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ABSTRAKT

ABSTRAKT

Byla provedena rozsahla literarni reserSe zaméfend na metody syntézy a popsané
biologické aktivity salicylamidl, na moZnosti syntézy peptidl véetné pouzitych ¢inidel,
aditiv a aspektii racemizace substratu, a na molekuly schopné inhibice proteasomu.

Bylo navrzeno a experimentalné ovéfeno nékolik moznych pristupti ke konstrukci
oblasti. Byla vybrana nejvhodné&jsi synteticka metoda, ktera byla dale optimalizovana
zejména za ucelem omezeni racemizace. Byla provedena syntéza série sloucenin
odvozenych od substituované kyseliny salicylové a dipeptidi, které byly vhodnym
zptisobem charakterizovany (*H a 3C NMR, IC, HRMS v uspoiadani MALDI-TOF,
CHN analyza). Dale bylo provedeno testovani jejich biologickych aktivit
(antiproliferativni aktivita vic¢i kmenim leukemie K562 a CEM a mnohocetného
myelomu U266, proteasomalni inhibice U266 vcetné selektivity vic¢i jednotlivym
podjednotkam B kruhu proteasomu 20S U266 a casovémuho prubéhu inhibice v riznych

koncentracich pfipravenych salicylamidu).

KLICOVA SLOVA

Alifatické salicylamidy, inhibice proteasomu, syntéza peptidi, amidacni Ccinidla,

racemizace.



ABSTRACT

TITLE

Design and Synthesis of Novel Potentially Cytotoxic Active Salicylamides

ABSTRACT

Extensive literary review describing biological activities and methods of salicylamide
synthesis, describing peptide synthesis including used reagents, aditives and aspects of
substrate racemization, and describing molecules able of proteasomal inhibition was
carried out and is presented.

Several synthetical strategies for salicylamide containing a peptide chain was designed
and experimentaly verified. Proposed samlicylamides are extending current state of
knowledge about said topic. The most suitable synthetic method was chosen and further
optimized with the aim of resolve the peptide racemisation issue which occured during
the synthesis. Series of salicylamides with peptide sidechain was synthesized and
characterized (*H a 3C NMR, IR, HRMS in the MALDI-TOF setting, CHN analysis).
Furthermore, prepared compounds were tested for their biological activities
(antiproliferative activity against leukemia cell lines K562 and CEM and multiple
myeloma cell line U266, proteasomal inhibition of U266 including the selectivity
towards proteolytic subunits of B ring of 20S proteasome U266, time progress of

proteasomal inhibition at various salicylamide concentration levels).

KEYWORDS

Aliphatic salicylamides, inhibition of proteasome, peptide synthesis, amidation

reagents, racemization.
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HMBA
HMBC 2D NMR

acetamidometyl

kyselina octova
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aminokyselina

arginin

kyselina aspargova

adenosin trifosfat

Backbone Amide Linker — zpusob napojeni prvni aminokyseliny
pfi syntéze peptidl na pevné fazi
1,3-bis(2,2-dimethyl-1,3-dioxolan-4-ylmethyl)karbodiimid
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Radu nemoci neumi soudasna véda a medicina z riznych piicin uspé$né 16¢it. Jak
se rozvijeji a zptesnuji metody diagndzy, jsou objevovany zcela nové nemoci, nebo
nové zpusoby léCby jiz zndmych nemoci. Dal§im divodem pro hledani nové aktivni
latky je navrat nemoci, ktera ziskala rezistenci nebo byla jiz povazovana za vymycenou.
MozZnou piicinou vzniku rezistence u virt a bakterii mize byt chybné ptedepisovani
nevhodnych 1éki, napf. pouzivani antibiotik pfi virovému onemocnéni, nebo plosné
preventivni pouzivani antibiotik u dobytka. Pacienti mohou byt nezodpovédni, nefidi se
nafizenim doktorti a fadné¢ nedokonci zahajenou 1é¢bu. Vysledkem jsou rezistentni
kmeny virGi a bakterii odoldvajici klasické 1éc¢bé, které bez vyvinuti novych 1€kt a
strategii 1éCby mohou predstavovat riziko pro celé lidstvo. Lécba rakoviny je kapitolou
sama pro sebe. Tim, Ze rakovina je pouze souhrnné oznaceni podobné se projevujicich
nemoci, které se od sebe navzajem lisi ptivodem, spoustécem i prib&hem, nemize
existovat jeden univerzalni 1€k pro vSechny typy. Né&které typy rakoviny odolévaji
klasickym zptisobiim 1éc¢by, nékteré druhy se vraceji, jiné ziskaji v prubehu 1écby
rezistenci. Jako potencialn¢ 1é¢iva latka se muze projevit zcela nova sloucenina
objevend V rostlindch, plisnich nebo bakteriich, nebo jiz zndma sloucenina, u které je
pozorovan novy atypicky mechanismus, ktery uc¢inkem pfesahuje v soucasnosti
pouzivand 1é¢iva. Je moralnim a profesnim imperativem védct a lékafti neustavat ve
svych snahach pii hledani novych u¢innych latek, vyvoji novych 1€kt a testovani
novych strategii podani. Je to nikdy nekonéici zavod se samotnou ptirodou. Toto je

hlavni tikol bioorganické chemie.

Salicylamidy je jedna ze skupin slouéenin, které stoji za to syntetizovat a zkoumat
jejich biologickou aktivitu, protoze skryvaji zna¢ny potencial. Pro své antihelmintické a
moluskocidni aktivity nachazi uplatnéni v klinické huménni i1 veterinarni praxi jiz od 70.
let 20. stoleti jako IéCiva proti hlisticim, tasemnicim a motolicim (oxyclozanid,
rafoxanid, klosantel a niklosmaid). V poslednich letech se zejména salicylanilidim
dostalo pozornosti diky objeveni jejich schopnosti inhibovat histidin protein kinazu ve
dvoukomponentnim regulacnim systému u bakterii. Mezi dal§i pozorované vlastnosti
salicylamidt patii zjisténé aktivity pii inhibici mykobakterii, acetylcholinesteraz, viru
Zika, bakterialnich a virovych infekci, revmatické artritidy, diabetu Il. typu nebo pro

inhibici nadorovych rastovych faktori. Salicylanilidy jsou v soucasnosti dukladné
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prozkoumany. Alifatické salicylamidy, ackoliv je jejich potencial nemaly, staly
prozatim v ustrani zajmu. Rada védeckych studii z posledni dekady ukazuje, Ze pravé
alifatické salicylamidy stoji za to dale zkoumat, protoze maji nesporny potencial stat se

vitanym nastrojem pfii léCeni fady onemocnéni zejména nadorového typu.

Piedkladana prace pojednava zejména o alifatickych salicylamidech, jejich navrhu

a optimalizaci syntézy.
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1. TEORETICKA CAST
1.1 SALICYLAMIDY

Salicylamidy jsou Siroka skupina derivati kyseliny salicylové, které maji bohaté
spektrum biologickych aktivit a dlouhou historii vyuziti ve veterinarni i klinické praxi.
Dle povahy amidové casti jsou pro prehlednéjsi orientaci rozliSovany na aromatickeé,
tzv. salicylanilidy, nebo alifatické. Spolu se zménou amidového skeletu dochézi také ke

zménam pozorovanych biologickych aktivit.

Salicylanilidy jsou védecké vetejnosti znamy od 60. let 20. stoleti a ve veterinarni
a humanni praxi jsou vyuzivany od 70. let. Objev jejich schopnosti inhibovat histidin
protein kindzu ve dvoukomponentnim regulaénim systému u bakterii v roce 1998 vedl
k rozmachu studia této skupiny latek. Vzapéti nasledovaly objevy aktivit salicylanilida
pfi inhibici fady mykobakterii, acetylcholinesterdz nebo viru Zika. Niklosamid je
testovan jako 1é¢ivo bakteridlnich a virovych infekci, revmatické artritidy, diabetu II.
typu nebo pro inhibici nadorovych ristovych faktord. V soucasnosti jsou salicylanilidy
intenzivné prozkoumany, oproti tomu alifatickym salicylamidim se nedostadvéa zdaleka
takové pozornosti a nejsou tak dikladné prozkoumany. Nékolik publikaci zamétenych
na studium alifatickych salicylamidt z posledni doby ale naznacuje, Ze tato prozatim
opomijena skupina latek v sobé skryva znacny potencial. Biologickym aktivitdm 1

syntéze obou skupin se podrobnéji vénuji nasledujici kapitoly

1.1.1  Salicylanilidy

Salicylamidy, kdy je na karboxylovou skupinu kyseliny salicylové navazan ve
form¢& amidu aromaticky amin, jsou oznacovany jako salicylanilidy. Jedna se o skupinu
latek s fadou biologickych aktivit zkoumanou jiz od 60. let 20. stoleti, které byly
puvodné vyvijeny jako fungicidy pro topickou aplikaci a antimikrobidlni Cinidla v
mydlech. Salicylanilidi bylo uspé$né vyuzito pii 1é€bé plisnové (mykotické) infekce
pokozky hlavy (Tinea capitis). Onemocnéni postihuje zejména déti a je zpusobovano
houbami z rodu Trichophyton a Microsporum. Zdrojem infekce jsou nejcastéji psi a
kocky. Série n-alkylsalicylanilidi a p-chloranilidii (viz Obrazek 1) byly uspésné
testovany vuci Pythium ultimum, Monilia fructigena, Verticillium alboatrum, Alternaria

solani, Aspergillus niger, Botrytis cinerea a Trichophyton mentagrophytes 183. 3
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Obrazek 1: Ptiklady antifungalné aktivnich salicylanilida

Pozdé¢ji byly zejména u halogenovanych salicylanilidii prokazany vyznamné
antihelmintické a moluskocidni aktivity, které vedly k jejich vyuziti v klinické a
veterinarni praxi. 7 PFi 1é¢bé se hojné pouziva oxyclozanid, rafoxanid, klosantel a
niklosmaid, viz Obrazek 2, pro své UCinky proti hlisticim, jaternim motolicim,
tasemnicim a myidzam a jimi zpiisobovanym nemocem u sparkaté zvéte, skotu, ovei a
koz. *89 Zatimco niklosamid nasel uplatnéni pii 1é¢bé tasemnic u lidi, klosantel,
oxyclozanid a rafoxanid se staly kliCové zejména ve veterinarni praxi. Navzdory
poznatkiim o ¢aste¢né rezistenci nékterych motolic a pies nékolik publikaci popisujicich

¢asteCnou rezistenci nékterych hlistic, jsou tyto latky v soucasnosti nadale pouzivany.
10-12

Hlavnim mechanismem uc¢inku salicylanilidi je naruseni prenosu elektronid pii
oxidativni fosforylaci v mitochondriich napadenim néckolika enzymil, coz mé za
nasledek narusSeni vyroby adenosin trifosfatu (ATP) a nésledné odfiznuti bunky od
jejiho bézného zdroje energie a od komunikace s okolnim prostfedim. NaruSeni pfenosu
elektronti bylo potvrzeno in vitro testy oxyklozanidu, rafoxanidu a klosantelu na
Fasciola hepatica a Ascaris lumbricoides. **° In vitro testy na Fasciola hepatica bylo
podrobnéji urceno, ze dochazi k inhibici sukcinat dehydrogenazy a fumarat reduktazy.

Oba enzymy se podileji na oxidativni fosforylaci. 292!

cl oxyklozamd rafoxanid klosantel niklosamid
Obrizek 2: Salicylanilidy uzivané v praxi
U salicylanilidi byla vroce 1998 nové popsana schopnost inhibovat

dvoukomponentni regulaéni systém (TCS) bakterii rodu Mycobacterium tuberculosis

doposud neznamym mechanismem. TCS slouzi bakterii ke komunikaci s okolim, reakci
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a adaptaci na zmény vnéjSich podnétti jako jsou pfFitomnost zivin, antibiotik,
chemického okoli, pH, teploty, osmolarity a dalsi stimuly. Inhibice TCS umozinuje
bakterii odfiznout od interakce s vnéjSim prostfedim, ¢imz se stava citlivéjsi na 1écbu
béznymi latkami. K inhibici dochazi navazanim fenolické hydroxylové skupiny
salicylanilidu na signalni protein histidin kinazu. Tak dojde k zabranéni jeji fosforylace
a preruseni pienosu interakce. 22?® Podobny mechanismus inhibice TCS nebyl u
antituberkulotik doposud popsan, proto se na salicylanilidy zacalo nahlizet jako na nové
potencialni prostiedky pro boj s tuberkulézou. Dusledkem objevu byla syntéza
rozsahlych knihoven originalnich riizné substituovanych salicylanilidi za Géelem studia
jejich antituberkulotickych aktivit. Bylo potvrzeno, Ze nové derivaty salicylanilidi maji
vyznamné vysledky pfi inhibici béznych i rezistentnich kmend M. tuberculosis nebo M.
avium, avsak jejich vysoka cytotoxicita limituje $ir$i praktické pouziti. 2% Lipofilita
molekul je zdsadnim parametrem, ktery je ovSem snizovan polarnim charakterem
hydroxylové skupiny salicylanilidu. Jako vhodné feSeni se nabizi Gprava molekuly
zakomponovanim alifatickych motivli, do¢asné maskovani polarnich skupin, které se po
prichodu bunécnou sténou vhodné odstrani, nebo kombinace obou jmenovanych
zptsobll. Provedeni téchto tprav na acetatech 2°, esterech N-chranénych aminokyselin
(N-Cbz, N-Ac) *° salicylanilidi, karbamatech 3! a substituovanych benzoatech 32 mélo

ve vétsing pripadu za vysledek zlepSeni aktivity a sniZeni cytotoxicity.

Od 60. do 90. let byly u salicylanilidi popsany germicidni 33, antibakteridlni %,
protizanétlivé % a antimikrobialni aktivity. 3638 Objeveni inhibice TCS salicylanilidy
v roce 1998 vsak bylo impulzem k podrobné&jsimu prozkoumani jak nové piipravenych,
tak v praxi jiz bézné pouzivanych salicylanilidi viaci fadé bakterii, viram a jimi
zpusobovanym nemocem. Nékteré salicylamidy a salicylanilidy jsou schopné inhibovat
virus HIV cilenim na HIV-1 integrazu nebo reverzni transkriptazu. Pro inhibici HIV-1
integrazy slouzici k retrovirdlni replikaci a mnozeni virG zpusobujicich HIV se jako
velmi potencialni latkou wukazala kyselina (Z)-2-hydroxy-4-(3-(2-hydroxy-3,5-
dinitrobenzamido)fenyl)-4-oxobut-2-enoova (ICso = 8,0 pM). *° Dalsimi molekulami
uspésné inhibujicimi HIV-1 integrazu vrozmezi 1Cs0=0,41-14,0uM jsou
polycyklické molekuly obsahujici salicylanilidovy skelet, viz Obrazek 3. Ve vsech
uvedenych piipadech je patrnd volnd skupina fenolického hydroxylu, ktera je pro
poZzadovany ucinek kli€ova. Derivaty uvedenych latek s chranénym fenolickym

hydroxylem dosahuji inhibiéni aktivity fadové horsi. 424! Dalsimi viry, u kterych byly
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potvrzeny inhibi¢ni aktivity salicylanilid, jsou viry zpuasobujici hepatitidu typu C
(HVC). Mezi nejnovéji pozorované aktivity salicylanilidi patii schopnost inhibice
osteoklastogeneze “>*3 nebo inhibice acetyl- a butyrylcholinesteraz, ktera se v soucasné

dobé jevi jako kli¢ova pro 1é¢bu pacientli s Alzheimerovou nemoci.**#
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Obrazek 3: Piehled vybranych biologicky aktivnich salicylanilida

Niklosamid nachazi $iroké uplatnéni v 1é¢bé bakterialnich nebo virovych infekci
(napt. adenoviry*®, viru Zika*’, koronavirim zpisobujicim SARS*-*° viry zptisobujici
HIV) revmatické artritidy, diabetu II. typu nebo zuZovéani cév.”! T&Zisté nové
pozorovanych aktivit niklosamidu lezi v jeho schopnostech inhibovat rlznymi
mechanismy rozdilné druhy rakoviny.*>* Receptory epidermalniho riistového faktoru
(EGFR) hraji dalezitou roli pfi vyvoji nadoru, v jejich Uspésné inhibici je spatfovan
zpusob 1é¢by nékterych nadorovych onemocnéni a derivaty p-O-alkyl salicylanilidi

prokézaly dobré inhibi¢ni aktivity pravé vii¢ci EGFR.® Strukturné piibuznymi derivity
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salicylanilidi, u kterych byly také potvrzeny protirakovinné aktivity, jsou
hydroxynaftanilidy s nitro substituci.®® Salicylanilidy maji dale efekt na fadu
bakterialnich enzymii jako je transglycosylyaza®’, sortaiza A a D-alanin-D-alanin
ligaza.®® Ackoliv jsou salicylanilidy zkoumény intenzivné od 60. let 20. stoleti, i
Vv poslednich letech vznikd fada kvalitnich studii, které opakované potvrzuji Siroky
rozmér aktivit salicylanilidii - antihelmintické?!, antifungalni (Trichosporon asahii®,
Candida albicans®) nebo antibakteriadlni (Helicobacter pylori®?, Pseudomonas

aeruginosa®, SA a MRSA%%% M. tuberculosis®8).

1.1.2 Alifatické salicylamidy

Pod terminem alifatické salicylamidy jsou zahrnuty latky, kde dusik neni
substituovan uhlikem aromatického skeletu. Vyjimku z tohoto pravidla piedstavuji
benzylsalicylamidy. Ackoliv dusik neni substituovan aromatickym uhlikem a tyto
latky by mély byt fazeny k alifatickym salicylamidiim, svou ptibuznosti, podobnym
postupem piipravy a pozorovanymi vlastnostmi jsou benzylsalicylamidy tematicky
fazeny k salicylanilidim. I kdyz byla u alifatickych salicylamidi popsana fada
zajimavych biologickych aktivit, nachdzeji prozatim jen uzsi uplatnéni nez nékolik
dekad zkoumané salicylanilidy. Nékteti zastupci alifatickych salicylamidii se vyuzivaji
v medicinalni praxi, jiné jsou pfedmétem intenzivnich vyzkumd, jak za ucelem
nalezeni novych aplikaci, tak za u¢elem vyzkumu centralni nervové soustavy, zejména
funkce dopaminovych receptort, jejich inhibice, center vyvolavajicich pocit odmény a

S nimi souvisejici vznik a 1é¢ba zavislosti.

Alifatické salicylamidy znamé pod jmény nemonaprid, racloprid a eticloprid se
pro svou vysokou afinitu k sigma receptorim v mozku pouzivaji jako atypicka
antipsychotika pfi 1écbé schizofrenie a akutni manie. Funguji jako antagonisté
dopaminovych receptori.’® Remoxiprid se tak také vyuzival a mél podobné aktivity,
avsak byl stazen z prodeje z divodu nezadoucich ucinkd jako nespavost, ties, tardivni
dyskinezie nebo aplastickd anemie.”®’> Ve vyzkumu jsou tyto latky pouziviny
nervové soustavy, zejména dopaminergnich drah, které hraji zasadni roli ve vzniku
motivaci, potéSeni, odmén a pocitu §tésti.”*"> Dopamin zplisobuje vznik piijemnych
pociti v disledku oblibené ¢innosti nebo udalosti, nebo konzumace alkoholu ¢i jinych
drog. Pochopeni funkce dopaminu a inhibitor(i jeho receptor se mizZe ukazat klicové

pfi boji s drogovou zavislosti, viz Obrazek 4.7

21



TEORETICKA CAST

, R! R? R3
R N remoxiprid OCHg Br H
H N@ racloprid OH Cl Cl
(0] ( eticloprid OH CH,CH3 Cl

O
Cl N
N
- H
nemonaprid
HN (6]

Obrazek 4: Alifatické salicylamidy jako antagonisté dopaminovych receptort
Antibakterialni aktivity, pfesnéji schopnost inhibovat nosi¢e [-ketoacyl-acyl
proteinsyntetazy Il (ecKAS I1l) u Escherichia coli, byly pozorovany u alifatickych

salicylamiddi, viz Obrazek 5.”

® T
0 0
/\/N\ Nx 2
OH
OH OH OH n =15
R'= H, F, Cl,Brml
R?= H, Cl, Br, |

O
N X, N
seanadivass
n n
OH OH OH OH

Obriazek 5: Salicylamidy jako ecKAS |11 u Escherichia coli
Alifatické salicylamidy s aminokyselinou v alifatické ¢asti potvrdily stejné jako
salicylanilidy, ze kterych je odvozovan jejich pavod,”® antimykobakterialni
(Mycobacterium tuberculosis, M. avium, M. kansasii, M. smegmatis, M.marinum),
antibakterialni (b&Zny a methicilin rezistentni Staphylococcus aureus, S. epidermis,
Enterococcus sp., Bacillus cereus, Pasteurella multocida, Clostridium perfringens,
Desulfovibrio diger a Desulfomicrobium sp.) a antifungalni (Trichophyton

mentagrophytes, Candida tropicalis, C. krusei) aktivity.’®-8

Salicylamidy s aminokyselinou jsou krom fady vyse zminénych aktivit schopné
inhibovat proliferaci a ovliviiovat Zivotaschopnost lidskych rakovinovych kment
(leukémie K562, adenokarcinom prsu MCF-7). Efekt téchto latek byl pleiotropni, tzn.
ze inhibovaly jak prabéh bunécného cyklu, tak pfimo zpasobovaly bunécnou
apoptozu. Mechanismus u¢inku nebyl dale zkouman. Mezi dal$i zajimavé ucinky
alifatickych salicylamidii patii jejich efekt na kmen G-361 maligniho melanomu kdy
bunky melanomu vystavené pisobeni salicylamidu (Obrazek 6, vpravo) vykazovaly

snizeni regulace bunécného cyklu regulatory CDK4, cyklinu A a B a sniZeni hodnot
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aktivni MAP kinazy ERK. Soucasn¢ byly zaznamendny zvySené hodnoty
fosfatidylethanolaminového (PE)-konjugatu s mikrotubuldrnim proteinem
1A/AB-light chain 3 (LC3-1I), ktery je povazovan za spolehlivy marker autofagie
bunék 2% Autofagie je bunéény mechanismus krizového Fizeni umozitujici buiikam
preziti neptiznivych obdobi pomoci lysozomalniho rozkladu a recyklace nepotiebnych
nebo poskozenych proteinti a organel. Zhoubné bunky vyuzivaji autofagie pro preziti
1écby, proto by objev inhibitorti autofagie predstavoval uziteCny ndstroj pro 1écbu
odolnych, regresivnich a agresivnich forem zhoubného bujeni mezi nez melanomy
zajisté patii. Pachnikova et. al. ve své praci potvrzuje, ze vystaveni bun¢k zhoubného
melanomu (A-375, IPC-298, Sk-Mel-30) salicylamidu (Obrazek 6, vpravo) ma
nepfiznivy vliv na cytoskeleton testovanych bunék, narusuje jejich proliferaci,
migraci, vezikularni transport a inhibuje autofagii, ¢imz vystavuje zhoubné bunky
nadmérnému metabolickému stresu znemoznénim recyklaénich procest. Latky typu
salicylamidl zvysuji citlivost melanomovych bunék viici metabolickému stresu a maji

potencial byt klinicky vyuZivany proti nadortim, viz Obrazek 6.8
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Obrazek 6: Obecny vzorec alifatickych salicylamida s aminokyselinou

Salicylamidy (Obrazek 7) prokazaly aktivity pii inhibici tyrosin protein kinaz,
které jsou klicové pii bunéénych signalnich procesech, napt. fizeni bunééného rustu,
diferenciace buné¢k, mitéza nebo bunééna smrt. Inhibice tyrosin protein kinaz se proto
jevi jako klicova pii 1é€bé nemoci, které jsou charakteristické nekontrolovatelnou
bunécnou proliferaci, jako je rakovina nebo autoimunitni onemocnéni psoridza.
V tomto piipadé byly testovany kmeny rakoviny krve, plic, tlustého stfeva, ktze,
vajec¢niki, ledvin, prostaty a rakoviny prsu. Dalsi pozorovanou aktivitou téchto latek je
vyznamna inhibice polymerizace tubulinu, ktery se pfirozené¢ polymerizuje do
mikrotubuld. V této formé se uplatiiuje v bunéénych signalnich procesech, naptiklad
pfi mitéze. Ve zdravé buiice je to pfirozeny proces, V ptfipadé rakovinné bunky je

inhibice polymerizace moznym zpiisobem 1écby.888°
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OH 0 R = CH,CH,Ph, CH,CH,Ph(4-F),
H . CH,CH,Ph(4-Cl),  CH,CH,Ph(4-Br),
HO N CH,CH,Ph(4-OCHs), CH,CH,Ph(4-OH),
H CH,CH,CH,Ph, CH,Ph,
OH (CHy)11CH.

Obrazek 7: Salicylamidy jako inhibitory tyrosin protein kindz a polymerizace tubulinu
Stejné jako salicylamidy v minulém odstavci, tak i u dal$ich latek (Obrazek 8)
byly potvrzeny aktivity pfi inhibici polymerizace tubulinu u bunécnych linii rakoviny

stiev a prsu.%

cl
N H R=2-OH, 2-COOH,
H oN 4-OH,  4-NH,,
OH S~ X 4- 4-Cl
4

F, ,
-CH;,  4-OCHa.

Obrazek 8: Salicylamidy jako inhibitory polymerizace tubulinu

Bylo zjisténo, ze 2-hydroxy-N’-(2-hydroxybenzoyl)benzohydrazid je G¢inny pii
inhibici rekombinované HIV-1 integrazy, pficemz dosahuje pouze omezené
cytotoxicity. Na zdklad¢ téchto poznatki byla série hydrazidi pfipravena a otestovéna
na CEM bunkach nakazenych virem HIV-1 se slibnymi vysledky. Pro spravnou
inhibi¢ni aktivitu se jako kli¢ové parametry jevi zejména délka linkeru a pritomnost
obou 2-hydroxylovych skupin. Odstranéni obou nebo aspon jedné vede ke ztraté
aktivity.92 Mezi dalsi latky schopné inhibovat HIV-1 integrazu a souéasné obsahujici
salicylamidovy skelet jsou derivaty 8-hydroxychinolinu a slou¢eniny kombinujici
motivy salicylamidu a rhodaninu (N-(5-benzyliden-4-oxo-2-thioxothiazolidin-3-yl)-2-
hydroxybenzamid), viz Obrazek 9.%%

U benzamidd obsahujicich karboxylovou funkéni skupinu byly popsany inhibiéni
vlastnosti vi¢i polymeraze viru hepatitidy kmene NS5B jiz v mnozstvi
ICs0 = 0,08 pM.% Salicylamidy NSC125044 a JJ3297 jsou uéinné proti viru chfipky
NS1A, kde inhibuji proteiny umoziujici odvraceni imunitni reakce hostitelského
organismu.®9-%° N-Benzylsalicylamid Ro 09-0881 je vysoce aktivni inhibitor lidskych

rhinovird, které jsou nositeli nachlazeni (ICso > 0,01 pM).1%
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Obrazek 9: Pfehled biologicky aktivnich salicylamidi

Alifatické salicylamidy nejsou oproti salicylanilidim zdaleka tak dikladné
prozkoumdny. Nékolik publikaci zaméfenych na studium alifatickych salicylamidi
z posledni doby ale naznacuje, ze tato prozatim opomijena skupina latek v sobé skryva

znacny potencial.

1.2 SYNTEZY SALICYLAMIDU

1.2.1 Syntéza salicylanilidua

Salicylanilidy je mozné pfipravit fadou metod, které spocivaji v aplikaci postupti
zminénych nize S pfislusSnymi substraty, viz Schéma 1. Klasickou metodou je
dvoustupnova syntéza i a ii, kdy je vprvnim stupni pfipraven chlorid kyseliny
salicylové, ktery ve druhém stupni reaguje s pfisluSnym substituovanym anilinem.
Nevyhodou téchto bézné vedenych reakci je dlouhd reakéni doba.!®t Velmi
praktickym zptuisobem piipravy je vyuZiti ,,one-pot metody s mikrovinnou iniciaci iii,
ktera zkracuje reakéni dobu z 5-8 hodin na 10-15 minut. PCls funguje jako ¢inidlo pro
tvorbu chloridu kyseliny, ktery pak in situ dale reaguje se substituovanym anilinem na
finalni produkt. Jako rozpoustédlo je mozné pouzit fadu rozpoustédel jako toluen,
chlorbenzen nebo 5,5-dimethyl-1,3-cyklohexadien.’®1%271% Amidace za podminek iv
probiha piimo z kyseliny bez dalsi aktivace.'®® Syntéza za podminek Vi je srovnatelna
s metodou iii Stim rozdilem, ze zde neni pouzito iniciace mikrovinym zarenim.
Reakéni doba se tomu pak imérné prodluzuje.?® Salicylanilid byl z kyseliny salicylové
vytvofen také dvoustupiiovou reakci za podminek vii a viii.2%” Trendem moderni doby
je v duchu tzv. green chemistry vyvoj novych nebo tprava stavajicich syntetickych
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technik takovym zplsobem, aby mély co nejmensi ekologicky dopad, bylo
spotiebovano co nejméné rozpoustédel, bylo mozné opakované recyklovat katalyzator,

bylo dosazeno energetické uspory tim, ze reakce bude vedena bez ohievu apod. Do

tohoto trendu zcela zapadaji ptipravy salicylanilidi za podminek v ix1%, x!10 a
xi'tl, viz Schéma 1 pievzaté a upravené z literatury.
0 0
|
i R1_:(\:fk cr i ix ©\)
& OH l l OH
O 0 = 1 e
LN OHievi XN x !
R'—- P — > R‘l_: H -
OH ZoH OH

R o)o< vii T T xi ©\)(:0©

Schéma 1: Syntetické ptipravy salicylanilida

i SOCI,, DMF, 50 °C, 2 h; ii R2PhNH, pyridin, DMAP, DCM, od 0 °C do RT, 12 h; iii R2PhNH,, PCls
nebo SOCI,, 5,5-dimethyl-1,3-cyklohexadien nebo tol nebo PhCI, 10-30°, MW; iv R?PhNH,, CHCl.,
reflux, 8 h; v R?PhNH,, nano MgO, bez rozpoustédla, 70 °C; vi R?PhNH,, SOCIy, benzen, 60 °C nebo
COCl,, DMF (kat.), THF, reflux; vii TFA-TFAA, aceton; viii RZPhNHz, nBuLi, DMPU, THF/hexan/H.0,
80 °C, 2 h; ix R?PhNH;, [{(CH2SiMe,) {(2,6-iPr.CsH3)N}.}Y {N(SiMes),} (THF)], toluen, 20 °C, 2 h,
inert; x R?PhNH;, 1 hm% Pd na silikagelu, K;COs, bez rozpoustédla, 80 °C, 24 h reakce v zatavené
ampuli; xi R2PhNH_, (Cu)/O,, DMSO, 120 °C. 12

1.2.2 Syntéza alifatickych salicylamidi
1.2.21 Obecné postupy

Syntéza uvedena niZze (Schéma 2) je piimou amidaci ethyl esteru kyseliny

salicylové za pomérné drsnych podminek. Metoda je vhodna pro jednoduché

o) o)
NH,
o ™ i N
+ HZN/\M,NHQ v CELH/\(\/); i
OH " OH n=1-5

Schéma 2: Priprava alifatickych salicylamidu z esteru
i 110°C, 5 h.

aminy.’"113

Casto pouzivanym a velmi Setrnym amida¢nim ¢&inidlem je karbonyldiimidazol
(CDI). Nachazi casté vyuziti pti syntézach peptidi, kdy je nutné zachovat mirné reakéni
podminky. Podrobné&jsi popis mechanismu jeho reakce je uveden v kapitole 1.3.1.
Syntézy uvedené nize uvadéji pouziti karbonyldiimidazolu pii syntéze alifatickych

salicylamidi, viz Schéma 3. Na modelovych reakcich probiha amidace kyseliny za
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ucasti CDI pomaleji neZ obdobna reakce na shodny produkt vyuZzivajici thionyl chlorid
k ptipravé acyl chloridu kyseliny. Vyhodou pouziti CDI je bezpecnéjsi provedeni,
Setrnéj$i prostiedi pro ptipadny slozity nebo drahy amin a sniZzené riziko probihani
vedlejSich reakci spojenych s pouzitim thionyl chloridu. Racemizace je v piipadé
aminokyselin minimalni. Prvni reakce popisuje klicovou c¢ast totalni syntézy
(+)-prunustatinu A, latky spopsanou protinadorovou aktivitou vu¢i bunkam
hypoxivniho fibrosarkomu. Druha reakce popisuje piipravu série alifatickych
salicylamidti s popsanymi aktivitami pii inhibici y-butyrobetain hydroxylazy, ktera se

uplatiiuje pii 16¢bé kardiovaskularnich nemoci a diabetu. 417

H,N,
2 OJ\( P /Q\WH i 0
o _
i 0 »k
OH i N/\\N ii
- \—/

OH OH

NO, NO,

o - @*f”ﬁ @ﬁ

v R' = Cyq alkyl

Schéma 3: Priprava alifatickych salicylamidt s vyuzitim karbonyldiimidazolu (CDI)
i CDI (1,5 ekv), THF, 6 min, reflux; ii 40 min, 25 °C; iii CDI (1,2 ekv), DMF, 10 min; iv L-tryptofan
alkylester (1,2 ekv), TEA (1,05 ekv), DMF, 20 h, 25 °C; v LiOH (5 ekv), THF/H,0, 12 h, 25 °C.

Syntézy alifatickych salicylamidt s vyuzitim ethylchloroformiatu uvadi Schéma
4. Prvni reakce uvadi dil¢i krok zpfipravy série novych = derivatt
5-chloro-N-(4-sulfamoylbenzyl) salicylamidd, u kterych byla tispé$né potvrzena aktivita
pii inhibici rastu bun¢k prsniho adenokarcinomu. Pfedpoklddanym mechanismem jejich
ucinku je zabranéni polymerizace tubulinu v mikrotubuly, které se podileji mimo jiné na
mezibunééném transportu Zivin a iontéi nebo mitotickém déleni bun&k.%® Druh4 reakce
uvadi diléi krok ze syntézy série glykokonjugétli aminokyselin za ucelem testovani
jejich protizanétlivych a analgetickych ucinki.!!® Ethylchloroformidt nejdfive reaguje se
substratem na smésny anhydrid, ktery je nasledné rozloZzen aminem za vzniku alkoholu,
oxidu uhli¢itého a cilového amidu. Pro eliminaci vznikajiciho chlorovodiku jsou
vyuzivany terciarni aminy, nejcastéji je pouzivan trimethylamin. Triethylamonium
hydrochlorid je zreakéni smési odstranén ve formé nerozpustné srazeniny filtraci.

Mechanismus amidace uvadi Schéma 5.11°
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Schéma 4: Piiprava alifatickych salicylamidt s vyuzitim ethylchloroformiatu
i BhNH> (1 ekv), ethyl chloroformiat (1 ekv), TEA (1 ekv), DCM, 3 h, 25 °C; ii ethylchloroformiat
(1 ekv), TEA (1 ekv), dioxan, 10 °C.

(0] (0] (0] (0] (0]
J\ _ 4+ Etl J\ — > 1JL8)J@’Et _—|_|+> R1J\N/R2 + CO, + EtOH
H

R S0 o~ ~Ccl  -cr R/t

R2NH,
Schéma 5: Mechanismus amidace za vyuziti ethylchloroformiatu

Schéma 6 uvadi syntézu alifatickych salicylamidi za wvyuZiti rGznych
karbodiimidd. Prvni dvé reakce popisuji ptipravu N-alkylamidovych analogii
lavendustinu A za tcelem testovani jejich schopnosti inhibovat epidermalni ristovy
faktor tyrosin kinazy.®8 Tieti reakce uvadi diléi krok ze syntézy série glykokonjugati
aminokyselin za ucelem testovani jejich protizdnétlivych a analgetickych ucinki.
Vysledkem uvedené reakce je derivat, ktery je mozné oznacit za alifaticky salicylamid
stejné jako ostatni latky Vv této kapitole.!'812° Pro aktivaci karboxylovych kyselin pro
amidace je zejména v peptidové chemii casto pouZivanou metodou vyuZiti
karbodiimida. Postup, i kdyz byl popsan jiz pred padesati lety, se t&si velké oblibé, stale
se vyviji a dale se optimalizuje, hledaji se nové karbodiimidy a aditiva pro potlaceni
nezadouci racemizace.'?® Karbodiimidy jsou soblibou pouzivany jak pii klasické
syntéze v roztoku, tak i pfi moderni syntéze peptidii na pevné fazi. Karbodiimidy
reaguji rychle a za Setrnych podminek, coZ umoziuje praci s citlivymi, drahymi nebo
komplexnimi aminy. Bliz§i pozornost je amidaci s vyuzitim karbodiimidd vénovana

v kapitole 1.3.4.
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Schéma 6: Priprava alifatickych salicylamidt za vyuziti karbodiimida
i DCC (1,2 ekv), pyridin: ii EDCI-HCI (1,5 ekv), HOBt (1,5 ekv), TEA (2 ekv), suché DMF;
iii EDCI-HCI (1,12 ekv), HOB (0,9 ekv), TEA (1,2 ekv), suché DMF.
1.2.2.2 Metoda stavebniho bloku

Specialnim zpisobem piipravy alifatickych salicylamidi s jednou aminokyselinou
je metoda popsana profesorem Shibasakim a jeho kolektivem v fadé publikaci. Ackoliv
syntéza vyuziva karbodiimidl, je pro svij vyznam zafazena do samostatné kapitoly.
Studie jsou zaméfeny na pripravu knihovny latek a testovani jejich katalytické aktivity
pfi asymetrické aminaci sukcinimidu za G¢elem stereospecifické syntézy. Snahou bylo
co nejefektivnéji pfipravit fadu strukturné ptibuznych latek liSicich se pouze v rozdilné
substituci na jednotlivych aromatickych kruzich. Strategie ptipravy spocivala v piipravé
tzv. building blokt spojenim riizné substituovanych anilini s N-Boc aminokyselinou za
vyuziti karbodiimidd (i). Po deprotekci aminoskupiny Vv kyselém prostiedi (ii)
nasledovala piima amidace s ruzn¢ substituovanym O-acetylsalicyloyl chloridem (iii).
Ptislusnymi deprotekcemi (iv, v) bylo poté dosazeno cilového alifatického salicylamidu.
Byla vytvofena knihovna latek, které se od sebe liSily alifatickym zakoncenim dle
pouzité aminokyseliny a substituci na salicylové a anilinové ¢asti molekuly, viz
Schéma 7. Z kombinatorialniho hlediska je mozné doséhnut vysokého poctu derivati,
avsak jako prvek s nejvétsi potencialni variabilitou se jevi substituovany anilin, nejméné
variabilnim prvkem je naopak substituovana kyselina salicylova. Postup popsany

v pracich kolektivu profesora Shibasakiho je méné flexibilni.'??
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Schéma 7: Ptiprava diamidt dle Shibasakiho
i EDCI'HCI, HOBt, TEA, DCM, od 0 °C do 25 °C, vytézek 87 %; ii 4M HCl/dioxan, od 0 °C do 25 °C;
iii O-acetylsalicyloyl chlorid, TEA, DCM, od 0 °C do 25 °C; iv K,CO3, MeOH/DCM, 25 °C; v Pd/C, H..

Studie vyuzivaji alifatickych salicylamidd jako ligandG v katalyze z prvotnich
pokusii pfi asymetrické aminaci sukcinimidu pfi piipravé ranirestatu na dalsi reakce
Mannichova typu (Schéma 8). Ranirestat nachazi uplatnéni pii 16¢bé diabetické
neuropatie. Toto 1é¢ivo bylo doposud syntetizovano ve formé racematu, ktery bylo
nutné¢ nasledn¢ délit opakovanou krystalizaci s pomocnym rezolu¢nim cinidlem.
Z praktickych dtvodi Gspory Casu a financi byl vyrobni proces optimalizovan vyuZzitim
asymetrické katalyzy. Molekula alifatického salicylamidu se diky své struktuie
koordinuje jako ligand na atom kovu, ¢imz vtiskne okoli reakéniho centra tvar, ktery
musi substrat, ¢inidlo a ostatni ucastnici reakce respektovat. Alifaticky salicylamid je
kombinovan s riiznymi kovy (La, Gd, Nd, Dy, Sm, Er) jako katalyticky komplex a
v riznych rozpoustédlech (THF, tol, DMF, CHCIls, diethylether, EtOAc). Pro
modelovou reakci se nejvice osvéd¢ila kombinace s lanthanem (La(QiPr)s) v CHCI3. 123
129

Dalsim cilem vyzkumu Shibasakiho kolektivu je zjednoduseni recyklace

katalyzatoru a ligandl jejich ukotvenim na uhlikové nanotrubicky jako na pevnou fazi a

prevedeni uspofadani vyse popsanych reakci do kapilarniho priitokového reaktoru.!®
O 4y OH
H N ~eN H
oMo OO0 ofo
N-BoC i OH
+ N - Boc\N\\
N
EtOOC Boc” Hlll COOEt
“Boc

vytézek >99 %, ee 92 %

Schéma 8: Vyuziti alifatickych salicylamidl pfi asymetrické katalyze
i alifaticky salicylamid (0,04 ekv), La(OiPr)s (0,02 ekv), N,N-dimethylacetamid (0,2 ekv), CHCIs, 0 °C,
90 min.
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1.2.2.3 Syntéza alifatickych salicylamidi presmykem N-fenylsalicylamid-esteri
vybranych aminokyselin

Alifatické salicylamidy s jednou aminokyselinou (tzv. diamidy) byly izolovany

jako produkty pii neofekavaném piesmyku pii syntéze salicylanilidovych prolééiv za

ucelem vylepSeni jejich cytotoxickych aktivit vii¢i mykobakteriim.

Prvnim krokem vicestupiiové syntézy byla Steglichova esterifikace N-chranéné
aminokyseliny salicylanilidem za pfitomnosti karbodiimidi (i). Pfipraveny N-chranény
ester byl zbaven chranici skupiny v kyselém prostiedi 33% HBr v kyseling octové téméef
kvantitativné za vzniku amonium hydrobromidu esteru aminokyseliny (ii). Molekula
esteru byla ve formé¢ soli stabilni, izolovatelnd a analyzovatelnd, avSak pii dalsi reakci
ve snaze o neutralizaci a uvolnéni aminoskupiny dochazelo k pfesmyku V literatuie
prozatim nepopsanému, kdy doSlo k vsunuti aminokyseliny mezi motiv kyseliny
salicylové a anilinu (iii), viz Schéma 9 pievzaté a upravené z publikace Imramovsky, A.
et al. Tetrahedron Lett. 2006, 47 (29) 5007-5011 a Vinsova, J. et al. Tetrahedron Lett.
2010, 51 (1) 23-26.
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Schéma 9: Vznik alifatickych salicylamidt s jednou aminokyselinou presmykem
i DCC, DMF, -10 °C, 12 h; ii 33% HBI/ACOH; iii TEA, CHCl3, 25 °C, 30 min,/8131.132

Strukturni motiv diamida se objevoval v nékolika jinych pracich, v téch byla ale
struktura diamidu pfipravena odlisnymi postupy. Pfesmyk plati obecné pro vSechny
estery aminokyselin bez ohledu na elektron-donorni/-akceptorni povahu substituentd na
salicylovém nebo anilinovém motivu molekuly, aminokyseliny nebo pouzité N-chranici
skupiny (Boc, Cbz). Knavrhu a prokazani mechanismu ptresmyku (Schéma 10)

vyznamné piispéla izolace a identifikace dehydratované varianty piedpokladaného
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intermediatu, viz Obrazek 10. Jeji struktura byla potvrzena HMBC 2D NMR

experimenty a rentgenovou difrakéni analyzou.'%2
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Obrizek 10: Izolovany dehydratovany reakéni intermediat

Za pouziti popsaného presmyku bylo pfipraveno 49 diamidi.'®® Pfesmykem
ptipravené diamidy vykazaly v in vitro testech antimykobakterialni aktivity v rozmezi
62,5-8 umol/L va¢i Mycobacterium tuberculosis a vac¢i nékolika dal§im
netuberkulotickym kmentim, jako napiiklad M. kansasii a M. avium. Diamidy byly také
testovany in vitro vaci plisnim a kvasinkdm. Pouze nékolik zastupct vykéazalo u¢innost
proti Trichophyton mentagrophytes (0,49 pumol/L po 24/48 h pro diamid se
substituenty R = 4-Cl, R? = 4'-Cl, R® = (R)-Bn) nebo Candida krusei (3,9/7,81 pmol/L
po 24/48 pro diamid se substituenty R® = 4-Cl, R? = 4’-CHs, R® = (R)-CH2-1H-indol-3-
yl; 1,95/3,9 pmol/L pmol/L po 24/48 h pro diamid se substituenty R! = 4-ClI,
R%=4'-CFs, R® = (S)-iPr). Diamidy ztratily oproti piivodnim salicylanilidim vétsinu
antifungélni aktivity. Testy bylo prokazéno, ze diamidy maji schopnost zabranovat
fotosyntéze prerusenim fotosyntetického transportu elektronli v chloroplastech Spenatu

(Spinacia oleracea L.).”®

Ackoliv je mozné syntetizovat diamidy pifesmykem bez omezeni, je nutné
nejdiive ptipravit pfislusny N-chranény ester aminokyseliny. Za podminek Steglichovy
esterifikace se to nepodatilo provést v pfipad€¢ glycinu nebo alaninu. Pravdépodobné
diky malé sterické zabrané substituentu R® (H nebo CHs) reakce po probéhnuti
esterifikace pokracovala dale cyklizaci substratu za vzniku benzoxazepin-2,5-dionového
kruhu. Dal$i nevyhodu pfipravy diamidl presmykem piedstavoval nizky vytézek, ktery

byl primémé 57 % s velkym rozptylem mezi 23-93 %.%
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Vzhledem ke stfedné-mikromolarnim antimykobakterialnim aktivitam a k vySe
uvedenym nedostatkiim piipravy salicylamidd pfesmykem, vznikla potieba pfipravit
diamidy efektivné s co nejvysSimi vytézky novou robustni metodou, bez ohledu na
pouzitou aminokyselinu.®* Bylo pfistoupeno k cilené syntéze diamidd, které se vénuje

nasledujici kapitola.

1.2.2.4  Cilena syntéza 2-hydroxy-N-(arylalkyl)benzamidu

V nédvaznosti na pfedchazejici syntézy a zjisténa omezeni V ptipravé alifatickych
salicylamidt s jednou aminokyselinou (tzv. diamidy), bylo v ramci védecké skupiny
doc. Imramovského na UOCHT Univerzity Pardubice piistoupeno k navrhu a provedeni
cilené syntézy. Ulelem objeveni nové syntetické cesty bylo zajistit plynuly a rychly
zpusob piipravy diamidi s co nejvetsi flexibilitou v moznosti obmény substituentli na

salicylovém, anilinovém a aminokyselinovém motivu molekuly.

Reakce je zahdjena amidaci O-chrdnéné kyseliny salicylové s O-chranénym
hydrochloridem aminokyseliny za ptitomnosti EDCI-HCI1 v dichlormethanu (i). Po
deprotekci (ii) karboxylové skupiny aminokyseliny hydroxidem lithnym ve smési
voda/l,4-dioxan (1:1) nasleduje druha amidace s anilinem za podminek shodnych s
prvni amidaci (i). Poslednim krokem je deprotekce fenolického hydroxylu (iii) na cilené

diamidy. Uvedena syntéza, viz Schéma 11 prevzaté a upravené z literatury,3+13!

je
dostate¢né robustni, ma vys$i vytézky a je obecna pro vSechny aminokyseliny a

substituenty na salicylovém a anilinovém motivu.

o] o R® o R®
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) ) H N, R? = 4’-CI-Ph, 3°,4"-diCI-Ph, CH,CH(CHj3),,
H2N—R> R1—:\ H R? LR R1—:\ H I R 3'-CF3-Ph, iPr
= P
0 OH

R3 = (S)-CHj, (S)-iPr, (S)-Bn, (S)-CH,CH(CHg),,

Schéma 11: Pfima piiprava alifatickych salicylamidi — ochrana pomoci benzyl skupiny
i EDCI-HCI, TEA, DCM, 16 h, 25 °C; ii LiOH, 1,4-dioxan:voda 1:1, 45 min, 50 °C; iii H, Pd/C, EtOAC,
12 h, 25 °C.

Jako alternativni variantu cilené metody pfipravy je mozné provést zménu ve
chranici skupiné fenolického hydroxylu na kyselin¢ salicylové. Namisto benzylu je
hydroxylova skupina chranéna acetylovou skupinou. Vzhledem Kk vysoké labilité
acetylové chranici skupiny jiz v prvnim stupni (i) syntézy, je této ochrany mozné pouzit

za cenu vysokych ztrdt na vytéZku jen v pfipadé, Ze je v molekule pfitomny bocni
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fetézec s dvojnou vazbou, ktery by na zavér syntézy nepiezil deprotekci fenolického
hydroxylu v prostfedi Hz, Pd/C. V dalsim kroku, odchranéni karboxylové kyseliny
v bazickém prostiedi (ii), je pouzita smés obou ne/chranénych derivati a dochazi
k aplné hydrolyze acetylové chranici skupiny. Nasledna amidace je provedena béznym

zpusobem (i).13!

Schéma 12: Piima piiprava alifatickych salicylamid — ochrana pomoci acetyl skupiny
i EDCI'HCI, TEA, DCM, 16 h, 25 °C; ii LiOH, 1,4-dioxan:voda 1:1, 45 min, 50 °C.

Z kombinatorialniho hlediska se jako prvek s nejvétsi potencialni variabilitou jevi
substituovany anilin, méné pozice aminokyseliny, nejméné variabilnim prvkem je pak
substituovana kyselina salicylova. Cilend syntéza vyvinutd Karlem Paukem (Schéma
11) v dizertaéni praci vyuziva tohoto faktu beze zbytku. Nejdiive se V dostate¢ném
mnozstvi pripravi amid O-Bn Kkyseliny salicylové s vybranym methylester
hydrochloridem aminokyseliny. Po deprotekci karboxylové skupiny aminokyseliny pak
nasleduje rutinni amidace s rliznymi aminy, resp. substituovanymi aniliny. Syntéza je
zakonCena deprotekei fenolického hydroxylu. Syntéza postupuje zcela v souladu
S principy spravné kombinatorialni chemie, je rychla, pruzna a efektivni. Oproti tomu
postup popsany v pracich védeckého kolektivu profesora Shibasakiho (Schéma 7) je
fadové méné flexibilni a pomalejsi. Molekula je budovéna ,,z druhého konce®, zacina
amidaci N-chranéné aminokyseliny s aminem/anilinem. Nasleduje reakce s chloridem
kyseliny salicylové a konec¢nd deprotekce. Kazda kombinace kyseliny salicylove,
aminokyseliny a anilinu je pfipravovana od zacatku az do konce zvlast. Pro ptipravu

stejné obsahlé knihovny latek je tedy potieba provést vice syntéz.

Na nasledujicim modelu syntézy hypotetické knihovny diamidi je ndzorné patrny
rozdil v naro¢nosti a poétu nutnych reakci obou postuptl. Ukolem je co nejefektivngji
ptipravit vSechny mozné kombinace diamidt z jedné O-Bn chranéné kyseliny salicylové
(A), tfi aminokyselin (B, C, D) a péti rizné substituovanych anilina (E, F, G, H, I),

které jiz nevyzaduji zadnou dalsi deprotekci. Reaktanty jsou oznaceny zelen¢, produkty
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reakci modie. Pismeno s apostrofem znaéi provedenou deprotekci na piislusné casti
molekuly. PHma &ernd &ara udava veskeré kombinace latek na dané trovni. Sipka
spojujici jednotlivé prvky znéazorfiuje vlastni reakci. Piima cCervena cara od sebe
oddéluje jednotlivé reakce. Oba postupy maji ¢tyfi kroky: a) Pauk — amidace kyseliny
salicylové s aminokyselinou, deprotekce karboxylové Kkyseliny, druhd amidace s
anilinem, kone¢na deprotekce fenolického hydroxylu; b) Shibasaki — amidace
N-chranéné aminokyseliny s anilinem, deprotekce aminoskupiny, druhd amidace s
chloridem kyseliny salicylové, deprotekce fenolického hydroxylu. Ptiprava chloridu
kyseliny salicylové neni do celkového poctu reakci zapocitana, a¢koliv se jedna o jednu
nutnou reakci navic. V celkovém poctu je jiz zanedbatelnd. K syntéze navrzené
knihovny diamidd dle Pauka je tfeba provést 36 reakci (Schéma 13), dle Shibasakiho
pak 60 reakci (Schéma 14). Ackoliv je v piipadé Paukovo prvnich Sesti syntéz tieba je
provést ve vétSim méfitku, aby bylo dostatek vychozich latek pro nasledné syntézy,
predstavuje to minimalni komplikaci ve srovnani S nutnosti provést o 66 % vice reakci a
separaci V ptipad¢ vedeni syntézy dle Shibasakiho. Pfi ndvrhu komplexngjsi série

diamidu by toto ¢islo dale narustalo.

reaktant produkt _— kombinace __y reakce " deprotekce

a)_Cilena syntéza dle Pauka

1. amidace
3 reakce

1. deprotekce
3 reakce

2. amidace
15 reakci

2. deprotekce

[ABEACEADE [ABF[ACHADF| [ABG[ACG[ADG| [ABH[ACHADH [ABIACI[ADT  15reakci

celkem 36 reakci

Schéma 13: Syntéza modelové série diamidu dle Pauka
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reaktant produkt _—"kombinace ¥ reakce . deprotekce

b)_Syntéza dle Shibasakiho

1. amidace
15 reakci
[BE [ BF [BG | BH | B | [CE [ CF [ CG [ CH| C | [DE ] OF [DG | DH | O |
v 1. deprotekce
[BE[BF[BG|[BH | Bl | [CE[CF|CG|CH]| Cl | [DE]DF][DG]DH]| DI | 15 reakci
A 2. amidace
: 15 reakci
s | N ——
ABE | ABE |AB'G | ABH | ABI ACE| ACF |ACG| ACH | AC1 ADE [ ADF [ADG[ADH [ ADT|
2. deprotekce
[ABE[ABF[ABG[ABH[ABT| [ACE[ACF[ACG[ACH[ACT| [ADE[ADF[ADG[ADH[ADT] 15 reakei

celkem 60 reakci

Schéma 14: Syntéza modelové série diamidt dle Shibasakiho

1.3  SYNTEZA PEPTIDU
Celkem bylo popsano pies 500 aminokyselin. Z nich se v pfirodé vyskytuje 240

ve stabilni formé, ostatni se objevuji pouze jako intermedidty pii metabolickych
pochodech. Pfi stavbé bilkovin vSech zivych organismii nachazi uplatnéni z 240 jen 20
zakladnich biogennich aminokyselin. Z nich 19 mé4 primarni aminoskupinu a jedna,
prolin, mé sekundarni aminoskupinu. K 20 zédkladnim biogennim aminokyselindm je po
objevech poslednich dvou dekad mozné ptifadit jesté selenocystein a pyrolsin, které se
vyskytuji jen vzacné. VsSechny vySe jmenované aminokyseliny lze oznaclit za
a aminokyseliny, protoze jejich aminoskupina je navazana na o uhliku. Bézné se
vyskytujici aminokyseliny se se svoji unikatni konfiguraci na o uhliku oznacuji za
L-kyseliny. Jejich enantiomery D se v pfirodé nevyskytuji casto. Podle dé€leni
aminokyselin dle optické otacivosti (R)/(S) maji L amino kyseliny konfiguraci (S) krom

cysteinu, ktery ma (R), a krom glycinu, ktery je achiralni.*34138

Peptidy predstavuji v soucasnosti unikatni tfidu farmaceutickych sloucenin, které
se svoji velikosti fadi mezi malé molekuly a proteiny, avSak biochemicky a terapeuticky
se od obou lisi. Peptidy ptedstavuji ptilezitost pro provadeéni terapeutickych zasaht
zpusobem, ktery se velmi bliZi pfirozenym ptirodnim pochodiim. Jako piiklad je mozné

uvést izolaci a prvni pouziti inzulinu u pacienta s cukrovkou, ktery si sam nebyl
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schopen vyrobit dostatek tohoto hormonu.®*” Peptidy jsou selektivni a efektivni signalni
molekuly, které se vazi na Specifické receptory na povrchu bunék nebo na iontové
kanaly, kde spoustdji mezibundéné interakce. Uginné peptidy byly ptivodné
identifikovany a izolovany 2z piirodnich zdroji, avSak fada znich nebyla vhodna
Kk pfimé 1é¢bé z duvodu nizké chemické stability a kratkého polo¢asu rozpadu v krevni
plazmé. U nékterych perspektivnich kandidati se tyto nedostatky podatilo odstranit
vhodnymi strukturnimi Upravami. Béhem posledni dekady ziskaly peptidy Siroké
uplatnéni v mediciné a biotechnologii, s ¢imz je také spojeny rozvoj jejich trhu. Hlavni
1éCivou slozkou Iéku Lupron od Abbott Laboratories je peptid leuprolein slozeny
z deviti aminokyselin. Lék dosahl v roce 2011 trzeb 2,3 mld. dolard. V soucasnosti je
pfes 70 1ékti na bazi peptidii schvaleno Ustavem pro kontrolu potravin a 1é&iv
Spojenych stati americkych (FDA)™® dalsich 150 peptidovych 1é¢iv se nachazi v
klinické a pies 400 v pokrocilé preklinické fazi vyvoje. Peptidova 1é¢iva jsou rychle se

rozvijejicim odvétvim mediciny.3%-14

Ackoli je amidy obecné mozné pfipravit pfimou reakci acylchloridu s aminem za
pfitomnosti nenukleofilni terciarni baze (TEA, DIPEA), pro syntézu peptidi je tato
metoda krajné nevhodné z diivodu mozné hydrolyzy, racemizace a Stépeni ochrannych
skupin v bo¢nich fetézcich. Tendence acylchloridii racemizovat v bazickém prostiedi je

ilustrovana standardni metodou piiprav ketent.l#?

Keteny se pfipravuji reakci
acylchloridu s kyselym a-vodikem s TEA. Keten mize dale reagovat s nukleofilem
(aminem) ve smyslu adice na odpovidajici produkt, u kterého dochazi ke ztraté chiralni

informace, viz Schéma 15.1%

R? i R2 3 R? i 3 R’ i 3
~, \/ R°NH g R ~ R
R1—HJ\C| L C=0 ———2 » R1,“)LN/ + RZ“)LN
-TEA.HCI H H H

H R’ H

racemicka smés

Schéma 15: Vznik ketenu jako mozny zptsob racemizace

K syntéze peptidil jsou pouzivany dva postupy, které jsou v zdsad¢ zalozené na
shodnych principech, li§i se pouze v povaze ochranné skupiny karboxylové skupiny
prvni aminokyseliny. Pokud je tato ochrannd skupina nerozpustna, je postup syntézy

nazyvan syntézou na pevné fazi. V opa¢ném ptipad¢ se jedna o syntézu v roztoku.

Syntéza vroztoku je tradicnim zplisobem provadéni chemickych reakci

v organické chemii. Parametry rozpoustédla maji vliv na reaktivitu jednotlivych
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reaktantt a jeho vhodnou volbou je mozné reakci piednostné vést pozadovanym
smérem. Syntéza amidu a zejména peptidli nebyla dlouho vyjimkou. Pti syntéze peptidi
Vv roztoku je na vybér cela fada Cinidel a scale up reakce je snadno proveditelny. Pii
budovani peptidu od C-konce jsou jednotlivé amidace s N-chranénymi aminokyselinami
nasledovany vhodnym odstranénim chranici skupiny. Takto je postupovano do té doby,
nez je vybudovan pozadovany peptid. Pfi delSim vedeni reakce a nevhodné volbé
aktiva¢niho ¢inidla existuje riziko racemizace. Jako hlavni nevyhoda je ale povazovéano
zdlouhavé a pracné chromatografické CcCisténi mezi jednotlivymi reakénimi kroky
z divodu nutnosti ziskat co nejcistsi vstupni suroviny do dalSiho kroku. V piipadé
pouziti ne zcela Cisté vychozi latky dochazi ke vzniku vedlejSich produktl, které¢ maji
s pozadovanym produktem takika stejné slozeni. S tim souvisi velmi podobné vlastnosti
jednotlivych latek. Vysledkem je slozité ¢isténi a dalsi ztraty na vytézku. S objevy
novych selektivnéjsich Cinidel a rozvojem modernich metod preparativni vysokotlaké
kapalinové chromatografie byly v poslednich letech negativni dopady vyse zminénych
zaporu metody odstranény nebo aspont vyznamné zmirnény. V 70. letech, kdy byla
syntéza peptidi na pevné fazi navrzena a piedstavena, §lo sice o drahou, ale zato velmi

vitanou alternativu k zavedené a zdlouhavé syntéze peptidl v roztoku.'4*

Syntéza na pevné fazi ma fakticky stejny prubéh co do opakovani amidace
nasledované deprotekci. Zasadni rozdil spociva v mechanismu cisténi meziproduktii.
Peptid je budovan postupné od C-konce navazaném na pérovitém zrnu z nerozpustného
polymeru. Po kazdé reakci je reakéni smés opakované proplachovana rozpoustédlem a
filtrovana, kterym jsou odplaveny rozpustné reaktanty a cinidla, zatimco jiz
vybudovany peptid =zistdvd navdzany na nerozpustném polymernim zrnu. Po
vybudovani pozadovaného peptidu je vhodnou metodou soucasné provedeno vyvazani
peptidu z polymerniho nosi¢e a odstranéni chranicich skupin v bo¢nich fetézcich

peptidu.

Nevyhodou syntézy na pevné tazi je jeji nehospodarnost. Za ucelem rychlé reakce
jsou c¢inidla aplikovana ve vysokych piebytcich, aby byla néasledné odplavena jako
odpad. Doned4dvna byla metoda velmi ndkladnd z divodu vysokych cen pfislusné
chranénych aminokyselin. Pro pfipravu malého mnozstvi peptidu se do té¢ doby jednalo
o idedlni postup, kdy byly vysoké nadklady kompenzovany rychlosti, pfesnosti a ¢istotou
syntézy. Snaha o scale up této metody piipravy ale neunosné zvySovalo naklady.

Situace se zmeénila v poslednich dvou dekadach suvedenim peptidovych I[éCiv
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(eptifibatid*®, enfuvirtid, bivalirudin'*’) na trh, které bylo ale nutné pfipravit
Vv primyslovém meéfitku. Se zvySenou poptavkou po N-chranénych aminokyselinach se
na trhu vyvinul novy segment, o ktery zacali soupefit jiz zavedeni i novi dodavatelé.
Konkuren¢ni boj vedl k padu cen, ktery mél za nésledek vyrazné snizeni nakladi a

zptistupnéni metody syntézy peptidii na pevné fazi pro Sirsi védeckou vetejnost.

