujici molekuly ve vodném prostredi.
Pfevzato z lit.”° , upraveno.

vliv na silu vzniklého komplexu ma velikost dané molekuly a objem kavity CD, které
si musi vzajemné odpovidat. V opacném piipadé se molekula v dutiné nezachyti nebo
se do ni nevejde. Nejstabilngjsi znamy komplex tvoii per(6'-deoxy-6'-(karboxy-
ethyl)sulfonyl)-y-CD s rocuroniumbromidem (K =~ 10" dm*mol, kde K je konstanta
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stability).* B-CD tvoii velmi stabilni komplexy s adamantanem a jeho derivaty (K mize
byt az 10° dm®mol).

Termodynamickd méteni potvrdila, Ze hnacimi silami pro tvorbu nekovalentni vazby
mezi hostem a hostitelem jsou elektrostatické interakce, pfesun naboje, snizeni napéti
struktur a tvorba vodikovych a van der Walsovych vazeb. Nazor na vliv vypuzeni
polarnich molekul vody z lipofilni dutiny do okolniho vodného prostfedi na tvorbu

r . W /4 v o W 4 1
komplexu neni ani v dnesni dob¢ jednoznacny.

Posledni dobou jsou velmi atraktivni oblasti ve farmaceutickém vyzkumu terciarni
komplexy scyklodextriny. Jedna se o makromolekularni strukturu tvofenou
cyklodextrinem, vybranym lé¢ivem a dalsi latkou. Tou miize byt napiiklad kovovy ¢i
organicky iont, polymer (chitosan, PEG aj.), popiipadé dalsi 1ék nebo CD. Obvykle to
byva takova latka, ktera zvysi efektivitu vstiebani 1éCiva v téle, a snizi tak spotiebu

medikamentu se stejnym vyslednym G¢inkem.

Mezi dalsi utvary, jejichz soucasti mohou byt cyklodextriny patii katenany a rotaxany
(obr. 4).%"3 Jedna se o vétsi molekularni utvary tvofené dvéma a vice makrocykly.
V posledni dobé se predevSim v zahranicni literatufe vzil pro jejich spojeni pojem
mechanicka vazba. Nespadaji tedy jiz do supramolekularni chemie, nebot’ molekuly
jsou navzijem spojeny a nemohou byt odd€leny bez poruSeni nékteré z kovalentnich

vazeb.

Rotaxany jsou obvykle tvofeny linedrni molekulou, kterd v tomto ptipadé, prochazi
dutinou cyklodextrinu a na obou koncich je opatfena dal§imi prostorové objemnymi
molekulami. Ty ¢asto tvoii pro CD nepiekonatelnou energetickou bariéru, a proto jsou
rotaxany stabilni. CD katenany jsou tvofeny dvéma vzajemné propojenymi
cyklodextriny. Jejich vyskyt vSak neni bézny, nebot’ jejich vznik podmifiuje uzavieni
cyklického dextrinu aZ poté, co je na néj navlecen jiny CD. Ob& vySe zminéné struktury

mohou vzacné tvofit téZ polymery.
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36,37

Obrazek 4: Priklad molekuly katenanu (nahofe) a rotaxanu. Pfevzato z lit.

2.1.3 Vyroba cyklodextrint

CD se vyrabi vyhradné degradaci Skrobu mikroorganismy z domény bakterii (Bacillus
macerans, Bacillus amylobacter, aj.)** Za vznik cyklického produktu s a(l—4)
glykosidickou vazbou je =zodpovédny amylolyticky enzym cyklomaltodextrin
glukanotransferasa, ktery $tépi o(1—4) glykosidické vazby v a-glukanech (zde Skrobu)
za vzniku stabilnich kovalentnich glykosidovych intermediati. Jednotlivé intermediaty
se spojuji se svymi vlastnimi konci na OH skupiné a vytvari cyklicky produkt.
Vysledkem enzymatické degradace je smés néckolika riznych cyklodextrinl, v niz
z termodynamickych divodui prevlada B-CD. Konkrétni pomér vzniklych cykloamyléz

zavisi na dobe¢ reakce a teploté. Z vysledné smési Ize pozadovany CD izolovat naptiklad
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pomoci HPLC, selektivnost Ize také zajistit pfidanim komplexacniho ¢inidla (pro p-CD

se osvedeil toluen),™ které zpiisobi vznik nerozpustného komplexu s danym CD.

fv v

nakladech, B-CD, nasledovany a- a y-CDl’s. Postupy pro piipravu cyklodextrin
se neustale vylepSuji, krom¢ upravy CGT-as pro lepsi selektivnost pii vyrobé
konkrétniho CD, je mozné pii vyrobé vyuzit latek obsazenych napiiklad v bramborach

¢i raj¢atech.

Pro vyuziti B-CD v potravinafstvi je tieba jeho vysoka &istota (> 98 %).° Za vyhodny
postup vyroby takovéhoto je povazovana enzymatickd degradace geneticky
modifikované Escherichie coli K12 za pfitomnosti toluenu jako komplexa¢niho ¢inidla.
Ten se z produktu odstrafiuje dekantaci a destilaci a jeho zbytkové mnozstvi pak
nepiesahuje 1 ppm (hodnota akceptovana i pro pitnou vodu). Nebot existuje jen nékolik
mikroorganizmi, které by se zivili CD, neni k jejich uchovani v pevném stavu obvykle

titeba konzervacénich latek.

