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Abstrakt

Tato diplomové prace se zabyva piipravou modifikovanych ligandi p-, 6- a x-

1 Hlavnim cilem

opioidnich receptori, a tim navazuje na bakaldiskou praci autora.
pfedlozené prace je modifikace vybranych ligandi na vhodném  misté
oligoethylenglykolovou spojkou, ktera umozni jejich vyuziti v inovativnim konceptu
iBodies.>

Pro modifikace byly zvoleny ligandy naltrexon (p-opioidni receptor), naltrindol
(6-opioidni receptor) a nalfurafin (k-opioidni receptor). Naltrexon byl modifikovan dle
poznatkt z bakalarské prace na atomu C-6 s vyvedenim spojky pies etherovou a amidovou
funkéni skupinu. Zarovenn byl studovan vliv konfigurace nové vzniklého stereogenniho
centra atomu C-6 na biologickou aktivitu ligandu. V piipadé naltrindolu byl na zakladé
literarni rederse zvolen pfistup pres dusik indolu.>> Nalfurafin byl synteticky opracovéan na
furanovém fragmentu.

Daéle byla pfipravena série fluorescencné znacenych ligandi. Zavedeni fluorescenéni
zna¢ky umoznilo sledovat vliv vyvedeni spojky na afinitu a selektivitu ligandii. Na zaklad¢
téchto vysledkl byly nasledné ptipraveny ligandy pro vyvoj metody DIANA a pro piipravu
syntetickych protilatek opioidnich receptorti dle konceptu iBodies.®

Kli¢ova slova: naltrexon, ligand, receptor, konjugat, opioidni receptor




Abstract

This diploma thesis deals with preparation of modified ligands of mu, delta and kappa
opioid receptors, following up on the author’s bachelor’s thesis.! The main goal of the
submitted thesis is ligand tethering at an appropriate position using oligoethylene glycol
linkers, to enable their use in the innovative iBodies concept.?

Ligands chosen for modifications were: naltrexone (u-opioid receptor), naltrindole
(6-opioid receptor) and nalfurafine (k-opioid receptor). Naltrexone was modified, according
to the bachelor’s thesis results, at the C-6 position with linker attachment via ether and
amide. At the same time, the influence of the configuration at the newly formed C-6
stereogenic center on biological activity was studied. In case of naltrindole, access through
indole nitrogen was chosen based on the information in literature.>® Nalfurafine was
modified on the furane fragment.

Series of fluorescently labeled ligands were prepared. Attachment of the fluorescent
tag allowed us to study the affinity and selectivity of these modified ligands. Based on the
results, ligands for development of DIANA method and for preparation of synthetic iBodies

were synthesised.’
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1. Uveod

Alkaloidy obsaZeny v rostlin¢ Papaver somniferum, znamé jako opiaty, pouzivaji
lidé prokazatelné jiz n€kolik tisicileti. Tyto slouceniny, resp. jejich smési, patii mezi vibec
nejstar$i pouzivané 1ééebné pripravky. Na zacatku 19. stoleti byl izolovan ¢isty morfin
1ékarnikem Sertiirnerem, coz spolu s vyvojem injekéni jehly zpisobilo revoluci v analgesii.”
Pozdgéji, ve 20. stoleti, byly pfipraveny prvni semi-syntetické derivaty opiatd a zaroven byl
nastinén mechanismus pusobeni téchto latek prostfednictvim opioidnich receptorii. Dnes
zname nékolik poddruhti opioidnich receptort a desitky ligandu, které zastavaji vyznamné
postaveni v medicing.

Bezesporu nejvyznamnéjsi vlastnosti opiatl jsou jejich analgetické ucinky. Pouzivaji
se k tlumeni jak akutnich bolesti (napf. po chirurgickém zakroku), tak bolesti chronického
charakteru. Pacienti trpici nadorovym onemocnénim V prib&hu 1é¢by Casto pfijimaji 1éky
obsahujici opiaty. V né€kterych piipadech se jedna o takzvanou perioperativni péci,
v pokrodilych stadiich rakoviny se opiaty podavaji pii paliativni 1é¢b€. Soucasna pozorovani
naznacuji, ze piijem opiatu ma vliv na priibéh nidorovych onemocnéni.® Bohuzel, situace je
prilis komplikovana a neptehlednd, protoze opiaty ovliviuji fadu procesi v lidském téle,
které jsou navic ovlivnény dal§imi faktory. Proto zatim nelze potvrdit, zdali vysledny vliv
opiatll na nadorové onemocnéni, respektive na jejich pribeh, je pozitivni nebo negativni.
Dopad opiati na lidské zdravi je tedy nejasny, a proto studium opioidnich receptort je
nanejvyse aktudlni t¢éma v medicing a ptibuznych oborech. Proto jsme se rozhodli vyzkouset
inovativni koncept iBodies pro pfipravu novych fluorescenéné znacenych konjugati,
vyuzitelnych ve studiu opioidnich receptorti. Vétime, Ze tento novy néastroj mize najit svoje
misto v tzv. life sciences.

V teoretickém tivodu prace se Ctenaf sezndmi s problematikou vlivu opiatii na pribeh
nadorovych onemocnéni, dale bude objasnén ,,message-address* koncept, ktery umoziiuje
cileni morfinanovych ligandli na riizné opioidni receptory. V navazujicich kapitolach jsou
vysvétleny zakladni principy konceptu iBodies a design opioidnich ligandl pouzitelnych
v tomto konceptu. V druhé poloviné magisterské prace jsou prezentovany a diskutovany

dosazené vysledky.




2. Teoreticka Cast

2.1. Opioidni receptory a nadorové onemocnéni

Opioidni receptory predstavuji v mediciné vyznamny cil terapeutického zasahu. Tyto
receptory ovliviiuji lidsky organizmus mnoha zpiisoby. PiedevSim byvaji zapojovany
pfi tlumeni raznych nezadoucich projevi, jez doprovazi fadu onemocnéni. Nejznaméj$im
prikladem je samoziejm¢ analgesie, dale pak tlumeni kasle, prijmu, zacpy, dusSnosti,
svédéni, 1é¢ba zavislosti apod. Tyto piiklady ukazuji, Ze opioidni receptory dokazou
ovliviiovat fadu na prvni pohled zdanlivé nesouvisejicich procest. Pravé tato promiskuita
pfinesla opioidnim receptoriim velkou pozornost.

Pacienti trpici nadorovymi onemocnénimi Casto zazivaji sttedn¢ silné az velmi silné
bolesti. Nékdy se jedna o nésledek samotného puisobeni/ristu nadoru. V jinych ptipadech
bolest vzniké invazivnim opera¢nim zékrokem. Nehled¢ na pficinu, ve vétSing piipadl jsou
pro potlacovani bolesti pouzivany pravé opidty, které jsou pro moderni medicinu
nenahraditelné. V prubéhu nékolika minulych let se zacaly hromadit dikazy o tom,
ze podavani opiatl pacientim s naddorovym onemocnénim muiize vyrazné ovlivilovat priubéh
nemoci.®?* Tato problematika je kvalitng zpracovéana v ¢lanku zroku 2016, ktery nese
ptiznaény nazev ,, Opioids and cancer: friend or foe? “ (,,Opidaty a nadorové onemocnéni:
pratelé nebo nepidtelé? ).8

Mnozici se preklinické a klinické studie neptindsi presvédCivé vysvétleni vlivu
opidti na pribéh nadorovych onemocnéni. Dochédzi spi§ k dal§imu zamlZovani
a komplikovani celé situace. Problémem jsou zejména velké rozdily mezi in vitro a in vivo
studiemi. Jedina informace, kterou mtizeme s urcitosti potvrdit je, Ze opioidni receptory
a jejich stimulovani ovliviiuje imunitni systém, angiogenesi a apoptozu. Dale se bohuzel
vysledky studii rozchéazeji. Opioidni receptory jsou v téle pfitomny na rtiznych buiikach
a jejich stimulace miiZze na kazdém typu bunck vyvolavat mirné¢ odliSny efekt. Na jedné
stran¢ stimulace opioidnich receptori zpisobuje imunomodulaci, kterd ulehcuje preziti
nadorovym buiikdm.® Na strané druhé je potieba podotknout, Ze bolest samotna a také stres
ma podobny vliv na imunitni systém, a proto je t€zké vliv téchto faktord studovat oddélené.
Aby byla situace jesté vice komplikovana, nékteré in vitro studie naznacuji, ze podavani

morfinu miize podet bungk imunitniho systému ovliviiovat i pozitivng.1®
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| v ptipad¢ angiogenese, kterd ma vyrazny vliv na progresi tumoru, je situace nejasna.
Vétsina studii naznaduje podporu angiogenese podavanim morfinu.l” Opét se viak najdou
i priklady, kde byla morfinem tlumena.'® Navic v tomto piipadé pravdépodobné zavisi
na typu opioidnich receptor. Data naznacuji, Ze stimulace k-opioidnich receptora (KOR)
by mohla potlaovat angiogenesi.’® Opioidni receptory ovliviuji také metastazovani
rakovinnych bunék, které zptisobuje Sifeni naddorti do jinych casti t€la. V tomto ptipadé
se data li§i v zavislosti na druhu sledovaného nadoru.?%-2?

Vyse zminéné vysledky jsou velice frustrujici, vezmeme-li v uvahu, jak zasadni
problém s dopadem na Zivoty miliont trpicich pacientti to znamena. Vysazeni opiatl z 1é¢by
nepfichazi v uvahu, jelikoz alternativa neni dostupna. Ponechani pacienta V silnych
bolestech je samoziejmé nehumanni a ve svém dusledku stejné vede k podminkam
podporujicim rlst nadoru. Tato situace jasné prokazuje, Ze chemie, biochemie a biologie
opioidnich receptori jesté nenapsala svoji posledni kapitolu a dalsi vyzkum ve vSech téchto

disciplinach je nezbytny.
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2.2. Ligandy opioidnich receptort a ,,message-address* koncept

Diky velkému zajmu o opioidni receptory V pfedchazejicich desetiletich dnes zndme
stovky jejich ligandd. Tyto ligandy mizeme délit do podskupin podle ruznych kritérii jako

afinita, selektivita, typ u¢inku (agonisté/antagonisté), vyskyt (endogenni/exogenni) apod.

Schéma 2.1 Struktury vybranych ligandii opioidnich receptorii
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Vyvoj novych ligandli opioidnich receptorii ptinesl mnoho vysledkd, ale jednim
z nejzasadnéjsich je urcité formulovani takzvaného ,,message-address® konceptu (MAK)
neboli konceptu zpravy a adresy.??" Tento koncept byl pii feseni prace zhusta vyuzivén,
a proto byl zafazen i do teoretického ivodu. Jedna se o teorii, ktera predpoklada existenci
dvou regionti v molekule ligandu. Region nesouci zpravu je v podstaté farmakoforem
ligandu a je odpoveédny za vazbu na receptor a biologickou odezvu. Region adresy udava
selektivitu vazby na jednotlivé druhy receptord diky doplikové interakci s receptorem.
Existuje nékolik druht opioidnich receptorti (u, 8, k, nociceptinovy, ), pii¢emz kazdy z nich
reguluje tadu fyziologickych procest. Proto selektivni ligandy jsou nenahraditelnym
nastrojem pro studium téchto receptorti a jejich role v organizmu. MAK byl poprvé
formulovan v chemii morfinani v roce 1986.2® Portoghese a jeho kolegové pripravili
selektivni ligandy 6-opioidniho receptoru na zaklad¢é né€kolika jednoduchych experimenta
a uvah.?* Po srovnani struktur endogennich peptidi predpokladali, Zze tyrosin ve struktufe

vySe zminéného Leu-enkefalinu plni Glohu zpravy, zatimco fenylalanin je odpovédny za
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selektivitu. Tuto hypotézu potvrdili faktem, ze pfipojeni casti Leu-enkefalinu
s fenylalaninem k morfinanovému ligandu vyrazné ovlivnilo selektivitu vazby.?® Struktura
peptidem modifikovaného ligandu 1 se nachazi na Schématu 2.2. Dale autofi pfedpokladali,
7e regionem adresy nemusi byt pouze peptid, ale mtiZze jim byt i jakykoliv aromaticky systém
roz$ifujici morfinanovy skelet. Diky této uvaze byl pfipraven naltrindol, selektivni
antagonista DOR.%

Schéma 2.2 Struktura peptidem rozsireného naltrexonu 1 a naltrindolu®-2*

HOOC

I=z

Naltrindol

1

Modra = region zpravy, Cervena = region adresy

Zaroven si mizeme vSimnout, Ze fenolickd ¢ast a atom dusiku v piperidinové ¢asti
morfinanu dokonale imituji tyrosin endogennich opioidnich peptidii. Selektivita naltrindolu
vici DOR potvrdila, Ze morfinanovy skelet jako takovy je zpravou a pro modulaci selektivity
musime tento skelet doplnit vhodnym zplisobem. Dal§im zajimavym poznatkem je zjisténi,
ze v ptipadé rozsifeni morfinanu pouze o anelovany pyrrol nebyla pozorovéana zadna zména
v selektivitd.?* To znamena, Ze za interakci S receptorem je odpovédné benzenové jadro
anelovaného indolu, pficemz pyrrol plni funkci spojky a fixuje benzenové jadro ve vhodné
poloze. Derivat rozsiteny 0 benzofuran namisto indolu byl rovnéz pfipraven a jeho
selektivita vazby byla srovnatelna se selektivitou naltrindolu.?*

DalS§im zajimavym pfistupem pii vyzkumu opioidnich receptori byla pfiprava
opioidnich antagonisti se dvéma farmakofory.?® V podstaté se jedna o dva morfinanové
ligandy oddéleny vhodnou spojkou. Délka a geometrie spojky miize vyrazné ovliviiovat
selektivitu téchto derivati. Pro vysvétleni tohoto jevu existuji dvé teorie. Dle prvni miize
dochazet k navazani obou ligandi do dvou vazebnych mist daného ligandu v jednom

proteinu. Druha teorie navrhuje, ze nemusi dochdzet k plnohodnotné vazbé druhého ligandu,
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ten vSak mize pozitivné nebo negativné interagovat s povrchem proteinu nebo vedlejSim
vazebnym mistem jiného ligandu. V obou ptipadech je tento dvojity efekt velice zavisly
na presné geometrii proteinu, proto jej 1ze vyuzit k ovlivnéni selektivity. Tuto problematiku
prozkoumal opét Portoghese a jeho skupina, jez pfipravila razné dimery naltrexonu,
dle struktury uvedené ve Schématu 2.3.% Tyto ligandy byly vazané pies oligoglycinové
spojky, jelikoz glycinové fragmenty se Casto nachazeji i v endogennich opioidnich
peptidech.

Schéma 2.3 Struktura dimeri naltrexonu®

ZT

Vysledky selektivity vazby téchto derivatl byly velice zajimavé. Délka spojky
skute¢né sehrala dulezitou roli v selektivité vyslednych dimerd. Pro n = 0 byl dimer vyrazné
selektivni pro KOR, zatimco pro n = 2 pro MOR. Také bylo prokazano, ze v piipadé vazby
na MOR se jednd o interakci dle prvni teorie, jelikoZ po nahrazeni jednoho z ligandl
enantiomerem doslo k naruSeni interakce a sniZzeni afinity. U n = 0 bylo zajimavé, Ze po
nahrazeni sukcinylu za fumaryl doSlo k sniZeni selektivity. Tento experiment prokazuje, Ze
vzajemnd orientace ligandi je opét velice dulezita pro selektivitu vazby. Proto byl navrzen

a syntetizovan norbinaltorfimin a jeho meso izomer 2.

Schéma 2.4 Struktura norbinaltorfiminu a meso izomeru 2

Norbinaltorfimin 2
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Pyrrol mezi ligandy plni ulohu velice kratké, konformacné pevné spojky. Ukazalo
se, ze norbinaltorfimin je selektivnim ligandem KOR a ligand 2 dokonce vykazal siln&jsi
interakci s receptorem, i kdyz s ponékud mensi selektivitou. Tyto experimenty prokazaly,
ze v pripadé KOR se nejedna o vazbu obou ligandit do vazebnych mist pro opioidni ligandy,
ale Ze jeden z ligandl se vaze pravdépodobné do dopliikového vazebného mista, které neni
urceno pro opioidni ligand.

Nouze o selektivni ligand KOR, ktery by mohl byt pouzivan jako 1é¢ivo
bez vedlejsich efektli, opét ozivila koncept zpravy a adresy na pielomu tisicileti.?’
Tym japonskych védct na zdklad¢é dostupnych informaci navrhl desitky derivatl naltrexonu,
které byly otestovany z hlediska selektivity vici KOR. Jak se ukazalo, tento koncept
V chemii opiati opét uspél a vedl k objevu prvniho k-agonisty, ktery se nasledné zacal
prodavat jako 1éc¢ivo na potlaceni svédéni. Ptistup, ktery byl zvolen pii designu léciva,
vychazel z vySe zminéného norbinaltorfiminu a série derivati U-50488H, zobrazenych na

Schématu 2.5.

Schéma 2.5 Struktura U-50488H a jeho derivati®®
Cl =
Q8L “O 00
., 0o
ITI cl ” R
O ®
U-50448H R=H, CI

Agonisté vétSinou vyvolavaji fyziologicky ucinek tim, Ze po vazbé na receptor
dochdzi k pozménéni struktury receptoru. Naopak antagonisté se vaZzou na receptor,
ale obsahuji dalsi strukturni ¢ast, ktera brani zmén¢ struktury receptoru. Norbinaltorfimin
je antagonista KOR, proto lze ptedpokladat, ze pro dosazeni agonismu musime cast
molekuly odstranit. Pfitom, ale nesmime zasahnout do ¢asti struktury, jenz je odpovédna
za selektivitu vazby.

Sloucenina 3 na Schématu 2.6 je zjednoduSenim norbinaltorfiminu. Postrada
aromaticky kruh a vétSinu polarnich skupin, kromé dusiku morfinanu. Dulezité je, Ze tato
sloucenina si zachovala antagonismus i selektivitu viici KOR. To znamena, ze nepolarni ¢ast

je odpovédna za selektivitu a dal$im zjednoduSenim a uvolnénim konformacni restrikce by
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mohlo dojit ke zméné z antagonisty na agonistu. Proto autofi nejdiiv pfipravili nékolik

derivatu s nepoldrnim Cs fragmentem na uhliku C-6 navazanym ptes riizné funkéni skupiny.

Schéma 2.6 Logika designu agonisty KOR?’
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Studovany byly ether, thioether, thioester, amid, amin a N-methylamid. V podstaté
vSechny tyto latky byly agonisty KOR, pificemZz nejvetsi selektivitu vykazoval
N-methylamid. V dalsim kroku bylo pfipraveno nékolik derivati vazanych pies
N-methylamid, které se liSily nepolarnim fetézcem. Postupné byla otestovana fada
karbocyklt a heterocyklu lisicich se velikosti a substituci. Vysledkem této snahy byl objev
nalfurafinu, selektivniho agonisty KOR, ktery je dnes schvalenym lé¢ivem v Japonsku. Jeho
struktura se nachazi na Schématu 2.7. Tato latka opét potvrdila vyuzitelnost konceptu zpravy
a adresy v chemii morfinani. Zaroven se také potvrdilo, ze zménou ¢asti molekuly lze

antagonistu pfevést na agonistu.
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Schéma 2.7 Struktura nalfurafinu

Nalfurafin

2.3 Nastroje pro studium opioidnich receptori

2.3.1 Konven¢ni nastroje

Nejstarsi nastroje pro studium opioidnich receptorti jsou radioligandy.?® Prvni
tritiované ligandy vychazely ze znamych ligandu jako naloxon, naltrexon, leu-enkefalin,
pozdé&ji byly pouzity také syntetické peptidy DAMGO ([D-Ala? N-MePhe?*, Gly-ol]-
enkefalin) a DADLE ([D-Ala?, D-Leu®]-enkefalin). Dnes jiz zname fadu velice specifickych
radioligandl pro vSechny druhy opioidnich receptorti. Radioligandy v8ak sebou piinasi fadu
nevyhod, které¢ komplikuji jejich pouziti. Patfi mezi né napiiklad cena, vysoké pozadi
pi1 méfeni a specificka bezpecnost prace s radioaktivnimi slou¢eninami.