V ptipad¢ piipravy peptidi o délce do 15ti aminokyselin a v mnozstvi vétSim nez
100 kg je davana piednost klasické syntéze v roztoku. Pokud se jedna o piipravu
komplexnéjsi nebo delsi peptidové sekvence, je upfednostiiovana syntéza na pevné fazi.
Peptidy, resp. miniproteiny, o velikosti 50 aminokyselin a vétSi jsou pfipravovany
kombinaci obou metod, kdy jsou na pevné fazi piipraveny kratké fragmenty, které jsou

nasledné v roztoku spojeny do vétsich celka.*®

Cinidel vhodnych pro syntézu peptidii je cela fada, krom karbonyldiimidazolu
(CDI) jsou to naptiklad fosfoniové, uroniové, immoniové soli, HOBt, HOAt nebo
karbodiimidy. Nasledujici kapitoly jsou vénovany vyctu ¢asto pouzivanych zastupct a

popisu reakéniho mechanismu, kterym amidace probiha.

1.3.1 Karbonyldiimidazol (CDI)

Karbonyldiimidazol (CDI) je bézné pouzivanym a Setrnym amida¢nim ¢inidlem
pii syntézach peptidi, kdy je nutné zachovat mirné reakéni podminky. Syntézy
dokladajici jeho vyuziti jsou uvedeny v kapitole 1.2.2.1. Obecné na modelovych
reakcich probiha amidace kyseliny za tcasti CDI pomaleji nez obdobna reakce na
shodny produkt vyuzivajici thionyl chlorid k pfipravé acyl chloridu kyseliny. Vyhodou
drahy amin a sniZzené riziko probihdni vedlejSich reakci spojenych s pouzitim thionyl
chloridu. Racemizace je v pfipadé aminokyselin minimalni. Schéma 16 uvadi

mechanismus aktivace karboxylové kyseliny pro amidaci.**
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Schéma 16: Mechanismus amidace za pfitomnosti CDI
1.3.2 Fosfoniové soli

Vyuziti fosfoniovych soli pro syntézu peptidii bylo poprvé popsano koncem 70.
let.'*® Amidace provadéna pomoci fosfoniovych soli probiha rychle a uroven
racemizace je nizna. V soucasnosti jsou nejéast&ji pouzivanymi ¢inidly BOP™°, PyBOP,

PyClocK™?, PyAOP, PyOxim a PyBroP, viz Obrazek 11.
® Q ® ® ®
P(NRy); PFg :  PTN(CHj) P%N ] P%N ]
| 213 6 | { 3 2‘3 I <:| 3 (|) <:| 3

L (? (|) T
Obecny vzorec N’ PFe N PFe i PFe
fosfoniovych soli N N N

BOP PyBOP PyClocK

w0, ¥l 3ol
N Ij i r\[H\CN PFs PF,

PyAOP PyOxim PyBroP

pzd

Obrazek 11: Piehled pouzivanych fosfoniovych soli

Podstatnou nevyhodu predstavuje pii vyuziti BOP vznik jedovatého
hexamethylfosforotriamidu (HMPA), coz vyuziti strukturné pokrocilého PyBOP
vyrazn¢ omezuje. Amidace je zahajena neutralizaci N-chrdnéné aminokyseliny
terciarnim aminem, (nejcastéji DIPEA) na karboxylat, ktery i jako slaby nukleofil
napadd fosfoniovou stl za vzniku acylfosfoniové soli a dobie odstupujiciho a stabilniho
oxyaniontu L. Acylfosfoniova stl je velmi reaktivni a midze podléhat dvéma reakcim.
Prvni moznosti je ptimy nukleofilni atak (A) koncové aminoskupiny jiz vybudovaného
peptidu za vzniku kone¢ného prodlouzeného peptidu. Druhou reakéni cestou (B) je

nukleofilni atak oxyaniontu L na acylfosfoniovou stl za vzniku aktivniho esteru, ktery
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dale podléha aminolyze na kone¢ny prodlouzeny peptid. Reakéni cesta B je dle
dostupné literatury povazovana za prevazujici. Dalsimi produkty reakce je
hexaalkylfosforotriamid a HL. Schéma 17 je pievzaté a upravené z publikace Jaradat,
D. M. M. Amino Acids 2017, 50 (1), 39-68.14%:1°0.152-156
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Schéma 17: Mechanismus amidace za pfitomnosti fosfoniovych soli

1.3.3 Aminiové/uroniové soli

Pouzivani aminiovych/uroniovych soli skytda oproti ostatnim popsanym
amida¢nim ¢inidlim jednu nevyhodu spocivajici v komplikovanéj§im technickém
provedeni. Cinidla reaguji pfednostng svolnou aminoskupinou jiz vybudovaného
peptidu na guanidinovy vedlejsi produkt, viz Schéma 18. Neni tedy mozné piidat

¢inidlo piimo do smési vychozich latek. '

/
—N

N BFs + HzN%L\ I =N
—N

(0]
| %
\/O\[H\CN H Rn-1 \ H R

guanidinovy
vedlejsi
produkt

Schéma 18: Reakce nezadouci reakce na guanidinovy vedlejsi produkt

Pfed samotnou amidaci je nutné provést aktivaci N-chranéné aminokyseliny a az
poté do reakéni smési piidat ¢astice s navazanym peptidem s volnou aminoskupinou.
V porovnavacich studiich bylo zjisténo, ze HATU spolu s nové¢ji vyvinutym COMU
poskytuji produkty s vyssimi vytézky a mensSi mirou racemizace nez HBTU, TBTU
nebo PyBOP.1® Mezi dile vyuzivané zastupce aminiovych soli patii HBTUM"1%,
TBTU, HCTU, HATU180 3 HAPYU.'® Mezi vyuZivané zastupce O-uroniovych soli
patii TSTU82 TOTU a COMU®, viz Obrazek 12.15°
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Obrazek 12: Piehled pouzivanych aminiovych a uroniovych soli

1.34 Syntéza v roztoku s vyuzitim karbodiimidu

Amidace s vyuzitim karbodiimida je spolehliva a lety ovéfenad metoda ptipravy
amidl, kterd nachazi Siroké vyuziti zejména v peptidové chemii z divodu Setrnych
podminek, nizké teploty a vysoké konverze. Reakce je provadéna v ekvimolarnim
poméru karboxylové kyseliny, karbodiimidu a aminu. Reakce zacind velmi rychlou
adici karboxylové kyseliny na karbodiimid za vzniku reaktivni O-acylisomocoviny,
ktera mulZe dale reagovat nékolika zpisoby, viz Schéma 19. Piimou reakci
O-acylisomocoviny s aminem (A) vznika cilovy amid spolu s vedlej$§im produktem,
substituovanou mocovinou, ktera ma nizkou rozpustnost a je mozné ji vétSinu odstranit
prostou filtraci. V piipadé pouziti dichylohexylkarbodiimidu (DCC) vznika
dicyklohexylmocovina (DCU). Jeji majoritni ¢ast je diky jeji nizké rozpustnosti mozné
odstanit filtraci, avSak spolehlivé odstranéni jejich stop z produktu je komplikované.
Stopy DCU byly v nékterych piipadech patrné zH a C NMR spekter i po
opakovaném ¢isténi produktu kolonovou chromatografii. Zaménou aminu za alkohol je

mozné obdobnym zplsobem pfipravit estery.

O-Acylisomocovina je velmi reaktivni meziprodukt a v pfipad€, ze neni amin
pfitomen okamzité nebo ho v reakci zpomaluji sterické efekty, dochazi k vedlejsSim
reakcim. Prijatelnou vedlejsi reakci vedouci na pozadovany produkt je reakce
O-acylisomocoviny s dal$i molekulou karboxylové kyseliny (B). Vznika mocovina a
symetricky anhydrid vychozi karboxylové kyseliny, ktery nasledné reakci s aminem

dava pozadovany produkt spolu s ,,recyklovanou* vychozi karboxylovou kyselinou.
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V rozpoustédlech s nizkou dielektrickou konstantou jako je chloroform nebo
dichlormetan je vznik O-acylisomocoviny témét okamzity. Aktivace v polarnich
rozpoustédlech jako je DMF, které mize byt pouzito z nutnosti rozpusténi vychozich
latek, je pomalejsi, vznik O-acylisomocoviny neni tak rychly a je pravdépodobnéjsi
nastup nezadouci vedlej$i reakce (C). Tou je piesmyk O-acylisomocoviny na
N-acylisomocovinu, kterd dale nereaguje na pozadovany produkt a jejiz vznik je
pfiinou snizeni vytézku a zkomplikovanim ¢isténi pozadovaného produktu. Plynulost
aktivace karbodiimidem je tedy velmi zavisla na polarité pouzitého rozpoustédla a jeho
schopnost solvatovat reak¢ni intermediaty.

R
R ,R o) g R

i N=C

R' ~OH

bi§
R2
RVONT T o
H
Schéma 19: Mechanismus amidace za ucasti karbodiimidu

Dalsi nezadouci vedlejsi reakci je racemizace v dusledku keto-enol tautomerie
aktivované kyseliny ve formé O-acylisomocoviny s a-vodikem (A), viz Schéma 20
ptevzaté a upravené z publikace Joulli¢é Madeleine M. et al. Arkivoc 2010, 8, 189-250.
V ptipadé, ze se jedna o N-substituovanou o-aminokyselinu, dochazi v bazickém

prostiedi k racemizaci také v dusledku cyklizace na substituovany 5-(4H)-oxazolon
(B).119’164’165
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racemicka smés . racemlcka smés
aktivovaného peptidu D-,L- peptid oxazolonu

Schéma 20: Mechanismus bazicky katalyzované racemizace pii aktivaci karbodiimidy
Tyto dvé nezadouci reakce je mozné vyznamné omezit pouzitim vhodného

aditiva, které v reakci funguje jako pomocny nukleofil, s O-acylisomoc¢ovinou reaguje
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piednostné a nasledné dobfe odstupuje ze substratu. Prevazné se jedna o konjugované
aromatické systémy, které maji moznost dobte se stabilizovat vhodnych rozprostfenim
naboje mezi jednotlivé rezonan¢ni struktury. Mechanismus amidace za ucasti
1-hydroxybenzotriozolu (HOBt) jako aditiva uvadi Schéma 21. Posunuti reakcni
rovnovahy pfes naznaCené reakce ve prospéch cilového amidu je tak vyrazné, ze
dochdzi k potlaceni obou nezadoucich vedlejSich reakci. Nevyhodou HOBt a jeho
derivatt jsou jejich vybusné vlastnosti, pii manipulaci s nimi je tedy nutné postupovat

opatrn¢. S DCC se tradi¢né pouziva 4-dimethylaminopyridin (DMAP), od kterého je ale

postupné upousténo pro jeho vysokou toxicitu,11%143166
.R
0 R\N—C—NIR R R O HN
A 2 N:C:N, e R —I—>
RVMOH R1J\\O>@ T y R1J\O SN

R
O N

/ 2 \
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Schéma 21: Vyuziti HOBt jako aditiv pro potlaceni vedlejsich reakei pii tvorbé amida
i HOB, pfipadné jina aditiva.

Za ucelem redukce epimerizace pii pouziti karbodiimidi jsou pouzivana pomocna
adtiva, napt. DMAP, HOSu, HOAt nebo HOBt. Ptikladem toho je amidace
Z-Gly-Phe-OH s H-Val-OMe za ucasti EDCI-HCI, kdy epimerizace klesla z 35 % bez
aditiva na 15% pii pouziti HOBt. Jak wuvadi Schéma 21, HOBt reaguje
s O-acylmocovinou na aktivni ester, ktery nasledné reaguje s aminem na vysledny amid.
Nevyhodou HOBt je boé¢ni reakce, kterou podstupuje karbodiimid na azetidin.
Vysledkem je snizeny vytézek, protoze karbodiimid se zpravidla nedavkuje v ptebytku,
viz Schéma 22. Jako nahrada byl otestovan 1-hydroxy-7-azabenzotriazol (HOAU), ktery
je ve srovnani s HOBt efektivnéjsi co do vytézka, kinetiky, tak 1 do sniZeni epimerizace.
167-189 pti amidaci Z-Val-OH s H-Val-OMe za ucéasti DCC se epimerizace snizila
z241,9% pii pouziti HOBt na 14,9 % pfti pouziti HOAt. Pti amidaci Z-Phe-Val-OH
s H-Ala-OMe za ucasti EDCI-HCI se epimerizace snizila z 4,1 % pti pouziti HOBt pod
2 % pii pouziti HOAt. Snaha o snizeni epimerizace vedla Kk syntéze a testovani izomeru
HOALt (7-HOAt, 6-HOAL, 5-HOALt, 4-HOAL) pii amidacich riznych substrati za ucasti
riznych karbodiimidéi aviak bez dalsich ispécht.!’® Dal§im smérem vyzkumu, ktery
nevedl ke sniZeni epimerizace, byla snaha o zavadéni elektron donornich nebo

akcektornich skupin do struktury HOBt.166168
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Schéma 22: Schéma bo¢ni reakce DCC s HOBt

Obrazek 13 uvadi bézné pouzivana aditiva potlacujici racemizaci pii amidaci.

OH OH OH
o o P NS cl cl
N N_ N | F F
\ N \
Ol Xy Cron e
N Z N N F F Cl Cl
O PN F C| N02

HOBt HOAt HOSu DMAP pentafluorofenol pentachlororofenol p-nitrofenol

Obriazek 13: Piehled ¢asto pouzivanych aditiv s karbodiimidy

Krom dobré reaktivity, vysoké konverze a nizké racemizace substratu je u
karbodiimidi dtlezitym faktorem 1 snadnost odstranéni pii reakcich vznikajici
mocoviny. Pokud je mocovina rozpustna v rozpoustédle, nejcastéji dichlormetanu nebo
dimethylformamidu, jde o nejjednodussi variantu. V opacném piipadé je mozné
mo&ovinu, pokud je rozpustna ve vodé, odstranit pfi naslednych extrakcich. Uplné
odstranéni dicyklohexylmocoviny (DCU) vzniklé pouzitim dicyklohexylkarbodiimidu
(DCC) je <casto komplikované. N-Ethyl-N’-dimethylaminopropylkarbodiimid
hydrochlorid (EDCI-HCI) je velmi castou pouzivanou alternativou pro DCC pfii
syntézach peptida v roztoku pro svou dobrou reaktivitu a vysokou konverzi. Jeho
mocovina je diky pfitomnosti terciarniho snadno protonovatelného dusiku lehce
odstranitelna exktrakci do okyselené vodné faze. Dal§imi karbodiimidy tvoficimi vodou
snadno odstranitelné mocoviny obsahuji bud’ terciarni nebo kvartérni amino skupinu.
Karbodiimidy sterciarni amino skupinou se jevi jako efektivngjsi.l’t17
N,N’-Diisopropylkarbodiimid (DIC) je velmi Casto pouzivan zejména Vv syntéze peptidl
na pevné fazi a z néj vznikla mocovina je v dichlormetanu dobfe rozpustna. N-Metyl-
N’-terc-butylkarbodiimid a N-ethyl-N’-terc-butylkarbodiimid byly také testovany, ale

Vv porovnani s DIC jsou méné efektivni, poskytuji niz8i vytézky a maji vétsi tendenci
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tvofit nezddouoci N-acyl mocoviny stejné jako nesymetrické karbodiimidy kombinujici

alifatické a aromatické substituenty.l’

Vyznamné lepSich vysledki dosahuje
N-cyklohexyl-N-terc-butylkarbodiimid, jehoZ mocovina je v dichlormethanu dobie
rozpustna a aktivita samotného karbodiimidu je srovnatelna nebo jesté lepsi nez DCC.
Asi  nejslibngjSich ~ vysledki  dosahuje  1,3-bis(2,2-dimethyl-1,3-dioxolan-4-

ylmethyl)karbodiimid (BDDC), ktery zvySe jmenovanych dosahuje nejnizsi

epimerizace. Prehled bézné¢ pouzivanych karbodiimidi wuvadi Schéma 23.
119,143,166,174,175
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Schéma 23: Piehled casto vyuzivanych karbodiimidi

1.35 Syntéza na pevné fazi s vyuZzitim karbodiimidi

Metoda syntézy peptidi na pevné fazi (SPPS — Solid Phase Peptide Synthesis),
jeji strategie, pouziti, pfednosti a omezeni byla popsana v tivodu kapitoly 1.3. Na tomto
misté je metoda rozvedena do podrobnosti ohledné druhii pouZivanych pevnych fazi,
linkerti, zptisobd ochrany hlavnich a vedlejsich funkénich skupiny podle Boc/Bn nebo
Fmoc/t-Bu protokold, moznosti imobilizace prvni aminokyseliny nebo skrz moznosti

technického provedeni a automatizace procesu syntézy a ¢iSténi.

1.3.5.1 Imobilizace aminokyselin a linkery

Smysl syntézy peptidii na pevné fazi spociva v navazani prvni aminokyseliny na
nerozpustny polymer a nasledném budovéni cilového peptidu. Aminokyselina neni
napojena pfimo na makromolekulu nosi¢e ve schématech znazornéné jako kulicka, ale
na tzv. linker, ktery zajiStuje reverzni navazani peptidu. Nejcastéji pouzivanym nosi¢em

je sesitovany polystyren s 1-2% divinylbenzenu ve formé kulicek s primérem okolo
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50 mikront.}’%"® Komeréné dostupny sesitovany polystyren je k dostani ve dvou
hrubostech, 200-400 mesh (35-75 mikront) a 100-200 mesh (75-150 mikront). Mezi
dal§i pouzivané nosice patii polyetylen glykol (PEG)!”®, polyetylen glykol-polystyren

180

(PEG-PS) ve formé& hfebenového polymeru®, polyamid!®-18 kopolymer polyetylen

glycol-akrylamidu (PEGA)** nebo polyetylen-polystyrenovy film (PE-PS).1°6:185

Aktivni mista pro navazani prvni aminokyseliny se nachdzeji vétSinou uvnitt zrna
nosice, proto je dulezité, aby byl polymer schopny co nejvice nabotnat ve zvoleném
rozpoustédle. Mira nabotnani je pro kinetiku syntézy peptidii na pevné fazi zasadni,
protoze difuze je rychlost urcujicim krokem reakce. Botnani spociva v pronikani
molekul rozpoustédla mezi jednotliva sesitovana vlakna pryskyftice, ktera se timto od
sebe vzdaluji a zvétSuji vstupni kanaly pro difuzi reaktantd a cinidel. Sesitovany
polystyren je nerozpustny ve vSech bézné dostupnych rozpoustédlech krom aprotickych
rozpoustédel jako dichlorometan (DCM), N,N-dimetylformamid (DMF) a
tetrahydrofuran (THF).18¢

Dobry linker by mél krom pevné imobilizace kotvici aminokyseliny v prib&éhu
reakce zaroven poskytnout i spolehlivé vyvazani jiz hotového peptidu s dobrym
vytézkem a bez vyraznych vedlejsich produkti.’®” Linkery je mozné délit do nékolika
kategorii, naptiklad podle zpsobu navazani prvni aminokyseliny K linkeru. Mize jit o
navazani pies C-konec (peptid se buduje od C- k N-konci), ptes N-konec (peptid se
buduje od N- k C-konci), ptes bo¢ni fetézec (pokud ma aminokyselina v bo¢nim fetézci
pouzitelnou funk¢ni skupinu) nebo piimo navazanim linkeru na dusikovy atom
peptidové vazby, viz Obrazek 14 pievzaty z literatury. Dal$im kritériem déleni linkera
je zplsob vyvazani hotového peptidu z nosice. Linkery je mozné délit na fotolytické,

kyselé, bazické nebo vhodné pro atak nukleofilni substituci.'>®
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a - aminokyselina ukotvena C-koncem
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b - aminokyselina ukotvena N-koncem

(0] H
H Lz
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|
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Obrazek 14: Moznosti imobilizace prvni aminokyseliny
- Imobilizace prvni aminokyseliny pies C-konec

Vystavba peptidu od C- k N- konci je originalni ideou navrzenou jiz v ptvodni
Merrifieldové praci. V soucasnosti jde o dominantni a nejvice pouzivanou strategii
schematicky znazornénou viz Obrazek 1l4a. N-Chranéna aminokyselina je na nosi¢
navazana karboxylovou skupinou ve formé¢ esteru (Obrazek 15 pievzaty z literatury)
reakci s hydroxylovou (A) nebo elektrofilni pryskyfici (B), amidu reakci s aminovou
pryskyfici (C), thioesteru reakci s thiolovou pryskyfici (D), O-substituovaného oximu
reakci s pryskyfici nesouci oximovou skupinu (E) nebo hydrazidu reakci s pryskyfici
s hydrazinovou skupinou (F). Po navazani prvni aminokyseliny zacina vlastni

syntéza. '
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H% HO ®
OH

Hydroxylova pryskyfice (A)

Elektrofilni pryskyfice (B)

Aminova pryskyfice (C

Th|oIova pryskyrlce (D)

m

Y

Oximova pryskyfice (E

HoN- Nm'

Hydrazinova pryskyfice (F

Obrazek 15: Zptsoby ukotveni aminokyseliny C-koncem
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Tabulka 1 uvadi struény vybér linkeri a pryskyfic bézné pouzivanych pii

vystavbé peptidu od C- k N-konci dle Fmoc/t-Bu nebo Boc/Bzl strategii. Detailnéjsi

prehled dal3ich linkerd je uveden ve zdrojové literatufe.

56
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Tabulka 1: Vybrané linkery/pryskyfice vyuzivané pro C-imobilizaci pfi Fmoc a Boc metodé

Linkery/pryskyfice pro C-imobilizaci pfi Fmoc metodé

Néazev Vzorec Typ Vazba C\;‘;}sgggﬂgo Ref.
Wangova A©\ /\Q\Q Hydroxy Ester Karbox. skup. 188
pryskyfice
Rinkova /‘\)\‘\
kyselinova o O O o Hydroxy Ester Karbox. skup. 189
pryskyfice /\©\o

Hydrazid, amid,

HgﬁBﬁAce VQ)L Hydroxy Ester ester, karbox. skup. 18
Prysky nebo alkohol

. Sulfonamid, amid
Rinkova /‘\)\‘\ . Lo :
chloridové | ~q LU . Elektrofil.  Rézné amr']’;bgh;(‘;'r’b"’(‘)'t;ho' 190
pryskyftice /\©\O skup. '

Rinkova amidové Benzhydryl .. Amid 0
pryskyfice ~o o/\©\o amin
Fenylhydrazinova HZN’N . : Karboxy., ester, 101
pryskytice Hydrazin Hydrazid amid nebo thioester
Linkery/pryskyfice pro C-imobilizaci pii Boc metodé
Nazev Vzorec Typ Vazba C\;sgzggﬂgo Ref.
1fi Cl
Merrlfle[qova /\©\O Elektrofilni Ester Karbox. skup. 144
pryskyfice
PAM pryskytice ﬂm Hydroxy Ester Karbox. skup. 192
Kai HO.
aiserova ‘
oximova O O Benzo_fenon Ac_yl Hydrazid / ester 103
» oxim oxim
pryskyfice O,N Q
(6]
s)K
MBPA pryskyfice y Thiol Thioester Thiokyselina 194,195
(0] N
T
NH,
BHA SA® Benzhydryl Amig Amid 196
N amin
HMBA -  4-hydroxylmetylbenzoylaminometyl, PAM -  4-hydroxylmetylfenylacetamidometyl,

MBPA - 4-[a-(S-acetyl) merkaptobenzyl] fenoxyacetyl aminometyl, BHA - benzhydrylamin
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- Imobilizace prvni aminokyseliny pies N-konec

Obracenym (inverznim, reverznim) zpisobem pfipravy peptidii na pevné fazi je
oznacovan postup, kdy je O-chranéna aminokyselina navazana svoji amino skupinou na

nosic¢ a vystavba molekuly postupuje od N- k C-konci, viz Obrazek 14b. Strategie byla

197,198

popsana zahy po pivodni Merrifieldové publikaci , avSak neni tak rozSifend a

pouzivana zejména kvili vysokému riziku racemizace v disledku tvorby oxazolonu.%®

Dalsi rizikovou vedlejsi reakci je vznik diketopiperazinu. Pryskyfice pouzitelné pro tuto
metodu jsou Wangova imidazolid karbamdatova pryskyftice, kterd vaze O-chranénou
aminokyselinu ve formé karbamatu?®, silylchloridova pryskyfice, ktera tvoii
silylkarbamat?®* a 2-chlorotritylovd pryskyfice, ktera tvofi amin, viz Obrazek 16

pievzany z literatury.1°6.202

O@W@ r

’ Q<
N
Wangova pryskyfice QN O‘@_\O_qo R!
HN
b °
A 0

Ie) Y
H
HoN %O/PG Silylchloridova pryskyfice O_%';OTN\)J\O/PG

¥ @ ©
Cl
QD )t O
(] Q- )T e
Ao
gh

2-chlortritylova pryskyfice

Obrazek 16: Zpisoby ukotveni aminokyseliny N-koncem
- Imobilizace prvni aminokyseliny pres bo¢ni Fetézec

Tato metoda ukotveni prvni aminokyseliny je pouZitelna pouze v pfipadech, ze
dand aminokyselina méa v postrannim fetézci vhodnou funkéni skupinu, viz Obrazek
14c. Vhodné aminokyseliny jsou nasledujici: Asp, Glu (karboxylova skupina), Hyp,
Ser, Tyr, Thr, (hydroxylova skupina), His, Orn, Trp, Lys (amino skupina), Cys
(sulfanylova skupina), Arg (guanidinova skupina). Tento zplisob imobilizace umoziuje

vystavét peptid obéma strategiemi (od C- k N-konci nebo opaéng).1°6:203
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- Imobilizace prvni aminokyseliny pres hlavni Fetézec

Smysl BAL (Backbone Amide Linker) metody je v ukotveni prvni O-chranéné
aminokyseliny pfes dusik aminoskupiny na linker, viz Obrazek 14d. Je zajimavé
porovnat tuto metodu s ukotvenim pies N-konec. Ackoliv pracuji obé metody s
navazanim peptidu pfes atom dusiku prvni aminokyseliny, v metodé¢ BAL ukotveni je
peptidovy fetézec budovan ve sméru od C- k N-konci stejné jako pii ukotveni prvni
aminokyseliny na C-konci, coz je metoda jen malo ohrozena nezadoucimi bo¢nimi
reakcemi jak je tomu u inverzni metody budovani peptidu od N- k C-konci. Hlavnimi
slozkami linkeri pouzivanych pro BAL metodu jsou acetofenon, fotosenzitivni

aldehydové linkery, thiofen, benzaldehyd, naftalen nebo indol.1%6:204-209

Obrazek 17, pievzaty z literatury, uvadi syntézu peptidu za pouziti BAL strategie
obnasejici nejprve navazani O-chranéné aminokyseliny (O-PG-AMK) na BAL
pryskyfici ve smyslu reduktivni aminace primarni aminoskupiny kyseliny
s karbonylovou skupinou pryskyfice za vzniku sekundarniho aminu, ktery je nasledné
acylovan aktivovanou N-chranénou aminokyselinou (N-PG-AMK?!) na dipeptid
(Obrazek 17a). Nasleduje deprotekce aminoskupiny a reakce s dal$i N-chranénou
aminokyselinou (N-PG-AMK?) na tripeptid. Proces se opakuje do dosazeni pozadované
délky fetézce, po které nasleduje vyvazani na volny polypeptid (Obrazek 17b).
V zavislosti na zptisobu odtranéni skupiny chranici C-konec je na ném mozné ziskat
hydroxylovou nebo amidovou skupinu. BAL strategie je podrobné rozpracovana

V citovaném review. 196210

1 (o}

o] R H
a
HZN\)L _PG J\[( PG/N%AKI PG~ \)J\ J\[( PG
Qe ®
5] J\ - .
BALprysk.  O-PGAMK o BAL T NPGAMK _—
R=H, CH dipeptid
= H, CHy

b H

N R3 o R
- o H
Deprot HZN\)J\ )\[( PG PG" R1 PG'< )ﬁ( )}( ~pG _Deprotekce / amidace _ X —[peptid &(N\AN%(Y
_—m H
TNPGAMKE T v o R o
G G R yvazani polypeptid

H, R, SO,-R, CO-R
OH, NH,, NHR

X
tripeptid v

Obrazek 17: Syntéza peptidu strategii BAL (Backbone Amide Linker)
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1.3.5.2 Ochrana hlavnich a vedlejsich funk¢nich skupin

Pro vlastni syntézu a vystavbu peptidového fetézce existuji dveé strategie, CO se
pouzitych ochrannych skupin tyce. Pivodni metoda popsand Merrifieldem vyuziva
k do¢asné ochran¢ a-amino skupiny terc-butyloxykarbonyl (Boc) a Kk ochrané
aminoskupin ve vedlej$im fetézci benzylovou skupinu (Bn). Odstranéni Boc je
provadéno kyselinou triflourooctovou (TFA) po kazdé¢ amidaci za ucelem uvolnéni
aminoskupiny pro napojeni dal$i aminoskupiny. Acidolyza s TFA probiha sice rychle,
avSak muze ohrozovat nékteré citlivé vazby ve vedlejsich fetézcich a vede ke vzniku
nezadoucich vedlejSich produkti. Deprotekce aminoskupin v boc¢nich fetézcich je
provadéna kyselinou fluorovodikovou (HF) stejné¢ jako vyvazani celého peptidu
z linkeru. Nevyhodou tohoto postupu je krom nutnosti pfi poslednim kroku pracovat ve
specidlnim teflonovém zafizeni z divodu vlastnosti HF 1 riziko pro citlivé peptidové
sekvence, které piisobeni HF nemuseji vydrzZet. t-Bu* miZe po odstépeni navic reagovat

s nukleofilnimi skupinami v postrannim fetézci Trp, Tyr, Met nebo His.

Modernéjsi metodou vyvinutou na zakladé slabin strategie Boc/Bn je strategie
Fmoc/t-Bu, kdy je  dofasnda  ochrana  o-amino  skupiny  zaji$téna
9-fluorenylmetoxykarbonylovou skupinou (Fmoc) a ochrana aminoskupin ve vedlejsich
fetézcich pomoci terc-butyl skupiny (t-Bu). Fmoc/t-Bu strategie je V soucasnosti
prednostné pouzivana jak pro primyslové, tak pro laboratorni ucely. Pro odstranéni
Fmoc skupiny postatuji mirné bazické podminky.?!??2 Mechanismus deprotekce s
vyuzitim piperidinu uvadi Schéma 24. Fmoc skupina je vyhodné pro syntézu na pevné
fazi, avSak pfi vyuziti k syntéze v roztoku je krajné nevhodnd zejména kvili reakci

dibenzofulvenu s odchranénou amino skupinou.?*®

St e G-

%/—/

Fmoc skupina Hg H
NZ

@ ®
Hzﬁ\é{n)?\-ﬁ- HD

Schéma 24: Deprotekce Fmoc v bazickém prostiedi
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Aminokyseliny je mozné rozdélit do tfi skupin podle nutnosti ochrany skupin
Vv jejich vedlejsich fetézcich. Prvni skupinou jsou aminokyseliny, kde ochrana neni
nutna: Ala, Gly, Ile, Leu, Met, Phe, Pro a Val. Druhou skupinou jsou aminokyseliny,
kde je ochrana doporucena: Asn, Gln, His a Trp. Tieti skupinou jsou aminokyseliny,
kde je ochrana nezbytna: Arg, Asp, Cys, Glu, Lys, Ser, Thr a Tyr. Ochranu postrannich
fetézct je nutné volit vhodné a v souladu se zvolenou strategii, resp. docasnou

ochrannou skupinou, viz Obrazek 18.138:1%

O Asn éTS
% Cys % Ser

GIn Th

O His Ty:

Trt t-Bu
%O L °
ys 0
O>/_ § Trp S// Arg
// \rrg
(0]
Boc Pbf

bez PG: Ala, Gly, lle, Leu, Met, Phe, Pro, Val

Obrazek 18: Ochranné skupiny pro postranni fetézec aminokyselin

1.3.5.3 Technické zafizeni SPPS a automatizace

Hlanvim cilem SPPS bylo urychlit, zlevnit a zejména umoznit automatizaci
syntézy peptid.2*?% V roce 1985 byla popsana prvni paralelni syntéza rozdilnych
peptidi  na polystyrenovych kulickdch, které byly umistény Vv baliccich z
polypropylenové sitoviny. Kazdy peptid byl umistén ve vlastnim ,,Cajovém sacku®.
Amidace byla provadéna oddélené, ale deprotekce ochrannych skupin a promyvani byly
provadény pro vSechny peptidy spolecné, coz Setiilo Cas, material a vedlo ke snizeni
mnozstvi odpadnich rozpoustédel. Po vybudovani peptidit o pozadované délce byly

z nosi¢e uvolnény samostatng.?6:21

Merrifieldovou vizi bylo ale vytvotfeni automatického stroje, ktery by byl schopny
skrz systém trubic davkovat, misit a filtrovat roztoky. Pfistroj mél byt osazen jednou
hlavni reakéni nadobou, pumpami a zasobniky S rozpoustédly, aminokyselinami a
¢inidly, a mél byt schopen vést syntézu zadané¢ho peptidu. V roce 1965 byla popsana
prvni zafizeni tohoto typu.?** Technologické pokroky, vyvoj novych nosi¢i, linkeri,

ucinnych amidacnich ¢inidel a Fmoc protokoltit SPPS vedly od 70. let do soucasnosti
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K vyznamnému technologickému skoku.'®?1® V sou¢asnosti nabizi automaty pro

syntézu peptidil na pevné fazi pres 15 firem.

Pfistroje pro automatizovanou syntézu peptidi se liS§i zejména usporaddanim
systému pro davkovani roztokl, zpisobem miseni a reakéni celou (klasicky michana
reakéni nadoba/staticky sméSovac), kapacitou vyroby peptidi co do mnozZstvi i
moznosti paralelnich syntéz, mikrovinnou iniciaci, systémem monitorujicim pribéh
reakce (chromofory?'®, vodivost?®), moznosti pouzit inertni atmosféry nebo
automatickym vyvazanim peptidu z nosice.??! P¥istroj mize pro déleni pouzivat filtraci
pii snizeném/zvySeném tlaku nebo centrifugu, muize pracovat vsadkové nebo
kontinualng.??2?2 Podrobny piehled dostupnych piistroji pro plné automatizovanou
Fmoc-SPPS je uveden v Pedersenové a Jensenové review.??* Vybér piistroje by mél byt
podfizen délce plénovaného peptidu, jeho aplikaci a pfedpoklédanému objemu V}'Iroby.
doby, omezeni vedlejSich reakci, nezadouci agregace a racemizace otestovana
mikrovinna iniciace reakéni smési. Mikroviny jsou schopné dodat molekulam
s dipolmomentem potiebnou energii pro fadové urychleni reakce. Mira zahtati reakcni
smési je ovlivnéna rozpoustédly, €inidly, pracovnimi objemy a zpiisobem michani a
musi byt ptizpasobena individualné kazdé syntéze. V soucasnosti je mikrovinny modul

standardni sou¢asti peptidovych syntézatorti.?2>-228

Obrazek 19: SPPS automat Liberty Blue™ firmy CEM (vlevo), SYMPHONY® firmy Gyros Protein
Technologies (vpravo)

—-’ﬁﬁﬁﬂﬁnﬂ”n
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Kromé komercéné dodavanych syntetickych automati, jejichz potizovaci naklady
se pohybuji nad $ 30000, existuji i levnéjsi varianty. Gali ve svém c¢lanku dava
k dispozici navod na sestaveni a pouzivani open-source stavebnice peptidového
syntezatoru PepSy, ktery je mozné sestavit vlastnimi silami z komponentl dostupnych
na internetu s naklady pod $ 4 000. Opera¢ni program je vytvofen v jazyce Python a
v zékladni verzi umoznuje ovladat pfistroj pomoci sady zakladnich ukond (botnani
nosice, proplach nosie, jednoduchd/dvojitd amidace, Fmoc deprotekce, CciSténi
davkovacich tras apod.) pottebnych k GspéSné syntéze peptidi do délky 30
aminokyselin v men$ich mnozstvich (do 0,1 mmol) dle Fmoc strategie. Jako reakéni
cela slouzi 10ml injekéni stiikacka, jako zakladni deska je pouzivana Adruino UNO.
Publikace obsahuje krom¢ schématu elektronického zapojeni a diagramu znéazoriujici
toky roztoki také seznam komponent véetné dodavateli a katalogovych ¢isel soucastek.

K sestaveni a pouzZivani PepSy postacuji zakladni znalosti programovani a pfirozena

9

zruénost operatora.??

Obrazek 20: A Sestaveny ptistroj PepSy; B Detail reakéni cely.
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1.3.6 Chiralita a racemizace v peptidové chemii

Syntetické peptidy ziskavaji na dileZzitosti pro své farmaceutické a biologické
aplikace. S rozvojem syntézy peptidi na pevné fazi, jejiz zaklady polozil Merrifield
zacatkem 70. let, doslo K nardstu jak délky, tak i objemu naraz piipravovanych peptidu.
Nejcastéji se objevujici necistotou pii SPPS jsou peptidy postradajici jednu nebo vice
aminokyselin z divodu nedokonale vedené amidace nebo produkty nezadoucich reakci
V postrannim fetézci. Racemizace aminokyselin je dalSim casto popisovanym
aminokyselin probihd jak pfi syntéze v roztoku, tak i pifi syntéze na pevné fazi.
Nejcastéji k ni dochazi pii aktivaci karboxylové kyseliny nebo pifi samotné amidaci.
Deptorekce a vyvazani peptidu z noSice muze také zpisobovat racemizaci. Racemizaci
je mozné do znacné miry omezit vhodnou volbou aktivacnich ¢inidel, zkracenim
aktivaéniho kroku nebo zménou rozpoustédla.?*2*® Pro odhaleni a urdeni miry
racemizace byla navrzena fada metod, naptiklad Weygandiv test je zalozen na separaci
diasteromerti peptidu Val-Phe za vyuziti plynové chromatografie a pracuje s detekénim
limitem 0,1-1 %.%** Andersonova metoda spo¢iva ve frakéni krystalizaci peptidu Gly-
Phe-Gly. Provedeni testu neni jednoduché a detekéni limit je pfili§ vysoky (1-2 %).2°
Dalsim zptisobem urceni enantiomerni Cistoty je kysela hydrolyza peptidu, derivatizace
uvolnénych aminokyselin a nasledna analyza plynovou chromatografii s chiralni
stacionarni fazi (napf. Chirasil-Val).?*%%® Dalsim metodam zjistovani racemizace u

peptidt se podrobné vénuje nasledujici kapitola.

Polarimetrie

Vyuziti polarimetrie pro zméteni optické otacivosti peptidu nevede k objasnéni,
zda, do jaké miry a na které aminokyselin€¢ doSlo k racemizaci. Vysledkem je pouze
Cislo, které je bez piesné znalosti optickych otacivosti vSech ostatnich izomera (2", kde

n je pocet opticky aktivnich center v molekule peptidu) bez vypovidajici hodnoty.

NMR

Vodikové atomy na prochirdlnich centrech (napf. methylenové skupiny ve
fenylalaninu) mohou byt enantiotopické nebo diastereotopické. Pro jejich rozliSeni jsou
postupné¢ oba pomysiné nahrazeny skupinou X. Pokud jsou vzniklé molekuly
diastereoizomery, jsou oba vodikové atomy diastereotopické a mohou vH NMR
spektroskopii rezonovat odliSnymi frekvencemi a davat tak signaly s odliSnym

chemickym  posunem (napf. vodiky methylenové skupiny v  B-pozici
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v aminokyselinach). Zda jsou tyto odlisné signaly pozorovany, zavisi na vzdalenosti od
nejbliz§iho chirdlniho centra. Pokud pomyslnou substituci vzniknou enantiomery,
vodikové atomy jsou nazyvany enantiotopickymi. Enantiomerni molekuly se od sebe
navzajem nijak nelisi fyzikalnimi vlastnostmi do té doby, neZ jsou umisténa do
chiralniho prostfedi. To mize byt zprostiedkovano v chirdlnich rozpoustédlech
(2,2,2-trifluoro-1-fenylethanol, 1-fenylethylamin). Protoze tato rozpoustédla nejsou
deuterovana, je tfeba k métenému vzorku piidat dalsi ¢inidla pro nakalibrovéani spektra
na deuterium. Druhou moZnosti méfeni enantiomernich molekul je jejich reakce
S chirdlnimi derivatiza¢nimi Cinidly, ktera do métené molekuly zavedou druhé chirélni
centrum, ¢imz dojde k vzniku diastereoizomernich komplexd (lanthanoidova chiralni
¢inidla — napt. EUFOD - europium tris[6,6,7,7,8,8,8-heptafluoro-2,2-di(methyl-ds)-3,5-
oktanedion-1,1,1-ds-ato-«O,k0O"],  Pirkleho  ¢inidlo -  l-antracen-9-yl-2,2,2-
trifluoroethanol) nebo kovalentnich sloudenin (Mosherovo ¢&inidlo).2" 2?4 Pivodni
Mosherova kyselina je v soucasnosti nahrazovana chloridem Mosherovy kyseliny
z divodu rychlejsi reakce se sekundarnimi alkoholy a aminy. Diastereoizomery jsou jiz
pro klasické *H NMR méfeni v nechiralnim prostfedi rozlisitelné. Miru racemizace je

mozné urcit z poméru rozdilnych intenzit charakteristickych signala.

Chiralni rozpoustedla

SUY

OH NH,
2,2,2-trifluoro-1-fenylethanol 1-fenylethylamin
Chiralni €inidla
HO._ _CF;
[ j 0} [ j 0}
-~ "OH ~ "OH
F;C OCH, H;CO CFy
Pirkleho ginidlo (R) - Mosherova kyselina (S) - Mosherova kyselina EuFOD

Obrazek 21: Chiralni rozpoustédla a ¢inidla

o324

chiralnich center, pouziti chiradlnich rozpoustédel a cinidel tak neni zapotiebi.
S naristem pocétu aminokyselin v peptidovém fetézci je spolehliva analyza obtizna
z ditvodu splyvani jednotlivych signali. Spolehlivou metodou je *H NMR spektroskopie
Vv ptipadé, ze kratké N-acetyl di- a tripeptidy obsahuji Ala nebo Phe. Methylova skupina

té&chto aminokyselin mé v jednotlivych diasteromerech jiny chemicky posun v *H NMR
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spektru. Z poméru intenzit téchto signali je pak mozné odvodit pomérné zastoupeni
jednotlivych diasteromerti. Rozdilny chemicky posun maji také signaly methoxy skupin
v piipadg, Zze C-konec peptidu je ve formé& methylesteru.?*2*> Rozdil mezi chemickymi
posuny jednotlivych izomert je vétsi v pripad€, ze se v molekule nachazi objemné
aromatické substituenty (Tyr, Phe). Divodem je stinéni, které tyto aromatické motivy
poskytuji. Upravend metodika méfeni 'H NMR (*H iterative Full Spin Analysis -
HIFSA) se ukazala jako velmi prakticky nastroj pro sekvencovani peptidi a identifikaci
i drobnych negistot.?*® Zminky o jejich vyuziti pro uréeni optické &istoty peptidii a
bilkovin nebyly zjistény.

HPLC

Chromatografie (HPLC) na reverzni fazi je ¢asem provéfend metoda, ktera se
ukazala jako vhodna pro analyzu kratkych peptidt. V literatufe jsou popsany studie, kdy
jsou od sebe oddélovany jednotlivé izomery di- a tripeptidl. V piipad¢ tripeptidd jde o
izolaci az 8 mozZnych izomera (2", kde n je pocet opticky aktivnich center v molekule
peptidu) Optimalizace vhodnych separa¢nich podminek jako pH pracovniho pufru nebo
vybér vhodného typu kolony (reverzni faze osazena crown ethery, cyklodextriny nebo
jinymi chiralnimi ¢inidly) je velmi slozity a zdlouhavy proces, ale vysledky jsou
piiznivé a potvrzuji pouzitelnost metody.?*’2° Delsi peptidy je pro zkoumani miry
jejich racemizace nutné kysele hydrolyzovat v deuterované kyseliné chlorovodikové a
octové, nasledované derivatizaci Marfeyho ¢inidlem (1-fluoro-2,4-dinitrofenyl-5-L-
alanin amid). Poté je smés rozd€lena a analyzovana na koloné s reverzni fazi na HPLC
s ionizaci elektrosprejem a hmotnostni detekci.”®” HPLC je v soucasnosti nejvhodnéjsi
metodou, kterou je mozné analyzovat slozeni peptidi. Pfi studiu racemizace delSich
peptidl ale neposkytuje potfebné iformace.

Kapilarni elektroforéza

Mezi nedestruktivni metody separace jednotlivych stereoizomerd peptidd patii
kapilarni elektroforéza. Védeckd skupina profesora Kuhna se ve svych publikacich
vénovala syntéze, studiu racemizace a separaci vSech pfitomnych izomeru tripeptidu
D-Tyr-L-Lys-L-Trp (DLL), jehoz Ccistota je analyzovana pravé pomoci kapilarni
elektroforézy. Metoda byla optimalizovana do takové miry, ze jiz pfi jednom provedeni
separace (10-15 minut) bylo mozné rozd¢lit 6 z 8 stereizomer zkoumaného tripeptidu.
Metoda je krom jinych parametri velmi citlivd na pH pracovniho pufru, kdy 1 rozdil
0,5pH mlze mit za nasledek prodlouZeni elu¢niho casu jednotlivych izomert o

30-50 %.2%128.2%9  SPPS  pyla provedena za pouziti Fmoc strategie ochrany na
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(p-benzyloxy)benzyl alkoholové pryskyfici (Wangova pryskyfice, viz Tabulka 1) v
DMF. Postranni fetézce aminokyselin byly chranény skupinou t-Bu (tyrosin) a Boc
(lysin, L-tryptofan). Deprotekce Fmoc skupiny byla provadéna dvakrat piperidinem
(40% v DMF) po dobu 3 a 12 minut nasledované sedmi promytimi ¢istym DMF. Jako
amidacni Cinidlo byl pouzit DIC a HOBt v pétinasobném piebytku na aminokyselinami
pro zajisténi co nejveétsi konverze béhem 50 minutového amidacniho stupné. Vyvazani
hotového tripeptidu z pryskyfice bylo provedeno zaroven S deprotekei chranicich skupin
vedlejSich  fetézcii za pouziti trifluoroctové kyseliny s5 %  scavangeru
(thioanisol/1,2-ethandithiol/fenol, 10:5:15, obj./obj./hm.). Za Géelem Sseparace tripeptidu
Tyr-Lys-Trp  byla zvolena jako chiralni selektor kyselinou 18-crown-6-
tetrakarxoxylovou (18C6H4, CAS: 61696-54-6). Crown ethery jsou makrocyklické
molekuly, jejichz stfedova kavita je schopna tvofit komplexy s draslikem, amoniovym
kationtem a protonovanym primarnim aminem. V kapilarni elektroforéze je kyselina
18C6H4 ptidana do pracovniho pufru, kde s protonovanymi aminoskupinami
aminokyselin vytvofi komplexy. Sekundarni nebo terciarni aminy ani jiné funk¢ni
skupiny neposkytuji s 18C6H4 komplex dostate¢né stability potiebné pro uspésné
chirdlni rozdéleni. Obrazek 22 ptevzaty z literatury znazoriiuje eluc¢ni diagramy
tripeptidu Tyr-Lys-Trp bez (a) a zapouziti crownetheru 18C6H4 (b) pii pH 2,0.
Izomery 3 a 5 se ani za pokrocilych uprav separac¢nich podminek nepodatilo rozdélit a
na diagramu b) jsou eluovany spoleéné.?®! Obdobna separace izomerl tripeptidu
(DL-Ala-DL-Ala-DL-Ala) za vyuziti HPLC a crownethert je popsana V pracich
Esquivela et. al.?>®
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Obrazek 22: Eluéni diagram tripeptidu Tyr-Lys-Trp pii pH 2,0: a) bez, b) s 18C6H4.
a) piky (1) LLL/DDD; (2) LDL/DLD; (3) LLD/DDL; (4) DLL/LDD.
b) piky (1) LLL; (2) LLD; (3) LDL; (4) DLL; (5) DDL; (6) DLD; (7) LDD; (8) DDD.
Hvézdickou jsou oznaceny velejsi reakéni produkty.

Obrazek 23 pievzaty zliteratury zobrazuje zaznam separace surového
modelového tripeptidu D-Tyr-L-Lys-L-Trp pfipraveného vyse zminénou metodou SPPS
za pritomnosti HOBt za u¢elem snizeni racemizace. Spodni linie zobrazuje surovou
reakéni smés, horni linie zobrazuje reakéni smés obohacenou o 1 % od kazdého
stereoizomeru pro nazorngjsi identifikaci jednotlivych piki. Béhem SPPS syntézy
dochazi i pres pouziti HOBt k ¢aste¢né racemizaci, avSak celkovy podil nezadoucich
izomert je 1,2 % oproti 98,8 % modelového tripeptidu D-Tyr-L-Lys-L-Trp. Pro
podrobnosti o zastoupeni jednotlivych izomert viz Tabulka 2. Tti malé piky (migra¢ni

asy 11,5; 11,75 a 13,5 min) nebyly identifikovany.?
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Obrazek 23: Separace surového tripeptidu D-Tyr-L-Lys-L-Trp
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Tabulka 2: Zastoupeni stereoizomerti v surovém produktu
@ zomery 3 a 5 byly eluovéany spole¢né. Zastoupeni 0,38 je tak suma obou izomer. 2!

Cislo | lzomer | Zastoupenni (%)

1 LLL 0,05-0,2

2 LLD 0,31

3 LDL 0,38?

4 DLL 98,8

5 DDL 0,382

6 DLD 0,35

7 LDD 0,0

8 DDD 0,2

Vyhodami kapilarni elektroforézy jsou minimalni mnozstvi vzorku potiebného
k provedeni analyzy, moznost oddélovat diastereoizomery a enantiomery bez dalsi
potiebné derivatizace, vysoka citlivost metody (detek¢ni limit 0,05 %), jednoduchost a

rychlost provedeni.

HPLC a kapilarni elektroforéza zastavaji pti déleni peptida nezastupitelné role. O
volbé nejvhodnéjsi metody rozhoduje tucel jejich zamysleného vyuziti. Pokud jde o
preparativni déleni vétsiho mnozstvi vzorku, kde nerozhoduje rychlost provedeni, je
ideélni volbou vyuziti HPLC. Pokud je hlavnim smyslem provadét rychld a presna
méfeni malych mnozstvi peptidd, které maji stejnou stavbu a 1isi se pouze nabojem v

fetézci, je idealnim feSenim separace vyuziti kapilarni elektroforézy. 231258

1.4 INHIBICE PROTEASOMU

Inhibice proteasomu v eukaryotickych bunkach je perspektivni metodou k 1écbé
nemoci spocivajich ve zhoubném tkailovém bujeni, napiiklad mnohocetného myelomu,
leukémie, glioblastomu, karcinomu prostaty, Hodgkingova a Nehodgkingova lymfomu,
rakoviny Zaludku, vaje¢nikf, plic a kolorektidlniho karcinomu.?® Toto tvrzeni je
potvrzeno skupinou 1ékd, které se za témito ucely jiz pouzivaji. Tabulka 3 pievzata
z publikace Hugria, V. et al. Hematol. Transfus. Cell. Ther. 2019, 41 (1) 76-83 uvadi

ptiklady inhibitord proteasomu prozatim testovanych nebo jiz vyuZivanych pro l1écbu

ege, v

nebo poloc¢asu rozpadu.?61-268
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Tabulka 3: Ptehled pouZivanych a testovanych inhibitorti proteasomu pro 1é€bu mnohocetného myelomu
MTD — maximalni tolerovana davka, rev — reverzibilni, irev — ireverzibilni, IV — intravendzni,
SC - subkutanni, OR - oralni

. Maximalni
Polocas 1Cs0 B5 roteasomalni  Faze testovani /
Inhibitor | Skupina Vazba Podani rozpadu >0 proteasomart M
(min) (nM) inhibice pfi rok schvaleni
MTD (%)
Bortezomib , 111 /2003
/ Valcade® boronat rev IV/SC 110 B5>B1>P2 7,9+0,5 267
Carfilzomib . 111/2012
/ Kyprolis® epoxyketon irev v <30 B5>p1/B2 <5 268
Ixazomib / .
Ninlaro® boronat rev OR 18 B5>p1 3,4 I11/2015
Oprozomib | epoxyketon irev OR 30-90 B5 36/82 IZ/;QI
Marizomib B-lakton irev IV/OR 10-15  B5>B2>Pl1 3,5+0,3 “2/7|0”

Ackoliv byl bortezomib schvalen FDA jako 1é¢ivo mnohocetného myelomu jiz
v roce 2003, m¢l jako zastupce prvni generace inhibitorti proteasomu fadu vedlejSich
ucinkl (trombocytopenie, nevolnost, periferni neuropatie), které znaéné komplikovaly
zdravotni stav 1éCenych pacientll. Za G¢elem piekonani popsanych vedlejsich Géinka byl
pro 1écbu mnohacetného myelomu vyvinut a v roce 2012 schvéalen carfilzomib, ktery
oproti bortezomibu pfinesl snizenou periferni neurotoxicitu. Nevyhodou carfilzominu
byla jeho nizkd rozpustnost, kterd v praxi znamenala nutnost pouziti 3000 mg
sulfobutylether B-cyklodextrinu (SBE-B-CD) jako pomocného rozpoustéciho ¢inidla pro
intraven6zni podani 60 mg carfilzomibu. Dlouhodobé pouzivani SBE-B-CD zvySuje
riziko selhani ledvin. Z vySe zminénych divodu je navrh a vyvoj novych inhibitort
proteasomu s minimem vedlejSich ucinkt v souladu s potfebami klinické praxe

nezbytny.?’t

¢ ]* N Bon NWWL ’¢ i ’d} éim“gnvgl**

Bortezomib g) Carfllzom;© cl Ixazomib

“HLH UL QES c 2

>/S o

Oprozomib Marizomib

Obriazek 24: Piehled pouzivanych a testovanych inhibitord pro 1é¢bu mnohocetného myelomu
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1.4.1 Stavba a funkce proteasomu

Proteasom je bilkovinovy komplex valcovitého tvaru, jehoz hlavni funkci je
degradace nepotfebnych proteinti. Proteasom $tépi proteiny, které jsou navazanim
n¢kolika molekul ubiquitinu oznaceny jako nepotiebné, nebezpecné nebo chybné
syntetizované a tudiz nefunk¢ni. Zejména rakovinné bunky, které nemaji zcela funkéni
mechanismy regulujici spravnou proteosyntézu, jsou na bezproblémovém fungovani
proteasomu zavislé. Proteiny urcené k rozlozeni piedstavuji pro rakovinovou buiku
vazanou zasobu aminokyselin pouzitelnych k dalSimu fungovani. Zablokovanim
proteasomu vhodnym inhibitorem dochazi k pferuseni proteolyzy, v ¢ehoz disledku se
vnitini prostor burnky zahlti zplodinami, nastane naruseni homeostazy a dojde tak ke

kolapsu bunééného metabolizmu a smrti buitky.?’?

Proteasom (26S) se sklada ze tfi cCasti, ze stiedové casti (20S) a ze dvou
regulacnich jednotek (19S), které slouzi jako vstup, resp. vystup, do stifedové Easti.
Hlavni funkci regula¢ni jednotky je rozpoznani, rozvinuti a posunuti ubiquitinem
oznacené¢ho proteinu uréeného K rozlozeni do stfedové casti, kde probiha vlastni
proteolyza. Stfedova ¢ast proteasomu se sklada zdvacetiosmi podjednotek
usporddanych do Ctyf na sebe postavenych kruhti, dvou vnéjSich (o) a dvou vnitinich
(B). Na vnitinich B kruzich se nachazi tii typy proteolyticky aktivnich lokalit, tzv.
proteazy (Bl — kapsaza, P2 — trypsin, B5—chymotrypsin), na kterych dochazi
k samotnému $té€peni proteint. Lokality obsahuji proteolyticky aktivni threonin, ktery
nukleofilnim atakem své hydroxylové skupiny V postrannim fetézci $tépi vstupujici
rozvinuty protein na oligopeptidy o délce 3-15 aminokyselin, které z proteasomu
vystupuji a jsou dale hydrolyzovany na jednotlivé aminokyseliny za tUcasti
karboxypeptidaz a oligopeptiddz.2®%?’3 Nakres proteasomu 26S uvadi Obrazek 25

prevzaty a upraveny z literatury.?’*
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26S proteasom

20S proteasom 19S komplex

ATPazovy kruh

Podjednotky v B-kruhu
Kaspézova
( =~ podjednotka

~/

Trypsinova
podjednotka

\

Chymotrypsinova
podjednotka

Obrazek 25: Struktura a funkce 26S proteasomu

A\ Struktura a ¢asti proteasomu 26S. B Umisténi proteolyticky aktivnich lokalit uvnitt stiedové &asti 208
proteasomu. Kazda B-podjednotka obsahuje tfi typy aktivnich mist. MG132 a bortezomib inhibuji
primarné lokalitu BS. Ve vyssich koncentracich inhibuji také B1.

1.4.2 Inhibitory proteasomu

Inhibitory je mozné délit podle potieby dle ruznych kritérii. Nejcastéji jsou
rozliSovany podle kinetiky inhibice (i/reverzibilni) nebo podle typu vazby, kterou
probiha navazani na proteasomu. Dal§im kritériem déleni je synteticky nebo pfirodni
puvod inhibitort.
1.4.2.1 Nekovalentni inhibitory proteasomu

Nekovalentni inhibitory se vyznacuji objemnou strukturou, kde jeji vyznamnou
¢ast tvofi peptidovy motiv. Ten je diky pfitomnosti peptidovych vazeb pfirozené
schopny tvofit vodikové vazby s vnitini sténou proteasomu. Vodikové vazby jsou
klicové pro kvalitni inhibici nejen u nekovalentnich, ale také u kovalentnich inhibitord.
Obrazek 26 uvadi zékladni pifehled jednotlivych tfid nekovalentnich inhibitori na
cyklické a necyklické peptidy, znichz tfada je pftirodniho pidovu (Argyrin A -
myxobakterie Archangium gephyra?’®, Scytonemid A a B - sinice Scytonema

hofmanii). 265276
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Cyklické peptidy Necyklické peptidy
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Obrazek 26: Priklady nekovalentnich inhibitorti proteasomu
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Ritonavir

Tabulka 4 pievzata zliteratury uvadi ptiklad novych piperazinovych a

piperidinovych necyklickych peptidi, u kterych byla popsana vyrazna inhibi¢ni aktivita

proteasomu mnohocetného myelomu V porovnani Vvaci carfilzomibu. 15 sloucenin

dosahlo lepsich aktivit nez kontrolni vzorek.?’’

Tabulka 4: Ptehled nekovalentnich inhibitorti proteasomu

>(\NH

o o o
K\ZJ\ N \;)J\N RS
RL ,Y\) H o r H
Rl XIYIZ R? R3 ICso (NM)?
pyrazin-2-yl CO/IN/C fenylethyl 2-chlorofenyl 2,4+0,1
4-fluorofenyl CO/IN/C fenylethyl 2-chlorofenyl 2,6+0,1
pyrazin-2-yl CO/N/N fenylethyl 2-chlorofenyl 5,5+0,2
4-fluorofenyl CO/N/N fenylethyl 2-chlorofenyl 3,8+0,5
pyrazin-2-yl CONH/C/N  Me 2-chlorofenyl 13,3£3,7
pyrazin-2-yl NHCO/C/N  Me 2-chlorofenyl 19,7+£3,9
pyrazin-2-yl CONH/C/N  iso-butyl 2-chlorofenyl 21,+0,7
pyrazin-2-yl NHCO/C/N  iso-butyl 2-chlorofenyl 11,6+0,4
pyrazin-2-yl CONH/C/N  Bn 2-chlorofenyl 41,0+6,9
pyrazin-2-yl NHCO/C/N  Bn 2-chlorofenyl 18,0+£1,4
pyrazin-2-yl CONH/C/N  fenylethyl 2-chlorofenyl 1,1+0,1
pyrazin-2-yl NHCO/C/N  fenylethyl 2-chlorofenyl 0,6+0,1
pyrazin-2-yl CONH/C/N  fenylethyl 2,4-difluorofenyl 10,8+0,6
pyrazin-2-yl NHCO/C/N  fenylethyl 2,4-difluorofenyl 6,6+1,1
pyrazin-2-yl CONH/C/N  fenylethyl benzo[d][1,3]dioxol-5-yl ~ 10,0+0,8
pyrazin-2-yl NHCO/C/N  fenylethyl benzo[d][1,3]dioxol-5-yl  2,9+0,5
4-fluorofenyl CONH/C/N  fenylethyl 2-chlorofenyl 1,2+0,1
4-fluorofenyl NHCO/C/N  fenylethyl 2-chlorofenyl 1,5+0,3
4-methoxyfenyl NHCO/C/N  fenylethyl 2-chlorofenyl 25,7+1,8
?;r;luoromethyl NHCO/C/N  fenylethyl  2-chlorofenyl 192,5+18,3
pyridin-3-yl NHCO/C/N  fenylethyl 2-chlorofenyl 0,7+0,1
pyridin-3-yl NHCO/C/N  fenylethyl 2-chlorofenyl 1,0+0,1
isoxazol-3-yl NHCO/C/N  fenylethyl 2-chlorofenyl 7,0£1,3
thiazol-2-yl NHCO/C/N  fenylethyl 2-chlorofenyl 0,9+0,
thiazol-2-yl-methyl NHCO/C/N  fenylethyl 2-chlorofenyl 1,0+0,1
Carfilzomib 8,4+0,9

2 Hodnota ICs je vysledkem priméru tiéi nezavislych méfeni
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14.2.2 Kovalentni inhibitory proteasomu

Druhou, Sir§i a podrobnéji zkoumanou skupinou jsou kovalentni inhibitory.
Kvazbé na vnitini sténu proteasomu vyuzivaji kromé soubézného efektu tvaru
molekuly a vazby vodikovymi mustky také kovalentni spojeni elektronakceptorni
funk¢ni skupiny inhibitoru, ktera slouzi jako cil pro nukleofilni atak hydroxylové
skupiny threoninové proteolytické podjednotky jadra proteasomu (20S). Mezi nejcastéji
popisované a testované funkéni skupiny patii aldehydy, borondty, epoxyketony,
a-ketoaldehydy, B-laktony, vinylsulfony, syrbaktiny nebo o-ketoamidy. Spolu
s inhibitory (Obrazek 24) piedstavuji latky uvedené nize (Obrazek 27) zastupce

nejdilezitgjsich skupin kovalentnich inhibitori proteasomu.?%®

R

|v|G132 Fellutamid B O Delanzomib (CEP- 18770)
H2N

Aldehydy

OH

Epoxyketony a-Ketoaldehydy B-Laktony
(o} \_/
Ac” = HoN N \
o) R \‘/\/\HM
O COOH 0xg

(e}

Epoxomlcm Y Belactosin A

Syrbaktiny Vlnylsulfony :©\/U\ /¢
X WAN j;(
SylA NIP- |_3vs

Obrazek 27: Prehled kovalentnich inhibitord proteasomu

Vyzkum kovalentnich inhibitorti se soubézné sousttedi na tfi cile. Prvnim je navrh
patetniho peptidového fetézce vhodného sloZeni, ktery svym tvarem zapada do
vnitinich kavit proteasomu. S rozvojem metod pocitacové simulace a s dikladnou
znalosti tvaru vnitiniho prostoru proteasomu jsou modelové studie navrht idealnich
tvarti molekul nebo ovétovaci studie jiz ptipravenych molekul Castou soucasti publikaci
o inhibitorech proteasomu.?’®?"® Druhym cilem vyzkumu kovalentnich inhibitorti je
vyvoj novych funkénich skupin, které se na proteasom vazi reverzibilné tak, aby si po
zpétném vyvazani zachovaly svou funkcénost a mohly tak v inhibici pokracovat v dalsi
nadorové bunce. Tretim je cileni inhibitoru do jedné nebo nékolika ze tii proteolyticky
aktivnich lokalit (B1, B2, BS) soucasné za ucelem dosazeni co nejkvalitngjsi inhibice.