2.1.4 Vyuziti cyklodextrint

Dominantni vlastnosti cyklodextrini, diky které vzbuzuji velky zdjem na poli vyzkumu,
je schopnost tvorby inkluznich komplext (viz 2.1.2). Lipofilni latky s nizkou
rozpustnosti ve vodé se mohou usidlit uvnitt kavity a vnéjSi hydrofilni schranka
cyklodextrinu umozni snadné rozpusténi celého komplexu ve vodé€. Této schopnosti
se vyuziva v celé fadé biotechnologickych aplikaci (tab. 1), doslova zazraky se daji
otekavat ve farmacii od cileného transportu léki’, Zvysit ucinnost a usnadnit
proveditelnost je navic mozné navazanim cyklodextrinli na magnetické nanocastice (viz

2.4).

Jako vhodné aplikatni pole se nabizi také potravinaisky a kosmeticky pramysl®®.

Napiiklad francouzska spole¢nost Roquette (www.rogquette-food.com), ktera pusobi
také v Ceské republice, nabizi vyrobek Kleptose® alias p-CD vhodny pro zvyseni
stability, rozpustnosti latek a k zamaskovani nepfijemnych, respektive ptenosu
zadanych chuti a vlini. Mezi potravinami vSak neni pouziti CD tolik rozsifené, nebot’

v

uvedené funkce jsou schopny nahradit cenové dostupnéjsi latky.
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Tabulka 1 Pfiklady produktd s CD na trhu®.

Farmaceutikum Obchodni nazev Trh
Alprostadil (a-CD) Prostavastin EU, USA, Japonsko
Cefotiam Hexetil (a-CD) Pansporin T Japonsko
Dexamethasone (-CD) Glymesason Japonsko
lodine (B-CD) Mena-Gargle Japonsko
Nicotine (B-CD) Nicorette Evropa
Omeprazol (B-CD) Omebeta Evropa
Tiaprofenic acid (B-CD) Surgamyl Evropa
Hydrocortisone (HP-B-CD) Dexocort Evropa
Mitomycin (HP-B-CD) Mitozytrex USA
Diclofenac sodium (HP-y-CD) Voltaren Evropa

Z vyse jmenovanych duvodu jsou CD pouzivany i v kosmetice. S vyhodou se vyuziva
schopnosti zvysit rozpustnost oleji a dalSich latek (napf. mentholu) ve vodé, zabranit
hygroskopi¢nosti a stabilizovat emulze. K nejaktivn€j$im v pouzivani CD na tyto Gcely

patii spolecnost Lipo Chemicals Inc. (NJ, USA).

Dalsi uplatnéni nachazeji CD v analytické chemii, kde je lze vyuzit jako chiralniho
selektoru pfiddvaného knosnému elektrolytu pro enantioselektivni kapilarni
elektroforézu a dale HPLC, pro plynovou chromatografii a jiné. CD mohou katalyzovat
nebo inhibovat chemické reakce tim, Ze chrani funkéni skupiny jejich uchycenim
v dutiné, zajistuji mezifazovy ptenos reaktanti (funkce tzv. katalyzatoru fazového

prenosu) anebo ucasti n¢které z jejich OH skupin pii reakei.

2.2 Vybrané derivaty cyklodextrint

Od pocatku minulého stoleti azZ do dnesni doby bylo ptipraveno velké mnozstvi rliznych
derivath cyklodextrinﬁl’z, které se vice ¢i mén¢ osvédcily v odliSnych odvétvich napfic
vSemi sméry lidské Cinnosti. Hlavnim zamérem pfiiprav derivatd je zlepSeni jejich
rozpustnosti ve vodném prostiedi a uprava dalSich vlastnosti pfirozenych CD

odpovidajici konkrétnimu pouziti. Derivaty mohou byt mono-, persubstituované nebo
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nékolikanasobn& cilend & ndhodn& substituované . Ptiprava definovanych Ccistych
derivatt CD je v mnoha piipadech nesnadnd. Divodem je velky a s pfibyvajicimi
gluk6zovymi monomery v cyklu rostouci pocet reaktivnich OH skupin. Nejbéznéji
se CD funkcionalizuje elektrofilni substituci na kysliku hydroxylové skupiny
alkyla¢nimi ¢i acyla¢nimi €inidly za vzniku pfislusnych etherd, popft. esterti. Mozny je
vsak také nukleofilni atak C-OH vazby. Naopak elektrofilni St€peni glykosidické vazby

by zptsobilo rozevieni kruhu CD.

V této studii jsou zkoumany modifikované cyklodextriny z divodu jejich potencialniho
pouziti v biotechnologiich. Pfipravené struktury jsou vhodné pro navazani
na magnetické nanocastice (MNPs). Praktickd ¢ast dila je zaméfena na derivaty CD
monosubstituovanych na uhliku C-6. Jejich syntéza je oproti zbylym moznostem
monosubstituce (na uhliku C-2 nebo C-3), pro jejichz ptipravu je Casto nutné ostatni
skupiny chranit, pomém¢ snadna. Mimo jiné proto, ze primarni OH skupiny jsou

v

ze jmenovanych uhliki nejzasaditéjsi a jsou méné stericky branény oproti sekundarnim.