Alternativou k radioligandiim jsou fluorescenéné znacené protilatky nebo ligandy.
Fluorescencné znaCené protilatky interaguji s epitopem pfitomnym na proteinu mimo
vazebného mista. Nevyhodou v tomto ptipad¢ je, ze epitop nemusi byt pokazdé piitomny
a pfistupny. Dle zkuSenosti naSich kolegl je znaceni opioidnich receptort protilatkami casto
nespolehlivé a malo reprodukovatelné. Velice uzitecnym pfistupem je detekce pomoci
fluorescenéné znacenych nizkomolekuldrnich ligandii. Pfiprava téchto modifikovanych
ligandl vyZaduje vhodné opracovani ligandu bez naruSeni afinity objemnou fluorescen¢ni
znaCkou. Nemén¢ dilezity je vybér fluorescencni znacky. Neékteré velice nepolarni
fluorescen¢ni znacky mohou zptisobovat nespecifickou interakci s bunéénymi sténami.*
Navic modifikace nizkomolekularniho ligandu fluorescenéni znackou vyrazné ovliviiuje

fyzikalné-chemické vlastnosti ligandu.
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Vzhledem k dostupnym informacim o vazebnych pomérech morfinanovych ligandt
bylo pomémé jednoduché navrhnout a piipravit fadu fluorescenéné znacenych ligandi.
Jako prvni byly pfipraveny fluorescenéné znacené derivaty naltrexonu, naloxonu
a oxymorfonu znazornéné na Schématu 2.8.3! Tyto derivaty se dnes b&zné pouzivaji
pro znadeni zejména MOR.*? V literatute, ale miizeme najit i piiklady selhani téchto ligandii
v nékterych systémech, zejména kviili nespecifickym interakcim.®* Obdobnymi zptisoby
byly pfipraveny dalsi fluorescencné znacené ligandy odvozené od naltrindolu a jinych
ligand.*3*% Ve vétsing ptipadi se jako fluorofor pouziva fluorescein, ale mizeme se taky
setkat s vyuzitim BODIPY.*® Kromé& nepeptidickych ligand@ byla pfipravena také fada

fluorescenéné znacenych opioidnich peptidi.®’-38

Schéma 2.8 Struktura fluorescencné znaceného naltrexonu, naloxonu a oxymorfonu®*
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Naltrexon R = methylcyklopropyl
Naloxon R =allyl
Oxymorfon R = methyl

