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ABSTRAKT

6-Diazo-5-oxo-L-norleucin (DON, 1) je nestandardni aminokyselina s prokdzanou
protinadorovou aktivitou nalezend v pudnich bakteriich rodu Streptomyces. Kviili znacné
systémové toxicité projevujici se zejména v oblasti gastrointestinalniho traktu vsSak
samotny DON neni vhodnym klinickym kandidatem pro 1écbu nadorovych onemocnéni.
Jednou z moZznosti, jak problém jeho toxicity vytesit, je reversibilni strukturni Gprava této
molekuly ochranénim jak jeji aminoskupiny, tak i karboxylové funkc¢ni skupiny, tedy
piipravou tzv. proléciva DONu. Piipravené prolécivo mize vhodné pozménit distribuci
DONu v téle a zaroven takto zvysSit jeho permeabilitu do mozkové tkané. Diky této
strukturni Upravé se mohou eliminovat jeho nezadouci Uc¢inky a muze potencidlné
vzniknout latka pro lé€bu mozkovych tumorl, jako je napi. glioblastoma multiforme
(GBM).

V moji diplomové praci je diskutovano pét strategii pro specifické doruc¢eni DONu
do mozku s vyuzitim riznych typt jeho proléciv. Nova proléciva jsou navrzena tak, aby
byla schopnd bud’ samovolné penetrace ptes hematoencefalitickou bariéru, nebo aby byla
substratem pro néktery z jejich influxnich transportéri. Zaroven by tato proléciva méla byt
stabilni v jinych metabolicky aktivnich organech a krevni plazmé, aby byla dostatecné
snizena jiZz zminénd systémova toxicita DONu. Substituenty na aminoskupiné
1 karboxylové skupiné DONu v pfipravenych prolécivech by pak mély byt enzymaticky
snadno odstépitelné v mozkovych bunkdch za wuvolnéni vlastniho Uc¢inného
chemoterapeutika — nesubstituovaného DONu. Uvedené biologické studie s pfipravenymi
proléCivy byly provedeny ve spoluprdci s vyzkumnym tymem profesorky Barbary S.

Slusher z Johns Hopkins Drug Discovery v Baltimore (USA).







ABSTRACT

6-Diazo-5-oxo-L-norleucine (DON, 1) is a non-standard amino acid with proven
antitumor activity found in soil bacteria of the genus Streptomyces. However, due to the
considerable systemic toxicity manifested mainly in the gastrointestinal tract, DON alone
is not a suitable clinical candidate for the treatment of cancer. One of the ways to solve the
problem of its toxicity is the reversible structural modification of this molecule
by protecting both its amino group and carboxyl functional group, by preparing
the so-called prodrug of DON. The prepared prodrug may suitably alter the distribution
of DON in the body and at the same time increase its permeability to brain tissue. Due to
this structural modification, its side effects can be eliminated and a substance for the
treatment of brain tumors, such as glioblastoma multiforme (GBM), can potentially be
formed.

In my dissertation, five strategies for the specific delivery of DON to the brain using
different types of its prodrugs are discussed. The new prodrugs are designed to be either
capable of spontaneous penetration across the blood-brain barrier or of being a substrate
for one of its influx transporters. At the same time, these prodrugs should be stable in other
metabolically active organs and blood plasma in order to sufficiently reduce the already
mentioned systemic toxicity of DON. Substituents on both the amino and carboxyl groups
of DON in the prepared prodrugs should then be enzymatically easily cleaved in brain cells
to release their own effective chemotherapeutic - unsubstituted DON. These biological
studies with prepared prodrugs were performed in collaboration with the research team of

Professor Barbara S. Slusher of Johns Hopkins Drug Discovery in Baltimore, USA.
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POUZITE ZKRATKY

ABC
Al
AMK
BCRP
Boc
CED
CES
CNS
COX
CTSL
DCM
DIEA
DMF
DMSO
DON
DSC
ECD
EMA
ESI
FDA
Fmoc
GBM
GLUTI
HAND
HATU

HDAC
HEB
HLB
HOSu

ATP-binding cassette

adherent junction (adherentni spojeni)

aminokyselina

breast cancer resistance protein

t-butyloxykarbonyl

convection enhanced delivery

karboxyesteraza

centralni nervova soustava

cyklooxygenaza

katepsin L

dichlormethan

N,N-diisopropylethylamin

dimethylformamid

dimethylsulfoxid

6-diazo-5-oxo-L-norleucin

N,N’-disukcinimidyl karbonat

extracelularni doména

european medicine agency (Evropska agentura pro 1é¢ivé piipravky)
elektrosprejova ionizace

food and drug administration (Utad pro kontrolu potravin a 1&iv)
9-fluorenylmethyloxykarbonyl

glioblastoma multiforme

glucose transpoter 1 (glukézovy transportér 1)

HIV-associated neurocognitive disorders
1-[bis(dimethylamino)methylen]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridinium
3-oxid hexafluorofosfat

histon deacetylaza

hematoencefaliticka bariéra

hematolikvorova bariéra

N-hydroxysukcinimid
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HPLC

HR MS

HTS
1.v.
JAM
LATI1
LC-MS

LiHMDS
MAB
MAO
MMAE
MPTP
MPPP
MRP
NADH
(NAD")
NMR
m-TOR
PCI
PDT
PEG
P-gp
SAR
S.C.
THF

TJ
TMS
T™Z
UPLC-MS

high-performance liquid chromatography (vysokoucinna kapalinova
chromatografie)

high-resolution mass spectrometry (hmotnostni spektrometrie s vysokym
rozliSenim)

high throughput screening

intraven6zni

junction-associated molecules

large amino acid transporter 1 (pienasec velkych aminkyselin 1)
liquid chromatography — mass spectrometry (kapalinovd chromatografie
s hmotnostnim spektrometrem)

lithium hexamethyldisilazan, lithium bis(trimethylsilyl)amid
monoclonal antibody (monoklondlni protilatka)

monoaminooxidaza

monomethyl auristatin E

1-methyl-4-fenyl-1,2,4,5-tetrahydropyridin
1-methyl-4-fenyl-4-propionoxypiperidin

multidrug resistence-associated proteins
nikotinamidadenindinukleotid redukované forma
nikotinamidadenindinukleotid oxidované forma

nuklearni magnetickd rezonance

mammalian target of rapamycin

photochemical internalization (fotochemicka internalizace)
photodynamic therapy (fotodynamicka terapie)

polyethylenglykol

P-glykoprotein

structure-reactivity relationship (vztah mezi strukturou a reaktivitou)
subkutanni

tetrahydrofuran

tight junction (t€sné spojeni)

tetramethylsilan

temozolomid

ultra performance liquid chromatography — mass spectrometry
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VEGF vascular endothelial growth factor
WHO world health organization (svétova zdravotnicka organizace)

70 zonula occludens
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1 UVOD

Lidsky mozek vyuzivd velmi ucinnych obrannych mechanismi pro zamezeni
proniknuti nezadoucich cizorodych latek do mozkovych bunck, kde by mohly pisobit
neurodegenerativné. Jeden z nejzasadnéjSich vlivii na vybér molekul prochézejicich
do mozkové tkané ma hematoencefaliticka bariéra (HEB). Tato semipermeabilni
membrana sice chrani mozkovou tkan pred xenobiotiky, zaroven tim ale znacné
znesnadnuje piistup naptiklad také latkdm uréenym pro 1écbu mozkovych onemocnéni.

Moje diplomova prace se zabyva piipravou tzv. proléCiv nestandardni piirodni
aminokyseliny 6-diazo-5-oxo-L-norleucinu (DON, 1), u n¢jz byly v minulosti prokazany
znaéné protirakovinné ucinky v fad¢ klinickych testti. Bohuzel vSak kvili jeho systémové
toxicit¢ nemohl byt schvdlen pro pouziti v bézné klinické praxi. Syntézou vhodnych
proléciv DONu vSak Ize docilit selektivniho plsobeni této latky pouze v misté nadoru.
Substituci jak jeho volné aminoskupiny, tak 1 karboxylové skupiny lze pfipravit proléciva,
ktera budou stabilni v krevni plazmé a metabolicky aktivnich organech a zarovenn budou
schopny penetrace ptes HEB, kde je pfitomné enzymy rozstépi na aktivni DON.

V néasledujicim textu je diskutovano pét riiznych strategii nadvrhu a piipravy proléciv
DONu cilenych pro 1é¢bu malignich mozkovych nadord, jako je glioblastoma multiforme
(GBM). Celkem jsem pfipravila 27 novych prolé¢iv DONu inspirovanych strukturami jiz
diive ptipravenych latek podobného charakteru. Takto pfipravend proléciva by méla byt
schopna bud’ samovolné penetrace pifes HEB, nebo prichodu do mozku aktivnim
transportem pomoci nékterého z pienaSeci v HEB. Zarovenl se snaZime nalézt takové
prolécivo DONu, které bude selektivné enzymaticky St€peno pouze v nadorovych buinikach
v mozku. U vétSiny syntetizovanych prolé¢iv DONu jsou také diskutovany provedené
in vitro biologické studie zkoumajici jejich stabilitu a schopnost prichodu téchto latek pres

HEB.
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2 CILE PRACE

& Navrh a syntéza:

O

proléciv 53a-h, 58a-c¢ a 65a-c¢ s lipofilnim fetézcem piipojenym na N-konci
isopropyl esteru (38) nebo #-butyl esteru (45) DONu,

proléciv 70a-c, 79, 83, 87 urcenych pro transport do mozku pomoci
prenasece GLUTI,

proléciv 95a-c obsahujicich arekaidinovy strukturni motiv,

proléciva 101 urceného pro transport do mozku pomoci prenasece LATI,
proléciv 113 — 115 s pfipojenym biotinem pies PEG-linker, které pomoci
nejsiln€j$i nevazebné interakce biotin-streptavidin  budou navazany
na protilatku, kterd zaru¢i doruceni proléciva k jejimu specifickému

antigenu na membrang bunky.

& Charakterizace pripravenych prolé¢iv a jejich intermediatl pomoci 'H a 3C NMR,

ESI MS a HR ESI MS po izolaci produktii z reakéni smési v dostatecné Cistoté
(> 95%).

4 Interpretace dat z provedenych biologickych studii u jednotlivych proléciv.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Hematoencefaliticka a hematolikvorova bariéra

V lidském mozku najdeme dva zékladni typy membran, které jsou z hlediska cilené
distribuce 1é¢iv do mozkové tkan¢ vyznamné. Jednd se o hematolikvorovou (HLB) a
hematoencefalitickou (HEB) bariéru. Vzajemné se 1iSi umisténim, strukturou, a tedy
i propustnosti pro riizné skupiny latek." Jejich hlavni funkci je pfedev§im ochrana nervové
tkan¢ pred infekci a xenobiotiky, ktera by mohla mozkové bunky poskodit. Dale reguluji
prachod iontl iontovymi kandly pro né urCenymi a kontroluji vstup makromolekul
do mozkové tkan€ pomoci specifickych prenaseci. Vétsina velkych polarnich latek musi
byt substratem pro n&ktery z transportérti, jinak jejich pfenos do mozku neni mozny.®
Nespravna funkce bariér je spojena s fadou neurodegenerativnich onemocnéni, jako jsou
napiiklad Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba, epilepsie a glaukom, které
souvisi s jeji vyssi propustnosti. Do mozku se tak dostavaji molekuly, které by tam jinak
nepronikly, a negativné ovliviiuyji ¢innost naseho hlavniho fidiciho organu.

HLB odd¢luje krev od mozkomisniho moku (likvoru), ktery plni ochrannou funkeci
jak mechanickou, tak i metabolickou. Tlumi narazy a otfesy mozku, zmirfiuje disledky
prudkych zmén tlaku a teploty. Zaroven napomaha udrzeni homeostazy v okoli nervovych
bunék, jejich vyzivovani a detoxikaci. HLB je tvofena epitelidlnimi (gliovymi) buiikami®®
vzajemné spojenymi tzv. tésnymi spojenimi (tight junctions, TJ), bazalni membranou a

vrstvou endotelu kapilar pia mater (Obrazek 1).()

Obriazek 1: Hematolikvorova bariéra.(!)

fenestrace
krev
— endotel

....... s——— bazdlni membrana

i choroidealni bufiky
VMY

mozkomisni mok tésné spojent
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Z hlediska medicinalni chemie je vyznamnéj$§i membranou HEB separujici krev
od mozkové tkan¢. Sestava ze tii vrstev (Obrazek 2). Prvni z nich, kterd je v kontaktu
s okolni krvi, je tvofena endotelovymi buiikami vzajemné spojenymi tésnymi spojenimi
(zonula occludens), které jsou vtomto piipadé mnohem méné permeabilni nez tésna
spojeni HLB.® Endotel je ¢aste¢né obklopen mezenchymaélnimi butikami - pericyty, které
jsou nesouvisle rozmistény podél mozkovych kapilar.) Meziprostor vypliiuje bazélni
membrana (bazélni lamina), ktera zaroven uzavira prostor kolem pericytii a endotelovych
bunék. Na tuto membranu pak pfisedaji vybeézky astrocytli, které reguluji piitomnost
tésnych spojeni na povrchu HEB, a tim ovliviuji jeji integritu a funkci. Struktura HEB
neni statickd, ale méni se podle fyziologickych podminek.® Vzdy ale zabrafiuje volné
penetraci krevnich bunék a neurotoxickych slozek plazmy do mozku. Na druhou stranu
mozkovy endotel tvoii opravdu velky prostor pro latkovou vymeénu, kdy u dospélého
jedince se pohybuje v rozmezi 12 — 18 m2.©® Jedna se o velmi komplexni systém kapilar,
kterych v mozku najdeme vice nez 100 miliard o celkové délce piesahujici 600 km.”
Mozkové buiiky jsou od nich vzdaleny nanejvys 25 um.® Jakmile tedy molekula jednou
projde pfes HEB, mlzZe na n¢ prakticky okamzité pusobit. Tato skutecnost je hlavnim
divodem, pro¢ je HEB zajimavym cilem pro vyvoj novych 1éCiv cilenych na centralni

nervovou soustavu (CNS).

Obrizek 2: Struktura hematoencefalitické bariéry.®
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3.2 Tésna spojeni (TJ) v hematoencefalitické bariére

HEB ma hydrofobni charakter, ¢imz umoziuje volny priichod pouze omezenému

mnozstvi latek. Jeji selektivni propustnost zajistuji TJ, diky nimz jsou mozkové kapilary
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50 —100x méné& permeabilni neZ periferni krevni cévy.?? TJ jsou proteinové komplexy
na apikdlni stran¢ endotelidlnich buné€k, které drzi sousedni buiiky spojené a umoziuji
pienos voln¢ cirkulujicich molekul v plazmé do mozkové tkané. Mozek je tak zasoben
potfebnymi nutrienty, ale zaroven chranén pied nezddoucimi neurotoxiny, nebot’ TJ jsou
pro latky urcit¢ povahy nepriichozi. Vlastnosti takovych molekul budou diskutovany
v nasledujici kapitole.

TJ obsahuji integralni proteiny klaudin 3 a klaudin 5, okludin a JAM
(junction-associated molecules). Klaudin 3 a klaudin 5 jsou tvofeny Ctyfmi
transmembranovymi doménami, které zprostfedkovavaji vazbu se smyckami klaudint
sousednich bunék v extracelularni ¢asti (Obrazek 3).®) Selektivni ztrata klaudinu 3
v glioblastomem postizenych mozkovych buiikdch vede ke ztrat¢ integrity a nckterych
funkci HEB.%!? Okludin obdobné vzijemné interaguje svymi smyckami, netvoii viak
pory pro malé ionty jako klaudiny. Klaudiny i okludin jsou uvnitf buiikky navazany
na strukturni proteiny ZO-1, ZO-2 a ZO-3, které pak dale zprostredkovavaji vazbu pies
cingulinové dimery na aktinovy skelet. ZvySenim intracelularni koncentrace Ca** iontti
muze dojit k aktivaci aktinového vldkna, coz vede ke zméné uspofadani klaudinti a
okludinu na membrang, a tim i ke zméné vlastnosti TJ. Buiiky jsou takto schopné reagovat

na zménu okolnich podminek.

Obriazek 3: Struktura tésnych spojeni.?)
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Nezbytné pro vznik TJ jsou adhezni spojeni (adherens junctions, Al), kterd jsou
tvofena proteiny kadheriny.®!'D Kadheriny jsou pfes dal§i proteiny kateniny propojené
s bunéénymi aktinovymi vlakny a jsou tedy zodpovédné za regulaci pohyblivosti bunék.!?

Pokud dojde k poruseni struktury AJ, narusi se také struktura TJ a celé HEB.®

3.3 Transport latek pres hematoencefalitickou bariéru

Jen velmi malo latek se ptes HEB dostane pasivni diftzi. Jsou to zejména plyny
(COa, Oz, NH3), malé polarni molekuly (voda, ethanol) a lipofilni steroidni hormony."
Ostatni molekuly mohou byt pfenaSeny pomoci aktivniho transportu, ale ne vSechny
k tomu maji vhodné vlastnosti. Pro slouceniny, které maji schopnost penetrace pres HEB,
byla na konci minulého stoleti formulovéana Lipinského pravidla 5,113 podle nichz je
membréana §patné& prostupna pro molekuly s velkym polarnim povrchem (v&tsim nez 80 A?)
a molekulovou hmotnosti nad 500 Da, sou¢tem donord vodikovych vazeb vétSim nez 5 a
souCtem akceptori vodikovych vazeb vétSim nez 10. Problémem pro prichodnost
membranou muze byt i vysoka afinita k plazmatickym proteinim. Dilezita je také hodnota
logP (kde P je rozdélovaci koeficient smési oktanol/voda pti pH 7.4), ktera reflektuje miru
lipofility dané slou¢eniny.!"> Idealni hodnota logP se podle téchto pravidel pohybuje okolo
hodnoty 2. Molekuly jsou selektovany nejen na zaklad¢€ velikosti, ale i naboje. Béze, které
jsou kladné& nabité, projdou do mozku snaze nez zaporné nabité kyseliny.

HEB je prostupna v obou smérech. Tzv. .uptake™ transportni systémy pienasi
molekuly do mozku, zatimco efluxni transportéry odvadi latky zpét do krve. Smér pohybu
jejich substrati je dan orientaci téchto komplexii na membrané¢ endotelové buiky.
Obrazek 4 zobrazuje pichled zakladnich transportnich systémt v HEB. V nésledujicim
textu budou diskutovany pouze vybrané pfenosové systémy. Rozsahly piehled je dostupny
v literatuge.(® 16:17:18)

Béhem metabolickych procesti probihajicich v CNS wvznikaji rizné odpadni
produkty, které by zde ve vyssi koncentraci mohly plsobit neurodegenerativné. Proto
existuje v HEB velké mnozstvi efluxnich pfenase¢li odvadgjicich tyto latky zpét
do krevniho tecist€¢. Mohou pak byt pieneseny do ostatnich organti a dale vyuzity, nebo
vylouceny ven ztéla. Zaroven tyto transportéry slouzi jako druhy stupent ochrany
nervovych bunék pred Skodlivymi komponentami, které prekonaly HEB. Nejvyznamnéjsi
znich je rodina ABC (ATP-binding cassette) transportéri o 48 clenech rozdélenych
do 7 podrodin, jejich substraty jsou hlavné lipofilni latky.®) Nejvétsi pozornost je v HEB
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vénovana P-glykoproteinu (P-gp, ABCB1), MRP (multidrug resistence-associated
proteins) a BCRP (breast cancer resistence protein, ABCA2).() P-gp je transmembranovy
protein o velikosti 170 kD na apikalni membrané endotelovych bun¢k, kodovany genem
ABCBI. Je to ATP-dependentni protein se Sirokou substratovou specifitou, coz velmi
ztézuje vyvoj 1éciv cilenych na nemoci CNS. Téméf 60% vSech protinadorovych substanci
je jim totiz rozpoznavano a nasledn¢ vylouceno ven z mozku, ¢imz rapidné klesa efektivita

1é¢by a je nutné podavat vyssi davky, které jsou v§ak mnohdy pro organismus toxické.!?)

Obrazek 4: Prehled zékladnich transportnich systémt v HEB.©
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Glukéza je klicovym zdrojem energie pro mozkové buiiky. Z krve do endotelu
je transportovana pomoci GLUT1 ptenasece ve sméru koncentraéniho gradientu. Pokud
poklesne jeji koncentrace v mozkovém tkanovém moku, je okamzité vyrovnana prenosem
z okolni krve. Je tak udrzovana rovnovdha mezi jeji hladinou v plazmé a v mozku.
Substratem GLUT1 neni pouze glukdza, ale i dal$i hex6zy. Jedna se o uniporter, ktery je
exprimovan v endotelovych buikdch, ale ne v neuronech.!” Jeho sekvence ¢&itajici
492 aminokyselin je znama jiz od roku 1985 (Obrazek 5)?V a je kédovana genem
SLC2A1.©® Je jednim z nejéast&jsich prenaseti v mozkovém endotelu. Jeho intracelularni

Cast sestdva ze 3 helixli, které tvofi vazebné misto pro cukr. Celkem obsahuje
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12 transmembranovych domén. GLUT1 je produkovan ve vys$i mife utfady rGznych
nadord, veetné glioblastomu multiforme (GBM), kde glukéza slouzi jako klicovy zdroj
energie pro masivné proliferujici rakovinné buiiky.*?? Prognéza daného onemocnéni pak
koreluje s mnozstvim exprimovanych GLUT1 v nadoru. Cim 1épe bude tkain vyZzivovana,
tim rychleji mtze nador pronikat do okoli. Studie zahrnujici 52 pacientt s glioblastomem

prokézala, ze GLUT1 je zvy$ené produkovan v hypoxickych oblastech téchto nadort.??

Obrazek 5: Struktura GLUT1.@D
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Ptenos esencidlnich aminokyselin (AMK) do mozku je zprostfedkovavan Ctyfmi
¢leny rodiny pfenaSeci LATI1-4 (large neutral amino acid transporter 1-4). Pouze
antiporter LATI1 byl identifikovdn ve zvySené mife uridznych typli nadorovych
onemocnéni, zejména pak u GBM. Zde se jeho exprese zvySuje s progresi nadoru,
vyznamné pak v metastazach, kde napomdhd vyzivovani nadorové tkané a produkci
signalnich molekul pro aktivaci proristové kaskady mTOR. Tim zvySuje rychlost
proliferace rakovinnych bun€k a stavd se vyznamnym cilem pro vyzkum novych
protinddorovych 1é¢iv.©® 22 Vhodnymi substraty jsou pro n&j zejména velké neutralni
AMK, jako je tyrosin a tryptofan, dale leucin, isoleucin, fenylalanin, methionin, histidin
nebo valin. Katalyzuje také prenos thyroidnich hormoni a nékterych 1é¢iv do mozku.?®
Je kodovan genem SLC7AS a tvoii 12 transmembranovych domén o sekvenci 926 AMK.

LATI kovalentné¢ vaze glykoprotein SLC3A2, ktery urcuje jeho pozici v plazmatické

membrané a je klicovy pro jeho stabilitu a funkci (Obrazek 6). 322426
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Obriazek 6: Struktura komplexu LAT1 — SLC3A2.2 3

i A
i cytosolova strana

* (A) Struktura lidského LAT1-SLC3A2 komplexu ziskand kryo-elektronovou mikroskopii. LAT1
je reprezentovan modie a SLC3A2 Zluté oznacenou casti. V molekule LAT1 je zluté zvyraznén
navézany inhibitor 2-amino-2-norbornankarboxylova kyselina (BCH); (B) schématické znazornéni
12 transmembranovych domén; (C) celkova struktura komplexu; extraceluldrni doména (ECD),

helix (H), transmembranova doména (TM).

3.4 Strategie doruceni 1é¢iv do CNS

Az 95% potencialnich protirakovinnych sloufenin nedokaZe prostoupit zdravou
HEB.® To je jednou z hlavnich pf¥i¢in, pro¢ vyvoj 1ékii cilenych do CNS trva podstatng
déle, nez je tomu u jinych nemoci, a proc¢ je stale velkou vyzvou pro obor medicinalni
chemie. Bylo popsdno mnoho strategii, které doruceni latek do mozku umoziuji
(Obrazek 7).®) U kazdé z nich najdeme mnozstvi vyhod i rizik, at’ uz se jedna o invazivni
metody mechanicky rozruSujici ochrannou membranu, ¢i o reverzibilni pozménéni
struktury aktivni latky po dobu nezbytné nutnou pro jeji doruceni na pozadované misto,
kde je nasledné biotransformovana zpét v aktivni slozku. Vybrané piistupy budou

diskutovany dale, podrobny piehled ostatnich metod je dostupny v odborné literatuie.?’>?
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Obrizek 7: Strategie doruceni 1é¢iv do mozku.®

[lokélni metody pod:’mi] [ modifikace molekul ] [modulace tl'ansportél'ﬁ]
- convection enhanced delivery (CED) - design molekul podle strukturni analyzy - inhibice efhnich pfenaseci
- polymerni implantaty - proléciva - regulace transportu
- intrateledlni pumpy - koncept Trojského koné

@ ldtky s omezenou permeabilitou pres HEB ostatni zpisoby [modiﬁkace tésnych spojeni]

forma molelouly se schopnosti penetrace _ nanotéstice (dendrimery) - osmotické rozmten
© inhibitor eftuxniho transportéru - liposomy - cileny ultrazvuk
- intranasalni podani - fotochemicka internalizace (PCT)
- fotodynamicka terapie (PDT)
- pusobeni chemickych sloucenin

3.4.1 Lokalni metody podani

HEB lze ptekonat mechanicky pfimym vpravenim lécivych latek do mozkové tkang.
Zajistime tak presné dorueni molekuly do daného mista v mozku v pozadované
koncentraci. Jedna se ale o invazivni a finanén€ nakladny zptsob vyzadujici komplikovany
chirurgicky zasah spojeny s vysokym rizikem infekce.®) Metoda ..convection enhanced
delivery* (CED) umoznuje kontinuélni ptivod latek zven¢i pomoci operativné zavedeného
infuzniho katetru.? Jinou variantou je chirurgické zavedeni intratekalni pumpy nebo
polymerniho implantatu, ¢imZ vytvofime depozitni misto uvnitf mozku, ze kterého bude

1é€ivo postupné uvolilovano v terapeutickém mnozstvi po delsi Casovy tsek.

3.4.2 Dendrimery

Chemoterapeutika se mohou dostat do oblasti CNS také kovalentnim pfipojenim
k riznym typlim nanocastic jakoZzto nosicl. Pfikladem jsou dendrimery. Jednd se
o sttedoveé symetrické makromolekuly nanometrovych rozmérti slozené ze tifi hlavnich
casti (Obrazek 8). Uprostied se nachazi centralni jadro, které mlize byt bud’ jednoatomové

¢1 viceatomové. Na n¢j jsou dvéma az Ctyfmi vazbami napojeny opakujicici se stavebni
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jednotky prvni generace. Na kazdou z nich jsou pak navazany dal$i dvé jednotky druhé
generace. Tento trend stromového rastu se opakuje az po posledni generaci, kterd
je zakonCena reaktivnimi funkénimi skupinami, u dendrimerti urenych pro prenos l1éciv
v organismu se jedna nejcastéji o hydroxylovou skupinu. Anionické dendrimery jsou totiz
na rozdil od kationickych biokompatibilni. Navic hydrofilni skupiny zajistuji rozpustnost
té&chto nanocastic v polarnich roztocich.®? Lé¢ivo je pak kovalentné navazano na tyto
periferni funk¢ni skupiny nebo .zapouzdieno* v kavitdch dendrimeru, pfi¢emZ nosnost
dendrimeru muze byt az 25% w/w. Nazev dendrimeru se odviji od poctu generaci,

ze kterych je vystavén.®?

Obrazek 8: Schématicka struktura dendrimert.G?

generace
] 2

Vyhodou téchto nanonosi¢ii je jejich tvarnost. Muzeme je syntetizovat
ve variabilnich velikostech a s riznym povrchovym nabojem. Podle toho jsou pak urceny
jejich fyzikalné-chemické a biologické vlastnosti, které miizeme modifikovat tak, aby tyto

dendrimery naptiklad snadné&ji prochazely pies HEB.G%

3.4.3 Inhibice efluxnich prenasecu

Ptitomnost velmi G¢innych efluxnich transportérti, které jsou casto v nadorovych
buiikdch produkovany ve vyssi mife, je také castou pficinou netspéchi pii vyvoji ucinnych
terapeutické koncentrace u¢innych latek uvniti bunék.®> Tento piistup se viak z hlediska
toxicity pfiliS neosveédCil. Prvni generaci inhibitort (verapamil (2), cyklosporin-A (3))
chybéla dostatecna selektivita a potence, coz predstavovalo nutnost podavat pii 1€¢be jejich

(36 -

vysoké davky. 37 Inhibitor druhé generace valspodar (4) byl sice aktivn&jsi,

ale zdsadnim nezddoucim u&inkem byla jeho interference s cytochromem P450.G%
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Problémy s toxicitou vykazovaly i latky tfeti generace. Tariquidar (5) z tohoto divodu
neuspél ve tieti fazi klinického testovani, stejné tak zosuquidar (6) nebo elacridar (7).G% ~49
Dodnes nebyl nalezen zadny specificky inhibitor efluxnich transportérii, ktery by byl
schvalen FDA.® Je tedy nutné nalézt latku, ktera nebude substratem efluxnich pienasect,

a zarovef v ur¢ité formé projde HEB.()
O/
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3.4.4 Strukturni modifikace molekul

Nejvhodnéjsimi kandidaty pro snadny vstup do CNS jsou takové molekuly, které
po podani snadno projdou v intaktni formé organismem a dostanou se v nezménéné formé
do mista uc¢inku. V pfipadé sloucenin cilenych do mozku je také vyhodou, pokud nejsou
substraty efluxnich pfenasecu a prochazeji pres HEB.

Na zékladé studie provedené firmou Pfizer u 119 komer¢nich 1é¢iv cilenych na CNS
a 108 preklinickych kandidati byly formulovany ideédlni hodnoty Sesti fyzikalné-

chemickych vlastnosti pro molekuly penetrujici pies HEB.*! Velka ¢ast z uvedenych latek
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spliiyjici tato pravidla navic nebyla substratem pro P-gp. Zjisténé hodnoty kli¢ovych
parametr jsou piehledné shrnuty v Tabulce 1. Na zédkladé jejich znalosti lze snadnéji
vyvijet nové molekuly, které budou pravdépodobné uspésné alespon v pocatecnich fazich

klinického testovani.

Tabulka 1: Hodnoty dilezitych fyzikalné-chemickych vlastnosti 1éCiv pfipravenych

za Gi¢elem vstupu do CNS.“4D

Parametr Hodnota
Distribucni koeficient (ClogD) pti pH = 7,4 <2
Parti¢ni koeficient (ClogP) <3
Relativni molekulovd hmotnost <360
Tolopogicka plocha polarniho povrchu (tPSA) 40 az 90 A?
Pocet donorii vodikovych vazeb <5
Nejbazictéjsi centrum v molekule (pKa) <8

3.4.5 Proléciva

Strategie umoznujici vySe diskutovand kritéria splnit je vyuZiti proléciv. Tento
koncept je znam jiz od roku 1958.4% Jedna se o derivéty biologicky aktivnich molekul,
které se po doruceni do cilové tkan¢ kontrolované biotransformuji specifickymi enzymy
zpét na Gcinnou latku (Obrazek 9).1%*? Timto zptisobem lze pozitivné ovlivnit vlastnosti
dané molekuly, jako jsou rozpustnost, chemicka stabilita ¢i schopnost pfekonat HEB
za soucasného zachovani jeji Gi¢innosti. > ~*5 Mizeme tak omezit i systémovou distribuci
latky, ¢imZ sniZime jeji moZnou toxicitu. Odstépitelnd ¢ast by pfitom méla byt po uvolnéni

z prolé€iva snadno degradovatelna, vylougitelna a pro organismus netoxicka.>

Obrazek 9: Obecny mechanismus ptisobeni proléciv v CNS.
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Polarni latky obecné neprochazi HEB pasivni difuzi. To lze vyftesit lipidizaci jejich
struktur, ¢imz ale zaroven zvySime afinitu dané molekuly k P-gp. Je proto Zadouci najit
takové skupiny, které se po vstupu do mozku snadno odstépi jesté pied vyloucenim
proléciva efluxnim systémem zpét do krve. Predpokladem je také to, Ze ani samotna
aktivni molekula nebude substritem efluxnich komplext.!'” Nejznaméjsim piikladem
takové latky je heroin (9),“® derivat morfinu (8) pfipraveny dvojnisobnou acetylaci jeho
hydroxyskupin, ktery prochazi zhruba 100x 1épe pies HEB nez samotny morfin.G%
Zvysenim logP v ptipadé heroinu se molekula stava lipofilngjsi a pfiblizuje se tak idedlni
hodnoté logP, ktera se ma podle Lipinského pravidel 5 pro latky cilené do CNS pohybovat

okolo ¢&isla 2. “47

morfin (8) heroin (9)
(logP 0,89) (logP 1,58)

Lipidizaci sloucenin zaroven docilime jejich vyssi distribuce i do ostatnich tkani,
¢imz mulze dojit k vyvolani nezadoucich ucinkli. Proto byla navrZena jind strategie
transportu proléciv pres HEB. Vyuziva ptipojeni lipofilniho strukturniho motivu k aktivni
latce, ktery zajisti jeji specifickou distribuci do mozkové tkané. Zde je latka dale
oxidovana na svou hydrofilni formu a lipofilni ¢ast je odstépena pfitomnymi enzymy
zauvolnéni aktivni molekuly. Typickym piikladem je redoxni systém inspirovany
metabolickou pfeménou NADH na NAD" b&zné probihajici v organismu (Schéma 1).4®
Estrogen se bézné pouziva k hormonalni substitu¢ni terapii u Zen po menopauze. Snadno
prekonava HEB, ale v mozku je zadrzovan velmi maélo. Pro jeho dostate¢ny ucinek jsou
krevni tlak ¢i vznik nddoru. Bezpecnou variantou je vyuziti proléciva, které po uvolnéni
aktivni slozky zajisti zvySenou koncentraci volného estrogenu pouze v oblasti CNS.
K tomuto tucelu byl vyvinut preparat Estredox (10), vnémz byla 1,4-dihydro-N-
methylnikotinova kyselina pfipojena esterovou vazbou k lidskému 17p-estradiolu (12).4%

59 Takto vzniklé prolééivo 10 pasivné difunduje z cirkulujici krve pies HEB, kde dojde
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k jeho oxidaci na N-methylpyridinium (11), které velmi Spatné prochazi zpét. Piislusny

estrogen je z molekuly odStépen pfitomnymi esterdzami.

(ER))

Schéma 1: Metabolickd pfeména proléciva Estredox (10).
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Jak jizZ bylo zminéno, v HEB se nachazi Siroké spektrum transportéri se zndmymi
endogennimi substraty (Obrazek 4). Pfipojenim téchto molekul (nebo jejich Casti)
ke struktute latek, které chceme dorucit do mozku, vytvofime proléciva, ktera mohou mit
téz afinitu k pfislusSnym pienosovym komplexim v bariéfe. Jsou popsany experimenty,
které timto zplisobem cili na penase¢ GLUT1 s glukézovymi derivaty dopaminu.®! Tento
neurotransmiter je b&zn€ produkovan nervovymi bunikami v mozku. Pti Parkinsonoveé
chorobé¢ jsou tyto builky poSkozeny a nejsou schopny dopamin syntetizovat, ¢imz
je znemoZnén vzajemny prenos signalu, a pacienti tak ztraci své motorické schopnosti.©?
Pro zmirnéni priibéhu nemoci je proto vyuzivano substituc¢ni 1écby. Samotny dopamin ale

neni schopen prostoupit HEB. Je enzymaticky biotransformovan z L-DOPA (13)
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az v mozku. Proto bylo vyvinuto proléfivo, v némz je ke struktufe dopaminu pfipojen
cukerny zbytek, ktery je pfirozenym substratem GLUT1. Testy byly provadény na lidskych
erytrocytech, kde se vyskytuje stejnd forma GLUT1 transportéru jako v HEB. Glukézovy
zbytek byl k dopaminu pfipojen ptes riizné typy linkera v pozicich C-1, C-3 nebo C-6.
Nejvyssi afinitu vykazovalo prolécivo 14 obsahujici kratky karbamatovy linker pfipojeny
k uhliku C-6 glukdzy, coz nasvédCuje tomu, ze vzdalenost aromatického kruhu a C-6

glukozy je vyznamna pro aktivitu prenasece.