2.2.1 6!-0-tosyl-B-CD
6'-O-tosyl-B-CD, &asto téz zjednodusend TsO-CD, je jeden z nejrozifen&jsich derivata
B-CD, nebot’ slouzi jako prekurzor pro syntézu dalSich latek nukleofilni substituci

tosylu. Jeho rozpustnost ve vod¢ je dokonce niz§i nez u nativnich CD, pii 25 °C je tato

pouhych 0,04 g/100 ml H,0.%

Pro pfipravu zminéného derivatu existuje vice postupll. Mezi ty nejbézngjsi se fadi

substitu¢ni reakce B-CD s TsCIl, Ts,O nebo tosylimidazolem v bazickém prostiedi

41,42

(obvykle vodny roztok hydroxidu sodného nebo pyridin). Vytézek takovéto reakce

byva do 30 %. Kromé Zzadaného produktu totiz vznikaji di- a tri- substituované CD

" Mezi ndhodn& substituované CD se fadi ty, které jsou substituované na riznych pozicich s riznym
stupném substituce. Konkrétni strukturu a podil jednotlivych substituentll tvofici smés nahodné
substituovanych CD nelze predem stanovit. K specificky substituovanym CD patii jednak
persubstituované CD se stejnym substituentem ve vSech pozicich, jednak CD persubstituované na pozici
2, 3 nebo 6 se stejnym substituentem v jedné z uvedenych pozic a dale vicesubstituované s danym
substituentem v konkrétni pozici. Posledni skupinu cilené substituovanych CD tvoti CD

monosubstituované, tj. s pouze jednim substituentem v celé molekule CD.*
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ave smesi zistava také nezreagovany CD a kyselina p-toluensulfonovd, popt. jeji
chlorid, resp. anhydrid, resp. imidazol. Pomérné nedavno byl zvefejnén alternativni
postup piipravy s jesté vysSim vytézZkem a navic bez pouziti toxickych organickych
rozpouétédel4o. Clanek zvefejnény v tomto roce navic poukazuje na moZnost ziskani
Cistého TsO-CD (ve vytézku 26 %) opakovanou rekrystalizaci ve smési rozpoustédel

MeOH : H,0 v poméru 1 : 1. Tim se lze vyhnout zdlouhavému ¢isténi chromatografii.

Tvorba vicesubstituovanych derivati je minimalizovana, tvofi-li ¢inidlo pevny inkluzni
komplex s CD. Typickym piikladem je reakce B-CD s Ts,0 v roztoku NaOH. Vytézek
reakce po precisténi presto zpravidla neptesahuje 30 %. 61% vytézek uvedeny v lit.*3

se zda byt nerealny.*

2.2.2 Derivaty -CD nesouci aminokyselinovy zbytek

Jak je uvedeno v uvodu této kapitoly, zamérem laboratorni syntézy bylo modifikovat
B-CD pro jeho snadné ukotveni na MNPs. Jedna z moznosti pfipravy vhodnych derivati
je za pomoci aminokyselin®*. Aminoskupinu na jedné strané fetdzce lze pomérné
snadno navazat na CD. Druhy konec uhlikové kostry aminokyseliny je obsazen
karboxylovou skupinou, ktera je Zadouci pro uchyceni derivatu na povrch magnetickych

nanocastic.

Nukleofilni substituce tosylové funkéni skupiny za zbytek od aminoethanové kyseliny
(glycinu) je jedinou doposud popsanou reakci TsO-CD s aminokyselinami.** Pouzitim
dalsich aminokyselin, kde je karboxylova a aminové funk¢ni skupina od sebe vzdalena
vzdy o jeden atom uhliku vice lze pfipravit dalsi derivaty, a tak sledovat vliv délky
fetézce mezi CD a MNP na vlastnosti vysledné nanocastice. Vzhledem k oéekavanému
obdobnému chovani 3-aminopropanové kyseliny (p-alaninu) jako v ptipadé zbytku
od glycinu, lze pro syntézu s B-alaninem pouzit tyz postup jako ve vySe uvedené

substitu¢ni reakci.

Ani jedna ze zminénych aminokyselin nema stereogenni centrum, a proto existuje

jedind moznost jejich navazani na Sesty uhlik glukoézy ptislusného cyklodextrinu.
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2.3 Magnetické nanocastice

Magnetické nanocastice patii jiz po nékolik desetileti k oblibenym a slibnym
pfedmétim studia mnoha védct po celém svéts.™ Piesto dosavadni vyvoj nepfinesl
jejich vyraznéjsi zavedeni do praxe. Jedna se o Castice, které maji vSechny své rozméry
v nanometrech (dle definice EU 1-100 nm, tzv. 0D nanoutvary) a vykazuji odezvu
na vn&js$i magnetické pole. Za pocatek slavné éry MNPs se d4 povazovat konec prvni
poloviny 20. stoleti, kdy prob&hly uvodni pokusy o odstranéni polutantd ze znecisténé

vody pomoci magnetického pole.

Nasledujici text je stru¢nym prehledem o MNPs. Podrobné;jsi informace jsou k nalezeni

v mnoha publikacich, naptiklad v lit.****.

2.3.1 Vlastnosti MNPs

Rozhodujicimi dvéma vlastnostmi pro chovani MNPs jsou jejich velikost a povrch,
ktery se rizné modifikuje z divodu stabilizace nebo snadnégjsi vazby s biomolekulami.
Stabilizaci nedochazi tak rychle k aglomeraci ¢astic, jez je nasledkem ztraty
nanorozmérti atim 1 nékterych kvantové-mechanickych vlastnosti, nezddouci. Pro
aplikace uvedené v dalSim textu se nejlépe hodi c¢astice o priméru v desitkach
nanometri. Na magnetické vlastnosti ma dominantni vliv material, ze kterého jsou
MNPs stvorfeny, nejcastéji se jedna o prvky Fe, Ni, Co a jejich oxidy (magnetit, rizné
ferity aj.) Za vyssi teploty, nez je pro dany material tzv. blokovaci teplota
(z angl. blocking temperature), ma kazda magneticka nanocastice vlastni magneticky
moment a zpravidla superparamagnetické vlastnosti, ¢imz je zpomalen proces jejich
shlukovani po odstinéni vnéjSiho magnetického pole. Presto v dlouhodobém horizontu

dochazi k oxidaci ¢astic a tim ke ztraté jejich magnetickych vlastnosti a aglomeraci.

