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ANOTACE

Diplomova prace se zabyva popisem proteasomu a jeho peptidickych inhibitora.
Nasledné jsou zde shrnuty jednotlivé funk¢ni skupiny inhibitorti véetné jejich syntetickych
pfistupi. Dale je zde zminéna piiprava peptidického fetézce. Posledni ¢ast teorie obsahuje

popis jiz diive ptipravenych latek testovanych na biologickou aktivitu.

Experimentalni Cast je vénovana piipravé konkrétnich potencialnich inhibitort

proteasomu s dikyanovinylenovou funkéni skupinou a inhibitord s aminokyselinou serin.
KLICOVA SLOVA

proteasom, inhibitory, dikyanovinylen, peptidy, mnohocetny myelom
TITTLE

Potential inhibitors of proteasome based on salicylamide moiety - synthesis and

characterization
ANNOTATION

Presented diploma work describes the proteasome and its peptidic inhibitors as well as
their functional groups and synthetic routes. Further on the synthesis of peptidic chain is
briefly mentioned. The last part of the theoretical section describes the compounds already
prepared, biologically tested and already published within the scope of this topic.

Experimental part deals about synthesis of potential peptido-dicyanovinylene

proteasome inhibitors and inhibitors with serin as part of the peptidic chain.
KEY WORDS

proteasome, inhibitors, dicyanovinylene, peptides, multiple myeloma
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SEZNAM ZKRATEK

IP — inhibitor proteasomu

AK - aminokyselina

Ser — aminokyselina serin

Thr —aminokyselina threonin

Cys — aminokyselina cystein

Asp — kyselina asparagova

Glu — kyselina glutamova

IBCF — isobutyl chloroformiat

NMM - 4-methyl morfolin

rt — laboratorni teplota

DEA — diethanolamin

TFA —kyselina trifluoroctova

DBU - 1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundec-7-en, baze
DIPEA - N,N-diisopropylethylamin

DME — dimethylether

DAST - (diethylamino)trifluorsulfuran, fluora¢ni ¢inidlo
DCE - 1,2-dichlorethan

BuyNI — tetrabutylamonium-jodid

MsCI — mesylchlorid

HBTU - O-(Benzotriazol-1-yl)-N, N, N’ N'-tetramethyluronium hexafluorofosfat



Uvod

Ihned po chorobach srdce a cév je rakovina druhym nejcastéjSim onemocnénim.
Rakovinna buika se v nasem téle vytvoii nékolikrat za zivot. Zalezi na naSem imunitnim
systému, zda ji rozpozna a zneSkodni. Vznik rakoviny je podminén rizikovymi faktory, mezi
které patii nezdravy zivotni styl, pfedevsim koufeni cigaret. Statistiky fikaji, ze rakovinou
onemocni kazdy tfeti ¢lovék. Diky zvysSujicimu se véku populace pfimo umérné stoupa

i pocet onkologickych pacienti. Rakoviny se ¢lovek zkratka dozije.

Nelehkym ukolem védeckych pracovnikil z fad chemiki 1 biologl je nalezeni 1éCiva,
které by dokazalo nekontrolovatelné bunééné bujeni inhibovat. Tento tkol vSak neni
jednoduchy, protoze rakovina neni jenom jedna, ale ma n¢kolik druhti a kazdy druh ma jiné
vlastnosti a 1é¢i se odliSnym zpltisobem: nékteré operativné, jiné chemoterapii nebo
biologickou lé€bou. Proto nalezeni jediného univerzalniho 1é¢iva neni mozné a je potieba cilit

na konkrétni druh.

Tato prace se zabyva syntézou potencialniho 1é¢iva pro mnohocetny myelom (MM).
Lécba tohoto onemocnéni je cilena na funkci proteasomu. Konkrétné na jeho inhibici, pomoci

peptidickych latek, kterou Ize zastavit nekontrolovatelné bunééné bujeni.

Struktura syntetizovanych potencialnich inhibitori vychézi zinformaci cerpanych
Z dostupné odborné literatury 0 proteasomu, ale také zpoznatkit pracovni skupiny
doc. Imramovského. Dulezité pro syntézu nového inhibitoru je mit dostatek informaci
0 vnitini struktute a funkci proteasomu. V této praci budou pievazné popsany peptidické
inhibitory proteasomu (IP). Ptipraveni zastupci jednotlivych tiid ¢ekaji na testovani in vitro

a pokud budou testy tspésné, piedpokladame testovani in vivo.
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1 Teoreticka ¢ast

Inhibitory proteasomu jsou latky, které dokazi zastavit proteosyntézu a tim 1é¢it nékteré
nemoci zejména pak rdzné druhy rakoviny. Tato terapeutika moderni doby jsou stale
ve vyvoji. V posledni dobé bylo vyvinuto mnoho rtznych druhii inhibitorti, naptiklad pro
1é¢bu  vysokého krevniho tlaku, AIDS, malarie, Alzheimerovy choroby, zloutenky

a cukrovky.

Proteasom (26S) je proteinovy komplex (Obrazek 1) sudovitého tvaru, ktery je
zodpovédny za degradaci intracelularnich proteinti. Rozklada proteiny, které obsahuji chybu
ve své struktufe nebo které jsou nadbyteéné.! Piikladem je degradace neurotoxickych
proteind, které V piipadé¢ nahromadéni zplisobuji neurodegenerativni onemocnéni jako je
naptiklad Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba, Amyotrofni lateralni skleréza nebo
Huntingtonova choroba.? Nezadouci protein urdeny k recyklaci je oznaten kovalentnd
navazanymi ¢tyfmi molekulami proteinu ubiquitinu, coz zarucuje dostatecny signal pro

proteasom.’

Vick
19S RP
}Béze
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(a1)fe o \aé ,ﬁa_@_&eﬂ) a
7
Ty a;-?’ B‘wa—s{” £ B asce
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aa7..(¢6§ia§}@@@/l.!ﬂ../ a

Obrazek 1: 26S eukaryoticky proteasom — schématické rovinné zobrazeni

Proteinovy komplex (Obrazek 1) se sklada ze dvou hlavnich casti, a to regulacni
jednotky (19S) a jadra (20S). Regula¢ni jednotka ma za kol rozpoznat ubiquitinem oznacené
proteiny aregulovat jejich vstup do jadra proteasomu. Jejim dal§i tkolem je odstranit
ubiquitiny a globularni protein rozvinout. Rozbaleny protein vstupuje do jadra, kde dochazi

k degradaci. Jadro je slozeno z 28 podjednotek, poskladanych do 4 kruhi, dvou vnéjsich (o)
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a dvou vnitinich (B). V B kruzich se nachazi threoninové proteazy. Konkrétné jsou to jednotky
B1 (kaspaza), B2 (trypsin) a B5 (chymotrypsin). Proteazy degraduji proteiny na fragmenty
0délce 3-15 zbytki aminokyselin (AK), Kkteré jsou dale hydrolyzovany
na jednotlivé aminokyseliny pomoci oligopeptiddz nebo karboxypeptidaz. Tyto recyklované

AK jsou pro buitku znovu vyuZitelné.!

Proteazy jsou zasadni pro mnoho biologickych procest jak u ¢lovéka, tak u virt. Jejich
funkce jsou spojeny s mnoha patogennimi mechanismy, proto Se jejich inhibitory nebo
aktivatory staly cili pro vyvoj novych 1éciv.} 1P nejsou vyhradné specifické pouze pro
proteasom, ale mohou inhibovat i jiné protedzy. Piikladem jsou peptidové aldehydy
a vinylsulfony, které¢ jsou pouzivany pravé jako IP, ale v ur¢itych koncentracich jsou schopné
inhibovat také intracelularni cysteinové proteazy, jako jsou katepsiny a kalpainy.* Inhibici
proteasomu lze 1¢é¢it nékteré nemoci, protoze jsou Casto toxické pro jednotlivé buflky.5 Bylo
prokazano, ze maligni nadorové buiky jsou nékolikandsobné citlivéjsi k proteasomové
inhibici, nez je tomu u zdravych diferencovanych bunck. VétSina zdravych bunék je
tolerantnich vii¢i nahromadéni proteind, ale maligni buiiky jsou nuceny zastavit sviij bunéény
cyklus a navodit tak programovanou bun&&nou smrt.’ Apoptoza byla prokdzana napiiklad
u téchto druht rakovinnych bunék: Hodgkingliv a Nehodgkingiv lymfom, mnohocetny
myelom, leukémie, karcinom prostaty, glioblastom, rakovina zaludku, kolorektélni karcinom,
rakovina vaje¢nikii a rakovina plic. ' Dale lze 1é&it naptiklad HIV pomoci inhibice HIV-1
proteazy. Ta ma za ukol §tépit noveé syntetizované polyproteiny za vzniku aktivnich

bilkovinnych slozek virionu HIV infekce. Bez tohoto $tépeni jsou viriony neinfekéni.?

Utinnost inhibitorti zalezi na pfiméfené propustnosti bunéénych membran. Funkce
proteasomu se analyzuje po aplikaci riznych koncentraci inhibitor. Bunécné a zivocisné
kultury vyzaduji, aby koncentrace byly co nejnizsi. Uginek se testuje naptiklad
na proteasomech izolovanych z HelLa bunék. V ptipadé proteasomalni inhibice se kazdy

inhibitor testuje na kaspazovou, trypsinovou a chymotrypsinovou proteolytickou aktivitu.

Prvnim schvalenym inhibitorem americkou FDA vroce 2003 se stal Bortezomib
(obchodni nazev Velcade®, Obrazek 2). Nejprve byl schvélen pro pacienty s relabovanym
MM a opar let pozdéji i pro nové diagnostikované pacienty. Jako vSechna léCiva ma
I Bortezomib vedlejsi ucinky mezi které patii: vznik rezistence a nasledné relaps, periferni

neuropatie - trvalé poSkozeni nervi konéetin v disledku Spatného davkovani, snizeni poctu
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krevnich elementii, inava nebo gastrointestinalni potize. Proto se hledaji dalsi nové struktury,

které by tyto vedlejsi t¢inky nemély.

H O N o o
oH S I SRR

UA e, s & 5 \©o

BORTEZOMIBY CARFILZOMIB

Obrazek 2: Schvalené inhibitory

Dal$im schvalenym inhibitorem (Obrazek 2) se stal v roce 2012 Carfilzomib (obchodni
nazev Kyprolis®), ktery patii do druhé generace inhibitort. Obé tyto latky jsou podavany
intravendzng, coz zpusobuje urcitd omezeni. Pacient musi dojizdét do nemocnice za lékatem,
ktery mu latku poda. Nejen Ze je to nepiijemné pro pacienta a snizuje to kvalitu jeho Zivota,

14 &% ~ : 9
ale cela lécba se prodrazuje.

Oprozomib (Obrazek 3) ma také epoxyketonovu koncovou funkéni skupinu. Jeho
vyhodou oproti Carfilzomibu je jeho peroralni podani. Momentaln¢ se nachézi ve druhé fazi

klinického testovani.

Obrazek 3: Zastupce epoxyketont - Oprozomib
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Ixazomib (Obrazek 4), ktery je znamy pod obchodnim nazvem Ninlaro®, je prvnim
schvalenym inhibitorem v US FDA, ktery se podava peroralné. Dfive schvalené Bortezomib
a Carfilzomib jsou podavéany intravendzn€. Tento inhibitor je také urceny pro 1écbu MM.
Kombinaci IP, imunomodulacnich 1€¢iv a autologni transplantaci lze dosdhnout lepSich
terapeutickych ucinkt. Mechanismus U¢inku spoc¢iva v hydrolyze esteru kyseliny boronové na

biologicky aktivni boronat. ’

o)
cl o ’ (lj)ljaCOOH cl O 4 OH
N_ B , N_ B.
~° hydrolyza N ~~ "OH
N/\é( 707 "COOH ydroly: N :

o \(
Cl IXAZOMIB Y Cl

Obrazek 4: Zastupce boronatt

Lenalidomid (Obrazek 5) se prodava pod obchodnim nazvem Revlimid. Tento
imunomodulaéni derivét thalidomidu byl registrovan v Ceské republice v roce 2008 a od roku
2009 je pIné hrazen zdravotni pojistovnou u relabovaného MM. M4 akceptovatelny toxicky
profil a jeho velkou vyhodou je peroralni podéani. Strukturné je podobny thalidomidu, proto
1ze ptedpokladat teratogenni ti¢inky a je tedy nutné striktné dodrzovat stanoveny bezpecnostni

program.*®

N O]
NH

NH, o

Obrazek 5: Lenalidomid
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Pomalidomid (Obrazek 6) je chemicky pfibuzny s thalidomidem a lenalidomidem
s vylepSenymi 1écebnymi ucinky. Pouziva se k 1écb¢ pacienti s MM, u kterych selhala 1éc¢ba

lenalidomidem a thalidomidem. Evropské 1ékova agentura (EMA) jej schvalila v roce 2013.1

o)
N 0
NH
NH, © O

Obrazek 6: Pomalidomid

MM (Obrazek 7) patii mezi vzacnéj$i onemocnéni, ale druhé nejcastéjsi krevni
onemocnéni. V Ceské republice jim v roce 2010 onemocnélo 1440 pacientii v roce 2016 uz
2091." Toto hematoonkologické onemocnéni plazmatickych bunék je velmi obtizné 1écitelné.
Hledaji se nové terapeutické moznosti, jak ovlivnit samotny plazmocyt, ale také
mikroprostiedi kostni diené€, kde se plazmocyty tvotfi. Mezi nové lécebné latky patii prave IP,

ke kterym jsou klondlni plazmocyty citlivé. ™

Normalni plazmatické
buriky

Protilatky

Burika mnohoéetného
myelomu (abnormalni
plazmaticka burika)

Obrazek 7: Mnohocetny myelom
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2 Syntéza peptidického retézce

Prvni jednoduché peptidy byly pfipraveny T. Curtiusem a E. Fischerem pted vice nez
sto lety. Od té doby byla metoda ,,vylepsena“ predevsim B. Merrifieldem a jeho vynalezem
metody syntézy na pevné fazi. Syntéza je zalozena pfedevSim na vhodném pouziti

protek¢nich skupin a vazebnych &inidel. ™

Zakladni stavebni jednotkou peptidi jsou AK. Peptidova vazba vznikd reakci mezi
aminovou skupinou jedné AK a karboxylovou skupinou druhé AK ve sméru od C konce k N
konci. Pokud aminokyselina obsahuje na a-uhliku chiralni centrum, miaze dojit k racemizaci.
V syntéze peptidd je hlavnim cilem vytvofit novou amidovou vazbu regioselektivng.” Vyroba
peptidd v komerénim méftitku potiebuje co nejuniverzalngjsi technologicky postup, ktery
umoznuje pristup ke vSem moznym sekvencim, véetné téch, které obsahuji neptirozené
D-aminokyseliny nebo které jsou zcela syntetické, coz neni b&ézné mozné pomoci metod

zalozenych na biotechnologii.™

Metoda syntézy peptidit musi byt spolehlivd a ucinna. Dulezitym kritériem syntézy

je zachovani konfigurace predeviim u a-aminokyselin a vysoké vytézky jednotlivych kroki.™

Syntézu peptidd 1ze provadét v roztoku nebo pouzitim pevného nosice (Schéma 1).
Metodou piipravy peptidii v roztoku se pfipravuji spiSe kratS$i az stfedné dlouhé fetézce.
Hlavni vyhodou syntézy v roztoku je, ze meziprodukty mohou byt izolovany a CiStény po
kazdém kroku syntézy. Deprotekci lze tyto kratsi fetézce rekombinovat a ziskat tak veétsi
peptid s pozadovanou sekvenci. Touto metodou se pfipravuji napiiklad inhibitory ACE,

aspartam, Oxytocin nebo inhibitory HIV proteézy.16

Syntéza peptidu na pevné fazi spociva v ukotveni prvni AK na nosi¢, coZ nejcastéji
byva kopolymer styrenu a divinylbenzenu a néasledné¢ se vazi pres amidovou vazbu dalsi AK.
Tato vazba vznika mezi karboxylovou skupinou ptichozi AK aaminoskupinou AK diive
navazané na matrici. Proces se opakuje, dokud se nedosahne poZzadované sekvence a délky
fetézce. Nakonec se nosi¢ odstépi. Nevyhodou této metody je, Ze nelze provadét purifikaci
béhem syntézy jako u syntézy v roztoku, ale az po odstépeni z nosice, kdy soucasné dochdzi
I ke Stépeni vedlejSich produkti a tim ke kontaminaci produktu. Pouzitim vykonnéjsich
purifikaénich metod zaloZenych zejména na vysokoucinné kapalinové chromatografii

sreverzni fazi lze ziskat Cisty produkt. Vyhodou je, Zze tato metoda muze byt plné

17



automatizovana, coz umoziuje rychlou syntézu relativng slozitych sekvenci. *® *' Pribsh

vvvvv

l Deprotekce aminoskupiny

H (@] (0]

l Coupling s aktivovanou aminoskupinou

O
H

i Opakovana deprotekce a coupling

O
H
./ N\[ synteticky peptidj)'k .

