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Abstrakt

Tato bakalafska prace se zabyva ptipravou fluorescenéné znacenych opiati,
které umoznuji pomoci fluorescencnich technik detekovat p-opioidni receptory a blize
prostudovat interakci s jejich ligandy.

Jako substraty urcené k chemickym modifikacim byly vybrany semi-syntetické
opiaty naloxon a naltrexon. Jejich pfevedeni na odpovidajici C-6 hydrazony umoznilo
slouceniny dale modifikovat a sledovat, zda-1i dojde ke zmén¢ jejich schopnosti se vazat
na p-opioidni receptory.

Nejprve byly pfipraveny znamé adukty hydrazonli s isothiokyanatem
fluoresceinu. Nésledné byly mezi uvedenou fluorescencni znacku a opidtovy fragment
systematicky vkladany rizné¢ dlouhé spojky. Tyto spojky byly pfipraveny
z tetraethylenglykolu s cilem sledovat zménu vazebné konstanty takto upraveného
ligandu opioidniho receptoru.

Nakonec bylo rozhodnuto ptipravit konjugat, ktery by byl opatien spojkou
odpovidajici svym rozmérem zhruba délce dekaethylenglykolu. K tomu byly navrZeny
dva syntetické postupy konstrukce pozadované spojky. Jeden vyuzil ptistup spliiujici
podminky click chemie a druhy byl zaloZen na klasické tvorbé amidu.

Oba uspésné piipravené konjugaty byly prevedeny na adukty s fluoresceinem,
coz umoznilo ovéfit jejich vazbu s receptorem. Ob¢ latky byly také poskytnuty druhému
spolupracujicimu pracovisti, jeZ je pouzije k piipravé syntetické protilatky p-opioidnich

receptord.

Klicova slova: fluorescencni znacky, opiaty, syntéza




Abstract

This Bachelor’s thesis deals with preparation of fluorescently labeled opiates,
which allow detection of p-opioid receptors and study of their interaction with ligands,
using fluorescent techniques.

As substrates designated for chemical modifications were chosen semi-synthetic
opiates, naloxone and naltrexone. Their conversion to corresponding C-6 hydrazones
allowed further modifications of these substances and tracking, if any changes to their
ability to interact with p-opioid receptors ocurr.

Firstly, known adducts of these hydrazones with fluorescein isothiocyanate were
prepared. Then, we inserted linkers of different lengths between the opiate fragment and
the fluorescent tag, systematically. Mentioned linkers were prepared
from tetraethyleneglycole derivatives with aim to study binding constants of modified
u-opioid receptor ligands.

In the end, we decided to prepare opiate conjugate with particular linkers of length
corresponding, approximately, to decaethyleneglycole. Two different procedures were
proposed for the preparation of this linker. One of them used click chemistry concept
and the other was based on classic amide coupling.

Both conjugates were converted to adducts with fluorescein to verify their specific
binding to p-opioid receptors. They were also provided to co-operating group,

which will use them for preparation of synthetic antibody for p-opioid receptors.

Key words: fluorescent tag, opiates, synthesis
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1. Uvod

V procesu prerodu lidského zkoumani okolniho svéta od pradavného, jenz
vSechno pozorované vysvétloval vSemocnou vuli (patiicného) Boha, ve védecky
pfistup, zaloZeny na kritickém posuzovani experimentalnich hodnot, bylo generacemi
zveédavcl postupné pouzito mnoho filozofickych smérti. Bezesporu ten nejuspesnéisi je
zalozen na empirismu, tedy na postupu, ktery se opira o vysledky méfeni a konfrontaci
téchto vysledkt s jiz formulovanou teorii. Nicmén¢ i tento pristup ma svoje limity.
Nikoliv, Ze by selhaval ve své podstaté, ale pravé pro ptisné drzeni se vysledki méfeni.
Na prvni pohled se takové prohlaSeni mize zdat pon€kud lichym, ale staci si uvédomit,
z7e nikoliv kazdé méfeni je zrovna exaktni. Rada védnich disciplin, zvIasté ty, které
spadaji do rodiny ,,life science®, se opira o metody méteni ¢i detekce, jez maji velmi
daleko k dokonalosti. Vysledkem toho je existence Casto zcela protichidnych zavéra
publikovanych v recenzovanych casopisech.

Pravé mnozZstvi protichidnych, ¢i chcete-li nepfili§ do sebe zapadajicich, zprav
0 mozném vlivu podavani analgetik na bazi opiati na névrat rakoviny (relapsi) u jiz
zaléCenych pacientt, nas ptivedlo k mySlence se tomuto rozporu s moznymi velkymi
dopady na medicinu vénovat.®

Uvazovali jsme 1 o moznosti modifikovat opiaty a vyuZzit je na cileni nadord,
které, jak bylo publikovano, expresuji opioidni receptory na povrchu bunék ve velkém
mnozstvi. Ve svétle nasich zkusenosti z chemie morfinani se to na prvni pohled zdélo
jako snadné. Nicméné, rychle jsme s nasimi kolegynémi a kolegy z UOCHB narazili
na problém, jak viibec realizovat tyto studie spojené s opioidnimi receptory. Kli¢ovym
nastrojem v biologii jsou protilatky, které Ize pouzit k nepfebernému mnozstvi aplikaci.
V tomto spole¢ném projektu jich bylo zapotiebi jiz na samém zacatku, kdy bylo nutno
s jejich pomoci ovéfit, zda-li buniky pozadované opioidni receptory vibec vytvari.

Je znamo, ze i bunky, které receptory prokazatelné tvofi, po Case mohou
tuto schopnost ztratit. Proto je potieba se pravidelné o jejich pfitomnosti ujistovat.
Vsechny komeréné dostupné protilatky p-opioidnich receptort vSak trpi zasadnim
nedostatkem - jsou notoricky nespolehlivé a jako vétSina proteint, i nepfilis stale
(z pohledu organického chemika). Tento fakt je velmi frustrujici, vezmete-li v tivahu,

jak dulezité jsou to receptory a jak velky zajem je jim stale vénovan. Pokud bychom se




spoléhali na takovéto protilatky, kazdy nasledujici vysledek by bylo nutné brat s velkou
rezervou.

K jednoduchému urceni, zda-li jsou opioidni receptory ve tkani piitomny, je
nastésti mozné pouzit i podstatné jednodussi chemické slou¢eniny. Témi jsou adukty
liganda (opiath) s fluorescencni znackou. Pokud je takovy znaceny ligand selektivni a
dobfe se na receptor vaze, tak po promyti vzorku tkan¢, by méfeni fluorescence mélo
odhalit ptitomnost fluorescenéni znac¢ky na misté, kde je receptor.

Dalsim krokem bylo formulovani otazky, jestli by nebylo mozné, pii pouZiti
polymerniho nosi¢e vhodného k biologickym aplikacim, pfipravit ,,syntetickou
protilatku p-opioidnich receptort. Tedy chemicky staly konjugat opiatu pfipravitelny
Vv gramovych mnozstvich, jenzZ by nahradil komerén¢ dostupné, avSak nespolehlivé
protilatky na bazi proteint.

V nasledujicich kapitolach se Ctenai sezndmi s jednotlivymi koncepty, cili a

vysledky tohoto projektu.
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2. Teoreticka cast

2.1 Opioidni receptory

Opiaty doprovazeji lidstvo po cela staleti. Vyuzivaji se v medicing, ale téz se
| Zzneuzivaji (heroin, morfin), ¢i nepravidelné aplikuji pro ,,rekreaéni* ucéely (oxykodon,
buprenorfin). Pojem opium pochazi z feckého ,,opos, coz znamena v piekladu $t'ava.
Opium je tekutina, kterd se ziskava z nezralych plodii rostliny Papaver somniferum.®
Ve skutecnosti se jedna o smés latek, ktera obsahuje podil alkaloidt, zejména morfin a
jeho derivaty, které souhrnné oznacujeme jako opiaty. Vyznam téchto sloucenin spociva
Vv jejich vyjimecnych analgetickych ucincich. Opiaty se vyuZzivaji k tlumeni silnych
bolesti, napt. v terminalnim stddiu nadorového onemocnéni. V tomto odvétvi zatim
opiaty nenalezly konkurenci a jejich spotieba neustale roste, jak to dokazuje
i Obrazek 2.1. Na tomto grafu vidime, Zze za poslednich patnact let doslo k vice nez

Styfnasobnému ndristu spotieby opiatli na ¢loveka.’

Obriazek 2.1 Vyvoj celosvétové spotieby opiatii (ME = ekvivalent morfinu)’

w
=]
1
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0

E == Morfin

= == Pethidin

) = Oxykodon

w - Fentanyl

=0 — Hydromorfon
— Spolu
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V roce 1805 byl Friedrichem Wilhelmem Adamem Sertiinerem izolovan Cisty
morfin.® O mnoho let pozd&ji, v roce 1898, byl piipraven prvni semi-synteticky opiat,
heroin. Nasledné v 20. stoleti nésledovala tada derivati jako naloxon, naltrexon
¢i nalorfin. Tyto latky se liSily jak potenci viaci opioidnim receptorim, tak svou
povahou agonista-antagonista. Na konci 20. stoleti byly objeveny prvni endogenni
opiaty peptidové povahy. VSechny tyto objevy umoznily a podnitily studium
mechanismu 0¢inkl opiati. Teorie existence opioidnich receptori byla prvné
formulovéana v roce 1954. A. H. Beckett a A. F. Casy dokazali, ze biologicka aktivita
opiati je zpusobena asociaci se specifickym receptorovym povrchem. To vedlo
k myslence, Ze pro studium a identifikaci téchto receptori by mohly byt pouzity
radioznacené ligandy. Jakmile byly tyto slouCeniny pfipraveny, tfi nezdvislé skupiny
vroce 1973 potvrdily existenci opioidnich receptori v mozku savel za vyuZiti
3H naloxonu. Na zikladé rozdilu mezi u¢inky jednotlivych opiatd byla vyslovena
hypotéza, ze existuje vic druhti opioidnich receptorti. Tato hypotéza byla posléze
potvrzena.

Dnes zname tfi zdkladni druhy opioidnich receptori: u (my), x (kappa) a

o (delta). Existuje tada dalSich receptort, které vSak nejsou ani zdaleka tak
prostudovany a jejich existence ¢i funkce je spiSe predmétem vyzkumu.

Opioidni receptory fadime do skupiny receptorii spfazenych s G proteinem

(GPCR), u kterych dochdzi k vyvolani Gi¢inku specifickym mechanismem.® Ke vzniku

odezvy nedochazi pfimo po zméné strukturni konformace receptoru, ale tato informace

je dale zprostfedkovana G proteinem.

-12-



Obrazek 2.2 Schéma mechanismu funkce opioidniho receptoru®

G protein

cyklasa

ATP cAMP

¥ﬁ/—_J

‘ SniZené uvolfiovani neurotransmitert ‘

GPCR receptory nemaji piimé spojeni s efektorovym proteinem.® P¥i vazbé
ligandu dochéazi ke konformacnim zménam ve struktufe receptoru, které zplisobuji
aktivaci G proteinu a naslednou intracelularni transdukci. Po aktivaci G proteinu
dochazi k disociaci o podjednotky, kterd nasledné zpiisobi v buiice fadu zmén
(Obrazek 2.2). V ptipadé opioidnich receptorit dochazi k uzavieni iontovych kanald
pro vapenaté ionty a vypuzeni draselnych iontl, coz vede Kk hyperpolarizaci buiky a
inhibici adenylyl cyklasy, kterd ma za kol produkei cyklického adenosin monofosfatu.
Ve vysledku tyto zmény zpusobi redukci transmise nervovych vzruchii a inhibici
uvolnovani neurotransmiteri. Tento mechanismus tedy objasiiuje analgetické ucinky

ligand®i opioidnich receptori.

2.1.1 u-Opioidni receptory

u-Opioidni receptory (MOR) zastavaji vysostné postaveni mezi opioidnimi
receptory. Jednoduchym potvrzenim vysSe uvedeného je napiiklad fakt, ze analgetické
i¢inky morfinu nebyly u mysi se zablokovanymi MOR pozorovany.® Diivod, pro¢ jsou
tyto latky pro lidstvo a moderni medicinu tak dualezité a nenahraditelné, je tedy sprazen
pravé s MOR.
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Tento typ receptorti se nachédzi hlavné v centralni nervové soustavé (mozek, micha),
ale také v gastrointestinalnim traktu.® Pravé jejich lokalizace je rovnéz velmi zajimava a
zasluhuje bliz§i zkoumani. V centralni nervové soustavé jsou situovany presynapticky,
na primarnich aferentnich nervech, coz umoznuje pferuSeni nociceptivniho stimulu.
Nejvétsi prekazkou vyuzivani opiatd zistavaji vedlejsi efekty, které jsou zptisobovany
predevsim plisobenim v periferni nervové soustavé. K nejznaméjsim patii hypoventilace
¢1 inhibice peristaltiky (vznik opidty indukované zacpy). Bohuzel, genetické studie
ukazuji, Zze jak zadané, tak i vedlejsi G¢inky jsou jednozna¢né zpusobovany pravé

interakci s MOR.