OH
;
o ! o 2 \OH
HO HO N.__O 2
NH o :Q/V \[O]/ ° 5 o‘;'l o
HO z HO
L-DOPA (13) dopamin 14 glukoza

Zajimavy zpusob pro doruceni neuroprotektivnich latek do CNS predstavuje
i transportér velkych aminokyselin 1 (LATI). Jeho vyhodou je selektivni exprese
na membranach endotelovych bunék v HEB 1 v bunkiach mozkového parenchymu.
Proléciva, ktera budou jeho substraty, pak mohou projit nejen HEB, ale dostanou se
i do mozkovych bunék.*? Zaroven se vyhneme systémové expozici dané latky, &imz
omezime nezadouci UCinky. Ketoprofen (15) je neopioidni analgetikum neselektivné
inhibujici cyklooxygenazu 1 (COX-1) i cyklooxygenazu 2 (COX-2).4? Tato latka oviem
neni transportovana selektivné pouze do mozkové tkané, ale plisobi i1 v ostatnich organech.
Pro zvyseni jeji afinity k LAT1 a eliminaci jejiho systémového piisobeni v organismu byla
pfipravena série proléCiv ketoprofenu, kterd byla zkouména v in vitro studii zaméfené
na sledovani zmén vlastnosti téchto proléciv oproti piivodnimu ketoprofenu. Na péti
testovanych kandidatech bylo prokézano, Ze dilezitym strukturnim motivem je aromaticky
kruh. Pfipojenim aminokyseliny obsahujici benzenové jadro se substituenty
v polohach meta (16) nebo para (17) bylo dosazeno efektivniho pienosu téchto molekul
do mozku pomoci vySe zminéného transportéru. Alifatické aminokyseliny tuto schopnost

neprokazaly.
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Velky vyznam piitomnosti aromatické ¢asti v molekule pro afinitu k LAT1 byl
potvrzen také v dalsi studii, ve které byly srovnavany tfi derivaty dopaminu obsahujici
ve své struktufe tfi riizné aminokyseliny.®® Nejlepsich vysledki dosahla molekula
s ptipojenym fenylalaninem pfes amidovou vazbu v meta pozici aromatického kruhu (18).
Tyto poznatky mohou byt uplatnény pii dalSim vyvoji 1é¢iv prendSenych pres HEB
komplexem LAT]I.

HO:©\/\ o o
HO N OH
H NH,
18
Obecnym strukturnim motivem, ktery zvySuje efektivitu pienosu nékterych
molekul do mozku, je tercidarni amin s linearnim fetézcem. Slabé béaze zahrnujici
pfipojenou N,N-dimethylamino skupinu  jsou Vv organismu protonovany
na kvartérni dimethylamoniovy kation a snadngji pak prochdzi pfes HEB, neZz zaporné

nabité molekuly. Tento koncept byl aplikovan u prolégiv dexibuprofenu (19) ©%

&i dopaminu (20).6
>Lfo

H \
(e} N N
o T
}/&O

19 20

3.5 Glioblastoma multiforme (GBM)
Nédor je uskupeni bun¢k autonomni povahy, které se nekontrolovatelné déli v urcité
tkani. Rozlisujeme jeho nezhoubné (benigni) a zhoubné (maligni) formy.®) Benigni ttvar

je nebezpecny pouze v piipad€, kdy svym expanzivnim rastem utlacuje okolni orgény.
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Oproti tomu maligni novotvar zaklada dcefinna loziska, tzv. metastazy, a poskozuje okolni
tkan¢ tim, Ze do nich pomalu pronika a pietvafi jejich strukturu. Metastazy vznikaji
na mistech vzdalenych od ptivodniho loziska a jsou nejcastéjsi pficinou umrti postizenych
jedinct.®®

GBM je primarni maligni mozkovy tumor klasifikovany Svétovou zdravotnickou
organizaci (WHO, World Health Organization) jako astrocytom IV. Stupné, tedy jako
nejagresivnéjsi forma gliomu.®’ = 3® Zaroven je bohuzel nej¢astéj$im typem rakoviny
centralni nervové soustavy s incidenci 0,6 az 3,7 ptipadid na 100 000 lidi v celosvétovém
méfitku. (3 9 Nejéast&ji se vyskytuje u muzi ve véku mezi 50 a 70 lety.®” Tvoii 54%
vSech gliomt a 16% ze vSech primarnich mozkovych nador. GBM je letalni onemocnéni
s medidnem pieziti pouze 15 mésici. Méné nez 5% pacientll piezije déle nez 5 let
od stanoveni diagnézy.'¥

Slozeni nadorové masy v GBM neni konzistentni, ale lze ho obecné rozd¢lit
na 2 ¢asti, kterymi jsou jadro a okrajova oblast. V jadie tumoru jsou mozkové bunky
kompletné nahrazeny nadorovymi a krevni cévy jsou v této Casti propustnéj$i nez
ve zdravé tkani. Tato hypoxicka ¢ast nadorové hmoty je charakteristickd zvySenou expresi
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) a jim indukovanou angiogenezi. Okrajova
¢ast nadoru je smési zdravych a rakovinnych bunék, které postupné napadaji okolni tkan,
ale prostupnost kapilar je u nich stejnd jako ve zdravé tkani. Vzhledem k této heterogenite
a riznému stupni poruSeni funkce HEB je i distribuce 1éCiv do jednotlivych casti tkdné
rozdilnd. To vysvétluje malou ucinnost chemoterapie a vysokou miru relapsu
po chirurgickém odstranéni nddoru, kterym nelze odstranit 100% rakovinnych bunék.
Nadorové kmenové buiiky preziji a z nich se mlize vyvinout novy tumor.®® Molekuly
s protinadorovou aktivitou, které se do mozku dostanou, jsou navic Casto substraty P-gp,
ktery je v GBM produkovan ve zvySené koncentraci. To je problém zejména v perifernich
castech nadoru, kde HEB ziistava pln¢ funkeni.

Konvenéni metody 1é¢by sestavaji z mechanického odstranéni co mozna nejvetsi
¢asti nadorovych bunck operaci a nasledné radioterapie za soucasného uzivani
chemoterapeutik, nejéast&ji temozolomidu (TMZ, 21).*!3 Déle se pouzivaji derivaty
nitrosomoc€oviny karmustin (22) a lomustin (23), platinovd cytostatika cisplatina (24)
a karboplatina (25) a prokarbazin (26). TMZ je mal4, ordlné dostupna molekula, plsobici

jako alkylac¢ni ¢inidlo. Methylaci guaninu v pozici N-7 zplsobi zastaveni bunéného cyklu
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nadorovych bunék v G2/M fazi, ¢imz znemozni jejich dalsi dé&leni.®V Pouziva se
v kombinaci s radioterapii, diky niz jsou nadorové bunky citlivéjsi k pisobeni cytostatik,
akterd zarovenl napomahd spontdnni pfeméné TMZ v jeho aktivni formu v mozku
(Schéma 2). Nanestésti 1 tato latka je substratem P-gp, coz znacné€ snizuje jeji koncentraci

v tumoru a tedy i G¢innost.

0 o cl o )
O
NH
N//\NJL'?'/ Q NH © NH Clr.,,«NH3 0
— -N \N:O y N:O th‘ H3N~ 1
N ///NH Q/NH CI™" NHs Ptog
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H
temozolomid karmustin lomustin cisplatina  karboplatina prokarbazin
(21) (22) (23) (24) (25) (26)
Schéma 2: Mechanismus aktivace Temozolomidu (21) v organismu.? ¢V
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> Pomoci radioaktivniho znaéeni prvki v molekule TMZ (21) bylo prokazano, ze uhlik v pozici 4 je
pii fyziologickém pH a v pfitomnosti vody spontanné uvolnén ze struktury TMZ ve formé [''C]
oxidu uhli¢itého. Vznikajici 5-(3-methyltriazen-1-yl)imidazol-4-karboxamid (MTIC, 27) reaguje
s molekulou vody za uvolnéni reaktivniho methyldiazoniového iontu (28), ktery nasledné piisobi

jako alkyla¢ni ¢inidlo pro guanin (NuH) v DNA za uvolnéni molekuly N, a H".

3.6 6-Diazo-5-oxo-L-norleucin (DON)

Rychle se délici rakovinné bunky vyZzaduji zvySeny pfijem nejen glukozy,
ale i L-glutaminu (30), ktery mimo jiné slouzi jako zdroj NH3 pro syntézu purinovych
a pyrimidinovych b4zi.®» Pokud dlouhodob& zamezime piisunu této aminokyseliny
do bunék, zastavime tak jejich proliferaci. Timto zplsobem ucinkuje 1 glutaminovy

antagonista 6-diazo-5-oxo-L-norleucin (DON, 1), ktery strukturné¢ mimikuje endogenni
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substrat glutamindz glutamin a v jejich aktivnim misté se vaze kovalentné a ireversibilné,

&mz inhibuje jejich funkci (Obrézek 10 a Schéma 3).(63 -6

Obrazek 10: Krystalova struktura ireversibilné¢ navazaného DONu 1 v aktivnim misté
glutaminazové domény glutamin-dependentni NAD" synthetazy v Mycobacterium

tuberculosis.
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Schéma 3: Mechanismus ireversibilni inhibice glutamin-dependentni NAD" synthetizy
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¢ DON (1) je nukleofilné¢ atakovan cysteinem (Cysl176), ktery je navazan v aktivnim misté
glutaminazové domény glutamin-dependentni NAD™ synthetazy, za odstoupeni molekuly dusiku

a vytvoreni kovalentni vazby S-C mezi emzymem a DONem (1).

DON (1) byl objeven v padesatych letech 20. stoleti v pidnich bakteriich rodu
Streptomyces a jiz v prvnich studiich vykazoval velmi slibné vysledky z hlediska
protinadorové aktivity.®* % Po objeveni jeho cytostatickych vlastnosti byl zkouman jeho
ucinek v n€kolika preklinickych a pozdé&ji i1 klinickych testech. I pfes zna¢nou biologickou
aktivitu vSak byly studie s DONem postupné zastaveny, a to z diivodu jeho neselektivniho
pusobeni v organismu a tim vyvolané systémové toxicité¢ projevujici se zejména v oblasti

gastrointestinalniho traktu. Podrobné informace o syntéze, mechanismu piisobeni
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a klinickém testovani této latky jsou uvedeny v moji bakalaiské praci, “® na kterou tato
diplomova prace navazuje.

Zménou distribuce dané molekuly v organismu mtizeme ovlivnit rozsah vedlejSich
ucinkii. Proto byly navrzeny a pfipraveny razné varianty proléciv této nestandardni
aminokyseliny. Jednou z reaktivnich casti struktury DONu 1 je diazoketon. Jeho
modifikaci je vS§ak mozné pfipravit pouze nestabilni derivaty (napf. ketaly) ¢i latky, které
nejsou schopné reverzibilni pfemény na DON (cyklicky diazo-imin (31)).©®) Proto byly
u vSech syntetizovanych prolé¢iv DONu maskovany pouze zbylé dvé reaktivni funkcni

skupiny — karboxylova skupina a aminoskupina (32).

P 0 ol
No=~ =N  OH NZMO/R1
HN\R2
31 32

Prvnim typem pfipravenych proléciv jsou derivaty DONu potencidlné vyuZzitelné
pro lé¢bu GBM. Pravé u glioblastomovych rakovinnych bunék byla prokazéana
tzv. .glutaminova zavislost™, tedy zvysena potieba endogenniho L-glutaminu, ktery je
nutnym metabolitem pro jejich rist.®” = % Inhibici glutamindz piitomnych v téchto
nadorovych bunikach mizeme docilit zastaveni progrese nadoru. S vyuZzitim jednoduchého
alkyl esteru maskujiciho karboxylovou skupinu a methyl(pivaloyloxy)methoxy-
karbonylového substituentu maskujiciho aminoskupinu DONu (33) bylo dosazeno
selektivniho doruéeni této molekuly do mozkomisniho moku (Graf 1).79 Agkoli je latka
33 rychle metabolizovana v mysi plazmé, je velmi stabilni v opi¢i i1 lidské plazmé.
Rychlejs$i metabolismus hlodaveli ve srovnani s metabolismem vysSich Zivocichd neni
nijak neobvykly a pii testovani potencidlnich 1é€iv je nutné tuto skutecnost brat v tvahu.’!

=72 Proto byla provedena také farmakokineticka studie s DONem (1) a prolécivem 33

Cvvr
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Graf 1: Srovnavaci studie distribuce DONu uvolnéného z prolé€iva proléciva 33 a

DONu (1) in vivo.d 67
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4(A) Derivat 33 je minimalné metabolizovan v opi¢i plazmé. (B) V opi¢im mozkomi$nim moku je
prolécivo 33 selektivné metabolizovano na DON. Jeho dosazena koncentrace je pak poméroveé 10x
vys$s$i nez je tomu v ptipadé podani volného DONu (1). DON (1) byl podan intravenozné (i.v.)

v davce 1,6 mg/kg a prolécivo 33 bylo podano stejnym zptisobem v ekvivalentni davce 3,6 mg/kg.

Velmi zajimavych hodnot dosahlo i prolécivo 34 uréené rovnéz pro vstup do CNS
a zkoumané jako mozné chemoterapeutikum pro 1écbu neurokognitivnich poruch
spojenych s HIV (HIV-associated neurocognitive disorders, HAND).”® HAND jsou
zpusobeny poskozenim mozkovych bunék glutamatem, ktery je v disledku plsobeni viru
HIV v mozku produkovan ve zvySené mife. Inhibici glutamindz je pak mozné snizit
syntézu glutamatu v postizenych bunkach. Derivat 34 je DON s karboxylovou skupinou
maskovanou isopropyl esterem a aminoskupinou substituovanou
fenyl(pivaloyloxy)methoxy-karbonylovou skupinou. Z naméfenych dat bylo zjiSténo,
ze zatimco v mysi plazmé je latka 34 nestabilni, v prase¢i ilidské plazmé vykazuje
zna¢nou stabilitu. Navic pronikd do mozku v mnohonasobné vySs$i koncentraci nez
samotny DON (1) (Graf 2 a Graf 3).7% Snazsi prostupnost proléciva 34 do mozkové
tkané oproti DONu (1) je také dana zvySenim hodnoty ClogP latky 34 pfipojenim
objemného lipofilniho benzenového jadra k jeji strukture. V piipadé DONu (1) je
ClogP = -2,50, zatimco u derivatu 34 je hodnota ClogP = 2,75. Prolécivo 34 bylo vyuzito
v téchto pocateCnich studiich jako smés diastereomert kvili jejich obtiZzné separaci.

Pro pokrocilejsi klinické experimenty bude nutné pouzit opticky Cisté latky.
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Graf 2: Distribuce prolé¢iva 34 a DONu (1) v mozkomi$nim moku vs. v plazmé.¥
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¢ Prolé¢ivo 34 bylo i.v. podano praseti vdavce ekvivalentni k 1,6 mgkg DONu (1)
apo 60 minutdich byl sledovan pomér uvolnéného DONu (1) zlatky 34 vplazmé vs.
v mozkomis$nim moku (C). Stejny experiment byl proveden i se samotnym DONem (1), ktery byl
podan i.v. vdavce 1,6 mg/kg. Z dat namétenych pomoci LC-MS/MS vyplyva, Ze koncentrace
DONu uvolnéného z molekuly 34 byla v plazmé velmi nizka (A), coz vypovida o jeho stabilité
v tomto médiu. Naopak v mozkomisnim moku (B) je koncentrace DONu uvolnéného z proléciva
34 znacné vyss$i nez koncentrace jaké je zde schopen dosahnout samotny DON (1). Celkovy pomér
koncentraci v mozkomi$nim moku vs. v plazmé (C) byl pak v ptipadé DONu uvolnéného z latky

34 vice nez 15x vyssi nez u samotného DONu (1).

Graf 3: Distribuce DONu uvolnéného z proléciva 34 a DONu (1) v mozku vs. plazmé

prasete.f 79
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'V terminalni studii byl sledovan pomér koncentraci DONu uvolnéného z prolé¢iva 34 v prase¢i
plazmé (A) a mozku (B) 60 minut po podani. Stejné méteni bylo provedeno i u prasete, kterému
byl podan i.v. samotny DON (1). LC-MS/MS analyzou bylo prokazano, ze DON uvolnény z latky
34 dosahuje (A) v plazmé nizkych koncentraci a (B) v mozku vyssich koncentraci nez samotny
DON (1). To povtrzuje stabilitu proléciva 34 v praseci plazmé a jeho prednostni biokonverzi
v DON v mozku. Celkovy pomér koncentraci v mozku vs. v plazmé (C) byl u DONu uvolnéného

z derivatu 34 9x vyss§i nez tomu bylo v ptipadé samotného DONu (1).
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Prolé¢iva DONu s karboxylovou skupinou ve formé isopropyl esteru
a aminoskupinou substituovanou N-g-acetyl-L-lysinem jsou inspirovany prolécivy
puromycinu.””> = 79 V organismu je N-e-acetyl-L-lysinovy zbytek substratem enzymi
histon deacetylazy (HDAC) a katepsinu L (CTSL), které jsou v nadorovych bunkach
produkovany ve zvySené mife. Predpokladem tedy bylo, ze proléciva obsahujici
N-g-acetyl-L-lysinovy motiv a vykazujici stabilitu v plazmé budou selektivné
metabolizovany v nadorovych buitkach zminénymi enzymy. U puromycinovych proléciv
bylo navic prokadzano, ze pfipojenim lipofilni #-butyloxykarbonylové (Boc)
¢1 9-fluorenylmethyloxykarbonylové (Fmoc) skupiny k a-aminoskupiné
N-g-acetyl-L-lysinu se zvysi priichodnost téchto latek pfes bunééné membrany.”> Ze série
proléciv DONu navrzenych v souladu s touto strategii vykazala nejlepsi stabilitu v praseci
a lidské plazmé molekula 35, u niz byl N-g-acetyl-L-lysinovy zbytek substituovan
na o-aminoskuping lipofilni adamantyl-1-karboxylovou kyselinou.”” Na rozdil
od proléciva DONu 36 se substituci na oa-aminoskupiné N-e-acetyl-L-lysinu Fmoc
skupinou, latka 35 vykazovala stabilitu také v jaternim homogendatu prasete. Prolécivo se
substituci na a-aminoskupiné N-g-acetyl-L-lysinu Boc skupinou (37) zase uvolilovalo
v porovnani s latkou 35 méné DONu v nddorovych bunkidch a pomér koncentraci
uvolnéného DONu v nadorovych bunkéach vs. v plazmé byl u latky 35 téméf dvojnasobny

oproti DONu uvolnénému z proléciva 37 (Graf 4).77

Graf 4: Distribuce DONu (1) a DONu uvolnéného z proléciv 35 a 37 v lidské plazmé vs.
v nadorové burice. ¢ 77
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€ Obe proléciva 37 i 35 jsou stabilni v lidské plazmé (A) a jsou enzymaticky aktivovana na DON
v nadorovych bunkach (B). DON uvolnény z proléciva 35 pak dosahuje nejlepsich
hodnot dosazenych koncentraci v rakovinné buiice a zarovein nejlepSiho poméru distribuce

do nadorové buiky vs. do plazmy (C).
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Studie také prokazala, ze mechanismus aktivace proléciva 35 v nadorovych
bunikach muze probihat odlisné, nez bylo piedpokladdno. Namisto postupného Stépeni
acetylu enzymem HDAC a nésledného uvolnéni N-o-(adamantan-1-karbonyl)-L-
lysinového zbytku (35b) katepsinem L za vzniku isopropyl esteru DONu (38) (Schéma
4A) dochazelo z vétsi Casti k hydrolyze celé N-o-(adamantan-1-karbonyl)-N-g-acetyl-L-
lysinové ¢asti (35¢) molekuly (Schéma 4B). V obou piipadech byl nasledné isopropyl
ester 38 v rakovinnych butikach rychle hydrolyzovan na DON (1).07

Schéma 4: Mechanismus aktivace prolé¢iva 35 v nadorovych buiikach.7”

NH, NH2
deacetylace 38 DON (1)
2 o %
Nzwoj\ o OTOH
O~_NH " NSNH

Pro studii farmakokinetického profilu proléciva 35 byla jako modelovy organismus
blizky lidskému metabolismu zvolena transgenni myS§ s vyfazenym genem
pro karboxyesterazu 1 (CES1). CES1 neni produkovana v lidské plazmé,’® navic je
zodpovédna za nestabilitu proléciv DONu v mysi plazmé,’” nebot’ katalyzuje hydrolyzu

1sopropyl esterové formy proléciv DONu (39) v karboxylovou kyselinu (40), ktera pak jiz
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neni schopna proniknout do cilové tkané¢ a pfeménit se v DON (1) (Schéma 5). Tato
hypotéza byla potvrzena ve srovnavaci studii stability prolé¢iva 35 v CES” mysi, lidské
plazmé a geneticky neupravené mysi, kdy v bézné mysi plazmé (Graf SA) bylo béhem
60 minut prolééivo 35 metabolizovano uplné, zatimco v transgenni CES” mysi plazmé

(Graf 5B) a lidské plazmé (Graf 5C) zistalo stabilni.

Schéma 5: Enzymaticky katalyzovana hydrolyza prolé¢iv DONu (39) v plazmé geneticky

neupravené mysi.
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Graf 5: Srovnavaci studie stability prolé¢iva 35." 77
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b7 farmakokinetické studie v CES” mysi bylo prokdzéano, Ze prolédivo 35 zistava intaktni
v plazmé (Graf S5A) a je prednostné distribuovano do nadorové tkané, kde je enzymaticky Stépeno
na DON (1) (Graf 5B).”” Pomér distribuce prolé¢iva 35 do nadorovych bungk vs. do plazmy je

navic 55% vyS§i ve srovnani se samotnym DONem (1).

Z vyse uvedenych prikladl je patrné, ze spravnou modulaci struktury DONu je
mozné nasméerovat tuto molekulu v organismu do Zadouciho mista plisobeni a zabranit
pfed¢asné pieméné proléciva v aktivni formu. Pfipojenim vhodnych enzymaticky
odsteépitelnych skupin Ize cilit tuto z hlediska mechanismu pusobeni velmi univerzalni

latku na odlisné typy onemocnéni.
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Graf 6: Farmakokineticka studie prolé¢iva 35 v CES” mysi.! 77
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i Farmakokineticka studie prolé¢iva 35 a DONu (1) uvolnéného z 35 v CES” mysi nesouci EL4
nadorové bunky. Prolécivo 35 bylo podavano subkutanné (s.c) v davkach 3,2 mg/kg (1 mg/kg
ekvivalentné k DONu).
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Navrh a vyvoj lé¢iv

Vyvoj nového 1€ku je finanéné i Casoveé velmi narocnd zalezitost. Od navrhu jeho
struktury az po ukonceni klinického testovani a uvedeni na trh uplyne obvykle 10 az 15 let.
Zjednodusené schéma jednotlivych fazi vyvoje 1éCiv je uvedeno v Obrazku 11. V procesu
vyvoje 1éku je nejprve nutné identifikovat cil, at’ uz se jedna o nemoc ¢i konktrétni protein,
ktery je nutno inhibovat, nebo naopak aktivovat. Nasleduje hledani slouceniny, ktera ma
pozadovanou biologickou aktivitu. Tu Ize obvykle predikovat na zaklad¢ znalosti zavislosti
struktury a aktivity (structure-activity relationship, SAR) podobnych sloucenin z literatury.
K témto ucelim se vyuzivaji moderni pocitacové vyhledavaci metody s vysokou
propustnosti (high throughput screening, HTS), které z tisici latek v knihovnach dokdzi
vyselektovat desitky tzv. hitdl, které se vazi na zvoleny cil. Z hiti je posléze vybrana
molekula s nejvhodnéj$imi parametry (rozpustnost, molekulovd hmotnost, bazicita, pocet
vodikovych donorii a akceptori), tzv. lead.”” Lead je dale strukturné upravovan za
ucelem optimalizace jeho vlastnosti, které jsou testovany v fadéin vitro a pozdéji i1
v in vivo preklinickych studiich. Nejlepsi molekula pak pokracuje do klinického testovani,
kde je podavana lidskym pacientim. Zjistuje se jeji ucinnost, vhodny zptsob podani,

maximalni tolerovana davka i piipadné vedlejsi ucinky. Data z GispéSnych klinickych studii

Obrizek 11: Proces navrhu a vyvoje 1éku.®?
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jsou pak predadna piislusné agentutre (U.S. Food and Drug Administration (FDA), European
Medicine Agency (EMA)), ktera posléze ud€li souhlas s uvedenim 1éku na trh.

Moje diplomova prace se zabyva navrhem a syntézou proléciv piirodni latky
6-diazo-5-oxo-L-norleucinu (1), u niz jiz zname cil pasobeni. Jsou jim enzymy
s glutaminazovou aktivitou, pro né€z je DON (1) irreverzibilnim inhibitorem, jak jiz bylo
zminéno v predchozi kapitole. Neni tedy tfeba provadét finanéné nakladny HTS.
Z dostupnych dat z literatury je navic potvrzena slibna protinddorova aktivita této latky.%
Strukturu DONu (1) je ale nutné modifikovat tak, abychom omezili jeji systémovou
distribuci a zvysili tak jeji specifické doru¢eni do mozkové tkané, ¢imz by mélo dojit
k vyraznému omezeni nezadoucich ucink pozorovanych v jiz provedenych klinickych
studiich®! =33 se samotnym DONem (1). K tomuto tcelu jsem vyuzila celkem péti strategii
navrhu a pfipravy prolé¢iv DONu, které budou podrobné diskutovany v nasledujicich

kapitolach.

4.2 Priprava ¢butyl esteru (45) a isopropyl esteru (38)
6-diazo-5-oxo-L-norleucinu

Jako zékladni stavebni blok pro syntézu vSech proléciv jsem pouzila jednoduché
estery DONu 45 (z-butyl) nebo 38 (isopropyl). Tyto dva strukturni motivy jsem zvolila
na zékladé piedchozich zkuSenosti s jejich stabilitou ve zvifecich modelech.’% ™ 77
Zatimco sekundarni a terciarni estery jsou v lidské plazmé stabilni, primarni estery jsou
zde enzymaticky snadno hydrolyzovany. Methyl ester a ethyl ester jsou tedy prave kvili
pfilis rychlé biotransformaci ¢asto nevhodnymi skupinami.

Vychozi latkou pro piipravu ¢-butyl esteru 45 (Schéma 6) je komercné
dostupnd kyselina L-pyroglutamova 41, jejiz trans-esterifikaci z-butylacetatem za katalyzy
koncentrovanou kyselinou chloristou jsem obdrZela z-butyl ester 42. Laktam 42 jsem
nasledné ochranila Fmoc skupinou za vzniku imidu 43. V reakci jsem zdmérné pouzila
méné nez 1 ekvivalent silné baze (LIHMDS) a 5 ekvivalenti Fmoc-Cl, nebot’ v bazickém
prostiedi mize dochédzet ke zpétnému odStépeni Fmoc skupiny. Nadbytkem Fmoc-Cl
v reakéni smési jsem pak docilila posunuti rovnovahy reakce ve prospéch produktu 43.
Pfi chranéni jsem zdmérné vyuzila zavedeni Fmoc skupiny, kterd je snadno odstépitelna
za bazickych podminek, pifed Boc skupinou. Ta je Stépitelnd pouze v kyselém prostiedi,

ve kterém je vSak nestabilni diazoketon, ktery se za takovych podminek pfeménuje
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na a-hydroxyketon 46 (Schéma 7). V nésledujicim  kroku  syntézy je
trimethylsilyldiazomethan deprotonovan plsobenim silné baze n-BuLi. Vznikajici
karbanion nukleofiln¢ atakuje karbonyl laktamu 43 za otevieni pyrrolidinového cyklu.
Vznikajici diazoketon 44 je charakteristicky NMR signaly vodiku a uhliku sousedicich
s diazoskupinou, kdy vodik v'H NMR spektru tvoii $iroky singlet v oblasti okolo
5,20 ppm (v CDCl3) a uhlik v 3C NMR spektru tvofi maly, ¢asto obtizné rozeznatelny
signal v oblasti okolo 54 — 56 ppm (v CDCl3). Aminoskupina meziproduktu 44 je
v poslednim kroku odchranéna v bazickém prostedi sekundarniho aminu za vzniku #-butyl

esteru DONu 45.

Schéma 6: Syntéza t-butyl esteru 6-diazo-5-oxo-L-norleucinu (45).1

M W% W%

Fmoc
41 42 43

\ iii
NZMOk M J<

45 44

i Reakéni podminky: (i) £-butyl acetat, konc. HCIO4, lab. tep., 23 h, 75 %; (ii) LIHMDS, Fmoc-Cl, THF, -78
°C az lab. tep., 21 h, 81 %; (iii) trimethylsilyldiazomethan, n-BuLi, THF, -116 °C az -78 °C, 3 h, 67 %;
(iv) piperidin, DCM, lab. tep., 3 h, 67 %.

Schéma 7: Nestabilita diazoketont v siln¢ kyselém prostiedi.

Mk Mk

Analogicky jsem pak pfipravila 1 isopropyl ester 38 podle postupu uvedeného v mé
bakaldiské praci.®® Od syntézy z-butyl esteru DONu 45 se lisi pouze v prvnim kroku, kde

je vptipadé¢ isopropylového derivatu vyuzito Fisherovy esterifikace kyseliny
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L-pyroglutamové v 2-propanolu za kyselé katalyzy kyselinou p-toluensulfonovou a

za pouziti molekulovych sit vychytavajicich vynikajici molekuly vody v reakéni smési.
0] o
Nzwoj\
NH;
38

4.3 Proléciva DONu s lipofilnim charakterem

Jednou z nejcastéjsich strukturnich modifikaci polarnich molekul, kterd se vyuziva
pro zvyseni schopnosti penetrace téchto latek pies HEB, je jejich lipidizace.*”
Tuto strategii jsem vyuzila 1 v ptipad¢ proléciv DONu (1). Vychdzela jsem ze struktur jiz
testovanych derivati DONu s karboxylovou skupinou substituovanou isopropyl esterem
a aminoskupinou maskovanou riiznymi (pivaloyloxy)alkoxy-karbonylovymi zbytky, ¥
u nichZ bylo v provedenych in vivo studiich jasné prokazano, ze zvySenim hodnoty ClogP
oproti samotnému DONu (ClogP = -2,50) dochazi k lepsi distribuci téchto latek do mozku.
Ctyii z péti testovanych kandidati (33, 34, 47 a 48) byly navic stabilni v opi¢i i lidské
plazmé a DON z nich uvolnény dosahoval v mozku nasobné¢ vyssich koncentraci, nez tomu
bylo po podani samotného DONu (1). Proléciva 33, 34 a 47 vSak byla v mozku prili$
rychle metabolizovana, zatimco latka 48 zde byla naopak pfili§ stabilni, k uvoliovani
DONu zjeji struktury tedy dochéazelo pfili§ pomalu. Na zaklad¢ téchto vysledki byly
navrzeny tfi série novych prolé€iv DONu, jejichz piiprava a biologické studie budou

diskutovany v nésledujicim textu.

0 0]
Nzwo/\\
NH
R{”

Rqy= }ioj\o)ogf }io oﬁw‘ }io\i/oﬁﬁé %OXO%

ClogP = 1,50 2,75 2,42 1,81
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Prvni série nové syntetizovanych prolé¢iv DONu vychazi ze struktury 33.
Pro zpomaleni jeji biotransformace v mozku jsem pfipravila osm novych proléciv 53a-h, u
nichz je isopropyl ester ve vétSing€ pripadi nahrazen z-butyl esterem, ktery je pro esterazy
v mozku obtizné&ji Sté€pitelny kvuli své vyssi sterické nadro¢nosti. Druhou zasadni odlisnosti
od struktury 33 je substituent R> (Schéma 8), kdy ptivodni #-butylovy motiv je nahrazen
rizné¢ mono- nebo di-substituovanym benzenovym jadrem. Diivodem pro pfipojeni téchto
strukturnich motiva je jejich lipofilita a zaroven také vétsi prostorova naroc¢nost, diky niz
by mélo opét dochdzet k pomalejsimu Stépeni ptisluSnym enzymem. Diky piipojenym
substituentim v polohéch 2 a 6 na benzenovém jadie je navic u proléciv 53a-d a 53f-g
omezena schopnost rotace vazby C-C mezi benzenovym jadrem R> a vedlejSim
karbonylovym uhlikem.

Proléciva 53a-h jsem pfipravila z ptisluSnych chlorokarbondti 49a-b. V pfitomnosti
baze triethylaminu tvoii ethanthiol thiolatovy ion (EtS"), ktery nukleofiln¢ atakuje dany
chlorokarbonat 49a-b za vzniku odpovidajicicho thiokarbonatu 50a-b a vysrazeni
triethylamonium chloridu jako vedlejStho produktu. Atom chloru latek 50a-b
je v nasledujici reakci nukleofilné substituovan piisluSnym karboxylatovym aniontem,
ktery se generuje z dané karboxylové kyseliny v pfitomnosti bdze DIEA. Reakéni smés
je zahtivana na 70 °C a piebytek DIEA zde zaroven slouzi i jako rozpoustédlo. Atom siry
vznikajicich meziprodukti 5la-f je v prosttedi kyseliny peroxyoctové oxidovan
na sulfonyl, ktery je dobrou odstupujici skupinou pii ndsledném nukleofilnim ataku
N-hydroxysukcinimidu (HOSu) na sousedni karbonat. Vznikajici N-sukcinimidyl
karbonaty 52a-f jsou pak nukleofiln€ atakovany aminoskupinou esteru DONu 38 nebo 45
za vzniku proléc€iv 53a-h izolovanych ve formé Zlutych olejt.

S pfipravenymi prolécivy 53a-h byly provedeny in vitro studie stabilit v praseci
plazmé a prase¢im jaternim homogenatu (Graf 7). Zatimco v plazmé bylo stabilnich vSech
osm proléciv, v jaternim homogenatu nepodlehly rychlé biotransformaci pouze latky 53a
a 53c¢. Z namétenych dat je zfejmé, Ze zmena isopropyl esteru v #-butyl ester ma vyznamny
vliv na rychlost $tépeni dané latky v jaternim homogenatu. Tento trend je patrny pravé
u derivati 53a a 53b nebo také u dvojice latek 53¢ a 53d. Dilezitym faktorem pro stabilitu
proléciv v praseCim jaternim homogenatu je 1 pocet a poloha substituenti na pfipojeném
benzenovém jadie, kdy nejlepSich vysledkl bylo dosazeno u proléciv se substituci dvéma

methyly v polohéch 2 a 6 na benzenovém kruhu.
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Schéma 8: Syntéza lipofilnich derivati 6-diazo-5-oxo-L-norleucinu (53a-h).*

(0] (0]
( ( Oi’\ll‘\ko NZMO/RS
o] S 0-._S 0.0 NH
(@) o
OQ\/ | Q\/ 1l Y 1 Y v Y
Rym® RM\/o R1%‘/O RMTO Rm]/o
Cl Cl 0-_0 0.0 0.0
T?/2 Rz \\lR/z
49aR,=H 50aR,=H 51a-f* 52a-f* 53a-h

49b R,=CH; 50bR,=CH,

F e

*51a,52a R, = H, R, = S1; 51b, 52b R, = CHj, R, = S1; 51¢, 52¢ R, = CHs, R, = S2;
Sld, 52d R] = H, RZ = S3, 516, 52e R] = H, R2 = S4, Slf, 52f R] = H, Rz =S5

k Reakéni podminky: (i) EtSH, Et;N, Et,O, 0-5 °C az lab. tep., 18 h, 88 — 94 %, (ii) R.COOH, DIEA,
70 °C, 18-24 h, 85-98 %; (iii) HOSu, 36% CH3;COOOH v CH3COOH, DCM, 0-5 °C az lab. tep., 3,5 h, 47—
57 %; (iv) 45 pro R3 = #-Bu, 38 pro R3 = i-Pr, DCM, lab. tep., 2-22 h, 63-94 %.

Graf 7: Naméfené hodnoty stabilit proléciv 53a-h v praseci plazmé (PP), prasecim

jaternim homogenatu (PJH) a prase¢im mozkovém homogenatu (PMH).
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Latky 53a a 53¢, které¢ dosahly nejvyssi stability v plazmé i jaternim homogenatu,
byly dale testovany in vitro v praseim mozkovém homogenatu, kde je zadouci, aby
dochazelo k jejich pozvolnému enzymatickému Stépeni na DON (1). Bohuzel ob¢ latky
nebyly v tomto médiu témei vibec biotransformovany a nejsou tak vhodnymi kandidaty
pro potencialni 1é¢bu mozkovych tumori.

Nejstabilngjsi prolétivo 53¢ bylo také testovano v in vivo studii v CES™ mysi
(transgenni mySi s vyfazenym genem pro karboxyesterazu 1), kde byla zkoumana
schopnost proléciva 53¢ piechazet zplazmy do mozku (Graf8). Pomér koncentraci
intaktniho proléciva 53¢ v mozku vs. v plazmé této mysi odpovidal fadové vyssi hodnoté
nez je tomu u samotného DONu (1). U proléciva 53¢ je hodnota toho poméru 3, zatimco
uDONu (1) ¢ini 0,4. Bohuzel ale v mozku nedochdzi ke Stépeni proléciva 53¢

na aktivni DON (1).

Graf 8: Pomér koncentraci intaktniho proléciva 53¢ in vivo v plazmé a mozku CES™" mysi.

Intaktni prolééivo 53¢ v mozku
a plazmé CES™- mysi

-]
'

m plazma
6 4 B mozek

[53c] nmol/ml nebo nmol/g
-

15 60
€as (min)

Zajimavou moznosti pro ovlivnéni stability proléciv se strukturnim motivem 53 je
zména substituentu R;. Z naméfenych dat je ziejmé, Ze zdména H za CH3; nemda Zadny
zasadni vliv na stabilitu, jak je vidét u proléciv 53a a 53¢, jejichz hodnoty stabilit
v jaternim homogenatu jsou v podstaté srovnatelné. Pokud vSak do pozice R; pfipojime
objemng¢j$i substituent, mizeme tak znesnadnit ptistup ptisluSnému enzymu a potencialné
zvysit stabilitu této latky. Tato modifikace je v budoucnu zamyslena i u strukturniho
motivu 53g, jehoZ stabilita v jaternim homogendatu byla ze souboru derivati 53b a 53d-h
nejvyssi.