Finalni deprotekce aminoskupiny, postrannich
fetézch a uvolnéni z pevné faze

O
HzN—[ synteticky peptid])'L OH

O Pevna faze, . Cu karboxylova aktivacni skupina, Il Na amino chranici skupina,

[ | Ochrana vedlejsiho fetézce

Schéma 1: Syntéza na pevné fazi

2.1 Priprava karboxylové komponenty protekci aminoskupiny

Protekce aminoskupiny v syntéze peptidi se provadi kvili zabranéni nezadouci
polymerizaci. Hlavnimi znaky protekéni skupiny jsou: snadné navazani, stabilita v Sirokém
rozmezi reakénich podminek a jednoducha deprotekce na konci syntézy nebo, pokud

je potieba, kdykoliv béhem syntézy.'®
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Protek¢ni skupiny ,,aminokomponenty* (Obrazek 8) docasné deaktivuji aminoskupinu
AK. Tyto protekéni skupiny jsou nékolikrat béhem syntézy odstranovany, proto musi byt
odstranitelné za mirnych podminek, které neovlivni ostatni protekéni skupiny, které se
odstraniuji az na konci syntézy. Je také dulezit¢, aby deprotekce probihala S co mozna

nejvyssim vytézkem reakce a tim se eliminovaly ztraty produktu. *°

Nejcastéjsimi  protekénimi  skupinami  jsou: 9-fluorenylmethoxykarbonyl chlorid
(Fmoc), di-terc-butyl dikarbonat (Boc), 2-(4-Nitrofenylsulfonyl)ethoxykarbonyl (Nsc),
2-nitrofenylsulfenyl (Nps), [2-(4-bifenyl)isopropoxykarbonyl] (Bpoc), benzyloxykarbonyl (Z,
Cbz). 8

(C ]
Q' O>¢o 4»0*;9 O,N Q33(0_/0 —/<:l
Fmoc . Boc

O

o, s— J

OOt o oY
o NO,

Bpoc Nps Cbz (2)

Obrazek 8: Protek¢ni skupiny aminokomponenty

2.2 Priprava aminové komponenty protekci karboxylové skupiny

Protekce karboxylové skupiny na pevné fazi neni potieba, protoZe jako chranici skupina
zde slouzi linker spevnym nosi¢em. Protekce karboxylové skupiny je potieba pouze
Vv ptipad¢ syntézy v reverznim smeru (N—C) nebo pokud piipojeni na pevnou fazi probiha

pies aminoskupinu.'®
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Karboxylova skupina se chrani pfedev§im na vhodny ester. Mezi nejcastéjsi protekéni

skupiny (Obrazek 9) patii: terc-Bu, Bn, Me, Et, 9-fluorenylmethyl (Fm)*®: 1

b

terc-Bu

Obrazek 9: Protek¢ni skupiny karboxylové komponenty

2.3 Protekce ostatnich funkénich skupin

Ostatni funkéni skupiny AK musi byt také ve vétSin€ pifipadii chranény. Jedna se
napiiklad o karboxylovou funkéni skupinu Asp a Glu, ktera by po aktivaci mohla vést
k vétvenym produktim. Nejcastéji Se pouziva strategie protekce Fmoc/terc-Bu nebo
Boc/cyklohexyl.'®

AK obsahujici OH skupinu jako je napiiklad Ser nebo Thr mohou také podléhat
vedlejSim reakcim. Hydroxylové skupiny téchto AK jsou s vyhodou chranény ve formé

etherii. Nejb&zn&j§imi protekénimi strategiemi jsou Boc/Bn a Fmoc/terc-Bu.'®

V poslednich nekolika letech bylo navrzeno vice nez 250 novych protekénich skupin.
Diky piisnym pozadavkim jsou Vv praxi nejvice vyuzivany dvé protekéni strategie a to
terc-Boc/Bn a Fmoc/terc-Bu. Ve strategii terc-Boc/Bn se pro chranu a-aminoskupiny pouziva
terc-butoxkarbonyl (Boc) a benzyl nebo cykohexyl pro ochranu postranniho fetézce. Ve
strategii Fmoc/terc-Bu je Fmoc pouzivana k protekci a-aminoskupiny a terc-Bu k protekci

postranniho fetézce. Tyto ochranné skupiny jsou odstranitelné za odlisnych podminek.’
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2.4 Aktivace karboxylové skupiny

Aktivace karboxylové skupiny je dillezitym krokem pfed couplingem. Pii aktivaci kyseliny
dochazi ke vzniku derivatu s dobrou odstupujici skupinou. Tato odstupujici skupina ma
tendenci zvysit kyselost a-uhliku a tim upfednostiiuje vznik meziproduktu enolatu ¢i

oxazolonu, &imz dochazi ke ztraté konfigurace (Schéma 2).*

O (0] O
R’ H aktivace (X) R H A R’ H
=
o HR O HR baze O R
enolat
B | baze
BH*
O

H
N /. .
N | %
0 Xq - X

oxazolon o)

H
l baze
N R N_- R N R
R’—_< r\[ - R'%/ 1 - R'—</ I
(e} ) @] o) (e o o

H
R~_ _N .
\ o %NHR
BH* H HN-R” O HR
N R /
R— j\[i D, L peptid
0™ >0

Schéma 2: Mechanismus racemizace

Aktivaci karboxylového uhliku karboxylové skupiny zvySime jeji reaktivitu a tim
potlacime vznik vedlejSich produktii. Nejcastéji pouzivanym Ccinidlem, které aktivuje
karboxylové skupiny, je dicyklohexyl karbodiimid (DCC). Jako vedlejsi produkt vznika
N,N -dicykloheylmocovina (DCU), ktera je rozpustna V kyseliné trifluoroctové a je
kompatibilni se syntézou na pevné fazi. Pii syntéze v roztoku je DCU obtiZzn¢ odstranitelnd
i pfi sloupcové chromatografii. DCC bylo proto nahrazeno jinymi reakénimi cinidly
(Obrazek 10). Napiiklad: DIC - diisopropylkarbodiimid, EDC-HCI - N-ethyl-N*-(3-
dimethylaminopropyl) karbodiimid hydrochlorid, CIC - N-cyklohexyl-N “-
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isopropylkarbodiimid, které jsou vSechny rozpustné v DCM. EDC-HCI je ,zelengjsi“
karbodiimid a také vhodny pro syntézu v roztoku, protoze jak toto ¢inidlo, tak vznikajici
mocovina jsou rozpustné ve vodnych rozpoustédlech a dobie odstranitelné po ukonceni

reakce.®

OreanO

DCC
\—N:CZN /
<:>7N:C:N4< _\—N{-F Ccr >7N:C:N4<
CiCc EDC-HCI DIC

Obrazek 10: Aktivacni ¢inidla karboxylovych kyselin

Reaktivita karbodiimida se zvysuje piidavkem N-hydroxyderivati (HOXt). Tato ¢inidla
(Obrazek 11) potlacuji tvorbu N-acylmocCoviny a zabrafiuji intramolekularnim reakcim
(vznik oxazolonu) vznikem odpovidajicich esteri a tim sniZzuji mozZnost racemizace
(Schéma 3).° Jednim z nejnovéjsich &inidel ztéto skupiny je ethyl 2-kyano-2-
(hydroxyimino)acetat (Oxyma). Oxyma potlacuje témét Uplné racemizaci. Jeji uCinky jsou
lepsi nez HOBt a srovnatelné s HOAt? Od Oxymy je odvozeno dalsi ¢inidlo COMU, které
ve své struktufe obsahuje Oxymu a morfolinovy substituent. Zajimavé pii pouziti tohoto
¢inidla je pozorovat zménu barvy reakce, ktera zavisi na typu pouzit¢ baze. Po skonceni
reakce se roztok stdva bezbarvy, ptipadné zluty. Couplingové derivaty Oxymy jsou vice

reaktivni nez hydroxybenztriazoly. COMU potladuje racemizaci vice nez Oxyma.*!

NC.__COOEt

I
N, x—N NC.__COOEt N. PF.-
N | N h o} 6
N NZ N N e
- 2
H OH OH 'I' N7
HOBt HOAt Oxyma (o)
COMU

Obrazek 11: N-hydroxyderivaty
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Schéma 3: Funkce HOBt pti vzniku estru a ndsledna amidace

Karboxylové kyseliny se obecné aktivuji elektron akceptornimi skupinami. Kromé

karbodiimidi Ize aktivovat napfiklad pomoci anhydridi, acylhalogenidii nebo azidi.™

Aktivace karboxylové kyseliny pouzitim oniovych soli (Obrazek 12) je rychlejsi nez
pti pouziti karbodiimidt. Tyto fosfoniové a amoniové soli jsou tvoteny fosfoniovym nebo
iminovym kationtem navazanym na —OX skupinu derivatu hydroxylaminu. Nicméné
karbodiimidy v pfitomnosti ¢inidel s X-OH skupinou hydroxylaminti jsou stale velmi
pouzivana Cinidla. Nejpouzivangjsi fosfoniovou soli je benzotriazol-1-yl-N-oxy-
tris(dimethylamino) fosfonium hexafluorofosfait (BOP). Amoniové soli maji podobnou
strukturu jako fosfoniové a patii sem napiiklad HBTU nebo HATU." U téchto derivatii se JiZ

- i . o oo 21
karbodiimidy nepouzivaji, protoze jsou zabudovany piimo v Cinidle.

‘N \ PFg N PFe’
N N— N \e

O-pt / o N®
- Z
O |I:>1N
BOP N o\ HBTU N—
— N s

Obrazek 12: Soli
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2.5 Spojeni aktivované formy s aminokomponentou - coupling

Tvorba amidové vazby zahrnuje dva kroky. Prvnim je aktivace karboxylové skupiny
jedné AK a druhym nukleofilni atak aminoskupinou druhé AK. Tento aktivacni krok, ale
vyvolava ztratu konfigurace. Ke ztrat¢ konfigurace muze dojit dvéma zplsoby: vznikem

enolatu nebo oxazolonu (Schéma 2).*

e “ Baran®

R'—NH, R O\ 0 /O
N_ N O — _<O NJ\N
O/ \[(])/ \O N R)J\”,R' O-acylisomo&ovina O)\R H

mocovina N-acylisomocovina

O O R—NH, 0
R)kOJ\R R H'R " RJ<0H

Schéma 4: Mechanismus aktivace pomoci karbodiimidu a vznik amidické vazby

K aktivaci dochazi naptiiklad pomoci karbodiimidii (Schéma 4), které maji ve své
struktute dva slabé alkalické atomy dusiku. Uhlik mezi t€émito dvéma dusiky je elektrofilni
a atakuje nukleofilni kyslik karboxylové skupiny za vzniku aktivované O-acylisomocoviny
karboxylové kyseliny (Steglichova esterifikace), ktera obsahuje dobfe odstupujici
skupinu - mo¢ovinu. Tento meziprodukt je velmi reaktivni. Nasledné¢ do reakce vstupuje
druha AK, kterda nema blokovanou aminoskupinu. Adi¢né eliminaénim mechanismem
za odstépeni vedlejSiho produktu — dialkylmocoviny vznika poZadovana amidova vazba.
V nadbytku karboxylové kyseliny se O-acylisomocovina podrobuje napadeni druhou

molekulou kyseliny za vzniku symetrického anhydridu. Reakci s dalS§i aminokyselinou
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vznikne amidicka vazba. O-acylisomocCovina muze cyklizovat za vzniku oxazolonu, ktery
také poskytuje peptid. Oxazolon je ale méné reaktivni, nez jiné derivaty a podporuje
racemizaci. Nezadouci reakci je preskupeni na N-acylisomocCovinu, ktera je nereaktivni.

Reakce je to nevratna, bez tvorby peptidu, a spotiebovava se vychozi kyselina. *°

2.6 Deprotekce aminoskupiny
terc-Butyloxykarbonyl (Boc) — tato protekéni skupina se pouziva v Boc/Bn
strategii. Pro deprotekci se pouziva 20-50% TFA v DCM (Schéma 5) nebo dalsi kyseliny,

naptiklad 4M HCI v dioxanu nebo 2M MeSO3H v dioxanu. Boc skupina je stabilni vaéi

14 14 r W M o 18
bazim a nukleofilnim ¢inidlam.

Peptid J TFA _ Peptid "
DCM, rt. 2
o)

Schéma 5: Odstranéni Boc

2-(4-Bifenyl)isopopoxykarbonyl (Bpoc) — je vysoce citliva skupina vuci
kyselindm. Pro jeji deprotekci postaci 0,2-0,5% TFA. (Schéma 6)™®

O

Pebtid 0,2-0,5% TFA  pgptid
(o] (o]

Schéma 6: Odstranéni Bpoc
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2-nitrofenylsulfenyl (Nps) — tato protek¢ni skupina je odolna vici bazim, ale méné
odolnd vici nékterym nukleofilnim cCinidlim (napi.: 2-merkaptopyridin). Nejcastéji
se odstranuje zifedénymi roztoky HCI v AcOH.™ Cesky patent, ktery byl vydan v roce
1985, popisuje deprotekci pomoci hydrochloridu thiosemikarbazidu (Schéma 7). Nps
skupinu lze selektivné odstépovat vedle jinych kyselinou odstépitelnych protekénich

skupin. Tato vyhoda je déna rozdilngym mechanismem §t&peni.?

TSK HCI
Peptid Peptid
DCM DMSO NH;
0]
Schéma 7: Odstranéni Nps

Benzyloxykarbonyl (Z) — nejastéji pouzivana protekéni skupina pti syntéze
peptidit v roztoku. Snadno zaveditelnd a vysoce stabilni vii¢i bazim a slabym kyselinam,
Které se pouzivaji pti odstranovani Boc. Odstranuje se katalytickou hydrogenaci nebo
silnymi kyselinami (Schéma 8). Napiiklad HBr v kyselin¢ octové nebo TFA pii vysoké

y , . « . 18
teploté. S vyhodou se pouziva pro potlaeni racemizace.

o HBr, CH;COOH
Peptid NJ\O nebo - Peptid NH,
o H Pd/C, H, MeOH o)
-CO,

Schéma 8: Odstranéni Z

9-Fluorenylmethoxykarbonyl (Fmoc) — je stabilni viéi kyselindm, ale snadno
odstranitelnd pomoci bazi. NejCastéji se pouzivaji sekundarni aminy. Neni stabilni viici
katalytické hydrogenaci (odstranéni benzylesterti), kde se jako katalyzator pouziva Pd-C
nebo PtO,. Deprotekce se provadi kapalnym NHj s ptidavkem morfolinu (Schéma 9)
nebo piperidinu, 10% diethylaminem nebo 20% piperidinem v DMF. Pouziva se ve

strategii  Fmoc/tercBu. Ale nékteré derivaty jsou Spatné rozpustné v nejcastéji
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pouzivanych organickych rozpoustédlech, proto byly hledany nové protekéni skupiny

odstranitelné bazemi.'®

Peptic?\”io .O ® NH,
(L

NH :
Peptid
(@]
() ¢
N
H
Schéma 9: Odstranéni Fmoc

2-(4-nitrofenylsulfonyl)etoxykarbonyl (Nsc) — alternativni varianta k Fmoc. Je 1épe
rozpustny v béznych rozpoustédlech a snadno odstranitelny 20% piperidinem nebo 1% DBU
v DMF-dioaxan (1:1) (Schéma 10)."

