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1. UVOD

Ellipticin je cytostatikum, jehoZ protinadorové ucinky jsou znamy a vyuzivany.
Jeho mechanizmus a specifita u¢inku jsou dnes jiz z ¢asti objasnéné a pfistupuje se
k navrzeni jeho uc¢innéjSich modifikaci, mezi které patti napt. slouceniny vyuzivajici oligo-
a polymernich nosict ke svazani vice jednotek ellipticinu (tzv. “Drug delivery* systémy).
Tyto komplexy jsou v idealnim piipadé¢ transportovany v organismu do cilového mista.

Tento projekt, jehoZ soucasti je i predkladana diplomové prace, zahrnuje konjugaci
protinadorového 1é¢iva 9-hydroxyellipticinu na multivalentni (dendrimerni) nosi¢ a
nasledné navazani na isolované proteiny. V neposledni fadé zahrnuje testovani vazebné a
inhibi¢ni aktivity na isolovanych proteinech, protinddorové a imunoaktivaéni vlastnosti,
biodistribuci a toxicitu in vivo a moznost pfipojeni na polymerni nosic.

Cilem diplomové prace bylo znasobit ucinky biologicky aktivni latky — 9-
hydroxyellipticinu, pomoci principu multivalentnich interakci. Prvnim krokem bylo
pfipravit dendrimery nesouci dvé a C¢tyfi funkéni skupiny. Druhym krokem bylo
optimalizovat techniky pro navazani biologicky aktivni latky. Nasledné charakterizovat
vzniklé produkty.

Prvni ¢ast prace je zaméfena na syntézu dendrimerd 1. a 2. generace. Jsou zde
rozpracovany zakladni pracovni postupy a metodiky. Tyto dendrimerni struktury (nosice)
byly pouzity ke konjugaci se strukturnimi analogy 9-hydroxyellipticinu - 5-
hydroxyindolem a 2-hydroxykarbazolem.

V druhé casti se prace zabyva vypracovanim vhodnych technik obecné
pouzitelnych pro navazani protinadorového lé¢iva 9-hydroxyellipticinu. Z divodi velmi
vysoké ceny 9-hydroxyellipticinu je tfeba vyvinout jednoduchou a efektivni metodu pro
jeho navazani v preparativnim métitku. Tato ¢ast tvofi modelovou studii, ve které jsou
rozpracovany syntetické postupy, pomoci kterych by se mély ptipravit multivalentni

derivaty 9-hydroxyellipticinu.



2. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ATP
cytP450
PAMAM
DMF
THF
BOC
EtOH
MeOH
n-PrOH
Ph;P
HOAc
DCC
CDI
Z-Cl
DMAP
DBU
PARABA
UV
TLC
NMR
MS
ESI-MS
COSY
HMQC

HMBC

NOE

IR
lab. t.

Adenosintrifosfat

Cytochrom P450 (P-pigment, absorbuje v Soretové pasmu pii 450 nm)
Polyamidoamin

N,N-Dimethylformamid

Tetrahydrofuran

-Butoxykarbonyl

Ethanol

Methanol

n-Propanol

Trifenylfosfin

Kyselina octova

N,N’-Dicyklohexylkarbodiimid

1,1’-Karbonyldiimidazol

Benzyl-chlorformiat

4-Dimethylaminopyridin

Diazabicyklo[5,4,0]Jundec-7-en

Paradimethylaminobenzaldehyd

UltraViolet

Thin Layer Chromatography (chromatografie na tenké vrstve)
Nuclear Magnetic Resonance (nukledrni magneticka rezonance)

Mass Spectroscopy (hmotnostni spektrometrie)

Electron Spray Impact — Mass Spectroscopy

COleration SpetroscopY (korelaéni spektroskopie)

Heteronuclear Multiple-Quantum  Coherence (heteronuklearni vice
kvantova koherence)

Heteronuclear Multiple Bond Correlation (heteronuklearni korelace pies
vice vazeb)

Nuclear Overhauser Effect (nuklearni Overhauserav efekt)

InfraRed (infracerveny)

Laboratorni teplota



3. TEORETICKA CAST

3.1. Nadorova onemocnéni

Nadorova onemocnéni jsou v soucasnosti pfi¢inou umrti kazdého patého obcana
CR a jejich vyskyt neustale nartsta. K hledani moZnosti u¢inngjsich lé&ebnych postupt je
proto tfeba vénovat zvlastni pozornost nejen vylepSeni 1é¢by, ale i poznani pfi¢in a
pribéhu vyvoje onemocnéni (kancerogeneze).' V poslednich desetiletich bylo vyzkumem
ziskano mnoho poznatkii o malignim (zhoubném) bujeni, které ptispély k pochopeni
zakladnich mechanizmii vzniku nadorové buriky. Bylo jasné prokazano, Ze maligni zvrat je
procesem nékolikastupfiovym a zaroven byly nalezeny faktory, které tento proces
zpusobuji nebo se na ném podileji. Vyzkum nadorovych onemocnéni je interdisciplinarni
zalezitosti, kdy spolupracuji nejen 1ékafi, ale i biologové a chemici.

Za zékladni podminku vyvoje nadorovych procest je v soufasnosti povazovano
vyvolani ur¢itych genetickych zmén, které porusuji regulaéni procesy a jez nasledné vedou
ke ztrat¢ diferenciace bunék, k jejich nekontrolovanému mnoZeni a k naruSeni tkarové
celistvosti. Ve zdravém organismu je za bezchybny ontogeneticky vyvoj podle programu
obsazeného v zygoté a za zachovani jeho celistvosti jako eukaryotického mnohobunééného
organismu odpovédna pribézna regulace exprese (projevu) genu v buiikach. PtisluSnou
regulaci jsou buriky tkdni organismu udrzovéany v diferenciovaném stavu.

Poruchy regulace projevu gentt mohou vést k tvorbé nadord. Nadorova burika se od
normdalni somatické burky lisi tim, Ze je v ni geneticky podminénou zménou naruSen
regulacni mechanismus jejiho déleni a diferenciace. Nador (tumor, novotvar) je nova
abnormalni tkan v mnohobunééném organismu, jejiz buiky se déli neregulovanym
zpusobem. Proces vzniku nador se nazyva kancerogeneze. Podle schopnosti proniknout do
jiné tkané a proliferovat v ni za tvorby nového nédoru, tedy podle schopnosti metastazovat,
jsou nadory oznatovany za':

1. nadory nezhoubné (benigni), které se nesiti metastazou a nepronikaji do jiné
tkané
2. nadory zhoubné (maligni), které se naopak §ifi metastazou a pronikaji do
jiné tkané.
Maligni nadory se od nadord benignich odliSuji pfedev§im rychlosti progrese, ktera je

urCujicim faktorem prognéz pro pacienta. Dal$i vyznamnou odliSnosti je porucha



diferenciace bunék — procesu piechodu od buiiky kmenové k buiice se specializovanou
funkci a vlastnostmi. Maligni buriky se ¢asto vyznaduji uréitym stupném dediferenciace,
tedy ztratou funkci a vlastnosti, které méla pivodni tkan, v niz se nador vyvinul. Stupeii
diferenciace nadorovych bun€k je vyznamnym diagnostickym meéfitkem. Zasadnim
prikazem maligniho bujeni je infiltrace nadorovych bun€¢k do normalni tkané a jeji
destrukce. Maligni nadory, které se vyznauji invazivnim rastem, mohou vytvaret
metastazy (dcefiné nadory). Ty pravdépodobné vznikaji z jediné maligni buriky, ktera se

uvolnila do krevniho nebo lymfatického obshu.'>?

3.2. Kancerogeneze

3.2.1. Mechanizmus kancerogeneze

Pro spravny vyvoj a funkci bunék je nezbytna regulace exprese genii. Mutace
souvisejici s kancerogenezi nastavaji piedev§im ve dvou typech gend, a to
protoonkogenech a tumor supresorovych genech.2

Geny kodujici proteiny, které jsou soudasti pozitivnich regula¢nich mechanizmd,
tedy stimulace déleni a ristu bunék (rastové faktory, receptory, proteinkinazy, transkrip&ni
faktory), se nazyvaji protoonkogeny — geny potencialné schopné se zmeénit na onkogeny.
Tato pfeména se oznaluje jako aktivace protoonkogenu. Déleni bun€k se stava
neregulované. Proteiny, které jsou produkty téchto gend, jsou oznacovany jako
protoonkoproteiny.'
odli$na skupina gend. Jde o tzv. antionkogeny, které jsou také oznaCovany jako
supresorové geny (tumor supresorové geny). Proteiny, jez koduji, potlac¢uji mnozeni
(proliferaci) normalnich somatickych bunék a udrzuji je v klidovém stavu. Tyto geny jsou
inaktivovany chemickym karcinogenem, dochazi ke ztraté funkce tlumivych gent, a ztraci
se tak pfirozena brzda prib&éhu bunééného cyklu a dochazi také k neregulovanému
mnozeni bunék.'

Pokud dojde k mutacim v téchto regulac¢nich genech, muze dojit k malignimu
zvratu buniky. Obecné rozliSujeme dva druhy mutaci: pfirozené (chyba pii replikaci) a
vyvolané vnéjsimi faktory. Mezi vn&jsi fadime':

» Biologické kancerogenni faktory — zména genetické vybavy a imunity, az

20 % nédort je zpisobeno onkoviry.



» Fyzikdlni kancerogenni faktory — zejména rGzné typy zéafeni (UV,
Rentgenovo ¢i radioaktivni) a nékteré druhy velmi jemnych anorganickych
pevnych ¢astic (azbestu—azbestoza, slou¢enin berylia,
minerali—mechanické poskozeni DNA).

» Chemické kancerogenni faktory — jsou velice rozSifené a Mezindrodni
organizace pro vyzkum rakoviny (International Institute for Research on
Cancer-IARC)" uvadi vice neZ 3Sedesat chemickych kancerogent
vyvolavajici nadorova onemocnéni u c¢lovéka. Muizeme je rozdélit na
kancerogeny pfimé, které pisobi po vstupu do buiiky na DNA piimo bez
dalsi chemické pfemény, a neptimé — prokancerogeny — které ziskavaji svij

kancerogenni potencial az metabolickou pfeménou.

3.2.2. Chemické kancerogeny

b

Do lidského organizmu se denné dostava obrovské mnozstvi chemickych latek, at
je to cestou inhala¢ni, transdermalni nebo alimentarni.> V ovzdusi se nalézd mnoZstvi
polutantl organické povahy (vyfukové plyny, primyslové zplodiny...), v potravinaistvi se
pouzivaji ruzné chemické latky jako konzervanty nebo barviva a zejména v nékterych
prumyslovych odvétvich je ¢lovék vystaven silnému ptsobeni riznych chemickych latek,
které Ize podle mechanismu jejich plisobni rozdélit do tii skupin"‘sz

1. Genotoxické — tvoii kovalentni adukty s DNA (95 % kancerogent).

2. Kancerogeny zpisobujici zmény struktury molekul DNA, jako jsou jedno- a
dvoutetézcové zlomy (single- and double-strand break), déale zmény
struktury DNA, které jsou vyvolany bifunkénimi ¢inidly zpisobujicimi tzv.
cross-linking (propojeni molekul), a to DNA-DNA cross-linking (intra- i
intermolekularni) nebo také DNA-protein cross-linking (Obrazek 1, str. 8).

3. Epigenetické — modifikuji molekuly DNA nekovalentnimi vazbami. Jde
napt. o latky oznacované jako interkalaty, které jsou vmezefeny ve

dvousroubovicové struktufe DNA.



VYSTEPENI BAZE ALKYLACE BAZ|
(alkylaéni €iniddla) (alkylagni ¢inidla)

|
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. 1 x
1 f

INTERMOLEKULARNI CROSS-
-LINKING (cis-platina, psoralen)

t

JEDNORETEZCOVY ZLOM
(bleomycin, X-paprsky)
INTRAMOLEKULARNI ADUKT FOTOPRODUKT
(cis-platina) (UV zéafeni)

Obrazek 1: Prekarcinogenni zmény v DNA vyplyvajici z ruznych typt poSkozeni

(modifikace) DNA.'

Modifikace DNA vnéjSimi faktory (tedy kancerogeny) v mistech, kterd jsou

urCujici pro regulaci a diferenciaci bunék jsou povaZovany za prvni nejdulezitéj§i krok

vicefazového procesu kancerogeneze. Prevaznou vétSinu modifikaci DNA, které vznikaji

v disledku piirozené expozice organizmu vnéj$im kancerogennim vliviim, je organizmus

schopen odstranit diky svym G¢innym reparaénim mechanismiim. Proces kancerogeneze

;v o PP v s 1,1 .
ma tii faze: iniciaéni, promo¢ni a progresml‘ > (Obrazek 2, str. 9):

1.

V inicia¢ni fazi dochazi ke zménam genetické informace zdravych bunék, které
vedou k tvorb¢ prekarcinogenni léze. Je tfeba zdlraznit roli imunitniho
systému. Jestlize funguje sprdvnym zplsobem, pozménénou buriku rozpozna,
zneSkodni a proces kancerogeneze se tak prerusi. Je-li vSak imunitni systém
z n€jakého divodu oslaben ¢i poskozen (nemoc, stafi, vrozené snizeni imunity),
pozménéna burika se v dalSich stadiich vyviji az k nadoru.

V promo¢ni fazi dochazi k velmi rychlé proliferaci primarné pozménénych
bunék. Dochézi ke vzniku benigni léze, ktera jeSt¢ nema agresivni vlastnosti
nadoru. Nedochéazi k zddnym genotoxickym zménam v DNA a existuje zde
jesté ur€itd mira regulace. Promo¢ni ucinky ma napiiklad expozice
cigaretovému koufi nebo nevhodna strava. Nemusi vzdy dochazet ke vzniku
benigniho nadoru, promo¢ni faze mize byt preskocena.

Posledni faze kancerogeneze se oznacuje jako progrese. Latky pulsobici v této
fazi jsou progresory, které stejné jako iniciatory maji genotoxické ucinky. Zde

nastava kone¢na premeéna do té doby casteéné kontrolovaného ristu benigniho



nadoru na rist nekontrolovany. Vznikd maligni nador, ktery prordsta i do
sousednich tkani a ni¢i je. Po vniknuti do cévniho a lymfatického systému se
nadorové buiiky ¢asto zanaSeji do vzdalenych organti organismu a vznikaji tak

metastaze.

Modifikovana DNA
Metabolicka
T-G~A

aktivace > |~<': Fixace \.
— —_ Ac.T —_
Biologicky

Iniciace Promoce Progrese

=%

O =4

R (Y
*v00ec IGDTT eacacacsey

-e
.o
.

EXPOZICE  imers divka uginna davka L”Li;il?;’a”é Preneoplazie Maligfwance ’ ’
Detoxikace __T : Néadorové onemocnéni
i—‘ Reaktivace Latentni obdobi (perioda)
Vylougeni Oprava DNA
EXPOZICE EFEKT
= 1den 20-400et

Obrazek 2: Schéma vicestupiiového procesu kancerogeneze.'

Transformace buriky v nddorovou probihd stupniovité a dlouhodobé, piicemz cely
proces muze trvat 15-30 let (Obrazek 2). Diky Zivotnimu stylu se doba latence
v posledni dob¢ zkracuje. Velmi dilezité je, v jaké fazi se onemocnéni rozpozna. Proto
se klade daraz na prevenci (sledovani DNA, stavu p53, onkogeni a organt, které jsou
na onemocnéni nachylnéjsi). Vzhledem k tomu, ze pravé modifikace molekul DNA
jsou povazovany za kriticky krok kancerogeneze, jsou hledany postupy, jak je

detekovat a jak jejich vzniku zabranit.



3.3. Ellipticin

H,G Ellipticin (Obrazek 3) patfi z chemického

hlediska mezi pyridokarbazoly, jeho systematicky nazev
je 5,11-dimethyl-6H-pyrido[4,3-b]karbazol. Ellipticin a
nékteré jeho derivaty jsou alkaloidy, které vykazuji

3 vyraznou protinadorovou aktivitu. Poprvé byly

Obrizek 3: Struktura ellipticinu  izolovéany z rostlin

Celedi Apocyanaceae (Ochrosia borbonica, Ochrosia

elliptica)‘ (Obrazek 4).