2.3.2 1Bodies neboli syntetické protilatky

Koncept a nazev iBodies byl zaveden skupinou doc. Konvalinky v roce 2016.? Jedna
se o polymerni syntetick¢ konjugaty, které mimikuji funkci protilatek a umoziuji
tak studovat receptory ¢i enzymy. Tyto konjugaty jsou zalozené na hydrofilnim polymeru,
ktery umoznuje navazani vice funkcnich casti, jako naptiklad ligandi, fluorescen¢nich
zna¢ek nebo afinitnich kotev. Vyse zminény polymer je slozen z N-(2-hydroxypropyl)

~~~~~~

vlastnosti tohoto polymeru je jeho minimalni toxicita. Pravé diky tomu byl tento polymer
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jiz v minulosti testovan v oblasti doru¢ovani biologicky u¢innych latek na cilové misto nebo
ve vyvoji kontrastnich latek pro zobrazovaci techniky. Obecné schéma vyse popisovaného
»1Body* je uvedeno na Schématu 2.9. Tyto syntetické protilatky Ize pouzivat v béznych
biochemickych experimentech jako imunoprecipitace, prutokova cytometrie nebo ELISA

(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay).

Schéma 2.9 Obecné schéma iBody
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HN HN
HO%
0 O O (0]

¢ o~ ¥

Vychozi polymerni prekurzor syntetické protilatky nese fadu reaktivnich skupin
(aktivovanych esterti), které umoZznuji pfipojeni potfebnych funkénich casti. A praveé
vhodnym vybérem ligandii navazanych na polymernim nosi¢i se piipravi selektivni
synteticka protilatka vii¢i vybranym proteinim. Pro zachovani afinity ligandu je poticba
jej oddélit od objemného polymeru vhodnou spojkou, aby nedochazelo k sterickému branéni
interakce protein-ligand. Pro tyto ucely se pouZzivaji zejména oligoethylenglykolové fetézce
o rizné délce. Zatim se nepodafilo najit pravidlo pro optimalni délku spojky, resp. jaky typ
spojky lze s nejvétsim tspéchem obecné pouzit a proto na zacatku pripravy iBody vzdy
zaciname s relativné dlouhou spojkou, kterou v pribéhu feseni projektu rizné chemicky
pozménujeme. Volbou vhodné fluorescencni znacky na polymeru Ize provadét fluorescenéni
experimenty pii riznych vinovych délkach. Analogicky se da ménit i intenzita fluorescen¢ni
odezvy. Fluorescenéni znacka pouzita v 1. generaci téchto protilatek byla ATTO488. Jako
afinitni kotva byl zvolen biotin, ktery umoziuje imobilizaci diky silné afinité

k streptavidinu.
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Schéma 2.10 Struktura ATTOA488 a biotinu
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Skupina doc. Konvalinky pfipravila a uspé$né otestovala iBodies cilené na enzym
GCP-Il (glutamat-karboxypeptidazu II), HIV-1 protedzu, pepsin a proteiny oznacené
histidinovou znackou.? V ptipadé GCP-ll doslo ke snizeni inhibi¢ni konstanty oproti
puvodnimu inhibitoru o tfi fady. Tento efekt lze vysvétlit pfitomnosti vice inhibitord
ve struktute iBody, co zptsobuje zvyseni lokalni koncentrace inhibitoru v okoli enzymu.
Tento efekt neni bohuzel zcela obecny, jelikoz u dalsich studovanych enzymu se neprojevil.

Pozdégji v roce 2017 byl publikovan ¢lanek o iBodies cilenych na FAP (Fibroblast
Activation Protein) protein, ktery je velké mife exprimovan v rakovinnych bunkach, zatimco
bézné se v téle nevyskytuje.®®

Tyto vlastnosti z FAP ¢ini vhodny terapeuticky cil (1écba) nebo také cil
pro zobrazovani tumorti (diagnostika). Tato studie pfinesla dal$i dilezité informace
o pouzitelnosti konceptu iBody. Za prvé, opét se potvrdilo, ze délka spojky hraje zasadni roli
v efektivité vazby polymerniho konjugatu ligandu. Rozdil mezi inhibi¢ni konstantou
inhibitoru FAP se spojkou PEG-5 a PEG-15 ¢inil vic nez jeden tad. Zaroven se ukazalo,
ze ani toto pravidlo neni zcela obecné, protoze u velice podobného inhibitoru byla zavislost
na délce spojky pomérné¢ mald. Dale se ukazalo, Zze polymerni konjugat velice dobfte
inhiboval FAP i po nafedéni na niz§i koncentrace, zatimco inhibice nizkomolekularnim
inhibitorem byla natedénim vyrazn¢ sniZzena. Tento jev je pravdépodobné zptisoben velikosti
a niz8i pohyblivosti polymernich konjugati. Dalsi zajimavou vlastnosti iBodies je, Ze

dochazi k pomalé internalizaci polymeru, co vede k zvySovani signalu fluorescence uvniti
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bunék po delsi inkubaci. Inhibi¢ni konstanty FAP-cilenych polymernich konjugati byly
ponc¢kud vetsi nez inhibiéni konstanty nizkomolekuldrnich inhibitord, nicméné stale
vykazovaly nanomolarni aktivitu. Na druhou stranu Ize konstatovat, Ze selektivita inhibice
vyrazné vzrostla, coz je velice dilezité, protoze V téle se vyskytuje fada jinych proteint
podobnych FAP.

Pripravené iBodies byly také pouzity viadé dalSich experimentd. V prvni tadé
pro afinitni izolace, dale pro metodu ELISA a konfokalni mikroskopii. Tyto experimenty
potvrdily Ze, vlastnosti iBodies jsou srovnatelné s béznymi protilatkami. Vyhodou iBodies
je zejména jejich cenova dostupnost, stabilita a modularita. V pfipadé, Zze je znamy
nizkomolekularni inhibitor, jehoz modifikace a vyvedeni potiebné spojky vyrazné neovlivni
afinitu vaci proteinu, lze pomoci konceptu iBodies cilit jakykoliv protein. U konven¢nich
fluorescenéné znacenych protilatek muze vybér fluorescenéni znacky vyrazné ovlivnit
vlastnosti piipraveného konjugatu, predev$im se muze zménit rozpustnost nebo se zvysi
nespecifické interakce s bundénymi membranami.®® iBodies vsak nesou fluorescenéni
zna¢ku v blizkosti hlavniho fetézce polymeru, a proto obvykle nedochazi k nespecifické
vazbé¢ s bunéénymi membranami, ani v pfipad¢ pouziti lipofilnich fluorofort. Dale mizeme
na miru upravovat farmakokinetiku vysledného iBody zménou délky polymerniho fetézce

a ovlivilovat tak distribuci mezi tkanémi.

2.4 Design modifikovanych ligandt pro piipojeni k iBodies

Prvnim krokem v designu modifikovanych ligandd/inhibitorti je volba vhodného
mista pro modifikaci. Teoreticky je nejvhodnéjSim mistem ¢ast ligandu, kterd je
nejvzdalenéjsi od vazebného mista proteinu a kterd se neti€astni zadné dulezité interakce
v tomto misté. Jakakoliv strukturni modifikace by idealné méla ovliviiovat afinitu/selektivitu
pozménéného ligandu jen minimdalné. Dalsi dalezitym kritériem je modifikovatelnost
daného mista z pohledu syntetické chemie. Samoziejmé ne vSechny atomy v daném ligandu
Ize synteticky opracovat. Pro modifikace jsou vhodné zejména heteroatomy (atomy O, S, N)
nebo reaktivni mista jako dvojna vazba apod. Morfinanovy skelet nabizi fadu reaktivnich

mist vhodnych pro jednoduchou modifikaci, viz Schéma 2.11.
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Schéma 2.11 Synteticky pristupné mista morfinanového skeletu
C-3

X = OH, NH,, =O

Nejptistupnéjsimi misty pro chemickou modifikaci morfinanového skeletu jsou
atomy C-3, C-6 a N-17. Drtiva vétSina opiati se lisi substituci zejména na atomech C-6
a N-17. Naopak fenolicka funkéni skupina na atomu C-3 vétSinou zistava V nezménéné
podobé¢, protoze vytvarii dulezitou interakci ve vazebném misté. Diverzita u C-6 je vétsi,
nékteré opiaty v tomto misté maji keton, alkohol, amin nebo dal§i komplikovangjsi funkéni
skupiny. Z ptedeslych zkusenosti vime, Zze nejvhodné&j$im mistem pro modifikaci je praveé
atom C-6. V nasi laboratofi byly otestovany piistupy k iBody konjugatim pies vSechna
piistupna mista morfinant a jediné modifikace na uhliku C-6 vedla k zachovani afinity vici
opioidnim receptorim. Jako ligand pro modifikaci jsme zvolili naltrexon (antagonista
MOR), vzhledem k dobr¢ afinité k receptorim, jeho dostupnosti a ptedeslym zkusenostem.
V neposledni fad€ je vhodné uvést, Ze naltrexon je antagonista opioidnich receptord,
proto neni uveden na seznamu kontrolovanych latek. Diive zminény fluoresceinem znaceny
derivat naltrexonu, zvany FITC-NTX (adukt fluorescein isothiokyanatu a naltrexazonu) byl
zvolen jako positivni kontrola.®* Jako spojky jsme se rozhodli vyuzit, podobné jako
Vv bakalarské praci, derivaty tetraethylenglykolu. Tyto slouceniny jsou velice oblibené
v medicindlni chemii, zejména diky dobré rozpustnosti ve vodé¢ 1 organickych

rozpoustédlech a nulové toxicité.*
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Schéma 2.12 Struktura naltrexonu a fluorescencné znaceného FITC-NTX

Naltrexon

FITC-NTX

V ramci mé bakalaiské prace jsem pripravil rizné derivaty naltrexonu, jez mély
spojku k iBody vyvedenou z karbonylové funkéni skupiny na uhliku C-6.! Design téchto
latek byl pfimo inspirovan latkou FITC-NTX. Vysledky bakalatské prace nas ujistily,
ze atom C-6 je skutecné vhodnym mistem k modifikaci, vzhledem k dobré afinité
fluorescenén¢ znacenych derivati. Bohuzel hydrolyticka labilita hydrazonové
(semithiokarbazonové) vazby komplikovala ptipravu a testovani polymerd. Proto jsme se
pfi navrhovani dalsi generace prekurzorti pro iBody rozhodli pouZit vazbu mezi opidtem
a spojkou, ktera bude stala ve vodném prostredi. V Gvahu prichazely tfi zpusoby vazby.
Opiat propojit se spojkou pomoci etherické vazby nebo pomoci aminu ¢i odpovidajiciho
amidu. Nejjednodussim zpisobem jak pfipravit pozadované intermediaty pro vyse uvedené
zpusoby propojeni je redukce ketonu C-6 na alkohol nebo na amin. Poté méla nasledovat
samotna tvorba aduktu opiat-spojka. Pti redukci ketonu dochazi na uhliku C-6 k vzniku
nového stereogenniho centra. V literatufe miizeme najit informace o tom, Ze oba tyto
izomery jsou vi¢i opioidnim receptorim aktivni, ale mohou se mirn¢ odliSovat svoji afinitou
¢i selektivitou.**#2 Proto jsme se rozhodli pfipravit étyfi rizné modifikované ligandy cilené
na MOR. Struktury navrzenych ligandi jsou znazornény na Schématu 2.13. Tyto ligandy se
od sebe odlisuji prostorovym uspoiadanim na stereogennim centru C-6 a zpiisobem vyvedeni
spojky. Poté jsme planovali intermediaty otestovat in vitro na jejich afinitu vi¢i MOR a na

zaklad¢ ziskanych dat rozhodnout, které¢ z nich budou pouzity pro piipravu iBody.
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Schéma 2.13 Navrzené struktury modifikovanych ligandii

Dale jsme se rozhodli pfipravit iBodies pro cileni na DOR a KOR, protoze tyto druhy
opioidnich receptorti jsou rovnéz dulezit¢ a sledovani jednotlivych druhi oddélené
je v biochemii nutnosti. Design téchto ligandi byl pomémé jednoduchy, vzhledem ke
zpracovani diive zminéného ,,message-address* konceptu. Selektivni ligandy DOR a KOR
jsou znamé, u DOR je dokonce popsana i fada modifikovanych ligandi. NejzndméjSim
selektivnim ligandem DOR je naltrindol, derivat odvozeny od naltrexonu. V pribéhu let byla
popsana fada derivath naltrindolu, které vykazuji dobrou afinitu a selektivitu vi¢ci DOR,
napt. derivat s karboxylovou kyselinou (5) nebo isothiokyanatem (6) na benzenovém jadie
indolu, viz Schéma 2.14.4% Nejvice popsanych derivatii naltrindolu nese substituenty
na atomu dusiku indolové casti slouceniny (4). Timto pfistupem byl pfipraven
i fluoresceinem znaceny derivat naltrindolu.*3* Vzhledem k jednoduchosti syntetického

opracovani V této poloze jsme se rozhodli zvolit praveé tento pristup.
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Schéma 2.14 Naltrindol a modifikované derivaty

Pro piipravu konjugatu cileného na KOR jsme jako vychozi ligand zvolili nalfurafin.
Drobnou komplikaci v tomto ptipadé bylo, ze V literatufe nejsou popsany zadné derivaty,
které by naznacovaly, kde 1ze molekulu vhodné modifikovat. Proto byl derivat nalfurafinu
navrzen pouze na zadkladé predeSlych zkuSenosti a nelze tuto volbu podlozit vysledky
publikovanymi v odborné literatufe. Na§ navrh konjugatu vychazi z pfedpokladu, ze
furanovy fragment sméruje ven z vazebného mista a proto modifikace na tomto vzdaleném

konci by neméla vyrazné ovliviiovat afinitu nebo selektivitu.

Schéma 2.15 Struktura nalfurafinu a navrhovaného derivatu

Nalfurafin
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Pozornost jsme téz vénovali nociceptinovému opioidnimu receptoru (NOR). Jedna
se o pomérné novy druh opioidniho receptoru, ktery byl potvrzen jako vhodny terapeuticky
cil pro 1écbu fady onemocnéni. VSechny dostupné sondy pro studium NOR jsou zalozené
na izotopicky znacenych ligandech, tudiz ptiprava fluorescenéné znaceného konjugatu
pro studium NOR by méla obrovsky vyznam. Jednim z divodi absence fluorescencné
znaceného ligandu je urcité fakt, ze zadny ze zndmych ligandii neni morfinanového typu
a detailni informace o vazbé téchto novych syntetickych ligandi zatim nejsou dostupné.*®
Snaha o vyvedeni spojky z téchto skeleti by byla srovnatelna se snahou ,,v&stit z kiistalové

koule®, a proto jsme se rozhodli, prozatim, piipravu odpovidajiciho iBody nezkouset.
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3. Cile prace

e Navrhnout a pfipravit modifikované ligandy cilené na p-, o- a k-opioidni

receptory vhodné pro ptipravu iBodies

e Pfipravit fluorescencné znacené verze vybranych ligandii pro testovani afinity

a selektivity modifikovanych ligandi pomoci FACS

e Navrhnout a ptipravit modifikovany ligand vhodny pro pouziti v metodé
DIANA

e Diskutovat vztahy mezi zpisobem vyvedeni/délkou spojky a

afinitou/selektivitou modifikovanych liganda
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4. Vysledky a diskuse

4.1. Priprava latek slouZicich jako spojky

Struktura spojek byla navrzena tak, aby umozinovala jejich pfipojeni k ligandiim
prostiednictvim jednoduchych reakci. Pro tento ucel byly vyuzity zejména alkyla¢ni reakce
a amidové kaplingy. Jako alkyla¢ni ¢inidla byly pouzity derivaty tetracthylenglykolu
ve form¢e esteru p-toluensulfonové kyseliny (tosylat). Druhy konec spojky byl upraven tak,
aby umoznoval dal$i modifikaci. Pfiprava uvedenych spojek vychdzela z komercné
dostupného a finanéné nendrocného tetraethylenglykolu, dle Schématu 4.1.

Schéma 4.1 Priprava tosylatii tetraethylenglykolu*®™*'

HOV{AOA]VOH e HOV{A NOTS e HOVFO*““
W’ SOVlA04VN3

L w
6.;/)% HO\/{/\ /\’\/NHBOC 8{\3/0/ TSO\/{/\ /\]\/NHBOC

(i) TsCl, TEA, DCM, rt, 16 h; (i) NaNs, DMF, 55 °C, 16 h: (iii) TsCI, TEA, DCM, rt, 16 h;
(iv) 10% Pd/C, Hz, Boc,O, EtOH, rt, 16 h; (v) TsCl, TEA, DCM, rt, 16 h.

Prvnim krokem pfipravy strukturné ruznorodych spojek byla monotosylace
tetraethylenglykolu, ktera probihala s velmi dobrym vytéZzkem. Vznik disubstituovaného
derivatu byl omezen pouzitim nadbytku tetraethylenglykolu vici tosyl chloridu. Dale byl
tosylat 7 pfeveden na azid 8, ktery poslouzil jako maskovanéd forma aminu a nésledné byl
vyuzivan k prodlouzeni fetézce.*® Pro substitu¢ni reakci byla zvolena zvysena teplota
z divodu nizké rozpustnosti azidu sodného v DMF pii laboratorni teploté. Nasledna tosylace
této slouceniny poskytla prvni kyzenou spojku 9. Nejjednodussi zptsob pievedeni azidu
na amin je katalyticka redukce, ale v pfipadé, ze se v molekule nachazeji skupiny citlivé
na katalytickou hydrogenaci nelze tuto metodu pouzit. Alternativné lze pouzit

Staudingerovou redukci, ktera ale vyzaduje odd¢leni vzniklého trifenylfosfin oxidu.
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Proto jsme se rozhodli pro ptipady, kdy katalytickou redukci nebude mozné pouzit, nahradit
azid aminem s chranici skupinou Boc. Monoazidovy derivat byl pfeveden na chranény amin
10 katalytickou redukci v piftomnosti di-terc-butyl bikarbonatu.*’ Tosylace této latky
poskytla alkyla¢ni ¢inidlo 11 zakon¢ené aminem s chranici skupinou Boc.

V ptipadé, ze opiatovy ligand ma byt modifikovan na aminové funkéni skupiné
uhliku C-6, je vyhodnéjsi vyuzit amidového kaplingu. Pokud by tato slou¢enina byla naopak
pfevadéna na sekundarni amin alkylaci, hrozil by vznik produktt vicenasobné alkylace.
Pro usnadnéni piipravy amidovych derivatd jsem ptipravil derivat tetracthylenglykolu
13 s NHS esterem, dle Schématu 4.2. Opioidni ligandy obsahuji fadu reaktivnich mist
(hydroxylovych skupin) a proto jsem zvolil amidaci pomoci NHS esteru, ktery diky nizsi
reaktivité¢ vykazuje dobrou selektivitu pro reakci s aminem. Dalsi vyhodou NHS estert je
jejich stabilita. Jednou piipraveny NHS ester jsem mohl skladovat v lednici a pouzit jej dle

potieby.

Schéma 4.2 Priprava aktivovaného esteru

BocHN\/{/\O/\];/COOH DCC, SuOH BocHN\/{/\O/\]Z/COOSu
12 13

DCM
60 %

Aktivovany ester 13 byl ptipraven standardni metodou - reakci odpovidajici kyseliny
s DCC a N-hydroxysukcinimidem.

Pro vyuziti modifikovanych ligandii v biochemickych experimentech je poticba
spojku zakoncit reaktivni skupinou, ktera umozni ptipojeni k polymeru, povrchu apod.
V nekterych pripadech je vyhodnéjsi spojku opattit aminoskupinou. V jinych ptipadech je
vhodnéjsi spojku zakoncit naopak aktivovanym esterem. Z tohoto divodu byl pfipraven
bis-NHS ester kyseliny adipové 14. Tento bis-NHS ester lze pouzit jako nastroj

k ,,pfepolovani zakoncéeni spojky z aminu na aktivovany ester.

Schéma 4.3 Priprava bis-NHS esteru

0 i) SOCI, tol 0
HO () SOCl, toluen g,
OH (i) TEA, SUOH, DCM osu
0 52 % o .,
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Piedeslé zkuSenosti kolegt Z biochemického oddéleni ukazaly,
ze tetraethylenglykolova spojka neni vzdy dostatecné dlouhd pro snizeni stérického branéni
polymeru v okoli ligandu. Proto jsme se rozhodli spojky prodlouzit o dalsi