20% piperidin-DMF

o o nebo DMF:dioxan (1:1)
Peptid A S NO T Pepti
epu N o 2 nebo pu NH,
H o) 1% DBU-DMF
o nebo DMF:dioxan (1:1) o

Schéma 10: Odstranéni Nsc

Po deprotekci aminoskupiny dochazi opét ke couplingu s aktivovanou kyselinou.

Tento proces je opakovan, dokud fetézec nedosahne pozadované délky.
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2.7 Deprotekce boc¢nich fFetézcli, aminoskupin a karboxylovych skupin za vzniku
volného peptidu
terc-Butyl (‘Bu) — odstrafiuje se koncentrovanou TFA nebo HCI v organickém

rozpoustédle (Schéma 11).%

o o
Peptid . J< TFA i
eptid NJ\(\O Peptld\NJ\/\OH
H DCM H
NH,

NH,

Schéma 11: Odstranéni 'Bu

9-Fluorenylmethyl (Fm) — odstranuje se sekundarnimi aminy jako je piperidin a DEA
v DCM nebo DMF nebo katalytickou hydrogenaci v roztoku (Schéma 12).2°

(@] COOH O H O COOH
M s .Q Q JL A _sH
F H

Peptid” "N
P H

Schéma 12: Odstranéni Fm

Methyl (Me), Etyl (Et) — methyl estery se odstranuji zmydelnénim pomoci LiOH
(Schéma 13), coz muZe zpusobit epimerizaci a degradaci Ser, Cys a Thr. I pfes tuto

komplikaci se pouzivaji pti syntéze peptida v roztoku.

) oj;o— CHs  Lion 0 Oj\;OH
—
SH SH
Peptid)ku Peptid)ku

Schéma 13: Odstranéni Me
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Dale se pouzivaji pro ziskani amidu reakci methylesteru s amoniakem (Schéma 14).

Ethylestery se chovaji podobné jako methylestery, ale jsou viiéi bazim stabilngjsi.?
0 OO0 CHs o Oy NH2
A SH ’ M SH
Peptid N Peptid N
H H
Schéma 14: Syntéza amidu
Benzyl (Bn) — pouziva se pii syntéze peptidi v roztoku. Jeho odstranéni je mozné

katalytickou hydrolyzou (Schéma 15), zmydelnénim nebo hydrazinolyzou. Pro tspéSnou

deprotekci za pomoci kyseliny je nutné pouzit extrémnéjSich podminek.?

0] O
i Pd/C, H i
Peptld\H)S/\o , Hy Peptld\H)S/\OH
NH, NH,

Schéma 15: Odstranéni Bn

Syntéza peptidii se béZzné provadi v toxickych rozpoustédlech jako je DMF nebo DCM.
Tato rozpoustédla mohou byt nahrazena propylen karbonatem (PC) nebo etylen karbonatem
(EC), coz jsou ,zelena“ polarni aproticka rozpoustédla. Pfipravuji se zepoxidi reakci

s oxidem uhligitym.?

o)
o )
A+ co, kat. o Mo 1:R=Me (PC)

R \ / 2:R=H(EC)
R

Schéma 16: Zelené rozpoustédla — PC, EC
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3 Funkéni skupiny peptidickych inhibitori proteasomu
Razné peptidické ale 1 nepeptidické inhibitory jsou navrzZeny tak, aby jejich struktura co

nejlépe interagovala s katalytickymi jednotkami v jadie proteasomu.

Nepeptidicky inhibitor, ktery se nachazi v pokrocilé fazi klinické studie, je Marizomib
(Obrazek 13). Vyhodné je jeho peroralni podani?* Tento mikrobialni metabolit
Salinosporamid A inhibuje vSechna tfi proteolytickd mista, ale neovliviiuje jiné proteazy.
Zpusob pusobeni je zalozen na ireverzibilnim kovalentnim pfipojeni reaktivniho B-laktonu na

Thr podjednotku proteasomu. Bylo navrzeno nékolik zpiisobi jeho syntézy.?

Obrazek 13: Marizomib

Dale popsané inhibitory jsou kratké peptidy se specifickym farmakoforem z pravidla
umisténym na C-konci fetézce. Tento farmakofor specificky interaguje s katalytickym mistem
Vv proteasomu za vzniku kovalentni vazby (Obrazek 14). Dle sily interakce mize byt vazba
reverzibilni nebo ireverzibilni. Peptidicka ¢ast se specificky poji s aktivnimi misty
Vv proteasomu. Téchto aktivnich mist mé proteasom n¢kolik a ke snizeni rozpadu proteini neni

potteba inhibovat vSechna aktivni mista.’

Obrazek 14: Interakce Bortezomibu v jadte proteasomu
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Inhibitor tedy obsahuje peptidickou a reaktivni farmakoforovou c¢ast. Dle téchto

koncovych funkénich skupin (Obrazek 15) je lze délit na: aldehydy, boronaty, vinylsulfony,

epoxyketony, B-laktony, o-ketoamidy, o-ketoaldehydy.” Dé&lit miZeme také dle navazani

V proteasomu na kovalentni a nekovalentni nebo na reverzibilni a ireverzibilni. Dle zpiisobu

ziskavani pak na pfirodni a syntetické.

3.1

O O
O \/: /OH / 9 \// O </ ” / \,/
DR e R S R s !
o O o} 0
Obrazek 15: Koncové funkéni skupiny

Aldehydové inhibitory

Aldehydové inhibitory (Obrazek 16) patii mezi prvni identifikované proteasomové
inhibitory. Jejich inhibi¢ni G¢inek spociva v reverzibilni tvorbé hemiacetalu
s theroninovymi konci B5-podjednotky. Vétsina z nich je synteticka napiiklad ALLN
nebo MG-132.° Mezi nejnovéji syntetizované inhibitory patii ireverzibilni aldehyd
BSc-2118, ktery prokazuje silnou protinadorovou aktivitu in vivo a in vitro proti MM.
Rust nadorovych bun¢k potlacuje zastavou G2/M faze bunééného cyklu a tim indukuje
apoptozu. V porovnani s Bortezomibem vykazuje Sir§i bezpecnostni davkovou oblast
avyssi protinadorovou ucinnost u mysiho modelu.””  Pirodnimi aldehydy jsou
Fellutamid A a B, které byly izolovany z motskych ryb. Nevyhodou aldehydovych
inhibitort je jejich disociace, nizkd metabolickd stabilita a Spatnd biologicka

dostupnost.?®

y N©) H
Cbz— HN/i(\\)k ©/\ Ns)
H
0
0
MG- 132 BSc-2118 \N/
0

Obrazek 16: Aldehydové inhibitory
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Syntéza aldehydt vyuziva strategii spojovani peptidi v roztoku s pouzitim reakénich
¢inidel, jako jsou fosfoniové soli nebo karbodiimidy \% pf*itomnosti HOBt. Syntéza
epimerizovat. Musi byt pouzity mirné podminky. Prvni obecnou strategii je syntéza na pevné
fazi (Schéma 17), kdy se aldehydova skupina ochrani Wittigovou reakci na olefin, poté se

syntetizuje peptidovy fetézec a na konec se oxidaci uvolni aldehyd.?®

R COOEt R R
H Ph,P=/ NaOH
Boc—H -_— Boc—H | _— Boc—H |
© COOEt COOH

l H,N-Q

R R

P t'd—HN/'}(H -~ Peptid—N Synteza g

ept S S peptldu H | H
N N, 0 0

Schéma 17: Syntéza aldehydu na pevné fazi

Dal8i moZnosti je zavadéni aldehydu Vv poslednim kroku syntézy zménou oxida¢niho
stavu koncové skupiny (Schéma 18). Nejcastéjsimi prekurzory jsou amidy - Weinrebuv
amid (A)?®, estery nebo alkoholy (B).?°

R | R
N i H
A Peptid—N)\H/ so  LAH. Peptid—N/'}(
H o THF H o
R
OH H
B Peptid N/'\/ IBX Peptid N/'}(
DMSO o)

Schéma 18: Ptiprava aldehydu z Weinreb amidu (A) a z alkoholu (B)

e Aza-peptidové aldehydy a ketony maji na koncové aminokyseliné¢ nahrazeny a-uhlik

atomem dusiku. Vazba N-CO na rozdil od C-CO neni schopna rotace a aza-peptidy jsou
vice rigidni neZ jejich peptidové analogy. Diky této vlastnosti se predpoklada veétsi
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selektivita. Ocekava se, ze tyto slouCeniny budou reverzibilnimi kovalentnimi
inhibitory. Toxicita reverzibilnich inhibitorti je niz§i neZ ireverzibilnich, a proto jsou

vhodnymi kandidaty.

Syntéza peptidovych hydrazidi (Schéma 19) vychazi z methylesteru reakci
s hydrazinem v methanolu. Aza-peptidové ketony jsou syntetizovany z derivatu karboxylové
kyseliny reakci s oxalylchloridem. Vznikly intermediat dale reaguje se substituovanym

hydrazidem za vzniku ketoproduktu. Obdobns se pripravuji i aza-peptidové aldehydy.”

R 0

HC i N H,C i = N, R X A CH

i TW)J\OH+ > —= " Cl +;\N/}( N2 T N/\m N °
o) Cl @] o H H e} R, O

O

NH5-NH-R,
MeOH

R4
SO
Y

Schéma 19: Piiprava aza-ketonu

e Makrocyklické aldehydy (Obrazek 17) vykazuji selektivni ucinky pro inhibici

proteasomu. Struktura byla odvozena od pfirodniho produktu TMC-95, ktery patii mezi

nekovalentni reverzibilni IP. Tyto biaryl ethery patii také mezi reverzibilni 1p.%

NO,
NO, OH
0—
F
0 o — 0 o
H H Q H H
. N N . N N
Cbz \ \)KH Ql\ﬁﬂ Cbz \ \)K” JH
O R, O R O R, R

R; OCH,

R1 :CHch(CH3)2’ R2:CH2CH(CH3)2
Ry=CH,CH(CHa),, Ry=CH,-Ph(4-OMe)

Obrazek 17: Makrocyklické aldehydy
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3.2 Dichlorvinyl ethery
Dichlorvinyl ethery jsou stalé v kyselém prostiedi, ale snadno se hydrolyzuji. Pii pH=11
se pfevedou na a-chloracetaty, které mohou reagovat s nukleofilnim mistem v proteasomu

(Schéma 20).°

1) NaH, THF
Cl g o
OH o~ pR=M1 o)
HoN 2 HoN ﬁ) HoN Cl
2 ) CI\/\CI 2 L 5 ?.(\

Schéma 20: Piiprava dichlorvinyl etheru

3.3 Boronaty

Prvnim schvalenym IP (v roce 2003) byl Bortezomib (obchodni nazev: Valcade®),
ktery obsahuje boronatovou koncovou funkéni skupinu.* Dal§im vyznamnym zéstupcem je
Ixazomib Ninlaro® schvaleny v roce 2011.%2 V porovnani s aldehydy jsou boronaty vice
aktivni a selektivni.* Nejnovégjsi boronatovy inhibitor, ktery byl studovan na lidech, je
Delanzomib (Obrazek 18). I pies jeho kladné vysledky v I. fazi klinického testovani se

nakonec ukazal jako nevhodny, protoze pii testovani v II. fazi pouze 9 % pacientd dosahlo

Sy hgor
: OH
LN

Obrazek 18: Delanzomib

Castecné odezvy.33

=
QY
X
N
o

HO

Boronaty se pripravuji dekarboxylaéni boronaci (Schéma 21). V prvnim kroku
se pripravi N-hydroxyftalimidovy ester, ktery podléhd dekarboxylaéni boronaci v pfitomnosti
niklového katalyzatoru, bipyridinového ligandu a pinakol boronatu za vzniku esteru boronatu.
Tento ester 1ze hydrolyzovat na odpovidajici boronovou kyselinu. Metoda je velice selektivni

a Setrné k ostatnim funkénim skupineim.32
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Ni kat.,

bipyridinovy ligand,
pinakol boronat
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Boc—N\)L 0O
OH - ~ N B
B - - H \
| O
OH ©/

Schéma 21: Syntéza Bortezomibu — dekarboxylacni boronace

3.4 Epoxyketony
Prvni derivaty epoxyketoni (Obrazek 19) byly izolovany v roce 2000 z mikrobialnich
ptirodnich produktt. Patii mezi silné ireverzibilni IP. Syntetické inhibitory jsou inspirovany

strukturou pfirodniho Epoxomycinu. Syntéza vedla k inhibitoru YU-101, kter}’/ ma V}’/borné

rrrrr

nazev: Kypr011s®). Tento IP druhé generace byl schvalen americkou FDA v roce 2012.
Evropskou lékovou agenturou (EMEA) v roce 2015.%

N\)Kji(N\)k /¢E ﬁN/ﬁ( QL /ﬁr\% °

EPOXOMYCIN CARFILZOMIB\©

Obrazek 19: Zastupci epoxyketontl
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Syntéza zakladniho fetézce Carfilzomibu probiha obecnym zptisobem syntézy peptidu

popsanym vyse. Posledni aminokyselina je pfipojovana jiz s funk¢ni skupinou epoxidu, ktery

se pfipravuje oxidaci alkenu.?®

| 2-brompropen, tBulLi
N. - -

Boc—N @) Et.O Boc—N

H 2 H

O 0]
H,0,, benzonitril, iPryEtN
MeOH
Boc—N

Schéma 22: Syntéza epoxyketonové funkéni skupiny

3.5 Sulfony
e Vinyl sulfony interaguji s proteasomovou Thr jednotkou Michaelovou adici. Inhibi¢ni

aktivita je srovnatelna s aldehydy, ale piedpoklada se, Ze vinyl sulfony jsou méné

. 1,2
toxické.?®

Syntéza vinyl sulfonti (Schéma 23) vychazi zchranéné aminokyseliny, ktera
je redukovana na aldehyd ptes Weinrebuv amid. Nasledujici Wittigova olefinace poskytne
vinyl sulfonovou funkéni skupinu. Pro syntézu vinyl sulfonli 1ze pouZit

i 4-sulfamylbutyrylaminomethyl polystyrenovou pryskyfici jako pevnou fazi.?°

R 1) PyBOP, iPrNEt, R
on CHsNHOCH, CH,Cl, _ Y
Peptid—N > Peptid—N
H 5§ 2) LiAIH, , Et,0 H 5
NaH, TsOH <'F?> O\\s//o
E,0 | EOTUSTN

R

o)

Peptid—N -d
Schéma 23: Syntéza vinyl sulfonové funkéni skupiny
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e o-substituovany sulfonyl fluorid je elektrofilni uspoiadani reagujici s koncovym

threoninovym proteolytickym mistem v proteasomu.

