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Souhrn

Souhrn

V této diplomové praci je vénovana pozornost piipravé latek zalozenych na benzen
sulfonyl hydrazidech odvozenych od di-peptidl a substituované kyseliny salicylové.

Di-peptidicky fetézec je tvofen vzajemnou kombinaci aminokyselin L-fenylalaninu a
L-leucinu.

Celkem bylo pfipraveno osm originalnich slouceniny benzen sulfonyl hydrazidové tady.
Ctyfi derivaty maji hydroxylovou funkéni skupinu chranénou benzylem, aby v priib&hu syntézy
nedochazelo k nezddoucim reakcim. A U zbyvajicich Ctyf derivati je fenolicka skupina

uvolnéna a piedstavuje volnou hydroxylovou skupinu.
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Summary

Summary

This thesis is focused on the preparation of substances based on salicyl acid, amino acids
— L-phenylalanine and L-leucine, as well as on their combination and on sulfone phenol
hydrazide. Eight brand new compounds of the salicylamide series were prepared. Four
compounds were benzylated, meaning the hydroxy group of the salicyl acid was protected with
benzyl to prevent unwanted reactions, and four compounds were debenzylated, with free
hydroxide group of salicyl acid.

Debenzylation was the final step of preparation of the final molecules. The benzylated
compounds served as intermediates to obtain debenzylate compounds. Purification
of the substances was accomplished through column chromatography or flash chromatography.
All obtained molecules were in crystalline form, its purity was determined through CHN
analysis and nuclear magnetic resonance (*H and **C NMR spectroscopy). Melting points were
also measured. All compounds were also put through MALDI analysis.

The obtained molecules were sent away for their biological activity to be studied.

The results of their biological activity are not a part of the subject of this thesis.

Keywords

Salicylamides, synthesys of peptides, amino acids, biological activity.
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Uvod

1. Uvod

Kyselina salicylova i jeji derivaty patii mezi slouceniny vykazujici pestrou Skalu
biologické aktivity. Uz v dobach davno minulych si nasi predkové povsimli, Zze odvar z kiry
vrbové tlumi bolest i zvySenou teplotu. Tyto poznatky vSak byly na pomérné dlouhou dobu
zapomenuty, aby nasledn¢ mohly byt znovu objeveny. Némecky farmakolog Biichner
jako prvni provedl extrakci vrbové ktiry ¢imz ziskal zluté zbarvenou latku, tzv. salicin, jak latku
sam nazval. Vychazel z latinského slova SaliX, coz je rodové oznaceni vrby.

Asi nejznaméjsi a nejrozsitenéjsi formou kyseliny salicylové je kyselina acetylsalicylova,
systematickym nazvoslovim 2-acetyloxybenzenkarboxylova kyselina (Obrdzek 1). Pro Sirokou
vefejnost znama pod obchodnimi nazvy Aspirin, Acylpyrin, Anopyrin a dalsi.

O._OH
O _CHj

T

0
Obrdazek 1: Kyselina acetylsalicylova.

Kyselina acetylsalicylova je bil4 krystalicka latka, ktera je mirné rozpustna ve vode.
Pouziva se k 16¢€bé bolesti, fadi se tedy mezi analgetika. Dale také k potlaceni horecky, coz jsou
Iéky oznacované jako antipyretika. Dale slouzi k mirnéni zanétu, protoze snizuje tvorbu
prostaglandint, jenZ jsou zodpovédné za vznik zénétu. Latky pulsobici proti zanétim
oznacujeme jako antiflogistika. Mimo jiné je téZ kyselina acetylsalicylovd piedepisovdna
lidem, ktefi trpi srdecné-cévnim onemocnénim a to proto, Ze snizuje tvorbu krevni srazeniny.
Dtivodem je snizeni rizika vzniku srdecniho a mozkového infarktu. Lze fict, ze velikost
davkovani ovliviiuje misto piisobeni. Nizsi davky jsou podavany k prevenci pied infarkty, vyssi
davky pak k tlumeni bolesti a snizeni horecky.

Tato diplomové prace navazuje na znamé poznatky tykajici se substituované kyseliny

salicylové a snazi se je déle rozvijet a modifikovat.
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Cile prace

2. Cile prace

Cilem teoretické casti mé diplomové prace je struéné¢ popsat amidy odvozené
od substituované kyseliny salicylové s vyuzitim dvou aminokyselin, jenz v molekule tvofi
di-peptidicky fetézec. Teoreticka Cast se dale okrajové zaméfuje na samotnou Kyselinu
salicylovou a taky na to, jak byla a je syntetizovana. Mimo jiné je teoreticka ¢ast vénovana
popisu syntéz, které vedou k pfipravé aromatickych i alifatickych amida.

Dalsim cilem této prace je popsat biologickou aktivitu tykajici se sloucenin obsahujici
ve své struktufe substituovanou kyselinu salicylovou a aminokyseliny, konkrétné L-fenylalanin
a L-leucin, tedy di-peptidické uspotadani. Teoreticka ¢ast ma také za cil vénovat se biologické
aktivité u sloucenin obsahujici arylsulfonyl hydrazidové usporadani.

Experimentalni ¢ast diplomové prace si klade za cil ovétit moznosti syntézy molekul
odvozenych od substituované kyseliny salicylové, di-peptidi a arylsulfonyl hydrazida.

K ¢isténi a izolaci piipravenych meziproduktl a produkti by méla byt vyuzita sloupcova
chromatografie, pfipadné flash chromatografie anebo krystalizace. Vyizolované molekuly
by mély byt pfipraveny Vv dostateéném mnozstvi a Cistoté, aby je bylo mozné otestovat
na biologickou aktivitu, podrobit je elementarni analyze, nuklearni magnetické rezonanci (*H a

13C NMR), hmotnostni spektroskopii s vysokym rozlisenim a zméfit body tan.

13



Teoreticka Cast

3. Teoreticka ¢ast

Teoreticka ¢ast diplomové prace poslouzi k pochopeni zakladnich principi, ze kterych
bylo vychazeno pii pfipravé sloucenin. V nasledujicim textu bude opirdno o jiz znamé
poznatky. Podrobnéji se zaméfim na vysvétleni detaild, jenz souvisi s mou praktickou ¢innosti.
Konkrétné se jedna o syntézu peptidického fetézce, ktera vychazi z aminokyselin. Dale se budu
okrajové vénovat ochran¢ funkénich skupin a nasledné k jejich zpétnému odchranéni za ziskani

pozadovanych produkta.
3.1. Kyselina salicylova

Kyselina salicylova ma charakter bilych krystalki. Na vzduchu je stala, ale pfimym
slune¢nim svétlem méni svou barvu na svétle zlutou. Ve volné formé se v pfirod¢ piilis
nevyskytuje. Ve form¢ véazané ji nalezneme v mnoha rostlinach, v jejich ke, plodech
i kofenech. Konkrétné se jedna o methyl salicylaty, které jsou obsazeny v libavce a tuzebniku,
dale pak glykosidy salicyl alkohold, tzv. saliciny, jez se nachazeji v topolech a ve vrbach,
a nakonec lze hovoftit o glykosidech methyl salicylati (Obrdzek 2) obsazenych v btizach
a bukach. !

0]
o~
O 0]
OH o~ :
OH OH
kyselina salicylovd methyl salicylat OH OH OH OH

glykosid salicyl alkohol glykosid methyl salicylat

Obrazek 2: Formy vyskytu kyseliny salicylove.

Prvni syntetickou vyrobu kyseliny salicylové uskutecnil Kolbe v roce 1859. Syntéza
vychéazela ze zahfivani fenolatu alkalického kovu s oxidem uhli¢itym pod tlakem. Dalsi
moznosti, jak tuto kyselinu vyrabét, bylo zmydelnéni methyl salicylatu ziskaného z listh
libavky €1 z brezové kiry.

V soucasné dob¢ je kyselina salicylova vyrabéna Kolbe-Schmidtovou reakci (Schéma 1).

Ziskany produkt miize byt dale precistén sublimaci nebo krystalizaci.
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Teoreticka Cast

OH O OH O

o @
O Na H2804 OH

Y

o ®
OH O Na
NaOH CO,
THF, MgO

autoklav
3 MPa, 200 °C, 2 hod.

Schéma 1: Kolbe-Schmidtova metoda vyroby kyseliny salicylové.

3.2. Salicylamidy
Salicylamidy lze povazovat za derivaty kyseliny salicylové.
3.2.1.Syntéza aromatickych amidua kyseliny salicylové tzv. salicylanilidi

Na samotném zacatku této podkapitoly bych rada zminila, Ze nize uvedené syntetické
cesty mohou K reakci vyuzit jak substituovany, tak i nesubstituovany anilin, neni-li v textu
uvedeno jinak.

Klasickym ptipadem, jak syntetizovat aromatické amidy, salicylanilidy, je reakce
substituované kyseliny salicylové s thionylchloridem v prosttedi DMF, za vzniku
2-hydroxybenzoyl chloridu. Tento chlorid kyseliny reaguje s vhodné substituovanym anilinem
v prostiedi toluenu nebo chlorbenzenu a béhem refluxu dojde ke vzniku pozadovaného

salicylanilidu (Schéma 2). VVytézek reakce je 89 %.?

——R?
R X OH SOCIz Oﬁk i) toluen (Ph-CI) 1dLN X
. R4— H
_— OH DMFE reflux % OH

50 °C, 2 hod. 89 %

Schéma 2: Priprava salicylanilidi klasickym zpiisobem.

Dalsi moznosti, pro piipravu salicylanilidt, je pouziti tzv. ,,one-pot metody, ktera
vyuziva mikrovinné zafeni (MW) jakozto zdroj iniciace (Schéma 3). Reak¢ni doba je, oproti
vySe uvedené metodé, kratsi. Co se tyce vytézku, odpovida kratsi reakéni dobé€. Pro piipravu
halogenidu karboxylové kyseliny lze pouzit chlorid fosfority, ktery in situ reaguje s vhodné
substituovanym anilinem za vzniku pozadovaného produktu.® 4, One-pot* metodu je mozno
provadét v rtiznych rozpoustédlech, jako nejvhodnéjsi lze povazovat Xylen, chlorbenzen,
toluen, THF, DMF a ACN. * ® Vytézek reakce je zavisly na dobé iniciace mikrovinnym

zéfenim. 3
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Teoreticka Cast

——R* 10 min. 50%

Cﬁk i) PCl, 1§N X 15min.  57%
R4 H 25 min. 72%

Xy'e“ Z oH 30 min.  92%

10- 30 min.

Schéma 3. Priprava salicylanilidii ,, one-pot “ metodou S pouzitim mikrovinného zareni.

Piiprava salicylanilidi mize probihat i dvou krokové (Schéma 4). V prvnim kroku
probiha reakce s trifluoroctovou kyselinou a anhydridem trifluoroctové kyseliny (TFA-TFAA)
v prostiedi acetonu, dochazi ke vzniku meziproduktu. V kroku druhém probiha reakce
meziproduktu s vhodné substituovanym anilinem. Pficemz druhy reak¢éni krok probiha
Vv ptitomnosti butyllithia a N, N’-dimethylpropylenmocoviny (DMPU), v prosttedi THF,

hexanu nebo vody.> ® Vytézky reakce zavisi na podobé anilinu.

\ 1
RIS TOH _TRATFAA _ Cﬁk . R2© nBuli, DMPU i Y N
Fon  aelon /% Z THF (hexan/ H,0) ZS0H  86-97 %

80 °C, 2. hod

Schéma 4: Vyuziti dvou krokové metody pri priprave salicylanilidi.

V soucasné dob¢ je obrovskym trendem vyvijet nové metody, piipadné upravovat
ty stavajici tak, aby mély co nejmensi dopad na ekologii a byly ekonomicky vyhodné. Obrovsky
diraz se klade na to, aby bylo pouZito co mozna nejmensi mnozstvi rozpoustédla, aby bylo
mozn0 pouzité¢ katalyzatory opakované recyklovat, aby dochdzelo k Gispordm energie apod.

Dle mého je ovsem nutné byt k témto metodam lehce kriticky. Literatura & 91011

uvadi postupy,
které jsou do tzv. ,,green chemistry fazeny (Obrdzek 3), zalezi vsak na kazdém, zdali pouziti
napf. palladia spada do ekologic¢téjSich metod.
e Reakce kyseliny salicylové s vhodné substituovanym anilinem s pouzitim nano
oxidu hotecnatého. K reakci neni pouzito zadné rozpoustédlo. Vytézek zavisi
na substituentech vychozich latek a pohybuje se mezi 65-98 %. 8
e Reakce 2-hydroxybenzaldehydu s anilinem v inertni atmosféfe. V RS se dale
nachazi [{(CH.SiMe2) {(2,6-iPr2CeH3)N}2}Y {N(SiMe3)2} (THF)]. Literatura
uvadi, Ze vytézek je zavisly na vzdjemném poméru obou vychozich latek, vytézek
se pohybuje mezi 15-99 %. °
e Reakce 2-jodfenolu s anilinem v zatavené ampuli. Jako katalyzator slouzi 1 hm%

paladium na silikagelu. Jako rozpoustédlo je zvoleno DMSO, DMF, ACN, benzen
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nebo THF. Vytézek této reakce zavisi na pouzitém rozpoustédle a pohybuje se
od stopovych mnozstvi do 78 %. 1°

e Reakce 1-(2-hydroxyfenyl)-2-fenoxyethanon s vhodné substituovanym anilinem
Vv ptitomnosti médi a kysliku. Jako rozpoustédlo je zvolen DMSO. Vytézek je

zavisly na podobné substituovaného anilinu a pohybuje se mezi 59-90 %. *

o =
MgO NN
. RHL _hano MgO N
70 °C OH  65-98 %
o) NH =
H . Rw_\ [((CH,SiMey) ((2,6-IPraCeH3)N),)Y (N(SiMes),) (THF)]
|
OH = toluen, 20 OC, 2. hod, inert 15-99 %
NH =
@ . R1:_\ . oo Pd/ Si0, K,CO5 ©fL

OH = DMSO (DMF/ ACN/ benzen/ THF)

OH stopové mnozstvi-78%

80 °C, 24. hod.
0 Z
SR
BAGIUSE- S oaD
%'\3808 OH 5990 %

Obrazek 3: Syntetické pripravy salicylanilidi Fadici se mezi tzv. ,, green chemistry .
3.2.2.Syntéza alifatickych salicylamidi

Mezi alifatické salicylamidy lze fadit latky, které maji ve své amidové fad¢ alifaticky
fetézec.