Jako u jinych typi nanomaterialil je potfeba i u MNPs vnimat jejich zdravotni rizika.*
Na Skodlivost ¢astic pro zivou pfirodu méa vyznamny vliv velikost, tvar, slozeni ¢astic
a jejich povrch. Ten se pro sniZeni toxicity, reaktivity a zlepSeni biokompatibility casto
pokryva organickymi (tenzidy, polymery) i anorganickymi (Si, Au) materialy. Jak je

zminéno vyse, dochdzi tim zarovein k ochrané ¢astic pred oxidaci a aglomeraci.
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Pro ovéfeni uvedenych vlastnosti a charakterizaci MNPs se pouziva mnoho spektralnich
metod. Ktém nejdilezitéjSim patii vizualizace pomoci TEM (transmisniho
elektronového mikroskopu), méfeni distribuce velikosti ¢astic metodou DLS
(dynamického rozptylu svétla), urCeni chemického slozeni pomoci AAS (atomové
absorp¢ni spektroskopie), uréeni struktury pomoci XRD (rentgenové krystalografie) ¢i
stanoveni stupné modifikace organickymi ¢inidly pomoci termogravimetrické analyzy

(TGA).

2.3.2 Priprava MNPs

Takika vSechny syntetické metody pro piipravu MNPs spadaji do kategorie bottom-up,
tj. dochazi k agregaci atomti nebo molekul za vzniku pfislusnych nanocastc (asto jde
0 molekularni ,,self-assembly*). K nejbéznéjsim postuptim patii vysrazeni Castic

z roztoku, koprecipitace, rozklad organickych latek za vysokych teplot a dalsi.

Jiz v poloving 70. let 20. stoleti objevil R. P. Blakemore magnetotaktické bakterie®’,
které jsou schopny zpracovat magnetosomy za produkce MNPs, nejcastéji ve formée
magnetitu (Fe3O4) nebo gregitu (FesSs). Postupem ¢asu se podobna schopnost odhalila
iu dal$ich mikroorganismi. Produkované MNPs jsou velmi pravidelné krystalické

struktury, jejiz napodobeni je pfi syntéze takika nadlidsky ukol.

2.3.3 Vyuziti MNPs

Je zndmo mnoho oblasti potencidlniho vyuziti MNPs't

. Dnes se jiz bézné aplikuji
pfi magnetické rezonanci jako kontrastni ¢inidla. Zavedeni do praxe v ostatnich oborech
vSak vyzaduje dal$i vyzkum. Slibné, povétSinou preklinické testy byly provedeny
Vv oblasti separace biomolekul, hypotermalni 1é¢by nadort a cileného davkovani 1éc¢iv.
Obzvlasté perspektivni jsou posledni dvé jmenovanad vyuziti. Umisténim vhodnych
MNPs do nadoru a naslednou aplikaci vnéjsiho vysokofrekvenéniho magnetického pole
(dle vyhlasky FDA o magnetické indukci az 8 T) dojde k jejich zahtati na teplotu, ktera

je pro nador smrtici. Cilené davkovani 1éCiv mulze byt zajiSt€éno pfichycenim

“ Pryni zminku o magnetotaktickych bakteriich lze nalézt jiz v ¢lanku Belliniho z roku 1963.%° Vzhledem
k jeho uvetejnéni v ital$ting se vSak del§i dobu nerozsifil po védeckém svéteé. Pravdépodobné také proto
se Casté&ji za objevitele povazuje Blakemore.
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medikamentu na MNPs nasledované jejich umisténim na pozadované misto
a po ukonceni terapie opétovnym odstranénim ztéla pacienta pomoci vné&jSiho
magnetického pole. Hlavni vyhody tohoto zptisobu podani 1ékt tkvi ve snizeni mnoZzstvi
a Cetnosti jejich podavani a vyrazném snizeni vedlejSich efekta. S rostouci vzdalenosti
postizeného mista od povrchu téla vSak rapidné klesd moznost vpravit latku na zadané

misto.

Pocet realizovanych projekti je nezanedbatelny také v oblasti sanace zivotniho
prostiedi, pfedevsim V ¢isténi kontaminovanych vod.®% g uplatnénim MNPs se dale
pocita v uloznych médiich a pfi katalyze.m‘26 Pro posledni zminéné je zajimavy zejména
novy typ katalyzy zajistény MNPs se strukturou jadro-plast. PIast’ je tvofen katalyticky
aktivni latkou a magnetické jadro umozni separaci vnéjSim magnetickym polem
a opctovné pouziti katalyzatoru. Lze ptfedpokladat, ze v pribéhu dalSiho vyzkumu

se podaii uplatnéni MNPs jesté rozsifit.