Syntéza a-substituovanych sulfonyl fluoridi (Schéma 24) je n¢kolika krokova a vede

pres epoxidy kvuli posunuti postranniho fetézce do a-polohy vuci sulfonyl fluoridové

skuping.
1 OH R Q\S//O
— p —

e G S Vi e SV

@) (0] R
BF4'/F
O NS
F

Schéma 24: Syntéza a-substituovanych sulfonyl fluoridi

Spatna rozpustnost syntetizovanych inhibitor, vyloudila prozatim tyto latky

z biologického testovani.®®

o Vinyl sulfonyl fluoridy podobné jako epoxidy vykazuji dudlni charakter a selektivitu pii

interakci s proteasomem. Diky této reaktivité se piedpokldda ucinnéjSi navazani

na threoninové misto a tim vyssi inhibice proteasomu.36

Syntéza (Schéma 25) vychazi zalkoholu, ktery se Swernovou oxidaci oxiduje na
odpovidajici aldehyd. Nasledujici Wittig-Hornerovou reakci s ethyl diethylfosforyl
methansulfonatem vznikne vinyl sulfonat ester, ktery se $t€pi BusNI za vzniku soli. Tuto stl
lze efektivné pomoci specidlniho ¢inidla XtalFluor v pfitomnosti triethylaminu

trihydrofluoridu pievést na pozadovany vinyl sulfonyl fluorid.*
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Schéma 25: Syntéza vinyl sulfony fluoridu

R

e Mirna reaktivita sulfonyl fluoridi zptusobuje reaktivnost se serinovymi protedzami

(Schéma 26).%

R 1) NMM, DME

BUOC(O)CI MsCl, Et;N
CbZ—H/H‘/OH > Cbz— N/'\/O ——————> Cbz—

2) NaBH,H,0 DCM

CSZCO?,! HSAC,

DMF
R O COCl,/toluen ) H,0, HOA T
/ u \\ // c
NS —— N)\/ 0 — Cbz— N/'\/SAC
Cbz—N Cl  DCM/DMF )NaOAc Pd/C
KF, CH5CN, DCM, DAST
18-crown-6 R

Cbz— N/'\/S//

Schéma 26: Syntéza sulfonyl fluoridi

3.6 a-ketoamidy

Patfi mezi nejsilngj$i reverzibilni inhibitory. Diky své struktufe jsou schopny

proniknout hloubéji do tkané a tim se stavaji slibnymi kandidaty.

Syntéza vychazi z aldehydu, ktery reaguje s fenylisonitrilem v pfitomnosti pyridinu.

Vznikly a-alkoholovy derivét se oxiduje IBX na a-ketoamid (Schéma 27).%®
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R . ©/ R R
H - OH . o)
id— pyridin, id— IBX/DMSQ  Peptid—N
Peptid ”)ﬁ( _ Peptid N/'j/i p N

o
2) TFA 0”7 “NH O~ "NH

Schéma 27: Syntéza a-ketoamidu

3.7 o-ketoaldehydy

Interakci a-ketoaldehydu (glyoxali) s proteasomovou Thr katalyticky aktivni jednotkou
vznikd unikatni SestiClenny kruh, ktery obsahuje hemiketalovy uhlik a Schiffovu bazi
(Schéma 28). Tento katalyticky mechanismus za vzniku reverzibilni Schiffovy baze a vysoka
specificnost dava témto latkdm jedineCnost. Ostatni jsou bud’ ireverzibilni (epoxyketony,

B-laktony) nebo reverzibilni, ale nespecifické (aldehydy).39

OH

Schéma 28: Interakce a-ketoaldehydu s katalyticky aktivni threoninovou jednotkou
proteasomu

Predpokladalo se, ze by a-ketoaldehydy mohly nahradit peptidovy aldehydovy inhibitor
MG-132.% Experimenty z roku 2014 viak prokézaly sniZenou cytotoxicitu proti rakovinnym

buiikam, a proto byly vyfazeny z budoucich klinickych studii.®
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Syntéza vychazi zaldehydu, kdy reakci s Grignardovym ¢inidlem — iPrMgCl
a jodoformem dochazi ke vzniku B-dijodalkoholu, ktery je oxidovan o-iodoxybenzoovou
kyselinou (IBX) na B-dijodketon. Hydrolyzou tohoto intermedidtu ziskame pozadovany
produkt (Schéma 29).%

R R R

PrMgCl / CHI OH . 0
Peptid—N/kﬂ/H 97 ~T3 peptid—N IBX/DMSQ_  peptid—N
Ho L H H

Schéma 29: Syntéza a-ketoaldehydu

Pfi piipravé a-ketoaldehydi 1ze vychazet i z karboxylové kyseliny (Schéma 30). Reakci
s isobutyl chloroformiatem, N-methylmorfolinem a diazomethanem se ziskd intermediat
s terminalnim diazoketonem, ktery se oxiduje pouzitim dimethyldioxiranu v acetonu na

glyoxal.*°

R R O
OH IBCF, NMM_
—N)\f( )Wh _ M
Cbz—N —chN, aceton Chz—N I H

o

Schéma 30: Syntéza a-ketoaldehydu
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4 Biologicky testované latky pripravené v ramci vyzkumné
skupiny

Myslenka syntetizovat potencidlni inhibitory proteasomu vznikla na zakladé

cytotoxickych vlastnosti diive syntetizovanych diamidéi (Obrazek 20).*

3
(0] R H
1_|\ N)ﬁw/ \_ X
R H | R
Zon © =

R' = 4-Cl, 5-CI: R? = 3-Cl, 4-CI:
R3 = Phe, Leu

Obrazek 20: Struktura cytotoxického diamidu

V pribéhu hledéni dalSich latek s antiproliferativnimi vlastnostmi byli navrzeny

salicylamidy s alifatickym fetézcem (Obrazek 21). Tyto allyl aminy byly testovany na

O R H 0]
Cl\@fLH/H}/N\i)J\H/\/
O R
?
Bn

R = Phe, Leu

cytotoxicitu.*

Obrazek 21: Allyl amin
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U nékterych z téchto novych peptidovych struktur (Obrazek 22) byly méteny jejich
antiproliferativni vlastnosti proti riznym rakovinnym bunéénym liniim. Cilem bylo pfipravit

aldehydovou funkéni skupinu, ale mé&feny byly i meziprodukty ester a Weinreb amid.?

(@) R (@) R | (0] R
I O N. H
c N - c N o~ G© N
C|) On=1,2,3 o) On:1,2,3 0 On=1,2,3
| |
X X X

X =H, Bn; R = Leu, Phe

Obrazek 22: Nové struktury

S rostouci délkou fetézce benzylovanych derivati se aktivita u téchto latek neménila.
U derivati s Weinrebovou koncovou funkéni skupinou a deprotekovanou hydroxylovou
skupinou byla namétena vyssi aktivita u tripeptidi nez u dipeptidi. Aldehydové tripeptidové
derivaty vykazovaly z této skupiny nejlepsi vysledky. Dle naméfenych hodnot jsou aktivnéjsi

aldehydy s koncovou aminokyselinou fenylalanin nez leucinové.?
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5 Experimentalni Cast

Material a metody

Vsechny komeréné dostupné chemikalie byly zakoupeny od firmy Sigma Aldrich, Acros

Organics, TCI, Merck nebo Fluorochem.

Sloupcovéa chromatografie byla provadéna na silikagelu (SiO, 60 A, velikost ¢astic 0,060 -

0,200 mm, Acros Organics) za pouziti komercn¢ dostupnych rozpoustédel.

Flash chromatografie byla provadéna na automatizovaném flash chromatografu Reveleris X2

Flash (Biichi).

Tenkovrstvd chromatografie byla provadéna na hlinikovych destickach potazenych
silikagelem (SiO, 60 F254 (Merck) s vizualizaci pomoci UV lampy (254 nebo 360 nm), latky
Snizkou absorpci UV =zafeni byly vizualizovany pomoci 5% roztoku kyseliny

fosfomolybdenové v ethanolu.

'H a ®C NMR spektra byla méfena v ramci servisni ¢innosti $kolitelem prace a to pii
laboratorni teploté¢ na pfistroji Bruker AVANCE III 400 pii1 frekvencich 400.13 resp.
100.62 MHz (pro *C) nebo na piistroji Bruker Ascend™ 500 pfi frekvencich 500.13 (*H)
resp. 125.76 MHz (pro **C ). Chemické posuny jsou uvedeny v jednotkich ppm vici
zbytkovému signalu rozpoustédla CDCl; nebo DMSO-ds. Interakéni konstanty (J) jsou
uvedeny v Hz. Pozorované signaly jsou popsany jako s (Singlet), br (Siroky singlet),

d (dublet), dd (dublet dubletu) t (triplet) a m (multiplet).
Body tani byly méfeny na kapilarnim bodotavku Buchi B-545.

K dalsi charakterizaci bylo vyuZito servisniho pracovis$té elementarni analyzy pracujici

s ptistrojem Thermo Scientific Flash 2000 Organic elemental analyser.

Hmotnostni spektra byla méfena pomoci MALDI hmotnostniho spektrometru s vysokym
rozliSenim LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany) vybaveného
dusikovym UV laserem (337 nm, 60 Hz) metodou ,,dried droplet”. Spektra byla méfena
vrezimu pozitivnich nebo negativnich iontl v normalnim hmotnostnim rozsahu
(m/z 50 - 2000) s rozlisenim 100 000 pii m/z = 400. Pro volbu pozice laseru byla vyuzita
pfeddefinovand spirdlova schémata pohybu. Jako matrice byly pouzity 0,2M roztoky
2,5-dihydroxybenzoové kyseliny (DHB) ve smési MeCN:H,0 (95:5) nebo 2-[(2E)-3-(4-terc-

43



butylfenyl)-2-methylprop-2-enyliden]malononitrilu  (DCTB) v MeCN, pficemz molarni
pomér matrice:vzorek byl vzdy piiblizné 40:1. Vysledné spektrum tvoii prumér z celého

meéfeni.
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5.1 Piiprava 2-(benzyloxy)-5-chlorbenzoové kyseliny
(0]

Cl
OH
_40% NaOH _
— DOMF_ 0
KoCOs 140 °C MeOH 160 °C
3 K@ 4

1 2 DMF K,CO; 3 40% NaOH MeOH 4
M [g/mol] | 172,57 126,58 - 138,31 352,81 40 - 262,69
ekv 1 3,16 - 4,5 1 4,79 - 1
n [mmol] 57,9 183,1 - 260,6 57,9 277,34 - 57,9
m [g] 10 23,176 - 36,017  20,43(teor.) - - 15,2
V [ml] - 21,06 150 - - 10 170 -
p [g/ml] - 1,1 - - - - - -

Pracovni postup:

Postup byl pfevzat a upraven z literatury.®

Do 500 ml baiiky byla ptedlozena 5-Cl-salicylova kyselina (1; 10 g; 57,9 mmol)
arozpustétna v DMF (150 ml). Nasledné byl ptisypan K,COjz (36,017 g; 260,6 mmol)
a ptikapan benzylchlorid (2; 21 ml; 57,9 mmol). Smés byla refluxovana 2,5 hod. pii 140 °C.
Nasledné byla RS nalita do kadinky se smési led/voda (2 1) a po 30 min michani se vylougil
meziprodukt (3), ktery byl odfiltrovan na Biichnerové nalevce. Meziprodukt (3) byl rozpustén
v DCM (260 ml) a byl extrahovan vodou (1 x 100 ml), solankou (1 x 100 ml) a vodou
(1 x 100 ml). Organicka faze byla ususena bezvodym Na;SOs.

Po odfiltrovani susidla a oddestilovani DCM byl ziskan Zluty meziprodukt (3) olejovité

konzistence, ktery vykrystalizoval a byl pouzit do dalsi reakce bez dalsi purifikace.

Meziprodukt (3) byl rozpustén v MeOH (170 ml) za vzniku suspenze. Nasledné bylo
piidano 10 ml 40% NaOH a suspenze se rozpustila. Reakéni smés (RS) byla refluxovana pii
160 °C po dobu 2,5 hod. Potom byla oddestilovanim ¢asti rozpoustédla zahusténa. Nasledné
bylo pfidano cca 120 ml vody a RS okyselena pomoci HCI na pH = 1. Vznikla sraZenina byla
prefiltrovana na Biichnerové nalevce, promyta studenou vodou, vakuové vysuSena

a rekrystalizovana ze smési EtOAc/Hex.

45



Charakterizace produktu (4):

Vytézek: 12,656 g (83 %; lit*® 95 %); bila krystalicka latka; teplota tani:
123,1-124,3 °C; *H NMR: (400 MHz, CDCls) & (ppm): 10.64 (s, 1H); 8.15 (dd, J = 2.7,
0.8 Hz, 1H); 7.50 (dd, J = 8.9, 2.8 Hz, 1H); 7.46 — 7.39 (m, 5H); 7.08 (d, J = 8.9 Hz, 1H);
5.29 (s, 2H); *C NMR: (101 MHz, DMSO) & (ppm): 166.81; 156.38; 137.30; 132.93;
130.50; 129.04; 128.40; 127.77; 124.69; 124.28; 116.52; 70.56; Elementarni analyza: pro
C14H11Cl03 vypocteno: C 64.01; H 4.22; nalezeno: C 63.78; H 4.26.

5.2 Priprava (S)-methyl 2-(2-(benzyloxy)-5-chlorbenzamido)-3-fenylpropanoatu

o
o
cl
\CEJ\OH Cl O
o EDCI-HCI, HOBt N
+ o) > 0 O
NH; ~ DCM, rt
0 T E R
O-Me-L-Phe-HCl  K,CO; 5 4  EDC-HCI HOBt DCM 6
M [g/mol] 215,68 13821 179,21 262,69 1917 135 - 42389
ekv 1 1 1 1 1 1 - 1
n [mmol] 20,9 209 195 195 195 195 - 195
m [g] 45 289 35 512 374 263 - 827
V [mi] - - - - - - 130 :

Pracovni postup:

Postup byl prevzat a upraven z literatury.*

Do 100 ml banky opatiené michadlem byl ptedlozen O-Me-L-Phe-HCI (4,5 g;
20,9 mmol) a rozpustén ve vodé (60 ml). Nasledn¢ bylo ptidano K,CO3 (2,89 g; 20,9 mmol).
Po 10 minutach michani byl meziprodukt O-Me-L-Phe (5) extrahovan do DCM (3 x 40 ml).
Spojené organické frakce byly promyty vodou (2 x 30 ml). Nakonec byl meziprodukt (5)
vysuSen bezvodym Na,SQO4. Po odfiltrovani susidla a oddestilovani organického rozpoustédla

bylo ziskano 3,5 g (93 %; teor.: 3,75 g) meziproduktu (5), ktery nebyl déle purifikovan.
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Do 250 ml banky s michadlem byla pfedlozena kyselina (4; 5,12 g; 19,5 mmol —
pfepocteno na ziskané mnozstvi meziproduktu 5) a rozpusténa v DCM (50 ml). Nésledn¢ bylo
ptidano EDC-HCI (3,74 g; 19,5 mmol), HOBt (2,63 g; 19,5 mmol) a ziskany meziprodukt (5;
3,5 ¢; 19,5 mol) rozpustény v DCM (80 ml). Reakce byla sledovana pomoci tenkovrstvé
kapalinové chromatografie (TLC) a po vymizeni vychozi latky asi po dvou hodinach
ukoncena prilitim EtOAc (60 ml) a vody (60 ml). Smés byla rozdélena v déli¢ce. Vodna faze
byla promyta EtOAc (3 X 40 ml) a spojené organické frakce nasycenym roztokem NaHCOj3
(1 x 40 ml), 5% roztokem kyseliny citronové (1 x 40 ml) a nakonec vodou (1 x 40 ml).
Organickd faze byla vysuSena bezvodym NapSO4, nésledné bylo suSidlo odfiltrovano

a organické rozpoustédlo oddestilovano. RS byla purifikovana pomoci flash chromatografie.