Vyhodou ellipticinu je jeho vysokd u¢innost a “
pomérné nizké vedlejsi toxické ucinky. Jen asi u tfetiny pacienti se
vedlejsi u¢inky projevuji jako nevolnost ¢i zvraceni. Hematologicka
toxicita se projevuje aZz pii dlouhodobém podavani tohoto 1éCiva a je patrné
imunoalergického pavodu.’

II

Obrazek 4: Celed’ Apocyanaceae,
I — Ochrosia elliptica, I1 —Ochrosia

borbonica

3.3.1.Metabolizmus ellipticinu

Ellipticin je protinadorové 1é¢ivo jehoz piesny mechanismus pisobeni neni jesté
zcela objasnén. Dochéazi k enzymatické aktivaci ellipticinu cytochromem P450. Tyto
enzymy oxiduji ellipticin na pét riznych metabolitli: 7-hydroxyellipticin, 9-
hydroxyellipticin, 12-hydroxyellipticin, 13-hydroxyellipticin a N*-oxidellipticin (Obrazek
5, str. 11).
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Obrazek 5: Metabolismus ellipticinu riznymi formami cytochromi P450 v lidském

organizmu.’

Hlavnim ,,deaktiva¢nim* metabolitem ellipticinu je 7-hydroxyellipticin, ktery je
minoritnim metabolitem tvorfici se v lidskych jatrech. Tento metabolit vykazuje jen velmi
nizkou cytotoxicitu.” Ostatni metabolity maji vy$si cytotoxické uginky neZ samotny
ellipticin.  9-hydroxyellipticin je tvofen v lidskych jaternich mikrosomech.®® 13-
hydroxyellipticin a N*-oxidellipticin jsou zodpovédné za tvorbu dvou majoritnich DNA
aduktd.® Tvorby jednotlivych metabolitd je zavisla na aktivité raznych forem cytochromu
P450.

Hydroxylace ellipticinu v poloze 7 (reakce detoxikacni) respektive 9 (reakce
aktivaéni) je katalyzovana ptredevS§im CYP1A1/2. Ostatni aktivaéni metabolity jsou
efektivné tvofeny zejména formou CYP3A4 (Obrizek 5). Jmenované enzymy jsou ve
vysoké mife exprimovany v nadorech citlivych na lé¢bu ellipticinem, napiiklad v burikach

. o ", .. 9
nadort prsu ¢i ledvin.

3.3.2. Mechanizmy cytostatického pusobeni ellipticinu

Protinadorova, mutageni a cytotoxicka aktivita ellipticinu je vysvétlovana
nasledujicimi mechanizmy:

Interkalace do dvojsroubovicové molekuly DNA,* ktera vyplyva

z velikosti a tvaru jeho molekuly, je zplsobena slabymi reverzibilnimi

hydrofobnimi interakcemi sbazemi DNA. Interakce mezi methylovou

11



skupinou ellipticinu a thyminem v interkalaénim mist¢ je urcujici pro

orientaci této sloueniny v DNA.'"!"!

Inhibice topoizomerazy II °> Piisobenim ellipticini vznika doposud ne zcela

objasnénym mechanizmem katalyticky inaktivni komplex topoizomeréazy II

kovalentné navézané na rozitépenou DNA.'>!*

e Selektivni inhibice fosforylace proteinu p53."*'%® Protein p53 je produktem
tumor-supresorového genu; jeho fyziologickou funkci je indukce apoptdzy,
k nizZ dochazi po nahromadéni defosforylované formy p53. Mutace tumor-
supresorového genu pS5S3 vede ke ztraté jeho funkce, ustava inhibice
proliferace a vznikaji &asto agresivni formy nadorového onemocnéni."

Ellipticin, pravdépodobné mechanizmem inhibice specifické

cyklindependentni kinazy'® nebo aktivaci transkripce mutantniho p53 je

schopen obnovit jeho fyziologickou funkei.'®"’

o Inhibice oxidatni fosforylace'® Na  zakladé dat  ziskanych
mikrospektrofluorometrickymi metodami bylo zjisténo, ze ellipticin je
akumulovan kromé& jadra také v mitochondriich,' kde inhibici oxidaéni

fosforylace zplisobuje letalni snizeni obsahu ATP v burice.

Vyse uvedena vysvétleni mechanizmu protinddorové aktivity ellipticinu jsou
zalozena zejména na nespecifickém pusobeni a jsou typickd pro daleko slabsi
kancerostaticka agens nez jakym je ellipticin. Tato skute¢nost vsak ostfe kontrastuje
s pomérné uzkou specifitou Ucinku ellipticinu vi¢i uréitym typim neoplazie. Velmi
dilezitym aspektem pfi terapii ellipticinem je individualni variabilita v odpovédi pacientt
na podané 1é¢ivo.”’ Z vysledku dlouhodobého studia této problematiky v laboratofi Doc.
M. Stiborové plyne vysvétleni, Ze specifita chemoterapeutického ucinku i selektivni
odpovédi na podané lé¢ivo, mize byt zplisobena rozdilnou enzymovou vybavou lidského
organizmu.?' Ellipticin tedy pusobi jako ,pro-lé&ivo*: je metabolicky aktivovan enzymy
cilovych nadorovych tkani — cytochromy P450 a peroxidazami — na biologicky u¢inné;si
derivaty. Tyto aktivaéni metabolity poskozuji bunky novotvaru efektivnéji, a sice

kovalentni modifikaci DNA 22232425
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3.4. Transportni systémy léCiv = ,,drug delivery“ systémy

Klasickou chemoterapii vétSiny nadorovych onemocnéni pomoci dostupnych a
v klinické praxi pouzivanych lé¢iv doprovazi fada nezadoucich toxickych u¢inkd. VétSina
dnes uzivanych protinadorovych lé¢iv ma totiz nedostate¢nou selektivitu pro nadorovou
tkan. To omezuje moznosti u¢inné lécby pouzitim vysokych davek cytotoxického 1é¢iva,
které jsou potfebné pro dosazeni uplného terapeutického ucinku.

Pokroky ve vyzkumu pomohly pochopit mnohé patologické mechanizmy
nadorového bujeni a navrhnout nové terapeutické moznosti. Mnoho vyzkumnych skupin se
vénuje vyvoji novych I€Civ s cilem zaméfit cytotoxicky ucinek kancerostatika predevsim
na nadorovou tkan, tedy eliminovat toxické u¢inky lé¢iva na zdravé tkane.

Termin ,drug delivery” oznafuje piivod léCiva do organizmu pozadovanou
rychlosti nebo v pozadovaném &ase a jeho uvolnéni v misté piisobeni.?

,Drug delivery” systémy — transportni systémy lé¢iv — jsou obvykle
makromolekuly nebo superamolekularni struktury (dendrimery, polymerni micely nebo
lipozomy), které funguji jako nosi¢e. Rliznym zptisobem vazou lé¢ivo, které tak ziskava
zcela jiné vlastnosti nez ma volna forma léku (obvykle je rozpustnéjsi, zvysi se jeho
stabilita, cileni, efekt multivalence-viz. 3.6.). Tyto komplexy jsou v idealnim ptipadée
transportovany v organismu do cilového mista.”’

Cilem pouziti ,,nosic¢t™ 1é¢iv je zejména:

o Selektivné zaméfit uéinek lé¢iva na cilovou tkan, buiiku nebo dokonce
bunéény kompartment. Tim lze ¢asto omezit nezaddouci u¢inky lé¢iva na
zdravé tkang.

e Zajistit rozpustnost ve vodé nerozpustnych I€¢iv.

Byla vyvinuta cela fada typt nosicu 1é¢iv, zalozenych na rozpustnych polymerech,
liposomech nebo nanocasticich. V soucasné dobé je kladen zvlastni diraz na systémy,
které by mély umoznit pokud mozno co nejselektivnéj§i dopravu chemoterapeutik a

radiofarmak do nadorové tkané.
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3.5. Dendrimery

Dendrimery jsou jednou ze skupin materidld uzivanych ve vyzkumu systémui
transportu lé¢iv. Stale pfibyva moznosti jejich vyuziti ve farmaceutickém, lékaiském a
biomedicinckém inzenyrstvi.

Dendritické struktury byly objeveny jako nova tfida polymerd. Prvné se o nich
zminil Vogtle?® roku 1978 a predstavil je jako kaskddni molekuly (cascade molecules).
Vyvoj v této oblasti vedl ke vzniku vétSich dendrimernich struktur. Roku 1985, kdy
Newkome?® a Tomalia®® nezavisle publikovali své vysledky o skupiné vétvenych molekul,
ptejmenovali tyto struktury jako stromové (arborols) nebo dendrimery. Slovo dendrimer
bylo pfijato jako nazev téchto struktur.

Termin ,,dendrimer* pochazi z feckého slova dendron, znamenajici strom nebo
vétev, a meros, znamenajici cast. 132

Dendrimery jsou pravidelné se vétvici slouCeniny s variabilnim sloZenim,
strukturou, molekulovou vahou, povrchovymi skupinami, mocenstvim, fyzikaln¢-
chemickymi vlastnostmi a biologickou aktivitou. Na rozdil od polymert se jedna o presné

definované molekuly s unikatni stavbou a pfesnou molekulovou hmotnosti (Obrazek 6).

Obrazek 6: Schématicky obrazek dendrimerni struktury.

Neni zcela jednoduché najit obecnou definici téchto sloucenin, ta ¢asto to zavisi na

specializaci autora.

14



Vyznam dendrimert tkvi zejména v unikatnich strukturnich vlastnostech. Vyhody,

které dendrimery nabizeji jako zékladni stavebni jednotky Ize shrnout v nékolika bodech:

1.
2.
3.

© N o

levné a dostupné vychozi latky

snadna pfiprava a izolace, uskute¢nitelna i ve velkém métitku

dobfe definované silné¢ vétvené makromolekuly, které maji v idedlnim
ptipadé kulovitou strukturou

supramolekuly majici tvar stromu, kontrolovanou strukturu a velky pocet
specifickych koncovych funkénich skupin3 3

nanostruktury umoziujici multivalentni interakce

snadna chemicka opracovatelnost zakladniho skeletu molekuly
mono-dispersni

moznost ,,fidit* rozpustnost jak v organickych rozpoustédlech tak i ve vodé

Zékladni biologické vlastnosti dendrimert jsou:

> stabilita

rozpustnost ve vodé

v

biokompatibilita

Y

pl
/

Y

neimunogenita

Y

biodegradabilita

farmakologicka inaktivita®® - chranit cely systém transportu 1é¢iv pied

Y

rychlou eliminaci z organismu (ledviny, jatra)
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3.5.1.Typy dendrimeru

V zévislosti na slozeni a struktuie jadra, vétvi a povrchovych funkénich skupin a
jejich substituci, mizeme rozlisovat n&kolik typa dendrimeri.®!

Prvni kompletni dendrimerni rodina, ktera byla pfipravena, charakterizovana a
komercializovana jsou Poly(amidoamin) dendrimery (PAMAM) (Obrazek 7), nékdy také
zvané Starburst dendrimery. Tyto dendrimery piedstavil Tomalia®® roku 1985 a byly
pfipraveny divergentni metodou (viz nize). PAMAM dendrimery jsou biokompatibilni,
tolerované imunitnim systémem, ve vodé rozpustné a na svych koncich maji rozsifitelné
funk¢ni amino nebo esterové skupiny vhodné pro navazani dal$ich funkénich skupin nebo
molekul.*®

Dalsi typy dendrimerd se skladaji z opakujicich se jednotek: amind, amidd,
karbosilant, siloxanu, estert, etherl, acetylenli, amino kyselin a nukleovych kyselin a
dalSich (Obrazek 7). Do dendrimerti mohou byt zaclenény dal$i funkéni jednotky (napf.

porfyriny,chromofory).*’
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Obrazek 7: Ruzné struktury dendrimeru: I-poly(propylenimin), II-dendrimer
s jadrem na bazi Si, III-poly(amidoamin) dendrimer (PAMAM). ¢!

16



3.5.2.Struktura dendrimeru

Struktura dendrimerti se d&li na tii zakladnich ¢asti’® (Obrazek 8):

1. Jadro
2. Povrchové
funk¢ni
skupiny
3. Vétvici se vélvfcisejednol/ky
jednotky

Obriazek 8: Zakladni struktura dendrimeri.

Jadro je centralni jednotka, ve vétSiné ptipadi symetricka. Nese 2, 3, 4, ¢i vice
funkénich skupin (amino, hydroxy, karboxy, atd.), na které jsou vazany vétve (Obrazek 9).
Vétve jsou slozeny ze stavebnich blokl s nejméné tiemi funkénimi jednotkami. Prvni je
vazana na jadro nebo predchozi generaci, druha a dalsi slouzi pro vétveni do dalSich
generaci.

Opakovanim vrstev stavebnich blokti ve vétvich dochazi k vytvoreni periodicky
vétvené struktury dendrimeru. Kazdé opakovani sekvence vytvari dalSi vrstvu vétveni,
zvanou ,.generace”. Pfesné pocitani generaci miZe byt zdrojem nedorozuméni.”’ Boas™ a
spol. definovali dendrimerni generaci jako pocet ohniskovych bodu (kaskadnich bodi),
smérem od jadra k povrchu; napt. generace 5 (GS) dendrimeru ma pét kaskadnich bodl
mezi jadrem a povrchem.’® Jadro je nékdy oznatovano jako generace ,nula®, nemé

kaskadni body (Obrazek 10, str. 18).

" Obrazek 9: Priklady raznych typu

H . }5\ Z dendrimernich  jader: amino, hydroxy,
a7

karboxy.*'

m @

n
)
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3.5.3. Priprava dendrimeru

39

Dendrimery jsou budovany vice krokovym zpusobem.”” Obecné dendrimery

vychazeji od jadra a jako strom se rozvétvuji s kazdou nasledujici generaci.

Existuji dva hlavni pfistupy k syntéze dendrimerti.
1) divergentni (rozbihava) metoda® — start ristu je uvnitt (od jadra) a sméfuje
smérem ven. Jak uZ nazev napovida, divergentni strategie zahrnuje pfipeviiovani
opakujicich se jednotek okolo jadra béhem po sob€ jdoucich chemickych reakci na okraji
rostouci makromolekuly. Jedna se o dendrimer s jadrem, kde struktura roste do vice smért,

zavisi to na mocenstvi jadra a stavebnich jednotkach vétvi (Obrazek 11).

¥ w3 ¥
A ~-->§”¥ “‘5———’ :

G1 G2 G3

Obrizek 11: Divergentni metoda syntézy dendrimeru®.
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Monomerni jednotka snejméné dvémi chranicimi koncovymi skupinami je pfidana
k zékladnimu jadru, poté jsou koncové skupiny odchranény (nebo aktivovany) a druha
vrstva chranénych monomernich jednotek je pfidana a vznikne dal$i generace dendrimeru.
Za pouziti divergentniho pfistupu mohou byt rychle ptipraveny pomérné velké dendrimery.