tetracthylenglykolovy fetézec. Zaroven jsme pii té prilezitosti feSili, jakym zpisobem
stanovime koncentraci vySe uvedenych opiatu v iBodies. Po diskusi se spolupracujicim
pracovistém jsme jako nejvhodnéjsi metodu vybrali elementarni analyzu. VSechny atomy,
které se prirozené nachazeji v opioidnim skeletu (C, N, O) jsou také soucasti polymeru, proto
obsah téchto prvki nelze pouzit k vypoctu koncentrace opiatu v iBodies. Za timto ti¢elem
jsme museli vybrat vhodny prvek, jenz se dobie stanovuje elementarni analyzou a zaroven
jej vhodné zakomponovat do vysledného konjugatu. Tato modifikace samoziejmé nesmi
ovlivnit biologickou aktivitu vysledné latky. Nejdiiv jsme se rozhodli vyzkouset piipravu

nesymetricky substituovanych dialkyl selenidi.

Schéma 4.4 Priprava nesymetrického organického selenidu 15

(i) HCOOH
o)

(ii) BrQJ\OEt 0
Se + NaBH, + EtOH S NHB
: S
15

(iii) NaH
(iv) tosylat 11

Prvnim krokem je reakce Sedého selenu s NaBH4 za pfitomnosti ethanolu. Pfi této
reakci vznika selenidovy anion, ktery miiZe byt posléze alkylovan. Nejdiiv se, ale do reakéni
smési pfidd kyselina mravenéi, kterda pifevede selenidovy anion na anion hydrogen
selenidovy.”® Tento krok zamezi dvoundsobné alkylaci. Po alkylaci prvnim alkyla¢nim
¢inidlem se selenid opét pevede na anion reakci s hydridem sodnym. Vznikly anion reaguje
S druhym alkylaénim ¢inidlem za vzniku nesymetricky substituovaného organického
selenidu.

Bohuzel z této reakce se ani po opakovaném provedeni za mirn¢ odliSnych podminek
nepovedlo izolovat zadny organicky selenid. Proto jsme se rozhodli tento pfistup opustit
a zvolit pfistup méné elegantni, ale za to synteticky jednodussi. Tento pfistup spocival
v zavedeni benzenového jadra nesouciho atom bromu mezi dva tetracthylenglykolové
fetézce. Jako vychozi slouceninu jsme zvolili 3-brom-4-hydroxybenzoovou kyselinu.

Ptipravu kyzeného derivatu 19 popisuje Schéma 4.5.
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Schéma 4.5 Priprava spojKy s aromatickym bromidem

COOH COOMe Br
(|| BocHN o
COOMe
17
Br
BocHN 0]
17 (iii) \’{/\O/\’\/
84 % 3
COOR
18, R = OH

(iv) |92 %
19, R=0Su ~—-

(i) H2S04, MeOH, 80 °C, 16 h; (ii) slou¢enina 11, K2COs, DMF, 50 °C, 16 h; (iii) NaOH,

H.O/dioxan, rt, 16 h; (iv) SUOH, TEA, TBTU, THF, rt, 16 h.

Prvnim krokem piipravy spojky byla esterifikace benzoové kyseliny v methanolu

za kyselé katalyzy, ktera probihala témér kvantitativné. Déle nésledovala alkylace fenolické

funkéni skupiny tosylatem 11 v DMF pii 50 °C, jenz poskytla produkt v 85% vytézku.

Nasledné byl methyl-ester hydrolyzovan vodnym roztokem NaOH v dioxanu. Volna

kyselina 18 byla poté ptfevedena na odpovidajici NHS ester 19, ktery byl dale pouzit

pro prodlouZeni jednotlivych spojek.
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4.2. Ptiprava konjugéatii cilenych na p-opioidni receptory

Jak jiz bylo zminéno V teoretické casti, nejvhodnéj$§im mistem pro modifikaci
naltrexonu je karbonylovy uhlik C-6. Ptiprava vSech konjugatli vychéazela z komercné

dostupného naltrexon hydrochloridu. Nejdiiv byly pfipraveny oba diastereomery naltrexolu.

49-50

Stereoselektivni pfipravy obou izomert jsou popsané v literatute.

Schéma 4.6 Priprava diastereomerii naltrexolu®>>

a-naltrexol
20a

(i)
97 %

B-naltrexol
20b

(i) Hz, 10% Pd/C, iPrOH/H20, pH = 13, 4h; (ii) dioxid thiomoc¢oviny, aq. M NaOH, 85 °C,
2h.

Izomer 20b s orientaci B na C-6 vznika pfi redukci netradi¢nim redukénim ¢inidlem,
dioxidem thiomocoviny.*® Mechanismus této reakce neni podrobné popsin a také neni
objasnéno, pro¢ vznikd prednostné tento izomer. Nicméné reakce poskytuje produkt
ve velmi dobrém vytézku, a proto nebylo tfeba reakci dale studovat a optimalizovat.
V piipadé¢ a izomeru 20a probiha katalyticka redukce selektivné, diky prostorovému
usporadani opioidniho skeletu.®® P#i bazickém pH prevlada enol forma C-6 ketonu, ktera
muze reagovat pouze z jedné strany. Z pro-f strany nemuze latka ptistoupit ke katalyzatoru
kvali stérickému branéni furanu a aromatického jadra. Tato skute¢nost je patrna z prostorové
struktury naltrexonu na Schématu 4.7. Naopak pro-a strana je dobte piistupna, proto vznika

tento izomer ve velmi dobrém vytézku.
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Schéma 4.7 Perspektivni zobrazeni struktury naltrexonu

OH
A/N

OH

Dalsi kroky byly v obou piipadech stejné, proto tyto reakce lze shrnout do jednoho

zobecnujictho Schématu 4.8.

Schéma 4.8 Priprava konjugdti naltrexolu

BnO BnO
20a, 20b _ o, o ©,
o)
Ny O 0
HO 3 3
21a (77 %) 22a (55 %)
21b (76 %) 22b (71 %)
HO HO

L o

(iii), (iv) d . °,
O 3 NJ\N/\[\/O\/]/\O
H H 3

HO

23a (13 %)
23b (76 %)

22a, 22b

(i) BnBr, KoCO3, DMF, rt, 16 h; (ii) sloucenina 9, NaH, DMF, rt, 2 dny; (iii) Ho,
10% Pd/C, EtOH, rt, 16 h; (iv) fluorescein NCS, THF, rt, 1 h.

Prvnim syntetickym krokem bylo chranéni fenolické funkce na uhliku C-3, protoze
by pfti alkyla¢ni reakci konkurovala C-6 alkoholu a jist¢ by dochézelo k vzniku nechténého
C-3 etheru. Diky rozdilné reaktivit¢ mizeme fenol alkylovat benzyl bromidem selektivné,
produkt 21 vznika ve velmi dobrém vytézku.%* DilleZitym faktorem je pouziti vhodné baze,
v tomto piipadé jsem zvolil uhli¢itan draselny. Nasledné jsem alkyloval C-6 alkohol

tosylatem 9. V tomto piipad¢ jsem jako bazi pouzil hydrid sodny.
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V dalsim kroku jsem piipravil fluorescencné znacené derivaty 23a a 23b. Nejdiiv
jsem katalytickou redukci odchranil fenol a azid zredukoval na amin. Jako fluorescencni
znacku jsem pouzil fluorescein, ktery je komercné dostupny ve formé isothiokyanatu.
Tento reaktivni intermediat reagoval saminem 22 za vzniku N,N’-disubstituované
thiomoCoviny. Tato reakce probiha rychle, selektivné a v dobrém vytézku. V piipadé o
izomeru byl vytézek nizky, protoze pti reakci dochédzelo k vzniku neznamého vedlejsiho
produktu. Tento vedlejsi produkt jsem v piipadé  izomeru pozoroval také, tam vSak vznikal
v mensi mife. Fluorescentné znacené derivaty jsem poté piedal na testovani biologické
aktivity pomoci metody FACS.

Dale jsem ptipravil konjugaty odvozené od naltrexaminu. Nejprve jsem tyto
konjugaty ptipravil jako smés diastereomert. Pii zavérecném HPLC ¢isténi se mi povedlo
tyto izomery ¢aste¢né oddélit a nasledné testovani na FACS ukézalo, Ze maji mirné odliSnou
aktivitu. Proto jsem posléze ptipravil oba diasterecomery samostatné. Dle literatury by se méli
konjugaty s orientaci 3 vazat na MOR Iépe, proto jsme pro redukci zvolili metodu, pii které
vznika B izomer preferen¢nd. Tuto redukci popsal Portoghese v roce 1986.%2 V literatuie
bylo popsano, ze pii redukci imint naltrexonu s objemnymi substituenty R, R" vznika
piednostné B izomer.”® Toto pozorovani bylo vysvétleno domnénkou, Ze iminy naltrexonu
zaujimaji dvé rizné konformace, dle Schématu 4.9. V ptipadé objemnéjsich substituentli na

dusiku iminu dochézi k preferenci konformace B, ktera po redukci poskytuje B diastereomer.

Schéma 4.9 Konformace iminit naltrexonu

R R
ANGIN I AN on i
R N
o N
L, 0
R
OH on
A B

Zjednodusenim této reakce je varianta, kdy se naltrexon pfevede na naltrexon oxim,
ten je nasledné redukovan komplexem boranu.%® Redukéni ¢inidlo se silné koordinuje
k oximu, co mimikuje objemné substituenty a vede k preferenci konformace B. Oba izomery

naltrexaminu jsem ptipravil redukci naltrexon oximu boranem (Schéma 4.10).

-34 -



Schéma 4.10 Priprava diastereomerii naltrexaminu®2

24 25a (13 %)
25b (33 %)

(i) NH20H-HCI1, AcONa, EtOH/H0, reflux, 3 h; (ii) BHz THF, reflux, 2 dny; (iii) KOH,
reflux, 2h; (iv) HCI, reflux, 2h.

Autoii publikace popisuji vznik diastereomerti v poméru 10:1.52 V mém ptipadé byl
pomér 10:4, tudiz reakce neprob¢hla zdaleka tak selektivné jak naznacovala literatura. Nizsi
selektivita této reakce neptedstavovala zadny problémem, protoze izomery bylo mozné
od sebe oddélit béznou sloupcovou chromatografii a oba izomery jsem beztak potieboval.

Pro piipojeni spojky jsem v tomto piipadé pouzit aktivovany ester 13, viz Schéma 4.11.

Schéma 4.11 Priprava konjugatii naltrexaminu

HO

25a, 250 —() » o
o

BocHN \/{/\O/\)\)J\N

4

26a (95 %)
26b (80 %)

HO
(ii), (iii) O
26a,26b ———> ( OH

&
H O
NN oAy
4 H

S

27a (80 %)

27b (91 %)
(i) slou¢enina 13, DMF, rt, 16 h; (ii) TFA, DCM, rt, 1,5 h; (iii) fluorescein NCS, TEA, THF,

rt, 1h.
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Poté jsem amin na konci spojky odchranil a nasledné jsem jej nechal reagovat
s fluorescein isothiokyanatem za vzniku fluorescen¢né znacenych konjugati 27a a 27b.
Oba tyto ligandy jsem opét piedal K testovani afinity. Testy ukazaly, ze vSechny ligandy
se uspésné vazou na MOR receptory, ptiéemz B izomery s o néco vEtsi afinitou. Tudiz bylo
prokdzano, ze vyvedeni tetracthylenglykolové spojky pfes C-6 amid a ether nenarusilo
schopnost ligandu se vazat. Proto byly oba ligandy s B orientaci vybrany pro prodlouzeni
spojky a naslednou piipravu iBody. Pro prodlouzeni spojky jsem nasledn¢ pouzil vyse

zminény fragment 19.

Schéma 4.12 Priprava konjugatii 29 a 31 pro pripojeni k polymeru
HO

(i), (ii) 0,
45 % 0

w00

22b

Br

28, R = Boc
V)72 %
29 R=H P

(iii), (iv) Br

3

30, R"=Boc

(V)| 84 %

31,R"=H -

(i) Ha, 10% Pd/C, EtOH, rt, 16 h; (ii) sloucenina 19, DMF, rt, 16 h; (iii) TFA, DCM;

(iv) sloucenina 19, DMF, rt, 16 h; (v) TFA, DCM, rt, 1,5 h.

Konjugat 32 byl na spolupracujicim pracovisti také pouzit pro pfipravu sondy
pro metodu DIANA, dle Schématu 4.13. Tato metoda umoznuje stanoveni disocia¢nich

konstant komplexu ligand-receptor.® Sonda vznika reakci ligandu obsahujiciho aktivovany
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ester s oligonukleotidem zakon¢enym volnym aminem. Pro tento el jsem pouzil bis-NHS

ester kyseliny adipové 14, ktery umoznil ,,pfepdlovani aminu na aktivovany ester 32.

Schéma 4.13 Priprava konjugdtu 32 pro DIANA sondu
OSu

Br

(i) bis-NHS adipoat, TEA, DMF, rt, 16 h.

Pouziti velkého nadbytku bis-NHS esteru kyseliny adipové a pomaly piidavek aminu
31 k aktivovanému esteru umoznil ziskani produktu v dobrém vytézku. Sonda pro metodu
DIANA byla poté piipravena, bohuzel vzhledem ke slozitosti MOR se zatim metodu
nepovedlo pro tento systém optimalizovat. S vyuzitim ligandt 29 a 31 byly pfipraveny prvni
iBodies cilené na MOR. Polymer A s ligandem vazanym ptes amid (konjugat 31) a polymer
E sligandem vazanym pies ether (konjugat 29). Jak ukazaly FACS experimenty, tyto
iBodies se skute¢né vazaly na MOR s afinitou srovnatelnou jako pozitivni kontrola, FITC-
NTX. Jelikoz zatim neni dostupnd metoda DIANA, nejsme schopni afinitu jednotlivych

konjugath kvantifikovat, miiZeme je mezi sebou pouze srovnavat relativné.
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Graf 4.1 Posun fluorescence bunék pri pouziti riznych fluorescencné znacenych protildtek

(koncentrace protilatek 10 nM)

Pocet -
bunek 800 = Negativni
7 kontrola
5
- l( ‘\
600 = |
] !
4 ] Polymer
400 = . | AaE sp
o | \ Pozitivni
- { \ kontrola
=l |
200 =
o
40> o 10° 10% 10°
Intenzita
fluroescence

Negativni kontrola = prirozend fluorescence bunék,; iBodies = polymer A a E; Pozitivni

kontrola (FITC-NTX).

Jak vidime na Grafu 4.1, pii koncentraci 10 nM miZeme pozorovat s vyuZitim
metody FACS signifikantni posun ve fluorescenci populace bun¢k ve srovnani s negativni
kontrolou (pfirozena fluorescence bunék). Jak polymer A, tak polymer E se vazou s témé&f
identickou afinitou. Zaroven muizeme konstatovat, Zze oba piipravené iBody zna¢i méné
intenzivné nez referen¢ni ligand s fluoroforem FITC-NTX. Kvantifikaci téchto udaju

muzeme vidét na Grafu 4.2.

-38-



Graf 4.2 Pocet oznacenych bunék pri pouziti riiznych protilatek
(koncentrace protilatek 10 nM)

1600

=
N
o
o

=
o
o
o

800

600

Pocet oznacenych bunék

400

200 +—

A B C D E F

A = neg. bunky + polymer s etherem; B = poz. buiiky + polymer s etherem; C = neg. buiiky
+ polymer s amidem; D = poz. bunky + polymer s amidem,; E = neg. bunky + referencni

ligand; F = poz. bunky + referencni ligand

Zaroven je zde nutné podotknout, ze iBody A se mirné odlisovalo od iBody E
koncentraci ligandu na polymeru. U polymeru E byla koncentrace ligandi
11,75 na molekulu polymeru, pfi¢emz u polymeru A 8,26 ligandu na molekulu polymeru.
Po zahrnuti tohoto faktu miZzeme konstatovat, ze konjugat s amidem se pravdépodobné vaze
s vétsi afinitou. Dale bylo iBody E testovano také pro pouziti v konfokalni mikroskopii.

Vysledky jsou uvedeny na Obrazku 4.1.

Obrazek 4.1 Pouziti polymeru s ligandem 31 v konfokalni mikroskopii
Negativni buiiky (bez MOR) Pozitivni buniky (s MOR)

Polymer s
ligandem 31
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Polymer
bez ligandu
(kontrola)

4.3. Ptiprava konjugatl cilenych na 8- a k-opioidni receptory

Pro cileni DOR receptort byl zvolen naltrindol jako sloucenina, ktera ma potencial
byt uspésné pouzita V konceptu iBody. Samotny naltrindol je selektivni antagonista DOR
odvozeny od naltrexonu. Naltrindol Ize pfipravit v jednom kroku Fischerovou syntézou

indolu z naltrexonu, dle Schématu 4.14.%*

Schéma 4.14 Priprava naltrindolu®*

PhHNNH,

CH;COOH
reflux, 4h
kvant.

Reakce naltrexon hydrochloridu s fenylhydrazinem poskytla naltrindol
Vv kvantitativnim vytézku. Pro alkylaci indolu bylo potieba, podobné jako u naltrexolu,
nejprve ochranit fenol. V tomto piipadé byl tosylat zvolen jako chranici skupina C-3 fenolu.
Tento zptisob byl jiz popsan v literatufe a poskytl ochranény derivat 34 kvantitativng.>* Poté
jsem indol alkyloval tosylatem tetraethylenglykolu 9, dle Schématu 4.15. Produkt 35 vznikl

V primérném vytézku.
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Schéma 4.15 Priprava konjugdtu naltrindolu 36>

(ii)
55 %

35,R=Ts

(iii)| 65 %
36, R=H -

(i) TsCl, KoCOs, DMF, rt, 4h; (ii) slouc¢enina 9, NaH, DMF, rt, 16 h; (iii) ag. 1M NaOH,
iPrOH, reflux, 16 h.

Po alkylaci indolu jsem fenolickou funkéni skupinu na C-3 odchranil v bazickém
vodném prostfedi.>* Poté jsem azid 36 pievedl katalytickou redukci na amin, ktery nasledng
reagoval s aktivovanym esterem 19 pro prodlouzeni fetézce podobné jako v piedchozich

ptipadech. Produkt vznikal ve velmi dobrém vytézku.

Schéma 4.16 Priprava konjugatu naltrindolu 38

(i), (i)
83 %

RHN/\i\/O\/];\O

Br

37, R=Boc
(iii) | 74 %
38, R=H -

(i) Hz, 10% Pd/C, EtOH, rt, 3h: (ii) slougenina 19, DMF, rt, 16 h: (iii) TFA, DCM, rt, 1,5 h.

Poté jsem odchranil amin na konci fetézce slouc¢eniny 37 a po preparativnim HPLC
jsem slou¢eninu 38 piedal kolegim z UMCH pro tvorbu iBody. Soudasné jsem pfipravil
fluorescencné znaceny derivat 39 pro ovéieni zachovani afinity a selektivity vazby na DOR

(Schéma 4.17).
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Schéma 4.17 Priprava fluorescencné znaceného konjugdtu naltrindolu

(0]
(i) NA[\/O\%?N
*® T83% HN O
HN/§S Br

( i
0]

(i) fluorescein NCS, TEA, THF, rt, 1h.

Poslednim konjugatem, jenz jsem pfipravil, vychazi z nalfurafinu. Vybranou
slou€eninu jsem pfipravil ze dvou fragmentl 41 a 44, jejichZ pfipravu postupné popisi
Vv nasledujicich odstavcich. Prvnim fragmentem je B-N-methylnaltrexamin (41), jehoz

ptiprava opét vychazi z naltrexonu, dle Schématu 4.18.

-42 -



Schéma 4.18 Priprava f-N-methylnaltrexaminu (41)%°

(52 %)
41

(1) N-Benzylmethylamin, kyselina benzoova, pTSOH, toluen, reflux, 16 h; (if) NaBH3(CN),
MeOH, rt, 16 h; (iii) Hz, 10% Pd/C, AcOH, rt, 16 h.

Pro piipravu této latky jsem zvolil neobvykly ptistup, ktery opét vyuziva vlastnosti
opioidniho skeletu.>® Nejdfiv jsem ptipravil N-benzyl-N-methylnaltrexamin (40) redukci
ptislusného iminu kyanoborohydridem. Tato latka vznika jako smés diastereomerti
v poméru piiblizné 1:1. Nasledna katalyticka debenzylace probiha podobné jako u pfipravy
a-naltrexolu. Benzylovy substituent u izomeru s a orientaci na C-6 je branén skeletem, proto
nemize efektivné pristupovat ke Kkatalyzatoru a k debenzylaci téméf nedochazi.
Naopak u izomeru s B orientaci je benzyl dobfe pfistupny a proto k debenzylaci dochazi
za standartnich podminek. Tudiz po katalytické redukci nebyl problém pozadovany produkt
41 jednoduse oddélit sloupcovou chromatografii. Syntéza druhého fragmentu nalfurafinu

vychazi z 4-bromfuraldehydu, viz Schéma 4.19.
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Schéma 4.19 Priprava furanového fragmentu 44>%>7

NHBoc
/O NHBoc (0]
o (i), (i), iy O (iv) \
\ / 50 % \ / 62 %
Br Br \
42 RO

0]

43 R = Me

(V)| kvant.
44 R=H -

(i) AcONa, HONH>-HCI, H,O/EtOH, reflux, 1h; (ii) Zn, AcOH, rt, 16 h; (iii) Boc.O, DIPEA,
THF, rt, 2h; (iv) methyl-akrylat, TEA, DMF, tBu XPhos Pd G3, 120 °C, 5h; (v) ag. 1M
NaOH, dioxan/H20O, rt, 16 h.

Vychozi aldehyd jsem nejprve pievedl na oxim, ktery jsem poté zredukoval zinkem
v ledové kyseling octové.®® Vznikly amin jsem ochranil skupinou Boc za standardnich
podminek za vzniku slouceniny 42 v primérném vytézku. Dalsim krokem byla Heckova
reakce s methyl-akrylatem.>” Tato reakce vyzadovala optimalizaci, jelikoz katalytické
systémy jako PPhs/Pd(OAC)2 nebo SPhos Pd G3 viibec neposkytly pozadovany produkt.
