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Abstrakt

Tato bakalaiska prace zkouma moznost pfipravy a vyuziti oximovych proléciv. Cilem préace
je doruceni oximl@ pomoci self-immolativnich spojek na béazi fosforu, které vyuzivaji
cykliza¢ni reakce a odstoupeni nejkyselejsi skupiny (oxim) z fosforu. Za timto ucelem byly
pfipraveny modelové systémy, které obsahuji: 1) fotolabilni skupinu (DMNB), nebo mohou
byt enzymaticky aktivovatelné, 2) self-immolativni rameno obsahujici fosfatové jadro, a 3)
oxim jako odstupujici skupinu. Jako modelové oximy byly pouzity acetofenonoxim,
cyklohexanonoxim a prolécivo griseofulvinu (antifungalni latka) — griseofulvinoxim. Byla
studovana predev§im moznost pfipravy téchto latek a schopnost jejich self-immolace (t].
fizeného rozpadu) a uvolnéni odstupujici skupiny (1é¢iva). Tyto reakce byly monitorovany

pomoci *'P NMR spektroskopie. Také byla studovana stabilita ptipravenych latek v pufrech.

Klicova slova: oxim, prolécivo, self-immolace, self-immolativni spojky, fotoaktivace



Abstract

This bachelor thesis explores a possibility of preparation and usage of oxime prodrugs. Thesis
aim is to deliver oximes by using self-immolative phosphorous-based linkers that undergo
cyclization reaction, leading to the release of oxime from the phosphorous. For this purpose,
model systems containing: (1) a photolabile DMNB group, or they could contain
enzymatically activable ester group, (2) self-immolative arm with the phosphate core, and (3)
oxime as the leaving group, were prepared. Acetophenone oxime, cyclohexanone oxime, and
griseofulvin oxime were used as the model oximes. In particular, the synthesis of target
molecules and their self-immolation (i.e., controlled breakdown) have been studied. These
reactions were monitored by *'P NMR spectroscopy. The stability study of the prepared

substances in buffer solutions has also been performed.

Key words: oxime, prodrug, self-immolation, self-immolative linkers, photoactivation
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Pouzité zkratky

AChE acetylcholin esteraza

APCI chemicka ionizace za atmosférického tlaku
DCM dichlormethan

DIPEA N,N-diisopropylethylamin

DMNB 4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl

DMSO dimethylsulfoxid

ekv. ekvivalent

ESI ionizace elektrosprejem

EtsN triethylamin

EtOAc ethyl-acetat

EtOH ethanol

grad. gradient

h. hodina

HBV hepatitida typu B

HCV hepatitida typu C

hex. hexan

HRMS hmotnosti spektrometrie s vysokym rozliSenim
HSV herpes simplex virus

LC-MS kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
MeCN acetonitril

MeOH methanol

min. minuta

NaOAc octan sodny

NMR nuklearni magnetickd rezonance

PhMe toluen

RVO rotacni vakuové odparka

sat. nasyceny

THF tetrahydrofuran

TLC chromatografie na tenké vrstvé (Thin Layer Chromatography)
TsOH para-toluensulfonova kyselina

uv ultrafialové zafeni (365 nm)



1. Uvod

Virové infekce, bakteridlni infekce a mykozy jsou problémem spoleCnosti jiz
od nepaméti. S tim, jak se tyto mikroorganismy vyviji je soubézné potieba neustale vyvijet
nova léciva pulsobici proti témto patogeniim. Nicméné slouceniny potencidlné¢ vhodné pro
lécbu téchto infekci mohou mit fadu problémt, kvili kterym miize byt jejich vyuziti
neefektivni. Proto byl zaveden koncept proléciv.

Proléciva jsou obvykle farmakologicky inaktivni latky, jejichz strukturni zaklad tvofi
molekula farmakologicky aktivni slouceniny, kterd je chemicky modifikovana vhodnymi
skupinami. Tato strukturni zména mateiské farmakologicky aktivni molekuly nésledné
umoziuje prekonani nejriizngjsich bariér.! Pfikladem takovych bariér mize byt nizka
rozpustnost ve vodé, kterou miizeme pozorovat napiiklad u kortikosteroidu, rychly first-pass
effect, ktery vykazuje napiiklad 1é¢ivo propranolol ¢i nizka propustnost pies bunécné
membrany.? Po piekonani bariéry nasledné dojde in vivo k uvolnéni vlastni farmakologicky
aktivni slouc¢eniny.'

V dnesni dob¢ tvofii latky, které mohou byt klasifikovany jako proléciva okolo 5 az
7 % viech schvalenych 1é¢iv po celém svéts.! Proléiva mohou byt odvozeny od piirodnich
latek nebo mohou byt syntetickd. Mezi proléciva odvozena od ptirodnich latek patii naptiklad
antitusikum/analgetikum kodein,”> ktery se v téle metabolizuje na farmakologicky aktivni
morfin. Jako zastupce syntetickych proléciv pak lze uvést antibiotikum bacampicillin, coz je
Chronovy choroby” &i prolé¢iva nukleosidil, ktera jsou podkladem pro technologii ProTide.’

Pred desitkami let bylo zjisténo, Zze nukleosidové analogy mohou byt efektivnimi
virostatiky napf proti virim HCV, HBV, HIV, HSV aj. ¢&i pii 1é¢bé nadorovych onemocnéni.’
Jejich vyuziti mé vSak nékterd omezeni napfi. to, Ze syntetické nukleosidové analogy maji
pozménénou strukturu oproti piirozené se vyskytujicim nukleosidim a jejich fosforylace,
resp. aktivace in vivo neprobih4 usp&sné.’

Prof. Chris McGuigan vsak v 90. letech 20 stoleti pfiSel s metodou zndmou pod
nazvem ProTide technologie. Tato technologie byla Siroce zkouména, coz vedlo k objeveni
v dnesni dobé jiz komercné¢ dostupnych latek, a to konkrétn¢ tenofovir-alafenamid
a sofosbuvir.> Mezi schvalené indikace obou t&chto 1é&iv, resp. proléciv, patii HCV a HIV.
V piipadé tenofovir-alafenamidu byla pozdéji schvélenou indikaci i HBV.® Remdesivir je
dal3i prolécivo, vyuzivajici technologii ProTide.” Toto prolécivo bylo schvaleno v minulém

roce pro 1é¢bu onemocnéni COVID-19.3



V nasi laboratofi se zabyvame pfistupem dorucovani léciv, ktery je odvozen pravé
od technologie ProTide. V tomto piipadé vSak neni dorucovan nukleosid, ale naptiklad 1é¢ivo
s fenolickou strukturou, ¢i v pfipad¢ této prace léCivo s oximovou strukturou, pii¢emz
odstoupeni tohoto 1éCiva je dosazeno pomoci self-immolace a efektu odstupujici skupiny.
V tuto chvili se zabyvame syntézou modelovych self-immolativnich spojek, resp. proléciv, u

nichZz muze byt aktivace iniciovana UV zarenim.



2. Cile prace

Cilem této bakalaiské prace je studium moznosti ptipravy proléciv biologicky aktivnich latek,
obsahujicich oximovou funk¢ni skupinu jakozto modifikovatelnou ¢ast molekuly. Modelové
latky budou odvozeny od fotoaktivovatelnych ¢i enzymaticky aktivovatelnych
self-immolativnich spojek na bazi fosforu. Prvotnim cilem této prace je priprava a studium
vlastnosti, pfedevsim stability modelovych molekul a ziskané poznatky budou aplikovany pii
syntéze proléciva griseofulvinu.

e Studium a pfiprava self-immolativnich spojek, resp. modelovych proléciv

e Studium jejich stability

e Piiprava proléciva griseofulvinu
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3. Teoreticka cast

3.1 Struktura a vlastnosti oximt

Oximy jsou latky, které maji strukturu iminu,” pfic¢emz na dusikovy atom je navazana
hydroxylova skupina. Lze tedy fici, Ze se jedna o derivaty hydroxylaminu odvozené
od karbonylovych sloucenin. Podle struktury oximy rozdélujeme na aldoximy vznikajici
nadhradou karbonylové skupiny v aldehydech, ketoximy vznikajici z ketoni a amidoximy

odvozené od amidi (obrazek 1).°

X OH
RASOH IS 0 RSy
aldoxim ketoxim amidoxim

Obrazek 1. Struktura aldoximii, ketoximu a amidoximu. Prevzato a upraveno.9

Oximy lze povazovat za tautomerni formu pfisluSnych nitrososloucenin (schéma 1).
Pokud chceme urcit k jaké tautomerni formé bude posunuta rovnovaha fidime se pravidlem,
ze pokud pfisluSnd nitrososloucenina nese na uhliku kromé nitroso skupiny téz vodik, bude
rovnovaha posunuta ve prospéch oximu (schéma 1).!° Z uvedeného pravidla tedy vyplyva,
ze pouze tercidrni nitrososlouceniny jsou stabilni, jelikoZz jiz nemuze dochdzet k zadné
tautomerii. Vzhledem k pfitomnosti C=N dvojné vazby lze v molekule oximu pozorovat
izomerii E/Z.

V porovnani s karbonylovymi slouc¢eninami, od kterych jsou oximy odvozeny, je sp2
hybridizovany uhlik v oximech méné nichylny vi¢i nukleofilnimu ataku, a to diky niZsi
elektrofilit¢ uhlikového atomu, ktera je zpisobena niz§i hodnotou elektronegativity dusiku

oproti kysliku, ktery se nachazi v karbonylovych slouceninach.

\7NMOH - Ro %0

Schéma 1. Tautomerie mezi aldoximem a prislusnou nitrososlouceninou. Rovnovaha je posunuta ve prospech
oximu.
3.2 Vyuziti oximii

Slou¢eniny obsahujici oximovou funk¢ni skupinu nachazi Siroké uplatnéni v mnoha
odvétvich chemického a farmaceutického primyslu. Cyklické oximy jsou dulezitymi
meziprodukty pro piipravu laktamu, na které cyklické oximy ptfechdzi diky Beckmannové
presmyku.!! Nejznaméjsim piikladem je bezesporu e-kaprolaktam, ktery je Siroce vyuzivan
pro vyrobu syntetickych polyamidovych vlaken jako napiiklad nylon 6.!! Piiklady molekul

obsahujicich oximovou funkéni skupinu lze také nalézt mezi farmakologicky aktivnimi
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slou¢eninami, které nachazeji uplatnéni napt. jako antimikrobidlni ¢i protizanétlivé agens,'?
nebo jako antidota pii otravé organickymi slouceninami fosforu (organofosfaty).!* Na bazi
oximu byly také navrZzeny micelarni katalyzatory, které maji za cil urychlit hydrolytickou
reakci fosfati a fosfonatd pii dekontaminaci prostor zamotenych nervové-paralytickymi

14

latkami.”® Oximy mohou rovnéZ vyvolavat vasodilataéni G¢inky diky uvoliovani NO

vznikajiciho jejich oxidaci.’