Nevyhodou tohoto postupu jsou &asté problémy s purifikaci a mono-dispersitou.’

e S e S

G3
dendrimer dendrimer / dendrimer
dimerizace
: —< y spojeni dendronu
G2 G3
dendron dendron

# =chranici skupina =ortogonalni chranici skupina

Obrizek 12: Divergentni a konvergentni metody syntésy dendrimert.®'

2 ) konvergentni (sbihava) metoda® — ma opa¢ny pribéh nez metoda
divergentni (Obrazek 12). Molekula je stavéna postupné, za¢ina se od koncovych skupin
smérem k vnitini ¢asti a v koncovém kroku je pfipevnéna k jadru. Dendrimery bez jadra
rostou pouze v jednom sméru a jsou oznadovany jako dendrony.>*3

AB; typ monomer obsahuje jednu A a dvé B skupiny, které za polymeriza¢nich

podminek spolu reaguji, za B
vzniku vysoce vétvenych )\ B
BA
polymernich klind. B
Videalnim pfipadé zbyva Linearni jednotka  BA BA_<B
pouze skupina A, kterda je B BA~ B
; ; imco A — A< B
drzena ve stfedu. Zatimco ‘—< BA _< Koncova jednotka
, . . . B BA
klin je tvofen podtem BA‘< B
o ) ) Vétvena jednotka B B
rozdilné pospojovanych B BA {
skupin, véetné linearnich, BA 5 B

vétvenych a  koncovych
jednotek  (Obrazek 13).*

Obrazek 13: Schématické znazornéni AB, polymeru.
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Tento proces zahrnuje ptfipevnéni dvou koncovych ¢&asti k jedné koncové skuping,

ktera ma chranici funkéni skupinu, vznikd prvni generace. Odchranénim a zachazenim

s polovi¢nim ekvivalentem monomeru vznik4 dal3i generace.®*

U divergentni metody problém nastdvda pfi neuplnych reakcich koncovych

funkénich skupin, protoZe tyto strukturni chyby jsou nahromadény s dal$imi vzniklymi

generacemi. ProtoZe meziprodukty vykazuji stejné fyzikalni vlastnosti, chromatograficka

separace neni Casto mozna, ¢i dostate¢né ucinna. Proto vyssi

generace divergentné

stavénych dendrimerti &asto obsahuje n&jaké strukturni chyby.**

U konvergentni metody je segment rostouci s kazdym reakénim krokem spojen

pouze s jednou vétvici se jednotkou. Tudiz tento piistup napomaha odstranéni neZadoucich

meziproduktti. Tato metoda je ¢asto omezena jen na dendrimery niZ$ich generaci.

Dalsi ptistupy pfipravy dendrimert jsou zaloZzeny na zménach nebo kombinacich

téchto dvou metod. Pfikladem je dvoustupiiova konvergentni metoda - monodendrony

obsahujici jednu reaktivni skupinu ve svém stiedu jsou spojeny divergentnim zplisobem

s okrajem dal§iho monodendronu nebo dendrimeru.

Rizné metody piipravy, rozdilna reaktivita na povrchu, vnitini ¢as

43

ti vétvi nebo

vjadfe nam dovoluji ziskat
sloueniny majici rtznorodé
. . 44
topologie (Obrazek 14).
dendrimer dendrimer s vice typy dendrimer s jednolitou vrstvou
P funkénich skupin  povrchovych funkénich skupin
f . ms"*, e ’31-?1:‘:,%
-»‘.'\‘Mku:( o i \:_'s 'S? 5{'{;5" 2:._]‘-
> 3 dendron 1\‘73' Y Yo ety
.- :1;\” JK "vi“ﬁ
AN N
Ao A et DR Ay DR, Y
S RS S
et i o NelN e D)
oy ~ ooy o SET
v W Y Jg ga z;_a;« /’
dendrimer s ruznymi povrchovymi i ; " o AN
funk&nimi bloky ’ ;-.’,;.',‘,,,‘,;f-"
. dendrimer s vétvenymi dendrony
A
w iR by
%,JAS‘I *@ .r""(\‘ Wm
e N[
b T&" 7 I Obrizek  14:  Schématické
!., M ]
4‘{ ST -J{k &’(\;&f? i'&\},h x\k\ znazornéni ruznych
rozvétvené makromolekuly lineami polymer s vétvenymi dendrimernich struktur.*
dendrony
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3.5.4.Fyzikalni, chemické a biologické vlastnosti dendrimeru

Jednoznac¢nost téchto tfirozmérnych polymeri napoméaha ke kontrole jejich tvaru,
velikosti, molekulové vahy a topologie. Proto je vyzkum dendrimert tak zajimavy a oblast

badani se rychle rozsituje.

3.5.5.Moznosti vyuziti dendrimeru:

Dendrimery byly pouzity napfiklad pro (chiralni) katalyzu,***%*”*® jako povrchové
aktivni ¢inidla, jako materialy pro ,host-guest (studium interakci) chemii,*****"? pii

chemotherapii, v rakovinové imunitni terapii, pro transport léebnych oligonukleotidl

53,54,55

nebo lékd do nadord, pro dodavani kédujicich oligonukleotidii,”® jako modelové

slougeniny pro komplexaci DNA,’’ jako zobrazovaci kontrastni ¢inidlo pfi magnetické

rezonanci,3 3,58 pro napodobovani membran, virti a micel, v imunodiagnostice, vakcinova

technologie nebo jako nosice pro léky a geny.*>??-3659.60.61
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3.5.6. Rozdily mezi dendrimery, polymery a rozvétvenymi
makromolekulami

V nékterych odvétvich chemie, se dendrimery stavaji stale vice dilezité jako
alternativni makromolekuly klasickych polymerd. Takovym ptikladem je napt. katalyza,
kde se dendrimery objevuji jako dilezité materialy.

Tato nova tfida makromolekul, nesouci nékteré vlastnosti jak polymert tak malych
molekul, mlze byt rozdélena na dvé rodiny: dendrimery a znacéné rozvétvené
(hyperbranched) makromolekuly. Lisi se v jejich vétvicich se sekvencich (Obrazek 15).
Dendrimery se skladaji ze symetricky uspofadanych vétvi vychazejicich zjadra
dendrimeru, spole¢né s definovanym poc¢tem koncovych skupin, odpovidajicich ptislusné
generaci. Vysledkem je vét§inou mono-dispersni, kulovity tvar.

Vysoce rozvétvené molekuly jsou piipravovany jednokrokovymi reakcemi, jsou
nepravidelné vétveny. Linearni a koncové segmenty, jsou mnohem méné homogeni neZ u

. o 62
dendrimeri.®

Obrazek 15: Kaskadné vétvené polymery. A) Dendrimery, B) Rozvétvené

makromolekuly.

Rozvétvené makromolekuly jsou nanoobjekty, které kombinuji vlastnosti ¢asti a
polymernich molekul. Proménlivost primarnich molekulovych struktur a molekulova
konformace d¢laji zrozvétvenych polymerti zajimavé stavebni jednotky pro
nanotechnologie. Mezi nejbéznéjsi struktury patfi dendrimery, stromovité rozvétvené
polymery, molekulové kartacky (brushes), a monodendrony substituované ftetézce

(Obrazek 16, str. 23).%
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dendrimery stromovité rozvétvené polymery

molekularni kartace fetézce substituované monodendrony
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Obrazek 16: Typy struktur rozvétvenych makromolekul.”

Jednou z typickych vlastnosti dendrimert je jejich dobra rozpustnost v organickych
rozpoustédlech. To je dulezitou vyhodou oproti typickym nerozpustnym polymerim
s nepravidelnym uspofadanim funkénich mist, které si ¢asto vazné stericky brani. Takto
katalyticky aktivni tfidy jsou potencidlné vice dostupné v reakénim prostiedi s dendrimery
nez s polymernimi katalyzatory. Dalsi vyhodou dendrimernich katalyzatorti je jejich
dostatecna velikost a mozZnost oddéleni ultrafiltraéni technikou. Zatimco polymerni
materidly maji ¢asto vysokou viskozitu a proto se s nimi tézko zachazi. Na druhou stranu,
ptiprava dendrimerti je finanné a Casov€ naro¢néjSi nez piiprava tradi¢nich polymert
(dendrimerni piiprava vyzaduje vice-krokové procesy, polymerni pfiprava je jednokrokovy

proces).(’4
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3.6. Multivalentni litky a princip multivalence®

3.6.1. Valence
Valence (mocenstvi)®® molekuly nebo jeji biologické entity jako je buiika, virus
nebo bakterie predstavuje pocet oddélenych funkénich jednotek stejného nebo podobného

typu, které jsou pfipojeny k molekule nebo entit¢. Pokud molekula ptedstavuje dveé

spojené, identické kopie
vazajicich se zakladnich prvki, ] Ll fro—— I.J
jakO napf. ligand, je monovalentni ligand monovalentni receptor monovalentni asociace
klasifikovana jako bivalentni — N
. . ) B Bl — Rellad
molekula. Naptiklad bivalentni
bivalentni ligand bivalentni receptor bivalentni asociace

interakce nastane pfi spojeni

bivalentniho ligandu > oty mN )
C I B

s bivalentnim receptorem.

multivalentni ligand multivalentni receptor multivalentni asociace

Interakce probihd mezi dvéma
pary receptor-ligand (Obrazek .F‘iﬁ.

17). Multivalentni nebo

trivalentni ligand trivalentni receptor bivalentni asociace

pOlyvalentni interakce (strukturni valence) (funkéni valence)
definyjeme jako  soucasnou

asociaci s vice ligandy Obrazek 17: Definice strukturni a funkéni valence je

pfitomnymi na molekule nebo ilustrovana na monovalentni, divalentni a multivalentni

biologickém  povrchu s vice (polyvalentn interakei.”
receptory pfitomnymi na komplementarni entit€. Ne vSechny ligandy pfitomné na
multivalenti molekule jsou nutné zapojeny do interakci s receptory (Obrazek 17). Tato
vlastnost se nazyva funkcni valence.

Multivalentni interakce jsou siln€j$i a selektivnéjsi nez obdobné monovalentni

interakce. Jsou proto pouze slabé inhibovany vét§inou monovalentnich ligandd, obzvlast

pokud vazebné misto pro monovalentni ligand je mélké (nizkoafinitni).

3.6.2. Spojka

Spojka (linker, spacer) — priprava multivalentnich molekul je realizovana pomoci
navazani vice molekul ligandu nebo vazajiciho se elementu s linkerem. Linker neslouzi

pouze jako kovalentni spojka, ale také tidi vhodnou vzdalenost mezi navazanymi ligandy.
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Vicenasobny receptor-ligandovy par pak interaguje soué¢inné bez vzajemného piekryvani

ligandu (Obrazek 18).

polyvalentni receptor polyvalentni ligand

—

-—-—: leseni
—=

Obrazek 18: Interakce polyvalentniho receptoru s polyvalentnim ligandem.®’

linker

Linker pouzivany pro multivalentni molekuly by mél byt chemicky a biochemicky
stabilni. Oproti tomu, linkery pouZivané v biokonjugatech molekul, navrzené naptiklad
jako prolé¢iva nebo prostiedek transportu, musi byt chemicky nebo enzymov¢ labilni, aby
mohlo dojit k uvolnéni monovalentniho lé¢iva v uritém mist¢ v organismu nebo po
transportu do cilového mista. Linker musi byt pfinejmen$im neutrdlni vzhledem
k biologické aktivité, aby negativné nezasahoval do skutecné aktivity vazaného ligandu.
V nékterych ptipadech, mize dokonce vazbu potencovat, za pfedpokladu, Ze produktivni

kontakty jsou tvofeny mezi linkerem a cilovym povrchem (napf. allosterické interakce).

Navrh linkeru musi vychazet ze zadané vzdalenosti mezi nosi¢em a ligandy,
konformacni vlastnosti (flexibilita, rigidita-konformacni stalost) a povaha spojovacich
funkénich skupin (amidy, ethery, aminy). Pokud je spacer dost dlouhy, aby poskytl
multivalentni obsazeni vazaného ligandu v misté receptoru, pak pevny linker pfispiva

cwr

pfiznivéji k t€snému spojeni nez flexibilnéjsi linker.

V nenavazaném stavu muize linker s ligandy zaujimat velké mnoZstvi konformaci.
Po asociaci ligandu s receptorem je molekula ligandu fixovana do konformace, kterd pro
volny ligand nemusi byt nejidealnéjsi. K tomu to faktu pfispivaji dva faktory — entalpicky

(AH) a entropicky (AS).
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Monovalentni asociace je spojena se standardnimi vztahy mezi tfemi
termodynamickymi parametry (AG™"® Gibbsova energie, AH™" a AS™"), které jsou
vyjadieny jako:

AGMOMO = AMON0 _ T AGMOn0
AS™" =~ AS™" (translaéni) + AS (rota¢ni)

Celkova zména entropie je v prvni fadé odvozena ze zmén v translacnich a
rota¢nich entropiich pfi asociaci receptor-ligand. Rovnost ptedstavuje kvalitativni soucet.
Predpoklada se, Ze translacni a rotacni entropie tvoii nejvétsi ptispévek. Dalsi mozné
ptispévky (konformacni, vibra¢ni a solvataéni entropie) jsou v podstaté zanedbatelné.

Pro bivalentni interakce je volnd Gibbsova energie (AGY) vyjadiena podobné,
pouzitim standardni rovnosti popisujici termodynamické slozky v kvalitativnim vztahu:

AG" = AH" — TAS"

AH®' ~ 2AH™"

AS® ~ AS™"™ (transla¢ni) + AS™™ (rotagni) + AS® (konformaéni, linker)
Pfedpoklada se, ze interakce jednotlivého ligandu v bivalentni molekule s kazdym
z bivalentnich mist je volnym a nezavislym déjem. Bivalentni zména entalpie je rovna
dvéma entalpiim monovalentnim. Bivalentni zména entropie obsahuje tfi slozky. Prvni dvé
slozky jsou rovny transla¢ni a rota¢ni entropii z monovalentni asociace. To je zaloZzeno na
uvaze: transla¢ni a rota¢ni entropie bivalentnich a monovalentnich ¢asti jsou si rovny,
protoZe tyto entropie jsou pouze malo zavislé na hmotnosti a velikosti. Tieti slozky
vyplyvad ze zmény konformaéni entropie. Tato ¢ast bere v ivahu konformacni entropii,
kterou prispiva ke zméné entropie linker.

Pro jednoduchy naznak termodynamickych vyhod multivalentnich systému, muze
byt Gibbsova energie srovnana mezi dvéma idealnimi systémy. Prvni je multivalentni
systtm, ve kterém jeden multivalentni receptor sm misty, se vaze kjednomu
multivalentnimu ligandu, také sm misty, za vzniku jednoho spravné sparovaného
multivalentniho komplexu. Druhy systém je zastoupen n nezavislymi pary monovalentich
komplext, slozenych zmn kopii monovalentniho ligandu a » kopii monovalentniho
receptoru. Gibbsova energie pro kazdy systém je dana:

nAG™"? = pAH™" - nTAS™"

AG™UI (1) — Apgmulti (1) _ A multi (n)

~ nAH™" - TAS™" - TAS ™™ (konformaéni, linker)
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Odeétenim téchto dvou rovnic dostaneme rozdil volnych energii mezi obéma systémy:
AAG — AG multi (n) _ nAGmOHO — (n'l)TASmono _ TAS multi (n)
Pokud je multivalentni asociace pevnéjs$i nez monovalentni asociace, coZ je diky zna¢nému

Smono

entropickému piispévku monovalentni vazby (A < 0). Toto srovnani podporuje

multivalentni vaznost, protoze ma relativné maly entropicky ubytek.

3.6.3. Leseni

Leseni (scaffold) — slouzi jako molekularni fixaéni systém, na jehoz povrchu jsou
chemicky reaktivni mista, ktera lze pouzit pro pfipojeni rozli¢nych ligandi. Valence a tvar
leseni ma podstatny vliv na vazebné a funkéni vlastnosti multivalentnich molekul, které
tvofi takovato leSeni. Podetné tfidy nosic¢u jsou obvykle pouzity pfi navrhu multivalentnich

molekul (Obrazek 19).

jedno-rozmérné linearni leseni rigidni leseni

Molekuly s nizkou valenci

leSeni

_ — ! ? jsou konstruovany

gand ¢ ¢ pouzitim jedno-rozmérné
glukoza makrocykly cahxarenv
penzen okodextinlinie  nebo  vétviciho
fetézce. Multivalentni
vétvené leseni legeni tvofené flexibilnim fetézcem
molekuly mohou téz tvofit
gf ’ * ] rigidni a pre-organizované

TN leteni, kieré je dobre

strukturné, orientané a

multiantenarni dendrimer polymer

konformaéné definované.