Jina strategie ptipravy prolé¢iv DONu vychazi ze struktury latky 34, kterd je
stabilni v prase¢i i lidské plazmé, ale v mozku je piili§ rychle $t&pena na DON (1).79

Pro sniZeni rychlosti jeji biotransformace v mozku jsem pfipravila prolécivo 58a, jehoZz
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struktura se od slouceniny 34 li§i formou esteru. Pfi jeho navrhu jsem vychazela z dat
z ptedchozi studie prokazujici, ze zdména isopropyl esteru za z-butyl ester vyrazné zvysuje
stabilitu dané¢ho proléciva. Dale jsem pfipravila také dva derivaty S8b-c¢ s mén¢ objemnymi
substituenty R».

Pti syntéze latek 58a-c¢ (Schéma 9) jsem vychazela z benzaldehydu (54), ktery je
nukleofiln¢ atakovan chloridovym aniontem uvolnénym z trifosgenu v pfitomnosti baze
pyridinu. Vznikajici intermediat nukleofiln¢ atakuje dalsi molekulu trifosgenu za vzniku
latky 55 ve vyborném vytézku 98 %. V nésledujici reakci dochazi k nukleofilnimu ataku
p-nitrofenolatového aniontu, ktery vznika v reakéni smési v pritomnosti baze pyridinu,
na chlorkarbonat 55 za vzniku karbonatu 56. Z tohoto spole¢ného intermediatu jsem
postupné syntetizovala vSechny tii prekursory 57a-c¢ reakci s rtutnatou soli pfislusné
karboxylové kyseliny. Pouzity isovalerat a pivalat rtutnaty jsem pfipravila z oxidu
rtutnatého a pfislusné karboxylové kyseliny zahtivanim na 70 °C ve velmi dobrych
vytézcich 92 — 95 %, pticemz konverze vychoziho Zlutooranzového oxidu rtutnatého je
snadno identifikovatelna postupnym odbarvenim reakéni smési. Pouzity octan rtutnaty je
komeréné dostupny. Poslednim krokem piipravy proléciv 58a-c¢ je opét nukleofilni
substituce, kdy volna aminoskupina isopropyl esteru (38) ¢i #-butyl esteru (45) DONu
atakuje karbonyl latek 57a-c¢ za odstoupeni p-nitrofenolu jako vedlejsiho produktu.

Stabilita proléciv S8a-c byla testovana in vitro v prase¢im jaternim homogenatu,
kde byly vSechny tfi latky velmi rychle metabolizovany (Graf 9). I pfes zavedeni #-butyl
esteru namisto isopropyl esteru se tedy nepodafilo ziskat stabilnéjsi prolécivo, nez je tomu
v piipad¢é ptvodni latky 34. V piipad¢ derivati 58b a 58c¢ se pouze potvrdila hypotéza,
ze kratky alifaticky fetézec v poloze Rz podporuje rychlou biotransformaci téchto proléciv,
a neni tedy vhodnym strukturnim motivem. Pro pfipravu dal§iho nového proléciva, které
bude stabilnéjsi nez prolécivo 34, je také zamySleno vyuziti 2,6-disubstituovaného

fenylového substituentu v pozici R a t-butylu v pozici R3 (59). Tato latka zatim nebyla

syntetizovana.
N2\
ﬁYMC’ E;growok
OO\ NH 0._O._NH
§ 18 T
cl O o]
34 59
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Schéma 9: Syntéza proléciv DONu 58a-c.!

H._O Cl._0._Cl Cl._0._°0
1T YT T
- NO,
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wddor]  PCTCL
R,.__O O\H/NH iv NO,
\g/ le} 57a 2=t—Bu
57b R, =CH,
S8a-c 57¢ R, =i-Bu

'Reakéni podminky: (i) trifosgen, pyridin, Et;0, -10 °C az reflux, 3 h, 98 %; (ii) nitrofenol, pyridin, DCM,
0 °C az lab. tep., 2 h, 70 %; (iii) (R,.COO),Hg, DCM, lab. tep., 16 — 18 h, 82 — 95 %; (iv) 45 pro R3= t-Bu,
38 pro R3 = i-Pr, DMF, 0 °C az lab. tep., 3 h; 79 — 93 %.

Graf 9: Naméiené hodnoty stabilit proléciv 58a-c¢ v prase¢im jaternim homogenatu (PJH).
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Pii studii stability latky 58a v jaternim homogenatu prasete byly z hmotnostniho
spektra identifikovany metabolity, na které je prolécivo enzymaticky Stépeno.
Z namétenych hodnot je patrné, ze lipofilni fetézec piipojeny na N-konci DONu neni
odbourdvan po Castech, ale dochazi rovnou ke Stépeni C-N vazby mezi aminoskupinou

t-butyl esteru DONu a ptipojenym lipofilnim fetézcem (Obrazek 11).

Obrazek 11: Metabolicka studie enzymatického Stépeni proléciva 58a v PJH.
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Tteti série novych proléciv 65a-c je zamétena na latky, které budou v idealnim
piipadé méné stabilni nez prolécivo 48, které v mozku téméf neni metabolizovano.
Pivodni #-butylovy substituent v prolécivu 48 (modie) je vymeénén za méné objemny
methyl (65a), isobutyl (65b), respektive pentyl (65¢) (R2 ve Schématu 10). Dalsi zménou
oproti pivodnimu prolécivu 48 je forma esteru (Cerveng), kdy isopropyl ester (48) je
nahrazen t-butyl esterem u vSech tif nové pfipravenych derivatl. Divodem je opét vyssi

stabilita 7-butyl esteru 45 oproti isopropyl esteru 38 vici esterazam.

Proléciva 65a-c (Schéma 10) jsem piipravila z komeréné dostupného isopropenyl
chloroformiatu (61), jehoz atom chloru je nukleofilné substituovan p-nitrofenolatovym
aniontem. Na exocyklickou dvojnou vazbu vznikajiciho karbonatu 62 se nasledné aduje
chlorovodik za vzniku chlorovaného intermediatu 63. Z n¢j jsem dale pfipravila vSechny
tf1 derivaty 64a-c reakci s rtutnatou soli ptislusné karboxylové kyseliny. Pouzity isovalerat

a hexanoat rtutnaty byly pfipraveny z oxidu rtutnatého a pfislusné karboxylové kyseliny
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zahtivanim na 70 °C. Poslednim krokem pftipravy proléciv 65a-c je nukleofilni atak volné

aminoskupiny latky 45 na karbonyl molekul 64a-c.

Schéma 10: Piiprava proléciv 65a-c¢.™
0_Cl i (ONge) i 0._0
TY T TT 0, T
NO, NO
62 63

.V R,__0O_0O_O
RZ\H/OXO\H/NH ﬁor K jor \©\No

(@] (@]
64a R, = Me 2
65a-c 64b R, = i-Bu
64c R2 = C5H11

™ Reakéni podminky: (i) p-nitrofenol, pyridin, DCM, 0 °C az lab. tep., 1,5 h, 85 %; (ii) 4M HCI, dioxan,
lab. tep., 23 h, kvant.; (iii) (R,COO),Hg, DCM, lab. tep., 19 — 24 h, kvant.; (iv) 45, DMF, 0 °C az lab. tep., 4
h, 35 -53 %.

TR TURY M

65a 65b 65¢

Latky 65a-c¢ jsou nejnovéjSimi piipravenymi prolé€ivy a zatim nebyly testovany
v in vitro studiich. Zavedenim vyse popsanych substituenti do pozice R ocekdvame snazsi
ptistup piislusného enzymu k danému prolécivu a tedy rychlejsi Stépeni téchto latek

v mozku oproti prolécivu 48.

rwve

4.4 Proléciva DONu cilena na glukézovy prenase¢ GLUT1

Proléciva urc¢end pro 1é€bu mozkovych onemocnéni mohou byt také navrzena tak,
aby byla substratem nékterého z influxnich ptfenasecti v HEB. V piipad€ proléciv DONu
jsem pfipravila Sest novych strukturnich motivi, které byly testovany jako potencidlni
substraty glukozového pienaseée GLUTI. Na zakladé poznatki ze studie®V jiz zminéného
proléciva dopaminu (14) jsem k esteru DONu (38 nebo 45) pfipojila molekulu glukozy,
ktera je sama endogennim substratem tohoto transportéru v mozku. Pro snaz§i enzymatické

Stépeni je pak mezi esterem 38, resp. 45 a glukdézovym zbytkem vloZena jedna ¢i dvé
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aromatické aminokyseliny (tryptofan nebo fenylalanin), které jsou ke glukézovému zbytku
pfipojeny bud’ piimo (proléciva 70a-c a 79), nebo pies rizné dlouhy fetézec (proléciva 83
a 87).

Nejprve jsem pfiipravila proléciva 70a-¢ (Schéma 12) lisici se vzajemné velikosti
esteru. Syntetizovala jsem je z pfislusného esteru DONu (38 nebo 45) a aminokyseliny
tryptofanu peptidovym couplingem za vyuziti HATU. HATU je c¢inidlo, které vytvofi
s karboxylovou skupinou tryptofanu v pfitomnosti baze aktivni ester a piinasledném
nukleofilnim ataku volné aminoskupiny latky 38 nebo 45 na tento ester je pak dobrou
odstupujici skupinou. Aminoskupina vznikajicich dipeptidi 67a-b je v nasledujici reakci
odchranéna piisobenim diethylaminu za vzniku latek 68a-b, které pak mohou nukleofilné
atakovat N-sukcinimidyl karbonat latky 71 za vzniku gluk6ézovych derivati 69a-b.
Molekulu 71 jsem pfipravila zkomeréné¢ dostupné 1,2,3,4-tetra-O-acetyl-p-D-
glukopyranézy, kterd v pfitomnosti baze triethylaminu nukleofiln¢ atakuje
N,N’-disukcinimidyl karbonat (DSC) za vzniku bezbarvé pevné latky 71. Pro piipravu
proléciva 70b jsem v prvnich optimalizacnich experimentech pouzila vodny roztok
hydrazinu. Po ocekdvaném odchrdnéni acetylli z gluk6zového zbytku vSak vznikajici
acetyl-hydrazin, coby silny nukleofil, substituuje také isopropyl ester latky 70b za vzniku
nezadouciho acetylhydrazonu 72 (Schéma 11). Proto byla pro deprotekci acetylli zvolena

jina metoda pfipravy s vyuzitim methanolatu sodného.

Schéma 11: Piedpokladany mechanismus vzniku acetylhydrazonu 72.
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Schéma 12: Syntéza proléciv 70a-c.”

0] o}

(0] (6]
N
2MO/R NZMO/R M
NH»
45 R = +-Bu i Oj/NH Oy, NH
38 R=i-Pr + Fmoc\N j/
(0] OH H
j/ ¢ S o
Fmoc., A, u
H HN ACO/ HN
4 67a R = +-Bu 68a R = t-Bu
66 HN 67b R = i-Pr Ea 68b R = i-Pr
°7

0] (0]
N N
ZMO/R ZMO/R
O NH O NH

70a R =#Bu
70b R =i-Pr 69a R =+Bu
70¢ R = Me 69b R =i-Pr

"Reakéni podminky: (i) HATU, DIEA, DCM, 0 °C az lab. tep.; 2,5 h, pro 67a: 84 %; (ii) Et;NH, DCM, lab.
tep.; 4 — 6 h, 78 — 93 %, (iii) latka 71, DCM, lab. tep.; 21 — 24 h, 95 %; (iv) MeONa, MeOH, lab. tep.;
pro 70a: 1 h, 82 %; pro 70b: 30 min, 76%; pro 70c: 18 h, 28 %.

Tento krok ptipravy proléciv 70a-c je zavisly na mnozstvi pouzitého methanolatu
sodné¢ho a zvoleném reakénim cCase, zejména pak v piipadé vychoziho isopropyl esteru
69b. Pridavkem katalytického mnozstvi methanolatu sodné¢ho dochazi k selektivnimu
odstépeni acetylll z gluk6zového zbytku. V pribéhu reakce methanolat nukleofilné atakuje
acetyl za vzniku methylacetatu a regenerace methanolatu, ktery pak nukleofilné atakuje
dalsi zacetyli. Po odchranéni hydroxyskupiny na poloacetalovém uhliku dochazi
ke vzniku obou anomert v poméru 1:1. Tento pomér je dobfe rozeznatelny z naméeteného
"H NMR spektra, kdy &tyii vodiky glukézovych hydroxylovych skupin tvoii dvé série
typickych dubleti (Obrazek 12). Reakce musi byt ukoncena po kratkém case (idedlné
po 30 min), jinak dochazi k postupné transesterifikaci isopropyl esteru 70b na methyl ester
70c. Tento trend jsem naopak vilbec nepozorovala v pfipadé¢ objemnéjSiho z-butyl

esteru 70a. ZamysSleny vznik methyl esteru 70c lze tedy podpofit pfidanim vétSiho
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mnozstvi methanolatu sodného do reakce, vtomto piipadé¢ 0,5 ekv., a prodlouzenim

reak¢ni doby.

Obrazek 12: Naméiené 'H NMR spektrum prolééiva 70a (v de-DMSO).
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Konverze vychozich latek 69a-b na produkty 70a-c v reakéni smési jsem sledovala
pomoci UPLC-MS. Obrazek 13 ukazuje postupnou konverzi acetylované¢ho intermediétu
69b na isopropyl ester 70b a methyl ester 70¢ pfi pouziti 0,1 ekv. methanolatu sodného,
kdy po 30 minutach je ve spektru vedle piku odpovidajiciho molekulové hmotnosti

isopropyl esteru 70b patrny uz i nardst piku odpovidajiciho molekulové hmotnosti methyl

esteru 70c.

Obrazek 13: Sledovani konverze latky 69b na 70b a 70¢ pomoci UPLC-MS.
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Stability proléciv 70a-c byly testovany in vitro v prasec¢im jaternim homogenatu,
kde isopropyl ester 70b i methyl ester 70c podléhaly velmi rychlé biokonverzi (Graf 10).
Objemn¢jsi #-butyl ester 70a vSak v praseCim jaternim homogenatu zlstal intaktni
(Graf 11), proto s nim byly provedeny dalsi studie. V homogenatu tenkého stieva projevil
podobné¢ vysokou stabilitu jako v pfedchozim médiu, navic se prokazatelné¢ nejedna
o substrat efluxniho ptenasece P-gp. ProléCivo 70a je nicméné velmi stabilni nejen
v plazmé, ale také uvnité bunék, kde je jeho biokonverze na DON (1) Zzadouci. Zadny
z ptipravenych derivati 70a-c tedy neni potencialn¢ vhodnym prolécivem pro 1écbu
mozkovych tumort. Na zaklad¢ té€chto poznatkl o vztahu struktury a odpovidajici stability
ptislusnych sloucenin vSak mohly byt navrzeny dalSi nové strukturni motivy cilené

na pfenos do mozku pomoci transportéru GLUT 1.

Graf 10: Naméfené hodnoty stabilit proléciv 70b-c v prase¢im jaternim homogenétu

(PJH).
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Graf 11: Namétfené hodnoty stabilit proléciva 70a v prasecim jaternim homogenatu (PJH)

a praseCim homogenatu tenkého stfeva (PHTYS).
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V dalsi sérii jsem pfipravila tfi proléciva DONu 79, 83 a 87, v jejichz struktuie
jsem pro zachovani stability v plazmé a jaternim homogenatu ponechala z-butyl ester
DONu (45). Pro zamyslené snazsi Stépeni téchto molekul v bufice jsem pak pfipojila misto
jedné aromatické aminokyseliny dvé, ¢imz se vytvofil delsi linker mezi esterem DONu
(45) aglukézovym zbytkem. V pfipadé navrzenych molekul 83 a 87 jsou druha
aminokyselina a vedlejsi glukézovy zbytek propojeny jesté pies dalsi alkylovy (83) nebo
alkoxylovy (87) linker.

Proléciva 79, 83 a 87 jsem pfipravila z ¢-butyl esteru DONu (45), ktery peptidovym
couplingem s Fmoc-L-Phe-OH (73) tvofi dipeptid 74 (Schéma 13). Aminoskupina
meziproduktu 74 je nasledné odchranéna a vznikajici molekula 75 tvofi dal§im peptidovym
couplingem s molekulou Fmoc-L-Phe-OH tripeptid 76. Jeho aminoskupina je opét
odchranéna sekundarnim aminem Et:NH za vzniku intermediatu 77, ktery slouZi jako

zakladni stavebni blok pro vSechna tfi diskutovana proléciva 79, 83 a 87.
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Schéma 13: Syntéza intermediatu 77.°

oL

NH
NH :
o? NH, 5 NH
76

°Reaké¢ni podminky: (i) HATU, DIEA, DCM, 0 °C az lab. tep., 17 h, 76 %; (ii) ELNH, DMF, lab. tep., 2 h,
96 %; (iii) Fmoc-L-Phe-OH, HATU, DIEA, DCM, 0 °C az lab. tep., 2 h, 90 %; (iv) Et;NH, DMF, lab. tep.,
1 h, 84 %.

NZMOk NZMOk
(@)
77

Pti ptipravé proléiva 79 aminoskupina latky 77 nukleofilné atakuje
N-sukcinimidyl ester 71 za vzniku derivatu 78 (Schéma 14). Naslednou ¢tyfnasobnou
deacetylaci gluk6zového zbytku v molekule 78 jsem na zéklad¢ zkuSenosti s ptipravou
latek 70a-c provedla v prostredi katalytického mnoZstvi methanolatu sodného v methanolu.
Ob¢ reakce probehly s velmi dobrym vytézkem (96 % a 90 %). Jejich pritbéh byl sledovan
opét pomoci UPLC-MS.

Schéma 14: Syntéza proléciva 79.P

0 0 J< 0 0 0 0
N N J< J<
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NH " i NH H . ii NH
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O\ O\
o OAc o~ OH
AcO™ “OAc HO “OH
77 78 OAc 79 OH

P Reakéni podminky: (i) latka 71, DCM, lab. tep., 20 h, 96 %; (ii) MeONa, MeOH, lab. tep., 1 h, 90 %.

64



Pfi syntéze druhého proléciva (83) jsem vyuzila komerc¢né dostupnou 4-(Fmoc-
amino)butanovou kyselinu, kterd peptidovym couplingem s tripeptidem 77 tvofi
meziprodukt 80 (Schéma 15). Pro nasledné ptipojeni glukézového zbytku k vytvorenému
linkeru je nejprve nutné odchranit koncovou aminoskupinu molekuly 80 za vzniku latky
81. Ta pak miiZze nukleofilné atakovat N-sukcinimidyl ester 71 za vzniku molekuly 82.
Poslednim krokem syntézy proléciva 83 je Ctyfndsobna deacetylace glukozového zbytku,
k niz jsem opé€t zvolila metodu pfipravy methanoldtem sodnym v methanolu. Jelikoz se
jedna o objemny #-butyl ester DONu, nepozorovala jsem soucasnou transesterifikaci
v methyl ester stejné jako pii priprave z-butyl esteru 70a, dokonce ani po dlouhé reakéni

dobé¢ (24 h) a pouziti 0,5 ekv. MeONa.

Schéma 15: Syntéza proléciva 83.9

éf éf

o
5,

9 Reakéni podminky: (i) 4-(Fmoc-amino)butanova kyselina, HATU, DIEA, DMF, 0 °C az lab. tep., 16 h,
84 %; (ii) ELNH, DMF, lab. tep., 3 h, 52 %; (iii) latka 71, DMF, lab. tep., 17 h, 92 %; (iv) MeONa, MeOH,
lab. tep., 24 h, 54 %.

Pro piipravu ttetiho proléciva (87) jsem pouzila komerén€ dostupnou 5-(Fmoc-
amino)-3-oxopentanovou kyselinu (Schéma 16), kterd peptidovym couplingem
s aminoskupinou latky 77 tvoii molekulu 84. V nasledujicim kroku je aminoskupina latky

84 odchranéna v bazickém prostredi EtoNH, ktery je po vzniku meziproduktu 85 z reakéni
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smési dikladné odpaten. Latka 85 pak neni ze vzniklé smési izolovéana, ale je rovnou
pouzita do reakce s latkou 71, kdy opét dochézi k nukleofilnimu ataku volné aminoskupiny
molekuly 85 na N-sukcinimidyl ester 71 za vzniku intermediatu 86. Timto zpisobem jsem
dosahla lepsiho vytézku nez v ptipade, kdy jsem intermedidt 85 ze smési izolovala
sloupcovou chromatografii a az poté jej pouzila do reakce s N-sukcinimidyl esterem 71.
Nizky vytézek (46 %) je také disledkem obtizného Cisténi produktu 86 pomoci HPLC.
Poslednim krokem pfipravy proléciva 87 je opét Ctyinasobna deacetylace glukézového
zbytku v molekule 86 katalytickym mnozstvim methanolatu sodného v methanolu

s uspokojivym vytézkem 68 %.
Schéma 16: Syntéza proléciva 87."

o) o} o) 0 o}
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87 HO “"OH 86 AcO' ‘OAc
OH OAc

" Reakéni podminky: (i) 5-(Fmoc-amino)-3-oxopentanova kyselina, HATU, DIEA, DMF, 0 °C az lab. tep.,
17 h, 93 %; (ii) a) EbNH, DMF, lab. tep., 3 h; b) latka 71, DCM, lab. tep., 1 h, 46 %; (iii) MeONa, MeOH,
lab. tep., 30 min, 68 %.
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Stabilita proléciv 79, 83 a 87 byla in vitro testovana v prase¢im jaternim
homogenatu (PJH), prase¢im homogenatu tenkého stieva (PHTS) a prase¢im mozkovém
homogenatu (PMH) (Graf 13). Naméfené hodnoty stabilit v jaternim homogenatu nebyly
prilis uspokojivé, nebot’ nejstabilnéjsi molekula 83 zde byla po 60 minutach
metabolizovéna pfiblizn¢ z 50 %. V homogenatu tenkého stfeva pak dosahuje nejlepSich
vysledka prolécivo 79, které v tomto médiu zlistava téméf intaktni na rozdil od latek 83
a 87. V prase¢im mozkovém homogenatu ale vSechna tfi proléCiva vykazovala pfilis
vysokou stabilitu a nebyla téméf metabolizovana na DON (1). Zaroven byla naméiena
hmotnostni spektra jednotlivych proléciv 79, 83 a 87 v asech 0 a 60 min od jejich aplikace
do praseciho jaterniho homogenatu (Graf 13), kterd potvrzuji jejich postupnou konverzi na
metabolity 45 a 1.

U proléciv 79, 83 a 87 byla stanovena také jejich afinita k pfenase¢i GLUTI1
(Graf 12). 2-Deoxy-D-glukéza je endogennim substratem tohoto transportéru. Méfenim
toku 2-deoxy-D-glukézy pfes membranu pomoci GLUTI v pfitomnosti proléciv 79, 83
a 87 (500 uM konc.) bylo zjisténo, Ze ani jedno z nové ptipravenych proléciv bohuZzel neni
vhodnym substraitem pro GLUTI1. Jako standard byl wvyuZit inhibitor GLUTI
cytochalasin B.

Graf 12: Inhibice GLUTI prolécivy 79, 83 a 87.
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Ze ziskanych dat vyplyv4, Ze piipojeni druhé aromatické aminokyseliny
do struktury proléciva DONu vede ke sniZzeni jeho stability v jatrech, coz neni zadouci.
Stejné tak prodlouzeni linkeru mezi esterem DONu a glukézovym zbytkem ve struktuie

proléciva vede k jeho snaz$imu Sté€peni pifislusSnym enzymem.
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Graf 13: Stabilita proléciv 79, 83 a 87.
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4.5 Proléciva DONu obsahujici arecaidin
1-Methyl-4-fenyl-1,2,5,6-tetrahydropyridin (MPTP, 88) je neurotoxicky cyklicky
terciarni allylamin navozujici v lidském organismu parkinsonsky syndrom degeneraci
substantia nigra ve sttednim mozku.®? Tento jev byl pozorovan u &tyf pacientii v riiznych
¢astech Kalifornie, u nichz se vyvinul parkinsonsky syndrom po svévolném systémovém
podéani .syntetického heroinu®“, coz je smés 1-methyl-4-fenyl-3-propionoxypiperidinu
(MPPP, 89) s MPTP (88) v rizném poméru. MPTP (88) je vedlejSim produktem
pti syntéze MPPP (89) a je komercn¢ dostupny. Cely piibéh objevu ucinki MPTP (88)
popisuje neurolog Dr. Langston,®> ktery tyto pacienty diagnostikoval. V mozku se MPTP
(88) oxiduje enzymem monoaminooxiddzou (MAO) ptes dihydropyridiniovy skelet (90)
na 1-methyl-4-fenyl-pyridinium 91 (MPP") (Schéma 17).%9 Dalsi metabolismus
znikajiciho intermedidtu  MPP" (91) neni zndm, pravdépodobné dale reaguje

s nukleofilnimi ¢4stmi neuronovych makromolekul.

Schéma 17: Metabolicka pfeména MPTP (88) v savéim organismu pomoci MAO.®Y

T " | |

MAO MAO (0]
0_0 N “ Q Aoy
-2e” ®. -2e \®/
’Tl N

MPPP (89) MPTP (88) 90 MPP*(91) arecaidin (92)

Arecaidin (92) je alkaloid obsazeny v betelovych ofiscich (areca nuts).®” Obsahuje
stejny piperidinovy strukturni motiv jako molekula MPTP (88). Pfipojenim tohoto
1,2,5,6-tetrahydropyridinového kruhu ve strukturdch nov€ navrZenych proléciv DONu
(95a-¢c) by mohlo dojit stejnym mechanismem jako v ptipadé MPTP (88) k jeho
enzymatické oxidaci v mozku na pyridinium 96a-c, které bude nasledné ze struktury
proléciva hydrolyticky odstépeno, jako tomu je naptiklad u jiz zminéného Estredoxu (10).
Hydrofilni oxidovand forma proléciva 96a-c pfitom Spatné prochdzi pfes membranu
zmozku zpét do krevniho ftecisté. Prolécivo je tak v bunce trvale .zachyceno®.

Predpokladany mechanismus G¢inku je navrzen ve Schématu 18.
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Schéma 18: Pfedpokladany mechanismus uc¢inku proléciv 95a-c.

o} OINH 0 Oj\'\t ,,,,,, en\z\ymatické \ % 0
MAO ) hydrolyza 2
H de le ] H — NH,
N N DON (1)
95a R=H 96a R=H
95b R = CH,Ph 96b R = CH,Ph
95¢ R = Trp(N-Me) 96c R = Trp(N-Me)

Pti pripravé proléciv 95a-c jsem jako vychozi latku zvolila #-butyl ester DONu (45),
ktery tvoii peptidovym couplingem s chranénou aminokyselinou dipeptid 93a, 74 nebo 93¢
(Schéma 19). Aminoskupina vznikajicich meziprodukti 93a, 74 a 93¢ je v nasledujicim
kroku odchranéna za vzniku latek 94a, 75 a 94¢. Poslednim krokem syntézy proléciv 95a-c
je pfipojeni arekaidinového strukturniho motivu peptidovym coplingem amini latek 94a,
75 a 94c s arekaidin hydrochloridem aktivovanym ¢inidlem HATU. V této reakci je pouzit
vetsi prebytek baze (4 ekv.), nebot’ 1,1 ekv. je vyuzito pro neutralizaci hydrochloridu

v reakéni smési.

Schéma 19: Syntéza proléciv 95a-c.*
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45 93a R=H 94a R=H 95a R=H
74 R =CH,Ph 75 R =CH,Ph 95b R = CH,Ph
93¢ R = Trp(N-Me) 94c¢ R = Trp(N-Me) 95¢ R = Trp(N-Me)

$ Reakéni podminky: (i) Fmoc-NH(CHR)COOH, HATU, DIEA, DCM, 0 °C az lab. tep., 2 h, 76 — 92 %;
(ii) EtNH, DCM, lab. tep., 3h, 90 — 96 %; (iii) arekaidin hydrochlorid, HATU, DIEA, DMF, 0 °C az lab. tep.,
3 h, 46 — 90 %.
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Stabilita proléciv 95a-c¢ byla testovana in vitro v prase¢im jaternim homogenatu
(PJH). VsSechna tfi proléciva jsou vtomto médiu metabolizovana pouze z malé Casti
(Graf 15), nejlepsich hodnot pak dosahuje prolécivo 95a (Graf 14). U proléciva 95a byla
provedena studie stability také v homogenatu tenkého stfeva prasete (PHTS), kde opét
zustavalo v intaktni formé (Graf 14). Dalsi planované biochemické studie identifikujici

jednotlivé metabolity pfipravenych proléciv zatim nebyly provedeny.

Graf 14: Stabilita proléciva 95a.
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Graf 15: Stabilita proléciv 95b a 95c.
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4.6 Proléciva DONu cilena na prenase¢ LATI1

Jinou strategii pro selektivni doru¢eni DONu (1) do mozkové tkan€ je vyuziti
transportéru velkych neutralnich aminokyselin (LAT1), ktery se vyskytuje v membranach
endotelovych bunék v HEB a v buiikaich mozkového parenchymu.*? Syntézou vhodného
proléciva DONu, které projde organismem v intaktni formé az k HEB a zaroven bude
substratem tohoto pfenaSeCe, lze docilit omezeni systémové toxicity DONu (1) a jeho
selektivniho piisobeni az v mozku. DileZitym faktorem je zaroven nizka afinita tohoto
proléciva k efluxnimu transportéru P-gp a také schopnost enzymatického stépeni proléciva

na DON (1) v mozkové tkani.
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Pti navrhu struktury proléciva 101, které by mélo spliiovat zminéné charakteristiky,
jsem vychéazela z poznatki o prolécivech dopaminu,®® kde ptipojenim aminokyseliny
L-tyrosinu v para poloze jejiho aromatického kruhu ptes karbamatovy linker k dopaminu
bylo dosazeno zvySeného prenosu tohoto proléciva pomoci transportéru LAT1 do mozku
a zaroven k jeho snadnému enzymatickému Stépeni na dopamin. Proto jsem i ve struktuie
proléciva 101 pfipojila L-tyrosin pfes karbamatovy linker k L-fenylalaninu navazanému

na aminoskupinu 7-butyl esteru DONu (45).

101 ©

Prvnim krokem syntézy proléciva 101 je ochranéni aminoskupiny latky 97
allyloxykarbonylovou (Alloc) skupinou za vzniku meziproduktu 98 (Schéma 20).
Hydroxyskupina latky 98 je v dalsi reakci deprotonovéna v prostiedi EtsN a vznikajici
fenolatovy anion nukleofiln¢ atakuje N,N-disukcinimidyl karbonat (DSC) za vzniku
intermediatu 99. Takto pfipraveny N-sukcinimidyl ester 99 je nukleofilné substituovan
aminoskupinou latky 75 v pfitomnosti bdze Et:N. Poslednim krokem pfiipravy proléciva
101 je odchranéni allylu zkarboxylové skupiny a zaroven allyloxykarbonylu z
aminoskupiny v molekule 100 za katalyzy Pd(PPhs3)s v pfitomnosti fenylsilanu coby
scavengeru. Nizky vytézek (20 %) je dasledkem obtizné separace produktu 101 pomoci
HPLC.

Stabilita proléciva 101 byla testovana in vitro v prase¢im jaternim homogenatu
(PJH), prasec¢im homogenatu tenkého stfeva (PHTS) a prase¢im mozkovém homogenatu
(PMH), pficemz ve vSech tfech médiich byla metabolizovdna jen znepatrné casti
(Graf 16). Dalsi studie nicméné prokédzala velmi nizké hodnoty uvolnéného DONu (1)
z proléciva 101 nejen v plazmé, ale 1 v buiikdch, a zaroven velmi omezenou afinitu
proléciva 101 k prenase¢i LAT1 (Graf 17) méfenim inhibice pienosu endogenniho
substratu pro tento pfenase¢ L-leucinu pies HEB. Prolécivo 101 tedy také neni vhodnym

kandidatem pro lé€bu mozkovych tumorti.
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Schéma 20: Syntéza proléciva 101.
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‘Reakéni podminky: (i) NaHCOs3, allyl chlorformiat, THF/H,O (1:1), lab. tep., 18 h, 83 %; (ii) EtzN, DSC,
DCM, 0 °C az lab. tep., 2,5 h, 83 %; (iii) latka 75, Ets;N, DCM, lab. tep., 18 h, 81 %; (iv) fenylsilan,
Pd(PPhs)s, DMF, lab. tep., 1 h, 20 %.

Graf 16: Stabilita proléciva 101 v prase¢im jaternim homogenatu (PJH), prase¢im

homogenatu tenkého stieva (PHTS) a prase¢im mozkovém homogenatu (PMH).
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Graf 17: Stabilita proléciva 101 a jeho schopnost inhibice ptijmu L-leucinu.
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4.7 Proléciva DONU obsahujici biotin
Brentuximab vedotin (102) je konjugat monoklonalni protilaitky (MAB) cACI10,

kterd se vaze na antigen CD30 exprimovany v Hodgkinové lymfomu a systémovém
anaplastickém velkobunééném lymfomu, s aktivnim chemoterapeutikem monomethyl
auristatinem E (MMAE), ktery inhibuje polymerizaci mikrotubulli a ktery je k protilatce
navazan pres velmi stabilni valin-citrulinovy linker Stépitelny protedzou katepsinem B
(Obrazek 14).%% Usp&iné se vyuziva k 1é¢bé pacientd s relapsem Hodgkinova lymfomu
po autologni transplantaci kmenovych bun¢k. Protilatka se specificky vaze na piislusny
antigen na povrchu bunky, coz zajistuje velkou specifitu distribuce léCiva. Pfitomné
enzymy (peptiddzy) pak odstépi navazané chemoterapeutikum, které se tim aktivuje

a zacne pusobit jako cytostatikum.

Obrizek 14: Struktura Brentuximab vedotinu (102).¢9

protilitka chemoterapeutikum
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Na zakladé tohoto principu jsem navrhla tfi prolé¢iva DONu 113, 114 a 115,
v jejichz struktute je DON (1) piipojen na C-konci peptidovou vazbou k biotin-PEG-
linkeru ptes aminokyseliny L-fenylalanin a glycin. N-konec DONu (1) je maskovan rtizné
substituovanym L-fenylalaninem.

Pii syntéze proléciv 113, 114 a 115 (Schéma 21) jsem vychdzela z komercné
dostupné chranéné aminokyseliny Boc-Gly-OH (103), jejiz karboxylovou skupinu jsem
ochrénila allylovou skupinou za vzniku allyl (#butoxykarbonyl)glycinatu 104.
Aminoskupina molekuly 104 je nasledné odchranéna v kyselém prostiedi bezvodého
4M HCl v dioxanu za vzniku amoniové soli 105, uvolnéni CO> a isobutylenu jako
vedlejSich produktd reakce. Dal§im krokem je peptidovy coupling latky 105
s Boc-L-Phe-OH za vzniku dipeptidu 106. Pro pfipojeni dal$i aminokyseliny na N-konci
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molekuly 106 je nutné nejprve odchranit jeji aminoskupinu za vzniku amoniové soli 107,
ktera naslednym peptidovym couplingem s Fmoc-L-DON-OH tvoii tripeptid 108 ve velmi
dobrém vytézku 91 %. Aminoskupina latky 108 je pak opét odchrdnéna za vzniku
molekuly 109. Tato reakce probiha s relativné nizkym vytézkem (32 %), nebot’ volna
aminoskupina latky 109 z ¢asti intramolekularné nukleofiln¢ atakuje diazoketon za vzniku
cyklického diazoiminu jako vedlejsiho produktu. Z divodu této nestability jsem reakéni
smés necistila sloupcovou chromatografii, ale po odpafeni sekundarniho aminu jsem
reakéni smés ihned pouzila k nésledujicimu peptidovému couplingu s Fmoc-L-Phe-OH
za vzniku chranéného tetrapeptidu 110. Jeho karboxylovou skupinu jsem v dalSim kroku
deallylovala pomoci Pd(PPhs)4 v pfitomnosti fenylsilanu, pfi¢emz vznikajici karboxylovou
kyselinu 111 jsem zreakéni smési neizolovala kvili jeji velmi Spatné rozpustnosti.
Po odpafeni rozpousStédla a fenylsilanu jsem latku v surovém stavu peptidovym
couplingem pfipojila k biotin-(PEG)s-NH> za vzniku latky 112, kterou jsem z reakcni
smési izolovala v pomémé nizkém vytézku (38 %). Diivodem mohou byt pravé necistoty
ve vychozi latce 111 a obtiznd separace produktu 112 pomoci HPLC. Aminoskupinu
v molekule 112 jsem nésledné¢ odchranila za vzniku proléciva 113, které je zarovei
prekursorem pro proléciva 114 a 115. Tato dvé proléciva jsem piipravila reakci molekuly
113 s ptislusnymi N-sukcinimidyl estery ve vytézcich 52 % a 58 %.