Naésleduje piehled klasickych skupin kovalentnich inhibitor s vybérem perspektivnich
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sérii molekul publikovanych v poslednich tfech letech, které prokazaly aktivitu pii

inhibici proteasomu rtiznych kmeni nddorového bujeni.

a-Diketoamidy

Tripeptidové a-diketoamidy jsou dle studie S. Pacifico, et. al ACS 2019, 10,
1086-1092 popsany jako schopné inhibitory proteasomu selektivni zejména na
threoninovou podjednotku B5 (B5: ICso = 7 nM; B1: 1Cs0 = 60 uM; B2: 1Cs0 > 100 pM).
Tripeptidové 1-naftyl a-diketoamidy jsou schopné inhibovat proliferaci a zptsobuji
apoptozu bunck lidského karcinomu tlustého stfeva kmene HCT116. Tripeptidova
analoga (Ja-e, Ka-e) dosahuji vyrazné vyssich aktivit nez dipeptidové varianty (Ha-f,
la-f), viz Tabulka 5 pievzata z literatury.°

Tabulka 5: Pfehled a-diketonamida s aktivitou vic¢i karcinomu tlustého stteva HCT116

Hn-E"
o) ¥ oxygo o) nOX g o} hoo
Bn\O)J\N N\:)J\N Bn\o)kN N\_.)\H/N\Bn Bn\OJ\N N:QJ\N X
Hoo -\(H H o & o H o H/HO

R‘I

analoga MG132 dipeptidova analoga tripeptidova analoga

Ga: X = =0 Ha-f: X= =0 Ja-e: X = =
Gb: X = -OH la-f: X = -OH Ka-e: X = -OH
Nazev R! 1ICso (uM) — 1 I1Cs0 (uM) — B2 1Cs0 (uM) —B5  1Cs0 (uM) — prolif.2

MG132 - 1,45+0,31 4,59+0,06 0,007+0,001 0,82+0,03
Ga - 0,73+0,01 0,43+0,01 0,014+0,001 0,78+0,01
Gb - 17,82+0,90 >100 0,53+0,04 NA
Dipeptidova analoga
Ha Bn >100 57,98+4,38 >100 NA
la Bn 82,36+6,72 17,61+1,18 51,09+3,34 NA
Hb 4-OH-Bn >100 51,63+5,06 70,4545,93 NA
Ib 4-OH-Bn 50,11+3,84 21,54+2,05 12,43+0,92 >100
Hc 1-naftyl >100 >100 >100 NA
Ic 1-naftyl 73,2245,91 >100 >100 NA
Hd CH2CONHz2 53,15+4,27 >100 >100 NA
Id CH2CONH:2 89,47+8,17 >100 >100 NA
He i-Pr 30,57+2,76 >100 82,07+7,55 NA
le i-Pr 15,45+1,21 2,11+0,24 63,34+6,13 NA
Hf i-Bu 20,44+1,76 >100 50,21+4,33 NA
If i-Bu 1,09+0,12 1,32+0,11 0,92+0,08 8,6+0,34
Tripeptidova analoga
Ja 4-F-Bn-NH- >100 >100 >100 NA
Ka 4-F-Bn-NH- 11,5+0,81 0,59+0,01 0,056+0,003 0,93+0,13
Jb morfolin-4-yl >100 >100 >100 NA
Kb morfolin-4-yl 0,56+0,02 85,4+3,12 0,48+0,02 NA
Jc 1-naftyl-NH- >100 >100 8,1 NA
Kc 1-naftyl-NH- 57,5+4,06 >100 0,007+0,001 <0,1
Jd i-Bu-NH >100 >100 >100 NA
Kd i-Bu-NH 5,9+0,32 0,43+0,03 0,012+0,002 0,81+0,12
Je tetrahydroisochinolin-2-yl >100 >100 >100 NA
Ke tetrahydroisochinolin-2-yl >100 38,9+0,98 0,77+0,04 NA

2 Hodnota ICso — proliferace vici HCT116 je uvedena pro slouéeniny s nejvys$si inhibi¢ni schopnosti.

NA — bez aktivity
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p-Laktony

Molekuly obsahujici B-laktonovy motiv Cystargolid A a B byly izolovany
z aktinobakterie Kitasatospora cystarginea a pii testech inhibice lidského proteasomu
dosahly aktivity v fadu jednotek pM.?! Za tidelem prozkoumani potencialu téchto latek
1é¢it bunky nddorového bujeni byla vytvoiena rozsahla SAR studie ¢itajici 24 analogii
cystargolidii publikovana v ¢lanku D. Niroula, et al. Eur. J. Med. Chem. 2018, 157,
962-977. Pti konstrukci molekuly je zachovan p-laktonovy cyklus klicovy pro
kovalentni navazani na vnitini sténu proteasomu. Upravy struktury se odehravaji na
Styfech pozicich molekuly (R?-R®) za uéelem nalezeni idealni kombinace vhodné ze
sterické¢ho hlediska pro co nejkvalitnéjsi navazani pomoci vodikovych mustkt, viz
Obrizek 28 prevzaty z literatury. B-Laktonovy analog (R? = BnO, R® = CH.0-Bn,
R* = i-Pr, R®> = sec-Bu) doséhl velmi slibnych vysledki, jak pii inhibici B5 podjednotky
lidského proteasomu (ICsop = 3,1 nM), tak pii cytotoxicité¢ vici kmentim rakoviny
MCF-7 (ICso =416 nM), MDA-MB-231 (ICsp = 74 nM) a RPMI 8226
(ICs0 = 41 nM). %82

~ 4
o) 0ot o} \_ o} ‘ RY O gs
HO N —H RZJK( N —H
JI wﬁ*@ o
R1O o) o (@)

R'=Et - Cystargolid A R? = BnO, allyl-O, p-CI-BnO, cyc-Hex-CH,-O, i-Bu-O,
R'=Me - Cystargolid B p-MeO-BnO, homo-allyl-O, MeO

R® = j-Pr, i-Bu, t-Bu, Bn, CH,0-Bn

R* = H, i-Pr, i-Bu, t-Bu, Bn, CH,0-Bn

R% = sec-Bu, cyc-Pr, cyc-Bu, cyc-Pent, i-Bu

Obrazek 28: Peptidové B-laktonové inhibitory proteasomu

Peptidové boronové kyseliny

Nize uvedené di- a tripeptidové prolin-boronové kyseliny byly pfipraveny dle
postupu publikovaném v ¢lanku L. Han et al., Bioorganic and Medicinal Chemistry
2017, 25 4031-4044 a byly testovany na cytotoxicitu vici bunkam rakoviny Zaludku
kmene MGC 803, viz Tabulka 6. Vyrazné¢ lepsich vysledki dosahly tripeptidova
analoga. Derivat s nejnizsi cytotoxicitou (R = BnO, R? = i-Bu, R® = (naftalen-2-
yl)methyl, 1Cs0 =0,009765 uM) byl svouji cytotoxicitou srovnatelny s vysledky
bortezomibu, ktery byl pouzit jako kontrolni vzorek. Perspektivni derivat byl nasledné
testovan na samotnou inhibici proteasomu Sesti kmentd rakovinného bujeni (A549, 95D,
HCT116, MDA-MB-231, HL-60, MGC803) s velmi dobrym vysledkem ICso < 70 nM u
v§ech kmenti krom bunék kmene A549.28 Mezi dalsi varianty peptidovych boronovych

kyselin testovanych pro inhibici proteasomu patii boronaty a-amino kyselin,279-283.284
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Tabulka 6: Ptehled di-/tripeptidovych prolin-boronovych kyselin s aktivitou vici rakoving zaludku
kmene MGC 803

© " ~OH

R! R? I1Cs0 (M)?
pyrazin-2-yl Bn >10
tetrahydroisochinolin-2-yl Bn >10
morfolin-4-yl Bn >10
tetrahydroisochinolin-2-yl (naftalen-2-yl)methyl 5,362+0,422
BnMeN (naftalen-2-yl)methyl 7,480+0,271
BnO (naftalen-2-yl)methyl >10

. o R Q
RYN\&LHJYN (
O R O HO' ~OH

R! R? R3 ICso0 (uM)?
pyrazin-2-yl i-Bu (naftalen-2-yl)methyl ~ 0,02958+0,000
pyrazin-2-yl i-Bu Bn 0,02724+0,002
pyrazin-2-yl Bn Bn 0,4777+0,002
pyrazin-2-yl Bn (naftalen-2-yl)methyl  0,1103+0,000
pyrazin-2-yl i-Bu i-Bu 4,426+0,055
BnO Bn (naftalen-2-yl)methyl  0,1495+0,001
BnO i-Bu (naftalen-2-yl)methyl 0,0098+0,000
BnO i-Bu i-Bu 0,0109+0,001
tetrahydroisochinolin-2-yl Bn Bn 4,167+0,504
tetrahydroisochinolin-2-yI Bn (naftalen-2-yl)methyl ~ 2,416+0,254
tetrahydroisochinolin-2-yI Bn 4-OH-Bn 7,641+0,950
tetrahydroisochinolin-2-yI Bn i-Bu >10
tetrahydroisochinolin-2-yI i-Bu (naftalen-2-yl)methyl ~ 1,432+0,175
BnMeN i-Bu (naftalen-2-yl)methyl  1,654+0,251
Bortezomib 0,0133+0,000

Tetrapeptid vinylsulfony s analogy lysinu

Na zékladé¢ dostupnych informaci nema piednostni inhibice B5 podjednotky
proteasomu mnoho¢etného myelomu dostate¢nou cytotoxicitu.?®® Pro pozadovany efekt
vyvolani apoptdzy v nddorové butice je nutné, aby molekula inhibitoru aspon ¢aste¢né
koinhibovala také podjednotky Bl a 2. Bortezomib i carfilzomib tuto podminku
Castecné spliluji, avSak za cenu vysSiho déavkovani, které jeSt€¢ umociiuje uz tak
nepiijemné vedlejsi efekty.?828 Prezentované tetrapeptid vinylsulfony jsou navrzené
tak, aby byly pouzivany v kombinaci s bortezomibem nebo carfilzomibem, selektivné
inhibovaly B2 podjednotku a zvySovaly tak ucinek jmenovanych inhibitord. To
umoznuje snizeni jejich davek za sousasného zachovani pozadovaného efektu a
zmirnéni nezadoucich vedlejSich ucinkd. Do peptidové struktury molekul jsou
zakomponovany bazické aminokyseliny strukturné analogické s lysinem s pKa bliz§im
fyziologickému pH za Gc¢elem zlepSeni permeability molekuly inhibitoru skrz bunécnou

sténu. Tabulka 7, pfevzata z literatury, shrnuje pfipravené derivaty tetrapeptid
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vinylsulfont s analogy lysinu v pozicich R! a R? véetné inhibi¢ni aktivity jednotlivych B
podjednotek v bunkach lidského B-lymfocytu po 1 h expozici pifi uvedenych
koncentracich.?® Hranice barevné vizualizace udava pfibliznou aktivitu v ¥adech 0, 0,1,
1, 10 a 100 uM. Aktivita ptipravenych vinylsulfoni je porovnana s molekulou LU-102,

u které je selektivni inhibice B2 podjednotek jiZ potvrzena a je jiz Ve studiich pouzivana

k zesilovani u¢inku bortezomibu a carfilzomibu.

287,290

Tabulka 7: Ptehled testovanych tetrapetid vinylsulfont

T
SEeRte

B2c
Elc := B
|31| |3-5|
|3-5c

ouM 01 1,0 10 100

Rl

i-Bu

CHzCH:CHCHzNHz

CHzCH:CHCHzNHz

i-Bu

CH,C=CCH:NH;

CH,C=CCH:NH

RZ

CH2CH=CHCH:NH:

i-Bu

CHzCH:CHCHzNHz

CHzCECCHzN Hz

i-Bu

CH.C=CCH:NH;

i-Bu CHzNHCOCHzNHz
CH;NHCOCH NH; i-Bu
CH,NHCOCH,NH- CH,NHCOCH,NH-
ouM 001 01 1 10 R! R?
LU-102 i-Bu CH3-p-CsHsCH2NH,
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Aldehydy

Peptidové aldehydy patii spolu s epoxyketony mezi nejdéle studované skupiny
latek s potencialem inhibovat proteasom. Ackoliv jsou diky tomu jednou z
nejdukladnéji prozkoumanych skupin, stile se na né soustiedi zajem védeckych
kolektivii a jsou publikovany nové studie. Tabulka 8 pievzata z literatury uvadi nové
pfipravenou sérii peptidovych aldehydd, analogh MG 132, u kterych je zkoumana
selektivita a mira inhibice proteasomu a calpainu. Calpain je proteinovy komplex, ktery
podobné jako proteasom rozklada bilkoviny na kratké peptidy. Panuje obecné minéni,
ze spolu s proteasomem hraji dalezitou roli pfi rozvoji rakoviny, Alzheimerovy a
Parkinsonovy nemoci.?®t2% Rozkli¢ovani selektivity inhibitorti a jejich zaméfeni na
proteasom nebo calpain je dilezité pro pochopeni mechanismu Géinku a pro piesné
cileni dalsi 1é¢by.2%

Tabulka 8: Ptehled analogii MG 132 a jejich aktivita pfi inhibici proteasomu a calpainu

b0 Lo b0 Lo Lo R o
Cbz”N\:)kN N\:)J\H \[(N\;)LN NYlLH Cbz/N\)LNJ\[(N\)LH
A o = H o ¢ R' 1o R
\( MG132 \( \( MG101 I R, R2, R® = CH,Ph, i-Bu, (CH,)s-N3
CHy-p-CeHg-OCH,CCH
R R? R3 Calpain ICso  Proteasom B5 Selektvita ®
(nM)? ICs0 (NM)? Calpain x Prot. 5

Bn i-Bu Bn 6 514 86
i-Bu i-Bu Bn 11 139 13
CHz-p-C¢Hes-OCH,CCH  i-Bu Bn 13 189 14
i-Bu CH:OH i-Bu 99 269 2,7
i-Bu i-Bu i-Bu 4400 220 0,05
CHz-p-CeHe-OCHzCCH i-Bu (CH2)4N3 1030 150 0,15
CHz-p-CsHs-OCH,CCH  CHCH3sCHCHs  (CH2)aNs 390°¢ 20¢ 0,05
MG 132 - i-Bu i-Bu i-Bu 311°¢ 1,2°¢ 0,004

2 Hodnota ICsp je vysledkem priimeéru tiéi nezavislych méfeni.
b Selektivita vyssi nez 1 udava zvysenou specifickou aktivitu calpainu nad proteasomem.
¢ Zdroj dat A. D. Pehere et al. Chem Eur J. 2013;19 7975-7981.2%

Epoxyketony

Vyzkum je na epoxyketony jako na inhibitory proteasomu soustfedén jiz od
pocatku vyzkumu inhibice proteasomu a jejiho mozného vyuziti pti 1€¢bé nadorovych
onemocnéni. V soucasnosti patii dva z péti inhibitord proteasomu schvalenych nebo
Vv pokrocilém stadiu klinickych testi pro 1é¢bu mnohocetného myelomu prave do
skupiny epoxyketontt (carfilzomib, oprozomib). Predkladana série 36 novych
tetrapeptidovych epoxyketoni s velmi Sirokou variabilitou na péti pozicich peptidového
fetézce poskytuje dostatek materialu pro studium vlivu struktury molekuly na vyslednou

aktivitu. Pfi testovani aktivit pfipravenych epoxyketonti vici buitkdm mnohacetného
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myelomu kmene ARH77 byla sledovana inhibice B5 threoninové podjednotky, viz
Tabulka 9. Dosazené vysledky byly porovnavany s carfilzomibem. N&kolik derivati
dosdhlo  srovnatelnych

R? = thiazol-4-yl, R® = i-Bu, R*=Bn, R® = i-Bu, ICso = 20,6+4,1 nM) doséahl nizsi

vysledkii, jeden derivat (R!=5-methylisoxazol-3-yl,

cytotoxicity nez carfilzomib. Celkem sedm derivati bylo testovano proti dalSim

kmeniim mohacetného myelomu U226B1 a RPMI8226. Vyse zminény tetrapeptidovy

cvwr

epoxyketon snejnizsi aktivitou byl také testovan spolu s carfilzomibem na

kardiovaskularni cytotoxicitu, kterd byla odhalena jako jeden z vedlejSich ucinka
carfilzomibu pfi 16¢bé mnohoéetného myelomu.?®® Pii testech na inhibici iontového
kanalu hERG bunék kmene HEK293 nebyla u nového tetrapeptidového epoxyketonu

zaznamenana zadna aktivita, zatimco carfilzomib vykazal 1Cso = 92,1 pM. 2™

Tabulka 9: Struktury a inhibi¢ni aktivity epoxyketont vuéi B5 podjednotce proteasomu mnohocetného
myelomu

y © R, O R
;
Ay e Ay N Ao
rz " o rt M 0o

R R? R® R* RS 1Cs0 (NM)?2
(morfolin-4-yl)methyl 1-fenylethan-2-yl i-Bu Bn Et 77,1+8,1
(morfolin-4-yl)methyl 1-fenylethan-2-yl i-Bu Bn n-Bu 52,249,1
(morfolin-4-yl)methyl 1-fenylethan-2-yl i-Bu Bn Bn 139,6+13,9
(morfolin-4-yl)methyl 1-fenylethan-2-yI i-Bu Bn 1-fenylethan-2-yl ~ 729,0+34,2
(morfolin-4-yl)methyl 1-fenylethan-2-yI i-Bu H i-Bu NA
(morfolin-4-yl)methyl 1-fenylethan-2-yI i-Bu Et i-Bu 98,2+10,5
(morfolin-4-yl)methyl 1-fenylethan-2-yI i-Bu n-Bu i-Bu 162,2+12,1
(morfolin-4-yl)methyl 1-fenylethan-2-yl i-Bu thiazol-4-yl i-Bu 26,8+4,0

. . benzothiofen- .

(morfolin-4-yl)methyl 1-fenylethan-2-yI i-Bu 2-yl-methyl i-Bu 37,5+2,1
5-methylisoxazol-3-yl 1-fenylethan-2-yl methoxymethyl Bn i-Bu 50,9+3,4
5-methylisoxazol-3-yl 1-fenylethan-2-yI ethanol-1-yl Bn i-Bu 48,3+1,1
5-methylisoxazol-3-yl 1-fenylethan-2-yI Et Bn i-Bu 36,8+0,8
5-methylisoxazol-3-yl 1-fenylethan-2-yI cyklopropyl Bn i-Bu 32,045,3
5-methylisoxazol-3-yl 1-fenylethan-2-yI cyklopentylmethyl Bn i-Bu 36,6+8,4
5-methylisoxazol-3-yl 1-fenylethan-2-yl cyklohexyl Bn i-Bu 30,8+7,6
5-methylisoxazol-3-yl 1-fenylethan-2-yl thiazol-4-yl Bn i-Bu NA
5-methylisoxazol-3-yl 1-fenylethan-2-yl pyridin-2-yl-methyl ~ Bn i-Bu NA
(morfolin-4-yl)methyl thiofen-3-yl-methyl i-Bu Bn i-Bu 44,9+6,9
(morfolin-4-yl)methyl benzothiofen-2-yl-methyl  i-Bu Bn i-Bu 34,1+3,4
(morfolin-4-yl)methyl thiazol-4-yl i-Bu Bn i-Bu 36,8+3,6
5-methylisoxazol-3-yl  thiazol-4-yl i-Bu Bn i-Bu 20,6+4,1
5-methylisoxazol-3-yl pyridin-2-yl-methyl i-Bu Bn i-Bu 60,7+8,0
5-methylisoxazol-3-yl 1H-indol-2-yl-methyl i-Bu Bn i-Bu 25,5+3,3
5-methylisoxazol-3-yl H i-Bu Bn i-Bu 56,5+5,5
5-methylisoxazol-3-yl methoxymethyl i-Bu Bn i-Bu 30,6+7,4
5-methylisoxazol-3-yl i-Bu i-Bu Bn i-Bu 415+3,3
5-methylisoxazol-3-yl cyklopropyl i-Bu Bn i-Bu 43,1+9,1
pyrazin-2-yl thiazol-4-yl i-Bu Bn i-Bu 38,8+8,2
1,4-dichlorbenzen-2-yl thiazol-4-yl i-Bu Bn i-Bu 64,8+12,9
hydroxymethyl thiazol-4-yl i-Bu Bn i-Bu 52,1+8,3
5-methylisoxazol-3-yl methoxymethyl H Bn i-Bu NA
Carfilzomib 23,6+8,7

2 Hodnota ICso je vysledkem priméru tfi nezavislych méfeni. NA — bez aktivity
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1.5 NAVRH CILOVYCH MOLEKUL

V ramci predchazejicich publikaci védeckého kolektivu Oddéleni organické
technologie Ustavu organické chemie a technologie byly podrobné zkoumany
biologické aktivity salicyl-diamidii s jednou aminokyselinou a anilinovym zakon¢enim
(L). Strukturni motiv salicyl-diamidu S jednou aminokyselinou a anilinovym
zakonCenim (L) byl dikladn¢ prozkouman piipravou a testovanim biologickych
vlastnosti celé knihovny latek lisicich se v rozdilné substituci na pozicich R*-R3. Oproti
originalnim N-Cbz esterim aminokyselin se salicylanilidy (M), ze kterych byly tyto
salicyl-diamidy ziskany nejprve presmykem a nasledné pfipraveny cilenou syntézou,
ztratily zménou struktury antimykobakterialni aktivity. Souc¢asné u nich byly popsany
nové cytotoxické aktivity vaci leukémii (K562) a adenokarcinomu prsu (MCF-7).
Problematika jednotlivych piiprav vcetné jejich ptednosti a zaporti a divodu vyvoje
metody cilené syntézy je podrobné diskutovana v kapitolach 1.2.2.3 a 1.2.2.4. Kli¢ova
struktura L ale skyta fadu dalSich pfilezitosti, jak téma salicylamidi hloubéji
rozpracovat. Jednoduchymi upravami zékladni struktury vznikaji dal$i série sloucenin

S novymi moznymi aplikacemi, viz Obrazek 29.

Jednou z moznosti je nahradit anilinovy motiv za alifaticky (N) a porovnat, jakym
zplisobem se zméni aktivity puvodnich salicyl-diamidid (L). Dal§i moznosti je
zachovani anilinu na soucasné pozici, vlozeni dalSi aminokyseliny (O) a nasledné
porovnani novych aktivit vici pivodnim (L) a novym (N) salicyl-diamidim. Dalsi
mozZnosti je zavedeni jiné koncové skupiny za ucelem nalezeni novych aplikaci
salicylamidi. Hlavnimi rysy peptidovych kovalentnich inhibitord proteasomu je
nejcastéji tripeptidovy fetézec sloZzeny z fenylalaninu, leucinu nebo jejich kombinaci a
zakonceny riznymi funkénimi elektronakceptronimi skupinami jako je aldehyd,
epoxyketon, vinylsulfon nebo boronova kyselina (kapitola 1.4.2). Nové salicylamidy
zakoncené jmenovanymi skupinami by mohly prokazat nové cytotoxické a proteasom
inhibujici aktivity. Jako dal$i smér vyzkumu je tedy zvolena strukturni Uprava
spocivajici ve vlozeni dalSich dvou aminokyselin a zavedeni aldehydové a

epoxyketonové skupiny (P).
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Obrazek 29: Strukturni navrh novych skupin salicylamidt (N, O a P)

Predmétem nésledujiciho vyzkumu je ovéteni, zda a jakym zplsobem dojde ke
zméné pozorovanych aktivit pii nahradé anilinového motivu (L) za alifaticky (N). Dalsi
navrzenou strukturni Upravou, jejiz vliv je planovano sledovat, je prodlouzeni
peptidového motivu na dvé aminokyseliny (O). Z diivodu rozsahu tématu je toto zadani
rozdéleno mezi autora piedkladané dizertacni prace a zbytek védeckého kolektivu na
pracovisti. Soucasti prace je piiprava série salicyl-diamida s jednou aminokyselinou s
alifatickym nebo allylovym amidovym motivem (N) a ¢asti série salicyl-triamidd se
dvéma aminokyselinami s allylovym amidovym motivem (O). Pro vlastni syntézu
navrzenych molekul N a O je mozné vyuzit dvou vySe jmenovanych syntetickych
strategii. Postup syntézy salicyl-diamidu od anilinového motivu (dle Shibasakiho,
Schéma 7) je vyhodnocen jako mozny, ale zaroven zdlouhavy a neprakticky. Jako
kdy je molekula budovana od kyseliny salicylové nejprve napojenim aminokyseliny a
naslednym pfipojenim anilinového motivu. Druhy jmenovany postup je vyuZit pro
vlastni syntézu.

Pfedmétem dalSiho vyzkumu salicylamidl se stdva ptiprava nové skupiny
tripeptidovych derivati zakoncenych aldehydovou nebo epoxyketonovou skupinou a
provéfeni jejich aktivit vici buiikdm nddorového bujeni, pfipadné jejich schopnosti
inhibovat proteasom a zpisobovat tak apoptézu. Pro vlastni syntézu se krom
osvédéeného postupu budovani peptidového motivu od kyseliny salicylové nabizi jesté
moznost vytvofit funkéni skupinu na posledni aminokyseliné planovaného peptidu a tu

pak pfipojit k jiz vybudovanému zvytku pldnované molekuly.
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2. CILE PRACE

Bylo zjiténo, ze salicylamidy maji perspektivni cytotoxické vlastnosti. Predkladana
prace navazuje na piedchazejici vyzkum védecké skupiny a dava si za cil skupinu
salicylamidli vhodné strukturné rozsifit a ziskat tak nové latky s vyznamnou

cytotoxicitou, piipadné dalsimi biologickymi vlastnostmi.

Hlavni cile ptedkladané prace jsou nasledujici:
e Vypracovat literani reSersi biologickych aktivit a syntéz salicylamidi.

e \/ypracovat literarni reSers$i zaméfenou na moznosti syntézy peptidl s dirazem
na pouzivana ¢inidla a aditiva a jejich efekt pfi racemizaci substratu, moznosti
mechanizace a automatizace syntézy, problematiku racemizace peptida a

metody jejich analyzy.

e Vypracovat literarni reSerSi zaméfenou na principy inhibice proteasomu a na

soucasny stav jejiho vyuziti pti 16¢bé nadorovych onemocnéni.

e Navrh a experimentdlni ovéfeni moznych syntetickych cest pro piipravu
cilovych latek. Vybér a optimalizace nejvhodnéjsiho postupu nésledované
vlastni syntézou salicylamidli obsahujicich di-/tripeptidovy fetézec vcetné
charakterizace ptipravenych latek dostupnymi analytickymi metodami.

Testovani biologickych aktivit bude zajisténo externim pracovistém.

e Provedeni zakladniho popisu vztahli mezi strukturou pfipravenych latek a

pozorovanymi biologickymi aktivitami.
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3. VYSLEDKY A DISKUZE

V ramci piedkladané prace byly navrzeny, pfipraveny a odpovidajicim zptisobem
charakterizovany slouceniny tématicky navazujici na predchazejici studie biologickych
aktivit salicylanilidii a alifatickych salicylamidl s jednou aminokyselinou zakonc¢enou
anilinem (tzv. diamidy) publikované pracovni skupinou doc. Imramovského.
jiz diive studovanych salicylamidd. Uelem této prace je prodlouZeni peptidového
motivu molekuly slozeného z kombinaci L-Leu a L-Phe, spolu se zavedenim rtznych
funk¢nich skupin na konec peptidového motivu a sledovani vlivu téchto strukturnich
zasahi na vyslednou cytotoxicitu vi¢i vybranym néadorovym buitkdm (chronicka
myelogenni leukémie K562, akutni monocytickd leukémie THP-1, akutni
lymfoblasticka leukemie CEM, mnohocetny myelom U266), piipadné¢ na dalsi
biologické aktivity. Pfi designu cilovych molekul bylo jako aminokyselin pouzivano
vyhradné L-Leu a L-Phe, protoze alifatické salicylamidy z pfedchazejicich studii
obsahujici pravé tyto dvé aminokyseliny dosahovaly nejlepsich vysledkl v cytotoxicité
vuci chronické myelogenni leukémii K562.84 Ptipravené latky
s dipeptidickym/tripeptidickym uspofddanim na svém konci nesou rizné funkéni

skupiny — alifatické amidy, aldehydy, Weinreb amidy, epoxidy.

Védecké usili se nejprve soustiedilo na syntézu alifatickych salicylamidii s jednou
a dvéma aminokyselinami (tzv. di- a triamidy) s alifatickym amidickym zakoncenim,
viz Obrazek 30. Cilem této studie bylo vypracovani obecného syntetického postupu pro
dipeptidické derivaty kyseliny salicylové a jejich nasledna modifikace vybranymi
alifatickymi aminy. DalSim cilem je pak nasledné porovnani jejich antiproliferativnich
aktivit vi¢i vybranym kmenim nédorového bujeni se strukturné piibuznymi latkami
zakonéenymi anilinem, alicyklickou nebo heretocyklickou skupinou a s alifatickymi
salicylamidy s jednou aminokyselinou a anilinem z piedchazejicich praci védeckého
kolektivu pracovist¢ doc. Imramovského. TeEzistém syntetické cCasti prace je
optimalizace reak¢nich podminek peptidové syntézy za uCelem minimalizace
probihajici racemizace, ktera byla v prib&hu praci po zavedeni druhé aminokyseliny do
molekuly pozorovéana. Pfipravené latky jsou testovany viici chronické myelogenni

leukémii K562, akutni monocytické leukémii THP-1 a akutni lymfoblastické leukemii

CEM.
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Obrazek 30: Latky zakonCené alifatickymi, alicyklickymi, aromatickymi a heterocyklickymi aminy

Dalsi ¢ast prace je vénovana alifatickym salicylamidiim s postrannim peptidovym
fetézcem skladajicim se ze dvou nebo tii aminokyselin, které se jevi jako perspektivni
pro inhibici proteasomu. Tohoto ucinku se vyuziva pii 1écbé nekterych nadorovych
onemocnéni, nejcastéji mnohocetného myelomu nebo rakoviny strev. Tézisté syntetické
prace spociva v hledani idedlni metody pro jejich pfipravu a vychdzi z poznatkii o
peptidové syntéze z ptedchéazejici prace. Dle retrosyntetické analyzy cilové molekuly se
nabizi dvé moznosti pfistupu k vlastni syntéze. Oba postupy byly prakticky testovany,
ale k uspé&sné pripravé cilovych derivati se osvédéil pouze jeden. Pripravené latky jsou
testovany na cytotoxicitu vuéi chronické myelogenni leukémii K562, akutni
lymfoblastické leukemii CEM a mnohocetnému myelomu U266, u kterého byla navic

pro vytipované latky testovana inhibice proteasomu.
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o H © o H @ R' = H,Bn
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Obrazek 31: Latky zakoncené esterovou, Weinreb amidovou nebo aldehydovou funkéni skupinou

Veskeré naméiené biologické aktivity byly stanoveny v ramci spoluprace na pidé
Laboratofi ristovych regulatord, pracovisté Univerzity Palackého v Olomouci a Ustavu

experimentélni botaniky AV CR.
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31  SYNTEZA SALICYL-(DI-/TRI-)AMIDU

3.11 Retrosynteticka analyza

Strukturné jsou pfipravované latky (N, O) témét shodné s ptivodni sérii salicyl-
diamida s jednou aminokyselinou a anilinovym motivem (L). Pfimo pro jejich cilenou
syntézu byla uspésné¢ vyvinuta metoda, kdy syntéza zacCind napojenim methylesteru
aminokyseliny na salicylovou kyselinu. Po deprotekci karboxylové funkéni skupiny
nasleduje druha amidace zavadéjici do struktury molekulu anilinu. Pro strukturné
ptibuzné salicyl-diamidy s jednou aminokyselinou s alifatickym nebo allylovym
amidovym motivem (N) se pouziti osvédéené metody piipravy piimo nabizi.
Retrosyntetickd analyza cilové molekuly, Schéma 25, je provedena piesné v souladu
s metodou postupného budovani peptidového fetézce od kyseliny salicylové (dle
Pauka). Nejprve je provedena diskonekce A, kterou je oddélena molekula alifatického
aminu nebo allylaminu (R®>-NH,). Nasleduje zména funkéni skupiny z karboxylu na
methylester karboxylové kyseliny. Dale je provedena diskonekce B, kdy je oddélena
kyselina salicylova od methylesteru aminokyseliny. Forma methylesteru je pro
aminokyselinu vhodna z divodu zabranéni moznym vedlej$im reakcim pii samotné
amidaci. Shodny postup je uspésné aplikovan také pro sérii O stim rozdilem, Ze se

postupné zavadi dv€ aminokyseliny.

Cilova molekula

R2 R2 2
i LN N i Lﬂ/ Ly R : §
cl UGN A Cl OH FGI ClI { 0. B _|cClI
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H . R — H + RS-NH, — ’ H N = OH 4 H.N O
oA o o) 2
2 ? 0 2 °
Bn Bn Bn Bn
R? - j-Pr, Ph
RS - alkyl, allyl

Schéma 25: Retrosynteticka analyza cilové molekuly

3.1.2 Optimalizace racemizace pii syntéze peptidového retézce

Syntéza alifatickych salicylamidt s jednou a dvéma aminokyselinami navazuje a
vychazi z ptredchéazejiciho vyzkumu, ktery byl zpracovén jiz v ramci diplomové prace
autora. Syntéza zacind reakci kyseliny piipravené O-Bn-5-chlorosalicylové (1a)®’
s hydrochloridem methylesteru aminokyseliny (2a — L-Phe-O-Me hydrochlorid,
2b - L-Leu-O-Me hydrochlorid), ktera do reakce vstupuje ve formé hydrochloridu
methylesteru aminokyseliny. Do reakéni smési se piidava terciarni amin (TEA), ktery
insitu neutralizoval hydrochlorid methylesteru aminokyseliny a uvolnoval tak
aminoskupinu pro vlastni amidaci. Amidace probihala obecné¢ zndmym mechanismem

Steglichovy amidace za pritomnosti dicyklohexylkarbodiimidu (DCC). V pavodni
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variant¢ byl DCC pouzivan v mirném nadbytku (1,1 ekv) oproti ostatnim reaktantim za
ucelem posunuti reakéni rovnovahy ve sméru produkti a urychleni reakce. Spolu s DCC
byl pouzivan 4-dimethylaminopyridin (DMAP), ktery slouzil jako pomocné ¢inidlo
omezujici  nezddouci  bo¢ni  reakci  O-acylisomoCoviny na  nereaktivni
N-acylisomoc¢ovinu. Tato bo¢ni reakce vede ke ztraté vychozi latky a tim i ke snizovani
celkového vytézku amidace. Schéma 19 je uvedené v kapitole 1.3.4 a podrobnéji
vysvétluje mechanismus amidace s vyuzitim karbodiimida. Produkt 3 je podroben
bazické deprotekci esterové funkéni skupiny za ucelem uvolnéni karboxylové funkéni
skupiny (4). Opakovanim amidaci a deprotekci je pfipraven peptidovy fetézec o

pozadované délce a struktuie. Schéma 26 uvadi postup vystavby peptidového fetézce.

R2 R? R? R3
o) o) o)
Cl _ 0 cl o cl OH .. CTHN YO
OH CI HaN N v N ~N v N i-iv, o
+ J — ol — Ho —_— =
% Q %
2a,b R'" 3ab

1a,b R R' 4ab

é1 5a-d

Schéma 26: Syntéza peptidového fetézce

i DCC (1,1 ekv.), kat. DMAP, DCM, 25 °C, 20 h; ii EDCI-HCI (1,4 ekv.), HOBt (1 ekv.), TEA (1 ekv.),
DCM, 25 °C, 16 h; iii EDCI'-HCI (1,4 ekv.), HOBt (1 ekv.), DIPEA(1 ekv.), DCM, 25 °C, 16 h;
iv EDCI'-HCI (1 ekv.), HOBt (1 ekv.), KoCOs; (1 ekv.), DCM, 25 °C, 2 h; v LIiOH (10 ekv.),
1,4-dioxan/H20 (1/1), 50 °C, 1h.

R2 2
0 v 9 0 RH 0
cl N
—_ H B — H H )
0 O Sge o 0 XNgs R2, R® = Ph, i-Pr
é1 6a-d

V ptipadé produktt 3 nebo 4 sjednou aminokyselinou nebyla piipadna
racemizace V nechiralnim prostfedi patrna. Pii zavedeni dalsi aminokyseliny do
struktury produktu 5 doslo k vloZeni druhého stereogenniho centra a vzniku
diastereomerti, které jsou rozliSitelné 1 v nechirdlnim prostfedi. Racemizace a
pfitomnost druhé sady signali byla pozorovana vH NMR spektru produktu 5a-i
(methyl(2S)-2-({(2S)-2-[(2-benzyloxy-5-chloro-benzoyl) amino]3-fenyl-propanoyl}
amino) -4-methylpentanoat) na riznych mistech (Obrazek 32, fialova linka), zejména
v signalech nalezicich alifatickym vodikim (4,84-4,75 (1H, m, NH-CH-CHH-Ph),
4,38-4,30 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHs)2), 3,09 (1H, dd, J=4,4Hz, J = 14 Hz,
NH-CH-CHH-Ph), 2,70 (1H, dd, J=9,2 Hz, J =14 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 1,7-1,48
(3H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHs3)2), 0,90 (3H, d, J = 6,4 Hz, CHs-CH-CHg3), 0,84 (3H, d,
J=6,4 Hz, CH3-CH-CHas). Ve spektru je patrné, ze z divodu blizkosti jednotlivych

signaltl dochézi k castému piekryvu a splynuti nékterych a stfechovani jinych signalt.
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Tato skutecnost komplikuje piesnou integraci intenzit jednotlivych signalti a s tim
souvisejici presné urceni miry racemizace. Racemizace je nejvice patrna a rozlustitelna
Vv oblasti vysSsich hodnot ppm u signdlu dvou amidovych vodikd, které by se idealné
m¢ély nachazet ve formé dvou dubleti, kde kazdy ma intenzitu jedna a velmi malou
interakéni konstantu. V naméfeném spektru Slo ale o dva dublety dubletu. V piipadé
jednoho signalu amidového vodiku doslo k ¢astenému splynuti signalt obou
diastereomerti (Obrazek 32, vyiez, fialova linka). Kvantifikace miry racemizace byla
provedena porovnanim intenzit ¢asti rozst€peného dubletu a v pripadé produktu 5a-i
bylo dosazeno -20 % ee. A¢koliv byla ve 1*C NMR spektrech patrna druh4 sada signala
nékterych uhlikl, k ur€eni miry racemizace tento fakt nijak nepftispél. Nasledujici

odstavce se vénuji optimalizaci amida¢nich podminek za Gcelem potlaceni racemizace.

: (0} eh (0]
N\ \ A f H .
I\ I \‘\ cl N’EV(N\)LO/ Sa-i -20% ee
/ U\ YA B4 H H 5a-ii  60% ee
A~ N X 3 2 (e} -
Q
Bn

5a-iii  80% ee
5a-i-iv Y 5a-iv 92% ee

Obrazek 32: Porovnani spekter diamidt 5a-i-iv s detailem signali amidovych vodiki v oblasti
8,65-8,4 ppm

Prvni uprava reakénich podminek

DCC je tradi¢ni karbodiimid ovéteny lety praktického pouzivani a nespoctem
publikaci s dobrou reaktivitou a vysokou konverzi. Ve své dobé §lo o prulomové
¢inidlo, které umozilo a urychlilo fadu syntéz. V soucasnosti je DCC pro nékteré jeho
nedostatky pfekonan generacemi novych a u¢innéjsich karbodiimidi. Jednou z nevyhod
DCC je znamy fakt, ze pii jeho pouziti dochazi bézné k racemizaci substratu. Dalsi
nevhodny aspekt jeho pouzivani predstavuje dicyklohexylmocovina (DCU), vedlejsi
produkt amidace vznikajici pfirozené. DCU je velmi malo rozpustna ve vétSiné
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rozpoustédel, po reakci je proto snadné jeji majoritni porci odstranit klasickou filtraci.
Minoritni mnozstvi DCU avsak zlstdva s produktem a ¢asto neni mozné se stop DCU
zbavit ani po opakované rekrystalizaci produktu nebo piecisténi sloupcovou
chromatografii. Vhodnou nahradou DCC je 1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)karbodiimid (EDCI-HCI), ktery ve své struktufe nese atom
terciarniho dusiku.}8119143 Vznikajici mocovina je tak diky snadné protonovatelnosti
terciarniho dusiku lehce a beze zbytku odstranitelna z reakéni smési promytim mirné
okyselenou vodou. Dalsi zménou oproti ptiivodnimu amida¢nimu protokolu je vyfazeni
toxického DMAP a jeho nahrada za HOBt (1 ekv), ktery funguje na podobnému
principu.6®168234 Jako baze je pouzivan trimethylamin (TEA, 1ekv.), ktery in situ
neutralizuje hydrochlorid methylesteru aminokyseliny a uvoliiuje tak aminoskupinu pro
vlastni amidaci. Dal§im faktorem je zkraceni reak¢éni doby z 20 hodin na 16 hodin.

Modelova molekula 5a-ii byla pfipravena s 60% ee (Obrazek 32, zelena linka).
Druh4 tprava reakénich podminek

Zménou karbodiimidu a pomocného cinidla dosSlo k castecnému potlaceni
racemizace z -20% ee na 60% ee, coz je vyrazny posun, avSak zdaleka ne dostatecny
pro zamySlenou aplikaci cilovych molekul. DalSim prvkem, ktery mlze mit
pravdépodobné vliv na racemizaci, je pfitomnost TEA. Ta je relativné malé a mize tak
napadat a-vodik aminokyseliny. MoZnosti sniZeni racemizace je ndhrada TEA za
prostorové objemnéjsi DIPEA (1 ekv.), kterd se k a-vodiku ze sterickych divoda
nedostane tak snadno.'®*'®® Modelova molekula 5a-iii byla piipravena s 80% ee

(Obrazek 32, Cervena linka).
Treti Giprava reakénich podminek

Néhradou baze TEA za DIPEA bylo dosaZeno posunu z 60% ee na 80% ee, avSak
ani to neni dostate¢né. Mnozstvi EDCI-HCI pfitomného v reakci je snizeno z 1,4 ekv.
na 1 ekv. Dals$i moZnosti potlaceni racemizace je uplné vylouceni terciarniho aminu
jako baze a provést liberaci aminoskupiny oddélené¢ od vlastni reakce slabou
anorganickou bazi, napf. K.COs. Po neutralizaci hydrochloridu methylesteru
aminokyseliny je vychozi latka extrahovana do dichlormethanu, promyta vodou,
vysusena bezv. MgSO4 a ptidana do vlastni reakce spolu s EDCI-HCI a HOBt. Reakéni
doba byla zkracena na 1 hodinu. Modelova molekula 5a-iv byla ptipravena s 92% ee
(Obrazek 32, modra linka).
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Zavér optimalizaci

Popsanymi optimalizacemi byly ziskany idedlni reakéni podminky, vzdjemné
pomeéry ¢inidel a vhodné reakéni Casy pro provadéni amidace s minimalni racemizaci.
Pomér jednotlivych diastereomert je tak 96:4. 4 % druhého izomeru je uz tak na hranici
detekénich moznosti NMR méfeni jako takového. Optimalizaci doslo k vyraznému
zkraceni reakéni doby amidace z 20 hodin na 1 hodinu. Vyménou pouzivaného
karbodiimidu se podafilo zjednodusit ¢isténi produktu amidace od stop DCU a ostatnich
vedlejSich produktt. DalSim duasledkem vymény pouzivaného karbodiimidu bylo
zvySeni vytézku amidace z pramérnych 65% na 90 %. Tabulka 10 shrnuje vyvoj
reak¢énich podminek amidace a s nimi dosazené vysledky enantiomernich ptebytkt u

modelovych molekul 5a-i-iv.
Alternativni pri¢ina racemizace

Soubézné s fesenim vyse zminéné nahrady bazi TEA za DIPEA vznikla teorie, ze
se na racemizaci mohou krom¢ podminek amidace podilet i jiné faktory. Jako takovy
rizikovy faktor bylo oznaceno deprotekce karboxylové funkéni skupiny v pfitomnosti
vysokého prebytku silné anorganické baze hydroxidu lithného (10 ekv.).®® Byla
navrzena zaména ochrannych skupin. Fenolicky hydroxyl Kyseliny salicylové byl pfi
syntéze modelové molekuly dipeptidu chranén ve formé& methyletheru a aminokyselina
ve formé& benzylesteru. Pii deprotekci bylo pouzivano Setrnych podminek reakce s
vodikem na palladiu (H2, 10% Pd/C, 25 °C, 20 h). Modelova molekula 9 byla
pfipravena za podminek amidace shodnymi s modelovou molekulou 5a-iii (EDCI-HCI
(1,4 ekv.), HOBt (1 ekv.), DIPEA(1 ekv.), CH,Cly, 25 °C, 16 h). Upravou ochrannych
skupin byl vyloucen vliv silné anorganické baze na modelovou molekulu 9, presto byla
mira pozorované racemizace (82 % ee) srovnatelna s molekulou 5a-iii (80 % ee), ktera
byla podrobena deprotekci s LiOH. Timto byl vylouc¢en negativni vliv deprotekce s

LiOH na racemizaci substratu pii vystavbe peptidového fetézce.
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Schéma 27: Zaména ochrannych skupin pfi studiu pficiny racemizace
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i DCC (1,1 ekv.), kat. DMAP, DCM, 25 °C, 20 h; ii EDCI-HCI (1,4 ekv.), HOBt (1 ekv.), TEA (1 ekv.),
DCM, 25 °C, 16 h; iii EDCI-HCI (1,4 ekv.), HOBt (1 ekv.), DIPEA (1 ekv.), DCM, 25 °C, 16 h;
iv-EDCI-HCI (1 ekv.), HOBt (1 ekv.), KoCOs (1 ekv.), DCM, 25 °C, 2 h; v LiOH (10 ekv.),

1,4-dioxan/H0 (1/1), 50 °C, 1h; vi Hz, 10% Pd/C, EtAc, 25 °C, 20 h.

Tabulka 10: Ptehled dosazenych enantiomernich piebytkd u modelové lakty 5a-i-iv/9

Produkt | Podminky reakce ee (%)
5a-i DCC (1,1 ekv.), kat. DMAP, DCM, 25 °C, 20 h -20
5a-ii | EDCI'HCI (1,4 ekv.), HOBt (1 ekv.), TEA (1 ekv.), DCM, 25 °C, 16 h 60
Sa-iii | EDCI'HCI (1,4 ekv.), HOBt (1 ekv.), DIPEA(L ekv.), DCM, 25 °C, 16 h 80
5a-iv | EDCI-HCI (1 ekv.), HOBt (1 ekv.), K2COs (1,3 ekv.), DCM, 25°C, 1 h 92

9 EDCI-HCI (1,4 ekv.), HOBt (1 ekv.), DIPEA(1 ekv.), DCM, 25 °C, 16 h 82

V ramci optimalizace amida¢nich podminek bylo pfipraveno 15 latek, viz

Obrazek 33.
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Obrazek 33: Piehled latek pripravenych v ramci optimalizace podminek syntézy amidd.

3.1.3 Piiprava salicyl-(di-/tri-)amidi s alifatickym zakonéenim

Ziskané poznatky a optimalizované reak¢ni podminky byly vyuzity k vlastni
syntéze skupiny alifatickych salicylamidt s jednou (10a-e, salicyl-diamidy) a dvéma
(11a-d, salicyl-triamidy) aminokyselinami zakoncenymi alifatickymi aminy, viz

Schéma 28. Amidace byla provadéna jiz za pouziti Setrnych amidacnich podminek za

O @\»mm C.Cﬁ;m G
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pouziti EDCI-HCI jako karbodiimidu a HOBt jako pomocného ¢inidla pro potlaceni
nezadoucich vedlejSich reakci. Tyto latky byly syntetizovany za ucelem porovnani
biologické aktivity strukturné podobnych alifatickych salicylamidi v zavislosti na délce
peptidového fetézce a v alifatické nebo aromatické substituci na konci peptidového
fetézce vaci vybranym kmenim nadorového bujeni (chronicka myelogenni leukémie

K562, akutni monocyticka leukémie THP-1 a akutni lymfoblasticka leukemie CEM).
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Schéma 28: Syntéza salicyl-(di-/tri-)amida
i EDCI'HCI (1 ekv.), HOBt (1 ekv.), DCM, 25 °C, 1 h.

V ramci syntézy prvni ucelené skupiny latek, alifatickych di- a triamidd, bylo
piipraveno 9 latek, z toho 5 diamidi a 4 triamidy zakoncenych alifatickym aminem

nebo allylem, viz Obrazek 34.
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Obrazek 34: Ptipravené salicyl-(di-/tri-)amidy (10a-e, 11a-d)

3.1.4 Biologické aktivity salicyl-(di-/tri-)amidi s alifatickym zakon¢enim
Biologické aktivity byly stanoveny ve spolupraci s Laboratofi ristovych
regulatorti, pracovisté Univerzity Palackého v Olomouci a Ustavu experimentalni
botaniky AV CR, viz Tabulka 11. 2% Ptipravené salicylamidy s jednou amikokyselinou
zakoncené alifatickym aminem (10a-e, salicyl-diamidy) nebo salicylamidy se dvéma
aminokyselinami zakon¢ené allylaminem (1la-d, salicyl-triamidy) dosahuji stfedné
mikromolarnich hodnot antiproliferativnich aktivit vii¢i K562 (chronicka myelogenni
leukémie), THP-1 (akutni monocyticka leukémie) a CEM (akutni lymfoblasticka
leukemie). Nejlepsi namétené aktivity se u THP-1 pohybuji Vv rozmezi 14,4-19,5 uM,

85



VYSLEKY A DISKUZE

antiproliferativni aktivity ostatnich se nachazeji v fadu vyssich desitek uM. Strukturné
ptibuzné latky, salicylamidy s jednou nebo dvéma aminokyselinami zakoncenymi
anilinem, jsou vuci zminénym kmeniim leukémie mnohem aktivnéjsi a dosahuji aktivit
v fadu jednotek pM.34 3% Nejnovéjsi vysledky byly k tomuto tématu publikovany
vunoru 2020 v European Journal of Medicinal Chemistry 188 (2020) 112036 a
potvrzuji, ze délka peptidového fetézce neni pro pozadovanou aktivitu kli¢ovad. Mnohem
dilezitéjsi je piitomnost anilinového motivu na konci molekuly a uvolnéni fenolického

hydroxylu odstranénim chranici skupiny, viz Tabulka 12.

Tabulka 11: Vysledky antiproliferativnich aktivit pfipravenych salicylamidi, série N

2-3
of
cl N X-g5  X-0: 3ab,4ab, 5a-d, 6a-d
H 0 X - NH: 10a-e, 11a-d
0 n=1,2
Bn

Zabudované 5 Glso (uM)
Prod.  n aminokyseliny X R K562 THP-1 CEM
3a 1 L-Phe O Me 70,6 39,1 53,0
3b 1 L-Leu O Me 68,1 32,4 43,0
4a 1 L-Phe O H 74,7 45,8 59,4
4b 1 L-Leu O H 85,7 38,0 53,0
5a 2 L-Phe-L-Leu O Me 55,0 19,3 442
5b 2 L-Leu-L-Phe O Me 69,1 14,4 45,5
5C 2 L-Leu-L-Leu O Me 59,5 32,8 49,9
5d 2 L-Phe-L-Phe O Me 76,4 24,2 59,9
6a 2 L-Phe-L-Leu O H 83,8 42,2 54,8
6b 2 L-Leu-L-Phe O H 80,7 36,8 56,8
6C 2 L-Leu-L-Leu O H 93,3 45,9 52,4
6d 2 L-Phe-L-Phe O H 65,3 45,4 56,5
10a 1 L-Phe NH allyl | 81,4 40,5 55,4
10b 1 L-Phe NH i-Bu| 81,3 44,0 41,8
10c 1 L-Phe NH n-Pr | 894 42,4 57,3
10d 1 L-Phe NH i-Pr | 52,7 19,5 37,1
10e 1 L-Leu NH allyl | 65,9 32,6 37,9
11la 2  L-Phe-L-Leu NH allyl | 76,3 27,4 55,8
11b 2 L-Leu-L-Phe NH allyl | 49,5 37,3 62,1
11c 2 L-Leu-L-Leu NH allyl | 63,3 31,3 39,8
11d 2 L-Phe-L-Phe NH allyl | 73,0 30,9 499
Roscovitin 30,9 14,0 16,3

Tabulka 12 pievzana z literatury shrnuje vysledky antiproliferativnich aktivit
novych salicylamidi vii¢i kmentim leukemie K562 a CEM.3® Vysledky jsou uvedeny
pro piimé porovnani dosazenych aktivit latek sdilejicich n€které strukturni motivy.

Vybrané latky snejlepsi pozorovanou aktivitou byly dale testovdny na miru
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antiproliferativni aktivity vici kmenim G361 (lidsky maligni melanom), MCF-7

(rakovina prsu) a HCT-116 (rakovina tlustého stieva), kde potvrdily své kvalitni

inhibi¢ni vlastnosti.

Tabulka 12: Vysledky antiproliferativnich aktivit pfipravenych salicylamidi, série O
23

R

R1

n R Za_budoval_lé R! Glso (uM)?

aminokyseliny K562 CEM | G361 MCF-7  HCT-116
2 Bn L-Leu-L-Leu 4-CH30-Ph | 68,3 53,2 - - -
2 Bn L-Leu-L-Leu 4-CHs-Ph 87,7 52,8 - - -
2 Bn L-Leu-L-Leu Ph 71,2 489 - - -
2 Bn L-Leu-L-Leu 4-CF3-Ph 74,6 59,9 - - -
2 Bn L-Leu-L-Leu  3,4-di-CI-Ph | >100 56,4 - - -
2 Bn L-Leu-L-Leu cyklohexyl 19,8 9,8 - - -
2 Bn L-Leu-L-Leu thiazol-2-yl 79,2 344 - - -
2 Bn L-Leu-L-Leu morfolin-1-yl | 21,0 20,1 - - -
2 Bn L-Leu-L-Phe 3,4-diCI-Ph | 57,5 454 - - -
2 Bn L-Phe-L-Leu 3,4-diCI-Ph 63,5 559 - - -
2 Bn L-Phe-L-Phe 3,4-diCl-Ph 99 328 - - -
2 Bn L-Leu-L-Leu 4-CF3-Ph 73,3 48,1 - - -
2 Bn L-Phe-L-Leu 4-CFs-Ph 61,7 56,7 - - -
2 Bn L-Phe-L-Phe 4-CF3-Ph 12,7 11,3 - - -
2 H L-Leu-L-Leu 4-CH30-Ph | 51,0 23,3 - - -
2 H L-Leu-L-Leu 4-CHs-Ph 30,7 13,2 - - -
2 H L-Leu-L-Leu Ph 20,1 10,2 - - -
2 H L-Leu-L-Leu 4-CF3-Ph 7,5 6,2 | 11,5+£3,1 5,3+0,1 5,8+0,2
2 H L-Leu-L-Leu 3,4-diCl-Ph 3,2 26 | 52+0,9 4,1+1,5 4,0+03
2 H L-Leu-L-Leu cyklohexyl 55,7 38,2 - - -
2 H L-Leu-L-Leu thiazol-2-yl 31,1 19,7 - - -
2 H L-Leu-L-Leu morfolin-1-yl | >50 54,9 - - -
2 H L-Leu-L-Phe 3,4-diCl-Ph 51 3,3 | 5,4+0,7 7,3+0,01 4,4+2.1
2 H L-Phe-L-Leu 3,4-diCl-Ph 3,7 2,6 | 48+1,1 4,6+0,4 2,8+0,2
2 H L-Phe-L-Phe 3,4-diCl-Ph 5,8 31 | 45£0,5 52+0,2  3,0+0,5
2 H L-Leu-L-Phe 4-CF3-Ph 6,3 79 | 6,3+0,9 5,5+0,01 5,3+0,5
2 H L-Phe-L-Leu 4-CF3-Ph 51 35 | 81£2,1 3,6+0,2  3,2+0,2
2 H L-Phe-L-Phe 4-CF3-Ph 51 47 15,1+0,14 5,6+0,9 4,5+2,0
1 Bn L-Leu 4-CF3-Ph >50 354 - - -
1 Bn L-Phe 4-CF3-Ph >50 315 - - -
1 H L-Leu 4-CF3-Ph 5,0 5,0 - - -
1 H L-Phe 4-CF3-Ph 52 45 - - -
a

Hodnota je vysledkem minimalné tii méteni.
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3.2 PRIPRAVA AMIDU KYSELINY SALICYLOVE JAKO
INHIBITORU PROTEASOMU

Jednou z moznosti, jak omezit rist a Sifeni nadorovych bungk, je inhibice jejich
schopnosti degradovat a recyklovat proteiny. Za degradaci proteini je V bunkach
zodpovédny proteasom, proteinovy komplex provadéjici proteolyzu. Jeho inhibice se
ukazala jako velmi U¢innd pii klinické 1écbé ftady nadorovych onemocnéni,
nejperspektivnéji se pak tento postup jevi v piipadé mnohocetného myelomu, rakoviny
prsu nebo tlustého stfeva. U salicylamidii byla jiz diive prokazana cytotoxicita vaci
nekterym typim nadorového bujeni. Novou moznosti uplatnéni alifatickych
salicylamidl s peptidovym motivem v boji proti nddorovym onemocnénim je jejich
vyuziti jako inhibitori proteasomu. Pfedmétem dalsi ¢asti predkladané dizertace je
navrh a syntéza alifatickych salicylamidi se tfemi aminokyselinami, které maji

potencial zatadit se Se svymi aktivitami po bok v praxi jiz pouzivanych inhibitora.

3.2.1 Retrosynteticka analyza

Prvni moznosti syntézy cilovych molekul je metoda Stavebniho bloku, viz
Schéma 29. Jejim smyslem je v duchu diskonekce A provést piipravu cilové molekuly
z aminokyseliny, na které je findlni funkéni skupina jiz pfedem oddélené piipravena.
Tato funkcionalizovana aminokyselina je spojena ve smyslu amidace s dipeptidem,
ktery je na svém N-konci zakonéeny kyselinou salicylovou. Pouzity dipeptid je
pfipraven postupem popsanym v piedchazejici kapitole za vyuZiti poznatkll ziskanych
pii optimalizaci peptidové syntézy. Strategie napojeni posledni aminokyseliny s jiz
vybudovanou funkéni skupinou nachazi oporu v literatufe, ponévadzZ timto zptisobem
byly pfipravovany jiz fungujici inhibitory proteasomu s epoxidovou skupinou, napf.

carfilzomib,301-303

Druhd moZnost syntézy cilovych molekul vychazi rovnéz z predchazejici prace a
spo¢iva v postupném budovani peptidového fetézce na pozadovanou délku tii
aminokyselin. Zména funkéni skupiny je provedena az v Uplném zavéru reakéni
sekvence. Reakéni podminky zavadéni funkéni skupiny jsou testovany nejprve na
derivatech s krat§Sim peptidovym fetézcem a aZ po optimalizaci jsou tyto postupy

aplikovany na derivaty s peptidovym fetézcem v plné délce.
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Cilova molekula

C\©\)L:H”LZ(“ ol _ra C.CEL% A %( @\)L%J\OHHM%

X = OH, OMe,
N(CH3)OCH; \\
R3

o] R1-3
\)I\OH + /('(H c o
HoN +n OH
0 OH o

Stavebni blok Postupna vystavba peptidu

Schéma 29: Retrosynteticka analyza cilové molekuly inhibitoru proteasomu

3.2.2 Metoda stavebniho bloku

Névrh syntézy salicylamidii metodou stavebniho bloku vyuziva velmi Sirokého
potencialu univerzalni Weinreb amidové funk¢éni skupiny, ktera sama o sobé
ptedstavuje nejen novy typ funkéni skupiny vhodné pro otestovani inhibice proteasomu.
Jde hlavné o dilezity intermediat pro piipravu epoxyketonové a aldehydické funkéni
skupiny. Weinreb amidova skupina je vybudovana na N-Boc aminokyseling, kde je pak
nahrazena propen-2-ylovou skupinou. Ta je nasledné¢ mirné¢ oxidovana za vzniku
pozadované epoxykotonové funkéni skupiny. Takto piipraveny stavebni blok je po
deptorekci N-konce a ptitomnosti TFA nasledné spojen s dipeptid salicylamidem.
Riizné metody piipravy a vyuziti Weinreb amidu uvadi Obrazek 35 pievzaty z

literatury.3%4
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Obrazek 35: Weinreb amid - uzite¢ny nastroj pokro¢ilé organické syntézy 304 Chyba! ZiloZka neni definovéna.