Obrazek 19: Tvar a velikost riznych leSeni pouzitych Rigidni systém

v multivalentni prezentaci.® .
piedstavuje znamy pocet
prefabrikovanych vazebnych mist, kterda umozniuji dosdhnout spravného umisténi s
ptipojenymi ligandy. Rigidni leSeni miZeme nalézt v riznych molekuldrnich systémech,
od malych molekul (benzen, glukosa) ptes makrocykly az ke sofistikovanym molekuldm
(cyklodextrin, calix[n]aren).
Povrch s pfirozené¢ se vyskytujicimi glykoproteiny poskytuje mnoho typi
glykosidického seskupeni v di- a triantenarni konfiguraci. Takto vétvena leSeni se podobaji

struktufe stromu a oznacuji se jako dendrimery. Pfi srovnani pfirodnich glykodendrimeri a

syntetickych dendrimert, jsou templaty vice kompaktni, s hustym vétvenim. V zavislosti
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na typu vétveni a jadru struktury, nékteré dendrimery zaujmou rozsahlou sférickou nebo
pseudosférickou strukturu, zatimco jiné pouze jeji ¢ast.

Syntéza multivalentnich molekul zalozenych na polymernim fetézci je snadno
dosazitelnd pomoci polymerizace ligandového monomeru nebo konjugaci modifikovanych
polymert s ligandy. Polymerni polyvalentni ligandy jsou Casto zaloZeny na flexibilni

konstrukci, ktera obsahuje poly(akrylamid).

3.6.4. Hustota ligandu

Hustota ligandi (ligand density) — dvé a vice riznych typd molekul mize byt
ptitomno soucasné v n€kolika exemplafich na postranim fetézci polymeru. Menici se
rozméry bioaktivniho ligandu a inaktivniho zbytku umoziiuji zménit biologickou aktivitu
dané molekuly. Ligandova (povrchova) hustota popisuje vlastnosti danych molekul pro
polyvalentni polymery. Definujeme ji jako pocet pfipojenych ligandii vzhledem
k celkovému poctu postranich fetézci na polymerni molekulu. Ligandové hustota
predstavuje kriticky faktor navrhovanych multivalentnich molekul, protoze Siroce ovlivni
ligandovou distribuci, meziligandovou vzdalenost, tvar a konformaci polymeru. V3echny

tyto vlastnosti pomohou modulovat biologickou aktivitu multivalentnich molekul.

3.6.5. Homo- a heterovalentni molekuly

Homo- a heterovalentni molekuly — multivalentni interakce se mohou vztahovat
k soucasné asociaci pusobici mezi identickymi pary receptor-ligand — tyto interakce jsou
homovalentni. Multivalentni interakce, které pusobi mezi vice nez jednim druhem
receptoru ¢i ligandu jsou heterovalentni. Homovalentni interakci tvofené nasobné ligand-
receptorové pary mohou pfispivat k vzristu sily asociace celého komplexu.
Heterodimerickd molekula se struktirné tzce podoba bifunkéni molekule, je slozena
zdvou riaznych ligandi spojenych linkerem. Bifunkéni molekula je navrhovana pro
monovalentni vazbu dvou odlisnych cilovych receptort separovanych nebo lokalizovanych

v rozdilnych kompartmentech buriky.
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3.7. Principy pouZitych reakci

3.7.1. Chranéni aminoskupiny®®

Aminoskupina je nukleofil a ma amfoterni charakter: chova se jako slaba kyselina
vici organokoviim, nebo jako silné nukleofilni a bazickd skupina vici elektrofilim a
protonim. Z techto divodi se musi chranit pfed nezddoucimi reakcemi. Z nepieberné
Skaly chranicich skupin stoji za zminku dva zplsoby chranéni: ve formé karbamatl a ve
form¢ amida.

Karbamaty obvykle vznikaji reakci odpovidajiciho chlorformiatu s aminem nebo
aminokyselinou v pfitomnosti baze, nejéastéji vodného alkalického uhli¢itanu nebo
terciarniho aminu (pyridinu). Esterova funkce chlorformiatu se voli tak, aby byla stala pii

syntetické transformaci a aby se dala selektivné odstranit.

Terc-butyloxykarbonylova skupina (Boc) se vyznacuje stalosti v alkalickém
prostfedi. Je rovnéz stala za podminek hydrogena¢niho odstranéni benzyloxykarbonylové
(Z) skupiny. Obé skupiny tedy lze na tomto zakladé od sebe selektivné odliit. Do
molekuly substratu se zavadi pomoci di-terc-butyldikarbonatu (tj. anhydridem ¢-butyl-
hydrogenkarbonatu, Boc,0).

Skupina Boc se $tépi trifluoroctovou nebo chlorovodikovou kyselinou a Lewisovymi

kyselinami (Me;SiCl).

%oj\oj\o%\ o

dioxan )J\ NH
+ —_— o) N/\/\/\/ 2
lab. t., 24 hod H

/\/\/\/NHz
H,N

Benzyloxykarbonylova skupina (Z) se zavadi reakci substratu s benzyl-

chlorformiatem (Z-Cl) v alkalickém prostiedi.
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z-Cl H
HN__-R , @vo N._R
DMF I]/

DIPEA
Vyhodou benzyloxykarbonylové skupiny je jeji snadna hydrogenolyza v neutralnim
prostfedi. Vedle standardni hydrogenolyzy se pouziva i ,trans hydrogenace* provadéné

v ptitomnosti cyklohexanu, mravenc¢anu amonného, resp. dal§ich zdrojt vodiku.

3.7.2. Michaelova adice®®

Michaelova adice je adice nukleofili na termindlni dvojnou vazbu. Typickymi
substraty, které podléhaji této nukleofilni adi¢ni reakci jsou napt. a, B-nenasycené estery,
nitrily, nitroslou¢eniny a sulfony. Nukleofily zahrnuji aminy, alkoxidy i thiolaty. Pokud se
nukleofil musi generovat ze své konjugované kyseliny (alkoxid) sta¢i k jeho pfipravé
katalytické mnozstvi baze, protoze hnaci silou adiéni reakce je pfeména m-vazby na o-
vazbu. Cim v&t3i je (-)-M-efekt (mezomerni efekt) skupiny aktivujici terminlni dvojnou

vazbu, tim snaze tato dvojna vazba podléha ataku nukleofilem.

(0]

4\ )k S NH, R
o N (0]
H /_>; \

(0]
+ MeOH QPN

(0] N /
o Michaelova adice H 0

(0]

ﬁJ\OMe

3.7.3. Acylace amini estery karboxylovych kyselin (aminolyza ester)®’

Konverze esteri na amidy umoZiluje pfipravit nesubstituované, N-substituované a

N, N-disubstituované amidy z ptislusnych amin.
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Mechanismus reakce:

Ackoliv bylo mnoho studii vénovano mechanismu acylace amintli estery karboxylovych
kyselin nez jinymi ¢inidly, detaily mechanismu nejsou stale zcela znamé.”® Jeden z
moznych mechanismi reakce zachycuje obrazek (Obrazek 20). Reakce probiha v bazickém

prostiedi (amin, H,O).

Obrazek 20: Mechanismus acylace aminii estery karboxylovych Kyselin.

3.7.4. Esterifikace pomoci DCC (N,N’-dicyklohexylkarbodiimid)”"
DCC je jednim znejcastéji pouzivanych  spojovacich
O\N//C‘NO (couplingovych) ¢inidel v organickych syntetickych aplikacich.
DCC je ve vodé rozpustny, ale dobfe se s nim pracuje i v celé fadé
organickych rozpoustédlech (DMF, THF, CH;CN, DMSO, CH;Cl).
Mechanismus reakce (Obrazek 21, str. 32):

(o]

N

PAMAM

Karboxylova kyselina reaguje s DCC za vzniku reaktivniho
intermediatu (OJ-acylmocoviny. Vznikly meziprodukt je dale O\N/\N
atakovan ve smyslu SN2 substituce za vzniku esterové vazby.
Potencialné nezadoucim efektem DCC couplingovych reakci je
spontanni pfesmyk reaktivni (-acylmocoviny na inaktivni N-acylmocovinu. Mira

presmyku se silné zvySuje v aprotickych rozpoustédlech, jako napi. DMF.
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c PAMAM 0]

OH Ellipticin-OH Esterova vazb
Karboxylova kyselina P sierova vazba
X

L O
N~ SN N~ °N
H H
0O-acylmocovina
reaktivni Intermediat
Dicyclohexylmocovina

Obrazek 21: Mechanismus esterifikace pomoci N,/V'-dicyklohexylkarbodiimidu.

3.7.5. Esterifikace pomoci CDI (1,1’ -karbonyldiimidazol)’'

o CDI je vysoce aktivni ¢inidlo obsahujici dvé acylimidazolové
(\NJJ\N/§ skupiny. Vysledkem je, Zze CDI muze aktivovat karboxylové nebo
N:J \:N hydroxylové skupiny pro konjugaci s dal§im nukleofilem. Reakce

musi byt provadéna v bezvodém prostiedi, protoze CDI rychle hydrolyzuje na CO, a

imidazol. Proto se pouzivaji rozpoustédla s méné nez 0,1 % vody. Vyuziva se suchych

organickych rozpoustédel jako napt. aceton, dioxan, DMSO, THF a DMF.

@NJJ\NS H,0 - E\/NH + oo,

Mechanismus reakce (Obrazek 22, str. 33):

Karboxylova kyselina reaguje s CDI za tvorby meziproduktu N-acylimidazolu o velké
reaktivité. Tento intermedidt je dale atakovan ve smyslu Sn2 substituce nukleofilem

(alkohol) za vzniku esterové vazby.
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OH Ellipticin-OH

Karboxylova kyselina K}

NN _
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N

Esterova vazba

N

Acyl Imidazol Imidazol
CO2 Aktivni Intermediat

Obrazek 22: Mechanismus esterifikace pomoci 1,1’-karbonyldiimidazolu .
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1.

Chemikdlie a materidaly

4.1.1. Rozpoustédla

Pouzivana rozpoustédla byla pfed pouzitim destilovana a pro vybrané reakce

suSena nasledujicimi zpasoby:

N,N-Dimethylformamid susen nad P,0s (5g P,Os na 11 DMF), destilovan
z P,05 pod argonem a uchovan nad molekulovymi sity 4A.

Chloroform suSen nad CaH, (5 g CaH, na 11 CHCl;) a destilovan z hydridu
vapenatého pod argonem a uchovéan nad molekulovymi sity 4A.

Methanol byl absolutizovan refluxem (3 hodiny) s hotf¢ikovymi hoblinami
aktivovanymi jodem a nasledné oddestilovan a uchovavan nad molekulovymi
sity 3A.

Dioxan byl destilovan z LiAlH4 a uchovavan nad molekulovymi sity 4A.
Etylendiamin byl predsusen NaOH a ptred pouzitim byl destilovan za
ptitomnosti sodiku pod dusikem. Byl uchovavan nad molekulovymi sity SA.
Toluen byl susen sodikem (5 g Na nal | toluenu) a pred pouzitim byl destilovan
za piitomnosti sodiku pod argonem.

Dichlormethan byl susen nad CaH, (5g CaH; na 11 CHCI;) a destilovan
z hydridu vapenatého pod argonem a uchovan nad molekulovymi sity 4A.
Tetrahydrofuran byl predsusen CaH, (5 g CaH; nal | THF) a suen refluxem
sodikem (5 g sodiku na 1 1 THF) a benzofenolem do vzniku intenzivné modrého
zbarveni ketylu a poté byl destilovan pod argonem.

Acetonitril suSen nad CaH; (5 g CaH; na 11 CH3CN) a destilovan z hydridu
vapenatého pod argonem a uchovan nad molekulovymi sity 4A.

Pyridin byl ptedsusen NaOH a ptfed pouzitim byl destilovan za pfitomnosti
BaO.

Aceton byl susen nad bezvodym CaCl, (10 g CaCl; na 11 acetonu) 12 hodin a

bezprostiedné pred pouzitim byl destilovan z CaCl,.
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Pii pfipravé dendrimeru byla veskerd rozpoustédla zbavena vzdu$ného kysliku.

Odplynéni bylo provedeno opakovanym evakuovanim rozpoustédla za nizké teploty a

napus$ténim inertnim plynem (argon).

4.1.2. Chemikalie

Chemikalie byly dodany firmami Aldrich, Fluka, Merck, Koch-Light Laboratories

v kvalité p.a..

BOC (t-butoxykarbonyl), 1,6-hexandiamin, methyl akrylat, Na;SO4, NaHCO;3,

NaOH, HCI, 2-hydroxykarbazol, 5-hydroxyindol, DCC (N,N’-dicyklohexylkarbodiimid),
CDI (1,1’-karbonyldiimidazol), kyselina jantarova, LiCl, C,HsOS, Lewisova kyselina
(BF;.(CH3),0), Lil, LiOH, trifluoroctova kyselina, Z-Cl (benzyl-chlorformiat), 1,6-
dibromhexan, K,COj;, amoniak, ninhydrin, DMAP (4-dimethylaminopyridin), DBU

(diazabicyklo[5,4,0]Jundec-7-en), PARABA (paradimethylaminobenzaldehyd), LiAlH4,

Celit 545, trifenyl fosfin, tetrabrom methyl,
Ehrlichovo ¢inidlo — 2 g PARABA, 20 ml konc. HCI, 80 ml EtOH

4.1.3. Piistroje

NMR: Varian "'""YINOVA-400 spektrometr

UV lampa Spectroline ENF-260C/FE, 254/385 nm (Spectronics Corp., USA)
vakuova odparka: BUCHI, Rotavapor R-114, DE
vodni lazen: BUCHI, Watterbath 481, DE
analytické vahy: METTLER, CH

pfedvazky: METTLER PM480 DeltaRange
magneticka michacka: Kika Labortechnik, AUT
teplomér: Kika Labortechnik, AUT

lyofilizator: LAOVAC GT 2 (Leybold-Heraeus), DE
ptistroj pro vyrobu ledu: eurfrigor , ICE MAKERS
pH-metr:

chromatografické kolony

sbéra¢ frakci: SuperFrac, Pharmacia Biotech.
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'H a “C NMR spektra byla méfena na pfistroji Varian "NTYINOVA-400
spektrometr. Chemické posuny & jsou uvedeny v jednotkach ppm a jsou vztazeny

k chemickému posunu tetramethylsilanu, ktery byl pouzit jako vnitini standard. Jako

rozpoustédla byly pouzity CD;OD, CDCls, (CD3),CO, (CD3),SO, D,0.

Pro sloupcovou chromatografii byl pouzit silikagel 60 (40-63 pm) Merck, pro
analytickou TLC DC-alufolien Kieselgel 60 F,s4 a pro preparativni ucely byly pouzity
sklenéné desky se silikagelem 60 G s fluorescenénim indikatorem Fyss (vSe od firmy
Merck) ptipraveny v laboratofi. Detekce byla provadéna pomoci UV lampa Spectroline
ENF-260C/FE, (Spectronics Corp., USA) s vinovymi rozsahy 254 a 366 nm.

Pro gelovou chromatografii byl pouzit Sephadex LH-20 gel (Pharmacia) (25-

100 pm).

Vzorky pro NMR byly suSeny za laboratorni teploty minimdln€é 12 hodin

v evakuovaném (4 Torr) exikatoru nad P,0Os.
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4.2. Metody a pracovni postupy

4.2.1. Analytické metody

4.2.1.1. Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Planarni chromatografie patfi mezi instrumentalné nejjednodussi variantu
kapalinové chromatografie s §irokym praktickym uplatnénim. Tenkovrstvé chromatografie
bylo vyuzito k sledovani pribéhu vSech provadénych reakci a separaci. Tato technika je
zalozena na adsorbénim délicim principu (silikagel SiO;, Al,Os;, celuosa), sorbent je
polarni a kolem protéka méné polarni rozpoustédlo. Jednotlivé latky v analyzované smési
se rozdéluji mezi obé faze podle svych rozdélovacich konstant; latky s nizkou hodnotou
rozdélovaci konstanty se zpozd'uji oproti latkdm s vysokou hodnotou. Protoze se tu latky
neoddéluji v Case, ale vroviné, faktor opozdéni se vyjadfuje pomérem drah, které
vykonala latka a pohybliva faze.