2.2 Ligandy opioidnich receptorti

Ligandy opioidnich receptort délime do dvou zakladnich skupin, endogenni a
exogenni. Endogenni ligandy jsou peptidy, které se v téle uvoliluji Stépenim jejich
prekurzort (pro-enkefalin, pro-opiomelankortin, pro-dinorfin). Tyto latky funguji jako
pfirozené regulatory bolesti, emoci, dychani atd. VétSi pozornost v této praci je
vénovana exogennim opiatim, jejichz modifikacemi jsme se zabyvali. Jedna se
0 nizkomolekularni latky, které se bud’ vyskytuji v pfirod€, nebo jsou semi-synteticky
ptipravovany. Prestoze téchto sloucenin je obrovské mnozstvi, kazda znich je
z pohledu interakce s receptory unikatni. Tato skute¢nost je dana existenci mnoha
antagonista, ¢i biologicka dostupnost. Vsechny tyto vlastnosti se mizou navic liSit

ve vztahu k jednotlivym typim receptoru.

2.2.1 Opiaty ptirodniho ptivodu

NejznaméjsSim zastupcem opiatd je bezesporu morfin. Jak jiz bylo zminéno
v predchozich Castech, ziskdva se z opia, kde jsou rizné€ zastoupeny 1 dalsi latky.
V soucasné dobé se morfin produkuje vyuzitim vySlechténych kultivard maku.
Isolovany koncentrat z téchto odrid obsahuje az 90 % morfinu. Obdobné se ziskavaji i

kodein, thebain a ¢aste¢né i oripavin. Bohuzel pfili§ mnoho dalSich informaci o téchto
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kultivarech neni znamo, protoze ptedstavuji mimotradné dobie stfezené tajemstvi lidri
trhu. Pro tplnost dodavam, Ze obrat, jen v legalni ¢asti trhu s opiaty, pfedstavuje vice

nez deset miliard dolar rocné (konzervativni odhad).

Schéma 2.1 Struktury latek vyskytujicich se v opiu

morfin kodein thebain

Morfin je typickym ptikladem silného agonisty s afinitou predevsim vi¢i MOR.8
Opium obsahuje fadu dalSich opiat, které miiZzeme vétSinou oznalit za derivaty
morfinu. Tyto latky jsou zastoupeny v menSim mnozstvi a jejich vyuziti neni tak

vyznamne.

2.2.2 Semi-syntetické derivaty opiati

Opiaty vyskytujici se v pfirodé poskytuji jen omezeny repertoar vlastnosti,
coz pifimo vedlo k podniceni hledani novych derivati. Pozadavky na tyto slouceniny
jsou riizné a vétSinou pochézeji z medicinského prostiedi. Pii ptipraveé téchto sloucenin
se veétsinou vyuziva semi-synteticky pfistup, tedy chemicka transformace materialu
Z polni produkce.

Vyhodou maku, resp. Papaver somniferum, je jeho nenarocnost C0z umoznuje
jeho péstovani ve velkém méfitku. Poté nasleduje extrakce, a izolace jednotlivych
sloucenin. Na druhou stranu je potiteba podotknout, Ze separace jednotlivych alkaloida
ze smesi je velice narocna a to diky jejich podobnym fyzikalné-chemickym
vlastnostem.® Navzdory témto komplikacim je extrakce ekonomicky vyhodnéjsi nez
totalni syntéza. Morfin je pomérné mald molekula, ale ve svém skeletu nese fadu
funkénich skupin a pét chiralnich center, coz komplikuje jeho piipravu.l® V roce 1955
byla vypracovana prvni metodika pro totalni syntézu morfinu Marshallem Gatesem,

ktera vychazela z 2,6-dihydroxynaftalenu a sklada se z dvaceti sedmi krokt.'! Gatesova
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syntéza poskytuje morfin ve vytézku mensim nez 1 %. Tato syntéza byla také prvni,
ktera vyuzila Diels-Alderovou reakci v kontextu totalnich syntéz.

Dalsi syntéza morfinu, kterd stoji za zminku, byla publikovana v roce 1980
Kennerem C. Ricem.!? Tato syntéza zahrnuje 14 kroké a podle piivodniho &lanku
probihéa s celkovym vytézkem 30 %.

V roce 2014 bylo celosvétoveé vyprodukovano 534 tun (v ekvivalentech morfinu)
surového materidlu bohat¢ho na morfin.!® Syntetickd cesta, ktera by dokézala
pfipravovat takovéto mnozstvi morfinu a byla ekonomicky vyhodnéjs$i nez kultivace
Papaver somniferum, zatim nebyla nalezena a pravdépodobné¢ ani neni realna. Dne$ni
ukazky novych metod pro syntézu morfinu slouzi vic jako piiklad aplikace novych
postuptl a reakci V totalnich syntézach, nez ze by skute¢né usilovaly o pfipravu morfinu.

Pro pfipravu novych semi-syntetickych derivatl lze vyuzit zejména slouceniny
S vysokym zastoupenim v ptirodnich zdrojich jako naptiklad morfin. Prvnim semi-
syntetickym opiatem byl heroin (diacetylmorfin), ktery mél poskytovat vyssi potenci
nez morfin a niZsi riziko zneuZiti ¢ vedlejsich ¢ink?.® Posléze byl piipraven prvni

antagonista opioidnich receptorii naloxon a jeho analog naltrexon (Schéma 2.2).

Schéma 2.2 Struktury naltrexonu a naloxonu

o -
NR
OH
@]
naltrexon, R = ;\}

naloxon, R = f\/\

Antagonisté opioidnich receptorit dnes nachazeji siroké vyuziti jak v medicing,
tak ve vyzkumu. V medicin€ se tyto latky vyuzivaji k zdchrané Zivota pfi predavkovani
nebo jako aditivum do tablet pro zabranéni jejich zneuZivani. Naloxon totiZ neni
absorbovan pii gastrointestinalnim poziti, proto dochazi k pozadovanému ucinku 1éku
pusobenim agonistd. V piipad¢ intravenozniho uziti vSak pridany naloxon blokuje tento
ucinek. Ve vyzkumu se antagonisté pouzivaji zejména ke studiu interakce ligand-

receptor.
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Zajimavou skupinou latek jsou antagonisté s ucinkem c¢ist€¢ jenom v perifernim
nervovém systému. Zastupcem téchto sloucenin je methyl naltrexon, kvartérni
amoniova sul, ktera jakozto nabita slouCenina nemize prochazet bariérou krev-mozek
(Schéma 2.3). Diky této skuteCnosti mize methyl naltrexon eliminovat vedlejsi u€inky,
vznikajici pisobenim agonistli v perifernim nervovém systému, bez vlivu na analgetické

ucinky vznikajici v centralni nervové soustave.

Schéma 2.3 Struktura methyl naltrexonu
HO

V 60. letech 20. stoleti byla pfipravena fada derivatd oripavinu, které byly
oznaceny jako ,super-potentni agonist¢ MOR.! Vykazuji az 10000 krat silng&jsi
analgetické UcCinky nez morfin. Jedna se o C-6,14 pfemosténé derivaty, které se

ptipravuji Diels-Alderovou reakci thebainu s methyl-vinyl ketonem (Schéma 2.4).

Schéma 2.4 Priprava C-6,14 premosténych derivatii thebainu

Ptiklad této transformace je znazornén vysSe. Sloucenina 1 muze déale reagovat
s libovolnym Grignardovym cinidlem za vzniku terciarniho alkoholu 2, ktery po C-3
O-demethylaci poskytne C-6,14 piremostény derivat oripavinu. Délkou a charakterem
fetézce ,,R*“ mizeme doladit analgetickou potenci slouc¢eniny (10-1000, morfin = 1).
Nejznamé;jsi z téchto derivatu je etorfin, kde symbol ,,R* zastupuje propylovy fragment.
Sledovani relaci struktura-afinita zlstdvd dodnes jednim z nejstudovanéjsich

témat vchemii opiati. [ pii piipravé riznych konjugati téchto sloucenin
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(napf. fluorescencné znacenych) je potfeba zachovat afinitu k opioidnim receptoriim, a

proto je tieba peclivé volit misto syntetického opracovani.

2.3 Derivaty tetracthylenglykolu jako spojky

Polyethylenglykoly, respektive jejich derivaty, se v soucasné chemii vyuzivaji
K riznym ucelim. Slouzi jako vychozi latky pro syntézu crown ethert, specialnich
polymeri a rovnéz své uziti nasly i v biochemii.’® Kupfikladu se pouzivaji
pro derivatizaci liganda receptort, Kk imobilizaci proteini nebo modifikaci polypeptidu.

V nasem piipadé byly tyto latky zvoleny jako fetézce pro spojeni jednotlivych
fragmentt piipravovanych latek. Polyethylenglykoly maji dvé terminalni hydroxy
funkce, které miiZzou byt substituovany rozlicnymi skupinami, jako jsou napiiklad azidy,
isokyanaty, aminy a mnoho dalsich. Takto modifikované polyethylenglykoly lze vyuzit
pro pfipojeni K dal§im fragmentim, jenz pfinasi pozadované spektroskopické,
¢i biochemické vlastnosti. Vyhoda jejich vyuziti pfi konstrukci konjugati bioaktivnich
latek spociva zejména V jejich rozpustnosti ve vodé¢ i Vv organickych rozpoustédlech,
coz vyznamné ulehéuje jejich piipravu a izolaci.'® Mezi dilezité vlastnosti téchto
fetézcl patii skuteCnost, Ze nejsou imunogenni, toxické, v roztoku jsou vysoce mobilni
a maji velky exkluzni objem.

Jako vychozi materidl k pfipravé derivatd ethylenglykold jsme zvolili
tetraethylenglykol, protoze je cenové nejdostupnéjsi a kombinaci dvou fetézct lze
vytvoftit i vyrazné delsi oktaethylenglykolovou spojku. Vzhledem k Sirokym moznostem
jak lze ethylenglykoly modifikovat, nami provedeny design téchto derivata byl
pfedevs§im ovlivnén jasné danou pfitomnosti funkénich skupin morfinanového skeletu.

Ve struktufe opiatt, zobrazené na Schématu 2.5, existuje fada mist, které mohou byt
synteticky modifikovany a nasledné poslouzit k vytvoieni pozadovaného konjugatu.
Ze struktury je ziejmé, Ze C-3 fenolickd, C-6 karbonylova a N-17 aminova skupina jsou
nejptistupnéjsi k naslednym modifikacim. Pravé tyto skupiny byly navrzeny k zavedeni

ethylenglykolového fetézce a posléze i fluorescen¢ni znacky.
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Schéma 2.5 Pristupy pro syntetické opracovani 14-hydroxymorfinanového skeletu
C-3

Tetraethylenglykol lze jednoduSe pievadeét na fadu derivati, které umoziluji
nasledné prodluzovani fetézcli nebo spojeni s pozadovanymi strukturami. Alkoholovou
funkéni skupinu lze nahradit pomoci nukleofilni substituce riznymi nukleofily,
nicméné je potieba ji nejprve pievést na lepsi odstupujici skupinu, k ¢emuz se nejéastéji

vyuzivaji chloridy sulfonovych kyselin.

Schéma 2.6 Derivaty tetraethylenglykolu

R!, R2= X, OR?, N3, NH,, NCS, SH.

Y

RLI\/\0’1'3\/R2

Schéma 2.6 ukazuje rizné funkéni skupiny, které mohou derivaty
tetraethylenglykolu nést. Ptiklady transformaci, v€etné reakénich podminek vedoucich

k symetricky substituovanym derivatim, jsou uvedeny ve Schématu 2.7.
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Schéma 2.7 Priprava derivati tetraethylenglykolu

HO\L/\O/E\/OH

R \

v R3O+/\ o ﬁ»\/ORB
3
TsOJ_~ ,TS\/OTS

\
PR

Mo fo M HS{~ oy SH

Y
g.
a. TsCl, KOH, 0 °C, 3 h; b. i) NaH, THF, rt; ii) R3CI; c. i) AcSK, aceton, Nal, 60 °C,

18 h; ii) HCI, MeOH/H20, 120 °C, 3 h; d. NaN3, DMF, 55 °C, o/n; e. Nal, aceton,
65 °C; f. Hp, Pd/C, EtOH, rt, 1,5 h; g. CSCl2, CaCO3, Ho,O/DCM, 0 °C az rt, 1 h.