Jako vhodny katalyzator se nakonec ukazal komplex tBu XPhos Pd G3, ktery poskyil
produkt 43 v dobrém vytézku. Poslednim krokem byla hydrolyza esteru vodnym
hydroxidem sodnym. Kyselinu 44 jsem dale pouzil v amidovém kaplingu

s B-N-methylnaltrexaminem (41).

Schéma 4.20 Priprava konjugatu nalfurafinu 45

NHBoc
(0]
\ .
(i)
\ 38 %
0 o T 0 45
41 44
NHBoc

(i) PyBrOP, DIPEA, DMF, rt, 1h.
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Jako ¢inidlo pro amidovy kapling jsem zvolil PyBrOP vzhledem k nizsi ocekavané
reaktivité sekundarniho aminu 41.% Dle HPLC-MS reakce probihala isté a kvantitativné.
Jak se ukazalo pozdéji, problém byl s oddélenim fosforamidu, ktery pii reakci vznika jako
vedlejsi produkt. Tato latka méla stejnou polaritu jako produkt 45. Jediny zpusob, jak je
rozlisit byla chromatografie v kyselém prostiedi, kde produkt s terciarnim aminem zménil
polaritu vyrazné. Tato metoda ¢isténi se pravdépodobné ovlivnila vytézek reakce vzhledem
k nestabilit¢ Boc chranici skupiny v kyselém prostiedi.

V pfipadé konjugatu nalfurafinu jsme se rozhodli pfipojit ligand na polymer
ptes jeden tetraethylenglykolovy fetézec, jelikoz furanovy fragment navazany na dusiku
N-methylnaltrexaminu také casteéné plni funkci spojky. Aminova funkéni skupina
slouceniny 45 po odchranéni reagovala s aktivovanym esterem 19, dle Schématu 4.21.
U vzniklého produktu jsem v NMR spektrech pozoroval existenci rotamert v poméru
piiblizné 3:1. NMR spektra byla vyhodnocena pro vice zastoupeny rotamer. Dale jsem amin
na konci tetraethylenglykolového fetézce opét odchranil a finalni latka 47 byla piedana

kolegtim z UMCH pro piipravu iBody.

Schéma 4.21 Priprava konjugatu nalfurafinu 47

80 % 5 \ O
RS 0
o) 0 =
45 0
HN

46, R = Boc
(iii)| 66 %
47, R=H -

(i) TFA, DCM, t, 1,5 h; (ii) slou¢enina 19, DIPEA, DMF, rt, 16 h; (i) TFA, DCM, rt, 1,5 h.
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Analogicky jako v piechozich pfipadech jsem pfipravil fluorescenéné znaceny

konjugat 48 pro testovani afinity a selektivity na FACS (Schéma 4.22).

Schéma 4.22 Priprava fluorescencné znaceneho konjugdatu nalfurafinu 48

(i) o _
47 . =
60 % o)
HN

(i) fluorescein NCS, DIPEA, THF, rt, 1h.

Vyse zminénymi postupy jsem piipravil poZadované latky a splnil tak vSechny cile
diplomového projektu. Pro uplnost dodavam, ze biologické aktivity konjugatt cilenych na
DOR a KOR zatim nejsou stanoveny, protoze kolegové z biochemického oddéleni dosud
neméli k dispozici buiiky se stabilni transfekci DOR a KOR.
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5. Experimentalni ¢ast

5.1 Pouzité ptistroje a chemikalie

Vsechny rozpoustédla a reaktanty byly pouzity, tak jak byly ziskdny z komercnich
zdroji, krom¢ THF, ktery byl destilovan ze smési sodik-benzofenon pod ochrannou
atmosférou argonu. Pro méfeni 'H a *C NMR spekter byly pouzity piistroje Varian UNITY
300 (*H pii 300 MHz, 3C pti 75 MHz), Bruker AVANCE III HD 400 (*H pti 400 MHz, °C
pii 100 MHz) a Bruker AVANCE |1l HD 600 (*H pii 600 MHz, **C pti 150 MHz). Jako
rozpoustédla byly pouzity CDCl3, CD3OD a DMSO-ds. Hmotnostni spektra HRMS byly
méfeny na pfistroji LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific). Reakéni smési byly
analyzovany metodou HPLC-MS za pouziti HPLC pfistroje Agilent Infinity 1260
v kombinaci s Q/TOF analyzatorem Agilent 6530. Produkty byly piecistény pomoci
preparativniho HPLC za pouziti pfistroje Agilent Infinity 1260 (priitok 10 mL/min, délka
programu 50 minut) s reverzni stacionarni fazi C18 na koloné. Pro ¢isténi pomoci sloupcové
chromatografie byl pouzivan silikagel 60 (0,063-0,100 mm; Merck). Pro sledovani priab&éhu
reakci a sloupcové chromatografie byly pouzivany TLC hlinikové desky s vrstvou silikagelu
60 F2s4 (Merck).

5.2 Pracovni postupy

2-(2-(2-(2-Hydroxyethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl-4-methylbenzensulfonat (7)
HO_~ O OTs K tetraethylenglykolu (20,0 g; 100 mmol)
v DCM (30 mL) pod ochrannou atmosférou argonu byl pfidan triethylamin (2,2 mL;
16 mmol). Nasledné byla reakéni smés vychlazena ledovou lazni. Poté byl pfidan pevny
tosyl chlorid (1,91 g; 10 mmol) a reakéni smes byla michana pies noc pii laboratorni teplot¢.
Druhy den byla reakéni smés promyta vodou (30 mL) a vodné faze byla extrahovana DCM
(2x20 mL). Spojené organické extrakty byly promyty 5% roztokem kyseliny citronové
(2x20 mL), vysuseny bezvodym MgSO4 a odpateny. Sloupcovéa chromatografie odparku
(silikagel; mobilni faze EtOAc) poskytla 2,81 g (79 %) bezbarvého oleje.

!H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7,81-7,76 (m, 2H); 7,36-7,30 (m, 2H); 4,18-4,11
(m, 2H); 3,73-3,55 (m, 14H); 2,43 (s, 3H); 3C NMR (100 MHz, CDCls) & 145,3; 133,4;
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130,3; 128,4; 72,9; 71,2, 71,1, 70,9; 70,7; 69,7; 69,1; 62,1, 22,1, HRMS vypocteno pro
C15H2407NaS™ 371,1135; nalezeno 371,1133.

2-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethan-1-ol (8)
HO/\/O\/\O/\/O\/\Ns Azid sodny (2,10 g; 32 mmol) byl pfidan
k roztoku tosylatu 7 (2,84 g; 8 mmol) v DMF (10 mL)

pod ochrannou atmosférou argonu. Roztok byl michén pti 55 °C ptes noc. Druhy den byla
reakéni smés rozlozena vodou (20 mL) a vodna faze byla extrahovana DCM (3x20 mL).
Spojené organické extrakty byly promyty vodou (2x15 mL) a solankou (15 mL). Nasledn¢
byly suSeny bezvodym MgSO4 a rozpoustédlo bylo odpatfeno. Sloupcova chromatografie
odparku (silikagel; mobilni faze EtOAc:MeOH / 85:15) poskytla 1,63 g (92 %) nazloutlého
oleje.

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 3,74-3,69 (m, 2H); 3,69-3,63 (m, 10H); 3,62-3,57
(m, 2H); 3,38 (t, J=5,1 Hz, 2H); 13C NMR (100 MHz, CDCls) 6 72,5; 70,7 (2C); 70,6; 70.4;
70,1; 61,7; 50,7; HRMS vypocteno pro CsH1s04N3* 220,1292; nalezeno 220,1292.

2-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl-4-methylbenzensulfonat (9)
Tso/\/o\/\o/\/o\/\N3 Kazidu 8 (1,4 g; 6,4 mmol) v DCM (10 mL)
pod ochrannou atmosférou argonu byl ptidan

triethylamin (1,3 mL; 9,1 mmol). Po 5 minutach byla reakéni smés vychlazena ledovou lazni
a do reak¢éni smési byl pfidan pevny tosyl chlorid (0,67 g; 7,5 mmol). Reakéni smés byla
michana ptes noc. Druhy den byla reakéni smés promyta vodou (30 mL) a vodna vrstva byla
extrahovana DCM (2x30 mL). Spojené organické extrakty byly promyty 5% roztokem
kyseliny citronové (2x20 mL) a suSeny bezvodym MgSOas. Rozpoustédlo bylo odpateno,
sloupcova chromatografie odparku (silikagel, mobilni faze cyklohexan:EtOAc / 1:1)
poskytla 2,1 g (88 %) nazloutlého oleje.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7,82-7,76 (m, 2H); 7,34 (d, J = 6,5 Hz, 2H); 4,18-4,12
(m, 2H); 3,71-3,55 (m, 12H); 3,40-3,34 (m, 2H); 2,44 (s, 3H); 13C NMR (100 MHz, CDCls)
o 144,9; 133,0; 129,9; 128,0, 70,8; 70,7, 70,6; 70,0; 69,3; 68,7; 50,7; 35,5; 21,7;
HRMS vypoéteno pro C1sH230sN3NaS™ 396,1200; nalezeno 396,1200.
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terc-Butyl(2-(2-(2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)karbamat (10)

HO O™ ™ O™ N HBoc Kroztoku azidu 8 (1,6 g; 7,4 mmol) v
ethanolu (30 mL) byl pfidan Boc20O (1,9 g; 8,9 mmol). Nésledné bylo ptidano 10% Pd/C
(0,16 g) a reak¢ni smés byla michdna pies noc pod pretlakem vodiku pfi laboratorni teploté.
Druhy den byla reakéni smés zfiltrovana ptes vatu a rozpoustédlo bylo odpaieno. Nasledné
byla pfidana voda (30 mL) a vodna vrstva byla extrahovana DCM (2%30 mL). Organické
extrakty byly suSeny bezvodym MgSO4 a rozpoustédlo odpaieno. Sloupcova chromatografie
odparku (silikagel; mobilni fdze EtOAc:MeOH / 10:1) poskytla 1,35 g (62 %) bezbarvého
oleje.

'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 5,59 (bs, 1H); 3,72-3,53 (m, 12H); 3,50-3,45 (m, 2H);
3,29-3,21 (m, 2H); 1,38 (s, 9H); *C NMR (100 MHz, CDCls) & 156,1; 78,8; 72,6; 70,6;
70,4; 70,2; 70,0; 61,5; 40,3; 28,4; HRMS vypocteno pro C13H270sNNa* 316,1731; nalezeno
316,1731.

2,2-Dimethyl-4-o0x0-3,8,11,14-tetraoxa-5-azahexadekan-16-yl-4-methylbenzensulfonat
(11)

0] O
TsO7 " "07 """ NHBoc K derivétu tetracthylenglykolu 10 (1,4 g;

4,6 mmol) v DCM (15 mL) pod ochrannou atmosférou argonu byl pfidan triethylamin
(1 mL; 6,9 mmol). Po 5 minutach byl roztok vychlazen ledovou 1azni a nasledné byl piidan
pevny tosyl chlorid (1,1 g; 5,5 mmol). Reakéni smés byla michdna ptes noc pii laboratorni
teploté. Druhy den byla reak¢ni smés promyta vodou (20 mL). Vodnad vrstva byla
extrahovdna DCM (2x15 mL). Spojené organické extrakty byly promyty 5% roztokem
kyseliny citrénové (2x20 mL) a solankou (20 mL). Poté byly suSeny bezvodym MgSO4
a rozpoustédlo bylo odpateno. Sloupcova chromatografie odparku (silikagel; mobilni faze
cyklohexan:EtOAc / 1:2) poskytla 1,8 g (88 %) bezbarvého oleje.

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 7,82-7,78 (m, 2H); 7,37-7,33 (m, 2H); 5,04 (bs, 1H);
4,19-4,14 (m, 2H); 3,72-3,68 (m, 2H); 3,63-3,57 (m, 8H); 3,53 (t, J = 5,2 Hz, 2H); 3,34-3,26
(m, 2H); 2,45 (s, 3H); 1,44 (s, 9H); *C NMR (100 MHz, CDCls) & 156,0; 144,9; 133.1;
129,9; 128,0; 79,2, 70,8, 70,6, 70,5 70,3; 70,2, 69,3, 68,7, 404, 28,5; 21,7,
HRMS vypoéteno pro C20H33OsNNaS* 470,1819; nalezeno 470,1820.
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2,5-Dioxopyrrolidin-1-yl-2,2-dimethyl-4-0x0-3,8,11,14,17-pentaoxa-5-azaikosan-20-
oat (13)
BocHN .~ 5~ O~ O~ C00su

K roztoku kyseliny 12 (0,20 g; 0,55 mmol) a N-hydroxysukcinimidu (0,08 g;
0,72 mmol) v DCM (5 mL) pod ochrannou atmosférou argonu byl ptidan DCC (0,15 g;
0,72 mmol). Reak¢ni smés byla michana ptes noc pfi laboratorni teploté. Druhy den byla
reak¢ni smés zfiltrovana a rozpoustédlo bylo odpateno. Sloupcova chromatografie odparku
(silikagel; mobilni faze EtOAc) poskytla 0,15 g (60 %) bezbarvého oleje.

'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 3,85 (t, J = 6,5 Hz, 2H); 3,69-3,59 (m, 12H); 3,54
(t, J = 5,2 Hz, 2H); 3,34-3,26 (m, 2H); 2,91 (t, J = 6,4 Hz, 2H); 2,84 (s, 4H); 1,45 (s, 9H);
13C NMR (100 MHz, CDClIs) 8 169,0; 166,7; 156,0; 79,2; 70,7; 70,6 (2C); 70,5; 70,2 (2C);
65,7; 40,4; 32,1; 28,4; 25,6; HRMS vypoéteno pro C20H35010N2" 463,2286; nalezeno
463,2288.

Bis-(N-hydroxysukcinimidester) hexandiové kyseliny (14)
O Ke kyseling adipové (0,45 g; 3,1 mmol) v toluenu
Suo\[(\/\)J\OSu (10 mL) pod ochrannou atmosférou argonu byl pfikapan SOCl>
© (7,4 g; 62 mmol) a reakéni smés byla michana pii 90 °C po dobu
1 hodiny. Nésledné byla reakéni smés odpatena, odparek rozpustén v DCM (5 mL) a vznikly
roztok byl piikapan k roztoku N-hydroxysukcinimidu (0,8 g; 6,8 mmol) a triethylaminu
(2,2 mL; 16 mmol) v DCM (10 mL) pod ochrannou atmosférou argonu. Reak¢éni smés byla
michana po dobu 30 minut, pficemZ postupné¢ dochazelo k vzniku bilého precipitatu.
Nésledné byla reakéni smés nafedéna DCM (10 mL), opatrné byla pfidana voda (20 mL)
a nasyceny roztok NaHCO3 (5 mL). Produkt byl extrahovan DCM (2x20 mL) a spojené
organické extrakty byly promyty nasycenym roztokem NaHCO3z (20 mL) a solankou
(20 mL). Nasledné byla organicka faze susena bezvodym MgSOj4 a rozpoustédlo odpareno
na RVO. Sloupcové chromatografie odparku (silikagel; mobilni fazze DCM:MeOH / 20:1)
poskytla 0,65 g (52 %) produktu ve formé bilych krystalt.
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 2,81 (s, 4H); 2,77-2,70 (m, 4H); 1,74-1,68
(m, 4H); C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & 170,7; 169.2; 30,1; 25,9; 23,7,
HRMS vypoéteno pro C14H160sN2Na* 363,0799; nalezeno 363,0800.
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Methyl-3-brom-4-hydroxybenzoat (16)
COOMe K roztoku 3-brom-4-hydroxy benzoové Kkyseliny (1,0 g; 4,6 mmol)
v methanolu (10 mL) byla ptfidana 96% kyselina sirova (0,5 mL; 8,2 mmol)
Br a reakéni smés byla michéna pies noc pii 80 °C. Druhy den bylo rozpoustédlo
OH odpateno a odparek byl nafedén ethyl-acetatem (30 mL). Organicka faze byla
promyta nasycenym roztokem NaHCOj3 (2x20 mL) a solankou (20 mL). Néasledn¢ byla
suSena bezvodym MgSO4 a rozpoustédlo bylo odpatfeno. Bylo ziskano 1,0 g (96 %) bilé

krystalické latky.

!H NMR (300 MHz, CDCls) 6 8,24 (d, J = 2,0 Hz, 1H); 7,91 (dd, J = 8,5; 2,0 Hz,
1H); 7,05 (d, J = 8,5 Hz, 1H); 6,11 (bs, 1H); 3,89 (s, 3H); *C NMR (75 MHz, CDCls)
0 166,7; 156,3; 134,0; 131,0; 124,0; 115,8; 110,1; 52,3; HRMS vypocteno pro
CgH703Br* 229,9579; nalezeno 229,9576.

Methyl-3-bromo-4-((2,2-dimethyl-4-0xo0-3,8,11,14-tetraoxa-5-azahexadekan-16-

yl)oxy)benzoat (17)
COOMe Kroztoku alkoholu 16 (0,10 g;
0,44 mmol) vDMF (5 mL) pod ochrannou
Br atmosférou argonu byl pfidan pevny K>COs

O\/\o/\/ O\/\o/\/ NHBoc (0,12 g; 0,88 mmol). Nasledné byl ptidan tosylat
11 (0,16 g; 0,35 mmol) a reakéni smés byla michana pfi 50 °C pfes noc. Druhy den byla
reak¢ni smés rozloZena vodou (20 mL) a produkt byl extrahovan DCM (2x20 mL). Spojené
organické extrakty byly promyty vodou (2x20 mL) a solankou (20 mL). Nasledn¢ byly
suSeny bezvodym MgSO4 a rozpoustédlo bylo odpateno. Sloupcova chromatografie odparku
(silikagel; mobilni faze cyklohexan:EtOAc / 1:2) poskytla 0,18 g (85 %) bezbarvého oleje.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8,19 (d, J = 2,1 Hz, 1H); 7,97 (dd, J = 8,6; 2,1 Hz,
1H); 6,94 (d, J = 8,6 Hz, 1H); 5,04 (bs, 1H); 4,29-4,23 (m, 2H); 3,99-3,92 (m, 2H); 3,90
(s, 3H); 3,84-3,79 (m, 2H); 3,72-3,60 (m, 6H); 3,55 (t, J = 5,2 Hz, 2H); 3,35-3,27 (m, 2H);
1,45 (s, 9H); *C NMR (100 MHz, CDCl3) 6 165,7; 158,9; 156,0; 134,8; 130,5; 123,9; 121,2;
111,9; 79,2; 71,2; 70,7; 70,6; 70,3; 70,2; 69,2; 52,2; 40,4; 28,4, HRMS vypocteno pro
C21H330sNBr* 506,1384; nalezeno 506,1386.

-51-



3-Brom-4-((2,2-dimethyl-4-ox0-3,8,11,14-tetraoxa-5-azahexadekan-16-
yl)oxy)benzoova Kkyselina (18)
COOH K roztoku esteru 17 (0,16 g; 0,32 mmol)
v dioxanu (2 mL) byl pfidan 0,5M roztok NaOH
Br ve vod¢ (1,2 mL). Reakéni smés byla michana
OO ANHBOC s noc pii laboratorni teploté. Druhy den byla
smés rozlozena vodou (15 mL), pH upraveno na hodnotu 3-4 ptidavkem 1M roztoku HCI
a produkt byl extrahovan DCM (3x15 mL). Spojené organické extrakty byly suSeny
bezvodym MgSOs a rozpoustédlo odpafeno. Reakce poskytla 0,13 g (84 %) kyseliny
ve form¢ bezbarvého oleje.

'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 8,29 (d, J = 2,1 Hz, 1H); 8,02 (dd, J = 8,6; 2,1 Hz,
1H); 6,95 (d, J = 8,6 Hz, 1H); 5,10 (bs, 1H); 4,28 (t, J = 4,8 Hz, 2H); 3,98 (t, J = 4,8 Hz,
2H); 3,89-3,78 (m, 2H); 3,76-3,59 (m, 6H); 3,56 (t, J = 5,2 Hz, 2H); 3,37-3,28 (m, 2H);
1,46 (s, 9H); *C NMR (100 MHz, CDCls3) 6 169,6; 159.4; 156,1; 135,4; 131,1; 123,2; 112,2;
111,9; 79,3; 71,2; 70,7; 70,6; 70,2; 69,3; 69,2; 40,4; 28,4, HRMS vypocteno pro
C20H3108NBr* 492,1228; nalezeno 492,1228.

2,5-Dioxopyrrolidin-1-yl-3-bromo-4-((2,2-dimethyl-4-oxo0-3,8,11,14-tetraoxa-5-
azahexadekan-16-yl)oxy)benzoat (19)
COOSu Kroztoku kyseliny 18 (0,10 g;
0,20 mmol) vTHF (10 mL) pod ochrannou
Br atmosférou argonu byl pfidan triethylamin
O\/\o/\/ O\/\o/\/ NHBoc (57 uL, 0,40 mmol). Po 5 minutach bylo ptidano
TBTU (0,08 g, 0,26 mmol), nasledné N-hydroxysukcinimid (0,03 g; 0,26 mmol). Reak¢ni
smés byla michana ptfes noc. Druhy den bylo rozpoustédlo odpaieno. Sloupcova
chromatografie odparku (silikagel; mobilni faze DCM:MeOH / 93:7) poskytla 0,11 g (92 %)
bezbarvého oleje.

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 8,33 (d, J = 2,1 Hz, 1H); 8,07 (dd, J = 8,7; 2,1 Hz,
1H); 7,01 (d, J = 8,7 Hz, 1H); 5,04 (bs, 1H); 4,30 (t, J = 4,7 Hz, 2H); 3,97 (t, J = 4,8 Hz,
2H); 3,83-3,78 (m, 2H); 3,72-3,59 (m, 6H); 3,54 (t, J = 5,1 Hz, 2H); 3,36-3,26 (m, 2H);
2,91 (s, 4H); 1,45 (s, 9H); 1*C NMR (100 MHz, CDCls) 6 169.2; 160,5 (2C); 156,0; 135,7;
131,8; 118,4; 112,5; 79,2; 71,2; 70,7, 70,6; 70,2 (2H); 69,4; 69,2; 40,4; 28,4; 25,7, HRMS
vypocteno pro C2sH33010N2BrNa* 611,1211; nalezeno 611,1213.
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a-Naltrexol (20a)

K roztoku naltrexon hydrochloridu (0,20 g; 0,53 mmol)
ve smési iIPrOH:H20 / 1:2 (3 mL) byl piidavan vodny NaOH
dokud pH nedosdahlo hodnoty 13. Nasledn¢ bylo ptidano

10% Pd/C (20 mg) a reak¢éni smés byla michana pod pietlakem
vodiku (2,7 atm) po dobu 4 h. Poté byl katalyzator odfiltrovan
a reakéni smés byla nafedéna vodou (15 mL). Posléze bylo pH upraveno
na hodnotu 9 ptidavkem 10% vodného KHSO4 a produkt byl extrahovan ethyl-acetatem
(3x15 mL). Spojené organické extrakty byly promyty vodou (20 mL), solankou (20 mL)
a suseny bezvodym MgSO4. Po odpateni rozpoustédla bylo ziskano 0,13 g (72 %) ve form¢
bilé krystalickeé latky.

'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 6,72 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 6,53 (d, J = 8,1 Hz, 1H);
4,69 (d, J = 4,3 Hz, 1H); 4,35-4,24 (m, 1H); 3,11 (d, J = 6,6 Hz, 1H); 3,04 (d, J = 18,5 Hz,
1H); 2,70-2,53 (m, 2H); 2,45-2,30 (m, 2H) 2,26 (d, J = 7,7 Hz, 2H); 1,81-1,63 (m, 2H);
1,63-1,57 (m, 1H); 1,52-1,40 (m, 1H); 1,21-1,10 (m, 1H); 0,92-0,78 (m, 1H); 0,61-0,51
(m, 2H); 0,20-0,11 (m, 2H); 13C NMR 145,8; 137,9; 131,1; 125,4; 119,2; 117,8; 90,9; 70,1;
67,0; 62,2; 59,8; 47,4; 43,3; 33,5; 28,8; 23,4; 22,9; 9,5; 4,0; 3,9; HRMS vypocteno pro
C20H2604N" 344,1856; nalezeno 344,1852.