Charakterizace produktu (6):

Vytézek: 5,8 g (70 %); olej; *H NMR: (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 8.42 (d, J = 7.1 Hz,
1H); 8.19 (d, J = 2.8 Hz, 1H); 7.38 — 7.32 (m, 4H); 7.31 — 7.26 (m, 2H); 7.24 — 7.16 (m, 3H);
7.01 — 6.98 (m, 2H); 6.92 (d, J = 8.8 Hz, 1H); 5.11 (ABq, J = 11.6 Hz, 2H); 5.00 (dd, J =
12.8, 6.8 Hz, 1H); 3.62 (s, 3H); 3.15 (dd, J = 13.9, 5.6 Hz, 1H); 2.97 (dd, J = 13.9, 6.7 Hz,
1H); °C NMR: (126 MHz, CDCl3) & (ppm): 171.86; 163.50; 155.41; 136.16; 135.09; 132.62;
132.15; 129.22; 128.92; 128.73; 128.48; 127.76; 127.01; 126.89; 122.47; 114.33; 71.49;
54.16; 52.23; 37.63; Elementarni analyza: pro Cy,H2CINO,4 vypocteno: C 68.00; H 5.23;
N 3.30; nalezeno: C 68.74+0.01; H 5.33+0.02; N 3.30+0.08.
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5.3 Priprava 2-(2-(benzyloxy)-5-chlorbenzamido)-3-fenylpropanové kyseliny

0 0
Cl\dLN o UoH CI\dLN OH
H
0
o ° 0

H,0, 1,4-dioxan, rt

e - C

6 LiOH 1,4-dioxan H,0 7
M [g/mol] 423,88 125,56 - - 409,86
ekv 1 3 - - 1
n [mmol] 33,5 100,5 - - 33,5
m [g] 14,207 12,62 - - 13,73
V [mI] - - 200 200 -

Pracovni postup:

Postup byl pfevzat a upraven z literatury.?

Do 500 ml banky opatiené michadlem byl pfedlozen vychozi methylester (6; 14,2 g;
33,5 mmol) a nasledné rozpustén ve smési dioxan/voda (1/1; 400 ml). Poté byl pfidan LiOH
(12,6 g; 100,5 mmol) a reakce byla michana 2 hod. pfi rt. Po dvou hodinach byla reakce
vykyselena HCI do pH 1-2. Nasledn¢ byla pomoci délicky smés rozd€lena. Vodna faze byla
extrahovana EtOAc (3 x 60 ml). Spojené org. frakce byly promyty vodou (2x 30 ml).
Nakonec byla organicka faze vysuSena bezvodym Na;SO, susidlo odfiltrovano
arozpoustédlo oddestilovano. Surovy produkt (7) byl dle provedenych analyz ziskan

Vv dostatecné Cistoté, proto nebyl dale jinak purifikovan.

Charakterizace produktu (7):

Vytézek: 13,7 g (100 %); olej; *H NMR: (400 MHz, CDCls) & (ppm): 10.00 (bs, 1H);
8.51 (d, J = 7.1 Hz, 1H); 8.26 (d, J = 2.8 Hz, 1H); 7.45 — 7.35 (m, 4H); 7.34 — 7.29 (m, 2H);
7.29 — 7.21 (m, 3H); 7.12 — 7.03 (m, 2H); 6.98 (d, J = 8.9 Hz, 1H); 5.20 — 5.09 (m, 2H); 5.09
—5.02 (m, 1H); 3.31 (dd, J = 14.1, 5.3 Hz, 1H); 3.03 (dd, J = 14.1, 7.1 Hz, 1H); **C NMR:
(101 MHz, CDCls) & (ppm): 175.52; 164.34; 155.72; 136.14; 135.06; 133.06; 132.33; 129.40;
129.10; 129.02; 128.72; 128.01; 127.25; 127.12; 114.56; 71.80; 67.23; 54.40; 37.30;
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HRMS m/z: pro CasHCINO, vypodteno: 410.11593 [M+H]"; 432.09787 [M+Na]";
448.07181 [M+K]"; nalezeno: 410.11536 [M+H]"; 432.09731 [M+Na]"; 448.07214 [M+K]";
Elementarni analyza: pro CyHxCINO, vypocteno: C 67.40; H 4.92; N 3.42; nalezeno:
C67.51; H5.34; N 3.42

5.4 Piiprava (S)-methyl 2-((S)-2-(2-(benzyloxy)-5-chlorbenzamido)-3-

fenylpropanamido)-3-fenylpropanoatu

(0] [ : l
Cl OH EDCHCI, HOBt Cl
\©\)k” . \CEL \)J\ -
o) DCM, rt
o O HN ~
O O

O-Me-L.-Phe-HCl K,CO; 5 7  EDC-HCI HOBt DCM 8
M [g/mol] 215,68 138,21 179,21 409,86  191,7 135 - 571,06
ekv 1 1 1 1 1 1 - 1
n [mmol] 57,3 573 543 54,3 54,3 54,3 - 54,3
m [g] 12,36 791 974 20,94 9,78 6,89 - 31
V [ml] - - - - - - 450 -

Pracovni postup:

Postup byl pfevzat a upraven z literatury.**

Do 200 ml banky opatfené michadlem byl ptedlozen O-Me-L-Phe-HCI (12,36 g;
57,36 mmol) a rozpu$tén ve vodé (120 ml). Nasledné¢ bylo ptidano K,COjz; (7,91 g;
57,3 mmol). Po 10 minutach michani byl meziprodukt (5) extrahovan do DCM (3 x 50 ml).
Spojené organické faze byly promyty vodou (2 x 40 ml). Nakonec byl meziprodukt vysusen
bezvodym Na;SO,. Po odfiltrovani susidla a oddestilovani organického rozpoustédla bylo

ziskano 9,74 g (95 %; teor.: 10,3 g) meziproduktu (5), ktery nebyl dale purifikovan.

Do 1000 ml banky s magnetickym michadlem byla ptedlozena kyselina (7; 20,94 g;
54,3 mmol — piepoéteno na ziskané mnozstvi meziproduktu 5) a rozpusténa v DCM (350 ml).
Nasledné bylo pridano EDC-HCI (9,78 g; 54,3 mmol), HOBt (6,89 g; 54,3 mmol) a ziskany
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meziprodukt (5; 9,74 g; 54,3 mol) rozpustény v DCM (100 ml). Reakce byla sledovana
pomoci TLC. Po vymizeni vychozi latky asi po dvou hodindch ukoncena pfilitim EtOAc
(100 ml) a vody (100 ml). Smés byla rozd¢lena v déli¢ce. Vodna faze byla promyta EtOAc
(3x50 ml) a spojené organické frakce nasycenym roztokem NaHCOs; (1x 100 ml),
5% roztokem kyseliny citronové (1 x 100 ml) a nakonec vodou (1 x 100 ml). Organicka faze
byla vysusena bezvodym Na,SO4, nasledné bylo suSidlo odfiltrovano a organické

rozpoustédlo oddestilovano. RS byla purifikovana pomoci sloupcové chromatografie.

Charakterizace produktu (8):

Produkt je smés dvou diasteroisomerti A a B. Vytézek: 11,2 g (36 %); bila krystalicka
latka; teplota tani: 143,5-145,5 °C; *H NMR: (400 MHz, CDCl5) & (ppm): 8.28 (d, J = 7.4
Hz, 1H); 8.15 — 8.11 (m, 1H); 7.45 — 7.28 (m, 6H); 7.21 — 7.10 (m, 3H); 7.10 — 7.04 (m, 3H);
7.03 - 6.95 (m, 4H); 6.92 (d, J = 8.8 Hz, 1H); 6.78 (d, J = 7.6 Hz, 1H); 5.15 — 5.03 (m, 2H);
4.85 — 4.75 (m, 2H); 3.69 (s, 3Hass); 3.66 (5, 3Hasg); 3.15 — 2.94 (m, 3H); 2.80 — 2.72 (m,
1H); **C NMR: (101 MHz, CDCls) § (ppm): 171.71; 170.71; 164.29; 155.55; 136.93; 135.98;
135.20; 132.92; 132.37; 129.44; 129.38; 129.30; 129.26; 129.14; 129.14; 128.74; 128.68;
128.58; 128.00; 127.96; 127.25; 127.10; 127.06; 126.93; 122.46; 114.49; 71.80; 55.42; 54.91;
53.54; 53.07; 52.51; 52.42; 38.05; 37.98; 37.56; 36.95; HRMS m/z: pro Csz3H3;CIN,Os
vypoéteno: 571.19943 [M+H]"; 593.18137 [M+Na]"; 609.15531 [M+K]"; nalezeno:
571.20013 [M+H]"; 593.18195 [M+Na]*; 609.15601 [M+K]"; Elementarni analyza: pro
C33H31CIN2O5 vypoéteno: C 69.41; H 5.47; N 4.91; nalezeno: C 69.87+0.3; H 5.54+0.01;
N 5.25+0.03.
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55 Piiprava 2-(benzyloxy)-5-chlor-N-((S)-1-(((S)-1-(methoxy(methyl)amino)-1-oxo-3-

fenylpropan-2-yl)amino)-1-oxo-3-fenylpropan-2-yl)benzamidu

O O

H
cl N C
\QfL” %o/ LiIHMIDS, MeOMeHN'HCI
O - '
o)

\© THF, -20 °C pak -10°C

8 MeOMeNH-HCI (1L|\'AH\'>4aSF) THF 9
M [g/mol] 571,06 97 54 ; 600,10
ekv 1 25 7 - 1
n [mmol] 875 21,9 61,25 - 875
m [q] 5 213 - - 525
vV [mi] - ] 61,3 150 -

Pracovni postup:

Postup byl prevzat a upraven z literatury.*

Reakce byla provadéna na lince vakuum-inert.

Do 500 ml banky banky opatfené michadlem a teplomérem byl piedloZen

MeOMeNH-HCI (2,13 g; 21,9 mmol). Po vysekurovani bariky a pod natokem dusiku byl ptes

septum nadavkovan methylester (8; 5 g; 8,75 mmol) rozpustény v bezvodém tetrahydrofuranu

(THF, 150 ml). Po vychlazeni RS na -20 °C bylo pomoci syringe pump nadavkovano
LIHMDS (61,3 ml; 61,25 mmol), tak aby teplota RS nepiekrocila -20 °C. Davkovano bylo asi

hodinu a po té¢ byla teplota zvySena na -10 °C. Reakce byla po 2 hodindch ukoncena

nasycenym roztokem NH4Cl (50 ml). RS byla rozdélena pomoci délicky. Vodna faze byla

protiepana s Et;0 (3 x 20 ml) a spojené organické frakce vodou (2 x 20 ml). Nakonec byla

organicka faze vysusena bezvodym Na,SO,. Surovy produkt (9) byl purifikovan pomoci

sloupcové chromatografie.
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Charakterizace produktu (9):

Produkt je smés dvou diastereoisomertt A a B. Vytézek: 4,441 g (85 %); nazloutly
amorf; *H NMR: (400 MHz, CDCls) & (ppm): 8.25 (d, J = 7.4 Hz, 1H); 8.15 (d, J = 2.8 Hz,
1Hpas+p); 8.13 (d, J = 2.8 Hz, 1Ha:g); 7.45 — 7.27 (M, 6H); 7.21 — 7.00 (m, 8H); 7.00 — 6.93 (m,
2H); 6.93 — 6.82 (M, 2H); 5.25 — 5.14 (m, 1H); 5.15 — 5.01 (m, 2H); 4.87 — 4.75 (m, 1H); 3.77
(s, 3Hass); 3.66 (S, 3Ha+g); 3.33 (S, 1Ha+g); 3.16 (S, 3Hasp); 3.09 — 2.99 (m, 2H); 2.94 — 2.84
(m, 1H); 2.81 — 2.71 (m, 1H); *C NMR: (101 MHz, CDCls) & (ppm): 170.58; 164.18;
155.53; 136.97; 136.84; 136.45; 135.38; 135.19; 132.90; 132.83; 132.41; 132.32; 129.69;
129.61; 129.49; 129.32; 129.23; 129.04; 128.71; 128.66; 128.58; 128.53; 128.43; 127.95;
127.91; 127.07; 126.91; 126.87; 122.57; 114.57; 114.48; 71.70; 61.76; 55.45; 55.01; 50.66;
50.48; 38.37; 37.23; 32.29; HRMS m/z: pro CasHz4CINsOs vypodteno: 600.22598 [M+H]'";
622.20792 [M+Na]"; 638.18186 [M+K]"; nalezeno:  600.22729  [M+H]";
622.20856 [M+Na]*; 638.18201 [M+K]"; Elementarni analyza: pro CasHasCIN3Os
vypoéteno: C 68.05; H 5.71; N 7.00; nalezeno: C 68.34+0.32 H 5.77+0.06; N 7.45+0.1.

5.6 Priprava 2-(benzyloxy)-5-chlor-N-((S)-1-oxo-1-(((S)-1-oxo-3-fenylpropan-2-

yl)amino)-3-fenylpropan-2-yl)benzamidu

9 LiAIH, THF 10
M [g/mol] 600,1 37,95 - 541,04
ekv 1 1,25+0,5 - 1
n [mmol] 2,16 2,7+1,08 - 2,16
m [g] 1,3 0,102+0,04 - 1,168
V [ml] - - 50 -
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Pracovni postup:

Postup byl pfevzat a upraven z literatury.?®
Reakce byla provadéna na lince vakuume-inert.

Do 100 ml vysekurované baiky opatfené magnetickym michadlem a teplomérem byl
pod inertni atmosférou dusiku pomoci injekéni stiikacky pres septum piedlozen Weinreb
amid (9; 1,3 g; 2,16 mmol) rozpustény v bezvodém THF (50 ml). RS byla vychlazena
na -20°C a nasledné byl po ¢astech piidavan hydrid hlinito-lithny (LiAlH4, 0,102 g;
2,7 mmol) po dobu 10 minut. Reakce byla monitorovana pomoci TLC. Po 1,5 hod byl pfidan
dalsi podil LiAlIH4 (0,04 g; 1,08 mmol). Po vymizeni vychozi latky (2 hodiny) byla reakce
ukonéena ptidavkem nasycené¢ho roztoku NHsCl (15 ml) a vodnym roztokem 5% HCI
(20 ml). RS byla extrahovana EtOAc (3x 30 ml) a spojené organické frakce vodou
(1x20ml). Organicka faze byla vysuSena bezvodym Na,SO,. Filtraci susidla
a oddestilovanim organickych rozpoustédel za snizeného tlaku byl ziskan pozadovany
aldehyd (10). Surovy produkt byl dle provedenych analyz ziskan v dostate¢né Cistote, proto

nebyl dale jinak purifikovan.