Ptiprava symetricky substituovanych tetraethylenglykoli neni naroc¢na,
avsak jejich vyuziti je zna¢n¢ omezené. Kupftikladu, pfi click reakci substratu nesouciho
propargyl nemlZeme pro piipojeni spojky pouzit bis (azid), protoze by dochéazelo
k reakci se dvéma ekvivalenty substratu, coz by znemoznovalo piipojeni dal$iho
fragmentu do molekuly. Piiprava nesymetricky substituovanych tetraethylenglykolt
molarnich pomérti reaktantd. Studium pfipravy nesymetricky substituovanych

ethylenglykolu je jeden z cili této bakalaiské prace.
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2.3.1 Pristup pres fenolicky C-3 morfinanu

Williamsonovu syntézu ethera lze vyuzit pro piipravu konjugati, tedy adukti,
kombinujici opidt s tetraethylenglykolovou spojku ukoncenou vhodnou skupinou
pouzitelnou v bioortogonalni chemii. V takovém ptipadé je tetracthylenova spojka
navazana pres C-3 fenol opidtu. Syntéza spoc¢iva v reakci alkoxidu (tj. soli opiatu)
s primarnim alkylhalogenidem. Tento pfistup VvV naSem piipadé vyzaduje piipravu
derivatu polyethyleneglykolu nesouciho halogen misto jedné z koncovych hydroxy
skupin. Na opa¢ny konec polyetheru je potieba zavést reaktivni skupinu, ktera umozni
dal§i spojovaci reakce s fluorescencni znaCkou ¢i polymerem. U sloucenin typu
oxykodonu, které nesou na C-3 methoxy skupinu, je potieba nejprve provést O-
demethylaci pro piipravu fenolické OH skupiny. Tyto reakce byly provedeny
dle literatury, jak to je zobrazeno na Schématu 2.8.1" Vysledky téchto experiment

nejsou dale blize diskutovany, protoze nejsou cilem ptedlozené prace.

Schéma 2.8 O-demethylace oxykodonu?’

BBr, (6 eq.
q 3(6eq.) . J
N~ DCM N~
OH OH
(@] (@]

Priklad zavedeni spojky prostiednictvim C-3 fenolu na modelovém substratu je

uveden na Schématu 2.9. Propargylovy konec spojky by bylo mozné vyuzit zejména v
CUAAC reakci pro spojeni s dal§imi fragmenty.

Schéma 2.9 Priklad pripojeni tetratehylenglykolového retézce pres C-3 fenol

Nng?@\ Y Q\/Oﬁ\/\oi’a\/' ‘ op\ Y
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2.3.2 Ptistup ptes N-17 morfinanu

U pfistupu pfes N-17 je situace podobna jako u C-3 fenolu. Pro alkylaci
sekundarntho aminu Ize obdobné vyuzit halogenderivaty tetraethylenglykolu.
U substratt typu oxykodonu je potieba nejprve provést N-demethylaci, pro kterou byly
vyvinuté rizné postupy. Nejmodernéjsi postup vyuziva reakci s azodikarboxylatem?® ¢i

palladium katalyzované C-H aktivace®® (Schéma 2.10).

Schéma 2.10 N-demethylace s pouzitim azodikarboxylatu'®

RO RO
j@\ 1. DIAD, DMF, 60 °C, 4 h j@\

Q p - O, B
NMe 2. Dimedon, DMF/MeQOH, 60 °C, 4 h NH
OH OH
0O o]

oxykodon, R = Me noroxykodon, R = Me

oxymorfon, R =H noroxymorfon, R = H

Pfevedeni sekundarniho aminu na terciarni lze snadno provést S pouzitim
podobnych podminek jako v ptipadé alkylace fenolu. Ptiklad takové reakce je

znazornén na Schématu 2.11.

Schéma 2.11 Priklad pripojeni tetraethylenglykolového retézce pres N-17
RO

D\ D I }@\

O, : - g P Q
“ NH " N /\/I, \/\|~O
ﬁ = @’ 3 N
0] 0

noroxykodon, R = Me R=Me, H

noroxymorfon, R = H
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2.3.3 Pristup pies karbonyl na C-6 morfinanu

PiedloZzena bakalaiska prace se blize zabyva piistupem pies C-6 karbonylovou
funkeéni skupinu, respektive pres jeji hydrazon. Vychazelo se ze znamého postupu
prevedeni naltrexonu nebo naloxonu na odpovidajici hydrazony 3 a 4 (Schéma 2.12),
které mohou nasledné reagovat s libovolnym isothiokyanatem za vzniku N,N’-

disubstituované thiomo&oviny.?

Schéma 2.12 Priprava hydrazonii naltrexonu (3) a naloxonu (4)%°

HO HO
; : ~N H,NNH, Ij\

0 - - o .
;@R THF/EtOH ;@R
OH OH
0] HoNN
naltrexon, R = ff naltrexazon, R = 5\% 3

naloxon, R = f\/\ naloxazon, R = f\/\ 4

Pti modifikaci karbonylové skupiny na uhliku C-6 nedochézi k vyraznému sniZeni
afinity, a v ptipadé, Ze se vyuzije transformace zachovavajici sp? hybridizaci tohoto
uhliku, neni dotéena ani antagonisticka ¢i agonisticka povaha slougeniny.?

Naopak pii alkylaci C-3 fenolické skupiny (Schéma 2.9) dochazi jiz u stericky
nendroénych substituentd k vyraznému snizeni afinity k receptorim.?! Pfistup pies N-17
nebylo mozné vyuzit, jelikoZ byly pro fluorescentni znaceni zvoleny slou€eniny
naloxon a naltrexon, které vykazuji vysokou afinitu a selektivitu vi¢i MOR, pravé diky
pritomnosti svého allylového, respektive cyklopropylmethylového fragmentu na atomu
N-17. Zaroven se dle krystalovych struktur tento atom dusiku nachazi hluboko uvnitt
aktivniho mista receptoru, tudiz mizeme piedpokladat, zZe toto misto bude vyjimecné
citlivé na substituci.

Literatura popisuje piipravu fluorescentné znacenych ligandi MOR za vyuziti
hydrazont 3 a 4.22 Jejich reakce s fluorescein isothiokyanatem, poskytuje slouéeniny 5 a
6, které byly v minulosti také testovany na afinitu vici opioidnim receptorim

(Schéma 2.13).
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Schéma 2.13 Priprava aduktii latek 3 a 4 s fluoresceinem??

HO
: :: N fluorescein SCN

NR THF

OH
H,NN

naltrexazon, R = 5\% 3

naloxazon, R = fé\\/\ 4

Vyse zminéné slouCeniny nas inspirovaly K vyuziti pravé této strategie pro piipravu
konjugath  ligandi MOR, nesoucich  fluorescenéni  znacku  pfipojenou
pftes tetraethylenglykolovou a oktaethylenglykolovou spojku. U  konstrukce
oktacthylenglykolové spojky byly zvoleny dva rizné pfistupy, konkrétné spojeni
tetraethylenglykold s vyuzitim CuAAC a tvorbou amidické vazby. V ptipadé¢ CuAAC
dochazi ke spojeni fragmenti za vzniku 1,2,3-triazolu. Jelikoz se jednd o planarni
nepolarni heterocyklicky systém, mohl by zptisobovat interakci s lipofilnimi bunécnymi
membranami a sniZzovat tak specificitu interakce s receptory. Z tohoto divodu byla
zvolena i alternativa vyuzivajici spojeni dvou tetracthylenglykolii prostiednictvim
tvorby amidu.

Pfitomnost atomu siry v thiomocovinové ¢asti konjugatu byla zvolena zcela cilené.
Elementarni analyza polymeru snavazanymi opiaty, pies spojku kombinujici
tetraethylenglykol a thiomocovinu, umoziuje piimo skrze stanoveni obsahu siry urcit
mnozstvi, respektive koncentraci, opiatu v takovém polymernim materialu.

Otazkou zlstava, jaky smysl méa oddéleni ligandu a fluorescencni znacky
polyethylenglykolovym fetézcem. K ziskdni odpovédi je tfeba zacit zcela od samého
zaCatku tohoto projektu. Fluorescencné znacené ligandy opioidnich receptorti jsou
komer¢né tézce dostupné a jejich pouziti neposkytuje pozadované vysledky. Problém
V pouziti nizkomolekularnich sloucenin, jako 5 a 6, spociva v nutnosti pouzit vysoké

koncentrace pro dostacujici silu interakce sreceptory a fluorescentni odezvu.
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Tento problém se vyskytuje zejména pii studiich opioidnich receptori na bunkach
imunitniho systému, kde je jejich koncentrace nizs$i. Nizs$i koncentrace receptort
vyzaduje vys$i koncentraci ligandu pro ziskani zaznamenatelné odezvy. Pouziti vyssi
koncentrace viak zpusobuje nezadouci zvySovani nespecifické interakce.?

Tak se zrodila myslenka spojit koncept iBodies s ligandy opioidnich receptort a
pfipravit polymerni slou¢eninu nesouci ligandy MOR.?* Nami ptipravené konjugaty,
nesouci fluorescencni znacku, umoznily provést kontrolu, kterd méla za cil ovétit vliv
struktury a délky spojky na afinitu Kk MOR receptorim. V podstaté byl konjugat opiatu
nanesen na vzorek obsahujici MOR receptory a po nasledném promyti mél funkéni
konjugat umoznit vizualizaci MOR.

Pojem iBodies byl zaveden pro skupinu syntetickych protilatek, které se skladaji
z HPMA kopolymeru, na ktery lze ptipevnit libovolnou nizkomolekularni latku slouzici
jako ligand pro cileni 1é¢iva ¢i fluorescenéni znacky na vybrany cil (napf. receptor).?
Pouziti polymerniho fetézce tesi otdzku koncentrace, jelikoz zavadi do prostoru
receptoru vétsi mnozstvi kovalentné vazanych ligandu, coz extrémné zvysuje silu vazby
K receptoru. Pro fluorescentni znaCeni muzeme taky pouzit prakticky libovolnou
koncentraci znaCky na polymeru a vyladit tak silu odezvy. Koncept iBodies
tedy predstavuje univerzalni navod pro piipravu syntetickych protilatek, které je mozné
cilit na téméf jakékoliv proteiny v Zivych organizmech.

Jedinou limitaci tvorby iBodies je nutnost existence ligandu, ktery vykazuje
vici cilenému proteinu afinitu a Ize jej pfitom pfipojit na polymer. Pro pfipojeni na
polymer je nutno oddé¢lit ligand spojkou, jelikoZ ptitomnost polymeru v bezprostiednim
okoli ligandu by znemoziovalo interakci receptor-ligand, kterd je zaloZena pravé na
prostorovém uspofadani ligandu. Proto cilem této prace bylo pfipravit konjugaty
ligandi MOR, které nesou rizné¢ dlouhé spojky zakoncené reaktivni skupinou. Tyto
slouceniny lze opatfit fluorescen¢ni znackou a zkontrolovat jejich afinitu vi¢i MOR.
V piipadé, ze ptitomnost spojky v struktufe ligandu dramaticky nesnizila afinitu viici
receptoru ¢i specificitu interakce, 1ze misto fluorescenéni znacky pfipojit reaktivni
cast polymeru (NHS ester) a pripravit tak syntetickou protilatku.

Vyse zminéné polymerni konjugaty by mely umoznit jednodussi provadéni

biochemickych experimentti s MOR a umoznit dal$i rozvoj v této oblasti.
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2.4 Koncept Click chemie

Pojem click chemie byl definovan v roce 2001 v &lanku K. Barry Sharplesse.?®
Click chemie se snazi inspirovat piirodnimi transformacemi, které dokazi syntetizovat
nesmirné slozité latky za vyuziti jednoduchych premén a velice mirnych podminek.
V ptirodé dochazi k vzniku komplexnich struktur prostfednictvim spojeni mensich
fragmentu a to je idea, kterou tento koncept zastava.

Dlouhodobym cilem click chemie je shromazd’ovani sady efektivnich a selektivnich
nastrojii k propojeni jednotlivych fragmentd pii syntézach komplikovanych, zejména
bioaktivnich, latek. Takovéto nastroje pak oteviraji nové moznosti a cesty pii priprave
1é¢iv, fluorescenéné znacenych konjugath ¢i modifikaci DNA. Pro zaclenéni reakce
do konceptu click chemie byly formulovany striktni pravidla.?® Transformace musi mit
univerzalni vyuziti, probihat s vysokymi vytézky, byt stereospecifickd a generovat
jen neskodné vedlejsi produkty, které mohou byt odstranény nechromatografickymi
metodami. Reak¢éni podminky musi byt jednoduché (reakce idealné nejsou ruSeny
pfitomnosti vody a kysliku), reaktanty jednoduSe pfistupné, produkt snadno
1zolovatelny (destilaci nebo krystalizaci) a reakce by méla probihat bez rozpoustédla
nebo v piitomnosti biokompatibilniho rozpoustédla jako napi. voda. Transformace
spliiyjici tyto podminky lze vyuzit také v zivych organizmech, napiiklad pro studium
syntézy DNA, jak to popisuije literatura.?