Jednou z moznych syntéz, jak alifatické salicylamidy pfipravit je, pfima amidace esteru
kyseliny salicylové (Schéma 5). Reakce vyzaduje pomérné drastické podminky a je vhodna
spise pro jednoduché aminy.!?

O O

N 110 °C, 5 hod.

+ H2N
OH

Schéma 5: Priprava alifatickych salicylamidu z esteru.
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Dalsi zplsob ptipravy alifatickych salicylamidt vyuziva karbonyldiimidazol (CDI)

jakozto amidacni ¢inidlo (Sche'ma 6). CDI je hojné vyuzivan i pfi syntéze peptidu. Manipulace

vvvvvv

tvorbu nezadoucich meziprodukti a vedlejsich reakei.t® 14

(CDI) (\N
o)

S T NG o
OH THF \\/ ﬁ%j/ RT 40 min.

reflux, 6. min

Schéma 6: Priprava alifatickych salicylamidii vyuZivajici CDI

Pro ptipravu alifatickych salicylamidii lze pouzit i ¢inidla na bazi chloroformiatu
(Schéma 7). V prvnim kroku dochazi k reakci mezi chloroformiatem a vychozi kyselinou,
vzniklym meziproduktem je smésny anhydrid, ktery déle reaguje s aminem.*® Soucasné dochézi
ke vzniku pozadovaného amidu, alkoholu a oxidu uhli¢itého. Aby byl pribézné eliminovan
vznikajici chlorovodik, pfidava se do RS terciarni amin, napt. TEA, ktery zptsobi vznik
triethylamonium  hydrochloridu (nerozpustnd sraZenina) jenZz je z RS odstranén

odfiltrovanim.® 7

O

cl
OH \/o _TEA _ )ko/\ /L
* NH, — 2
OH DCM
RT, 3 hod.
" bem H

RT, 3 hod.

Schéma 7. Priprava alifatickych salicylamidii vyuzivajici ethylchloroformiat.

Ve své experimentalni praci vyuzivam K pripravé salicylamidu karbodiimidy. Které
znazornuje Obrdzek 4. Karbodiimidy jsou aktivatory karboxylové komponenty. Mezi
pouzivané  aktivatory fadime dicyklohexylkarbodiimid (DCC, CAS 538-75-0),
diisopropylkarbodiimid (DIC, CAS 693-13-0), N-(3-dimethylaminopropyl)-N-ethyl
karbodiimid hydrochlorid (EDC-HCI, CAS 25952-53-8) a N-cyklohexyl-N -isopropyl
karbodiimid (CIC, CAS 3496-83-1).18
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N 3 N N S N\‘/
O/ DCC \O O/ CIC
®
/\N//C\\N/\/\ﬁ/e )\N//C\\NJ\

Cl
EDC*HCI DIC

Obrazek 4: Aktivatory karboxylovych kyselin na bazi karbodiimidii.

Mechanismus aktivace pomoci karbodiimidii je fazen mezi komplexni reakce.
Mechanismus znazornuje Schéma 8. Cely proces je velmi zavisly na pouzitém rozpoustédle.
Nejprve dochazi k pienosu protonu, poté k ptipojeni karboxylové kyseliny a ndsledné ke vzniku
O-acylisomocoviny. O-acylisomocovina je vysoce reaktivnim meziproduktem, ktery atakuje
aminoskupinu dal§i molekuly za vzniku poZadované amidické vazby. Béhem reakce mize dojit
k pfesmyku, kdy intermediat O-acylisomocovina presmykne na N-acylmocovinu. Nové
vznikly meziprodukt mize napadat dalsi karboxylovou skupinu, dal§im meziproduktem se pak

stava anhydrid, ktery podléha reakci s AMK za vzniku amidové vazby.*®

o 4 N H JO]\ presmyk j\
S - —_— 7,
R S0 R? "C’e R? R' S0 RS0
Rz A R N_ _N.
N H R? bl R?
O
O-acylisomocovina N-acylmocovina
O
3_
R*-NH, R1JkOH
L ow wwe 3
,R3 R'NHZ
R1 H - R1kOiR1
anhydrid

Schéma 8: Mechanismus reakce tvorby amidové vazby s pouzitim karbodiimidii.*®

Aby nedochézelo k nezddoucim piesmykiim a vedlejsim reakcim, pouzivaji se navic
pomocna nukleofilni Cinidla (Obrdzek 5), ktera reaguji se vznikajici O-acylisomocovinou

prednostné. Témito Cinidly jsou hydroxybenztriazol (HOBt, CAS 2592-95-2),
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1-hydroxy-7-azabenzotriazol (HOAt, CAS 39968-33-7), ethyl-2-kyano-2-(hydroxyimino)
acetat (oxyma, CAS 3849-21-6) a 1-[(1-(kyano-2-ethoxy-2-oxoethylidenaminooxy)
dimethylaminomorfolino) Juronium hexafluorfosfat (COMU, CAS 1075198-30-9).°

@)
NC
%O/\
N\ ©
OH OH o) )O\ PFe
N @
N, >N NC%O/\ N7 N/\
I CS
N N “OH
HOBt HOALt oxyma comu
Obrazek 5: Hydroxylaminové derivaty
Ns =N
o R TCTR? Q H Q HOBt
> + —_— —_—
R' “OH R1koe r2 Nl g2 R1ko
RZ A _R?
N

0 o

o N=N 3 o) N
HOBt / rz L g2 R3-NH, 5 .
_— R»]JkO/N\@ + N H —— R»]JJ\N/R + N/N
H

Schéma 9: Tvorba amidu S vyuzitim HOBY, jakozto nukleofilu, ktery zamezuje
presmykiim a vedlejsim reakcim.

Oxyma téméf Uplné potlacuje racemizaci a vykazuje lepsi ucinky nez HOBt, G¢inky
s HOAL jsou srovnatelné.?’ Dale lze fict, Ze derivaty aktivované oxymou jsou vice reaktivni
nez derivaty odvozené od hydroxybenztriazolii. Cinidlo COMU zabraiiuje racemizaci jesté vice

nez oxyma.?!

3.2.3.Syntéza alifatickych amidi

Alifatické amidy lze pfipravit pfimou metodou, kterd vychazi zreakce amoniaku,
primarnich nebo sekundarnich amint s acylhalogenidy, anhydridy nebo estery odvozenych
od karboxylovych kyselin (Obrdzek 6). Podstatné je si uvédomit, ze karboxylova skupina
jesama o sobé¢ malo reaktivni, ale reaguje s aminoskupinou druhé reakcéni komponenty
za vzniku nezadouci amoniové soli, a pravé proto jsou pro reakce vyuzivany funkéni derivaty
karboxylovych kyselin. Pouzijeme-li halogenid kyseliny nebo anhydrid je nadbytek amoniaku
amin, byva nejcastéji vyuzita nenukleofilni baze, bud’to pyridin nebo TEA. V piipadé,
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kdy je jako vychozi latka pouzit ester, byva tento ester pomérmné jednoduchy alkyl (ethyl,
methyl).??

Cl H b
Y e s

0

0

Cl HN NaOH, H20 _

+
Twc
0
i )OK + H,N HO )J\N
o H

0L . -~ MeOH N

o Ry

Obrazek 6: Syntézy salicylamidii s pouzitim funkcnich derivatii karboxylovych kyselin.
Alifatické amidy mohou byt pfipraveny i tzv. Beckmannovym ptesmykem (Schéma 10).
Jedna se o pfesmyk ketoximu (oxim ketonu) ptisobenim siln¢€ kyselych ¢inidel. Nejprve dochazi

k reakci ketonu s hydoxylaminem ¢imz vznika ketoxim, ktery ptisobenim kyselé katalyzy

H
0 N| -0 )
ij NH,OH @ H,SO, @H
_— —_—

Schéma 10: Syntéza alifatickych amidii pomoci Beckmannova presmyku.

pfesmykuje na amid.

Vhodnou metodou pro piiprava alifatickych amida je také vyuZziti amida¢niho ¢inidla
karbonyldiimidazolu (CDI) nebo pouziti reakénich ¢inidel na bazi chloroformiatu, jak jiz bylo
zminéno vySe pii syntéze alifatickych salicylamidid (viz.: kapitola 3.2.2 Syntéza alifatickych

salicylamidu).
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3.3. Peptidicky retézec

Peptidicky fetézec je nejlépe reprezentovan spojenim aminokyselin, pomoci amidové
vazby, do dlouhych fetézci. V pfirodé¢ se vyskytuje dvacet zakladnich o-aminokyselin
(Obrazek T7), které jsou stavebnim kamenem pro vSechny peptidy i proteiny. Tyto

aminokyseliny jsou v L-formé.

o) o) o)
HZN\)J.\OH %OH MOH

=

NH2

glycin NH, NH, NH2
L-alanin L-valin L-leucin L-isoleucin
0 OH O o 0 Q
S
Ho/ﬁ)kOH )\)J\OH HS/\HJ\OH - NJ\OH O)k OH
NH, NH, NH, NH, NH
L-serin L-threonin L-cystein L-methionin L-prolin
O (o} (0} o
MOH (NNOH OH / oH \/\/\Hj\
NH, HN NH, NH, |
HO tyrosi -histidi i HN NH, L-lysin
L-tyrosin L-histidin L-fenylalanin L-tryptofan
O O (e} (e} (0] O NH,
OH
oo o o M( W\#
NH, NH, O NH,
L-kyselina glutamova L-kyselina asparagova L-glutamin L—asparagln L-arginin

Obrdazek 7: Prirodni L-aminokyseliny.

Vznik peptidové vazby (Schéma 11) je zalozen na reakci a-aminoskupiny jedné AMK a
a-karboxylové skupiny druhé AMK, ve sméru od C-konce k N-konci. Pfi¢emz a-karboxylova
skupina prvni AMK musi byt chranéna, stejné jako musi byt blokovana a-aminoskupina druhé
reakéni komponenty, pfipadné musi byt ochranény i dal§i potencidlné reaktivni skupiny
postrannich fetézcii. VSechny ochranné skupiny by mély byt snadno pteveditelné do plivodni
podoby ¢ili po skon€eni reakce musi byt tyto chranici skupiny snadno odstranitelné. Vyjimku
tvofi ochranné skupiny postrannich fetézct. U téchto skupin je zadouci, aby byly odchranény
az na samotném zavéru reakce, az bude pripraven finalni peptidicky fetézec. Tyto skupiny musi
byt stabilni a odolné vi¢i procesim odchrany koncovych a-blokujicich skupin. Obsahuje-li
AMK na svém o-uhliku chirdlni centrum, mize pii budovani fetézce, dojit k racemizaci,
coz je nezadouci proces. Cilem syntézy je vytvofit peptidickou vazbu, aniz by k racemizaci

chiralnich center dochazelo.®

H;N  OH H,N  OH 5 R?

Schéma 11: Tvorba peptidické vazby.
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Syntéza peptidi mtze byt provedena v roztoku. Tato metoda je vhodna pro ptipravu
kratsich, az sttedné dlouhych fetézcti. Hlavni vyhodou této metody je, ze veskeré meziprodukty
mohou byt izolovany a podrobeny purifikaci. Pfipadn¢ muze byt u kazdého meziproduktu
provedena deprotekce. Deprotekci 1ze docilit vhodné kombinace fetézct, které mohou vést
k vétsim peptidiim.?

Druhou moznou cestou je syntéza na pevné fazi. Jednd se o nejrozsifenéjsi metodu
piipravy peptidickych fetézcl vyuzivanych ve farmaceutickém primyslu. Nejprve dochazi
k pfichyceni AMK na pevny nosic, ktery ¢asto tvoii kopolymer styrenu a divinylbenzenu, poté
jsou pfes amidovou vazbu navazovany dals$i AMK. Na zavér je pevna faze odStépena.
Nevyhodou této metody je, Ze neni mozna purifikace vznikajicich meziproduktd. Purifikaci lze
provést az tehdy, dojde-li k odstépeni finalniho peptidu z pevného nosi¢e. Béhem toho vsak
miize dochazet i ke $t&peni vedlejsich produkti.?* Celkova doba syntézy je pomérné rychla,
a proto nedochazi k nezadouci racemizaci a ke ztraté pozadované konfigurace.??

Lze pouzit i kombinovanou techniku, kdy se nejprve syntézou v pevné fazi ptipravi velké,
chranéné fragmenty a ty se dale sestavuji bud’” opét metodou v pevné fazi anebo metodou
v roztoku. Tento postup neni zatim pfili§ rozSifen, ale mize vést k vyrobé velkych peptidu,
zv148t v komerénim méftitku.?*

Tato diplomova prace je zaméfena pouze na syntézu v roztoku, a proto syntéze na pevné

fazi a kombinované technice nebude vice vénovana pozornost.
3.3.1.Protekce a-aminoskupiny, priprava karboxylové komponenty

Protekce aminoskupiny (Schéma 12) vede k zamezeni nezadouci polymerace pii aktivaci
AMK. Mezi poZadavky chranici skupiny se fadi jeji snadné zavedeni, dobra stabilita v Siroké
Skale reak¢nich podminek, dobra rozpustnost ve vétsiné organickych rozpoustédlech a také jeji
snadnd deprotekce, at’ uz na konci samotné syntézy nebo v jejim prubéhu. Je-li odchrana
provadéna b&hem syntézy, méla by byt provadéna za mirnych podminek, aby nedosSlo
k ovlivnéni jinych chranicich skupin, jez by mély byt odstranény az v iplném zavéru syntézy.
Samotné odstranéni by mélo prob€hnout rychle a bez vedlejsich, nezddoucich reakci, zejména

pak bez racemizace chiralnich center.?®

0]

O HN/-\H/ JkOH

HZNW %OH + Cl o/\© _baze_ ©/\o

Schéma 12: Priklad ochrany a-aminoskupiny pomoci Cbz.

|||m
||;U
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Protekce aminoskupiny vede k jeji doc¢asné deaktivaci. Mezi nejpouzivangjsi chranici
skupiny ftadime 9-fluorenylmethoxykarbonyl (Fmoc), terc-butoxykarbonyl (t-Boc),
trifenylmethyl (trityl, Trt)?®, benzyloxykarbonyl (Z, Cbz), 2-nitrofenylsulfenyl (Nps),
2-(4-bifenyl)isopropoxykarbonyl (Bpoc), které 1ze vidét na Obrdzek 8.%°

Fmoc t-Boc Trt

s °
Qs CL OO+

O
Z,Cbz Nps Bpoc
Obrdazek 8: Chranici skupiny a-aminoskupiny.