Charakterizace produktu (10):

Produkt je smés dvou diasterecoisomerti A a B. Vytézek: 1,12 g (96 %); bila pevna
latka; teplota tani: 160,5-163,5 °C; *H NMR: (400 MHz, CDCls) & (ppm): 9.49 (s, 1H); 8.27
(d,J=7.3 Hz, 1H); 8.14 (d, J = 2.8 Hz. 1Ha+g); 8.09 (d, J = 2.8 Hz, 1Ha:g); 7.44 — 7.34 (m,
4H); 7.35 - 7.28 (m, 2H); 7.23 — 7.13 (m, 3H); 7.13 — 7.06 (m, 3H); 7.06 — 7.00 (m, 2H); 7.00
—6.96 (m, 2H); 6.95 — 6.92 (m, 1H); 6.82 (d, J = 6.6 Hz, 1H); 5.09 (g, J = 11.3 Hz, 2H); 4.81
(dd, J =14.4, 7.5 Hz, 1H); 4.52 (dd, J = 13.7, 6.6 Hz, 1H); 3.14 — 2.91 (m, 3H); 2.78 (dd, J =
14.1, 7.8 Hz, 1H); **C NMR: (101 MHz, CDCls) & (ppm): 198.95; 171.35; 164.40; 155.57;
136.78; 135.81; 135.10; 133.03; 132.36; 129.46; 129.37; 129.28; 129.22; 129.03; 128.92;
128.80; 128.77; 128.06; 127.25; 127.16; 127.11; 127.08; 122.31; 114.46; 71.88; 59.92; 59.67;
55.29; 54.94; HRMS m/z: pro CaH2CIN,O4  vypoéteno: 541.18942 [M+H]’;
563.17136 [M+Na]™; nalezeno: 541.19049 [M+H]"; 563.17291 [M+Na]’; Elementarni
analyza: pro Cs;Hy9CIN,O4 vypocteno: C 71.04; H 5.40; N 5.18; nalezeno: C 71.11+0.22;
H 5.60+0.01; N 5.46+0.37.
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5.7 Priprava 2-(benzyloxy)-5-chlor-N-((S)-1-(((S)-4,4-dikyan-1-fenylbut-3-en-2-
yl)amin)-1-oxo-3-fenylpropan-2-yl)benzamidu

S

10 1
10 CH,(CN), Al,O; DCM 11
M [g/mol] 541,04 66,06 101,96 - 589,08
ekv 1 3,1 3,71 - 1
n [mmol] 0,924 2,86 3,43 - 0,924
m [g] 0,5 0,189 0,349 - 0,544
V [mi] - 0,180 - 25 ]
p [g/ml] - 1,049 - - ]

Pracovni postup:

Postup byl pfevzat a upraven z literatury.*

Do 50 ml banky opatfené magnetickym michadlem byl pfedlozen aldehyd (10; 0,5 g;
0,924 mmol) a rozpustén v DCM (25 ml). Nasledn¢ byl ptidan malonitril (0,180 ml;
2,86 mmol) a piisypan Al,O3 (0,349 g; 3,48 mmol). Reak¢éni smés byla michana 24 hodin.
Druhy den byla reakce ukoncena nasycenym roztokem NH4CI (10 ml) a extrahovdna DCM
(3x 20 ml) a vodou (1 x 20 ml). Organicka faze byla vysusena bezvodym Na,SO,. Produkt

(11) byl izolovan sloupcovou chromatografii.

Charakteristika produktu (11):

Produkt je smés dvou diastereoisomert A a B. Vytézek: 0,13 g (24 %); svétle oranzova
srazenina; "H NMR: (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 8.39 - 8.32 (m, 1H); 8.11 (d, J = 2.7 Hz
1Ha+g); 8.09 (d, J = 2.7 Hz, 1Ha+g); 7.50 — 7.31 (m, 6H); 7.25 - 7.11 (m, 7H); 7.08 — 6.72 (m,
6H); 5.19 — 5.06 (m, 2H); 4.90 — 4.72 (m, 2H); 3.02 — 2.68 (m, 4H); *C NMR: (126 MHz,
CDCls) & (ppm): 171.15; 166.81; 166.70; 164.49; 155.55; 155.51; 136.40; 136.38; 134.81;
134.69; 133.96; 133.17; 133.14; 132.02; 131.97; 129.26; 129.20; 129.17; 129.14; 129.06;
129.01; 128.66; 128.62; 128.10; 127.99; 127.81; 127.65; 127.07; 127.06; 126.92; 126.90;
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121.73; 121.65; 114.36; 111.76; 111.73; 109.91; 109.88; 90.07; 89.98; 71.88; 71.73; 55.04;
54.66; 52.40; 52.30; 38.89; 38.84; 36.97; 36.86; HRMS m/z: pro CssH29CIN4O3 vypocteno:
589.20010 [M+H]"; 611.18204 [M+Na]"; nalezeno: 589.20105 [M+H]"; 611.18280 [M+Na]";
Elementarni analyza: pro C3sHz9CIN4O3 vypocteno: C 71.36; H 4.96; N 9.51; nalezeno:
C 69.77+0.02; H 4.86+0.02; N 9.92+0.21.

5.8 Priprava (S)-5-chlor-N-(1,1-dikyano-5-methylhexan-3-yl)-2-hydroxybenzamidu

O O

cl CN cl CN
N~ SN 10% Pd-C, H, N
H — > H
CN EtOAc, rt CN
o) OH
12 K@ 13 14

12 10% Pd-C EtOAC 13 14
M [g/mol] 407,87 - - 317,77 319,78
ekv 1 - - 1 1
n [mmol] 0,49 - - 0,49 0,49
m [0] 0,2 0,05 - 0,156 0,157
V [ml] - - 55 - -

Pracovni postup:

Postup byl pfevzat a upraven z literatury.*’

Do 250 ml bainky opatiené magnetickym michadlem byl ptedlozen dikyanovinylen (12;
0,2 g; 0,49 mmol) a rozpustén v EtOAc (55 ml). Nasledné byl pridan katalyzator 10% Pd/C
(0,05 g) a hydrogenator s vodikem. Reakéni smés byla michana 24 hodin. Druhy den byl
katalyzator odfiltrovan pres skladany filtr. Organické rozpoustédlo z filtratu bylo

oddestilovano.

Charakteristika produktu (14):

Vytézek: 0,1 g (64 %); bily prasek; teplota tani: 123,0-124,6 °C; 'H NMR: (400 MHz,
CDCl3) 8 (ppm): 7.39 — 7.32 (m, 2H); 6.98 — 6.91 (m, 1H); 6.23 (d, J = 8.4 Hz, 1H); 4.42 (bs,
1H); 3.98 (dd, J = 8.7, 5.7 Hz, 1H); 2.42 — 2.30 (m, 1H); 2.27 — 2.16 (m, 1H); 1.75 — 1.58 (m,
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3H); 1.52 — 1.41 (m, 1H); 0.97 (dd, J = 9.2, 6.4 Hz, 6H); *C NMR: (101 MHz, CDCls)
S (ppm): 169.87; 160.36; 134.93; 125.34; 123.76; 120.60; 114.58; 112.97; 112.84; 46.41,
43.79; 37.47; 25.19; 23.02; 21.98, 20.63; HRMS m/z: pro CisHisCIN3O, vypocteno:
320.11603 [M+H]"; 342.09798 [M+Na]"; 358.07191 [M+K]"; nalezeno: 320.11658 [M+H]";
342.09863 [M+Na]"; 358.07260 [M+K]"; Elementarni analyza: pro CisHigCIN3O;
vypocteno: C 60.09; H 5.07; N 13.14; vypocteno: C 60.32; H 5.76; N 12.82.

5.9 Priprava 5-chlor-2-hydroxy-N-((S)-1-(((S)-1-(methoxy(methyl)amino)-1-oxo-3-
fenylpropan-2-yl)amino)-1-oxo-3-fenylpropan-2-yl)benzamidu

H o H
al . N:QLN/O\ 10% Pd/C,H, ¢ N N\:)J\N,O\
H o5 : | EtOAc, rt Ho 5 : |
0 OH

9 10% Pd/C EtOAC 15
M [g/mol] 600,1 - - 509,98
ekv 1 - - 1
n [mmol] 1,33 - - 1,33
m [a] 0,8 0,1 - 0,678
V [ml] - - 60 -

Pracovni postup:

Postup byl prevzat a upraven z literatury.*’

Do 250 ml baiky opatiené magnetickym michadlem byl predlozen Weinreb amid (9;
0,8 g; 1,33 mmol) a rozpustén v EtOAc (60 ml). Nasledné byl pfidan katalyzator 10% Pd/C
(0,1 g) ahydrogenator s vodikem. Reak¢éni smés byla michana 24 hodin. Druhy den byl
katalyzator odfiltrovan pres skladany filtr. Organické rozpoustédlo z filtratu bylo

oddestilovano za vzniku tuhé amorfni latky.
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Charakterizace produktu (15):

Produkt je smés dvou diastereoisomerd A a B. Vytézek: 0,652 g (96 %); amorf;
'H NMR: (500 MHz, CDCls) & (ppm): 12.12 (bs, 1H); 7.43 (d, J = 7.1 Hz, 1H); 7.37 (d, J =
2.2 Hz, 1H); 7.33 - 7.16 (m, 9H); 7.08 (d, J = 6.8 Hz, 2H); 6.88 (d, J = 8.8 Hz, 1H); 6.75 (d, J
= 8.0 Hz, 1H); 5.24 (dd, J = 14.2, 7.0 Hz, 1H); 4.85 (g, J = 6.9 Hz, 1H); 3.74 (s, 3Ha+g); 3.66
(s, 3Ha:g); 3.23 (s, 3Ha:g); 3.22 (S, 3Ha:g); 3.17 — 3.08 (m, 3H); 2.95 — 2.87 (m, 1H);
3C NMR: (126 MHz, CDCl3) & (ppm): 171.08; 170.20; 168.45; 160.06; 136.13; 135.84;
135.79; 134.22; 134.15; 129.39; 129.35; 128.69; 128.63; 128.47; 127.21; 127.08; 125.58;
123.38; 119.91; 114.81; 61.62; 60.45; 54.42; 50.75; 38.26; 38.19; 32.20; 14.22; HRMS m/z:
pro C,7H28CIN3Os vypodéteno: 510.17903 [M+H]"; 532.16097 [M+Na]"; 548.13491 [M+K]";
nalezeno: 510.17819 [M+H]*; 532.16022 [M+Na]*; 548.13422 [M+K]"; Elementarni
analyza: pro C,7H2sCIN3Os vypoéteno: C 63.59; H 5.53; N 8.24; nalezeno C 63.14+0.20;
H 5.65+0.05 N 7.71+0.30.

5.10 Piiprava 5-chlor-2-hydroxy-N-((S)-1-oxo-1-(((S)-1-oxo0-3-fenylpropan-2-yl)amino)-
3-fenylpropan-2-yl)benzamidu

o) e 0 H 9
cl N .0 |
N :QKN -  LAH, y N\:)J\H
Ao i | THF, -20 °C H &
OH : oH :
15 \© 16 \©

15 LiAIH, THF 16
M [g/mol] 509,98 37,95 - 450,91
ekv 1 1,25+0,5+0,5 - 1
n [mmol] 3,66 4,575+1,83+1,83 - 3,66
m [a] 1,866 0,173+0,07+0,07 - 1,650
V [ml] - - 80 -
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Pracovni postup:

Postup byl pfevzat a upraven z literatury.?®
Reakce byla provadéna na lince vakuum-inert.

Do 250 ml vysekurované bariky opatiené magnetickym michadlem a teplomérem byl
pod inertni atmosférou dusiku pomoci injekéni stiikacky pfes septum piedlozen Weinreb
amid (15; 1,866 g; 3,66 mmol) rozpustény v bezvodém THF (80 ml). RS byla vychlazena
na - 20 °C a nasledné byl po &astech ptidavan LiAIH, (0,173 g; 4,575 mmol) po dobu
15 minut. Reakce byla monitorovana TLC. Po 1,5 hod byl ptidan dalsi podil LiAlH4 (0,07 g;
1,83 mmol). Po 2 hodinach od posledniho ptidavku byl piidan jesté dalsi podil LiAlH4
(0,07 g; 1,83 mmol). Po vymizeni vychozi latky byla reakce ukonéena piidavkem
nasyceného roztoku NH4Cl (20 ml) a vodnym roztokem 5% HCI (20 ml). Vodna faze byla
extrahovana EtOAc (3 x 30 ml) a spojené organické frakce vodou (1 x 40 ml). Organicka faze
byla vysusena bezvodym Na,SO,. Filtraci susidla a oddestilovanim organického rozpoustédla

byl ziskdn pozadovany aldehyd (16). Produkt byl purifikovan sloupcovou chromatografii.

Charakteristika produktu (16):

Produkt je smés dvou diastereoisomert A a B. Vytézek: 1,444 g (88 %); nazloutly
amorf; 'H NMR: (500 MHz, CDCls) & (ppm): 11.90 — 11.61 (m, J = 28.2 Hz, 4H); 9.35 (s,
1Ha+g); 9.31 (S, 1HasB); 7.41 — 7.22 (m, 1H); 7.22 — 7.15 (m, 1H); 7.15 — 6.94 (m, 9H); 6.87
(dd, J =9.0, 7.5 Hz, 2Ha4g); 6.82 (dd, J = 10.4, 4.6 Hz, 2Ha4g); 6.73 — 6.64 (m, 1H); 6.20 (d,
J=6.4 Hz, 1Hag); 6.06 (d, J = 6.5 Hz, 1Hasg); 4.68 — 4.56 (M, 1H); 4.56 — 4.45 (m, J = 19.9,
6.7 Hz, 1H); 3.10 — 2.69 (m, 4H); *C NMR: (126 MHz, CDCls) & (ppm): 197.87; 170.90;
168.66; 168.64; 159.97; 159.92; 135.94; 135.88; 135.00; 134.86; 134.43; 134.39; 129.26;
129.21; 129.20; 128.97; 128.95; 128.88; 127.50; 127.43; 127.38; 125.60; 123.51; 119.98;
119.95; 114.57; 60.48; 59.80; 59.74; 54.91; 54.75; 38.30; 38.18; 35.02; 34.97; 21.12; 14.22;
HRMS m/z: pro CasHosCIN,Os vypolteno: 451.14191 [M+H]"; 473.12386 [M+Na]";
nalezeno: 451.14282 [M+H]"; 473.12386 [M+Na]"; Elementirni analyza: pro
Ca5H23CIN2O,4 vypocteno: C 66.59; H 5.14; H 6.21; nalezeno: C 65.76+0.11; H 5.26+0.01;
N 6.11+0.02.
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5.11 Piiprava 5-chlor-N-((S)-1-(((S)-4,4-dikyano-1-fenylbut-3-en-2-yl)amino)-1-oxo-3-
fenylpropan-2-yl)-2-hydroxybenzamidu

@) o] CN @) CN
l H 4 H
Cl N AlL,O —
N \:)LH CN Al 3 Cl N\:/_<CN
H § ¢ DCM, rt :
OH B OH

N
o :
16 \© 17 \©
16 CH,(CN), Al,O, DCM 17
M [g/mol] 450,91 66,06 101,96 - 498,96
ekv 1 31 3,71 - 1
n [mmol] 1,77 5,487 6,57 - 1,77
m [g] 0,800 0,362 0,669 - 0,883
V [ml] - 0,346 - 60 -
p [g/ml] - 1,049 - - i

Pracovni postup:

Postup byl pfevzat a upraven z literatury.*®

Do 100 ml baiky opatfené magnetickym michadlem byl piedlozen aldehyd (16;
0,800 g; 1,77 mmol) a rozpustén v DCM (60 ml). Nasledné byl ptidan malonitril (0,346 ml;
5,487 mmol) a ptisypan Al,O3 (0,669 g; 6,57 mmol). Reakéni smés byla michana pies vikend.
Nasledné byla ukonéena pfilitim nasyceného roztoku NH4Cl (20 ml) a extrahovana DCM
(3x20 ml) a vodou (1 x 20 ml). Organicka faze byla vysusena bezvodym siranem sodnym,

rozpoustédlo oddestilovano a produkt (17) purifikovan sloupcovou chromatografii.