Doposud byla vyvinuta fada postupti spadajicich do konceptu click chemie.
Tyto postupy jsou zaloZeny na termodynamicky favorizovanych reakcich na bazi
cykloadi¢nich reakci, nukleofilnich substituci ¢i adici na ndsobnou vazbu C=C.

Nejvice vyuzivana reakce je tzv. CuUAAC (z angl. Copper(I) catalyzed azide-alkyne
cycloaddition), ktera spo&iva v reakci azidu s acetylenem za vzniku 1,2,3-triazolu.?’
Jedna se v podstaté¢ 0 katalyzovanou 1,3-dipolarni cykloadici. Historie této chemické
reakce se datuje do roku 1893, kdy Arthur Michael, znamy zejména diky Michaelové
adici, jako prvni popsal ptipravu 1,2,3-triazolu reakci fenyl azidu s diethyl-
acetylendikarboxylatem. V roce 1961 publikoval némecky chemik Rolf Huisgen ¢lanek
objasniujici mechanismus termickych 1,3-dipolarnich cykloadici a jejich vyuziti
k ptipravé heterocyklickych systémt.?® Definoval 1,3-dipolarni cykloadici jako reakci
1,3-dip6lu a-b-c stakzvanym dipolarofilem d-e, ktery obsahuje nasobnou vazbu

(Schéma 2.14).
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Schéma 2.14 1,3-dipoldrni cykloadice dle Huisgena®

a d .
< b ~ bl d

c ™~ € c—e

Pouziti této reakce Vv konceptu click chemie by vSak nebylo mozné, jelikoz
reakce probiha za zvysené teploty a zaroven neregioselektivné. Zmeéna piisla v roce
2002, kdy skupiny Valery V. Fokina and K. Barry Sharplesse nezavisle objevily médi
katalyzovanou variantu této reakce.?’ Po piidavku 1 mol. % CuSOs a 5 mol. %
askorbatu sodného, ktery v roztoku generuje méd'né ionty, dochazi za laboratorni

teploty k selektivnimu vzniku 1,4-disubstituovaného triazolu.

Schéma 2.15 Srovnani klasického provedeni pripravy triazolit a CuAAC

a. N=N R + NN R
— = R2J§/
R2
R1N‘\N+¢N— + RI—=
_N
| b N Re
R27

a. zahfati; b. Cu(l).

Ve Schématu 2.15 muzeme vidét jednoduché porovnani riznych provedeni
reakce. Medi katalyzovana varianta spliuje vSechny piedpoklady pro zarazeni
do konceptu click chemie. Mechanismus CuAAC reakce neni dodnes pfesné znamy a je
stale predmétem vyzkumu. Prvni navrzeny mechanismus piedpokladal koordinaci
jednoho atomu médi, pozdéji bylo navrzeno, Ze muze dochazet ke koordinaci i druhého

atomu médi, coZ zpisobuje dodate¢né snizeni energetické bariéry reakce.
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3. Cile prace

Ptipravit hydrazony naloxonu a naltrexonu

Ptipravit nesymetricky substituované tetraethylenglykoly

Pripravit adukty hydrazonu s isothiokyanatem tetetraethylenglykolu

s ohledem na moznost dalsi modifikace druhého konce polyetherové

spojKky

Provérit moznost konstrukce oktaethylenglykolové spojky s propojenim

pfes CuAAC a rovnézZ pies amidickou vazbu

Zavést fluorescencni znacku na modifikované derivaty naltrexonu
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4. Vysledky a diskuse

4.1 Pfiprava derivati tetracthylenglykolu

Pro piipravu pozadovanych opioidnich latek, nesoucich fluorescen¢ni znacku
pfipojenou prostiednictvim rtzné dlouhych fetézcl, bylo potieba pfipravit sérii
heterobifunk¢nich derivati tetraethylenglykolu.

Jak jiz bylo diskutovano v tvodu, pfistup ptes N-17 nebo fenolicky C-3 vyzaduje

pripravu halogenderivatu tetracthylenglykolu.

Schéma 4.1 Priprava halogenderivatu tetraethylenglykolu®

HO\L/\O’E\/OH a. \\\/o\l\/\o,l,s\/OH b. \\\/O\‘\/\Oﬁ\/l
7

(67 %) (81 %) 8

a. i) NaH, THF, rt; ii) propargyl bromid, rt, o/n; b. i) EtsN, MeSO.Cl, DCM, 0 °C, 4 h;
i) Nal, aceton, 65 °C, o/n.

Pfi pouziti nadbytku tetracthylenglykolu, az 10 eq., byl mono (propargylether)
7 ptipraven bez komplikaci, ve vysokych vytézcich. Pfipravena sloucenina 8 (Schéma
4.1) umoznuje reakci s alkoxidem na bazi opiatu. Takto vznikly ether nese na opacném
konci tetraethylenglykolového fetézce propargyl umoziujici nasledné vyuziti click
chemie pro prodlouZeni fetézce.

Pro pfipravu spojek s aminovou terminalni funkci je pro zavedeni atomu dusiku
do molekuly vhodné ptipravit azidy, které I1ze posléze, dle potieby, redukovat na aminy.
Azidoderivaty lze pripravit jednoduse nukleofilni substituci, nejdiiv je vSak nutné
nahradit hydroxy skupiny tetraethylenglykolu 1épe odstupujici skupinou. Pro tenhle tcel
byl vyuzit tosylat®.

Schéma 4.2 Priprava bis (azidu) a naslednd monoredukce® 3t

MO ot O 2 Nl o s D Nal o N
9

(89 %) (78 %)
10

a. 1) TsCl, KOH, 0 °C, 3 h; ii) NaN3, DMF, 55 °C, o/n; b. PPhz, 1 M HCI, H,O/Et.0,
0°Cazrt, o/n.
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Po reakci tetraethylenglykolu s nadbytkem tosylchloridu vznikl bis (tosylat),
ktery byl posléze preveden na tetraethylenglykol bis (azid) 9 reakci s azidem sodnym
v DMF za zvysené teploty (Schéma 4.2). Azid je funkcni skupina, kterd se pouziva
pro CUAAC reakci s alkynem ve smyslu click chemie. Sir$i vyuziti ma vsak i amino
funkce snadno dostupna zazidu redukci. V piipadé nami ptipravenych azidu byl
redukovan jeden nebo oba azidové konce fetézce na odpovidajici aminy. Redukci obou
azidu lze provést jednoduse palladium katalyzovanou hydrogenaci. Pro monoredukci
byla pouzita modifikovana Staudingerova redukce.®! P¥i vyuziti dvojfazového systému
1M HCI/Et20 dochazi k okamzité protonaci produktu monoredukce a jeho ptrevedeni
do vodné vrstvy, coz ve svém disledku brani styku s trifenylfosfinem a zamezuje
tak redukci druhé azido skupiny slouceniny 10. Reakce poskytovala pii spravném
provedeni produkt ve vysokych vytéZcich kolem 80 %, selektivng, bez vzniku bis
(aminuy).

Pro ptipravu isothiokyanatu, ktery reagoval s hydrazonem naltrexonu a zaroven
na opa¢né strané tetracthylenglykolového derivatu nesl amino funkci, bylo potieba
tuto amino funkci ochranit. Tento krok bylo nutno provést, protoze bis (amino) derivat
nelze selektivné prevést na mono (isothiokyanat).

Schéma 4.3 Priprava isothiokyandtu zakonceného chrdanénou aminovou funkci®>3

) b.
Ns\{\/\o,ira\/NHz Ta%)-— N3\[\/\0¢3\/NHBDC W SCN‘{“‘/\O/E\/NHBDC
10 1 12

a. EtsN, Boc,O, DCM, rt, o/n; b. i) Hz, Pd/C, EtOH, rt, 1,5 h; ii) CSCl,, CaCQOs,
DCM/H20, 0 °C azrt, 1 h.

Amino funkce slou¢eniny 10 byla ochranéna Boc skupinou.®? Nasledn& byla
katalyticky zredukovana druha azido funkce a vznikly amin pfeveden na isothiokyanat
12 reakei s thiofosgenem v piitomnosti CaCO3 (Schéma 4.3).%3 Piiprava isothiokyanati
probihala s nejmensim vytézkem z celé sekvence (30-40 %), ale jelikoz byly tyto reakce
provadéné na synteticky snadno dostupnych substratech, neptfedstavovalo to prekazku
Vv ptiprave téchto sloucenin.

Pro vyuziti click chemie bylo nutné pfipravit Spojku nesouci propargyl, jako
napiiklad slouceninu 7, kterou mtzeme opatfit isothiokyanatem zpisobem popsanym

nize na Schématu 4.4.
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Schéma 4.4 Priprava isothiokyandtu zakonceného propargyl éterem™

= =

\\/O,l\/\o,ts\/OH __a \\/O{\/\oﬁ\/NHz T:,\\\/O\I\/\O,IB\/NCS
7 13 (48 %) 14

a. 1) TsCl, EtsN, DCM, o/n; ii) NaN3, DMF, 55 °C, o/n; iii) PPhs, THF, rt, o/n; b.

CSCly, CaCO3, DCM/H20, 0 °C az rt, 1 h.

Vznikld sloucenina 14 umoziuje napiiklad reakci s hydrazonem a nasledné
prodlouzeni fetézce click reakci s libovolnym azido derivatem tetracthylenglykolu.
Alternativné byla vyuzita tvorba amidu pro spojeni dvou puvodné
tetracthylenovych fragmentu. Tento piistup zahrnoval ptipravu karboxylové kyseliny
odvozené od tetraethylenglykolu. Separace a ¢isténi karboxylovych kyselin je naro¢né,
podobné jako u aminti, a proto je vyhodné&jsi pracovat naptiklad s estery, které mizeme
v poslednim kroku snadno hydrolyzovat. Ptiprava takové slouceniny byla provedena
obdobnym zptisobem jako v piipadé zavedeni propargylu do slouceniny 7. Pfi pfipravé
slouceniny 7 byl pro deprotonaci pouzit NaH a reak¢éni smés byla michana pies noc
V pfitomnosti propargyl bromidu. Analogické reakéni podminky neposkytovaly
slou¢eninu 15, proto byl v literatuie nalezen alternativni ptistup.3* Napodruhé jiz byla
slouCenina 15 isolovana. Vytézek této reakce byl pomémé nizky, coz bylo
pravdépodobné zplsobeno polarnim charakterem slouceniny 15, ktery znemoznoval jeji
extrakci do organického rozpoustédla.
Sloucenina 15 byla dale modifikovana a opatfena dal$i reaktivni skupinou -
azidem. Poté byl ester 16 hydrolyzovan v siln¢ bazickém prostiedi a vznikla kyselina 17

byla pouzita bez dalSiho ¢isténi do nasledujici reakce (Schéma 4.6).

Schéma 4.5 Priprava tetraethylenglykolu nesouctho esterovou funkci>*

o o
HOMO*}/OH o HO{\/\oTs\/O\)koa ° Na‘L/\o’f'a\/o\)LOEt
15 16

(29 %) (57 %)

a. i) Na, 150 °C; ii) ethyl-bromacetat, 150 °C, o/n; b. i) TsCl, EtsN, DCM, o/n; ii) NaN3,
DMF, 55 °C, o/n.

Kyselina 17 byla aktivovana po deprotonaci triethylaminem pomoci TBTU,
posléze byl do reakéni smési pfidan amin 18 (Schéma 4.6). Oktacthylenglykolova
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spojka byla poté prevedena na isothiokyanat 20, €0z umoznilo jeji spojeni
s naltrexazonem.

Schéma 4.6 Priprava oktaethylenglykolové spojky a jeji pievedeni na isothiokyandt®®

o
N:’{\/\ofg\/o\)LOH * HZN*\/O\L{\NHBOC
17 18

(60 %) | a.

0
NS{\/\O*G’\/O\)J\E/{’\/OJ%/\NHBOC 19

(29 %) | b.

o]
SCN‘{\/\O%?’\/O\)J\H’{/\/O%B/\ NHBoc 20

a. EtsN, TBTU, DMF; b. i) Hz, Pd/C, EtOH, rt, 1,5 h; ii) CSCl;, CaCOs, DCM/H:0,
0°Cazrt,2h.