3.3.2.Deprotekce chranicich skupin a-aminokomponenty

V nékolika nasledujicich tadcich se pokusim struéné popsat moznosti deprotekce
pouzitych chranicich komponent za ziskani poZzadovaného peptidu.
Chranici skupiny odstranitelné kyselinami
e Skupina terc-butyloxykarbonylova (t-Boc) je nejcastéji odstranéna piidavkem
25-50 % TFA v DCM, neni vSak vylouceno i pouziti jinych kyselin, napf.
4M HCl v 1,4-dioxanu nebo 2M MeSOsH v 1,4-dioxanu.®
e  Trityl (Trt) byva nejbéznéji odstranén piidavkem 1 % TFA v DCM, piipadné lze
pouzit 3 % TCA v DCM.®
e Chranici skupina benzyloxykarbonyl (Z) byva na konci syntézy odstranéna
z molekuly pomoci katalytické hydrogenace nebo silnymi kyselinami, napi. HBr
v kyseling octové nebo TFA za vysokych teplot.?

e 2-Nitrofenylsulfenyl (Nps) byva odstranén piidavkem zfedénych roztoki HCl
v kyseling octové.?® Deprotekci lze provést i pouzitim hydrochloridu
thiosemikarbazidu. Zaroven lze tuto skupinu selektviné odstépit vedle jinych
chranicich skupin, které Ize odchrénit kyselinami, divodem toho je rozdilny

mechanismus $tépeni.?’
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e  Skupina 2-(4-bifenyl)isopropoxykarbonylova (Bpoc) je velice citliva na kyselé

prostfedi. K jejimu odstranéni postaéi 0,2-0,5 % TFA.2°
Chranici skupiny odstranitelné bazemi

e Jediny zastupce, kterého lze zaradit mezi chranici skupiny, jez mohou byt
odstranény bazemi, je 9-fluorenylmethoxykarbonylova skupina (Fmoc). Tato
skupina byva nejbéznéji odstranéna pomoci sekundarnich amint. Pii syntéze
vroztoku se jednd o 10 % diethylamin, kapalny amoniak s naslednym
ptidavkem morfolinu nebo piperidinu nebo také dimethylacetamid. Je-li peptid
pfipravovan na pevné fazi, k odstranéni Fmoc je vyuzivan 20 % piperidin

v DMF.®
3.3.3.Protekce a-karboxylové skupiny, pfiprava aminové komponenty

Protekce karboxylové skupiny (Schéma 13) se provadi pfevazné jen u syntéz v roztoku.
Pti syntéze na pevné fazi neni protekce nutna, nebot’ samotny pevny nosi¢ slouzi jako chranici
skupina. Moznosti ochrany je hned né€kolik. Za zminku urcité stoji reakce a-amino chranéné
AMK s alkoholem v kyselém prostiedi, dale pak reakce a-amino chranéné AMK s isobutenem
Vv kyselém prostiedi, také reakce a-amino chranéné AMK s halogenidy v bazickém prostiedi
anesmime zapomenout ani na reakci o-amino chranéné AMK s alkoholovymi derivaty
chranicich  skupin v pfitomnosti ~ kondenzacnich  ¢inidel, jako je  tieba

N,N’-dicyklohexylkarbodiimid.?®

. e M
e §—

Schéma 13: Priklad ochrany a-karboxylové skupiny pomoci Bn.
Nejpouzivangj$imi chranicimi skupinami karboxylové skupiny jsou terc-butyl (‘Bu),
benzyl (Bn), 2-chlorotrityl (2-CI-Trt), 9-fluorenylmethyl (Fm), karbamoylmethyl (Cam) a
fenacyl (Pac) (Obrdzek 9).°
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N Cl
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Obrazek 9: Chranici skupiny a-karboxylové skupiny.

3.3.4.Deprotekce chranicich skupin a-karboxylové komponenty

Chranici skupiny odstranitelné kyselinami
e Skupina terc-butyl (‘Bu) byva odstrafiovana vysoce koncentrovanou TFA,
Ize také pouzit HCl v organickém rozpoustédle.?®
e Pro odstranéni chranici skupiny 2-chlortrityl (2-CI-Trt) je pouzivan 1 % TFA
vDCM.%®
Chranici skupiny odstranitelné bazemi
e  O-Fluorenylmethyl (Fm) mizZe byt z molekuly odstranén pomoci sekundarnich
aminl (piperidin, diethylamin) v DCM nebo v DMF. Piipadné lze pouzit
i katalytickou hydrogenaci v roztoku.?®
e Karbamoylmethyl (Cam) je odstranovan piidavkem NaOH, ptipadné téz
piidavkem uhli¢itanu sodného v DMF.%
Ostatni chranici skupiny
e Obvykle se chranici skupina benzyl (Bn) odstraniuje katalytickou hydrogenaci,
zmydelnénim ¢i hydrazinolyzou. Odchranu Ize provést i za pouziti kyselin, ale

vewr

e QOdstranéni fenacylu (Pac) je jednoduché a provadi se ptiddnim nukleofilnich

¢inidel.?®
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3.3.5.Protekce ostatnich funkénich skupin

Aby nedochazelo k nezddoucim reakcim musi byt chranény i ostatni funkéni skupiny
AMK. Takovou skupinou je napiiklad karboxylova skupina v molekule kyseliny asparagové
nebo v molekule kyseliny glutamové. Jako protekéni skupina je vyuzivana kombinace
Fmoc/'Bu piipadné také Boc/cyklohexyl. Ochranéna musi byt i vedlejsi skupina hydroxylova,
jedna-li se o reakce vychazejici ze serotoninu nebo threoninu. Nejjednoduss$i moznost ochrany
je prevedeni alkoholické skupiny na skupiny etherovou, chceme-li vyuzit chranici ¢inidla,
nejéastéji se pouziva kombinace Boc/Bn anebo Fmoc/'Bu.?®

Nejvice jsou vyuzivany dvé strategie chranéni funk¢énich skupin a skupin postrannich
fetézcll, témito strategiemi jsou Boc/Bn (Boc/cyklohexyl) a Fmoc/'Bu. V prvnim piipadé
je o-aminoskupina chranéna skupinou Boc a postranni fetézec benzylovou nebo
cyklohexylovou skupinou. Druhy piipad vyuziva kombinaci Fmoc/'Bu, kdy a-aminoskupina

je chranéna skupinou Fmoc a pro ochranu vedlejsiho fetézce je pouzit terc-butyl.?

3.3.6. Aktivace karboxylové skupiny p¥i syntéze peptida v roztoku

Aby bylo dosazeno pozadovaného couplingu je nejprve nutné provést aktivaci
karboxylové skupiny, tedy nastartovat a zah4jit samotny proces. Vznik amidové vazby je
podminén nukleofilnim atakem aminu na karboxylovou skupinu.!® Aktivace karboxylové
skupiny vede ke zvysent jeji reaktivity.!® Mezi vyhody aktivujicich latek patii jejich jednoducha
syntetickd cesta a stim souvisejici 1 komeréni dostupnost, stabilita a zarovenl snadna
rozpustnost v mnoha rozpoustédlech a také to, Ze aktivace karboxylové skupiny je dostatecné
rychld a zarovet dochazi jen k minimalnimu mnozstvi vedlejsich reakci.?®

Jedna z moznosti, jak aktivovat karboxylovou komponenty byla popsana vyse (viz.
kapitola 3.2.2 Syntéza alifatickych salicylamidii)

Dalsi moznosti, jak aktivovat karboxylovou skupinu je pouziti fosfoniovych nebo
amoniovych soli (Schéma 14). Aby k aktivaci doslo, musi byt karboxylova skupina pfevedena
na karboxylatovy anion, toho docilime ptidanim baze (HOBLt). Vznikly anion nasledné reaguje
s fosfoniovou nebo amoniovou soli, respektive s jejich aktivni slozkou — fosfoniovym nebo
iminovym kationtem. Tento Kkationt je velice reaktivni a v kombinaci s dalsimi
karboxylatovymi anionty poskytuje symetricky anhydrid jez mlze déle reagovat s AMK
za vzniku nové peptidické vazby. Aby nedochdzelo ke vzniku anhydridu, byva do reakce
pridavéano nukleofilni ¢inidlo. V tomto piipad€ dochazi ke vzniku esteru, ke kterému je piidana

AMK s volnou aminoskupinou, vysledkem je opét vznik amidové vazby.*°
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Schéma 14: Mechanismus reakce tvorby peptidické vazby s pouzitim fosfoniovych soli a
HOBt.*

Nejvice pouzivanou fosfoniovou soli je (benztriazol-1-yloxo)tris(dimethylamino)
fosfonium hexafluorfosfat (BOP, CAS 56602-33-6). Mezi nejpouzivanéjsi amoniové soli patii
N,N,N’,N -tetramethyl-O-(1H-benztriazol-1-yl)uronium  hexafluorfosfat (HBTU, CAS
94790-37-1) a 1-[bis(dimethylamino)methylen]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridinium-3-oxid
hexafluorfosfat (HATU, CAS 148893-10-1) (Obrdzek 10).
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Obrazek 10: Onioveé soli.

Obecné lze fict, Ze karboxylova skupina je aktivovana elektron akceptornimi skupinami.
Kromé karbodiimidfi, fosfoniovych a amoniovych soli Ize k aktivaci téZ pouZzit anhydridy,

acylhalogenidy nebo azidy.8

3.3.7.Coupling

Vznik peptidové vazby je zavisly na dvou krocich. Prvnim krokem je aktivace

karboxylové skupiny jedné AMK, druhy krok spocivd v nukleofilnim ataku aminoskupiny
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od druhé AMK. Aktivace karboxylové kyseliny vede ke ztraté konfigurace dojde tedy
K racemizaci a to proto, Ze vznikne enolat anebo oxazolon.?
Vznik peptidové vazby probiha adi¢né-elimina¢nim mechanismem, ktery znazornuje

Schéma 15. Odstupujicim vedlejsim produktem je dialkylmocovina.8
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Schéma 15: Mechanismus racemizace.

3.4. Biologicka aktivita vybranych salicylamidi a arylsulfonyl hydrazida

Biologicka aktivita charakterizuje pfiznivé 1 nepfiznivé U€inky lé€iva na lidsky nebo
zviteci organismus. Biologicka aktivita hraje roli v navrhovaném pouziti dané slouceniny,
co se klinické aplikace tyce. Mnohé chemické slouc¢eniny mohou vykazovat neZadouci
az toxické liéinky, j eZ mohou branit v pouiiti v klinicke praxi.
jiz fadu let. Nejvice je vyuzivana pro vyrobu kyseliny acetylsalicylové, znamou jako acylpyrin

nebo téz aspirin, coz je komercné dostupné l1écivo.
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3.4.1.Biologicka aktivita salicylanilida

Salicylanilidy jsou fazeny mezi latky vykazujici Sirokou skalu biologické aktivity.

31

Zejména lze hovofit o antimikrobialnim u¢inku®, protiplisinové®!, antifungalni (pasobi proti

houbam)®, antibakterialni®® aktivité a mimo jiné také pisobi proti hlistim.>*

Obecné lze fict, ze nekteré fyzikalné-chemické vlastnosti salicylanilidd, jako je napf.
nizka rozpustnost, zamezuji jejich Sirokému vyuziti v 1¢kai'ské praxi. Modifikace hydroxylové
skupiny muze vést k potlaceni nezadoucich fyzikalné-chemickych vlastnosti, a tedy k zvyseni
moznosti aplikace a pouziti v praxi.’

Salicylanilidy jsou schopny inhibovat regula¢ni systém bakterii zptsobujici tuberkulozu.
Regulacni systém pouziva bakterie k vniméni a reakci na zmény vnéjSich podminek.
Vyftazenim tohoto systému lze docilit toho, Ze bakterie nebude nadale interagovat s vnéjSim
prostfedim, a proto se tato bakterie stavd nachylnéjsi k 1écbé. Inhibici regulacniho systému
zpusobuje navazani fenolické hydroxylové skupiny salicylanilidu na histidin kinazu, dojde
k zabranéni jeji fosforylace a vysledkem je preruseni pfenosu interakce.36 3738, 39,40

Studie ° hovoii o tom, e halogenované derivéty salicylanilidd vykazuji srovnatelnou
biologickou aktivitu, jakou vykazovaly vychozi salicylanilidové slou¢eniny. Dale bylo zji$téno,
ze tyto derivaty vykazuji mnohem lepsi antituberkulotickou aktivitu proti atypickym
mykobakteriilnim  kmeniim nez  vykazuje isoniazid, ktery je  povazovan
za antituberkulostatikum prvni volby. Acetylované salicylanilidy téZ maji vysokou aktivitu,
co se ty¢e pusobeni na mykobakteridlni kmeny a zaroven vykazuji mensi toxicitu nez léky prvni
volby.®

Salicylanilidy vykazuji téz aktivitu proti viru Zika*' a jsou schopny inhibovat
acetylcholinesterazu a butyrylcholinesterdzu ¢ehoz lze vyuZit pfi 1écbé Alzheimerovy

choroby.%% 43
3.4.2.Biologicka aktivita alifatickych salicylamidi

Alifatické salicylamidy lze vyuzit jako antipsychotika pii 1é€bé schizofrenie a akutni
manie, dile to jsou antagonisté¢ dopaminovych receptort.** Alifatické salicylamidy také

vykazuji antimikrobialni*® 46

, antimykobateridlni*’ a fungicidni*® aktivitu.