Charakterizace produktu (17):

Vytézek: 0,085 g (33 %); oranzova pevna latka; teplota tani: 86,0-88,3 °C; struktura
byla potvrzena pouze HRMS m/z: pro CygH2sCIN4Os vypodteno: 499.15314 [M+H];
521.13509 [M+Na]"; nalezeno: 499.15457 [M+H]"; 521.13654 [M+Na]".
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5.12 Piiprava (S)-methyl 2-((S)-2-(2-(benzyloxy)-5-chlorbenzamido)-3-
fenylpropanamido)-4-methylpentanoatu

o b O
Cl\@fLN OH o EDCHcl, HoBt © N N_QJ\O/
H + HoN ~ > H =
e
o o o DCM, rt o \r
7 © 18 19 ©

O-Me-L-LewHCl  K,CO; 18 7  EDC-HCI HOBt DCM 19
M [g/mol] 182,1 13821 1452 409,86 1917 135 - 537,05
ekv 1 1 1 1 1 1 - 1
n [mmol] 9,33 933 732 7,32 7,32 732 - 7,32
m [g] 1,7 1289 1062 3 1,403 0988 - 3,931

vV [ml] - - - - - - 80 -

Pracovni postup:

Postup byl prevzat a upraven z literatury.*!

Do 100 ml banky byl ptedlozen O-Me-L-Leu-HC1 (1,7 g; 9,33 mmol), ktery byl
rozpu$tén ve 30 ml vody. Nasledné byl pridan K,CO3 (1,289 g; 9,33 mmol). Po 20 min
michani byla RS extrahovana DCM (3 x 30 ml) a spojené organické frakce vodou (2 x 30 ml).
Organicka faze byla vysuSena Na;SO,4. Po odfiltrovani susidla a oddestilovani rozpoustédla

bylo izolovano 1,062 g (78 %) meziproduktu (18), ktery nebyl dale purifikovan.

Vychozi kyselina (7; 3 g; 7,32 mmol - pfepocteno na ziskané mnozstvi meziproduktu
18) byla piedlozena do 250 ml baiky a rozpusténa v DCM (40 ml). Nasledné bylo pfidano
EDC-HCI (1,403 g; 7,32 mmol), HOBt (0,988 g; 7,32 mmol) a ptipraveny meziprodukt (18;
1,062 g; 7,32 mmol) rozpustény v DCM (40 ml). Reakce byla sledovana pomoci TLC a po
vymizeni vychozi latky asi po dvou hodinach ukoncena pfilitim EtOAc (50 ml) a vody
(50 ml). Smés byla rozd€lena v délicce. Vodna faze byla promyta EtOAc (3x 30 ml)
a spojené organické frakce nasycenym roztokem NaHCO3 (1 x 30 ml), 5% roztokem kyseliny
citronové (1 x 30 ml) a nakonec vodou (1 x 30 ml). Organicka faze byla vysusena Na,SO,,

nasledné bylo susidlo odfiltrovano a organické rozpoustédlo oddestilovano. Reakéni smés
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byla purifikovdna pomoci flash chromatografie. Bylo izolovano 3,1 g zlutého, racemického,

zakaleného oleje, ktery byl ¢istén krystalizaci ze smési Hex/EtOAc (3/1).

Charakterizace produktu (19):

Vytézek: 1,615 g (41 %) izomeru s97% ee; olej; *H NMR: (400 MHz, CDCl;)
§ (ppm): 8.39 (d, J = 7.4 Hz, 1H); 8.14 (d, J = 2.8 Hz, 1H); 7.47 — 7.31 (m, 6H); 7.24 — 7.13
(m, 3H); 7.08 — 7.01 (m, 2H); 6.93 (d, J = 8.9 Hz, 1H); 6.65 (d, J = 7.9 Hz, 1H); 5.15 (dd, J =
30.7, 11.6 Hz, 2H); 4.86 (g, J = 7.4 Hz, 1H); 4.59 — 4.47 (m, 1H); 3.70 (s, 3H); 3.08 (dd, J =
14.1, 6.5 Hz, 1H); 2.87 (dd, J = 14.1, 7.7 Hz, 1H); 1.64 — 1.43 (m, 3H); 0.86 (d, J = 6.2 Hz,
6H); *C NMR: (126 MHz, CDCls) & (ppm): 172.90; 170.68; 164.10; 155.31; 136.73; 135.04;
132.73; 132.04; 129.19; 129.07; 128.93; 128.49; 127.76; 126.87; 126.78; 122.33; 114.34;
71.53; 54.97; 52.29; 50.93; 41.31; 37.25; 24.78; 22.69; 21.97; HRMS m/z: pro C3yH33CIN,Os
vypoéteno: 537.21508 [M+H]"; 559.19702 [M+Na]*; 575.17096 [M+K]"; nalezeno:
537.21619 [M+H]"; 559.19794 [M+Na]"; 575.17181 [M+K]"; Elementarni analyza: pro
C30H33CIN,O5 vypocteno: C 67.09; H 6.19; N 5.22; nalezeno: C 67.36+0.06; H 6.27+0.02;
N 5.18+0.02.

5.13 Priprava 2-(benzyloxy)-5-chlor-N-((S)-1-(((S)-1-(methoxy(methyl)amino)-4-

methyl-1-oxopentan-2-yl)amino)-1-oxo-3-fenylpropan-2-yl)benzamidu

o} O o o 9
LiIHMDS, MeOMeNHHCI ¢ N o
Ho L THF, 20 pak -10 °C Ho oo ¢ |

19 © 20 K@

19 MeOMeNH-HCI (1L|\I/|H\'>4a?=) THF 20
M [g/mol] 537,05 97 54 167,33 - 566,08
ekv 1 25 7 - 1
n [mmol] 9,87 24,67 69,00 - 9.87
m [d] 5,3 2,4 - - 5,59
V [ml] - - 70 160 -
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Pracovni postup:

Postup byl pfevzat a upraven z literatury.*®
Reakce provadéna na lince inert-vakuum.

Do 500 ml trojhrdlé banky opatiené magnetickym michadlem a teplomérem byl
ptedlozen MeOMeNH-HCI (2,4 g; 24,67 mmol). Po vysekurovani baniky a pod natokem
dusiku byl pfidan pres septum methylester (19; 5,3 g; 9,87 mmol) rozpustény Vv bezvodém
THF (160 ml). Po vychlazeni reak¢ni smési na -20 °C bylo pomoci syringe pump
nadavkovano LiHMDS (70 ml; 69,09 mmol) tak, aby teplota reakéni smési nepiekrocila -20
°C. Davkovano bylo asi hodinu a po té byla teplota zvySena na -10 °C. Reakce byla po 2
hodinach ukoncena nasycenym roztokem NH;Cl (50 ml). Reakéni smés byla rozd€lena
pomoci délicky. Vodna faze byla protiepana s Et,O (3 X 30 ml) a spojené organické frakce
vodou (2 x 20 ml). Nakonec byla organicka faze vysuSena bezvodym Na,SO, a produkt byl

purifikovan sloupcovou chromatografii.

Charakterizace produktu (20):

Produkt je smés dvou diastercoisomeri A a B. Vytézek: 5,227 g (94 %); amorf;
'H NMR: (400 MHz, CDCls) & (ppm): 8.38 — 8.30 (m, 1H); 8.14 (t, J = 4.9 Hz, 1H): 7.45 —
7.29 (m, 6H); 7.22 — 7.11 (m, 3H); 7.06 — 6.99 (m, 2H); 6.90 (d, J = 8.9 Hz, 1H); 6.71 (d, J =
8.6 Hz, 1H); 5.14 (dd, J = 32.4, 11.8 Hz, 2H); 5.02 (d, J = 5.3 Hz, 1H); 4.91 — 4.80 (m, 1H);
3.77 (s, 3Has+s); 3.71 (S, 3Ha+g); 3.20 (s, 3H); 3.11 (dd, J = 14.2, 5.8 Hz, 1H); 2.88 (dd, J =
14.2, 8.0 Hz, 1H); 1.64 — 1.51 (m, 1H); 1.51 — 1.42 (m, 2H); 0.89 (dd, J = 15.6, 6.5 Hz, 6H);
3C NMR: (101 MHz, CDCls) & (ppm): 170.83; 164.13; 155.46; 136.93; 135.39; 132.75;
132.30; 129.36; 129.17; 128.95; 128.62; 127.83; 127.07; 126.93; 122.79; 114.55; 71.64;
61.77; 55.24; 47.89; 41.97; 37.69; 32.32; 24.95; 23.41; 21.99; HRMS m/z: pro C31H3sCIN3Os
vypoéteno: 566.24163 [M+H]"; 588.22357 [M+Na]®; 604.19751 [M+K]"; nalezeno:
566.24316 [M+H]"; 558.22491 [M+Na]"; 604.19879 [M+K]"; Elementarni analyza: pro
C31H36CIN3Os vypocteno: C 65.77; H 6.41; N 7.42; nalezeno: C 65.84+0.04; H 6.51+0.02;
N 7.72+0.07.
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5.14 Piiprava 2-(benzyloxy)-5-chlor-N-((S)-1-(((S)-4-methyl-1-oxopentan-2-yl)amino)-
1-ox0-3-fenylpropan-2-yl)benzamidu

0 e H
i cl N
Cl \ N:QLN/O\ _LiAH, N :QKH
Ho & i THF, -20 °C o
o 2 0

20 LiAIH, THF 21
M [g/mol] 566,08 37,95 - 507
ekv 1 1,25+0,5+0,5 - 1
n [mmol] 2,79 3,49+1,39+1,39 - 2,79
m [g] 1,58 0,13+0,053+0,053 - 1,415
Vv [mI] - - 80 _

Pracovni postup:

Postup byl pfevzat a upraven z literatury.?
Reakce provadéna na lince inert-vakuum.

Do 250 ml vysekurované banky opatfené magnetickym michadlem a teplomérem byl
pod inertni atmosférou dusiku pies septum piedlozen Weinreb amid (20; 1,58 g; 2,79 mmol)
rozpustény v bezvodém THF (80 ml). RS byla vychlazena na — 20 °C a nasledné byl po
¢astech pridavan LiAlIH, (0,13 g; 3,49 mmol) po dobu 10 minut. Reakce byla monitorovana
pomoci TLC. Po 1,5 hod byl pfidan dalsi podil LiAlH4 (0,053 g; 1,39 mmol). Po 1 hodin€ od
posledniho pridavku byl piidan jesté dalsi podil LiAlH4 (0,053 g; 1,39 mmol). Po vymizeni
vychozi latky byla reakce ukoncena pridavkem nasyceného roztoku NH4Cl (15 ml) a vodnym
roztokem 5% HCI1 (20 ml). RS byla extrahovana EtOAc (3 x 50 ml) a spojené organické
frakce vodou (1 x 40 ml). Organicka faze byla vysusena bezvodym Na,SO,. Po oddestilovani

organického rozpoustédla byl ziskan produkt (21).
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Charakterizace produktu (21):

Produkt je smés dvou diastereoisomerd A a B. Vytézek: 1,322 g (93 %); amorf;
'"H NMR: (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 9.44 (s, 1Ha+g); 9.37 (5, 1Hass); 8.41 (d, J = 7.2 Hz,
1H); 8.14 — 8.09 (m, 1H); 7.48 — 7.33 (m, 6H); 7.25 — 7.15 (m, 3H); 7.09 — 7.02 (m, 2H); 6.99
—6.92 (m, 1H); 6.79 — 6.63 (m, 1H); 5.28 — 5.04 (m, 2H); 4.94 — 4.78 (m, 1H); 4.44 — 4.23
(m, 1H); 3.11 — 2.96 (m, 1H); 2.95 — 2.79 (m, 1H); 1.68 — 1.47 (m, 2H); 1.43 — 1.29 (m, 1H);
0.94 — 0.77 (m, 6H); **C NMR: (126 MHz, CDCls) & (ppm): 199.67; 171.25; 164.26; 155.36;
136.58; 134.94; 132.87; 132.03; 131.99; 129.38; 129.15; 129.10; 129.02; 129.00; 128.84;
128.60; 127.94; 127.88; 126.88; 126.94; 122.19; 114.37; 114.33; 71.70; 71.65; 57.34; 57.24;
55.12; 55.01; 37.51; 37.38; 37.28; 24.61; 24.47; 23.03; 22.98; 21.84; 21.78; HRMS m/z: pro
C29H31CIN,O4 vypoéteno: 507.20451 [M+H]"; 529.18646 [M+Na]"; 545.16039 [M+K]";
nalezeno: 507.20523 [M+H]"; 529.18707 [M+Na]’; 545.16107 [M+K]"; Elementarni
analyza: pro CyH3,CIN,O4 vypoéteno: C 68.70; H 6.16; N 5.53; nalezeno: C 68.58+0.20;
H 6.32+0.02; N 5.28+0.01

5.15 Piiprava 2-(benzyloxy)-5-chlor-N-((S)-1-(((S)-1,1-dikyano-5-methylhex-1-en-3-
yl)amino)-1-oxo-3-fenylpropan-2-yl)benzamidu

21 CH,(CN), Al,O; DCM 22
M [g/mol] 507,02 66,06 101,96 - 555,07
ekv 1 3,1 3,71 - 1
n [mmol] 1,66 5,146 6,156 - 1,66
m [q] 0,84 0,339 0,627 - 0,921
V [ml] - 0,323 - 60 ]
p [g/ml] - 1,049 - - -
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Pracovni postup:

Postup byl pfevzat a upraven z literatury.*®

Do 100 ml banky opatfené magnetickym michadlem byl pfedlozen aldehyd (22; 0,84 g;
1,66 mmol) a rozpusttn v DCM (60 ml). Nasledné¢ byl piidan malonitril (0,323 ml;
5,146 mmol) a piisypan Al,O3 (0,627 g; 6,156 mmol). Po 24 hodinach byla reakce ukoncena
prilitim nasyceného roztoku NH4Cl (20 ml) a extrahovana DCM (3 x 20 ml) a vodou
(1 x 20 ml). Organicka faze byla vysusena bezvodym Na,SO,4. Produkt (23) byl purifikovan

sloupcovou chromatografii.

Charakterizace produktu (22):

Produkt je smés dvou diastereoisomeri A a B. VytéZzek: 0,56 g (61 %); amorf;
'H NMR: (400 MHz, DMSO) & (ppm): 8.70 — 8.56 (m, 1Ha+g); 8.56 — 8.42 (M, 1Has); 7.79
—7.67 (m, 1H); 7.60 — 7.35 (m, 6H); 7.35 — 7.28 (m, 1H); 7.28 — 7.18 (m, 3H); 7.10 (d, J =
7.5 Hz, 2H); 5.40 — 5.25 (m, 2H); 4.86 — 4.73 (m, 1H); 4.69 — 4.50 (m, 1H); 3.11 — 2.95 (m,
1Hasg); 2.89 — 2.74 (M, 1Hasg); 1.79 — 1.24 (m, 3H); 1.01 — 0.75 (m, 6H); *C NMR:
(101 MHz, DMSO) 8 (ppm): 171.58; 171.45; 171.25; 170.50; 163.72; 163.53; 155.55; 137.61;
137.47; 136.55; 136.48; 132.70; 132.65; 130.64; 130.55; 129.76; 129.66; 129.21; 129.15;
128.92; 128.87; 128.79; 128.73; 128.60; 128.56; 127.18; 127.12; 125.45; 125.41; 124.56;
124.45; 116.51; 116.47; 113.12; 111.47; 111.44; 88.24; 87.96; 71.26; 54.94; 54.81; 49.81;
49.60; 41.12; 38.67; 38.28; 24.53; 24.37; 23.29; 23.10; 22.26; 21.98; HRMS m/z: pro
C32H31CIN4O3 vypoéteno: 555.21575 [M+H]"; 577.19769 [M+Na]"; 593.17163 [M+K]";
nalezeno: 555.21735 [M+H]"; 577.19922 [M+Na]®; 593.17303 [M+K]"; Elementarni
analyza: pro CsH31CIN4O3 vypocteno: C 69.24; H 5.63; N 10.09; nalezeno: 69.54+0.24;
H 5.69+0.01; N 9.89+0.22.
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5.16 Priprava (S)-methyl 2-((S)-2-((tert-butoxykarbonyl)amino)-3-
hydroxypropanamido)-3-fenylpropanoatu

HO
H 9
N
HNJ}N/ HBTU TEA HNJ}( \:)ko/
NH;* CF ONQ DCM rt O/KO o =
23 24 i:

23 O-Me-L-Phe-HCI HBTU TEA DCM 24
M [g/mol] 205,21 215,68 379,24 101,19 - 366,41
ekv 1 1,2 1,2 2 - 1
n [mmol] 9,71 11,65 11,65 19,42 - 9,71
m [a] 1,993 2,513 4,417 1,965 - 3,557
V [ml] - - - 2,71 40 -
p [g/ml] - - - 0,7255 - -

Pracovni postup:

Postup byl pfevzat a upraven z literatury.*®

Do 100 ml banky opatfené magnetickym michadlem byla pfedlozena aminokyselina
serin (23; 1,993 g; 9,71 mmol) a rozpustétna v DCM (40 ml). Nasledné byl piidan
O-Me-L-Phe-HCI (2,513 g; 11,65 mmol), piikapan TEA (2,71 ml; 19,42 mmol) a pfisypano
HBTU (4,417 g; 11,65 mmol). Reakce byla michana ptes noc. Druhy den bylo oddestilovano
rozpoustédlo a destilacni zbytek byl rozpusStén v EtOAc (100 ml). Organicka faze byla
extrahovdna nasycenym roztokem kyseliny citronové (3 X 50 ml) a nasycenym roztokem

NaHCOs. (3 x 30 ml). Organicka faze byla vysuSena Na,SO,.