3.3 Vybrané reakce vedouci ke vzniku oximii

Existuje celd fada metod pro pfipravu oximil, ovSem mezi nejbéznéjsi z nich lze tadit
nukleofilni adici hydroxylaminu na karbonylové slou¢eniny.” O této metodé se podrobngji
zminim v kapitole 3.3.1, nebot’ se jedna o metodu pouzitou v rdmci této prace. Déle lze
alifatické oximy ziskat napt. ¢asteCnou redukci primarnich a sekundarnich nitroslouc¢enin
pomoci chloridu chromnatého'® &i cinatého, nebo pomoci Se/NaBH. !® Pfi takovéto ¢astené
redukci  nitrosloudenin nejprve dochazi ke vzniku nitrososlouceniny,!® ktera v piipadé
primarnich a sekundérnich nitroso derivatii piechazi na stabilnéjSi tautomer — tedy oxim

(schéma 2).

OH
N02 2 e- N//O N:
A — — |
R™ "Ry R)\R1 - R)\R1

Schéma 2. Vznik oximu redukci alifatické nitroslouceniny."

Mimo reduk¢nich metod lze pro ptipravu oximu pouzit téZ oxidaci alifatickych aminii
pomoci m-CPBA.!" Dal§im zpisobem mize byt elektrofilni nitrosace aktivovanych C-kyselin
nitrosoniovym kationtem do o polohy'’, kdy vznikajici nitroso derivat nasledné podléha
nitroso-oxim tautomerii (viz schéma 1). Dal§i moznosti piipravy oximu je radikalovy
ptesmyk NO radikdlu znamym jako Bartonova reakce.'® 1 zde dojde ke vzniku nitroso

sloudeniny a jeji tautomerii na oxim (schéma 1).!8

3.3.1 Nukleofilni adice hydroxylaminu na karbonylové slouceniny

Jak jiz bylo feceno jedna =z nejbéznéjSich metod piipravy oximu je reakce
karbonylovych slou¢enin s hydroxylaminem.’

Mechanismus nukleofilni adice karbonylovych sloucenin pomoci hydroxylaminu
je analogicky s mechanismem vzniku imind. Volny elektronovy par na dusiku v
hydroxylaminu nejprve nukleofiln¢ atakuje karbonylovou skupinu, a poté dojde k transferu

protonu z atomu dusiku na atom kysliku za vzniku neutrdlniho hemiaminalu. Protonace
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hydroxylové skupiny vede k eliminaci vody (jako 1épe odstupujici skupiny) a naslednym
posunem elektronového paru dusiku vznikne iminiovy ion. Nakonec dojde ke ztraté protonu
na atomu dusiku a regeneraci kyselého katalyzatoru za vzniku neutralni molekuly oximu'®

(schéma 3).

.. proton . + + ™
- H.O . HO_+_H ~OH
o: 0O: transfer NHOH 3 (-OHz ) N A\ ) —  » N +
e L s e o AT S Il Bt
" \R NH,OH :OH Grron M0 RTOR! RUR
*NH,OH

Schéma 3. Mechanismus vzniku oximii za podminek nukleofilni adice hydroxylaminu. Pievzato a upraveno."

3.4 Vybrané reakce oximii

Velmi dilezitou transformaci oximil je Beckmanniv pfesmyk, a to predevSim diky
jeho vyuziti v priimyslu pro ptipravu e-kaprolaktamu.'' Mezi dalsi vyznamné transformace
oximii patii jejich redukce za vzniku pfislusnych amin@'® & oxidace za vzniku
nitroslouc¢enin.?® Dale jejich pfeména na oxim ethery a oxim estery.?! Velmi zajimavou
pfeménou oximil je také Hoch-Campbellova syntéza aziridindl, pfi niZ je aziridin generovan

vicenasobnou adici Grignardova ¢inidla.?

3.4.1 Beckmanniiv piresmyk

Beckmanntv piesmyk je kysele katalyzovana reakce, jejimz produktem je prislusny
amid karboxylové kyseliny (schéma 4).> Mize probihat jak na cyklickych, tak acyklickych
oximech.?® Prvnim krokem je protonace dusiku nasledovana pfesunem protonu na kyslik,
dal$im krokem je eliminace vody béhem niZ dojde k migraci alkylu, ktery je vii¢i plivodni
hydroxylové skupiné v poloze trans za vzniku karbokationtu, ktery se stabilizuje pomoci vody

a reakce je zakondena transferem vodiku na dusik (schéma 4).2

+

H
proton ®
N OH (’3 OH transfer R R R

)l\/ <——> H l/ 4_—» (_ N|/OH2 - N| <—+ )NJ\ -~ j
R™ R, R R, R)\R1 -H0 - Ong H oy 07 Ry
HY

Schéma 4. Mechanismus Beckmannova presmyku. Prevzato a upraveno.**

Pokud Beckmanntiv pfesmyk budeme provadét na aldoximech s E izomerii, bude pfednostné

dochézet k dehydrataéni reakci za vzniku nitrilu® (schéma 5).
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E-aldoxim

Schéma 5. Bocni dehydratacni reakce E-aldoximu

3.4.2 Syntéza oxim-etheri a oxim-esteri

Ptiprava oxim etheri a oxim esterii je jednou z dalSich ukazek reaktivity oxima.
Oximy maji amfoterni charakter (pKa ~ 11, pKb ~ 12).2° Pfi pouziti baze, jejiz pKa
konjugované kyseliny je vyssi, nez je pKa pfislusného oximu dojde k deprotonaci tohoto
oximu, ¢imz je vygenerovan nukleofil, ktery mize vystupovat v fad€ substitu¢nich reakei.
Mezi pouzivané baze pak patii napt. triethylamin ¢i NaH.?!:2° Piikladem takové substitu¢ni
reakce je reakce chloridu kyseliny soximem v prosttedi vhodné baze v aprotickém
rozpoustédle za nizké teploty (0 °C) za vzniku oxim esteru,?® (schéma 6). Jako substrat pro
nukleofilni atak Ize také pouzit alkylhalogenidy za vzniku oxim-ethert.?! (schéma 7).

Obdobn¢ lze reakci probihajici mechanismem nukleofilni substituce aplikovat
1 na dalsi substraty. Piikladem mohou byt fosfaty substituované dobie odstupujici skupinou,
kterou muze byt opét napt. chlorid. Dochazi tedy k reakci fosfatu napt. diethylchlorfosfatu

se sodnou soli oximu, kterd mize byt vygenerovana reakci s NaH. Reakce probiha v suchém

rozpoustédle za vzniku oxim-fosfatu.?”> 28
o HO.. NaH JOJ\
an,_ 1 3
1 + | R N R
R \)J\ LG RZJ\ R3 (@) \\(

R2

Schéma 6. Substitucni reakce vedouct k oxim-esteru. LG oznacuje odstupujici skupinu.

o~ .\ i NaH i
R” "LG ~ ,OH — ~ ;0. _R
R' N N

Schéma 7. Substitucni reakce vedouci k oxim-etheriim. LG oznacuje odstupujici skupinu.

Rl

3.5 Biologicky aktivni latky ¢i 1éciva obsahujici aldoximy, ketoximy

a 0-alkylované oximy

Spektrum 1€€iv, jejichz struktura obsahuje oximovou skupinu je celd fada. Z léCiv,
kterd jsou jiZ na trhu, je moZzné zminit napf. n€kterd antibiotika ze skupiny cefalosporinti treti
generace?’ a makrolidové antibiotikum roxithromycin.’® Dal§i dtlezitd farmaka obsahujici
oximovou skupinu jsou hormondlni kontraceptivum norelgestromin®' & fluvoxamin

ze skupiny selektivnich inhibitori zpétného vychytavani serotoninu (SSRI), ktery se vyuziva
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pfi 16¢bé depresi ¢i obsedantné-kompulzivni poruchy.?? Pralidoxim ¢&i obidoxim jsou dalsi
1éCiva obsahujici oximovou skupinu a maji vyuziti v antidotni terapii pii otravé
organofosfaty.!*> Dale jsou n&které slouceniny obsahujici oximovou skupinu ve fazi
klinického ¢i preklinického testovani. Mezi né€ patii napf. istaroxim pro lécbu akutniho
i chronického srde¢niho selhani** nebo virostatikum SCH-C, které jakozto antagonista HIV
koreceptoru CCR-5, inhibuje vstup HIV-1 do buriky.** O nékterych vybranych slougeninach

se zminim podrobnéji v nasledujicim textu.

Nl/o\/\NHz

fluvoxamin

norelgestromin

roxithromycin

Obrazek 2. Struktury vybranych molekul fluvoxaminu roxithromycinu a norelgestrominu.

3.5.1 Cefalosporinova antibiotika treti generace

Obecné jsou cefalosporiny antibiotika obsahujici beta-laktamovou strukturu. Jejich
ucinnost je ale snizovana beta-laktamazamy, enzymy zapfiCinujicimi bakteridlni rezistenci.
V klinické praxi jsou proto zddouci takova antibiotika, ktera vykazuji zvySenou stabilitu viici
témto bakteridlnim enzymim. Mezi né patii pravé tfeti generace cefalosporind, jejichz
zastupci jsou napiiklad ceftazidim, cefotaxim, ceftizoxim cefriaxon, cefmenoxim. Vcetné
beta-laktamové struktury je spoleénym jmenovatelem téchto slouCenin také piitomnost
oximové funkéni skupiny C=N-OR (Z izomer), ktera témto antibiotikiim propijcuje zvysSenou

stabilitu vii¢i hydrolytickému plisobeni beta-laktamaz.>
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Obrdazek 3. Struktura vybrané molekuly ceftazidimu.
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3.5.2 Oxikonazol

Jedna se o léCivo ztady antimykotik patfici mezi derivaty imidazolu, které je
vyuzivano v 1é¢beé dermatologickych mykéz ¢i pfi koznich a genitalnich kandidozéch.
Spektrum ucinku oxikonazolu je Siroké a zahrnuje naptiklad kvasinku Candida albicans

35 Utinnost oxikonazolu, stejné jako v piipadé dalsich

¢i houbu Aspergillus fumigatus.
antimykotickych azol, je zaloZena na inhibici enzymu lanosterol-14a-demethylazy
(ERG 11), ktery je zodpovédny za syntézu ergosterolu — jednoho ze stavebnich kament

bunéé¢né membrany hub — jehoz nedostatek vede k poruseni permeability a fluidity téchto

Cl Cl
N\
Cl Cl Nk\/N

Obrazek 4. Struktura oxikonazolu.

membran.>> 3¢

3.5.3 Pralidoxim a dalsi oximy v antidotni terapii

Intoxikace organickymi slouceninami fosforu je jednou z nejCastéjSich otrav,
a to predev$im ztoho diivodu, Ze jsou tyto sloudeniny hojné vyuZivany v pesticidech.’’
Organické slouceniny fosforu jsou rovnéz soucasti nékterych nervove paralytickych bojovych
latek, jako naptiklad sarin ¢&i tabun.!®

Pti proniknuti téchto latek do organismu dojde k inhibici enzymu acetylcholinesterazy
(AChE), coZ je enzym, zodpovédny za hydrolytické §t€peni neurotransmiteru acetylcholinu.
Inhibice AChE je zptsobena kovalentni modifikaci serinu v aktivnim centru tohoto enzymu
fosforylaci.®® Takto inhibovany enzym jiz neni schopen hydrolyticky §tépit acetylcholin, a tak
dochazi k jeho kumulaci. To ma za nésledek hyper-stimulaci cholinergnich receptorti, ktera se
muze projevovat napiiklad neuromuskularni blokddou ¢i poruchou funkce dychéni, kterd
mize vést az k zastavé dechu.'®> Mezi zastupce oximovych antidot podavanych pfi otravé

organofosfaty patii pralidoxim ¢&i obidoxim'? (obrazek 5).