Syntéza univerzalniho Weinreb amidového stavebniho bloku (13a,b) vychazi
z hydrochloridu methylesteru aminokyseliny (2a,b), na kterém je provedena rutinni
ochrana aminoskupiny. Z N-Boc methylesteru aminokyseliny (12a,b) je N-Boc Weinreb
amid aminokyseliny (13a,b) pfipraven dvéma rOznymi zpdsoby reakci s
O,N-dimethylhydroxylaminem a isopropylmagnesiumchloridem®® nebo lithium
bis(trimethylsilyl)amidem (LiHMDS, 1M roztok v THF).3% Tteti zptisob piipravy
vychazi piimo z N-Boc aminokyseliny a je popsin v experimentalni ¢asti.3%’
Nejvhodnéj$im zplisobem ptipravy je metoda vyuzivajici LIHMDS. Poskytuje nejvyssi
vytézky (nad 75 %), je dostate¢né robustni, je proveditelna bez nutnosti hlubokého
chlazeni a nutnosti pracovat s inertnim plynem, suSenym rozpoustédlem a ve
vysekurované aparatuie. Pro zavedeni aldehydu je z molekuly N-Boc Weinreb amidu
(13a,b) za pasobeni TFA odstranéna terc-butyloxykarbonylova chranici skupina.
Z dtivodu nutnosti zachovani urcité posloupnosti reakénich stupiili neni mozné provést
okamzité na stavebnim bloku 14a,b redukci funkéni skupiny na aldehyd. Nejdiive je
nutné napojit tento stavebni blok na salicylamid (napt 4a,b) v duchu klasické amidace
na dipeptid Weinreb amid (17a,b). Ptipadna redukce na aldehyd je provedena jako

findlni stupen syntézy, viz Schéma 30.
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Weinreb amidova skupina piedstavuje vhodny odstupujici motiv, je proto
v produktu 13a,b vyhodné nahrazen propen-2-ylouvou skupinou (i-propenylMgCl) na
meziprodukt 15, jehoz dvojna vazba je dale za mirnych podminek oxidovana za vzniku
epoxyketonu 16. Byly testovany tii zpiisoby mirné oxidace, ale konverze byla nizka a
¢isténi smesi produkti a nezreagované vychozi latky bylo komplikované a zdlouhavé.
Jednotlivé diastereoizomery mély velmi blizké retencni faktory. Pro detekci na bézném
TLC postacovalo pouziti mobilni faze hex/EtOAc — 6/1 (Rf- 16a = 0,29, R¢-16b = 0,18).
Pro kvalitni rozd€leni obou latek za vyuziti sloupcové chromatografie bylo nutné
mobilni fazi zpomalit az na pomér hex/EtOAc — 19/1 (Rf-16a=0,14, R¢-160 = 0,07).
Nejlepsiho thrnného vytéZzku pro oba diasterecoizomery 16a,b (35 %) bylo dosazeno pii
oxidaci m-CPBA po dobu ¢étyt dnti. Vytéznost tohoto kroku srazila jiz nizky thrnny
vytézek celé reakéni sekvence, ktery se pfed poslednim stupném syntézy pohybuje
okolo 9 %. Ackoli je autorovi prace dobie znamo, Ze epoxidova skupina je labilni v
kyselém prostiedi, nyni dle navrhu syntézy nezbytné nasleduje krok pro odstranéni
terc-butyloxykarbonylové chranici skupiny z aminoskupiny. To obnasi vystavit substrat
16 kyselému prostiedi kyseliny trifluoroctové. Ackoli byla v dostupné literatuie tato
reakce za téchto podminek popisovana, v praxi se tento experiment nepodafilo uspésné
zopakovat a odchranény epoxyketon nebyl izolovan.>13%? Z divodu nizkého mnozstvi
vychozi latky 16a jakoz i druhého diasterecoizomeru 16b, a vzhledem ke sloZitosti a
nehospodarnosti jejich piiprav, byla optimalizace tohoto posledniho reakéniho kroku
stejné jako celé reak¢ni drahy problematickd a bylo od ni upusténo. Nebyly provadény
dalsi pokusy o optimalizaci a veSkeré Usili bylo soustfedéno na metodu postupné
vystavby, ktera byla vtéto fazi vyvoje jiz do pokrocilé miry optimalizovana z
predchazejicich praci. Snaha o zavedeni epoxyketonové funkéni skupiny jiz nebyla
obnovena z divodu Spatnych reaktivit testovanych ¢inidel i na jednoduchych

substratech.
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Schéma 30: Piiprava stavebniho bloku k zavedeni epoxidové funkéni skupiny a Weinreb amidu

i pro 12a: (Boc).0, TEA, THF, 20 h, 0 °C po 25 °C; pro 12b: (Boc).0, EtOH, guanidin HCI, 35-40°C,
ii i-PrMgCl, O,N-diethylhydroxylamin-HCI, suché THF, N, -40-0°C — 3 h; iii LiHMDS,
O,N-diethylhydroxylamin-HCI, suché THF, Nj, -20 °C — 20 minut, -10 °C — 2 h; iv TFA, DCM,
25°C-45 minut; vi-propenylMgBr, THF, 0°C — 6 h, Nz; vi m-CPBA, DCM, 25 °C — 4 dny;
vii tetrahydrothiopyran-4-on, oxon =2 KHSOs-KHSO4'K2SO4, NaHCOs;, CHsCN, H:0, NaEDTA,
25 °C — 24 h; viii oxon, NaHCOs3, 1,1,1-trifluoroaceton, H,O, CH3CN, 0-25 °C — 5 h; ix EDCI-HCI,
HOBt, DCM, 2 h, 25 °C.

3.2.3 Metoda postupné vystavby peptidového fetézce

K vlastni syntéze peptidového fetézce jsou vyuZity optimalizované podminky
postupné syntézy v roztoku z minulé kapitoly 3.1.2. Testovani nejvhodnéjsich reakénich
podminek pro zavedeni aldehydové funkéni skupiny na konec peptidového fetézce u
di- a tripeptidovych salicylamidi slouzi nasledujici reakéni série uvedena ve Schéma

31.

Syntéza zac¢ina u O-Bn salicylamidu methylesteru s jednou aminokyselinou
(3a,b). Jeho castecna redukce pomoci DIBAL (1,2M roztok) v suchém tetrahydrofuranu
(i) na O-Bn salicylamid aldehyd (18a,b) neni vhodna. Redukce poskytuje hlavni
produkt v nizkém vytézku 25 % spolu se smési riznych vedlejsich produktti. Druhou
testovanou moznosti je uplna redukce pomoci NaBHj (ii) na O-Bn salicylamid alkohol
(19, vytézek 33 %) nasledovana castecnou oxidaci Dess-Martinovo periodnanem na
pozadovany O-Bn salicylamid aldehyd (18a, vytézek 35 %). Oba reakéni stupné maji
velmi nizké vytézky a produkt poskytuji v obtizné délitelné smési vedlejSich produkti.
Pro vyuziti v peptidové chemii je nutné pied vlastni redukci nahradit methylesterovou

skupinu Weinreb amidovou, ktera diky Sir§Sim moznostem stabilizace ptredstavuje lepsi
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odstupujici skupinu. O-Bn salicylamid Weinreb amid (20a,b) je ptipraven z 3a,b za
pfitomnosti dvou moznych sad cinidel. Reakéni podminky vyuzivajici LIHMDS
(iv, 91 %) poskytuji oproti iI-PrMgCl (v, 53 %) vyssi vytézky, snadné&j$i manipulaci
s ¢inidly a mensi mnozstvi vedlejSich produkti, které se nasledné jednoduseji odstraiuji
pomoci sloupcové chromatografie. Naroky na chlazeni a reak¢ni dobu jsou srovnatelné.
Dosahovani co nejvyssich moznych vytézkl je pii nekolikastupniové syntéze klicové.
Neméné dulezitad je také snaha o dosazeni surového produktu s co nejmensim
mnozstvim vedlejSich produkti k odstranéni. U O-Bn salicylamid Weinreb amidu
(20a,b) se synteticka cesta vétvi. Redukci za ptitomnosti LiAlH4 (Vi) je funk¢ni skupina
redukovana za vzniku O-Bn salicylamid aldehydu (18a,b, vytézek 75 %) v dobré ¢istoté
a uspokojivém vytézku. Pokud je na 20a,b nejdiive provedeno odstranéni benzylové
skupiny chranici fenolicky hydroxyl vodikem za pfitomnosti palladia na uhliku (vii) na
odchranény salicylamid Weinreb amid (21a,b, vytézek 95 %), byl by nasledné pomoci
LiAlHz redukovan az odchranény salicylamid aldehyd. Tato posledni redukce nebyla u
modelové fady sjednou aminokyselinou provadéna. Byla provedena az u cilovych
derivati se tfemi aminokyselinami za podminek vi shodnych s redukci O-Bn

salicylamid Weinreb amidu (20a,b) na O-Bn salicylamid aldehydy (18a,b).
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Schéma 31: Postup pro zavedeni aldehydové funkéni skupiny na modelové skupiné salicylamidt

i DIBAL (1,2M v THF), suché THF, 3 h, -78 °C, Ny; ii NaBHa4, THF/H,0 — 3/1, 4 h; iii Dess-Martintv
periodnan, NaHCO3s, DCM, 1 h pii 0°C, 1h pii 25 °C; iv LIHMDS, O,N-dimethylhydroxylamin, suché
THF, 1 h pti -20 °C, pak 4 h pii -10 °C; v i-PrMgCl, O,N-dimethyl hydroxylamin, suché THF, 1 h
pti -40 °C, béhem 3 h na 0 °C; vi LiAlIH4 (3 ekv.), suché THF, 3 h pii -20 °C, pak 1 h pfi 25 °C; vii Hp,
10% Pd/C, EtAc, 20 h, 25 °C.
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Obrazek 36: Latky pfipravené¢ v ramci modelové fady pro testovani zavadéni Weinreb amidové a
aldehydové funkéni skupiny (18a,b, 19, 20a,b, 21a,b)

K syntéze dipeptidovych derivati byly pouzity postupy a podminky ziskané ze
syntéz na modelové fad¢ derivati s jednou aminokyselinou bez vyraznych optimalizaci.
V prvni fazi je z O-Bn dipeptidu methylester (5a-d) piipraven O-Bn dipeptid Weinreb
amid (17a-d). Zde se synteticka cesta v&tvi. Redukci LiAlHs je funk¢ni skupina
redukovana za vzniku O-Bn dipeptid aldehydu (22a-d). Pokud je na 17a-d nejdiive
provedeno odstranéni benzylové skupiny chranici fenolicky hydroxyl vodikem za
piitomnosti palladia na uhliku (10% Pd/C), je pomoci LiAlH4 redukovan az odchranény
dipeptid Weinreb amid (23a-d) na odchranény dipeptidovy aldehyd (24).

Cﬁ j@\)( %NﬁN St C& L" L

/lll

Bn Sa-d Bn 17a-d Bn 22a-d
R2, R® = Ph, CH(CHa), i ‘
RZ
0 0
Cl H (o} i o H
N ~ N7 v
HOo§ & — ¢ N N\_)L
OH ~R3 H 5
OH

23a-d

Schéma 32: Priprava dipeptidovych Weinrebamidi a aldehyda

i LIHMDS, O,N-dimethylhydroxylamin, suché THF, 1 h pfi -20 °C, pak 4 h pti -10 °C; ii LiAlH4 (3 ekv),
suché THF, 0,5 h pti -8 °C; iii Hz, 10% Pd/C, EtAc, 20 h, 25 °C; iv LiAIH4 (3 ekv), suché THF, 1,5 h
pfi -8 °C.

Celkem bylo pfipraveno 21 origindlnich dipeptidovych salicylamidt, z nichz
nesou 4 kyselinovou, 4 methylesterovou, 8 Weinrebamidovou a 5 aldehydovou funkéni
skupinu.
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Obrizek 37: Pfipravené dipeptidové Weinreb amldy a aldehydy (17a-d, 23a-d, 22a-d, 24)

K syntéze tripeptidového skeletu bylo vyuzito poznatkti z optimalizace podminek
peptidové syntézy z predchazejici kapitoly 3.1.2. K zavadéni funkénich skupin byly
pouzity postupy a podminky ziskané ze syntéz na modelové fad¢ derivata s jednou
aminokyselinou bez vyraznych optimalizaci. V prvni fazi je zavedenim tfeti
aminokyseliny (2a,b) na O-Bn dipeptid kyselinu (6a-d) ziskan O-Bn tripeptid
methylester (25a-f), ze kterého je dale ptipraven O-Bn tripeptid Weinreb amid (26a-f).
Synteticka cesta se zde opét vétvi. Redukci LiAlH4 je funk¢ni skupina redukovéna za
vzniku O-Bn tripeptid aldehydu (27a-i). Pokud je na 26a-f nejdiive provedeno
odstranéni benzylové skupiny chranici fenolicky hydroxyl vodikem za pfitomnosti
palladia na uhliku (10% Pd/C), je pomoci LiAlH4 redukovan az odchranény triipeptid
Weinreb amid (28a,b) na odchranény tripeptidovy aldehyd (29a,b). Z reakéni smési se
krom fady minoritnich vedlejs$ich produktl podatilo izolovat jesté pfisluSny odchranény
tripeptid alkohol (30a,b), ktery vznikl pravdépodobné nadbytkem redukéniho ¢inidla a

pfilis dlouhou reakéni dobou.
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Schéma 33: Ptiprava tripeptidovych Weinreb amidi a aldehyda

i EDCI-HCI, HOBt, K;COs, DCM, 2 h, 25 °C; ii LIHMDS, O,N-dimethylhydroxylamin, suché THF, 1 h
pfi -20 °C, pak 2 h pii -10 °C, 16 h — 25 °C; iii LiAlH4 (2 ekv), suché THF, 6 h pfi -8 °C; iv Hy, 10%
Pd/C, EtAc, 3 h, 25 °C; v LiAlH: (6 ekv), suché THF, 3 h pti -8 °C;

Celkem bylo pfipraveno 27 originalnich tripeptidovych salicylamidd, z nichZ nese
6 methylesterovou, 8 Weinreb amidovou, 11 aldehydovou a 2 alkoholovou funk¢ni
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Obriazek 38 Ptipravené trlpeptldove Weinreb amidy, aldehydy a alkoholy (26a- f 27a i, 28a,b, 29a,b,
30a,b).

96



VYSLEKY A DISKUZE

3.2.4 Porovnani syntetickych pristupi

Oba navrzené postupy byly testovany, pficemz prvni popsany postup, tzv. Metoda
stavebniho bloku, se pfili§ neosvédcil zejména z diivodu problematického posledniho
reakéniho stupné a obecné nizkého wthrnného vytézku. Bylo pfipraveno nekolik
sloucenin, na kterych bylo prokazano, Ze se kvalitativné neli$i od stejnych molekul
ptipravenych metodou postupné vystavby peptidového fetézce. Veskeré slouceniny byly
pro nasledné testovani biologickych aktivit pfipraveny druhou popsanou metodou
spocivajici v postupné vystavbé peptidového fetézce. Sérii vhodnych optimalizaci se
podaftilo zvysit vytézky jednotlivych syntetickych stupiiti této metody stejné jako zvetsit
jejich objem na vyssi desitky grami, coz se pozitivné podepsalo na celkové rychlosti
prace s minimem ztrat. ZvySeni vytézkl zaroven poskytlo dostatek materialu pro

ptipravu kombina¢né bohaté skupiny cilovych molekul.

3.25 Biologické aktivity novych salicylamidu

Antiproliferativni aktivita

Nové piepravena série O-Bn salicylamidi s di-/tripeptidovym motivem,
skladajicich se z opticky cistého L-leucinu a L-fenylalaninu nebo jejich kombinace a
zakonéenych esterovou (25), Weinreb amidovou (17, 20, 21, 23, 26, 28) nebo
aldehydovou skupinou (22, 24, 27, 29), byla testovana pro své antiproliferativni aktivity
proti nékterym kmentim nadorového bujeni (K562, CEM, U266). Vysledky
pozorovanych aktivit uvadi Tabulka 13. Série estert (25) a Weinreb amida (17, 20, 21,
23, 26, 28) si ve srovnani s pfedchazejicimi publikacemi zachovaly aktivity Glso ve
sttedné-mikromolarnim rozpéti.##?%° V ramci série nové pripravenych Weinreb amida
jsou ale patrné lepSi aktivity u derivatd s tripeptidovym fetézcem (28a,b,
Glso = 16,3-32,8 uM), neZz u derivatd s mono- nebo dipeptidovym fetézcem (21a,b,
23a-d, Glsp = 48,2-100 puM). Obstojné aktivity byly pozorovany pro salicylamidy
nesouci aldehydovou funkéni skupinu (22, 24, 27, 29). Vsechny aldehydy, obsahujici
v molekule tripeptidovy motiv, dosahuji stfedné-nanomolarnich aktivit (27a-i,
Glso = 0,15-1,45 uM). Oproti tomu aldehydy s dipeptidovym motivem dosahuji aktivit
pouze stfedné-mikromolarnich hodnot (22a-d, Glsp = 11,0-37,0 uM). Stejny trend je dle
naméfenych aktivit zjevny také u debenzylovanych derivati (24, 29a,b). Bunécny kmen
mnohoc¢etného myelomu U266 se vici testovanym latkam projevil jako velmi citlivy.

Latka 279 vykazala proti kmenu U266 nejlepsi aktivitu 0,15 uM.
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Vysledky ukazuji, Ze délka peptidového fetézce aldehydovych derivata je dilezita
pro zamyslenou aktivitu. DalSim délezitym aspektem, ktery ma dle naméfenych
vysledkt prokazatelny vliv na Glsp, je pfitomnost fenylalaninu ptimo vedle aldehydové
funk¢ni skupiny. Tyto derivaty dosahuji vuéi U266 vysSich Glso nez ty, které na této
pozici nesou leucin, viz porovnani aktivit derivata 27h, 27i oproti 27e-g nebo 27d
oproti 27a-c. Stejna tendence je patrna také u debenzylovanych salicylamidt 29b oproti
29a.

Tabulka 13: Antiproliferativni a antiproteasomalni aktivity pfipravenych salicylamidu, série P

2-4
O AR
Cl X
N
0]
Q
R1

n=1,23
. Glso (uM)? Proteasomalni
Prod. n R Zabudované X inhibice
aminokyseliny K562 CEM U266 ICso (uM) 2
18a 1 Bn L-Phe H 33,3 17,7 63,8 >1
18b 1 Bn L-Leu H 23,6 24,3 55,8 >1
20a 1 Bn L-Phe NCH3;OCH3 50,9 65,2 92,3 NT
20b 1 Bn L-Leu NCH3;OCH3 42,7 45,2 54,1 NT
2la 1 H L-Phe NCH3;OCH3 99,1 55,5 72,4 NT
21b 1 H L-Leu NCH3;OCH3 | >100 58,6 >100 NT
17a 2 Bn L-Phe-D-Leu NCH3;OCH3 25,8 32,2 67,4 NT
17b 2 Bn L-Leu-L-Phe NCH3;OCH3 22,5 19,5 81,9 NT
17c 2 Bn L-Leu-L-Leu NCH3;OCH3 33,2 22,2 35,2 NT
17d 2 Bn L-Phe-L-Phe NCH3;OCH3 29,6 28,6 72,1 NT
22a 2 Bn L-Phe-DL-Leu H 17,3 15,1 17,7 >1
22b 2 Bn L-Leu-L-Phe H 16,3 11,0 14,8 >1
22¢ 2 Bn L-Leu-DL-Leu H 21,0 16,3 37,0 >1
22d 2 Bn L-Phe-L-Phe H 27,1 15,5 21,7 >1
23a 2 H L-Phe-L-Leu NCH3;OCH3 90,9 64,1 71,6 NT
23b 2 H L-Leu-L-Phe NCH3;OCH3 93,6 48,2 79,2 NT
23c 2 H L-Leu-L-Leu NCH3;OCH3 98,1 63,0 69,0 NT
23d 2 H L-Phe-DL-Phe NCH3;OCH3 79,5 54,2 68,7 NT
24 2 H L-Leu-L-Phe H 57,9 27,7 64,9 >1
25a 3 Bn L-Leu-L-Leu-D-Leu OMe >100 51,0 82,0 NT
25b 3 Bn L-Leu-L-Leu-L-Leu OMe 87,5 48,4 84,9 NT
25¢ 3 Bn L-Leu-L-Leu-L-Phe OMe 70,3 314 72,2 NT
25d 3 Bn L-Leu-L-Phe-L-Leu OMe 58,5 48,5 83,7 NT
25e 3 Bn L-Leu-L-Phe-D-Leu OMe 100 68,2 88,5 NT
25f 3 Bn L-Leu-L-Phe-L-Phe OMe 72,0 48,0 82,1 NT
26a 3 Bn L-Leu-L-Leu-D-Leu NCH3;OCH3 34,0 11,5 23,7 NT
26b 3 Bn L-Leu-L-Leu-L-Leu NCH3;0OCH3 55,6 30,6 55,2 NT
26¢ 3 Bn L-Leu-L-Leu-L-Phe NCH3;OCH3 442 15,1 47,2 NT
26d 3 Bn L-Leu-L-Phe-L-Leu NCH3;OCH3 16,4 19,0 48,6 NT
26e 3 Bn L-Leu-L-Phe-D-Leu NCH3;OCHg3 28,9 17,6 22,6 NT
26f 3 Bn L-Leu-L-Phe-L-Phe NCH3;0OCH3 34,7 35,7 56,3 NT
27a 3 Bn L-Leu-L-Leu-DL-Leu H 0,61 0,49 0,2 0,099
27b 3 Bn L-Leu-L-Leu-L-Leu H 0,76 0,41 0,20 0,057
27¢ 3 Bn L-Leu-L-Leu-D-Leu H 0,98 0,58 0,38 0,182
27d 3 Bn L-Leu-L-Leu-DL-Phe H 1,05 0,79 0,54 0,197
27e 3 Bn L-Leu-L-Phe-L-Leu H 1,04 0,43 0,17 0,067
27f 3 Bn L-Leu-L-Phe-D-Leu H 0,73 0,40 0,21 0,075

Pokracovani tabulky na dalsi strané
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Tabulka 13 pokracovani

279 3 Bn L-Leu-L-Phe-DL-Leu H 0,57 0,28 0,15 0,090
27h 3 Bn L-Leu-L-Phe-L-Phe H 1,45 0,44 0,40 0,110
27i 3 Bn L-Leu-L-Phe-DL-Phe H 1,28 0,40 0,46 0,168
28a 3 H L-Leu-L-Phe-L-Leu  NCH3OCHs; | 30,9 17,2 32,8 NT
28b 3 H L-Leu-L-Phe-L-Phe ~ NCH3;OCH3 22,2 16,3 24,1 NT
29a 3 H L-Leu-L-Phe-L-Leu H 2,10 0,78 0,67 2,37
29b 3 H L-Leu-L-Phe-L-Phe H 6,90 2,30 2,23 0,740
30a 3 H L-Leu-L-Phe-L-Leu CH:0OH 22,4 8,45 11,8 NT
30b 3 H L-Leu-L-Phe-L-Phe CH:0OH 27,3 10,8 18,9 NT
Bortezomib 0,007 0,001 0,001 0,004

2 Hodnota je primérnym vysledkem nejméné dvou méfeni. NT — netestovano

In vitro antiproteasomalni a apoptotické aktivity

Z diivodu strukturni podobnosti pfipravenych latek, S jiz pouZivanymi inhbitory
proteasomu, a diky pozorovanym cytotoxickym aktivitdim proti kmenu buné¢k U266,
byly ptipravené salicyl aldehydy (18a,b, 22a-d, 24, 27a-i, 29a,b) testovany na inhibici
20S proteasomu. Testy byly provadény luminiscentni analyzou (Proteasome-Glo™
assay) a byly zaméteny na inhibici vSech tii typt podjednotek (B1, B2 a p5). Ackoliv je
alespont minimalni koinhibice vSech proteolytickych podjednotek nezbytna, majoritni
ihibice B5 podjednotky je stale povazovana za zasadni a pravé na inhibici podjednotky
B5 byly provadéné testy soustfedény. Vysledky cytotoxicity uvedené Vv tabulce
dokladaji, ze testované molekuly vykazuji ICso ve stfedné-molarni mife v rozmezi
57,0-197 nM, coz je ve srovnani s aktivitou bortezomibu desetkrat vyssi, viz Tabulka
13. De/benzylované derivaty nesouci fenylalanin vedle koncové aldehydové skupiny
vykazuji vyssi ICso aktivity neZ derivaty nesouci na této pozici leucin. Bunécéné testy
vyuzivajici fluorogenich substratli potvrzuji, Ze testované latky projevuji preferenci

k chymotrypsinovym 5 podjednotkam, viz Tabulka 14.
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Tabulka 14: Antiproteasomani aktivity novych salicylamidi

o /R2-4
cl H X
0 - 1,2,3
R1
Rezidualni aktivity (%)?
1 Zabudované 10puM pii koncentraci
Prod. n R aminokyseliny X p1 p2 BS
kaspaza trypsin chymotrypsin

18a 1 Bn L-Phe H 53,0 70,2 70,8
18b 1 Bn L-Leu H 68,2 57,5 68,8
22a 2 Bn L-Phe-DL-Leu H 39,9 92,0 95,0
22b 2 Bn L-Leu-L-Phe H 67,8 85,9 85,2
22¢ 2 Bn L-Leu-DL-Leu H 35,3 88,1 84,3
22d 2 Bn L-Phe-L-Phe H 71,5 78,4 97,3
24 2 H L-Leu-L-Phe H >100 81,0 >100
27a 3 Bn L-Leu-L-Leu-DL-Leu H 39,2 64,2 10,4
27b 3 Bn L-Leu-L-Leu-L-Leu H 34,6 54,2 11,8
27¢ 3 Bn L-Leu-L-Leu-D-Leu H 35,5 74,3 18,0
27d 3 Bn L-Leu-L-Leu-DL-Phe H 66,2 48,4 27,9
27e 3 Bn L-Leu-L-Phe-L-Leu H 40,2 42,5 10,6
27f 3 Bn L-Leu-L-Phe-D-Leu H 19,7 >100 20,7
279 3 Bn L-Leu-L-Phe-DL-Leu H 74,6 81,8 13,4
27h 3 Bn L-Leu-L-Phe-L-Phe H >100 47,2 25,8
27i 3 Bn L-Leu-L-Phe-DL-Phe H >100 62,3 29,1
29a 3 H L-Leu-L-Phe-L-Leu H 28,9 72,6 27,9
29b 3 H L-Leu-L-Phe-L-Phe H 73,5 84,2 71,7

2 Hodnota je primérnym vysledkem nejméné dvou méfeni.

K potvrzeni cileni testovanych salicylamidi na proteasom a stanoveni kinetiky
inhibice byl pfipraven test za pomoci zelené fluoreskujiciho proteinu (GFP) spojeného
s tzv. degronem.®® Degron je kratky peptidovy motiv, ktery je proteasomem rychle
rozkladan 399311 Pokud proteasom funguje spravné, je degron rozlozen a GFP (zelené
zbarveni) se neprojevi. Pfi vystaveni bunék inhibitorim dochdzi k zablokovéni
proteasomu, nerozlozeny komplex GFP-degron se nahromadi a zasazena bunka se
zbarvi zelené. Test je monitorovan a vyhodnocovan pomoci metod zobrazeni zivych
bun&k (IncuCyte ZOOM® live-cell imaging microscope), viz Obrazek 39. Vysledky
méfeni jsou porovnany s dvéma kontrolnimi vzorky, S buikami bez vystaveni
inhibitordm a s bunikami vystavenymi bortezomibu. VSechny testované latky vykazaly
prvni GFP signaly po pfiblizné 9 hodinach po aplikaci inhibitorti, viz Obrazek 40
(A - 27g, B — bortezomib) a Priloha 1.

Obrazek 40A (vpravo) zobrazuje proliferaci bunék po dobu 72 hodin.
Koncentrace 0,2 uM latky 279 byla pfili§ nizkd a neméla na Zivotaschopnost
testovanych bunék po celou dobu experimentu (72 hodin) zadny vliv. Nejnizsi

koncentraci, u které byla nejdiive pozorovana apopticka aktivita, byla v ¢ase 54 hodin
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0,78 uM. Z grafu je patrné, ze latka 279 (az do koncentrace 1,56 uM) po dobu prvnich

24 hodin nevykazovala zadny vliv na proliferaci bun€k substratu. V pribéhu

nasledujicich 48 hodin doslo u tohoto vzorku Kk pferuseni proliferace u smrti bunék.

Maximalni pouzita koncentrace (6,25 uM) se pro testované bunky stala po 16 hodinach

toxickou, proto byl pravdépodobné pozorovan pokles GFP signdlu, viz Obrazek 40A

(vlevo).

Obrizek 39: Casovy pribéh inhibice proteasomu

CTRL

Oh

8h

24h

Bortezomib (50 nM)

27g (1.5 uM)

Obrazek 40: Inhibice ubiquitin-protesomalniho systému salicylamidem 279 (A) a bortezomibem (B)
Grafy vlevo udavaji pocet zelenych objektii (bunék se zelenou odezvou nahromadéného GFP) na 1 mm?.
Grafy vpravo udéavaji miru proliferace bunék po dobu 72 hodin.
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3.3 ZAKLADNI VZTAHY MEZ|I STRUKTUROU A
BIOLOGICKOU AKTIVITOU

Ackoli spolu pfipravené molekuly velmi blizce souvisi a strukturné ze sebe
navzdjem vychazeji, je mozné je zamérem jejich pfipravy zaradit do dvou skupin.
Celkem bylo pfipraveno 64 originalnich latek, které poskytuji dostatecné mnozstvi
udaji pro vyvozeni zavéri co do vztahu jejich struktury k pozorované aktivité. Tyto
poznatky jsou diilezitym vysledkem piedkladané prace, ponévadz mohou pomoci pii

dalsim planovani a rozvoji tohoto védeckého tématu, které skryva zna¢ny potencial.

3.3.1 Porovnani salicylamidi sérii L, N a O

Prvni skupinou posuzovanych slouéenin jsou salicylamidy S jednou nebo dvéma
aminokyselinami zakoncéené alifatickym nebo allylovym amidem (N - 10a-e,
O - 11a-d), které byly vytvotfeny za G¢elem doplnéni studie zkoumajici vztah struktury

a pozorované biologické aktivity u salicylamidu série L (jedna aminokyselina, anilin).

Stiedné¢ mikro-molarni antiproliferativni aktivity vi¢i kmenu leukemie K562
(ICs0 = 2,5-5,9 uM) a rakoviny prsu MCF-7 (ICso = 1,9-8,8 uM) se projevily zejména u
derivati bez ochranné benzylové skupiny, s pozici 5 na salicylovém motivu
substituovanou chlorem a s elektronakceptorni substituci na anilinovém motivu (4-Cl,
4-Br, 4-CFs, 3-CFs, 3,4-diCl). Co do pfitomné aminokyseliny (cyklohexylalanin,
fenylalanin, leucin, terc-leucin) je preferovana stericky objemnéj$i skupina pied

mensimi (glycin, alanin).34

Série latek O pfipravena védeckym kolektivem doc. Ing. Alese Imramovského,
Ph.D. (Tabulka 12) pfinesla oproti pivodni sérii L strukturni Gpravu spocivajici
v prodlouzeni peptidového motivu 0 jednu aminokyselinu. Ptipravené latky dosahly
srovnatelnych stfedné-mikromolérnich antiproliferativnich aktivit vici kmentim
leukemie K562 (ICso = 3,7-7,5 uM) a leukemie CEM (ICsp = 2,6-7,9 uM).
NejperspektivngjSich osm latek bylo vybrdno k dal$im testim vac¢i kmenim kozniho
melanomu G361 (ICso = 4,5-11,5 uM), rakoviny prsu MCF-7 (ICso = 3,6-7,3 uM) a
rakoviny stteva HCT-116 (ICso = 2,8-5,8 uM). Opét bylo potvrzeno, ze pro dosazeni
niz§ich aktivit jsou vhodné&j8i derivaty bez benzylové ochranné skupiny a
s elektronakceptornimi skupinami na anilinovém motivu (4-CFs, 3,4-diCl). Anilinovy
motiv byl v nékterych pfipadech nahrazen heterocyklickymi strukturami (thiazol-2-yl,

morfolin-1-yl). Tyto derivaty ale nedosahly pozadovanych antiproliferativnich aktivit.

102



VYSLEKY A DISKUZE

Pti konstrukci peptidového motivu bylo vyuzito vyhradné leucinu, fenylalaninu nebo
jejich kombinaci. NizSich aktivit dosahovaly latky, které mély na druhé pozici leucin.
Ptipravené derivaty série O dosahly srovnatelnych antiproliferativnich aktivit s piivodni
sérii L. Prodlouzeni peptidového fetézce o jednu aminokyselinu nevedlo k vyraznému

zlepseni pozorovanych aktivit.3%

Salicylamidy s jednou nebo dvéma aminokyselinami a zakoncené alifatickym
nebo allylovym amidem (Tabulka 11, N - 10a-e, O - 1la-d) dosahly vi¢i kmentim
leukemie (K562, THP-1, CEM) stfedné-mikromolarnich antiproliferativnich aktivit
v fadu vyssich desitek uM (Glso = 14,4-93,3 uM). To je ptiblizné o fad vyssi vysledek
V porovnani s pivodni sérii L nebo sérii O. Nahrada anilinového motivu za alifaticky
nebo allylovy neni vhodnou strukturni Upravou pro zlepSeni biologickych aktivit za

danym ucéelem.?®

3.3.2 Salicylamidy jako inhibitory proteasomu

Inhibice proteasomu je perspektivni metodou 1é¢eni celé Skaly nadorovych
onemocnéni. V soucasnosti existuje né¢kolik schvalenych prostredkt, které se za timto
ucelem jiz v klinické praxi vyuZzivaji. Zaroven se u nich postupné objevuji vice ¢i méné
zavazné vedlejsi Uc€inky, které komplikuji pacientim 1é€bu, snizuji kvalitu jejich Zivota
nebo maji za nasledek pireruseni a nedokonCeni 1é¢by a stim spojené nasledné
komplikace. Ztéchto divodiu je objevovani novych a schopnéjSich inhibitord
proteasomu s mén¢ zavaznymi vedlejSimi u¢inky komplikovand a naro¢nd, ale soucasné

nezbytna ¢innost pro zvySovani kvality zivota lidi s rakovinou.

Druhou skupinou sloucenin jsou salicylamidy vytvofené za ti¢elem studia jejich
cytotoxickych aktivit vi¢i kmeniim nadorového bujeni a jejich schopnosti inhibovat
proteasom a zpusobovat apoptozu (17a-d, 18a,b, 19, 20a,b, 21a,b, 23a-d, 22a-d, 24,
26a-f, 27a-i, 28a,b, 29a,b, 30a,b).

Vliv pritomnosti ochrany fenolického hydroxylu

Pro molekuly bez ohledu na koncovou funkéni skupinu, délku nebo konfiguraci
peptidového fetézce plati, ze slouceniny s pfitomnou benzylovou ochrannou skupinou
na fenolickém hydroxylu dosahuji nizSich antiproliferativnich aktivit neZ odchranéna
analoga téchto sloucenin. Piikladem je porovnani aktivit slouc¢enin 20a,b —21a,b,
17a-d — 23a-d, 22b — 24, 26d,f — 28a,b, 27¢,h — 29a,b, viz Tabulka 13. Pti¢inou je

pravdépodobné polarni charakter uvolnéné hydroxylové skupiny, ktery tvoii piekazku
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molekuly inhibitoru v nebranéném prostupu dovniti proteasomu. V diivéjsich

WV

publikacich bylo pro puvodni salicylanilidy zjisténo, ze t&zisté jejich
antimykobakterialnich aktivit spo¢ivd pravé ve volné hydroxylové skuping %312 Je
patrné, ze mechanismus ucinku je v jednotlivych pfipadech odlisny, coz sebou nese

rozdilné preference co do vlastnosti a strukturnich motivi jednotlivych sloucenin.
Vliv funkéni skupiny a délky peptidového motivu

Hlavnimi strukturnimi aspekty, které maji nejzdsadnéjSi vliv na aktivitu
prezentovanych sloucenin, je délka peptidového fetézce a funkéni skupina. Aldehyd se
bez piekvapeni ukazal jako nejvhodnéjsi zakonceni testovanych latek. V piipadé délky
peptidového fetézce dosahuji nejnizsich aktivit derivaty s delSim fetézcem. Nejnizsich
antiproliferativnich aktivit dosahuji aldehydy s tripeptidem (27a-i,
Glso = 0,15-1,45 uM), aldehydy sdipeptidem dosahuji vysSich aktivit (22a-d,
Glso = 11,0-21,1 uM) a aldehydy pouze sjednou aminokyselinou dosahuji aktivit

srovnatelnych s ostatnimi méné aktivnimi molekulami (18a,b, Glso = 17,7-63,8 uM).

Vyuziti Weinreb amidu pro inhibici proteasomu nebylo v dostupné literatuie
doposud popsano, ackoliv se k tomu elektronakceptorni povaha Weinreb amidové
funkéni skupiny ptimo nabizi. Pro pozorované aktivity plati obé vySe zminéna pravidla
o niz$i aktivité u deriavt s pritomnou benzylovou skupinou a o nizsi aktivit€ u derivati
s delsim peptidovym fetézcem. Nejnizsich antiproliferativnich aktivit dosahuji Weinreb
amidy s tripeptidem (26a-f, Glso =11,5-56,3 uM), derivaty s dipeptidem dosahuji
vysSich (17a-d, Glsop=19,5-81,9 uM) a derivaty pouze s jednou aminokyselinou
nejvyssich aktivit (20a,b, Glso = 42,7-92,3 uM). Weinreb amidy bez benzylové chranici
skupiny (21a,b, 23a-d, 28a,b) dosahuji aktivit v rozmezi 16,3->100 uM.

Methylesterové derivaty (25a-f, Glso = 31,4->100 uM) jsou bez aktivity z divodu
absence vhodné odstupujici funkéni skupiny, ktera by svou reaktivitou umoznila

inhibovat proteasom popsanym mechanismem.
Vliv aminokyseliny pfitomné na posledni pozici

Poslednim strukturnim trendem, ktery ma prokazatelné vliv na pozorovanou
antiproliferativni aktivitu, je typ aminokyseliny pfitomné na pozici pfimo vedle funkéni
skupiny. Pokud je na pozici leucin, je aktivita slou¢enin nizsi nez v piipad¢, ze je na této
pozici fenylalanin. Za ucelem ovéfeni tohoto tvrzeni byly cilené piipraveny derivaty

nesouci v dané pozici D-Leu a racemicky DL-Leu. Vzhledem k ptedchazejicimu zjisténi,

104



VYSLEKY A DISKUZE

7e derivaty s leucinem poskytuji lep$i aktivity, nebyly odpovidajici molekuly s D-Phe
syntetizovany. Ve skuping salicylamidu s tripeptidem a aldehydovou funkéni skupinou
(27) byly piipraveny dvé trojice sloucenin o stejné konfiguraci aminokyselin liSici se
pouze ve sterické orientaci leucinu na posledni pozici (27a-c, 27e-g). V obou trojicich
U dalsich derivati v ramci téchto trojic jiz neni mozné vyvodit jednoznacény zavér,
protoze v jednom piipadé¢ (L-Leu-L-Leu-D/L-Leu) dosahuje nizSich aktivit derivat
s L-Leu (27b) oproti derivatu s D-Leu (27¢). Ve druhém piipadé (L-Leu-L-Phe-D/L-Leu)
je situace opacna a niz8ich aktivit dosahuje derivat s D-Leu (27f) oproti derivatu s L-Leu
(27e). Duvodem je pravdépodobné tvar zbyvajici Casti peptidového fetézce, ale pro
takové tvrzeni by bylo potieba pfipravit rozsahlejsi sérii moznych kombinaci. Aktivity
téchto dvou trojic latek jsou mezi sebou srovnatelné, li§i se pouze na trovni desetin pM
a pohybuji se v rozmezi 0,15-1,04 uM. VSech Sest sloucenin patii mezi nejvice aktivni a
nejperspektivnéjsi latky celé dizertacni prace. U jinych dvojic molekul (methylestery
25a — 25b, 25d — 25e, Weinreb amidy 26a — 26b, 26d — 26e) lisicich se sterickou
konfiguraci leucinu na posledni pozici nebylo mozné vyvodit jednoznacny zavér ze
vztahu jejich struktury a pozorované aktivity, ale ponévadz dosazené antiproliferativni
aktivity téchto sloucenin jsou o dva fady vy$$i nez u série aldehydt 27, neni jim

vénovana dalsi pozornost.

DalS§im pfedmétem testovanym v ramci proteasomalni inhibice bylo urceni
selektivity sloucenin vic¢i jednotlivym proteolytickym lokalitdim na wvnitini strané
chymotrypsionové B5 podjednotky, pro spravny efekt je nutnd alespoil minimalni
koinhibice kapsadzové Bl a trypsinové B2 podjednotky. Pozorované rezidualni aktivity
(Tabulka 14) potvrdily, ze testované latky jsou v souladu s obecné prevladajicim
nazorem a pii inhibici davaji pfednost B5 podjednotce. Toto zjisténi je v souladu
S pozorovanymi aktivitami jiz schvalenych inhibitorti proteasomu jako je bortezomib

nebo carfilzomib.

Cvwr

latka 27e (ICso = 0,067 uM, bortezomib ICso = 0,004 uM), pro dalsi testy byla vybrana
molekula 27g (ICso = 0,090 uM) z dtivodu nejnizsi dosazené antiproliferativni aktivity
va¢i mnohacetnému myelomu U266 (Glsp = 0,15 uM). Latka 279 dosahuje

v koncentraci 1,5 uM v ¢ase 24 hodin stejné antiproteasomalni aktivity jako bortezomib
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v koncentraci 50 nM (Obrazek 39). Rozdil dvou fadu v pozorované aktivité je vyrazny,
pro latku 27g nemusi byt ale nutné negativni. V soucasnosti existuje n¢kolik sloucenin
schvalenych pro 1écbu mnohacetného myelomu metodou proteasomalni inhibice, u
kterych se postupné objevuji vice ¢i méné zavazné vedlejsi u¢inky. Inhibice proteasomu
je stale se rozvijejicim zplsobem terapie nadorovych onemocnéni, kde je neustala

potieba novych latek.
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4. ZAVER

Resersni Cast predkladané dizertacni prace se podrobné zaméiuje na nékolik
témat, ktera svym prunikem vytvaii dikladné informacni podklady pro vlastni
syntetickou praci a davaji ji ucel a smysl. Literarni reSerSe se zamétuje na popsané
biologické vlastnosti, metody syntézy a perspektivu salicylamidf. Dal§im podrobné
popsanym tématem je syntéza peptidu zaméfena na pouzivana Cinidla a aditiva a jejich
vyhody a omezeni. Kapitola dale popisuje pfiiny, pribéh a moznosti analyzy a
kvantifikace racemizace pii peptidové syntéze, stejn¢ jako klasické a moderni pfistupy
k syntéze peptidi, tzn. syntéza v roztoku, na pevné fazi nebo automatizovana syntéza.
V posledni ¢asti se reSerSe soustiedi na funkci bunééného proteasomu a disledky jeho
inhibice, které je mozné vyuzit vterapii fady nadorovych onemocnéni, napf.
mnohocetného myelomu nebo karcinomu prsu nebo tlustého stfeva. Soucasti prace je
také prehled tradi¢nich a nové testovanych inhibitorti proteasomu.

V pocatku syntetické prace bylo ptipravou modelovych sérii latek zjisténo, Ze
baze v pribéhu reakéni. Pravou pficinou je kombinace pouzivanych amidaénich ¢inidel
a reakénich podminek v priabéhu amidace. Usp&$né provedenou sérii optimalizaci byly
ziskany idealni reakéni podminky, vzajemné poméry Cinidel a vhodné reakcni Casy pro
provadéni amidace s minimalni racemizaci. Pomér jednotlivych diastereomert je tak
96:4. 4 % druhého izomeru je na hranici detekénich moznosti NMR méfeni.
Optimalizaci doSlo k vyraznému zkraceni reakéni doby amidace z 20 hodin na 1 hodinu.
Vymeénou pouzivaného karbodiimidu se podatilo zjednodusit ¢iSténi produktu amidace
od stop DCU a ostatnich vedlejsich produkti. Dal§im disledkem vymény pouzivaného
karbodiimidu bylo zvySeni vytéZku amidace z primérnych 65 % na 90 %, jakoz i
moznost zvétSeni nasady reakce na vyS$$i desitky gramt. Tabulka 10 shrnuje vyvoj
reak¢énich podminek amidace a s nimi dosazené vysledky enantiomernich ptebytkli u

modelovych molekul 5a-i-iv.

Priprava série salicylamidi zakoncenych alifatickym amidem nebo allylamidem
(N - 10a-e, O -1la-d) byla provedena metodou postupné vystavby. Pfi porovnani
dosazenych antiproliferativnich aktivit vii¢i kmentim leukemie (K562, THP-1, CEM) s
puvodni sérii L nebo sérii O ptipravenou V ramci védeckého kolektivu, dosahuji latky
vysSich  stfedné-mikromolarnich ~ aktivit ~ viadu  vyssich  desitek  puM
(Glso = 14,4-93,3-uM). Nahrada anilinového motivu za alifaticky nebo allylovy neni
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vhodnou upravou, ktera by méla pozitivni vliv na antiproliferativni aktivitu vaci
testovanym kmenim leukemie. Pro zamyslené ucely se nejlépe osvédcily salicylamidy
sjednou nebo dvéma aminokyselinami, Sleucinem na druhé pozici a s anilinem
substituovanym silné elektronakceptornimi skupinami (4-Cl, 4-Br, 4-CF3, 3-CFs,
3,4-diCl).

Pro ptipravu druhé série salicylamidii byly navrzeny a experimentalné ovéfeny
dva syntetické piistupy. Prvni testovana Metoda stavebniho bloku, kdy je funkéni
skupina pfipravena separatn¢ na posledni aminokyseling, aby ta byla nasledn¢ napojena
ve smyslu amidace na salicylamidovy substrat, byla pouzita pro piipravu dvou
dipeptidovych Weinreb amida (17a,b), ze kterych je dale mozné piipravit piislusné
aldehydy redukci funkéni skupiny. Co do kvality ptipraveného Weinreb amidu jsou obé
metody srovnatelné. Nizkym thrnym vytézkem (Schéma 30, 2a,b — 14a,b, 35 %) je
ale metoda stavebniho bloku velmi nehospodarna. Hlavnim ucéelem zvolené metody
byla ptiprava epoxyketonové funkéni skupiny, kterd se popsanym zplisobem nezdafila.
Posledni krok syntézy, ackoliv byl v literatufe popsan, nevedl k uspé$né izolaci
finalniho stavebniho bloku s epoxyketonovou funkéni skupinou. | kdyby se tento
reakéni stupen podafilo provést uspésné, opét by se jako vyznamny negativni faktor
projevila nehospodarnost celé metody (Schéma 30, 2b — 16, 9 %). Od vyuzivani
Metody stavebniho bloku bylo v disledku popsanych problémi nadale upusténo stejné

jako od dalsich pokust o zavadéni epoxyketonové funkéni skupiny.

Druha testovand Metoda postupné syntézy spociva ve vystavbé peptidového
fetézce na kyselin¢ salicylové, kdy je funkcéni skupina zavedena az na Uplny zaveér.
Zéasadnim problémem metody byla racemizace pozorovanid po zavedeni druhého
stereogenniho centra do molekuly u dipeptidovych derivati. Provedenim rozsahlych
optimalizaci podminek amidace se podafilo racemizaci potla¢it. Dalsim efektem
provedenych uprav bylo vyrazné zrychleni syntézy za soucasného zvyseni vytézki
jednotlivych syntetickych stupiit. Usp&$né byl tak proveden scale-up jednotlivych
krokt, kdy se objem piipravovanych produktt zvysil z jednotek grami na vyssi desitky
gramil. ZvysSeni vytézki poskytlo Vredlném cCase dostatek materidlu pro piipravu

kombinaéné bohaté skupiny cilovych molekul.

Veskeré slouceniny pro nasledné testovani biologickych aktivit byly
syntetizovany metodou postupné syntézy. Timto zpisobem byla pfipravena sada 46

originalnich salicylamidtu s peptidovym fetézcem z leucinu, fenylalaninu nebo jejich
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kombinaci. Latky byly charakterizovany a testovany na aktivitu proti kmentim leukemie
a mnohocetnému myelomu. Neékteré ze salicylamidi prokazaly antiproliferativni
aktivitu proti proteasomu mnohocetného myelomu Vv nanomolarnim rozsahu. Byla
potvrzena souvislost mezi proteasomalni inhibici a antiproliferativni aktivitou u vSech
tii testovanych bunécnych kmeni. Nejperspektivnéjsi sloucCeniny vykazaly bunécné
efekty odpovidajici proteasomalni inhibici a indukci apoptézy u bunék mnohacetného

myelomu.

Pro molekuly, bez ohledu na koncovou funk¢ni skupinu, délku nebo konfiguraci
peptidového fetézce plati, Ze slouceniny s pfitomnou benzylovou ochrannou skupinou
na fenolickém hydroxylu dosahuji nizSich antiproliferativnich aktivit nez odchranéna
analoga téchto sloucenin. Pfi¢inou je pravdépodobné polarni charakter uvolnéné
hydroxylové skupiny, ktery tvofi pfekazku molekuly inhibitoru v nebrdnéném prostupu
dovnité bilkovinového komplexu, proteasomu. Hlavnimi strukturnimi aspekty, které
maji nejzasadnéj$i vliv na aktivitu prezentovanych sloucCenin, je délka peptidového
fetézce a funkcéni skupina. Aldehyd se bez piekvapeni ukézal jako nevhodnéjsi
s delSim fetézcem. Poslednim strukturnim trendem, ktery ma prokazatelné¢ vliv na
pozorovanou antiproliferativni aktivitu, je typ aminokyseliny pfitomné na pozici piimo
vedle funk¢ni skupiny. Pokud je na pozici leucin, je aktivita sloufenin niz8i nez
Vv pfipadé€, Ze je na této pozici fenylalanin. Testované molekuly preferuji pfi inhibici
proteasomu chymotrypsinovou B5 podjednotku, coz je v souladu s trendem, ktery je
V soucasnosti pozorovan u schvalenych inhibitord proteasomu jako je brotezomib nebo
carfilzomib. Latka 279 dosahuje v koncentraci 1,5 puM v céase 24 hodin stejné
antiproteasomalni aktivity jako bortezomib v koncentraci 50 nM. Rozdil dvou fada
v aktivité nemusi byt pro latku 27g nutné negativni. Inhibice proteasomu je stale se
rozvijejici metodou léceni celé Skaly nadorovych onemocnéni, a ikdyz v sou€asnosti
existuje n€kolik schvalenych prostredkti, postupné se u nich objevuji vice ¢i méné
zavazné vedlejsi ucinky. Ty komplikuji 1é€bu, snizuji kvalitu Zivota pacientll nebo maji
za nasledek nedokonceni 1écby, které muze vést k relapsu nemoci nebo ziskani imunity
viuci pouzivané 1é¢be. Z téchto diivodi je objevovéani novych inhibitorti proteasomu

s mén¢ zavaznymi vedlej$imi ucinky dulezita Cinnost.
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VSechny ptipravené slouceniny byly plné charakterizovany za pomoci NMR,
Maldi-TOF, elementarni analyzy, IC a, kde to povaha latky dovolila, zmé&fenim bodu
tani. Celkem 73 latek publikovanych v této praci je originalnich. Vysledky predkladané
dizerta¢ni prace byly prezentovany na nékolika domacich i zahraniénch konferencich a

byly publikovany ve dvou védeckych publikacich.
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5, EXPERIMENTALNI CAST
5.1 OBECNE METODY

Rozpoustédla, chemikalie a ¢inidla pouzita pii syntéze byla zakoupena od firem
Sigma-Aldrich, TCI Europe, Acros Organics, Fluorochem, Lach-Ner nebo Merck a byla
pouzita bez dalsiho ¢isténi. Suchy THF byl vzdy Cerstvé destilovan za suseni kovovym
sodikem a detekci pomoci benzofenonu. Tenkovrstva chromatografie byla provadéna na
aluminiovych destickach potazenych vrstvou silikagelu Si02 60 Fzs4 o tloust’ce 0,2 mm
(Merck) s vizualizaci pomoci UV lampy (254 nebo 360 nm). Vizualizace alifatickych
motivi molekuly byla provadéna pomoci 5% roztoku kyseliny fosfomolybdenové
v ethanolu. Body tani byly stanoveny bud v kapilarach na pfistroji Biichi B-540.
Produkty byly cistény klasickymi laboratornimi metodami jako krystalizace nebo
kolonova chromatografie. *H a ®*C NMR spektra byla méfena v CDCls, CD2Cly,
d6-DMSO a D0 pii 25 °C na pristroji Bruker AvanceTM III 400 pii frekvencich
'H (400 MHz) a '3C (100,26 MHz) nebo na piistroji Bruker AscendTM 500 pfi
frekvencich *H (500,13 MHz) a 3C (125,76 MHz). Chemické posuny jsou uvedeny v
jednotkach ppm relativné k signélu tetramethylsilanu (TMS, MesSi). Rezidualni signaly
rozpoustédel byly pouzity jako vnitini standard (CDClz — 7,25 a 77,25; d6-DMSO —
2,55 a 39,51; CD2Cl, — 5,32 a 54,00; D20 - 4,80 ppm pro H-resp. *C-NMR spektra).
Elementarni analyza (C, H, N) byla provadéna na automatickém mikroanalyzatoru Flash
2000 Organic. IC spektra byla méfena na piistroji Perkin Elmer FT-IR Spectrum BX s
HATR nastavcem. Hmotnostni spektra s vysokym rozliSenim byla méfena metodou
»dried droplet” pomoci MALDI hmotnostniho spektrometru LTQ Orbitrap XL (Thermo
Fisher Scientific) vybaveného dusikovym UV laserem (337 nm, 60 Hz). Spektra byla
meéfena v rezimu pozitivnich iontd, v norméalnim hmotnostnim rozsahu s rozliSenim
100 000 pti m/z = 400. Jako matrice byla pouzita 2,5-dihydroxybenzoova kyselina
(DHB). Opticka otacivost byla méfena na ptistroji Perkin Elmer Polarimeter Model 341

se sodikovou a rtutovou vybojkou, koncentrace ¢ je uvedena v g/100 ml rozpoustédla.
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5.2 POSTUPY SYNTEZY A CHARAKTERIZACE
PRIPRAVENYCH SLOUCENIN
5.2.1 Zakladni molekuly

Obecny postup pro piipravu chranéné kyseliny salicylové 1a,b

Postup pro pfipravu latky 1a byl prevzat z literatury a upraven.?®’ Do kulaté
banky (500 ml) byla pfedlozena kyselina 5-chlorosalicylova (10 g, 57,9 mmol), DMF
(180 ml), benzylchlorid (21,06 ml, 183,1 mmol), a K.COz (36,02 g, 260,6 mmol).
Reakéni smés byla refluxovana (130 °C) po dobu 3 hodin, poté byla nechana volné
zchladnout na 70 °C a nasledné byla nalita do michané smési led/voda (2,5 I).
V pribéhu 0,5 hodiny michani se zacala vyluCovat bila sraZzenina, ktera byla
odfiltrovana a na Biichnerové néalevce promyta studenou vodou (3 x 100 ml). Surovy
produkt byl rozpustén v DCM (100 ml) a promyt vodou (100 ml), nasycenym roztokem
NaCl (100 ml) a vodou (100 ml). Organicka faze byla vysuSena bezv. Na>SOs a na
RVO zahusténa do zlutého oleje. Meziprodukt byl rozpustén v bance (250 ml) v MeOH
(40 ml). Po ptiliti 40% NaOH ve vod¢ (7 ml) byla reakéni smés refluxovana 2,5 hodiny.
MeOH byl poté oddestilovan za snizeného tlaku. Odparek byl nafedén vodou (65 ml) a
reakéni smés byla okyselena konc. HCI na pH = 1. Vylouceny produkt byl odfiltrovan,
rozpustén v EtOAc (30 ml) a promyt vodou (1 x 50 ml). Organicka faze byla vysusena
bezv. Na2SO4 a na RVO zahusténa do konstantni vahy. Bylo izolovano 12,5 g (82 %)
bilé latky la.

0 cl 0 0
|
c OH K,COs DMF _ ©! 0" MeoH, 40% NaoH _ © OH
+ reflux, 3 h reflux, 2,5 h
OH Q Q
Bn 1a Bn

Charakterizace kyseliny 2-benzyloxy-5-chlorobenzoové 1la
O

Cl
o
(6]

1
Bn

Bila pevna latka; vytézek 82 %; b.t. 122-125 °C. Rfjnexeroa-11) = 0,33. *H NMR (400
MHz, DMSO-de): 6 12,94 (1H, brs, COOH), 7,68 (1H, d, J = 2,8 Hz, Ar-H), 7,53 (1H,
dd, J=8,8Hz, J = 2,8 Hz, Ar-H), 7,42-7,30 (5H, m, Ar-H), 7,14 (1H, d, J = 8,8 Hz,
Ar-H), 5,28-5,21 (2H, ABq, J=12,4 Hz, O-CH;-Ph). ¥C NMR (100,62 MHz,
DMSO-de): 6 166,8; 157,6; 133,2; 130,3; 129,5; 129,1; 129,0; 128,8; 128,3; 127,4;
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124,2; 123,5; 115,2; 56,7. CHN analyza: Vypocteno pro CisH11ClOs (262,69): C,
64,01; H, 4,22. Nalezeno: C, 63,94+0,02; H, 4,26+0,03.

Postup pro piipravu latky 1b byl prevzat z literatury a upraven.?®” Do kulaté
barky (250 ml) byla pfedloZzena kyselina 5-chlorosalicylova (3 g, 17,4 mmol), DMF (60
ml), methyljodid (3,35 ml, 52,2 mmol, 3 ekv), a K.COs (10,82 g, 78,3 mmol, 4,5 ekv).
Reakéni smés byla pii 60 °C michana 16 hodin. Poté byla reakéni smési prilita voda (60
ml) a produkt byl extrahovan do diethyletheru (3 x 40 ml). Etherova faze byla promyta
vodou (2 x 50 ml), vysusena bezv. NaxSOs a na RVO zahusténa do zlutého oleje.
Meziprodukt byl rozpustén v bance (250 ml) v EtOH (30 ml). Po pfiliti 40% NaOH ve
vod¢ (2,5 ml) byla reakéni smés refluxovana 2 hodiny. EtOH byl poté oddestilovan za
sniZzené¢ho tlaku. Odparek byl nafedén vodou (30 ml) a reakéni smés byla okyselena
10% HCI na pH = 1. Vylouéeny produkt byl odfiltrovan, rozpustén v EtOAc (30 ml) a
promyt vodou (1 x 50 ml). Organicka faze byla vysuSena bezv. Na,SO4 a na RVO
zahusténa do konstantni vahy. Bylo izolovano 2,97 g (86 %) bilé latky 1b.

o] o) o]
cl cl
OH K,COs, CHyl _ © 0~ EtOH, 40% NaOH _ OH
DMF, 60 °C, 16 h reflux, 2 h
i ? ;
1b

Charakterizace kyseliny 5-chloro-2-methoxybenzoové 1b

0

Cl
OH

0
I

Bila pevna latka; vytézek 86 %; b.t. 96-99 °C. Rf(hex/etoa-11) = 0,5. *H NMR (400 MHz,
DMSO-de): & 12,97 (1H, brs, COOH), 7,6 (1H, d, J = 2,8 Hz, Ar-H), 7,54 (1H, dd,
J=88Hz, J =28 Hz, Ar-H), 7,14 (1H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 3,81 (3H, s, OCHs). 13C
NMR (100,62 MHz, DMSO-de): 6 166,7; 157,5; 133,1; 130,4; 124,3; 123,6; 115,1;
56,8. CHN analyza: Vypocteno pro CsH7ClO3 (186,59): C, 51,49; H, 3,78. Nalezeno:
C, 51,69+0,05; H, 3,80+0,04.

Obecny postup pro pripravu hydrochloridu estertt aminokyselin 2a-d

Postup pro piipravu molekul 2a-c byl pievzat z literatury a upraven.®®® Zvolena
aminokyselina (L-fenylalanin, 60,24 mmol) byla suspendovana v bezvodém methanolu
(100 ml) a vychlazena na 0 °C ve smési led/NaCl. Thionyl chlorid (5,1 ml, 70,24 mmol)
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byl do reakéni smési pridavan po kapkach po dobu 30 minut. Chladici lazeni byla po
dokonceni piikapu odstranéna, smés byla pozvolna ohfata na laboratorni teplotu a
nechdna za stalého michani reagovat dalsi 4 hodiny. Reakéni smés byla
zakoncentrovana za snizeného tlaku. Bily produkt byl suspendovan v dichlormethanu (3
X 100 ml) a rozpoustédlo bylo oddestilovano za snizeného tlaku. Bily produkt byl
suspendovan v ethyl acetdtu (100 ml) a piefiltrovan. Filtracni kola¢ byl promyt ethyl
acetatem (3 x 20 ml). Bily produkt byl usuSen na rota¢ni vakuové odparce (RVO) do

konstantni hmotnosti.

Ph Ph
SOCI,. MeOH
OH 2: - - o
HzNL[( 0-25°C,5h Cl H3N/g( ~
o 220

Charakterizace (2S)-1-methoxy-1-oxo-3-fenylpropan-2-amonium chloridu 2a
Ph

- + O
cl H3N/Eﬂ/ ~

O

Bila pevna latka; vytézek 96 %; b.t. 157-160 °C. H NMR (400 MHz, D20O): §
7,43-7,35 (3H, m, Ar-H), 7,28-7,25 (2H, m, Ar-H), 4,44-4,40 (1H, m, NH-CH CH,-Ph),
3,82 (3H, s, O-CHs), 3,35-3,20 (2H, m, NH-CH CH.-Ph). *C NMR (100,79 MHz,
D.0): 170,4; 136,2; 126,3; 125,3; 122,2; 119,5; 118,0; 67,6; 53,9; 36,5. CHN analyza:
Vypoéteno pro CioH14CINO. (215,68): C, 55,69; H, 6,54; N, 6,49. Nalezeno: C,
55,46+0,03; H 6,69+0,02; N, 6,66+0,02. HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M+H]*
vypoéten pro C10HisCINO2: 215,07858 Da, nalezeno: 215,07857 Da.

Charakterizace (2S)-1-methoxy-4-methyl-1-oxopentan-2-amonium chloridu 2b

_ + 0
Cl HgN ~

o)
Bila pevna latka, vytézek 94 %; b.t. 149,5-151,2 °C; [a%’]=+12,9° (c1 H.0).
IH NMR (400 MHz, D;0): & 4,12 (1H, t, J = 8 Hz, NH-CH-CHH-CH-(CHs),), 3,77
(3H, s, O-CHgs), 1,84-1,78 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHz3)2, 1,74-1,63 (2H, m,
NH-CH-CHH-CH-(CHs)2, NH-CH-CH,-CH-(CHs3)2), 0,94-0,82 (6H, m, CHs-CH-CHy).
13C NMR (100,79 MHz, D20O): & 171,7; 53,5; 51,3; 38,7; 24,0; 21,5; 21,1. CHN
analyza: Vypocteno pro C7H16CIN3O. (181,66): C, 46,28; H, 8,88; N, 7,71. Nalezeno:
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C, 46,20+0,02; H 9,01+0,02; N, 7,72+0,02. HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M+H]"
vypocteno pro C7H17CIN3O»: 182,09423 Da; nalezeno: 182,09421 Da.

Charakterizace (2R)-1-methoxy-4-methyl-1-oxopentan-2-amonium chloridu 2c

— + -
Cl H3N/\[(O\
0

Bila pevna latka; vytszek 92 %; b.t. 149,8-151,5 °C; [aZ’] = -12,9° (¢ 1 H20). 'H NMR
(400 MHz, D20): & 4,10 (1H, t, J = 8 Hz, NH-CH-CHH-CH-(CHz3)2), 3,79 (3H, s,
O-CHg), 1,85-1,75 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CH3)2, 1,75-1,62 (2H, m, NH-CH-CHH-
CH-(CHa3)2, NH-CH-CH>-CH-(CHz3)2), 0,96-0,87 (6H, m, CH3-CH-CHa). 3C NMR
(100,79 MHz, D20): 6 171,5; 53,6; 51,6; 38,9; 24,1; 21,6; 21,1. IR (ATR): 2957, 2921,
2842, 2632, 1731, 1588, 1506, 1451, 1248, 1225, 1040 cm™*. CHN analyza: Vypoéteno
pro C7H16CIN3O> (181,66): C, 46,28; H, 8,88; N, 7,71. Nalezeno: C, 45,99+0,03; H
8,74+0,02; N, 7,69+0,02.

HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M+H]" vypo¢teno pro C7H17CIN3O2: 182,09423 Da;
nalezeno: 182,09421 Da.

Postup pro pfipravu latky 2d byl pievzat z literatury a upraven.®* K roztoku
L-fenylalaninu (10 g, 60,5 mmol) ve vodé¢ (100 ml) byl pfidan TEA (9,28 ml,
66,6 mmol) a roztok Boc.O (15,84 g, 72,6 mmol) v 1,4-dioxanu (100 ml). Roztok byl
pfi 25 °C nechéan reagovat 20 hodin. Na RVO bylo za snizeného tlaku oddestilovan
1,4-dioxan (100 ml). 1M roztokem HCI bylo pH upraveno na pH = 1-2. Vodna faze
byla promyta EtOAc (4 x 50 ml). Spojen¢ organické faze byly promyty nasycenym
roztokem NaCl (2 x 50 ml) a vodou (2 x 50 ml). Organicka faze byla vysuSena bezv.
Na;SOs a na RVO zahu$téna do konstantni véhy. Bylo izolovano 15,5 g
Boc-L-fenylalaninu (97 %) ve formé ¢irého oleje.