Mirnou nevyhodou tohoto pfistupu bylo, Ze piiprava isothiokyanatu 20,
Ktera probihala s nizkymi vytézky, byla provedena na substratu, jehoz piiprava

vyzadovala del$i syntetickou sekvenci, a proto byl dostupny v mensich mnozstvich.
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4.1 Piiprava fluorescen¢né znacenych konjugati

Pfi navrhu projektu byl diskutovan 1 vybér fluorescencni znacky, kde jako zakladni
kritéria vystupovaly financni ndroc¢nost a piipadnd interakce znacky s bunénymi
membranami. Ta by mohla zplisobovat neselektivitu interakce pfipravené slouceniny
S receptory. Jinak feceno bylo tieba se vyhnout ndhodné falesné odezvé tedy “nalepeni”
znacky na lipofilni cast studovaného vzorku prost¢ MOR receptoru. Na zakladé
predeslych zkusenosti s ptipravou BODIPY v laboratoii byly tyto slouceniny navrzeny
pro fluorescentni znaceni naltrexonu a naloxonu. Po bliz§im prostudovéani problematiky
bylo zjisténo, ze pravé BODIPY vykazuji jeden znejvétSich faktord interakce
s lipidovymi membranami, a proto nejsou vhodné pro tento i¢el.*> Nakonec byl zvolen
fluorescein, ktery je komeréné dostupny i ve formé isothiokyanatu. Je finanéné
nendroény a jeho interakce s bunéénymi membranami je zanedbatelnd, tudiz nesnizuje

selektivitu interakce.

4.2.1 Ptistup pfes karbonyl na C-6 semi-syntetickych opiath

Jak jiz bylo zminéno, pfistup pies C-6 spofivda v prevedeni 14-
hydroxymorfinanu na hydrazon a v nasledné reakci s isothiokyanatem. Pfiprava
hydrazonii se provadi S pouzitim velkého ptebytku hydrazinu, az 25 ekvivalentd,
aby se zamezilo vzniku azind. Pro reakce byl pouzit roztok hydrazinu v THF, ale
pozdéji i 80% vodny hydrazin, pfi¢emz u obou variant bylo dosazeno vysokych
vytézku. Ptipravené hydrazony 3 a 4 byly vysrazeny piidavkem hexanu do roztokt
v dichlormethanu, za snizené teploty (0 °C) a intenzivniho michani. Pti precipitaci
za vyssi teploty dochazelo k vylucovani latek ve formé oleje.

Nejprve byl piipraven adukt naltrexonu a naloxonu s fluoresceinem
dle literatury.??> Reakce poskytla produkty 5 a 6 ve vysokych vytézcich, které byly
nasledné pouzity pifi biochemickych experimentech. Na zakladé vysledkii téchto
experimentll a po zvadzeni cenové ndkladnosti byl pro dal§i verze fluorescencné
znacenych ligandl p-opioidnich receptorti pouzit pouze naltrexon.

Kvili nutnosti vyzkouSet, zda-li ptipraveny konjugat s ethylenglykolovou
spojkou je stale ligandem MOR receptort, byly dale pfipraveny slouceniny, u kterych

byl opioidni skelet a fluorescein odd€len rtzné dlouhymi fetézci. Pro piipravu
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slouceniny, kde spojka méla délku jednoho tetraethylenglykolového fetézce, byla
pouzita sloucenina 12. Jeji reakci s naltrexazonem byl ziskan konjugat naltrexonu 21,
nesouci tetracthylenglykolovy fetézec zakonfeny amino skupinou chranénou Boc
skupinou (Schéma 4.7). Hydrazony, stejné jako dobfe znamé oximy, existuji ve dvou
moznych isomernich formach, a tak tomu bylo i vtomto piipadé.®® Vzniklé isomery
spontanné ptechéazely jeden v druhy a z toho divodu jejich oddéleni nemélo smysl, a

tudiz jsme dale pracovali S jejich smési.

Schéma 4.7 Reakce naltrexazonu s isothiokyandtem 12

HO
SCN NHBoc
D\ oty j@\
Q = 12 - ° N\/A
N\/A THF OH
OH (89 %) SN HNN?

HN\/\O/\/O\/\O/\/NHBOC
3 21

HO

Izolovany konjugat 21 byl Gc¢inkem trifluoroctové kyseliny odchranén a vznikly
primarni amin byl nasledné sloucen s fluorescein isothiokyanatem za vzniku slou¢eniny

22, zobrazené na Schématu 4.8.

Schéma 4.8 Zavedeni fluorescencni znacky do slouceniny 21
HO

i. CF;COOH/DCM o
N\/A
ii. fluorescein SCN, Et3N, THF s /ﬁ

(9 %) N—HNNT H

HN\/\O/\/O\/\O/\/NHBOC HN\/\O/\/O\/\O/\/NFS
21 HN
HO,
DL,
o 0”0

HO

Takto pfipraveny konjugat 22, nesouci fluorescencni znacku, byl ¢istén nejprve

sloupcovou chromatografii reakéni smési, pii které byl oddélen nadbyte¢ny fluorescein.
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Poté byla frakce obsahujici predpoklddany produkt analyzovana pomoci HPLC-MS.
Pritomnost signalu, majici m/z 979,34, ve frakcich potvrdila vznik pozadovaného
produktu. Produkt byl posléze piecistén vyuzitim preparativniho HPLC a
charakterizovan pomoci NMR spektrometrie. Uvedeny vytézek reakce je nizky, protoze
byl vypolten zredlného mnozstvi cistého produktu, ktery byl izolovéan. Jelikoz
mnozstvi latky, které 1ze precistit pomoci HPLC je limitovano velikosti kolony, byl
Cisty produkt ziskan jenom z Casti frakce, ktera ho obsahovala dle HPLC-MS analyzy
nejveétsi mnozstvi. Redlny vytézek reakce by proto po precisténi vSech frakci mohl
predstavovat az 50 %.

Dale bylo nutno pfipravit analogickou slouceninu, kterd méla obsahovat dva
tetraethylenglykolové fetézce mezi fragmentem opiatu a fluoresceinu. Z moznych
zpusobu propojeni tetraethylenglykolovych derivati byly vybrany dva nejklasicté;si.
Prvni zvoleny pfistup zahrnoval click reakci pro spojeni fetézct, a proto byla pro reakci
s naltrexazonem pouzita spojka zakoncena azidovou funkéni skupinou. Navzdory
opakovanym pokusim o pfipravu slouceniny 23, zndzornéné na Schématu 4.9, zadny

z provedenych experimenti tuto latku neposkytl.

Schéma 4.9 Reakce naltrexazonu s isothiokyandtem zakoncenym azidovou
Sfunkcni skupinou
HO

B B

OH S —
H,NN N—HNN
HN\/\O/\/O\/\O/\/Na
3 23

Zavedeni azidové funkce do struktury konjugatu neni nezbytn€ nutné, protoze
triazolovou spojku lze vytvoftit doplitkovym zplisobem - reakei alkylazidu s konjugatem
nesoucim propargylovy fragment. Pro pfipravu pozadovaného propargylkonjugatu byla
pouzita spojka 14. Provedeni reakce bylo analogické k vyse uvedenym reakcim

hydrazont s isothiokyanaty (Schéma 4.10).
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Schéma 4.10 Reakce naltrexazonu s isothiokyandtem zakoncenym propargyl etherem

HOj@\ SCN‘L/\oE\/O\/// HO;©\

THF . iy OH
(68 %) N NN

o>
=
= 0
o
T ;
§>
Y
(@]
<>

CUAAC reakce byla poprvé provedena se slou¢eninou 10.%” P¥itomnost volné
aminové skupiny na konci fetézce se vSak ukazala jako velmi problematicka, a proto
byla nasledné provedena analogicka reakce S pouzitim spojky 11 nesouci skupinu
NHBoc (Schéma 4.11).

Schéma 4.11 Click reakce pro prodlouzeni spojky
HO

J:J\ N NHR o :
Y 3 4‘/\0'1'3\/ N \/A
N A - OH
OH CuS0Qy, L-akorbat Na }—HNN/

S§—HNN’

HO

HN o
— N \/\O/\I
HN o} o] =
O T N o \/ RHN&/O\ﬂo/\/O\/\N%O
24 N=N
R = H (10), Boc (11) R = H (25), Boc (26)

Pfi pouziti azidu 11 bylo nutné konjugat 26 piecistit pomoci sloupcové
chromatografie, jelikoz reak¢éni smés obsahovala fadu dalSich sloucenin. Je tfeba uvést,
ze po pridavku CuSOjs reakéni smés zménila barvu na temné zelenou, coz muze byt
zpusobeno interakci médi s atomem siry v thiomocovinovém zbytku. Ani po piecisténi
pomoci chromatografie nebylo mozné produkt 26 jednoznacné charakterizovat pomoci
NMR spektroskopie. Tuto skutecnost lze vysvétlit prave existenci izomert ¢i rotamerd,
kterych pfitomnost u beztak slozitych latek znemoziuje analyzu signaldi v NMR
spektrech. Z tohoto divodu byly jednotlivé frakce analyzovany metodou HPLC-MS.
Analyza potvrdila pfitomnost produktu ve vice frakcich, nejednalo se vSak o Cistou
latku, ale smés. Vytézek reakce byl odhadnut na ptiblizné 30 %, na zékladé pomérh

intenzit v HPLC-MS chromatogramu a NMR spektru.
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Navzdory pfitomnosti neznamych latek, byl produkt pouzit pro dalsi reakci
(Schéma 4.12). Analogicky jako v piipadé verze s kratkou spojkou byla aminova funkce
uvolnéna pro naslednou reakci s fluorescein isothiokyanatem u¢inkem trifluoroctové

kyseliny.

Schéma 4.12 Zavedeni fluorescencni znacky do slouceniny 26

e PN
o IR N R A
i ot i. CFCOOH, DCM s OH
S§—HNN/ ii. fluorescein SCN,Et;N, THF VHNN/

(33 %) HN o]
HN\/\O/\/O\/\O/\l ~ 0 T~ ""0
S
BocHN/\/O\/\o/\/O\/\N%O HN/\/Q\/\O/\/O\/\N'/\N,\/O
N=N N=
26 27

RS

OH

Reakéni smés byla v prib¢hu experimentu monitorovana pomoci TLC, které
ukdzalo, Ze vroztoku se nachdzi nova latka, kterda by mohla byt poZadovanym
produktem reakce 27. Reakéni smés byla nasledné rozdélena pomoci preparativniho
HPLC a jednotlivé frakce byly analyzovany metodou HPLC-MS, ktera potvrdila
pfitomnost konjugatu 27.

Druhy pfistup pro piipravu verze s delsi spojkou mezi opiatem a fluoresceinem
zahrnoval diive zminény vznik oktaethylenglykolové spojky tvorbou amidové vazby.
Tato moznost je vyhodnd zftady divodi. Jednak se timto zplsobem obejde
problematicky krok CuAAC reakce a za druhé amidova spojka je podstatné vyhodngjsi
nez triazolova, pokud rozpustnost a hydrofilicita je jednim ze sledovanych faktort.
Dalsi rozdil tohoto syntetického ptistupu s predchozim zaloZenym na CuAAC, spocival
vtom, ze cely oktaethylenglykolovy ftetézec 20 byl pfipraven pred reakci s

naltrexazonem.
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Schéma 4.13 Reakce naltrexazonu s oktaethylenglykolovym isothiokyandtem

HO. :
HO Q o \/A
Q\ SCNMOﬁ’S\/O\)\N/{’\/O\L{\NHBoc < @
q : \/A 20 M }—HNN
@J THF HN o ~O0
H,NN (44 %) H

28
3 o

BocHN /\/o\/\o /\/O\/\ H’EO

Vznik kyZzené thiomocoviny 28 (Schéma 4.13) byl opét sledovan metodou HPLC-
MS, ktera ukazala pfitomnost produktu. Produkt byl nasledné izolovan standardni
sloupcovou chromatografii ve vytézku 44 %. Cast takto ziskané slou¢eniny 28 byla
pouzita K pfipravé syntetické protilatky MOR receptort. Zbyly podil latky byl pouzit
pfi reakci s isothiokyanatem fluoresceinu (Schéma 4.14), obdobné jako v piedchozich

ptipadech.

Schéma 4.14 Zavedeni fluorescencni znacky do slouceniny 28
HO. : HO\/ :
N—HNNﬁ i. CF;COQH, DCM §—HNN§

ii. fluorescein SCN,Et3N, THF

HN A~ g~ (19 %) AN~ o O0
28 s 29 5
L : oy k
ST NH

Slozky reakéni smési byly separovany pomoci preparativniho HPLC a nésledné
Dr. Jana Pokornd (UOCHB) piipraveny fluorescenéné znaleny konjugat pouzila v

biochemickém experimentu, ktery potvrdil, Ze sloucenina 29 se specificky vaze k MOR
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receptorum. Tim téZ potvrdila, Ze oktaethylenglykolové spojky s amidickym centralnim
motivem jsou vhodné ke konstrukci syntetickych polymernich protilatek MOR

receptort.
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5. Experimentalni ¢ast

5.1 Pouzité ptistroje a chemikalie

Vsechny rozpoustédla a reaktanty byly pouzity, tak jak byly ziskany z komer¢nich
zdroji, kromé THF, ktery byl destilovan ze smési sodik-benzofenon pod ochrannou
atmosférou argonu. Pro méfeni *H a 3C NMR spekter byly pouZity pfistroje Varian
UNITY 300 (*H pti 300 MHz, $3C pti 75 MHz) a Bruker 400 (*H pti 400 MHz, 3C pti
100 MHz). Jako rozpoustédla byly pouzity CDCls, CD3:0D a DMSO-ds. Hmotnostni
spektra HRMS byly métfeny na pftistroji LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific).
Reakéni smési byly analyzovany metodou HPLC-MS za pouziti HPLC pfistroje Agilent
Infinity 1260 v kombinaci s Q/TOF analyzatorem Agilent 6530. Produkty byly
precistény pomoci preparativniho HPLC za pouziti pfistroje Agilent Infinity 1260
(gradient 2-100 % acetonitril, pritok 5 mL/min, délka programu 36 minut) s reverzni
staciondrni fazi C18 na koloné¢.