Tato tii proléciva patii mezi nejnovéji pripravené latky, proto s nimi zatim nebyly
provedeny Zadné biochemické studie. Pfedpokladem je, Zze biotin navdzany v molekule
proléciva se bude vazat k protilatce pomoci nejsilnéj$i znamé nekovaletni interakce biotin-
streptavidin, jejiz vyhodou je schopnost jedné molekuly streptavidinu véazat az Ctyti
molekuly biotinu, nebot se jednd o homotetramer.®" Protilatka slouzi jako navadéci
systém, diky némuz bude prolécivo specificky doru¢eno do pozadovaného mista plisobeni
stejné jako v piipradé Brentuximab vedotinu (102). Chemoterapeutikum, v naSem piipadé
DON (1), pak bude z peptidového linkeru odStépeno piitomnymi peptiddzami. Timto
zpusobem se vyhneme systémovému pusobeni DONu (1) v organismu a omezime tak jeho

nezéadouci U€inky za soucasného zachovani jeho protinadorové aktivity.
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Schéma 21: Syntéza proléc¢iv 113, 114 a 115.*
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" Reakéni podminky: (i) allyl bromid, NaHCOs, DMF, 50 °C, 18 h, 98 %; (ii) 4M HCIl v dioxanu, lab. tep.,
30 min, 84 %; (iii) Boc-L-Phe-OH, HATU, DIEA, DMF, 0 °C az lab. tep., 2 h, 82 %; (iv) 4M HCIl v dioxanu,
lab. tep., 20 min, 76 %; (v) Fmoc-L-DON-OH, HATU, DIEA, DMF, 0 °C az lab. tep., 3 h, 91 %; (vi) Et,NH,
DCM, lab. tep., 2,5 h, 32 %; (vii) Fmoc-L-Phe-OH, HATU, DIEA, DMF, 0 °C az lab. tep., 3 h, 61 %; (viii)
fenylsilan, Pd(PPhs)s, DCM/DMF (5:1), lab. tep., 30 min, kvant.; (ix) biotin-(PEG)s-NH» - TFA, HATU,
DIEA, DMF, 0 °C az lab. tep., 1,5 h, 38 %; (x) EtzNH, DMF, lab. tep., 2,5 h, 54 %; (xi) DCM/DMF (10:1),
lab. tep., 18 h, pro 114: AcOSu, 52%; pro 115: (N,N-dimethyl)glycin-OSu, 58 %.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Obecné metody a pouzité chemikalie

Pribéh vétSiny reakci byl sledovan pomoci tenkovrstvé chromatografie s vyuzitim
silikagelovych desek Kieselgel 60 F254 od firmy Merck.

Pouzité chemikalie byly zakoupeny od firmy Sigma Aldrich, TCI nebo Combi-
Blocks a byly pouzity bez pfedchoziho ¢iSténi. Bezvoda rozpoustédla byla zakoupena
od stejnych firem, nebo piipravena podle postupi uvedenych v literature®? a destilovana
pod inertni atmosférou dusiku.

'"H NMR spektra byla méfena na piistroji Bruker Avance III™ HD 600 MHz
pii pracovni frekvenci 401 MHz nebo 501 MHz, *C NMR spektra pfi 101 MHz
¢i 126 MHz. Pro standardizaci 'H NMR spekter byl pouzit interni signal TMS (8 = 0,00
ppm; CDCl3) nebo signaly pouzitych rozpoustédel (6 =7,26 ppm pro CDCl3, 6 =3.,31 ppm
pro CD3;OD a § =2,50 ppm pro ds-DMSO). 3C NMR spektra byla kalibrovéna na signély
pouzitych rozpoustédel (6 = 77,00 ppm pro CDCl3, & =49,00 ppm pro CD30D a 6 = 39,52
pro ds-DMSO). Chemicky posun 9 je uvadén v ppm.

ESI hmotnostni spektra byla meéfena na hmotnostnim spektrometru Waters
Micromass ZQ. Pro ESI hmotnostni spektra s nizkym rozliSenim byl pouzit tandemovy
hybridni hmotnostni spektrometr Waters Q-Tof micro, ktery obsahuje kvadrupol
a ortogondlni pratokovy hmotnostni analyzator (TOF). Pro méfeni ESI hmotnostnich
spekter s vysokym rozliSenim byl pouzit hybridni hmotnostni spektrometr LTQ Orbitrap
XL s FT kombinujici hmotnostni analyzatory linedrni iontovou past a orbitrap. Vzorky
byly rozpoustény v MeOH a aplikovany pfimym nastfikem.

Nekteré latky byly pteciStény pomoci preparativiniho HPLC Jasco Inc. obsahujiciho
kolonu Reprosil 100 C18, 5pm, 250 x 4 mm. UV detekce byla provadéna pti A =210 nm.
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5.2 Pracovni postupy

5.2.1 Priprava t-butyl esteru 6-diazo-5-oxo-L-norleucinu (45)

t-Butyl-(S)-5-oxopyrolidin-2-karboxylat (42)
Latka 42 byla pfipravena podle publikovaného postupu® Kyselina

p—/{o L-pyroglutamova 41 (6,46 g; 50,0 mmol; 1 ekv.) byla suspendovana
o O% v t-butylacetatu (100 ml). Do reakéni smési byla pridana koncentrovana
kyselina chlorista (70%; 1,5 ml; 25,0 mmol; 0,35 ekv.) a vznikla suspenze byla michéna
v tlakové barice po dobu 23 hodin pfi laboratorni teploté za postupného rozpusténi vychozi
latky. Smés byla promyta nasycenym roztokem NaHCO3 (200 ml) a vodna faze byla
opctovné extrahovana DCM (2x100 ml). Spojené organické podily byly suSeny bezvodym
MgSOs4 arozpoustédlo bylo odpafeno. Produkt 42 (6,97 g; 75 %) byl ziskan ve formé
bezbarvé pevné latky.
'H NMR (401 MHz, CDCl3): 1,45 (s; 9H); 2,09 — 2,19 (m; 1H); 2,22 — 2,48 (m; 3H);
4,06 — 4,14 (m; 1H); 6,56 (s; 1H).
13C NMR (101 MHz, CDCl): 24.9; 28,1 (3C); 29,5; 56,2; 82.,4; 171,2; 178,1.

1-((9H-Fluoren-9-yl)methyl)-2-(z-butyl)-(S)-5-oxopyrolidin-1,2-dikarboxylat (43)
o Latka 43 byla piipravena podle publikovaného postupu.®? Sloucenina
omo 42 (1,20 g; 6,48 mmol; 1 ekv.) byla rozpuSténa v bezvodém THF
Fmoc (25 ml). Reakéni smés byla ochlazena na -78 °C a béhem 5 minut do ni
byl ptikapan roztok LiHMDS (1M v THF; 6,20 ml; 6,15 mmol; 0,95 ekv.). Smés byla
michana 30 minut pfi stejné teploté pod inertni atmosférou dusiku a nasledné byla béhem
30 minut pfikapana pomoci kanyly k roztoku Fmoc chloridu (8,40 g; 32,4 mmol; 5 ekv.)
v bezvodém THF (35 ml). Vznikly €iry zluty roztok byl michan dalsi 2 hodiny pii -78°C,
poté nechan pozvolna zahtat na laboratorni teplotu a pfi ni michan jest¢ 18 hodin. Reakce
byla ukoncena ptidavkem nasyceného roztoku NH4ClI (10 ml) a dest. vody (10 ml). Vodna
faze byla oddé€lena a extrahovana EtOAc (2x50 ml). Spojené organické podily byly
promyty nasycenym roztokem NaCl (50 ml) a suSeny bezvodym MgSO4. Rozpoustédlo
bylo odpafeno. Smés byla piecisténa sloupcovou chromatografii na silikagelu (mobilni

faze cyklohexan/EtOAc, 2:1) za zisku produktu 43 (2,14 g; 81 %) ve form& bezbarvé
pevné latky.
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TH NMR (401 MHz, CDCl3): 1,47 (s; 9H); 2,05 — 2,13 (m; 1H); 2,32 — 2,43 (m; 1H); 2,52
—2,60 (m; 1H); 2,67 — 2,76 (m; 1H); 4,29 — 4,33 (t; J = 7,5 Hz; 1H); 4,40 — 4,44 (m; 1H);
4,52 — 4,60 (m; 2H); 7,31 — 7,35 (m; 2H); 7,39 — 7,43 (m; 2H); 7,73 — 7,78 (m; 4H).
13C NMR (101 MHz, CDCls): 22,1; 28,1 (3C); 31,4; 46,7; 59.6; 69.2; 82.8; 120,1 (2C);
125,6; 125,7; 127,4 (2C); 128,0 (2C); 141,4 (2C); 143,5; 143,6; 151,6; 170,3; 173,0.

t-Butyl-(S)-2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)karbonyl)amino)-6-diazo-5-
oxohexanoat (44)
o o Roztok trimethylsilyldiazomethanu (2M v EtO; 2,40 ml;
Nzwok 4,85 mmol; 1,25 ekv.) byl rozpuitén v bezvodém THF (30 ml)
Fmoc™ pod inertni argonovou atmosférou a reakéni smés byla ochlazena
na -98 °C. Béhem 15 minut bylo do roztoku ptikapano n-butyllithium (2,5 M v hexanu;
2,00 ml; 4,96 mmol; 1,28 ekv.) a smés byla michana 30 minut pii stejné teploté. Vznikly
roztok byl nésledné pomoci kanyly béhem 30 minut pfikapavan do roztoku latky 43
(1,58 g; 3,88 mmol; 1 ekv.) v bezvodém THF (40 ml) vychlazeném na teplotu -115 °C.
Reak¢ni smés byla pozvolné ohtfata na -78 °C a poté byla reakce ukoncena ptidavkem
nasycen¢ho roztoku NH4Cl (10 ml) a dest. vody (10 ml). Vodna faze byla po oddéleni
organické faze extrahovana EtOAc (50 ml), spojené organické podily byly promyty dest.
vodou (50 ml), solankou (50 ml) a suSeny bezvodym MgSO4. Rozpoustédlo bylo odpateno
a surovy produkt byl pfecistén sloupcovou chromatografii na silikagelu (mobilni faze
cyklohexan/EtOAc, 3:1) za zisku ocekavaného produktu 44 (1,17 g; 67 %) ve formé pevné
zluté latky.
TH NMR (401 MHz, CDCl3): 1,50 (s; 9H); 1,94 — 2,07 (m; 1H); 2,18 — 2,29 (m; 1H); 2,31
— 2,53 (m; 2H); 4,21 — 4,32 (m; 2H); 4,41 (d; J = 7,1 Hz; 2H); 5,29 (bs; 1H); 5,50 (d;
J=28,1 Hz; 1H); 7,34 (tt; J = 7,4; 1,4 Hz; 2H); 7,43 (t; J = 7,4 Hz; 2H); 7,63 (dd; J = 7,7;
4,0 Hz; 2H); 7,79 (d; J= 7,3 Hz; 2H).
13C NMR (101 MHz, CDCls): 28,0 (3C); 28,1; 36,6; 47,3; 54,1; 54,9; 67,1; 82,7, 120,1;
120,1; 125,3 (2C); 127,2 (2C); 127,9 (2C); 141,4; 141,5; 143,9; 144,0; 156,2; 171,2; 193,8.
ESI MS: 472,2 (M + Na]").
HR ESI MS: vypocteno pro CosH»705N3Na 472,18429; nalezeno 472,18399.
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t-Butyl-(5)-2-amino-6-diazo-5-oxohexanoat (45)

o o Latka 44 (6,00 g; 13,4 mmol; 1 ekv.) byla rozpusténa v bezvodém

NZVJ\/\)J\Ok DCM (60 ml). K vzniklému roztoku byl pfidan piperidin (5,68 g;
NHa 6,50 ml; 66,7 mmol; 5 ekv.) a reakéni smés byla michana

pod inertni atmosférou dusiku 3 hodiny pii laboratorni teploté. Rozpoustédlo bylo

odpafeno a smés byla precisténa sloupcovou chromatografii na silikagelu (mobilni faze

DCM/MeOH, 30:1) za zisku produktu 45 (2,02 g; 67 %) ve formé& Zlutohnédé olejovité

latky, ktera pti skladovani pti -20 °C tuhne.

TH NMR (401 MHz, CDCl3): 1,43 (s; 9H), 1,58 (bs; 2H); 1,72 — 1,81 (m; 1H); 1,99 — 2,09

(m; 1H); 2,38 — 2,50 (m; 2H); 3,30 (dd; J = 8,3; 5,0; 1H); 5,27 (bs; 1H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3): 28,1 (3C); 29,8; 37,1; 54,4; 56,4; 81,4; 175,0; 194,4.

ESI MS: 228,1 (M + H]").

HR ESI MS: vypocteno pro CioHi1sO3N3 228,13427; nalezeno 228,13411.

5.2.2 Prolé¢iva DONu s lipofilnim charakterem

Obecny postup pro pripravu derivatu 50a-b

Chlorokarbonat 49a (5,16 g; 3,60 ml; 40,0 mmol; 1 ekv.) nebo 49b (5,72 g;

4,30 ml; 40,0 mmol; 1 ekv.) byl rozpustén v bezvodém Et,O (50 ml) a reakéni smés byla
ochlazena na teplotu 0-5 °C a poté k ni byla ptfikapana smés triethylaminu (4,05 g; 5,60 ml;
40,0 mmol, 1 ekv.) a ethanthiolu (2,49 g; 3,00 ml; 40,0 mmol; 1 ekv.) v bezvodém Et,O
(15 ml). Vznikla suspenze byla ponechana zahtat na laboratorni teplotu a pfi ni michana
pfes noc (18 h). SraZenina (triethylamonium hydrochlorid) byla odfiltrovdna a promyta
dikladné Et,O (2x20 ml) a rozpoustédlo bylo opatrné odpateno (lazenn 30 °C). Surovy
produkt 50a-b byl pouzit do dalSiho kroku bez ptedchoziho cisténi.

O-(Chloromethyl)-S-ethyl karbonothioat (50a)

O\\]/S\/ bezbarva kapalina (5,44 g; 88 %)

(0 '"H NMR (401 MHz, CDCl3): 1,34 (t; J = 7,4 Hz; 3H); 2,93 (q; J = 7,4 Hz;
cl 2H); 5,76 (s; 2H).
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O-(1-Chloroethyl)-S-ethyl karbonothioat (50b)
OYS\/ bezbarva kapalina (6,34 g; 94 %).

O TH NMR (401 MHz, CDCly): 1,33 (t; J = 7,4 Hz; 3H); 1,81 (d; J = 5,8 Hz;
cl 3H); 2,91 (dq; J = 7,4; 2,9 Hz; 2H): 6,59 (q; J = 5,8 Hz; 1H).

Obecny postup pro pripravu derivata 51a-f

Thiokarbonat 50a nebo 50b (6,00 mmol; 1 ekv.) a prislusna karboxylova kyselina
(18,0 mmol; 3 ekv.) byly rozpustény v diisopropylethylaminu (4,65 g; 6,27 ml; 36,0 mmol,
6 ekv.) a vznikld smés byla zahtivana po dobu 18-24 hodin na teplotu 70 °C. Poté byla
reakéni smés ochlazena na laboratorni teplotu, rozpusSténa v EtOAc (100 ml) a promyta
dest. H2O (50 ml), 10% KHSO4 (50 ml), opét dest. H>O (50 ml) a nakonec solankou
(50 ml). Organicka faze byla suSena bezvodym MgSO4 a rozpoustédlo bylo odpateno.
Surovy produkt byl nasledné piecistén pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu

(mobilni faze cyklohexan/EtOAc, 15:1).

(((Ethylthio)karbonyl)oxy)methyl-2,6-dimethylbenzoat (51a)
O\\]/S\/ 50a (928 mg) + 2,6-dimethylbenzoova kyselina (2,70 g); reakéni cas
(O 18 h; svétle zluta kapalina (1,58 g; 98 %).
O5© IH NMR (401 MHz, CDCL): 1,36 (t; J = 7,4 Hz; 3H); 2,36 (s; 6H); 2,93
\5/ (q; J = 7,4 Hz; 2H); 6,07 (s; 2H); 7,06 (d; J = 7,3 Hz; 2H); 7,24 (t;
J=17,3 Hz; IH).
13C NMR (101 MHz, CDCl3): 15,0; 19,8 (2C); 25,6; 80,5; 127,8 (2C); 130,1; 132,3;
135,6 (2C); 168,3; 170,9.

1-(((Ethylthio)karbonyl)oxy)ethyl-2,6-dimethylbenzoat (51b)
O\\]/S\/ 50b (1,01 g) + 2,6-dimethylbenzoova kyselina (2,70 g); reakéni ¢as 18 h;

%]/O bezbarvy olej (1,58 g; 93 %).
O%° 'H NMR (401 MHz, CDCl): 1,33 (t; J = 7.4 Hz; 3H); 1,63 (d;
J=5,5Hz; 3H); 2,34 (s; 6H); 2,89 (q; J = 7,4 Hz; 2H); 7,03 (d;

J=17,5Hz; 2H); 7,18 — 7,25 (m; 2H).
13C NMR (101 MHz, CDCls): 15,0; 19,7; 19,8 (2C); 25,5; 90,3; 127,8 (2C); 129,8; 132.8;
135,3 (2C); 167,7; 169,9.
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1-(((Ethylthio)karbonyl)oxy)ethyl-2,5-dimethylbenzoat (51c)
OYS —~ 50b (1,01 g) +2,5-dimethylbenzoova kyselina (2,70 g); reakeni Cas 24 h;

o svétle zluta kapalina (1,44 g; 85 %).
Ox© 'H NMR (401 MHz, CDCl): 1,32 (t; J = 7,4 Hz; 3H); 1,64 (d;
\5\ J=15,5Hz; 3H); 2,35 (s; 3H); 2,55 (s; 3H); 2,80 — 2,96 (m; 2H); 7,13 (d;

J=17.8Hz; 1H); 7,19 (q; J = 5,5 Hz; 1H); 7,23 (dd; J = 7.9; 2,0 Hz; 1H);
7,74 (d; J= 2,0 Hz; 1H).
13C NMR (101 MHz, CDCL): 14,9; 19,9; 20,9; 21,4; 25.4; 90,3; 128,2; 131,4; 131,8;
133,5; 135,4; 138,0; 165,3; 169,8.

(((Ethylthio)karbonyl)oxy)methyl-2,6-dichlorobenzoat (51d)
O\\]/S\/ 50a (928 mg) + 2,6-dichlorobenzoova kyselina (3,44 g); reakéni Cas
(O 18 h; svétle zluta kapalina (1,82 g; 98 %).
Oy© IH NMR (401 MHz, CDCl): 1,33 (t; J = 7,4 Hz; 3H); 2,91 (q;
Cl\gj/CI J=17,4 Hz; 2H); 6,05 (s; 2H); 7,28 — 7,35 (m; 3H).
I3C NMR (101 MHz, CDCls): 14,9; 25,6; 80,7; 128,0 (2C); 131,5;
132,1 (2C); 132,3; 163,3; 170,8.

(((Ethylthio)karbonyl)oxy)methyl-2-chloro-6-methylbenzoat (51e)

OYS\/

o] Cas 18 h; svétle zluta kapalina (1,66 g; 96 %).

50a (928 mg) + 2-chloro-6-methylbenzoova kyselina (3,07 g); reakéni

2,94 (q; J =7,4 Hz; 2H); 6,08 (s; 2H); 7,11 — 7,17 (m; 1H); 7,24 — 7,30
(m; 2H).
13C NMR (101 MHz, CDCl3): 14,9; 19,5; 25,5; 80,6; 127,0; 128,6; 130,8; 130,9; 132,3;
137,3; 165,8; 170,8.

0,0 IH NMR (401 MHz, CDCL): 1,37 (t; J = 7,4 Hz; 3H); 2,36 (s; 3H);
Cl< % -

(((Ethylthio)karbonyl)oxy)methyl-2-methylbenzoat (51f)
o\\]/s\/ 50a (928 mg) + 2-methylbenzoové kyselina (2,45 g); reakéni ¢as 19 h;

(O svétle zIuta kapalina (1,40 g; 92 %).
Ox© TH NMR (401 MHz, CDCl3): 1,36 (td; J = 7,4; 1,2 Hz; 3H); 2,64 (s; 3H);
2,93 (dq; J = 7,4; 1,2 Hz; 2H); 6,07 (s; 2H); 7,24 — 7,32 (m; 2H); 7,43 —
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7,49 (m; 1H); 8,01 (dt; J=8,0; 1,3 Hz; 1H).
13C NMR (101 MHz, CDCl3): 14,8; 21,9; 25,5; 80,6; 125,9; 127,9; 131,2; 131,9; 132.9;
141,4; 165,5; 170,8.

Obecny postup pro pripravu derivata 52a-f

Intermediat S1a-f (3,50 mmol; 1 ekv.) a HOSu (805 mg; 7,00 mmol; 2 ekv.) byly

suspendovany v bezvodém DCM (10 ml). Reakéni smés byla ochlazena na 0-5 °C a poté
byl piikapan 36% roztok kyseliny peroxyoctové v kyseliné octové (2,22 ml; 10,5 mmol;
3 ekv.), stejna teplota byla udrzovana dalSich 30 minut a poté byla reak¢ni smés ponechéna
zahtat na laboratorni teplotu. Po 3 hodinéach byl pfidan dal§i DCM (50 ml) a organicka faze
promyta dest. HoO (30 ml) a solankou (30 ml). Organicka faze byla susena bezvodym
MgSOs a rozpoustédlo odpaieno. Surovy produkt byl piecistén pomoci sloupcové

chromatografie na silikagelu (mobilni faze cyklohexan/EtOAc 2:1).

((((2,5-Dioxopyrrolidin-1-yl)oxy)karbonyl)oxy)methyl-2,6-dimethylbenzoat (52a)
/A/_\A\ 51a (939 mg); bezbarva pevna latka (641 mg; 57 %).
(0) (6]
\ TH NMR (401 MHz, CDCl3): 2,34 (s; 6H); 2,82 (s; 4H); 6,09 (s; 2H);

OYO

ro 7,05 (d; J=17,6 Hz; 2H); 7,23 (t; J= 7,6 Hz; 1H).
0._0 13C NMR (101 MHz, CDCl3): 19,9 (2C); 25,5 (2C); 83,6; 127,9 (2C);
\5/ 130,4; 131,5; 135,8 (2C); 151,1; 167,7; 168,3 (2C).

1-((((2,5-Dioxopyrrolidin-1-yl)oxy)karbonyl)oxy)ethyl-2,6-dimethylbenzoat (52b)
/A/_\A\ 51b (988 mg); bezbarva pevna latka (552 mg; 47 %).
o

(0)
o b 'H NMR (401 MHz, CDCls): 1,72 (d; J = 5,4 Hz; 3H); 2,32 (s; 6H);
%;‘c;/ 2,82 (s; 4H); 7,04 (d; J= 7,6 Hz; 2H); 7,11 (q; J = 5,4 Hz; 1H); 7,21 (t;
0.0 J=1,6 Hz; 1H).
\5/ 13C NMR (101 MHz, CDCls): 19,5; 19,9 (2C); 25,5 (2C); 93.,9; 127,8

(20); 130,1; 132,1; 135,6 (2C); 150,2; 167,3; 168,4 (2C).
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1-((((2,5-Dioxopyrrolidin-1-yl)oxy)karbonyl)oxy)ethyl-2,5-dimethylbenzoat (52c¢)

oAy o

N

OY(I)

o

5

51c (988 mg); bezbarva pevna latka (587 mg; 50 %).

'H NMR (401 MHz, CDCls): 1,74 (d; J = 5,5 Hz; 3H); 2,36 (s; 3H);
2,55 (s; 3H); 2,82 (s; 4H); 7,06 (q; J = 5,5 Hz; 1H); 7,14 (d; J= 7,8 Hz;
1H); 7,25 (d; J= 8,8 Hz; 1H); 7,75 (s; 1H).

I3C NMR (101 MHz, CDCl3): 19,7; 20,9; 21,5; 25,6 (2C); 94,1; 127.4;
131,6; 131,9; 133,9; 135,6; 138,4; 150,1; 164,9; 168,4 (2C).

((((2,5-Dioxopyrrolidin-1-yl)oxy)karbonyl)oxy)methyl-2,6-dichlorobenzoat (52d)

oA, o
o\\l,é

0]

¢

0._0
C|\5/Cl

51d (1,08 g); bezbarva pevna latka (684 mg; 54 %).

TH NMR (401 MHz, ds-DMSO): 2,83 (s; 4H); 6,19 (s; 2H); 7,52 —
7,71 (m; 3H).

13C NMR (101 MHz, ds-DMSO): 25,4 (2C); 84,2; 128,6 (2C); 130,8
(20); 130,9; 133,2; 150,6; 162,5; 169,6 (2C).

((((2,5-Dioxopyrrolidin-1-yl)oxy)karbonyl)oxy)methyl-2-chloro-6-methylbenzoat (52¢)

o)
o b

51e (1,01 g); bezbarva pevna latka (574 mg; 48 %).

TH NMR (401 MHz, ds-DMSO): 2,29 (s; 3H); 2,83 (s; 4H); 6,17 (s;
2H); 7,33 (dd; J=17,1; 1,7 Hz; 1H); 7,39 — 7,48 (m; 2H).

13C NMR (101 MHz, ds-DMSO): 18,8; 25,4 (2C); 84,1; 126,9; 129,1;
129,5; 131,3; 131,7; 137,0; 150,7; 164,8; 169,6 (2C).

((((2,5-Dioxopyrrolidin-1-yl)oxy)karbonyl)oxy)methyl-2-methylbenzoat (52f)

51f (890 mg); bezbarva pevna latka (570 mg; 53 %).

O/A/_I}J\A\O TH NMR (401 MHz, ds-DMSO): 2,45 (s; 3H); 2,74 (s; 4H); 6,04 (s; 2H);

0._0O
7,24 — 7,35 (m; 2H); 7,47 (dt; J = 7,6, 4,4 Hz; 1H); 7,79 (d; J = 7,7 Hz;

o)
¢ 1H).
0._0O

13C NMR (101 MHz, ds-DMSO): 21,1; 25,4 (2C); 84,3; 126,3; 127,2;
130,6; 132,0; 133,4; 140.4; 150,6; 164,7; 169,7 (2C).
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Obecny postup pro pripravu derivata 53a-h
NH>DONCOOIiPr 38 (107 mg, 0,500 mmol; 1 ekv.) nebo NH.DONCOOtBu 45

(114 mg, 0,500 mmol; 1 ekv.) a Osu ester 52a-f (0,550 mmol; 1.1 ekv.) byly rozpustény
v bezvodém DCM (5 ml) a reakéni smés byla michdna po dobu 2-22 hodin za laboratorni
teploty pod inertni atmosférou. Surovy produkt byl nasledné piecistén pomoci sloupcové

chromatografie na silikagelu (mobilni faze DCM/EtOAc, 8:1).

($)-(((1-(+-Butoxy)-6-diazo-1,5-dioxohexan-2-yl)karbamoyl)oxy)methyl-2,6-
dimethylbenzoat (53a)

o] o] )< 52a (177 mg); reak¢ni €as 18 h; zluty olej (171 mg; 79 %).
M2 o O TH NMR (401 MHz, CDCls): 1,45 (s; 9H); 1,91 — 2,03 (m; 1H);
E/ 2,14 — 2,25 (m; 1H); 2,31 (s; 6H); 2,31 — 2,48 (m; 2H); 4,24 (td;
o or J=38,2; 4,7 Hz; 1H); 5,25 (bs; 1H); 5,71 (d; J = 8,0 Hz; 1H); 5,92
\5/ (d; J=5,8 Hz; 1H); 5,99 (d; J = 5,7 Hz; 1H); 7,01 (d; J = 7,6 Hz;
2H); 7,18 (t; J=7,6 Hz; 1H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3): 19,8 (2C); 27,7; 28,0 (3C); 36,4; 54,1; 54,9; 80,5; 82,8;
127,8 (2C); 129,9; 132,6; 135,4 (2C); 154,3; 168,7; 170,6; 193,5.

ESI MS: 456,2 (M + Na]").

HR ESI MS: vypocteno pro C21H2707N3Na 456,17412; nalezeno 456,17380.

(S)-(((6-Diazo-1-isopropoxy-1,5-dioxohexan-2-yl)karbamoyl)oxy)methyl-2,6-
dimethylbenzoat (53b)

0 o] 52a (177 mg); reak¢ni Cas 3 h; Zluty olej (132 mg; 63 %).
M2s OJ\ IH NMR (401 MHz, CDCls): 1,24 (d; J = 6,2 Hz; 3H); 1,25 (d;
O\]\(;NH J=6,2Hz; 3H); 1,94 — 2,05 (m; 1H); 2,14 — 2,27 (m; 1H); 2,32 (s;
0w 0 6H); 2,32 — 2,50 (m; 2H); 4,31 (td; J = 8,3, 4,7 Hz; 1H); 5,04 (hept;
J=6,3 Hz; 1H); 5,25 (bs; 1H); 5,77 (d; J = 8,0 Hz; 1H); 5,93 (d;
\5/ J=15,7Hz; 1H); 5,99 (d; J= 5,7 Hz; 1H); 7,02 (d; J= 7,3 Hz; 2H);

7,19 (t; J = 7,6 Hz; 1H).
13C NMR (101 MHz, CDCL): 19,8 (2C); 21,8; 21.,8; 27,5; 36,4; 53,7; 54,9; 69,8; 80,5;
127,8 (2C); 129,9; 132,6; 135,4 (2C); 154,4; 168,7; 171,0; 193.4.

ESI MS: 442.2 ([M + Na]*).
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HR ESI MS: vypocteno pro C20H2507N3Na 442,15847; nalezeno 442,15827.

(S)-(((1-(+-Butoxy)-6-diazo-1,5-dioxohexan-2-yl)karbamoyl)oxy)ethyl-2,6-

dimethylbenzoat (53c) — smés dvou diastereomeru

0 o] )< 52b (184 mg); reak¢ni Cas 2 h; zluty olej (190 mg; 85 %).
s o 0 TH NMR (401 MHz, CDCls): [1,44 a 1,46] (s; 9H); [1,59 a 1,61]
j)/ (d; J= 5,2 Hz; 3H); [1,88 — 2,04] (m; 1H); [2,13 — 2,26] (m; 1H);
0. 0 [2,32 a2,33] (s; 6H); [2,35 — 2,50] (m; 2H); [4,24] (dtd; J = 15,2,
\gj/ 8,3, 4,6 Hz; 1H); [5,19 a 5,30] (bs; 1H); [5,48 a 5,53] (d; J = 8,3
(7,8) Hz; 1H); [6,98 — 7,09] (m; 3H); [7,18] (q; J= 7,4 Hz; 1H).

13C NMR (101 MHz, CDCls): [19,7 a 19,7] (2C); [19,8 a 19,8]; [27,9 a 27,9]; [28,1 a 28,1]
(3C); [36,4 a 36,5]; [53,9 a 54,0]; [54,8 a 54,9]; [82,8 a 82,9]; [90,0 a 90,2]; [127,7 a
127,8] (2C); [129,6 a 129,7]; [133,2 a 133,2]; [135,1 a 135,2] (2C); [153,8 a 153,9]; [168,0
a168,1];[170,6 a 170,9]; [193,7 a 193,8].

ESI MS: 470,2 (M + Na]").

HR ESI MS: vypocteno pro C22H29007N3Na 470,18977; nalezeno 470,18941.

(8)-(((6-Diazo-1-isopropoxy-1,5-dioxohexan-2-yl)karbamoyl)oxy)ethyl-2,6-
dimethylbenzoat (53d) — smés dvou diastereomerii

o o 52b (184 mg); reakéni Cas 15 h; Zluty olej (162 mg ; 68 %).
szl\/\)kok 'H NMR (401 MHz, CDCls): [1,20 — 1,28] (m; 6H); [1,59 a 1,61]

OYNH (d; J= 52 Hz; 3H); [1,90 — 2,06] (m; 1H); [2,14 — 2,28] (m; 1H);

© [2,31 a2,33] (s; 6H); [2,36 — 2,52] (m; 2H); [4,31] (dtd; J = 10,4,

Oy ° 8,4, 4,6 Hz; 1H); [5,03] (hept; J = 6,3 Hz; 1H); [5,19 a 5,29] (bs;
\gj/ 1H); [5,55 a 5,59] (d; J = 8,3 (7,9) Hz; 1H); [6,96 — 7,11] (m; 3H);

[7,18] (q; /=7,4 Hz; 1H).
I3C NMR (101 MHz, CDCl3): [19,7 a 19,8] (3C); [21,8 a 21,8] (2C); [27,7 a 27,8]; [36,3 a
36,5]; [53,6 a 53,6]; [54,9 a 55,0]; [69,8 a 69,8]; [90,0 a 90,2]; [127,7 a 127,7] (2C); [129,6
a 129,7]; [133,2 a 133,2]; [135,1 a 135,2] (2C); [153,8 a 153,9]; [168,0 a 168,1]; [171,0 a
171,2]; [193,6 a 193,7].
ESI MS: 456,2 ([M + Na]").
HR ESI MS: vypocteno pro C21H2707N3Na 456,17412; nalezeno 456,17382.
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1-((((S)-1-(z-Butoxy)-6-diazo-1,5-dioxohexan-2-yl)karbamoyl)oxy)ethyl-2,5-
dimethylbenzoat (53e) — smés dvou diastereomerii

52¢ (184 mg); reakéni Cas 17 h; zluty olej (186 mg; 83 %).

szok/\)okok 'H NMR (401 MHz, CDCL): [1,44 a 1,46] (s; 9H); [1,60] (d;
O™ J=5,5Hz; 3H); [1,84 — 2,03] (m; 1H); [2,12 — 2,30] (m; 1H);

° [2,33 a 2,34] (s; 3H); [2,34 — 2,49] (m; 2H); [2,53 a 2,54] (s; 3H);

°° [4,24] (tt; J = 8.5, 4,7 Hz; 1H); [5,26 a 5,29] (bs; 1H); [5,47 a 5,52]

\5\ (d; J= 8,3 (7,9) Hz; 1H); [7,00 — 7,07] (m; 1H); [7,08 — 7,15] (m;

1H); [7,17 —7,24] (m; 1H); [7,71] (s; 1H).
13C NMR (101 MHz, CDCl3): [20,1 a 20,1]; [20,9 a 20,9]; [21,4 a 21,4]; [28,1 a 28,1]
(3C); [28,2 a 28,2]; [36,4 a 36,6]; [53,8 a 54,0]; [54,8 a 54,8]; [82,7 a 82,7]; [89,8 a 90,0];
[128,6 a 128,6]; [131,3 a 131,3]; [131,8 a 131,8]; [133,2 a 133,3]; [135,4 a 135,5]; [137,7 a
137,7]; [153,9 a 154,0]; [165,6 a 165,8]; [170,7 a 170,9]; [193,7 a 193,9].
ESI MS: 470,2 ([M + Na]").
HR ESI MS: vypocteno pro C22H29007N3Na 470,18977; nalezeno 470,18950.

1-((((S)-1-(z-Butoxy)-6-diazo-1,5-dioxohexan-2-yl)karbamoyl)oxy)methyl-2,6-
dichlorobenzoat (53f)

o) o) 52d (199 mg); reakéni €as 22 h; Zluty olej (164 mg; 69 %).
Nzwok '"H NMR (401 MHz, CDCl3): 1,46 (s; 9H); 1,90 — 2,02 (m; 1H);

O\I\JNH 2,15 —-2,29 (m; 1H); 2,29 — 2,52 (m; 2H); 4,26 (td; J = 8,3; 4,6 Hz;
oe 0 1H); 5,27 (bs; 1H); 5,69 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 5,95 (d; J = 5,8 Hz;

cl cl 1H); 6,02 (d; J=5,7 Hz; 1H); 7,27 — 7,34 (m; 3H).
\5/ I3C NMR (101 MHz, CDCl3): 27,9; 28,1 (3C); 36,4; 54,1; 54,9;

81,0; 82,9; 128,0 (2C); 131,4; 132,1 (2C); 132,6; 154,1; 163,7; 170,5; 193,5.
ESI MS: 496,1 ([M + Na]").
HR ESI MS: vypocteno pro Ci9H2107N3CI2Na 496,06488; nalezeno 496,06501.
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1-((((S)-1-(z-Butoxy)-6-diazo-1,5-dioxohexan-2-yl)karbamoyl)oxy)methyl-2-chloro-6-
methylbenzoat (53g)

o] o] )< 52e (188 mg); reakéni Cas 22 h; zluty olej (186 mg; 82 %).
s o 0 TH NMR (401 MHz, CDCl3): 1,46 (s; 9H); 1,91 — 2,02 (m; 1H);
j)/ 2,14 — 2,26 (m; 1H); 2,33 (s; 3H); 2,32 — 2,49 (m; 2H); 4,25 (td;
0 o( J=28,2; 4,6 Hz; 1H); 5,26 (bs; 1H); 5,68 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 5,94
Cl\é/ (d; J=5,8 Hz; 1H); 6,01 (d; J = 5,8 Hz; 1H); 7,08 — 7,12 (m; 1H);
7,19 — 7,24 (m; 2H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3): 19,6; 27,8; 28,1 (3C); 36,4; 54,1; 54,9; 80,8; 82.,9; 127,0;
128,6; 130,7; 130,9; 132,7; 137,3; 154,2; 166,2; 170,6; 193,5.

ESI MS: 476,1 ((M + H]").

HR ESI MS: vypocteno pro C20H2407N3CINa 476,11950; nalezeno 476,12007.

(S)-(((1-(+~-Butoxy)-6-diazo-1,5-dioxohexan-2-yl)karbamoyl)oxy)methyl-2-
methylbenzoat (53h)

o] o] )< 52f (169 mg); reakeni Cas 2 h; Zluty olej (197 mg; 94 %).
e o h 0 'H NMR (401 MHz, CDCl3): 1,44 (s; 9H); 1,90 — 2,01 (m; 1H);
\1;/ 2,13 — 2,25 (m; 1H); 2,27 — 2,49 (m; 2H); 2,60 (s; 3H); 4,24 (td;
o Or J=28,1; 4,7 Hz; 1H); 5,25 (bs; 1H); 5,68 (d; J = 8,0 Hz; 1H); 5,92
5/ (d; J=5,9 Hz; 1H); 5,97 (d; J = 5,8 Hz; 1H); 7,19 — 7,28 (m; 2H);
7,41 (td; J=7,4; 1,5 Hz; 1H); 7,97 (dd; J = 8,4; 1,5 Hz; 1H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3): 21,9; 27,7; 28,0 (3C); 36,4; 54,1; 54,8; 80,3; 82.,8; 125,9;
128,2; 131,2; 131,9; 132,8; 141,3; 154,5; 166,1; 170,6; 193,5.