Boc-L-fenylalanin (18 g) byl rozpustén v DMF (120 ml) a vychlazen na 0 °C.
K vychlazenému roztoku byl ptidan TEA (33,7 ml, 242 mmol) a benzylchlorid (21 ml,
181,5 mmol). Reakéni smés byla michédna pii 25 °C 20 hodin. Bila sraZzenina TEA-HCl
byla odfiltrovana. Do reak¢ni smési byla pridana voda (50 ml). Produkt byl extrahovan
do EtOAc (3 x 100 ml). Spojené organické faze byly promyty IM HCI (3 x 20 ml),
vodou (3 x 100 ml), nasycenym roztokem NaCl (2 x 50 ml), vodou (2 x 50 ml) a
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vysuSeny bezv. Na;SOs. Na RVO byla organicka faze zahusténa. Surovy produkt byl
precistén sloupcovou chromatografii (300 g silikagelu, hex/EtOAc — 1/1, Rs = 0,33).
Bylo izolovano 19,8 g Boc-L-fenylalanin O-benzyl (92 %) ve formé bilé pevné latky.
Boc-L-fenylalanin O-benzyl (19,8 g, 55,7 mmol) bylo rozpusténo v TFA (130
ml) a michana pti 25 °C 1 hodinu. TFA byla oddestilovan a za sniZzeného tlaku, odparek
byl rozpustén v roztoku 3M HCI v 1,4-dioxanu (40 ml). Po piiliti diethyletheru (100 ml)
vznikla bild srazenina, kterd byla odfiltrovana a vysuSena. Bylo izolovano 12,57 g bilé
pevné latky 2d.
Ph

Ph cl Ph Ph
%( Boc,0, TEA /g( é
OH  1,4-dioxan/voda-1/1 _ Boc. OH TEA. DMF. Boc. (oN 1.TFA. 25°C. 1 h - . o.
l.4-dioxanivoda - 1/1,, —Z ,TEA.DMF, SO0y B Cl HyN B
HoN I 25°C,20h N I 0-25°C, 20 h Ho T " "2.HCI, 1,4-dioxan 3 n

o]

Charakterizace (2S)-1-(benzyloxy)-1-oxo-3-fenylpropan-2-amonium chloridu 2d
Ph

_ + o)
cl H3N/Ef( “Bn

0]

Bila pevna latka; vytézek 72 %; b.t. 199-202 °C. 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds):
58,85 (3H, brs, CH-N*Hs), 7,38-7,31 (3H, m, Ar-H), 7,30-7,22 (5H, m, Ar-H),
7,22-7,17 (2H, m, Ar-H), 5,12-5,11 (2H, ABq, J = 12,4 Hz, O-CH,-Ph), 4,32-4,25 (1H,
m, NH-CH-CHH-Ph), 3,25 (1H, dd, J = 5,6 Hz, J = 14 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 3,09 (1H,
dd, J=8Hz, J = 14 Hz, NH-CH-CHH-Ph). *C NMR (100,62 MHz, DMSO-ds):
8 169,5; 135,5; 135,3; 130,1; 129,2; 129,0; 128,98; 128,94; 127,8; 67,6; 53,9; 36,5.
CHN analyza: Vypocteno pro CisH1sCINO2 (291,77): C, 65,86; H, 6,22; N, 4,80.
Nalezeno: C, 65,76+0,02; H, 6,19+0,01; N, 4,71+0,02. HRMS (MALDI-TOF, m/z):
[M+H]* vypocteno pro C1sH19CINO2: 292,10988 Da, nalezeno: 292,10986 Da.
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5.2.2 Optimalizace peptidové syntézy a ovéreni pricin racemizae

Obecny postup pro pfipravu methylestera 3a,b

Slouceniny 3a,b byly syntetizovany ve smyslu Steglichovy amidace pivodné
podle metody uvedené V literatue.?'® Reakéni podminky byly priibézné optimalizovany.
Slou¢eniny 3a,b byly postupné pfipravovany za étyt riznych sad podminek (i, ii, iii a
IV). Rozdily mezi jednotlivymi variantami jsou shrnuty v nize uvedené tabulce.

Produkt | Podminky reakce |
i DCC (1,1 ekv.), kat. DMAP, DCM, 25 °C, 20 h
i EDCI-HCI (1,4 ekv.), HOBt (1 ekv.), TEA (1 ekv.), DCM, 25 °C, 16 h
i | EDCI-HCI (1,4 ekv.), HOB (1 ekv.), DIPEA(L ekv.), DCM, 25 °C, 16 h
iv | EDCI'HCI (1 ekv.), HOBt (1 ekv.), KoCOs (1,3 ekv.), DCM, 25 °C, 1 h
Uvedeny postup popisuje pripravu za podminek ii a je soucasné pouzitelny pro

podminky i a iii.

K suspenzi O-benzyl 5-chlorosalicylové kyseliny la (2,5 g, 9,52 mmol) a
hydrochloridu methylesteru aminokyseliny 2a-b (9,52 mmol) v dichlormethanu (100
ml) byl ptidan  N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-ethylkarbodiimid  hydrochlorid
(EDCI-HCI, 2,56 g, 13,33 mmol), 1-hydroxybenzotriazol (HOBt, 1,29 g, 9,52 mmol) a
triethylamin (EtsN, 1,29 ml, 9,52 mmol). Reakéni smé&s byla michana pii 25 °C 16
hodin, a poté zakoncentrovana za snizeného tlaku. Surovy produkt byl rozpustén v ethyl
acetatu (50 ml) a promyt H20 (2 x 30 ml), nasycenym vodnym roztokem NaHCOs3 (2 X
40 ml), 5% vodnym roztokem kyseliny citronové (2 x 40 ml), solankou (1 x 40 ml) a
H20 (1 x 40 ml). Organicka faze byla poté vysusena bezvodym Na>SOs. Estery 3a-b
byly cistény kolonovou chromatografii (silikagel 100 g, n-hexan/ethyl acetat (1:4)
s 82% vytézkem L-fenylalaninu (nazloutla olejovita latka) a 76% vytézkem L-leucinu
(zluta olejovita latka).

Provedeni reakce za podminek iv se metodologicky mirné 1isi. Z reakce je zcela
vyloucen terciarni amin (TEA, DIPEA). Slou¢enina 2a,b je rozpusténa ve vodé (20 ml)
s K2COs3 (1,32 g, 9,52 mmol, 1 ekv.) za Gcelem neutralizace hydrochloridu a uvolnéni
amino skupiny. Latka je nasledné z vodné faze extrahovana do CH2Cl> (2 x 20 ml).
Organicka faze je promyta vodou (1 x 25 ml) a usuSena bezv. Na>SOs. Roztok
methylesteru aminokyseliny v CH2Cl; je nasledn¢ piidan na zac¢atku do reakéni smési k
suspenzi O-benzyl 5-chlorosalicylové kyseliny 1a v dichlormethanu (60 ml). Zbytek
reakce probihd vyse popsanym postupem s jedinym rozdilem ve zkraceni vlastni reak¢ni
doby ze 16 hodin na 1 hodinu. Estery 3a-b byly c¢istény kolonovou chromatografii
(silikagel 100 g, n-hexan/ethyl acetat (1:4) s 93% vytézkem L-fenylalaninu (nazloutla
olejovita latka) a 92% vytézkem L-leucinu (zluta olejovité latka).
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: ) i /E}f:
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Charakterizace methyl-(2S)-2-[(2-benzyloxy-5-chloro-benzoyl)amino]-3-

fenylpropanoatu 3a

Ph
(6]
Cl\@fLN/[ﬂ/O\
H
(0]
?
Bn

Zluta olejovita latka; vytézek 93 %; [a3’] = +17,4° (c 1 EtOAc); Ry (rex/EtoAc - 1/1) = 0,56.
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 8,56 (1H, d, J = 7,2 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 7,66
(1H, d, J=2,8 Hz, Ar-H), 7,51 (1H, dd, J = 2,4 Hz, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,42-7,30 (5H,
m, Ar-H), 7,27-7,17 (4H, m, Ar-H), 7,07 (2H, d, J =6,8 Hz, Ar-H), 5,28-5,21 (2H, ABq,
J=12,4 Hz, O-CH,-Ph), 4,80-4,65 (1H, m, NH-CH-CHH-Ph), 3,59 (3H, s, OCHz), 3,08
(1H, dd, J =5,6 Hz, J = 14 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 2,88 (1H, dd, J = 8,8 Hz, J = 14 Hz,
NH-CH-CHH-Ph). C NMR (100,62 MHz, DMSO-ds): & 172,2; 164,1; 155,5; 137.3;
136,5; 132,7; 130,4; 129,6; 129,2; 129,0; 128,9; 128,4; 127,3; 125,4; 124,5; 116,5; 71,1,
54,6; 52,7; 37,2. IR (ATR): 3390, 2929, 1729, 1654, 1512, 1499, 1272, 1024, 816, 766,
744, 717, 660 cm™. CHN analyza: vypoéteno pro C24H22CINO4 (423,89): C, 68,00; H,
5,23; N, 3,30; nalezeno: C, 67,74+0,02; H, 5,14+0,04; N, 3,05+0,09. HRMS
(MALDI-TOF, m/z): [M+H]" vypoéteno pro C2sH23CINO4: 424,13101 Da; nalezeno:
424,13114 Da.

Charakterizace methyl-(2S)-2-[(2-benzyloxy-5-chloro-benzoyl)amino]-4-
methylpentanoatu 3b

(0]
H
O
Q
Bn

Zluta olejovita latka; vytézek 92 %; [a2’] = -13,3° (¢ 1 EtOAc); Re(hexitoac - 11) = 0,6.
1H NMR (400 MHz, CDCls): & 8,27 (1H, brs, NH-CH-CHH-CH-(CH)z), 8,26 (1H, d,
J=16Hz, Ar-H), 7,58-7,52 (2H, m, Ar-H), 7,52-7,43 (4H, m, Ar-H), 7.8 (1H, d,
J=88 Hz, Ar-H), 5.26-5,18 (2H, ABq, J = 10,4 Hz, O-CHo-Ph), 4,76-4,68 (1H, m,
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NH-CH-CHH-CH-(CHs3)z2), 3,75 (3H, s, OCHa), 1,59-1,50 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-
(CHa3)2), 1,50-1,41 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHa3)2), 1,37-1,27 (1H, m,
NH-CH-CHH-CH-(CHa)2), 0,88 (3H, d, J=6,4 Hz, CH3-CH-CHz), 0,80 (3H, d,
J =6,4 Hz, CH3-CH-CHjs). 3C NMR (100 MHz, CDCls): 6 173,5; 163,9; 155,7; 135,1;
132,8; 132,4; 129,2; 129,1; 128,6; 127,2; 122,7; 114,2; 72,1; 52,3; 51.,5; 41,1; 25,0;
22,9; 21,9. IR (ATR): 3392, 2954, 2871, 1743, 1655, 1595, 1524, 1481, 1271, 1223,
1205, 1121, 993, 809, 710, 695 cm™. CHN analyza: vypodéteno pro CaiH24CINO;4
(389,87): C, 64,69; H, 6,20; N, 3,59. Nalezeno: C, 64,39+0,02; H, 6,19+0,01; N,
3,41£0,01. HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M+H]* vypoéteno pro Co1H2sCINOa:
390,14666 Da; nalezeno: 390,14722 Da.

Obecny postup piipravy kyselin 4a-b

Slouceniny 4a-b byly syntetizovany podle upraveného postupu z literatury.?%®
Methyl ester 3 z ptedchozi syntézy (4,97 mmol) byl rozpustén ve smési H-O/1,4-dioxan
(35/35 ml). Byl ptidan LiOH (6,24 g, 49,7 mmol). Reakéni smés byla michdna pii 50
°C, prib¢h reakce byl monitorovan pomoci TLC. KdyZ v reakéni smési nebyly
detekovany stopy vychozi latky (obvykle 1 h), roztok byl zchlazen na laboratorni
teplotu a okyselen ptidavkem 36% HCI na pH = 2. Produkt byl extrahovan do ethyl
acetatu (2 x 50ml). Organicka vrstva byla proplachnuta H>O (2 x 50 ml), suSena pomoci
Na2S0s, zfiltrovana a zakoncentrovana za snizené¢ho tlaku. Vysledna kyselina 4 byla

izolovana s 84 % vytézkem pro 4a a s 92 % vytézkem pro 4b.

Ph Ph

o LiOH o

|
Cl\@fLN Ol H,0/1.4-dioxan-1/1_ C'\@\)% OH
H 50°C-1h H
o) o)
0 0
3a 4a

| |
Bn Bn
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Charakterizace (2S)-2-[(2-benzyloxy-5-chloro-benzoyl)amino]-3-fenyl-propanové
kyseliny 4a

Ph
(0]
| H
C \@f&u O
(0]
@
Bn

Nazloutld olejova latka; vytézek 84 %; [a3’] = +11,4° (¢ 1 EtOAc). 'H NMR (400
MHz, DMSO-ds): 6 12,95 (1H, brs, COOH), 8,47 (1H, d, J = 7,6 Hz, NH-CH-CHH-
Ph), 7,69 (1H, d, J = 2,8 Hz, Ar-H), 7,51 (1H, dd, J = 2,8 Hz, J = 8,8 Hz, Ar-H),
7,40-7,30 (5H, m, Ar-H), 7,277,15 (4H, m, Ar-H), 7,09-7,05 (2H, m, Ar-H), 5,28-5,21
(2H, ABq, J = 12,2 Hz, O-CH2-Ph), 4,26-4,13 (1H, m, NH-CH-CHH-Ph), 3,13 (1H, dd,
J = 4,8 Hz, J=13,6 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 2,86 (1H, dd, J = 8,4 Hz, J = 13,6 Hz,
NH-CH-CHH-Ph). 3C NMR (100,62 MHz, DMSO-dg): & 173,2; 163,8; 155,5; 137,7;
136,5; 132,7; 130,6; 129,7; 129,2; 128,9; 128,8; 128,4; 127,2; 125,4; 124,4; 116,5; 71,1;
54,5; 37,2. IR (ATR): 2962, 2926, 2854, 2361, 2342, 1647, 1541, 1456, 1263, 1105,
1031, 871, 811, 700 cm™. CHN analyza: vypoéteno pro CasH20CINO4 (409,86): C,
67,40; H, 4,92; N, 3,42. Nalezeno: C, 67,41+0,02; H, 4,97+0,04; N, 3,54+0,05. HRMS
(MALDI-TOF, m/z): [M*H]* vypoc¢teno pro Ca3H21CINOa: 410,11536 Da; nalezeno:
410,11593 Da.

Charakterizace (2S)-2-[(2-benzyloxy-5-chloro-benzoyl)amino]-4-methyl- pentanové
kyseliny 4b

(0]
CI\CEJ\H OH
(0]
?
Bn

Zluta olejovita latka; vytézek 92 %; [a2’ ] = -15,2° (¢ 1 EtOAc). *H NMR (400 MHz,
CDCls): 6 9,32 (1H, brs, COOH), 8,32 (1H, d, J = 7,6 Hz, NH-CH-CHH-CH-(CHa)=),
8,27 (1H, d, J = 2,8 Hz, Ar-H), 7,60-7,4 (6H, m, Ar-H), 7,08 (1H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H),
5,23-5,16 (2H, ABqg, J = 10,19 Hz, O-CHz-Ph), 4,73-4,6 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-
(CHa)y), 1,65-1,55 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHs)y), 1,55-1,4 (1H, m, NH-CH-CHH-
CH-(CHs)2), 1,37-1,25 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CH3)2), 0,87 (3H, d, J = 6,4 Hz,
CHs-CH-CH3), 0,79 (3H, d, J=6,4Hz, CH3-CH-CH3). 'H NMR (400 MHz,
DMSO-de): 6 9,93 (1H, brs, COOH), 8,39 (1H, d, J=7,6 Hz, NH-CH-CHH-CH-
(CHa)), 7,79-7,74 (1H, m, Ar-H), 7,64- 7,53 (3H, m, Ar-H), 7,5-7,35 (4H, m, Ar-H),
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5,32-5,26 (2H, ABq, J = 11,4 Hz, O-CH2-Ph), 4,47-4,37 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-
(CHs3)2), 1,55-1,35 (3H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHs)2), 0,81 (3H, d, J=6Hz,
CHs-CH-CH3), 0,78 (3H, d, J=6,0 Hz, CH3-CH-CHz). *C NMR (100 MHz,
DMSO-de): 6 174,3; 164,1; 155,7; 136,4; 132,6; 130,4; 129,1; 129,0; 128,9; 125.4;
124,9; 116,2; 71,5; 67,0; 51,5; 25,0; 23,4; 21,9. IR (ATR): 3385, 2962, 1731, 1625,
1551, 1481, 1227, 993, 828, 704 cm™. CHN analyza: Vypoéteno pro CaoH22CINO;4
(375,85): C, 63,91; H, 5,90; N, 3,73; nalezeno: C, 64,02+0,02; H, 5,87+0,01; N,
3,740,01. HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M'H]" vypoéteno pro CazH23CINOa:
376,13101 Da; nalezeno: 376,13130 Da.

Obecny postup pfipravy salicyl-dipeptidu 5a-d

Podminky piipravy slou¢eniny 5a-d prosly stejnym vyvojem jako piedchazejici
latky 3a,b (i, ii, iii a iv). Uvedeny postup popisuje ptipravu za vyuziti podminek ii.

Vybrana kyselina 4 (10 mmol) a aminokyselina methylester hydrochloridu 2
(10 mmol) byly rozpustén v dichlormethanu (100 ml) pti 25 °C. Byl ptidan EDCI-HCI
(2,3 g, 12 mmol), HOBt (1,53 g, 10 mmol) a EtsN (1,4 ml, 10 mmol). Reakéni smés
byla michéna pii 25 °C po 16 hodin, a poté zakoncentrovana pod snizenym tlakem.
Surovy produkt byl rozpustén v ethyl acetatu (50 ml) a promyt H,O (2 x 30 ml),
nasycenym NaHCOs (2 x 40 ml), 5% kyselinou citronovou (2 x 40 ml), solankou
(1x40 ml) a H2O (1 x 40 ml). Organicka faze byla vysusena bezvodym Na2SOs,
filtrovana a zahusténa. Odparek byl piecistén sloupcovou chromatografii za pouziti
mobilni faze ve slozeni n-hexan/ethyl acetat (1:4). Vysledné produkty 5a-d byly

izolovany jako zluté olejovité latky s vytézkem 63-93 %.

Ph Ph
2 (it
Cl OH + Cl N -
— O a as sms .
\ij\” S +  CIH3N ~ i, ii, iii nebo iv \©\)k” T : 0
o o o Y
4a 5a

| |
Bn Bn

Charakterizace methyl-(2S)-2-({(2S)-2-[(2-benzyloxy-5-chloro-benzoyl) amino]3-fenyl-
propanoyl}amino)-4-methylpentanoatu 5a

Ph
O H (0]
N
O =
? Y
Bn

Zluta olejovita latka; vytdzek 63 %; [a2’] = -32,1° (¢ 1 EtOAc). Rf(exetoac2i1) = 0,5.
'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & 8,56 (1H, d, J = 7,6 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 8,41
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(1H, d, J = 8 Hz, NH-CH-CHH-CH-(CH3).), 7,66 (1H, d, J = 2,8 Hz, Ar-H), 7,49 (1H,
dd, J=2,4 Hz, J=8,8 Hz, Ar-H), 7,46-7,31 (5H, m, Ar-H), 7,25-7,11 (4H, m, Ar-H),
7,06 (2H, t, J = 7,2 Hz, Ar-H), 5,29-5,22 (2H, ABg, J = 12,6 Hz, O-CH,-Ph), 4,84-4,75
(1H, m, NH-CH-CHH-Ph), 4,38-4,30 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHz3)2), 3,64 (3H, s,
OCHa), 3,09 (1H, dd, J = 4,4 Hz, J = 14 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 2,70 (1H, dd,
J=92Hz, J = 14 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 1,7-1,48 (3H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHa)y),
0,90 (3H, d, J = 6,4 Hz, CHs-CH-CH3), 0,84 (3H, d, J = 6,4 Hz, CH3-CH-CHa).
13C NMR (100,62 MHz, DMSO-ds): 6 173,4; 171,5; 163,6; 155,5; 137,8; 136,5; 132,6;
130,6; 129,7; 129,2; 128,9; 128,7; 128,5; 127,0; 125,4; 124,6; 116,5; 71,1; 54,6; 52,5;
51,0; 38,3; 24,9; 23,3; 22,0. IR (ATR): 3283, 3066, 2952, 2360, 2342, 1734, 1670,
1653, 1637, 1541, 1485, 1272, 1248, 1122, 1007, 807, 754, 697, 670 cm™.
CHN analyza: Vypocteno pro CzoHz3CIN20s (537,05): C, 67,09; H, 6,19; N, 5,22.
Nalezeno: C, 66,97+0,01; H, 6,25+0,07; N, 5,24+0,03. HRMS (MALDI-TOF, m/z):
[M*H]" vypocteno pro C3oH3z4CIN2Os: 537,21508 Da; nalezeno: 537,21552 Da.

Charakterizace methyl-(2S)-2-({(2S)-2-[(2-benzyloxy-5-chloro-benzoyl)amino]4-
methyl-pentanoyl}amino)-3-fenylpropanoat 5b

0 Ve
| N

0 O Npp

Bn

Zluta olejovita latka; vytézek 93 %; [a3’] = -12,2° (¢ 1 EtOAc). Rf(exietoac-2i1) = 0,4.
'H NMR (400 MHz, CDCls): & 8,09 (1H, d, J = 2,8 Hz, NH-CH-CHH-CH-(CH3)>),
7,96 (1H, d, J = 7,2 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 7,40-7,27 (6H,m, Ar-H), 7,07-6,90 (6H, m,
Ar-H), 6,80 (1H, d, J =8 Hz, Ar-H), 5,08- 5,01 (2H, ABq, J = 10,4 Hz, O-CH»-Ph),
4,62-4,69 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHzs)2), 4,48-4,37 (1H, m, NH-CH-CHH-Ph),
3,64 (3H, s, OCHs), 3,06 (1H, dd, J = 4,4 Hz, J = 14 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 2,92 (1H,
dd, J = 9,2 Hz, J = 14 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 1,45-1,32 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-
(CHs)2), 1,32-1,22 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHa)2), 1,11-1,01 (1H, m, NH-CH-
CHH-CH-(CHs3).), 0,69 (3H, d, J = 6,4 Hz, CH3-CH-CHa), 0,62 (3H, d, J = 6,4 Hz,
CH3-CH-CHs). 3C NMR (100,62 MHz, CDCls): & 171,8; 171,4; 164,1; 155,5; 135.9;
134,7; 132,8; 132,3; 129,2; 129,17, 129,13; 128,4; 128,3; 127,0; 126,9; 122,2; 113,9;
71,9; 53,2; 52,3; 51,8; 39,3; 37,8; 24,6; 22,9; 21,8. IR (ATR): 3286, 2952, 1735, 1637,
1541, 1272, 1248, 753, 698 cm™. CHN analyza: Vypoéteno pro CszoH33CIN2Os
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(537,05): C, 67,09; H, 6,19; N, 5,22. Nalezeno: C, 67,20+0,02; H, 6,24+0,01; N,
5,19+0,01. HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M*H]" vypoéteno pro CzoHz4CIN2Os:
537,21508 Da; nalezeno: 537,21599 Da.

Charakterizace methyl-(2S)-2-({(2S)-2-[(2-benzyloxy-5-chloro-benzoyl) amino]4-
methyl-pentanoyl}amino)-4-methylpentanoatu 5¢

O H (6]

Cl\d‘\” N\:)LO/
0 o Y
Bn

Bezbarva olejovita latka; vytézek 91 %; [a3’] = -252° (¢ 1 EtOAc).
Rfnex/etoac - 21) = 0,3. *H NMR (400 MHz, CDCls): § 8,23 (1H, d, J = 2,8 Hz, NH-CH-
CHH-CH-(CHs3)2), 8,20 (1H, d, J = 7,6 Hz, NH-CH-CHH-CH-(CH3)), 7,53-7,43 (6H,
m, Ar-H), 7,07 (1H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 6,82 (1H, d, J = 6,8 Hz, Ar-H), 5,25-5,17
(2H, ABqg, J = 10,8 Hz, O-CH2-Ph), 4,65-4,55 (2H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHj3)a,
NH-CH-CHH-CH-(CHs)z2,), 3,78 (3H, s, OCHa), 1,72-1,54 (4H, m, NH-CH-CHH-CH-
(CH3)2, NH-CH-CHH-CH-(CHs)2), 1,54-1,45 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHs).),
1,30-1,24 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHs3)2), 0,94 (3H, d, J=6 Hz, CH3-CH-CHj),
0,92 (3H, d, J = 6 Hz, CH3-CH-CH3), 0,87 (3H, d, J = 6 Hz, CH3-CH-CHz3), 0,80 (3H, d,
J = 6 Hz, CH3-CH-CHs;). C NMR (100,62 MHz, CDCls): & 173,4; 171,8; 164,3;
155,6; 134,9; 132,9; 132,3; 129,28; 128,5; 127,1; 122,6; 114,2; 72,0; 52,4; 52,2; 51,0;
41,5; 40,0; 25,0; 24,8; 23,0; 22,9; 22,10. IR (ATR): 3381, 3308, 2957, 2871, 2359,
2342, 1744, 1683, 1642, 1596, 1533, 1481, 1272, 1234, 1207, 1155, 1123, 995, 810,
749, 697, 669 cm™. CHN analyza: Vypodteno pro C27HasCIN2Os (503,03): C, 64,47; H,
7,01; N, 5,57. Nalezeno: C, 64,55+0,02; H, 7,06+0,01; N, 5,59+0,01. HRMS
(MALDI-TOF, m/z): [M+H]" vypoéteno pro C27H36CIN20s: 503,23072 Da; nalezeno:
503,23172 Da.
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Charakterizace methyl-(2S)-2-({(2S)-2-[(2-benzyloxy-5-chloro-benzoyl) amino]-3-
fenyl-propanoyl}amino)-3-fenylpropanoatu 5d

Ph
o) e
O =
0 ~Ph
Bn

Zlutd voskovitda pevna latka; vytézek 88 %; [aZ’] = -6,7° (¢ 1 EtOAc).
RfrexiEronc-21) = 0,2. 'H NMR (500 MHz, CDCls): 5 8,28 (1H, d, J = 7,6 Hz, NH-CH-
CHH-Ph), 8,13 (1H, d, J=28Hz, NH-CH-CHH-Ph), 7,45-7,33 (4H, m, Ar-H),
7,33-7,28 (2H, Ar-H), 7,19-7,1 (3H, m, Ar-H), 7,11-7,03 (3H, m, Ar-H), 7,03-6,98 (2H,
m, Ar-H), 6,98-6,94 (2H, m, Ar-H), 6,92 (1H, d, J=9Hz, Ar-H), 6,78 (1H, d,
J=75Hz, Ar-H), 5,10 (2H, ABg, J = 11,2 Hz, O-CH,-Ph), 4,85-4,75 (2H, m, NH-CH-
CHH-Ph, NH-CH-CHH-Ph), 3,69 (3H, s, O-CHs), 3,15-3,08 (1H, m, NH-CH-CHH-Ph),
3,08-295 (2H, m, NH-CH-CHH-Ph, NH-CH-CHH-Ph), 2,80-2,70 (1H, m,
NH-CH-CHH-Ph). ¥3C NMR (125,76 MHz, CDCls): § 171,6; 170,5; 164,1; 155,4;
136,7; 135,8; 135,6; 135,0; 132,8; 132,2; 129,2; 129,1; 129,1; 129,0; 128,5; 128,4;
126,9; 126,8; 122,2; 114,3; 71,6; 54,7; 53,4; 52,4; 37,8; 36,7. IR (ATR): 3287, 3032,
2950, 1737, 1638, 1539, 1305, 1276, 1247, 1125, 1030, 1012, 811, 752, 699 cm™. CHN
analyza: Vypocteno pro Cs3H31CIN2Os (571,06): C, 69,41; H, 5,47; N, 4,91. Nalezeno:
C 69,39+0,02; H, 5,58+0,01; N, 4,94+0,02. HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M+H]*
vypocteno pro CasHz2CIN2Os: 571,19943 Da; nalezeno: 571,19950 Da.

Obecny postup pro piipravu kyselin 6a-d

Slou¢eniny 6a-d byly syntetizovany podle upraveného postupu z literatury?*®
shodné s ptipravou kyselin 4a,b. Methyl ester 5a-d z piedchozi syntézy (4,97 mmol)
byl rozpustén ve smési H20/1,4-dioxan (35/35 ml). Byl piidan LiOH (6,24 g, 49,7
mmol). Reakéni smés byla michana pii 50 °C, priibéh reakce byl monitorovan pomoci
TLC. Kdyz v reakéni smési nebyly detekovany stopy vychozi latky (obvykle 1 h),
roztok byl zchlazen na laboratorni teplotu a okyselen pouzitim 36% HCI na pH = 2.
Produkt byl extrahovan do ethylacetatu (2 x 50ml). Organicka vrstva byla proplachnuta
H20 (2 x 50 ml), susena pomoci Na2SQOg, zfiltrovana a zakoncentrovana za snizeného

tlaku. Vysledna kyselina 6 a-d byla izolovana s 77-96 % vytézkem.
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Ph
o) e 0 PhH o)
LiOH
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H o = 50°C-1h Ho g :
Bn 5a én 6a

Charakterizace (25)-2-({(2S)-2-[(2-benzyloxy-5-chlorobenzoyl)amino]-3-fenyl-

propionyl} amino)-4-methylpentanoové kyseliny 6a

Ph
O H (0]
N
o) H
? Y
Bn

Zluté olejovita latka; vytézek 96 %; [aZ’] = -23.2° (¢ 1 EtOAC). *H NMR (400 MHz,
DMSO-de): 6 12,61 (1H, brs, COOH), 8,43 (1H, d, J = 10 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 8,42
(1H, d, J = 10 Hz, NH-CH-CHH-CH-(CH3)2), 7,67 (1H, d, J = 3,2 Hz, Ar-H), 7,48 (1H,
dd, J=2,8 Hz, J = 9 Hz, Ar-H), 7,45-7,40 (2H, m, Ar-H), 7,40-7,32 (3H, m, Ar-H),
7,24-7,13(4H, m, Ar-H), 7,09-7,03 (2H, m, Ar-H), 5,28-5,21 (2H, ABq, J = 12,4 Hz,
O-CH2-Ph), 4,45-4,76 (1H, m, NH-CH-CHH-Ph), 4,33-4,24 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-
(CHa)2), 3,11 (1H, dd, J = 4 Hz, J = 14 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 2,69 (1H, dd, J = 9,2 Hz,
J = 13,6 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 1,72-1,6 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CH3)2), 1,6-1,5
(2H, m, NH-CH-CHH-CH-(CH3)2), 0,91 (3H, d, J = 6,4 Hz, CH3-CH-CH3), 0,85 (3H, d,
J = 6,4 Hz, CH3-CH-CHj3). *C NMR (100,62 MHz, DMSO-ds): § 174,6; 171,4; 163,5;
155,5; 137,9; 136,5; 132,6; 130,6; 129,8; 129,2; 128,9; 128,7; 128,5; 127,0; 125,4;
1245; 116,5; 71,1; 67,0; 54,6; 50,9; 38,3; 24,9; 23,3; 22,0. IR (ATR): 3367, 2959,
2360, 1684, 1526, 1481, 1273, 1224742, 698 cm™. CHN analyza: Vypoéteno pro
C20H31CIN2Os (523,02): C, 66,60; H, 5,97; N, 5,36. Nalezeno: C, 66,87+0,02; H,
6,19+0,02; N, 5,24+0,05. HRMS (MALDI-TOF, m/z). [M™H]" vypoéteno pro
C29H32CIN2Os: 523,19943 Da; nalezeno: 523,20019 Da.

Charakterizace (2S)-2-({(2S)-2-[(2-benzyloxy-5-chloro-benzoyl)amino]4- methyl-
pentanoyl} amino)-3-fenyl-propionové kyseliny 6b

0 e
0 O Npp
Bn

Zluta olejovita latka; vytézek 92 %; [a2’] = -3,8° (¢ 1 EtOAc). *H NMR (400 MHz,
CDCl3): 6 8,95 (1H, brs, COOH), 7,18 (1H, d, J = 7,6 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 8,14 (1H,
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d, J = 2,8 Hz, NH-CH-CHH-CH-(CHs)z), 7,44-7,35 (6H,m, Ar-H), 7,20-7,00 (7H, m,
Ar-H), 5,17-5,08 (2H, ABq, J = 10,4 Hz, O-CH-Ph), 4,85-4,77 (1H, m, NH-CH-CHH-
CH-(CH3)2), 4,64-4,55 (1H, m, NH-CH-CHH-Ph), 3,19 (1H, dd, J = 5,2 Hz, J = 14 Hz,
NH-CH-CHH-Ph), 2,95 (1H, dd, J=7,2 Hz, J = 14 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 1,48-1,31
(2H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHs)2), 1,19-1,10 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHa)2), 0,75
(3H, d, J = 6,4 Hz, CH3-CH-CHs), 0,69 (3H, d, J = 6,4 Hz, CHs-CH-CH3z). 3C NMR
(100,62 MHz, CDCl3): 6 174,3; 172,0; 164,6; 155,9; 136,2; 134,9; 133,2; 132,6; 129,7;
129,5; 129,4; 128,6; 127,2; 127,1; 122,2; 114,3; 72,2; 53,6; 52,2; 39,8; 37,8; 24,8; 23,0;
22,1. IR (ATR): 3369, 2959, 2360, 1737, 1640, 1529, 1296, 1225, 1123, 995, 810, 699
cmt. CHN analyza: Vypoéteno pro C29Hz1CIN2Os (523,02): C, 66,60; H, 5,97; N, 5,36.
Nalezeno: C, 66,81+0,01; H, 6,19+0,01; N, 5,31+0,01. HRMS (MALDI-TOF, m/z):
[M*H]* vypocteno pro C29H32CIN2Os: 523,19943 Da; nalezeno: 523,19998 Da.

Charakterizace (25)-2-({(2S)-2-[(2-benzyloxy-5-chloro-benzoyl)amino]4-methyI-
pentanoyl} amino)-4-methyl-pentanové kyseliny 6¢

(0] H (0]
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Bn

Bil4 pevna latka; vytézek 85 %; b.t. 164-167 °C; [a3’] = -23,2° (¢ 1 EtOAc). 1H NMR
(400 MHz, CDCls): 6 10,02 (1H, brs, COOH), 8,31 (1H, d, J = 7,6 Hz, NH-CH-CHH-
CH-(CHs)2), 8,14 (1H, d, J = 2,8 Hz, NH-CH-CHH-CH-(CH3)2), 7,50-7,36 (6H, m,
Ar-H), 7,15 (1H, d, J=8 Hz, Ar-H), 7,02 (1H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 5,21-5,11 (2H,
ABq, J = 10,4 Hz, O-CH2-Ph), 4,68-4,52 (2H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHz3)>, NH-CH-
CHH-CH-(CH3)2,), 1,72-1,62 (2H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHz3)2), 1,60-1,35 (3H, m,
NH-CH-CHH-CH-(CHs)2), 1,27-1,15 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHz3)2), 0,91 (3H, d,
J =6 Hz, CH3-CH-CH3), 0,87 (3H, d, J = 6 Hz, CH3-CH-CHa), 0,78 (3H, d, J = 6 Hz,
CHs-CH-CHg), 0,74 (3H, d, J = 6 Hz, CH3-CH-CHzs). 13C NMR (100,62 MHz, CDCls):
0 175,9; 172,1; 164,5; 155,7; 134,9; 133,1; 132,3; 129,3; 129,28; 128,6; 127,1; 122,2;
114,2; 72,1; 52,4; 50,9; 41,4; 40,2; 25,0; 24,7; 23,0; 22,8; 22,10; 21,9. IR (ATR): 3349,
3309, 2958, 2872, 1721, 1672, 1638, 1597, 1529, 1482, 1272, 1237, 1124, 1001, 897,
810, 748, 696, 656 cm™. CHN analyza: Vypodteno pro CasH33CIN2Os (489,0): C,
63,86; H, 6,80; N, 5,73. Nalezeno: C, 63,80+0,02; H, 6,84+0,01; N, 5,73+0,02. HRMS
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(MALDI-TOF, m/z): [M™H]" vypocteno pro CosHsaCIN2Os: 489,21508 Da; nalezeno:
489,21553 Da.

Charakterizace (2S)-2-({(2S)-2-[(2-benzyloxy-5-chloro-benzoyl)amino]-3-
fenylpropanoyl} amino)-3-fenyl-propanové kyseliny 6d

Ph
0 e
N
0 ©  Npp
Bn

Zluta olejovita latka; vytdzek 77 %; [aZ®] = +1,8° (¢ 1 EtOAc). 'H NMR (400 MHz,
CDCl3): 6 10,02 (1H, brs, COOH), 8,31 (1H, d, J = 7,6 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 8,01
(1H, d, J=2,8 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 7,38-7,21 (6H, m, Ar-H), 7,13-6,89 (9H, m,
Ar-H), 6,89-6,81 (3H, m, Ar-H), 5,06-4,97 (2H, ABq, J = 10,4 Hz, O-CH2-Ph),
4,85-4,76 (1H, m, NH-CH-CHH-Ph), 4,76-4,68 (1H, m, NH-CH-CHH- Ph), 3,08 (1H,
dd, J =6 Hz, J = 14 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 2,94 (1H, dd, J = 6 Hz, J = 14 Hz, NH-CH-
CHH-Ph), 2,87 (1H, dd, J = 7,5 Hz, J=14 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 2,65 (1H, dd,
J=75Hz, J = 14 Hz, NH-CH-CHH-Ph). C NMR (100,62 MHz, CDCls): & 174,1;
170,9; 164,4; 155,5; 136,5; 135,8; 134,9; 133,0; 132,2; 129,3; 129,13; 129,12; 129,0;
128,5; 128,4; 127,8; 126,9; 126,8; 126,8; 121,9; 114,3; 71,7; 54,7; 53,4, 37,4; 36,9.
IR (ATR): 3275, 3031, 2931, 1722, 1670, 1646, 1527, 1228, 805, 747, 699 cm™.
CHN analyza: Vypocitano pro C32H29CIN20s (557,04): C, 69,00; H, 5,25; N, 5,03.
Nalezeno: C, 68,83+0,02; H, 5,29+0,02; N, 4,89+0,02. HRMS (MALDI-TOF, m/z):
[M*H]" vypocteno pro C32H3z0CIN2Os: 557,18378 Da; nalezeno: 557,18524 Da.

Piiprava kontrolni série slou¢enin (7-9) pro ovéfeni pri¢iny racemizace

Postup piipravy benzylesteru 7 je shodny se syntézou methylesteri 3a,b za
podminek iii s vyuzitim DIPEA. K suspenzi O-methyl 5-chlorosalicylové kyseliny 1b
(2,5 g, 9,52 mmol) a hydrochloridu benzylesteru aminokyseliny 2d (9,52 mmol)
v dichlormethanu (100 ml) byl ptidan N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-ethylkarbodiimid
hydrochlorid (EDCI-HCI, 2,56 g, 13,33 mmol), 1-hydroxybenzotriazol (HOBt, 1,29 g,
9,52 mmol) a diisopropylethylamin (DIPEA, 1,29 ml, 9,52 mmol). Reak¢ni smés byla
michéna pii 25 °C 16 hodin, a poté zakoncentrovana za snizené¢ho tlaku. Surovy produkt
byl rozpustén v ethyl acetatu (50 ml) a promyt H.O (2 x 30 ml), nasycenym vodnym
roztokem NaHCO3 (2 x 40 ml), 5% vodnym roztokem kyseliny citronové (2 x 40 ml),
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solankou (1 x 40 ml) a H20 (1 x 40 ml). Organicka faze byla poté vysusena bezvodym
Na>SOs. Benzylester 7 byl Ccistén kolonovou chromatografii (silikagel 100 g,
n-hexan/ethyl acetat (1:1) s 78% vytézkem.

Ph
o) Ph o] /g( o] Ph o] oo
al cl o. Hy 10%PdIC I OH cl o N
N QS N Bn 2 -
o I o 25°C-20h o o \(
b | 2d l7 [ [

Charakterizace benzyl (2S)-2-[(2-methyloxy-5-chloro-benzoyl)amino]-3-

fenylpropanoatu 7

Ph
(0]

o}
7

Cira olejovitd latka; vytdzek 65 %; Rf (hewetoac - 21y = 0,46. 'H NMR (400 MHz,
DMSO-de): 6 8,50 (1H, d, J = 7,2 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 7,62 (1H, d, J=2,8 Hz,
Ar-H), 7,53 (1H, dd, J=2,8 Hz, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,40-7,20 (10H, m, Ar-H), 7,17
(1H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 5,20-5,10 (2H, ABq, O-CH»-Ph), 4,82-4,73 (1H, m,
NH-CH-CHH-Ph), 3,77 (3H, s, OCHs), 3,22-3,05 (2H, m, NH-CH-CHH-Ph). 13C NMR
(100,62 MHz, DMSO-de): & 171,6; 164,1; 156,6; 137,4; 136,4; 132,8; 130,4; 129,9;
129,06; 129,02; 128,8;128,6; 127,4; 125,1; 124,1; 115,1; 66,9; 57,0; 54,7; 37,0. CHN
analyza: vypocteno pro C24H22CINO4 (423,89): C, 68,00; H, 5,23; N, 3,30; nalezeno: C,
67,72+0,02; H, 5,33+0,05; N, 3,20+0,04. HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M*H]*
vypocteno pro C24H23CINO4: 424,13101 Da; nalezeno: 424,13129 Da.

Deprotekce karboxylové funkéni skupiny slouéeniny 7 (1,869 g, 4,4 mmol) byla
provedena rozpuSténim latky v EtOAc (70 ml), piidavkem 10% Pd/C (0,18 g) a
zavedenim Hz (1 atm). Reakce byla michéna pii 25 °C po dobu 20 hodin. Poté byl Pd/C
odfiltrovan a roztok byl zahustén na RVO za sniZzeného tlaku do cirého oleje. Bylo
izolovano 1,456 g (99 %) produktu 8 ve form¢ cCirého oleje. Postup byl pievzat a

upraven z literatury.31®
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Charakterizace (25)-2-[(2-methyloxy-5-chloro-benzoyl)amino]-3-fenyl-propanové
kyseliny 8

Ph
(@]
H
(@]
7

Cira olejova latka; vytézek 99 %. 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & 12,95 (1H, bs,
COOH), 8,37 (1H, d, J = 7,6 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 7,69 (1H, d, J = 2,8 Hz, Ar-H),
7,54 (1H, dd, J = 2,8 Hz, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,35-7,28 (2H, m, Ar-H), 7,28-7,22 (3H, m,
Ar-H), 7,18 (1H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 4,7-4,62 (1H, m, NH-CH-CHH-Ph), 3,82 (3H, s,
OCHa), 3,18 (1H, dd, J=4,8Hz, J = 13,6 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 3,09 (1H, dd,
J =8 Hz, J=13,6 Hz, NH-CH-CHH-Ph). 3C NMR (100,62 MHz, DMSO-ds): 6 173,2;
163,7; 156,7; 137,8; 132,9; 130,5; 129,9; 129,0; 127,3; 125,2; 123,9; 115,1; 57,1; 54,5;
38,2. CHN analyza: vypocteno pro C17H16CINO4 (333,77): C, 61,18; H, 4,83; N, 4,20.
Nalezeno: C, 61,10+0,04; H, 4,91+£0,02; N, 4,11+£0,02. HRMS (MALDI-TOF, m/z):
[M*H]* vypocteno pro C17H17CINO4: 334,08406 Da; nalezeno: 334,08411 Da.

Podminky piipravy slou¢eniny 9 jsou shodné s pfipravou latek 3a,b ve varianté
ii. Kyselina 8 (4,1 mmol) a L-Leucin methylester hydrochlorid 2b (4,1 mmol) byly
rozpus$tény v dichlormethanu (500 ml). Bylo pfidano EDCI-HCI1 (0,687 g, 5,74 mmol),
HOBt (0,553 g, 4,1 mmol) a DIPEA (0,71 ml, 4,1 mmol). Reakéni smés byla michéna
pfi 25 °C po 16 hodin, a poté zakoncentrovana za snizeného tlaku. Surovy produkt byl
rozpu$tén v ethyl acetatu (50 ml) a promyt H2O (2 x 30 ml), nasycenym roztokem
NaHCO3 (2 x 40 ml), 5% kyselinou citronovou (2 x 40 ml), solankou (1 x 40 ml) a H20
(1 x 40 ml). Organické faze byla vysusena bezvodym Na>SOs, filtrovana a za snizeného
tlaku zbavena rozpoustédla. Odparek byl precistén sloupcovou chromatografii za pouZiti
mobilni faze ve slozeni n-hexan/ethyl acetat (1:1). Vysledny produkt 9 byl izolovan ve

form¢ mlécného oleje s vytézkem 60 %.
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Charakterizace ~ methyl-(2S)-2-({(2S)-2-[(5-chloro-2-methyloxy-benzoyl)  amino]3-

fenyl-propanoyl}amino)-4-methylpentanoatu 9

Ph
O H O
N
Cl\d‘\” \:)LO/
? o Y

Produkt je smé&si dvou diastereomerti, A a B s 74% ee. Cira olejova latka; vytézek 81 %.
'H NMR (400 MHz, DMSO-de): & 8,59-8,53 (1H, m, (NH-CH-CHH-CH(CHs3)2)a+8),
8,40-8,30 (1H, m, (NH-CH-CHH-Ph)a+B), 7,69-7,65 (1H, m, (Ar-H)a+s), 7,55-7,49 (1H,
m, (Ar-H)a+s), 7,32-7,14 (6H, m, (Ar-H)a+g), 4,85-4,75 (1H, m, NH-CH-CHH-Ph)a+g),
4,37-4,29 (1H, m, NH-CH-CHH-CH(CHa)2)a+g), 3,85-3,77 (3H, m, (Ar-OCHz)a+s),
3,67-3,61 (3H, m, (COOCHa)a+s), 3,18-3,08 (1H, m, (NH-CH-CHH-Ph)a+g), 3,01-2,92
(I1H, m, (NH-CH-CHH-Ph)a+g), 1,70-1,50 (3H, m, (NH-CH-CHH-CH(CHz)2)a+B),
0,93-0,87 (3H, m, ((CHs-CH-CH3)a+g), 0,87-0,79 (3H, m, ((CH3-CH-CHz)a+s).
13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d¢): 6 173,6; 171,3; 163,1; 155,7; 137,1; 136,4; 130,1;
129,2; 129,0; 128,4; 128,1; 127,1; 125,9; 124,7, 116,4; 71,2, 56,4; 52,4; 52,0; 39,7,
25,6; 27,6; 26,0. CHN analyza: vypocteno pro Co4H29CIN20s (460,95): C, 62,54; H,
6,34; N, 6,08. Nalezeno: C, 62,50+0,03; H, 6,32+0,03; N, 6,08+0,03. HRMS
(MALDI-TOF, m/z): [M*H]* vypoéteno pro C24H30CIN2Os: 461,18378 Da; nalezeno:
461,18381 Da.

5.2.3 Priprava prvni série salicylamidu

Obecnv postup pro pripravu amida 10a-e

Slouc¢eniny 10a-e byly syntetizovany za podminek ii amidace shodnymi
s ptipravou sloucenin 3a,b. Chranéné amidy substituované Kkyseliny salicylové a
zakladni aminokyseliny 4 (10 mmol) a vybraného aminu (10 mmol) byly rozpustény
v DCM (60 ml). Roztok byl chlazen na -15 °C. EDCI-HCI (2,3 g, 12 mmol), HOBt
(1,53 g, 10 mmol) a triethylamin (EtsN 1,95 m, 10 mmol) byly pifidany do reak¢ni
smési. Smés byla michdna 30 min pfi -15 °C. Smés se nechala spontanné zahtat na
25 °C a byla dale michana po dobu 16 hodin. Poté byla reakéni smés zahusténa pod
snizenym tlakem. Surovy produkt byl zifedén ethyl acetatem (50 ml) a promyt H.O
(2x30 ml), nasycenym vodnym roztokem NaHCOsz (2 x 40 ml), a 5% vodnym
roztokem kyseliny citronové (2x 40 ml), solankou (1 x 40 ml) a H.O (1 x 40 ml).

Organicka faze byla vysusena bezvodym Na»SOg, piefiltrovana a zahusténa. Odparek
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byl ¢istén sloupcovou chromatografii za pouziti n-hexanu/ethyl acetatu (1:1) v mobilni

fazi. Vytézky amida 10a-e se pohybovaly mezi 77-85 %.

Cﬁ}%ww @MN

Charakterizace 2-benzyloxy-5-chloro-N-[(2S)-1-0x0-3-phenyl-1-(prop-2-en-1-ylamino)
propan-2-yl]benzamidu 10a

Ph
oL R
Cﬁ”
(e}
Q
Bn

Bild pevna latka; vytézek 77 %; b.t. 146-149 °C; [a3’] = -27,1° (¢ 1 EtOAc).
Rfnexetoa-211) = 0,3. tH NMR (400 MHz, DMSO-ds): & 8,46 (1H, d, J = 8 Hz, NH-CH-
CHH-Ph), 8,29 (1H, t, J = 7.6 Hz, NH-CH.-CH=CHy), 7,68 (1H, d, J = 2,8 Hz, Ar-H),
7,54-7,44 (3H, m, Ar-H), 7,44-7,32 (3H, m, Ar-H), 7,28-7,11 (4H, m, Ar-H), 7,06-6,97
(2H, m, Ar-H), 7,81-5,68 (1H, m, NH-CH>-CH=CHy), 5,30-5,20 (2H, m, O-CH-Ph),
5,09 (1H, dd, J = 1,6 Hz, J = 17,2 Hz, NH-CH>- CH=CHH), 5,03 (1H, dd, J = 1,6 Hz,
J=11,6 Hz, NH-CH,- CH=CHH), 4,77-4,67 (1H, m, NH-CH-CHH-Ph), 3,76-3,66 (2H,
m NH-CH2-CH=CHy), 3,02 (1H, dd, J=4,8 Hz, J = 13,6 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 2,70
(1H, dd, J = 9,2 Hz, J = 13,6 Hz, NH-CH-CHH-Ph). 3C NMR (100,62 MHz,
DMSO-de): 6 171,1; 163,6; 155,6; 138,0; 136,5; 135,6; 132,6; 130,6; 129,6; 129,2;
129,0; 128,8; 128,6; 127,0; 125,4; 124,6; 116,4, 115,7; 71,2; 55,2; 41,5; 38,6.
IR (ATR): 3292, 2358, 1640, 1523, 1481, 1271, 743, 698 cm™. CHN analyza:
Vypoéteno pro CosHosCIN20s (448,94): C, 69,56; H, 5,61; N, 6,24. Nalezeno: C,
69,51+0,04; H, 5,57+0,03; N, 6,18+0,03. HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M*H]*
vypoéteno pro CogH2sCIN2Os: 449,16265; nalezeno: 449,16372 Da.

Charakterizace 2-benzyloxy-5-chloro-N-{(2S)-1-[(2-methylpropyl)amino]-1-oxo-3-
phenylpropan-2-yl}benzamidu 10b

Ph
O
(@]
¢
Bn

Bila pevna latka; vytézek 78 %; b.t. 164,0-164,8 °C. 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): &
8,45 (1H, d, J = 8 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 8,07 (1H, t, J = 6 Hz, NH-CH>-CH-(CH3)2),
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7,68 (1H, d, J = 2,8 Hz, Ar-H), 7,53-7,45 (3H, m, Ar-H), 7,4 -7,33 (3H, m, Ar-H), 7,26
(1H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,2 -7,12 (3H, m, Ar-H), 7,08-7,02 (2H, m, Ar-H), 5,27 (2H,
ABq, J=12,8 Hz, O-CH2-Ph), 4,77-4,67 (1H, m, NH-CH-CHH-Ph), 3,00 (1H, dd,
J=6,4 Hz, J=14,8 Hz, NH-CHH-CH-(CH3)2), 2,95-2,87 (1H, m, NH-CH-CHH-Ph),
2,87-2,78 (1H, m, NH-CH-CHH-Ph), 2,71 (1H, dd, J = 9,2 Hz, J = 14 Hz, NH-CHH-
CH-(CHa)2), 1,64 (1H, sep, NH-CHH-CH-(CHa)2), 0,82-0,77 (6H, m, 2 x (CHj3)).
13C NMR (100,62 MHz, DMSO-dg): § 171,1; 163,6; 155,5; 138,0; 136,5; 132,5; 130,6;
129,6; 129,2; 128,9; 128,7; 128,6; 127,0; 125,4; 124,7; 116,4; 71,2; 55,1; 46,7; 38,7;
28,6; 20,7. CHN analyza: Vypocteno pro C27H29CIN2O3 (464,98): C, 69,74; H, 6,29; N,
6,02. Nalezeno: C, 69,79+0,01; H, 6,31+0,01; N, 6,01+0,01. HRMS (MALDI-TOF,
m/z): [MTH]" vypoéteno pro C27H30CIN203z: 465,19395 Da; nalezeno: 465,19513 Da.

Charakterizace 2-benzyloxy-5-chloro-N-[(2S)-1-0x0-3-phenyl-1-(propyl-amino)propan-
2-yl]benzamidu 10c

o Ph
al N
©\*”
C,) (@]
Bn

Bila pevna latka; vytézek 80 %; b.t. 139,5-141,5 °C. 'H NMR (400 MHz, DMSO-de):
68,46 (1H, d, J = 8 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 8,08 (1H, t, J = 5,2 Hz, NH-CH>-CH>-CH3),
7,69 (1H, d, J = 2,8 Hz, Ar-H), 7,55-7,45 (3H, m, Ar-H), 7,45- 7,31 (4H, m, Ar-H),
7,30-7,12 (4H, m, Ar-H), 7,03 (1H, d, J = 7,2 Hz, Ar-H), 5,27 (2H, s, O CH-Ph),
4,75-4,64 (1H, m, NH-CH-CHH-Ph), 3,10-2,90 (3H, m, NH-CH-CHH-Ph, NH-CH-
CH2-CH3), 2,65-2,75 (1H, m, NH-CH-CHH-Ph), 1,45-1,29 (2H, m, NH-CH,-CH.-
CHzs), 0,80 (3H, t, J = 7,2 Hz, NH-CH,-CH>-CHzs). 3C NMR (100,62 MHz, DMSO-ds):
6 170,9; 163,5; 155,5; 138,0; 136,5; 132,6; 130,7; 129,7; 129,2; 128,9; 128,7; 128,6;
127,0; 125,4; 124,7; 116,4, 71,2; 55,1, 41,0; 38,7; 22,9; 12,0. CHN analyza: Vypocteno
pro CosH27CIN203 (450,96): C, 69.,25; H, 6,03; N, 6,21.Nnalezeno: C, 68,98+0,02; H,
6,03+0,01; N, 6,17+0,02. HRMS (MALDI-TOF, m/z). [M*H]" vypoéteno pro
C26H28CIN20O3: 451,17830 Da; nalezeno: 451,17915 Da.
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Charakterizace 2-benzyloxy-5-chloro-N-[(2S)-1-0x0-3-phenyl-1-(propan-2-
ylamino)propan-2-yl]benzamidu 10d

o Ph
cl N
(0]
Q
Bn

Bila pevna latka; vytézek 85 %; b.t. 147,6-149,1 °C. [a%°] = —51,8° (¢ 1 EtOAc).
IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): & 8,46 (1H, d, J = 8 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 7,95 (LH,
d, J = 7,6 Hz, NH-CH-(CHa)2), 7,70 (1H, d, J = 2,8 Hz, Ar-H), 7,53-7,45 (3H, m,
Ar-H), 7,43-7,32 (3H, m, Ar-H), 7,26 (1H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,23-7,13 (3H, m,
Ar-H), 7,09-7,03 (2H, m, Ar-H), 532-5,25 (2H, ABg, J = 12,4 Hz, O-CH,-Ph),
4,75-4,65 (1H, m, NH-CH-CHH-Ph), 3,90-3,75 (1H, m, NH-CH-(CHs)2), 2,97 (1H, dd,
J=5,6 Hz, J=13,6 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 2,75 (1H, dd, J=8,4 Hz, J=13,6 Hz,
NH-CH-CHH-Ph), 1,05 (3H, d, J = 6,4 Hz, CH3-CH-CH3), 0,98 (3H, d, J=6,4 Hz,
CHs-CH-CH3). ¥C NMR (100,62 MHz, DMSO-ds): & 169.,9; 163,4; 155,5; 137.9;
136,5; 132,6; 130,6; 129,8; 129,2; 128,9; 128,7; 128,5; 127,0; 125,4; 124,7; 116,5; 71,2,
54,9; 41,1; 38,9; 22,9. CHN analyza: Vypoéteno pro C26H27CIN2O3 (450,96): C, 69,25;
H, 6,03; N, 6,21. Nalezeno: C, 69,33+0,01; H, 5,99+0,02; N, 6,31+0,01. HRMS
(MALDI-TOF, m/z): [M™H]" vypocteno pro CosH2sCIN203: 451,17830 Da; nalezeno:
451,17902 Da.

Charakterizace (2-benzyloxy-5-chloro-N-[(2S)-4-methyl-1-oxo-1-(prop-2 en-1-ylamino)
pentan-2-yl]benzamidu 10e

oI xJ
W@%”
9 (o]
Bn

Bild pevna latka; vytézek 77 %; b.t. 117-119 °C; [a3’] = -13,4° (¢ 1 EtOAc).
Rfhexetoac-1/2) = 0.5. 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & 8,31 (1H, d, J = 8 Hz,
NH-CH-CHH-CH-(CHs)2), 8,19 (1H, t, J = 5,6 Hz, NH-CH>-CH=CHy), 7,76 (1H, d,
J=2.8 Hz, Ar-H), 7,59-7,51 (3H, m, Ar-H), 7,44-7,32 (4H, m, Ar-H), 5,83-5,70 (1H,
m, NH-CH>-CH=CHy), 5,26 (2H, s, O-CH»-Ph), 5,09 (1H, dd, J = 1,6 Hz, J = 17,2 Hz,
NH-CH.-CH=CHH), 5,03 (1H, dd, J=16Hz, J=10 Hz, NH-CH2-CH=CHH),
4,49-4,40 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHjs)2), 3,76-3,60 (2H, m, NH-CH2-CH=CHy),
1,47-1,35 (2H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHz3)2), 1,35-1,23 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-
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(CHs)2), 0,78 (3H, d, J= 6 Hz, CH3-CH-CHg), 0,72 (3H, d, J =6 Hz, CH3-CH-CHa).
13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): & 171,9; 163,7; 155,5; 136,2; 135,6; 132,3; 130,3;
129,0; 128,9; 128,8; 125,2; 124,8; 116,2; 115,3; 71,3; 52,1; 41,6; 41,2; 24,8; 23,3; 22,0.
IR (ATR): 3371, 3294, 1651, 1632, 1544, 1247, 1008, 807, 756, 696 cm™. CHN
analyza: Vypocteno pro C23H27CIN203 (414,93): C, 66,58; H, 6,56; N, 6,75. Nalezeno:
C, 66,51+0,02; H, 6,54+0,01; N, 6,74+0,01. HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M*H]*
vypocteno pro C23H28CIN203: 415,17830 Da; nalezeno: 415,17842 Da.

Obecny postup pro pfipravu amida 11a-d

Slouceniny 1la-d byly syntetizovany za podminek ii amidace shodnymi
S piipravou sloucenin 3a,b. Intermediaty 6 (10 mmol) a allylamin (10 mmol) byly
rozpustény v DCM (100 ml) za laboratorni teploty. EDCI-HCI (2,3 g, 12 mmol), HOBt
(1,53 g, 10 mmol) a triethylamin (EtsN 1,95 ml, 10 mmol) byly ptidany do reak¢ni
smési. Smés byla michdna 16 h. Poté byla reakéni smés zahusténa pod snizenym
tlakem. Surovy produkt byl zfedén ethyl acetatem (50 ml) a promyt H2O (2 x 30 ml),
nasycenym vodnym roztokem NaHCO3 (2 x 40 ml), a 5% vodnym roztokem kyseliny
citronové (2x 40 ml), solankou (1 x 40 ml) a H2O (1 x 40 ml). Organicka faze byla
vysusena bezvodym NaSOg, prefiltrovana a zahusténa. Odparek byl ¢istén sloupcovou
chromatografii za pouziti n-hexanu/ethyl acetatu (1:1) v mobilni fazi. Vytézky amida

11a-d se pohybovaly mezi 47-81 %.

ﬁ%ﬁw Cﬁ%%w

Charakterizace 2-benzyloxy-5-chloro-N-((2S)-1-oxo0-3-phenyl-1-{N-[(2S)-1-0x0-4-
methyl-1-(prop-2-en-1-ylamino)pentan-2-yl] }propan-2-yl)benzamidu 11a

Ph
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Cl\dku N\:/”\H/\/
o
0
e Y

Bild pevna latka; vytézek 81 %; b.t. 145-149 °C; [a2’] = -12,8° (¢ 1 EtOAc).
Rfexetoac- 11y = 0,4. 1H NMR (400 MHz, DMSO-ds): & 8,52 (1H, d, J = 7,6 Hz,
NH-CH-CHH-Ph), 8,28 (1H, d, J=8,4 Hz, NH-CH-CHH-CH-(CHa)2), 8,04 (1H, t,
J =6 Hz, NH-CH,-CH=CHy), 7,68 (1H, d, J = 2,8 Hz, Ar-H), 7,55-7,3 (6H, m, Ar-H),
7,28-7,12 (4H, m, Ar-H), 7,05-6,95 (2H, m, Ar-H), 5,85-5,73(1H, m, NH-CH.-
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CH=CH), 5,30-5,20 (2H, m, O-CH.-Ph), 5,13 (1H, dd, J=1,6 Hz, J=17,2 Hz,
NH-CH2-CH=CHH), 5,06 (1H, dd, J = 1,6 Hz, J = 10 Hz, NH-CH>-CH=CHH), 4,8-4,7
(1H, m, NH-CH-CHH-Ph), 4,4-4,3 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CH3)z2), 3,77-3,64 (2H,
m NH-CH2-CH=CHy), 3,08 (1H, dd, J = 4,4 Hz, J =14 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 2,70
(1H, dd, J=8,8 Hz, J = 13,6 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 1,64-1,38 (3H, m, NH-CH-CH,-
CH-(CHs)2), 0,89 (3H, d, J = 6,4 Hz, CH3-CH- CH3), 0,84 (3H, d, J = 6,4 Hz, CH3-CH-
CHs). 13C NMR (100,62 MHz, DMSO-ds): & 172,2; 171,0; 163,7; 155,5; 137.8; 136,5;
135,7; 132,6; 130,6; 129,7; 129,2; 128,9; 128,7; 128,5; 127,0; 125,4; 124,5; 116,5;
115,6; 71,1; 55,0; 51,8; 41,7; 41,4; 38,2; 24,9; 23,6; 22,3. IR (ATR): 3290, 3068, 2928,
1634, 1537, 1271, 1007, 918, 807, 783, 745, 698 cm™. CHN analyza: Vypocteno pro
Ca2H3sCIN3O4 (562,10): C, 68,38; H, 6,46; Cl, 6,31; N, 7,48. Nalezeno: C, 68,51+0,03;
H, 6,59+0,03; N, 7,29+0,04. HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M*H]* vypoéteno pro
C32H37CIN3O4: 562,24671 Da; nalezeno: 562,24745 Da.