Je-li v molekule salicylamidu obsazena AMK, potom tento typ salicylamidu vykazuje
antimykobakterialni, antibakterialni a antifungalni vlastnosti.*® Salicylamidy obsahujici
ve své molekule AMK jsou schopny ovliviiovat Zivotnost rakovinnych bun€k a to tim,

ze inhibuji bun&ény cyklus nebo zpisobuji jejich apoptozu.>
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Svou experimentalni praci zaméfuji na kombinaci AMK L-leucinu a L-fenylalaninu.
Salicylamidy zaloZené na téchto dvou AMK maji antiproliferativni a proapoptopickou aktivitu
na lidské rakovinné bunky, konkrétné¢ hovotime o buiikach zpiisobujici chronickou myelogenni
leukémii a o bunkach zptisobujici akutni monocytarni leukémii. Buniky odpovédné za akutni
monocytarni leukémii jsou proti salicylamidim, obsahujici ve své molekuly leucin a
fenylalanin, mnohem citlivéj$i nez burniky zptsobujici chronickou myelogenni leukémii. Jako
nejicinnéjsi se prokazaly estery.>

Meziprodukty (estery, kyseliny a amidy) obsahujici ve své struktufe jen jednu AMK
vykazuji biologickou aktivitu mensi nez slouCeniny se dvéma AMK v fetézci. Aktivita estert a
amidi je v rozmezi stiednich hodnot, Gi¢inky vykazujici kyseliny byly jesté mensi. Obsahuje-li
sloucenina leucin nebo fenylalanin neni podstatné, obé tyto AMK vykazuji podobné hodnoty

biologické aktivity.>
3.4.3.Biologicka aktivita aminokyselin

Aminokyseliny tvoii zaklad vSech bilkovin a peptidd, ale také enzymii a hormonti. Jsou
soucasti vSech zivych organismi a podileji se na jeho sprdvném fungovani. AMK
si je organismus schopen sam vyrabét, ty AMK, které si vyrobit neumi musi pfijimat ve formé
potravy.

Mnoho AMK ma velky vyznam ve farmaceutickém primyslu, protoze AMK ptisobi jako
ptirodni antioxidanty, exfoliaéni a omlazujici ¢inidla.>?

V nékolika nasledujicich tadcich se budeme vénovat biologické aktivité¢ vykazujici
slou¢eniny s molekulou fenylalaninu ve svém fetézci. Autofi ¢lanku °3 hodnotili biologickou
aktivitu u 1,3,4-thiadiazolovych a 1,2,4-triazolovych derivatd majici ve své struktufe
i fenylalaninovou skupinu. Konkrétné byla vénovana pozornost toxicité a protizanétlivym
ucinkiim, které tyto latky vykazuji. Bylo zjiSténo, Ze protizanétliva aktivita je srovnatelna

s ucinnosti nesteroidnich 1é¢iv jako jsou indometacin, fenylbutazon a samotna kyselina

-----

biosyntézy prostaglandini. Toxicita je u téchto latek snizena.>®

Leucin je AMK, kterd je dilezitd pro spravny rust svalll, zaroven je schopen stimulovat
proteosyntézu, tedy tvorbu bilkovin. Leucin je vyznamny i pfi stabilizaci glukézy v Krvi,
regulaci inzulinu a inhibici katabolickych procesti. >*

Leucin byl také pouzit pro piipravu kvarternich amoniovych povrchové aktivnich latek.

Tyto latky byly dale zkoumany z hlediska alternativy k doposud konven¢nim antimikrobialnim
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sloucenindm. Bylo zjiSténo, Ze povrchové aktivni latky na bazi leucinu vykazuji pfijatelné
antibakterialni a protiplisiiové u¢inky. Dala maji dobré absorp¢ni vlastnosti, nizkou toxicitu a
jsou rychle biologicky rozlozitelné. Jejich nevyhodou vsak je jejich vysoky hemolyticky a
drazdivy tc¢inek na sliznici. Vyznamnym aspektem je ovSem antimikrobialni aktivita téchto
latek, ktera je hojné uplatiiovana v dezinfekénich prostiedcich a antisepticich. Jejich
antimikrobidlni aktivita je zndma v Sirokém spektru jak proti grampozitivnim, gramnegativnim

bakteriim tak i proti houbam. >°

3.4.4.Biologicka aktivita arylsulfonyl hydrazida

Konkrétni slouceniny zalozeny na arylsulfonyl hydrazidovém (Obrdzek 11) uspotadani
vykazuji dobrou insekticidni u¢innost proti rozto¢im pavoukt. Tytéz molekuly maji i pfiznivou
fungicidni aktivitu proti Corynespora cassiicola.>®

R
0=5=0

NH
N|/ R = Ph, 4-CIC6H4, 3-O2NC6H4
F A
F \—/

F

Obrazek 11: Molekula s arylsulfonyl hydrazidovym usporadanim.

Hydrazidové a sulfonylhydrazidové usporadani jsou schopny inhibovat kolagenazu,
gelatindzu a mataloproteinazu pii soucasném pouziti fluorimetrickych substrati odvozenych
od téchto enzymu. Arylsubstituované hydrazidové molekuly inhibituji matricovou
metaloproteinazu, ale velmi malo. Nehraje roli, zdali je na arylsubstituovaném hydrazidu navic
navazana elektrondonorni nebo elektronakceptorni skupina.®’

Molekuly obsahujici N-arylsulfonylhydrazidové uspofddani jsou povazovany
za inhibitory metalo-p-laktamaz. Jelikoz je pozorovéana stale veétsi rezistence vici
B-laktamovym antibiotikim klade se diraz na vyvijeni novych p-laktamaz, ktera
by podporovala ucinek a pouzivani jiz zminénych B-laktamovych antibiotik. Prozatim byly
identifikovany c¢tyfi zakladni tifidy: A, B, C a D. Inhibitory mohou obsahovat
trifluormethylalkoholy a ketony, hydroxamaty odvozené od AMK, thioly a thioesterové
derivaty, cysteinylové  derivaty,  bifenylové  tetrazoly, = merkaptokarboxylaty,
methylkarbapenemové derivaty a derivaty 2,3-disubstituované kyseliny jantarové. Také bylo
prokazano, Ze sulfonylhydrazony jsou pomémé dost rychlé, co se tyce inhibi¢niho ucinku,
a s prodluzujici se délkou testovani jiz nedochazelo k vyraznym zménam. Samotnd inhibice

spociva ve specifickych interakcich s aktivnim mistem napadaného enzymu.%®
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Jiné molekuly (Obrdazek 12), téz obsahujici arylsulfonyl hydrazidové usporadani, byly
testovany pro svou protinddorovou aktivitu. Bylo zjisténo, ze takto usporadané molekuly
vykazuji vyznamnou protinadorovou aktivitu v primarnim testovani a dale jsou schopny z 50 %
inhibovat rust u bakterii zptusobujici leukémii, rakovinu plic, tlustého stieva, ledvin a prsu.
Tytéz slouceniny byly testovany i na ucinnost proti gram-pozitivnim i gram-negativnim
bakteriim. Lze konstatovat, ze vétSina pouzitych sloucenin vykazovala leps$i inhibi¢ni aktivitu

ve srovnani se standardnimi 1é&ivy.>®

X
Y
o O:?:O
_NH R'=H, OCH,, F, Cl
X N 2
| H RZ=H, ClI
N7 >NH X = H, CHa, F, Cl, NHCOCH,
R2 Y=H,Cl
R'I

Obrazek 12: Molekuly s arylsulfonyl hydrazidovym usporadanim vykazujici
protinadorovou aktivitu.

3.5. Navrh novych cytotoxycky aktivnich molekul

Na tomto misté bych rdda zminila, ze naSe vyzkumna skupina se jiz n¢kolik let zabyva
syntézou latek zalozenych na kyseling salicylové a L-aminokyselinach a naslednému studiu
biologické aktivity, konkrétné antiproliferativnimi a cytotoxickymi vlastnostmi.

Testovani latek prokazalo, Ze meziprodukty (jak kyseliny, tak 1 estery) obsahujici
ve své struktufe pouze jednu AMK, jsou méné aktivni nez latky s di-peptidickou skupinou
(Obrdzek 13). U derivati obsahujici dva aminokyselinové zbytky bylo zjisténo, Ze slouceniny
s karboxylovou funkéni skupinou jsou méné aktivni, s nejvétsi pravdépodobnosti kvili
piitomnosti kyselého vodiku a také kvuli omezeni bunéfného vychytavani (zplisobené
karboxylovou skupinou). Nejsilngjsi derivaty pak obsahuji esterovou funkéni skupinu a

vzajemnou kombinaci L-leucinu a L-fenylalaninu. !
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Obrazek 13: Latky vykazujici antiproliferativni a cytotoxické vlastnosti.

U latek, kterym byla v poslednim kroku chemické syntézy uvolnéna fenolickd skupina,
lze pozorovat vyrazné zlepSeni antiproliferativnich vlastnosti ve srovnani s latkami, jez mély

fenolickou skupinu chranénou benzylem (Obrdzek 14). ©°

@\A&(ﬁw O\**W%OH

= jPro
R2 =Bn

Obrazek 14: Latky vykazujici lepsi vykazujici antiproliferativni a cytotoxické viastnosti.
Zavedeni arylsulfonyl hydrazidového uspotadani (Obrdzek 15), do vySe uvedenych

molekul, si kladlo za cil vytvofit zcela nové potencidlni cytotoxicky aktivni latky zalozené

na substituované kyseliné salicylové a dvou aminokyselinach.

@W*ﬁ ; @ﬁ*M 0
O e O TR

R' = iPro
R?Z = Bn

Obrazek 15: Potencialni cytotoxicky aktivni latky.
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4. Vysledky a diskuze

Nejprve se zamé&fim na syntetické cesty vedouci k meziproduktiim, které budou nasledné
vyuzity pro piipravu pozadovanych findlnich produkti. Reakéni cesty pro pfipravu
intermediatd jSou v nasi laboratofi provadény pomérné Casto a Ize je svym zpusobem povazovat
za rutinni zalezitosti. Mnohé pfipravené meziprodukty byly bez nasledné purifikace pouzity
do dalsich syntetickych krokt. Nékteré intermediaty byly po ptipravé purifikovany a az poté
snimi bylo pfestoupeno do dalSich reak¢nich stupinti. VSechny ziskané meziprodukty byly
podrobeny elementarni analyze a 'H NMR spektroskopii. Ziskané vysledky odpovidaly

hodnotam uvedenym v literatuie ®% 6263

a také vysledktim piedchozich totoznych experimentt,
jenz byly provedeny studenty v piedchozich ro¢nicich.

Nasledné bude vénovana pozornost originalnim molekulam, na kterych tato diplomova
prace stoji. Jednd se o Ctyfi latky, které maji fenolickou hydroxylovou skupinu chranénou
benzylem. Pracovni postup piipravy téchto latek se opira o poznatky v literatuie.54 Benzylované
latky byly &istény sloupcovou chromatografii nebo krystalizaci, charakterizovany byly H a
13C NMR spektroskopii, hmotnostni spektroskopii s vysokym rozlisenim, elementarni
analyzou a bodem tani. Zaroven tyto benzylované latky slouzi k piipravé molekul s volnou
fenolickou hydroxylovou skupinou, k pfipravé finalnich molekul. Finalni produkty byly
piipravovany na zékladné odborné literatury®, byly charakterizovany 'H a *C NMR

spektroskopii, elementarni analyzou, hmotnostni spektroskopii s vysokym rozlisenim a body

tani.

4.1. Ochrana fenolické hydroxylové skupiny kyseliny 5-chlor-O-benzyl-
salicylové (4)

Nejprve byla provedena ochrana fenolické hydroxylové skupiny substituované kyseliny
salicylové. Ochrana slouzila k tomu, aby v molekule nedochazelo k nechténym reakcim (viz.
kapitola 3.3.5 Protekce ostatnich funkcénich skupin).

Syntéza ochranéné substituované kyseliny salicylové (Schéma 16), tedy
2-(benzyloxy)-5-chlorbenzenkarboxylové kyseliny (4) spocivala v rozpusténi 1 ekvivalentu
5-chlorsalicylové kyseliny (1) v DMF, nasledné bylo do RS piidano 4,59 ekvivalentti K.COs
apoté bylo postupné piikapavano 3,16 ekvivalentd benzylchloridu (2). Poté byla RS
refluxovana po dobu 1,5 hodiny. Nasledné byla RS ochlazena na laboratorni teplotu a pielita
do kadinky, ve které byla smés vody a ledu. Po 30 minutich michani doslo k vylouceni

meziproduktu (3), ktery byl odfiltrovan na Biichnerové nalevce a promyt 3x destilovanou
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vodou. Meziprodukt (3) byl rozpustén v DCM a byl extrahovan destilovanou vodou a solankou.
Organickd faze byla vysuSena bezvodym NazSOys, susidlo bylo odfiltrovano ptes vaticku a
rozpoustédlo bylo odpafeno na RVO. Byly ziskany krystaly meziproduktu (3), které byly
pouzity do dalsiho kroku reakce bez jakékoliv upravy a purifikace.

V objemové dobie zvolené batice byla vytvorena suspenze, kterou tvofil 1 ekvivalent
meziprodukt (3) a MeOH. Poté bylo ptidano 4,79 ekvivalenti 40% roztoku NaOH, doslo
Kk rozpusténi suspenze. RS byla refluxovana po dobu 2,5 hodin. Nasledn¢ byla RS ochlazena
na laboratorni teplotu a oddestilovanim ¢asti rozpoustédla bylo dosazeno jejiho zahusténi. RS
byla nafedéna vodou a okyselena koncentrovanou HCl na pH = 1. Vznikld srazenina byla
vakuové piefiltrovana na Biichnerové nalevce, promyta studenou destilovanou vodou, vakuové
vysusena a rekrystalizovana ze smési EtOAc/hexan (1:3). Byl ziskan pozadovany produkt (4)
ve formé bilych krystald. Vytézek reakce byl 55 %. Produkt (4) byl charakterizovan *H NMR

spektroskopii, elementarni analyzou a bodem tani. Ziskané hodnoty byly ve shodé

s literaturou.%?