ESI MS: 442,2 (M + Na]").

HR ESI MS: vypocteno pro C20H2507N3Na 442,15847; nalezeno 442,15828.

Chloro(fenyl)methyl karbonochloridat (55)
o o Benzaldehyd (4,25 g; 4,10 ml; 40,0 mmol; 1 ekv.) a pyridin (316 mg;
©‘7j; 322 pl; 4,00 mmol; 0,1 ekv.) byly rozpustény v bezvodém Et;O (20 ml).
I Reakéni smés byla ochlazena na teplotu -10 °C (aceton/pevny CO») a
michana pod inertni atmosférou dusiku. Roztok trifosgenu (13,1 g; 44,0 mmol; 1,1 ekv.)

v bezvodém Et;0 (30 ml) byl ptikapan béhem 10 minut. Vznikla suspenze byla ponechana
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zahtat na laboratorni teplotu, pfi ni michdna 1 hodinu a po dobu dalSich 2 hodin zahitivana
k refluxu. Pevna latka byla odfiltrovana a dikladné promyta Et;O (3x40 ml). Rozpoustédlo
bylo odpateno a ziskany surovy produkt 55 (8,04 g; 98 %) ve fromé& naZloutlé olejovité
latky byl pouzit do dalSiho kroku bez piedchoziho ¢isténi.

TH NMR (401 MHz, CDCls): 7,47 — 7,50 (m; 3H); 7,54 — 7,60 (m; 3H).

Chloro(fenyl)methyl-(4-nitrofenyl) karbonat (56)
No, Latka 55 (4,10 g; 20,0 mmol; 1 ekv.) byla rozpusténa v bezvodém DCM
(15 ml) a poté byl pridan nitrofenol (2,78 g; 20,0 mmol; 1 ekv.). Vznikla
ou & suspenze byla ochlazena na teplotu 0-5 °C a poté byl prikapan béhem
QYE/ 5 minut roztok pyridinu (1,58 g; 1,60 ml; 20,0 mmol; 1 ekv.) v bezvodém
Cl DCM (5 ml). Reakéni smés byla michdna 30 minut pfi stejné teploté a
dalsich 90 minut pfilaboratorni teploté. Surovy produkt byl piecistén slupcovou
chromatografii na silikagelu (mobilni fize DCM) za zisku nazloutlé olejovité latky.
Po pridavku cyklohexanu dochazi ke krystalizaci produktu. Néslednou filtraci, promytim
krystalii dalSim podilem cyklohexanu a suSenim produktu za vakua byla ziskdna bezbarva
pevna latka 56 (4,31 g; 70 %).
TH NMR (401 MHz, CDCls): 7,33 (s; 1H); 7,41 — 7,50 (m; 5H); 7,58 — 7,63 (m; 2H); 8,28
— 8,34 (m; 2H).

Obecny postup pro pripravu derivatu 57a-c

Sloucenina 56 (615 mg; 2,00 mmol; 1 ekv.) a pfislusnd rtutnata sil (2,40 mmol;
1,2 ekv.) byly rozpustény v bezvodém DCM (6,0 ml) pod inertni atmosférou. Vznikla
reak¢éni smés byla michéna ptes noc (16-18 hodin) za laboratorni teploty. Poté byl ptfidan
DCM (20 ml) a smés byla promyta nasycenym roztokem NaHCO3 (10 ml) a nasledné
solankou (10 ml). Organicka faze byla suSena pomoci bezvodého MgSO4 a rozpoustédlo

odpateno. Surovy produkt byl pouzit do nasledujiciho kroku bez dalSiho ptecisténi.
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(((4-Nitrofenoxy)karbonyl)oxy)(fenyl)methyl pivalat (57a)
NO, Ppivalodt rtutnaty 967 mg; reak¢ni Cas 16 h;
svétle zlutd pevna latka (618 mg; 95 %).
'"H NMR (401 MHz, CDCl3): 1,28 (s; 9H); 7,38 — 7,43 (m; 2H); 7,44 —
@ijj;o 7,50 (m; 3H); 7,57 — 7,60 (m; 2H); 7,61 (s; 1H); 8,23 — 8,33 (m; 2H).
0. .0 13C NMR (101 MHz, CDCls): 27,0 (3C); 39,1; 93,8; 121,9 (2C); 125,5
I (20); 126,8 (2C); 129,0 (2C); 130,5; 134,4; 145,7; 150,7; 155,3; 176,4.

(((4-Nitrofenoxy)karbonyl)oxy)(fenyl)methyl acetat (57b)
NO, acetat rtutnaty 765 mg, reak¢ni Cas 18 h;
svétle zlutd pevna latka (543 mg; 82 %).
TH NMR (401 MHz, CDCl3): 2,20 (s; 3H); 7,36 — 7,44 (m; 2H); 7,44 —

0._0
E/ 7,50 (m; 3H); 7,57 — 7,62 (m; 2H); 7,64 (s; 1H); 8,24 — 8,30 (m; 2H).
0. 0 13C NMR (101 MHz, CDCls): 20.9; 93,6; 121,8 (2C); 125,4 (2C); 126,9
\\I/ (20); 129,0 (2C); 130,6; 134,1; 145,7; 150,6; 155,2; 168,9.

(((4-Nitrofenoxy)karbonyl)oxy)(fenyl)methyl-3-methylbutanoat (57¢)
NO, 1sovaleroat rtutnaty 967 mg; reakcni Cas 18 h;
© svétle Zluta pevna latka (534 mg; 82 %).

'"H NMR (401 MHz, CDCl3): 0,98 (d; J = 1,8 Hz; 3H); 1,00 (d; J = 1,8

@\T/E/o Hz; 3H); 2,17 (dhept; J = 13,7; 6,8 Hz; 1H); 2,33 (d; J = 6,9 Hz; 1H); 2,34
0. 0 (d; J=7,3 Hz; 1H); 7,37 — 7,42 (m; 2H); 7,43 — 7,48 (m; 3H); 7,57 — 7,61

g (m; 2H); 7,65 (s; 1H); 8,25 — 8,29 (m; 2H).

13C NMR (101 MHz, CDCls): 22.4; 22,4; 25,7, 43,1; 93,6; 121,9 (2C);
125,4 (2C); 126.,9 (2C); 129,0 (2C); 130,5; 134,3; 145,7; 150,7; 155,3; 171,0.

Obecny postup pro pripravu derivata 58a-c

Sloucenina 57a-¢ (500 pmol; 1 ekv.) byla rozpusténa v bezvodém DMF (4,0 ml)
a smé&s byla ochlazena na 0-5 °C. Poté byl ptikapan roztok NH2DONCOO;Pr 38 (128 mg;
600 pmol; 1,2 ekv.) nebo NHDONCOO?Bu 45 (136 mg; 600 pmol; 1,2 ekv.) v bezvodém

DMF (2,0 ml). Smés byla nechdna pozvolna zahtat na laboratorni teplotu a michana dalsi
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3 hodiny. DMF bylo odpafeno a surovy produkt byl piecistén pomoci sloupcové
chromatografie na silikagelu (mobilni faze DCM/EtOAc, 15:1).

t-Butyl-(5)-6-diazo-5-oxo0-2-(((fenyl(pivaloyloxy)methoxy)karbonyl)amino)hexanoat
(58a)

0 o) 57a (187 mg); zluty olej (215 mg; 93 %).
NZWOk 'TH NMR (401 MHz, CDCl3): [1,20 a 1,22] (s; 9H); [1,43 a 1,46]

(6] NH

\;( (s; 9H); [1,87 — 2,01] (m; 1H); [2,11 —2,29] (m; 1H); [2,29 — 2,53]
o (m; 2H); [4,23] (m; 1H); [5,21 a 5,37] (bs; 1H); [5,57 a 5,59] (d;
I J=8,0(7,9) Hz; 1H); [7,35 — 7,41] (m; 3H); [7,44 — 7,50] (m; 2H);

[7,58 a 7,60] (s; 1H).
I3C NMR (101 MHz, CDCl3): [27,0 a 27,0] (3C); [27,7 a 27,7]; [28,0 a 28,0] (3C); [36,4 a
36,5]; [38,9 a 38,9]; [53,9 a 54,1]; [54.8 a 54,8]; [82,7 a 82,8]; [90,8 a 90,9]; [126,5 a
126,6] (2C); [128,6 a 128,6] (2C); [129,6 a 129,6]; [136,0 a 136,1]; [153,8 a 153,9]; [170,7
a 170,7]; [176,3 a 176,5]; [193,6 a 193,9].
ESI MS: 484,2 (M + Na]").
HR ESI MS: vypocteno pro C23H3107N3Na 484,20542; nalezeno 484,20562.

iso-Propyl-(S)-2-(((acetoxy(fenyl)methoxy)karbonyl)amino)-6-diazo-5-oxohexanoat
(58b)

0 0 57b (166 mg); zluty olej (184 mg; 91 %).
NZMOJ\ IH NMR (401 MHz, CDCls): [1,20 a 1,21] (d; J = 4,5 Hz; 3H);

Os_NH
@\m’j’; [1,24 a 1,25] (d; J = 4,5 Hz; 3H); [1,89 — 2,03] (m; 1H); [2,07 a
ou O 2,10] (s; 3H); [2,12 — 2,29] (m; 1H); [2,30 — 2,49] (m; 2H); [4,32]
%]/ (m; 1H); [5,01] (hept; J = 6,3 Hz; 1H); [5,21 a 5,36] (bs; 1H); [5,59

a 5,62] (d; J=28,5(8,4) Hz; 1H); [7,34 — 7,40] (m; 3H); [7,43 — 7,51] (m; 2H); [7,60 a
7,62] (s; 1H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3): [21,0 a 21,0]; [21,7 a 21,7]; [21,7 a 21,7]; [27.6 a 27,7];
[36,3 a 36,3]; [53,6 a 53,6]; [54,8 a 54,8]; [69,6 a 69,7]; [90,6 a 90,8]; [126,6 a 126,6]
(20); [128,6 a 128,6] (2C); [129,6 a 129,7]; [135,7 a 135,8]; [153,7 a 153,8]; [168,8 a
169,0]; [171,0 2 171,0]; [193,5 a 193,8].

ESI MS: 428,1 ([M + Na]").
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HR ESI MS: vypocteno pro Ci9H2307N3Na 428,14282; nalezeno 428,14262.

iso-Propyl-(S)-6-diazo-2-(((((3-methylbutanoyl)oxy)(fenyl)methoxy)karbonyl)amino)-
5-oxohexanoat (58c¢)

o) o 57¢ (187 mg); zluty olej (177 mg; 79 %).
Nzwoj\ IH NMR (401 MHz, CDCl3): [0,92 a 0,94] (d; J = 2,0 Hz; 3H);

@\:/YNH [0,95a0,97] (d; J= 1,5 Hz; 3H); [1,22 a 1,24] (d; J = 3,5 Hz; 3H);
o0 0 ° [1,26 a 1,27] (d; J = 4,4 Hz; 3H); [1,91 — 2,04] (m; 1H); [2,06 —

2,19] (m; 2H); [2,20 — 2,30] (m; 2H); [2,28 — 2,54] (m; 2H); [4,32]
g (m; 1H); [5,04] (hept; J= 6,3 Hz; 1H); [5,21 a 5,37] (bs; 1H);

[5,58 a 5,61] (d; J= 38,3 (8,4) Hz; 1H); [7,34 — 7,44] (m; 3H); [7,45 — 7,55] (m; 2H); [7,63
a 7,65] (s; 1H).

I3C NMR (101 MHz, CDCl3): [21,8 a 21,9] (2C); [22,5 a 22,5] (2C); [25,7 a 25,8]; [27,8 a
28,0]; [36,4 a 36,4]; [43,3 a 43,3]; [53,6 a 53,7]; [54,9 a 55,0]; [69,8 a 69,9]; [90,6 a 90,8];
[126,7 a 126,7] (2C); [128,7 a 128,7] (2C); [129,7 a 129,8]; [135,9 a 136,0]; [153,8 a
153,8];[171,0 2 171,1]; [171,2 a 171,2]; [193,6 a 193,9].

ESI MS: 470,2 (M + Na]").

HR ESI MS: vypocteno pro C22H29007N3Na 470,18977; nalezeno 470,18936.

4-Nitrofenyl-prop-1-en-2-yl karbonat (62)
NO, Isopropenyl chloroformiat (2,00 g; 1,70 ml; 16,6 mmol; 1 ekv.) a 4-nitrofenol

(2,31 g; 16,6 mmol; 1 ekv.) byly suspendovany v bezvodém DCM (60 ml)

© pod inertni atmosférou dusiku. Reakéni smés byla ochlazena na 0-5 °C a poté
OYO byl béhem 10 minut pfikapan roztok pyridinu (1,31 g; 1,30 ml; 16,6 mmol,
\”/O 1 ekv.) vbezvodém DCM (10 ml). Vznikla smés byla michana 30 minut
pii stejné teploté a 60 minut pti laboratorni teploté. DCM byl odpaten a odparek byl znovu
rozpustén v Et20O (200 ml). Organicka faze byla promyta dest. HoO (200 ml), 10 % kys.
citronovou (200 ml) a znovu dest. vodou (200 ml), susena bezvodym MgSO4 a poté bylo
rozpoustédlo odpafeno. Surovy produkt byl pfecistén pomoci sloupcové chromatografie
na silikagelu (mobilni faze cyklohexan/DCM, 1:1) za zisku bezbarvé krystalické latky

(3,15 g; 85 %).
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'TH NMR (401 MHz, CDCl3): 2,06 (d; J = 1,2 Hz; 3H); 4,82 (dq; J = 2,3; 1,2 Hz; 1H); 4,96
(dd; J=2,0; 0,6 Hz; 1H); 7,39 — 7,45 (m; 2H); 8,26 — 8,32 (m; 2H).

2-Chloropropan-2-yl-(4-nitrofenyl) karbonat (63)
NO, Latka 62 (3,20 g; 14,1 mmol; 1 ekv.) byla rozpusténa v4M HCI (11 ekv.)
v dioxanu (45 ml) a reakéni smés byla michana po dobu 23 hodin

za laboratorni teploty. Rozpoustédlo bylo odpafeno a produkt ziskany

0.0
j)/ v kvantitativnim vytézku byl pouzit do dalSiho kroku bez ptedchoziho Cisténi.
Cl TH NMR (401 MHz, CDCls): 2,11 (s; 6H); 7,38 — 7,44 (m; 2H); 8,26 — 8,32
(m; 2H).

Obecny postup pro pripravu derivatu 64a-c

Sloucenina 63 (260 mg; 1,00 mmol; 1 ekv.) a pfisluSna rtutnatd sil (1,20 mmol;
1,2 ekv.) byly rozpustény v bezvodém DCM (15 ml) pod inertni atmosférou. Vznikla
reakéni smés byla michéna ptes noc (19-24 hodin) za laboratorni teploty. Poté byl piidan
dalsi DCM (30 ml) a smés byla promyta nasycenym roztokem NaHCO3 (20 ml) a nasledné
solankou (20 ml). Organicka faze byla suSena bezvodym MgSO4 a rozpoustédlo odpateno.
Surovy produkt byl ziskan v kvantitativnim vytéZzku a do nésledujiciho kroku byl pouzit

bez dalSiho precisteni.

2-(((4-Nitrofenoxy)karbonyl)oxy)propan-2-yl acetat (64a)
NO, acetat rtutnaty (382 mg); reakcni Cas 19 h; nazloutla amorfni latka.
TH NMR (401 MHz, CDCl3): 1,93 (s; 3H); 2,11 (s; 6H); 7,37 — 7,45 (m;
2H); 8,25 — 8,32 (m; 2H).
E/O 13C NMR (101 MHz, CDCls): 21,1; 25,6 (2C); 107,9; 122,1 (2C); 125,3
(20); 145,5; 149,05 155,6; 170,8.

OYO
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2-(((4-Nitrofenoxy)karbonyl)oxy)propan-2-yl-3-methylbutanoat (64b)
NO, isovalerodt rtutnaty (483 mg); reakcni Cas 24 h; nazloutld amorfni latka.
'H NMR (401 MHz, CDCl3): 0,97 (d; J = 6,6 Hz; 6H); 1,93 (s; 6H); 2,07
—-2,16 (m; 1H); 2,21 (d; J= 6,8 Hz; 2H); 7,34 — 7,40 (m; 2H); 8,25 — 8,29

00O
%/ﬁo/ (m; 2H).
0. 0O 13C NMR (101 MHz, CDCl3): 22,4 (2C); 25,5 (2C); 25.8; 44.,2; 107,7;
g 122,0 (2C); 125,4 (2C); 145,5; 149,1; 155,4; 170,7.

2-(((4-Nitrofenoxy)karbonyl)oxy)propan-2-yl hexanoat (64c)
NO, hexanoat rtutnaty (517 mg); reak¢ni ¢as 24 h; nazloutld amorfni latka.
© TH NMR (401 MHz, CDCls): 0,90 (t; J = 7,1 Hz; 3H); 1,27 — 1,38 (m;
o 4H); 1,57 — 1,72 (m; 2H); 1,94 (s; 6H); 2,35 (t; J = 7,5 Hz; 2H); 7,37 —
7)/ 7,42 (m; 2H); 8,26 — 8,31 (m; 2H).
o %o/ 13C NMR (101 MHz, CDCl3): 14,0; 22,4; 24,5; 25,5 (2C); 31,2; 35,0;
107,7; 122,0 (2C); 125,4 (2C); 145,5; 149,0; 155.4; 171,4.

Obecny postup pro pripravu derivatu 65a-c

Latka 64a-c (0,500 mmol; 1 ekv.) byl rozpustén v bezvodém DMF (4 ml) a smés
byla ochlazena na teplotu 0-5 °C. Poté byl ptikapan roztok NH;DONCOO?Bu 45 (170 mg;
0,750 mmol; 1,5 ekv.) v bezvodém DMF (2 ml). Smés byla nechidna pozvolna zahiat
na laboratorni teplotu a michana dalsi 4 hodiny. DMF byl odpafen a surovy produkt byl
dvakrat preciStén pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu (mobilni faze 1.

cyklohexan/EtOAc, 3:1; 2. DCM/EtOAc, 15:1).

t-Butyl-(S)-2-((((2-acetoxypropan-2-yl)oxy)karbonyl)amino)-6-diazo-5-oxohexanoat
(65a)

o) o) 64a (142 mg); zluty olej (65 mg; 35 % pies dva kroky).
Nzwok "H NMR (401 MHz, CDCls): 1,46 (s; 9H); 1,80 (s; 3H); 1,82 (s;

Os_NH
\]\(: 3H); 1,87 — 2,00 (m; 1H); 2,04 (s; 3H); 2,11 —2,25 (m; 1H); 2,26 —
o0n 0 2,51 (m; 2H); 4,16 (td; J = 8,2; 4,9 Hz; 1H); 5,29 (bs; 1H); 5,38 (d;
sl/ J=28,1 Hz; 1H).
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13C NMR (101 MHz, CDCls): 22,2; 26,1; 26,6; 28,1 (3C); 29,8; 36,5; 53,7; 54,8; 82,6;
105,6 153,2; 168,9; 170,9; 193,7.

ESI MS: 394,1 ([M + Na]").

HR ESI MS: vypocteno pro CisH2507N3Na 394,15847; nalezeno 394,15839.

t-Butyl-(5)-6-diazo-2-((((2-((3-methylbutanoyl)oxy)propan-2-yl)oxy)karbonyl)amino)-
5-oxohexanoat (65b)

o) o) 64b (163 mg); Zlutd amorfni latka (110 mg; 53 % pies dva kroky).
Nzwok IH NMR (401 MHz, CDCl3): 0,94 (d; J = 6,6 Hz; 6H); 1,45 (s;
9H); 1,80 (s; 3H); 1,82 (s; 3H); 1,88 — 1,99 (m; 1H); 2,01 — 2,12
o. 0 (m; 1H); 2,13 — 2,22 (m; 3H); 2,27 — 2,52 (m; 2H); 4,16 (td;

g J=28,1 Hz; 4,7 Hz; 1H); 5,30 (bs; 1H); 5,41 (d; J= 8,1 Hz; 1H).
13C NMR (101 MHz, CDCl3): 22,4 (2C); 25,7; 25,9; 26,0; 27,9,
28,0 (3C); 36,5; 44,3; 53,6; 54,7; 82,5; 105,4; 153,1; 170,9 (2C); 193,7.
ESI MS: 436,2 (M + Na]").
HR ESI MS: vypocteno pro Ci9H3107N3Na 436,20542; nalezeno 436,20532.

t-Butyl-(5)-6-diazo-2-((((2-(hexanoyloxy)propan-2-yl)oxy)karbonyl)amino)-5-
oxohexanoat (65c¢)
o) o) 64c (170 mg); zluta amorfni latka (81 mg; 38 % pies dva kroky).
Nzwok "TH NMR (401 MHz, CDCls): 0,86 (t; J = 7,0 Hz; 3H); 1,22 — 1,33
O\];/NH (m; 4H); 1,43 (s; 9H); 1,51 — 1,64 (m; 2H); 1,78 (s; 3H); 1,80 (s;
o %O/ 3H); 1,84 — 1,97 (m; 1H); 2,09 — 2,21 (m; 1H); 2,25 (t; J= 7,5 Hz;
2H); 2,27 — 2,46 (m; 2H); 4,14 (td; J = 8,1; 4,7 Hz; 1H); 5,28 (bs;
1H); 5,38 (d; J= 8,1 Hz; 1H).
13C NMR (101 MHz, CDCls): 14,0; 22.,4; 24,5; 26,0; 26,1; 27.9;
28,0 (3C); 31,3; 35,2; 36,5; 53,7; 54,8; 82,5; 105,4; 153,2; 170,9; 171,6; 193,7.
ESI MS: 450,3 ([M + Na]").
HR ESI MS: vypocteno pro C20H3307N3Na 450,22107; nalezeno 450,22089.
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Priprava rtut’natych soli

HgO (1,00 g; 4,62 mmol, 1 ekv.) byl rozpustén v pfislusné kyselin¢ (2 — 4 ekv.)
a reak¢ni smés byla po dobu 24 hodin zahfivana na teplotu 70 °C. Ukazatelem konverze
vychozich latek na produkty je postupné odbarveni reakéni smési — doreagovani
zlutooranzového oxidu rtutnatého. Vznikld smés byla suspendovana ve smési
cyklohexan/Et>O 1:1 (20 ml), pevna latka byla zfiltrovana, promyta dal§im podilem smési

cyklohexan/Et;O 1:1 (20 ml) a poté suSena za vakua pfes noc.

Isovalerat rtut’naty
kyselina isovalerova (1,89 g; 9,24 mmol; 2 ekv.);
Og/ bezbarva pevna latka (1,77 g; 95%).
. O-OI-lg” 'H NMR (401 MHz, ds-DMSO): 0,92 (d; J = 6,6 Hz; 12H); 1,97 (hept;
J=6,5Hz; 2H); 2,13 (d; /= 7,1 Hz; 4H).
g 13C NMR (101 MHz, ds-DMSO): 22,5 (4C); 22,6 (2C); 43,6 (2C); 175,4
(20).

Pivaloat rtut’naty

§)< kyselina pivalova (1,89 g; 18,5 mmol; 4 ekv.);
(0]
& bezbarva pevna latka (1,71 g; 92%).

- Hg? 'HNMR (401 MHz, de-DMSO): 1,16 (s; 18H).

0.0
:1; 13C NMR (101 MHz, d-DMSO): 28,4 (6C); 38,7 (2C); 180,9 (2C).

Hexanoat rtut’naty

kyselina hexanova (2,15 g; 18,5 mmol; 4 ekv.);

O
?W bezbarva pevna latka (1,87 g; 94%).
oo Hg" TH NMR (401 MHz, ds-DMSO): 0,82 — 0,94 (m, 6H), 1,21 — 1,35 (m;
\I\/\/\/ 8H); 1,45 — 1,60 (m; 4H); 2,23 (t; J = 7,4 Hz; 4H).

13C NMR (101 MHz, ds-DMSO): 13,9 (2C); 21,9 (2C); 25,6 (2C); 31,0 (2C); 34,2 (2C):;
176,0 (2C).
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5.2.3 Proléc¢iva DONu cilena na glukozovy prenase¢ GLUT1

t-Butyl-(5)-2-((S)-2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)karbonyl)amino)-3-(1 H-indol-3-
y)propanamido)-6-diazo-5-oxohexanoat (67a)

0 0 Fmoc-L-Trp-OH (3,10 g; 7,26 mmol; 1,1 ekv.) byl spolecné
NZWOk s HATU (3,01 g; 7,92 mmol; 1,2 ekv.) suspendovan v bezvodém

O~_NH
j/ DCM (40 ml). Reak¢ni smés byla ochlazena na 0-5 °C a michana
Fmoc. “,
H pod inertni atmosférou dusiku. K suspenzi byl pfikapan DIEA
z
HN (3,50 ml; 19,8 mmol; 3 ekv.). Smés byla michdna dalSich 5 minut

pfi stejné teplot¢ a nasledné k ni byl béhem 5 minut pifikapan
roztok latky 45 (1,50 g; 6,60 mmol; 1 ekv.) v bezvodém DCM (10 ml). Reak¢éni smés byla
michana 30 minut pii 0 °C a 2 hodiny pfi laboratorni teploté. Vznikly Zluty ¢iry roztok byl
nafedén DCM (100 ml), promyt nasycenym roztokem NaHCO3; (100 ml), dest. vodou
(100 ml), 10% KHSO4 (100 ml), opét dest. vodou (100 ml) a solankou (100 ml).
Organicky podil byl suSen bezvodym MgSO4 a rozpoustédlo bylo odpateno. Odparek byl
precistén sloupcovou chromatografii na silikagelu (mobilni fize DCM/EtOAc, 3:1)
za zisku o¢ekavaného produktu 67a (3,53 g; 84 %) ve form¢ pevné Zluté latky.
'TH NMR (401 MHz, de-DMSO): 1,41 (s; 9H); 1,78 — 1,88 (m; 1H); 2,04 — 2,14 (m; 1H);
2,32 — 2,44 (m; 2H); 2,95 (dd; J = 14,7; 10,5 Hz; 1H); 3,12 (dd; J = 14,6; 4,0 Hz; 1H); 4,11
— 4,19 (m; 4H); 4,34 (ddd; J = 10,0; 8,3; 3,9 Hz; 1H); 6,02 (bs; 1H); 6,99 (t; J = 7,3 Hz;
1H); 7,07 (t; J=7,2 Hz; 1H); 7,21 (d; J = 2,3 Hz; 1H); 7,25 (td; J = 7,5; 1,1 Hz; 1H); 7,30
- 7,36 (m; 2H); 7,36 — 7,45 (m; 2H); 7,53 (d; J = 8,5 Hz; 1H); 7,62 (d; J = 7,5 Hz; 1H);
7,66 (d; J=17,4 Hz; 1H); 7,70 (d; J=7,8 Hz; 1H); 7,88 (d; J= 7,5 Hz; 2H); 8,38 (d; J=17,5
Hz; 1H); 10,83 (bs; 1H).
13C NMR (101 MHz, ds-DMSO): 25.9; 27,6 (3C); 27,8; 36,3; 46,6; 52,2; 52,2; 55,2; 65,6;
80,7; 110,2; 111,3; 118,2; 118,6; 120,1 (2C); 120,8; 123,9; 125,3; 125,4; 127,1 (2C);
127,2; 127,6 (2C); 136,1; 140,6 (2C); 143,7; 143.8; 155,8; 170,8; 172,2; 194,2.
ESI MS: 658,3 ([M + Na]").
HR ESI MS: vypocteno pro C3sH370¢NsNa 658,26361; nalezeno 658,26300.

97



Isopropyl-(S)-2-((S)-2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)karbonyl)amino)-3-(1 H-indol-3-
yl)propanamido)-6-diazo-5-oxohexanoat (67b)

0 0 Fmoc-L-Trp-OH (4,40 g; 10,3 mmol; 1,1 ekv.) byl spole¢né
NZMJ\OJ\ s HATU (4,28 g; 11,3 mmol; 1,2 ekv.) suspendovan v bezvodém

O NH
j’/ DCM (40 ml). Reak¢ni smés byla ochlazena na teplotu 0-5 °C a
Fmoc. .,
N michéna pod inertni atmosférou dusiku. K suspenzi byl ptikapan
%
HN DIEA (4,90 ml; 28,1 mmol; 3 ekv.) a smés byla michana 5 minut

pii stejné teploté za postupného rozpusténi suspenze v Ciry zluty
roztok. Ke smési byl ptikapan roztok latky 38 (2,00 g; 9,38 mmol; 1 ekv.) v bezvodém
DCM (10 ml). Reakéni smés byla michana 30 minut pfi 0 °C a 2 hodiny pfi laboratorni
teploté, kdy dochazi k postupnému vysrdzeni ¢asti produktu 67b z roztoku. Smés byla
nafedéna DCM (250 ml) a promyta nasycenym roztokem NaHCO3 (100 ml), dest. vodou
(100 ml), IM HCI (100 ml), opét dest. vodou (100 ml) a solankou (100 ml). Organicky
podil byl susen bezvodym MgSO4 a rozpoustédlo bylo odpateno. Surovy produkt 67b
ziskany v kvantitativnim vytézku byl kvili Spatné rozpustnosti pouzit do dal§iho kroku
bez pfedchoziho ¢isténi.
TH NMR (401 MHz, CDCls): 1,19 (d; J = 6,3 Hz; 3H); 1,23 (d; J = 6,3 Hz; 3H); 1,81-1,92
(m; 1H); 2,01-2,28 (m; 3H); 3,18 (dd; J = 14,5; 7,1 Hz; 1H); 3,39 (dd; J = 14,2; 5,2 Hz;
1H); 4,20 (t; J = 7,1 Hz; 1H); 4,30—4,48 (m; 3H); 4,54 (q; J = 6,9 Hz; 1H); 4,88—4,99 (m;
1H); 5,07 (bs; 1H); 5,50 (d; J =7,9 Hz; 1H); 6,59 (d; J = 7,4 Hz; 1H); 7,07 (bs; 1H); 7,14
(t; J=17,0 Hz; 1H); 7,20 (t; J = 7,2 Hz; 1H); 7,30 (tdd; J = 7,5; 2,5; 1,1 Hz; 2H); 7,36 (d;
J=28,0 Hz; 1H); 7,40 (t; J= 7,5 Hz; 2H); 7,56 (t; J= 6,6 Hz; 2H); 7,67 (d; J= 7,9 Hz; 1H);
7,77 (d; J=17,6 Hz; 2H); 8,23 (bs; 1H).
13C NMR (101 MHz, CDCl3): 21,8; 21,8; 27,2; 28.5; 36,2; 47,2; 52,2; 55,8; 67.,2; 69,2;
110,3; 111,4; 118,9; 120,0; 120,1; 120,1 (2C); 122,5; 123,7; 125,3; 125,3; 127,2 (2C);
127,6; 127,9 (2C); 136,4; 141,4 (2C); 143,9; 144,0; 156,1; 170.8; 171.4; 193.9.
ESI MS: 644,2 (M + Na]").
HR ESI MS: vypocteno pro C3sH3s0NsNa 644,24795; nalezeno 644,24811.
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t-Butyl-(5)-2-((S)-2-amino-3-(1H-indol-3-yl)propanamido)-6-diazo-5-oxohexanoat
(68a)

o o )< Latka 67a (3,53 g; 5,55 mmol; 1 ekv.) byla suspendovana
NZWO vbezvodém DCM (70 ml) pod inertni atmosférou dusiku.

O~_NH
Ke smési byl pfidan diethylamin (5,74 ml; 55,5 mmol; 10 ekv.) a

HN" reakéni smés byla michdna 6 hodin pfi laboratorni teploté
H@ za postupného  rozpusSténi suspenze v ¢iry zluty roztok.
Rozpoustédlo bylo odpafeno a smés byla precisténa sloupcovou
chromatografii na silikagelu (mobilni faze CHCI3/MeOH, 30:1) za zisku ocekavaného
produktu 68a (2,13 g; 93%) ve formé svétle zluté pevné latky.
TH NMR (401 MHz, CDCls): 1,48 (s; 9H); 1,88 — 2,00 (m; 1H); 2,01 — 2,28 (m; 5H); 3,07
(dd; J=14,5; 8,1 Hz; 1H); 3,33 (dd; J = 14,5; 3,9 Hz; 1H); 3,79 (dd; J = 8,2; 4,1 Hz; 1H);
4,47 (td; J = 8,3; 4,2 Hz; 1H); 5,16 (bs; 1H); 7,09 — 7,16 (m; 2H); 7,21 (ddd; J = 8,1; 7,0;
1,2 Hz; 1H); 7,38 (dt; J = 8,1; 0,9 Hz; 1H); 7,69 (dd; J = 7,9; 1,0 Hz; 1H); 7,92 (d;
J=28,2 Hz; 1H); 8,51 (bs; 1H).
13C NMR (101 MHz, CDCl3): 27,8; 28,1 (3C); 30,6; 36,6; 52,0; 54,8; 55,4; 82,5; 111,1;
111,4; 119,2; 119,7; 122,3; 123,6; 127,7; 136,5; 171,1; 174,6; 194,1.
ESIMS: 414,2 ((M + H]").
HR ESI MS: vypocteno pro C21H2804Ns 414,21358; nalezeno 414,21332.

Isopropyl-(S)-2-((S)-2-amino-3-(1H-indol-3-yl)propanamido)-6-diazo-5-oxohexanoat
(68b)

o o Surovy produkt 67b (5,83 g; 9,38 mmol; 1 ekv.) byl suspendovan
NZMOJ\ v DCM (100 ml), byl pfidan diethylamin (9,70 ml; 93,8 mmol;

Oj/ NH 10 ekv.) a smés byla michana 4 hodiny pii laboratorni teploté
HoN™ ™ za postupného rozpousténi vychozi latky. Rozpoustédlo bylo
H@ odpafeno a odparek byl piecistén sloupcovou chromatografii

na silikagelu (mobilni faze CHCI3/MeOH, 30:1) za zisku
o¢ekavaného produktu 68b (2,93 g; 78 % pies 2 kroky) ve formé zluté amorfni latky.
TH NMR (401 MHz, CDCl3): 1,24 (d; J = 6,0 Hz; 3H), 1,25 (d; J = 6,0 Hz; 3H), 1,50 (bs;
2H); 1,88-2,00 (m; 1H); 2,04—2,27 (m; 3H); 3,04 (dd; J = 14,4; 8,2 Hz; 1H); 3,30 (ddd;
J=142;42; 0,9 Hz; 1H); 3,74 (dd; J = 8,1; 4,2 Hz; 1H); 4,51 (td; J = 8,3; 4,0 Hz; 1H);
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5,02 (hept; J= 6,0 Hz; 1H); 5,11 (bs; 1H); 7,08 (d; J=2,3 Hz; 1H); 7,11 (ddd; J = 8,0; 7,1;
1,0 Hz; 1H); 7,19 (ddd; J = 8,1; 7,1; 1,1 Hz; 1H); 7,36 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 7,67 (d;
J=179 Hz; 1H); 7,88 (d; J= 8,2 Hz; 1H); 8,45 (bs; 1H).

13C NMR (101 MHz, CDCls): 21,8; 21,8; 27,7; 30.8; 36,6; 51,6; 54,8; 55,5; 69.,5; 111,4
(2C); 119,2; 119,7; 122,3; 123,5 127,7; 136,5; 171,4; 175,1; 193,9.

ESIMS: 4222 (IM + Na]").

HR ESI MS: vypocteno pro C2o0H2504NsNa 422,17988; nalezeno 422,17992.