Charakterizace 2-benzyloxy-5-chloro-N-((2S)-1-o0x0-4-methyl-1-{N-[(2S)-1-0x0-3-
phenyl-1-(prop-2-en-1-ylamino)propan-2-yl]}pentan-2-yl)benzamidu 11b

0 e
cl A N~
H o & H
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Bn

Bild pevna latka; vytézek 81 %; b.t. 168-171 °C; [a%’] = -31,0° (¢ 1 DCM).
Rf (rexietoac—11) = 0,3. 'H NMR (400 MHz, CDCls): & 8,09 (1H, d, J=7,6 Hz,
NH-CH-CHH-Ph), 8,05 (1H, d, J = 2,8 Hz, NH-CH-CHH-CH(CHa)2), 7,50 (1H, t,
J =5 Hz, NH-CH2-CH=CH,), 7,49-7,40 (5H,m, Ar-H), 7,14-7,00 (6H, m, Ar-H), 6,58
(1H, t, J=5,6 Hz, Ar-H), 6,54 (1H, d, J = 5,6 Hz, Ar-H), 5,84-5,72 (1H, m, NH-CH,-
CH=CH,), 5,21-5,07 (4H, m, O-CH2-Ph, NH-CH-CH=CH,), 4,79-4,62 (1H, m,
NH-CH-CHH-CH(CHa)2), 4,33-4,25 (1H, m, NH-CH-CHH-Ph), 3,97-3,87 (1H, m,
NH-CH-CHH-Ph), 3,85-3,76 (1H, m, NH-CH-CHH-Ph), 3,13 (2H, dd, J = 4 Hz,
J =17,2 Hz, NH-CH,-CH=CHy), 1,45-1,36 (1H, m, NH-CH-CHH-CH(CHzs).), 1,28-1,16
(1H, m, NH-CH-CHH-CH(CHs),), 1,09-1,10 (1H, m, NH-CH-CHH-CH(CHj3)), 0,72
(3H, d, J = 6,4 Hz, CH3-CH-CH3), 0,65 (3H, d, J = 6,4 Hz, CH3-CH-CH3). 3C NMR
(100,62 MHz, CDCls): 6 171,6, 170,4, 164,9, 155.,6, 136,6, 134,5, 133,8, 133,2, 1324,
129,4, 129,2, 129,1, 128,5, 128,4, 127,1, 126,7, 121,5, 116,5, 113,8, 72,0, 53,8, 53,2,
42,0, 39,4, 37,2, 24,7, 22,8, 21,4. IR (ATR): 3385, 3303, 1681, 1645, 1632, 1545,
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1270, 1232, 986, 832, 779, 756, 713, 698 cml. CHN analyza: Vypocteno pro
Ca2H36CIN3O4 (562,10): C, 68,38; H, 6,46; N, 7,48. Nalezeno: C, 68,41+0,01; H,
6,62+0,02; N, 7,39+0,02 HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M'H]" vypoéteno pro
C32H37CIN3O4: 562,24671 Da; nalezeno: 562,24731 Da.

Charakterizace 2-benzyloxy-5-chloro-N-((2S)-1-o0x0-4-methyl-1-{N-[(2S)-1-0x0-4-
methyl-1-(prop-2-en-1-ylamino)pentan-2-yl] }pentan- 2-yl)benzamidu 11c

(0] H (0]
CI\Cﬁ‘\N N\_)LN/\/
H o H H
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Bild pevna latka; vytézek 79 %; b.t. 166-169 °C; [a3’] = -20,5° (¢ 1 EtOAc).
Rf (hewetoac-11) = 0,45. 'H NMR (400 MHz, DMSO-de): & 8,32 (1H, d, J=7,6 Hz,
NH-CH-CHH-CH-(CHs)2), 8,07 (1H, d, J = 8,4 Hz, NH-CH-CHH-CH-(CHs)2), 8,01
(1H, t, J=5,6 Hz, NH-CH-CH=CH), 7,75 (1H, d, J = 2,8 Hz, Ar-H), 7,60-7,51
(3H,m, Ar-H), 7,43-7,32 (4H, m, Ar-H), 5,84-5,72 (1H, m, NH-CH>-CH=CHy), 5,27
(2H, s, O-CHz-Ph), 5,12 (1H, dd, J=1,6 Hz, J = 17,2 Hz, NH-CH, CH=CHH), 5,05
(1H, dd, J = 1,6 Hz, J=10,4 Hz, NH-CH2-CH=CHH), 4,47-4,39 (1H, m, NH-CH-
CHH-CH-(CH3).), 4,36-4,28 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHz)2), 3,74-3,63 (2H, m,
NH-CH2-CH=CHy), 1,63-1,59 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CH3).), 1,59-1,43 (2H, m,
NH-CH-CHH-CH-(CHs)2), 1,43-1,33 (2H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHzs).), 1,31-1,20
(1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CH3)2), 0,89 (3H, d, J = 6,4 Hz, CHs-CH-CH3), 0,83 (3H, d,
J = 6,4 Hz, CHs-CH-CH3), 0,76 (3H, d, J=5,8 Hz, CH3-CH-CH3), 0,69 (3H, d,
J =5,8 Hz, CH3-CH-CHs). *C NMR (100,62 MHz, DMSO-ds): § 172,0; 171,9; 163.8;
155,5; 136,2; 135,5; 132,4; 130,4; 129,0; 128,9; 128,8; 125,2; 124,8; 116,1; 115,4; 71,3;
52,3; 51,4; 41,28; 41,25; 41,21; 24,7; 24,6; 23,42; 23,40; 22,0; 21,9. IR (ATR): 3284,
2957, 2872, 2360, 1634, 1598, 1542, 1484, 1269, 1245, 1124, 1011, 919, 804, 726, 696
cmt. CHN analyza: Vypoéteno pro C29HssCIN3O4 (528,08): C, 65,96; H, 7,25; N, 7,96.
Nalezeno: C, 65,90+0,01; H, 7,27+0,02; N, 7,70+0,02. HRMS (MALDI-TOF, m/z):
[M*H]* vypocteno pro C29H39CIN3O4: 528,26236 Da; nalezeno: 528,26312 Da.
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Charakterizace 2-benzyloxy-5-chloro-N-((2S)-1-oxo-3-phenyl-1-{N-[(2S)-1-0x0-3-
phenyl-1-(prop-2-en-1-ylamino)propan-2-yl] }propan-2-yl)benzamidu 11d
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Bild pevna latka; vytézek 47 %; b.t. 165-172 °C; [a3’] = -33,0° (¢ 1 EtOAC).
Rf(hex/etoac - 1/1) = 0,3. *H NMR (400 MHz, CDCls): & 8,25 (1H, d, J = 5,6 Hz, NH-CH-
CHH-Ph), 7,95 (1H, d, J = 2,8 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 7,48 (1H, t, J = 2,4 Hz, NH-CH>-
CH=CHy), 7,48-7,33 (5H,m, Ar-H), 7,25-7,15 (3H, m, Ar-H), 7,08-6,85 (8H, m, Ar-H),
6,49-6,37 (2H, m, Ar-H), 5,81-5,70 (1H, m, NH-CH>-CH=CHy), 5,22-5,05 (4H, m,
O-CH2-Ph, NH-CH2-CH=CHy), 4,75-4,61 (2H, m, NH-CH2-CH=CH>), 3,98-3,85 (1H,
m, NH-CH-CHH-Ph), 3,83-3,74 (1H, m, NH-CH-CHH-Ph), 3,19 (1H, dd, J = 6,4 Hz,
J =14 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 3,02 (1H, dd, J = 5,6 Hz, J = 14,4 Hz, NH-CH-CHH-Ph),
2,96 (1H, dd, J = 6,4 Hz, J=14 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 2,79 (1H, dd, J = 5,6 Hz,
J=14,4 Hz, NH-CH-CHH-Ph). 3C NMR (100,62 MHz, CDCls): & 170,6; 170,4;
165,1; 155,6; 136,5; 136,4; 135,1; 133,9; 133,3; 132,4; 129,4; 129,3; 129,2; 128,9;
128,6; 128,0; 127,3; 127,2; 126,9; 121,8; 116,6; 114,5; 71,9; 56,1; 53,9; 42,2; 37,4,
36,8. IR (ATR): 3282, 3066, 3032, 2360, 2342, 1641, 1597, 1534, 1498, 1487, 1455,
1273, 1253, 1229, 1127, 1011, 917, 806, 747, 697, 669 cm™. CHN analyza: Vypocteno
pro CssH34CIN3O4 (596,12): C, 70,52; H, 5,75; N, 7,05. Nalezeno: C, 70,24+0,02; H,
5,84+0,02; N, 6,83+0,02. HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M*H]* vypoéteno pro
Cs5H3sCIN3O4: 596,23106 Da; nalezeno: 596,23193 Da.
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5.2.4 Priprava Weinreb amidové a epoxidové funkéni skupiny metodou

stavebniho bloku

BOC\N/d(\OH CH3;ONHCH;,-HCI, BOP,
H TEA, DCM, 25°C-3h

(o}

3 3
R R®  CH;ONHCHg-HCI, iPrMgCl, R R
/g(o Boc,0, TEA, THF _ B /Ef(o suché THF, Nz 40-0°C-3h N TFA. DCM \
- + 0C,0, 8 0C< oC. ~A~ ~a~
Cl HyN D LA R N ~ nebo N o S22 o
* 0-25°C,20h Ho§ CH3ONHCHj HCI, LIHMDS, Ho L 25°C - 45 min 2
0 THF, -20 °C - 20 min, ) 0
2a-R%®=Ph 12a-R3=Ph 40°C-2h 13a-R®=Ph 14a-R®=Ph
2b-R3=-Pr 12b - R% = -Pr 13b-R% = j-Pr 14b - R® = j-Pr
i-propenyl MgBr, THF, N,
0°C-6h
m-CPBA, DCM, 25 °C - 4 h
o o nebo
B - Boc. tetrahydrothiopyran-4-on, oxon, Boc..
HzN 25% 55 min N NaHCO,, CH4CN, NasEDTA N
o 0 25°C-3,5h 0
16a,b nebo 15

NaHCOj3, oxon, 1,1,1-triF-aceton
H,0, CH3CN, 0-25°C -5 h

Postupy pro ochranu aminové skupiny, 12a,b

Piiprava latky 12a byla provadéna dle literatury.3!’ L-Fenylalanin methylester
hydrochlorid (2a, 17 g, 93,58 mmol) byl suspendovan ve vysuSeném tetrahydrofuranu
(150 ml). Smés byla vychlazena na 0 °C. Postupné byly do reakéni smési ptidany
triethylamin (16,96 ml, 121,65 mmol) a roztok di-terc-butyl dikarbonatu (26,55 g,
121,65 mmol) v suchém tetrahydrofuranu (100 ml). Reak¢éni smés byla michana po
dobu 20 hodin a postupné byla nechana ohtat na 25 °C. Objem reakéni smési byl na
RVO zredukovan na polovinu. Do reakéni smési byla pfidana voda (80 ml) a reak¢ni
smés byla proplachnuta ethyl acetitem (4 x 40 ml). Sloucend organickd faze byla
promyta vodou (3 x 30 ml) a vysuSena bezv. NaxSOs. Surovy produkt byl piecistén
postupné dvéma sloupcovymi chromatografiemi (310 g a 150 g silikagelu,

n-hexan/ethyl acetat — 3/1). Vytézek reakce (12a) je 63 %.

Charakterizace (S)-methyl 2-(terc-butoxykarbonyl)amino)-3-fenylpropanoatu 12a

Boc. o
ocH
o

~

Bezbarva olejovita latka; vytézek 63 %; Rt (hewetoac-31) = 0,44. TH NMR (400 MHz,
CDClz-dy): 6 7,30-7,15 (5H, m, Ar-H), 5,05-4,95 (1H, m, NH), 4,63-4,52 (1H, m,
NH-CH-CH>-Ph), 3,70 (3H, s, O-CHz3), 3,15-2,98 (2H, m, NH-CH-CH»-Ph), 1,51 (9H,
s, C(CHs)3). *C NMR (100,79 MHz, CDCls-d1): & 172,6; 155,3; 146,9; 136,2; 129,7;
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129,5; 128,7; 127,2; 85,4; 54,6; 52,4; 38,5; 28,5. CHN analyza: Vypocteno pro
CisH21NOs (279,33): C, 64,50; H, 7,58; N, 5,01. Nalezeno: C, 63,49+0,02; H
7,91+0,02; N, 4,45+0,01. HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M+Na]® vypoéteno pro
C1sH2:NOsNa: 302,13628 Da; nalezeno: 302,13659 Da.

Piiprava latky 12b byla provadéna dle literatury.® L-Leucin methylester
hydrochlorid (2b, 1 g, 5,5 mmol) byl rozpustén ve vodé¢ (10 ml) s K-COs (0,83 g,
6,05 mmol). Smés byla michéna pii 25 °C 10 minut. Reakéni smés byla promyta DCM
(3 x 10 ml). Zkombinované organické faze byly vysuseny bezv. Na>SOas. Rozpoustédlo
bylo na RVO oddestilovano za snizeného tlaku a L-leucin methylester s volnou amino
skupinou byl izolovan jako Ciry olej. L-Leucin methylester byl rozpustén v absolutnim
EtOH (10 ml) a roztok byl zahtat na 35-40 °C. Byl ptidan roztok di-terc-butyl
dikarbonatu (1,44 g, 6,6 mmol) a guanidin hydrochloridu (0,078 g, 0,83 mmol)
Vv absolutnim EtOH (10 ml). Reakéni smés byla pfi teploté 35-40 °C michana 1 hodinu.
EtOH byl na RVO oddestilovan za snizeného tlaku a odparek byl suspendovan v EtOAC
(20 ml). Nerozpustény katalyzator byl odstranén filtraci. Organicka faze byla promyta
5% roztokem kyseliny citronové ve vodé (3 x 15 ml), 10% roztokem HCI (4 x 15 ml) a
vysusena bezv. NaxSQOs. Za snizeného tlaku byl na RVO roztok produktu zahustén do
konstantni véhy ve formé bezbarvého oleje. Surovy produkt byl pfecistén sloupcovou
chromatografii (70 g silikagelu, n-hexan/ethyl acetat — 6/1). Produkt 12b byl izolovan v
60% vytézku.

Charakterizace (S)-methyl 2-((terc-butoxykarbonyl)amino)-4-methylpentanoat 12b

Bezbarva olejovita latka; vytézek 60 %. *H NMR (400 MHz, CDCls-d1): & 5,02-4,93
(I1H, m, NH), 4,40-430 (1H, m, NH-CH-CH2-CH-(CHs).), 3,76 (3H, s, O-CHzs),
1,80-1,50 (3H, m, NH-CH-CH2-CH-(CHs3)2), 1,47 (9H, s, C(CHza)s), 1,03-0,94 (6H, m,
CH-(CHa)2). *C NMR (100,79 MHz, CDCls-d1): & 174.,2; 156,2; 146.8; 86,1; 78,7;
52,4; 52,3; 28,8; 27,5; 24,2; 22,2; 20,9. CHN analyza: Vypocteno pro Ci2H23NOg4
(245,32): C, 58,75; H, 9,45; N, 5,71. Nalezeno: C, 58,69+0,01; H 9,41+0,01; N,
5,67£0,01. HRMS (MALDI-TOF, m/z): vypoéteno pro Ci2H23NOa4: 268,15193
[M+Na]"; nalezeno: 268,15196 [M+Na]".
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Postupy zavedeni Weinreb amidové funkéni skupiny, 13a,b

Pro ptipravu Weinreb amidd byly postupné testovany tfi postupy liSici se

Vv reak¢nich podminkach a pouzitych ¢inidlech.

V prvnim postupu pievzatém a upraveném z literatury®® byl N-Boc-L-leucin
methylester (1 g, 4,08 mmol) rozpustén ve vysekurované trojhrdlé kulaté bance
v suspenzi  O,N-dimethylhydroxylamin hydrochloridu (CHsONHCHs-HCI, 0,597 g,
6,12 mmol) v suchém tetrahydrofuranu (25 ml) pod inertni N2 atmosférou. Reak¢ni
smés byla vychlazena na -40 °C a v prubéhu 15 minut byl za pomoci syringe pumpy
ptikapan roztok isopropylmagnesium chloridu (i-PrMgCl, 2M v suchém THF, 6,12 ml,
12,24 mmol). Reakéni smés byla michana 3 hodiny za pozvolného ohtevu z -30-0 °C,
poté byla ukonéena pfilitim nasyceného roztoku NH4Cl v H20 (10 ml). Produkt byl
extrahovan do EtOAc (3 x 20 ml). Kombinované organické faze byly promyty H20
(2x 10 ml) a vysuSeny bezv. NaSOs. Surovy produkt byl piecistén sloupcovou
chromatografii (70 g silikagelu, n-hexan/ethyl acetat - 3:1). Vysledny Weinreb amid
13b byl izolovan jako bezbarvy olej v 48% vytézku.

Druhy postup vedouci na Weinreb amidy byl pfevzat a upraven z literatury.>%

N-Boc-L-Leucin methylester (1 g, 4,08 mmol) byl rozpustén ve vysekurované trojhrdlé
kulaté bance v suspenzi CH30ONHCHs-HCI (0,994 ¢, 10,19 mmol) v suchém
tetrahydrofuranu (30 ml) pod inertni N2 atmosférou. Reakéni smés byla vychlazena
na -20 °C a v prib&éhu 20 minut byl za pomoci syringe pumpy piikapan roztok lithium
bis(trimethylsilyl)amid (LiHMDS, 1M v suchém THF, 20,38 ml, 20,38 mmol). Reak¢ni
smés byla michana 2 hodiny pfi -10 °C, poté byla ukoncena pfilitim nasyceného roztoku
NHsCl v H20 (20 ml) a nafedéna EtO (20 ml). Produkt byl extrahovan do Et.O
(3 x 30 ml). Kombinované organické faze byly promyty H20 (2 x 20 ml) a vysuseny
bezv. Na2SOa. Surovy produkt byl piecistén sloupcovou chromatografii (70 g silikagelu,
n-hexan/ethyl acetat - 1:1). Vysledny Weinreb amid 13b byl izolovan jako bezbarvy
olej v 75% vytézku.

Tteti moznost pro zavedeni Weinreb amidové funkéni skupiny vychazi ptimo
zN-Boc aminokyselin a vyuzivd amidacniho ¢inidla BOP (benzotriazol-1-
yloxytris(dimethylamino) fosfonium hexafluorofosfat). Postup byl pfevzat a upraven
z literatury.®” N-Boc-L-leucin (0,523 g, 2,26 mmol) byl rozpustén v DCM (10 ml). Po
prvni porci TEA (0,315 ml, 2,26 mmol) byl ptfidan BOP (1 g, 2,26 mmol) a roztok
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smé&si CH3ONHCH3-HCI (0,243 g, 2,49 mmol) sdruhou porci TEA (0,347 ml,
2,49 mmol) v DCM (15 ml). Reakéni smés byla pti 25 °C michana 3 hodiny. Reakce
byla ukoncena pfilitim DCM (60 ml) a promytim 3M HCIl (3 x 10 ml), nasycenym
roztokem NaHCO3 (3 x 10 ml) a vodou (3 x 10 ml). Organicka faze byla vysusena bezv.
NaSOs. Surovy produkt byl precistén sloupcovou chromatografii (70 g silikagelu,
n-hexan/ethyl acetat — 1/1). Vysledny Weinreb amid 13b byl izolovan jako bezbarvy
olej v 60% vytezku.

Jako nejvhodnéjsi metodou pripravy Weinreb amida se ukazal druhy popsany
postup vyuzivajici LiHMDS, protoze poskytuje nejvyssi vytézky, je dostatecné
robustni, je provadén bez nutnosti hlubokého chlazeni a nutnosti prace s inertnim
plynem, suSenym rozpoustédlem a ve vysekurované aparatuie. V piipad¢ zavadéni
Weinrebamidové skupiny do pokrocilejSich molekul bylo vyuzivano vyhradné tohoto

postupu.

Charakterizace (S)-terc-butyl (1-(methoxy(methyl)amino)-1-oxo-3-fenylpropan-2-yl)
karbamatu 13a

Boc\” i N~

Bezbarva olejovita latka; vytézek 85 %; R heweroac — 11) = 0,43. *H NMR (400 MHz,
CDCls-dy): 6 7,40-7,18 (5H, m, Ar-H), 5,30-5,20 (1H, m, NH), 5,10-4,95 (1H, m,
NH-CH-CHH-Ph), 3,71 (3H, s, N-CH3), 3,22 (3H, s, O-CHgs), 3,15-3,05 (1H, m,
NH-CH-CHH-Ph), 3,00-2,87 (1H, m, NH-CH-CHH-Ph), 1,44 (9H, s, C(CHs)3).
13C NMR (100,79 MHz, CDCls-d1): & 172,5; 155.,4; 136.8; 129.8; 128,2; 126,1; 79,8;
61,7, 51,7; 39,0; 32,2; 28,5. CHN analyza: Vypocteno pro CisH24N204 (308,37): C,
62,32; H, 7,84; N, 9,08. Nalezeno: C, 62,78+0,02; H 7,83+0,01; N, 8,94+0,01. HRMS
(MALDI-TOF, m/z): [M+Na]® vypoéteno pro CieH2aN20sNa: 331,16283 Da;
nalezeno: 331,16317 Da.
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Charakterizace (S)-terct-butyl (1-(methoxy(methyl)amino)-4-methyl-1-oxopentan-2-yl)
karbamatu 13b

Bezbarva olejovita latka; vytézek 75 %; R (exetoac — 11y = 0,51. *H NMR (400 MHz,
CDCls-dy): 6 5,07-5,02 (1H, m, NH), 4,73-4,63 (1H, m, NH-CH), 3,76 (3H, s, N-CHz3),
3,17 (3H, s, O-CHs), 1,73-165 (1H, m, CHs-CH-CHs), 1,45-1,33 (11H, m,
NH-CH-CH2-CH-(CHz3)2, C(CHa)3), 0,95-0,85 (6H, m, CH-(CHs)z). '3C NMR
(100,79 MHz, CDClz-d1): & 174,0; 155,8; 79,6; 61,8; 49,1; 42,2; 32,3; 29,9; 28,5; 24,9;
23,5. CHN analyza: Vypocteno pro C13H26N204 (274,36): C, 56,91; H, 9,55; N, 10,21.
Nalezeno: C, 56,73+0,02; H 9,64+0,02; N, 10,12+0,02. HRMS (MALDI-TOF, m/z):
[M+Na]* vypocteno pro Ci3H26N20sNa: 297,17848 Da; nalezeno: 297,17867 Da.

Obecny postup deprotekce amino skupiny, 14a,b

Deprotekce amino skupiny u Weinreb amidi 13a,b vede na molekuly 14a,b,
které jsou vyuzity pii syntéze diamidovych Weinreb amidi 17a-d. Postup deprotekce
byl prevzat z literatury.3®® K roztoku N-Boc-L-leucin Weinreb amidu (13b, 3,5 g,
12,8 mmol) v dichlorometanu (50 ml) byla ptidana kyselina trifluoroctova (19,6 ml,
256 mmol). Reak¢ni smés byla pii 25 °C michana 45 minut a nasledné neutralizovana
na pH=7 s 2M roztokem NaOH ve vod¢. Oddé¢lena organicka faze byla promyta
nasycenym roztokem NaHCOs3 (2 x 30 ml), vodou (2 x 30 ml) a byla vysusena bezv.
NaxSO04. Oddestilovanim rozpoustédla na RVO za sniZzeného tlaku byl izolovan produkt

14b ve vytézku 68 %.

Charakterizace (S)-2-amino-N-methoxy-N-methyl-3-fenylpropanamidu 14a

Bezbarva olejovita latka; vytézek 98 %. 'H NMR (400 MHz, CDCls-d1): § 7,40-7,20
(5H, m, Ar-H), 4,20-4,10 (1H, m, NH-CH), 3,67 (3H, s, N-CHa), 3,25 (3H, s, O-CHz),
3,20-3,10 (1H, m, NH-CH-CHH-Ph), 2,85-2,75 (1H, m, NH-CH-CHH-Ph). Signal NH»
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neni patrny. 13C NMR (100,79 MHz, CDCls-d1): & 172,5; 155,4; 136,8; 129,8; 128,2;
126,1; 79,8; 61,7; 51,7; 39,0. CHN analyza: Vypocteno pro C11H1sN202 (208,26): C,
63,44; H, 7,74; N, 13,45. Nalezeno: C, 61,95+0,02; H 7,88+0,01; N, 12,79+0,02.
HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M+H]" vypoé¢teno pro CiiHi7N202: 209,12845 Da;
nalezeno: 209,12831 Da.

Charakterizace (S)-2-amino-N-methoxy-N,4-dimethylpentanamidu 14b

Bezbarva olejovita latka; vytézek 68 %. *H NMR (400 MHz, CDCls-d1): & 3,85-3,75
(1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHs)2), 3,73 (3H, s, N-CHs), 321 (3H, s, O-CHs),
1,90-1,78 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHs)2), 1,52-1,43 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-
(CHz3)2), 1,40-1,31 (1H, m, CH3-CH-CHj3), 0,95 (3H, d, J =2,4 Hz, CH3), 0,93 (3H, d,
J=2,4 Hz, CHs). Signal NH2 neni patrny. **C NMR (100,79 MHz, CDCls-d1): § 61,5;
49,6; 44,1; 24,9; 23,6; 21,8. CHN analyza: Vypoéteno pro CgHisN202 (174,24): C,
55,15; H, 10,41; N, 16,08. Nalezeno: C, 51,67+0,01; H 9,95+0,02; N, 13,90+0,02.
HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M+H]* vypocteno pro CsHiN2Oz: 175,14410 Da:
nalezeno: 175,14432 Da.

Postup pro zavedeni isopropenylového motivu, 15

Metoda zavedeni dvojné vazby do molekuly byla pievzata z literatury.®’ Ve
vysekurované trojhrdlé kulaté bance byl pod inertni atmosférou N2 kna 0 °C
chlazenému roztoku isopropenylmagnesium bromidu (i-PropenylMgBr, 0,5M v suchém
THF, 9,29 ml, 4,645 mmol) piikapan roztok N-Boc-L-leucin Weinreb amidu (13b,
0,607 g, 2,212 mmol) v suchém THF (20 ml). Reak¢ni smés byla michana 6 hodin pti 0
°C. Reakce byla nasledné ukonéena prilitim nasyceného roztoku NH4Cl v H>O (20 ml)
a 20 g ledu. Po roztati ledu bylo piidavkem 10% HCI upraveno pH reakéni smési na pH
= 7. Produkt byl extrahovan do EtOAc (3 x 20 ml). Kombinované organické faze byly
promyty H20O (2 x 10 ml) a vysuseny bezv. Na2SOs4. Surovy produkt byl precistén
sloupcovou chromatografii (70 g silikagelu, n-hexan/ethyl acetat - 3:1). Vysledny

isopropenylovy intermediat 15 byl izolovan jako bezbarvy olej v 48% vytézku.
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Charakterizace terc-butyl [(4S)-2,6-dimethyl-3-oxohept-1-en-4-yl]karbamatu 15
Bezbarva olejovitd latka; vytézek 60 %; Rt (hewetoac - 31y = 0,63.
B0, 'H NMR (400 MHz, CDCls-d1): & 6,14 (1H, s, CH3C=CHH), 5,94 (1H,
N S s, CH3C=CHH), 5,25-5,17 (1H, m, NH-CH-CH,-CH-(CH3),), 5,17-5,07
(I1H, m, NH-CH-CH2-CH-(CHz3)2), 1,96 (1H, s, CH3C=CHH), 1,84-1,74 (1H, m,
NH-CH-CH,-CH-(CHz3)2), 1,57-1,44 (10H, m, COO(CHs)3, NH-CH-CHH-CH-(CH3)2),
1,42-1,30 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHa)2), 1,05 (1H, d, J = 2,4 Hz, CH3-CH-CHj),
0,95 (1H, d, J =2,4 Hz, CH3-CH-CH3). 3C NMR (100,79 MHz, CDCls-d1): & 201,8;
155,7; 149,5; 142,4; 126,3; 79,7; 52,7, 43,4, 28,5; 25,1, 23,6; 21,8; 18,1. CHN analyza:
Vypoéteno pro CiusH2sNO3z (255,35): C, 68,85; H, 9,87; N, 5,49. Nalezeno: C,
65,94+0,02; H 9,98+0,02; N, 5,32+0,01. HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M+H]*
vypocteno pro C14H26NO3z: 256,19072 Da; nalezeno: 256,19063 Da.

Epoxidace isopropenylového motivu, 16a,b

Mirné oxidace dvojné vazby isopropenylového intermediatu 15 byla provadéna
ttemi postupy. Intermediat 15 (0,538 g, 2,1 mmol) byl rozpustén v DCM (50 ml).
m-CPBA (1,27 g, 7,35 mmomol) byl pifidavan ve tiech davkach po 30 minutach. Pti
TLC kontrole (n-hexan/ethyl acetat — 6/1) se prvni skvrny produktu zacaly objevovat az
po 2 dnech. Reakéni smés byla michéna pti 25 °C 4 dny. Poté byla reakce ukoncena a
organicka faze byla promyta 30% roztokem Na2S203 (3 x 20 ml), nasycenym roztokem
NaHCO3 (3 x 20 ml), vodou (3 x 20 ml) a vysusena bezv. Na>SQO4. Surovy produkt
obsahuje v této fazi nezreagovanou vychozi latku, rezidua m-CPBA. Produkt byl ¢istén
sloupcovou chromatografii (60 g silikagelu, n-hexan/ethyl acetat — 19/1). Podafilo se
izolovat nezreagovanou vychozi latku 15 v mnoZzstvi 54 % a produkt ve dvou
diastereoizomerech v thrnném vytézku 35 % (16a,b).>?°

Druhy testovany zptuisob mirné oxidace vyuziva kombinace tetrahydrothiopyran-
4-onu a oxonu (smés 2 KHSOs: KHSO4-K2SO4). Intermediat 15 (0,29 g, 1,14 mmol)
byl pii 25 °C rozpustén v CH3CN (15 ml) a 4-10*M roztoku EDTA ve vodé (9 ml). Do
smési byl pridan tetrahydrothiopyran-4-on (7 mg, 0,057 mmol), NaHCO3 (0,445 g,
5,3 mmol) a oxon (0,526 g, 1,71 mmol). Reakce probihala 3,5 hodiny pti 25 °C za
mirného vyvoje bublinek. Na TLC (n-hexan/ethyl acetat — 9/1) je vidét majoritni skvrna
nezreagované vychozi latky (Rf = 0,45) a minoritni protdhla skvrna produktu

(Rf=0,25). Reakce byla celkem nechana reagovat 24 hodin. TLC analyza byla stejna
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bez vyrazného posunu reakce ve prospéch produktu. Reakce byla ukoncena, vodna faze
byla extrahovéna EtOAc (3 x 20 ml). Kombinovana organické faze byla promyta vodou
(3 x 20 ml) a vysusena bezv. NazSO4. Surovy produkt obsahuje podle *H NMR hlavné
nezreagovanou vychozi latku a jen stopy produktu. Zpétn¢€ izolovana vychozi latka
(80 %) byla po precisténim sloupcovou chromatografii (70 g silikagel, n-hexan/ethyl
acetat — 6/1) pouzita pro dal§i syntézy. Nebyly izolovany ani stopy produktu. 32!

Tteti testovany zptisob mirné oxidace dvojné vazby vyuzivd kombinace oxonu a
trifluoroacetonu. NaHCO3 (10,8 g, 128,7 mmol) bylo suspendovano ve vodé (14 ml).
Suspenze byla vychlazena na 5 °C. Poté byl pfidan 1,1,1-trifluoroaceton (12,2 ml,
136,5 mmol) a roztok intermediatu 15 (1 g, 3,9 mmol) v CH3CN (25 ml). Reak¢ni smés
byla vychlazena na 0 °C. Oxon byl pfidan ve tfech davkach po 10 minutach. Reakce
byla vedena po dobu 5 hodin za pozvolného ohfevu na 25 °C. Na TLC (n-hexan/ethyl
acetat — 9/1) je vidét majoritni skvrna nezreagované vychozi latky (Rf = 0,45) a
minoritni protahla skvrna produktu (Rf = 0,25). Reakce byla ukoncena piilitim Et2O
(100 ml) a vody (40 ml). Oddélena vodna faze byla extrahovana Et>O (3 x 50 ml).
spojené organické faze byly promyty vodou (3 x 20 ml) a vysuSeny bezv. NaSOa.
Surovy produkt obsahuje podle *H NMR hlavné nezreagovanou vychozi latku a
minoritni podil dvou diastereomernich produktt. Sloupcovou chromatografii (150 g
silikagelu, n-hexan/ethyl acetat — 19/1) bylo zpétné izolovano 70 % nezreagované
vychozi latky (Rf (hewetoac - 191) = 0,18), 3 % prvniho diastereoizomeru 16a
(Ref (ewetoac1ony = 0,14) a7  %; druhého  diastereoizomeru  16b

(Raf (hexiEtoac-191) = 0,07).3%7

Charakterizace obou diastercoizomeri terc-butyl [(2S)-4-methyl-1-(2-methyloxiran-2-

yl)-1-oxopentan-2-yl] karbamatu 16a,b

Boc .
N

H o

Bezbarva olejovita latka; wthrnny vytézek 35%; prvni diastereoizomer 16a
Rif (hex/EtoAc - 6/1) = 0,29; Rif (hexetoac — 191) = 0,14, 'H NMR (400 MHz, CDCls-d1): 6
4,96-4,89 (1H, m, NH-CH-CHz-CH-(CHs)2), 4,40-4,32 (1H, m, NH-CH-CH:-CH-
(CHs3)2), 3,33 (1H, d, J=4,8Hz, CH3(CCHHO)), 2,93 (1H, d, J=4,8Hz,
CH3(CCHHO)), 1,81-1,72 (1H, m, NH-CH-CH,-CH-(CHs)2), 1,56 (3H, s,
CH3(CCHHO)), 1,54-1,51 (2H, m, NH-CH-CHo-CH-(CHs)2), 1,49-1,43 (9H, m,
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COO(CHa)3), 1,05-0,95 (6H, m, NH-CH-CH>-CH-(CHz)). *C NMR (100,79 MHz,
CDCls-d1): 6 209,8; 156,2; 78,7; 59,6; 52,1; 51,9; 45,5; 38,4; 28,4; 27,5; 24,9; 23,8;
21,5; 18,2. CHN analyza: Vypocteno pro C1aH2sNO4 (271,35): C, 61,97; H, 9,29; N,
5,16. Nalezeno: C, 61,69+0,02; H 9,34+0,02; N, 5,09+0,01. HRMS (MALDI-TOF,
m/z): [M+H]" vypoéteno pro C14H26NO4: 272,18564 Da; nalezeno: 272,18699 Da.

Druhy diastereoizomer 16b Raf (rexetoac - 61) = 0,18; Raf (hextoac - 191) = 0,07.
'H NMR (400 MHz, CDClsz-d1): & 4,99-4,93 (1H, m, NH-CH-CH2-CH-(CHa)y),
4,68-4,57 (1H, m, NH-CH-CH2-CH-(CHj3)2), 3,09 (1H, d, J = 4,8 Hz, CH3(CCHHO)),
2,90 (1H, d, J=4,8 Hz, CH3(CCHHO)), 1,82-1,71 (1H, m, NH-CH-CH-CH-(CHa)z),
1,62 (3H, s, CH3(CCHHO)), 1,55-1,30 (11H, m, COO(CHs)s, NH-CH-CH>-CH-
(CHs)2), 1,03 (3H, d, J = 6,4 Hz, CH3-CH-CH3), 0,98 (3H, d, J = 6,8 Hz, CH3-CH-CHy3).
13C NMR (100,79 MHz, CDCls-d1): & 206,8; 154,2; 79,8; 58,9; 53,1; 53,0; 41,2; 29,9;
28,5; 25,1; 23,5; 21,7; 17,8. CHN analyza: Vypocteno pro C1sH2sNO4 (271,35): C,
61,97; H, 9,29; N, 5,16. Nalezeno: C, 63,42+0,01; H 9,26+0,02; N, 4,98+0,01. HRMS
(MALDI-TOF, m/z): [M+H]" vypoéteno pro CisHo6NOa4: 272,18564 Da; nalezeno:
272,19748 Da.

Piiprava (2S)-2-amino-4-methyl-1-(2-methyloxiran-2-yl)pentan-1-onu

H,N
o)

Postup deprotekce je shodny s postupem ptipravy latek 14a,b a byl pievzat
z literatury.®!® K roztoku intermediatu 16a (0,09 g, 0,3 mmol) v dichlorometanu (20 ml)
byla ptidana kyselina trifluoroctova (0,115 ml, 1,5 mmol). Reak¢ni smés byla pii 25 °C
michana 45 minut a nasledné neutralizovana na pH =7 s 1M roztokem Na,COsz ve
vode. Oddeélena organicka faze byla promyta nasycenym roztokem NaHCOz (2 x 15
ml), vodou (2 x 15 ml) a byla vysuSena bezv. NaxSOs. Pii TLC kontrole (n-hexan/ethyl
acetat — 6/1) byla patrna smés asi péti splyvajicich skvrn v rozmezi R¢ = 0,4-0,1. Cisténi
surové smési (70 g silikagel, (n-hexan/ethyl acetat — 9/1) nevedlo Kk aspésné izolaci
7adného z produktd. *"H NMR analyza nevedla k blizsi identifikaci jednotlivych slozek.
Z divodu nizkého mnozstvi vychozi latky 16a jakoz i druhého diastereoizomeru 16b a

vzhledem ke slozitosti a nehospodarnosti jejich piiprav byla optimalizace tohoto
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posledniho reakéniho kroku stejné jako celé reakéni drahy problematickd a bylo od ni
upusteno.

Obecny postup piipravy Weinreb amida 17a-d

Dipeptidové salicylamidy zakonfené Weinreb amidovou funkcni skupinou
(17a-d) byly pfiipraveny dvojim zptisobem. Prvnim zpisobem je metoda stavebniho
bloku vychazejici ze separatniho vybudovani funkéni skupiny na aminokyseling (14a,b)
a nasledného spojeni tohoto stavebniho bloku se salicylamidem s jiz navazanou
aminokyselonou (4a,b) ve smyslu Steglichovi amidace. Pouzité optimalizované
podminky amidace latek 3a,b (iv) nevyuzivaji TEA, DIPEA nebo K2CO3 z duvodu jiz
volné aminoskupiny molekuly (14a,b), EDCI-HCI je pouzivan v mirném podbytku
(0,95 ekv) a reakéni doba je snizena na 1 hodinu. Promyvani surového produktu
roztokem NaHCOs a solankou je vyfazeno. Promyti vodou a ¢isténi sloupcovou
chromatografii postacuje k odstranéni veskerych vedlejSich produktl a necistot a vede
k ziskani velmi ¢istého produktu. K suspenzi kyseliny 4a (1,078 g, 2,87 mmol) a L-Phe
Weinreb amidu 14a (0,598 g, 2,87 mmol) v dichlormethanu (50 ml) byl pfidan
EDCI-HCI (0,327 g, 2,73 mmol) a HOBt (0,387 g, 2,87 mmol). Reakéni smés byla
michana pfii 25 °C 1 hodinu a poté zakoncentrovana za snizeného tlaku. Surovy produkt
byl rozpustén v ethyl acetatu (50 ml), promyt H>O (2 x 20 ml) a vysusen bezvodym
Na;SOs. Surovy produkt byl ¢istén sloupcovou chromatografii (silikagel 150 g,
n-hexan/ethyl acetat (1:1). Vysledny Weinreb amid 17b byl izolovan jako bezbarvy olej
v 51% vytézku. Touto metodou byly pfipraveny latky 17a a 17b, které jsou kvalitativné
shodné s ekvivalenty pfipravenymi druhou metodou, metodou postupného budovani.

Metoda postupného budovani vyuziva optimalizovanych podminek s LIHMDS
pro zavadéni Weinreb amidové skupiny na dipeptidovy salicylamid s methylesterovou
skupinou (5a-d).3% Salicylamid methylester 5a (3,48 g, 6,48 mmol) byl rozpustén ve
vysekurované trojhrdlé kulaté bance v suspenzi CH3ONHCHs3-HCI (1,896 g,
19,44 mmol) v suchém tetrahydrofuranu (100 ml) pod inertni N2 atmosférou. Reak¢ni
smés byla vychlazena na -20 °C a v prubéhu 20 minut byl za pomoci syringe pumpy
ptikapan roztok lithium bis(trimethylsilyl)amid (LIHMDS, 1M v suchém THF,
38,88 ml, 38,88 mmol). Reak¢ni smés byla michana 1,75 hodiny -20 °C a nasledné
2 hodiny pfi -10 °C, poté byla ukoncena pfilitim nasyceného roztoku NH4Cl v H20O
(40 ml) a nafedéna EtoO (40 ml). Produkt byl extrahovan do EtOAc (3 x 50 ml).
Kombinované organické faze byly promyty H20 (2 x 20 ml) a vysuseny bezv. Na2SOas.

Surovy produkt byl ptecistén sloupcovou chromatografii (210 g silikagelu,
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n-hexan/ethyl acetat - 1:1). Vysledny Weinreb amid 17a byl izolovan jako bezbarvy olej
V 74% vytézku. Touto metodou byly pfipraveny vSechny Ctyii derivaty (17a-d). Syntéza
molekuly dipeptidu a zavedeni funkéni skupiny na zavér poskytuje koncové produkty
ve vys$Sim uhrmném vytézku, proto byla tato metoda nadale vyuzivana pro pfipravu

vSech pokrocilejsich peptidovych salicylamidt.

R? R®
0 |
OH
cl N + HN N~ EDCI-HCI, HOBt
Ho o DCM, 25 °C, 1 h
Q

4a,b 14a,b

B R? o
, , 2 HVU\ 17a-R?=Ph,R®=j-P
2-ph i 3_ph cl N -0 A
R2 = Ph, i-Pr R3 = Ph, i-Pr N <7 N7 17b - R?=j-Pr, R® = Ph
Ho oo = |

17c -R?=j-Pr,R® = j-Pr

3
Q R 17d - R? =Ph,R®=Ph
o R? o Bn

al HVU\ P CH3ONHCHg-HCI, LIHMDS,

N ) THF, -20 °C - 20 min,
o * -10°C-2h
0 R
Bn 5a-d

Charakterizace  2-benzyloxy-5-chloro-N-((2S)-1-(((2S)-1-(methoxy(methyl)amino)-4-

methyl-1-oxopentan-2-yl)amino)-1-oxo-3-fenylpropan-2-yl)benzamidu 17a

C&LWN¢L o

Bezbarva olejovité latka; vytézek 74 %; [a®’] = -15,0° (¢ 1,00, EtOAc);
Rt (hewetoac-11) = 0,27. *HNMR (400 MHz, CDCls-d1): & 8,34 (1H, d, J=7,2 Hz,
NH-CH-CHH-CH-(CH)2), 8,15 (1H, d, J = 2,8 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 7,45-7,30 (6H,
m, Ar-H), 7,24-7,13 (3H, m, Ar-H), 7,06-7,00 (2H, m, Ar-H), 6,91 (1H, d, J = 8,8 Hz,
Ar-H), 6,65 (1H, d, J = 8,4 Hz, Ar-H), 5,17-5,12 (2H, ABq, J = 16,2 Hz, O-CH,-Ph),
5,07-4,96 (LH, m, NH-CH-CHH-Ph), 4,90-4,82 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHa)2),
3,77 (3H, s, O-CHs), 3,20 (3H, s, N-CHs), 3,11 (1H, dd, J = 8 Hz, J = 14 Hz, NH-CH-
CHH-Ph), 2,88 (1H, dd, J = 8 Hz, J =14 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 1,63-1,52 (1H, m,
NH-CH-CHH-CH-(CH3)2), 1,51-143 (2H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHs)2, NH-CH-
CHH-CH-(CHj3)2), 0,91 (3H, d, J=6,4 Hz, CHs-CH-CH3), 0,87 (3H, d, J=6,4 Hz,
CH3-CH-CHs). 2*C NMR (100,79 MHz, CDCls-d1): & 170,6; 163,9; 155,3; 136.8:
135,2; 132,6; 132,1; 129,2; 129,0; 128,8; 128,4; 127,6; 126,9; 126,7; 122,6; 114,3; 71,5;
61,6; 55,1; 47,7; 41,8; 37,5; 32,1; 24,8; 23,2; 21,8. IR (ATR): 3306, 2958, 2360, 2342,
1690, 1514, 1469, 1271, 1225, 988, 742, 698, 669 cm™. CHN analyza: Vypocteno pro
Ca1H36CIN3Os (566,09): C, 65,77, H, 6,41; N, 7,42. Nalezeno: C, 65,75+0,01; H
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6,51+0,01; N, 7,36+0,02. HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M+Na]* vypoéteno pro
Ca1H3sCIN3OsNa: 588,22357 Da; nalezeno: 588,22380 Da.

Charakterizace  2-benzyloxy-5-chloro-N-((2S)-1-(((2S)-1-(methoxy(methyl)amino)-1-
oxo-3-fenylpropan-2-yl)amino)-4-methyl-1-oxopentan-2-yl)benzamid 17b

0O

0 H
CI\CKLQ N\:)LT,O\
o ©

Ph

Bn

Bezbarva olejovitda latka; vytézek 82 %; [a%’] = -30,6° (¢ 1,00, EtOAc);
Rt (hex/Etoac-1/1) = 0,38. TH NMR (400 MHz, CDCls): § 8,21 (1H, d, J = 2,8 Hz, NH-CH-
CHH-CH-(CHa)2), 8,03 (1H, d, J = 7,2 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 7,45-7,37 (6H, m, Ar-H),
7,15-7,08 (5H, m, Ar-H), 7,02 (1H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 6,94 (1H, d, J = 8 Hz, Ar-H),
5,23-5,17 (1H, m, NH-CH-CHH-Ph), 5,17-5,14 (2H, ABq, J=10,4 Hz, O-CH,-Ph),
4,56-4,47 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHs)2), 3,69 (3H, s, O-CHs), 3,18 (3H, s,
N-CHs), 3,12-3,05 (1H, m, NH-CH-CHH-Ph), 2,95-2,85 (1H, m, NH-CH-CHH-Ph),
1,50-1,41 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHs),), 1,40-1,32 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-
(CH3)2), 1,21-1,12 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CH3)2), 0,78 (3H, d, J=6,4 Hz,
CHs-CH-CHz3), 0,70 (3H, d, J=6,4 Hz, CH3-CH-CHs). *C NMR (100,62 MHz,
CDClz): 6 171,6; 164,2; 155,6; 136,5; 135,0; 132,8; 132,5; 129,6; 129,5; 129,3; 128,5;
128,4; 127,1; 126,9; 122,6; 114,1; 72,01; 72,00, 61,8; 52,2; 50,8; 40,0; 38,3; 32,3; 24,8;
23,1; 21,8. IR (ATR): 3296, 2926, 1643, 1544, 1481, 1247, 1226, 989, 700 cm™. CHN
analyza: Vypocteno pro C31H3sCIN3Os (566,09): C, 65,77; H, 6,41; N, 7,42. Nalezeno:
C, 65,81+£0,02; H 6,40+0,01; N, 7,42+0,02. HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M+Na]*
vypocteno pro C31HzsCIN3OsNa: 588,22357 Da; nalezeno: 588,22384 Da.

Charakterizace  2-benzyloxy-5-chloro-N-((2S)-1-(((2S)-1-(methoxy(methyl)amino)-4-
methyl-1-oxopentan-2-yl)amino)-4-methyl-1-oxopentan-2-yl)benzamidu 17c

0 H (¢}
Cl\dL” N\:)j\,iro\
(0]
?
i \(

Bezbarva olejovita latka; vytézek 51 %; [a3’] = -20,4° (¢ 1,00, EtOAc);
Rt (hex/Etoac-1/1) = 0,33. 'H NMR (400 MHz, CDCls-d1): 6 8,23 (1H, d, J=2,8 Hz,
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NH-CH-CHH-CH-(CHs)2), 8,17 (1H, d, J=7,6 Hz, NH-CH-CHH-CH-(CHa)>),
7,55-7,42 (6H, m, Ar-H), 7,06 (1H, d, J=8,8 Hz, Ar-H), 6,75 (1H, d, J=8,4 Hz,
Ar-H), 5,23-5,20 (2H, ABq, J=12,2 Hz, O-CH2-Ph), 5,08-5,00 (1H, m, NH-CH-
CHHCH-(CHa)2), 4,67-4,57 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CH3),), 3,83 (3H, s, O-CHz3),
3,24 (3H, s, N-CHa), 1,72-1,62 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CH3)z2), 1,62-1,52 (3H, m, 2
X NH-CH-CHH-CH-(CHz)2, NH-CH-CHH-CH-(CHz3)2), 1,521,42 (1H, m, NH-CH-
CHH-CH-(CH3)2), 1,35-1,24 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHgs)2), 0,96 (3H, d,
J=6,4 Hz, CHs-CH-CH3), 0,95 (3H, d, J=6,4 Hz, CH3-CH-CH3), 0,87 (3H, d,
J =6,4 Hz, CH3-CH-CH3), 0,78 (3H, d, J =6,4 Hz, CH3-CH-CHjs). 1*C NMR (100,79
MHz, CDCls-d1): & 172,0; 164,2; 155,6; 135,1; 132,8; 132,4; 129,2; 128,5; 127,1,
122,8; 114,1; 72,0; 61,8; 52,4, 47,9; 41,9; 40,5; 32,4, 24,9; 24,8; 23,5; 23,2; 21,9; 21,8.
IR (ATR): 3306, 2958, 2360, 2342, 1643, 1526, 1480,1272,1228, 991, 698, 669 cm™.
CHN analyza: Vypocteno pro CzsHzsCIN3Os (532,07): C, 63,21; H, 7,20; N, 7,90.
Nalezeno: C, 63,24+0,01; H 7,384+0,02; N, 7,89+0,02. HRMS (MALDI-TOF, m/z):
[M+Na]* vypocteno pro C2sHzsCIN3OsNa: 554,23922 Da; nalezeno: 554,24014 Da.

Charakterizace  2-benzyloxy-5-chloro-N-((2S)-1-(((2S)-1-(methoxy(methyl)amino)-1-
oxo-3-fenylpropan-2-yl)amino)-1-oxo-3-fenylpropan-2-yl)benzamidu 17d

ka LWNJLN o

Bezbarvd olejovita latka; vytézek 54 %; [a%’] = -26,2° (¢ 1,00, EtOAc);
Rt (hewetoac-11) = 0,36. *HNMR (400 MHz, CDCls-d1): & 8,32 (1H, d, J=7,6 Hz,
NH-CH-CHH-Ph), 8,22 (1H, d, J = 2,8 Hz, NH-CH-CHH-Ph),7,50-7,35 (6H, m, Ar-H),
7,27-7,10 (8H, m, Ar-H), 7,06-6,95 (4H, m, Ar-H), 5,30-5,21 (1H, m, NH-CH-CHH-
Ph), 5,18-5,14 (2H, ABq, J =16,2 Hz, O-CH,-Ph), 4,92-4,84 (1H, m, NH-CH-CHH-
Ph), 3,71 (3H, s, O-CH3), 3,23 (3H, s, N-CHa), 3,15-3,06 (2H, m, NH-CH-CHH-Ph,
NH-CH-CHH-Ph), 3,00-2,92 (1H, m, NH-CH-CHH-Ph), 2,84 (1H, dd, J=8 Hz, J =14
Hz, NH-CH-CHH-Ph). C NMR (100,79 MHz, CDCls-d1): & 170,6; 164,2; 155,5;
137,0; 136,4; 135,3; 132,8; 132,4; 129,6; 129,2; 129,0; 128,6; 128,4; 127,9; 127,1;
126,9; 126,87; 122,6; 114,5; 71,72; 71,71, 61,8; 55,0; 50,7; 38,4; 37,2; 32,3. IR (ATR):
3397, 2360, 2342, 1646, 1521, 1508, 989, 742, 699 cm™. CHN analyza: Vypocteno pro
Cz4H34CIN3Os (600,10): C, 68,05; H, 5,71; N, 7,00. Nalezeno: C, 67,92+0,02; H
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5,78+0,01; N, 6,90+0,01. HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M+Na]* vypoéteno pro
C34H34CIN3OsNa: 622,20792 Da; nalezeno: 622,20888 Da.
5.2.5 Syntéza a optimalizace piipravy aldehydové funkéni skupiny

Zavedeni aldehydové funkéni skupiny bylo provadéno nekolika zpiisoby. Pfima
redukce z methylesteru (3a,b) za pfitomnosti DIBAL sice vedla k izolaci aldehydu
(18a,b), vytézek reakce byl ale nizky a Cisténi reakéni smési bylo komplikované. Mirna
oxidace alkoholu (19) Dess-Martinovo periodnanem také vedla k ptipravé aldehydu
(18a), avsak vytézek opét nebyl idealni. Nejvhodnéjsi metodou ptipravy aldehydové
skupiny byla redukce Weinreb amidu (20a,b) za piitomnosti LiAlH4. Alkohol (19) byl
pfipraven uplnou redukci esteru (3a) za ptitomnosti NaBHa. Pro pfipravu Weinreb
amidu (20a,b) byly testovany dva postupy, z nichz se 1épe osvedCil postup zahrnujici
pouziti LIHMDS. V ramci pfipravy aldehydové skupiny byla testovana také stabilita
O-Bn Weinreb amidu (20a,b) pti deprotekci fenolického hydroxylu na odchranény
Weinreb amid (21a,b).

O O
Cl O\ DIBAL (1,2M v THF) Cl H
N suché THF, Ny, -78 °C -3 h N
0 25 % H o
(o) NaBH, 0

Dess-Martin. periodnan

THF/H,0 - 3/1 NaHCO3, DCM,
o}
Cl N H
H O
LiAIH,4, suché THF, OH

25°C-72h 0°C-1h,25°C-1
-20°C-3h,25°C-1h
suché THF, i-PrMgCl,

33 %
75 % x’
-40°C-1h,0°C-3h
53 % i I cl I!l
N —
c N ~0” _H,, 10%Pd/C, EtOAc, N o)
H o 25°C-20h ol
o) OH
]

95 %

CH3ONHCH; HCI,

o)
suché THF, LIHMDS, Cl\@fLN
-20°C-1h,-10°C-4h H
91 % o CH

nebo
CH3ONHCH3-HCI,

Obecné postupy pro piipravu aldehydi, 18a,b

Aldehyd 18a,b byl pfipravovan tfemi moznymi zpusoby. Prvnim testovanym
postupem byla piima redukce methylesteru 3ab za pFitomnosti DIBAL.3??323
Methylester 3a (1,029 g, 2,43 mmol) byl ve vysekurované trojhrdlé kulaté bance pod N2
atmosférou rozpustén v suSeném THF (20 ml). Roztok byl vychlazen na -78 °C. Béhem
30 minut byl ptikapan DIBAL (1,2 M roztok v THF, 4,05 ml, 4,86 mmol). Reak¢ni
smés reagovala pii -78 °C po dobu 3,5 hodin. Reakce byla ukoncena pfilitim smeési
MeOH 1 ml, 5% HCI (8 ml) a EtOAc (25 ml), odstavenim chlazeni a 30 minutovym

michanim. Pro lepsi déleni pfi extrakcich byl pfidan vinan sodno-draselny (0,5 g).
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Nerozpusténa suspenze byla odfiltrovana, byla od sebe odd€lena vodna a organicka
faze. Vodna faze byla promyta EtOAc (2 X 50 ml). Spojené organické faze byly
promyta vodou (3 x 50 ml) a vysuSeny bezv. NaSOs. Surovy produkt byl ¢istén
sloupcovou chromatografii (70 g silikagelu, n-hexan/cthyl acetat — 1/1). Aldehyd 18a
byl izolovan ve vytézku 25 %. V piipadé ptipravy aldehydu 18b byl vytézek 18 %.
Metoda nebyla pouzita u pokrocilejSich salicylamidii z divodu slozitého cisténi a
nizkého vytézku.

Druhym testovanym postupem piipravy aldehydu 18a je mirna oxidace alkoholu
19.3% Alkohol 19 (0,494 g, 1,2 mmol) byl rozpuitén v DCM (30 ml) a roztok byl
vychlazen na 0 °C a bylo pifidano Dess-Martinovo ¢inidlo (0,763 g, 1,8 mmol) a
NaHCOs (0,504 g, 6 mmol). Reakéni smés byla michana 1 hodinu pfi chlazeni na 0 °C a
nasledné 1 hodinu pii volném ohievu na 25 °C. Reakce byla ukoncena pfilitim roztoku
Na2S203 (3 g v 10 ml vody) pro doreagovani nadbytku ¢inidla a nasledné nasycenym
roztokem NH4Cl1 (10 ml). Odd¢lena organicka faze byla promyta vodou (3 x 15 ml) a
ususena bezv. NaSOs. Produkt byl piecistén sloupcovou chromatografii (70 g
silikagelu, n-hexan/ethyl acetat — 1/1). Aldehyd 18a byl izolovan ve vytézku 35 %.
Metoda nebyla pouZzita u pokrocilejSich salicylamidi z divodu slozitého ¢isténi a
nizkého vytézku.

Tfetim testovanym postupem, ktery se osvédCil a byl nasledné s Gpravami
pouzivan pro zavadéni aldehydové skupiny na pokrocilejsi salicylamidy, je redukce
Weinreb amidu 20a,b za piitomnosti LiAlHs na aldehyd 18a,b.3® Weinreb amid 20a
(0,5 g, 1,1 mmol) byl rozpustén ve vysekurované bance v bezvodém THF (30 ml) a
vychlazen na -20 °C. Poté byla piikapana suspenze LiAlH4 (0,052 g, 1,38 mmol) v 10
ml THF. Po 3 hodinach byla reakce pozvolna ohtata na 25 °C, kde byla michana dalsi
1 hodinu. Poté byla reakce ukoncena pftilitim EtOAc( 30 ml) a promytim slouc¢enych
organickych fazi 0,1M roztokem HCI (3 x 15 ml). Spojené vodné frakce byly promyty
EtOAc (3 x 15 ml). Spojené organické frakce byly promyty vodou (3 x 15 ml) a
vysuseny bezv. Na,SOs. Za snizeného tlaku bylo na RVO odstranéno rozpoustédlo do
konstantni hmotnosti. Aldehyd 18a byl izolovan v dobré Cistoté bez nutnosti provadet
sloupcovou chromatografii ve vytézku 75 %. V piipad¢ piipravy aldehydu 18b byl
vytézek 46 %. Tato metoda pfipravy aldehydové skupin byla pouzivana pro dalsi

pokrocilejsi salicylamidy.
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Charakterizace ((2S)-2-benzyloxy-5-chloro-N-(1-0xo-3-phenylpropan-2-yl)benzamidu
18a

Ph
(e}
Cl H
L
(e}
?
Bn

Bezbarva olejovita latka; vytézek 78 %; [a&’] = -1,5° (¢ 1,00, EtOAc);
Rf (hex/Etoac-3/1) = 0,15. *H NMR (400 MHz, CDCls-d1): § 9,53 (1H, s, CHO), 8,34 (1H,
d, J=6 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 8,11 (1H, d, J=2,8 Hz, Ar-H), 7,35-7,25 (4H, m,
Ar-H), 7,20-7,10 (5H, m, Ar-H), 6,98-6,93 (2H, m, Ar-H), 6,87 (1H, d, J=8,8 Hz,
Ar-H), 5,04-5,01 (2H, ABg, J = 10,6 Hz, O-CH,-Ph), 4,72 (1H, g, J = 6,4 Hz, NH-CH-
CHH-Ph), 3,07 (1H, dd, J=6,4 Hz, J=14,4 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 2,92 (1H, dd,
J=6,4 Hz, J=14,4 Hz, NH-CH-CHH-Ph). 3C NMR (100,79 MHz, CDCls-d1):
5198,8; 164,0; 155,5; 135,9; 135,0; 132,8; 132,1; 129,2; 129,0; 128,8; 128,7; 127,8;
127,1; 127,0; 122,2; 114,4; 71,7; 60,5; 34,8. IR (ATR): 3376, 3063, 2924, 1730, 1645,
1520, 1478, 1270, 1224, 1124, 992, 808, 741 cm. CHN analyza: Vypocteno pro
C23H20CINO3 (393.86): C, 70,14; H, 5,12; N, 3,56. Nalezeno: C, 69,89+0,03; H
5,17+£0,02; N, 3,52+0,03. HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M+H]" vypoc¢teno pro
C23H21CINOs3: 394,12045 Da; nalezeno: 394,12090 Da.

Charakterizace  (2S)-2-benzyloxy-5-chloro-N-(4-methyl-1-oxopentan-2-yl)benzamidu

18b

(0]

?

Bn
Bezbarva olejovita latka; vytézek 46 %; Rt (hewetoac-31) = 0,31. *H NMR (400 MHz,
CDCla-dy): 8 9,51 (1H, s, CHO), 8,30-8,15 (2H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHa)2), Ar-H),
748-737 (6H, m, Ar-H), 7,04 (1H, d, J=88 Hz, Ar-H), 517-515 (2H, ABq,
J=8,4 Hz, O-CH,-Ph), 4,58-4,50 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHa)2), 1,56-1,47 (1H,
m, NH-CH-CHH-CH-(CHa)2), 1,46-1,37 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHs)2), 1,17-1,07
(1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CH)z), 0,82 (3H, d, J = 6,4 Hz, CHz-CH-CHa), 0,74 (3H, d,
J =6,4 Hz, CH3-CH-CHj3). ¥*C NMR (100,79 MHz, CDCls-d1): & 199,8; 164,1; 155,6;
134,8; 132,8; 132,2; 129,2; 129,1; 128,5; 127,1; 122,2; 114,0; 72,0; 57,7; 37,3; 24,7;
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23,1; 21,7. IR (ATR): 3371, 2960, 1725, 1640, 1527, 1481, 1273, 1220, 990, 824, 744,
719 cm™t. CHN analyza: Vypoéteno pro C2oH22CINO3 (359,85): C, 66,75; H, 6,16; N,
3,89. Nalezeno: C, 66,52+0,02; H 6,21+0,01; N, 3,81+0,01. HRMS (MALDI-TOF,
m/z): [M+H]*vypoéteno pro C20H23CINOs: 360,13610 Da; nalezeno: 360,13638 Da.

Ptiprava alkoholu 19 pro néslednou oxidaci na 18a
Methylester 3a (1,7 g, 4,01 mmol) byl rozpustén v THF/H.0 — 3/1 (90 ml).32® po
ptidavku NaBHa4 (0,174 g, 4,6 mmol) byla reak¢éni smés pii 25 °C michana 72 hodin. Po

TLC kontrole (n-hexan/ethyl acetat — 1/1) je vychozi latka zreagovana piiblizné
z poloviny. Po ptidavku dalsi porce NaBH4 (0,073 g, 1,92 mmol) a po 4 hodinach doslo
K posunu ve prospéch produkti. Reakce byla ukonéena. Produkt byl extrahovan do
EtOAc (3 x 70 ml). Organicka faze byla promyta vodou (2 x 30 ml) a surovy produkt
byl piecistén sloupcovou chromatografii (100 g silikagelu, n-hexan/ethyl acetat — 3/1).
Alkohol 19 byl izolovan ve 33% vytézku. Postup nebyl dale optimalizovan a vyuzivan

z diivodu slozitého ¢isténi a nizkého vytézku.