+ + +
@\// \/@/\OA'\@\/
N. N N.
X = " OH HO™ X Z Y

pralidoxim obidoxim

Obrazek 5. Struktura pralidoximu a obidoximu.
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Obecné je oximova skupina relativné silnym nukleofilem, a proto je schopna aktivni
misto AChE defosforylovat, diky reakci oximové skupiny s fosforylovanym serinem AChE.
Touto reakci dojde k vyvazani fosfatu z aktivniho centra enzymu za vzniku volného enzymu

a oxim-fosfonatu a tim padem k reaktivaci AChE (schéma 8).3% 13

i/\ \N/\ N
+ +
¢ o L
‘—Ser—OH + RO—Ig—O/N\ = A~ N
|
OR

Schéma 8. Mechanismus reaktivace AChE obidoximem. Prevzato a upraveno.®

3.6 Proléciva

Definice vystihujici pojem proléciva je nasledujici: ,, Proléciva jsou molekuly s nizkou
Ci zZadnou farmakologickou aktivitou, in vivo jsou prevedeny na aktivni materské lécivo
pomoci enzymatickych nebo chemickych reakci, ¢i kombinaci obojiho. “*°

Diivodem pfiipravy proléciva je obvykle piedevSim snaha o zlepSeni fyzikalné
chemickych vlastnosti ¢i farmakokinetického profilu piivodniho 1é¢iva*! (pfi¢emZ druhé
souvisi s prvnim). Jako ptiklad maze slouzit zvySeni rozpustnosti ve vod¢, kterého mlze byt
docileno zavedenim poléarnich ¢i ionizovatelnych skupin do molekuly léc¢iva. Opacnym
pfipadem je zvySeni lipofility matefského 1é¢iva, kterého dosdhneme zamaskovanim
pritomnych polarnich a ionizovatelnych skupin. Vhodnymi upravami lIze téz ovlivnit
biologicky polocas 1éCiva, pfipadné snizit (maskovat) jeho toxicitu. Pomoci proléciv 1ze také
cilit u¢inek léciva do specifickych tkani, kde je dale realizovan uvolnénim lé€iva pomoci
tkanové specifické enzymatické aktivity.*!

Podminkou uspéchu proléciva je, aby neaktivni ¢ast molekuly byla kovalentné
navazana, ale presto byla jednoduSe Stépitelna, napiiklad hydrolytickymi reakcemi,
a tak mohla jednoduSe uvolnit vlastni biologicky aktivni latku, ¢ehoz musi byt dosazeno
v biologicky pfiméfeném case. DalSim kritériem je, aby nedochdzelo k nezddoucim reakcim
za fyziologickych podminek,*? at jiz k nespecifické hydrolyze (napf. pomoci esterdz

obsazenych v krevni plazmé¢), nebo k oxidativnimu ¢i konjugativnimu metabolismu za Ucasti
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enzymu z rodiny cytochromu P450. Samoziejmé Zadna z ¢asti molekuly proléciva nesmi byt
toxicka.*

Mezi funkéni skupiny, které jsou obvykle modifikovany, patii karboxylové kyseliny,
aminy, hydroxyly a karbonyly. Karboxylové a hydroxylové skupiny byvaji casto
modifikovany jako estery, které jsou schopné zamaskovat ionizované a polarni funkéni
skupiny a tim umoznit 1éCivu prostup pres biologické membrany. K uvolnéni matetského
1é¢iva poté dochazi pomoci rtiznych typii esteraz.!

Aminy jakozto bazické funkéni skupiny, jsou za fyziologického pH obvykle
protonované ve formé¢ amoniového kationtu, ktery v disledku naboje Spatné prochdzi ptes
bunécnou (fosfolipidovou) membranu. Rovnéz v piipadé primdrnich amini pozorujeme
tendenci k first-pass efektu. Aby byly tyto jevy potlaceny, byvaji aminy modifikovany
pomoci N-alkylace ¢i N-acylace, ptipadné jsou modifikovany jako Mannichovy a Shiffovy
baze.*

Mezi dalsi modifikovatelné funkéni skupiny mohou patfit guanidiny a amidiny. Jedna
se o siln¢ bazické skupiny, které budou za fyziologického pH ionizovany, coz negativné
ovliviiuje priichod 1é¢iva pfes membrany.** Zabranit protonaci a vzniku naboje na amidinu
¢i guanidinu, lze takovou modifikaci, kterd potlac¢i bazicitu téchto sloucenin — napiiklad
zavedenim oximové skupiny pomoci N-hydroxylace.** Vzhledem k zaméfeni této prace

uvedu priklady nékterych oximovych proléciv podrobnéji v nasledujicim textu.
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3.7 Vybrana oximova proléciva

Zavedeni oximové skupiny pro vytvoreni proléciva byva pouzivano s vyhodou pro
latky, které ve své struktufe nemaji -OH, -COOH ¢i -NH, skupinu.*! Jak jiz bylo zmin&no
vyse, ptikladem mohou byt 1é¢iva obsahujici amidiny a guanidiny,*' ale také tfeba ketony,*
pficemz uvolnéni vlastniho ketonu je zajiSténo univerzalnimi mikrozomalnimi enzymy
cytochromu P450.!

Ptikladem, kdy je l1é¢ivo modifikovano na prolécivo oximovou skupinou miize byt
gliclazid (schéma 9), ktery nachazi uplatnéni pii 1é¢bé onemocnéni diabetes mellitus.
Gliclazid samotny je jen velmi malo rozpustny ve vod¢. Zavedenim polarni oximové funkéni
skupiny do struktury této molekuly dojde témeét az k stopadesatinasobnému zvySeni

rozpustnosti oproti piivodni molekule.*

.OH
\©\ /P o /ﬁ — \©\ //O N|
/S\ )J\ ,N S\ )\ /N
O/ N N /7 N
H H O H

N
Schéma 9. Struktura piivodniho léciva gliclazidu a jeho oximového proléciva.

Dalsim ptikladem je 1éCivo griseofulvin pouzivané pro jeho antifungalni vlastnosti
na lé¢bu dermalnich mykdz. Rovnéz je testovana biologicka aktivita griseofulvinu a jeho
analogfi vii¢i linii nadorovych bunék MDA-MB-231 zptisobujici karcinom prsu.*’ Problémem
griseofulvinu, podobné jako v piipadé gliclazidu, je rovnéz jeho nizka rozpustnost ve vode¢.
I zde 1ze zavedenim oximové funkéni skupiny (schéma 10), dosahnout vyssi rozpustnosti.*®

48

Antifungalni aktivita proti patogenim Microsporum gypseum*®, Trichophyton rubrum* a

47, 48

Trichophyton mentagrophytes*’ je viak niz§i nez pfi pouziti griseofulvinu. (T. rubrum:

ICsp griseofuvinu 0,38 uM, griseofulvinoximu 1,3 uM)*.

Schéma 10. Lécivo griseofulvin a jeho oximové prolécivo.

Poslednim zde zminénym ptikladem jsou oximové derivaty nékterych B-adrenergnich
blokatort (timolol aj.), které mohou fungovat téz jako oftalmologika pfi 1écbé zeleného
zakalu. Oxidaci alkoholu na keton a néaslednym zavedenim C=N-OH skupiny do molekuly

B-adrenergniho blokatoru (schéma 11) dojde ke ztraté jeho systémové aktivity, ¢imz je
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eliminovan nezadouci u¢inek na kardiovaskularni systém. Proléc€ivo je stabilni v systémovém

obé&hu a k jeho aktivaci dochazi az pomoci enzymi exprimovanych v oéni tkani.*

N-S N-S, N-S,

AN AN AN
Ql o) oxidace O o) "NH,OH" O(\N

HO\\‘ HN ° HN ' HN
\é \é OH \é

Schéma 11. Modifikace timololu na oximové prolécivo.

3.8 ProTide technologie

Oznaceni ProTide vychazi ze spojeni pojmu ,,prodrug® a ,,nucleotide* — jedna se tedy
o technologii vyuZivanou zejména pro dorucovani nukleosidovych analogli ve formé& jejich
nukleotidovych proléCiv. Tato technologie je hojné¢ vyuzivana zejména v terapii virovych
onemocnéni ¢ nddorového bujeni.’

Prikladem vyuziti této technologie je komercné dostupné 1é¢ivo sofosbuvir na némz
bude ProTide technologie pfiblizena. Jednd se o nukleosidové fosforamidatové prolécivo
vyuzivané pii 1€cb¢ hepatitidy typu C pusobici inhibi¢né na virovou RNA polymerdzu, ¢imz

je zabrané&no v syntéze virové RNA.*°

Obrazek 6. Struktura molekuly sofosbuviru. Barevné odliseny jednotlivé skupiny. (Cervené — maskujici arylova
skupina, zelené — maskujici postranni retézec = aminokyselina, modre — zbytek esteru aminokyseliny, cerné —
nukleosid monofosfat).

Pro dosazeni pozadované aktivity musi byt nukleosidovy inhibitor fosforylovan
na patficny nukleosid trifosfat, ptfi¢emz ptipojeni pravé prvniho fosfatu je nejpomalejSim,
a tedy rychlost urcujicim krokem v tomto procesu. Proto je fosfat zaveden jiz jako soucast
prolé¢iva.’

Silny negativni naboj a polarita fosfatové skupiny vSak zabranuji t¢innému transportu
pies biologické membrany. Tento nedostatek je feSen maskovanim néboje fosfatové skupiny

ve form¢ esteru fenolu a fosforamidatu odvozeného od aminokyseliny L-alaninu. V pfipadé
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jinych nukleosidii 1ze vyuZzit k maskovani fosfatové skupiny laktat, substituované fenoly
¢i fosforamidaty odvozené od rtiznych aminokyselin.’ Diky tomuto zamaskovani se nukleosid
fosfat stava neutralni a lipofilni molekulou, kterd prochazi snadno do buiiky. Uvnitf buiiky
jsou pak maskujici skupiny odstépeny, ¢imz se uvolni nukleotid, ktery je dale konvertovan
na aktivni 1é¢ivo ve formé piislusného nukleosid trifosfatu.> Tento trifosforylovany produkt
sofosbuviru je zaclenén do virové RNA jakozto ,,faleSny* nukleotid a tim dojde k ukonceni
syntézy virové RNA.

Mechanismus aktivace uvolnéni léCiva zobrazuje schéma 12. Prvnim krokem je
hydrolyza esteru aminokyseliny. Touto reakci je generovano nukleofilni ¢inidlo (karboxylat),
ktery v dal§im kroku atakuje molekulu fosforu z fosfatové skupiny, pfi¢emz tento proces
doprovazi odstoupeni fenolu. Tim dojde k cyklizaci a vzniku nestabilniho cyklického
meziproduktu A. Po cyklizaci dochazi k opétovnému otevieni kruhu nukleofilnim atakem
vody za vzniku fosforamidatu. Nakonec dojde k odStépeni aminokyseliny pomoci
fosforamidaz. To da vzniku volnému monofosfatu, ktery jiz mize byt v buinice dale

fosforylovan na farmakologicky aktivni nukleosid trifosfat (schéma 12).°
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Schéma 12. Obecny mechanismus aktivace uvolnéni léciva. Prevzato a upraveno.
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3.9 Vyuziti efektu odstupujici skupiny

ProTide technologii lze vyuzit nejen na dorudeni nukleosidd, ale i jinych 1éiv.>!
Jak jiz bylo zminéno v ptedchozich kapitolach, jako maskovaci skupiny silného negativniho
naboje fosfatové skupiny mohou slouzit napf. fenoly.” Béhem cyklizace dochazi k jejich
odstoupent, a to tim ochotn&ji, ¢im je dany fenolicky derivét kyselejsi.> V tomto piistupu Ize
jako odstupujici skupinu vyuzit pravé fenolické 1é¢ivo, jako naptiklad propofol aj.>! (obrazek

7). V této praci je zkousena moznost doruceni jiné skupiny, a to oximu.