Pro cisténi pomoci sloupcové chromatografie byl pouzivan silikagel 60 (0,063-
0,100 mm; Merck) Pro sledovani pribéhu reakci a sloupcové chromatografie byly

pouzivany TLC hlinikové desky s vrstvou silikagelu 60 F2s4 (Merck).

5.2 Pracovni postupy

Naltrexazon (3)

K roztoku naltrexonu hydrochloridu (2,0 g; 5,29 mmol) v EtOH (10 mL) a THF
(40 mL) pod ochrannou atmosférou argonu byl pfiddn 80% hydrazin hydrat (8,4 g;
134 mmol) a reakéni smés byla ponechana michat pies noc. Poté byla reakéni smés
rozlozena ptidavkem 5% boritanu sodné¢ho (100 mL) a produkt byl extrahovan DCM
(3x50 mL). Spojené organické extrakty byly promyty vodou (30 mL) a vysuSeny
bezvodym MgSO4. Odparek byl rozpustén v DCM (20 mL), roztok vychlazen na 0 °C a
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pot¢ byl pomalu ptfikapan hexan (200 mL). Vysrazeny produkt byl odfiltrovan
na Biichnerové nalevce, coz poskytlo 1,6 g (85 %) bilého prasku.

'H NMR (300 MHz, CDCls) 6 6,71 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 6,55 (d, J = 8,1 Hz, 1H);
5,36 (bs, 1H); 4,95 (s, 1H); 3,16 — 3,09 (m, 1H); 3,04 (s, 1H); 2,67 (s, 1H); 2,54
(dd, J =18,6; 6,0 Hz, 1H); 2,46 — 2,30 (m, 4 H); 2,28 (d, J = 8,3 Hz, 2H); 1,89 — 1,69
(bs, 2H); 1,70 — 1,53 (m, 2H); 1,48 — 1,39 (m, 1H); 0,92 — 0,80 (m, 1H); 0,59 — 0,50
(m, 12H); 0,18 — 0,10 (m, 2H); ¥C NMR (75 MHz, CDCls) & 149,5; 143,8; 138,9;
130,7; 124,5; 119,3; 117,9; 89,1; 70,2; 62,3; 59,4, 48,0; 43,9; 31,9; 28,1; 22,9; 19,1; 9,6;
4,2; 3,8; HRMS vypoéteno pro C20H26N303" 356,1974; nalezeno [M+H"] 356,2084.

Naloxazon (4)

o -
N
OH
H,NN

K roztoku naloxonu hydrochloridu (0,20 g; 0,50 mmol) vEtOH (2 mL)
pod ochrannou atmosférou argonu byl pfidan 1M roztok hydrazinu v THF
(12,5 mL; 12,5 mmol) a reakéni smés byla michana po dobu 2 hodin. Poté byl ptidan
5% roztok boritanu sodného (15 mL) a vodna faze byla extrahovana DCM (3x10 mL).
Spojené organické extrakty byly promyty vodou (10 mL) a vysuSeny bezvodym
MgSQOs. Odparek byl rozpustén v DCM (5 mL), roztok vychlazen na 0 °C a poté byl
pomalu piikapan hexan (50 mL). Bylo ziskano 0,12 g (71 %) vysrazeného produktu,
bily prasek.

'H NMR (300 MHz, CDCls) 6 6,72 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 6,56 (d, J = 8,1 Hz, 1H);
5,89 — 5,73 (m, 1H); 5,35 (bs, 1H); 5,30 — 5,13 (m, 2H); 4,94 (s, 1H); 3,16 — 3,10
(m, 2H); 2,97 — 2,91 (m, 1H); 2,63 — 2,47 (m, 2H); 2,39 — 2,17 (m, 4H); 1,88 — 1,82
(m, 1H); 1,68 — 1,32 (m, 3H).
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I-(N)-Fluoresceinyl naltrexon thiosemikarbazon (5)

K roztoku naltrexazonu (0,057 g; 0,16 mmol) v EtOH (2 mL) byl ptidan roztok
fluorescein isothiokyanatu (0,064 g; 0,16 mmol v1 mL THF) a reak¢éni smés byla
ponechana michat po dobu 2 hodin. Poté byl do roztoku ptidan hexan (5 mL), coz vedlo
k vysrazeni 0,085 g (70 %) produktu ve form¢ oranzového precipitatu.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 8,44 (d, J = 1,8 Hz, 1H); 8,04 (dd, J = 8,8;
2,0 Hz, 1H); 7,26 (d, J = 8,4 Hz, 1H); 6,72 — 6,56 (m, 9H); 5,04 (s, 1H); 3,07 — 2,98
(m, 1H); 2,73 — 2,21 (m, 8H); 1,77 — 1,53 (m, 2H); 1,50 — 1,40 (m, 1H); 0,92 — 0,80
(m, 1H); 0,49 (t, J = 6,7 Hz, 2H); 0,14 (d, J = 5,1 Hz, 2H); HRMS vypoéteno pro
Ca1H37N4OgS* 745,2332; nalezeno [M+H*] 745,2328.

I-(N)-Fluoresceinyl naloxon thiosemikarbazon (6)

K roztoku naloxazonu (0,11 g; 0,32 mmol) v suchém THF (5 mL) byl pfikapan
roztok fluorescein isothiokyanatu (0,13 g; 0,32 mmol v 2 mL THF) a reakéni smés byla
ponechana michat pies noc. Poté byl do roztoku pfidan hexan (10 mL), coz vedlo

k vysrazeni 0,21 g (88 %) produktu ve formé oranzového precipitatu.
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IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8,45 (d, J = 2,0 Hz, 1H); 8,04 (dd, J = 8,3;
2,1 Hz, 1H); 7,26 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 6,76 — 6,50 (m, 9H); 5,92 — 5,77 (m, 1H); 5,25
(d,J =17,4 Hz, 2H); 5,15 (d, J = 10,2 Hz, 2H); 5,04 (s, 1H); 3,20 — 3,00 (m, 3H);
2,61— 2,42 (m, 2H); 2,39 — 2,01 (m, 4H); 1,78 — 1,72 (m, 1H); 1,67 — 1,19 (m, 3H);
HRMS vypoéteno pro CaoHssN4OgS* 731,2175; nalezeno [M+H"] 731,2173.

3,6,9,12-Tetraoxapentadec-14-yn-1-ol (7)
X
SN Of o Of

K roztoku tetraethylenglykolu (10,0 g; 51,4 mmol) v suchém THF (20 mL)
pod ochrannou atmosférou argonu byl opatrné, po Eastech, ptidan 60% NaH v oleji
(0,21 g; 5,14 mmol). Po chvili byl pfikapan 80% roztok propargyl bromidu v toluenu
(0,56 mL; 5,14 mmol) a reakéni smés byla ponechana michat ptes noc. Nasledné byla
reakéni smés rozlozena pifidavkem vody (20 mL) a produkt byl extrahovan DCM
(3x20 mL). Spojené organické extrakty byly promyty vodou (2x20 mL), solankou
(20 mL) a vysusené bezvodym MgSO4. Sloupcova chromatografie (silikagel; mobilni
faze DCM — DCM+5 % MeOH) poskytla 0,80 g (67 %) nazloutlého oleje.

'H NMR (300 MHz, CDCls) 6 4,15 (d, J = 2,4 Hz, 2H); 3,72 — 3,50 (m, 16H);
2,40 (t, J = 2,4 Hz, 1H).

1-Jod-3,6,9,12-tetraoxapentadec-14-yn (8)
™
\\/O‘L/\Oﬁ\/l

K roztoku slouceniny 7 (0,80 g; 3,45 mmol) v DCM (15 mL) pod ochrannou
atmosférou argonu byl ptikapan triethylamin (1,05 g; 10,34 mmol) a reak¢éni smés byla
vychlazena ledovou lazni. Nasledn¢ byl pfidan mesylchlorid (0,59 g; 518 mmol) a
reakéni smés byla ponechana michat 4 hodiny pfi laboratorni teploté. Poté bylo
rozpoustédlo odpaieno na RVO, odparek byl rozpusttn vDCM (20 mL) a
vytiepan 5% vodnym roztokem kyseliny citronové (15 mL) a solankou (15 mL).
Organicka faze byla oddélena, rozpoustédlo odpaifeno na RVO a odparek byl rozpustén
v acetonu (10 mL). Do roztoku byl pfidan pevny Nal (2,1 g; 14 mmol) a reakéni smés
byla michana pii 65 °C pies noc. Reakéni smés byla rozlozena ptidavkem vody (10 mL)

a vodnym roztokem sifi¢itanu sodného (10 mL). Vodna faze byla extrahovana

-43-



DCM (3x20 mL) a spojené organické extrakty byly promyty vodou (2x10 mL),
solankou (10 mL) a vysuseny bezvodym MgSOs Rozpoustédlo bylo odpafeno a
produkt byl ¢istén sloupcovou chromatografii (silikagel; mobilni faze DCM —
DCM+5 % MeOH). Reakce poskytla 0,95 g (81 %) Zlutého oleje.

'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 4,21 (d, J = 2,4 Hz, 2H); 3,76 (t, J = 7,2 Hz, 2H);
3,73 — 3,65 (m, 12H); 3,26 (t, J = 7,2 Hz, 2H); 2,43 (t, J = 2,4 Hz, 1H); 3C NMR
(100 MHz, CDCls) 6 79,8; 74,6; 72,1; 70,7 (3 C); 70,5; 70,3; 69,2; 58,5; 3,06; HRMS
vypoéteno pro C11H20041" 343,0401; nalezeno [M+H"] 343,0404; [M+Na*] 365,0221.

1,1'-Oxybis[2-(2-azidoethoxy)-ethan (9)
N N
\F/\o”]}/ 3

Roztok tetraethylenglykolu (2,0 g; 0,011 mol) a tosyl chloridu (4,2 g; 0,022 mol)
v DCM (10 mL) byl vychlazen na 0 °C. Do roztoku byl postupné piidan pevny KOH
(1,2 g; 0,011 mol), tak aby teplota reakéni smési nepiesahla 5 °C. Nasledn¢ byla reakéni
smés ponechdna michat po dobu 3 hodin pii teploté¢ 0 °C. Reakéni smés byla
poté rozloZzena piidavkem vody (20 mL) a produkt byl extrahovan DCM (3x15 mL).
Spojené organické extrakty byly promyty vodou (10 mL), solankou (10 mL) a vysuseny
bezvodym MgSO4. Rozpoustédlo bylo odpaieno a odparek rozpustén v DMF (15 mL).
K roztoku byl pod inertni atmosférou piidan pevny NaNs (2,7 g; 0,042 mol). Reakéni
smés byla michana ptes noc pfi teploté¢ 50 °C. Reakéni smés byla rozlozena vodou
(20 mL) a extrahovana EtOAc (3x20 mL). Spojené organické vrstvy byly promyty
vodou (15 mL), solankou (15 mL) a vysuSeny bezvodym MgSOs Sloupcova
chromatografie (silikagel; mobilni faze hexan:EtOAc/1:1) poskytla 1,8 g (89 %) Cirého
oleje.

'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 3,71 — 3,66 (m, 12H); 3,39 (t, J = 4,8 Hz, 4H);
13C NMR (100 MHz, CDCI13) & 70,8; 70,1; 50,8; HRMS vypocteno pro CsHi603sNsNa*
267,1176; nalezeno [M+Na*] 267,1178.