Rf=a /b = vzdalenost stiedu skvrny od startu / vzdalenost ¢ela pohyblivé faze od
startu

Jako stacionarni faze byly pouzity folie DC-alufolien Kieselgel 60 F,s4 (Merck),
které maji jako stacionarni fazi silikagel. Mobilni faze byla volena dle polarity

separovanych latek (Tabulka 1).

Tabulka 1 - Mobilni faze pro TLC chromatografii

Oznaceni Slozeni smési Doba vyvijeni (min)
I CH,Cl, : MeOH 20
9:1),(8:2),(19:1)
II CHCl; : MeOH 20
(30:1),(20:1),(10:1),(8:2),(15:1),(5: 1)
III n-PrOH : H,O : NH; 120-180
(7:2:1)
v CHCI; : aceton 30
(1:2),(1:1),2:1)
\Y toluen : aceton 30
(1:4),(1:2)
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Pii déleni dendrimerd 1. a 2. generace (3, 5) (obsahujicich amino skupinu) je
vhodné do smési I a II ptidat nékolik kapek amoniaku, dochazi tak k zaostieni zon
délenych latek. Vyvijeci smési je vhodné pfipravovat Cerstvé, aby nedoslo k odpafeni
nékterych rozpoustédel a tudiz ke zméné daného poméru.

UV aktivni latky byly detekovany pod UV lampou (254 nm). Latky samino
skupinou (3, 5) byly detekovany ponofenim do 0,5% roztoku ninhydrinu v methanolu.
Dendrimery v podobé methyl esteri (2, 4) a kyselin (6, 7) byly detekovany v parach jodu.
Heteroaromatické slouceniny byly detekovany postfikem Ehrlichova ¢inidla (viz. 4.1.2.)
Dalsim zpasobem detekce byl postiik TLC folii 10% H,SO4 v ethanolu a zahiatim na

100 °C (mineralizace a nasledné spaleni za vylouceni organického uhliku).

4.2.1.2. Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

Pii ovéfovani struktury ptipravovanych latek bylo vyuzito nuklearni magnetické
rezonance. NMR spektra byla méfena na spektrometru Varian UNITYINOV A-400
(399.90 MHz pro 'H, 100,56 MHz pro "*C) v CDCl; pfi 30 °C. Jako referenéni signal byl
v 'H NMR pouzit signal zbytkového CHCIl; (chemicky posun 7,23) v CDCls, v BC byl
pouzit aceton jako vnéjsi standard (chem. posun: 30,5 ppm). Pfifazeni signall se opird o
standardni jednorozmérné experimenty (‘"H NMR a C NMR), dvojrozmémé NMR
experimenty (COSY, HMQC, HMBC) a selektivni experiment (diferenéni NOE).

4.2.1.3. Hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektrometrie v kombinaci s NMR analyzou poskytuje neocenitelné informace
o struktufe a Cistoté latek.

Vznik iont — vybér metody uzité ke generaci iontl zavisi na dvou faktorech.
Prvym z nich je t€kavost a druhym je ucel méfeni. Pro interpretaci hmotnostniho spektra je
totiz dilezitd mira fragmentace zavisejici na mnozstvi energie, kterou molekula ziska
v priibéhu ionizace. U¢elem méfeni totiz mize byt bud’ uréeni molekulové hmotnosti
(potom na hlubs$i fragmentaci nemame zajem), nebo odvozeni struktury studované latky

pravé z jeji charakteristické fragmentace’”.

38



Molekulova hmotnost pfipravenych latek byla zméfena na LC®DECA spektrometru
(ThermoQuest, San Jose, CA). Ke generovani pozitivnich iontd byla pouzita ionizace
elektrosprayem (ESI) pfi ionizaénim napéti 1,2kV a napéti cocky 30 V. Vzorky
rozpusténé v 92% MeOH v 0,1% HOAc byly vnaseny do ESI iontového zdroje pomoci
linearni pumpy rychlosti 3 pl/min. Kapilara byla udrzovana pti 175 °C a potencidlu 10 V.

Spektra byla ziskana pii m/z rozsahu 150-700 Da.
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4.2.2. Separac¢ni metody

4.2.2.1. Sloupcova chromatografie na silikagelu

Podstatou déliciho procesu komponent vzorku pfi chromatografii je opakované
ustavovani rozdélovacich rovnovah vzorku mezi dvéma fazemi, tzv. mobilni a stacionarni
fazi. Mobilni faze unasi vzorek prostorem, ve kterém dochazi k separaci, stacionarni faze
predstavuje nepohybujici se naplii separa¢niho prostoru. Staciondrni faze je polarnéjsi nez
mobilni faze. Jako stacionarni faze byl pouzit Silikagel 60 (40-63 pm, Merck), jako
mobilni faze pfedev§im smés I a II (Tabulka 1, str. 37), za vyuziti gradientu MeOH. Pritok
mobilni faze byl urychlovan pietlakem vzduchu 0,01-0,02 MPa. Byly jiméany frakce 5-
25 ml, dle potreby.

K separaci byly pouzity sklenéné kolony urCené pro vysokotlakou kolonovou
sloupcovou chromatografii. Kolony byly voleny podle mnozstvi nanaSeného vzorku. Na
kolony o rozmérech 20 cm x 2 cm bylo nanaseno maximalné 200 mg vzorku, na kolonu
40 cm x 4 cm pak maximalné 600 mg vzorku.

Metoda umoziiuje velmi rychlé (60-120 min) rozdéleni béznych reakénich smési
organickych latek (Mr < 1000) podle déleni na TLC (stejnd mobilni faze). Urcitou
nevyhodou je ¢aste¢na ireversibilni vazba délenych latek na stacionarni fazi zplsobujici

snizovani vytézku separace.

4.2.2.2. Preparativni tenkovrstva chromatografie

Pro preparativni ucely bylo vyuzito tenkovrstvé chromatografie na sklenénych
deskach. Jako stacionarni faze byl pouzit silikagelem 60 G (obsahuje sadru)
s fluorescenénim indikatorem F,s4 (Merck), jako mobilni faze predevSim smés I a II
(Tabulkal, str. 37).

K separaci byly pouzity ¢isté¢ a odmasténé sklenéné desky o velikosti 20 x 20 cm.
Smés 20 g silikagelu 60 G a fluorescenéniho indikatoru Fys4 (2-5% indikatoru) se nanese
ve formé suspenze ve vodé na piipravené desky v rovnomérné vrstvé. Takto pfipravené
desky se nechaji alesponi jeden den uschnout. Pfed pouzitim se aktivuji v suSarné pti

teploté 40 °C po dobu 30-120 minut .
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Na desky bylo nanaSeno maximalné¢ 100 mg vzorku. Deska i se vzorkem byla
vloZena do vyvijeci komory. Oddélené vrstvy byly odskrabany se sorbentem. Vzorek od

silikagelu oddélen extrakei polarnim rozpoustédlem (MeOH).

4.2.2.3. Gelova chromatografie

Tato technika je zaloZena na rozdéleni latek na zékladé rozdilu ve velikosti a tvaru
molekul. Jde o distribuci latek obsazenych v roztoku mezi rozpoustédlem vné Castic a
rozpoustédlem uvnitf ¢astic gelu. Latky jejichz molekuly jsou vétsi nez velikost péra gelu,
nemohou vstupovat dovniti a eluuji se nejrychleji. Nizkomolekularni latky vnikaji do
¢astic gelu a tim se jejich rychlost pfi prichodu zpomali.

Jako stacionarni faze byl pouzit gel Sephadex LH-20 (25-100 um), jako mobilni
faze methanol. Separace byla provadéna na koloné o rozmérech 95 cm x 2,5 cm. Bylo
nanaseno 100 mg vzorku v malém mnozstvi methanolu. Frakce byly jimany po 2,5 ml pfi
priutokové rychlosti 7 ml/hod. Eluované vzorky byly detekovany pomoci TLC ve vyvijeci
smési II (Tabulka 1, str. 37).
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4.3. Priprava dendrimeru

terc-Butyl ester N-(6-aminohex-1-yl) karbamové kyseliny 1~

Do litrové bailkky  opatiené [9)
mechanickym michadlem bylo pifedlozeno 4\0 )J\N /\/\/\/NH2
25 g (212 mmol) 1,6-hexandiaminu v 250 ml H

dioxanu. 7,68 ml (35,8 mmol) di-terc-Butyl dikarbonatu bylo rozpusténo v 250 ml dioxanu

a tento roztok byl ptfikapavan po dobu 5 hodin do roztoku 1,6-hexandiaminu. Smés byla
michana po dobu 22 hodin. Po odpafeni rozpoustédla bylo k odparku pfidano 200 ml vody
a vysrazeny di-Boc derivat byl odfiltrovin na Biichnerové nélevce. Po extrakci
dichlormethanem (4 x 80 ml) byly spojené organické vrstvy suSeny nad siranem sodnym.
Po odfiltrovani suSidla a odpafeni rozpoustédla byla provedena TLC
(dichlormethan/methanol = 9 : 1, detekce: pomoci UV lampy (254 nm) a spéalenim po
mineralizaci 5 % H,SO4). Bylo ziskano 9,32 g (60 %) produktu 1 jako nazloutly ole;j.

terc-Butyl ester  N-(6-(N,N-Bis-2-(methoxykarbonyl)ethyl)aminohex-1-yl)
karbamové kyseliny 2"

V 250 ml baiice opattené 0
mechanickym michadlem, pod argonem a O\
vtemnu (baiikka byla obalena alobalem) 4\ i /\/\/\/N
bylo v 40 ml suchého methanolu pii 0 °C 0 H o/
(lazen voda/led) rozpusténo 12,8 ml 0

(140 mmol) methyl akrylatu; sloucenina 1 (6,2 g; 28 mmol) byla rozpusténa v 60 ml
suchého methanolu a roztok postupné ptikapavan do roztoku methyl akrylatu po dobu 75
minut za stdlého michani. Po dal$i ptl hodiné michani byla chladici lazen odstranéna a
roztok byl michan po dobu 48 hodin pti +4 °C. Po odpafeni rozpoustédla byla provedena
TLC (dichlormethan/methanol = 9 : 1, detekce: UV lampa (254 nm), jod). Pomoci
sloupcové chromatografie na silikagelu 60 (mobilni faze dichlormethan/methanol = 8 : 2)

bylo ziskéno 9,3 g (85 %) produktu 2 jako zlutooranzovy sirup.
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terc-Butyl ester N-(6-(N,N-Bis-2-((2-aminoethyl)aminokarbonyl)ethyl)
aminohex-1-yl) karbamové kyseliny (3)

Reakce optimalizovana byla provadéna dle nasledujiciho postupu:

V50ml bance opatiené

A H
mechanickym  michadlem, pod /_>\; N\ /NHz
0
argonem a vtemnu byly v 10ml 4\ /U\ N
/\/\/\/
suchého methanolu pti laboratorni 0 ” \—>7 /N
. N M,

teploté (optimalizace teploty

(Tabulka 2)) rozpustény 4,5 ml (67,4 mmol) etylendiaminu. Latka 2 (2,4 g; 6,74 mmol)
byla rozpusténa v 10 ml suchého methanolu a postupné piikapavana do roztoku
etylendiaminu po dobu 30 minut za stdlého michdni. Reakéni smés byla dal§i 4 dny
michana pfi laboratorni teploté. Po odpafeni rozpoustédla na rota¢ni vakuové odparce byla
tiikrat  provedena  koevaporace = methanol/toluen.  Byla  provedena  TLC
(dichlormethan/methanol = 8 : 2 + NHj, detekce: UV lampa (254 nm), jod; ninhydrin).
Bylo ziskano 2,47 g (82 %) surového produktu 3 jako Zluty sirup. Pomoci sloupcové
chromatografie na silikagelu 60 (mobilni faze dichlormethan/methanol = 8 : 2 + 1%

triethylamin) byl izolovan ¢isty produkt 3 1,097 g (36,7 %) jako nazloutly sirup.

Tabulka 2 — PFiprava latky (3) pFi rizné reakéni teploté.

Teplota (°C) Reakéni doba (dny) Vytézek (%)
L. 0 6 78
IL. 24 4 82
I 37 4 80
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terc-Butyl ester  N-(6-(V,N-Bis-2-((2-NV,N-bis-2-((methoxykarbonyl)ethyl)
aminoethyl)aminokarbonyl)ethyl))aminohex-1-yl)karbamové kyseliny (4)73

V 50 ml barice opatiené 0—
mechanickym michadlem, pod argonem ° \O
. 0
a vtemnu bylo ve4ml suchého /_>~H Nﬂo
methanolu pii 0°C (lazen voda/led) 0 N —/
rozpu§téno 2 ml (21,9 mmol) methyl 4\ 0

/N
N N 0
akryldtu. Latka 3 (977 mg; 2,19 mmol) JH (A
o)
byla rozpusténa v 10ml suchého 0 /
O_

methanolu a postupné ptikapavana do
roztoku methyl akrylatu po dobu 20 minut za stalého michani. Po dal$i ptl hodin¢ michani
byla chladici lazen odstranéna a roztok byl michan po dobu 120 hodin pii +4 °C
v termostatované mistnosti. Po odpafeni rozpoustédla byla provedena TLC
(dichlormethan/methanol = 9 : 1, detekce: UV lampa (254 nm), jéd). Ziskano bylo 1,13 g
(65,7 %) surového produktu 4 jako zluty sirup. Pomoci sloupcové chromatografie na
silikagelu 60 (mobilni faze chloroform/methanol = 10 : 1) byl izolovan ¢isty produkt 4

915 mg (53,2 %) jako nazloutly sirup.

terc-Butyl ester N-(6-(V,N-Bis-2((2-N,N-bis-2-((2-aminoethyl)amino-
karbonyl)ethyl)aminokarbonyl)ethyl)amonohex-1-yl) karbamové kyseliny (5)

Reakce optimalizovana byla provadéna dle nasledujiciho postupu:

V25 ml barice opatiené H:")
H
mechanickym michadlem, pod argonem N

NH,
o= (
a vtemnu bylo vO0,5ml suchého NH
- 6 S8
methanolu pfi teploté¢ 37 °C rozpusténo /_>’N\_/N °
N

(0]
0,16 ml (2,4 mmol) etylendiaminu. J\O/U\N/\/\/\/
H

/ N\
. : N N 0
Latka 4 (95 mg; 0,12 mmol) byla JH jé_\—'{
NH
0
u <\NH

rozpu$téna v 1 ml suchého methanolu a
3 .

H,N

postupné piikapavana do roztoku

etylendiaminu po dobu 10 minut za

stalého michani. Reakéni smés byla dalSich 6 dni michana pfti teploté 37 °C. Po odpaieni
rozpouStédla na rotaéni vakuové odparce byla tfikrat provedena koevaporace

methanol/toluen. Byla provedena TLC (dichlormethan/methanol = 9 : 1 + NHj3, detekce:
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UV lampa (254 nm), jod; ninhydrin) a ziskano 104 mg (96 %) surového produktu 5 jako
Zluty sirup. Pomoci gelové chromatografie na koloné Sephadexu LH-20 (mobilni faze

methanol) byl ziskan ¢isty produkt 5§ 62 mg (57,4 %) jako nazloutly sirup.

4.4. Optimalizace techniky pro navidazdni biologicky aktivni
Litky
Terc-Butyl ester  N-(6-(N,N-Bis-2-(hydroxykarbonyl)ethyl)aminohex-1-yl)
karbamové kyseliny (6)

Reakce optimalizovana (Tabulka 3) byla provadéna dle nasledujiciho postupu:

Do 25 ml banky opatifené mechanickym 0

michadlem, byla ptredloZzena latka 2 (58 mg; JOH
0]
0,152 mmol). Methylester byl rozpustén 4\ /U\ P
0}
-

v 0,3 ml THF a za michani bylo ptikapavano
0,4 ml (0,445 mmol) 1M roztok hydroxidu 0

sodného. Reakéni smés byla michana pfi laboratorni teplot¢ po dobu 20 hod. Poté byla

smés titrovana 0,25 M kyselinou chlorovodikovou do pH~7. Po odpaieni rozpoustédla byla
provedena TLC (isopropanol/amoniak/voda =7 : 1 : 2, detekce: UV lampa (254 nm), jod)
a ziskano 58 mg (99 %) produktu 6 jako bilé latky ve smési s chloridem sodnym, ktery tam

zustal po hydrolyze.