0]

) 40% NaOH, MeOH, ¢
_ KCO, @ reflux, 2,5 hod. OH
DMF 2) konc. HCI 0
reflux, 1,5 hod. 4
55 %

Schéma 16: Ochrana fenolické hydroxylové skupiny substituované kyseliny salicylové.

4.2. Priprava amida methylesteru AMK a 5-CI-O-Bn-Sal-OH

Piiprava amidi methylesteru AMK a 5-CI-O-Bn-Sal-OH, vychazi ze substituované
salicylové kyseliny a volné baze methylesteru AMK, kterd je bezprostfedné pied reakci
uvolnéna z methylesteru AMK hydrochloridu, jak znazorituje Schéma 17.

Do banky vhodného objemu byl ptedlozen 1 ekvivalent methylesteru hydrochloridu
AMK, ktery byl rozpustén v destilované vodé. Poté byl postupné pridan 1 ekvivalent K2COs
a RS byla michéana pii pokojové teploté po dobu 10 minut. Nésledné byla provedena extrakce
DCM (3x), organické vrstvy byly spojeny a promyty destilovanou vodou (3x). Také bylo
provedeno vysuSeni bezvodym Na>SOs, susidlo bylo odfiltrovano ptes vaticku. Oddestilovani
rozpoustédla, byl ziskan meziprodukt ptedstavujici methylester AMK, se kterym bylo

postoupeno do samotné reakce.5?
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Do dostate¢né velké banky byl pfedlozen 1 ekvivalent vychozi kyseliny, ktera byla
rozpu$téna v DCM. Nasledné byl pfidan 1,1 ekvivalent HOBt a 1,2 ekvivalenty EDC-HCI.
RS byla michéna pti pokojové teploté 30 minut, aby doslo k aktivaci vychozi kyseliny.
Po uplynuti 30 minut byl do RS pfidan roztok 1,2 ckvivalentd methyl esteru AMK,
rozpu$téného v minimalnim mozném objemu DCM. RS byla monitorovana pomoci TLC,
po cca 2 hodinach bylo patrné, ze doslo k vymizeni vychozi kyseliny, a proto byla reakce
ukonc¢ena, DCM byl odpafen na RVO a zbyly olej v bance byl rozpustén v EtOAC a
Vv destilované vod¢. Byla provedena extrakce, organicka vrstva byla oddé€lena a vodna vrstva
byla extrahovéna EtOAc (3x). Ziskané organické vrstvy byly spojeny a extrahovany nasycenym
roztokem NaHCOs (3x), 5 % roztokem kyseliny citronové (3x) a destilovanou vodou (3x).
Organické vrstva byla vysuSena bezvodym Na2SQOgs, suSidlo bylo odfiltrovano pies vaticku.
Rozpoustédlo bylo odpafeno na RVO za ziskani pozadovaného produktu. %

Her R
H2N/kﬂ/ RN
0

chosl H,0, RT, 10 min.
o
CI\(jkaH R EDC-HCI, HOBt CI\@ELQ/H(O\
+ O - O
o HzN/H( ~ DCM 0
4 g RT, 2 hod.

R = iPro, Bn

Schéma 17: Obecna priprava amidit methylesteru AMK a 5-CI-O-Bn-Sal-OH.

4.2.1.Piiprava amidia methylesteru (6, 8) s jednou AMK

Ve své diplomové praci pracuji se dvéma molekulami, jenz vychazeji ze substituované
kyseliny salicylové a zaroven ve své struktuie obsahuji pouze jednu AMK, bud’ L-leucin nebo
L-fenylalanin.

Ptiprava téchto amidi methylesterti spociva v reakci 5-Cl-O-Bn-Sal-OH (4) s methyl
esterem L-leucinu (7) nebo s methyl esterem L-fenylalaninu (5). Pracovni postup vychazel
z postupu uvedeného v kapitole 4.2 Priprava amidu methylesteru AMK a 5-Cl-O-Bn-Sal-OH a
byl pouze pfeveden do praxe. Praktické vytézky provedenych reakci znazoriuje Schéma 18.
K charakterizaci poslouzila *H NMR spektroskopie a elementarni analyza. Ziskané tdaje byly
ve shodg s literaturou.®?
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0
Cl Cl 0
ﬁOH + /EEj EDC-HCI, HOBt \CKLNH N
o] ONg DCM o) o
HaN RT, 2 hod.
4 O s 6 87 %

0 o)
cl cl o)
OH | EDC-HCI, HOBt ﬁ” ~
o)
o H,N ~ DCM o o
5 RT, 2 hod.
4 K@ 7 8 © 85 %

Schéma 18: Pripravy amidit methylesteru 6, 8 obsahujici ve své strukture jednu AMK.

4.2.2. Piiprava amidia methylesteru (10, 11, 13, 14) se dvéma AMK

Ma diplomova prace je zalozena na latkach, které ve své molekule obsahuji dvé AMK,
L-leucin nebo L-fenylalanin, ptipadné jejich vzajemnou kombinaci. Aby bylo mozné docilit
pfipravy findlnich molekul, muselo tomu pfedchazet ptipraveni pozadovanych amida
methylesteru 10, 11, 13 a 14, jak znazornuje Schéma 19.

Pracovni postup vychazel zpostupu popsaného v kapitole 4.2 Priprava amidi
methylesteru AMK a 5-CI-O-Bn-Sal-OH. Vychozi latkou byly amid karboxylové kyseliny 9
nebo 12. Praktické vytézky provedenych reakci lze vidét na Schéma 19. Byly provedeny
charakterizace produktt 10, 11, 13 a 14 pomoci *H NMR spektroskopie a elementérni analyzy.

Ziskané udaje jsou ve shodé s literaturou.
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Schéma 19: Priprava amidi methylesteru 10, 11, 13 a 14, které ve své strukture
obsahuji dvée AMK.

4.3. Priprava amidua kyselin AMK a 5-CI-O-Bn-Sal-OH

Ptiprava amidi kyselin AMK odvozenych od substituované kyseliny salicylové, je

znazoriuje Schéma 20.

pomémé jednoducha, protoZze spoc¢iva v pouhé hydrolyze amidi methylesteru AMK, jak

Do barky vhodného objemu byl pfedlozen 1 ekvivalent vychoziho amidu methylesteru
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AMK a k nému byla prilita destilovana voda a dvojnasobny objem 1,4-dioxanu. Poté byly do
smési pfidany 3 ekvivalenty LiOH. RS byla michana pti pokojové teploté a byla monitorovana
pomoci TLC na vyskyt vychoziho amidu methylesteru AMK, po cca hoding, kdy se podle TLC
jiz vychozi amid methylester AMK v RS nevyskytoval, byla smés okyselena koncentrovanou
HCI aznapH = 1. RS byla extrahovana EtOAc (1x). Vodna vrstva byla odd€lena a znovu
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extrahovana EtOAc (2x). Organické faze byly spojeny a extrahovany destilovanou vodou (2x).
Nasledné byla organickd faze vysusena bezvodym Na»>SOjs, suSidlo bylo odfiltrovano ptes
vaticku a rozpoustédlo bylo vakuové odpatfeno. Byly ziskany produkty v podobé amida
karboxylovych kyselin.®® K charakterizaci poslouzila *H NMR spektroskopie a elementarni

analyza. Ziskané udaje byly ve shodé s literaturou. 3

0] R (0] R
|
c NJ\WO\ | | cl N/H(OH
H o 1) LiOH; 1,4-dioxan, voda; RT, 1 hod. H o
(0] 2) konc. HCI (0]

R =iPro, Bn

Schéma 20: Obecna priprava amid kyselin AMK a 5-CI-O-Bn-Sal-OH.

4.3.1.Piiprava amidi kyselin (9, 12) s jednou AMK

Piiprava téchto kyselin spoc¢iva v pievedeni amidu methylesteru s jednou AMK (6 a 8)
na siill pomoci LiOH a v nasledném okyseleni RS koncentrovanou HCL.

Samotny pracovni postup vychazel z postupu uvedeném v kapitole 4.3 Priprava amidu
kyselin AMK a 5-CI-O-Bn-Sal-OH a byl pouze pifeveden do praxe. Praktické vytézky
provedenych reakci znazorfiuje Schéma 21. K charakterizaci ziskanych kyselin (9 a 12)
poslouzila 'H NMR spektroskopie a elementirni analyza. Ziskané udaje byly ve shodé

s literaturou.®®

C'\@fku O~ 1) LiOH; 1,4-dioxan, voda; RT, 1. hod CI\@ELH OH
2) konc. HCI o)
o 0} ) konc o

Cl o Cl OH
\dLH ™ 1) LiOH; 1,4-dioxan, voda; RT, 1. hod \CfL”
o o 2) konc. HCI o 0
8 © 12 K@ 98 %

Schéma 21: Pripravy amid kyselin 9 a 12 obsahujici ve své strukture jednu AMK.
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4.3.2. Piiprava amidi kyselin (15, 16, 17, 18) se dvéma AMK

Ptiprava amida kyselin se dvéma AMK vychazi z amidii methylesteru se dvéma AMK
(10, 11, 13 a 14). Nejprve dochazi ke vzniku soli karboxylové kyseliny, kterd je nasledné
okyselena koncentrovanou HCI.

Pracovni postup vychazi z postupu popsaného v kapitole 4.3 Priprava amidi kyselin
AMK a 5-Cl-O-Bn-Sal-OH. Praktické vytézky jednotlivych reakci znazoriuje Schéma 22.
Viechny ziskané amid kyseliny se dvéma AMK (15, 16, 17, 18) byly charakterizovany *H NMR

spektroskopii a elementarni analyzou. Ziskané hodnoty byly v souladu s literaturou. 8

\kau ~">0" 1) LiOH; 1,4-dioxan, voda; RT, 1. hod \CELH ~~ “OH
o o} 2) konc. HCI o o Y

o - 0 ~0
cl N _ cl N
\©5L” 77 707 1) LiOH; 1,4-dioxan, voda; RT, 1. hod \©\)LH \5)J\0H
o o = 2) konc. HCI o 0 =

L s
cl N ~ cl N
\dL” 7" 0" 1) LiOH; 1,4-dioxan, voda; RT, 1. hod ﬁ” <~ “OH

o 0 ‘\( 2) konc. HCI o 0 '\(

o)
H
C'\CEJ\N N~"No~  1)LiOH; 1,4-dioxan, voda; RT, 1. hod_ ! /'f(\\)k
H :
o) 2) konc. HCI
0 \©
14 © © 99 %

Schéma 22: Priprava amid kyselin 15, 16, 17 a 18, které ve své strukture obsahuji dvé
AMK.

4.4. Priprava O-Bn di-peptidickych sulfonyl hydrazida (20, 21, 22, 23)
Amid kyseliny (15, 16, 17 a 18), ziskané vyse uvedenym postupem (viz.: 4.3 Priprava

amidz kyselin AMK a 5-CI-O-Bn-Sal-OH), slouzily jako vychozi latky pro reakce s hydrazid

sulfon fenolem (obecné Schéma 23).
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Do banky vhodného objemu byl ptedlozen 1 ekvivalent vychozi amid karboxylové
kyseliny (15, 16, 17 a 18). Banka byla umisténa do DrySinu, byl na ni nasazen zpétny chladic¢
a byla pfipojena k inertni atmosfére dusiku. Déle bylo do reak¢ni banky piidano bezvodé
rozpoustédlo ACN, takové mnozstvi, aby doslo k rozpusténi vychozi kyseliny (15, 16, 17 a 18).
Poté bylo do RS piidano 1,15 ekvivalentdt HOAt a 1,25 ekvivalentt EDC-HCI rozpusténych
vV bezvodém ACN, pridano v roztoku pod natokem inertniho plynu. RS byla michana 30 minut
pii pokojové teploté. Po 30 minutach bylo provedeno kontrolni TLC, které prokézalo, ze doslo
k aktivaci vychozi karboxylové kyseliny (15, 16, 17 a 18). Do RS bylo piidano 1,25 ekvivalenti
hydrazid sulfon fenolu (19) rozpusténého v minimalnim objemu bezvodého ACN, pifidano
v roztoku pod natokem dusiku. RS byla zahtata na 40°C. Pii této teploté, a stale v atmosfére
inertniho plynu, byla RS michana 18 hodin. Po uplynuti 18ti hodin byla reakce ukoncena.
Rozpoustédlo bylo odpaieno na RVO. Zbytek v barice byl rozpustén v EtOAc a destilované
vodé. Byla provedena extrakce. Organicka vrstva byla odd¢lena a vodna vrstva byla jesté 2x
extrahovana EtOAc. Ziskané organické vrstvy byly spojeny a 3x extrahovany 1% roztokem
NaHCOs3 a znovu 3x destilovanou vodou. Na zavér byla organicka faze vysuSena bezvodym
NazSOq, susidlo bylo odfiltrovani pies vati¢ku a rozpoustédlo bylo odpafeno na RVO. %

RS byla piecisténa sloupcovou chromatografii. Byl ziskan produkt, ktery predstavoval
molekulu zaloZenou na kyseling salicylové, L-fenylalaninu, L-leucinu a hydrazid sulfon fenolu,
s tim, Ze hydroxylova skupina salicylové kyseliny byla chranéna benzylem. Ziskané produkty
(20, 21, 22, 23) byly ve formé bilych krystal.5% Praktické vytézky jednotlivych reakei jsou

uvedeny u konkrétnich molekul v kapitole 5. Experimentalni cdst.

o R 0 0o R o
H H H o
cl N . Cl N Nz
N/Hf \_)LOH . o EDC-HCI, HOAt N)}f \;/lLN S
H § g2 % dry ACN H § r Ho \©
0 o/,S\N/NHZ 40 °C, 18 hod. o
R' = iPro, Bn
15, 16, 17, 18 R? = Pro. Bn 20, 21, 22, 23

Schéma 23: Priprava O-Bn dipeptidickych sulfonyl hydrazidi.