(28,3R,4S5,5R,6R)-6-(((((2,5-dioxopyrrolidin-1-
yDoxy)karbonyl)oxy)methyl)tetrahydro-2H-pyran-2,3.,4,5-tetrayl tetraacetat (71)
° 0 1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-B-D-glukopyrandza (2,79 g; 8,00 mmol;
O)J\OE;% 1 ekv.) byla rozpusténa v bezvodém acetonitrilu (40 ml), byl
AcO, O . O pfidan N,N -disukcinimidyl karbonat (4,10 g; 16,0 mmol; 2 ekv.)
ACOJ/\éj\OAc a smés byla vychlazena na teplotu 0-5 °C. Na zavér byl pfikapan
Ohe triethylamin (1,62 g; 2,20 ml; 16,0 mmol; 2 ekv.) a smés byla
sonikovana do rozpusténi pevné slozky a poté michdna po dobu 18 hodin za laboratorni
teploty pod inertni atmosférou dusiku. Acetonitril byl odpafen a surovy produkt byl
precistén pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu (mobilni faze EtOAc/toluen,
1:1). Ziskany sirupovity produkt byl precipitovan ve smési EtOAc/Et20 za zisku bezbarvé
pevné latky (2,88 g; 73 %).
TH NMR (401 MHz, CDCl3): 2,02 (s; 3H); 2,03 (s; 3H); 2,07 (s; 3H); 2,14 (s; 3H); 2,84 (s;
4H); 3,93 (ddd; J = 10,1; 5,1; 3,4 Hz; 1H); 4,33 — 4,42 (m; 2H); 5,07 (dd; J = 10,1; 9,2 Hz;
1H); 5,13 (dd; J=9,5; 8,2 Hz; 1H); 5,27 (t; J=9,4 Hz; 1H); 5,75 (d; J= 8,2 Hz; 1H).
13C NMR (101 MHz, CDCl3): 20,7 (2C); 20,7; 20,9; 25,6 (2C); 68,3; 68,5; 70,2; 72,0;
72,6; 91,5; 151,4; 168,5 (2C); 169,0; 169,3; 169,6; 170,2.
ESI MS: 512,1 ([M + Na]").
HR ESI MS: vypocteno pro Ci9H23014NNa 512,10070; nalezeno 512,10108.
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(2R,3R,4S,5R,6R)-6-((55,85)-5-((1H-Indol-3-yl)methyl)-8-(4-diazo-3-oxobutyl)-11,11-
dimethyl-3,6,9-trioxo-2,10-dioxa-4,7-diazadodecyl)tetrahydro-2 H-pyran-2,3.,4,5-
tetrayl tetraacetat (69a)

o] o] )< Latka 68a (400 mg; 0,967 mmol; 1 ekv.) a slouc¢enina 71
s 0 (521 mg; 1,06 mmol; 1,1 ekv.) byly rozpustény

O~_NH
v bezvodém DCM (12 ml) pod inertni atmosférou dusiku a

o] j/

OJ\N I NEPR i -

| H vznikld reakéni smés byla michana po dobu 21 hodin
ACO/,. O o 7
Ac HN

QN

(0)
OAc byla precisténa sloupcovou chromatografii na silikagelu

(mobilni faze DCM/MeOH, 30:1) za zisku o¢ekavaného produktu 69a (724 mg; 95 %)

pii laboratorni teploté. Rozpoustédlo bylo odpafeno a smés

ve formé pevné zluté latky.

'H NMR (401 MHz, CDCl3): 1,42 (s; 9H); 1,80 — 1,92 (m; 1H); 1,99 — 2,11 (m; 15H);
3,19 (dd; J = 14,6; 6,4 Hz; 1H); 3,40 — 3,49 (m; 1H); 3,81 — 3,88 (m; 1H); 4,14 (dd;
J=12,2; 2,1 Hz; 1H); 4,35 (ddd; J = 16,7; 8,6; 3,0 Hz; 2H); 4,48 (q; J = 6,5 Hz; 1H); 5,03
— 5,17 (m; 3H); 5,22 — 5,30 (m; 1H); 5,40 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 5,74 (dd; J = 8,3; 3,4 Hz;
1H); 6,57 (d; J=7,6 Hz; 1H); 7,10 — 7,15 (m; 1H); 7,15 (ddd; J = 8,3; 7,1; 1,3 Hz; 1H);
7,17 -7,22 (m; 1H); 7,36 (dt; J=8,1; 1,0 Hz; 1H); 7,73 (d; J = 7,7 Hz; 1H); 8,41 (s; 1H).
13C NMR (101 MHz, CDCls): 20,7; 20,7; 20,7; 20,9; 27,4; 27,8; 28,1 (3C); 36.3; 52,4;
54,8; 55.,5; 62,4; 67,8; 70,4; 73,0; 73,1; 82,6; 91,8; 110,0; 111,4; 119,1; 120,0; 122,4;
123,9; 127,6; 136.,4; 155.,4; 169,1; 169,5; 169,7; 170,2; 170,5; 171,1; 194,0.

ESI MS: 810,3 ([M + Na]").

HR ESI MS: vypocteno pro C3sH45015NsNa 810,28044; nalezeno 810,27972.

(2R,3R,4S5,5R,6R)-6-((55,85)-5-((1H-Indol-3-yl)methyl)-8-(4-diazo-3-oxobutyl)-11-
methyl-3,6,9-trioxo-2,10-dioxa-4,7-diazadodecyl)tetrahydro-2 H-pyran-2,3,4,5-tetrayl
tetraacetat 69b
o] o] J\ Latky 68b (100 mg; 0,250 mmol; 1 ekv.) a 71 (135 mg;
" 0 0,275 mmol; 1,1 ekv.) byly rozpustény v bezvodém DCM
oiNj'f (4 ml) pod inertni atmosférou dusiku a reakéni smés byla
Aco, o_ . H @ michana po dobu 24 h pfi laboratorni teploté. Rozpoustédlo
HN bylo odpateno a odparek byl ptecistén sloupcovou

OAc chromatografii na silikagelu (mobilni fdze CHCIl3/MeOH,
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30:1) za zisku o¢ekavaného produktu 69b (185 mg; 95 %) ve formé pevné zluté latky.

TH NMR (401 MHz, CDCl3): 1,20 (d; J = 6,3 Hz; 3H); 1,23 (d; J = 6,4 Hz; 3H); 1,76 —
1,92 (m; 1H); 1,95 — 2,19 (m; 15H); 3,19 (dd; J = 14,6; 6,7 Hz; 1H); 3,44 (dd; J = 14,6;
5,1 Hz; 1H); 3,86 (d; J= 6,9 Hz; 1H); 4,15 (dd; J = 12,2; 2,2 Hz; 1H); 4,27 — 4,54 (m; 3H);
4,96 (hept; J=6,3 Hz; 1H); 5,05 — 5,18 (m; 3H); 5,25 (d; J = 9,5 Hz; 1H); 5,44 (d;
J=8,0 Hz; 1H); 5,73 (d; J = 8,4 Hz; 1H); 6,58 (d; J = 7,7 Hz; 1H); 7,10 — 7,17 (m; 2H);
7,17 -7,23 (m; 1H); 7,34 — 7,39 (m; 1H); 7,72 (d; J= 7,8 Hz; 1H); 8,39 (bs; 1H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3): 20,7; 20,7; 20,8; 20,9; 21,8; 21.8; 27,3; 27,9; 36.,2; 52,1;
54,8; 55,6; 62,4; 67,8; 69,6; 70,4; 73,0; 73,1; 91,8; 110,1; 111,4; 119,1; 120,0; 122,4;
123,9; 127,6; 136,4; 155,4; 169,1; 169,5; 169,7; 170,2; 170,9; 171,3; 193.9.

ESI MS: 796,3 ([M + Na]").

HR ESI MS: vypocteno pro C3sH43015NsNa 796,26479; nalezeno 796,26421.

t-Butyl-(25)-2-((25)-3-(1 H-indol-3-yl)-2-(((((2R,35,4S,5R)-3,4,5,6-
tetrahydroxytetrahydro-2H-pyran-2-yl)methoxy)karbonyl)amino)propanamido)-6-

diazo-5-oxohexanoat (70a)

N o o )< Latka 69a (50,0 mg; 63,4 umol; 1 ekv.) byla rozpusténa

o NH 0 v bezvodém MeOH (1 ml) pod inertni atmosférou dusiku.

on)\sz K reakéni smési byl pfikapan cCerstvé pfipraveny roztok

Ho. o_ . H y methanolatu sodné¢ho (0,340 mg; 6,34 pmol; 0,1 ekv.)
H O:I/\;J\OH H@ v bezvodém MeOH (50 pl) a smés byla michana 1 hodinu
OH pii laboratorni teploté. Rozpoustédlo bylo odpafeno a

odparek byl ptecistén sloupcovou chromatografii na silikagelu (mobilni fize DCM/MeOH,
5:1) za zisku o¢ekdvaného produktu 70a (32 mg; 82 %) ve from¢ pevné svétle Zluté latky
jakoZto smési o a f anomert (1:1).

'"H NMR (401 MHz, CDCl3): 1,40 (s; 9H); 1,75 — 1,87 (m; 1H); 1,93 — 2,25 (m; 1H); 2,32
- 2,43 (m; 2H); 2,83 — 3,28 (m; 4H); 3,40 (td; J = 9,1; 4,8 Hz; 0,5H); 3,67 — 3,75 (m;
0,5H); 3,79 (dd; J=11,6; 6,8 Hz; 0,5H), 3,86 (dd; J = 11,5; 6,3 Hz; 0,5H), 4,06 — 4,18 (m;
3H); 4,20 — 4,34 (m; 2H); 4,51 (d; J = 6,7 Hz; 0,5H); 4,72 (d; J = 4,8 Hz; 0,5H); 4,89 (d;
J= 4,7 Hz; 0,5H); 4,92 (d; J = 4,7 Hz; 0,5H); 4,98 (d; J = 5,5 Hz; 0,5H); 5,04 (d;
J=15,4Hz; 0,5H); 6,03 (bs; 1H); 6,32 (d; J = 4,9 Hz; 0,5H); 6,65 (d; J = 6,5 Hz; 0,5H);
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6,99 (t; J= 7,4 Hz; 1H); 7,06 (t; J= 7,5 Hz; 1H); 7,15 — 7,28 (m; 2H); 7,33 (d; J = 8,0 Hz;
1H); 7,68 (d; J= 7,9 Hz; 1H); 8,36 (d; J = 7,6 Hz; 1H); 10,75 — 10,86 (m; 1H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3): 26,0; 27,6 (3C); 27,7; 36,2; 52,1; 54,0; 55,1; 64.3; [69,5 a
70,1]; [70,5 a 72,2]; [72,9 a 74,0]; [74,7 a 76,4]; 80,7; [92,2 a 96,8]; 110,1; 111,4; 118,2;
118,6; 120,9; 124,1; 127,2; 136,1; [156,0 a 156,1]; 170,8; [172,4 a 172,4]; 194,2.

ESI MS: 642,2 (M + Na]").

HR ESI MS: vypocteno pro CogsH37011NsNa 642,23818; nalezeno 642,23798.

Isopropyl-(25)-2-((2S5)-3-(1H-indol-3-yl)-2-(((((2R,3S,4S,5R)-3,4,5,6-
tetrahydroxytetrahydro-2H-pyran-2-yl)methoxy)karbonyl)amino)propanamido)-6-

diazo-5-oxohexanoat (70b)

0 0 J\ Latka 69b (75,0 mg; 96,9 umol; 1 ekv.) byla rozpusSténa

s o N 0 v bezvodém MeOH (1,5 ml) pod inertni atmosférou dusiku.
oj\Nj" K reakéni smési byl ptikapan Cerstvé pripraveny roztok

HO. O .l H y methanolatu sodného (0,520 mg; 9,69 umol; 0,1 ekv.)
Hoj/\;lOH H@ v bezvodém MeOH (70 pl) a smés byla michdna 30 minut
OH pri laboratorni  teploté. Rozpoustédlo bylo odpafeno

aodparek byl precistén sloupcovou chromatografii na silikagelu (mobilni faze
DCM/MeOH, 5:1) za zisku o¢ekavaného produktu 70b (45 mg; 76 %) ve formé bezbarvé
pevné latky.

TH NMR (401 MHz, CDCl3): 1,18 (d; J = 5,0 Hz; 3H); 1,19 (d; J = 5,0 Hz; 3H); 1,76 —
1,90 (m; 1H); 1,94 — 2,08 (m; 1H); 2,34 — 2,47 (m; 2H); 2,83 — 3,15 (m, 4H), 3,24 (ddd;
J=9,1;7,0; 1,8 Hz; 0,5H); 3,41 (td; J =9,2; 4,5 Hz; 1H); 3,71 (ddd; J=10,0; 6,1; 1,9 Hz;
0,5H); 3,80 (dd; J=11,6; 6,9 Hz; 0,5H); 3,87 (dd; J=11,5; 6,2 Hz; 0,5H); 4,06 — 4,34 (m;
4H); 4,52 (d; J=6,7 Hz; 0,5H); 4,73 (d; J = 4,8 Hz; 0,5H); 4,85 — 4,95 (m; 2H); 4,99 (d;
J=15,6 Hz; 0,5H); 5,05 (d; J = 5,4 Hz; 0,5H); 6,02 (bs; 1H); 6,32 (d; J = 4,7 Hz; 0,5H);
6,65 (d; J= 6,5 Hz; 0,5H); 6,99 (t; J= 7,4 Hz; 1H); 7,07 (t; J= 7,3 Hz; 1H); 7,19 (s; 1H);
7,22 (d; J = 8,1 Hz; 0,5H); 7,27 (d; J = 8,1 Hz; 0,5H); 7,33 (d; J = 8,0 Hz; 1H); 7,67 (d;
J=17,8 Hz; 1H); 8,43 (d; /= 7,6 Hz; 1H); 10,80 (d; /= 2,4 Hz; 1H).

I3C NMR (101 MHz, CDCl3): 21,5; 21,5; 25.9; 27,6; 36,2; 51,5; 54,1; 55,1; 64.,4; 68,1;
[69,5a70,1]; [70,5 a 72,2]; [72,9 a 74,0]; [74,7 a 76,5]; [92,2 a 96,8]; 110,1; 111,4; 118,2;
118,6; 120,9; 124,1; 127,2; 136,1; [156,0 a 156,1]; 171,1; [172,5 a 172,5]; 194,2.
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ESI MS: 628,2 ([M + Nal").
HR ESI MS: vypocteno pro C27H35011NsNa 628,22253; nalezeno 628,22192.

Methyl-(25)-2-((25)-3-(1H-indol-3-yl)-2-(((((2R,3S5,4S,5R)-3,4,5,6-
tetrahydroxytetrahydro-2H-pyran-2-yl)methoxy)karbonyl)amino)propanamido)-6-
diazo-5-oxohexanoat (70c)
o] 0 Latka 69b (75,0 mg; 96,9 umol; 1 ekv.) byla rozpusténa
0" vbezvodém MeOH (1,5 ml) pod inertni atmosférou dusiku.
oj\:ji\m Kreakéni smési byl ptikapan Ccerstvé pfipraveny roztok
HO. O | H y methanolatu sodného (2,62 mg; 48,5 umol; 0,5 ekv.)
Hoj/\J\OH H@ v bezvodém MeOH (350 pl) a smés byla michana po dobu
OH 18 hodin za laboratorni teploty. Rozpoustédlo bylo odpateno
a odparek byl piecistén sloupcovou chromatografii (mobilni faze DCM/MeOH, 5:1)
za zisku produktu 70¢ (56 mg; 28 %) ve form¢ bezbarvé pevné latky.
'H NMR (401 MHz, ds-DMSO): 1,71 — 1,87 (m; 1H); 1,89 — 2,09 (m; 1H); 2,27 — 2,42
(m; 2H); 2,85 — 3,14 (m; 4H); 3,32 (s; 3H); 3,68 — 3,90 (m; 2H); 4,09 — 4,36 (m; 4H); 4,59
—4,76 (m; 1H); 4,84 — 5,06 (m; 3H); 5,24 (d; J = 4,5 Hz; 1H); 6,66 (bs; 1H); 6,95 — 7,00
(m; 1H); 7,06 (t; J= 7,2 Hz; 1H); 7,11 — 7,37 (m; 4H); 7,57 — 7,72 (m; 1H); 10,79 (s; 1H).
I3C NMR (101 MHz, ds-DMSO): 27,5; 36,3; 38,7; 48,6; 51,3; 55,2; 55,5; 70,2; 72,2; 72.,9;
74,7; 76,4; 96,8; [110,1 a 110,2]; [111,3 a 111,3]; [118,2 a 118,2]; 118,6; [120,8 a 120,9];
[123,9 a 124,1]; [127,2 a 127,3]; [136,1 a 136,0]; [156,0 a 156,1]; 172,2; [173,2 a 173,3];
207,6.
ESI MS: 600,3 ([M + Na]").
HR ESI MS: vypocteno pro C25H31011N5Na 600,19123; nalezeno 600,19014.

t-Butyl-(5)-2-((S)-2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)karbonyl)amino)-3-
fenylpropanamido)-6-diazo-5-oxohexanoat (74)

0 o )< Fmoc-L-Phe-OH (469 mg; 1,21 mmol; 1,1 ekv.) byl spolecné
Nzwo s HATU (460 mg; 1,21 mmol; 1,1 ekv.) suspendovan v bezvodém

OxNH
©\i DCM (10 ml) a reak¢éni smés byla ochlazena na teplotu 0-5 °C
.Fmoc
N a michana pod inertni atmosférou dusiku. K této bezbarvé suspenzi

byl ptikapan DIEA (575 pl; 3,30 mmol; 3 ekv.). Smés byla michdna 10 minut pii stejné
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teplot¢ a nasledné kni byl pfikapan roztok latky 45 (250 mg; 1,10 mmol; 1 ekv.)
v bezvodém DCM (2 ml). Reakéni smés byla michana 30 minut pti 0 °C a do druhého dne
(16 h) pfi laboratorni teploté. Smés byla natedéna DCM (50 ml), promyta 10% KHSO4
(40 ml), dest. vodou (40 ml), nasycenym roztokem NaHCO3 (40 ml), opét dest. vodou (40
ml), solankou (40 ml) a susena bezvodym MgSQO4. Rozpoustédlo bylo odpatfeno a smés
byla pfeiStétna pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu (mobilni faze
DCM/EtOAc, 3:1). O€ekavany produkt 74 (500 mg; 76 %) byl ziskan ve formé Zluté pevné
latky.

'TH NMR (401 MHz, ds-DMSO): 1,40 (s; 9H); 1,76 — 1,87 (m; 1H); 1,93 — 2,06 (m; 1H);
2,35 -2,43 (m; 2H); 2,79 (dd; J = 13,8; 10,9 Hz; 1H); 3,02 (dd; J = 13,8; 3,6 Hz; 1H); 4,05
— 4,21 (m; 4H); 4,29 (ddd; J = 10,9; 8,8; 3,6 Hz; 1H); 6,04 (bs; 1H); 7,15 — 7,22 (m; 1H);
7,22 — 7,44 (m; 8H); 7,63 (dd; J = 10,6; 7,5 Hz; 3H); 7,84 — 7,90 (m; 2H); 8,37 (d;
J=1,5Hz; 1H).

13C NMR (101 MHz, ds-DMSO): 26,0; 27,6 (3C); 36,3; 37,4; 46,5; 52,1; 55,9; 56,6; 65.,6;
80,7; 120,1 (2C); 125,3 (2C); 126,4; 127,0 (2C); 127,6 (2C); 128,0 (2C); 129,2 (2C); 138,1
(2C); 140,6; 143,7; 143,8; 155,8; 170,7; 171,8; 194,1.

ESI MS: 619,3 ([M + Na]").

HR ESI MS: vypocteno pro C3sHzsOsNsNa 619,25271; nalezeno 619,25162.

t-Butyl-(5)-2-((S)-2-amino-3-fenylpropanamido)-6-diazo-5-oxohexanoat (75)

0 0 J< Latka 74 (462 mg; 0,774 mmol; 1 ekv.) byla rozpuSténa
Nox
: o M 0 vbezvodém DMF (4 ml) pod inertni atmosférou dusiku.
@\i Do reakéni smési byl pfidan diethylamin (800 pl; 7,74 mmol;

10 ekv.) a smés byla michana 2 hodiny pfi laboratorni teploté.
Rozpoustédlo bylo odpafeno aodparek byl pie€istén sloupcovou chromatografii
na silikagelu (mobilni faze DCM/MeOH, 30:1) za zisku produktu 75 (277 mg; 96 %)
ve formé Zluté amorfni latky.
TH NMR (401 MHz, ds-DMSO): 1,40 (s; 9H); 1,71 (bs; 2H); 1,75 — 1,85 (m; 1H); 1,90 —
1,99 (m; 1H); 2,24 — 2,38 (m; 2H); 2,59 (dd; J = 13,4; 8,4 Hz; 1H); 2,95 (dd; J = 13,4; 4,5
Hz; 1H); 3,43 (dd; J = 8,4; 4,5 Hz; 1H); 4,07 — 4,17 (m; 1H); 6,05 (bs; 1H); 7,17 — 7,29
(m; 5H); 8,13 (d; J=7,9 Hz; 1H).
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13C NMR (101 MHz, CDCl3): 27.8; 28,1 (3C); 36,8; 41,1; 50,8; 54,8; 56,5; 82,5; 127,0;
128,8 (2C); 129,5 (2C); 137,8; 171,0; 174,4; 193,7.

ESI MS: 375,2 ((M + H]").

HR ESI MS: vypocteno pro Ci9H2704N4 375,20268; nalezeno 375,20248.

t-Butyl-(5S, 8S, 115)-5,8-dibenzyl-11-(4-diazo-3-oxobutyl)-1-(9 H-fluoren-9-yl)-3,6,9-
trioxo-2-oxa-4,7,10-triazadodekan-12-oat (76)

o] o] )< Fmoc-L-Phe-OH (273 mg; 0,705 mmol; 1,1 ekv.) byl spole¢né

M2 o M O s HATU (268 mg; 0,705 mmol; 1,1 ekv.) suspendovan v bezvodém

©\i DCM (10 ml), reakéni smés byla ochlazena na teplotu 0-5 °C

" E::OC a michana pod inertni atmosférou dusiku. K této bezbarvé suspenzi

byl ptikapan DIEA (334 upl; 1,92 mmol; 3 ekv.) a smés byla

o

michana 10 minut pfi stejné teploté. Do reakéni smési byl ptikapan
roztok latky 75 (240 mg; 0,640 mmol; 1 ekv.) v bezvodém DCM (2 ml) a vznikly Zluty
roztok byl michan 30 minut pii 0 °C a 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Reakéni smés byla
nafedéna DCM (50 ml), promyta roztokem 10% KHSO4 (40 ml), dest. vodou (40 ml),
nasycenym roztokem NaHCO3 (40 ml), opét dest. vodou (40 ml), solankou (40 ml) a
suSena bezvodym MgSOs. Rozpoustédlo bylo odpaieno a odparek byl piecistén
sloupcovou chromatografii na silikagelu (mobilni fize DCM/MeOH, 30:1) za zisku
o¢ekavaného produktu 76 (430 mg; 90 %) ve formé Zluté pevné latky.
'TH NMR (401 MHz, ds-DMSO): 1,40 (s; 9H); 1,75 — 1,85 (m; 1H); 1,93 — 2,02 (m; 1H);
2,34 — 2,43 (m; 2H); 2,70 — 2,73 (m; 1H); 2,76 — 2,96 (m; 2H); 3,00 — 3,09 (m; 1H); 4,06 —
4,13 (m; 3H); 4,14 — 4,25 (m; 2H); 4,54 — 4,61 (m; 1H); 6,04 (bs; 1H); 7,12 — 7,19 (m;
2H); 7,20 — 7,33 (m; 10H); 7,38 — 7,43 (m; 2H); 7,54 (d; J = 8,9 Hz; 1H); 7,60 (t; J = 8,0
Hz; 2H); 7,83 — 7,90 (m; 2H); 8,12 (d; J= 8,2 Hz; 1H); 8,38 (d; J= 7,5 Hz; 1H).
13C NMR (101 MHz, CDCls): 27,3; 27,9 (3C); 36,3; 37,9; 38,6; 47,0; 52,4; 54,4; 56,1;
67,2 (2C); 82,4; 120,0 (2C); 125,0; 125,1; 127,0; 127,1 (2C); 127,2; 127,8 (2C); 128,6
(20); 128,8 (2C); 129,3 (2C); 129,4 (20); 136,1 (2C); 141,3 (2C); 143,6 (2C); 156,0;
170,1; 170,2; 170,6; 193,8.
ESI MS: 766,3 ([M + Na]").
HR ESI MS: vypocteno pro C43H4507NsNa 766,32112; nalezeno 766,32095.
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t-Butyl-(5)-2-((S)-2-((S)-2-amino-3-fenylpropanamido)-3-fenylpropanamido)-6-diazo-

5-oxohexanoat (77)

0 0 )< Latka 76 (410 mg; 0,551 mmol; 1 ekv.) byla rozpusténa

s o 0 v bezvodém DMF (5 ml) pod inertni atmosférou dusiku. K roztoku
©\)\: byl ptidan diethylamin (570 ul; 5,51 mmol; 10 ekv.) a reakéni smés
5 " NH, byla michana 1 hodinu pfti laboratorni teploté. Rozpoustédlo bylo

odpafeno a smeés byla preciSténa sloupcovou chromatografii
na silikagelu (mobilni faze DCM/MeOH, 30:1) za zisku produktu
77 (240 mg; 84 %) ve forme zluté pevné latky.
TH NMR (401 MHz, ds-DMSO): 1,41 (s; 9H); 1,64 (bs; 2H); 1,74 — 1,84 (m; 1H); 1,92 —
2,00 (m; 1H); 2,33 — 2,40 (m; 2H); 2,66 — 2,73 (m; 1H); 2,79 — 2,92 (m; 3H); 3,00 (dd;
J=13,8; 4,5 Hz; 1H); 4,09 — 4,14 (m; 1H); 4,58 — 4,63 (m; 1H); 6,06 (bs; 1H); 7,12 — 7,27
(m; 10H); 8,04 (d; J= 8,6 Hz; 1H); 8,41 (d; J= 7,6 Hz; 1H).
13C NMR (101 MHz, CDCls): 26,4; 27,5 (3C); 37,9; 39,0; 41,8; 52,3; 54,8; 56,5; 74,5,
82,5; 126,5; 127,5; 128,1; 128,3; 128,7; 129,2; 129,5 (2C); 129,8; 130,3; 136,7; 137,8;
170,4; 170,9; 174,6; 193,8.
ESI MS: 522,3 (M + H]").
HR ESI MS: vypocteno pro C2sH3sOsNs 522,27110; nalezeno 522,27060.

(2R,3R,48,5R,6R)-6-((55,85,115)-5,8-Dibenzyl-11-(4-diazo-3-oxobutyl)-14,14-
dimethyl-3,6,9,12-tetraoxo-2,13-dioxa-4,7,10-triazapentadecyl)tetrahydro-2 H-pyran-
2,3,4,5-tetrayl tetraacetat (78)

0 0 )< Latky 77 (100 mg; 0,192 mmol; 1 ekv.) a 71 (103 mg;
Nox
ZMO 0,211 mmol; 1,1 ekv.) byly rozpustény v bezvodém DCM
OxNH
©\i (2 ml) pod inertni atmosférou dusiku. Reak¢ni smés byla
5 A H\?o michana pfes noc (20 h) pifi laboratorni teploté.
O Rozpoustédlo bylo odpafeno a smés byla pfeciSténa

o ~OAC sloupcovou chromatografii na silikagelu (mobilni faze
AcO qo Ac DCM/MeOH, 50:1) za zisku o¢ekdvaného produktu 78 (165
mg; 96 %) ve formé Zluté pevné latky.
'"H NMR (401 MHz, ds-DMSO): 1,40 (s; 9H); 1,73 — 1,83 (m; 1H); 1,91 — 2,08 (m; 13H);

2,34 — 2,42 (m; 2H); 2,61 — 2,74 (m; 2H); 2,78 — 2,90 (m; 2H); 3,04 (dd; J = 14,0; 4,3 Hz;
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1H); 3,90 (d; J = 3,9 Hz; 2H); 4,05 — 4,17 (m; 3H); 4,49 — 4,58 (m; 1H); 4,85 — 4,97 (m;
2H); 5,37 — 5,50 (m; 1H); 6,03 (bs; 1H); 7,13 — 7,31 (m; 10H); 7,45 (d; J = 8,5; 1H); 8,09
(d; J=8,2 Hz; 1H); 8,36 (d; J= 7,7 Hz; 1H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3): 20,7 (3C); 21,0; 25,5; 27,5; 28,1 (3C); 36,4; 37,6; 52.,4;
54,7; 56,4; 62,7; 67,8; 68,4; 70,3; 72,8; 72,9; 82,5; 91,9; 127,1; 127,3; 128,7 (2C); 129,0
(20); 129,3 (2C); 129,4 (2C); 136,2; 136,6; 155,4; 169,2; 169,4; 169,7; 170,2; 170,3;
170,4; 170,6; 194,0.

ESI MS: 918,3 ([M + Na]").

HR ESI MS: vypocteno pro C43Hs3016NsNa 918,33795; nalezeno 918,33653.

t-Butyl-(58,85,115)-5,8-dibenzyl-11-(4-diazo-3-oxobutyl)-3,6,9-trioxo-1-
((2R,35,45,5R)-3,4,5,6-tetrahydroxytetrahydro-2 H-pyran-2-yl)-2-oxa-4,7,10-
triazadodekan-12-oat (79)

o] o] )< Latka 78 (75,0 mg; 0,084 mmol; 1 ekv.) byla rozpusténa
s o Mn O v bezvodém MeOH (1,5 ml) pod inertni atmosférou dusiku.
©\i K reakéni smési byl ptikapan cerstvé piipraveny roztok
5 W H\[//o methanolatu sodného (0,450 mg; 8,40 umol; 0,1 ekv.)
O vMeOH (64 pl) a smés byla michana 1 hodinu pfi
o : OH laboratorni teploté. Rozpoustédlo bylo odpateno a odparek
HO "oy byl precistén sloupcovou chromatografii na silikagelu
OH

(mobilni faze DCM/MeOH, 5:1) za zisku produktu 79
(55 mg; 90 %) ve formé Zluté amorfni latky.

TH NMR (401 MHz, ds-DMSO): 1,40 (s; 9H); 1,74 — 1,84 (m; 1H); 1,92 — 2,02 (m; 1H);
2,33 — 2,43 (m; 2H); 2,59 — 2,70 (m; 1H); 2,79 — 2,91 (m; 2H); 2,94 — 3,20 (m; 5H); 3,67 —
3,87 (m; 1H); 4,07 — 4,29 (m; 4H); 4,50 — 4,73 (m; 2H); 4,86 — 5,04 (m; 2H); 6,04 (bs;
1H); 6,46 (dd; J=130,0; 5,7 Hz; 1H); 7,15 — 7,35 (m; 11H); 8,08 — 8,13 (m; 1H); 8,37 (d;
J=17,6 Hz; 1H).

13C NMR (101 MHz, CDCls): 27,1; 27,8 (3C); 29,6; 36,4; 37,6; 52,3; 54,2; 56,4; 64,6;
69,3; 70,5; 72,1; 73,4; 73,9; 82,5; 92,3; 126,9; 127,0; 128,4 (2C); 128,6 (2C); 129,0 (2C);
129,2 (2C); 136,2; 136,3; 156,5; 170,4; 171,1; 171,9; 194,1.

ESI MS: 750,3 ([M + Na]").

HR ESI MS: vypocteno pro C3sH45012Ns5Na 750,29569; nalezeno 750,29488.
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t-Butyl-(10S5,135,165)-10,13-dibenzyl-16-(4-diazo-3-oxobutyl)-1-(9 H-fluoren-9-yl)-
3,8,11,14-tetraoxo-2-0xa-4,9,12,15-tetraazaheptadekan-17-oat (80)
4-(Fmoc-amino)butanova  kyselina (41,0 mg;

0] (0]
e~ A K
o 0,127 mmol; 1,1 ekv.)) a HATU (48,0 mg;

©\i 0,127 mmol; 1,1 ekv.) byly suspendovany
5\%/“ \[]/\/\H/Fmoc vbezvodém DMF (1 ml), rea’kérfi smés‘ bylat
o) ochlazena na teplotu 0-5 °C a michana pod inertni
atmosférou dusiku. Do reakéni smési byly postupné
ptikapany DIEA (60 pl; 0,345 mmol; 3 ekv.) za postupného rozpusténi suspenze a
po 10 minutdch michani také roztok latky 77 (60 mg; 0,115 mmol; 1 ekv.) v bezvodém
DMF (2 ml). Smés byla michana 30 minut pii 0 °C a 15 hodin pfi laboratorni teploté.
Rozpoustédlo bylo odpateno a odparek byl rozpustén v DCM (50 ml) s piidavkem iPrOH
(1 ml). Organicka faze byla promyta 10% KHSO4 (30 ml), dest. vodou (30 ml), nasycenym
roztokem NaHCO3 (30 ml), opét dest. vodou (30 ml), solankou (30 ml) a susena bezvodym
MgSOs. Rozpoustédlo bylo odpafeno a smés byla preciSténa sloupcovou chromatografii
na silikagelu (mobilni faze DCM/MeOH, 30:1) za zisku produktu 80 (80 mg; 84 %)
ve formé svétle zluté pevné latky.
'TH NMR (401 MHz, ds-DMSO): 1,40 (s; 9H); 1,74 — 1,87 (m; 1H); 1,90 — 2,04 (m; 3H);
2,30 — 2,42 (m; 2H); 2,58 — 2,75 (m; 3H); 2,78 — 2,98 (m; 4H); 3,00 — 3,11 (m; 1H); 4,00 —
4,34 (m; 4H); 4,41 — 4,60 (m; 2H); 6,04 (bs; 1H); 7,06 — 7,29 (m; 10H); 7,30 — 7,36 (m;
2H); 7,37 — 7,45 (m; 2H); 7,64 — 7,73 (m; 2H); 7,83 — 7,92 (m; 2H); 7,93 — 7,98 (m; 1H);
8,04 — 8,11 (m; 1H); 8,20 — 8,25 (m; 1H); 8,29 — 8,36 (m; 1H).
13C NMR (101 MHz, ds-DMSO): 26,3; 26,5; 28,0 (3C); 32,6 (2C); 37,3; 37,4 (2C); 38,2;
51,9; 52,0; 53,5; 53,7; 81,2; 110,2; 120,5 (2C); 121,8 (2C); 126,6; 126,8; 127,7 (2C); 128,4
(2C); 128,5 (2C); 1294 (2C); 129,5 (2C); 129,7 (2C); 137,9; 138,1 (2C); 138,4; 139,9;
143,0; 171,1 (2C); 171,5; 171,7; 172,2; 193.9.
ESI MS: 851,4 (M + Na]").
HR ESI MS: vypocteno pro C47Hs20OgNgNa 851,37388; nalezeno 851,37332.
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t-Butyl-(5)-2-((S)-2-((S)-2-(4-aminobutanamido)-3-fenylpropanamido)-3-

fenylpropanamido)-6-diazo-5-oxohexanoat (81)

0 o] J< Latka 80 (80 mg; 96,5 umol; 1 ekv.) byla rozpusténa
Nox
: o 0 v bezvodém DMF (1 ml) pod inertni atmosférou dusiku.
@\i Ke vzniklému roztoku byl pfidan diethylamin (100 pl;

] NH H\n/\/\NHz 0,965.mm01; | 10 ekv.) a reakéni smés byla michdna
o) 3 hodiny pfii laboratorni teploté. Rozpoustédlo bylo

odpafeno a odparek byl piecistén sloupcovou

chromatografii na silikagelu (mobilni faze DCM/MeOH, 5:1 + 1 % Et:N) za zisku

oc¢ekavaného produktu 81 (36 mg; 52 %) ve form¢ zluté amorfni latky.

TH NMR (401 MHz, ds-DMSO): 1,40 (s; 9H); 1,75 — 1,84 (m; 1H); 1,91 — 2,03 (m; 3H);

2,34 — 2,37 (m; 2H); 2,42 (q; J = 7,1 Hz; 4H); 2,61 — 2,67 (m; 1H); 2,79 — 2,96 (m; 2H);

3,02 — 3,07 (m; 1H); 3,32 (bs; 2H); 4,09 — 4,15 (m; 1H); 4,43 — 4,48 (m; 1H); 4,52 — 4,58

(m; 1H); 6,05 (bs; 1H); 7,15 — 7,26 (m; 10H); 7,95 (d; J = 8,5 Hz; 1H); 8,05 (d; J = 8,3 Hz;

1H); 8,33 (d; J= 7,6 Hz; 1H).

13C NMR (101 MHz, ds-DMSO): 26,1; 27,6 (3C); 28.,4; 32,7; 37,4; 37,5; 40,7; 45,7; 52,0;

53,6; 53,8; 69,8; 80,7; 126,1; 126,3; 127,9 (2C); 128,0 (2C); 129,1 (2C); 129,2 (20C);

137,6; 138,0; 170,7; 171,1; 171,3; 172,0; 194,0.

ESI MS: 629,3 (M + Na]").

HR ESI MS: vypocteno pro C32H4206NgNa 629,30580; nalezeno 629,30555.

(2R,3R,4S,5R,6R)-6-((108,13S5,165)-10,13-Dibenzyl-16-(4-diazo-3-oxobutyl)-19,19-
dimethyl-3,8,11,14,17-pentaoxo-2,18-dioxa-4,9,12,15-tetraazaikosyl)tetrahydro-2 H-
pyran-2,3,4,5-tetrayl tetraacetat (82)

N2 N

o) 0 )< Latky 81 (32 mg; 0,053 mmol; 1 ekv.) a
O 77 (28 mg; 0,058 mmol; 1,1 ekv.) byly

OxNH
©\)\: rozpustény v bezvodém DMF (1 ml)

NH 0 OAc ) ) ) ’ o
H 'S OA pod inertni atmosférou dusiku. Reak¢cni
© \ﬂ/\/\N o~ " WIAC
(e} H e)

OAc
OAc pii laboratorni teploté. Rozpoustédlo bylo

smés byla michdna pies noc (17 h)

odpafeno a smés byla pteciSténa sloupcovou chromatografii na silikagelu (mobilni faze

DCM/MeOH, 30:1) za zisku produktu 82 (48 mg; 92 %) ve formé pevné Zluté latky.
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TH NMR (501 MHz, CDCl3): 1,31 (t; J = 6,3 Hz; 12 H); 1,44 (s; 9H); 1,67 — 1,73 (m; 2H);
1,87 — 1,94 (m; 2H); 2,10 — 2,16 (m; 2H); 2,35 — 2,41 (m; 2H); 2,90 — 2,94 (m; 2H); 3,02 —
3,15 (m; 4H); 4,10 — 4,26 (m; 3H); 4,33 — 4,37 (m; 1H); 4,50 — 4,54 (m; 1H); 4,57 — 4,62
(m; 1H); 4,88 — 4,97 (m; 2H); 5,26 (m; 1H); 5,42 (bs; 1H); 6,49 (d; J = 6,9 Hz; 1H); 6,73
(d; J=17,8 Hz; 1H); 6,86 — 6,92 (m; 1H); 7,12 — 7.28 (m; 11H).