2.3.4 Nedavné uspéchy a vyhled do budoucna ve vyzkumu MNPs

Pro zavedeni MNPs do vSedniho Zivota stoji pfed védci stdle mnoho vyzev. Tykaji
se stability, biokompatibility a zachyceni biomolekul, popt. 1€kt na povrchu MNPs.
Nadéjné vysledky pfinesly prvni testy v boji proti cystické fibréze a pii lokalizaci
nadord.*? Jak je zminéno vyse, cilené davkovani 1ékti dale od povrchu téla je obtizné,
nebot’ v téchto mistech dominuji hydrodynamické sily vté€le nad vn&jSimi
magnetickymi. Pfi jednom z prvnich pokusti, jak pfekonat tuto nesndz, byl vyuzit
ferromagneticky implantat ve spojeni s ¢asticemi a vnéj$Sim magnetickym polem
(v anglické literatufe znamo pod nazvem ,,implant assisted magnetic drug targeting”)."*
Piiprava kvalitnich nanocastic pro pouziti v bioaplikacich je vSak finanén€ velmi

narocna.
2.4 Cyklodextriny navazané na magnetické nanocastice CD-MNPs

2.4.1 Vlastnosti CD-MNPs

Sloucenim obou latek charakterizovanych v kapitolach 2.2, respektive 2.3 lze ziskat
jesté ucinngjsi nastroj pro mnoho jiz zminénych pouziti. Jako vyhodna se jevi zejména

schopnost CD dispergovat ve vodném prostiedi a hostit lipofilni latky ve své kavitg.
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Pritomnost MNPs potom umoziuje snadnou separaci z aplika¢niho prostiedi, a tak

opétovné pouziti CD-MNPS. Vzijemnym navazanim se ob¢ latky stabilizuji.

2.4.2 Priprava CD-MNPs

Nejcastéjsi metody piipravy CD-MNPs lze nalézt v literatute™. V obecném piipadé
se nejdiive vhodné modifikuji povrchy magnetickych nanocastic a cyklodextrint tak,
aby néslednou reakci, obvykle nukleofilni substituci, doSlo k navdzani CD na MNPs
(obr. 5). Stouto praci a vyhledovym pokraGovanim syntézy s piipravenymi
cyklodextriny nejlépe koresponduje postup uvedeny v lit.">, kde je TsO-CD navézan
na 3-aminopropyltriethoxysilanem (APTS) modifikované nanocastice. Elementarni
analyzou bylo v uvedené studii zjisténo 0,042 mmol (48 mg) B-CD navazaného na
1 gram APTS-MNPs. K nejcastéji piipravované a analyzované dvojici CD-MNP patii
B-CD a magnetit.

(I)Et
EtO—SIi—OEt

Si0, >

(\/NHZ
. .
[ OTs
—_—

Obrazek 5: Schéma potencialni reakce pfipraveného TsO-CD s MNPs.

)}
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2.4.3 Vyuziti CD-MNPs

Jak je v textu jiz uvedeno, cyklodextrin ma schopnost pohlcovat svou kavitou lipofilni
latky. Mnozstvi znich patii ke zneCistovatelim zivotniho prostfedi a pomoci
cyklodextrinéi lze zn& tyto cizorodé latky efektivng odstranit®®. Bylo uveiejnéno
nékolik &lankd studujicich potencial CD pii €isténi vod od barviv, popf. t&zkych kovi.?*
In vitro pokusy na odstranéni azobarviv z vodného prostiedi dosahuji téméi 100%
GEinnosti®’. Pro odstranéni tézkych kovli se vyuziva jejich snadného navazani
na OH skupinach vnéjsiho okraje CD. Navic se povrch CD ¢asto funkcionalizuje, ¢imz
efektivita dale roste. Obzvlasté vyhodnd je piitomnost karboxylové skupiny,
napf. v karboxymethyl-p-CD?*. Diky magnetickym jadriim nanogéstic se nasledng latky
jednoduse odstrani zvody a po promyti komplexti vhodnymi rozpoustédly lze
CD-MNPs opétovné pouzit. Pokusy v kontaminované vodé prokazaly absorpci 47,2 mg
Cu?" jontd vjednom gramu takovychto &stic pfi 25 °C. Pro zlepSeni sorp&nich
vlastnosti je dale mozné konjugovat magnetické nanocastice se zeolity, MWCNT (multi
wall carbon nanotubes, vicevrstvé uhlikové nanotrubice) a dal$imi nanomaterialy. Jako
velmi slibné pro boj s organickymi latkami znecisténou vodou se zd4 vyuziti MNPs
se strukturou jadro-plast’ modifikovanych cyklodextriny. Je-li takovato Castice tvofena
magnetitovym jadrem a slupkou z TiO,, dojde ve vodném prostfedi ke snadné
dispergaci diky CD a pii ozafeni roztoku UV svétlem je oxid titani¢ity schopen

organické slouceniny degradovat (fotokatalyza).

Zivot $iroké vefejnosti by mohl pozitivné ovlivnit nanonosi¢ pro cileny transport 1ék.
Laboratorni studie popsand a analyzovana v lit.?* pracuje s MNPs pokrytymi arabskou
gumou. Arabskd guma je jako pfirodni pryskyfice lidskym télem dobie pfijimana
aumoznuje selektivni davkovani do nékterych organti. K takovémuto povrchu
pfipojeny CD potom umozni pienos hydrofobnich 1€kl a jejich postupné uvolniovani az

po dobu ptesahujici 12 hodin.