Tabulka 3 — Optimalizace reak¢ni smési, teploty a doby pro pripravu latky (6).

Reakéni smés Teplota | Reakéni doba Zpracovani Vytézek
°C) (hod) (%)
I. | (2)/1M NaOH / MeOH 22 1 DOWEX HW 50 H” 51
II. (2) / LiCl/ pyridin 116 4 - -
III. | (2)/ C,Hs0S / CH,Cl, / 22 72 - 48
BF3(CH;),0
IV. (2) / Lil / pyridin 116 15 DOWEX HW 50 H' -
V. (2) / 2M LiOH 100 24 DOWEX HW 50 H' 26
VI. | (2)/ 1M NaOH / THF 22 20 Amberlite IR-120 H" 4
VIL. | (2)/ 1M NaOH / THF 22 20 titrace 0,25M HCI=pH| 99
7
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terc-Butyl ester N-(6-(N,N-Bis-2-((2-N,N-bis-2-((hydroxykarbonyl)ethyl)
aminoethyl)aminokarbonyl)ethyl))aminohex-1-yl) karbamové kyseliny (7)

Do 25 ml banky OH
opatrené mechanickym

michadlem, byla ptedlozena 0

(0]
OH
latka 4 (61 mg; 0,0773 mmol). J \__/ °

0O
Methylester byl  rozpustén J\ /U\ o~~~ N
0]

N
v03ml THF a za michani H ”’ N 0
bylo  ptikapavano 0,4 ml o _\_/<
OH
(0]
OH

(0,386 mmol) 1M  roztok

hydroxidu sodného. Reakéni
smés byla michana pfi laboratorni teploté po dobu 20 hod. Poté byla smés titrovana 0,25 M
kyselinou chlorovodikovou do pHx7. Po odpafeni rozpoustédla byla provedena TLC
(isopropanol/amoniak/voda = 7 : 1 : 2, detekce: UV lampa (254 nm), jod) a ziskdno 58 mg
(98,8 %) produktu 7 jako bilé latky ve smési s chloridem sodnym, ktery tam ziistal po

hydrolyze.

1,2-bis-((Benzyloxykarbonyl)-amino) ethan (8)

Do 10 ml  barniky  opatfené

mechanickym  michadlem,  bylo H )CJ)\
e (O

ptedlozeno 100 ul ethylendiaminu, H

3 ml DMF, 200 ul DIPEA a 200 pl 0

benzyl-chlorformiatu. Doslo k vytvoieni bilé srazeniny. Reakéni smés byla michana pfi
laboratorni teploté¢ po dobu 48 hod. Byla provedena TLC (dichlormethan/methanol = 30 :
1). Po extrakci dichlormethanem (2 x 10 ml) a 10 ml NaHCOj; byly spojené organické
vrstvy suSeny nad siranem sodnym. Po odfiltrovani su$idla a odpareni rozpoustédla byl

vzorek zamrazen pomoci tekutého dusiku a ponechén ptes noc na lyofilizatoru.
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Mono-(1H-indol-5-yl) ester kyseliny butan-1,4-diové (9)

Reakce optimalizované (Tabulka 4) byla provadéna dle nasledujiciho postupu:

(lazenn voda/led) rozpusténo 10 mg (0,0847 mmol)
kyseliny jantarové a 38 mg DCC (0,186 mmol).

Reakéni smé byla pii stejné teploté michana po dobu

Do 10 ml barnky opattené mechanickym

michadlem, bylo ve 3 ml suchého DMF pii 0°C

O

HON
(0]

@)

i ’
N
H

45 minut. Poté bylo pfidano 32 mg (0,178 mmol) 5-hydroxyindolu. Chladici lazen byla

odstranéna a smés byla dale michéana pti laboratorni teploté ptes noc. Byla provedena TLC

(chloroform/methanol = 20 : 1). Reakéni smés byla odpatena do sucha a vznikly odparek

rozpu$tén v 5 ml dichlormethanu a ptefiltrovan na frit€. Po extrakci dichlormethanem (2 x

10ml) a 10 ml vody byly spojené organické vrstvy suSeny nad siranem sodnym. Po

odfiltrovani susidla a odpateni rozpoustédla byla provedena TLC (chloroform/methanol =

30 : 1). Ziskano bylo 47 mg (85,7%) surového produktu 9 jako nahnédla latka. Pomoci

sloupcové chromatografie na silikagelu 60 (mobilni faze chloroform/methanol = 20 : 1) byl

izolovan ¢isty produkt 9 33 mg (60,2 %) jako bila latka.

Tabulka 4 - Optimalizace reaké¢ni smési, teploty a doby pro pripravu latky (9).

Reakéni smés Teplota | Reakéni doba | Vytézek | Vyté€zek
(°O) (hod) Mono-ester | di-ester
(%) (%)
I. {Kyseliny jantarova : DCC : DMAP : DMF 0 1
+ 5-hydroxyindol 22 20 - -
100 20 + -
22 70 73 -
II. Kyseliny jantarova : DCC : DMF 0 1
+ 5-hydroxyindol 22 20 60,2 -
II1. (9) : DCC : DMF 0 1
+ 5-hydroxyindol 22 20 -
+ CHCl; 22 20 -
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terc-Butyl ester  N-(6-(V,N-Bis-2-(hydroxykarbonyl)ethyl)aminohex-1-yl)
karbamové kyseliny (10)

Reakce optimalizovana (Tabulka 5) byla provadéna dle nasledujiciho postupu:

Do 25 ml

(0] R
/ A\
(0]
baniky opatiené o /_>; }<©fr\>
mechanickym 4\ /U\N A~~~ R: H
(0]
michadlem, byla H \_>70
o R \
H

v4 ml suchého

DMF pii 0°C (lazen voda/led) rozpusténa latka 6 (38 mg; 0,11 mmol) a 48 mg DCC
(0,235 mmol). Reakéni smes byla pii stejné teploté michana po dobu 45 minut. Poté bylo
pfidano 31 mg (0,224 mmol) 5-hydroxyindolu. Chladici lazen byla odstranéna a roztok byl
zahtfivan pod zpétnym chladicem na teplotu 85 °C. Po 20 hodinach byla provedena TLC
(chloroform/methanol = 20 : 1). Reakéni smés byla zahfivana na 130 °C po dobu 3 hodin.
Po ochlazeni na laboratorni teplotu byla reakéni smés odpafena do sucha a vznikly odparek
rozpu$tén v 5 ml dichlormethanu a prefiltrovan na frité. Po extrakci dichlormethanem (2 x
10 ml) a 10 ml vody byly spojené organické vrstvy suSeny nad Na,SO4. Po odfiltrovani
susidla a odpafeni rozpoustédla byla provedena TLC (chloroform/methanol = 30 : 1).

Vysledek reakce byl negativni, doslo ke vzniku smési neidentifikovatelnych produktu.

Tabulka S - Optimalizace reakeni smési, teploty a doby pro pripravu latky (10).

Reakéni smés Teplot |Reakéni | Vytézek
a doba (%)
(°C) | (hod)
L. (6) : 2-hydroxykarbazol : DMAP : CH;CN + 22 72 -
(10 min)DCC 22 96 -
+ DCC 92 24 -
+DCC
I1. (6) : DCC : CH3CN + (10 min) 2-hydroxykarbazol 92 20 -
II1. (6) : DCC : CH3CN + 5-hydroxyindol 0 0,5 -
IV. (6) : DCC : DMSO/MeOH + 5-hydroxyindol 0 0,5 -
V. (6) : DCC : DMF/MeOH 0 1
+ 5-hydroxyindol 85 20 -
130 3 -
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terc-Butyl ester N-(6-(V,N-Bis-2-((1-H-indol-5-yl)karbonyl) ethyl) aminohex-1-
yl) karbamové kyseliny (11)

Reakce optimalizovana (Tabulka 6) byla provadéna dle nasledujiciho postupu.

Do 25 ml )

y . A AN
banky opatiené /_>‘0
N
Q H
R
o
\
N
H

mechanickym N

michadlem, byla J\O/U\H/\/\/\/ \_}

predlozena latka 6 o) R
(52 mg;
0,136 mmol) a 46 mg CDI (0,2856 mmol). Poté bylo pfes septum piidano 6 ml DMF.

Smés byla pod argonem zahfivana na teplotu 55 °C pod zpétnym chladicem. Po 60
minutach michani bylo pfes septum ptidano 54 mg (0,2992 mmol) 2-hydroxykarbazolu.
Smés byla dale pod argonu zahfivana pti 55 °C po dobu 40 hodin. Byla provedena TLC
(chloroform/methanol = 20 : 1). Po ochlazeni na laboratorni teplotu byla reakéni smés
odpatena do sucha. Pomoci gelové chromatografie na koloné Sephadexu LH-20 (mobilni
faze methanol) byla snaha o pfecisténi reakéni smési. Reakéni smés se nepodafilo rozdélit,

jednalo se o smés neidentifikovatelnych produkti.

Tabulka 6 - Optimalizace reakcni smési a doby pro pripravu latky (11).

Reakéni smés Teplota | Reak¢ni doba | Vytézek
(°C) (hod) (%)
L. (6) : CDI : DMF (argon) 55 1
+ 2-hydroxykarbazol , DBU 55 20 -
IL. (6) : CDI : DMF (argon) 55 1
+ 2-hydroxykarbazol 55 40 -




5-(6-Brom-hexyloxy)-1H-indol (12)

Do 25 ml banky opatiené mechanickym

H
michadlem, pod argonem bylo v 8 ml suchého /EIN)
acetonu rozpuSténo 30 mg (0,213 mmol) 5- /

/\/\/\/O
Br

hydroxyindolu a 88 mg vyZzihaného K,COs
(0,639 mmol). Reakéni smés byla zahfivana pod zpétnym chladi¢em na teplotu 40 °C . Po
5 minutach bylo ptidano 163 pl (1,06 mmol) 1,6-dibromhexanu. Smés byla déale pod
argonu zahtivana pii 64 °C po dobu 20 hodin. Byla provedena TLC (chloroform/methanol
= 30 : 1). Po ochlazeni na laboratorni teplotu byla reakéni smés extrahovéana
dichlormethanem (2 x 10 ml) a 10 ml vody. Spojené organické vrstvy byly suseny nad
siranem sodnym. Po odfiltrovani susidla a odpafeni rozpoustédla byla provedena TLC
(chloroform/methanol = 30 : 1). Pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu 60
(mobilni faze: petroléter) byl izolovan nezreagovany 1,6-dibromhexan. Zména mobilni

faze na chloroform, izolovan ¢isty produkt 12 41 mg (64 %) jako zluty olej.

1,6-di-(1H-indol-5-yl-oxy)-hexan (13)

Do 25 ml banky opattené

H
N
mechanickym michadlem, pod argonem /@/)

bylo v 1 ml suchého DMF rozpusténo o/\/V\/o

50 mg (0,354 mmol) 5-hydroxyindolu a (/t@
N
H

68 mg vyzihaného K,COj; (0,483 mmol).

Reak¢ni smés byla pii laboratorni teploté michana po dobu 5 minut. Bylo pfidano 24 pl
(0,161 mmol) 1,6-dibromhexanu. Smeés byla dale pod argonu michana po dobu 20 hodin.
Byla provedena TLC (chloroform/methanol = 30 : 1). K reakéni smési bylo ptidano dalsich
44 mg K,CO; a pod argonem michdno po dobu 20 hodin. Byla provedena TLC
(chloroform/methanol = 30 : 1). Smés byla dale pod argonu zahfivana pii 55 °C pod
zpétnym chladi¢em po dobu 72 hodin. Byla provedena TLC (chloroform/methanol = 30 :
1). Po ochlazeni na laboratorni teplotu byla reakéni smés rozpusténa ve 2 nasobku
mnozstvi vody a prefiltrovana pies filtraéni papir. Nezreagovany 5-hydroxyindol byl
extrahovan do vody. Extrakce produktu 13 do dichlormethanu. Po odpateni rozpoustédla
byla provedena TLC (chloroform/methanol = 30 : 1). Ziskdno bylo 30 mg (51,7 %)

surového produktu 13 jako nahnédly prasek. Pomoci sloupcové chromatografie na
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silikagelu 60 (mobilni faze: petroleter/ethylacetat = 3 : 1) byl izolovan &isty produkt 13
19 mg (32,8 %) jako bily prasek.

terc-Butyl ester (6-(bis-(3-hydroxy-propyl)-amino)-hexyl) karbamové kyseliny
(14)

V 250 ml bance opatiené OH

suchého THF pii 0 °C (lazen voda/led)
rozpusténa latka 2 (500 mg; 1,287 mmol). OH

mechanickym michadlem, byla v 50 ml 0
4\0

LiAlH4 (480 mg; 12,87 mmol) byl opatrné po malém mnozstvi ptidavan k reakéni smési.
Po 16 hodinach michani byla provedena TLC (chloroform/methanol = 9 : 1). Reakéni smés
byla ochlazena na teplotu 0 °C a nasledné bylo pifikapano 5 ml ethylacetatu. Smés byla
michana po dobu 1 hodiny. K reakéni smési bylo pfidano malé mnozstvi vody az doslo ke
zméné barvy smési z tmavé Sedé na svétle Sedou. Na zavér byly pfidany dvé malé 1zi¢ky
celitu (545) k odstranéni koloidnich necistot. AI(OH); byl odfiltrovan ptes filtra¢ni papir.
Po odpareni rozpoustédla byla provedena semipreparativni TLC
(isopropanol/amoniak/voda = 7 : 1 : 2, detekce: UV lampa (254 nm), jod) a ziskano
420 mg (98,1 %) produktu 14 jako nazloutlé latky.

terc-Butyl ester (6-(bis-(3-brom-propyl)-amino)-hexyl) karbamové Kkyseliny
15)

Do 10ml barnky opatfené Br
mechanickym michadlem bylo 0
J N
predlozeno 324 mg (1,237 mmol) o N/\/\/\/
trifenyl fosfinu a 410 mg (1,237 mmol) H Br

tetrabrom methylu. Smés byla rozpusténa v 1 ml suchého pyridinu a zahfivana pod
zpétnym chladi¢em na teplotu 70 °C. Po 20 minutach byla pfidana latka 14 (103 mg,
0,310 mmol). Smés byla dale zahtivana pii 50 °C po dobu 48 hodin. Byla provedena TLC
(chloroform/methanol = 30 : 1). Po ochlazeni na laboratorni teplotu bylo k reakéni smési
ptidano 200 ul MeOH a michano po dobu 1 hodiny. Poté byla reakéni smés extrahovana
dichlormethanem (4 x 10 ml) a 2 x 10 ml vody. Spojené organické vrstvy byly suSeny

stanim nad siranem sodnym. Po odfiltrovani suSidla a odpafeni rozpoustédla byla
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provedena TLC (chloroform/methanol = 30 : 1, a isopropanol/amoniak/voda =7 : 1 : 2,
detekce: UV lampa (254 nm), jéd). Vysledek reakce byl negativni, doslo ke vzniku smési
neidentifikovatelnych produkti.

terc-Butyl ester (2-(bis-(6-(1H-indol-5-yloxy)-hexyl)-amino)-ethyl) karbamové
kyseliny (16)

Do 25 ml banky opatrené
mechanickym michadlem, pod argonem /—/_/—/ \©f>
byla ptedlozena latka 12 (81 mg, j\