13C NMR (126 MHz, CDCl3): 21,8 (4C); 25,7; 27,8; 28,1 (3C); 30,7; 32,5; 37,2; 37,4;
38,6; 39.4; 52.5; 54,7; 55,2; 62,1; 73,0; 73,1; 73,4; 73,5; 82,4; 91,9; 127,0; 127,2; 128,7
(2C); 128,8 (2C); 129,2 (2C); 129,4 (2C); 136,8; 136,9; 169,2; 169.4; 170,0; 170,2; 170,4;
170,6; 171,2; 172,2; 173,2; 194,3.

ESI MS: 1003,4 ([M + Na]").

HR ESI MS: vypocteno pro C47Hs0017NgNa 1003,39072; nalezeno 1003,39061.

t-Butyl-(10S5,135,165)-10,13-dibenzyl-16-(4-diazo-3-oxobutyl)-3,8,11,14-tetraoxo-1-
((2R,35,45,5R)-3,4,5,6-tetrahydroxytetrahydro-2H-pyran-2-yl)-2-oxa-4,9,12,15-
tetraazaheptadekan-17-oat (83)

N2 "\

0 o) J< Latka 82 (45 mg; 0,046 mmol; 1 ekv.) byla
(0]

rozpusténa v bezvodém MeOH (1 ml)

OxNH
@\i pod inertni atmosférou dusiku. K reakéni

NH O OH . - , N VT )
o § \[]/\/\NJJ\O o, oH smési byl piikapan Cerstvé pfipraveny
0 H o
OH

roztok methanoldtu sodného (1,24 mg;

OH 22,9 umol; 0,5 ekv.) v MeOH (180 ul) a
smés byla michdna pies noc (24 h) pti laboratorni teploté. Rozpoustédlo bylo odpaieno a
odparek byl ptecistén sloupcovou chromatografii na silikagelu (mobilni faze DCM/MeOH,
5:1) za zisku oc¢ekavaného produktu 83 (20 mg; 54 %) ve formé svétle Zluté pevné latky.
TH NMR (401 MHz, MeOD): 1,47 (s; 9H); 1,58 — 1,66 (m; 2H); 1,84 — 1,90 (m; 1H); 2,09
—2,19 (m; 3H); 2,40 (m; 2H); 2,72 — 2,81 (2H); 2,93 — 3,01 (m; 2H); 3,70 — 3,75 (m; 2H);
3,91 — 3,97 (m; 1H); 4,15 — 4,21 (m; 1H); 4,24 — 4,30 (m; 2H); 4,34 — 4,39 (m; 1H); 4,45 —
4,49 (m; 1H); 4,51 — 4,57 (m; 1H); 4,59 — 4,64 (m; 2H); 4,84 (bs; 1H); 5,06 — 5,10 (m;
1H); 7,14 — 7,28 (m; 10H).
13C NMR (101 MHz, MeOD): 27,1; 27,8; 28,0 (3C); 33,6 (2C); 38,5; 40,9; 53,8; 56,3;
65,1; 65,3; 73,1; 73,8; 74,7; 75,8; 76,3; 77,9; 94,0; 98,2; 127,7; 127,8; 129,4 (2C); 129,5
(20); 130,2 (2C); 130,4 (2C); 138,3; 138,5; 172,0; 173,3; 173,6; 175,5 (2C); 193,1.
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ESI MS: 835,4 ([M + Na]").
HR ESI MS: vypocteno pro C3oHs2013NgNa 835,34846; nalezeno 835,34836.

t-Butyl-(11S,14S5,175)-11,14-dibenzyl-17-(4-diazo-3-oxobutyl)-1-(9 H-fluoren-9-yl)-
3,9,12,15-tetraoxo-2,7-dioxa-4,10,13,16-tetraazaoktadekan-18-oat (84)
o o] )< 5-(Fmoc-amino)-3-oxopentanova kyselina (72 mg;
h o M 0 0,211 mmol; 1,1 ekv.) byla spolecn¢ s HATU
@\i (80mg; 0,211 mmol; 1,1 ekv.) suspendovana
o " H o /\/H\Fmoc v bezvodém DMF (2 ml), suspen.ze byla ochlazena
o) na teplotu 0-5 °C a michéana pod inertni atmosférou
dusiku. K reak¢éni smési byl pfidan DIEA (100 pl;
0,576 mmol; 3 ekv.) a po 10 minutdich michdni byl ptikapan roztok latky 77 (100 mg;
0,192 mmol; lekv.) v bezvodém DMF (1 ml). Smés byla michana 30 minut pii 0 °C a pfes
noc (16 h) pii laboratorni teploté. Rozpoustédlo bylo odpafeno a odparek byl precistén
sloupcovou chromatografii na silikagelu (mobilni faze DCM/MeOH, 30:1) za zisku
produktu 84 (150 mg; 93 %) ve formé svétle zluté pevné latky.
'"H NMR (401 MHz, CDCls): 1,44 (s; 9H); 1,86 — 1,95 (m; 1H); 2,06 — 2,15 (m; 1H); 2,18
— 2,37 (m; 2H); 3,01 — 3,06 (m; 3H); 3,28 — 3,33 (m; 2H); 3,39 — 3,44 (m; 2H); 3,82 (s;
2H); 4,20 — 4,25 (m; 1H); 4,32 — 4,37 (m; 1H); 4,46 — 4,49 (m; 2H); 4,55 — 4,62 (m; 2H);
5,08 — 5,13 (m; 1H); 5,27 (bs; 1H); 6,50 (d; J= 7,7 Hz; 1H); 6,57 (d; J= 7,6 Hz; 1H); 6,85
(d; J=7,3 Hz; 1H); 7,06 — 7,08 (m; 2H); 7,14 — 7,23 (m; 8H); 7,29 — 7,34 (m; 2H); 7,38 —
7,42 (m; 2H); 7,59 — 7,62 (m; 2H); 7,75 — 7,78 (m; 2H); 8,00 — 8,03 (m; 1H).
13C NMR (101 MHz, CDCls): 26,1; 27,2; 27,9 (3C); 37,0; 37,6; 38,6; 40,8; 47,3; 52.4;
53,9; 54,4; 66,7; 70,2; 70,7; 82,4; 119,9; 120,0; 125,0 (2C); 126,9; 127,1 (2C); 127,2;
127,7 (2C); 128,5 (2C); 128,8 (2C); 129,3 (2C); 129,3 (2C), 136,2 (2C); 136,3 (2C); 141,4;
143.,9 (2C); 156,6; 169,9; 170,2; 170,5; 194,0.
ESI MS: 867,4 (IM + Na]").
HR ESI MS: vypocteno pro C47Hs209NgNa 867,36880; nalezeno 867,36865.
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(2R,3R,4S,5R,6R)-6-((115,145,175)-11,14-Dibenzyl-17-(4-diazo-3-oxobutyl)-20,20-
dimethyl-3,9,12,15,18-pentaoxo-2,7,19-trioxo-4,10,13,16-
tetraazahenikosyl)tetrahydro-2H-pyran-2,3,4,5-tetrayl tetraacetat (86)

Latka 84 (50 mg; 0,059 mmol; 1 ekv.) byla

(0] (0]
Nzwok rozpuSténa  vbezvodém DMF (1  ml)
©\O/VLNH pod inertni atmosférou dusiku. K roztoku
NH

H H byl pfidan diethylamin (612 pl; 5,92 mmol;
o N\n/\o/\/N 0]
o f 100 ekv.) a reakéni smés byla michana

~N

o oAc 3 hodiny pfi laboratorni teploté. Rozpoustédlo
ACO\\\.Q:OAC a prebytek sekundarniho aminu byly odpateny.
OAc Vznikly intermedidt byl spolecné s latkou 71
(44 mg; 0,089 mmol; 1,5 ekv.) rozpustén v bezvodém DCM (1 ml) pod inertni atmosférou
dusiku a smés byla michana 1 hodinu pfi laboratorni teploté. DCM byl odpaten a surova
smés byla precisténa sloupcovou chromatografii na silikagelu (mobilni faze DCM/MeOH,
30:1) za zisku o¢ekavaného produktu 86 (27 mg; 46 %) ve formé zluté pevné latky.
TH NMR (401 MHz, de-DMSO): 1,40 (s; 9H); 1,76 — 1,85 (m; 1H); 1,93 — 2,04 (m; 13H);
2,32 -2,39 (m; 2H); 2,77 — 2,85 (m; 2H); 3,07 — 3,09 (m; 2H); 3,21 — 3,29 (m; 2H); 3,41 —
3,47 (m; 2H); 3,66 — 3,80 (m; 2H); 3,98 — 4,19 (m; 4H); 4,51 — 4,60 (m; 2H); 4,89 — 4,96
(m; 2H); 5,44 (t; J = 9,6 Hz; 1H); 5,96 (d; J = 8,3 Hz; 1H); 6,04 (s; 1H); 7,15 — 7,28 (m;
10H); 7,37 (t; J=5,7 Hz; 1H); 7,67 (d; J = 8,8 Hz; 1H); 8,22 (d; J = 8,2 Hz; 1H); 8,37 (d;
J=1,5Hz; 1H).
13C NMR (101 MHz, d¢-DMSO): 20,3 (2C); 20,4 (2C); 25,3; 26,1; 27,6 (3C); 35,8; 37,3;
37,5; 46,5; 52,1; 53,1; 53,6; 61,9; 67,9; 69,5 (2C); 70,0; 71,9; 80,8; 90,7; 119,8; 125.4;
126,2; 126,3; 126,6; 127,0; 128,0 (2C); 129,2 (2C); 137,6 (2C); 155,73, 168,7; 168,8;
169,1; 169,2; 169,5 (2C); 170,7 (2C); 171,1; 194,1.
ESI MS: 1019,4 ([M + Na]").
HR ESI MS: vypocteno pro C47Hs0O18NsNa 1019,38563; nalezeno 1019,38539.
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t-Butyl-(115,145,17S5)-11,14-dibenzyl-17-(4-diazo-3-oxobutyl)-3,9,12,15-tetraoxo-1-
((2R,35,4S5,5R)-3,4,5,6-tetrahydroxytetrahydro-2H-pyran-2-yl)-2,7-dioxa-4,10,13,16-
tetraazaoktadekan-18-oat (87)

Latka 86 (27 mg; 0,027 mmol; 1 ekv.) byla

(0] 0]
Nzwok rozpusténa v bezvodém MeOH (0,5 ml)
OxNH

©\i pod inertni atmosférou dusiku. K reakéni smési
NH byl ptikapan roztok methanolatu sodného

H H
N A~ _N_O
© \(f)]/\o \g (0,15 mg; 2,70 pmol; 0,1 ekv.) v MeOH (22 pl)

N
: a smé&s byla michana 30 minut p#i laboratorni

OH
HO,OQ,-.,,OH teploté. Rozpoustédlo bylo odpafeno a odparek
OH byl pfecistén sloupcovou chromatografii
na silikagelu (mobilni faze DCM/MeOH, 5:1) za zisku produktu 87 (15 mg; 68 %)
ve formé bilé pevné latky.
'TH NMR (401 MHz, de-DMSO): 1,40 (s; 9H); 1,76 — 1,85 (m; 1H); 1,93 — 2,02 (m; 1H);
2,31 — 2,43 (m; 2H); 2,76 — 2,84 (m; 2H); 2,87 — 3,00 (m; 2H); 3,02 — 3,07 (m; 2H); 3,08 —
3,14 (m; 2H); 3,24 — 3,31 (m; 4H); 3,67 — 3,80 (m; 2H); 3,89 — 4,01 (m; 1H); 4,10 — 4,15
(m; 1H); 4,24 — 4,32 (m; 1H); 4,51 — 4,59 (m; 2H); 4,74 (d; J = 4,7 Hz; 1H); 4,88 — 4,91
(m; 1H); 4,94 (d; J=4,6 Hz; 1H); 4,98 (d; J = 5,6 Hz; 1H); 5,05 (d; J = 5,4 Hz; 1H); 6,05
(bs; 1H); 6,64 (d; J=06,6 Hz; 1H); 7,16 — 7,27 (m; 10H); 7,67 — 7,70 (m; 1H); 8,23 (d;
J=28,3 Hz; 1H); 8,37 (d; J="7,5 Hz; 1H).
13C NMR (101 MHz, CDCls): 22,9; 27,6; 28,1 (3C); 29,8; 37,7; 38,3; 52,5; 53,7; 54,1;
54,6; 63,7; 64,1; 70,7; 72,3; 73,6; 74,4; 74,8; 82,5; 95,9; 127,0; 127,2; 128,5 (2C); 128,8
(2C); 129,4 (2C); 129,6 (2C); 136,4; 136,6; 157,4; 170,5; 170,6; 170,7; 170,9; 194,6.
ESI MS: 851,3 (M + Na]").
HR ESI MS: vypocteno pro C3oHs2014NeNa 851,34337; nalezeno 851,34308.

5.2.4 Proléc¢iva DONu obsahujici arekaidin

Obecny postup pro pripravu derivatu 93a a 93¢

Fmoc-AMK-OH (1 mmol; 1 ekv.) a HATU (418 mg; 1,1 mmol; 1,1 ekv.) byly

suspendovany v bezvodém DCM (10 ml) a reakéni smés byla ochlazena na teplotu 0-5 °C.
Poté byl pfikapan DIEA (388 mg; 522 ul; 3 mmol; 3 ekv.) a po 5 minutach nakonec i

roztok slouceniny 45 (227 mg; 1 mmol; 1 ekv.) v bezvodém DCM (3 ml). Reakéni smés
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byla michéna 30 minut za chlazeni pfi stejné teploté a poté jeste 90 minut pii laboratorni
teploté. Byl pfidan DCM (60 ml) a organickd faze byla promyta postupné nasycenym
roztokem NaHCO;3 (40 ml), dest. H2O (40 ml), 10% KHSO4 (40 ml), opét dest. H2O
(40 ml) a solankou (40 ml) a susena bezvodym MgSQO4. DCM byl odpaien. Surovy produkt
byl precistén pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu (riizné mobilni faze) za zisku

pevnych svétle zlutych produkti.

t-Butyl-(5)-2-(2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)karbonyl)amino)acetamido)-6-diazo-5-
oxohexanoat (93a)
o) o) Fmoc-Gly-OH (297 mg); mobilni faze: EtOAc; svétle Zlutd pevna
Nzwok latka (466 mg; 92 %).
OTNH TH NMR (401 MHz, CDCl3): 1,46 (s; 9H); 1,92 — 2,05 (m; 1H);
2,15 - 2,26 (m; 1H); 2,28 — 2,48 (m; 2H); 3,84 — 3,98 (m; 2H);
4,24 (t; J=17,1 Hz; 1H); 4,39 — 4,44 (m; 2H); 4,48 (td; J = 8,1; 4,5 Hz; 1H); 5,26 (bs; 1H);
5,47 (bs; 1H); 6,79 (d; J= 17,9 Hz; 1H); 7,31 (td; J = 7,5; 1,1 Hz; 2H); 7,40 (t; J = 7,4 Hz;
2H); 7,60 (d; J= 7,4 Hz; 2H); 7,76 (d; J= 7,5 Hz; 2H).
13C NMR (101 MHz, CDCls): 27,3; 28,0 (3C); 36,5; 44,4; 47,1; 52,4; 54,9; 67,3; 82,6;
120,0 (2C); 125,2 (2C); 127,1 (2C); 127,8 (2C); 141,3; 141,3; 143,8; 143,8; 156,7; 169,2;
170,8; 193,9.
ESI MS: 529,2 ([M + Na]").
HR ESI MS: vypocteno pro C27H3006NsNa 529,20576; nalezeno 529,20604.

Fmoc.

t-Butyl-(5)-2-((S)-2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)karbonyl)amino)-3-(1-methyl-1H-
indol-3-yl)propanamido)-6-diazo-5-oxohexanoat (93c¢)

o) o) Fmoc-L-Trp(N-Me)-OH (441 mg); mobilni faze: DCM/EtOAc,
Nzwok 3:1; svétle zlutd pevna latka (546 mg; 84 %).

O~_NH
. j TH NMR (401 MHz, CDCl3): 1,45 (s; 9H); 1,83 — 1,96 (m; 1H);
moc., .,
N 2,08 — 2,17 (m; 2H); 2,18 — 2,28 (m; 1H); 3,18 (dd; J = 14,6;
Z
/N 7,1 Hz; 1H); 3,34 — 3,47 (m; 1H); 3,76 (s; 3H); 4,23 (t; J= 7,1 Hz;

1H); 4,33 — 4,43 (m; 2H); 4,47 (dd; J=10,5; 7,3 Hz; 1H); 5,06 (bs;
1H); 5,52 (d; J=17,7 Hz; 1H); 6,57 (d; J= 7,3 Hz; 1H); 6,94 (s; 1H); 7,15 (t; J = 7,2 Hz;
1H); 7,23 — 7,28 (m; 2H); 7,29 — 7,33 (m; 2H); 7,34 (dd; J = 3,1; 1,1 Hz; 1H); 7,43 (t;

115



J=17,.8 Hz; 2H); 7,59 (t; J = 7,2 Hz; 2H); 7,71 (d; J = 7,4 Hz; 1H); 7,79 (d; J = 7,5 Hz;
2H).

13C NMR (101 MHz, CDCls): 27.4; 28,1 (3C); 28.,4; 32,8; 36,3; 47,3; 52,6; 54,7; 55,6;
67,2; 82,5; 108,6; 109,4; 119,1; 119,5; 120,1; 120,1; 122,0; 125,3; 125,3; 127,2 (2C);
127,8 (2C); 128,0; 128,3; 137,2; 141,4 (2C); 143,9; 144,0; 156,1; 170,5; 171,3; 193,8.

ESI MS: 672,3 (M + Na]").

HR ESI MS: vypocteno pro C37H390O¢NsNa 672,27926; nalezeno 672,27867.

Obecny postup pro pripravu derivatu 94a a 94c¢

Sloucenina 93a nebo 93¢ (700 umol; 1 ekv.) byla rozpusténa v bezvodém DCM
(3 ml) pod inertni atmosférou dusiku. Poté byl do smési prikapan diethylamin (512 mg;
724 ul; 7,00 mmol; 10 ekv.) a rekéni smés byla michana po dobu 3 hodin za laboratorni
teploty. DCM a ptebytek aminu byly odpafeny a surovy produkt byl precistén pomoci

sloupcové chromatografie na silikagelu (rizn¢ mobilni faze).

t-Butyl-(S)-2-(2-aminoacetamido)-6-diazo-5-oxohexanoat (94a)

o) o) 93a (355 mg); mobilni faze: DCM/MeOH, 15:1; zluta olejovita
Nzwok latka (179 mg; 90 %).
j'/NH 'H NMR (401 MHz, CDCl3): 1,43 (s; 9H); 1,73 (bs; 2H); 1,90 —

2,01 (m; 1H); 2,12 — 2,22 (m; 1H); 2,26 — 2,48 (m; 2H); 3,34 (s;

2H); 4,47 (td; J = 8.,4; 4,7 Hz; 1H); 5,31 (bs; 1H); 7,75 (d; J = 8,4 Hz; 1H).
13C NMR (101 MHz, CDCls): 28,0; 28,0 (3C); 36,8; 44,8; 51,9; 54,8; 82,5; 171,0; 172,9;
193,9.
ESI MS: 307,1 ([M + Na]").
HR ESI MS: vypocteno pro Ci2H2004N4Na 307,13768; nalezeno 307,13744.

t-Butyl-(5)-2-((S)-2-amino-3-(1-methyl-1H-indol-3-yl)propanamido)-6-diazo-5-

oxohexanoat (94c)

o] o] 93¢ (455 mg); mobilni faze: DCM/MeOH, 30:1; Zluta olejovita
Nox
’ CO 0T litka (287 me; 96 %).
j/ 'H NMR (401 MHz, CDCl3): 1,46 (s; 9H); 1,55 (bs; 2H); 1,86 —

HoN™ ™
2 1,99 (m; 1H); 2,06 — 2,35 (m; 3H); 2,98 (dd; J = 14.,4; 8,5 Hz; 1H);
(/\C
N
/
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3,31 (dd; J = 14,4; 3,3 Hz; 1H); 3,72 (dd; J = 8,6; 4,1 Hz; 1H); 3,76 (s; 3H); 4,40 — 4,52
(m; 1H); 5,12 (bs; 1H); 6,94 (s; 1H); 7,12 (ddd; J = 8,0; 6,9; 1,1 Hz; 1H); 7,23 (ddd;
J=28,2;6,9; 1,1 Hz; 1H); 7,29 (dt; J=8.,2; 1,0 Hz; 1H); 7,68 (dt; J=8,0; 1,0 Hz; 1H); 7,87
(d; J=8,4 Hz; 1H).

13C NMR (101 MHz, CDCls): 28,0; 28,1 (3C); 30,8; 32,8; 36,8; 52,0; 54,7; 55,6; 82.,4;
109,4; 110,1 (2C); 119,3; 119,4; 122,0; 128,1; 137,3; 171,2; 174,9; 193.9.

ESI MS: 450,2 ([M + Na]").

HR ESI MS: vypocteno pro C2oH2904NsNa 450,21118; nalezeno 450,21112.

Obecny postup pro pripravu derivata 95a-c

Arekaidin hydrochlorid (39 mg; 0,22 mmol; 1,1 ekv.) a HATU (91 mg; 0,24 mmol;

1,2 ekv.) byly suspendovany v bezvodém DMF (3 ml) a reakéni smés byla ochlazena
na teplotu 0-5 °C. Poté byl ptikapan DIEA (103 mg; 139 ul; 0,8 mmol; 4 ekv.)
a po 5 minutdch nakonec 1 roztok slouceniny 94a, 94¢ nebo 75 (200 pumol; 1 ekv.)
v bezvodém DMF (1,5 ml). Reak¢éni smés byla michana 30 minut za chlazeni pfi stejné
teploté a poté jeste 150 minut pii laboratorni teploté¢. DMF bylo odpateno a odparek byl
rozpu$tén v EtOAc (50 ml) a organickd faze byla promyta postupné nasycenym roztokem
NaHCOs3 (30 ml) a solankou (30 ml) a poté susena bezvodym MgSO4. EtOAc byl odpaien.
Surovy produkt byl pieciStén pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu (rtizné

mobilni faze).

t-Butyl-(5)-6-diazo-2-(2-(1-methyl-1,2,5,6-tetrahydropyridine-3-
0 0 karboxamido)acetamido)-5-oxohexanoat (95a)

NZQ)J\/\)J\O/k 94a (57 mg); mobilni faze: DCM/MeOH, 15:1 + 1% Et3N; svétle
2oy NH Auté amorfni latka (38 mg; 46 %).

O)LN '"H NMR (401 MHz, CDCl3): 1,44 (s; 9H); 1,89 — 2,01 (m; 1H);

| 2,11 — 2,21 (m; 1H); 2,29 — 2,45 (m; 2H); 2,45 — 2,52 (m; 2H);

2,60 (s; 3H); 2,86 (t; J = 5,9 Hz; 2H); 3,52 (q; J = 2,4 Hz; 2H); 3,97 (d; J=5,3 Hz; 2H);
4,42 (td; J = 8,1; 4,6 Hz; 1H); 5,36 (bs; 1H); 6,66 (p; J=2,1 Hz; 1H); 7,15 (t; J= 5,3 Hz;
1H); 7,24 (s; 1H).
13C NMR (101 MHz, CDCls): 24,3; 27,2; 28,1 (3C); 36,5; 43,2; 43,9; 49,8; 51,8; 52,6;
55,1; 82,6; 129,9; 130,6; 166,4; 169,1; 170,8; 194,2.
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ESI MS: 430,2 ([M + Na]").
HR ESI MS: vypocteno pro Ci9H2905Ns5Na 430,20609; nalezeno 430,20583.

t-Butyl-(28)-6-diazo-2-((S)-2-(1-methyl-1,2,5,6-tetrahydropyridine-3-karboxamido)-3-
fenylpropanamido)-5-oxohexanoat (95b)
0 0 75 (75 mg); mobilni faze: DCM/MeOH, 30:1 + 1% Et3N; svétle
Nzwok zluta amorfni latka (69 mg; 69 %).
o Oj/NH 'H NMR (401 MHz, CDCl3): 1,45 (s; 9H); 1,85 — 1,98 (m; 1H);
O)LH 2,08 — 2,18 (m; 1H); 2,26 — 2,36 (m; 4H); 2,38 (s; 3H); 2,47 (q;
’Tj @ J=5,7Hz; 2H); 3,05 (dq; J = 15,9; 2,6 Hz; 1H); 3,10 (d;
J=06,6 Hz; 2H); 3,15 (dq; J = 16,1; 2,5 Hz; 1H); 4,35 (td; J = 7,8; 4,7 Hz; 1H); 4,73 (q;
J=06,6 Hz; 1H), 5,28 (bs; 1H); 6,29 (d; J = 7,6 Hz; 1H); 6,50 (dt; J = 3,9; 2,0 Hz; 1H);
6,74 (d; J=7,3 Hz; 1H); 7,16 — 7,22 (m; 2H); 7,22 — 7,29 (m; 3H).
13C NMR (101 MHz, CDCls): 26,4; 27,3; 28,1 (3C); 36,4; 38,3; 45,9; 51,0; 52,6; 53.4;
54,2; 54,9; 82,6; 127,1; 128,7 (2C); 129,5 (2C); 131,3; 132,3; 136,4; 166,6; 170,4; 170,9;
193.9.
ESI MS: 520,3 ([M + Na]").
HR ESI MS: vypocteno pro C2sH3505NsNa 520,25304; nalezeno 520,25305.

t-Butyl-(S)-6-diazo-2-((S)-2-(1-methyl-1,2,5,6-tetrahydropyridine-3-karboxamido)-3-
(1-methyl-1H-indol-3-yl)propanamido)-5-oxohexanoat (95c)
o) o) 94¢ (86 mg); mobilni faze: DCM/MeOH, 30:1 + 1% Et3N; svétle
Nzwok zluta amorfni latka (99 mg; 90 %).
Q Oj/NH 'H NMR (401 MHz, CDCl3): 1,42 (s; 9H); 1,79 — 1,92 (m; 1H);
O)LH 2,02 — 2,18 (m; 2H); 2,21 — 2,30 (m; 3H); 2,34 (s; 3H); 2,38 —
’Tl @ 2,50 (m; 2H); 2,98 — 3,11 (m; 2H); 3,15 (dd; J = 14,6; 7,3 Hz;
’ 1H); 3,35 (dd; J=14,6; 5,1 Hz; 1H); 3,71 (s; 3H); 4,32 (td;
J=19; 4,4 Hz; 1H); 4,78 (td; J=7,3; 5,1 Hz; 1H); 5,16 (bs; 1H); 6,42 (d; J= 7,4 Hz; 1H);
6,48 (tt; J = 3,9; 1,9 Hz; 1H); 6,67 (d; J = 7,4 Hz; 1H); 6,94 (s; 1H); 7,08 (ddd; J = 8,0;
6,9; 1,1 Hz; 1H); 7,19 (ddd; J=28,2; 6,9; 1,2 Hz; 1H); 7,26 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 7,66 (dt;
J=1,9; 1,0 Hz; 1H).
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13C NMR (101 MHz, CDCls): 26,3; 27,2; 28,0 (3C); 28,1; 32,7; 36,3; 45,8; 50,9; 52,6;
53,4; 53,8; 54,7; 82,3; 108,7; 109,4; 119,1; 119,3; 121,9; 128,1; 128.4; 131,4; 132,1;
137,1; 166,5; 170,5; 171,4; 193.8.

ESI MS: 573,3 (M + Na]").

HR ESI MS: vypocteno pro C29H3gOsNgNa 573,27959; nalezeno 573,27861.

5.2.5 Proléciva DONu cilena na prenase¢ LAT1
Allyl ((allyloxy)karbonyl)-L-tyrosinat (98) ©

\L Allyl ester L-tyrosinu (stl kyseliny p-toluensulfonové) (1,70 g;
0] 4,32 mmol; 1 ekv.) byl rozpusttn ve smési THF/H.O 1:1
HO\@\H‘NAS (15+15 ml), poté byl pfidan hydrogenuhli¢itan sodny (1,08 g;
5 13,0 mmol; 3 ekv.) a na zavér allyl chloroformiat (780 mg; 680 pl;
k 6,50 mmol; 1,5 ekv.). Reakéni smés byla michana po dobu 18 hodin
za laboratorni teploty. THF byl odpaten, k odparku byl ptidan EtOAc (50 ml) a organicka
faze byla promyta 1M HCI (50 ml), suSena bezvodym MgSO4 a poté byl EtOAc odpaten.
Surovy produkt byl pfecistén pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu (mobilni faze
cyklohexan/EtOAc, 4:1) za zisku bezbarvé krystalické latky (1,10 g; 83 %).
TH NMR (401 MHz, CDCl3): 2,96 — 3,12 (m; 2H); 4,56 (dt; J = 5,6; 1,5 Hz; 2H); 4,61 (dt;
J=5,9; 1,3 Hz; 2H); 4,61 — 4,66 (m; 1H); 5,01 (bs; 1H); 5,17 (bs; 1H); 5,18 — 5,36 (m;

4H); 5,88 (ddt; J=17,2; 10,4; 5,9 Hz; 2H); 6,70 — 6,77 (m; 2H), 6,96 — 7,03 (m; 2H).

Allyl-(S)-2-(((allyloxy)karbonyl)amino)-3-(4-((((2,5-dioxopyrrolidin-1-
yloxy)karbonyl)oxy)fenyl)propanoat (99)

X Latka 98 (910 mg; 2,98 mmol; 1 ekv.) byla rozpusténa
oA L

e PN
TO]/ \©\HN 8 na teplotu 0-5 °C. Poté byl ptikapan triethylamin (603 mg;

!

o v bezvodém DCM (25 ml) a reakéni smés byla ochlazena

5 831 pl; 5,96 mmol; 2 ekv.) a po deseti minutach byl pfisypan

k N,N-disuccinimidyl karbonat (1,14 g; 4,47 mmol; 1,5 ekv.).
Reakéni smés byla michana 30 minut pii 0 °C a poté jesté 2 hodiny pfi laboratorni teploté.
Poté byl pfidan dalsi DCM (50 ml) a organick4 faze byla promyta 10% KHSO4 (40 ml),
suSena bezvodym MgSO4 a rozpoustédlo bylo odpafeno. Surovy produkt 99 ve formé

pevné bilé latky (1,10 g; 83 %) byl pouzit do nasledujiciho kroku bez dalSiho ¢isténi.
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'"H NMR (401 MHz, CDCl3): 2,87 (s; 4H); 3,04 — 3,20 (m; 2H), 4,56 (d; J = 5,7 Hz; 2H);
4,60 (dt; J=5,9; 1,3 Hz; 2H); 4,66 (dd; J = 7,9; 5,8 Hz; 1H); 5,17 — 5,34 (m; 5H); 5,76 —
5,97 (m; 2H); 7,15 — 7,23 (m, 4H).

13C NMR (101 MHz, CDCls): 25,5 (2C); 37,5; 54,7; 65,9; 66,2; 117,9; 119,3; 120,4 (2C);
121,0; 130,5; 130,7 (2C); 135,0; 149,8; 150,2; 155,7; 168,8; 168,9; 171,2.

ESI MS: 469,1 ([M + Na]").

HR ESI MS: vypocteno pro C21H2209N>Na 469,12168; nalezeno 469,12175.

t-Butyl-(25)-2-((25)-2-(((4-((S)-3-(allyloxy)-2-(((allyloxy)karbonyl)amino)-
3oxopropyl)fenoxy)karbonyl)amino)-3-fenylpropanamido)-6-diazo-5-oxohexanoat

(100)

| Latky 99 (262 mg; 0,588 mmol; 1,1 ekv.) a 45

Ho o N Q Q )< (200 mg; 0,534 mmol; 1 ekv.) byly rozpustény
2

e 0" ybezvodém DCM (10 ml), poté byl piidén

HN o OxNH

\/\Omo )J\Nj/ triethylamin (108 mg; 150 pl; 1,07 mmol; 2 ekv.) a

H reakéni smés byla michana po dobu 18 hodin
@ pod inertni atmosférou dusiku za laboratorni

teploty. Poté byl pfidan dalsi DCM (50 ml) a organickd faze byla promyta nasycenym

roztokem NH4Cl (30 ml), suSena bezvodym MgSO4 a rozpoustédlo bylo odpafeno. Surovy

produkt byl ptecistén sloupcovou chromatografii na silikagelu (mobilni fize DCM/MeOH,

25:1) za zisku produktu 100 (306 mg; 81 %) ve formé svétle Zluté pevné latky.

TH NMR (401 MHz, CDCls): 1,44 (s; 9H); 1.87 — 2.01 (m; 1H); 2,07 — 2,21 (m; 1H); 2,22

— 2,43 (m; 2H); 2,98 — 3,21 (m; 4H); 4,34 — 4,50 (m; 2H); 4,54 (dt; J = 5,6; 1,4 Hz; 2H);

4,59 (dt; J =5,9; 1,4 Hz; 2H); 4,61 — 4,71 (m; 1H); 5,15 — 5,35 (m; 5H); 5,74 (bs; 1H);

5,79 — 5,93 (m; 2H); 6,71 (bs; 1H); 6,98 (d; J= 8,2 Hz; 2H); 7,09 (d; J = 8,2 Hz; 2H); 7,15

— 7,40 (m; 6H).

13C NMR (101 MHz, CDCls): 27,3; 28,0 (3C); 36,2; 37,5; 38,5; 52,5; 54,8; 54,9; 56,3;

65,9; 66,1; 80,6; 117,9; 119,2; 121,6; 127,2; 128,7 (2C); 129,4 (2C); 130,2 (2C); 131,3

(20); 132,5; 132,9; 136,1; 150,0; 154,1; 155,5; 170,4; 170,5; 171,2; 193,9.

ESI MS: 728,3 ([M + Na]").

HR ESI MS: vypocteno pro C3sHa3010NsNa 728,29021; nalezeno 728,28983.
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(5)-2-Amino-3-(4-((((S)-1-(((S$)-1-(z-butoxy)-6-diazo-1,5-dioxohexan-2-yl)amino)-1-

oxo-3-fenylpropan-2-yl)karbamoyl)oxy)fenyl)propanova kyselina (101)

Sloucenina 100 (200 mg; 0,283 mmol; 1 ekv.) byla

rozpusténa v bezvodém DMF (12 ml) apoté byly

HoN o O NH o . . )
:\[\/\@ Jig j/ do reak¢ni smési pridany postupné fenylsilan (306 mg;

© N 349 pl; 2,83 mmol; 10 ekv.) a Pd(PPhs)s (32,7 mg;

@ 28,3 umol; 0,1 ekv.). Reakéni smés byla michéna

po dobu 60 minut pod inertni atmosférou dusiku za laboratorni teploty. DMF byl odpaien a

smés byla precisténa pomoci preparativniho HPLC (acetonitril/H>O; 0,1 % HCOOH),

frakce obsahujici produkt byly spojeny a lyofilizovany a produkt 101 (33 mg; 20 %) byl

ziskan ve form¢ bezbarvé pevné latky.

TH NMR (401 MHz, ds-DMSO): 1,40 (s; 9H); 1,76 — 1,88 (m; 1H); 1,92 — 2,02 (m; 1H);

2,31 — 2,42 (m; 2H); 2,73 — 2,87 (m; 2H); 3,07 (ddd; J = 13,3; 8,8; 4,1 Hz; 2H); 4,13 (td;

J=18.,5; 5,4 Hz; 2H); 4,26 — 4,35 (m; 2H); 6,06 (bs; 1H); 6,84 (d; J = 8,5 Hz; 2H); 7,22

(dd; J=16,8; 8,0 Hz; 4H); 7,33 (dt; J = 14,6; 7,6 Hz; 5H); 7,95 (d; J = 8,7 Hz; 1H); 8,43

(d; J=17,5Hz; 1H).

13C NMR (101 MHz, CDCls): 26,0; 27,7 (3C); 36,2; 37,5; 52,2; 54,6; 55.,4; 56,2; 67,4;

80,8; 121,3 (2C); 126,4; 128,2 (2C); 129,3 (2C); 130,2 (2C); 134,2; 138,1; 149,6; 154,4;

169,0; 170,8; 171,6; 190,3.

ESI MS: 604,2 (M + Na]").

HR ESI MS: vypocteno pro C29oH3s0sNsNa 604,23778; nalezeno 604,23825.