2-[2-[2-(2-Azidoethoxy)ethoxy]ethoxy]-ethanamin (10)
N, NH,
ot

K suspenzi bis (azidu) 9 (1,00 g; 4,20 mmol) v 1M HCI (15 mL) vychlazené na

0 °C, pod ochrannou atmosférou argonu, byl za intenzivniho michani ptikapan roztok
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trifenylfosfinu (1,24 g; 4,72 mmol v 15 mL Et20). Reakéni smés byla ponechana michat
do druhého dne za laboratorni teploty. Poté byla reakéni smés zfiltrovana pfes smotek
vaty a vodna faze byla promyta EtoO (3x10mL). Nésledné byla vodné faze vychlazena
na 0 °C a za michani byl pfidan pevny KOH (5,0 g; 89,3 mmol). Produkt byl extrahovan
DCM (3x10 mL) a spojené organické extrakty byly vysuseny bezvodym MgSOs.
Reakce poskytla 0,70 g (78 %) nazloutlého oleje. Sloucenina byla pouzita bez dalsiho

CiSténi, a proto nebyla dale charakterizovana.

t-Butyl [2-[2-[2-(2-Azidoethoxy)ethoxy]ethoxy]ethyl]karbamat ester (11)
N
3 \!\/\ 0 /J/?)\/ NHBoc

K roztoku aminu 10 (0,33 g; 1,5 mmol) v DCM (10 mL) byl piidan triethylamin
(0,3 g; 3,0 mmol). Po 5 minutach byl po ¢astech piidan Boc2O (0,50 g; 2,3 mmol) a
reakéni smés byla michand pfes noc. Nasledné byla reakéni smés rozlozena vodou
(10 mL) a produkt byl extrahovan DCM (2x10 mL). Spojené organické extrakty byly
promyty vodou (10 mL) a solankou (10 mL). Sloupcova chromatografie odparku
(silikagel; mobilni faze hexan:EtOAc/1:1 — hexan:EtOAc/1:2) poskytla 0,42 g (81 %)
¢irého oleje.
'H NMR (400 MHz, CDCls) & 5,06 (bs, 1H); 3,71 — 3,59 (m, 10H); 3,54
(t,J =5,6 Hz, 2H); 3,39 (t, J = 4,8 Hz, 2H); 3,31 (g, J = 5,2 Hz, 2H); 1,45 (s, 9H);
13C NMR (100 MHz, CDCIs) & 70,7 (3 C); 70,3; 70,2; 70,1; 50,7; 28,5, HRMS
vypocteno pro Ci13H260sNsNa* 341,1795; nalezeno [M+Na*] 341,1797.

t-Butyl [2-[2-[2-(2-isothiokyanatoethoxy)ethoxy]|ethoxy]ethyl]karbamat (12)
SCN
\!\/\ O,}«a\/ NHBoc

Kroztoku azidu 11 (0,70 g; 2,20 mmol) v EtOH (10 mL) bylo pfidano
10% Pd/C (0,070 g) a reakéni smés byla michana 90 minut pod atmosférou vodiku.
Poté bylo Pd/C odfiltrovano pies smotek vaty a filtrat byl odpafen dosucha. Odparek
byl rozpustétn v DCM (15 mL) a H2O (15 mL) a do smési byl pfidan CaCO3
(2,5 g; 25,0 mmol). Po vychlazeni reakéni smési na 0 °C pod ochrannou atmosférou
argonu, byl ptikapan CSCI2 (1,3 g; 11,3 mmol) a reak¢éni smés byla ponechana michat
za laboratorni teploty 1 hodinu. Poté byla reak¢éni smés rozloZena vodou (30 mL) a

extrahovana DCM (4x30 mL). Spojené organické extrakty byly promyty vodou
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(2x20 mL), solankou (20 mL) a vysuseny bezvodym MgSOa. Sloupcova chromatografie
odparku (silikagel; mobilni faze hexan:EtOAc/1:2) poskytla 0,27 g (37 %) naZloutlého
oleje.

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 5,03 (bs, 1H); 3,75 — 3,61 (m, 12H); 3,55
(t, J=5,2 Hz, 2H); 3,32 (g, J = 5,6 Hz, 2H); 1,45 (s, 9H); 13C NMR (100 MHz, CDCI3)
6 132,55, 70,9; 70,7; 70,3 (2 C); 69,4; 453; 28,5 HRMS vypocéteno pro
C14H26N205SNa* 357,1459; nalezeno [M+Na*] 357,1455.

1-Isothiokyanato-3,6,9,12-tetraoxapentadec-14-yn (14)
X
\\/0{\/\ o {3,\/ NCS

K roztoku aminu 13 (0,45 g; 1,95 mmol) v DCM (15 mL) a H20 (15 mL) byl
ptidan CaCOs (1,8 g; 18,0 mmol). Po vychlazeni reak¢éni smési na 0 °C pod ochrannou
atmosférou argonu byl piikapan CSCl> (1,0 g; 8,70 mmol) a reakéni smés byla
ponechana michat za laboratorni teploty 1 hodinu. Poté byla reak¢ni smés nafedéna H>O
(30 mL) a extrahovana DCM (4x30 mL), spojené organické extrakty byly promyty
vodou (2x20 mL), solankou (20 mL) a vysuSeny bezvodym MgSOs. Sloupcova
chromatografie odparku (silikagel; mobilni faze hexan:EtOAc/1:2) poskytla 0,25 g
(48 %) nazloutlého oleje.

'H NMR (300 MHz, CDCls) 6 4,21 (d, J = 2,4 Hz, 2H); 3,71 — 3,66 (m, 16H);
2,44 (t, J = 2,4, 1H); C NMR (75 MHz, CDCls) & 131,9; 79,4; 74,5; 70,4; 70,3 (2 C);
70,0; 69,0; 68,8; 58,0; 45,0.

Ethyl-14-hydroxy-3,6,9,12-tetraoxatetradekanoat (15)

0
HOWL/\o’i’?,\/O\)J\OEt

K tetraethylenglykolu (10,0 g; 51,5 mmol) pod ochrannou atmosférou argonu byl
pfidan kovovy sodik (0,60 g; 26,1 mmol). Reakéni smes byla michana pii 120 °C
do rozpusténi sodiku. Nasledné byl pfidan ethyl-bromacetat (4,20 g; 25,1 mmol) a
reakéni smés byla dale michana pti 120 °C ptes noc. Reakéni smés byla rozlozena
vodou (30 mL), vodna vrstva byla extrahovana DCM (3x20 mL). Spojené organické
extrakty byly promyty vodou (2x20 mL), solankou (20 mL) a vysuseny bezvodym
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MgSQOs. Sloupcova chromatografie odparku (silikagel; mobilni faze DCM+10 %
MeOH) poskytla 2,0 g (29 %) Zlutého oleje.

'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 4,22 (q, J = 7,2 Hz, 2H); 4,15 (s, 2H); 3,76 — 3,59
(m, 14H); 1,29 (t, J = 7,2 Hz, 3H); *C NMR (100 MHz, CDCls) § 170,5; 72,6; 70,9;
706 (3 C); 70)5; 70,3; 68,7, 61,7; 60,9; 14,2; HRMS vypocéteno pro
C12H2507" 281,1600; nalezeno [M+H"] 281,1599; [M+Na*] 303,1405.

Ethyl-14-azido-3,6,9,12-tetraoxatetradekanoat (16)

o
N‘"’{\/\o’g\/o\)koa

K roztoku esteru 15 (0,71 g; 2,6 mmol) v DCM (5 mL) pod ochrannou
atmosférou argonu byl piidan triethylamin (0,38 g; 3,8 mmol) a reakéni smés byla
vychlazena ledovou lazni. Po vychlazeni byl pfidan tosyl chlorid (0,48 g; 2,6 mmol) a
reakéni smés byla michana pies noc. Nasledné byla rozlozena vodou (10 mL), vodna
vrstva byla extrahovana DCM (3x10 mL), spojené organické extrakty byly promyty
vodou (10 mL) a solankou (10 mL) a vysuSeny bezvodym MgSOa. Produkt reakce byl
¢istén sloupcovou chromatografii (silikagel; mobilni faze toluen:EtOAc/1:1) a
rozpustén v DMF (5 mL). Do roztoku byl ptidan pevny NaNs (0,4 g; 6,2 mmol) a
reak¢éni smés byla michana pies noc pii 55 °C. Poté byla reakéni smés rozlozena vodou
(15 mL), vodni faze extrahovana DCM (3x10 mL), spojené organické extrakty promyty
vodou (10 mL), solankou (10 mL) a vysuSseny bezvodym MgSOs. Sloupcova
chromatografie odparku (silikagel; mobilni faze hexan:EtOAc/1:1) poskytla 0,45 g
(57 %) nazloutlého oleje.

'H NMR (300 MHz, CDCls) 6 4,21 (q, J = 7,2 Hz, 2H); 4,15 (s, 2H); 3,76 — 3,64
(m, 14H); 3,39 (t, J = 4,8 Hz, 2H); 1,29 (td, J = 7,2; 0,6 Hz, 3H); ¥C NMR
(100 MHz, CDCl3) 6 170,4; 70,9; 70,7; 70,6 (3 C); 70,0; 68,7; 60,8; 50,7; 14,2.

14-Azido-3,6,9,12-tetraoxatetradekanova kyselina (17)

N3+/\o+3\/o\)L0H

K roztoku esteru 16 (0,45 g; 1,5 mmol) v EtOH (10 mL) byl pfidan vodny roztok
NaOH (0,25 g; 5,9 mmol v 5 mL vody). Reak¢ni smés byla zahiivana k varu po dobu
3 hodin. Poté¢ byl EtOH odpafen na RVO a reakéni smés byla rozloZzena vodnym
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5% roztokem HCI. Poté byla vodna faze extrahovana smési DCM:isopropylalkohol/4:1
(3x20 mL). Spojené organické extrakty byly vysuSeny bezvodym MgSOs Reakce
poskytla 0,4 g (96 %) oranzového oleje.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 4,18 (s, 2H); 3,78 — 3,66 (m, 14H); 3,40
(t, J=5,2 Hz, 2H); 13C NMR (100 MHz, CDCls) § 173,3; 71,2; 70,7; 70,6; 70,5 (2 C);
70,3; 70.0; 68,6; 50,6; HRMS vypoéteno pro Ci0H190sN3Na* 300,1166; nalezeno
[M+Na*] 300,1167.

Spojka (19)

0
NBV\O’E\/O\)kﬂ/{/\/O\L?’/\NHBOC

K roztoku kyseliny 17 (0,20 g; 0,73 mmol) v DMF (10 mL) pod ochrannou
atmosférou argonu byl pfidan triethylamin (0,22 g; 2,19 mmol). Po chvili bylo pfidano
TBTU (0,26 g; 0,81mmol) a nasledné¢ byl piikapan roztok aminu
18 (0,25 g; 0,80 mmol) v DMF (2 mL), reak¢éni smés byla michana ptes noc. Poté byla
reakéni smés rozlozena vodou (20 mL) a produkt byl extrahovan DCM (3x15 mL).
Spojené organické extrakty byly promyty vodou (10 mL) a solankou (10 mL).
Sloupcova chromatografie odparku (silikagel; DCM+5 % MeOH) poskytla 0,24 g
(60 %) oranzového oleje.

!H NMR (400 MHz, CDCls) § 7,18 (bs, 1H); 5,09 (bs, 1H); 4,00 (s, 2H); 3,76 —
3,47 (m, 28H); 3,39 (t, J = 5,2 Hz, 2H); 3,33 — 3,26 (m, 2H); 1,44 (s, 9H); *C NMR
(100 MHz, CDCl3) 6 170,1; 71,0; 70,8; 70,7 (3 C); 70.6 (3 C); 70,4; 70,3 (2 C); 70,1
(2C); 69,9; 50,7; 28,5; HRMS vypoéteno pro Ca3HasNsO10" 552,3244; nalezeno
[M+H*] 552,3240.

Spojka (20)

o
SCN‘I\/\O%’S\/O\)J\H*\/O\]}’/\ NHBoc

K roztoku azidu 19 (0,18 g; 0,31 mmol) v EtOH (5 mL) bylo ptidano 10% Pd/C
(0,020 g) a reak¢ni smés byla michana pod atmosférou vodiku pies noc. Poté bylo Pd/C
odfiltrovano pfes smotek vaty a filtrat byl odpafen dosucha. Odparek byl rozpustén
ve smési DCM (7mL) a H2O (7 mL) a do roztoku byl pfidan CaCOs (0,32 ¢;
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3,2 mmol). Po vychlazeni reakéni smési na 0 °C pod ochrannou atmosférou argonu byl
ptikapan CSCl> (0,23 g; 2,00 mmol) a reakéni smés byla ponechana michat
za laboratorni teploty 1 hodinu. Poté byla reakéni smés nafedéna H.O (20 mL) a
extrahovana DCM (4x15 mL), spojené organické extrakty byly promyty vodou
(2x10 mL), solankou (10mL) a vysuseny bezvodym MgSOs, Sloupcova
chromatografie odparku (silikagel; mobilni faze DCM+5 % MeOH) poskytla 0,05 g
(29 %) cirého oleje.

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 7,21 (bs, 1H); 5,11 (bs, 1H); 4,01 (s, 2H); 3,77 —
3,46 (m, 30H); 3,34 — 3,26 (m, 2H); 1,44 (s, 9H); *C NMR (100 MHz, CDCls) & 170,1;
132,0; 71,0; 70,9; 70,7 (3 C); 70,6; 70,4; 70,3; 69,9; 69,4; 45,3; 28,5; HRMS vypocteno
pro Co4HasN3010S* 568,2904; nalezeno [M+H*] 568,2913; [M+Na*] 590,2715.