B-Naltrexol (20b)

K roztoku naltrexon hydrochloridu (0,5 g; 1,3 mmol)
ve vodném NaOH (5 mL, 1M) byl v prtibéhu 20 minut pfidan
roztok dioxidu thiomocoviny (0,57 g; 5,3 mmol) ve vodném

NaOH (5 mL, 1M). Reakéni smés byla poté michana pii 85 °C

2 hodiny. Poté byl roztok vychlazen ledovou lazni a pH bylo
upraveno na hodnotu 8 pfidavkem vodného roztoku NH4Cl. Produkt byl extrahovan smési
DCM: iPrOH / 4:1 (4x20 mL). Spojené organické extrakty byly suSeny bezvodym MgSO4
a rozpoustédlo bylo odpafeno. Timto postupem bylo ziskano 0,44 g (97 %) produktu ve
formée bilé krystalické latky.

'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 6,72 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 6,56 (d, J = 8,1 Hz, 1H);
4,59 (d, J = 6,3 Hz, 1H); 3,62-3,52 (m, 1H); 3,12 (d, J = 5,7 Hz, 1H); 3,02 (d, J = 18,4 Hz,
1H); 2,71-2,55 (m, 2H); 2,38 (d, J = 6,5 Hz, 2H); 2,32-1,92 (m, 3H); 1,74-1,60 (m, 2H);
1,51-1,32 (m, 2H); 0,90-0,78 (m, 1H); 0,58-0,50 (m, 2H); 0,17-0,20 (m, 2H);
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13C NMR (100 MHz, CDCls) § 142,4; 139,8; 131,6; 124,2; 119,1; 117,5; 95,9; 72,8; 70,6;
62,2; 59,2; 47,5; 43)9; 30,7; 29,6; 25,9; 22,7; 9,4, 4,0; 3,8; HRMS vypocteno pro
Ca0H2604N* 344,1856; nalezeno 344,1857.

3-BnO-a-Naltrexol (21a)

BnO K roztoku a-naltrexolu (0,12 g; 0,28 mmol) v DMF

(5 mL) pod ochrannou atmosférou argonu byl pfidan pevny
N % K2COs3 (0,11 g; 0,56 mmol). Nasledné byl ptikapan benzyl
How bromid (0,07 g; 0,34 mmol) a reak¢éni smés byla michana pies
noc pii laboratorni teplot¢. Druhy den byla reakéni smés
rozlozena vodou (10 mL) a vodna vrstva extrahovdna DCM (3x10 mL). Organické extrakty
byly promyty vodou (2x10 mL) a solankou (10 mL). Nasledné byly suSeny bezvodym
MgSOs4 a rozpoustédlo odpateno. Sloupcova chromatografie odparku (silikagel; mobilni
faze DCM:MeOH / 20:1) poskytla 0,15 g (77 %) bezbarvého oleje.
'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7,48-7,29 (m, 5H); 6,80 (d, J = 8,2 Hz, 1H); 6,57
(d, J=8,2Hz, 1H); 5,25 (d, J = 12,2 Hz, 1H); 5,15 (d, J = 12,2 Hz, 1H); 4,65 (d, J = 4,7 Hz,
1H); 4,17 (dt, J = 10,3; 4,4 Hz, 1H); 3,10 (d, J = 6,5 Hz, 1H); 3,05 (d, J = 18,5 Hz, 1H);
2,71-2,55 (m, 2H); 2,37 (dd, J = 6,6; 4,0 Hz, 2H); 2,30-2,21 (m, 2H); 1,82-1,71 (m, 1H);
1,69-1,53 (m, 2H); 1,51-1,42 (m, 1H); 1,16-1,04 (m, 1H); 0,92-0,81 (m, 1H); 0,59-0,52
(m, 2H); 0,17-0,11 (m, 2H); *C NMR (100 MHz, CDCls) & 147,0; 140,4; 137.,5; 131,9;
128,5; 128,0; 127,4; 126,8; 119,0; 116,9; 90,8; 71,9; 69,8; 66,7; 62,1; 59,6; 46,9; 43,3; 33,4,
28,3; 23,7; 22,9; 9,4; 4,0; 3,8; HRMS vypoéteno pro C27H3204N* 434,2326; nalezeno
434,2326.

3-BnO-p-Naltrexol (21b)

BnO K roztoku p-naltrexolu (2,0 g; 4,6 mmol) v DMF

(20 mL) pod ochrannou atmosférou argonu byl pifidan pevny

N % K2COs3 (1,9 g; 9,2 mmol). Nasledné byl ptikapan benzyl bromid
HO (1,4¢g; 5,5 mmol) a reakéni smés byla michana pfes noc
pii laboratorni teploté. Druhy den byla reak¢ni smés rozlozena

vodou (40 mL) a vodna vrstva byla extrahovana DCM (3x30 mL). Organické extrakty byly

promyty vodou (2x20 mL) a solankou (20 mL). Nasledn¢ byly suSeny bezvodym MgSO4
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a rozpoustédlo bylo odpateno. Sloupcova chromatografie odparku (silikagel; mobilni faze
DCM:MeOH / 20:1) poskytla 1,9 g (76 %) bezbarvého oleje.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7,47-7,24 (m, 5H); 6,78 (d, J = 8,2 Hz, 1H); 6,58
(d, J=8,2Hz, 1H); 5,25 (d, J = 12,2 Hz, 1H); 5,16 (d, J = 12,2 Hz, 1H); 4,48 (d, J = 5,6 Hz,
1H); 3,55-3,44 (m, 1H); 3,10 (d, J = 5,9 Hz, 1H); 3,04 (d, J = 18,5 Hz, 1H); 2,69-2,56
(m, 2H); 2,37 (d, J = 6,5 Hz, 2H); 2,25 (td, J = 12,5; 5,0 Hz, 1H); 2,14 (td, J = 11,9; 3,5 Hz,
1H); 2,00-1,88 (m, 1H); 1,65 (id, J = 12,5; 5,0 Hz, 1H); 1,59-1,47 (m, 2H); 1,40-1,31
(m, 1H); 0,91-0,80 (m, 1H); 0,58-0,51 (m, 2H); 0,17-0,11 (m, 2H); 3C NMR (100 MHz,
CDCls) 6 144,7; 142,2; 137,6; 132,3; 128.,4; 127,9; 127,5; 126,1; 118,7; 116,9; 95,5; 72,0;
71,8;70,1;62,2;59,3; 47,0; 43,7; 31,4, 29,1, 25,1, 22,7; 9,4; 3,9; 3,8, HRMS vypocteno pro
C27H3204N* 434,2326; nalezeno 434,2327.

Konjugat 22a
BnO K roztoku slouc¢eniny 21a (85 mg;
0,2 mmol) v DMF (3 mL) pod ochrannou
O’f,, N % atmosférou argonu byl ptidan NaH (60%;
N3\/\O {/\/OMO“‘ 12 mg; 0,3 mmol) a reakéni smés byla
2

michidna 5 minut pfi laboratorni teploté.
Nasledné byl pfidan tosylat 9 (90 mg; 0,24 mmol) a reakéni smés byla michdna dva dny
pfi rt. Poté byla reakéni smés rozloZzena vodou (10 mL) a produkt extrahovan DCM
(3x10 mL). Spojené organické extrakty byly promyty vodou (2x15 mL) a solankou (15 mL).
Nasledné byly suSeny bezvodym MgSOs a rozpoustédlo bylo odpaieno. Sloupcova
chromatografie odparku (silikagel; mobilni fazze DCM:MeOH / 10:1) poskytla 70 mg (55 %)
nazloutlého oleje.

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 7,50-7,44 (m, 2H); 7,39-7,29 (m, 3H); 6,73
(d, J=8,2 Hz, 1H); 6,50 (d, J = 8,2 Hz, 1H); 5,22 (d, J = 12,0 Hz, 1H); 5,17 (d, J = 12,0 Hz,
1H); 4,76 (d, J = 4,5 Hz, 1H); 3,96 (dt, J = 10,1; 4,1 Hz, 1H); 3,89-3,78 (m, 1H); 3,79-3,51
(m, 14H); 3,46-3,34 (m, 2H); 3,03 (d, J = 18,7 Hz, 1H); 2,73-2,54 (m, 2H); 2,41-2,31
(m, 2H); 2,24 (d, J = 7,8 Hz, 2H); 1,82-1,72 (m, 1H); 1,66-1,45 (m, 3H); 1,36-1,24 (m, 2H);
0,95-0,79 (m, 1H); 0,60-0,49 (m, 2H); 0,22-0,11 (m, 2H); ¥C NMR (100 MHz, CDCls)
0 147,9; 140,5; 137,7; 131,7; 128,4; 127,7; 118,1; 117,2; 95,11; 88,8; 74,7; 71,8; 70,7 (4C);
70,6 (2C); 70,0 (2C); 68,9; 62,3; 59,5; 50,7; 47,0; 43,4; 33,3; 28,3; 22,9; 21,2; 9,4; 4,0; 3,8;
HRMS vypoéteno pro CasHa7O7N4* 635,3439; nalezeno 635,3441.
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Konjugat 22b
BnO K roztoku slou¢eniny 21b (0,34 g;
0,8 mmol) v DMF (7 mL) pod ochrannou
N % atmosférou Ar byl pfiddin NaH (60%;

0,13 g; 3,2 mmol) a reakéni smés byla

O,
A e =
2 michana 5 minut pfi laboratorni teploté.
Nasledn¢ byl pfidan tosylat 9 (0,35 g; 0,94 mmol) a reakéni smés byla michdna dva dny
pti laboratorni teploté. Poté byla reakéni smés rozlozena vodou (25 mL) a produkt byl
extrahovan DCM (3x20 mL). Spojené organické extrakty byly promyty vodou (2x30 mL)
a solankou (30 mL). Nasledné byly suSeny bezvodym MgSOa a rozpoustédlo bylo odpaieno.
Sloupcova chromatografie odparku (silikagel; mobilni faze DCM:MeOH / 10:1) poskytla
0,35 g (71 %) nazloutlého oleje.
!H NMR (400 MHz, CDCls) & 7,48-7,26 (m, 5H); 6,77 (d, J = 8,2 Hz, 1H); 6,57 (d,
J = 8,2 Hz, 1H); 5,21 (s, 2H); 4,58 (d, J = 6,4 Hz, 1H); 3,88-3,80 (m, 1H); 3,79-3,58 (m,
14H); 3,45-3,34 (m, 2H); 3,31-3,20 (m, 1H); 3,09 (d, J = 5,6 Hz, 1H); 3,02 (d, J = 18,4 Hz,
1H); 2,69-2,53 (m, 2H); 2,41-2,32 (m, 2H); 2,25 (td, J = 12,5; 5,0 Hz, 1H); 2,09 (td, J =
12,0; 3,7 Hz, 1H); 2,02-1,89 (m, 1H); 1,83-1,74 (m, 1H); 1,61 (dt, J = 13,3; 3,4 Hz, 1H);
1,54-1,41 (m, 1H); 1,35 (td, J = 13,5; 3,0 Hz, 1H); 0,94-0,77 (m, 1H); 0,58-0,50 (m, 2H);
0,19-0,10 (m, 2H); 13C NMR (100 MHz, CDCls) 8 144,4; 142,5; 137,6; 132,6; 128,4; 127,8;
127,5; 125,9; 118,5; 117,3; 95,1; 81,0; 72,0; 70,8; 70,7; 70,6; 70,0 (2C); 69,2; 62,3; 59,2;
50,7; 47,6; 43)9; 30,7, 29,7, 24,0, 22,7; 95; 3,9; 3,8, HRMS vypocteno pro
C3sH4707N4™ 635,3439; nalezeno 635,3440.
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Konjugat 23a
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K roztoku konjugatu 22a (55 mg; 0,09 mmol) v ethanolu (5 mL) bylo ptidano
10% Pd/C (10 mg). Reakéni smés byla michana pod atmosférou vodiku pies noc
pii laboratorni teploté. Druhy den byl katalyzator odfiltrovan a rozpoustédlo bylo odpateno.
Odparek byl rozpustén v THF (5 mL) pod ochrannou atmosférou argonu a nasledné byl
ptikapan roztok fluorescein isothiokyanatu (34 mg; 0,09 mmol v 1 mL THF). Reakéni smés
byla michana 1 hodinu, poté bylo rozpoustédlo odpatfeno. Preparativni HPLC odparku
(C18; H20+0,1% TFA 98:2 ACN — H>0+0,1% TFA 30:70 ACN) poskytlo 10 mg (13 %)
oranzové latky.
'H NMR (600 MHz, CDs0D) 6 8,21 (d, J = 2,0 Hz, 1H); 7,85-7,72 (m, 1H); 7,16
(d, J = 8,1 Hz, 1H); 6,82-6,53 (m, 8H); 4,77 (d, J = 5,0 Hz, 1H); 3,95-3,43 (m, 21H);
3,10-3,03 (m, 2H); 2,88 (dd, J = 13,6; 7,5 Hz, 1H); 2,79 (td, J = 13,0; 4,2 Hz, 1H); 2,58
(td, J = 13,3; 5,0 Hz, 1H); 1,91-1,79 (m, 2H); 1,79 (dt, J = 14,1; 3,5 Hz, 1H); 1,69-1,55
(m, 2H); 1,46-1,39 (m, 1H); 1,11-1,03 (m, 1H); 0,84-0,68 (m, 2H); 0,54-0,44 (m, 2H);
13C NMR (150 MHz, CDs0D) & 178.,4; 170,1; 162,0; 154,6; 147.5; 140,8; 130,7 (2C);
129,2; 122,1; 120,2; 119,5; 118,8; 116,9; 114,5; 114,3; 112,0; 103,7; 89,0; 79,6; 79,2; 75,9;
73,8; 71,9; 71,7; 71,6; 71,5 (2C); 71,3; 64,3; 62,3; 59,0; 58,5; 48,0; 46,9; 45,7; 28,5; 24,8,
22,4; 185; 7,0; 6,4; 3,5, HRMS vypocteno pro CagHss012N3S™ 908,3423; nalezeno
908,3428.
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Konjugat 23b
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K roztoku konjugatu 22b (50 mg; 0,08 mmol) v ethanolu (5 mL) bylo ptidano
10% Pd/C (10 mg). Reakéni smés byla michana pod atmosférou vodiku pies noc
pii laboratorni teploté. Druhy den byl katalyzator odfiltrovan a rozpoustédlo bylo odpateno.
Odparek byl rozpustén v THF (5 mL) pod ochrannou atmosférou argonu a nasledné byl
ptikapan roztok fluorescein isothiokyanatu (31 mg; 0,08 mmol v 1 mL THF). Reakéni smés
byla michana 1 hodinu, poté bylo rozpoustédlo odpateno. Preparativni HPLC odparku
(C18; H20+0,1% TFA 98:2 ACN — H>0+0,1% TFA 30:70 ACN) poskytlo 55 mg (76 %)
oranzové krystalické latky.

'H NMR (600 MHz, CD30D) 6 8,27 (d, J = 2,1 Hz, 1H); 7,82 (d, J = 8,2 Hz, 1H);

7,16 (d, J = 8,2 Hz, 1H); 6,90-6,78 (m, 4H); 6,70 (d, J = 8,2 Hz, 1H); 6,68-6,62 (m, 3H);
4,48 (d, J = 6,4 Hz, 1H); 3,89 (d, J = 6,0 Hz, 1H); 3,86-3,75 (m, 3H); 3,72 (t, J = 5,2 Hz,
2H); 3,69-3,58 (m, 13H); 3,28-3,21 (m, 1H); 3,11-3,02 (m, 3H); 2,85 (dd, J = 13,6; 7,7 Hz,
1H); 2,66 (td, J = 12,9; 4,1 Hz, 1H); 2,54 (td, J = 13,3; 4,8 Hz, 1H); 1,82-1,76 (m, 2H);
1,69 (dt, J = 14,1; 3,5 Hz, 1H); 1,60-1,52 (m, 1H); 1,50-1,39 (m, 1H); 1,11-1,04 (m, 1H);
0,85-0,67 (m, 2H); 0,56-0,42 (m, 2H); 1*C NMR (150 MHz, CD30D) § 181,4; 169,0; 161,9;
153,9; 142,6; 141,3; 129,7; 129,6; 128,1; 125,3; 120,1; 119,2; 118,0; 116,9; 115,0; 113,6;
111,3; 102,0; 93,3; 79,9; 70,3; 70,1; 70,0; 69,9; 68,7; 62,7; 57,2; 46,7; 46,1; 44,1, 29,0; 27,5;
22,9; 22,4; 54; 4,7; 1,9; HRMS vypoéteno pro CagHs4012N3S* 908,3423; nalezeno
908,3425.
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Naltrexon oxim (24)
HO K roztoku naltrexon hydrochloridu (1,5 g; 4,0 mmol)
ve smeési EtOH:H20/10:1 (20 mL) byl pfidan octan sodny

N% (1,19; 14 mmol) a hydroxylamin hydrochlorid (0,4 g;

6,0 mmol). Reakéni smés byla refluxovana 3 hodiny.

Nasledné byl ethanol z reakéni smési odpaien, byla pfidana
voda (20 mL) a produkt byl extrahovan DCM (3x20 mL). Spojené organické extrakty byly
suSeny bezvodym MgSOa. Po odpateni rozpoustédla bylo ziskano 1,41 g (kvant.) produktu
ve formé bilé krystalické latky.

'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 6,71 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 6,58 (d, J = 8,1 Hz, 1H);
5,01 (s, 1H); 3,20-3,08 (m, 2H); 3,03 (d, J = 18,4 Hz, 1H); 2,73-2,63 (m, 1H); 2,56
(dd, J = 18,4; 6,0 Hz, 1H); 2,44-2,14 (m, 5H); 1,71-1,63 (m, 1H); 1,59-1,53 (m, 1H); 1,40
(td, J = 13,6; 4,3 Hz, 1H); 0,90-0,79 (m, 1H); 0,57-0,51 (m, 2H); 0,16-0,10 (m, 2H);
13C NMR (100 MHz, CDCl3) 6 159,3; 143,1; 138,9; 129,8; 124,5; 119,8; 118,1; 86,7; 70,1;
62,2; 59,2; 48,9; 44,0; 30,6; 29,1, 22,7, 18,6; 9,4, 4,0; 3,8, HRMS vypocteno pro
C20H2504N2" 357,1809; nalezeno 357,1810.

6-a-Naltrexamin (25a) a 6-p-Naltrexamin (25b)
HO

H,N

K roztoku naltrexon oximu (0,8 g; 2,2 mmol) v THF (5 mL) pod ochrannou
atmosférou argonu byl ptfidan roztok BH3-THF (1 M; 41 mL). Reak¢ni smés byla zahtivana
k varu dva dny. Poté byla pfidana voda (10 mL), vodny roztok KOH (1M; 27 mL) a reakéni
smés byla dale zahtivana k varu 2 hodiny. Nasledn¢ byla ptidavana konc. HCI dokud
pH reakéni smési nedosahlo hodnoty 2. Reakéni smés byla poté refluxovana 2 hodiny.
Nasledné¢ byl THF zreakéni smési odpafen na RVO a pH bylo upraveno na hodnotu
8-9 ptidavkem nasyceného roztoku NaHCOg3. Produkt byl extrahovan CHClz (4x75 mL),
spojené organické extrakty byly suseny bezvodym MgSOs. Sloupcové chromatografie
odparku (silikagel; mobilni faze ACN:MeOH:NH4OH / 25:5:1) poskytla 0,25 g (33 %)

B-diastereoisomeru a 0,10 g (13 %) a-diastereomeru.
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6-a-Naltrexamin (25a): *H NMR (400 MHz, CDCls) § 6,66 (d, J = 8,1 Hz, 1H);
6,48 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 4,59 (d, J = 4,1 Hz, 1H); 3,44 (dt, J = 12,4; 4,1 Hz, 1H); 3,06
(d, J = 6,6 Hz, 1H); 3,00 (d, J = 18,5 Hz, 1H); 2,67-2,49 (m, 2H); 2,41-2,12 (m, 4H); 1,68
(dt, J = 14,5; 9,0 Hz, 1H); 1,60-1,49 (m, 2H); 1,38 (ddd, J = 14,5; 9,2; 1,8 Hz, 1H);
1,08-0,94 (m, 1H); 0,91-0,74 (m, 1H); 0,58-0,46 (m, 2H); 0,14-0,07 (m, 2H);
13C NMR (100 MHz, CDCls) & 146,2; 138,5; 130,8; 124,8; 119,1; 118,6; 91,4; 70,0; 62,3;
59,8; 47,8; 47,2; 43,4; 34,1; 29,5; 24,2; 22,9; 9,5; 4,1; 3,9; HRMS vypoéteno pro
C20H2703N2* 343,2018; nalezeno 343,2016.

6-p-Naltrexamin (25b): 'H NMR (400 MHz, CDCls) § 6,62 (d, J = 8,1 Hz, 1H);
6,53 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 4,25 (d, J = 7,0 Hz, 1H); 3,05 (d, J = 5,6 Hz, 1H); 2,98
(d, J = 18,3 Hz, 1H); 2,64-2,50 (m, 3H); 2,35 (d, J = 6,5 Hz, 1H); 2,24-2,05 (m, 2H);
1,85-1,71 (m, 1H); 1,60 (dt, J = 13,4; 3,2 Hz, 1H); 1,47-1,35 (m, 2H); 0,89-0,76 (m, 1H);
0,56-0,47 (m, 2H); 0,14-0,08 (m, 2H); 13C NMR (100 MHz, CDCls) § 141,6; 141,1; 131,2;
123,0; 119,6; 118,6; 97,5; 70,5; 62,4, 59,3; 53,5; 47,5; 44,1, 31,0; 30,7; 25,7; 22,7, 9,6; 4,1;
3,9; HRMS vypoéteno pro C20H2703N2" 343,2018; nalezeno 343,2019.

Konjugat 26a

K roztoku a-naltrexaminu (60 mg; 0,17 mmol) v DMF (4 mL) byl pfidan aktivovany
ester 13 (85 mg; 0,17 mmol) a reakéni smés byla michana pies noc. Druhy den bylo
rozpousStédlo odpafeno. Sloupcova chromatografie odparku (silikagel; mobilni faze
DCM:MeOH / 10:1) poskytla 115 mg (95 %) bezbarvého oleje.

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 7,08 (d, J = 8,7 Hz, 1H); 6,70 (d, J = 8,1 Hz, 1H);
6,52 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 514 (bs, 1H); 460 (d, J = 4,3 Hz, 1H); 4,53
(ddt, J = 13,0; 8,6; 4,3 Hz, 1H); 3,82-3,55 (m, 15H); 3,52 (t, J = 5,2 Hz, 2H); 3,30
(9, J =5,4 Hz, 2H); 3,13 (d, J = 6,6 Hz, 1H); 3,03 (d, J = 18,5 Hz, 1H); 2,75-2,20 (m, 8H);
1,80 (dt, J = 14,8; 9,4 Hz, 1H); 1,68-1,53 (m, 2H); 1,49-1,32 (m, 11H); 0,97-0,80 (m, 1H);
0,60-0,48 (m, 2H); 0,16-0,10 (m, 2H); *3C NMR (100 MHz, CDCls) § 171,2; 156,2; 145,7;
137,9; 131,1; 125,5; 119,2; 117,6; 90,2; 79,4, 70,7; 70,6 (2C); 70,5; 70,4; 70,2 (2C); 69,5;
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67,6; 62,3; 59,8; 47,2; 46,0; 43,3; 40,4; 37,2; 33,7; 29,6; 28,5; 23,0; 21,3;: 9,4; 4,1; 4,0;
HRMS vypoéteno pro CzsHss010N3™ 690,3960; nalezeno 690,3965.

Konjugat 26b
HO
O,
0 7
BocHN/\/OMOl;\)J\H

K roztoku B-naltrexaminu (50 mg; 0,14 mmol) v DMF (4 mL) byl pfidan aktivovany
ester 13 (70 mg; 0,14 mmol) a reakéni smés byla michana pies noc. Druhy den bylo
rozpoustédlo odpateno. Sloupcova chromatografie odparku (silikagel; mobilni faze
DCM:MeOH / 10:1) poskytla 80 mg (80 %) bezbarvého oleje.

'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 6,91 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 6,70 (d, J = 8,1 Hz, 1H);
6,53 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 5,25 (bs, 1H); 4,41 (d, J = 7,4 Hz, 1H); 3,89-3,57 (m, 15H);
3,54 (t, J = 5,1 Hz, 2H); 3,30 (q, J = 5,4 Hz, 2H); 3,08 (bs, 1H); 3,00 (d, J = 18,3 Hz, 1H);
2,74-2,52 (m, 2H); 2,47 (t, J = 5,6 Hz, 2H); 2,41-2,33 (m, 2H); 2,25-2,09 (m, 2H);
1,82 (qd, J = 12,6; 3,2 Hz, 1H); 1,73-1,63 (m, 1H); 1,60-1,52 (m, 1H); 1,50-1,38 (m, 11H);
1,26 (d, J = 12,1 Hz, 1H); 0,90-0,78 (m, 1H); 0,58-0,47 (m, 2H); 0,16-0,06 (m, 2H);
13C NMR (100 MHz, CDCl3) 6 171,2; 156,3; 142,7; 140,4; 131,1; 124,2; 119,1; 118,0; 93,2;
79,4; 70,7 (2C); 70,6 (2C); 70,5; 70,4; 70,3; 67,4; 62,5; 59,3; 51,3; 47,7; 44,3; 40,5; 37,4;
30,2; 28,6; 24,4; 22,8; 9,5; 4,1; 3,9; HRMS vypoéteno pro CzsHss010N3* 690,3960;
nalezeno 690,3961.

Konjugat 27a

OH
Y,
HO O o}
7)) »
N)J\N/\/O{\/\O*/\)J\N\v
o H H 3 H
K roztoku konjugatu 26a (42 mg; 0,06 mmol) v DCM (2 mL) byla ptidana TFA

(2 mL). Reak¢éni smés byla michana 90 minut pii laboratorni teploté. Nasledné bylo

rozpoustédlo odpateno. Odparek byl rozpustén v THF (3 mL) a byl pfidan triethylamin
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(17 uL; 0,12 mmol). Po 5 minutach byl pridan fluorescein isothiokyanat (28 mg; 0,07 mmol)
areak¢ni smés byla michana 1 hodinu. Poté bylo rozpoustédlo odpatreno. Preparativni HPLC
odparku (C18; H20+0,1% TFA 98:2 ACN — H20+0,1% TFA 30:70 ACN) poskytlo 53 mg
(80 %) oranzové latky.

'H NMR (600 MHz, CDs0OD) & 8,25 (d, J = 2,1 Hz, 1H); 7,81 (d, J = 8,3 Hz, 1H);
7,18 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 6,87-6,75 (m, 5H); 6,73-6,59 (m, 4H); 4,57 (d, J = 8,0 Hz, 1H);
3,90 (d, J = 5,9 Hz, 1H); 3,75-3,50 (m, 20H); 3,39-3,33 (m, 2H); 3,16-3,02 (m, 2H);