5.2.6 Proléciva DONu obsahujici biotin
Allyl-glycinat hydrochlorid (105)
cr Boc-Gly-OH (15,0 g; 87,6 mmol; 1 ekv.) a hydrogenuhli¢itan sodny
H3N\)J\o/\/ (18,4 g; 219 mmol; 2,5 ekv.) byly suspendovany v bezvodém DMF
(180 ml). Poté byl ptidan allyl bromid (53,0 g; 38 ml; 438 mmol; 5 ekv.) a vznikla reak¢ni

smés byla po dobu 18 hodin zahfivana na teplotu 50 °C. DMF byl odpafen a ziskany
odparek byl suspendovan v EtO (180 ml), pevna latka byla odfiltrovana a dikladné
promyta dalSim Et:O (2x50 ml). Spojené organické frakce byly promyty nasycenym
roztokem NaCl (2x25 ml), suSeny MgSO4 a rozpoustédlo bylo odpateno. Ziskany
meziprodukt allyl (#-butoxykarbonyl)glycinat 104 (18,5 g; 98 %) byl rozpustén ve 4M
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roztoku HCI v dioxanu (90 ml) a za mirné exotermického prib¢hu byla reakce michéna
po dobu 30 minut. Dioxan byl odpaten a ziskany surovy produkt byl suspendovéan v Et;O
(100 ml), sonikovan po dobu 10 minut a poté michan dalSich 20 minut za chlazeni
na teplotu 0-5°C. Pevna latka byla poté zfiltrovana, promyta Et;O (20 ml) a suSena
za vakua pres noc. Produkt byl izolovan ve formé hydrochloridu 105 (11,2 g; 84 %) jako
bezbarva pevna latka.

'H NMR (401 MHz, ds-DMSO): 3,82 (s; 2H); 4,68 (dt; J = 5,4; 1,5 Hz; 2H); 5,26 (dq;
J=10,5; 1,5 Hz; 1H); 5,38 (dq; J = 17,3; 1,5 Hz; 1H); 5,93 (ddt; J = 17,2; 10,7; 5,4 Hz;
1H); 8,55 (s; 3H).

Allyl-(z-butoxykarbonyl)-L-fenylalanylglycinat (106)
Boc-L-Phe-OH (1,93 g; 7,26 mmol; 1,1 ekv.) a HATU (2,88 g;
o 7,59 mmol; 1,15 ekv.) byly rozpustény v bezvodém DMF
Boc., H\)J\O/\/ (20 ml) pod inertni atmosférou dusiku. Reakéni smés byla
"o ochlazena na 0-5 °C a poté byl ptikapan DIEA (3,41 g; 4,6 ml;
26,4 mmol; 4 ekv.). Po 5 minutach byl ptidan roztok latky 105 (1,00 g; 6,60 mmol; 1 ekv.)
v bezvodém DMF (5 ml). Reakéni smés byla michana 30 minut pfi stejné teploté a poté 90
minut pfi laboratorni teploté. DMF byl odpaten, odparek byl znovu rozpustén v EtOAc
(250 ml) a postupné promyt nasycenym roztokem NaHCOs3 (100 ml), dest. H2O (100 ml),
10% KHSO4 (100 ml), opét dest. H>O (100 ml) a solankou (100 ml). Organicky podil byl
suSen bezvodym MgSO4 a rozpoustédlo bylo odpafeno. Produkt 106 byl ziskan ve formé
svétle zluté amorfni latky (1,96 g; 82 %) a do dalSiho kroku byl pouzit bez dalSiho ¢isténi.
TH NMR (401 MHz, CDCl): 1,39 (s; 9H); 3,04 (dd; J = 12,2; 7,5 Hz; 1H); 3,12 (dd;
J=13,9; 6,6 Hz; 1H); 3,95 (dd; J = 18,3; 4,8 Hz; 1H); 4,06 (dd; J = 18,3; 5,5 Hz; 1H);
4,41 (bs; 1H); 4,62 (dt; J =5,8; 1,4 Hz; 2H); 5,02 (bs; 1H); 5,26 (dq; J = 10,5; 1,3 Hz; 1H);
5,32 (dq; J=17,3; 1,3 Hz; 1H); 5,89 (ddt; J=17,2; 10,4; 5,8 Hz; 1H); 6,47 (t; J= 5,9 Hz;
1H); 7,18 — 7,25 (m; 3H); 7,27 — 7,32 (m; 2H).
13C NMR (101 MHz, CDCls): 28,4 (3C); 38,5; 41,4; 55,8; 66,2; 119,1; 127,1; 128,8 (2C);
129.,4 (3C); 131,5; 136,7; 163,4; 169,3; 171,7.
ESI MS: 385,2 ([M + Na]").
HR ESI MS: vypocteno pro Ci19H2605N2Na 385,17339; nalezeno 385,17316.
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Allyl-L-fenylalanylglycinat hydrochlorid (107)
Sloucenina 106 (1,96 g; 5,40 mmol; 1 ekv.) byla rozpusténa
o v 4M roztoku HCI v dioxanu (10 ml) a vznikla smés byla
*HaN H\)J\O/\% michana po dobu 20 minut za laboratorni teploty. Dioxan
o © azbytek HCI byly odpafeny. Surovy produkt byl
suspendovan v Et2O (30 ml), sonikovan po dobu 10 minut a poté michan dal$ich 20 minut
za chlazeni na teplotu 0-5°C. Pevna latka byla poté zfiltrovana, promyta Et2O (10 ml) a
suSena za vakua pies noc. Produkt 107 byl izolovan ve formé hydrochloridu jako bezbarva
pevna latka (1,22 g; 76 %).
'"H NMR (401 MHz, ds-DMSO): 3,03 (dd; J = 14,0; 7,3 Hz; 1H); 3,18 (dd; J = 14,1; 5,7
Hz; 1H); 3,93 (dd; J=17.,4; 5,7 Hz; 1H); 4,00 (dd; J=17,4; 5,9 Hz; 1H); 4,11 (t; J= 6,6
Hz; 1H); 4,60 (dt; J = 5,4; 1,6 Hz; 2H); 5,23 (dq; J = 10,5; 1,5 Hz; 1H); 5,34 (dq; J = 17.3;
1,5 Hz; 1H); 5,91 (ddt; J = 17,2; 10,6; 5,4 Hz; 1H); 7,20 — 7,39 (m; 5H); 8,36 (bs; 3H);
9,23 (t; J=5,8 Hz; 1H).
13C NMR (101 MHz, ds-DMSO): 36,8; 40,7; 53,2; 64,9; 118,0; 127,1; 128,4 (2C); 129,7
(20); 132,3; 134,9; 168,6; 169,0.
ESI MS: 263,1 (M + HJ").
HR ESI MS: vypocteno pro Ci4H1903N2 263,13902; nalezeno 263,13884.

Allyl-((S)-2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)karbonyl)amino)-6-diazo-5-oxohexanoyl)-L-
fenylalanylglycinat (108)
Fmoc-L-DON-OH (1,11 g; 2,83 mmol; 1,05 ekv.) a

y 0 HATU (1,13 g; 2,96 mmol; 1,10 ekv.) byly rozpustény
N\)J\ ANF
N 0 HN O v bezvodém DMF (20 ml) pod inertni atmosférou
2% (0]
i © dusiku. Reak¢ni smés byla ochlazena na 0-5 °C a poté
“Fmoc

byl ptikapan DIEA (1,39 g; 1,9 ml; 10,8 mmol;
4 ekv.). Po 5 minutdich byl pfidan roztok latky 107 (804 mg; 2,69 mmol; 1 ekv.)
v bezvodém DMF (6 ml). Reak¢éni smés byla michdna 30 minut pfi stejné teploté a poté
150 minut pfi laboratorni teploté¢. DMF byl odpaten, odparek byl znovu rozpustén v EtOAc
(250 ml) a postupné promyt nasycenym roztokem NaHCO; (100 ml), dest. H2O (100 ml),
10% KHSO4 (100 ml), dest. H2O (100 ml) a solankou (100 ml). Organicky podil byl susen

bezvodym MgSOs4 a rozpoustédlo bylo odpatfeno. Surovy produkt byl precistén pomoci
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sloupcové chromatografie na silikagelu (mobilni faze DCM/EtOAc, 1:1) za zisku svétle
zluté pevné latky 108 (1,57 g; 91 %).

'H NMR (401 MHz, ds-DMSO): 1,61 — 1,84 (m; 2H); 2,15 — 2,31 (m; 2H); 2,80 (dd;
J=13,8;9,4 Hz; 1H); 3,02 (dd; J=13,8; 4,5 Hz; 1H); 3,83 — 3,99 (m; 2H); 4,17 — 4,32 (m;
3H); 4,57 (dt; J = 5,5; 1,6 Hz; 3H); 5,21 (dq; J = 10,5; 1,5 Hz; 1H); 5,31 (dq; J = 17,2;
1,7 Hz; 1H); 5,82 — 5,94 (m; 1H); 5,96 (bs; 1H); 7,10 — 7,26 (m; 5H); 7,33 (t; J = 7,4 Hz;
2H); 7,42 (td; J=7,5; 1,2 Hz; 2H); 7,46 (d; J= 8,2 Hz; 1H); 7,71 (dd; J = 7,6; 4,6 Hz; 2H);
7,89 (d; J= 7,5 Hz; 3H); 8,02 (d; J = 8,3 Hz; 1H); 8,53 (t; J=5,9 Hz; 1H).

ESI MS: 660,3 ([M + Na]").

HR ESI MS: vypocteno pro C3sHzs07NsNa 660,24287; nalezeno 660,24213.

Allyl-((S)-2-amino-6-diazo-5-oxohexanoyl)-L-fenylalanylglycinat (109)
Slouc¢enina 108 (1,50 g; 2,35 mmol; 1 ekv.) byla
o rozpusténa v bezvodém DCM (24 ml) a poté byl
o HN H\)J\ o NF do reakce ptikapan diethylamin (1,72 g; 2,4 ml;
NZMO o 23,5 mmol; 10 ekv.). Reakéni smés byla michéna
po dobu 2,5 hodin za laboratorni teploty pod inertni
atmosférou dusiku. Rozpoustédlo a zbytek aminu byly odpafeny a surovy produkt byl
preciStén pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu (mobilni faze DCM/MeOH,
15:1). Produkt 109 byl ziskan ve formé Zluté amorfni latky (312 mg; 32 %) a z divodu
jeho znaéné nestability byl ithned pouzit do nasledujiciho kroku.
TH NMR (401 MHz, CDCl3): 1,65 (bs; 2H); 1,77 — 1,93 (m; 2H); 2,12 — 2,25 (m; 2H);
3,02 (dd; J = 14,1, 8,9 Hz; 1H); 3,24 (dd; J = 14,1, 6,1 Hz; 1H); 3,41 (t; J = 6,2 Hz; 1H);
3,90 — 4,12 (m; 2H); 4,63 (dt; J=5,8; 1,4 Hz; 2H); 4,67 (td; J = 8,7; 6,2 Hz; 1H); 5,17 (bs;
1H); 5,26 (dq; J = 10,4; 1,2 Hz; 1H); 5,32 (dq; J = 17.3; 1,2 Hz; 1H); 5,89 (ddt; J = 17,2;
10,4; 5,8 Hz; 1H); 6,66 (s; 1H); 7,16 — 7,36 (m; SH); 7,73 (d; J= 8,2 Hz; 1H).
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Allyl-((5)-2-((S)-2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)karbonyl)amino)-3-
fenylpropanamido)-6-diazo-5-oxohexanoyl)-L-fenylalanylglycinat (110)
Fmoc-L-Phe-OH (308 mg; 0,794 mmol; 1,1 ekv.) a
H O HATU (316 mg; 0,830 mmol; 1,15 ekv.) byly
0 HN N\)J\OM rozpustény v bezvodém DMF (12 ml) pod inertni

Noa
atmosférou dusiku. Reakéni smés byla ochlazena

0 0]
HN.__O

Fmoc“j//@ na0—5 °C a poté byl piikapan DIEA (280 mg;

H 377 ul; 2,17 mmol; 3 ekv.). Po 5 minutach byl pfidan
roztok latky 109 (300 mg; 722 umol; 1 ekv.) v bezvodém DMF (5 ml). Reakéni smés byla
michana 30 minut pii stejné teploté a poté 150 minut pii laboratorni teplot¢. DMF byl
odpaten. Surovy produkt byl pfecistén pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu
(mobilni faze DCM/MeOH, 30:1) za zisku svétle Zluté pevné latky 110 (346 mg; 61 %).
TH NMR (401 MHz, ds-DMSO): 1,68 — 1,79 (m; 1H); 1,80 — 1,91 (m; 1H); 2,20 — 2,30
(m; 2H); 2,69 — 2,85 (m; 2H); 2,93 (dd; J = 13,9; 3,6 Hz; 1H); 3,04 (dd; J = 14,0; 4,6 Hz;
1H); 3,83 — 3,98 (m; 2H); 4,08 — 4,20 (m; 2H); 4,25 (q; J = 8,2 Hz; 2H); 4,52 — 4,62 (m;
3H); 5,21 (dq; J=10,5; 1,4 Hz; 1H); 5,32 (dq; J = 17,3; 1,7 Hz; 1H); 5,90 (ddt; J =17,2;
10,6; 5,4 Hz; 1H); 5,90 (bs; 1H); 7,11 — 7,34 (m; 13H); 7,40 (ddd; J = 8,7; 6,8; 1,7 Hz;
2H); 7,57 — 7,66 (m; 3H); 7,80 — 7,92 (m; 2H); 8,07 (t; J = 8,9 Hz; 2H); 8,51 (t; J= 5,9 Hz;
1H).
ESI MS: 807,2 ([M + Na]").
HR ESI MS: vypocteno pro C44H4408NeNa 807,31128; nalezeno 807,31059.

(9)-2-(((S)-2-((((9H-Fluoren-9-yl)methoxy)karbonyl)amino)-3-fenylpropanamido)-6-
diazo-5-oxohexanoyl)-L-fenylalanylglycin (111)

Latka 110 (150 mg; 0,191 mmol; 1 ekv.) byla rozpusténa
y O ve smési DCM/DMF 5:1 (10+2 ml). Fenylsilan (41 mg;
O HN N\/U\OH 47 ul; 0,382 mmol; 2 ekv.) a nasledné Pd(PPhs)4 (2,2 mg;
s i 8 ° 2,00 pmol; 0,01 ekv.) byly pfidany do reakéni smési a ta
Fmoc\Nf,,//© byla michdna po dobu 30 minut za laboratorni teploty.
H Rozpoustédla byla odpatena. Produkt 111 byl ziskan jako
svétle hnéda pevnd latka v kvantitativnim vytézku (142 mg) a pro nasledujici krok byl

pouzit bez ptedchoziho ¢isténi.
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'H NMR (401 MHz, ds-DMSO): 1,67 — 1,80 (m; 1H); 1,81 — 1,94 (m; 1H), 2,20 — 2,33
(m; 2H); 2,66 — 2,87 (m; 2H); 2,94 (dd; J = 14,0; 3,3 Hz; 1H); 3,06 (dd; J = 13,9; 4,7 Hz;
1H); 3,69 — 3,87 (m; 2H); 4,07 — 4,20 (m; 2H); 4,21 — 4,34 (m; 2H); 4,57 (dt; J = 12,7,
4,5 Hz; 2H); 5,93 (bs; 1H); 7,09 — 7,70 (m; 16H); 7,88 (d; J = 7,6 Hz; 2H); 8,05 (d;
J=8,4 Hz; 1H); 8,09 (d; J= 7,8 Hz; 1H); 8,30 — 8,36 (m; 1H); 12,62 (s; 1H).

ESI MS: 767,3 (IM + Na]").

HR ESI MS: vypocteno pro C41H3908Ne 743,28349; nalezeno 743,28335.

(9H-Fluoren-9-yl)methyl-((2S5,5S,85)-8-benzyl-5-(4-diazo-3-oxobutyl)-3,6,9,12,28-
pentaoxo-32-((3a8,4S,6aR)-2-oxohexahydro-1H-thieno|3,4-d]imidazol-4-yl)-1-fenyl-
17,20,23-trioxa-4,7,10,13,27-pentaazadotriakontan-2-yl)karbamat (112)

0 HHN—°

o HN H\)OLN/\/\O/\/O\/\O/\/\NM\;‘/H

NZMO © ; : S—"H
HN.__O

Seds
Latka 111 (100 mg; 0,134 mmol; 1 ekv.) a HATU (56 mg; 0,148 mmol; 1,1 ekv.) byly
rozpustény v bezvodém DMF (5 ml) a reakéni smés byla ochlazena na teplotu 0-5 °C. Byl
pfidan DIEA (52 mg; 70 ul; 0,403 mmol; 2 ekv.) a po 5 minutdch byl pfikapan roztok
biotin-(PEG)4-NH> TFA (75 mg; 0,134 mmol; 1 ekv.) v bezvodém DMF (2,5 ml). Reakce
byla michana 30 minut pii stejné teploté¢ a dalSich 60 minut za laboratorni teploty
pod inertni atmosférou dusiku. Reakéni smés byla preciSténa na preparativnim HPLC
(acetonitril/H20, 0,1 % HCOOH) a frakce obsahujici produkt byly lyofilizovany.
Ocekavany produkt 112 byl ziskan jako bezbarva pevna latka (60 mg; 38 %).
TH NMR (401 MHz, CDCls): 1,34 — 1,54 (m; 2H); 1,55 — 1,71 (m; 3H); 1,69 — 1,81 (m;
SH); 1,82 — 2,03 (m; 4H); 2,16 (t; J = 7,5 Hz; 2H); 2,26 — 2,50 (m; 1H); 2,66 (d;
J=12,9 Hz; 1H); 2,86 (dd; J = 12,6; 5,0 Hz; 1H); 2,90 — 3,02 (m; 2H); 3,08 — 3,16 (m;
2H); 3,25 — 3,38 (m; 6H); 3,45 — 3,66 (m; 12H); 3,81 — 3,98 (m; 2H); 4,13 — 4,21 (m; 1H);
4,21 — 4,27 (m; 1H); 4,28 — 4,34 (m; 1H); 4,34 — 4,42 (m; 1H); 4,41 — 4,49 (m; 1H); 4,58
— 4,66 (m; 1H); 5,30 (bs; 1H); 5,86 (bs; 1H); 6,39 (bs; 1H); 6,62 (d; J= 13,2 Hz; 1H); 6,71
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(bs; 1H); 7,01 (t; J = 6,0 Hz; 1H); 7,08 — 7,35 (m; 12H); 7,39 (t; J = 7,5 Hz; 2H); 7,46 —
7,56 (m; 3H); 7,57 — 7,66 (m; 1H); 7,75 (d; J= 7,6 Hz; 2H); 8,26 (bs; 1H).

ESIMS: 1195,6 ([M + Na]").

HR ESI MS: vypocteno pro CsiH76012N10NaS 1195,52571; nalezeno 1195,52608.

(5)-2-((S)-2-Amino-3-fenylpropanamido)-6-diazo-5-o0xo-N-((5)-3,6,22-trioxo-26-
((3aS8,4S5,6aR)-2-oxohexahydro-1H-thieno|3,4-d]imidazol-4-yl)-1-fenyl-11,14,17-
trioxa-4,7,21-triazahexakosan-2-yl)hexanamid (113)

O

0 HN HiN/\/\o/\/O\/\O/\/\NM\ﬁH

NZMO o) H H s/
HN.__O
Hsz"’/©

Latka 112 (60 mg; 0,051 mmol; 1 ekv.) byla rozpusténa v bezvodém DMF (1 ml). Byl
pfidan diethylamin (112 mg; 158 pl; 1,53 mmol; 30 ekv.) a reakéni smés byla michana
po dobu 2,5 hodin za laboratorni teploty pod inertni atmosférou dusiku. DMF a ptebytek
aminu byly odpafeny. Surovd reakéni smés byla preciSténa na preparativnim HPLC
(acetonitril/H20, 0,1 % HCOOH) a frakce obsahujici produkt byly lyofilizovany.
Ocekavany produkt 113 byl ziskan jako bezbarva pevna latka (26 mg; 54 %).
'H NMR (401 MHz, ds-DMSO): 1,29 (tdd; J = 16,0; 10,8; 6,6 Hz; 2H); 1,48 (ddt;
J=22.8; 18,8; 7,8 Hz; 3H); 1,62 (dt; J = 11,8; 6,7 Hz; 5H); 1,72 (dq; J = 13,5; 7,8 Hz;
1H); 1,78 — 1,88 (m; 1H); 2,05 (t; J = 7,6 Hz; 2H); 2,16 — 2,24 (m; 2H); 2,50 — 2,53 (m;
2H); 2,56 — 2,69 (m; 3H); 2,79 — 2,86 (m; 2H); 2,94 (dd; J = 13,6; 4,3 Hz; 1H); 3,01 — 3,15
(m; 6H); 3,38 (td; J=6,4; 2,4 Hz; 4H), 3,46 (dd; J = 6,2; 3,7 Hz; 4H); 3,51 (dd; J = 5,7;
3,3 Hz; 4H); 3,61 (dd; J= 16,4; 5,5 Hz; 1H); 3,71 (dd; J = 16,4; 6,0 Hz; 1H); 4,13 (ddd;
J=1,7;4,4; 1,9 Hz; 1H); 4,22 — 4,28 (m; 1H); 4,27 — 4,34 (m; 1H); 4,48 (ddd; J = 9,6; 7,6;
4,9 Hz; 1H); 5,99 (bs; 1H); 6,37 (bs; 1H); 6,43 (bs; 1H); 7,16 — 7,22 (m; 4H); 7,23 — 7,28
(m; 6H); 7,68 (t; J = 5,7 Hz; 1H); 7,75 (t; J=15,6 Hz; 1H); 8,05 (s; 1H); 8,26 (d;
J=1,5Hz; 1H); 8,29 (t; J=5,7 Hz; 1H).
ESI MS: 973,5 (M + Na]").
HR ESI MS: vypocteno pro CssHessO10N10NaS 973,45763; nalezeno 973,45745.
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(5)-2-((S)-2-Acetamido-3-fenylpropanamido)-6-diazo-5-oxo-/N-(($)-3,6,22-trioxo-26-
((3a8,4S,6aR)-2-oxohexahydro-1H-thieno|3,4-d]imidazol-4-yl)-1-fenyl-11,14,17-
trioxa-4,7,21-triazahexakosan-2-yl)hexanamid (114)

0 HHN—°

@)
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o HN N\)J\N/\/\O/\/O\/\O/\/\NWNH
NZMOO H H L
S0
HN™
Ao

Latka 113 (10 mg; 11 pumol; 1 ekv.) byla rozpusténa ve smési bezvodych rozpoustédel
DCM/DMF 10:1 (0,5 + 0,05 ml). Ke vzniklému roztoku byl ptidan AcOSu ester (3,30 mg;
0,021 mmol; 2 ekv.) a reakéni smés byla michéna po dobu 18 hodin za laboratorni teploty
pod inertni atmosférou dusiku. Rozpoustédla byla odpafena. Surovéa reakéni smés byla
ptrecisténa na preparativnim HPLC (acetonitril/H>O, 0,1 % HCOOH) a frakce obsahujici
produkt byly lyofilizovany. Oc¢ekavany produkt 114 byl ziskan jako bezbarva pevna latka
(5,4 mg; 52 %).

TH NMR (401 MHz, de-DMSO): 1,21 — 1,37 (m; 2H); 1,40 — 1,54 (m; 3H); 1,54 — 1,69
(m; 5H); 1,74 (s; 3H); 1,71 — 1,91 (m; 2H); 1,99 — 2,08 (m; 2H); 2,31 — 2,38 (m; 1H); 2,57
(d; J=12,5 Hz; 1H); 2,64 — 2,73 (m; 1H); 2,78 — 2,95 (m; 3H); 3,00 — 3,14 (m; 7H); 3,37
(t; J=6,4 Hz; 4H); 3,41 — 3,49 (m; 4H); 3,47 — 3,53 (m; 4H); 3,60 (dd; J = 16,5; 5,6 Hz;
1H); 3,70 (dd; J = 16,5; 5,9 Hz; 1H); 4,12 (ddd; J = 7,6; 4,5; 1,8 Hz; 1H); 4,14 — 4,23 (m;
1H); 4,30 (dd; J=7,7; 5,0 Hz; 1H); 4,43 — 4,53 (m; 2H); 5,97 (bs; 1H); 6,36 (bs; 1H); 6,42
(bs; 1H); 7,12 — 7,22 (m; 2H); 7,20 — 7,29 (m; 8H); 7,66 (t; J = 5,7 Hz; 1H); 7,74 (t;
J=15,6Hz; 1H); 8,04 — 8,15 (m; 3H); 8,24 (dt; J=9,1; 4,6 Hz; 1H).

ESI MS: 1015,5 ([M + Na]").

HR ESI MS: vypocteno pro C4gHesOsN11010NaS 1015,46819; nalezeno 1015,46797.
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(8)-6-Diazo-2-((S)-2-(2-dimethylamino)acetamido-3-fenylpropanamido)-5-oxo-N-((5)-
3,6,22-trioxo-26-((3a5,45,6aR)-2-oxohexahydro-1H-thieno|3,4-d]imidazol-4-yl)-1-
fenyl-11,14,17-trioxa-4,7,21-triazahexakosan-2-yl)hexanamid (115)

0 HHN—°

N\)LN/\/\O/\/O\/\O/\/\NMNH
\)M H K
S H
HNT e
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Latka 113 (10 mg; 0,011 mmol; 1 ekv.) byla rozpusténa ve smési bezvodych rozpoustédel
DCM/DMF 10:1 (0,5 + 0,05 ml). Ke vzniklému roztoku byl pfidan Osu ester

/

N,N-dimethylglycinu (4,2 mg; 0,021 mmol; 2 ekv.) a reakéni smés byla michana po dobu
18 hodin za laboratorni teploty pod inertni atmosférou dusiku. Rozpoustédla byla
odpatena. Surova reakéni smés byla pieciSténa na preparativnim HPLC (acetonitril/H>O,
0,1 % HCOOH) a frakce obsahujici produkt byly lyofilizovany. Oc¢ekavany produkt 115
byl ziskan jako bezbarva pevna latka (6,3 mg; 58 %).

TH NMR (401 MHz, de-DMSO): 1,22 — 1,40 (m; 2H); 1,40 — 1,57 (m; 3H); 1,55 — 1,69
(m; 5H); 1,69 — 1,82 (m; 1H); 1,80 — 1,93 (m; 1H); 2,01 — 2,09 (m; 2H); 2,06 (s; 6H); 2,24
—2,35 (m; 2H); 2,58 (d; J= 12,5 Hz; 1H); 2,72 (d; J = 15,4 Hz; 1H); 2,79 — 2,89 (m; 4H);
3,00 (dd; J = 14,0; 4,3 Hz; 1H); 3,03 — 3,15 (m; 6H); 3,38 (t; J = 6,4 Hz; 4H); 3,43 — 3,48
(m; 4H); 3,49 — 3,53 (m; 4H); 3,62 (dd; J = 16,5; 5,6 Hz; 1H); 3,71 (dd; J = 16,5; 6,0 Hz;
1H); 4,13 (ddd; J=17,7; 4,4; 1,9 Hz; 1H); 4,24 (td; J = 7,9; 5,7 Hz; 1H); 4,28 — 4,34 (m;
1H); 4,51 (ddd; J=9,0; 7,4; 5,0 Hz; 1H); 4,56 — 4,65 (m; 1H); 6,00 (bs; 1H); 6,37 (bs;
1H); 6,43 (bs; 1H); 7,13 — 7,30 (m; 10H); 7,68 (t; J = 5,6 Hz; 1H); 7,71 — 7,79 (m; 2H);
8,17 (d; J=9,2 Hz; 1H); 8,20 (d; J= 7,8 Hz; 1H); 8,29 (t; J= 5,8 Hz; 1H).

ESI MS: 1058,7 ([M + Na]").

HR ESI MS: vypocteno pro CsoH73011N11NaS 1058,51039; nalezeno 1058,51006.
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6 ZAVER

V ramci moji diplomové prace jsem pfipravila celkem 27 novych proléciv DONu
(ptehled struktur v Priloze 1) na zaklad¢ péti riznych strategii zamétfenych na doruceni
téchto latek do mozku.

V prvni ¢asti jsem Uspésné syntetizovala 14 novych proléciv DONu s lipofilnim
fetézcem piipojenym pies aminoskupinu DONu. Prvni sérii latek 53a-h navrzenou
na zaklad¢ publikované struktury proléciva 33 jsem pfipravila ¢ty krokovou syntézou
vychézejici z chlorokarbonati 49a-b (Schéma 8). Vsechna proléciva S3a-h jsou stabilni
v praseci plazmé¢. ProléCiva 53a a 53¢ pak nejsou metabolizovana ani v prasecim jaternim
homogenatu. Proléivo 53¢ navic prochdzi do mozkovych bunc¢k vyrazné Iépe,
nez samotny DON, coZ bylo prokizano v in vivo studii v transgenni CES” mysi (Graf 8).
Bohuzel vSak v mozku nedochdzi k jeho enzymatickému Stépeni na DON (Graf 7).
Druhou sérii proléciv 58a-c¢ vychazejici ze struktury 34 jsem uspé$né pfipravila Ctyf
krokovou syntézou z komeréné dostupného benzaldehydu (54), ktera zahrnuje postupné
reakei s trifosgenem, p-nitrofenolem a rtutnatou soli dané karboxylové kyseliny a kone¢né
nukleofilni substituci p-nitrofenolového substituentu latek 57a-c esterem DONu 38 nebo
45 (Schéma 9). V in vitro testech vSak pripravend proléciva 58a-c¢ prokazala minimalni
stabilitu v praseci plazmé 1 pfes zavedeni objemnéjSiho 7-butyl esteru do struktury misto
puvodniho isopropyl esteru (34) (Graf 9). Treti sérii proléciv 65a-¢ navrzenych
pro rychlej$i Stépeni v mozku ve srovnani s latkou 48 jsem uspéSné pfiipravila Ctyf
krokovou syntézou z isopropenyl chloroformiatu (61). Syntetickd cesta zahrnuje reakci
s p-nitrofenolem, adici chlorovodiku na isopropenylovy zbytek latky 62 a reakci
s rtut'natou soli dané karboxylové kyseliny. Proléciva 65a-c¢ jsem pak v poslednim kroku
syntézy piipravila reakci z-butyl esteru DONu (45) s takto pfipravenymi karbonaty 64a-c
(Schéma 10). U téchto latek zatim nebyly provedeny Zadné biologické studie.

Dale jsem Uspésné piipravila Sest novych proléciv DONu, kterd obsahuji ve své
struktufe glukozovy zbytek navazany pies atom C-6, urCenych pro pienos do mozku
pomoci pfenase¢e GLUT1. Prvni tfi prolé€iva 70a-c jsem syntetizovala z esteru DONu 38
nebo 45 peptidovym couplingem s Fmoc-L-Trp-OH (66), odchranénim Fmoc skupiny
vznikajicich dipeptidi 67a-b, nukleofilni substituci N-sukcinimidyl esteru latky 71

pfipravenymi dipeptidy 68a-b, naslednym Ctyfndsobnym odchranénim acetylil
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z hydroxyskupin glukozového zbytku latek 69a-b a v pfipadé proléciva 70c jeste
transesterifikaci isopropyl esteru 70b na methyl ester 70c¢ (Schéma 12). Pfi této syntéze
jsem uspésné provedla detailni optimalizaci posledniho kroku, kdy dochéazi k odchranéni
acetyll z gluk6zového zbytku a k souCasné transesterifikaci v zavislosti na délce reakéni
doby a mnozstvi pouzitého methanolatu sodného, kdy isopropyl ester 70b a methyl ester
70¢ vznikaji v rizném poméru (Obrazek 13). Pouze prolécivo 70a pak ukazalo stabilitu
jak v praseci plazmé, tak i prase¢im jaternim homogenatu (Graf 11) na rozdil od latek 70b
a 70c, které obsahuji mén¢ objemny ester (Graf 10). Prolécivo 70a navic neni substratem
efluxniho transportéru P-gp (Graf 11). Bohuzel ale nedochazi k jeho Stépeni ani
v mozkovych bunkach. Dalsi tfi nova glukozova proléciva 79, 83 a 87 jsem uUspésné
pfipravila z #-butyl esteru DONu (45) peptidovymi couplingy se dvéma molekulami
L-fenylalaninu za vzniku tripeptidu 77 (Schéma 13), ktery pak byl spolecnym stavebnim
blokem pro vSechna tii proléciva 79, 83 a 87. Molekulu 79 jsem piipravila nukleofilni
substituci N-sukcinimidyl esteru 71 latkou 77 a naslednym odchranénim acetylt
methanolatem sodnym v methanolu ve vybornych vytézcich 96 % a 90 % (Schéma 14).
Ptipojenim 4-(Fmoc-amino)butanové kyseliny dal$im peptidovym couplingem k molekule
77, odchranénim Fmoc skupiny vznikajictho intermediatu 80, dale pfipojenim
glukozového zbytku k latce 80 reakci s N-sukcinimidyl esterem 71 a naslednou deacetylaci
hydroxyskupin na glukézovém zbytku latky 82 jsem pfipravila prolécivo 83 (Schéma 15).
Obdobnym zplisobem jsem pfipravila i prolécivo 87, ovSem jako linker mezi molekulou 77
a glukézovym zbytkem 71 jsem vyuZila 5-amino-3-oxopentanovou kyselinu (Schéma 16).
Stabilita proléciv 79, 83 a 87 byla v in vitro testech sledovdna v praseCim jaternim
homogenatu, kde vSak dochazelo k jejich pozvolnému Stépeni, a v homogenatu tenkého
stteva, kde nejvyssi stability dosdhla latka 79 (Graf 13). Bohuzel ani jedno z téchto
proléciv nebylo v prase¢im mozkovém homogenatu metabolizovano na DON a navic bylo
dalsi studii prokdzano, ze se nejednd o substraty prenasece GLUT1 (Graf 12).

Nova proléCiva 9S5a-¢ obsahujici arecaidinovy strukturni motiv jsem UspéSné
pfipravila ve tfech krocich zahrnujicich peptidovy coupling #-butyl esteru DONu (45)
se tfemi riznymi aminokyselinami (Fmoc-Gly-OH, Fmoc-L-Phe-OH a
Fmoc-L-Trp(N-Me)-OH), odchranéni Fmoc skupiny a opé&tovny peptidovy coupling
ziskanych dipeptidi 94a, 75 a 94c¢ s arecaidin hydrochloridem (Schéma 19). Dosud

ziskana data z biologickych studii prokazuji vysoké hodnoty stabilit proléciv 95a-c
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v praseCim jaternim homogenétu (Graf 14 a Graf 15). Dalsi biologické testy s témito
latkami prozatim nebyly provedeny.

Nové prolécivo 101 navrzené pro pienos pies HEB pomoci prenasece LAT1 jsem
uspésné pripravila ¢ty krokovou syntézou z komeréné dostupné latky 97, jejiz
aminoskupinu jsem ochranila reakei s allyl chlorformidtem. Vznikajici meziprodukt 98
nukleofiln¢ atakuje N,N-disukcinimidyl karbonat a ptipraveny N-sukcinimidyl ester 99 je
pak nukleofiln¢ substituovan dipeptidem 75. Jeho allylovou a allocovou chranici skupinu
jsem v poslednim kroku syntézy odstranila za katalyzy Pd(PPh3)s v pfitomnosti fenylsilanu
(Schéma 20). Ackoli je prolécivo 101 minimalné metabolizovdno v prase¢im jaternim
homogenatu a homogenatu tenkého stieva, nedochézi bohuzel k jeho S$tépeni ani
v mozkovém homogendatu (Graf 16). Prolécivo 101 navic neni substratem pfenaSe¢e LAT1
(Graf 17).

V posledni ¢asti mé diplomové prace jsem navrhla a pfipravila tii proléciva 113,
114 a 115 urcena pro specifickou distribuci v organismu vazbou k protilatce pomoci
biotin-streptavidinové nekovalentni interakce. Protilatka by meéla slouzit jako selektivni
navadéci systém pro takto vzniklé proléCivo. Pii deseti, respektive jedenacti krokové
syntéze proléciv 113, 114 a 115 jsem jako vychozi latku zvolila komeréné dostupny
Boc-Gly-OH (103), jehoz karboxylovou skupinu jsem ochrénila allylem a Boc skupinu
jsem nasledné odchranila pomoci 4M chlorovodiku v dioxanu. Vznikajici aminokyselina
105 tvoii peptidovym couplingem s Boc-L-Phe-OH dipeptid 106, jehoZ Boc skupinu jsem
opét odchranila chlorovodikem v dioxanu. Vznikajici sloucenina 107 tvofi peptidovym
couplingem s Fmoc-L-DON-OH tripeptid 108 a po odchranéni jeho Fmoc skupiny a
peptidovém couplingu s dalS$i aminokyselinou Fmoc-L-Phe-OH vznikd tetrapeptid 110.
Allyl navazany na karboxylové funkéni skuping latky 110 jsem pak za katalyzy Pd(PPhs)4
v pfitomnosti fenylsilanu odchranila a pfipravend karboxylova kyselina 111 tvofi
peptidovym couplingem s biotin-(PEG)4-NH> prekursor 112. Prolécivo 113 jsem pak
piipravila odchranénim Fmoc skupiny latky 112. Nukleofilni substituci N-sukcinimidyl
esteru kyseliny octové, respektive N-sukcinimidyl esteru (N, N-dimethyl)glycinu
proléc¢ivem 113 vznikaji proléciva 114 a 115 (Schéma 21). Pro tyto latky zatim nebyly
provedeny Zadné biologické studie.

Vsech 27 nové pfipravenych proléciv DONu véetné jejich intermediati jsem plné

charakterizovala naméfenim 'H a '3C NMR a HR MS spekter. Na zikladé vysledkt
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z biologickych studii jednotlivych proléciv jsem ziskala uzite¢né informace o vztahu jejich
struktury a odpovidajici stability. Z naméfenych dat bude v budoucnu ¢erpéano pti hledani
stabilngjSich proléciv. DONu jak v plazmé, tak i v metabolicky aktivnich organech

a se schopnosti st€peni na aktivni DON selektivné v mozkovych buiikach.
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