Obrazek 7. Fenolicke lécivo propofol (rizova barva) modifikovany fosforamidatem methoxy-methyl fosfonatu
odvozeného od aminokyseliny L-alanin — (Cernd barva).

Pro pozorovani uvolnéni Ié¢iva z molekuly prolé¢iva — lIze vyuzit sledovani
mechanismu a rychlosti aktivace v realném ¢ase pomoci *'P NMR spektroskopie. Pro tento
druh experimentu je vyhodngj$i vyuzit v prvnim aktivatnim kroku misto enzymatické
hydrolyzy in situ fotoaktivaci pfislusného fotolabilniho derivatu pomoci UV zafeni. Jako

fotolabilni substituent mize byt pouZit napf. 4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl>? (schéma 13).

m o 7o\

0O © O
o O\P//\ O)K(O\P//\ - //
o O /N O (0}
R! @ R’ O\) \P/O _
? N K N K i g o —
0 ¢ R/ </2 ©
R HO

N

¥

Schéma 13. Self-immolace pomoci fotoaktivace za odstoupeni nejkyselejsi skupiny.
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4. Vysledky a diskuse

4.1 Synteticka strategie

Fosfoestery, fosforamidaty a dalsi derivaty kyseliny fosforecné lze piipravit reakci
ptislusnych fosforchloridati s odpovidajicimi alkoholy, aminy ¢i dal§imi nukleofily za
bazickych podminek.>® Pro piipravu pozadovanych modelovych prolééiv lze tedy vyuzit
syntetickych cest zobrazenych ve schématu 14. Prvni metoda je ve schématu oznacena jako
metoda A. Jedna se o nukleofilni substituci chloru v dichlorfosfatu (a) oximem (b) za vzniku
monochloridatu (¢).>* V dalsim kroku tento oxim-chlorfosfat (¢) reaguje s esterem o-hydroxy
kyseliny (d) (opét nukleofilni substituce) za vzniku piislusného modelového proléciva (f).
Alternativnim postupem je zdména potadi jednotlivych krokd, tedy ptiprava fosfochloridatu
(e) reakcei esteru a-hydroxy kyseliny (d) s dichlorfosfatem (a) (metoda B). Fosfochloridat (e)
lze dale pouzit bez ¢iSténi a izolace v dalSim reakénim kroku, kdy reaguje s pfisluSnym

oximem (b) za vzniku modelovych proléciv (f).

metoda A
Cl OH R2
C|\P/\ N.r >:N 0
7 QO + | 3 \ Il
g 9 R3J\R2 R 0-P-0_  \ g
R ¢l R \
a b c
o (0]
e
RA /N\o/\\P\ \;)J\O/\R4
r O R5
R R1 f
metoda B
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Schéma 14. Zndzornéni dvou moznych reakcnich cest vedoucich k poZadovanym estertim kyseliny fosforecné

4.2 Priprava vychozich latek
Pro syntézu modelovych sloucenin a vlastnich proléciv, tak jak je naznaceno
ve schématu 14, bylo potieba nejprve syntetizovat nckteré vychozi oximy a estery

a-hydroxykyselin. O metodach piipravy téchto sloucenin pojednava nasledujici text.
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4.2.1 Oximy4 a6

Vramci této prace byl pfipraven acetofenonoxim (4) a griseofulvinoxim (6).
Cyklohexanonoxim (1) a p-methoxyacetofenonoxim (2) byly ziskany z komercnich zdroji.
Acetofenonoxim (4) byl piipraven podle literarniho postupu® reakci acetofenonu (3)
s hydroxylaminem hydrochloridem v pfitomnosti octanu sodného ve smési ethanolu a vody
(1:3) za refluxu (schéma 15). Rekrystalizace surového produktu z ethanolu vedla ke vzniku
oximu 4 ve vysokém vytézku 82 %.

Griseofulvinoxim (6), byl ziskdn reakci griseofulvinu (5) s hydroxylaminem
hydrochloridem podle literarniho postupu®® (schéma 15). Flash chromatografie na silikagelu

poskytla griseofulvinoxim (6) v dobrém vytézku 75 %.

Schéma 15. Priprava oximit 4 a 6. a) NH>OH.HCI, EtOH, NaOAc, H-O, reflux. 82 % (4). b) NHOH.HCI, EtOH,
NaOAc, reflux 75 % (6).
4.2.2 Fotoaktivovatelné estery a-hydroxykyselin 9,10 a 11

Vramci této prace byly pfipravovany tfi estery odvozené od L-mlécné,
(S)-isopropylglykolové a glykolové kyseliny obsahujici fotolabilni 4,5-dimethoxy-2-
nitrobenzylovy (DMNB) substituent. Tyto estery byly pfipraveny za tuUcelem syntézy
modelovych fotoaktivovatelnych proléciv.

Ester 9 byl pfipraven podle literarniho postupu®’ esterifikaci DMNB alkoholu 7
s L-laktatem (8a) v toluenu za varu a katalyzy TsOH (schéma 16). Pro posun rovnovahy
smérem k produktu byla vznikajici voda odstranovana pomoci Dean-Starkovy aparatury.
Reakéni smés byla v tomto uspofadani michéna pfes noc. Zminény postup poskytl surovy
produkt, ktery byl ¢istén chromatografii na normalni a nasledné¢ na reverzni fazi, coz poskytlo
ester 9 s vytézkem 34 %.

Za ucelem ziskani derivatu s rychlejsim pribéhem self-immolace (Thorpe Ingoldiv

wwr
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s DMNB alkoholem 7 podle literarniho postupu®’. Izolace produktu byla provedena flash
chromatografii na normalni fazi nasledovanou chromatografii na reverzni fazi. Ester 10 byl
ziskan s vytézkem 54 %.

Pokus o ptipravu esteru 11 byl motivovan snahou o ziskani derivatu s nizsi stérickou
narocnosti oproti esteru 9, resp. 10, ¢imz by bylo dosazeno pomalejSiho pribéhu
self-immolace. Ester 11 byl taktéZ piipravovan podle literatury®’ reakci DMNB alkoholu 7
a kyseliny glykolové (8¢). Vysledkem reakce byla vSak podle TLC velice komplikovana
smes, ze které se nepodatilo produkt izolovat.

Je znamo, Ze v pfipadé¢ o-hydroxykyselin miize dochazet k homopolymeracnim
reakcim.>® Z vysledkii provedenych reakci Ize pozorovat korelaci mezi stérickou naro¢nosti
pouzité kyseliny a vytézky pfipravovanych esterti. V ptipad¢ kyseliny 8b byl vytézek nejvyssi
(54 %), nebot’ diky jeji stérické narocnosti je tato kyselina méné ochotna k homopolymeraci.
V piipad¢ kyseliny 8a, jejiz stérické naroky nejsou uz tak vysoké jako v pfedchozim ptipade,
pozorujeme niz8i vytézek (34 %). Pti pouziti stéricky nejméné narocné a-hydroxykyseliny 8¢

se jiz produkt esterifikace nepodafilo izolovat.
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Schéma 16. Priprava esteriz 9, 10 a 11. a) 7, TsOH, reflux, toluen. 34 % (9), 54 % (10), ester 11 se nepodailo
izolovat.
4.3 Priprava modelovych proléciv 17,18, 21 a 22

Ptipravu modelovych proléciv 17, 18, 21 a 22 Ize uskutecnit sekvencni
reakci diethylchlorfosfatu 12 s pfisluSnymi nukleofily 2 a 4, resp. 9 a 13, pri¢emz reakce vede
pies monochloridaty 13 a 14, resp. 16 a 19 jakozto meziprodukty. Principialné Ize vyuzit
dvou postupt, u nichz se lisi potadi ptidavku nukleofild k dichlorfosfatu (metody A a B,
kapitola 4.1).

VSechna modelova proléciva 17, 18, 21 a 22 byla ziskdna jako smés dvou

diastereomert liSicich se konfiguraci na atomu fosforu. V ptipadé modelovych proléciv 18, 22
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se navic jednalo o smé&s E/Z izomerl. Vznik diastereomerti vychdzi z chirdlnich center
oznacenych v jednotlivych schématech. V disledku relativné nizké stability téchto produkt
nebylo mozné od sebe jednotlivé diastereomery odseparovat. Posuny signalt v *'P, 'H a *C
NMR spektrech vSak souhlasily s ocekavanymi posuny u vSech pfipravenych latek. Spektra
jsou ovsem v disledku prekryvil jednotlivych izomerti znacné komplikovanid a mnohdy neni
mozné stanovit multiplicitu signalii. Dals$i potvrzeni struktury bylo provedeno pomoci

hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim a také pomoci 2D NMR spekter.

4.3.1 Priprava intermediatnich monochloridatia 13, 14,16 a 19
Pokus o pfipravu intermediatnich oxim-chlorfosfati 13 a 14 (metoda A) vychazel

zreakce oximl 2 a 4 s ethyl-dichlorfosfatem (12) v pfitomnosti baze (schéma 17). Reakce

byly provedeny v suchych rozpoustédlech za riznych reakénich podminek, jak je zndzoriiuje

schéma 17.
cr ! R 2 nebo b nebo ¢ o N>_©7R
’P\\ + Cl i / "
s Thots R O
(0]
Ve

12 2,4 13,14
4,13: R=H
2,14: R = OMe

Schéma 17. Priprava intermediatii 13 a 14. Reakcni podminky: a) NaH,0 — 50 °C, PhMe. b) EtsN, 0 — 50 °C,
PhMe. ¢) EtsN, 0 — 25 °C, DCM.

U reakci provedenych v toluenu byl pouzit pomér vychozich latek oximu ku
ethyl-dichlorfosfatu (12) 1,15:1 v souladu s literaturou.* A¢koliv literatura® popisuje vznik
oxim-chlorfosfitu ze sodné soli oximu, podle *'P NMR spekter reakéni smési nevedlo pouZiti
NaH k pozadovanym produktiim 13 a 14. Reakce oximu 2 v pfitomnosti EtsN také nevedla
k pozadovanému produktu 14.

Nahrazeni suchého toluenu za suché DCM, snizeni reakéni teploty, a pouziti nadbytku
ethyl-dichlorfosfatu (12) vii¢i vychozimu oximu (2,5 ekv.), podle literarniho postupu®® rovnéz
nevedlo k produktu 14.

Podle komplikovanych *'P NMR spekter reakénich smési, nelze jednoznacné urdit
k ¢emu béhem téchto reakci doSlo. Vzhledem ke struktufe vychozich latek je mozné
spekulovat o vicenasobném pfipojeni oximu, nebot’ dochazi k reakci silného nukleofilu
s molekulou, v jejiz struktufe jsou pfitomné dvé odstupujici skupiny. Moznou konkurencni

reakci je také Beckmanniiv presmyk, katalyzovany dichlorfosfitem 12 (schéma 18).5° Reakce
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byla provedena s 1 ekv. baze a literatura® uvadi, 7e 1 ekv. baze vii¢i vychozimu fosfatu 12 je

dostacujici pro potlaceni Beckmannova presmyku.