0,275 mmol), 47 mg vyzihaného K,CO;
(0,343 mmol) a 26 mg (0,137 mmol) \_\—\_\ /@)

terc-butyl esteru N-(2-aminoeth-1-yl)

karbamové kyseliny (pfipravené v laboratofi) v 1 ml suchého MeOH. Reakéni smés byla
pfi laboratorni teplot¢ michana po dobu 96 hodin. Byla provedena TLC
(chloroform/methanol = 30 : 1). Smés byla dale pod argonu zahfivana pii 60 °C pod
zpétnym chladi¢em po dobu 24 hodin. Byla provedena TLC (chloroform/methanol = 30 :
1). Po ochlazeni na laboratorni teplotu byla reak¢éni smés extrahovana dichlormethanem (2
x 10 ml) a 10 ml vody. Spojené organické vrstvy byly suseny stanim nad siranem sodnym.
Po odfiltrovani susidla a odpateni rozpoustédla byla provedena TLC (chloroform/methanol
=30 :1). Ziskéno bylo 47 mg (57,9 %) surového produktu 16 jako nahnédla latka. Pomoci
sloupcové chromatografie na silikagelu 60 (mobilni faze: 1) chloroform/toluen = 6 : 4, 2)
chloroform/methanol = 30 : 1, 3) chloroform/methanol = 9 : 1) byl izolovan ¢isty produkt

16 13 mg (16 %) jako hnédy ole;.
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

5.1. Priprava dendrimerii
Vychozi terc-butyl ester N-(6-aminohex-1-yl) karbamové kyseliny (1) byl
piipraven’ reakei 6 ekvivalentd 1,6-hexandiaminu s di-terc-butyl dikarbonatem v suchém
dioxanu. Nadbytek 1,6-hexandiaminu podporuje vznik produktu (1). Reakéni podminky pfi
0 °C zpomaluji priibéh reakce. Po vysrazeni malého mnozstvi di-Boc derivatu vodou byl

ziskan produkt ve vytézku 60 % jako nazloutly olej.

o o
%oj\oj\o%\
+ E— o N/\/\/\/NHz

NS S SAN, (1)

terc-Butyl ester N-(6-(N,N-Bis-2-(methoxykarbonyl)ethyl)aminohex-1-yl)
karbamové  kyseliny (2) a terc-Butyl ester N-(6-(N,N-Bis-2-((2-N,N-bis-2-
((methoxykarbonyl)ethyl)  aminoethyl)aminokarbonyl)ethyl))aminohex-1-yl)karbamové
kyseliny (4) byly pfipraveny Michaelovou adici®®. Reakce probihala v bezvodém prostiedi,
aby se predeslo hydrolyze Boc skupiny. Pro zamezeni degradace amino- skupin a methyl
akrylatu byla reakéni smés pod argonem a v temnu. Reakci 5 ekvivalentii methyl akrylatu

s latkou (1) byl ziskan produkt (2) ve vytézku 85 % jako Zlutooranzovy sirup.

ﬁOMe @

Reakci 10 ekvivalentd methyl akrylatu s latkou (3) byl ziskan produkt (4) ve

vytézku 53 % jako nazloutly sirup.
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terc-Butyl ester N-(6-(N,N-Bis-2-((2-aminoethyl)aminokarbonyl)ethyl) aminohex-
1-yl) karbamové kyseliny (3) a terc-butyl ester N-(6-(V,N-Bis-2((2-N,N-bis-2-((2-
aminoethyl)amino-karbonyl)ethyl)aminokarbonyl)ethyl) = amonohex-1-yl)  karbamové
kyseliny (5) byly piipraveny acylaci amini estery karboxylovych kyselin® (Obrazek 20,
str. 31). Reakce probihala pfi podobnych podminkéach jako piedchazejici reakce. Bylo
zjisténo, ze reakce nemusi probihat za sniZzené teploty (0 °C) jak je uvadéno v literature,
reakce pii nizSich teplotdich probihala s menSim vytézkem (Tabulka 2, str. 43).
Koevaporace se smési methanol/toluen je nezbytnd k odstranéni nezreagovaného
ethylendiaminu, ktery by v nasledujici reakci reagoval s methyl akrylatem.

Reakci 10 ekvivalenti ethylendiaminu s latkou (2) byl ziskan produkt (3) ve

vytézku 37 % jako nazloutly sirup.

0 NH
o /_>> \ HNT 2

MeOH

AH
/—>~N NH,
9 —

J\JJ\/\/\/\/N
o” N \_>/'>
N NH
(3) o H 2

Reakci 20 ekvivalenti ethylendiaminu s latkou (4) byl ziskan produkt (5) ve

vytézku 57,4 % jako nazloutly produkt. Detekce byla provadéna roztokem ninhydrinu.
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Takto pfipravené latky byly charakterizovany pomoci NMR (Tabulka 7 a Tabulka 8).

Tabulka 7 - '"H NMR (CDCl;, 30 °C)

1 2 3 4 5
(CH3)sC | 1,447 | s | 1453 | s | 1,450 | s | 1,450 | s | 1,452 |s
H-1 3050 | t] 3,048 | t| 3,042 | t ] 3,043 |t | 3,043 |t
H-2 1,54%" Tm | 1,48 |m| 1,49% [m| 1,49® [m | 1,49® | m
H-3 1,50 'm| 1,272 |m]| 1290 |m| 1,280 |m| 1,293 |m
H-4 1287 [m| 1,389 [m| 1,400 |m | 1,404 [m| 1,401 |[m
H-5 1,423% [m | 147 [m| 1,51% |m| 1,51® [m| 1,50® |m
H-6 2,718 |t | 2440 [ t ]| 2505 [t | 2,504 |m| 2,483 |t
H-1" - -1 2773 [ t] 2807 [t 2808 [t] 2781 [m
H-2 - -1 2471 [t] 2436 [ t] 2400 [t ] 2512 [m
O-CH; - -] 3,678 | s - - - - - -
H-1" - - - -] 3405 [ t] 3275 [t ]| 3,280 |t
H-2" - - - -1 2957 [ t] 2579 | t| 2,601 |t
H-17" - - - - - -1 2,795 [t ] 2,815 |t
H-2"" - - - - - -] 2,483 [t | 2,390 |t
O-CH; - - - - - - 3,69 s - -
H-1""" - - - - - - - -] 3,289 |t
H-2"" - - - - - - - -] 2,774 |t

(a) Moznost vymeény za protony z rozpoustédla. (b) HMQC odecet.
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Tabulka 8 - >C NMR (CDCl;, 30 °C)

1 2 3 4 5
(CH3);C | 29,16 [q| 29,13 [q| 29,12 29,12 29,13
(CH3):C | 79,87 [s| 79,97 |s| 80,07 80,04 80,07
OCONH | 158,43 [s| 158,69 |s]| 15881 158,74 158,80
C-1 4138 [t| 41,59 [t]| 41,71 41,63 41,69
C-2 27,59 [ t| 3124 [t]| 3125 31,28 31,33
C-3 27,65 | t| 28,34® [t | 28,04® 28,10® 28,16
C-4 30,97 [t | 28,01® |t ]| 28,51® 28,59@ 28,26®
C-5 32,57 | t] 28,34® [t| 27,90 28,23 28,63®
C-6 42,14 |t| 5503 |t| 5481 54,78 54,78
C-1 - -| 5066 |t| 51,07 51,16 51,20
C-2' - -1 33,50 [t]| 34,58 34,69 34,77
COO - -1 17493 [s - - -
O-CH; - -1 5232 |q - - -
CONH - - - -1 176,03 175,02 175,22
c-1” - - - -] 40,52 38,77 38,96
Cc-2" - - - -1 40,71 54,11 53,87
Cc-1"" - - - - - 50,82 51,52
c-2"" - - - - - 33,91 35,15
COO - - - - - 175,02 -
O-CHj - - - - - 52,43 -
CONH - - - - - - 175,57
C-1"" - - - - - - 43,01
Cc-2""" - - - - - - 42,29

(a) Moznost vymeény za protony z rozpoustédla.
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5.2. Navdzani biologicky aktivni latky - protinddorové lécivo

9-hydroxyellipticin.

Vzhledem k pomérné vysoké spotiebé 9-hydroxyellipticinu pro cely vyzkum a
s ohledem na soucasné velmi vysoké ceny tohoto preparatu (100 mg — 10 000 K¢) je tfeba
vyvinout jednoduchou metodu pro jeho navazani v preparativnim méfitku. K pfipojeni 9-
hydroxyellipticinu na PAMAM byla vyuzita jeho OH skupina. Pro optimalizaci
syntetickych procedur byla pouzita tato strukturni analoga — 5-hydroxyindol a 2-
hydroxykarbazol (Obrazek 23).
Esterifikace pomoci DCC a CDI (Obrizek 21 a 22, str. 32 a 33).

Iz

Obrazek 23: Struktury 9-hydroxyellipticinu a jeho strukturnich analog 5-hydroxyindolu a 2-

hydroxykarbazolu. Zvyraznéna OH skupina je vyuzita ke konjugaci na dendrimerni nosi¢.

terc-Butyl ester N-(6-(N, N-Bis-2-(hydroxykarbonyl)ethyl)aminohex-1-yl)
karbamové kyseliny (6) byl ptipraven hydrolyzou latky (2) tfemi ekvivalenty NaOH v
THEF. Po titraci smési 0,25 M HCIl byl ziskan produkt (6) ve vytézku 99 %. Produkt reakce
je velmi dobie rozpustny v MeOH.

57



o)
e
4\ j\ PP NaOH / THF
° N L>/_ /
0

Byla vyzkousena cela fada reakci (Tabulka 3, str. 45). V prvnim kroku vznikala Na*
stil kyseliny. Reaktivni v dal§im kroku byla pouze kyselina, ne jeji sul.

V kyselém prosttedi vSak dochazelo k uvolnéni Boc skupiny. Pfi pouZziti
DOWEXU HW 50 H" a Amberlitu IR-120 H" dochazelo k vyraznému sniZeni vytézku. Pi
titraci 0,25 M HCI na pH=7 nedoslo k uvolnéni Boc skupiny a bylo dosazeno velmi

vysokého vytézku.

Latka (6) byla charakterizovana pomoci NMR:
Provedené experimenty: H, gCOSY, HMQC, HMBC

'H NMR (399.87 MHz, DMSO., 30°C):

1.235 (4H, m, H-3, H-4), 1.337 (2H, m, H-2), 1.366 (9H, s, CH;%°%), 1.405 (2H, m, H-5),
2.239 (4H, m, H-2"), 2.531 (2H, m, H-6), 2.763 (4H, m, H-1"), 2.886 (2H, dd, J=13.0, 6.6
Hz, H-1), 6.746 (1H, m, NH)

PC NMR (odeéty z HMQC a HMBC):
25.4 (C-5), 26.2 (C-3, C-4), 28.3 (CH;%°C, C-2), 32.1 (C-2°), 39.9 (C-1), 49.3 (C-1°), 51.8
(C-6), 77.3 (CB9), 174.0 (CO")
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terc-Butyl ester N-(6-(N,N-Bis-2-((2-N,N-bis-2-((hydroxykarbonyl)ethyl)
aminoethyl)aminokarbonyl)ethyl))aminohex-1-yl) karbamové kyseliny (7) byl pfipraven
pti identickych reakénich podminkéch jako latka (6). Produkt byl ziskan ve 99 % vytézku.

o—
(0]

ﬁ>* uﬂo
J\J\ NaOH/THF
/\/\/\/
\_>/7 /—\
OH
o}

Ol
o— }n Nﬂo
o _/
J\O)ku/\/\/\/”

N N‘\__/\/O
(7) o)
OH
o)
OH

o= H

Latka (7) byla charakterizovana pomoci NMR:
Provedené experimenty: H, C, gCOSY, gHSQC, gHMQC

'H NMR (399.87 MHz, CD;0D, 30 °C):

1.406 (4H, m, H-3, H-4), 1.449 (9H, s, CH;®°%), 1.501 (2H, m, H-2), 1.798 (2H, m, H-5),
2.610 (8H, t, J=6.3 Hz, H-2"""), 2.829 (4H, t, J=6.8 Hz, H-2’), 3.055 (2H, t, J=6.9 Hz, H-
1), 3.107 (2H, m, H-6), 3.365 (12H, m, H-2"*, H-1"""), 3.404 (4H, t, J=6.8 Hz, H-1"), 3.682
(4H, t, J=5.4 Hz, H-1"")

BC NMR (100.55 MHz, CD;0D, 30 °C):

25.09 (C-5), 28.01 (C-3), 28.13 (C-4), 29.41 (3xCH;P°%), 31.30 (C-2), 32.15 (4xC-2""),
32.34 (2xC-2), 36.12 (2xC-1""), 41.79 (C-1), 50.85 (2xC-1), 52.62 (4xC-1"""), 53.40
(2xC-2"%), 55.71 (C-6), 80.39 (CB°%), 159.13 (COBC), 174.11 (2xCO’), 178.19 (4xCO’’)

Z divodd problému s uvoliiovanim Boc skupiny v kyselém prostiedi jsem si
vyzkouSela chranéni aminoskupiny benzyloxykarbonylovou skupinou (Z) na

ethylendiaminu.®®
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Princip reakce byl vyzkouSen na ethylendiaminu sdvéma ekvivalenty Z-CI.

Produkt byl ziskan s vytézkem 98 %.

Latka (8) byla charakterizovdna pomoci NMR:
Provedené experimenty: H, gCOSY, HMQC, HMBC.

'H NMR (CDCls, 30 °C):
3.4325,5.095 brs, 5.100 s, 7.312 =7.365 m; pomér signala 2 : 1 : 2 : 5.

3¢ NMR (CDCl, 30 °C), HMQC a HMBC odeéty: 41.1, 66.7, 127.2, 127.3, 128.6, 136.5,
156.6.

5.3. Optimalizace techniky pro navdazdni biologicky aktivni

latky

5.3.1. 1. syntheticky postup

Princip esterifikace pomoci N,N’ -dicyklohexylkarbodiimidu (DCC)7l

Pro optimalizaci couplingovych procedur byla pouzita strukturni analoga — 5-
hydroxyindol, 2-hydroxykarbazol a kyselina butan-1,4-diova.

Mono-(1H-indol-5-yl) ester kyseliny butan-1,4-diové (9) byl pfipraven esterifikaci
kyseliny jantarové s2,1 ekvivalenty 5-hydroxyindolu, pomoci 2,2 ekvivalenty

couplingového ¢inidla DCC. Byl ziskan produkt (9) ve vytézku 60 % jako bila latka.
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O

HO
\H/\)J\OH

9] 0]

DMF HO
+ - (@)
7@@
N
H

DCC o

HO
o

N
H

Touto reakei se podatilo pfipravit mono ester kyseliny jantarové, ale pozadovany di
ester nevznikl. Reakce byla provedena pii rizné teploté od 0-100 °C a riizné reakéni dobé
(Tabulka 4, str. 47). Tento jev by se dal vysvétlit reakci jantarové kyseliny s DCC za
vzniku cyklického anhydridu kyseliny jantarové. Tento anhydrid po reakci s fenolatem

poskytuje mono ester.

HO
N
Ho\ﬂ/\/u\ DMF + N HONO
OH — 2 N
0 i
(9

0]

Latka (9) byla charakterizovana pomoci NMR:

Provedené experimenty: H, J-resolved, gCOSY

'H NMR (CDCl3, 30°C):

0.79 — 0.80 (m), 1.15 — 1.28 (m), 1.352 (m), 1.605 (m), 1.697 (m), 1.80 (m), 1.937 (m),
2.796 a 3.014 (AA’BB’), 3.490 (m), 3.686 (m), 4.02 — 4.10 (m), 6.530 (ddd, /=3.2, 2.1, 1.0
Hz), 6.904 (dd, J=8.7, 2.3 Hz), 6.94 (br s), 7.241 (dd, J=5.7 Hz), 7.326 (d, J=2.3 Hz),
7.357 (dm, J=8.7 Hz), 8.350 (br s)
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Esterifikace pomoci DCC byla provedena za stejnych reakénich podminek u latky
(6). Vysledek byl vsak negativni. Byla provedena optimalizace teploty i reakéni doby
(Tabulka 5, str. 48). Opét nedochazelo ke vzniku mono- ani di-esteru. Pro navazani byl

vyzkouSen 2-hydroxykarbazol, reakce neprobéhla dle ocekavani.