Charakterizace 2-(benzyloxy)-5-chloro-N-[(2S)-1-hydroxy-3-fenylpropan-2-
yl]benzamidu 19

Ph
(0]
Cl
Cﬁ“
OH
?
Bn

Bezbarva olejovita latka; vytézek 5 %; Rt (rexetoac-sny = 0,15. 'H NMR (400 MHz,
DMSO-de): 6 12,51 (1H, brs, CH2-OH), 8,56 (1H, d, J = 7,2 Hz, NH-CH-CHH-Ph),
7,66 (1H, d, J=2,8 Hz, Ar-H), 7,51 (1H, dd, J = 2,4 Hz, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,42-7,30
(5H, m, Ar-H), 7,27-7,17 (5H, m, Ar-H), 7,07 (1H, d, J =6,8 Hz, Ar-H), 5,28-5,21 (2H,
ABq, J =12,4 Hz, O-CH-Ph), 4,80-4,65 (1H, m, NH-CH-CHH-Ph), 3,95-3,87 (2H, m,
CH2-OH), 3,08 (1H, dd, J=5,6 Hz, J= 14 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 2,88 (1H, dd,
J=8,8 Hz, J = 14 Hz, NH-CH-CHH-Ph). *C NMR (100,62 MHz, DMSO-ds): & 172,0;
164,9; 155,1; 137,7; 136,1; 132,9; 130,1; 129,2; 129,4; 129,1; 128,2; 128,1; 127,9;
125,6; 124,8; 116,5; 71,1; 54,6; 52,7; 37,2. CHN analyza: Vypocteno pro C2sH22CINOs
(395,88): C, 69,78; H, 5,60; N, 3,54. Nalezeno: C, 69,59+0,03; H 5,69+0,02; N,
3,41+0,01. HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M+H]"vypo¢teno pro C23H23CINOs:
396,13610 Da; nalezeno: 396,13601 Da.

154



EXPERIMENTALNI CAST

Obecny postup pro piipravu Weinreb amidu, 20a,b

Weinreb amid 20a,b byl ptipravovan dvéma zpisoby, které vychazeji z diive
testovanych postupt pro syntézu Weinreb amidu 13a,b. V prvnim postupu pievzatém a
upraveném z literatury®® byl methylester 3b (1,2 g, 3,08 mmol) rozpuitén ve
vysekurované  trojhrdlé kulaté bance v suspenzi O,N-dimethylhydroxylamin
hydrochloridu (CH3ONHCH3-HCI, 0,751 g, 7,7 mmol) v suchém tetrahydrofuranu
(35 ml) pod inertni N2 atmosférou. Reakéni smés byla vychlazena na -40 °C a
v pribéhu 15 minut byl za pomoci syringe pumpy ptikapan roztok isopropylmagnesium
chloridu (i-PrMgCl, 2M v suchém THF, 4,62 ml, 9,24 mmol). Reakéni smés byla
michana 3 hodiny za pozvolného ohfevu z -30-0 °C, poté byla ukoncéena prilitim
nasyceného roztoku NH4Cl v H>O (10 ml). Produkt byl extrahovan do EtOAc
(3 x 20 ml). Kombinované organické faze byly promyty H.O (2 x 10 ml) a vysusSeny
bezv. Na;SOs. Surovy produkt byl ptecistén sloupcovou chromatografii (100 g
silikagelu, n-hexan/ethyl acetat - 2:1). Vysledny Weinreb amid 20b byl izolovan jako
bezbarvy olej v 48% vytézku. Weinreb amid 20a byl izolovan jako bezbarvy olej v 53%
vytézku.

Druhy postup vedouci na Weinreb amidy byl pievzat a upraven z literatury.3%
Methylester 3b (1,2 g, 3,08 mmol) byl rozpustén ve vysekurované trojhrdlé kulaté
bance v suspenzi CH:ONHCH3-HCI (0,751 g, 7,7 mmol) v suchém THF (50 ml) pod
inertni N2 atmosférou. Reak¢ni smés byla vychlazena na -20 °C a v prib&éhu 20 minut
byl za pomoci syringe pumpy piikapan roztok lithium bis(trimethylsilyl)amid
(LIHMDS, 1M v suchém THF, 15,4 ml, 15,4 mmol). Reakéni smés byla michana
celkem 1 h pfi — 20 °C a nasledné 4 hodiny pii -10 °C, poté byla ukoncena pfilitim
nasyceného roztoku NH4Cl v H2O (20 ml) a nafedéna Et2O (20 ml). Produkt byl
extrahovan do Et2O (4 x 40 ml). Kombinované organické faze byly promyty H>O
(2x20 ml) a vysuseny bezv. NaSOs. Surovy produkt byl piecistén sloupcovou
chromatografii (100 g silikagelu, n-hexan/ethyl acetat - 2:1). Vysledny Weinreb amid
20b byl izolovan jako bezbarvy olej v 91% vytézku. Weinreb amid 20a byl izolovan
jako bezbarvy olej v 69% vytézku. Tento postup byl nadale s drobnymi Upravami

pouzivan pro zavadéni Weinreb amidové funkcni skupiny na pokrocilejsi derivaty.
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Charakterizace (2S)-2-benzyloxy-5-chloro-N-(1-(methoxy(methyl)amino)-1-oxo-3-
fenylpropan-2-yl) benzamidu 20a

Ph
0 |
| N
C \©\)‘\H o~
(0]
?
Bn

Bezbarva olejovita latka; vytézek 69 %; [a3’] = -10,1° (¢ 1,00, EtOAc);
Rf (hex/Etoac-1/1) = 0,40. 'H NMR (400 MHz, CDCls-d1): & 8,53(1H, d, J=7,2 Hz,
NH-CH-CHH-Ph), 8,19 (1H, d, J = 2,8 Hz, Ar-H), 7,56-7.46 (5H, m, Ar-H), 7,46-7,41
(1H, m, Ar-H), 7,38 (1H, dd, J = 2,8 Hz, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,30-7,20 (2H, m, Ar-H),
7,08 (1H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,03 (1H, d, J = 6,4 Hz, Ar-H), 6,98 (1H, d, J = 8,8 Hz,
Ar-H), 5,47-5,37 (1H, m, NH-CH-CHH-Ph), 5,32-5,15 (2H, m, O-CH2-Ph), 3,83 (3H, s,
O-CH3), 3,25 (3H, s, N-CH3), 3,10 (1H, dd, J=5,6 Hz, J = 13,6 Hz, NH-CH-CHH-Ph),
2,81 (1H, dd, J=8 Hz, J=13,6 Hz, NH-CH-CHH-Ph). C NMR (100,79 MHz,
CDCls-d1): 6 163,8; 155,6; 136,8; 135,5; 133,4; 132,6; 132,2; 129,4; 129,3; 129,2;
129,0; 128,5; 128,1; 127,0; 123,0; 114,5; 71,7; 61,7; 51,5; 38,0; 32,3. IR (ATR): 3389,
3030, 2939, 2362, 2340, 1645, 1519, 1480, 1270, 1228, 1121, 989, 810, 749, 699 cm™.
CHN analyza: Vypocteno pro CasHasCIN204 (452,93): C, 66,29; H, 5,56; N, 6,18.
Nalezeno: C, 66,21+0,02; H 5,61+0,01; N, 5,97+0,02. HRMS (MALDI-TOF, m/z):
[M+Na]* vypoéteno pro C2sH2sCIN204Na: 475,13951 Da; nalezeno: 475,14011 Da.

Charakterizace (2S)-2-benzyloxy-5-chloro-N-(1-(methoxy(methyl)amino)-4-methyl-1-

oxopentan-2-yl)benzamidu 20b

Q |
Cl\dL” N~

0 0

Bn

Bezbarva olejovitd latka; vytézek 91 %; [a®’] = -6,5° (¢ 1,00, EtOAc);
Rt (rexiEtonc-n) = 0,47. TH NMR (400 MHz, CDCls-dy): 6 8,32 (1H, d, J = 8 Hz, NH-CH-
CHH-CH-(CHs)2), 8,23 (1H, d, J = 2,8 Hz, Ar-H), 7,60-7,52 (2H, m, Ar-H), 7,51-7,40
(4H, m, Ar-H), 7,05 (1H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 5,30-5,10 (3H, m, O-CH,-Ph, NH-CH-
CHH-CH-(CHs)2), 3,91 (3H, s, O-CHs), 3,25 (3H, s, N-CHs), 1,55-1,40 (2H, m,
NH-CH-CHH-CH-(CH3)2, NH-CH-CH2-CH-(CHs)2), 1,37-1,26 (1H, m, NH-CH-CHH-
CH-(CHs)2, 0,92 (3H, d, J=6,4 Hz, CHs-CH-CH3), 0,79 (3H, d, J = 6,4 Hz, CH3-CH-
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CHs). 13C NMR (100,79 MHz, CDCls-d1): & 173,3; 164,0; 155,7; 135,2; 132,6; 132,3;
129,1; 129,0; 128,5; 127,0; 123,0; 114,3; 71,9; 61,7; 48,5; 41,2; 32,3; 25,0; 23,4; 21,7.
IR (ATR): 3396, 2957, 1651, 1524, 1481, 1467, 1386, 1271, 1226, 1121, 988, 810,
751, 706 cm™. CHN analyza: Vypoéteno pro CaH27CIN2O4 (418.91): C, 63,08; H,
6,50; N, 6,69. Nalezeno: C, 62,95+0,02; H 6,44+0,02; N, 6,61+0,02. HRMS
(MALDI-TOF, m/z): [M+Na]" vypoéteno pro C22H27CIN204: 441,15516 Da; nalezeno:
441,15505 Da.

Obecny postup deprotekce fenolického hydroxylu, 21a.b

Deprotekce 3¢ hydroxylové funkéni skupiny slou¢eniny 20b (0,66 g, 1,58 mmol) byla
provedena rozpusténim latky v EtOAc (90 ml), ptidavkem 10% Pd/C (0,1 g) a
zavedenim Hz (1 atm). Reakce byla michéna pti 25 °C po dobu 20 hodin. Poté byl Pd/C
odfiltrovan a roztok byl zahustén na RVO za snizeného tlaku do ¢irého oleje. Produkt

20b byl izolovan ve vytézku 95 %. Produkt 20a byl izolovan ve vytézku 81 %.

Charakterizace (2S)-5-chloro-2-hydroxy-N-(1-(methoxy(methyl)amino)-1-oxo-3-
fenylpropan-2-yl)benzamidu 21a

Ph
0 |
| N
C \dL” \O/
0]
OH

Bila pevna latka; vytézek 81 %; b.t. 106-109 °C; [a3’] = -31,8° (¢ 1,00, EtOAc);
Rt (hex/Etoac-1/1) = 0,50. 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): § 12,10 (1H, brs, Ar-OH), 9,10
(1H, d, J =8 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 8,03-7,98 (1H, m, Ar-H), 7,43 (1H, dd, J = 2,4 Hz,
J=8,8 Hz, Ar-H), 7,34-7,16 (5H, m, Ar-H), 6,93 (1H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 5,22-5,10
(1H, m, NH-CH-CHH-Ph), 3,77 (3H, s, O-CHz), 3,14 (3H, s, N-CHz3), 3,10-2,94 (2H,
m, NH-CH-CH2-Ph. 13C NMR (100,79 MHz, DMSO-ds): 6 167,0; 160,2; 158,3; 138,0;
134,1; 134,0; 129,7; 129,0; 128,8; 128,2; 127,3; 123,2; 119,8; 117,8; 52,0; 37,0.
IR (ATR): 3448, 3294, 3065, 2942, 1821, 1630, 1588, 1558, 1541, 1486, 1474, 1365,
1296, 1232, 984 cm™t. CHN analyza: Vypocéteno pro C1sH19CIN204 (362,80): C, 59,59;
H, 5,28; N, 7,72. Nalezeno: C, 59,20+0,02; H 5,20+0,02; N, 7,40+0,02. HRMS
(MALDI-TOF, m/z): [M+Na]® vypocéteno pro CigH19CIN20sNa: 385,09256 Da;
nalezeno: 385,09324 Da.
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Charakterizace (2S)-5-chloro-2-hydroxy-N-(1-(methoxy(methyl)amino)-4-methyl-1-
oxopentan-2-yl)benzamidu 21b

2 |
N
C|\©\)Lﬁ \O/
OH ©

Bila pevna latka; vytézek 95 %: b.t. 108,6-112,7 °C; [a2°] = +28,6° (c 1,00, EtOAc);
Rf (hex/Etoac-1/1) = 0,45. TH NMR (400 MHz, CDCls-d1): & 12,26 (1H, brs, Ar-OH), 8,31
(1H, d, J =8 Hz, NH-CH-CHH-CH-(CH3)2), 7,55 (1H, d, J = 2,4 Hz, Ar-H), 7,26 (1H,
dd, J=2,4 Hz, J=8,8 Hz, Ar-H), 6,74 (1H, d, J=8,8 Hz, Ar-H), 5,35-5,26 (1H, m,
NH-CH-CHH-CH-(CHa)2), 4,00 (3H, s, O-CHz3), 3,37 (3H, s, N-CH3), 1,91-1,79 (2H,
m, NH-CH-CHH-CH-(CHs)2, NH-CH-CH»-CH-(CHs)2), 167-1,56 (1H, m,
NH-CH-CHH-CH-(CHa)2, 1,10-0,98 (6H, m, CHs-CH-CHzs). *C NMR (100,79 MHz,
CDCls-d1): 6 173,6; 169,2; 160,1; 134,0; 126,1; 123,3; 119,7; 114,8; 61,9; 48,2; 40,9;
32,4; 25,1; 23,5; 21,6. IR (ATR): 3279, 3073, 2959, 2871, 2360, 2342, 1639, 1592,
1551, 1477, 1366, 1296, 1232, 820, 719 cm™. CHN analyza: Vypoéteno pro
CisH21CIN2O4 (328,79): C, 54,79; H, 6,44; N, 8,52. Nalezeno: C, 54,82+0,02; H
6,52+0,01; N, 8,57+0,02. HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M+Na]® vypoéteno pro
C15H21CIN20O4Na: 351,10821 Da, nalezeno: 351,10863 Da.

5.2.6 Vyuziti optimalizovanych postupii pro pripravu dipeptidovych derivati
Postupy zavadéni Weinreb amidové a aldehydové skupiny testované a
optimalizované¢ v minulém oddile byly pouzity u derivati s delSim peptidovym

fetézcem s drobnymi upravami reakénich podminek.

RZ
0 b9 0 b0
c N N\_)LNIO\ LiAIH,, suché THF cl N N\_)LH
(N 30 min - -8 °C H :
o RS o

(0] NR3
] ]
Bn 17a-d Bn 22a-d
R2, R® = Ph, CH(CHgy,
Hy, 10% Pd/C,
EtAc,
20h-25°C R2
(0] (0] 0 o
H H
c N/QTN\_)L,\(O\ LiAlH,, suché THF ci N N\)J\H
Ho§ 2 | 90min--8°C Ho§ i
OH R® OH ph
23a-d 24

Obecny postup pro pfipravu aldehydu, 22a-d

Redukce dipeptidového Weinreb amidu 17a-d na aldehyd 22a-d je provadén za

podobnych podminek jako redukce Weinreb amidu 20a,b s jednou aminokyselinou na
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aldehydy 18a,b s nasledujicimi rozdily. 3?° Reakéni smés byla chlazena pouze na -8 °C
oproti -20 °C. Pfi této teploté reakce probihala pouze 30 minut oproti ptivodnim 4
hodinam. Reakce nebyla provadéna pod inertni atmosférou No. Weinreb amid 17b
(1,669 g, 2,95 mmol) byl rozpustén ve v bezvodém THF (100 ml) a vychlazen na -8 °C.
Poté bylo najednou piidano LiAlIH4 (0,190 g, 5,015 mmol). Reakce byla po 30 minutach
michani pii -8 °C ukoncena pfilitim nasyceného roztoku NH4Cl (20 ml), THF (50 ml),
vody (50 ml) a 10% HCI (2 ml). Oddélend vodna frakce byla promyta EtOAc (3 x 30
ml). Spojené organické frakce byly promyty vodou (2 x 20 ml) a vysuSeny bezv.
Na;SOs. Za snizeného tlaku bylo na RVO odstranéno rozpoustédlo do konstantni
hmotnosti. Aldehyd 22b byl izolovan v dobré ¢istoté bez nutnosti provadét sloupcovou
chromatografii ve vytézku 97 %. V ptipad¢ ¢isténi aldehydu sloupcovou chromatografii
dochazi k racemizaci na posledni aminokyseliné v fetézci. Z tohoto divodu je tieba

dikladnymi extrakcemi odstranit veskeré vedlej$i produkty a necistoty, aby nebylo

tieba slouceninu ¢istit chromatograficky.

Charakterizace 2-benzyloxy-5-chloro-N-((2S)-1-((4-methyl-1-oxopentan-2-yl)amino)-1-
oxo-3-fenylpropan-2-yl)benzamidu 22a

o} /E:H 0
C|\(>\)LH I N\¢_|

?

Bn
Produkt je smési dvou diastereomerti, A a B. Bezbarva olejovita latka; vytézek 84 %;
[a?°] =-5,2° (¢ 0,667, EtOAc); Rt (hexietoac-11) = 0,51. TH NMR (400 MHz, CDCls-d1):
6 9,45-9,35 (1H, m, (CHO)a+8), 8,44-8,40 (1H, m, (NH-CH-CHH-CH-(CH3)2)a+s), 8,13
(1H, m, (NH-CH-CHH-Ph)a+g), 7,48-7,33 (6H, m, (Ar-H)a:s), 7,23-7,14 (3H, m,
(Ar-H)a+g), 7,08-7,00 (2H, m, (Ar-H)a+s), 6,98-6,92 (1H, m, (Ar-H)a+g), 6,82-6,67
(1H, m, (Ar-H)a+s), 5,24-5,07 (2H, m, (O-CH2-Ph)a+g), 4,93-4,84 (1H, m, (NH-CH-
CHH-CH-(CHa)2)a+8), 4,38-4,24 (1H, m, (NH-CH-CHH-Ph)a+g), 3,07-2,95 (1H, m,
(NH-CH-CHH-Ph)a+g), 2,90-2,82 (1H, m, (NH-CH-CHH-Ph)a+g), 1,63-1,50 (1H, m,
(NH-CH-CHH-CH-(CH3)2)a+8), 1,50-1,40 (1H, m, (NH-CH-CHH-CH-(CHz3)2)a+B),
1,40-1,29 (1H, m, (NH-CH-CHH-CH-(CHs3)2)a+s), 0,90-0,80 (6H, m, (CHs-CH-
CHs)a+g). *C NMR (100,79 MHz, CDCls-d1): & 199,90; 199,82; 136,80; 136,78;
135,17; 135,14; 133,02; 132,20; 132,18; 129,34; 129,30; 129,27; 129,18; 129,16;
128,76; 128,12; 128,05; 127,11; 127,08; 122,47; 122,44, 114,57, 114,55; 71,90; 71,85;
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57,52; 57,41; 55,30; 55,18; 37,71; 37,69; 37,63; 37,58; 24,78; 24,65; 23,19; 23,15;
22,02; 21,97; 14,39. IR (ATR): 3297, 2957, 2360, 2342, 1734, 1636, 1539, 1271, 1003,
810, 747, 698 cm™. CHN-analyza: Vypoéteno pro CagH31CIN2O4 (507,02): C, 68,70;
H, 6,16; N, 5,53. Nalezeno: C, 68,60+0,02; H 6,39+0,02; N, 5,31+0,02. HRMS
(MALDI-TOF, m/z): [M+Na]® vypoéteno pro C29H3z1CIN2OsNa: 529,18646 Da;
nalezeno: 529,18675 Da.

Charakterizace 2-benzyloxy-5-chloro-N-((2S)-4-methyl-1-oxo-1-(((2S)-1-0x0-3-
fenylpropan-2-yl)amino)pentan-2-yl) benzamidu 22b

(0] H 0
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?
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Bila pevna latka; vytézek 97 %; b.t. 161-165 °C; [a3’] = -51,8° (¢ 0,4, EtOAc);
Rt (hex/Etoac-1/1) = 0,36. TH NMR (400 MHz, CD.Cl,-d>): 6 9,64 (1H, s, CHO), 8,19 (1H,
d, J=2,8 Hz, NH-CH-CHH-CH-(CH3).), 8,08 (1H, d, J=7,2 Hz, NH-CH-CHH-Ph),
7,56 (1H, dd, J = 2,8 Hz, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,53-7,46 (5H, m, Ar-H), 7,25-7,13 (6H, m,
Ar-H), 6,97 (1H, d, J=4,8 Hz, Ar-H), 5,22-5,21 (2H, ABq, J=1,6 Hz, O-CH2-Ph),
4,60-4,50 (2H, m, NH-CH-CH.-Ph, NH-CH-CHH-CH-(CHz)2), 3,23 (1H, dd,
J=5,6 Hz, J = 14 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 3,03 (1H, dd, J = 5,6 Hz, J = 14 Hz, NH-CH-
CHH-Ph), 1,56-1,49 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CH3).), 1,25-1,15 (1H, m, NH-CH-
CHH-CH-(CH3)2), 1,11-1,01 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHs)2), 0,85 (3H, d,
J =6,4 Hz, CH3-CH-CH3), 0,79 (3H, d, J=6,4 Hz, CH3-CH-CHs). 3C NMR (100,62
MHz, CD.Cl>-d2): 6 199,2; 172,1; 164,3; 155,8; 136,3; 135,1; 133,0; 132,1; 129,4;
129,3; 129,2; 128,6; 128,6; 126,9; 126,8; 122,4; 114,3; 72,1, 59,9; 52,0; 38,9; 34,8;
24,7; 22,8; 21,6. IR (ATR): 3356, 3068, 2965, 2828, 1732, 1688, 1656, 1644, 1530,
1514, 1278, 1242, 1219, 987, 757, 741, 715, 700 cm™. CHN analyza: Vypocteno pro
C29H31CIN2O4 (507,02): C, 68,70; H, 6,16; N, 5,53. Nalezeno: C, 68,53+0,02; H
6,41+0,01; N, 5,48+0,02. HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M+Na]* vypoéteno pro
C20H31CIN2O4Na: 529,18646 Da; nalezeno: 529,18719 Da.
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Charakterizace 2-benzyloxy-5-chloro-N-(2S)-4-methyl-1-((4-methyl-1-oxopentan-2-

yl)amino) -1-oxopentan-2-yl)benzamid 22c

Cl i H i
0]
?
Bn

Produkt je smési dvou diastereomerd, A a B. Bezbarva olejovita latka; vytézek 88 %;
[02°] =-9,3° (¢ 0,667, EtOAc); Rt (hexetoac-11) = 0,51. TH NMR (400 MHz, CDCls-d1):
6 9,60-9,54 (1H, m, (CHO)a+8), 8,28-8,15 (2H, m, (2 x NH-CH-CHH-CH-(CHz)2)a+8),
7,50-7,40 (6H, m, (Ar-H)a+s), 7,15-7,06 (1H, m, (Ar-H)a+s), 7,04-6,92 (1H, m,
(Ar-H)a+s), 5,30-5,13 (2H, m, (O-CHz-Ph)a+g), 4,69-4,59 (1H, m, (NH-CH-CHH-CH-
(CH3)2)asB), 4,52-4,41 (1H, m, (NH-CH-CHH-CH-(CH3)2)a+s), 1,83-1,67 (2H, m,
(2 x NH-CH-CHH-CH-(CHs3)2)a+8), 1,66-1,56 (1H, m, (NH-CH-CHH-CH-(CHs3)2)a+8),
1,56-1,41 (2H, m, (2 X NH-CH-CHH-CH-(CHs)2)a+s), 1,32-1,21 (1H, m, (NH-CH-
CHH-CH-(CH3)2)a+s), 1,06-0,91 (6H, m, (CHs-CH-CHas)a+s), 0,90-0,83 (3H, m,
(CHs-CH-CHs3)a+g), 0,83-0,75 (3H, m, (CH3-CH-CHzs)a+g). *C NMR (100,79 MHz,
CDCls-dy): 6 199,8; 172,47; 172,35; 164,68; 164,58; 155,68; 155,64; 134,86; 133,07;
133,04; 132,34; 132,28; 131,25; 130,50; 129,66; 129,38; 129,33; 128,57; 128,52;
127,28; 122,40; 114,25; 114,20; 72,18; 72,12; 57,51; 57,47; 52,20; 42,29; 39,88; 39,77;
37,85; 24,96; 24,90; 24,88; 24,85; 23,24; 23,19; 22,98; 22,04; 21,96. IR (ATR): 3380,
3312, 2955, 2930, 2870, 1638, 1505, 1480, 1466, 1295, 1227, 1121, 995, 809, 744, 696
cm™. CHN analyza: Vypocteno pro CzsHssCIN204 (473,00): C, 66,02; H, 7,03; N,
5,92. Nalezeno: C, 66,20+0,02; H 7,12+0,01; N, 5,93+0,03. HRMS (MALDI-TOF,
m/z): [M+Na]" vypocteno pro C26H3sCIN2OsNa: 495,20211 Da; nalezeno: 495,20256
Da.

Charakterizace  2-benzyloxy-5-chloro-N-((2S)-1-0x0-1-(((2S)-1-o0x0-3-fenylpropan-2-
yl)amino) -3-fenylpropan-2-yl)benzamidu 22d
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Bila pevna latka; vytézek 55 %; b.t. 152-154 °C; [a3?] = -54,8° (¢ 0,25, EtOAc);
Rt (hex/Etoac-2/3) = 0,58. 'H NMR (500 MHz, CDCls): § 9,49 (1H, s, CHO), 8,28 (1H, d,

161



EXPERIMENTALNI CAST

J=5,6 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 8,09 (1H, d, J=2,4 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 7,45-7,36
(4H, m, Ar-H), 7,34-7,28 (2H, m, Ar-H), 7,22-7,15 (3H, m, Ar-H), 7,13-7,07 (3H, m,
Ar-H), 7,06-7,00 (2H, m, Ar-H), 6,99-6,92 (3H, m, Ar-H), 6,84 (1H, d, J=5,2 Hz,
Ar-H), 5,10-5,08 (2H, ABq, J = 8,2 Hz, O-CH,-Ph), 4,81 (1H, q, J =5,4 Hz, NH-CH-
CHH-Ph), 452 (1H, q, J=5,4 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 3,09 (1H, dd, J=6 Hz,
J=11,2 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 3,01 (1H, dd, J = 6 Hz, J = 11,6 Hz, NH-CH-CHH-Ph),
2,96 (1H, dd, J =6 Hz, J = 11,6 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 2,77 (1H, dd, J =6 Hz, J = 11,2
Hz, NH-CH-CHH-Ph). *C NMR (125,78 MHz, CDCls): 6 198,9; 171,2; 164.2; 155,4;
136,6; 135,6; 134,9; 132,9; 132,2; 129,2; 129,12; 129,09; 129,08; 129,07; 128,63,
128,60; 127,9; 126,94; 129,91; 122,0; 114,2; 71,7; 59,8; 54,7; 36,8; 34,9. IR (ATR):
3290, 1738, 1633, 1535, 1243, 1004, 756, 698 cm™. CHN analyza: Vypocteno pro
C32H29CIN2O4 (541,04): C, 71,04; H, 5,40; N, 5,18. Nalezeno: C, 71,02+0,02; H
5,42+0,01; N, 5,18+0,01. HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M+Na]® vypoéteno pro
C32H20CIN204Na: 563,17081 Da; nalezeno: 563,17087 Da.

Obecny postup deprotekce fenolického hydroxidu, 23a-d

Deprotekce 3 17b (1,2 g, 2,12 mmol) byla provedena rozpusténim latky
v EtOAC (100 ml), piidavkem 10% Pd/C (0,15 g) a zavedenim H> (1 atm). Reakce byla
michéna pti 25 °C po dobu 20 hodin. Poté byl Pd/C odfiltrovan a roztok byl zahustén na
RVO za snizeného tlaku do ¢irého oleje. Produkt 23b byl izolovan ve vytézku 78 %.

Charakterizace 5-chloro-2-hydroxy-N-((2S)-1-(((2S)-1-(methoxy(methyl)amino)-4-
methyl-1-oxopentan-2-yl)amino)-1-oxo-3-fenylpropan-2-yl)benzamidu 23a

Ph
(0] H O
CI\CfJ\H N\:)LT,O\
5 H
OH Y

Bila pevna latka; vytézek 32 %; b.t. 221,7-224,4 °C; [a2’] = -42,3° (¢ 1,00, EtOAc);
Rt (hex/Etoac-1/1) = 0,43. *H NMR (400 MHz, CDCls-d1): § 12,20 (1H, brs, Ar-OH), 7,96
(1H, d, J = 7,6 Hz, NH-CH-CHH-CH-(CHs)2), 7,51 (1H, d, J = 2,4 Hz, NH-CH-CHH-
Ph), 7,33-7,21 (6H, m, Ar-H), 7,19 (1H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 6,84 (1H, d, J = 8,8 Hz,
Ar-H), 5,25-5,15 (1H, m, NH-CH-CHH-Ph), 5,06-4,99 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-
(CHa)2), 3,81 (3H, s, O-CHa), 3,31 (3H, s, N-CHa), 3,20 (2H, d, J = 6,4 Hz, NH-CH-
CHg-Ph), 1,75-1,65 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHs)2), 1,65-1,55 (2H, m, NH-CH-
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CHH-CH-(CHs),, 1,00 (3H, d, J=6,4 Hz, CH3-CH-CH3), 0,92 (3H, d, J=6,4 Hz,
CH3-CH-CH3). *C NMR (100,79 MHz, CDCls-d1): 6 173,1; 171,3; 168,6; 160,1;
136,5; 134,2; 129,5; 128,7; 127,3; 126,0; 123,5; 119,9; 115,1; 61,9; 54,6; 48,2; 42,0;
38,7; 32,5; 25,0; 23,4; 21,8. IR (ATR): 3345, 3253, 3069, 2970, 2359, 2341, 1616,
1596, 1552, 1477, 1224, 827, 820, 743, 717, 698 cm™. CHN analyza: Vypoéteno pro
C24H30CIN3Os (475,97): C, 60,56; H, 6,35; N, 8,83. Nalezeno: C, 60,79+0,01; H
6,43+0,01; N, 8,79+0,01. HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M+Na]® vypoéteno pro
C24H30CIN3OsNa: 498,17662 Da; nalezeno: 498,17758 Da.

Charakterizace 5-chloro-2-hydroxy-N-((2S)-1-(((2S)-1-(methoxy(methyl)amino)-1-oxo-
3-fenylpropan-2-yl)amino)-4-methyl-1-oxopentan-2-yl)benzamidu 23b

0] H (0]
s
OH ph

Bila pevna latka; vytézek 78 %; b.t. 222-226 °C; [a?’] = -15,3° (¢ 1,00, EtOAc);
Rt (hex/etoac-1/1) = 0,33. *H NMR (400 MHz, CDCls-d1): § 12,33 (1H, brs, Ar-OH), 7,60
(1H, d, J =8 Hz, NH-CH-CHH-CH-(CHz3)2), 7,55 (1H, d, J = 2 Hz, NH-CH-CHH-Ph),
7,37-7,32 (1H, m, Ar-H), 7,32-7,17 (5H, m, Ar-H), 7,08 (1H, d, J = 8,4 Hz, Ar-H), 6,91
(1H, d, J=8,8 Hz, Ar-H), 5,41-5,33 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHz)>), 4,80-4,70 (1H,
m, NH-CH-CHH-Ph), 3,77 (3H, s, O-CHs), 3,29 (3H, s, N-CHs), 3,22 (1H, dd,
J=5,6 Hz, J=13,6 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 3,05 (1H, dd, J=5,6 Hz, J=13,6 Hz,
NH-CH-CHH-Ph), 1,79-1,66 (2H, m, NH-CH-CHH-CH-(CH3)2, NH-CH-CH>-CH-
(CHa)2), 1,65-1,55 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHs3).), 0,98-0,89 (6H, m, CHs-CH-
CHz). $3C NMR (100,79 MHz, CDCls-d1): & 172,1; 170,1; 168,9; 160,3; 136,8; 134,2;
129,7; 128,6; 127,2; 125,9; 123,1; 120,0; 114,8; 61,8; 52,0; 50,9; 45,1; 43,2; 32,3; 24,9;
23,2; 21,9. IR (ATR): 3337, 3251, 3071, 2947, 2360, 2341, 2360, 2341, 1638, 1590,
1552, 1479, 1368, 1261, 1231, 903, 829, 716 cm™. CHN analyza: Vypoéteno pro
C24H30CIN3Os (475,97): C, 60,56; H, 6,35; N, 8,83. Nalezeno: C, 60,79+0,01; H
6,39+0,02; N, 8,83+0,03. HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M+Na]* vypoéteno pro
C24H30CIN3OsNa: 498,17662 Da; nalezeno: 498,17737 Da.
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Charakterizace 5-chloro-2-hydroxy-N-((2S)-1-(((2S)-1-(methoxy(methyl)amino)-4-
methyl-1-oxopentan-2-yl)amino)-4-methyl-1-oxopentan-2-yl)benzamidu 23c

(0] H (0]
Cl\dLH N\:)j\,il,o\
(0]
OH \(

Bila pevna latka; vytézek 78 %; b.t. 244,5-248,1 °C; [a3’] = -4° (¢ 0,5, EtOAc);
Rf (hex/EtoAc-1/1) = 0,56. *H NMR (400 MHz, CDCls-d1): 8 12,33 (1H, brs, Ar-OH), 7,89
(1H, d, J=6 Hz, NH-CH-CHH-CH-(CHz3),), 7,57 (1H, d, J=2,4 Hz, NH-CH-CHH-
CH-(CHz3)2), 7,32 (1H, dd, J =2 Hz, J = 8,4 Hz, Ar-H), 6,94 (1H, d, J = 7,6 Hz, Ar-H),
6,86 (1H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 5,71-5,60 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHz3).), 4,85-5,75
(IH, m, NH-CH-CHH-CH-(CHa)2), 3,87 (3H, s, O-CHas), 3,30 (3H, s, N-CHa),
1,82-1,70 (3H, m, NH-CH-CHH-CH-(CH3)2), 1,70-1,58 (3H, m, NH-CH-CHH-CH-
(CHs)2), 1,07-0,90 (12H, m, 4 x CHs). *C NMR (100,79 MHz, CDCls-d1): & 173,0;
172,7; 168,8; 160,1; 134,1; 126,0; 123,5; 119,9; 115,1; 61,8; 52,0; 48,3; 41,9; 41,8;
32,5; 25,0; 24,9; 23,5; 23,2, 21,9; 21,6. IR (ATR): 3335, 3245, 3076, 2958, 2360, 1636,
1590, 1549, 1474, 1370, 1233, 903, 826, 758, 719,699 cm™. CHN analyza: Vypocteno
pro C21H32CIN3Os (441,95): C, 57,07; H, 7,30; N, 9,51. Nalezeno: C, 57,35+0,03; H,
7,50+0,02; N, 9,42+0,03. HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M+Na]* vypoéteno pro
C21H32CIN3OsNa: 464,19227 Da; nalezeno: 464,19309 Da.

Charakterizace  5-chloro-2-hydroxy-N-((2S)-1-((1-(methoxy(methyl)amino)-1-oxo-3-
fenylpropan-2-yl)amino)-1-oxo-3-fenylpropan-2-yl)benzamidu 23d

Ph
Cl i H i o
T Y™
o
OH Ph

Produkt je smési dvou diasterecomeri, A a B. Bild pevna latka; vytézek 42 %;
b.t. 197,8-200,2 °C; [aZ’] =-51,0° (c 0,4, EtOAc); Rt (hexetoac-1/1) = 0,22. *H NMR (400
MHz, CDClz-d1): 6 12,19-12,16 (1H, m, (Ar-OH)a+g), 7,62-7,52 (1H, m, (NH-CH-
CHH-Ph)a+g), 7,48-7,38 (1H, m, (NH-CH-CHH-Ph)a+g), 7,40-7,18 (9H, m, (Ar-H)a+s),
7,18-7,09 (2H, m, (Ar-H)a+g), 6,95-6,82 (2H, m, (Ar-H) a+g), 5,37-5,25 (1H, m,
(NH-CH-CHH-Ph)a+g), 4,98-4,33 (1H, m, (NH-CH-CHH-Ph)a+g), 3,75-3,60 (3H, m,
(N-CHas)a+s), 3,32-3,25 (3H, m, (O-CHas)a+s), 3,24-2,90 (4H, m, 2 x (NH-CH-CH;-
Ph)a:g). 3C NMR (100,79 MHz, CDCls-d1): & 170,9; 170,5; 168,6; 160,2; 136,4;
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136,0; 134,4; 129,6; 129,5; 128,8; 128,6; 127,4; 127,3; 125,8; 123,5; 120,1; 115,0; 61,8,
54,6; 50,9; 38,5; 38,4; 32,4. IR (ATR): 3305, 3067, 2939, 2352, 2341, 1657, 1633,
1592, 1547, 1493, 1227, 823, 748, 720, 699, 669 cm™. CHN analyza: VVypocteno pro
Ca27H26CIN3Os (509,98): C, 63,59; H, 5,53; N, 8,24. Nalezeno: C, 63,58+0,01; H,
5,55+0,01; N, 8,24+0,01. HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M+Na]* vypoéteno pro
C27H28CIN3OsNa: 532,16097 Da; nalezeno: 532,16205 Da.

Obecnv postup pro pripravu aldehydu, 24

Odchranény Weinreb amid 23b (0,166 g, 0,349 mmol) byl rozpustén ve
vV bezvodém THF (40 ml) a vychlazen na -8 °C. Poté bylo najednou ptidano LiAlH4
(0,039 g, 1,03 mmol). Reakce byla po 90 minutach michani pfi -8 °C ukoncena pfilitim
nasyceného roztoku NH4Cl (20 ml), THF (20 ml), vody (10 ml) a 10% HCI (2 ml).
Odd¢lena vodna frakce byla promyta EtOAc (3 x 40 ml). Spojené organické frakce byly
promyty vodou (2 x 20 ml) a vysuseny bezv. Na,SO4. Za snizeného tlaku bylo na RVO
odstranéno rozpoustédlo do konstantni hmotnosti. Aldehyd 24 byl izolovan v dobré
Cistoté bez nutnosti provadet sloupcovou chromatografii ve vytézku 83 %. V piipade
¢isténi aldehydu sloupcovou chromatografii dochdzi k racemizaci na posledni
aminokyselin¢ v fetézci. Z tohoto duvodu je tfeba dikladnymi extrakcemi odstranit
veSkeré vedlej§i produkty a necistoty, aby nebylo tfeba slouceninu (istit

chromatograficky. 32°

Charakterizace 5-chloro-2-hydroxy-N-((2S)-4-methyl-1-oxo0-1-(((2S)-1-0x0-3-
fenylpropan-2-yl)amino)pentan-2-yl)benzamidu 24

O H (0]
| N
o) =
OH Ph

Bezbarva olejovita latka; vytézek 83 %; [a3’] = -25,8° (¢ 1,00, EtOAc);
Rt (hew/etoac-1/1) = 0,38. TH-NMR (400 MHz, CDCls-d1): & 12,11 (1H, s, Ar-OH), 9,72
(1H, s, CHO), 7,62 (1H, d, J=8Hz, NH-CH-CHH-CH-(CHs)s), 7,52 (1H, d,
J =2,8 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 7,33-7,18 (6H, m, Ar-H), 6,90 (1H, d, J = 7,2 Hz, Ar-H),
6,70 (1H, d, J = 6,8 Hz, Ar-H), 4,84 (1H, q, J = 6,4 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 4,74-4,63
(1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHs)2), 3,33-3,15 (2H, m, NH-CH-CH,-Ph), 1,85-1,68 (3H,
m, NH-CH-CH,-CH-(CHs)2), 1,05-0,80 (6H, m, CHs-CH-CHs). 3C NMR (100,79

165



EXPERIMENTALNI CAST

MHz, CD.Cl>-d2): 6 198,2; 172,7; 169,1; 160,1; 135,1; 134,5; 129,5; 129,0; 127,5;
125,9; 123,6; 120,1; 114,8; 60,1; 52,0; 40,9; 35,2; 25,0; 23,1; 22,1. IR (ATR): 3302,
3066, 2958, 2928, 1736, 1640, 1593, 1536, 1485, 1366, 1290, 1255, 1228, 1114, 823,
750, 721, 701 cm™. CHN analyza: Vypoéteno pro C22HzsCIN2O4 (416,90): C, 63,38;
H, 6,04; N, 6,72. Nalezeno: C, 63,68+0,02; H, 7,15+0,02; N, 5,82+0,02. HRMS
(MALDI-TOF, m/z): [M+Na]® vypoéteno pro CzHzsCIN2OsNa 439,13951 Da;
nalezeno: 439,14021 Da.

5.2.7 VyuZziti optimalizovanych postupii pro pripravu tripeptidovych derivati

Postupy zavadéni Weinreb amidové a aldehydové skupiny testované a

optimalizované¢ v minulém a pfedminulém oddile byly pouzity u derivati s delSim
peptidOV)'Im fetézcem s drobnymi l'lpravami reak¢énich podminek.

R2 R*
(o} H o |
OH _2a,b, EDCI-HCI, HOBY, . \)L LiHMDS, CH3ONHCH3-HCI c N N\:)LN Neo~
suché THF, 1 h --20 °C, H g = H §
o R

T KCO, DEM
2h-25°C ? 2h--10°C,16h-25°C 0
n 6a-d Bn 25a-f Bn 26a-f

RS R, R = Ph, GH(CRA), Ha, 10% Pd/C, EtAc
2 o ) y
20h-25°C LiAIH,, suché THF,
6h--8°C
R2 R*
SeB¥e
cl N N\:)J\N OH \)j\
H g = _H L|AIH4 suche THF,
OH R3
+ 2 4
30a,b R R
cl i HJ.L H b 27ad
on 9 e ©

29a,b

Obecny postup pripravy methyl esteru 25a-f

Ptiprava tripeptid methylestert 25a-f byla provadéna podle Setrného amida¢niho
protokolu (iv) pouzitého pro piipravu jednoduchych methylesterti 3a,b. Slou¢enina 2a
(1,343 g, 6,23 mmol) je rozpusténa ve vodé (20 ml) s K2COs (0,861 g, 6,23 mmol,
1 ekv.) za ucelem neutralizace hydrochloridu a uvolnéni amino skupiny. Latka je po
10minutovém michani z vodné faze extrahovana do CH2Cl> (3 x 20 ml). Organicka faze
je promyta vodou (2x 10 ml) a usuSsena bezv. Na»SOs. Roztok methylesteru
aminokyseliny v CH2Cl, je nasledné pfidan na zacatku do reakéni smési k roztoku
dipeptidové kyseliny 6¢ (3,045 g, 6,23 mmol) v dichlormethanu (60 ml). Je ptidan
EDCI-HCI (1,194 g, 6,23 mmol) a HOBt (0,841 g, 6,23 mmol). Reakéni smés byla
michana pti 25 °C 2 hodiny, a poté zakoncentrovana za snizené¢ho tlaku. Surovy produkt
byl rozpustén v ethyl acetatu (75 ml) a vodé (75 ml). Oddélena vodna faze byla promyta
EtOAc (3 x 40 ml). Spojené organické faze byly promyty vodou (2 x 20 ml), vysuseny
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bezvodym Na,SO4 a na RVO za snizeného tlaku zredukovany do konstantni vahy na
bezbarvy olej. Methylester 25¢ byl ¢istén sloupcovou chromatografii (silikagel 140 g,
n-hexan/ethyl acetat (1:1) s 74% vytézkem.

Charakterizace (2R)-methyl 2-((2S)-2-((2S)-2-(2-(benzyloxy)-5-chlorobenzamido)-4-

methylpentanamido)-4-methylpentanamido)-4-methylpentanoatu 25a

o
3 h

Bild pevnd latka; vytézek 72%; b.t. 160,4-163,1 °C; [ad’] = -16,3° (¢ 1,00, EtOAc);
Rt (hewetoacv1) = 0,51. *H NMR (400 MHz, CDCls-d1): & 8,22 (1H, d, J=7,2 Hz,
NH-CH-CHH-CH-(CHs)2), 8,20 (1H, d, J=2,8 Hz, NH-CH-CHH-CH-(CHa)2),
7,54-7,47 (6H, m, NH-CH-CHH-CH-(CH3)., Ar-H), 7,12 (1H, d, J=8,8 Hz, Ar-H),
6,92 (1H, t, J=8 Hz, Ar-H), 6,49 (1H, t, J=8,4 Hz, Ar-H), 5,23-5,21 (2H, ABq,
J=8,8 Hz, O-CH2-Ph), 4,65-4,57 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHz)>), 4,56-4,48 (1H,
m, NH-CH-CHH-CH-(CHs).), 4,45-4,38 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHz)2), 3,73 (3H,
s, O-CHg), 1,91-1,82 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CH3).), 1,81-1,68 (3H, m, NH-CH-
CHH-CH-(CHs)2, NH-CH-CHH-CH-(CHs)2), 1,66-1,50 (3H, m, NH-CH-CHH-CH-
(CHs)2, NH-CH-CHH-CH-(CHg3)2), 1,47-1,35 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHz)2),
1,26-1,16 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHa)2), 1,01 (3H, d, J =6,4 Hz, CH3-CH-CH3),
0,99 (3H, d, J=6,4 Hz, CH3-CH-CHz3), 0,96 (3H, d, J=6,4 Hz, CHs-CH-CH3), 0,91
(3H, d, J =6,4 Hz, CH3-CH-CH3), 0,83 (3H, d, J = 6,4 Hz, CH3-CH-CH?3), 0,77 (3H, d,
J =6,4 Hz, CH3-CH-CHj3). *C NMR (100,62 MHz, CDCls-d1): & 173,5; 172,1; 171,9;
165,2; 155,8; 134,8; 133,3; 132,5; 129,6; 129,4; 128,7; 127,3; 122,1; 114,2; 72,2; 53,6;
52,3; 51,7; 51,0; 41,9; 40,3; 40,0; 25,1; 25,0; 24,9; 23,3; 23,1; 23,0; 21,9; 21,75; 21,68.
IR (ATR): 3262, 3077, 2956, 2930, 2870, 1731, 1621, 1541, 1303, 1247, 1216, 1125,
1023, 750, 732, 715, 700, 660 cm™. CHN analyza: Vypocteno pro CzzHasCIN3Os
(616,19): C, 64,32; H, 7,52; N, 6,82. Nalezeno: C, 64,36+0,01; H 7,53+0,01; N,
6,82+0,01. HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M+Na]* vypoéteno pro Cs3HasCIN3OgNa:
638,2973; nalezeno: 638,29778 Da.
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Charakterizace (2S)-methyl 2-((2S)-2-((2S)-2-(2-(benzyloxy)-5-chlorobenzamido)-4-
methylpentanamido)-4-methylpentanamido)-4-methylpentanoatu 25b

0 e
CI\dLH N\:)LH o
0 0
?
o Y

Bild pevna latka; vytézek 89 %; b.t. 139-143 °C; [a3’] = -37,3° (¢ 1,00, EtOAc);
Rt (hewetoac 11y = 0,53. 'H NMR (400 MHz, CDCls-d1): & 8,16 (1H, d, J = 2,8 Hz,
NH-CH-CHH-CH-(CHs)2), 8,20 (1H, d, J = 6,8 Hz, NH-CH-CHH-CH-(CHa)>),
7,41 7,47 (6H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHs),, Ar-H), 7,04 (1H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H),
6,81 (2H, t, J = 9,2 Hz, Ar-H), 5,20-5,12 (2H, ABq, J = 10,4 Hz, O-CH2-Ph), 4,60-4,51
(IH, m, NH-CH-CHH-CH-(CHz3)2), 4,49-4,35 (2H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHz3)2,
NH-CH-CHH-CH-(CHa)z2), 3,72 (3H, s, O-CHg), 1,78-1,70 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-
(CHas)2), 1,67-1,44 (6H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHs)2, NH-CH-CHH-CH-(CHsa),
NH-CH-CHH-CH-(CHs)2), 1,44-1,31 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHz3).), 1,21-1,11
(IH, m, NH-CH-CHH-CH-(CHa)2, 0,95 (9H, m, 3xCHzs), 0,85 (3H, d, J = 6,4 Hz,
CH3-CH-CHg), 0,79 (3H, d, J = 6,4 Hz, CH3-CH-CHg), 0,72 (3H, d, J = 6,4 Hz,
CH3-CH-CHzs). 3C NMR (100,62 MHz, CDCls-d1): & 173,2; 172,1; 171,7; 164,7;
134,9; 133,1; 132,3; 129,4; 129,3; 128,8; 128,6; 127,3; 122,2; 114,1; 72,1; 52,7, 52,4;
51,9; 50,9; 41,5; 40,3; 39,9; 24,93; 24,87; 23,1; 23,0; 22,05; 22,03. IR (ATR): 3293,
2957, 2361,1744, 1638, 1533, 1470, 1272, 1244, 1159, 1009, 809, 697 cm™
CHN analyza: vypocteno pro Cs3HisCIN3Os (616,19): C, 64,32; H, 7,52; N, 6,82;
nalezeno: C, 64,28+0,02; H, 7,60+0,02; N, 6,78+0,02. HRMS (MALDI-TOF, m/z):
[M+H]* vypocteno pro CasHa7CIN3Oe: 616,31479 Da; nalezeno: 616,31586 Da.

Charakterizace  (2S)-methyl-2-((2S)-2-((2S)-2-(2-(benzyloxy)-5-chlorobenzamido)-4-
methyl pentanamido)-4-methylpentanamido)-3-fenylpropanoatu 25¢

Ph
0 e
Cl\@fj\ﬁ N\)LN O
o o
?
3 Y

Bila pevna latka; vytézek 74 %; b.t. 161-163 °C; [a%’]= -12,9° (c 1,00; EtOAc);
Rf (hewetoac-11) = 0,51. 'H NMR (400 MHz, CDCls-d1): & 8,17 (1H, d, J = 2,8 Hz,
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NH-CH-CHH-CH-(CHs)2), 8,13 (1H, d, J = 6,8 Hz, NH-CH-CHH-CH-(CHa)>),
7.47-7,39 (6H, m, NH-CH-CHH-Ph, Ar-H), 7,30-7,19 (3H, m, Ar-H), 7,13-7,08 (2H, m,
Ar-H), 7,04 (1H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 6,68 (1H, d, J = 7,6 Hz, Ar-H), 6,63 (1H, d,
J=8Hz, Ar-H), 5,19-5,12 (2H, ABq, J = 10,4 Hz, O-CH.-Ph), 4,85-4,80 (1H, m,
NH-CH-CH,-Ph), 4,50-4,43 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHs).), 4,38-4,30 (1H, m,
NH-CH-CHH-CH-(CHa)z2), 3,70 (3H, s, O-CHs), 3,14 (1H, dd, J = 6 Hz, J = 14 Hz,
NH-CH-CHH-Ph), 3,08 (1H, dd, J = 6 Hz, J = 14 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 1,69-1,60
(IH, m, NH-CH-CHH-CH-(CHzs)2), 1,59-1,32 (4H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHz3)2,
NH-CH-CHH-CH-(CHa)2), 1,24-1,13 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHa)2, 0,86 (3H, d,
J= 6,4 Hz, CHs-CH-CHz3), 0,83-0,77 (6H, m, 2xCHzs), 0,72 (3H, d, J=6,4 Hz,
CH3-CH-CH3). 3C NMR (100,62 MHz, CDCls-d1): & 172,1; 171,8; 171,6; 164,7;
155,6; 136,0; 134,9; 133,1; 132,3; 129,44; 129,41; 129,3; 128,7; 128,6; 127,3; 122,3;
114,2; 72,1; 53,4; 52,5; 52,4; 52,0; 40,7; 39,7; 38,0; 24,87; 24,84; 23,1; 22,0; 21,9.
IR (ATR): 3297, 2956,1742,1634, 1621, 1541, 1232, 1123, 996, 754, 736, 697 cm™,
CHN analyza: Vypocteno pro C3sHasCIN3Os (650.20): C, 66,50; H, 6,82; N, 6,46.
Nalezeno: C, 66,3+0,02; H, 6,83+0,02; N, 6,35+0,02. HRMS (MALDI-TOF, m/z):
[M+H]* vypocteno pro C3sHasCIN3Os: 650,29914 Da; nalezeno: 650,30049 Da.

Charakterizace  (2S)-methyl-2-((2S)-2-((2S)-2-(2-(benzyloxy)-5-chlorobenzamido)-4-
methylpentanamido)-3-fenylpropanamido)-4-methylpentanoatu 25d
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Bild pevna latka; vytézek 94 %; b.t. 127-130 °C; [ad’] = -54,0° (¢ 1,00, EtOAc);
Rt (hexietoac-11) = 0,42. 'H NMR (400 MHz, CDClz-di): & 8,06 (1H, d, J=6,8 Hz,
NH-CH-CHH-CH-(CHs),), 8,04 (1H, d, J=2,8 Hz, NH-CH-CHH-CH-(CHs),), 7,48
(1H, d, J=2,8 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 7,46-7,37 (5H, m, Ar-H), 7,13-6,97 (6H, m,
Ar-H), 6,75-6,65 (2H, m, Ar-H), 5,17-5,09 (2H, ABq, J=10,4 Hz, O-CH.-Ph),
4,68-4,62 (1H, m, NH-CH-CH,-Ph), 4,58-4,51 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHa)2),
4,38-4,31 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHz3)2), 3,69 (3H, s, O-CHa), 3,7-3,03 (2H, m,
NH-CH-CH,-Ph), 1,67-1,40 (4H, m, NH-CH-CH2-CH-(CHs)2, NH-CH-CH,-CH-
(CH3)2), 1,31-1,21 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CH3)2), 1,11-1,01 (1H, m, NH-CH-
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CHH-CH-(CH3)2), 0,91 (6H, d, J=6 Hz, 2xCHs), 0,72 (3H, d, J=6,4 Hz,
CH3-CHCHa), 0,65 (3H, d, J=6,4 Hz, CH3-CH-CH3). 3C NMR (100,62 MHz,
CDCls-d1): 6173,0; 171,8; 170,8; 164,8; 155,8; 136,7; 134,7; 133,2; 132,4; 129,5;
129,4; 129,3; 128,6; 128,5; 127,2; 126,9; 121,9; 114,1; 72,2; 54,0; 52,9; 52,4; 51,1,
41,2; 39,5; 37,2; 24,85; 24,81; 23,1; 23,0; 21,9; 21,7. IR (ATR): 3292, 2956, 1744,
1645, 1525, 1272, 1226, 745, 701 cm™X. CHN analyza: Vypoéteno pro CasHaaCIN3Og
(650,20): C, 66,50; H, 6,82; N, 6,46. Nalezeno: C, 66,34+0,02; H, 7,01+0,02; N,
6,35+0,02. HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M+H]* vypo¢teno pro CazsHasCIN3Oe:
650,29914 Da; nalezeno: 650,30134 Da.

Charakterizace  (2R)-methyl-2-((2S)-2-((2S)-2-(2-(benzyloxy)-5-chlorobenzamido)-4-
methylpentanamido)-3-fenylpropanamido)-4-methylpentanoat 25e
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Bila pevna latka; vytézek 78 %; b.t. 171,4-174,2 °C; [a2®] = -28,7° (¢ 1,00, EtOAC);
Rt (hewetoac-11) = 0,50. *H NMR (400 MHz, CDCls-d1): & 8,07 (1H, d, J = 2.4 Hz,
NH-CH-CHH-CH-(CHs)2), 8,05 (1H, d, J=5,2 Hz, NH-CHCHH-CH-(CHs),), 7,48
(1H, d, J=2,8 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 7,46-7,38 (5H, m, Ar-H), 7,15-7,01 (6H, m,
Ar-H), 6,79 (1H, d, J = 8 Hz, Ar-H), 6,50 (1H, d, J =8 Hz, Ar-H), 5,13-5,12 (2H, ABq,
J=82 Hz, O-CH-Ph), 4,76-4,67 (1H, m, NH-CH-CHz-Ph), 4,60-4,52 (1H, m,
NH-CH-CHH-CH-(CHs)2), 4,28-4,21 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CH3)2), 3,69 (3H, s,
O-CHzs), 3,16 (1H, dd, J=6,4 Hz, J=14,4 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 3,08 (1H, dd,
J=7,6Hz, J=14,4 Hz, NH-CH-CHH-Ph),1,68-1,56 (3H, m, NH-CH-CH2-CH-(CHa)2,
NH-CH-CHH-CH-(CHs)2), 1,39-1,30 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHs),), 1,23-1,14
(1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHs)), 1,03-0,96 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHz3)2),
0,95-0,87 (6H, m, 2xCHs), 0,69 (3H, d, J=6,4 Hz, CHs-CH-CHs), 0,63 (3H, d,
J =6,4 Hz, CH3-CH-CHs). 13C NMR (100,62 MHz, CDCls-d1): 6 173,3; 171,7; 170,9;
165,1; 155,8; 136,8; 134,8; 133,3; 132,6; 129,6; 129,4; 129,2; 128,7; 128,6; 127,3;
126,8; 121,8; 114,0; 72,2; 53,6; 52,3; 51,1; 41,0; 39,7; 37,3; 24,8, 23,1, 22,9; 21,9; 21,6.
IR (ATR): 3064, 2955, 2932, 2870, 1744, 1635, 1536, 1482, 1243, 1216, 1125, 1013,
802, 746, 720, 660 cm™. CHN analyza: Vypodteno pro CssHaCIN3Og (650,20): C,

170



EXPERIMENTALNI CAST

66,5; H, 6,82; N, 6,46. Nalezeno: C, 66,67+0,02; H 6,90+0,01; N, 6,45+0,02.
HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M+Na]" vypoc¢teno pro CzsHasCIN3OsNa: 672,28108
Da; nalezeno: 672,28256 Da.

Charakterizace  (2S)-methyl-2-((2S)-2-((2S)-2-(2-(benzyloxy)-5-chlorobenzamido)-4-
methylpentanamido)-3-fenylpropanamido)-3-fenylpropanoatu 25f
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Bila pevna latka; vytézek 70 %; b.t. 157-160 °C; [a3’]= -30,0° (¢ 1,00, EtOAc);
Rf (hex/Etoac-1/1) = 0,42. *H NMR (400 MHz, CDCls-d1): & 8,19 (1H, d, J=2,8 Hz,
NH-CH-CHH-CH-(CHs)2), 8,08 (1H, d, J=6,8 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 7,54 (1H, d,
J=28 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 7,52-7,42 (5H, m, Ar-H), 7,35-7,24 (3H, m, Ar-H),
7,18 7,06 (8H, m, Ar-H), 6,88 (1H, d, J = 7,6 Hz, Ar-H), 6,61 (1H, d, J = 8 Hz, Ar-H),
5,20-5,14 (2H, ABq, J=10 Hz, O-CH.-Ph), 4,91-4,83 (1H, m, NH-CH-CH.-Ph),
4,72-4,64 (1H, m, NH-CH-CH>-Ph), 4,46-4,39 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHs)z2), 3,74
(3H, s, O-CHs), 3,20-3,02 (4H, m, NH-CH-CHa-Ph, NH-CH-CH2-Ph), 1,52-1,43 (1H,
m, NH-CH-CHH-CH-(CHs)2, 1,41-1,30 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CH3)2, 1,17-1,08
(1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CH3)2), 0,80 (3H, d, J = 6,4 Hz, CHs-CH-CH3), 0,70 (3H, d,
J =6,4 Hz, CH3-CH-CHs). 1*C NMR (100,62 MHz, CDCls-d1): 8 172,0; 171,6; 170.6;
164,6; 155,7; 136,8; 136,7; 136,1; 134,9; 134,8; 133,1; 132,5; 132,4; 129,5; 129,4;
129,3; 128,7; 128,6; 127,2; 126,8; 122,1; 114,1; 72,1; 54,2; 53,5; 52,5; 52,4; 39,3; 38,0;
37,5; 24,8; 23,0; 21,8. IR (ATR): 3283, 2957, 1638, 1529,1216, 743, 702 cm™,
CHN analyza: Vypocteno pro CsgHs2CIN3Og (684,22): C, 68,46; H, 6,19; N. 6,14.
Nalezeno: C, 68,42+0,02; H, 6,22+0,02; N, 6,15+0,02. HRMS (MALDI-TOF, m/z):
[M+H]" vypocteno pro CagHa3CIN3Os: 684,28349 Da; nalezeno: 684,28561 Da.

/Illl

Obecny postup pripravy Weinreb amida 26a-f

Tripeptidové salicylamidy zakoncené Weinreb amidovou funkéni skupinou
(26a-f) byly pftipraveny stejnym zpuisobem za piitomnosti LIHMDS jako dipeptidové
Weinreb amidy 17a-d.3%® Salicylamid methylester 25¢ (1,678 g, 2,58 mmol) byl

rozpu$tén ve vysekurované trojhrdlé kulaté bance v suspenzi CH3ONHCHz-HCI
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(0,629 g, 6,45 mmol) v suchém tetrahydrofuranu (50 ml) pod inertni N2 atmosférou.
Reakéni smés byla vychlazena na -20 °C a v prub&éhu 20 minut byl za pomoci syringe
pumpy piikapan roztok lithium bis(trimethylsilyl)amid (LiIHMDS, 1M v suchém THF,
18 ml, 18,06 mmol). Reakéni smés byla michana 1 hodiny -20 °C a nasledné 2 hodiny
pii -10 °C, poté byla reakéni smés odstavena z chlazeni a za pozvolného ohfevu byla
nechana reagovat 16 hodin. Nasledn¢ byla ukoncena pfilitim nasyceného roztoku
NH4Cl v H,O (40 ml) a nafedéna Et2O (20 ml). Produkt byl extrahovan do EtOAcC
(3 x 40 ml). Kombinované organické faze byly promyty H20 (2 x 30 ml) a vysuSeny
bezv. Na;SOs. Surovy produkt byl piecistén sloupcovou chromatografii (100 g
silikagelu, n-hexan/ethyl acetat - 1:2). Vysledny Weinreb amid 26¢ byl izolovan jako
bezbarvy olej v 72% vytézku.