H -
_OH O ~ Cl

_ -
I EtOP=(0) (N O/\ ©/ \<u ©/N HO ©/NH\IC\)/

Schéma 18. Mechanismus Beckmannova presmyku, ktery je katalyzovan ethyl-dichlorfosfatem (12). Prevzato a

upraveno.®

Cl

Ackoliv by pravdépodobné¢ zména reakénich podminek (jako naptiklad reakéni
teploty, rozpoustédel ¢i poméru ekvivalenti vychozich latek) mohla poskytnout pozadované
produkty, byla pro syntézu modelovych proléciv zvolena metoda B (kapitola 4.1, schéma 14).
Vramci této metody je také potlaCena moznost hypotetické katalyzy Beckmannova
presmyku, nebot’ s nim oxim pfimo nereaguje.

Pti pouziti syntetického postupu B vznikaly intermediaty 16 (kapitola 4.3.2, schéma
19) a 19 (kapitola 4.3.3, schéma 20). Vzhledem k jejich vysoké reaktivité nebyly tyto latky
izolovany, ale pouze ,,pred¢isStény* pomoci extrakce destilovanou vodou, nebot’ pitipadny
nedoreagovany dichlorfosfat 12 je béhem extrakce hydrolyzovan na diethyl-pyrofosfat, ktery
ochotné ptrechazi do vody. Pribeh reakci vedouci k témto intermedidtiim byl monitorovan
pomoci *'P NMR spektroskopie reakéni smési. Vzhledem k tomu, Ze vychozi fosfat 12 je
prochirédlni, byly monochloridaty 16 a 19 ziskany jako smés dvou diastereomerti, cemuz
odpovidaly i *'P NMR spektra ziskanych latek. Stereoizomerie latek 16, 19 je disledkem
pfitomnosti stereogenniho centra (ve schématech 19 — 22 vyznacena hvézdickou) na atomu
uhliku a fosforu. Vzhledem k reaktivité ziskanych latek 16 a 19 nebylo mozné od sebe jejich

diastereomery separovat a pro nasledujici reakce tak byla pouzita jejich smés.

4.3.2 Priprava enzymaticky aktivovatelnych modelovych proléciv 17 a 18
Reakci intermedidtu 16 soximy 1 a 4 byla ziskdna enzymaticky aktivovatelna

modelova proléciva 17 a 18 (schéma 19). Vedlejsi produkt reakce, triethylamonium chlorid

byl od produkt 17 a 18 odd¢€len srazenim pomoci THF a naslednou filtraci. Tento postup byl

zvolen s ohledem na moznost hydrolyzy produktd 17 a 18 v ptipadé extrakce vodou.
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Schéma 19. Priprava intermedidrniho monochloridatu 16 a jeho naslednd reakce s oximy 1 a 4 vedouci
k modelovym proléciviim 17 a 18. a) EtsN, PhMe, 25 °C. b) 1 nebo 4, EtsN, DCM, 25 °C. 11 % (17); 7 % (18).

Méteni *'P NMR spektra surového produktu 17 bylo z po&atku provedeno v CDCls.
Za téchto podminek méfeni byl ve 3'P NMR spektru zpozorovan signal o nizké intenzité,
ktery nenalezel produktu (6 —1,33 ppm). Pravdépodobné se mohlo jednat o rozkladny produkt
latky 17 zptisobeny stopami HCI ve starsi lahvicce CDCls. Pfi opakovaném méteni v CDCl3
neutralizovaném uhli¢itanem draselnym nebyl zadny takovy signdl nalezen. Ke stejnému
zaveru jsem totoznym postupem dosla i v ptipade surového produktu 18.

Z tohoto diivodu byly pro izolaci produktl 17 a 18 pomoci flash chromatografie
vyuzity metody zahrnujici napf. neutralizaci kolony. Cisténi latek 17 a 18 bylo vzhledem
k nestabilité téchto sloucenin v kyselém a patrn€ i vodném prostfedi obecné velice naroc¢né.
Nekteré techniky separaci jako napiiklad chromatografie na reverzni fazi proto nebylo vhodné
pouzit. Vyzkousené metody separaci zobrazuje tabulka 1.

V piipadé obou sloucenin 17 i 18 byla jednou z piivodnich necistot latka znadzornéna
na obrazku 8. Tento vedlejsi produkt pochdzi jiz z prvniho kroku syntézy a jedna se o produkt
dvojité substituce na ethyl-dichlorfosfatu ethyl-L-laktatem. Struktura necistoty byla potvrzena

porovnanim *'P NMR spektra proti pfipravenému standardu.

J

0
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O™ O/b\ooévgo
0

S

Obrazek 8. Struktura vzniklé necistoty pfi ptiprave latek 17 a 18.
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Produkt Mobilni fize Kolona  Grad. Poznamka Vysledek
k metodé
17 Hex:EtOAc Si10, 0-70 %  Surova reakéni smés Latku 17 se
byla nanesena na nepodafilo vy¢istit.
kolonu
17 Hex:EtOAc  SiO,  5-85% K mobilni fazi Nové signaly ve *'P
pfidano EtsN (1 %). NMR oproti
surovému produktu.
17 Hex:EtOAc SiO2 0-40 %  Kolona byla Latku 17 se
zneutralizovdna bazi nepodafilo vy¢istit.
— DIPEA.
17 Hex:EtOAc  AlLO;  0-33 % - Produkt 17 se
podafilo vy¢istit.
18 Hex:EtOAc Si0; 0-100 % Surova reak¢ni smés Latku 18 se
byla nanesena na nepodafilo vy¢istit.
kolonu.
18 Hex-EtOAc Si0; 0-70 % K mobilni fazi Nové signaly ve >'P
pfidano EtzN (1 %). NMR oproti
surovému produktu.
18 Hex:EtOAc  ALO;  0-33% - Produkt 18

obsahoval drobné
necistoty. Hlavni
necistoty byly
oddéleny.

Tabulka 1. VyzkouSené metody separace pro purifikaci produktii 17 a 18.

4.3.3 Priprava fotoaktivovatelnych modelovych proléciv 21, 22 a 25

Pro ptipravu latek 21 a 22 byly jako vychozi latky pouZity fotoaktivovatelny DMNB
ester 9 a dichlorfosfat 12 (schéma 20). Reakce t&chto sloucenin podle literarniho postupu®!
poskytla monochloridat 19, ktery nasledné reagoval s oximy 1 a 4, ¢imz se podafilo pfipravit
derivaty 21 a 22 (schéma 20).

K ¢&isténi produktu 21 byla vyuZita chromatografie na reverzni fazi. JiZ po prvni

chromatografii na reverzni fazi se ve 3'P NMR spektru objevily dva nové signaly § 1,59 a
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1,04 ppm, které se dalSimi separacemi nepodafilo od produktu oddélit. Po posledni
chromatografii (opét na reverzni fazi) byla intenzita téchto signala jesté vyssi. Lze se tedy
domnivat, Ze tyto signaly mohou pfisluset produktu vzniklému reakci vody se slouceninou 21.
Tato domnénka byla nasledn€ potvrzena, a to rozpusténim slouceniny 21 ve vodé a zméfenim
3P NMR. Ve spektru bylo moZné pozorovat vyrazné sniZeni intenzit signaléi ndleZicich
produktu 21. Intenzity dvou signalt patfici diskutovanému vedlejSimu produktu se naopak
vyrazné zvysily.

Poté co byla sloucenina 21 cilen¢ pfevedena na diskutovany vedlejsi produkt, bylo
zméteno LC-MS. Hodnoty nejintenzivnéjSich pikd byly 394, 425 a 439 [m/z]. Daéle bylo
zjisténo, ze tento vedlejSi produkt obsahoval DMNB skupinu (je fotosenzitivni).
Z namétenych NMR spekter bylo také ziejmé, Ze se jednd o slouceninu s chirdlnim fosforem
(dva signaly v3'P NMR). Posun signalti v kladnych hodnotich miize naznacovat moznou
migraci dusiku na fosfor. Toto tvrzeni se ale nepodafilo dokazat. Zastoupeni uvedeného
vedlejsiho produktu po posledni chromatografii bylo na zékladé intenzit signalti ve *'P NMR

spektru uréeno jako cca 15 %.

7, OH | (I) sN
L O=P-ClI O=P-0
| |
NO, 07 SO ( /:EO ”
a b
+ o P — /E
“Po NO, O° "0 NO, 07 ~0
o of ©
I 0o
~ Cl) 0
0 o OH
1, 4= |
9 12 19 21,22 R2 R3
21: R" = Et; R2= R® = -(CH,)s- 1: R?2 = R% = -(CH,)s-
22:R' = Et; R? = Ph; R® = Me 4: R?=Ph; R® = Me

Schéma 20. Priprava fotoaktivovatelného intermedidatniho monochloridatu 19 a jeho reakce s oximy 1 a 4. a)
EtsN, PhMe, 25 °C, b) 1 nebo 4, EsN, DCM, 25 °C. 6,2 % (21), 24 % (22).

I v ptipad€ produktu 22 bylo vyzkouseno nékolik metod chromatografii, mezi které
patiily: a) separace na silikagelu, hex:EtOAc, grad. 0-100 % nasledovand chromatografii na
reverzni fazi, b) chromatografie na silikagelu zneutralizovaném bazi — DIPEA s pouZitim
mobilni faze hex:EtOAc grad. 0-50 %, c) separace na alumin¢ s mobilni fazi hex:EtOAc grad.
0-40 %. Zadna zpouzitych metod vsak nevedla ke zcela Gistému produktu 22. Jako
nejucinnéjsi metoda se jevila separace na aluming, avSak vytézek po této chromatografii byl

zhruba pouhych 1,5 mg. Pro ovéfeni struktury latky 22 se podafilo ziskat pouze HRMS.
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V piipadé nepiecisténého produktu bylo dale opakovanym méfenim *'P NMR v CDCls
zjisténo, Ze produkt 22 se v prubéhu casu (8 h) zcela rozpadd. Vysvétlenim miize byt
nestabilita viici vodé ¢i zménam pH (stopy kyseliny ve starsi lahvicce CDCI3).

10 (schéma 21). Nepodafilo se vSak ziskat potfebny intermediat 23, kdy vzhledem ke stérické

naro¢nosti alkoholu 10 reakce neprobehla, a to ani pii pfidani vice ekvivalenti baze.

J e

P o 07 N=
/:I:OH J ) O=|'I_'¢_C| /I o:||3—o R

a 1, o b ’/,,*O

o=b-c1 K" /I/i T i
(0] (0]
o' rooo s
O,N o~ O,N o~

10 12 23 25

R'=R? = -(CH,)s

R'=Ph; RZ= Me
Schéma 21. Priprava intermediatniho monochloridatu 25 a) EtsN, PhMe, 25 °C. Produkt 25 nevznikl, patrné
vzhledem ke stérické narocnosti alkoholu.