CD-APTS-MNPs zminéné v kapitole 2.4.2 se v pilotnich studiich ukazaly jako vhodné
pro asistované skladani protein. Touto metodou by bylo mozné napravit nedokonale
vytvoiené proteiny v téle a 1é¢it tak neurologické nemoci jako Alzheimerovu chorobu

a dalsi. CD je diky své kavité schopen ,,rozpoznavat“ molekuly (z angl. molecular
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recognition) na zaklad¢ strukturni shody dutiny a pfislusné latky, popt. vlivem
elektrostatickych, van der Walsovych a dalsich sil*®. Naptiklad B-CD-PEG-MNPs
(obr. 6) byly pouzity na detekci dopaminu, jehoz mnozstvi v lidském téle slouzi
mj. jako indikator nékterych neurologickych problémi. Dale je v Iékafstvi mozné
na obdobném principu, jaky je uveden v ivodnim odstavci této kapitoly, provadét

hemoperfiizi a detoxikaci jinych t&lnich tekutin.*

V nékterych ptipadech mize CD modifikovany pomoci MNPs slouzit jako katalyzator.
Tuto jeho funkci potvrdily naptiklad studie o chemiluminiscenci pfi oxidaci luminolu
za pritomnosti B-CD a magnetickych nanocéastic MnFe;O,, resp. CoFe;04 19.23 Bylo
prokazano, ze zasluhou B-CD/MnFe;O4 MNPs doslo v kyselém prostiedi ke zkraceni
doby potiebné pro detekci GSH (pfiblizn¢ desetkrat) a zvySeni intenzity

chemiluminiscence luminalu (9x). CD zde slouzi mj. jako stabilizator vznikajicich

7.4

Obrazek 6: TEM snimek B CD PEG MNPs dispergovanych ve vodé. Pfevzato z lit."®

intermediati pfed jejich oxidaci. Vysledky studie pfislibily budouci aplikaci tohoto
katalyzatoru v mediciné pro snadné a presné meéfeni mnozstvi GSH (jeho zvySena
hladina muze byt indikdtorem nékterych chorob) v krvi metodami HPLC ¢i kapilarni

elektroforézou.
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Katalyzator tvofeny CD-MNPs lze pouzit také pii selektivni oxidaci alkohola'®. Tato

schopnost byla odhalena pfed mnoha lety u samotnych CD, ale az kombinaci s MNPs
byla umoZnéna snadna recyklace katalyzatoru. Casto se vtomto sméru mluvi
0 pseudohomogenni reakci, kde CD slouzi jako tzv. mezifazovy katalyzator. Naptiklad
benzylalkohol je vjeho pfitomnosti mozné oxidovat pomoci NaOCl ve vodném
prostiedi, a vyhnout se tak toxickym organickym rozpoustédlim. Jako v jinych
ptipadech tvorby komplexd, lze tuto metodu pouzit jen pro alkoholy stericky
odpovidajicich kavit¢ CD. Nékteré inkluzni komplexy CD-MNPs mohou byt vyuzity
k pripravé ferrotekutin®, coZ jsou koloidni disperze, v tomto ptipadé CD-MNPs,

ve vhodném rozpoustédle.
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3 Experimentilni cast

Vychozi latky a rozpoustédla byly zakoupeny od béznych dodavateld. Pii filtracich byla
pouzita frita 3, s velikosti pord 20-30 um a membranova vyvéva. Pro kontrolu
probéhnuti reakce, popf. Cistoty produkti byla po kazdé syntéze provedena TLC
na hlinikovych destickach se silikagelem 60 Fis4 (Merck, Némecko). V nékterych
piipadech byla provedena téz reversni TLC, pro ni byly pouzity hlinikové desticky
se silikagelem 60 RP-18 F,54S (Merck, Némecko). Neni-li uvedeno jinak, pak byla jako
mobilni faze pro TLC pouzita sm&s n-PrOH:H,0:EtOAc:NH,OH v poméru 6:3:1:1.
TLC desticky byly nasledné¢ vyvijeny ponofenim do 50% vodného roztoku H;SO4
a karbonizaci horkovzdusnou pistoli. Sloupcovd chromatografie byla provadéna

za pouziti smési rozpoustédel CHCl3:MeOH:H,0 v poméru 10:11:3.

'H NMR spektra byla méfena na piistroji Varian Gemini 300 HC pfi pracovni frekvenci
300 MHz. Vzorky jednotlivych produktii byly pro méfeni rozpustény v deuterovanych

rozpoustédlech.

3.1 Priprava tosylanhydridu

Syntéza Ts,0 byla provedena podle upraveného postupu uvedeného v literatute.®? Tosyl
chlorid (40 g, 0,21 mol) byl rozpustén v dichlormethanu (260 ml) a nasledné byl roztok
po pfidani kyseliny p-toluensulfonové (10 g, 0,05 mol) michan ptes noc pti laboratorni
teploté. Po odfiltrovani nerozpusténych zbytkt byl k filtratu pfidan hexan (210 ml) pro
vysrazeni tosyl anhydridu a ten nasledné odfiltrovan. Byl ziskan bily produkt (29 g,
vytezek 73 %). Prabeh reakce byl sledovan pomoci TLC s UV detekei, A = 254 nm. *H
NMR (300 MHz, CDCl3) 6 7.96 - 7.90 (m, 4 H), 7.45-7.37 (m, 4 H), 2.49 (s, 6 H)

ppm.

3.2 Priprava 6'-0-tosyl--CD

Syntéza TsO-CD byla provedena podle upraveného postupu uvedeného ve Zhong

43
l.