0 /_>\ +HOR

J\OJ\ A~

DMF, DCC

MWNJ oy
. e

Jednim z problému byla rozpustnost latky (6). V rozpoustédlech jako napt.: DMF,
DMSO, THF, CH;CN, pyridin se produkt (6) nerozpoustél. Toto zjisténi velmi znesnadnilo
esterifikaci pomoci DCC, protoze DCC s MeOH reaguje za vzniku methylesteru.

Latka (6) byla nejprve rozpusténa v methanolu, poté bylo ke smési pfidino DMF.
Tyto rozpoustédla se svym bodem varu velmi lisi, proto mohl byt methanol odpafen na

vakuové odparce a latka (6) zlstala rozpusténa v DMF.
Z dtvodu neuspéchu s DCC bylo pouzito pro esterifikaci jiné ¢inidlo - CDI.

Princip esterifikace pomoci 1,1 ’-karbonyldiimidazolu (CDI)71

Esterifikace latky (6) s 2,1 ekvivalenty 2-hydroxykarbazolu, pomoci 2,2 ekvivalenty
couplingového c¢inidla CDI byla provadéna pod argonem. CDI se velmi snadno
hydrolyzuje. Reakce neprobéhla dle ocekavani. Doslo ke vzniku smési

neidentifikovatelnych produkti.
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DMF, CDI

° D

A\
N
R:
N
H

(6]
(6]
4\ /U\ /\/\/\/N
(e} N
“ e
(11) 0 R

o}
/_>~OH
9 + HO-R
N
)FOJLN/\/\/\/
H OH

(6)

Reakce byla zopakovana a k reakéni smési byl pfidan nulovy nukleofil DBU
(diazabicyklo[5,4,0]Jundec-7-en), pro zvySeni nukleofility konjugované kyseliny. Stale

nedochazelo ke vzniku produktu (11).
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5.3.2. 2. synteticky postup

Z diivodu nedspésné esterifikace byl navrZen alternativni 2. synteticky postup.

J Q e
j\ N LAH, j\ . CBr, / Ph,p
AT > AT o
4\0 u / o) ” \—\-‘ Pyridin
0 OH

(2) 0 (14)

o /_f o Hom 0 N/—F
i g

K,CO, / aceton

[¢]
reflux N\
(15) (16) N

Alkylace byla nejprve vyzkousen na modelové latce — 1,6-dibromhexanu.
5-(6-bromo-hexyloxy)-1H-indol (12) byl pfipraven reakci S5 ekvivalentd 1,6-
dibromhexanu s 1 ekvivalentem 5-hydroxyindolu. K reakéni smési byly pfidany 3

ekvivalenty vyzihaného K,COj; jako baze.

/\/\/\/Br
Br H
/\/\/\/O
reflux Br
HO
N
H

Reakce probihala v bezvodém prostiedi, aby se predeslo hydrolyze dibromhexanu a pod

argonem. Byl ziskan produkt (12) ve vytézku 64 % jako Zluty ole;.

Latka (12) byla charakterizovana pomoci NMR:
Provedené experimenty: H, C, gCOSY, gHSQC, gHMQC.

64



'H NMR (399.87 MHz, CDCls, 30°C):

1.537 (4H, m, H-3°, H-4’), 1.832 (2H, m, H-2"), 1.915 (2H, m, H-5"), 3.437 (2H, t, J=6.8
Hz, H-6"), 4.017 (2H, t, J=6.4 Hz, H-1"), 6.480 (1H, ddd, J=3.2, 2.1, 1.0 Hz, H-3), 6.871
(1H, dd, J=8.8, 2.4 Hz, H-6), 7.115 (1H, d, J/=2.4 Hz, H-4), 7.179 (1H, dd, £ZJ=5.6 Hz, H-
2),7.278 (1H, dm, J=8.8 Hz, H-7), 8.031 (1H, br s, NH)

13C NMR (100.55 MHz, CDCl3, 30°C):

25.39 (C-3"), 27.98 (C-4"), 29.31 (C-2°), 32.75 (C-5"), 33.77 (C-6"), 68.63 (C-1"), 102.41
(C-3), 103.66 (C-4), 111.58 (C-7), 112.95 (C-6), 124.77 (C-2), 128.36 (C-9), 131.04 (C-8),
153.62 (C-5)

1,6-di-(1 H-indol-5-yl-oxy)-hexan (13) byl pfipraven reakci 1,6-dibromhexanu s2,2

ekvivalenty 5-hydroxyindolu. Reakce opét probihala v bezvodém prostiedi a pod argonem.

Br/\/\/\/Br H
K,CO I :[ /\
+ —— e a Ua Y /
o)
DMF
HO 74
D s
N H (13)
H

Byl ziskan produkt (13) ve vytézku 33 % jako bily prasek. Z divodu nestability produktu

nebyla latka (13) charakterizovana pomoci NMR.

Redukce pomoci LiAlH,
terc-Butyl ester (6-(bis-(3-hydroxy-propyl)-amino)-hexyl) karbamové kyseliny (14) byl

pfipraven reakci latky (2) s 10 ekvivalenty LiAlH4. Byl ziskan produkt (14) ve vytézku

98 % jako nazloutla latka.
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0
0 OH
j\ /—>\7 \ LiAIH, j\ /—F
4\ /\/\/\/N 4\ /\/\/\/N
(o] N 0 N
N \_>‘O/ THF H \_\~OH
(2) 0

Po ukonéeni reakce byl k reakéni smési ptidan ethylacetat, aby zreagoval zbyly LiAlH,.

Latka (14) byla charakterizovana pomoci NMR:
Provedené experimenty: ESI-MS. (Viz. graficka pfiloha, Hmotnostni spektrum (ESI-MS))

Bromace alkoholu

Bromace latky (14) byla provadéna se 4 ekvivalenty trifenyl fosfinu a se 4
ekvivalenty tetrabrom methylu. Pii reakci vznika HBr, proto byla reakce provadéna
v pyridinu, aby nemohlo dojit k uvolnéni Boc skupiny. Reakce neprobéhla dle o¢ekavani.

Doslo ke vzniku smési neidentifikovatelnych produkti. Mohlo dojit k zacykleni.
OH

j\ N/_/— Ph,P / CBr,
PN

ridin / reflux
on P
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5.3.3. 3. syntheticky postup
Na zavér byl pfipraven terc-butyl ester (2-(Bis-(6-(1H-indol-5-yloxy)-hexyl)-amino)-ethyl)
karbamové kyseliny (16) reakci ferc-butyl esteru N-(2-aminoeth-1-yl) karbamové kyseliny
s 2 ekvivalenty latky (12). K reakéni smési byly ptidany 2,5 ekvivalenty vyzihaného
K,CO; jako baze.

o)
J\OJ\N/\/NHz 0
H /_/_/—/ m
N
e} H
MeOH / 60 °C
K,CO, H \—\_\—\ H
1)
H Y
N (16) o
/
e e G
Br

(12)

Pro zamezeni degradace amino- skupin probihala reakce pod argonem. Byl ziskan produkt

(16) ve vytézku 16 % jako hnédy olej.

Latka (16) byla charakterizovana pomoci NMR:
Provedené experimenty: H, C, gCOSY, gHSQC, gHMQC

'H NMR (399.87 MHz, CDCls, 30°C):

1.360 (4H, m, H-3"), 1.451 (9H, s, CH;%°%), 1.463 (4H, m, H-2"), 1.500 (4H, m, H-4"),
1.807 (4H, m, H-5"), 2.423 (4H, t, J=7.2 Hz, H-1"), 2.511 (2H, t, J=5.8 Hz, H-2), 3.162
(2H, m, H-1), 3.998 (4H, t, J/=6.5 Hz, H-6"), 5.024 (1H, br s, NH), 6.467 (2H, ddd, J=3.2,
2.1, 1.0 Hz, H-3*), 6.863 (2H, dd, J=8.8, 2.4 Hz, H-6*), 7.104 (2H, d, J=2.4 Hz, H-4**),
7.171 (2H, dd, £J=5.6 Hz, H-2**), 7.268 (2H, dm, J=8.8 Hz, H-7**), 8.047 (2H, br s, NH**)
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3C NMR (100.55 MHz, CDCls, 30°C):

26.11 (C-4%), 26.98 (C-27), 27.28 (C-3"), 28.47 (CH;2%), 29.50 (C-5"), 38.31 (C-1), 53.30
(C-2), 53.99 (C-17), 68.77 (C-6"), 79.0° (CBOS), 102.42 (C-3""), 103.67 (C-4>"), 111.57 (C-
7°), 113.00 (C-6"), 124.73 (C-2""), 128.37 (C-9°°), 131.04 (C-8"), 153.69 (C-5"), 156.14
(COP)

* gHMQC odecget.

Pomoci tohoto syntetického postupu by se mohly ptipravit multivalentni derivaty 9-

hydroxyellipticinu.

9-hydroxyellipticin hydrochlorid (CALBIOCHEM) byl charakterizovan pomoci NMR:

'H NMR (399.87 MHz, 303 K, DMSO-dy):

2.822 (3H, s, 5-CH3), 3.262 (3H, s, 11-CH3;), 7.153 (1H, dd, J = 2.3, 8.6 Hz, H-8), 7.506
(IH, d, J = 8.6 Hz, H-7), 7.822 (1H, d, J = 2.3 Hz, H-10), 8.381 (2H, s, H-3, H-4), 9.432
(IH, br s, 9-OH), 9.888 (1H, s, H-1), 11.970 (1H, s, H-6), 15.280 (1H, br s, HCI).

PC NMR (100.55 MHz, 303 K, DMSO-dp):

12.06 (q, 5-CH3), 14.85 (q, 11-CHj), 109.78 (d, C-10), 109.85 (s, C-4a), 112.13 (d, C-7),
117.46 (d, C-8), 119.37 (d, C-4), 119.49 (s, C-11a), 123.02 (s, C-10a), 125.93 (s, C-10b),
127.51 (d, C-3), 133.55 (2 x s, C-5, C-11), 136.21 (s, C-6a), 143.79 (d, C-1), 144.87 (s, C-
5a), 152.09 (s, C-9).
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6. GRAFICKA PRIiLOHA

'H NMR spektrum ferc-Butyl esteru N-(6-(N, N-Bis-2-
(methoxykarbonyl)ethyl)aminohex-1-yl) karbamové kyseliny (2)

B2
fre

Data Collected on
Archwe directory
fexpot/home/vnmrl/vnmrsysdata

Semple drectory

File PB-2-I_f6

'H NMR spektrum ferc-butyl esteru N-(6-(N,N-Bis-2-((2-
aminoethyl)aminokarbonyl)ethyl) aminohex-1-yl) karbamové kyseliny (3)

B3l

Data Collected on
mb-1400-inova 400

Archwe directory
Jexpovhome/vnmri vnmsys/daja

Sample drectory :

Fle FB3-| §

—3334
a 3
3326

Fuise Sequence s2pul
Solvent cd3od

1452

B e I

35

b A
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"H NMR spektrum terc-butyl esteru N-(6-(N, N-Bis-2-((2-N, N-bis-2-
((methoxykarbonyl)ethyl) aminoethyl)aminokarbonyl)ethyl))aminohex-1-yl)
karbamové kyseliny (4)

FB423

Data Coliected on
mb-1400-inova 400

Archive drecto
lexpovhome/vnmrivnm rsys/data

Sample directory

File FB4-2.3 é
=

Rulse Sequence s2pul
Solvent cd3o0d

2483
1451
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'H NMR spektrum 5-(6-brom-hexyloxy)-1H-indolu (12)

mB22

Data Collected on
mb-1400-nova 400

Archive diectory
lexporthome/vnmrl/vnm sys/data
Semple drectory

Rle PB-22

Fuke Sequence 2pul
Sovent CDCI3

'H NMR spektrum
terc-butyl esteru (2-(bis-(6-(1H-indol-5-yloxy)-hexyl)-amino)-ethyl)
karbamové kyseliny (16)

PB-26

Data Collected on
mMb-K400-novad00

Archwe drectory
lexpotvhome/vnmriAnmsysdata

Sample directory

445+

File FB26

Pulse Sequence s2pul
Sohent COC3

7 265
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'H NMR spektrum 9-hydroxyellipticin hydrochlorid

elliptomicine HCI

Data Collected on:
mb-i400-inova400
Archive directory:

/exporthome/vnmri/vnmrsys/data

Sample directory:
File: eliptomicine

Rulse Sequence: 2pul
Solvent: DMSO

»

A

i

_.._____.<________-___q<__.__._.-___._____.____<___.._____.-_._.__....__-<<____._______

16

14

12

10

8

6

4

2

ppm
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Hmotnostni spektrum (ESI-MS) 5-(6-brom-hexyloxy)-1H-indolu (12)

(0]
PB_22 #28-39 RT: 0.72-1.00 AV: 12 NL: 8.98E6

F: +cFullms \
100 298.21

90 296.21 \
80 | MH+

70 ‘ 592.78
60

50

40

Relative Abundance

30
20 - 413.42 614.79

10 '
: I i
© 25047 291.34 1 314.31 ‘ 361.16 391.30 42925 46439 509.40 529.22 i ) L
0 - e el gttt dla
650

B Y R R
250 300 350 400 450 500 550
m/z

A FPHPRSTYNN SR PP DA TR e .‘\;l».uu,vuuulml

Hmotnostni spektrum (ESI-MS)
terc-butyl esteru (6-(bis-(3-hydroxy-propyl)-amino)-hexyl) karbamové kyseliny

OH
PB_23#1-83 RT: 0.00-0.86 AV: 83 NL: 4.40E8
F: +cFullms
100 339.18
% MLi+ W N\Ko
: ' "
80 - o
: Cy7H36N204
. Exact Mass: 332.27
70 J Mol. Wt.: 332.48
' C, 61.41; H, 1091; N, 8.43; 0, 19.25
8 :
o 60 .
el .
c .
3 .
< 50
< :
> .
'ﬁ‘, :
o 40
o
: MH+
30 | 33320 567.39
2 561.36
: 23933 277.22 T
10 ‘ 29520 | 3532 467.52 495 51 1 670.91
. 233.25 i il . 46139 52346 || 583.46
D 187.22 T el b s by e ??2'3{‘,1,@;.71..S§§;_7~5
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
m/z
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Hmotnostni spektrum (ESI-MS)
terc-butyl esteru (2-(bis-(6-(1H-indol-5-yloxy)-hexyl)-amino)-ethyl) karbamové

kyseliny (16)

PB 2#1-15 RT: 002035 AV 15 NL: 29569
T +cms|[ 150.00-2000.00]

0.
10, ®|1.35 \
! N\
0| MH+ N N H
| N N\
i I C3sHsoN4O4
80 | o Exact Mass: 590.38 N
Mol. Wt.: 590.80 \
C,71.15; H, 8.53; N, 9.48, 0, 10.83 H
70 o
g
g | 5671
S |
i2
2
o 4
14
Ky
2
10 o175 118090
47475
0 b2 o 60721 69735 80634 85029 97855 105142 111484 | 121898 1321.79
B A R At A A At A 0t A Ml Rttt A A A0 A A A A A A A4 AN A0 A R A A AR A A A0 L A A4 A ) A MO M

400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300
mz
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7. ZAVER

» Byly pfipraveny dendrimery 1. a 2. generace, po separaci na Silikagelu 60

(40-63 um, Merck) ziskany v Cisté formé.

Tyto dendrimerni struktury (nosi¢e) byly pouzity ke konjugaci se
strukturnimi analogy 9-hydroxyellipticinu — 5-hydroxyindolem a 2-

hydroxykarbazolem.

Reakci terc-butyl esteru N-(2-aminoeth-1-yl) karbamové kyseliny s latkou

(12) byl ptipraven multivalentni derivat 5-hydroxyindolu (16).

» Snaha o ptipravu dalSich multivalentnich derivati 5-hydroxyindolu a 2-

hydroxykarbazolu esterifikaci pomoci DCC a CDI nebyla tspé$na.
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