4.4 Priprava proléciva griseofulvinu
Béhem optimalizace metodiky piipravy modelovych self-immolativnich fosfatovych

proléciv bylo pfistoupeno k syntéze proléciva griseofulvinoximu (6) (schéma 22). Slouc¢enina
26 byla ziskana reakci griseofulvinoximu (6) s monochloridatem 19 pod inertni atmosférou
v suchém DCM v pfitomnosti EtsN. Surovy produkt byl pfecistén chromatografii. Jelikoz je
latka 26 smési dvou E/Z izomera, z nichz kazdy je navic zastoupen dvojici diastereomert, je
ponékud obtizné urcit Cistotu produktu na zakladé NMR. Interpretace t€échto NMR spekter je
extrémné komplikovana a nad rdmec této bakalatské prace. Struktura produktu 26 vsak byla

potvrzena pomoci hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim.
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Schéma 22. Priprava proléciva 26. a) EtsN, DCM, 25 °C.

4.5 Fotoaktivace

Pojem fotoaktivace byl jiz zminén v kapitole 3.9, jakozto nastroj pro monitorovani
prubéhu self-immolacéni reakce.

Me¢fteni self-immolace latky 21 bylo provedeno RNDr. Eliskou Prochézkovou, Ph.D.
na UOCHB. Pro tento experiment byl pouzit produkt 21, ktery byl kontaminovan vedlej§im
produktem vzniklym reakci vody s latkou 21 (viz kapitola 4.3.3). Z obrazku 9A miiZeme
vidét, ze pfed ozafovanim jsou piitomny dva signdly odpovidajici diastereomernimu produktu
21, 6-0.81 a1.13 ppm (stereogenni centrum na fosforu). Po 15 min. ozatovani in situ
(obrazek 9A) byl pozorovan vznik dvou novych signalti odpovidajicich intermedidtu I 6 —0.68
a —1.05 ppm, ktery vznikl odstépenim DMNB skupiny. Intenzita signali intermediatu I se
naddle zvySovala na ukor signali produktu 21, a to az do zcela Gplného vymizeni signala
slouc¢eniny 21. Ve 45. minuté bylo mozno pozorovat i signaly piislusici vedlejsimu produktu
0 1,85a 1,33 ppm.

Obrazek 9B znazoriuje ozafovani ex situ, s pouzitim desetinasobné koncentrace latky
21 oproti predchozimu piipadu 9A. Pfed ozafovanim v obrazku 9B vidime dva intenzivni
signaly, které nalezi latce 21 6 —0.81 a 1.13 ppm, dva signaly v kladnych hodnotach nalezici
vedlej§imu produktu 0 1,85 a 1,33 ppm, a jeden signal néleZici produktu hydrolyzy hP
0 —1,48, ktery vznikl pravdépodobné vlivem hydrolyzy latky 21 v cacodylatového pufru.

Bé&hem ozatovani l1ze pozorovat vznik novych signaldi, a to jak u dvojice signali
nalezici vedlejSimu produktu, tak u dvojice signala slouceniny 21 (5. minuta). Tento jev

ukazuje, ze 1 vedlejsi produkt je fotosenzitivni a ve své struktufe obsahuje DMNB. Pokud se
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budeme dale soustfedit pouze na signdly slouCeniny 21 6-0.81 a1.13 ppm, miZeme
z nasledujicich méfeni pozorovat postupné snizovani jejich intenzity, a to az do jejich
vymizeni. Soucasné s tim dochazi ke zvySeni intenzity signald produktu P o —1,04. Vznik
tohoto produktu P dokazuje, ze béhem ozatovani doslo ke kyzenému odpadnuti oximu.
Struktura produktu P i produktu hydrolyzy hP byla ovéfena pomoci HRMS
(tabulka 2). Strukturu vedlejSiho produktu se nepodatilo identifikovat, ale byly o ni zjistény

nekteré strukturni rysy.

nazev: vypoéteno: nalezeno:
hP Ci14H19010NP jako 392,07521  392,07452.
P CsH10O6P jako 197,02205 197,02196

Tabulka 2. Data ziskana z HRMS pro produkt P a produkt hydrolyzy hP.
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Obrdzek 9. Série 3'P NMR spekter latky 21 mérenych ve smési 50% CACO/DMSO pred a po ozaiovani UV
svetlem (365 nm, 25 °C). A) 0.5 mM 21 s in situ ozarovanim. B) 5 mM 21 s ex situ ozarovanim. Struktura
findlniho produktu P a produktu hydrolyzy hP byla urcena porovndnim 3'P spekter s literaturou.®'

4.6 Stabilita latky 17 za fyziologického pH

Jelikoz zékladnim poZadavkem na prolécivo je jeho stabilita za fyziologickych
podminek, resp. jeho schopnost za pozadovanych podminek uvolnit 1é¢ivo, bylo potieba
ov¢étit stabilitu pripravenych modelovych proléciv. Stabilita téchto sloucenin byla ovéfovana

za ruznych podminek: 1) stabilita v roztoku bézného protického rozpoustédla (MeOH,); 2)

33



stabilita pfi fyziologickém pH = 7.4 (cacodylatovy pufr nebo HEPES puft,); 3) stabilita za
bazickych podminek.

Sloucenina 17 byla po rozpusténi v MeOH stabilni po dobu miniméalné¢ 2 h.
V cacodylatovém pufru (pH = 7,4) bylo z 3'P NMR spektra jiZ po prvnim méfeni evidentni, Ze
doslo k hydrolyze modelové slougeniny 17. V 3'P NMR spektru byl pozorovan pouze jeden
signal 6 —1,17 ppm odpovidajici hydrolytickému produktu hP latky 17.

Produkt 17 byl také méten v HEPES pufru o pH = 7,4 (obrézek 10). V tomto ptipadé
byl pozorovan vznik dvou novych signalti v kladnych hodnotach 6 1,55 a 1,21 ppm. Intenzity
nové vzniklych signéli se v Case zvySovaly na tkor signald produktu 17. Vzhledem k tomu,
ze se jedna o dvojici signall, je zifejmé, ze nenalezi produktu hydrolyzy. Obrazek 10
zobrazuje méfeni probihajici po dobu jednoho tydne (intervaly mezi jednotlivymi métenimi

nejsou ekvidistantni).

Obrdzek 10. Pribéh méieni P NMR spekter produktu 17 v éase za ticelem monitorovéni stability produktu 17
v HEPES pufiu o pH = 7,4 simulujici fyziologické pH.

Dale byl zkouman vliv bazického prostfedi na latku 17. K latce 17 byl pfidan HEPES
pufr o pH = 9. Pufr byl nasledné od smési odseparovan pomoci extrakce s DCM. Méfeni *'P
NMR organické faze ukazalo, ze doslo k velmi rychlé a uplné konverzi na nezndmou latku se
signaly 6 1,47 a 1,18 ppm. Signdly se stejnym posunem byly pozorovany i v pfipadé surového
produktu 17 méfeného v DMSO. Déle byly tyto hodnoty posuntii pozorovany i v piipadé
produktu vzniklého v HEPES pufru opH = 7,4 a to po extrakci s DCM, kterd slouzila
k izolaci latky z pufru. Lze tedy spekulovat o tom, Ze vznik nezndmé latky s posunem o 1,47 a
1,18 ppm miZe byt katalyzovan bazickymi podminkami. Ze zméfenych NMR spekter 1ze
usuzovat, ze latka stémito posuny ve své struktufe jiz neobsahuje cyklohexanonoxim.

Z casovych divodl nebyla dalsi charakterizace neznamé latky provedena.
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5. Experimentalni ¢ast

5.1 Obecné postupy a chemikalie

Komeréné dostupné chemikalie byly zakoupeny z béznych zdroji (Sigma Aldrich,
Penta, Merck, Fluorochem Ltd. UK, TCI-Europe) a jako takové byly bez dalSiho ¢iSténi
pouzity. Pouzitd suchd rozpoustédla byla taktéz zakoupena z jiz zminénych komercnich
zdroju. Pro reakce, kde nebylo tieba pouzit suchych rozpoustédel, byla pouzita destilovana
rozpoustédla. Pro odpafeni rozpoustédel byla pouzita rotaéni vakuova odparka. DosuSeni
produktli bylo provedeno pomoci olejové pumpy. Reakce, které vyzadovaly praci za inertnich
podminek, byly provedeny pod atmosférou argonu. Pro monitorovani pribéhu reakci byly
vyuzity TLC desticky Merck silikagel 60 F2s4. K vyhodnoceni TLC byla pouzita UV lampa
ovlnové délce zafeni A = 254 a 365 nm snaslednym vyvolanim pomoci roztoku
manganistanu draselného a zahiatim horkovzdusnou pistoli. Flash chromatografie byly
provedeny na pfistroji od firmy ECOM s.r.o a jako stacionarni faze byl pouzit silikagel 60
(40 — 63 um), CI8 silikagel (C18 Lichroprep RP-18, 40 — 63 pm) ¢i alumina (neutral
Brockmann I, 50 — 200 pum).

M¢éteni NMR spekter bylo provedeno na Bruker Avance III spektrometru s frekvenci
400 MHz pro 'H, tedy 101 MHz pro '*C a 161 MHz pro *'P. Ziskana spektra byla zpracovana
v programu MestReNova a chemické posuny byly referencovany na pouzité rozpoustédlo
(CDCl3 'H 6 7,26 a 3C § 77,00). Mé&teni hmotnostnich spekter s vysokym rozlisenim bylo
provedeno na spektrometru LTQ orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific) s pouZzitim ionizace
elektrosprejem ¢i pomoci ionizace za atmosférického tlaku. Pro ozatfovani vzorkii byla
pouzita LED dioda (Thorlabs, Germany) o vlnové délce zateni A = 365 nm. Vzorek byl
ozatovan piimo v NMR kyveté béhem meéfeni pomoci multimode silica optického vlakna

s 1 mm primérem, 0.39 NA (Thorlabs, Germany).
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5.2 Priprava vychozich latek pro syntézu self-immolativnich spojek

Acetofenonoxim (4)

NIOH V roztoku acetofenonu (3) (1,2 ml, 10 mmol, 1 ekv.) v EtOH (10 ml) a

! destilované vod¢ (30 ml) byl rozpustén NH>OH-HCI (1,04 g, 15 mmol, 1,5

©)\ ekv.) a NaOAc (2,05 g, 25 mmol, 2,5 ekv.). Vznikld smés byla za refluxu
michdna dvé hodiny. Nasledné byla provedena rusena krystalizace. Vzniklé krystaly byly
odfiltrovany od mate¢ného roztoku. Jejich néasledna rekrystalizace z EtOH poskytla produkt
jako bil¢ krystaly s vytézkem 1,11 g (82,1 %).
'"H NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): § 7,65-7,61 (m, 2H); 7,41-7,36 (m, 3H); 2,30 (s, 3H).
3C NMR (101 MHz, CDCls, 25 °C): 6 156,15; 136,54; 129,23; 128,49; 126,04; 12,12.