4.5. Priprava findlnich dipeptidickych sulfonyl hydrazidd s volnou
fenolickou hydroxylovou skupinou (24, 25, 26, 27)

Vychozi latkou, pro zisk finalnich molekul s volnou fenolickou hydroxylovou skupinou,
byly molekuly chranéné (20, 21, 22, 23) (viz. 4.4 Priprava O-Bn di-peptidickych sulfonyl
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hydrazidit). Poslednim reakénim krokem byla hydrogenolyza, tedy uvolnéni hydroxylové
skupiny, nebo téz debenzylace, jak znazornuje obecné Schéma 24.

Nejprve byl jako hydrogenacni rozpoustédlo zvolen EtOAc, divodem byla rozpustnost
latek v tomto rozpoustédle. Hydrogenace probihala 18 hodin. Po provedeni reakce v EtOAC a
nisledné charakterizaci latek 'H NMR spektroskopii a MALDI analyzou, bylo zjisténo,
ze K odstranéni benzylu prakticky nedochazi. Proces hydrogenace byl proveden znovu. Reakéni
doba setrvani RS v autoklédvu byla zvySena na 48 hodin. Nasledné¢ byla latka znovu analyzovéana
'H NMR spektroskopii. Opét bylo zjisténo, Ze debenzylace neprobiha uspokojivé. Opét byl cely
proces hydrogenace opakovan, s tim rozdilem, ze RS byla zahtivana na olejové lazni. Teplota
ohfevu byla nastavena na 70 °C a pfi této teploté byla RS michéna 18 hodin. Poté byla reakce
definitivné ukoncena. 'H NMR spektroskopie ukézala, Ze k uvolnéni hydroxylové skupiny stale
prakticky nedochazi.

P¥i prostudovéani dostupné literatury % obdobnych reakci bylo nalezeno, ze vhodnym
hydrogena¢nim rozpoustédlem je THF, pravdépodobné¢ z diivodu dobré rozpustnosti vodiku.
Po reprodukovani reakce se zménou rozpoustédla na THF bylo zjisténo, Ze k uvolnéni
hydroxylové skupiny dochézi kvalitativné. Proto byl tento postup aplikovan 1 k naslednym
obdobnym reakcim v této diplomové praci.

1 ekvivalent vychozi chranéné latky (20, 21, 22, 23) byl rozpustén v 50 ml THF.
Do vzniklého roztoku bylo pfiddno katalytické mnoZzstvi 10% paladia na aktivnim uhli.
V atmosféte vodiku byla RS michéna, pfi pokojové teploté, 18 hodin. Po uplynuti reakéni doby
bylo provedeno kontrolni TLC, které ukazalo, Ze doSlo ke zreagovani VL a proto byla RS
piefiltrovana pies Ctyfi skladané filtry. Skladané filtry byly promyty THF. Ziskana rozpoustédla
byla spojena. Rozpoustédlo bylo odpafeno na RVO.%

cl OR1H\)?\HO cl OR1H\)OLHO
/, 0, /,
W@%HJ\OW TN B W@%NJT TN
0 [) RT, 18 hod. OH [ j
K@ 24, 25, 26, 27
R" = iPro, Bn

20, 21, 22, 23 R2 = jPro, Bn

Schéma 24: Priprava findlnich molekul s volnou fenolickou hydroxylovou skupinou.
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5. Experimentalni ¢ast

V této Casti diplomové prace se zaméfim na probrani jednotlivych experimentd, diky
kterym mohla tato prace vubec vzniknout. Podrobné popisu syntetické cesty, které vedly
k ziskani meziprodukti a finalnich molekul.

Nejprve ve stru¢nosti shrnu material, metody a piistroje, které jsem v laboratofi vyuzivala
a které byly pouzity pro purifikaci a charakterizaci mnou pfipravenych latek.

Vsechna komeréné dostupnd rozpoustédla, Cinidla a jiné chemikalie, ktera byla
k syntézam pouzita, byla zakoupena u firmy Sigma-Aldrich, Acros Organics, TCI, Merck nebo
Fluorochem a pro provedeni reakci byly pouzity bez purifikace.

Sloupcova kolonovéa chromatografie byla provadéna na silikagelu (SiO2 60 A, velikost
¢astic 0,060-0,200 mm, Acros Organics). Pouzitym rozpoustédlem byla faze EtOAc/hexan,
nebo jejich regenerovana smés, piipadné jina komer¢né dostupna rozpoustédla.

Flash chromatografie byla provddéna na automatizovaném flash chromatografu
Reveleris X2 Flash (Biichi).

Chromatografie na tenké vrstvé byla provadéna na hlinikovych destickach potazenych
silikagelem (SiO2 60 F254 (Merck)) s vizualizaci pod UV lampou (254 nebo 360 nm). Latky,
které nebyly pod UV svétlem viditelné byly vizualizovany 5 % roztokem kyseliny
fosfomolybdenové v ethanolu.

Body tani byly méteny na kapilarnim bodotavku Buchi B-545.

'H a 13C spektra nuklearni magnetick4 rezonance (NMR) byla méfena vedoucim préce.
Meéfteni probihalo pfi laboratorni teploté a na ptistroji Bruker AVANCE III 400 pfi frekvencich
400,13 resp. 100,62 MHz (*3C) nebo na piistroji Bruker Ascend™ 500 pii frekvencich 500,13
MHz (*H) reps. 125,76 MHz (*3C). Chemické posuny jsou uvadény v jednotkach ppm vici
zbytkovému signalu rozpoustédla CDClz, DMSO-ds nebo D20O. Interakéni konstanty (J) jsou
uvadény v Hz. Pozorované signdly jsou popsany jako singlet (s), dublet (d), dublet dublett (dd),
triplet (t) a multiplet (m).

Elementarni analyza byla provadéna servisnim technikem pracujicim na ptistroji Thermo
Scientific Flash 2000 Organic elementar analyser.

Hmotnostni spektra byla méfena hmotnostnim spektrometrem MALDI s vysokym
rozlisenim LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany) a s dusikovym UV
laserem (337 nm, 60 Hz). K méfeni byla vyuzita metoda ,,dried droplet®. Spektra byla métena
V rezimu pozitivnich nebo negativnich iontd v normalnim hmotnostnim rozsahu (m/z 50-2000)

s rozlisenim 100 000 pii m/z = 400. Pro volbu pozice laseru byla pouzita preddefinovana
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spirdlova schémata pohybu. Jako matrice byl pouzit 0,2 M roztok 2,5-dihydroxybenzoové
kyseliny (DHB) ve smesi MeCN:H20 (95:5) nebo
2-[(2E)-3-(4-terc-butylfenyl)-2-methylprop-2-enyliden]malononitril  (DCTB) v MeCN.
Molarni pomér matrice:vzorek byl vzdy piiblizné 40:1. Vysledné spektrum je primérem celého

méfeni.

5.1. Obecny postup syntézy methylesteru (6, 8, 10, 11, 13, 14) a kyselin (9, 12,
15, 16, 17, 18)

Postupem pro piipravu amida methyl esteru (6, 8, 10, 11, 13 a 14) a amidu kyseliny (9,
12, 15, 16, 17 a 18) se¢ zabyvam vyse v textu (kapitola 4.2 Priprava amidi methylesteru AMK
a 5-Cl-O-Bn-Sal-OH a kapitola 4.3 Priprava amidi kyselin AMK a 5-Cl-O-Bn-Sal-OH).
Na Schéma 25 uvadim jen obecny postup ptipravy. Tyto latky byly piipraveny ve shodé

s literaturou, té charakterizace byla ve shodé s literaturou. 2 &3

0 R 0O R
cl OH 0 EDC+HCI, HOBt cl N/H(O\
+ HoN ~ > H
o o DCM o 0
RT, 2 hod.

(0] R (0] R
Cl (0] Cl OH
Ao A
H o 1) LiOH; 1,4-dioxan, voda; RT, 1 hod; H o
o 2) konc. HCI 0
R = iPro, Bn

Schéma 25: Obecna priprava methylesteru 6, 8, 10, 11, 13, 14 a kyselin 9, 12, 15, 16,
17, 18.

Pracovni postup: Bylo postupovano dle literatury, pracovni postup byl modifikovan.®? &3

Do bariky vhodného objemu byl piedlozen 1 ekvivalent L-AMK (bud’ L-fenylalanin nebo
L-leucin) methyl esteru hydrochloridu, ktery byl rozpustén v destilované vodé. Poté byl
postupné piidan 1 ekvivalent K2COs a RS byla michana po dobu 10 minut. Néasledné byla
provedena extrakce DCM (3x), organické vrstvy byly spojeny a promyty vodou (3x). Bylo
provedeno vysuseni bezvodym NaSOs a po prefiltrovani pfes vaticku a oddestilovani

rozpoustédla, byl ziskan meziprodukt, se kterym bylo postoupeno do dalsiho kroku.5?
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Do dostate¢né velké banky byl pfedlozen 1 ekvivalent vychozi kyseliny, ktera byla
rozpu$téna v DCM. Nasledné byl pfidan 1,1 ekvivalent HOBt a 1,2 ekvivalenty EDC-HCI.
Po cca pul hodin¢ bylo do reakéni smési pridano 1,2 ekvivalentii meziprodukt rozpusténé¢ho
V minimalnim mozném objemu DCM. RS byla monitorovana pomoci TLC, po cca 2 hodinach
bylo patrné, ze doslo k vymizeni vychozi kyseliny, a proto byla reakce ukonc¢ena, DCM byl
odpaten pomoci RVO a zbyly olej v baiice byl rozpustén v EtOAc (30 ml) a ve vod¢ (30 ml).
Byla provedena extrakce, organicka vrstva byla odd€lena a vodna vrstva byla extrahovana
EtOAc (3x). Ziskané organické vrstvy byly spojeny a extrahovany nasycenym roztokem
NaHCOs (3x), 5 % roztokem kyseliny citronové (3x) a vodou (3x). Organicka vrstva byla
vysusena bezvodym Na»SOs, roztok byl ptefiltrovan pies vaticku, rozpoustédlo bylo odpateno
na RVO, se ziskanym methyl esterem (6, 8, 10, 11, 13 a 14) bylo piestoupeno do dalsiho kroku
reakce.5

Do banky vhodného objemu byl ptedlozen 1 ekvivalent vychoziho methyl esteru (6, 8,
10, 11, 13 a 14) aknému byla pfilita voda a dvojnasobny objem 1,4-dioxanu. Poté byly
do smési pridany 3 ekvivalenty LiOH. RS byla monitorovana pomoci TLC na vyskyt
vychoziho methyl esteru (6, 8, 10, 11, 13 a 14), po cca hoding, kdy se podle TLC jiz vychozi
methyl ester v RS nevyskytoval, byla smés vykyselena koncentrovanou HCl az na pH = 1. RS
byla extrahovana EtOAc (1x). Vodna vrstva byla oddélena a znovu extrahovana EtOAc (2x).
Organické faze byly spojeny a extrahovany vodou (2x). Nasledné byla organicka faze vysuSena
bezvodym Na»SOs, prefiltrovana pies vaticku a rozpoustédlo bylo vakuové odpareno. Byl

ziskan produkt v podobé karboxylové kyseliny (9, 12, 15, 16, 17 a 18).%3

5.2. Priprava 2-(benzyloxy)-5-chlor-N-((S)-1-(((S)-4-methyl-1-oxo0-1-(2-
(fenylsulfonyl)hydrazinyl)pentan-2-yl)amino)-1-oxo-3-fenylpropan-2-
yl)benzamidu (20)

? H § B H EDC-HCI, HOAt 2 Hjj\ H o
A} .
cl N + S7 °NH, ==L AL, N N_#
W@ﬁu o (0 ™ e Cf% W
0O = 40 °C, 18 hod. O = o
o \( o] o) \(
15 K@ 19 20 b

Schéma 26: Priprava
2-(benzyloxy)-5-chlor-N-((S)-1-(((S)-4-methyl-1-oxo-1-(2-(fenylsulfonyl)hydrazinyl)pentan
-2-yl)amino)-1-oxo-3-fenylpropan-2-yl)benzamidu.
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Tabulka pouzitych chemikalii:

latka 15 19 HOAt  EDC-HCI ACN 20
M [g/ mol] | 523,02 172,21 136,11 191,7 41,05 677,21
ekvivalent 1 1,25 1,15 1,25 - 1
n [mmol] 1,67 2,09 1,93 2,09 - 1,67
m [g] 0,88 0,36 0,26 0,40 - 1,13
V [ml] - - - - 55 -
p [g/ cm?] - - - - 0,786 -

Pracovni postup: Bylo postupovano dle literatury, pracovni postup byl upraven.%

Do 100 ml trojhrdlé banky byla piedlozena vychozi latka (15; 0,88 g; 1,67 mmol). Banka

byla vloZena do DrySinu, byl na ni nasazen zpétny chladi¢ a byla piipojena K inertni atmosféie
dusiku. Vychozi latka (15) byla rozpusténa ve 30 ml bezvodého ACN. Nasledné byl do banky
ptidan roztok HOAL (0,26 g; 1,93 mmol) a EDC-HCI (0,40 g; 2,09 mmol) v 15 ml bezvodého
ACN a pod natokem dusiku. RS byla michéna 30. minut pfi teplot¢ mistnosti, béhem této doby
doslo k aktivaci vychozi kyseliny (15). Aktivace vychozi kyseliny byla ovétena pomoci TLC.
Poté byl do RS piidan roztok latky (19; 0,36 g; 2,09 mmol) v 10 ml bezvodého ACN a
pod natokem inertniho plynu. RS byla zahfata na 40 °C. Pii této teploté byla RS michana
18 hodin.