etal.™ B-CD (10 g, 9 mmol) byl rozpustén ve vode (220 ml) a nasledné byl k roztoku

ptidan Ts;0 (4,39, 13 mmol). Po dvou hodinach michani pii pokojové teploté byl
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ke smé&si nalit 10% vodny roztok NaOH (50 ml) a po dalSich 10 minutach byl
nezreagovany Ts;O odfiltrovan. Pridanim NH4Cl (58 g, 1,1 mol) bylo pH filtratu
upraveno na ~8 a roztok byl nechan krystalovat pies noc v lednici. Po odfiltrovani
a promyti studenou vodou (10 ml) byl produkt tfikrat rekrystalizovan v 50% vodném
roztoku MeOH (vzdy v 10-ti nasobku hmotnosti suchého produktu).** Pro
vykrystalizovani TsO-CD byl roztok ve vSech piipadech ponechdn pii laboratorni
teploté. Byly provedeny dvé takovéto syntézy za zisku bilého prasku (1,4 g, vytézek
14 % a 3,1 g, vytézek 31 %). *H NMR (300 MHz, DMSO-dg): 6 = 7.75 (d, J = 7.9 Hz, 1
H, H-2), 7.37 (d, J = 7.9 Hz, 1H, H-3"), 5.83 - 5.57 (m, 14 H, 7 x OH-2, 7 x OH-3),
4.84-4.73 (m, 7 H, 7 x H-1), 459 - 4.10 (m, 8 H, 6 x OH-6, 2 x H-6), 3.86 - 2.90 (m,
49 H, 7 x H-2, 7 x H-3, 7 x H-4, 7 x H-5, 12 x H-6, piekryti signalu s H,0), 2.48 (s,
3H, 3 x H-5") ppm.

3.3 Priprava 6!-(karboxymethyl)amino-6!-deoxy--CD

Syntéza byla provedena upravenym postupem podle lit.** a jeji prabsh byl nejprve
ovéfen pii pilotni reakci. Glycin (100 mg, 1,3 mmol) a TsO-CD (500 mg, 0,4 mmol)
byly rozpustény v H,O (3,8 ml) a TEA (2,5ml) a pies noc michany a refluxovany
za teploty 108 °C pod inertni atmosférou dusiku. Poté byla smés ziedéna vodou (5 ml)
apro vysrazeni produktu nakapana do acetonu (220 ml). Po odfiltrovani mél produkt
nezadanou hnédou barvu, a proto byl tiikrat rekrystalizovan z 90% vodného roztoku
MeOH. Ziskan byl svétle hnddy az bily prasek (89 mg, vytézek 18 %). 'H NMR
(300 MHz, D,0) & 4.85 (m, 7 H, piekryti signalu s HDO), 3.75 - 2.83 (m, 44 H) ppm.

3.4 Priprava 6!-(karboxyethyl)amino-6'-deoxy--CD

Syntéza byla provedena upravenym postupem pro piipravu 6'-(karboxymethyl)-
amino-6'-deoxy-p-CD publikovanym Liuem et al.** a jeji pribéh byl nejprve ovéfen pii
pilotni reakci. B-alanin (100 mg, 1,1 mmol) a TsO-CD (500 mg, 0,4 mmol) byly
rozpustény v H,O (3,8 ml) a TEA (2,5 ml) a pfes noc michany a refluxovany za teploty
108 °C pod inertni atmosférou argonu. Poté byla smés ziedéna vodou (5 ml) a pro
vysrazeni produktu nakapana do absolutniho EtOH (220 ml) achlazena po dobu 1
hodiny pfi teploté -10 °C. Nasledn¢ byl EtOH odpaten na RVO, produkt rekrystalizovan

v 50% vodném roztoku MeOH (1 ml) a ulozen pfes noc do mrazaku (-10 °C). Podle
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TLC nem¢la ani opakovana rekrystalizace na Cistotu produktu zadny vliv. K zisku
6'-(karboxyethyl)amino-6'-deoxy-B-CD byla provedena sloupcova chromatografie, &isty

produkt se vSak ptesto nepodatilo izolovat.
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Priprava TsO-CD

6'-O-tosyl-B-CD  patii k nejcast&ji vyuZivanym intermedidtim pro piipravu
monosubstituovanych derivati CD na uhliku C-6, resp. C-2. Metod jeho syntézy
najdeme V literatufe mnoho, jako inspirace pro tuto praci byl vybran Zhonguv postup43
(obr. 7), nebot’ slibuje vysoky vytézek reakce. Pro piipravu TsO-CD bylo pouzito jeden
a pul nasobné latkové mnozstvi Ts;O oproti B-CD, za Gcelem téméi kompletniho
zreagovani CD, jako cenové ndakladnéjsi komponenty. Postup pouzity pro piipravu
TsO-CD je koncipovan tak, aby vznikal pfednostné monosubstituovany tosylderivat
na uhliku v poloze 6. Béhem syntézy vznikaji v minoritnim mnozstvi také di-
a vicesubstituované derivaty cyklodextrinu. Kromé toho zbyva V roztoku puvodni

nezreagovany [-CD.

@) @)
\\S/O\S//
TsCl+ TsOH ———> /©/ 0d \©\

Obrazek 7: Schéma reakce pro pripravu Ts,0.

Pfi  Gvodni  syntéze  tosylanhydridu  podle

Zhongaetal.® byl ziskan bily prasek ve vytezku =~ fpe------
73%, avak naslednd provedends 'HNMR
nekorespondovala sdaty uvedenymi pro Ts;O RF;EL-;D'EE
Vv literatufe. Vzhledem k vyrazné odliSnosti obou )
spektralnich analyz také po nékolikandsobné

provedené  rekrystalizaci v 50% MeOH bylo
k===

ustoupeno od dalsi snahy o o€isténi produktu. Pti¢inou

selhani syntézy byly zfejmé nekvalitni (staré) vychozi Obrézek 8: TLC, zleva vzorek

slou¢niny. B-CD a TsO-CD.
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Cela ptiprava byla zopakovéna, pfi¢emz byl mirn€ upraven prvotni postup. K vysrazeni
pozadovaného anhydridu nebyl pouzit hexan, nybrz byl veskery CH,Cl, odpatfen
naRVO. Tim byl ziskan Ts;O ve vytézku 95%, oproti 88 % ziskanému
Zhongem et al.”® za pouziti hexanu. Prob&hnuti reakce bylo ovéfovano pomoci TLC
(obr. 8). S cilem objeveni vhodného eluentu byla desticka vyvijena v CH,Cly, ve smési
CH,Cl, a MeOH v poméru 10:1 a ve smési CH,Cl, a acetonu 10:1. Posledni uvedena
eluéni soustava se osvédcila nejlépe. Slouceniny bylo navic diky pfitomnému

aromatickému jadru mozné na rozdil od cyklodextrinu pozorovat pod UV lampou.