2,85 (dd, J = 13,6; 7,7 Hz, 1H); 2,67 (td, J = 12,7; 3,9 Hz, 1H); 2,57 (td, J = 13,1; 4,7 Hz,
1H); 2,46 (t, J = 6,1 Hz, 2H); 1,88 (qd, J = 13,1; 2,6 Hz, 1H); 1,75-1,60 (m, 2H); 1,61-1,47
(m, 2H); 1,12-101 (m, 1H); 0,87-066 (m, 2H); 0,55-041 (m, 2H);
13C NMR (150 MHz, CDs:0D) & 182,8; 173,5; 170,9; 162,6; 162,3; 154,6; 147,3; 140,4;
130,6; 130,0; 123,2; 121,0; 119,5; 119,1; 116,8; 114,1; 111,9; 103,6; 89,4; 71,5 (3C); 71,4
(2C); 71,3 (2C); 70,8; 68,3; 63,5; 59,0; 48,5; 47,0; 45,5; 37,6; 34,4; 31,6; 30,7; 24,9; 21,1,
6,8; 6,3; 3,3; HRMS vypocteno pro Cs2Hs9013N4S™ 979,3794; nalezeno 979,3799.

Konjugat 27b

CF3COOH

OH
oy
- :
) 5
HJ\”/\/O{\/\ONJ\N

3 H

)

K roztoku konjugatu 26b (35 mg; 0,05 mmol) vDCM (2 mL) byla ptidana

TFA (2 mL). Reak¢ni smés byla michana 90 minut pfi laboratorni teploté. Nasledné bylo

rozpoustédlo odpatfeno. Odparek byl rozpustén v THF (3 mL) a byl ptidan triethylamin

(14 uL; 0,10 mmol). Po 5 minutach byl ptidan fluorescein isothiokyanat (23 mg; 0,06 mmol)

areak¢ni smés byla michdna 1 hodinu. Poté bylo rozpoustédlo odpatfeno. Preparativni HPLC

odparku (C18; H20+0,1% TFA 98:2 ACN — H20+0,1% TFA 30:70 ACN) poskytlo 50 mg
(91 %) oranzové latky.

'H NMR (600 MHz, CD30D) & 8,25 (d, J = 2,1 Hz, 1H); 7,81 (d, J = 8,3 Hz, 1H);

7,18 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 6,87-6,75 (m, 5H); 6,73-6,59 (m, 4H); 4,57 (d, J = 8,0 Hz, 1H);

3,90 (d, J = 5,9 Hz, 1H); 3,75-3,50 (m, 20H); 3,39-3,33 (m, 2H); 3,16-3,02 (m, 2H);

2,85 (dd, J = 13,6; 7,7 Hz, 1H); 2,67 (td, J = 12,7; 3,9 Hz, 1H); 2,57 (td, J = 13,1; 4,7 Hz,

1H); 2,46 (t, J = 6,1 Hz, 2H); 1,88 (qd, J = 13,1, 2,6 Hz, 1H); 1,75-1,60 (m, 2H);
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1,61-1,47 (m, 2H); 1,12-1,01 (m, 1H); 0,87-0,66 (m, 2H):; 0,55-0,41 (m, 2H);
13C NMR (150 MHz, CDsOD) & 182.8; 173.,9; 170,6; 161,9; 161,6; 155,2; 143,8; 143,0;
130,9 (2 C); 130,7; 129,4; 126,6; 121,7; 120,9; 119,7; 114,8 (2C); 114,7; 112,5; 103,5; 92,1;
71,6; 71,5 (2C); 71,4 (2C); 71,3; 70,1; 68,1; 64,3; 58,7; 52,6; 48,3; 47,5; 45,5; 37,8; 31,0;
28,9: 24,7; 24,4; 6,8: 6,2; 3,4; HRMS vypoéteno pro CsoHseO13N4S* 979,3794; nalezeno
979,3801.

Konjugat 28
HO

Br

BocHN™ >~ O{\Aoi\/ ©

H\/\O{/\/ Oi\zﬁo
(0]

K roztoku konjugatu 22b (60 mg; 0,11 mmol) v ethanolu (5 mL) bylo ptidano
10% Pd/C (10 mg). Reakéni smés byla michana pod atmosférou vodiku pies noc pfi
laboratorni teploté. Druhy den byl katalyzator odfiltrovan a rozpoustédlo bylo odpateno.
Odparek byl rozpustén v DMF (5 mL) pod ochrannou atmosférou argonu. Poté byl piidan
aktivovany ester 19 (50 mg; 0,09 mmol) a reakéni smés byla michana pies noc
pii laboratorni teploté. Druhy den bylo rozpoustédlo odpafeno. Sloupcova chromatografie
odparku (silikagel; mobilni faze DCM:MeOH / 10:1) poskytla 38 mg (45 %) nazloutlého
oleje.

'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 8,10 (d, J = 2,2 Hz, 1H); 7,82 (dd, J = 8,6; 2,2 Hz,
1H); 7,42 (bs, 1H); 6,88 (d, J = 8,6 Hz, 1H); 6,68 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 6,51 (d, J = 8,1 Hz,
1H); 5,05 (bs, 1H); 4,40 (d, J = 6,5 Hz, 1H); 4,20 (t, J = 4,8 Hz, 2H); 3,95-3,89 (m, 2H);
3,81-3,76 (m, 2H); 3,75-3,46 (m, 24H); 3,29 (q, J = 5,4 Hz, 2H); 3,19-3,03 (m, 2H);
2,97 (d, J = 18,3 Hz, 1H); 2,65-2,48 (m, 2H); 2,24-2,02 (m, 2H); 1,84 (qd, J = 12,9; 2,7 Hz,
1H); 1,76-1,67 (m, 1H); 1,61-1,52 (m, 1H); 1,42 (s, 9H); 1,38-1,18 (m, 4H); 0,89-0,77
(m, 1H); 0,55-0,46 (m, 2H); 0,16-0,06 (m, 2H); *C NMR (100 MHz, CDCl3) § 166,2; 158,5;
157,5; 156,0; 142,4, 140,0; 132,8; 128,3; 128,2; 118,8; 177,5; 112,3; 111,8; 94,7, 80,7; 79,2,
71,2; 70,7; 70,6 (2C); 70,5; 70,4 (2C); 70,2; 70,1 (2C); 70,0; 69,4; 69,1; 68,5; 62,3; 59,2;
47,7, 44,0; 40,2; 29,6, 28,4; 23,4, 22,7, 93; 4,0, 3,8, HRMS wvypocteno pro
C48H71014N3Br* 992,4114; nalezeno 992,4117.
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Konjugat 29
HO

Br CF3COOH

H2N/\/O{\/\OJ/\/O H
CF3;COOH 2 N\/\O{/\/Oi\/\o
2

o
K roztoku konjugatu 28 (35 mg; 0,035 mmol) vDCM (2 mL) byla pfidana
TFA (2 mL). Reak¢ni smés byla michana 90 minut pfi laboratorni teploté. Nasledné bylo
rozpoustédlo odpateno. Preparativni HPLC odparku (C18; H20+0,1% TFA 98:2 ACN —
H20+0,1% TFA 30:70 ACN) poskytlo 26 mg (72 %) bilé krystalické latky.

'H NMR (600 MHz, CDs0D) & 8,07 (d, J = 2,2 Hz, 1H); 7,83 (dd, J = 8,6; 2,2 Hz,
1H); 7,13 (d, J = 8,6 Hz, 1H); 6,74 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 6,69 (d, J = 8,1 Hz, 1H);
450 (d, J = 6,3 Hz, 1H); 4,30-4,25 (m, 2H); 3,95-3,89 (m, 2H); 3,82-3,75 (m, 3H);
3,72-3,58 (m, 23H); 3,57-3,52 (m, 2H); 3,37-3,33 (m, 1H); 3,24 (dt, J = 9,5; 6,7 Hz, 1H);
3,15-3,03 (m, 4H); 2,87 (dd, J = 13,6; 7,6 Hz, 1H); 2,68 (td, J = 12,9; 4,1 Hz, 1H);
2,56 (td, J = 13,2; 4,8 Hz, 1H); 1,83-1,77 (m, 2H); 1,71 (dt, J = 14,1; 3,5 Hz, 1H);
1,58 (dd, J = 13,3; 3,8 Hz, 1H); 1,52-1,42 (m, 1H); 1,13-1,05 (m, 1H); 0,86-0,69 (m, 2H);
0,55-0,45 (m, 2H); 3C NMR (150 MHz, CD30OD) & 166,4; 157,3; 142,1; 140,9; 131,7;
129,3; 127,5; 127,3; 119,7; 118,8; 117,5; 111,9; 110,7; 92,8; 79,5; 70,0; 69,9; 69,6 (3C);
69,4; 69,3 (2C); 68,6; 68,5; 68,3; 65,9; 62,2; 56,8; 46,2; 45,6; 39,1; 38,7; 28,5; 27,0; 22,4,
22,0; 4,9; 4,3; 1,4; HRMS vypoéteno pro Ca3sHezO12N3Br* 892,3590; nalezeno 892,3591.

Konjugat 30
HO
Q’/
O O 7
ooy
BocHN. _~ o {/\/01\2/\ o

Br
K roztoku konjugatu 26b (70 mg; 0,10 mmol) v DCM (2 mL) byla pfidana
TFA (2 mL). Reakéni smés byla michana 90 minut pii laboratorni teploté. Nasledné bylo
rozpoustédlo odpareno. Odparek byl rozpustén v DMF (5 mL) pod ochrannou atmosférou

argonu. Poté byl pfiddn triethylamin (27 pL; 0,20 mmol), aktivovany ester
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19 (65 mg; 0,11 mmol) a reakéni smés byla michana pies noc za rt. Druhy den bylo
rozpoustédlo odpateno. Sloupcova chromatografie odparku (silikagel; mobilni faze
DCM:MeOH/10:1) poskytla 50 mg (47 %) bezbarvého oleje.

'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 8,05 (d, J = 2,2 Hz, 1H); 7,79 (dd, J = 8,6; 2,2 Hz,
1H); 7,29 (t, J = 5,5 Hz, 1H); 6,98 (d, J = 8,2 Hz, 1H); 6,91 (d, J = 8,6 Hz, 1H);
6,68 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 6,53 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 5,08 (bs, 1H); 4,44 (d, J = 7,5 Hz, 1H);
4,20 (t, J = 4,8 Hz, 2H); 3,96-3,87 (m, 2H); 3,82-3,54 (m, 30H); 3,51 (t, J = 5,2 Hz, 2H);
3,35-3,21 (m, 3H); 3,01 (d, J = 18,6 Hz, 1H); 2,82 (dd, J = 11,6; 4,4 Hz, 1H);
2,68 (dd, J = 18,7; 5,9 Hz, 1H); 2,56 (dd, J = 12,8; 6,5 Hz, 1H); 2,46 (dd, J = 12,8; 6,9 Hz,
1H); 2,40 (t, J =5,7 Hz, 2H); 2,32 (td, J = 12,6; 4,8 Hz, 1H); 2,20 (td, J = 12,0; 3,6 Hz, 1H);
1,78 (qd, J = 12,8; 3,1 Hz, 1H); 1,69-1,51 (m, 2H); 1,41 (s, 9H); 0,98-0,83 (m, 1H);
0,60-0,51 (m, 2H); 0,20-0,12 (m, 2H); *C NMR (100 MHz, CDCls) § 174,3; 171,7; 166,1;
157,6; 142,7; 140,6; 132,7; 130,8; 128,4; 128,2; 123,2; 119,2; 118,3; 112,5; 112,0; 92,8;
79,3; 71,3; 70,8; 70,6 (3C); 70,3 (3C); 70,0; 69,5; 69,2; 67,3; 62,8; 59,3; 51,3; 47,4; 44,8,
40,5; 40,1; 37,2; 30,2; 28,5; 25,6; 24,3; 23,1; 8,7; 4,2 (2C); HRMS vypocteno pro
Cs1H76015N4Br* 1063,4485; nalezeno 1063,4491.

Konjugat 31
HO
g CF,COOH
0 o 7 N
CF3COOH ”/\/O{\/\OMQ
HaN -~ o{/\/oi\z/\ o

Br

K roztoku konjugatu 30 (45 mg; 0,04 mmol) vDCM (2 mL) byla pfidana
TFA (2 mL). Reakéni smés byla michana 90 minut pii laboratorni teploté. Nasledné bylo
rozpoustédlo odpatreno. Preparativni HPLC odparku (C18; H20+0,1% TFA 98:2 ACN —
H2.0+0,1% TFA 30:70 ACN) poskytlo 42 mg (84 %) bilé latky.

!H NMR (400 MHz, CDs0D) 5 8,07 (d, J = 2,2 Hz, 1H); 7,83 (dd, J = 8,6; 2,2 Hz,
1H); 7,13 (d, J = 8,6 Hz, 1H); 6,78-6,68 (m, 2H); 4,57 (d, J = 7,9 Hz, 1H); 4,33-4,24
(m, 2H); 3,96-3,87 (m, 3H); 3,83-3,75 (m, 2H); 3,75-3,50 (m, 24H); 3,40-3,32 (m, 2H);
3,19-3,05 (m, 4H); 2,89 (dd, J = 13,6; 7,6 Hz, 1H); 2,75-2,64 (m, 1H);
2,59 (td, J = 13,0; 45 Hz, 1H); 2,46 (t, J = 6,1 Hz, 2H); 1,96-1,49 (m, 6H);
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1,42-1,22 (m, 2H); 1,17-1,04 (m, 1H); 0,87-0,67 (m, 2H); 0,56-0,42 (m, 2H);
13C NMR (100 MHz, CDs0D) & 173,8; 178,3; 159,2; 143,8; 143,0; 133,6; 130,7; 129,4;
129,2; 121,8; 120,9; 119,7; 113,9; 112,6; 92,2; 71,9; 71,5; 71,4 (2C); 71,3 (2C); 71,2; 70,5;
70,4; 68,1; 67,8; 64,3; 58,7; 52,6; 47,5; 41,0; 40,6; 37,8; 34,7; 31,0; 28,9; 24,7; 24,4; 6,8;
6,1; 3,4; HRMS vypoéteno pro CssHesO13N4Br* 963,3961; nalezeno 963,3964.

Konjugat 32
HO

(0] (0]
Noot >~ Ot/\o
(0]

Br

OSu

K roztoku aktivovaného esteru 14 (112 mg; 0,33 mmol) vDMF (5 mL)
pod ochrannou atmosférou argonu byl pfidan triethylamin (42 pL; 0,26 mmol) a nasledné
roztok konjugatu 31 (70 mg; 0,07 mmol) v DMF (1 mL) v prubéhu 2 hodin. Sloupcova
chromatografie odparku (silikagel; mobilni fdze DCM:EtOH / 10:1) poskytla 40 mg (51 %)
bezbarvého oleje.

!H NMR (400 MHz, CDCls) 6 8,06 (d, J = 2,2 Hz, 1H); 7,81 (dd, J = 8,6; 2,2 Hz,
1H); 7,57 (bs, 1H); 6,92 (d, J = 8,7 Hz, 1H); 6,79 (d, J = 8,2 Hz, 1H); 6,59 (d, J = 8,2 Hz,
1H); 6,46 (bs, 1H); 4,56 (d, J = 7,5 Hz, 1H); 4,26-4,15 (m, 2H); 3,97 (bs, 1H);
3,93-3,89 (m, 2H); 3,82-3,76 (m, 2H); 3,76-3,47 (m, 28H); 3,39 (t, J = 5,3 Hz, 2H);
3,35-3,21 (m, 3H); 3,00-2,90 (m, 1H); 2,82 (s, 4H); 2,71-2,47 (m, 3H); 2,46-2,34 (m, 2H);
2,21 (t, J = 6,9 Hz, 2H); 2,00-1,88 (m, 1H); 1,78-1,68 (m, 5H); 1,65-1,54 (m, 1H);
1,54-1,38 (m, 2H); 1,29-1,12 (m, 2H); 0,80-0,70 (m, 2H); 0,50-0,40 (m, 2H);
13C NMR (100 MHz, CDCls) & 172,6; 169,4; 168,6; 166,2; 157,5; 142,9; 141,8; 132,7;
129,3; 128,2 (2C); 119,5; 119,3; 112,4; 111,7; 92,0; 71,1, 70,6; 70,5; 70,3 (2C); 70,2; 70,1,
70,0; 69,7; 69,4; 69,1, 67,2; 63,4; 59,1, 50,8; 45,7; 39,9; 39,2; 35,7; 30,7; 25,6; 24,7; 24,1,
23,5;5,9; 4,7; 4,6; HRMS vypocéteno pro CseH79018NsBr™ 1188,4598; nalezeno 1188,4603.
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Naltrindol (33)

K roztoku naltrexon hydrochloridu (0,50 g; 1,3 mmol)
V ledové kyseliné octové (15 mL) pod ochrannou atmosférou
argonu byl pfidan fenylhydrazin (0,29 g; 2,6 mmol). Reak¢ni smés
byla zahtivana k varu 4 hodiny. Nasledn¢ bylo rozpoustédlo

odpateno, odparek rozpustén ve vodé (15 mL) a pH bylo upraveno

na hodnotu 8 pridavkem nasyceného vodného roztoku NaHCO:s.
Nasledné byl pevny podil odfiltrovan. Bylo ziskéno 0,55 g (kvant.) hnédé¢ pevné latky.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8,75 (bs, 1H); 7,39 (d, J = 7,8 Hz, 1H);
7,21 (d, J = 8,2 Hz, 1H); 7,09 (t, J = 7,3 Hz, 1H); 6,99 (t, J = 7,3 Hz, 1H); 6,55
(d, J = 8,1 Hz, 1H); 6,48 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 5,67 (s, 1H); 3,37 (d, J = 6,4 Hz, 1H);
3,09 (d, J = 18,6 Hz, 1H); 2,88 (d, J = 15,7 Hz, 1H); 2,79 (dd, J = 18,6; 6,5 Hz, 1H);
2,69 (dd, J = 11,4; 4,5 Hz, 1H); 2,62 (d, J = 15,7 Hz, 1H); 2,49-2,31 (m, 3H);
2,26 (td, J = 11,9; 3,2 Hz, 1H); 1,73 (d, J = 11,6 Hz, 1H); 0,92-0,81 (m, 1H); 0,61-0,49
(m, 2H); 0,20-0,08 (m, 2H); *C NMR (100 MHz, CDCls) & 143,0; 139,2; 137.4; 130,8;
129,1; 126,8; 125,1; 122,8; 119,3; 119,1; 117,3; 111,5; 111,4; 85,5; 72,9; 62,3; 59,6; 48,1,
43,8; 31,5; 28,9; 27,0; 23,2; 9,5; 4,2; 3,9; HRMS vypoéteno pro CosH2703N2" 415,2016;
nalezeno 415,2017.

3-TsO-Naltrindol (34)

K roztoku naltrindolu (0,49 g; 1,2 mmol) v DMF (5 mL)
pod ochrannou atmosférou argonu byl pfidan pevny K>COs3
(1,24 g; 8,3 mmol) a tosyl chlorid (0,25 g; 1,3 mmol). Reakéni
smés byla michana 5 hodin. Poté byla natedéna vodou (20 mL)

a produkt extrahovan DCM (3x20 mL). Spojené organické

extrakty byly suSeny bezvodym MgSOs a rozpoustédlo bylo
odpareno. Reakce poskytla 0,65 g (kvant.) produktu ve formé hnédé krystalické latky.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8,25 (bs, 1H); 7,62 (d, J = 8,4 Hz, 2H);
7,39 (d, J = 7,9 Hz, 1H); 7,29 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 7,21-7,13 (m, 1H); 7,08 (d, J = 8,1 Hz,
2H); 7,03 (t, J = 7,5 Hz, 1H); 6,76 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 6,56 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 5,59 (s, 1H);
3,44-3,35 (m, 1H); 3,12 (d, J = 19,0 Hz, 1H); 2,97-2,67 (m, 4H); 2,53 (d, J = 15,8 Hz, 1H);
2,49-2,38 (m, 1H); 2,28 (s, 3H); 2,21 (dt, J = 12,1; 6,2 Hz, 1H); 1,60 (d, J = 13,2 Hz, 1H);
0,97-0,82 (m, 1H); 0,64-0,52 (m, 2H); 0,22-0,10 (m, 2H); *C NMR (100 MHz, CDCls)
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0 148,2; 145,2; 137,4; 132,6; 132,5; 132,0; 129,5; 128.,6; 128.4; 126,7; 123,3; 123,1; 119,5;
119,1;118,8; 111,7; 111,5; 86,1; 72,5; 62,1; 59,6; 47,9; 43,6; 31,3; 28,9; 23,7; 21,7: 9,4; 4,3;
3,9; HRMS vypocteno pro CasHs3OsN2S* 569,2105; nalezeno 569,2106.

Konjugat (35)
K roztoku slouceniny 34 (0,29 g;
0,52 mmol) v DMF (5 mL) pod ochrannou
atmosférou argonu byl pfidan NaH (60%;
N3~ O{/\/Oi\/\N 24 mg; 1,0 mmol) a reakéni smés byla

michana 5 minut pii laboratorni teploté.

Nasledné byl ptidan tosylat 9 (0,28 mg; 0,75

mmol) a reakéni smés byla michéana pti laboratorni teploté ptes noc. Poté byla reakéni smés
rozlozena vodou (20 mL) a produkt extrahovan DCM (3x20 mL). Spojené organické
extrakty byly promyty vodou (2x20 mL) a solankou (30 mL). Néasledn¢ byly suseny
bezvodym MgSOs a rozpoustédlo bylo odpateno. Sloupcova chromatografie odparku
(silikagel; mobilni faze DCM:MeOH / 20:1) poskytla 0,22 g (55 %) bezbarvého oleje.

'H NMR (400 MHz, CDCls3) § 7,65 (d, J = 8,4 Hz, 2H); 7,38 (d, J = 7,8 Hz, 1H);
7,35 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 7,18 (ddd, J = 8,2; 7,0; 1,2 Hz, 1H); 7,13 (d, J = 8,1 Hz, 2H);
7,02 (ddd, J = 7,9; 7,0; 1,0 Hz, 1H); 6,76 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 6,54 (d, J = 8,3 Hz, 1H);
5,73 (s, 1H); 4,86 (bs, 1H); 4,47 (ddd, J = 14,5; 7,8; 6,5 Hz, 1H); 4,26 (ddd, J = 14,8; 6,2;
4,5 Hz, 1H); 3,90-3,74 (m, 2H); 3,69-3,47 (m, 10H); 3,42-3,29 (m, 3H); 3,12 (d, J = 18,9
Hz, 1H); 2,91-2,69 (m, 1H); 2,58-2,34 (m, 4H); 2,31 (s, 3H); 2,21 (td, J =12,3; 3,7 Hz, 1H);
1,61 (dd, J = 12,8; 2,2 Hz, 2H); 0,96-0,83 (m, 1H); 0,64-0,52 (m, 2H); 0,23-0,10 (m, 2H);
13C NMR (100 MHz, CDCls) 6 148,2; 145,2; 137,8; 132,7; 132,0; 129,6; 129,5 (2C); 128,7;
126,4;123,2;122,7;119,2; 118,8; 110,7; 109,9; 85,7; 72,4, 71,0; 70,8; 70,7 (2C); 70,3; 70,2;
70,1; 70,0; 62,1; 59,6; 50,8; 48,0; 43,8; 43,6, 31,5; 28,9; 23,6; 21,7; 9,4, 4,2; 4,0; HRMS
vypocteno pro Ca1HagOsNsS™ 770,3218; nalezeno 770,3222.

-68 -



Konjugat 36

K roztoku konjugatu 35 (0,20 g;
0,25 mmol) viPrOH (15 mL) byl pfidan
vodny roztok NaOH (1 M; 8 mL). Reak¢ni

N 0 smés byla refluxovdna fes  noc.
3\/\0{/\/ 1\/\N Y p
Rozpoustédlo bylo odpateno, reakéni smés

nafedéna vodou (15 mL) a pH upraveno
1AM HCI na hodnotu 8-9. Produkt byl extrahovan DCM (3x15 mL). Nasledné byl extrakt
suSen bezvodym MgSO4 a rozpoustédlo bylo odpateno. Sloupcova chromatografie odparku
(silikagel; mobilni faze DCM:MeOH / 10:1) poskytla 0,10 g (65 %) bezbarvého oleje.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7,41 (d, J = 7,9 Hz, 1H); 7,31 (d, J = 8,3 Hz, 1H);
7,17 (ddd, J =8,2; 7,0; 1,2 Hz, 1H); 7,03 (ddd, J = 7,9; 6,9; 1,0 Hz, 1H); 6,60 (d, J = 8,1 Hz,
1H); 6,52 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 5,84 (s, 1H); 4,51 (dt, J = 14,5; 7,2 Hz, 1H); 4,35 (dt, J = 14,6;
56 Hz, 1H); 3,89 (t, J = 6,7 Hz, 2H); 3,77-3,51 (m, 12H); 3,45-3,27 (m, 3H);
3,12 (d, J = 18,6 Hz, 1H); 2,98-2,70 (m, 2H); 2,65 (dd, J = 15,6; 1,3 Hz, 1H); 2,54-2,24
(m, 3H); 1,86-1,75 (m, 1H); 0,99-0,82 (m, 1H); 0,64-0,52 (m, 2H); 0,28-0,12 (m, 2H);
13C NMR (100 MHz, CDCls) & 143,2; 139,2; 137,7; 131,0; 130,2; 126,6; 122.6; 119,3;
119,2; 119,0; 117,4; 111,1; 109,7; 84,9; 72,8; 72,6; 71,1; 70,9; 70,8; 70,7 (3C); 70,5; 70,2;
70,0; 62,4; 61,9; 59,6; 50,8; 48,3; 43,8; 29,1; 23,3; 9,5; 4,3; 4,0, HRMS vypocteno pro
Ca4H4206Ns" 616,3130; nalezeno 616,3133.

Konjugat 37

Br

BocHN™ >~ O{\/\oi\/ ©

K roztoku konjugatu 36 (75 mg; 0,12 mmol) v ethanolu (5 mL) bylo pfidano
10% Pd/C (10 mg). Reak¢éni smés byla michdna pod atmosférou vodiku 3 hodiny. Poté byl
katalyzator odfiltrovan a rozpoustédlo bylo odpaieno. Odparek byl rozpustén v DMF (5 mL)
pod ochrannou atmosférou Ar. Poté byl ptidan aktivovany ester 19 (80 mg; 0,13 mmol)

a reak¢ni smés byla michana pies noc pii laboratorni teploté. Druhy den bylo rozpoustédlo
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odpareno. Sloupcova chromatografie odparku (silikagel; mobilni fAze DCM:MeOH/10:1)
poskytla 105 mg (83 %) bezbarvého oleje.

'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 8,06 (d, J = 2,2 Hz, 1H); 7,77 (dd, J = 8,6; 2,2 Hz,
1H); 7,39 (d, J = 7,8 Hz, 1H); 7,24 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 7,14 (ddd, J = 8,2; 7,0; 1,2 Hz, 1H);
7,00 (ddd, J =7,9; 7,0; 1,0 Hz, 1H); 6,83 (d, J = 8,6 Hz, 1H); 6,60 (d, J = 8,6 Hz, 1H);
5,74 (s, 1H); 5,11-4,96 (m, 1H); 4,44 (dt, J = 14,6; 7,3 Hz, 1H); 4,28-4,10 (m, 3H);
3,92-3,86 (m, 2H); 3,81-3,76 (m, 4H); 3,73-3,55 (m, 22H); 3,33-3,21 (m, 2H);
3,11 (d, J = 18,6 Hz, 1H); 2,92-2,77 (m, 1H); 2,64 (d, J = 15,6 Hz, 1H); 2,54-2,01 (m, 5H);
1,77-1,69 (m, 1H); 1,43 (s, 9H); 0,99-0,82 (m, 1H); 0,63-0,52 (m, 2H); 0,27-0,11 (m, 2H);
13C NMR (100 MHz, CDCls) & 166,1; 157.,8; 156,2; 143,2; 139,5; 137.6; 132,7; 132,5;