Po uplynuti 18ti hodin byla RS ochlazena na teplotu mistnosti, rozpoustédlo bylo
odpatfeno na RVO. Zbytek v barice byl rozpustén ve 30 ml EtOAc a 15 ml destilované vody.
Byla provedena extrakce. Organicka vrstva byla oddélena a vodna vrstva byla jesté 2x (10 ml)
extrahovana EtOAc. Ziskané organické vrstvy byly spojeny a 3x (25 ml) extrahovany
1% roztokem NaHCOs a znovu 3x (25 ml) destilovanou vodou. Organicka faze byla vysusena
bezvodym NazSQOg4, susidlo bylo odfiltrovano pies vaticku a rozpoustédlo bylo odpafeno
naRVO. RS byla piecisténa sloupcovou chromatografii s pouzitim regenerované faze
EtOAc/hexan. Byl ziskan produkt (20) ve formé bilé krystalické latky.

Charakterizace izolovaného produktu (20):

Vytézek: 0,45 g (48 %); bila krystalicka latka.

Teplota tani: 165,0 - 170,6 °C.

IH NMR: (400 MHz, CDCl3) 6 0,78 (6H, dd, *Jun = 6,3 Hz, 3Jun = 17,0 Hz, 2x(CHs)o);
1,16-1,25 (2H, m, CH.-CH-(CHa)2); 1,31-1,35 (1H, m, CH-(CHs).); 2,89-3,08 (2H, m,
CH2-Ar); 4,32 (1H, g, 3Jun = 7,7 Hz, NH-CH); 4,82 (1H, g, 3Jun = 7,7 Hz, NH-CH); 5,20 (2H,
dd, 3Jun = 11,9 Hz, CHy); 6,69 (1H, d, 3Jun = 7,6 Hz, NH); 6,99 (1H, d, ®Jun = 8,9 Hz,
CH(AY)); 7,04 (2H, dd, *Jnn = 2,4 Hz, 3Jun = 7.5 Hz, 2xCH(Ar)); 7,25 (3H, s, 3xCH(Ar));
7,42 (3H, m, 3xCH(AT)); 7,47 (3H, m, 3xCH(Ar)); 7,52 (3H, m, 3xCH(A)); 7,62 (1H, t, *Jn
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= 7,9 Hz, CH(AN)); 7,91 (2H, d, 3Jun = 7,9 Hz, 2xCH(Ar)); 8,17 (1H, d, 3Jun = 4,4 Hz, NH);
8,45 (1H, d, 3Jun = 4,9 Hz, NH); 9,12 (1H, d, 3Jun = 4,8 Hz, NH).

13C NMR: (100,62 MHz, CDCls) & 21,95; 22,71; 24,48; 37,18; 39,88; 50,61; 55,73;
71,86; 114,54; 122,14; 127,16; 127,33; 128,02; 128,91; 128,94; 128,98; 129,19; 129,23;
129,26; 132,25; 133,23; 133,80; 135,13; 136,31; 136,58; 155,63; 165,08; 170,65; 171,75.

HRMS m/z: pro CssHs7CIN4OsS vypoéteno: 677,22006 [M + H]*; 699,20200 [M + Na]*;
715,17594 [M + K]*; nalezeno: 677,21951 [M + H]*; 699,20145 [M + Na]*; 715,17539
[M + K]*.

Elementarni analyza: pro CssHs7CIN4OsS vypocteno: C 62,07; H 5,51; N 8,27; S 4,73,;
nalezeno: C 61,94 + 0,26; H 5,48 + 0,03; N 8,22 + 0,03; S 4,51 + 0,18.

5.3. Priprava 2-(benzyloxy)-6-chlor-N-((S)-1-oxo-1-(((S)-1-ox0-3-fenyl-1-(2-
(fenylsulfonyl)hydrazinyl)propan-2-yl)amino)-3-fenylpropan-2-yl)-

benzamidu

? " o\\/H\ EDC-HCI, HOAt 7 H\)Oj\ H o
C|\©\)LH/[ ;N\E)J\OH + ©/S‘b N C|\©\)LHL ENE H,N\//S//
o O '\@ 40°C, 18 hod. o (0] '\©O \©
16 b 21 ©

19

Schéma 27: Priprava
2-(benzyloxy)-6-chlor-N-((S)-1-oxo-1-(((S)-1-oxo-3-fenyl-1-(2-(fenylsulfonyl) hydrazinyl)
propan-2-yl)amino)-3-fenylpropan-2-yl)-benzamidu.

Tabulka pouzitych chemikalii:

latka 16 19 HOAt EDC-HCI ACN 21
M [g/ mol] 557,04 172,21 136,11 191,7 41,05 711,23
ekvivalent 1 1,25 1,15 1,25 - 1
n [mmol] 1,80 2,24 2,06 2,24 - 1,80
m [0] 1 0,39 0,28 0,43 - 1,28
V [ml] - - - - 60 -
p [g/ cm?] - - - - 0,786 -

Pracovni postup: Bylo postupovano dle literatury, pracovni postup byl modifikovan.%*

Do 100 ml trojhrdlé banky, opatiené magnetickym michadlem, byla piedlozena vychozi
kyselina (16; 1 g; 1,80 mmol). Barika byla vloZena do DrySinu, byl na ni nasazen zpé&tny chladi¢
a byla pfipojena k inertni atmosféie dusiku. Vychozi latka (16) byla rozpusténa v 35 ml
bezvodého ACN. Nasledné byl do bariky pridan roztok HOAt (0,28 g; 2,06 mmol) a EDC-HCI
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(0,43 g; 2,24 mmol) v 15 ml bezvodého ACN a pod natokem inertniho plynu. RS byla michana
30. minut, béhem této doby doslo k aktivaci vychozi kyseliny (16). Aktivace vychozi kyseliny
(16) byla ovétena TLC. Poté byl do RS pfidan roztok hydrazidu (19; 0,39 g; 2,24 mmol) v 10 ml
bezvodého ACN a pod natokem dusiku. RS byla zahtata na 40 °C. Pii této teploté byla RS
michana 18 hodin.

Po uplynuti 18ti hodin byla RS ochlazena na laboratorni teplotu, rozpoustédlo bylo
odpaieno na RVO. Zbytek v baiice byl rozpustén ve 30 ml EtOAc a 15 ml destilované vody.
Byla provedena extrakce. Organickd vrstva byla oddélena a vodna vrstva byla jesté 2x
(10ml) extrahovana EtOAc. Ziskané organické vrstvy byly spojeny a extrahovany nasycenym
roztokem NaHCOs (3x 30 ml), 5% roztokem kyseliny citronové (3x 30 ml) a destilovanou
vodou (3x 30 ml). Organicka faze byla vysusena bezvodym Na>SOs, susidlo bylo odfiltrovano
ptes vaticku a rozpoustédlo bylo odpafeno na RVO. Byl ziskan produkt (21), ktery byl pfecistén
krystalizaci z DCM. Krystalizace z EtOAc, hexanu a MeOH nebyla mozna, protoze v téch
rozpoustédlech neni produkt (21) rozpustny.

Charakterizace izolovaného produktu (21):

Vytézek: 1,22 g (95 %); bila krystalicka latka.

Teplota tani: 141,4 - 144,0 °C.

'H NMR: (500 MHz, DMSO) & 2,48-2,62 (2H, m, CH2-Ph); 2,80-2,91 (2H, m, CH2-Ph);
4,51-4,56 (1H, dt, *Jnn = 4,8 Hz, 34 = 10,1 Hz, NH-CH-C=0); 4,63-4,67 (1H, dt, *Jnn = 4,8
Hz,3Jun = 10,1 Hz, NH-CH-C=0); 5,19 (2H, s, CH2-O-Ph); 6,92 (2H, dd, 3Jun = 2,3 Hz, *J4n
= 5,3 Hz, 2xCH(Ar)); 7,12-7,14 (4H, m, 4xCH(Ar)); 7,19-7,21 (4H, m, 4xCH(Ar)); 7,34 (2H,
dd, *Jnn = 4,8 Hz,3Jnn = 10,1 Hz, 2xCH(AT)); 7,36 (2H, t, *Jun = 5,0 Hz, 2xCH(Ar)); 7,47
(2H, dd, 3Jun = 4,9 Hz, 3Jun = 9.8 Hz, 2xCH(Ar)); 7,51 (3H, t, 3Jun = 6,7 Hz, 3xCH(AI));
7,60 (2H, d, 3Jun = 6,2 Hz, 2xCH(AT)); 7,80 (2H, d, 3Jun = 7,9 Hz, 2xCH(AT)); 8,26 (1H, d,
3Jun = 4,7 Hz, NH); 8,35 (1H, d, 3Jun = 8,1 Hz, NH); 10,03 (1H, d, 3Jun = 6,1 Hz, NH); 10,40
(1H, d, 3Jnn = 3,2 Hz, NH).

13C NMR: (125,79 MHz, DMSO) § 38,18; 38,22; 52,58; 54,39; 70,83; 116,17; 124,19;
125,12; 126,74; 125,84; 128,16; 128,29; 128,50; 128,53; 128,70; 129,01; 129,26; 129,41,
129,61; 130,47; 132,40; 133,42; 136,28; 137,63; 137,65; 139,29; 139,38; 155,21; 163,17,
170,53; 170,99.

HRMS m/z: pro C3gHzsCIN4OsS vypoéteno: 711,20441 [M + H]*; 733,18635 [M + Na]™;
749,16029 [M + K]*; nalezeno: 711,20386 [M + H]*; 733,18580 [M + Na]*; 749,15974
[M + K]*.
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Elementarni analyza: pro CsgHzsCIN4OeS vypocteno: C 64,17; H 4,96; N 7,88; S 4,51;
nalezeno: C 64,76 +=0,12; H4,95 +0,03; N 7,94 £ 0,12; S 4,17 + 0,09.

5.4. Priprava 2-(benzyloxy)-5-chlor-N-((S)-4-methyl-1-oxo-1-(((S)-1-0x0-3-
fenyl-1-(2-(fenylsulfonyl)hydrazinyl)propan-2-yl)amino)pentan-2-

yl)benzamidu

0]

Q no 9 o K b 9w
cl N N\)kOH '§{""NH, _EDC-HCL, HOAt, Cl N N\)szN\S’/O
Ho§ + ©/ 0 dry ACN H o 2 Hg
o) \© 40 °C, 18 hod. o) \©
18 K@ 19 22 K@
Schéma 28: Priprava

2-(benzyloxy)-5-chlor-N-((S)-4-methyl-1-oxo-1-(((S)-1-oxo-3-fenyl-1-(2-(fenylsulfonyl)
hydrazinyl)propan-2-yl)amino)pentan-2-yl)benzamidu.

Tabulka pouzitych chemikalii:

latka 18 19 HOAt EDC-HCl ACN 22
M [g/ mol] 523,02 172,21 136,11 191,7 41,05 677,21
ekvivalent 1 1 1,15 1,25 - 1
n [mmol] 9,56 9,56 10,99 11,95 - 9,56
m [g] 5 1,65 1,50 2,29 - 6,5
V [ml] _ _ _ - 220 _
p [g/ cm?] - - - - 0,786 -

Pracovni postup: Bylo postupovano dle literatury, pracovni postup byl modifikovan.5

Do 500 ml trojhrdlé barky, opatfené magnetickym michadlem, byla ptedloZena vychozi
kyselina (18; 5 g; 9,56 mmol). Baiika byla vlozena do DrySinu, byl na ni nasazen zpétny chladic¢
a byla pfipojena k inertni atmosféfe dusiku. Vychozi latka (18) byla rozpusténa ve 150 ml
bezvodého ACN. Nasledné byl do bariky pfidan roztok HOAt (1,50 g; 10,99 mmol) a EDC-HCI
(2,29 g; 11,95 mmol) v 50 ml bezvodého ACN a pod natokem dusiku. RS byla michana
30. minut pfi teploté mistnosti, béhem této doby doslo k aktivaci vychozi kyseliny (18). Poté
byl do RS pfidan roztok hydrazidu (19; 1,65 g; 9,56 mmol) ve 20 ml bezvodého ACN a
pod natokem inertni atmosféry. RS byla zahtata na 40 °C. Pii této teplot¢ byla RS michana
18 hodin.

Po uplynuti 18ti hodin byla RS ochlazena na laboratorni teplotu. Rozpoustédlo bylo
odpaieno na RVO. Zbytek v barice byl rozpustén v 80 ml EtOAc a 50 ml destilované vody.

Byla provedena extrakce. Organicka vrstva byla odd€lena a vodna vrstva byla jesteé 2x (25 ml)
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extrahovana EtOAc. Ziskané organické vrstvy byly spojeny a extrahovany nasycenym
roztokem NaHCOs (3x 50 ml), 5% roztokem kyseliny citronové (3x 50 ml) a destilovanou
vodou (3x 50 ml). Organicka faze byla vysuSena bezvodym NazSOs, susidlo bylo odfiltrovano
ptes vaticku a rozpoustédlo bylo odpaieno na RVO. Byl ziskan produkt (22), ktery byl ¢istén
krystalizaci ze smési EtOAc/hexan (1:3).

Charakterizace izolovaného produktu (22):

Vytézek: 6,13 g (94 %); bila krystalicka latka.

Teplota tani: 169,9 - 174,6 °C.

IH NMR: (400 MHz, DMSO) § 0,68 (3H, d, 3Jun = 4,2 Hz, CHa); 0,75 (3H, d, 3Jun =
8,1 Hz, CHs); 0,95-1,07 (2H, m, CH>); 1,17-1,32 (2H, m, CH2); 2,61-2,67 (1H, m, CH-(CH3)2);
2,82-2,88 (1H, m, NH-CH); 4,40-4,56 (2H, m, CH2-O-Ph); 5,27 (1H, s, NH); 5,30 (1H, d, 3Ju
= 4,1 Hz, NH-CH); 7,22-7,28 (5H, m, 5xCH(Ar)): 7,35-7,43 (5H, m, 5xCH(Ar)): 7,52-7,62
(5H, m, 5xCH(AI)): 7,67 (1H, dt, *Jnn = 2,4 Hz, 3Jnn = 4,6 Hz, CH(AN)); 7,83 (1H, s, NH);
7,84-7,87 (1H, m, CH(Ar)); 8,15 (1H, t, *Ju 1 = 8,6 Hz, CH(Ar)); 10,03 (1H, d, *Jun = 3,8 Hz,
NH); 10,42 (1H, d, 3Jun = 7,9 Hz, NH).