Charakterizace produktu (24):

Vytézek: 3,21 g (90 %); bezbarvy olej; *H NMR: (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 7.39 —
7.26 (m, 3H); 7.22 — 7.15 (m, 2H); 7.10 (d, J = 5.4 Hz, 1H); 5.56 (d, J = 7.1 Hz, 1H); 4.96 —
4.85 (m, 1H); 4.28 — 4.17 (m, 1H); 4.04 (d, J = 9.9 Hz, 1H); 3.78 (s, 3H); 3.66 (dd, J = 11.2,
5.4 Hz, 1H); 3.23 (dd, J = 13.9, 5.6 Hz, 1H); 3.11 (dd, J = 13.9, 6.9 Hz, 1H); 2.92 (bs, 1H);
1.49 (s, 9H); **C NMR: (101 MHz, CDCls) & (ppm): 171.99; 171.24; 135.88; 129.37; 128.83;
127.42; 63.12; 55.13; 53.56; 52.70; 37.91; 28.45; HRMS m/z: pro CigHxsN20s vypoiteno:
367.18636 [M+H]"; 389.16831 [M+Na]"; 405.14224 [M+K]"; nalezeno: 367.20975 [M+H]";
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389.16901 [M+Na]+; 405.14304 [M+K]+; Elementarni analyza: pro C;gH,sN,Og vypocteno:
C 59.00; H 7.15; N 7.65; nalezeno: C 59.24+0.03; H 7.45+0.05; N 7.57+0.03.

5.17 Priprava (R)-methyl 2-((R)-2-amino-3-hydroxypropanamido)-3-fenylpropanoatu

Y \ELN/}( > Do, rt HZN\EL”/\[(O\

OH ©
25
24 DCM TFA 25
M [g/mol] 366,41 - 114,02 266,13
ekv 1 - 3,8 1
n [mmol] 16,6 - 63,08 16,6
m [a] 6,1 60 7,192 4,418
V [ml] - - 4,83 -
p [g/ml] - - 1,49 -

Pracovni postup:

Postup byl pfevzat a upraven z literatury.*®

Do 50 ml baiiky opatiené magnetickym michadlem byla piedloZena vychozi latka (24;
6,1 g; 16,6 mmol). Nasledné bylo pfilito rozpoustédlo DCM (60 ml) a RS ochlazena v ledové
lazni na teplotu 0°C. Po vychlazeni RS byla ptikapana TFA (4,83 ml; 63,08 mmol). Reakce
byla michéna pfi rt. 24 h. Druhy den bylo rozpoustédlo odpaieno a vznikld pevna bila latka
rekrystalizovana ze smési Hex/EtOAc (2/1).

Charakterizace produktu (25):

Vytézek: 3,045 g (69 %); bila pevna latka; teplota tani: 167,8-168,9 °C; *H NMR:
(400 MHz, DMSO) 6 (ppm): 8.89 (d, J = 7.6 Hz, 1H); 8.13 (s, 2H); 7.34 — 7.26 (m, 2H); 7.26
—7.18 (m, 3H); 5.55 (bs, 1H); 4.58 — 4.50 (m, 1H); 3.83 — 3.74 (m, 2H); 3.61 (s, 3H); 3.12 —
3.03 (m, 1H); 2.99 — 2.90 (m, 1H); *C NMR: (101 MHz, DMSO) & (ppm): 171.94; 167.61;
137.46; 129.75; 129.01; 127.38; 60.94; 54.82; 54.60; 52.72; 37.07; HRMS m/z: pro

67



C13H1gN»O4 vypodteno: 267.13393 [M+H]"; 289.11588 [M+Na]*; 305.08982 [M+K]";
nalezeno: 267.13437 [M+H]"; 289.11655 [M+Na]"; 305.09055 [M+K]"; Elementarni
analyza: pro Ci3HigN2O4 vypocteno: C 47.37; H 5.04; N 7.37; nalezeno: C 47.69+0.13;
H 5.02+0.02; N 7.16+0.16.

5.18 Piiprava (S)-methyl 2-((S)-2-((S)-2-(2-(benzyloxy)-5-chlorbenzamido)-3-
fenylpropanamido)-3-hydroxypropanamido)-3-fenylpropanoatu

HBTU, TEA
o
O\AI jﬁr¢/c ¢ g
7 K@ 25 : 26

7 25 HBTU TEA DCM 26
M [g/mol] 409,86 266,13 379,24 101,19 - 658,14
ekv 1 1,2 1,2 2 - 1
n [mmol] 2,44 2,928 2,93 4,88 - 2,44
m [g] 1,126 0,780 1,108 0,493 - 1,605
V [ml] - - - 0,680 30 -
p [g/ml] - - - 0,725 - -

Pracovni postup:

Postup byl pfevzat a upraven z literatury.*®

Do 100 ml banky opatfené magnetickym michadlem byla piedloZzena kyselina (7,
1,126 g; 2,44mmol) a rozpusténa v DCM (30 ml). Nasledné¢ byl pfisypan methylester (25;
0,780 g; 2,928 mmol), prikapan TEA (0,680 ml; 4,88 mmol) a piisypan HBTU (1,108 g;
2,928 mmol). Reakce byla michana ptes vikend. Nasledné bylo rozpoustédlo oddestilovano
a destilacni zbytek byl rozpustén v EtOAc (30 ml). Extrahovano nasycenym roztokem
NaHCO3 (3 x 30 ml) a vodou (2 x 30 ml). Organicka faze byla vysuSena Na,SO;.

Charakterizace produktu (26):
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Produkt je smé&s dvou diastereoizomerd A+B. VytéZek: 0,885 g (55 %); amorf;
'H NMR: (500 MHz, CDCls) & (ppm): 8.45 (d, J = 6.3 Hz, 1Ha:g); 8.34 (d, J = 6.3 Hz,
1Hasg); 8.11 (d, J = 2.8 Hz, 1Hasg); 8.06 (d, J = 2.8 Hz, 1Hass); 7.45 — 7.32 (m, 6H); 7.25 —
7.12 (m, 6H); 7.12 — 7.07 (m, 2H); 7.04 (d, J = 8.0 Hz, 1H); 7.01 — 6.90 (m, 4H); 5.19 — 5.06
(m, 2H); 4.85 — 4.77 (m, 1H); 4.75 — 4.69 (m, 1H); 4.42 — 4.36 (m, 1H); 3.92 (dd, J = 11.5,
3.5 Hz, 1H); 3.72 (s, 3Ha+g); 3.60 (s, 3Ha+g); 3.50 (dd, J = 11.5, 5.0 Hz, 1H); 3.17 (dd, J =
14.0, 5.6 Hz, 1H); 3.04 — 2.98 (m, 2H); 2.84 — 2.76 (m, 1H); 2.58 (bs, 1H); *C NMR:
(126 MHz, CDCl3) 6 (ppm): 171.76; 171.41; 171.16; 170.12; 170.03; 164.63; 164.52; 155.60;
155.44; 136.46; 136.30; 136.18; 135.98; 135.03; 135.01; 133.01; 132.95; 132.09; 132.06;
129.26; 129.19; 129.11; 129.01; 128.71; 128.68; 128.59; 128.47; 128.06; 127.83; 127.14;
127.07; 127.01; 126.93; 126.89; 121.96; 114.41; 114.32; 71.80; 71.65; 62.46; 56.74; 55.80;
54.43; 54.28; 53.74; 53.52; 52.54; 52.37; 37.63; 37.22; HRMS m/z: pro CszsH3sCIN3O;
vypoéteno: 65823145 [M+H]"; 680.21340 [M+Na]"; 698.18734 [M+K]"; nalezeno:
658.23328 [M+H]"; 680.21567 [M+Na]"; 696.18970 [M+K]"; Elementarni analyza: pro
CasH36CIN3O7 vypoéteno: C 65.70; H 5.51; N 6.38; nalezeno: C 65.91+0.03; H 5.62+0.01,;
N 6.52+0.02.

5.19 Priprava  N-((5S,8S,11S)-5-benzyl-8-(hydroxymethyl)-3-methyl-4,7,10-trioxo-12-
fenyl-2-oxa-3, 6, 9-triazadodekan-11-yl)-2-(benzyloxy)-5-chlorbenzamidu

LIHMDS |
MeOMeNHHCI
O\ 4> \)’t N\O/
H THF, -20 °C

X pak -10 °C :

" gzo

(0] z o
OH
K@ 26 27
LiIHMDS

26 MeOMeNH-HCI (1M VTHE) THF 27
M [g/mol] 658,14 97,54 167,33 - 687,18

ekv 1 2,5 7 - 1
n [mmol] 0,455 1,14 3,18 - 0,455
m [g] 0,3 0,11 - - 0,312

V [ml] - - 3 40 -

Pracovni postup:
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Postup byl pfevzat a upraven z literatury.*®
Reakce byla provadéna na lince vakuum-inert.

Do 100 ml trojhrdlé banky opatiené magnetickym michadlem a teplomérem byl
ptedlozen MeOMeNH-HCI1 (0,11 g; 1,14 mmol). Po vysekurovani baniky a pod natokem
dusiku byl pfidan pies septum methylester (26; 0,3 g; 0,455 mmol) rozpustény V bezvodém
THF (40 ml). Po vychlazeni reak¢éni smési na -20 °C bylo pomoci syringe pump nadavkovano
LIHMDS (3 ml; 3,18 mmol), tak aby teplota reak¢éni smési nepickrocila -20 °C. Davkovano
bylo asi 15 min. a po té byla teplota zvysena na -10 °C. Reakce byla po 2 hodinach ukoncena
nasycenym roztokem NH4Cl (20 ml). RS méla byt extrahovana Et,O. Po priliti Et,O se RS
vysrazela za vzniku ,,zelé*. Toto ,,zelé* bylo odfiltrovano na Biichnerove ndlevce a filtrat byl
znovu extrahovan Et,O (2x20 ml) a nasledné vodou (1 X 10 ml). Izolovana sraZenina

I zbytek z filtratu byly charakterizovany.

Charakterizace produktu (27):

Vytézek: 0,032 g (10 %); zbytek z filtratu, olej; struktura byla potvrzena pouze HRMS
m/z: pro Cz7H3sCIN4O; vypoéteno: 687.25800 [M+H]"; 709.23995 [M+Na]*; 725.21389
[M+K]"; nalezeno: 687.25775 [M+H]"; 709.23956 [M+Na]"; 752.21375 [M+K]".
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6 Vysledky a diskuze

Experimentalni Cast této prace navazuje na jiz ovéfené syntézy v ramci vyzkumné
skupiny. Ptiprava dikyanovinylenovych (DCV) inhibitori proteasomu byla inspirovana
inhibitory proteinkinaz, konkrétné molekulou s kyanoethylacetatovou koncovou funkéni
skupinou. Zda tato uvaha byla spravnym smérem, nam potvrdi nebo vyvrati az biologické

testy.

Ptipravé DCV predchazela reprodukce jiz zndmych syntetickych krokt. Pti pfipravé
meziproduktu 19 byla zjisténa racemizace, kterou Ize u tohoto meziproduktu fesit krystalizaci.
Zajimaveé je, Ze produkt piechazi do filtratu a enantiomerni prebytek u krystalického podilu je
asi 10 %. Racemizace podobného meziproduktu 8 krystalizaci feSit nelze, protoze oba

diasteroizomery jsou krystalické.

U cilové molekuly 17 neni interpretovano NMR z diivodu neptehlednosti ve spektru
kvuli vysoké racemizaci, ktera je nejvice viditelna na hydroxylovém vodiku fenolu. Ziejmé
ale je, ze vychozi latka 16 zreagovala, protoze v oblasti vyskytu aldehydickych vodiku se
zadny pik nenachazi. Struktura byla potvrzena HRMS.

Weinreb amid 27 se podafilo jednozna¢né charakterizovat pouze pomoci HRMS. Bylo
zjisténo, ze produkt se nachazi ve zbytku filtratu a ne ve srazening. Tento experiment nelze

povazovat za ukonceny a bude pfedmétem dalSiho zkoumani.

Deprotekce benzylové skupiny, pro zvyseni reaktivnosti inhibitoru, byla vyzkousena na
1épe dostupné vzorové molekule 12. U ocekavaného produktu 13 doslo k redukci dvojné
vazby na produkt 14, coz bylo potvrzeno HRMS i NMR. Tento pokus prokazal redukci
dvojné vazby DCV na jednoduchou, proto bylo pfistoupeno k deprotekci jiz u meziproduktu
s Weinreb amidovou koncovou funkéni skupinou, ¢imz jsme ziskali dal$i odchranéné

meziprodukty vhodné k testovani 15, 16.

Vsechny pouzité AK maji na a-uhliku chiralni centrum, proto byla vétSina pfipravenych
sloucenin diastereoizomerni smés. Tento problém je obtizné feSitelny, protoze ¢inidlo HOBt
ani HOAt racemizaci Gpln¢ nezabranilo. Za vyzkouseni by ovsem stalo pouziti ¢inidla jiné

struktury. Alespon dle literarni reSerSe se COMU jevi jako jeden z vhodnych kandidata.
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[ Zavér

Celkem bylo piipraveno dvacet jedna latek, které byly charakterizovany dostupnymi
metodami. Dvé z téchto latek jiz byly pfipraveny a testovany v ramci vyzkumné skupiny
diive. Konkrétné to byl Weinreb amid 9 a aldehyd 10. Aldehyd vykazoval vyssi
antiproliferativni a aniproteasomalni aktivity nez Weinreb amid. Osm z téchto nové
ptipravenych latek bude v nejblizsi dobé testovano. Dvé latky se bohuzel nepodatilo pfipravit
Vv dostate¢ném mnozstvi a Cistoté pro biologické testovani a to odchranény DCV 17 a Weinreb

amid 27.

Aplikaci funkénich skupin z kapitoly 4 na tyto salicylamidové struktury by mohly byt
ziskany dal$i nové slouceniny s pozadovanymi biologickymi vlastnostmi. Ptistup k syntéze
peptidického fetézce by byl shodny s naSimi diamidy a doplnén pomoci postupl syntézy

funk¢nich skupin z literatury. Tato Givaha je predmétem dal§iho zkoumani.
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