Prvné pfipraveny tosylanhydrid byl pies své evidentni zneCiSténi vyzkouSen pro
piipravu TsO-CD, nebot’ bylo uvazeno, Ze po jeho piidani do vodného roztoku B-CD,
dojde k vzajemné reakci pouze mezi nim a cyklodextrinem a ostatni necistoty nebudou
reakci vadit. Z TLC vSak bylo patrné, Ze spolu obé& latky vibec nezreagovaly.

Kvili praktické i1 finan¢ni strance byl poté B-CD ze smési izolovan rekrystalizaci

z 30 ml vody.
HO TsO
@) O 0] O
HO HO
OH Ts20 OH
OH > ||oH
e} @)
O
OH ‘6 OH Jg

Obrazek 9: Schéma reakce pro pfipravu TsO-CD.

TsO-CD byl nasledné dvakrat syntetizovan z vychozich 10 g B-CD a odpovidajiciho
mnozstvi zbylych komponent. Po vysuseni produktti na vzduchu pfii laboratorni teploté

byly obdrzeny bilé prasky ve vytézcich 14, resp. 31 %.

4.2 Aminokyselinové derivaty 3-CD
Postup pro syntézu 6'-(karboxymethyl)amino-6'-deoxy-B-CD (obr. 10) byl inspirovan
Liuem et al.* Piipravé aminoderivati cyklodextrinti vZzdy piedchéazela pilotni reakce

a vSechny syntézy byl provadény pod inertni atmosférou, aby se zabréanilo oxidaci
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aminoskupin. Ziskany produkt byl z diivodu zjisténi idealniho poméru rekrystaliza¢ni
smési pro jeho ocisténi rekrystalizovan v 50% vodném roztoku MeOH a v dalSich
smésich MeOH s H,0 v pomérech 8:2, 9:1 a 95:5. Za nejlepsi byl zvolen predposledné
uvedeny pomér. Pro vykrystalizovani produktu byl roztok umistén do mraznicky

(~-10 °C) a po odfiltrovani a vysuseni byl ziskan svétle hnédy prasek ve vytézku 18 %.

COOH
TsO HN
O O 0O O
HO . HO
OH glycin OH
OH oA OH
TEA
OH OH
O
O e} o
OH -6 OH Jg

Obrazek 10: Schéma reakce pro pfipravu 6'-(karboxymethyl)amino-6'-deoxy-B-CD.

Jak je jiz uvedeno v Gvodu této prace, priprava 6'-(karboxyethyl)amino-6'-deoxy-p-CD
nebyla doposud publikovana. Proto bylo s vyhodou vyuzito obdobnych vlastnosti
B-alaninu jako glycinu pii elektrofilni substituci a pro pfipravu produktu bylo
postupovano po vzoru Liua etal.* (obr. 11). Zadana latka byla &isténa sloupcovou
chromatografii ve smési CHCl3:MeOH:H,0 v poméru 10:11:3, produkt se vSak piesto
nepodafilo izolovat. Bylo by pravdépodobné zapotiebi pouZiti jiné smési rozpoustédel,

popft. podstatné delsi stacionarni faze sloupcové chromatografie.
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COOH

TsO
0 o
HO
OH B-alanin
OH —>
OH
O O
OH ‘g

Obrézek 11: Schéma reakce pro pfipravu 6'-(karboxyethyl)amino-6'-deoxy-B-CD.

38



5 Zavér

Literarni reSerSe predkladané bakalaiské prace je zaméfena predevSim na vlastnosti,
piipravu a pouziti cyklodextrinti. V navazujici podkapitole jsou piedstaveny magnetické
nanocastice a jejich potencial pro prakticka vyuziti. Zavér teoretické Casti se pak vénuje

MNPs modifikovanym pomoci derivati -CD.

V ramci experimentalni Casti této prace byly pfipraveny 3 monosubstituované derivaty
cyklodextrinti (6'-O-tosyl-B-CD, 6'-(karboxymethyl)amino-6'-deoxy-B-CD
a 6'-(karboxyethyl)amino-6'-deoxy-p-CD) vhodné pro dalsi pouziti k modifikaci
ovéfeny postupy piipravy derivati cyklodextrinli uvedenych v literatute. Pti ptipravé
tosylanhydridu se podafilo mirnou Upravou postupu izolovat produkt ve vysSim
vytézku, nez je uvedeno v literatufe. Obdobnym postupem pouzitym pro piipravu
6'-(karboxymethyl)amino-6'-deoxy-B-CD byl  pripraven  6'-(karboxyethyl)-

amino-6'-deoxy-p-CD, jejz se viak nepodafilo izolovat v &istém stavu.

Lze ptedpokladat, Ze obdobnym zpiisobem lze pfipravit také slouCeniny s delSim
uhlikatym fetézcem navazanym mezi CD a karboxylovou funkéni skupinou. Misto
glycinu, resp. B-alaninu by se v piislusném kroku reakce pouzila GABA (kyselina

y-aminomaselnd), kyselina 6-aminovalerova atd.
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