Charakterizace N-((5R,8S,11S)-5,8-diizobutyl-3,13-dimethyl-4,7,10-trioxo-2-oxa-3,6,9-

triazatetradekan-11-y|)-2-benzy|oxy-5-chIorobenzamidu 26a

NIVATS

Bezbarva olejovita latka; vytézek 83 %;[a3’] = -18,0° (¢ 1,00, EtOAc);
Rt (eEtonc-un = 0,29. TH NMR (400 MHz, CDCls-di): & 824 (1H, d, J=2,8 Hz,
NH-CH-CHH-CH-(CHs)2), 8,20 (1H, d, J = 6 Hz, NH-CH-CHH-CH-(CHa)2), 7,55-7,43
(6H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHs)2, Ar-H), 7,09 (1H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 6,89 (1H, d,
J=84 Hz, Ar-H), 6,78 (1H, d, J=8 Hz, Ar-H), 5,22-5,20 (2H, ABg, J = 10,4 Hz,
O-CH2-Ph), 5,05-4,93 (1H, m, NH-CH-CHHCH-(CHs)2), 4,58-4,50 (1H, m, NH-CH-
CHH-CH-(CHs)2), 4,50-4,43 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHs)2), 3,86 (3H, s, O-CH),
3,23 (3H, s, N-CHs), 1,85-1,72 (2H, m, 2xNH-CH-CHH-CH-(CHs)z), 1,70-1,63 (1H, m,
NH-CH-CHH-CH-(CHa)2), 1,62-151 (4H, m, 3xNH-CH-CHH-CH-(CHs)z, NH-CH-
CH2-CH-(CHs)2), 1,47-1,37 (1H, m, NH-CH-CH2-CH-(CHas)2), 1,27-1,18 (1H, m,
NH-CH-CH,-CH-(CHs)2), 1,01 (3H, d, J=6,4 Hz, CHs-CH-CHs), 1,00 (3H, d,
J=6,4 Hz, CH3-CH-CH3), 0,95 (3H, d, J=6,4 Hz, CHs-CH-CHs), 0,91 (3H, d,
J=6,4Hz, CHs-CH-CHa), 0,84 (3H, d, J=6,4 Hz, CHs-CH-CHs), 0,78 (3H, d,
J =64 Hz, CHs-CH-CH3). 2*C NMR (100,62 MHz, CDCla-dy): & 173,3; 172,3; 172,1;
165,0; 155,7; 134,9; 133,1; 132,5; 129,4; 129,3; 128,7; 127,2; 122,4; 114,1; 72,2; 61,7,
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53,2; 51,8; 48,3; 41,2; 40,9; 40,0; 32,4, 25,1; 25,0; 24,9; 23,5; 23,3; 23,1; 21,8; 21,7.
IR (ATR): 3379, 3297, 3067, 2956, 2935, 2870, 1620, 1521, 1467, 1271, 128, 988,
809, 750, 696, 534 cm™. CHN analyza: Vypodteno pro CssHseCIN4Og (645,23): C,
63,29; H, 7,65; N, 8,68. Nalezeno: C, 63,08+0,02; H 7,74+0,02; N, 8,49+0,02.
HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M+Na]" vypocteno pro CzsHsgCINsOsNa: 667,32328
Da; nalezeno: 667,32406 Da.

Charakterizace N-((5S,8S,11S)-5,8-diisobutyl-3,13-dimethyl-4,7,10-trioxo-2-oxa-3,6,9-
triazatetradekan-11-yl)-2-benzyloxy-5-chlorobenzamidu 26b
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Bezbarva olejovita latka; vytézek 75 %; [a?’] = -39,7° (c 1,00, EtOAc);
Rt (hewetoac-11) = 0,33. *HNMR (400 MHz, CDCls-d1): & 8,16 (1H, d, J=2,8 Hz,
NH-CH-CHH-CH-(CH3)2), 8,12 (1H, d, J=7,2 Hz, NH-CH-CHH-CH-(CHa)>),
7,48-7,38 (6H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHs)2, Ar-H), 7,02 (1H, d, J=8,8 Hz, Ar-H),
6,69 (1H, d, J=8 Hz, Ar-H), 6,61 (1H, d, J=8 Hz, Ar-H), 516-5,13 (2H, ABq,
J=10,4 Hz, O-CH-Ph), 5,30-4,96 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHa)2), 4,53-4,46 (1H,
m, NH-CH-CHH-CH-(CHs)), 4,43-4,35 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CH3)>), 3,78 (3H,
s, O-CHas), 3,18 (3H, s, N-CHs), 1,70-1,45 (7H, m, 3xNH-CH-CH2-CH-(CHz)>,
NH-CH-CH,-CH-(CHs)2), 1,45-1,34 (1H, m, NH-CH-CH,-CH-(CHs),), 1,27-1,15 (1H,
m, NH-CH-CH2-CH-(CHz3)2), 0,93 (3H, d, J=6,8 Hz, CH3-CH-CHz3), 0,91 (3H, d,
J=6,8 Hz, CH3-CH-CH3), 0,87 (3H, d, J=6,4 Hz, CH3-CH-CH3), 0,83 (3H, d,
J=6,4 Hz, CHs-CH-CH3), 0,80 (3H, d, J=6,4 Hz, CH3-CH-CH3), 0,73 (3H, d,
J =6,4 Hz, CH3-CH-CH3). 3C NMR (100,62 MHz, CDCls-d1): 6 173,0; 172,0; 171.8;
164,5; 155,6; 134,9; 133,0; 132,3; 129,4; 129,3; 128,6; 127,2; 122,5; 114,2; 72,1; 61,7;
52,4; 51,9; 47,8; 41,9; 40,9; 39,3; 32,3; 24,9; 23,5; 23,2; 23,0; 22,0; 21,8. IR (ATR):
3293, 2957, 2360, 2342, 1640, 1527, 1468, 1272, 1234, 1122, 990, 809, 749, 696 cm™.
CHN analyza: Vypocteno pro CasHaCIN4Og (645,23): C, 63,29; H, 7,65; N, 8,68.
Nalezeno: C, 63,02+0,02; H 7,84+0,02; N, 8,58+0,02. HRMS (MALDI-TOF, m/z):
[M+Na]" vypoéteno pro CasHagCIN4OgNa: 667,32328 Da; nalezeno: 667,32208 Da.
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Charakterizace N-((5S,8S,11S)-5-benzyl-8-isobutyl-3,13-dimethyl-4,7,10-trioxo-2-oxa-
3,6,9-triazatetradekan-11-yl)-2-benzyloxy-5-chlorobenzamidu 26¢

Ph
0 ho© |
o ¢ 0
?
0 Y

Bezbarva olejovitd latka; vytdzek 72 %;[el)] = -29,7° (¢ 1,00, EtOAc);
Rf (hexEtoac-11) = 0,36. 'H NMR (400 MHz, CDCls-d1): & 8,18 (1H, d, J=2,4 Hz,
NH-CH-CHH-CH-(CHs),), 8,15 (1H, d, J = 6 Hz, NH-CHCHH-CH-(CHj3).), 7,48-7,36
(6H, m, NH-CH-CHH-Ph, Ar-H), 7,27-7,23 (2H, m, Ar-H), 7,22-7,17 (1H, m, Ar-H),
7,16-7,12 (2H, m, Ar-H), 7,02 (1H, d, J=7,2 Hz, Ar-H), 6,95-6,90 (1H, m, Ar-H),
6,85-6,80 (1H,m, Ar-H), 5,25-5,19 (1H, m, NH-CH-CHH-Ph), 5,16-5,13 (2H, ABq,
J=7,6 Hz, O-CH2-Ph), 4,56-4,49 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHs),), 4,43-4,36 (1H,
m, NH-CH-CHH-CH-(CHs)2), 3,63 (3H, s, O-CHa), 3,15 (3H, s, N-CHs), 3,10-3,04
(1H, m, NH-CH-CHH-Ph), 2,97-2,91 (1H, m, NH-CH-CHH-Ph), 1,62-1,43 (4H, m,
2 X NH-CH-CHz-CH-(CHs)2, 1,43-1,35 (1H, m, NH-CH-CH-CH-(CHs),), 1,27-1,18
(1H, m, NH-CH-CH,-CH-(CHs),), 0,85 (3H, d, J = 5,2 Hz, CH3-CH-CHj3), 0,80 (6H, d,
J =4,8 Hz, CH3-CH-CHs), 0,73 (3H, d, J = 5,2 Hz, CH3-CH-CHs). 3C NMR (100,61
MHz, CDCI3-d1): § 172,0; 171,5; 164,6; 155,6; 136,4; 134,9; 133,0; 132,4; 132,1;
129,6; 129,4; 129,3; 128,5; 127,2; 127,0; 122,4; 114,2; 72,1; 61,7; 52,3; 52,0; 50,4;
41,1; 39,7; 38,4; 32,3; 24,8; 23,2; 23,1; 22,0; 21,9. IR (ATR): 3735, 3648, 3628, 3587,
3566, 3300, 2956, 2871, 2360, 2342, 1642, 1525, 1481, 1456, 1272,1227, 990, 810,
750, 699, 669 cm™. CHN analyza: Vypoéteno pro Cs7Ha7CINsOs (679,25): C, 65,42;
H, 6,97; N, 825. Nalezeno: C, 6538+0,02; H 6,92+0,01; N, 8,23+0,02.
HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M+Na]" vypoéteno pro Cs7Ha7CINsOsNa: 701,30763
Da; nalezeno: 701,30860 Da.
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Charakterizace N-((5S,8S,11S)-8-benzyl-5-isobutyl-3,13-dimethyl-4,7,10-trioxo-2-oxa-
3,6,9-triazatetradekan-11-yl)-2-benzyloxy-5-chlorobenzamidu 26d

S

Bila pevna latka; vytézek 74 %; b.t. 63,3-65,6 °C; [a3’] = -43,9° (¢ 1,00, EtOAc);
Rf (hex/etoac-1/1) = 0,35. 'H NMR (500 MHz, CDCls-d1): & 8,29 (1H, d, J=3 Hz,
NH-CH-CHH-CH-(CH3)2), 8,20 (1H, d, J=6,5 Hz, NH-CH-CHH-CH-(CHa)>),
7,67-7,55 (6H, m, NH-CH-CHH-Ph, Ar-H), 7,32-7,27 (2H, m, Ar-H), 7,34-7,17 (4H, m,
Ar-H), 7,06 (1H, d, J =8 Hz, Ar-H), 6,84 (1H, d, J= 8,5 Hz, Ar-H), 5,31-5,29 (2H,
ABq, J=7,6 Hz, O-CH»2-Ph), 5,21-5,15 (1H, m, NH-CH-CHH-Ph), 4,88-4,80 (1H, m,
NH-CH-CHH-CH-(CH3)z2), 4,64-4,57 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHa)2), 3,96 (3H, s,
O-CHy), 3,37 (3H, s, N-CH3), 3,32-3,29 (2H, m, NH-CH-CH»-Ph), 1,77-1,58 (4H, m, 2
X NH-CH-CH2-CH-(CHz3)2, 1,52-1,42 (1H, m, NH-CH-CH>-CH-(CH3)2), 1,29-1,22 (1H,
m, NH-CH-CH>-CH-(CHs).), 1,11 (3H, d, J=6,5Hz, CHs-CH-CHz3), 1,08 (3H, d,
J=6,5 Hz, CH3-CH-CH3), 0,92 (3H, d, J=6,5 Hz, CH3-CH-CH3), 0,84 (3H, d,
J =6,5Hz, CH3-CH-CHs). 3C NMR (125,77 MHz, CDCls-d1): § 172,6; 171,7; 170,5;
164,4; 155,5; 136,5; 134,5; 132,9; 132,3; 129,3; 129,2; 128,4; 128,3; 127,0; 126,6;
121,8; 113,8; 71,9; 61,6; 54,0; 52,1; 47,7, 41,5; 39,1; 37,3; 32,1; 24,7; 24,6; 23,3; 22,8;
21,6. IR (ATR): 3297, 3067, 2957, 2871, 2362, 1621, 1529, 1500, 1482, 1272, 1234,
1122, 989, 743, 699 cm™. CHN analyza: Vypoéteno pro Cs7H47CIN4Os (679,25): C,
65,42; H, 6,97; N, 8,25. Nalezeno: C, 65,60+0,02; H 7,00+0,01; N, 8,21+0,02.
HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M+Na]" vypoéteno pro Cs7Ha7CINsOsNa: 701,30763
Da; nalezeno: 701,30958 Da.

/III

Charakterizace N-((5R,8S,11S)-8-benzyl-5-isobutyl-3,13-dimethyl-4,7,10-trioxo-2-oxa-
3,6,9-triazatetradekan-11-yl)-2-benzyloxy-5-chlorobenzamidu 26e

NETNYES

~

Bezbarva olejovita latka; vytézek 91 %; [a3’] = -27,0° (¢ 1,00, EtOAc);
Rt (hex/Etoac-1/1) = 0,35. *H NMR (400 MHz, CDCls-d1): & 8,23 (1H, d, J=2,8 Hz,

175



EXPERIMENTALNI CAST

NH-CH-CHH-CH-(CHs)2), 8,09 (1H, d, J=5,6 Hz, NH-CH-CHH-CH-(CHa)>),
7,53-7,43 (6H, m, NH-CH-CHH-Ph, Ar-H), 7,24-7,11 (5H, m, Ar-H), 7,09 (1H, d,
J=8,8 Hz, Ar-H), 6,92 (1H, d, J = 8 Hz, Ar-H), 6,77 (1H, d, J = 8 Hz, Ar-H), 5,18-5,17
(2H, ABq, J = 8,8 Hz, O-CH2-Ph), 5,02-4,92 (1H, m, NH-CH-CHH-Ph), 4,84-4,75 (1H,
m, NH-CH-CHH-CH-(CHs).), 4,44-4,36 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHz)2), 3,87 (3H,
s, O-CHa), 3,35-3,20 (4H, m, N-CHs, NH-CH-CHH-Ph), 3,01 (1H, dd, J=8,4 Hz,
J=14 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 1,68-1,45 (3H, m, NH-CH-CH,-CH-(CH3)2, NH-CH-
CHH-CH-(CH3)2), 1,44-1,35 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHz3)2), 1,34-1,25 (1H, m,
NH-CH-CH,-CH-(CHs),), 1,11-1,01 (1H, m, NH-CH-CH.-CH-(CHs)2), 0,98 (3H, d,
J=6,4 Hz, CH3-CH-CH3), 0,97 (3H, d, J=6,4 Hz, CH3-CH-CH3), 0,77 (3H, d,
J=6,4 Hz, CH3-CH-CH3), 0,70 (3H, d, J=6,4 Hz, CH3-CH-CHa). 3C NMR (100,79
MHz, CDCls-d1): 6173,1; 171,9; 171,1; 164,9; 155,7; 137,0; 134,8; 133,1; 132,7;
129,4; 129,32; 129,27; 128,64; 128,59; 127,2; 126,8; 122,2; 114,0; 72,1; 61,7; 54,1;
53,0; 48,4; 41,2; 39,7; 38,0; 32,4; 24,83; 24,78; 23,5; 23,0; 21,8; 21,7. IR (ATR): 3377,
3293, 3064, 2955, 2933, 2869, 1630, 1519, 1481, 1467, 1385, 1270, 1226, 987, 808,
744, 697, 534 cm™l. CHN analyza: Vypoéteno pro Ca7Ha7CIN4Og (679,25): C, 65,42;
H, 6,97; N, 8,25. Nalezeno: C, 65,63+0,02; H 7,01£0,01; N, 8,17+0,02.
HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M+Na]" vypoéteno pro Cs7Ha7CINsOsNa: 701,30763
Da; nalezeno: 701,30889 Da.

Charakterizace  N-((5S,8S,11S)-5,8-dibenzyl-3,13-dimethyl-4,7,10-trioxo-2-oxa-3,6,9-
triazatetradekan-11-yl)-2-benzyloxy-5-chlorobenzamidu 26f

Ph
Q Ho § |
C.W@ﬁH LA o
o £ o}
?
Bn

Ph

Bild pevnd latka; vitézek 74 %; b.t. 72,8-76,5 °C; [a2°] = -35,1° (¢ 1,00, BtOAc);
Rt heweroacys) = 0,38. 'H NMR (500 MHz, CDCls-dy): § 8,36 (1H, d, J=2,5 Hz,
NH-CH-CHH-CH-(CHs)2), 8,19 (1H, d, J = 7 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 7,67-7,55 (6H, m,
NH-CH-CHH-Ph, Ar-H), 7,47-7,37 (3H, m, Ar-H), 7,32-7,25 (4H, m, Ar-H), 7,24-7,20
(4H, m, Ar-H), 7,07 (1H, d, J = 7,5 Hz, Ar-H), 6,84 (1H, d, J = 8 Hz, Ar-H), 5,43-5,35
(1H, m, NH-CH-CHH-Ph), 5,31-5,29 (2H, ABq, J = 7,6 Hz, O-CH,-Ph), 4,83-4,77 (1H,
m, NH-CH-CHH-Ph), 4,65-4,57 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHs)2), 3,83 (3H, s,
O-CHs), 3,34 (3H, s, N-CHs), 3,28-3,22 (2H, m, NH-CH-CH,-Ph), 3,16-3,05 (2H, m,
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NH-CH-CH-Ph), 1,65-1,57 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHs)., 1,54-1,43 (1H, m,
NH-CH-CH,-CH-(CH3)2), 1,32-1,25 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHa)., 0,94 (3H, d,
J=6,5 Hz, CHs-CH-CHj3), 0,86 (3H, d, J = 6,5 Hz, CH3-CH-CHs). 13C NMR (125,78
MHz, CDCls-d1): & 171,9; 171,2; 170,2; 164,4; 155,5; 136,5; 136,3; 134,6; 132,9;
132,4; 129,4; 129,24; 129,20; 129,16; 128,4; 128,3; 127,0; 126,9; 126,6; 122,0; 113,9;
71,9; 61,6; 54,1; 52,0; 50,3; 39,0; 38,2; 37,6; 32,0; 24,6; 22,9; 21,6. IR (ATR): 3307,
3064, 3031, 2955, 2360, 2342, 1645, 1522, 1272, 1230, 989, 810, 744, 699 cm™.
CHN analyza: Vypocteno pro CaoHasCIN4Os (713,26): C, 67,21; H, 6,36; N, 7,86.
Nalezeno: C, 67,21+0,01; H 6,31+0,01; N, 7,86+0,02. HRMS (MALDI-TOF, m/z):
[M+Na]" vypoéteno pro CaoHasCIN4OgNa: 735,29198 Da; nalezeno: 735,29319 Da.

Obecny postup pro piipravu aldehydd, 27a-i

Redukce tripeptidového Weinreb amidu 26a-f na aldehyd 27a-i je provadéna za
podobnych podminek jako redukce dipeptidového Weinreb amidu 17a-d aldehydy
22a-d. 3%

Weinreb amid 26¢ (0,9 g, 1,3 mmol) byl rozpustén ve v bezvodém THF (60 ml) a
vychlazen na -8 °C. Poté bylo najednou pfidano LiAIH4 (0,089 g, 2,21 mmol). Reakce
byla po 6 hodinach michani pii -8 °C ukoncena pfilitim nasyceného roztoku NH4Cl
(20 ml), THF (40 ml), vody (30 ml) a 10% HCI (1 ml). Odd¢lena vodna frakce byla
promyta EtOAc (3 x 30 ml). Spojené organické frakce byly promyty vodou (2 x 30 ml)
a vysusSeny bezv. Na2SOs. Za sniZzeného tlaku bylo na RVO odstranéno rozpoustédlo do
konstantni hmotnosti. Surovy produkt nebyl po extrakcich dostatecné Eisty, proto byl
dale precistén sloupcovou chromatografii (40 g silikagelu, n-hexan/ethyl acetat-1/1). U
aldehydu 27d doslo v dasledku kontaktu se silikagelem k racemizaci na posledni
aminokyselin¢ peptidového fetézce, proto byl produkt izolovan jako smés dvou
diastereoizomert ve vyté¢zku 69 %. Pokud aldehyd nebyl Cdistén sloupcovou
Cchromatografii, k racemizaci nedochazelo a produkt byl izolovan jako Cisty

diastereoizomer.
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Charakterizace 2-benzyloxy-5-chloro-N-((2S)-4-methyl-1-(((2S)-4-methyl-1-((4-
methyl-1-oxopentan-2-yl)amino)-1-oxopentan-2-yl)amino)-1-oxopentan-2-
yl)benzamidu 27a

0 O
CI\dLH N\/U\H H
o = o}
Cl) \r
Bn

Produkt je smési dvou diastercomerd, A a B. Bila pevna latka; vytézek 65 %; b.t.
62,6-66,2 °C; [a3’] = -11,9° (c 1,00, EtOAC); Rt (hexetoac-11) = 0,53. *H NMR (400
MHz, CDCls-d1): & 9,53-9,48 (1H, m, (CHO)a+s), 8,25-8,05 (2H, m, 2 x (NH-CH-
CHH-CH-(CH3)2)a+8), 7,55-7,35 (6H, m, (NH-CH-CHH-CH-(CHz3)2)a+8), (Ar-H)a+g),
7,1-7,05 (1H, m, (Ar-H)a+s), 7,05-6,90 (1H, m, (Ar-H)a+g), 6,60 (1H, m, (Ar-H)a+s),
5,24-5,06 (2H, m, (O-CH2-Ph)a:g), 4,50-4,20 (3H, m, 3 x (NH-CH-CH>-CH-
(CHa)2)a+B), 1,82-1,10 (9H, m 3 x (NH-CH-CH2-CH-(CHz3)2)a+s), 1,00-0,80 (12H, m, 4
X (CHa)a+s), 0,73-0,72 (3H, m, (CHs)a+g), 0,71-0,70 (3H, m, (CH3)a:s). *C NMR
(100,62 MHz, CDCls-dy): 6 200,35; 200,03; 172,47, 172,37; 172,23; 165,28; 165,00;
155,79; 155,75; 134,77; 133,43; 133,37; 132,4; 132,26; 132,07; 129,60; 129,55; 129,01;
128,88; 127,38; 127,35; 121,98; 121,91; 114,2; 72,26; 72,21; 57,52; 57,40; 53,64;
53,15; 52,03; 51,8; 40,13; 39,97, 39,91, 37,91; 37,44; 29,88; 25,17; 24,96, 24,89; 24,80;
23,31; 23,25; 23,16; 23,02; 22,99; 21,94; 21,88; 21,83; 21,74; 21,71. IR (ATR): 3289,
3069, 2957, 2871, 1733, 1635, 1537, 1483, 1468, 1272, 1245, 1123, 1007, 809, 752,
697 cm™. CHN analyza: Vypodteno pro Cs2HasCIN3Os (586,16): C, 65,57; H, 7,57; N,
7,17. Nalezeno: C, 65,54+0,01; H 7,79+0,01; N, 7,24+0,01. HRMS (MALDI-TOF,
m/z): [M+Na]" vypocteno pro Ca2HasCIN3OsNa: 608,28617 Da; nalezeno: 608,25668
Da.

Charakterizace  2-benzyloxy-5-chloro-N-((2S)-4-methyl-1-(((2S)-4-methyl-1-(((2S)-4-
methyl-1-oxopentan-2-yl)amino)-1-oxopentan-2-yl)amino)-1-oxopentan-2-
yl)benzamidu 27b

o) Lo
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0 o) Y o)
Bn

Bila pevna latka; vytézek 75 %; b.t. 60,6-65,2 °C; [a3’] = -22,9° (c 1,00, EtOAc);
Rt (hex/Etoac-1/1) = 0,53. TH NMR (400 MHz, CDCls-d1): 6 9,54 (1H, s, CHO), 8,24 (1H,
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d, J=5,6 Hz, NH-CH-CHH-CH-(CHz3)2), 8,19 (1H, d, J=2,8 Hz, NH-CH-CHH-CH-
(CHz3)2), 7,58-7,40 (6H, m, NH-CH-CHH-CH-(CH3)2, Ar-H), 7,13 (1H, d, J =8,8 Hz,
Ar-H), 7,10-7,04 (1H, m, Ar-H), 6,55 (1H, d, J=7,6 Hz, Ar-H), 5,24-5,21 (2H, ABq,
J=9,2 Hz, O-CH,-Ph), 4,55-4,38 (3H, m, 3 x NH-CH-CHH-CH-(CH3)2), 1,90-1,80
(IH, m, NH-CH-CHH-CH-(CHs)2), 1,80-1,70 (2H, m, NH-CH-CH,-CH-(CHa)z),
1,70-1,50 (4H, m, 3 x NH-CH-CHH-CH-(CHzs)2, NH-CH-CH>-CH-(CHa)2), 1,48-1,35
(I1H, m, NH-CH-CH2-CH-(CHzs)2), 1,26-1,16 (1H, m, NH-CH-CH>-CH-(CHz)2),
1,08-0,95 (9H, m, 3 x CHg), 0,92 (3H, d, J=6,4 Hz, CHs), 0,84 (3H, d, J=6,4 Hz,
CHs), 0,78 (3H, d, J=6,4 Hz, CHs). *C NMR (100,62 MHz, CDCls-d:): & 200,3;
172,4; 165,0; 155,7; 134,8; 133,4; 132,3; 129,6; 129,5; 129,4; 128,8; 128,7; 127,4;
122,0; 114,2; 72,2; 57,4, 53,2; 52,0; 40,1; 39,9; 37,7, 37,4; 29,9; 25,2; 25,1; 24,9; 24,8;
23,3; 23,2; 23,0; 21,9. IR (ATR): 3289, 3069, 2957, 2871, 1733, 1635, 1537, 1483,
1468, 1272, 1245, 1123, 1007, 809, 752, 697 cm™. CHN analyza: Vypocteno pro
C32H44CIN3Os (586,16): C, 65,57, H, 7,57; N, 7,17. Nalezeno: C, 65,52+0,01; H
7,69+0,02; N, 7,14+0,02. HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M+Na]* vypoéteno pro
Ca2H44CIN3OsNa: 608,28617 Da; nalezeno: 608,25662 Da.

Charakterizace  2-benzyloxy-5-chloro-N-((2S)-4-methyl-1-(((2S)-4-methyl-1-(((2R)-4-
methyl-1-oxopentan-2-yl)amino)-1-oxopentan-2-yl)amino)-1-oxopentan-2-
yl)benzamidu 27c

J§
LY

Bezbarva olejovita latka; vytézek 52 %; [a®’] = -13,5° (¢ 1,00, EtOAc);
Rt (hew/etoac-21) = 0,51. *H NMR (400 MHz, CDCls-d1): 6 9,54 (1H, s, CHO), 8,25 (1H,
d, J =52 Hz, NH-CH-CHH-CH-(CHs)2), 8,15 (1H, d, J = 2,8 Hz, NH-CH-CHH-CH-
(CHs)2), 7,58-7,40 (6H, m, NH-CH-CHH-CH-(CH3)2, Ar-H), 7,13 (1H, d, J=8,8 Hz,
Ar-H), 7,07 (1H, d, J = 7,6 Hz, Ar-H), 6,55 (1H, d, J = 8,4 Hz, Ar-H), 5,23-5,21 (2H,
ABQ, J=92 Hz, O-CHz-Ph), 4,57-445 (2H, m, 2 x NH-CH-CHH-CH-(CHs)y),
4,44-4,36 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHs)2), 1,92-1,69 (3H, m, 3 x NH-CH-CHH-CH-
(CH3)2), 1,65-1,50 (4H, m, 3 x NH-CH-CHH-CH-(CHz)2, NH-CH-CH2-CH-(CHz)2),
1,43-1,35 (1H, m, NH-CH-CHz-CH-(CHa)2), 1,25-1,15 (1H, m, NH-CH-CHz-CH-
(CHa)2), 1,03 (3H, d, J = 6,4 Hz, CHs-CH-CHs), 1,00 (3H, d, J = 6,4 Hz, CHs-CH-CH),
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0,97 (3H, d, J=6,4 Hz, CH3-CH-CH3), 0,92 (3H, d, J=6,4 Hz, CH3-CH-CH3), 0,83
(3H, d, J =6,4 Hz, CH3-CH-CHs3), 0,77 (3H, d, J=6,4 Hz, CH3-CH-CHj3). 1*C NMR
(100,62 MHz, CDClz-d1): & 200,0; 172,5; 172,2; 165,3; 155,8; 134,8; 133,4; 132,3;
129,6; 129,4; 128,7; 127,4; 121,9; 114,2; 72,3; 57,5; 53,6; 51,8; 40,2; 40,0; 37,4; 25,2;
25,0; 24,9; 23,3; 23,2; 23,0; 21,9; 21,74; 21,70. IR (ATR): 3280, 3067, 3036, 2955,
2930, 2870, 1734, 1625, 1526, 1499, 1481, 1467, 1385, 1270, 1226, 1122, 1001, 808,
745, 696 cm™. CHN analyza: Vypoéteno pro Cs2Ha4CIN3Os (586,16): C, 65,57; H,
7,57, N, 7,17. Nalezeno: C, 6546+£0,02; H 7,69+0,02; N, 7,14+0,02.
HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M+Na]" vypoc¢teno pro Cz2HasCIN3OsNa: 608,28617
Da; nalezeno: 608,28723 Da.

Charakterizace ~ 2-benzyloxy-5-chloro-N-((S)-4-methyl-1-(((S)-4-methyl-1-oxo-1-((1-

oxo-3-fenylpropan-2-yl)amino)pentan-2-yl)amino)-1-oxopentan-2-yl)benzamidu 27d
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Produkt je smési dvou diastereomerd, A a B. Bild pevna latka; vytézek 69 %;
b.t. 141,3 151,7 °C; [a3°] =-13,9° (c 1,00, EtOAc) R (rexetoac-1/1) = 0,35. tH NMR (400
MHz, CDClz-d1): ¢ 9,60-9,55 (1H, m, (CHO)a+8), 8,70-8,08 (2H, m, 2 x (NH-CHH-
CH-(CHs)2)a+8), 7,50-7,39 (6H, m, (NH-CH-CH:2-Ph)a:g, (Ar-H)a+s), 7,30-7,12 (5H,
m, (Ar-H)a+s), 7,08-6,92 (2H, m, (Ar-H)a+g), 6,70-6,58 (1H, m, (Ar-H)a+g), 5,20-5,19
(2H, m, (O-CH2-Ph)a+s), 4,67-4,58 (1H, m, (NH-CH-CH2-Ph)a+s), 4,45-4,32 (2H, m, 2
X (NH-CH-CHH-CH-(CHz3)2)a+8), 3,24-3,03 (2H, m, (NH-CH-CH2-Ph)a+g), 1,75-1,61
(IH, m, (NH-CH-CHH-CH-(CHas)2)a+s), 1,55-1,30 (4H, m, (NH-CH-CHH-CH-
(CH3)2)a+s), (NH-CH-CHH-CH-(CHas)2)a+s), 1,23-1,11 (1H, m, (NH-CH-CHH-CH-
(CHs)2)a+g), 1,00-0,65 (12H, m, 4 x (CHs)a+g). 1*C NMR (100,79 MHz, CDCls-d1): &
199,21; 199,16; 172,36; 172,26; 172,20; 165,03; 164,92; 155,74; 155,70; 136,19;
136,10; 134,82; 133,29; 132,31; 132,26; 129,5; 129,47; 129,43; 129,35; 128,87; 128,67,
128,62; 127,31; 127,17; 122,10; 122,07; 114,20; 72,19; 60,02; 59,75; 53,12; 52,81,
52,12; 51,81; 40,44; 39,86; 39,66; 35,14; 35,08; 25,15; 25,00; 24,99; 24,87; 23,11,
23,03; 21,89; 21,83. IR (ATR): 3292, 2957, 2360, 2341, 1652, 1646, 1539, 1522, 1272,
1232, 748, 699 cm™. CHN analyza: Vypocteno pro CzsH42CIN3Os (620,18): C, 67,78;
H, 63; N, 6,78. Nalezeno: C, 67,57+0,01; H 6,91+0,01; N, 6,69+0,01.
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HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M+Na]® vypoéteno pro CssHa2CIN3OsNa: 642,27052
Da; nalezeno: 642,27215 Da.

Charakterizace  2-benzyloxy-5-chloro-N-((2S)-4-methyl-1-(((2S)-1-(((2S)-4-methyl-1-
oxopentan-2-yl)amino)-1-oxo-3-fenylpropan-2-yl)amino)-1-oxopentan-2-yl)benzamidu

27e
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Bezbarva olejovita latka; vytézek 20 %; [a?’] = -50,7° (c 1,00, EtOAc);
Rt (hex/Etoac-1/1) = 0,50. *H NMR (400 MHz, CD2Cl-d2): § 9,50 (1H, s, CHO), 8,22 (1H,
d, J=4,8 Hz, NH-CH-CHH-CH-(CHz3)2), 7,99 (1H, d, J=2,8 Hz, NH-CH-CHH-CH-
(CHz3)2), 7,65-7,48 (6H, m, NH-CH-CHH-Ph, Ar-H), 7,25-6,95 (7H, m, Ar-H), 6,49
(1H, d, J = 8 Hz, Ar-H), 5,28-5,25 (2H, ABq, J = 10,4 Hz, O-CH,-Ph), 4,73-4,63 (1H,
m, NH-CH-CHH-Ph), 4,40-4,32 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CH3).), 4,30-4,20 (1H, m,
NH-CH-CHH-CH-(CH3)2), 3,27-3,10 (2H, m, NH-CH-CH,-Ph), 1,70-1,52 (3H, m,
NH-CH-CH,-CH-(CHs)2, NH-CH-CH,-CH-(CH3)2), 1,50-1,40 (1H, m, NH-CH-CHH-
CH-(CHs)2), 1,35-1,25 (1H, m, NH-CH-C-HH-CH-(CHs)2), 1,20-1,11 (1H, m, NH-CH-
CH2-CH-(CHs3)2), 1,03 (3H, d, J = 6 Hz, CH3-CH-CHB3), 1,00 (3H, d, J = 6 Hz, CH3-CH-
CHzs), 0,79 (3H, d, J =6,4 Hz, CHs-CH-CH3), 0,74 (3H, d, J = 6,4 Hz, CH3-CH-CHa).
13C NMR (100,79 MHz, CDCl>-d>): & 200,8; 171,5; 171,4; 165,1; 156,0; 136,5; 134,9;
133,5; 132,0; 129,6; 129,4; 129,1; 128,8; 128,6; 127,0; 125,6; 121,5; 114,3; 72,3; 57,5;
53,8; 39,6; 37,3; 36,8; 30,3; 24,8; 24,5; 23,2; 22,7; 21,4; 21,3 IR (ATR): 3276, 3066,
2957, 2871, 1734, 1635, 1598, 1541, 1271, 1246, 1124, 1008, 811, 750, 697 cm™. CHN
analyza: Vypocteno pro CasH42CIN3Os (620,17): C, 67,78; H, 6,83; N, 6,78. Nalezeno:
C, 67,59+0,01; H 6,89+0,02; N, 6,69+0,02. HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M+Na]*
vypocteno pro CasHa2CIN3OsNa: 642,27052 Da; nalezeno: 642,27185 Da.
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Charakterizace  2-benzyloxy-5-chloro-N-((2S)-4-methyl-1-(((2S)-1-(((2R)-4-methyl-1-
oxopentan-2-yl)amino)-1-oxo-3-fenylpropan-2-yl)amino)-1-oxopentan-2-yl)benzamidu
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Bila pevna latka; vytézek 46 %; b.t. 147,5-151 °C; [a3’] = -28,9° (¢ 1,00, EtOAc);
Rf (hex/Etoac-1/1) = 0,46. TH NMR (400 MHz, CDCls-d1): 6 9,52 (1H, s, CHO), 8,16 (1H,
d, J = 4,8 Hz, NH-CH-CHH-CH-(CHs),), 8,02 (1H, d, J = 2,8 Hz, NH-CH-CHH-CH-
(CHs),), 7,58-7,438 (6H, m, NH-CH-CHH-Ph, Ar-H), 7,27-7,22 (1H, m, Ar-H),
7,20-7,11 (4H, m, Ar-H), 7,10-7,05 (1H, m, Ar-H), 7,04-7,00 (1H, m, Ar-H), 6,56 (1H,
d, J=8,4 Hz, Ar-H), 5,22-5,19 (2H, ABg, J = 12,6 Hz, O-CH,-Ph), 4,81-4,72 (1H, m,
NH-CH-CHH-Ph), 4,49-4,42 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHs)2), 4,32-4,25 (1H, m,
NH-CH-CHH-CH-(CHz)2), 3,27-3,10 (2H, m, NH-CH-CH2-Ph), 1,76-1,65 (2H, m,
2 X NH-CH-CHH-CH-(CH3)2), 1,65-1,53 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHs).), 1,48-1,39
(IH, m, NH-CH-CHH-CH-(CH3)2), 1,30-1,20 (1H, m, NH-CH-CH2-CH-(CHa)z),
1,13-1,03 (1H, m, NH-CH-CH2-CH-(CHa)), 1,03-0,97 (6H, m, 2 x CHs), 0,75 (3H, d,
J=6,4 Hz, CHs-CH-CHj3), 0,69 (3H, d, J=6,4 Hz, CH3-CH-CHs). 3C NMR (100,79
MHz, CDCls-dy): & 199,8; 171,7; 171,4; 165,2; 155,8; 136,5; 134,7; 133,4; 132,5;
129,7; 129,4; 129,2; 128,8; 128,7; 127,4; 127,0; 121,5; 114,0; 72,3; 57,6; 53,7; 53,7;
39,7; 37,4; 37,1; 24,9; 24,7; 23,3; 23,0; 21,8; 21,6. IR (ATR): 3279, 3065, 3033, 2956,
2929, 2869, 1733, 1635, 1531, 1498, 1482, 1466, 1384, 1270, 1243, 1006, 808, 746,
696 cm™. CHN analyza: Vypocteno pro CssHa2CIN3Os (620,17): C, 67,78; H, 6,83; N,
6,78. Nalezeno: C, 67,78+0,02; H 6,87+0,01; N, 6,71+0,02. HRMS (MALDI-TOF,
m/z): [M+H]" vypoéteno pro CasHa3sCIN3Os: 620,28858 Da; nalezeno: 620,28986 Da.
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Charakterizace 2-benzyloxy-5-chloro-N-((2S)-4-methyl-1-(((2S)-1-((4-methyl-1-
oxopentan-2-yl)amino)-1-oxo-3-fenylpropan-2-yl)amino)-1-oxopentan-2-yl)benzamidu
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Produkt je smési dvou diastereomert, A a B. Bezbarva olejovita latka; vytézek 30 %;
[02°] =-25,2° (¢ 1,00, EtOAC); Rt (hewetonc-u1) = 0,50. 'H NMR (400 MHz, CD2Cla-02):
69,51-9,49 (1H, m, (CHO)a+g), 8,25-8,17 (1H, m, (NH-CH-CHH-CH-(CHz)2)a+g),
8,05-7,95 (1H, m, (NH-CH-CHH-CH-(CH3)2)a+s), 7,65-7,44 (6H, m, (NH-CH-CHH-
Ph)a:g), (Ar-H)a:g), 7,25-6,98 (7H, m, (Ar-H)a+s), 6,61-6,47 (1H, m, (Ar-H)a:s),
5,31-5,17 (2H, m, (O-CH2-Ph)a+g), 4,75-4,62 (1H, m, (NH-CH-CH2-Ph)a+g), 4,43-4,20
(2H, m, 2 x NH-CH-CH2-CH-(CHa)2)a+g), 3,28-3,09 (2H, m, (NH-CH-CHz-Ph)a+g),
1,76-1,11 (6H, m, 2 x (NH-CH-CH,-CH-(CH3)a+s), 1,05-0,66 (12H, m, 4 x (CH3)a+).
13C NMR (100,79 MHz, CDCl>-d>): 5 200,84; 200,21; 171,58; 171,51; 171,40; 171,36;
165,16; 165,11; 156,02; 136,73; 136,50; 134,95; 133,44; 133,41; 132,06; 132,01;
129,36; 129,33; 129,18; 129,15; 128,85; 128,84; 121,63; 114,32; 72,28; 72,26; 57,61,
57,46; 53,69; 39,74; 37,28; 37,23; 37,10; 36,89; 24,85; 24,80; 24,60; 24,47; 23,19;
23,07; 22,75; 22,71; 22,26; 21,56; 21,48; 21,36; 21,31. IR (ATR): 3276, 3066, 2957,
2871, 1734, 1635, 1598, 1541, 1271, 1246, 1124, 1008, 811, 750, 697 cm™.
CHN analyza: Vypocteno pro CssHs2CIN3Os (620,17): C, 67,78; H, 6,83; N, 6,78.
Nalezeno: C, 67,69+0,02; H, 6,99+0,02; N, 6,89+0,01. HRMS (MALDI-TOF, m/z):
[M+Na]* vypoéteno pro CasHa2CIN3OsNa: 642,27052 Da; nalezeno: 642,27105 Da.

Charakterizace 2-benzyloxy-5-chloro-N-((2S)-4-methyl-1-ox0-1-(((2S)-1-ox0-1-(((2S)-
1-ox0-3-fenylpropan-2-yl)amino)-3-fenylpropan-2-yl)amino)pentan-2-yl)benzamidu
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Bezbarva olejovitd latka; vytézek 21 %; [a3’] = -45,6° (¢ 0,125, EtOAc);
Rt (hex/Etoac-1/1) = 0,33. 'H NMR (400 MHz, CD2Cl-d2): § 9,59 (1H, s, CHO), 8,14 (1H,
d, J=5,6 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 8,11 (1H, d, J=2,8 Hz, NH-CH-CHH-CH-(CH3)>),
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7,59 (1H, dd, J=2,8 Hz, J J=8,8 Hz, Ar-H), 7,57-7,48 (7H, m, NH-CH-CHH-Ph,
Ar-H), 7,40-7,25 (5H, m, Ar-H), 7,24-7,15 (3H, m, Ar-H), 7,07-6,97 (2H, m, Ar-H),
6,64 (1H, d, J=6,2 Hz, Ar-H), 5,24-5,22 (2H, ABq, J = 10,4 Hz, O-CH2-Ph), 4,71-4,58
(2H, m, 2 x NH-CH-CHH-Ph), 4,35-4,25 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CH3)2), 3,30-3,20
(1H, m, NH-CH-CHH-Ph), 3,20-3,10 (1H, m, NH-CH-CHH-Ph), 3,10-3,00 (2H, m,
NH-CH-CH,-Ph), 1,48-1,35 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHz3).), 1,35-1,25 (1H, m,
NHCH-CHH-CH-(CH3)2), 1,18-1,05 (1H, m, NH-CH-CH,-CH-(CHzs).), 0,80 (3H, d,
J =6,4 Hz, CHs-CH-CHg), 0,74 (3H, d, J =6,4 Hz, CH3-CH-CHj3). *C NMR (100,79
MHz, CD.Cl>-d2): 6 199,2; 171,3; 171,0; 164,9; 156,0; 136,5; 135,0; 133,0; 132,1;
129,4; 129,3; 129,2; 128,7; 128,6; 127,0; 126,9; 125,6; 121,8; 121,7; 114,3; 72,2; 59,9;
53,9; 53,1; 39,4; 37,1; 34,8; 30,3; 24,8; 22,8; 21,4. IR (ATR): 3259, 3063, 2926, 2360,
2341, 1726, 1636, 1534, 1498, 1489, 1454, 1276, 1257, 803, 739, 728, 701 cm™. CHN
analyza: Vypocteno pro CzsHa0CIN4Os (654,19): C, 69,77; H, 6,16; N, 6,42. Nalezeno:
C, 69,82+0,02; H, 6,30+0,02; N, 6,37+0,02. HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M+Na]*
vypocteno pro CagHaoCIN3OsNa: 676,25487 Da; nalezeno: 676,25641 Da.

Charakterizace 2-benzyloxy-5-chloro-N-((2S)-4-methyl-1-oxo-1-(((2S)-1-ox0-1-((1-
oxo-3-fenylpropan-2-yl)amino)-3-fenylpropan-2-yl)amino)pentan-2-yl)benzamidu 27i
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Produkt je smési dvou diastereomert, A a B. Bezbarva olejovita latka; vytézek 24 %;
[a0] =-22,5° (c 0,125, EtOAc); Rt (rewetoac-11) = 0,33. 'H NMR (400 MHz,
CD:Cl2-d2): 6 9,61-9,55 (1H, s, (CHO)a+s), 8,16-8,06 (2H, m, 2 x NH-CH-CH-CH-
Ph)a+s), 7,62-7,57 (1H, m, (NH-CH-CH2-(CH3)2)a+8), 7,56-7,48 (6H, m, (Ar-H)a+s),
7,40-7,05 (11H, m, (Ar-H)a+s), 6,75-6,62 (1H, m, (Ar-H)a+s), 5,29-5,16 (2H, m,
(O-CH2-Ph)a+g), 4,74-4,65 (1H, m, (NH-CH-CH2-CH-(CH3)2)a+8), 4,64-4,56 (1H, m,
(NH-CH-CH2-Ph)a+g), 4,37-4,23 (1H, m, (NH-CH-CH2-Ph)a+g), 3,30-3,00 (4H, m,
2 X (NH-CH-CH2-Ph)a+g), 1,49-1,05 (3H, m, NH-CH-CH2-CH-(CH3)2)a+s), 0,84-0,65
(6H, m, 2 x (CHs)a:g). *C NMR (100,79 MHz, CD:Clz-d2): 6 199,2; 171,3; 171,0;
164,9; 156,0; 136,5; 135,0; 133,0; 132,1; 129,4; 129,3; 129,2; 128,7; 128,6; 127,0;
126,9; 125,6; 121,8; 121,7; 114,3; 72,2; 59,9; 53,9; 53,1, 39,4; 37,1; 34,8; 30,3; 24,8;
22,8; 21,4. IR (ATR): 3259, 3063, 2926, 2360, 2341, 1726, 1636, 1534, 1498, 1489,
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1454, 1276, 1257, 803, 739, 728, 701 cm™. CHN analyza: Vypocteno pro
CzsH10CIN3Os (654,19): C, 69,77, H, 6,16; N, 6,42. Nalezeno: C, 69,80+0,02; H,
6,20+0,01; N, 6,31+0,02. HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M+Na]* vypoéteno pro
C3sH40CIN3OsNa: 676,25487 Da; nalezeno: 676,25649 Da.

Obecny postup deprotekce fenolického hydroxidu 28a,b

Deprotekce 26d (0,8 g, 1,18 mmol) byla provedena rozpusténim latky v EtOAc
(250 ml), ptidavkem 10% Pd/C (0,2 g) a zavedenim H> (1 atm). Reakce byla michana
pii 25 °C po dobu 20 hodin. Poté byl Pd/C odfiltrovan a roztok byl zahustén na RVO za

snizeného tlaku do &irého oleje. Produkt 28a byl izolovan ve vytézku 77 %. 316

Charakterizace N-((5S,8S,11S)-8-benzyl-5-isobutyl-3,13-dimethyl-4,7,10-trioxo-2-oxa-
3,6,9-triazatetradekan-11-yl)-5-chloro-2-hydroxybenzamidu 28a
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Bila pevna latka; vytézek 77 %; b.t. 130,4-134,6 °C; [a2°] = -31,5° (¢ 1,00, EtOAc);
Rt (hex/Etoac-1/1) = 0,41, *H NMR (400 MHz, CDClz-d1): & 12,45 (1H, brs, Ar-OH), 8,08
(1H, d, J =8 Hz, NH-CH-CHH-CH-(CHg)2), 7,95 (1H, d, J = 8 Hz, NH-CH-CHH-CH-
(CH3)2), 7,69 (1H, d, J = 2 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 7,39 (1H, dd, J = 2,5 Hz, J = 8,8 Hz,
Ar-H), 7,07-6,97 (5H, m, Ar-H), 6,97-6,91 (1H, m, Ar-H), 6,88 (1H, d, J=8,4 Hz,
Ar-H), 5,30-5,20 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CH3).), 5,20-5,10 (1H, m, NH-CH-CHH-
CH-(CHs).), 4,84-4,72 (1H, m, NH-CH-CHH-Ph), 3,81 (3H, s, O-CHs), 3,28 (3H, s,
N-CHa), 2,99 (2H, d, J=7,2 Hz, NH-CH-CH,-Ph), 1,82-1,58 (4H, m, NH-CH-CHH-
CH-(CHz3)2, NH-CH-CHH-CH-(CH3)2, 2 x NH-CH-CH2>-CH-(CH3)2), 1,58-1,48 (2H, m,
NH-CH-CHH-CH-(CHs)2, NH-CH-CHH-CH-(CHs).), 0,97 (9H, d, J=6,4 Hz,
3 x CHgs), 0,92 (3H, d, J=6,4 Hz, CHs). 13C NMR (100,79 MHz, CDCls-d1): § 172,7;
171,7; 170,9; 169,0; 160,3; 136,9; 134,2; 129,5; 128,3; 127,0; 126,7; 123,3; 119,9;
115,6; 61,9; 54,1; 52,0; 47,3; 42,4; 41,2; 39,3; 32,5; 25,03; 25,01, 23,4; 23,0; 22,4; 22,2.
IR (ATR): 3298, 3067, 2957, 2870, 2361, 2341, 1637, 1592, 1538, 1474, 1367, 1290,
1220, 824, 699 cm™. CHN analyza: Vypocteno pro CzoHa1CIN4Os (589,12): C, 61,16;
H, 7,01; N, 9,51. Nalezeno: C, 60,96+0,02; H, 6,82+0,02; N, 9,80+0,02.
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HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M+Na]® vypoéteno pro CsoHa1CINsOsNa: 611,26068
Da; nalezeno: 611,26186 Da.

Charakterizace  N-((5S,8S,11S)-5,8-dibenzyl-3,13-dimethyl-4,7,10-trioxo-2-o0xa-3,6,9-
triazatetradekan-11-yl)-5-chloro-2-hydroxybenzamidu 28b
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Bila pevna latka; vytéZzek 93 %; b.t. 130-133,7 °C; [a?’] = -20,0° (¢ 1,00, EtOAc);
Rt (hex/etoac-11) = 0,37. 'H NMR (400 MHz, CDCls-d1): & 12,50 (1H, brs, Ar-OH),
8,18-8,02 (2H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHs)2, NH-CH-CHH-Ph), 7,62 (1H, d,
J=2,4Hz, NH-CH-CHH-Ph), 7,33 (1H, dd, J=2,5 Hz, J =8,8 Hz, Ar-H), 7,26-7,05
(6H, m, Ar-H), 7,04-6,82 (6H, m, Ar-H), 5,35-5,22 (2H, m, 2 x NH-CH-CHH-Ph),
4,83-4,73 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CH3)2), 3,55 (3H, s, O-CHs), 3,14 (3H, s,
N-CHs), 3,10-2,85 (4H, m, 2 x NH-CH-CH-Ph), 1,78-1,65 (2H, m, NH-CH-CHH-CH-
(CH3)2, NHCH-CH»-CH-(CH3)2), 1,61-1,50 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHsa)2),
0,96-0,85 (6H, m, 2 x CHs). 3C NMR (100,79 MHz, CDCls-d1): 6 171,9; 171,2; 170,9;
169,2; 160,5; 136,3; 136,1; 134,2; 129,6; 129,5; 128,5; 128,3; 127,1; 127,0; 126,6;
123,2; 120,0; 115,7; 61,8; 54,1; 51,9; 50,2; 41,1; 39,8; 39,2; 32,5; 25,1; 23,3; 22,1.
IR (ATR): 3291, 3066, 2957, 2361, 2343, 1619, 1591, 1535, 1493, 1478, 1290, 1222,
824, 743, 699 cm™. CHN analyza: Vypocteno pro CazHzoCIN4Og (623,14): C, 63,61;
H, 6,31; N, 8,99. Nalezeno: C, 63,81+0,01; H, 6,49+0,01; N, 8,75+0,02. HRMS
(MALDI-TOF, m/z): [M+Na]" vypoéteno pro Csz3HzgCINsOsNa: 645,24503 Da;
nalezeno: 645,4582 Da.

Obecny postup pro pfipravu aldehyda 29a,b a alkoholt 30a,b

Odchranény tripeptidovy Weinreb amid 28a (0,2 g, 0,321 mmol) byl rozpustén
ve vV bezvodém THF (50 ml) a vychlazen na -8 °C. Poté bylo béhem 2 hodin v Sesti
stejnych davkach pridano LiAlH4 (0,073 g, 1,926 mmol). Reakce byla po dalsi 1 hodiné
michani pfi -8 °C ukoncena ptilitim nasyceného roztoku NH4Cl (20 ml), THF (20 ml),
vody (10 ml) a 10% HCI (1 ml). Oddélend vodna frakce byla promyta EtOAc
(3 x 40 ml). Spojené organické frakce byly promyty vodou (2 x 20 ml) a vysuseny bezv.
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Na>SOs. Za snizeného tlaku bylo na RVO odstranéno rozpoustédlo do konstantni
hmotnosti. Ze surové reakéni smési byl sloupcovou chromatografii (20 g silikagelu,
n-hexan/ethyl acetat — 1/1) ziskan aldehyd 29a ve vytézku 48 % a odpovidajici alkohol
30a ve vytézku 44 %.3% V disledku piebytku redukéniho ¢inidla k prereagovani

funk¢ni skupiny substratu az na alkohol.

Charakterizace N-((2S)-4-methyl-1-(((2S)-1-(((2S)-4-methyl-1-oxopentan-2-yl)amino)-
1-oxo-3-fenylpropan-2-yl)amino)-1-oxopentan-2-yl-5-chloro-2-hydroxybenzamidu 29a
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Bila pevna latka; vytéZzek 48 %; b.t. 145-148,2 °C; [a’] = -44,3° (¢ 1,00, EtOAc)
Rf (hex/Etoac-1/1) = 0,47. TH NMR (400 MHz, CD.Cl>-dz): § 12,01 (1H, s, Ar-OH), 9,44
(1H, s, CHO), 7,61 (1H, d, J=8 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 7,44 (1H, d, J=2,8 Hz,
NH-CH-CHH-CH-(CH3)2), 7,42 (1H, d, J=2,8 Hz, NH-CH-CHH-CH-(CHa)>),
7,35-7,19 (5H, m, Ar-H), 7,12-7,03 (1H, m, Ar-H), 6,99 (1H, d, J=8,8 Hz, Ar-H),
6,75-6,65 (1H, m, Ar-H), 4,88 (1H, q, J = 7,2 Hz, NH-CH-CHH-Ph), 4,80-4,72 (1H, m,
NH-CH-CHH-CH-(CHs)2), 4,47-4,39 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHz3).), 3,25-3,12
(2H, m, NH-CH-CH.-Ph), 1,80-1,60 (5H, m, 2 x NH-CH-CH2-CH-(CH3)2, NH-CH-
CH2-CH-(CH3)2), 1,45-1,30 (1H, m, NH-CH-CH,-CH-(CHa)2), 1,00-0,87 (12H, m,
4 x CHs). BC NMR (100,79 MHz, CDxCl>-d»): & 199,5; 171,9; 171,1; 168,8; 159,9;
136,3, 134,4; 129,4; 128,8; 127,2; 126,3; 123,6; 120,0; 115,3; 57,5; 54,6; 52,1; 41,1;
38,3; 37,7; 25,0; 24,7; 22,9; 22,8; 21,9; 21,7. IR (ATR): 3307, 3066, 2958, 2871, 2360,
2342, 1734, 1637, 1596, 1533, 1496, 1489, 1368, 1287, 1227, 1114, 824, 746, 700, 669
cm®. CHN analyza: Vypoéteno pro CzsH3sCIN3Os (530,06): C, 63,45; H, 6,85; N,
7,93. Nalezeno: C, 63,31+0,02; H, 6,86+0,01; N, 7,89+0,01. HRMS (MALDI-TOF,
m/z): [M+Na]* vypoéteno pro C2sHzsCIN3OsNa: 552,22357 Da; nalezeno: 552,22415
Da.
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Charakterizace N-((2S)-4-methyl-1-ox0-1-(((2S)-1-0x0-1-(((2S)-1-oxo-3-fenylpropan-2-
yl)amino)-3-fenylpropan-2-yl)amino)pentan-2-yl)-5-chloro-2-hydroxybenzamidu 29b
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Bezbarva olejovita latka; vytézek 30 %); Rt (rewetoac-11) = 0,38. 'H NMR (400 MHz,
CD.Cl-d2): 6 12,08 (1H, s, Ar-OH), 9,52 (1H, s, CHO), 7,65-7,58 (2H, m, 2 x NH-CH-
CH2-Ph), 7,43-7,10 (12H, m, NH-CH-CH2-CH-(CH3)2, Ar-H), 6,99-6,93 (1H, m, Ar-H),
6,85-6,70 (1H, m, Ar-H), 4,95-4,83 (1H, m, NH-CH-CH»-Ph), 4,82-4,70 (1H, m,
NH-CH-CH-Ph), 4,70-4,60 (1H, m, NH-CH-CH.-CH-(CHs)2), 3,2-3,00 (4H, m,
2 X NH-CH-CH2-Ph), 1,79-1,70 (3H, m, NH-CH-CH2-CH-(CHz)>), 1,00-0,88 (6H, m,
2 X CHs). 3C NMR (100,79 MHz, CD.Cl>-d2): & 198,5; 172,3; 171,0; 168,9; 159,9;
136,2; 135,8; 134,3; 129,45; 129,35; 128,9; 128,8; 127,3; 126,4; 123,5; 119,9; 60,0;
54,7;52,1; 41,0; 38,6; 35,1; 25,0; 22,9; 21,8. IR (ATR): 3289, 3065, 2960, 2925, 1633,
1593, 1537, 1494, 1258, 1081, 1017, 797, 708, 697, 649 cm™. CHN analyza:
Vypocteno pro CaiHasCIN3Os (564,07): C, 66,01; H, 6,08; N, 7,45. Nalezeno: C,
65,97+0,02; H, 6,17+0,01; N, 7,29+0,01. HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M+Na]"
vypocteno pro C31HzsCIN3OsNa: 586,20792 Da; nalezeno: 586,20897 Da.

Charakterizace N-((2S)-1-(((2S)-1-(((2S)-1-hydroxy-4-methylpentan-2-yl)amino)-1-
oxo-3-fenylpropan-2-yl)amino)-4-methyl-1-oxopentan-2-yl)-5-chloro-2-
hydroxybenzamidu 30a

CI\@ELH N\)LH OH
o =
OH ph

Bezbarva olejovita latka; vytézek 44 %; Rt (hewetoac-u1) = 0,18. *H NMR (500 MHz,
CDCls-dy): & 12,85 (1H, brs, Ar-OH), 9,38 (1H, brs, NH-CH-CHz-Ph), 7,44 (1H, brs,
NH-CH-CHo-CH-(CHs)2), 7,42 (1H, brs, NH-CH-CH2-CH-(CHs)2)), 7,50-7,23 (6H, m,
Ar-H), 7,23-7,00 (2H, m, Ar-H), 5,40-5,20 (1H, m, NH-CH-CH,-Ph), 5,20-5,00 (1H, m,
NH-CH-CH,-CH-(CHa)2), 4,00-3,80 (1H, m, NH-CH-CH,-CH-(CHa)2), 3,39 (2H, m,
CH-OH), 3.24 (1H, m, CH-OH), 1,90-1,30 (8H, m, 2 x NH-CH-CH,-CH-(CHs)z),
NH-CH-CHo-Ph), 1,10-0,60 (12H, m, 4 x CH3). *C NMR (125,78 MHz, CDCls-dh):
172,5; 172,2; 171,1; 168,2; 166,1; 135,6; 134,1; 133,5; 129,4; 128,8; 127,5; 126,9;
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124,4; 64,4, 61,6; 51,1; 47,5; 42,3; 39,3; 31,4, 30,2; 29,7; 24,6; 23,3; 22,9; 22,4.
IR (ATR): 3307, 3066, 2958, 2871, 2360, 2341, 1734, 1636, 1595, 1540, 1533, 1496,
1473, 1457, 1367, 1288, 1230, 1114, 1068, 1031, 903, 823, 745, 700, 669 cm™.
CHN analyza: Vypocteno pro CosHssCIN3Os (532,07): C, 63,21 H, 7,20; N, 7,90.
Nalezeno: C, 63,32+0,02; H, 7,29+0,02; N, 7,82+0,02. HRMS (MALDI-TOF, m/z):
[M+H]* vypocteno pro C2sH39CIN3Os: 532,25728 Da; nalezeno: 532,25776 Da.

Charakterizace N-((2S)-1-(((2S)-1-(((2S)-1-hydroxy-3-fenylpropan-2-yl)amino)-1-oxo-
3-fenylpropan-2-yl)amino)-4-methyl-1-oxopentan-2-yl)-5-chloro-2-hydroxybenzamidu

30b
Ph
o e
C©\*N¢M~U
H 0 f H
OH “Ph

Bezbarva olejovita latka; vytézek 40 %; Rt (hewetoac-11y) = 0,20. tH NMR (400 MHz,
CD,Clz-d2): 6 12,10 (1H, s, Ar-OH), 7,80 (1H, d, J = 6 Hz, NH-CH-CH>-Ph), 7,66 (1H,
d, J=2.4 Hz, NH-CH-CH2-Ph), 7,47-7,35 (2H, m, NH-CH-CH2-CH-(CHz3),, Ar-H),
7,35-7,15 (10H, m, Ar-H), 7,00 (1H, d, J=8,8 Hz, Ar-H), 6,68 (1H, d, J=7,2 Hz,
Ar-H), 4,90-4,70 (2H, m, 2 x NH-CH-CH2-Ph), 4,20-4,10 (1H, m, NH-CH-CH.-CH-
(CHa)2), 3,50-3,40 (2H, m, CH.-OH), 3,20-3,05 (2H, m, NH-CH-CH.-Ph), 3,85-3,70
(2H, m, NH-CH-CH2-Ph), 2,31 (1H, m, CH>-OH), 1,80-1,60 (2H, m, NH-CH-CHH-
CH-(CHs3)2), 1,40-1,30 (1H, m, NH-CH-CHH-CH-(CHz3)2), 1,00-0,85 (6H, m, 2 x CHzs).
13C NMR (100,79 MHz, CDCls-d1): 8 173.5; 171.0; 168.8; 159.6; 137.5; 136.3; 135.9;
134.4; 129.5; 129.4; 129.3; 129.0; 128.9; 128.8; 126.8; 126.2, 123.9, 120.1, 63.0, 59.9,
55.4, 53.1, 52.2, 41.3, 38.8, 36.9, 35.3, 29.9, 25.0, 23.3, 22.1. IR (ATR): 3304, 3066,
2958, 2361, 2339, 1726, 1640, 1597, 1546, 1536, 1494, 1288, 1257, 1228, 1113, 1034,
903, 823, 744, 700, 669 cm™. CHN analyza: Vypoéteno pro CaiH3sCIN3Os (566,09):
C, 65,77; H, 6,41; N, 7,42. Nalezeno: C, 64,49+0,02; H, 6,45+0,02; N, 6,62+0,02.
HRMS (MALDI-TOF, m/z): [M+Na]* vypocéteno pro Cs1HssCIN3OsNa: 588,22357
Da; nalezeno: 588,22440 Da.
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Anotace

Byla provedena rozsahla literarni reSerSe zaméfena na metody
syntézy a popsané biologické aktivity salicylamidii, na moznosti
syntézy peptidi vcetné Cinidel, aditiv a aspektli racemizace
substratu, a na molekuly schopné inhibice proteasomu. Bylo
navrzeno a experimentalné ovéteno nékolik moznych piistupti ke
konstrukei salicylamidil s peptidovym fetézcem, které navazuji a
roz§ifuji souCasné znalosti v této oblasti. Byla vybrana
nejvhodnéjsi syntetickd metoda, kterd byla déle optimalizovana
zejména za ucelem omezeni racemizace. Byla provedena syntéza
série sloucenin odvozenych od substituované kyseliny salicylové a
dipeptidu, které byly vhodnym zptuisobem charakterizovany (1H a
13C NMR, IC, HRMS v uspotadani MALDI-TOF, CHN analyza).
Dale bylo provedeno testovani jejich biologickych aktivit
(antiproliferativni aktivita vi¢i kmentim leukemie K562 a CEM a
mnohocetného myelomu U266, proteasomalni inhibice U266
véetné selektivity vi¢i jednotlivym podjednotkdm [ kruhu
proteasomu 20S U266 a ¢asovému prubéhu inhibice v riznych
koncentracich ptipravenych salicylamidi).
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