Griseofulvinoxim (6)
Griseofulvin (5) (352 mg, 1 mmol, 1 ekv.) byl za inertni

atmosféry Ar rozpuStén vsuchém EtOH (16 ml).
K rozpusténému griseofulvinu (5) byl ptfidan NH>OH-HCI
(208 mg, 3 mmol, 3 ekv.) a suchy NaOAc (246 mg, 3 mmol, 3

ekv.). Reakéni smés byla michana za refluxu tfi hodiny. Smés
ochlazend na laboratorni teplotu byla nafedéna DCM (30 ml) a extrahovana destilovanou
vodou (40 ml) a solankou (20 ml). Organicka faze byla oddélena a vysusena Na>SO4. Dale
nasledovala filtrace NaSOs a odpafeni rozpoustédla na RVO. Cisténi pomoci flash
chromatografie na normalni fazi (SiO2, hexan/EtOAc, grad. 0-100 %) poskytlo produkt jako
bilo-narGzovélou pevnou latku s vytézkem 274 mg (74,6 %).
Pozn. Smés stereoizomert E/Z v poméru cca. 1 : 1.
"H NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): 6 6,28 a 5,60 (s, 1H, 3); 6,12 a 6,12 (s, 1H, 5); 4,03 (s,
6H, 6-O-Me); 3,99 a 3,98 (s, 6H, 4-O-Me); 3,63 a 3,57 (s, 6H, 2°-O-Me); 3,14 (dd, Jeem =
16,9, J5su - 6=4,9, 2H; 5’a); 3,01 (dd, Joem = 15,1, Jsw -6 = 13,1, 2H; 5’a); 2,72 (dd, Joem =
16,9, Js» 6= 13,0, 2H; 5°b); 2,40 (dd, Joem = 15,1, J5% 6= 4,2, 2H; 5°b); 2,52-2,66 (m, 2H,
6); 0,95-0,98 (m, 6H, 6°-CH3). 3C NMR (101 MHz, CDCls, 25 °C): 6 194,06 a 193,91 (3);
169,49 a 169,45 (7a); 164,31 a 164,29 (6); 161,34 a 158,73 (2°); 157,51 a 157,46 (4); 155,06 a
151,72 (49); 105,63 a 105,59 (3a); 98,82 a 92,60 (3°); 97,15 (7); 91,41 a 91,35 (2); 89,18 a
89,16 (5); 56,90 a 56,89 (6-O-Me); 56,29 (4-O-Me); 56,14 a 55,91 (2°-O-Me); 36,40 a 35,27
(6%); 30,85 a 25,54 (5°); 14,35 a 14,23 (6°-Me).
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4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl ($)-2-hydroxypropanoat (9)

%, _OH 4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzyl alkohol (7) (2,13 g, 10 mmol, 1,0 ekv.), a
/I/i TsOH (0,2 g, 1,0 mmol, 0,1 ekv.) byly rozpustény v PhMe (100 ml) a
9 O poté byla ptfidana kyselina L-mlécna (8a) (0,9 g, 10 mmol, 1,0 ekv.).
o o Esterifikace byla provedena podle Dean-Starkova protokolu. Reakéni

smés ochlazena na laboratorni teplotu byla adsorbovana na SiO; (50 ml)
a rozpoustédlo bylo odpafeno na RVO. Pfed¢isténi pomoci flash chromatografie na normalni
fazi (Si0,, DCM/MeOH, grad. 0-100 %) nasledované flash chromatografii na reverzni fazi
(C18, H2O/MeCN, grad. 0-50 %) poskytlo produkt jako oranzovou pevnou latku s vytézkem
888 mg (34 %).
'TH NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): 6 7,73 (s, 1H); 6,96 (s, 1H); 5,66 (d, J = 14,4, 1H); 5,55
(d, J = 14,4 Hz, 1H); 4,43-3,35 (m, 1H); 3,98 (s, 3H); 3,97 (s, 3H); 1,49 (d, J = 6,9, 3H).
3C NMR (101 MHz, CDCls, 25 °C): § 174,05; 153,56; 148,39; 138,67; 125,85; 110,51;
108,37; 66,85; 64,26; 56,46; 56,44; 20,48. HRMS (ESI): m/z [M + Na]" spoéteno pro
Ci2H1507NNa jako 308,0741, nalezeno 308,0742.

4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl ($)-2-hydroxy-3-methylbutanoat (10)

4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzyl alkohol (7) (2.55 g, 12.0 mmol, 1.2 ekv.)

) ’iOH a TsOH (172 mg, 1.0 mmol, 0.10 ekv.) byly rozpustény v PhMe (100
0~ o ml). Poté byla k této smési pfidana (S)-isopropylglykolova kyselina
SN (8b) (1.18 g, 10.0 mmol, 1.0 ekv.). Esterifikace dale pokracovala podle

O,N o~ Dean-Starkova protokolu pies noc. Vznikld smés byla extrahovana

NaHCOs (sat.) (60 ml), destilovanou vodou (60 ml) a solankou (60 ml). Oddélené organicka
faze byla vysuSena Na>SO4, ktery byl od roztoku oddélen filtraci. PhMe byl odpafen a
reakéni smés byla adsorbovana na SiO> (50 ml) pomoci RVO. PredCisténi flash
chromatografii na normalni fazi (SiO., DCM/MeOH, grad. 0-100 %), a nasledné cisténi
pomoci flash chromatografie na reverzni fazi (C18, H2O/MeCN, grad. 0-50 %) poskytlo
produkt jako ¢erveno-hnédou pevnou latku s vytézkem 1,68 g (54 %).

"H NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): 6 7,75 (s, 1H); 7,01 (s, 1H); 5,67 (d, J = 14,3, 1H); 5,59
(d, J=14,3, 1H); 4,16 (d, J = 3,5, 1H); 4,00 (s, 3H); 3,99 (s, 3H); 2,18-2,07 (m, 1H); 1,07 (d,
J=17,0,3H); 0,92 (d, J = 7,0, 3H). BC NMR (101 MHz, CDCl3, 25 °C): § 174,38; 153,45;
148,57; 140,20; 125,90; 110,89; 108,33; 75,16; 64,19; 56,43; 32,26; 18,78; 16,03. HRMS
(ESI): m/z [M + Na]" spo¢teno pro C14H1907NNa jako 336,1054, nalezeno 336,1051.
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5.3 Syntéza intermediatnich monochloridati

Ethyl (25)-2-((chlor(ethoxy)fosforyl)oxy)propanoat (16)

o Elhyldichlorfosfat (12) (300 pl, 2,5 mmol, 1 ekv.) a ethyl (25)-2-
/\O)J\ro\ 9 hydroxypropatoat (13) (300 ul, 2,6 mmol, 1,04 ekv.) byly rozpustény
0 v suchém PhMe (15 ml). K tomuto roztoku byl pfidan EtzN (300 pl,
2,15 mmol 0,86 ekv.) pod inertni atmosférou Ar. Reak¢ni smés byla
michana pfes noc pii 25 °C. Vznikld smés byla extrahovana destilovanou vodou (50 ml) a
solankou (30 ml) a organicka faze byla oddé€lena a vysuSena pomoci MgSOs. Nasledna
filtrace a odpateni rozpoustédla na RVO poskytla surovy produkt jako svétle Zlutou olejovitou

kapalinu, ktera byla pouzita bez dal$iho CiSténi v nasledujicim kroku.

3P NMR (162 MHz, CDCl3, 25 °C): § 4,45 a 3,54.

4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl (25)-2-((chlor(ethoxy)fosforyl)oxy)propanoat (19)

L 4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl 2-hydroxypropanoat (9) (142,8 mg, 0,5

0 mmol, 1,0 ekv.) byl rozpustén v suchém PhMe (2,5 ml). K tomuto

,,,?_O'?_CI roztoku byl pfidan EtzN (90,6 ul, 0,65 mmol, 1,3 ekv.) a

NO. O /EO ethyldichlorfosfat (12) (63,2 ul, 0,5 mmol, 1 ekv.). Reakéni smés byla
2

michdna pies noc pii 25 °C. Vznikld smés byla nasledn¢ extrahovéana

destilovanou vodou (40 ml) a oddé€lend organicka faze byla vysuSena

5 NazS04. Odfiltrovani Na;SO4 a nasledné odpateni na RVO vedlo ke

vzniku surového produktu jakozto hnédé silné viskézni kapaliny, kterd byla bez dalSiho
Cisténi pouzita v dalSim kroku.

3P NMR (162 MHz, CDCl3, 25 °C): 6 4,44 2 3,97.

5.4 Syntéza self-imolativnich systémii s modelovymi oximy

Ethyl (25)-2-((((cyklohexylidenamino)oxy(ethoxy)fosforyl)oxy)propanoat (17)

3 Ethyl (25)-2-((chlor(ethoxy)fosforyl)oxy)propanoat (16)
4 (0]
_\O (159 mg, 0,65 mmol, 1,0 ekv.) byl rozpustén v suchém DCM
AN
\P/,O " 22 (5 ml) za inertni atmosféry Ar. K roztoku byl pfidan
-\ 6'
? j 0-N 3 cyklohexanonoxim (1) (73,7 mg, 0,65 mmol 1,0 ekv.) a EtsN
5 P—
6 54 (226,6 pl, 1,6 mmol, 2,5 ekv.). Reakéni smés byla michana

72 hodin pii 25 °C. Rozpoustédlo bylo odpaieno na RVO. Separace vedlejsiho produktu

(triethylamonium chloridu) z reakéni smési byla provedena frakénim srdzenim v THF (2 ml).

38



Triethylamonium chlorid byl od produktu odfiltrovan. THF z roztoku produktu bylo odpateno
na RVO. Izolace pomoci flash chromatografie (Al,Os, hexan/EtOAc, grad. 0-33 %), vedla k
produktu ve formé nartizovélé olejovité kapaliny s vytézkem 23 mg (11 %).

Pozn. Smés diastereomert v poméru 1 : 0,8.

'"H NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): 6 5,07-4,95 (m, 2H, 1); 4,32-4,16 (m, 8H, 3 a 5); 2,58
2,53 (m, 4H, 1" nebo 57); 2,32-2,26 (m, 4H, 1" nebo 5"); 1,74—1,69 (m, 4H, 2 nebo 4°); 1,68—
1,59 (m, 8H, 2'nebo 4" a 3°); 1,61-1,57 (m, 6H, 2); 1,42—1,35 (m, 6H, 6); 1,30 (t, 3H, Js3=
7,1; 4); 1,29 (t, 3H, Jasz = 7,1; 4). 3C NMR (101 MHz, CDCls, 25 °C): 6 170,60 (d, J7.p =
5,4;7); 170,31 (d, J7.r = 5,6; 7); 169,68—-169,39 (m, 6"); 72,38-72,26 (m, 1); 64,83—64,67 (m,
5); 61,46 (3); 61,35 (3), 31,72 231,69 (2 x 1° nebo 5°); 26,64 a 26,60 (2 x 2 nebo 4°); 26,10 a
26.08 (2 x 5 nebo 1°); 25,56 a 25,54 (2° nebo 4°); 25,33 (3°); 19,34 (d, J>-» = 5.,4; 2); 19,07
(d, Jop = 5,4; 2); 16,06 (d, Jor = 6,6; 6); 14,08 a 14,07 (4). 3'P NMR (162 MHz, CDClI;,
25°C): 60,07 a —0,58. HRMS (ESI)": m/z [M]" spoéteno pro Ci3sHzsOsNP jako 322,1414,
nalezeno 322,1415.