130,7; 130,2; 128,6; 128,2; 126,6; 124,7; 122,6; 119,3; 119,2; 119,0; 117,6; 112,5; 112,0;
109,5; 84,6; 79,3; 72,8; 72,7 (2C); 71,3; 70,8; 70,7; 70,6 (2C); 70,5; 70,3 (2C); 70,1 (2C);
70,0; 69,9; 69,8; 69,5; 69,2; 62,4; 61,5; 59,6; 50,8; 48,3; 43,6; 40,5; 40,1; 36,6; 28,6; 9,7,
4,3; 3,9; HRMS vypoéteno pro CssH72013N4Br* 1063,4274; nalezeno 1063,4273.

Konjugat 38

Br

HoN" > O{\/\oi/z\/ °

CF3COOH

K roztoku konjugatu 37 (80 mg; 0,08 mmol) vDCM (2 mL) byla pfidana
TFA (2 mL). Reakéni smés byla michana 90 minut pii laboratorni teploté. Nasledné bylo
rozpoustédlo odpareno. Preparativni HPLC odparku (C18; H20+0,1% TFA 98:2 ACN —
H20+0,1% TFA 30:70 ACN) poskytlo 67 mg (74 %) bilé krystalické latky.

'H NMR (400 MHz, CDs0D) 5 8,06 (d, J = 2,2 Hz, 1H); 7,81 (dd, J = 8,6; 2,2 Hz,
1H); 7,40 (d, J = 9,1 Hz, 2H); 7,16 (ddd, J =8,4; 7,1; 1,1 Hz, 1H); 7,07 (d, J = 8,7 Hz, 1H);
7,05-6,96 (m, 1H); 6,68 (s, 2H); 5,99 (s, 1H); 4,60 (ddd, J = 15,0; 8,0; 5,6 Hz, 1H);
4,38 (dt, J = 15,1; 4,3 Hz, 1H); 4,27-4,15 (m, 3H); 3,95-3,83 (m, 4H); 3,82-3,72 (m, 2H);
3,71-3,42 (m, 21H); 3,42-3,34 (m, 2H); 3,19 (dd, J = 12,6; 4,6 Hz, 1H); 3,09 (t, J = 5,1 Hz,
2H); 3,05-2,97 (m, 2H); 2,93 (td, J = 12,9; 3,9 Hz, 1H); 2,82-2,68 (m, 2H);
2,02-190 (m, 1H); 1,23-1,08 (m, 1H); 0,94-0,72 (m, 2H); 0,59-0,46 (m, 2H);

-70 -



13C NMR (100 MHz, CD30OD) & 168,3; 159,2; 144,8; 142,3; 139,1; 133,6; 131,4; 130,5;
129,4; 129,1; 127,7; 123,8; 122,6; 120,6; 120,3; 119,7; 119,4; 113,8; 112,6; 111,2; 109,6;
84,7; 73,6; 71,9; 71,8; 71,5; 71,4; 71,2 (2C); 70,5; 70,4; 67,8; 63,8; 58,9; 48,2; 47,7; 44,8;
41,0; 40,6; 30,3; 29,9; 25,0; 6,9; 6,3; 3,4; HRMS vypocteno pro CagHesO11N4Br* 963,3750;
nalezeno 963,3758.

Konjugat 39

Br
HN/\/O{\/\O%ZV ©

S NH

Py

o

HO

Konjugat 38 (34 mg; 0,03 mmol) byl rozpustén v THF (3 mL) a poté byl pfidan
triethylamin (16 pL; 0,11 mmol). Po 5 minutach byl ptidan fluorescein isothiokyanat
(13 mg; 0,03 mmol) a reakéni smés byla michana 1 hodinu. Nasledné bylo rozpoustédlo
odpateno. Preparativni HPLC odparku (C18; H20+0,1% TFA 98:2 ACN — H,0+0,1% TFA
30:70 ACN) poskytlo 34 mg (83 %) oranzové krystalicke latky.

'H NMR (600 MHz, CDs0OD) & 8,22 (s, 1H); 7,99 (d, J = 2,2 Hz, 1H); 7,79-7,70
(m, 2H); 7,37-7,30 (m, 2H); 7,14-7,07 (m, 2H); 7,00-6,91 (m, 2H); 6,81-6,72 (m, 4H);
6,66-6,57 (m, 4H); 5,94 (s, 1H); 4,56 (ddd, J = 15,1; 8,0; 5,6 Hz, 1H); 4,33 (dt, J = 15,0; 4,3
Hz, 1H); 4,17 (d, J = 6,6 Hz, 1H); 4,14-403 (m, 2H); 3,88-3,35 (m, 33H);
3,35-3,30 (m, 1H); 3,16-3,08 (m, 1H); 3,00-2,91 (m, 2H); 2,86 (td, J = 12,9; 3,9 Hz, 1H);
2,76-2,63 (m, 2H); 1,94-1,85 (m, 1H); 1,14-1,05 (m, 1H); 0,87-0,69 (m, 2H);
0,53-0,42 (m, 2H); 3C NMR (100 MHz, CDs0OD) & 182,7; 170,5; 168,3; 161,7; 161,4;
159,2; 155,2; 144,8; 142,2; 139,0; 133,6; 131,4; 131,0; 130,5; 129,4; 129,0; 127,6; 123,8,;
122,5; 120,7; 120,4; 119,7; 119,4; 118,6; 116,3; 113,8; 112,7; 111,1; 109,6; 103,5; 84,6;
73,6; 72,0; 71,8; 71,6; 71,5; 71,4 (2C); 71,2; 70,4; 70,3 (2C); 63,7; 58,9; 47,6; 45,5; 44,8;
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41,0; 40,6, 30,3; 29,9; 250, 6,9, 6,3 34 HRMS vypocteno pro
C7oH75016NsBrS* 1352,4107; nalezeno 1352,4118.
6-N-Benzyl-N-methylnaltrexamin (40)

Ke smési naltrexon hydrochloridu (1,50 g;
40mmol) vtoluenu (40 mL) Dbyl pfidan
N-benzylmethylamin (0,8 ml; 6,2 mmol), kyselina
benzoova (0,68 g; 5,6 mmol) a kyselina
p-toluensulfonova (0,01 g; kat.). Reakéni smés byla

zahiivana k varu pies noc v Dean-Starkové aparatufe.
Druhy den byla reak¢éni smés piiodpatena do objemu 10 mL. Byl pfidan methanol (20 mL)
a NaBH3CN (0,27 g; 4,4 mmol) a reakéni smés byla michana ptes noc. Nasledné bylo
rozpoustédlo odpateno, odparek byl suspendovan v nasyceném roztoku NaHCO3 (30 mL)
a produkt extrahovan DCM (3x20 mL). Spojené organické extrakty byly suseny bezvodym
MgSOs a rozpoustédlo bylo odpafeno. Sloupcova chromatografie odparku (silikagel;
mobilni faze DCM:MeOH / 10:1) poskytla 1,26 g (71 %) bilé krystalické latky.
'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7,39-7,27 (m, 4H); 7,24-7,17 (m, 1H);
6,64 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 6,50 (d, J = 8,2 Hz, 1H); 4,69 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 3,81
(d, J = 13,5 Hz, 1H); 3,57 (d, J = 13,5 Hz, 1H); 3,04 (d, J = 5,8 Hz, 1H); 2,99
(d, J = 18,3 Hz, 1H); 2,66-2,49 (m, 3H); 2,45-2,28 (m, 6H); 2,22 (td, J = 12,4; 4,9 Hz, 1H);
2,10 (td, J = 11,9; 3,6 Hz, 1H); 2,03-1,87 (m, 1H); 1,66-1,55 (m, 2H); 1,48-1,40 (m, 1H);
1,34-1,24 (m, 1H); 0,89-0,77 (m, 1H); 0,56-0,48 (m, 2H); 0,16-0,08 (m, 2H);
13C NMR (100 MHz, CDCls) & 142,4; 139,7; 139,6; 131,9; 128,9; 128,4; 127.,0; 124,7;
118,7; 116,8; 91,3; 70,6; 63,6; 62,6; 59,3; 47,9; 44,2; 38,2; 30,7; 22,8; 17,9; 22,9; 9,6; 4,0
(2C); HRMS vypocteno pro C2sHzsO3N2*™ 447,2642; nalezeno 447,2644.

6-p-N-Methylnaltrexamin (41)
HO Kroztoku 6-N-benzyl-N-methylnaltrexaminu (1,25 g;
2,8 mmol) v kyseliné octové (40 mL) bylo pfidano 10% Pd/C
N \A (0,1 g) a reakéni smés byla michana pod atmosférou vodiku pies

noc. Druhy den byl katalyzator odfiltrovan a rozpoustédlo bylo

\ odpareno. Odparek byl rozpustén ve vode (30 mL), pH upraveno
na hodnotu 8 pfidavkem NaHCOs a produkt extrahovdan DCM (3x30 mL). Spojené
organické extrakty byly suSeny bezvodym MgSOa a rozpoustédlo bylo odpatfeno. Sloupcova

-72-



chromatografie odparku (silikagel; mobilni faze EtOAc:MeOH:NH4OH / 10:8:0,3) poskytla
0,52 g (52 %) bilé krystalické latky.

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 6,64 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 6,53 (d, J = 8,0 Hz, 1H);
454 (d, J = 7,5 Hz, 1H); 3,04 (d, J = 5,6 Hz, 1H); 2,99 (d, J = 18,2 Hz, 1H);
2,68-2,51 (m, 3H); 2,48 (s, 3H); 2,35 (d, J = 6,5 Hz, 1H); 2,27-2,07 (m, 2H); 2,01-1,87
(m, 1H); 1,67-1,56 (m, 2H): 1,47-1,35 (m, 2H): 0,88-0,76 (m, 1H); 0,56-0,45 (m, 2H);
0,15-0,06 (M, 2H); 3C NMR (100 MHz, CDCl3) § 142,1; 141,1; 131,3; 123,3; 119,4; 118,5;
90,6; 70,5; 62,5; 59,3; 58,9; 47,4; 44,1; 30,9; 30,5; 29,8; 22,8; 21,4; 9,6; 4,1; 3,9; HRMS
vypocteno pro C21H2903N2" 357,2173; nalezeno 357,2177.

terc-Butyl-((4-bromfuran-2-yl)methyl)karbamat (42)
BocHN Kroztoku 4-bromfuraldehydu (0,50 g; 2,9 mmol) ve smési
\O/ H>O:EtOH / 1:1 (10 mL) byl pfidan octan sodny (0,42 g; 5,1 mmol)
Br a hydroxylamin hydrochlorid (0,35 g; 5,0 mmol). Reak¢ni smés byla
zahfivana k varu 1 hodinu. Poté byla reakéni smés rozlozena vodou (20 mL) a produkt byl
extrahovan ethyl-acetatem (3x20 mL). Spojené organické extrakty byly promyty solankou
(30 mL) a suseny bezvodym MgSOas. Rozpoustédlo bylo odpafeno a odparek rozpustén
Vv ledové kyseliné octové (15 mL). Nasledné byl pfidan kovovy zinek (0,74 g; 11,1 mmol)
a reak¢ni smés byla michéna pfes noc pii laboratorni teploté. Druhy den byl zinek oddélen
filtraci a rozpoustédlo odpatreno. Odparek byl rozpustén v DCM (20 mL) a vytiepan
nasycenym roztokem NaHCO3 (20 mL). Nasledné byla organicka vrstva promyta solankou
(15 mL) a susena bezvodym MgSO4. Odparek byl rozpustén v THF (20 mL) pod ochrannou
atmosférou Ar. Nasledné byla ptidana DIPEA (1,6 mL; 9 mmol) a Boc.O (0,76 g; 3,5 mmol).
Reakeéni smés byla michana 2 hodiny pfi laboratorni teploté. Néasledné bylo rozpoustédlo
odpateno, odparek rozpustén v DCM (20 mL), organicka vrstva byla promyta 10% vodnym
KHSO4 (20 mL), vodou (20 mL) a solankou (15 mL). Spojené organické extrakty byly
suSeny bezvodym MgSO4 a rozpoustédlo odpateno. Sloupcova chromatografie odparku
(silikagel; mobilni faze cyklohexan:EtOAc / 3:1) poskytla 0,40 g (50 %) naZloutlé pevné
latky.
'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7,34 (d, J = 0,9 Hz, 1H); 6,27 (s, 1H); 4,85 (bs, 1H);
4,26 (d, J = 5,9 Hz, 2H); 1,45 (s, 9H); 3C NMR (100 MHz, CDCl3) 6 155,6; 153.,4; 140,4;
110,6; 100,2; 80,1; 37,8; 28,5; HRMS vypoéteno pro C1oH1403NBrNa* 298,0049; nalezeno
298,0050.
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Methyl-(E)-3-(5-(((terc-butoxykarbonyl)amino)methyl)furan-3-yl)akrylat (43)

NHBoc K roztoku slou¢eniny 42 (0,29 g; 1,1 mmol) v DMF (5 mL) byl
| O pridan triethylamin (0,6 mL; 4,2 mmol), methyl-akrylat (0,29 mL;
/

3,2 mmol) a tBuXPhos Pd G3 (0,13 g; 0,16 mmol). Reak¢ni smés byla

= michéna pod ochrannou atmosférou argonu pti 120 °C po dobu 5 hodin.

MeO ° Poté¢ bylo rozpoustédlo odpaieno. Sloupcova chromatografie odparku

(silikagel; mobilni faze cyklohexan:EtOAc / 2:1) poskytla 0,19 g (62 %) Zluté krystalické

latky.

!H NMR (400 MHz, CDCls) 6 7,55 (d, J = 0,9 Hz, 1H); 7,51 (d, J = 15,8 Hz, 1H);

6,40 (s, 1H); 6,11 (dd, J = 15,8; 0,6 Hz, 1H); 4,89 (bs, 1H); 4,28 (d, J = 6,0 Hz, 2H);

3,77 (s, 3H); 1,45 (s, 9H); 3C NMR (100 MHz, CDCl3) 8 167,5; 155,7; 154,4; 144,1; 134,9;

123,5; 117,7; 104,7; 80,1; 51,8; 37,8; 28,5; HRMS vypocteno pro C1aH190sNNa* 304,1155;
nalezeno 304,1160.

Kyselina (E)-3-(5-(((terc-butoxykarbonyl)amino)methyl)furan-3-yl)akrylova (44)

NHBoc K roztoku esteru 43 (0,18 g; 0,64 mmol) ve smési dioxan:voda / 1:1
| 0/ (10mL) byl pfidan 1M vodny roztok NaOH ve vodé (1,3 mL).
Reakéni smés byla michana ptes noc pii laboratorni teploté. Druhy den byla

— reakéni smés rozlozena vodou (15 mL), pH upraveno na hodnotu

HO © 3-4 ptidavkem 10% vodného KHSO4 a produkt byl extrahovan DCM

(3x15 mL). Spojené organické extrakty byly suseny bezvodym MgSOs a rozpoustédlo
odpareno. Reakce poskytla 0,17 g (kvant.) kyseliny ve formé bil¢ krystalické latky.

'H NMR (400 MHz, CDs0D) & 7,73 (s, 1H); 7,53 (d, J = 15,8 Hz, 1H); 6,51 (s, 1H);
6,14 (dd, J = 15,8; 0,6 Hz, 1H); 4,20 (s, 2H); 1,45 (s, 9H); *C NMR (100 MHz, CDs0D)
0 170,5; 156,4; 145,7; 136,6; 124,8; 118,8; 105,1; 80,5; 38,2; 28,7; HRMS vypocteno pro
C13H170sNNa* 290,0999; nalezeno 290,1001.
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Konjugat 45

K roztoku kyseliny 44 (0,15 g; 0,53 mmol)
a 6-p-N-methylnaltrexaminu (0,22 g¢; 0,61 mmol)
v DMF (5 mL) pod ochrannou atmosférou argonu byl
pridan DIPEA (0,33 mL; 1,9 mmol) a reakéni smés

qd - byla vychlazena ledovou lazni. Nasledné byl piidan
=

PyBrOP (0,26 g; 0,56 mmol) a reak¢ni smés byla

NHBoc michéana 1 hodinu. Poté bylo rozpoustédlo odpafeno.

Sloupcova chromatografie odparku (silikagel; mobilni faze DCM:MeOH:AcOH / 10:2:0,1)
poskytla produkt, ktery byl vytfepanim s nasycenym vodnym roztokem NaHCQOs3 pieveden
na volny amin. Reakce poskytla 0,13 g (38 %) produktu ve formé bezbarvého oleje.

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 7,45-7,36 (m, 2H); 7,03 (d, J = 8,1 Hz, 1H);
6,63 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 6,55 (s, 1H); 6,49 (d, J = 15,2 Hz, 1H); 5,29 (bs, 1H);
4,58 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 4,39 (dd, J = 15,7; 7,0 Hz, 1H); 4,04-3,92 (m, 1H); 3,16-3,01
(m, 2H); 3,00 (s, 3H); 2,72-2,56 (m, 2H); 2,47-2,07 (m, 5H); 1,73-1,15 (m, 14H); 0,94-0,78
(m, 1H); 0,59-0,47 (m, 2H); 0,19-0,04 (m, 2H); 3C NMR (100 MHz, CDCl3) 6 167,8; 156,7;
152,9; 143,0; 141,7; 140,9; 132,1; 127,9; 124,6; 119,5; 118,8; 117,3; 114,1; 106,9; 89,9;
80,9; 70,2; 62,4; 59,3; 58,2; 47,9; 44,1; 37,7; 31,0; 28,9; 28,6; 23,5; 22,9; 9,6; 4,1; 4,0;
HRMS vypoéteno pro CssHs207Ns™ 606,3174; nalezeno 606,3179.

Konjugat 46

HO Kroztoku konjugatu 45 (58 mg;
0,10 mmol) vDCM (2 mL) byla pfidana
TFA (2mL). Reak¢éni smés byla michana

90 minut pfi rt. Nésledné¢ bylo rozpoustédlo

odpaieno. Odparek byl rozpustén v DMF (3 mL)
pod ochrannou atmosférou Ar. Poté byl pfidan
NH DIPEA (67 uL; 0,39 mmol), aktivovany ester 19
O%\Q Br (68 mg; 0,11 mmol) a reakcni smés byla michéna
o /\{\/O pies noc pii rt. Druhy den bylo rozpoustédlo
\/l;\o/\/NHBoc odpareno. Sloupcova chromatografie odparku

(silikagel; mobilni faze DCM:MeOH / 10:1) poskytla 75 mg (80 %) bezbarvého oleje.
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!H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8,06 (d, J = 2,2 Hz, 1H); 7,84 (bs, 1H);
7,76 (dd, J=8,6; 2,2 Hz, 1H); 7,37-7,29 (m, 2H); 6,96 (d, J = 8,1 Hz, 1H);
6,81 (d, J = 8,6 Hz, 1H); 6,65 (s, 1H); 6,58-6,49 (m, 2H); 5,03 (bs, 1H); 4,72 (dd, J = 15,4;
6,3 Hz, 1H); 4,56 (d, J = 7,8 Hz, 1H); 4,26 (dd, J = 15,3; 5,3 Hz, 1H); 4,17-4,11 (m, 2H);
3,92-3,83 (m, 2H); 3,83-3,72 (m, 3H); 3,71-3,53 (m, 6H); 3,49 (t, J = 5,2 Hz, 2H);
3,25 (9, J = 54 Hz, 2H); 3,18-3,01 (m, 2H); 2,97 (s, 3H); 2,74-255 (m, 2H);
2,46-2,07 (m, 5H); 1,71-1,32 (m, 14H); 0,91-0,78 (m, 1H); 0,58-0,49 (m, 2H);
0,18-0,06 (m, 2H); *C NMR (100 MHz, CDCl3) 5 168,1; 166,9; 158,1; 156,2; 153,0; 142,7;
141,7; 140,9; 132,1; 131,8; 128,3; 127,3; 124,7; 119,6; 119,1; 117,5; 112,5; 112,1; 107,0;
89,9; 79,4; 71,3; 70,8; 70,7; 70,3 (2C); 70,1; 69,5; 69,1; 62,4; 59,3; 58,4; 47,8; 40,5; 37,2;
30,8; 29,0; 28,6; 23,4; 22,9; 9,6; 4,1; 4,0; HRMS vypocteno pro CagHesO12N4Br* 979,3704;
nalezeno 979,3717.

Konjugat 47
HO Kroztoku konjugatu 46 (70 mg;
5 CF;COOH 0,07 mmol) vDCM (2 mL) byla piidana TFA
N (2mL). Reakéni smés byla michana 90 minut
9 N pii rt. Nasledné¢ bylo rozpoustédlo odpateno.
g : - \ Preparativni HPLC odparku (C18; H20+0,1%
TFA 98:2 ACN — H20+0,1% TFA 30:70 ACN)

NH poskytlo 53 mg (66 %) bilé latky.

O7K©/Br 'H NMR (400 MHz, CDs0OD) § 8,14
0/\{\/0 (d,J=2,2Hz, 1H); 7,89 (dd, J = 8,6; 2,2 Hz, 1H);
\/lg\o/\/NHz 7,65 (s, 1H); 7,30 (d, J = 153 Hz, 1H),

CF,COOH 7,16 (d, J= 8,6 Hz, 1H); 6,88-3,65 (m, 2H);
6,48 (s, 1H); 6,43 (d, J = 15,3 Hz, 1H); 4,79 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 4,56-4,50 (m, 2H);
4,33-4,25 (m, 2H); 4,00-3,89 (m, 3H); 3,73-3,61 (m, 10H); 3,43-3,33 (m, 2H); 3,24-3,06
(m, 5H); 3,01 (s, 3H); 2,95-2,85 (m, 1H); 2,77-2,57 (m, 2H); 2,34-2,18 (m, 1H); 1,86-1,43
(m, 4H); 1,19-1,03 (m, 1H); 091-068 (m, 2H); 0,57-045 (m, 2H);
13C NMR (100 MHz, CDs0D) 6 170,4; 169,6; 168,1; 159,5; 154,9; 145,0; 143,0; 134,6;
133,8; 131,1; 129,5; 128,8; 125,6; 122,0; 121,6; 119,1; 113,9; 112,7; 106,1; 89,5; 72,0; 71,6;
71,5; 71,3; 70,5; 70,4; 67,8; 64,1; 58,8; 48,2; 47,7; 40,6; 37,7; 31,6; 28,6; 24,4; 23,3; 6,8;
6,2; 3,4; HRMS vypocteno pro CaoHssO12N4Br* 879,3180; nalezeno 879,3189.

-76 -



Konjugat 48

CF3COOH

oo
\/];\O/\/H H

N
ry
(@]
HOOOH

Konjugat 47 (30 mg; 0,03 mmol) byl rozpustén v THF (3 mL), byl pfidan DIPEA

)

(15 pL; 0,08 mmol). Po 5 minutach byl pfidan fluorescein isothiokyanat (11 mg; 0,03 mmol)
areak¢ni smés byla michdna 1 hodinu. Poté bylo rozpoustédlo odpateno. Preparativni HPLC
odparku (C18; H20+0,1% TFA 98:2 ACN — H20+0,1% TFA 30:70 ACN) poskytlo 22 mg
(60 %) oranzov¢ latky.

'H NMR (600 MHz, CDs:OD) & 8,18 (s, 1H); 8,06 (d, J = 2,2 Hz, 1H);
7,81 (dd, J = 8,6; 2,2 Hz, 1H); 7,77-7,69 (m, 1H); 7,58 (s, 1H); 7,24 (d, J = 15,3 Hz, 1H);
7,12 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 7,06 (d, J = 8,6 Hz, 1H); 6,82-6,50 (m, 8H); 6,40 (s, 1H);
6,34 (d, J = 15,3 Hz, 1H); 4,69 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 4,46 (s, 2H); 4,17 (s, 2H); 3,90-3,52
(m, 16H); 3,34-3,28 (m, 1H); 3,09-2,95 (m, 2H); 2,93 (s, 3H); 2,86-2,74 (m, 1H); 2,68-2,49
(m, 2H); 2,23-2,10 (m, 1H); 1,75-1,35 (m, 4H); 1,07-0,94 (m, 1H); 0,80-0,60 (m, 2H);
0,49-0,35 (m, 2H); ¥C NMR (150 MHz, CDs0D) § 182,7; 170,3; 170,5; 169,6; 168,1;
159,5; 155,4; 155,0; 145,0; 143,8; 142,9; 134,7; 133,8; 131,0; 130,9; 129,6; 128,7; 125,6;
121,9;121,7,119,7; 118,9; 118,6; 116,3; 114,7; 113,9; 112,8; 105,9; 103,5; 89,4, 71,6, 71,5;
71,3; 71,2; 70,5; 70,4; 70,3; 64,0; 59,4; 58,7; 48,2; 47,6, 45,5; 37,8; 31,6; 29,1; 28,6; 24,4,
23,2; 21,9; 6,8; 6,2; 3,4; HRMS vypocteno pro CesHs7O15NsBrS*™ 1268,3538; nalezeno
1258,3547.
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6. Zavér

Cilem této diplomové prace bylo navrhnout a pfipravit spojkou modifikované ligandy
MOR, DOR a KOR, které si zachovaji svoji afinitu a umozni vyuziti téchto liganda
v konceptu iBodies. V piipadé¢ MOR byla pfipravena série fluorescenéné znacenych
konjugatu, na kterych byl studovan vliv zptisobu vyvedeni spojky na afinitu a selektivitu
ligandu. Na zaklad¢ dat ziskanych z této série, byly vybrany dva ligandy (29, 31), které¢ byly
pripraveny a pouzity pro ptipravu prvnich iBodies cilenych na MOR. Biochemické testovani
ukazalo vlastnosti srovnatelné s konvenénimi protilaitkami, co potvrzuje univerzalnost
tohoto konceptu a moznost jeho rozsiteni pro cileni receptori. Zaroven byl syntetizovan
ligand (32) pro metodu DIANA, ktera umozni kvantifikaci vazebnych konstant nové
ptipravenych iBodies.

Dale byly navrzeny a pfipraveny ligandy cilené na DOR (38) a KOR (47), které byly
pfedany kolegiim z biochemického oddéleni. Vysledky biochemickych experimentl
s vyuzitim téchto ligandli zatim nejsou dostupné.

Na zavér Ize konstatovat, Ze stanovené cile diplomové prace byly splnény. U iBodies
cilenych na MOR bohuzel nebylo dosazeno ,multivalent binding efektu“, ktery byl
pozorovan napi. u GCP-II, kde pfipojeni ligandli na polymer sniZilo inhibi¢ni konstanty
o nékolik fada. Tim opét potvrzujeme, Ze tento efekt neni obecny pro vSechny proteiny. Na
druhou stranu, i za cenu mirného snizeni afinity, vnasime do svéta nastrojii pro znaceni OR

novou technologii ,,iBodies®, ktera pfinasi fadu vyhod, jez byly nastinény v teoretické casti.
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