Konjugat (21)
HOD\
Q
N\/A
s P OH
N—HNN

HN\/\O/\/O\/\O/\/NHBOC
Roztok naltrexazonu (0,23 g; 0,66 mmol) a slouceniny 12 (0,22 g; 0,66 mmol)

v suchém THF (5 mL) byl michéan pfi laboratorni teplot€¢ po dobu 4 dnti, poté michan
pfes noc pii teplot¢ 50 °C. Reak¢ni smés byla odpafena do sucha a sloupcova
chromatografie (silikagel; DCM+10 % MeOH) poskytla 0,40 g (89 %) produktu ve
formé¢ Zlutého oleje.

'H NMR (300 MHz, CDCls) & 8,68 (s, 1H); 8,20 (t, J = 5,6 Hz, 1H); 6,73
(d, J=8,1 Hz, 1H); 6,59 (d, J = 8,2 Hz, 1H); 5,32 (s, 1H); 3,80 — 3,44 (m, 14H); 3,29
(9, J = 8,1 Hz, 2H); 3,15 (d, J = 5,8 Hz, 1H); 3,04 (d, J = 18,5 Hz, 1H); 2,68
(dd, J=11,4; 3,8 Hz, 1H); 2,58 (dd, J = 18,4; 6,1 Hz, 1H); 2,43 — 2,22 (m, 6H); 1,72 —
1,63 (m, 2H); 1,50 — 1,45 (m, 1H) 1,44 (s, 9H); 0,92 — 0,78 (m, 1H); 0,54
(d, J=8,2 Hz, 2H); 0,14 (d, J = 5,0 Hz, 2H); HRMS vypocteno pro CzsHsoN50gS*
690,3536; nalezeno [M+H*] 690,3530; [M+Na*] 712,3329.
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Konjugat (22)

L
o :
N \/A
s _ OH
yHNN ’

HN\/\O/\/O\/\O/\/N>:S
HN
NG
o) 0”0

HO

Kroztoku slou¢eniny 21 (0,16 g; 0,24 mmol) vsuchém DCM (5 mL)
vychlazenému na 0 °C pod ochrannou atmosférou argonu byla ptikapana CF3COOH
(5 mL) a reak¢ni smés byl michana po dobu 90 minut za laboratorni teploty. Poté byla
reakéni smés odpafena do sucha a odparek rozpustén v suchém THF (5 mL).
Do roztoku byl ptidan triethylamin (0,072 g; 0,75 mmol) a nasledné roztok fluorescein
isothiokyanatu (0,094 g; 0,24 mmol v2 mL THF). Reak¢ni smés byla michana
pii 40 °C pres noc, poté odpafena do sucha a produkt byl pfecistén S vyuzitim
preparativniho HPLC. Bylo izolovdno 20 mg (9 %) oranzové pevné latky.

'H NMR (400 MHz, CD30D) & 8.23 (dd, J = 6,0; 2,0 Hz, 1H); 7.78 (d, J =
8,2 Hz, 1H); 7,18 — 7,08 (m, 1H); 6,99 — 6,50 (m, 9H); 5,06 (s, 1H), 3,98 (dd, J = 12,0;
6,3 Hz, 1H); 3,88 — 3,55 (m, 12H); 3,42 — 3,34 (m, 2H); 3,26 (p, J = 1,7 Hz, 1H), 3,14 —
3,08 (m, 1H) 2,98 — 2,89 (dt, 1H); 2,86 — 2,35 (m, 8H); 1,88 — 1,68 (m, 2H); 1,58 — 1,47
(m, 1H); 1,24 — 1,03 (m, 1H); 0,87 — 0,70 (m, 2H); 0,57 — 0,45 (m, 2H); HRMS
vypocteno pro CsoHssNeO11S2" 979,3370; nalezeno [M+H*] 979,3371.
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Konjugat (24)
HO

o
s P OH
N—HNN
HN\/\O/\/O\/\O/\/O\/

Roztok  naltrexazonu (0,37 g; 1,03 mmol) a isothiokyanatu
14 (0,28 g; 1,03 mmol) v suchém THF (10 mL) byl michéan pti 50 °C po dobu 2 dnt.
Poté¢ byla reakéni smés odpafena do sucha a sloupcovd chromatografie (silikagel;
mobilni faze DCM+10 % MeOH) odparku poskytla 0,44 g (68 %) produktu v podobé
zlutého oleje.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 8,21 — 8,14 (m, 1H); 7,83 — 7,76 (m, 1H); 6,77 —
6,67 (m, 1H); 6,63 — 6,52 (m, 1H); 5,33 (s, 1H); 4,22 — 4,14 (m, 2H); 3,88 — 3,55
(m, 16H); 3,14 (t, J = 6,4 Hz, 1H); 3,05 (dd, J = 18,5; 4,6 Hz, 1H); 2,74 — 2,66 (m, 1H);
2,65 — 2,50 (m, 1H); 2,50 — 2,12 (m, 7H); 1,75 — 1,30 (m, 3H); 0,91 — 0,81 (m, 1H);
0,59 — 0,51 (m, 2H); 0,18 — 0,12 (m, 2H); HRMS vypoéteno pro Cz2HasN4O7S*
629,3009; nalezeno [M+H*] 629,3019; [M+Na*] 651,2824.

Konjugat (26)

BocHN NOWONOwN‘/?VO
Nf—

Roztok slouceniny 24 (0,10 g; 0,16 mmol) a azidu 11 (0,071 g; 0,20 mmol)
ve sm¢si THF (6 mL) a vody (2 mL) byl probublan argonem. Do roztoku byl pfidan
CuSO4 (0,010 g; 0,035 mmol) a askorbat sodny (0,013 g; 0,07 mmol) a reak¢éni smés
byla ponechana michat pfes noc. Poté byl THF zreakéni smési odpafen na RVO.
Odparek byl nafedén vodou (10 mL) a vodna faze byla extrahovana DCM (3x5 mL).
Spojené organické extrakty byly vysuSeny bezvodym MgSOs  Sloupcova
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chromatografie (silikagel; mobilni faze DCM+10 % MeOH) odparku poskytla 0,055 g
(32 %) produktu ve forme zeleného oleje.

'H NMR spektrum bylo zméfeno, ale nebylo interpretovano pro sloZitost;
HRMS vypoéteno pro CasH71NgO12S* 947,4912; nalezeno [M+H™] 947,4908; [M+Na*]
969,4739.

Konjugat (27)
HO

o =
N\/A
S P OH
\\T—HNN
HN \/\O/\/O\/\O

N=N
S%\NH
HO O
(O o
0
O

OH
K roztoku slouéeniny 26 (0,030 g; 0,032 mmol) vsuchém DCM (2 mL)
vychlazenému na 0 °C pod ochrannou atmosférou argonu byla ptikapana
CF3COOH (2 mL) a reak¢ni smés byl michand po dobu 90 minut za laboratorni
teploty. Poté byla reakéni smés odpafena do sucha a odparek rozpusStén v suchém
THF (5 mL). Do roztoku byl piidan triethylamin (0,011 g; 0,11 mmol) a nasledné
roztok fluorescein isothiokyanatu (0,015 g; 0,039 mmol v 2 mL THF). Reak¢ni smés
byla ponechana michat pies noc, poté odpafena do sucha a produkt byl preistén
s vyuzitim preparativniho HPLC. Bylo izolovdno 15 mg (33 %) produktu ve formé
oranzove pevné latky.
'H NMR spektrum bylo zméfeno, ale nebylo interpretovano pro slozitost; HRMS
vypocteno pro CeiH74aN9O15S;" 1236,4746; nalezeno [M+H'] 1236,4730; [M+Na']
1258,4548.
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Konjugat (28)
HO

2

AN~ ™~C g

)

0

Roztok naltrexazonu (0,044 g; 0,12 mmol) a isothiokyanatu 20 (0,070 g;

0,12 mmol) v suchém THF (5 mL) byl ponechan michat pfes noc. Sloupcova
chromatografie (silikagel; mobilni faze DCM+10 % MeOH) poskytla 50 mg (44 %)
produktu ve form¢ tuhého oleje.

'H NMR (400 MHz, CDCIl3) & 8,59 (s, 1H); 8,30 (t, J = 5,6 Hz, 1H); 6,69
(d,J=8,1 Hz, 1H); 6,55 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 5,02 (s, 1H); 3,99 (s, 2H); 3,77 — 3,44
(m, 30H); 3,35 — 3,27 (m, 2H); 3,10 — 3,00 (m, 2H); 2,73 — 2,66 (m, 1H); 2,59 — 2,50
(m, 1H); 2,47 — 2,13 (m, 6H); 1,44 (s, 9H); 1,41 — 1,22 (m, 1H); 0,92 — 0,80 (m, 1H);
0,55 (m, 2H); 0,14 (d, J = 5,0 Hz, 2H); HRMS vypoéteno pro CasH71NeO13S™ 922,4800;
nalezeno [M+H"] 923,4806; [M+Na*] 945,4629.

Konjugat (29)
HO

HO

ou Wﬁ?«ﬁ

(0]
o O HN ~ /\/O\/\O
OH

> {

HN S L
I/\/O\/\O/\/o\/\ﬁ 0

K roztoku slouéeniny 28 (0,024 g; 0,026 mmol) v suchém DCM (2 mL)
vychlazenému na 0 °C pod ochrannou atmosférou argonu byla ptikapana CF3COOH
(2 mL) a reak¢ni smés byl michana po dobu 90 minut za laboratorni teploty. Poté byla

reakéni smés odpafena do sucha a odparek rozpustén v suchém THF (2 mL).
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Do roztoku byl pfidan triethylamin (0,011 g; 0,11 mmol) a nasledné roztok fluorescein
isothiokyanatu (0,011 g; 0,028 mmol v1 mL THF). Reakéni smés byla ponechana
michat pfes noc, poté odpafena do sucha a produkt byl piecistén s vyuzitim
preparativniho HPLC. Bylo izolovano 7 mg (19 %) produktu ve form¢ oranzové pevné
latky.

'H NMR spektrum bylo zméfeno, ale nebylo interpretovano pro slozitost; HRMS
vypocteno pro CeoH7aN7016S2" 1212,4633; nalezeno [M+H*] 1212,4650; [M+Na']
1234,4464.
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6. Zaver

Hlavnim cilem této bakalaiské prace byla pfiprava konjugati naltrexonu
nesoucich fluorescencéni znacku, oddélenou od morfinanového skeletu tetracthylen
glykolovou spojkou (22) a oktaethylenglykolovou spojkou (27 a 29).

Piiprava hydrazoni naltrexonu (3) i naloxonu (4), které byly kliCovymi
slou¢eninami pro zavedeni ethylenglykolovych fetézci do molekuly, byla provedena
bez vétsich problému a poskytla produkty ve vysokych vytézcich 70-90 %.

Nesymetricky substituované ethylenglykoly byly pfipraveny s vyuzitim riznych
technik (chranéni funkénich skupin, pouziti nadbytku substratu, selektivni reakce).
Ve vétsine ptipadi bylo dosazeno vysokych vytézkda.

Tvorba N,N’-disubstituované thiomocoviny se ukazala jako obecna metoda
pro piipravu zadanych konjugétti. Reakce hydrazonu 3 s fadou isothiokyanatt (12, 14 a
20) probihaly vyborn¢ za laboratorni nebo mirné zvySené teploty. Produkty téchto
reakci (21, 24 a 28) bylo mozné jednoduse prtecistit pomoci be&zné sloupcové
chromatografie. Jedinou nevyhodou tohoto pfistupu byla pfitomnost izomerd,
kterd komplikovala zejména interpretact NMR spekter.

Pii piipravé oktacthylenglykolové spojky byly prostudovany oba pfistupy
zahrnujici CUAAC a tvorbu amidu. Obé metody poskytly konjugaty v podobnych
vytézcich. Kvuli nezvyklému zabarveni produktu reakce CuAAC (26) a pfirozenéjSimu
Charakteru amidického motivu, je druhy jmenovany ptistup povazovan za vyhodné&jsi.

Na zavér byly pfipravené konjugaty (21, 26 a 28) opatieny fluorescentni znackou,
fluoresceinem. Vsechny zadané slouceniny (22, 27 a 29) byly pfipraveny reakci
odpovidajiciho konjugatu zakonéeného volnou aminovou funkci s fluorescein
isothiokyanatem. Polarni charakter téchto sloucenin znemoznil pouziti klasické
sloupcové chromatografie pro CiSténi, a proto bylo vyuzito preparativni
HPLC s reverzni stacionarni fazi.

Slou¢eniny (22, 27 a 29) byly na spolupracujicim pracovisti (UOCHB) pouzity
pro studium afinity vli¢i MOR. Ptiprava syntetickych protilatek MOR piipojenim jedné

ze sloucenin 21, 26 &i 28 na polymer je stale predmétem vyzkumu (UMCH).
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