Ethyl (25)-2-((ethoxy(((1-fenylethyliden)amino)oxy)fosforyl)oxy)propanoat (18)

Ethyl (2S)-2-((chlor(ethoxy)fosforyl)oxy)propanoat (16)
(159 mg, 0,65 mmol, 1,0 ekv.) byl rozpustén v suchém
DCM (5 ml) pod inertni atmosférou Ar. K roztoku byl
nasledné pridan acetofenonoxim (4) (87,8 mg, 0,65 mmol,
1 ekv.) a EtsN (226,6 ul, 1,6, 2,5 ekv.). Reakce byla
michana 72 hodin pfi 25 °C. DCM byl poté odpaien na RVO. Vedlejsi produkt reakce

(triethylamonium chlorid) byl oddélen frakénim srdzenim v THF (2 ml) a jeho néslednou
filtraci. THF bylo odpafeno na RVO. Naslednd flash chromatografie (Al2O3, hexan/EtOAc,
grad. 0-33 %) poskytla produkt jako nazloutlou olejovitou kapalinu s vytéZzkem 16 mg (7 %).
Pozn. Smés dvou diastereomert v poméru cca 1 : 0,8. E/Z izomerie se v NMR spektru témer
neprojevovala.

"H NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): § 7,73-7.68 (m, 4H, 2¢, 6°); 7,48-7,38 (m, 6H, 3°, 4,
5%); 5,14-5,05 (m, 2H, 1); 4,40-4,27 (m, 4H, 5); 4,27-4,09 (m, 4H, 3); 2,39-2,38 (m, 6H, 8);
1,61-1,49 (m, 6H, 2); 1,43-1,35 (m, 6H, 6); 1,31-1,18 (m, 6H, 4). *C NMR (101 MHz,
CDCls, 25 °C): 6 170,51 (d, J7p = 5,4; 7); 170,23 (d, J7.p = 5,4; 7); 163,78-164,11 (m, 9);
134,35 (d, Ji-p = 2,0; 1°); 130,56 (4°); 128,54 a 128,51 (3¢, 5);126,83 a 126,79 (2° nebo 6°);
72,58 (d, Jip = 5,4; 1); 71,80 (d, Ji» = 5,4; 1); 65,10 (d, Jsp = 6,1; 5); 61,52 a 61,41 (3);
19,39 (d, Jo» = 5,0; 2); 19,12 (d, Jop = 5,5; 2); 16,01 (d, Jep = 6,2; 6); 14,02 (d, Jar = 5,3;
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4); 13,82 (d, Jsr =2,0; 8). 3P NMR (162 MHz, CDCls, 25 °C): 6 —0,75 a —1,41. HRMS
(ESI): m/z [M + Na]" spoéteno pro Ci1sH2206NNaP jako 366,1077 a nalezeno 366,1079.

4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl (25)-2-((((cyklohexylidenamino)oxy(ethoxy)-
fosforyl)oxy)propanoat (21)

4,5-dimethoxy-2-nitobenzyl (25)-2-((chlor(ethoxy)-
fosforyl)oxy)propanoat (19) (150 mg, 0,37 mmol, 1
ekv.) byl rozpustén v suchém DCM (4 ml) pod inertni
atmosférou Ar. Déle byl pfidan cyklohexanonoxim (1)

(41,3 mg, 0,37 mmol, 1 ekv.) a EtzN (129 ul, 0,925

mmol, 2,5 ekv). Reakéni smés byla michdna 72 hodin pti 25 °C. Pred¢isténi pomoci flash
chromatografie na reverzni fazi (C18, HoO/MeCN, grad. 0-100 %) a flash chromatogratie na
normalni fazi (SiO,, hexan/EtOAc grad. 0-100 % a nasledné Ccisténi pomoci flash
chromatografie na reverzni fazi (C18, HoO/MeOH, grad. 0-100 %) poskytlo tmaveé hnédy
siln€ viskozni olej jakoZto z 15 % znecistény produkt s vytézkem 11 mg (6,2 %).

Pozn. Smés dvou diastereomerti v poméru cca. 1 : 0,8

'TH NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): § 7,73-7,77 (m, 2H, 3°*); 7,19 a 7,18 (2 x s, 2H, 6*°);
5,58-5,72 (m, 4H, 4); 5,13-5,22 (m, 2H, 1); 4,20-4,32 (m, 4H, O-CH2-CH3); 4,05 a 4,04 (2 x
s, 6H, 5°°-O-CH3); 3,97 (s, 6H, 4‘°-O-CH3); 2,44-2,57 (m, 4H, 2° nebo 6°); 2,20-2,33 (m,
4H, 6° nebo 2°); 1,54-1,81 (m, 18H, 2, 3, 4¢, 5°); 1,31-1,42 (m, 6H, O-CH,-CH3). *C NMR
(101 MHz, CDCls, 25 °C): ¢ 170,10 (d, J3-p = 5,0; 3); 169,45-169,79 (m, 3, 1°); 153,96 a
153,91 (5°°); 148,18 a 148,14 (4°°); 139,40 a 139,34 (2°°); 126,93 a 126,89 (1°°); 109.90 a
109,78 (6°); 108,07 a 108,04 (3*“); 72,47 (d, Jip=5,3; 1); 72,46 (d, J1p=5,9; 1); 64,91 (d,
Jem-p = 6,2; O-CH2 -CH3 ); 64,78 (d, Jema-p = 6,0; O-CH2 -CH3 ); 64,02 a 63,87 (4); 56,88 a
56,77 (5“-O-CH3 ); 56,38 a 56,38 (4°“-O-CH3 ); 31,68 a 31,62 (2° nebo 6°); 26,09 a 26,07 (6°
nebo 2°); 26,64 a 26,57 (3, 4° nebo 5°); 25,55 a 25,49 (3¢, 4 nebo 5°); 25,28 a 25,24 (3°, 4¢
nebo 5°); 19,26 (d, J>-p=5,3; 2); 19,07 (d, Jo-p= 6,2; 2); 16,08 (d, Jcuz-p = 6,5; O-CH> -CH3);
16,05 (d, Jcuz» = 6,6; O-CH, -CH3 ). 3'P NMR (162 MHz, CDCl3, 25 °C): 6 —0,09 a —0,33.
HRMS (ESI)": [M]" spoéteno pro C20H30010N2P jako 489,1633 a nalezeno 489,1631.
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4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl (2S)-2-((ethoxy(((1-fenylethyliden)amino)oxy)propanoat
(22)
4,5-dimethoxy-2-nitobenzyl  (2S5)-2-((chlor(ethoxy)fosfor
yl)oxypropanoat (79,4 mg, 0,2 mmol, 1 ekv.) byl
N\O K O,N oo rozpuétéIT za inertni atmofvé'ry’ Ar v suchém I?CM (4 ml).
/JI’:OJ\WOJ@ P K vzniklému roztoku byl pfidan acetofenonoxim (26,0 mg,
0" © © 0,2 mmol, 1 ekv.) a EtzN (69,7 pl, 0,5 mmol 2,5 ekv).
Reakéni smés byla michana pii 25 °C 72 h. Rozpoustédlo bylo odpafeno na RVO. Cisténi
pomoci flash chromatografie (Al2Os, hexan/EtOAc, grad. 0-40 %) poskytlo mirné€ znecistény
produkt jako hnédo-zlutou viskozni kapalinu s vytézkem cca 1,5 mg (1,5 %).
3P NMR (162 MHz, CDCls, 25 °C): 6 —0,90 (s); —1,12 (s). HRMS (ESI): m/z [M + Na]*
spocteno pro C22H27010N2NaP jako 533,1296, nalezeno 533,1297.

3,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl (25)-2-((((((2S,6’R,Z)-7-chlor-2¢,4,6-trimethoxy-6°‘-methyl-
3-oxo-3H-spiro[benzofuran-2,1¢-cyklohexan]-2¢-en-4¢-yliden)amino)oxy)(ethoxy)-
fosforyl)oxy)propanoat (26)

4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl (25)-2-((chlor-
0 (ethoxy)fosforyl)oxy)propanoat (19) (90 mg,

o NO, 0,22 mmol, 1 ekv.) a griseofulvinoxim (23)

(75,2 mg, 0,2 mmol, 1 ekv.) byly rozpustény

za inertni atmosféry Ar v suchém DCM (4
% P ml). Ke vzniklé smési byl dile pfidan EtsN
(69,7 ul, 0,5 mmol, 2,5 ekv.) Reakéni smés byla michana 72 hodin. DCM bylo odpatfeno na
RVO. Cisténi ziskané reakéni smési pomoci flash chromatografie na reverzni fazi (C18,
H>O/MeOH, grad. 0-100 %) poskytlo jasné Zlutou pénu s vytézkem 38,4 mg (26 %). Reseni
NMR spektra této latky je nad rdmec této bakalaiské prace, a tudiZ byla struktura ovéfena

metodou HRMS.
HRMS (APCI) spocteno pro C31H37015N>CIP jako 743,1615 a nalezeno m/z 743,1616.

41



6. Zaver

Jednim z cill této bakalarské prace byla ptiprava modelovych fotoaktivovatelnych ¢i
enzymaticky aktivovatelnych self-immolativnich spojek, na bazi fosforu, pro doruceni oximu
a studium vlastnosti téchto sloucenin.

Prvni ¢ast této prace zahrnovala syntézu vychozich oximl a fotoaktivovatelnych
DMNB estertt a-hydroxykyselin. Po Gspésné ptipraveé vychozich latek byly pro ucely syntézy
self-immolativnich spojek navrzeny a vyzkouseny dva syntetické ptistupy.

Prvni postup selhal jiz v po¢ate¢nim kroku syntézy, tedy béhem ptipravy intermediath
13 a 14. Druhou metodou se podafilo piipravit pozadované enzymaticky aktivovatelné
self-immolativni spojky 17, 18 a fotoaktivovatelné self-immolativni spojky 21 a 22. VSechny
tyto latky ovSem vykazovaly nizkou stabilitu ve vodném ¢i v kyselém prostiedi, ¢imz bylo
¢isténi a izolace téchto produkt zna¢né komplikovano.

Self-immolativni spojku 17 se podatilo uspésné vycistit. V ptipad¢ latek 18 a 22 byly
v jejich NMR spektrech pozorovany drobné necistoty. Latka 21 obsahovala neznamy vedlejsi
produkt, ktery pochazel z reakce latky 21 s vodou béhem chromatografie na reverzni fazi.
Tento nezndmy vedlejsi se nepodaiilo charakterizovat. Byly zjistény pouze nékteré vlastnosti
tohoto produktu, a to, Ze obsahuje stereogenni centrum na fosforu a je fotoaktivovatelny.

Dale bylo pfipraveno prolécivo griseofulvinoximu 26, jehoz struktura byla ovétena
pomoci HRMS. Latka 26 byla izolovéana jako komplikovana smés diastereo- a E/Z izomert.

Studiem fotoaktivace latky 21 byl potvrzen self-immola¢ni mechanismus uvolnéni
oximu z molekuly.

Mezi dalsi cile této prace patiilo studium stability ptipravenych self-immolativnich
spojek. Pro tyto tcely byl zvolen produkt 17. Stabilitni testy latky 17 byly provedeny:
a) v prostfedi protického rozpoustédla (MeOH), b) v pufrech simulyjicich fyziologické pH
(cacodylatovy a HEPES pufr) ¢) v HEPES pufru o pH = 9.

Bylo zjisténo, ze v MeOH je latka 17 stabilni, a to minimalné¢ po dobu 2 hodin.
V cacodylatovém pufru (pH = 7,4) doslo k okamzité hydrolyze latky 17 na odpovidajici
hydrolyticky produkt, zatimco v HEPES pufru (pH = 7,4) dochézelo ihned k rozkladu latky
17 na zcela novy neznamy produkt. Latka 17 podléha zrychlené pfeméné na neznamy produkt

v bazickém HEPES pufru o pH = 9.
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