13C NMR: (100,62 MHz, DMSO) & 21,99; 23,57; 24,70; 38,26; 41,62; 52,00; 52,58;
71,45; 116,15; 124,99; 125,37; 126,93; 128,32; 128,63; 128,77; 128,77, 128,88; 128,98,
129,41; 129,77; 129,85; 130,59; 132,50; 133,56; 136,36; 137,88; 139,57; 155,56; 163,63;
170,69; 172,04.

HRMS m/z: pro CasHz7CIN4OsS vypoéteno: 677,22006 [M + H]*; 699,20200 [M + Na]™;
715,17594 [M + K]*; nalezeno: 677,21951 [M + H]"; 699,20145 [M + Na]*; 715,17539
[M + K]".

Elementarni analyza: pro CssHz7CIN4OsS vypoéteno: C 62,07; H 5,51; N 8,27; S 4,73;
nalezeno: C 61,47 +£0,02; H 5,47 +0,04; N 8,79 + 0,13; S 5,33 £ 0,05.
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5.5. Priprava  2-(benzyloxy)-5-chlor-N-((S)-4-methyl-1-(((S)-4-methhyl-1-
0x0-1-(2-(fenylsulfonyl)hydrazinyl)pentan-2-yl)amino)-1-oxopentan-2-

yl)benzamidu

40 °C, 18 hod.

17 © 19 23 b

Schéma 29: Priprava
2-(benzyloxy)-5-chlor-N-((S)-4-methyl-1-(((S)-4-methhyl-1-oxo-1-(2-(fenylsulfonyl)
hydrazinyl)pentan-2-yl)amino)-1-oxopentan-2-yl) benzamidu.

T "I N D Ho§ HO/@
W\ _N<
cl N N\)J\OH 8. 'NHz _EDC-HCI, HOAt _ Cl N N\)J\N,N\g
z + O H
H o = ©/ dry ACN H oo = B 4

Tabulka pouzitych chemikalii:

latka 17 19 HOAt EDC-HCl ACN 23
M [g/ mol] 489,00 172,21 136,11 191,7 41,05 643,19
ekvivalent 1 1,25 1,15 1,25 - 1
n [mmol] 2,05 2,56 2,35 2,56 - 2,05
m [g] 1 0,44 0,32 0,49 _ 1,32
V [ml] - - - - 55 -
p [g/ cm?] - - - - 0,786 -

Pracovni postup: Bylo postupovéno dle literatury, pracovni postup byl modifikovan.5

Do 100 ml trojhrdlé barky, opatfené magnetickym michadlem, byla ptedloZena vychozi
kyselina (17; 1 g; 2,05 mmol). Barika byla vloZena do DrySinu, byl na ni nasazen zpé&tny chladic
a byla pfipojena k inertni atmosféfe dusiku. Vychozi latka (17) byla rozpusténa ve 35 ml
bezvodého ACN. Nasledné byl do bariky ptidan roztok HOAt (0,32 g; 2,35 mmol) a EDC-HCI
(0,49 g; 2,56 mmol) rozpusténych v 10 ml bezvodého ACN (pod inertni atmosférou). RS byla
michana 30. minut pfi teploté¢ mistnosti, béhem této doby doslo k aktivaci vychozi kyseliny
(17). Poté byl do RS piidan roztok hydrazidu (19; 0,44 g; 2,56 mmol) rozpusténého v 10 ml
bezvodého ACN a pod natokem inertni atmosféry. RS byla zahtata na 40 °C. Pti této teploté
byla RS michéana 18 hodin.

Po uplynuti 18ti hodin byla RS ochlazena na teplotu mistnosti. Rozpoustédlo bylo
odpaieno na RVO. Zbytek v baiice byl rozpustén ve 30 ml EtOAc a 20 ml destilované vody.
Byla provedena extrakce. Organicka vrstva byla oddélena a vodna vrstva byla jesté 2x (10 ml)
extrahovana EtOAc. Ziskané organické vrstvy byly spojeny a extrahovany nasycenym

roztokem NaHCOs (3x 25 ml), 5% roztokem kyseliny citronové (3x 25 ml) a destilovanou
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vodou (3x 25 ml). Na zavér byla organicka faze vysuSena bezvodym Na2SOs, susidlo bylo
odfiltrovano ptes vaticku. Rozpoustédlo bylo odpafeno na RVO. Ziskany produkt (23) byl
purifikovan sloupcovou chromatografii za pouziti regenerovanych rozpoustédel EtOAc/hexan.

Charakterizace izolovaného produktu (23):

Vytézek: 1,08 g (82 %); bila krystalicka latka.

Teplota tani: 183,2 - 186,5 °C.

'H NMR: *H NMR (500 MHz, DMSO) § 0,70 (6H, dd, *Jun = 4,9 Hz, 3Jun = 39,8 Hz,
2xCHg); 0,80 (6H, dd, *Jn 1 = 4,9 Hz, 3Jnn = 39,8 Hz, 2xCHa); 1,15-1,19 (2H, m, 2xCH); 1,22-
1,27 (2H, m, diastereotopicky CH.-CH-(CH3)2); 1,33-1,51 (2H, m, diastereotopicky
CH2-CH-(CHa)2); 4,23-4,27 (1H, m, NH-CH); 4,41-4,45 (1H, m, NH-CH); 5,24 (2H, s,
CH2-O-Ph); 7,33 (1H, d, 3Jun = 4,8 Hz, CH(AT)); 7,36-7,40 (3H, m, 3xCH(Ar)); 7,48-7,53
(4H, m, 4xCH(AT)); 7,56 (1H, dd, *Jun = 4,9 Hz, 3Jun = 10,0 Hz, CH(ATr)); 7,60 (1H, t, *Jun
= 9,8 Hz, CH(Ar); 7,71 (1H, d, 3Jun = 2,7 Hz, CH(AN)); 7,77 (2H, d, 3Jun = 7,8 Hz,
2xCH(Ar)); 8,02 (1H, d, 3Jun = 8,1 Hz, NH); 8,22 (1H, d, 3Jun = 8,2 Hz, NH); 9,96 (1H, d,
3J4n = 4,8 Hz, NH); 10,29 (1H, d, 3Jun = 4,8 Hz, NH).

13C NMR: (100,62 MHz, DMSO) 6 21,82; 21,95; 22,18; 22,31; 23,48; 23,70; 41,26;
41,93; 49,69; 51,93; 71,44; 116,23; 125,00; 125,39; 128,38; 128,80; 128,89; 129,16; 129,30;
130,54; 130,61; 132,50; 132,59; 133,46; 133,51; 139,43; 139,58; 155,58; 163,69; 171,49;
172,01.

HRMS m/z: pro C32H3sCIN4OsS vypoéteno: 643,23571 [M + H]*; 665,21765 [M + Na]™;
681,19159 [M + K]*; nalezeno: 643,23516 [M + H]"; 665,21710 [M + Na]"; 681,19104
[M + K]".

Elementarni analyza: pro Cz2HzgCIN4OsS vypoéteno: C 59,76; H 6,11; N 8,71; S 4,99;
nalezeno: C 59,88 + 0,18; H 6,15+ 0,01; N 8,33 +0,22; S 4,48 + 0,05.
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5.6. Priprava 5-chlor-2-hydroxy-N-((S)-1-(((S)-4-methyl-1-oxo-1-(2-
(fenylsulfonyl)hydrazinyl)pentan-2-yl)amino)-1-oxo-3-fenylpropan-2-

yl)benzamidu

0 VR
\)J\ 10 % Pd/C, H, cl N\)J\ -

H
N //O
THF oy © ©
RT, 18 hod.

20 24

Schéma 30: Priprava
5-chlor-2-hydroxy-N-((S)-1-(((S)-4-methyl-1-oxo0-1-(2-(fenylsulfonyl)hydrazinyl)pentan-2-yl)
aminp)-1-oxo-3-fenylpropan-2-yl)benzamidu.

Tabulka pouzitych chemikalii:

latka 20 THF 24
M [g/ mol] 677,21 72,11 587,09
ekvivalent 1 - 1
n [mmol] 6,45 - 6,45
m [g] 0,44 - 0,38
V [ml] - 50 -
p [g/ cm?] - 0,889 -

Pracovni postup: Bylo postupovano dle literatury, pracovni postup byl modifikovén. ¢

Vychozi latka (20; 0,44 g; 6,45 mmol) byla rozpusténa v 50 ml THF a bylo k ni pfidano
katalytické mnoZstvi 10% paladia na aktivnim uhli. V atmosféfe vodiku a pii pokojové teploté
byla RS michana 18 hodin. Po uplynuti 18ti hodin bylo provedeno kontrolni TLC, které
prokézalo, Ze doslo k zreagovani VL a proto byla RS pfefiltrovana ptes ctyti skladané filtry.
Skladané filtry byly promyty THF. Ziskana spojena rozpoustédla byla odpaiena na RVO. Byl
ziskan produkt (24) ve formé bilych krystalt, které byly ciStény krystalizaci ze smési
EtOAc/hexan (1:3).

Charakterizace izolovaného produktu (24):

Vytézek: 0,35 g (93 %); bila krystalicka latka.

Teplota tani: 154,5 - 161,0 °C.

'H NMR: (400 MHz, DMSO) § 0,85 (3H, d, *Jun = 4,4 Hz, CHs); 0,91 (3H, d, 3Jun =
4,6 Hz, CH3); 1,28-1,31 (2H, m, CH2); 1,32-1,33 (1H, m, CH); 2,93-3,06 (2H, m, CH>); 4,35
(1H, t, 3Jun = 7,7 Hz, NH-CH); 4,79 (1H, t, %4 = 7,4 Hz, NH-CH); 5,05 (1H, s, OH); 6,96
(1H, d, 3Jun=11,9 Hz, NH); 7,22 (1H, d, 3Jun = 4,1 Hz, CH(AN)); 7,21-7,36 (5H, m,
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5xCH(AT)); 7,40 (1H, d, 3Jun = 8,1 Hz, NH); 7,57 (2H, t, 33w = 7,9 Hz, 2xCH(A)); 7,64-7,68
(2H, m, 2xCH(AT)); 7,86 (2H, dd, 3Jun = 2,8 Hz, 3Jun = 12,1 Hz, 2xCH(AT)); 7,91 (2H, dd,
3Jun = 7,4 Hz, 3Jun = 8,1 Hz, 2xCH(AT)); 10,02 (1H, d, 3Jun = 2,7 Hz, NH); 10,37 (1H, d,
3Jun = 3,2 Hz, NH).

13C NMR: (100,62 MHz, DMSO) § 21.96; 23.46; 24,65; 38.37; 41.79; 49,86; 54,76;
119,75; 124,39; 125,36; 127,00; 128,41; 128,50; 128,71; 129,22; 129,33; 129,76; 130,70;
132,56; 133,55; 137,94; 139,60; 155,43; 163,54; 166,76; 171,52.

HRMS m/z: pro C2gHz1CIN4OsS vypoéteno: 587,17311 [M + H]*; 609,15505 [M + Na]™;
625,12899 [M + K]*; nalezeno: 587,17256 [M + H]*; 609,15450 [M + Na]*; 625,12844 [M +
K]".

Elementarni analyza: pro CogHz1CIN4OsS vypoéteno: C 57,28; H 5,32; N 9,54; S 5,46;
nalezeno: C 55,46 + 0,24; H 5,92 £ 0,0; N 8,13 +£0,04; S 4,79 + 0,04.

5.7. Priprava 2-(benzyloxy)-5-chlor-N-((S)-1-oxo-1-(((S)-1-oxo0-3-fenyl-1-(2-
(fenylsulfonyl)hydrazinyl)propan-2-yl)amino)-3-fenylpropan-2-yl)

benzenamidu

RT, 18 hod. N :
25

Schéma 31: Priprava
2-(benzyloxy)-5-chlor-N-((S)-1-oxo-1-(((S)-1-oxo0-3-fenyl-1-(2-(fenylsulfonyl) hydrazinyl)
propan-2-yl)amino)-3-fenylpropan-2-yl) benzenamidu.

o) [ : o) o} [ i o)
H H o 10% Pd/C, H, H H o
cl N N
Cl N N\I)J\N,N\S// THF N \:)J\N /S//
H O = H O/’ H O z H O/
o) \© OH
21 K@

Tabulka pouzitych chemikalii:

latka 21 THF MeOH 25
M [g/ mol] 711,23 72,11 32,04 621,10
ekvivalent 1 - - 1
n [mmol] 0,58 - - 0,58
m [g] 0,41 - - 0,36
V [mi] - 50 10 -
p [g/ cm?] - 0,889 0,791 -

Pracovni postup: Bylo postupovano dle literatury, pracovni postup byl modifikovan. %
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Vychozi latka (21; 0,41 g; 0,58 mmol) byla rozpusténa v 50 ml THF a 10 ml MeOH a
bylo k ni ptidano katalytické mnozstvi 10% paladia na aktivnim uhli. V atmosféfe vodiku byla
RS michana 18 hodin, pii pokojové teploté. Po uplynutil8ti hodin byla RS pfefiltrovana
ptes Ctyfi skladané filtry, skladané filtry byly promyty THF. Ziskana spojena rozpoustédla byla
odpaiena na RVO. Byl ziskéan produkt (25) ve formé bilych krystali.

Charakterizace izolovaného produktu (25):

Vytézek: 0,34 g (94 %); bila krystalicka latka.

Teplota tani: 220,5 - 223.4 °C.

'H NMR: (400 MHz, DMSO) & 2,23 (1H, s, OH); 2,65-2,91 (2H, m, diastereotopicky
CH-CHy); 2,86-3,04 (2H, m, diastereotopicky CH-CH>); 4,55-4,61 (1H, m, NH-CH); 4,73-4,77
(1H, m, NH-CH); 6,91 (1H, d, 3Jun = 8,1 Hz, NH); 6,95 (1H, dd, 3Jun = 4,0 Hz, 3Jun = 11,9
Hz, CH(AT)); 7,17-7,29 (10H, m, 10xCH(Ar)); 7,41-7,47 (1H, m, CH(AT)): 7,59 (2H, t, 33y =
8,2 Hz, 2xCH(Ar)); 7,65-7,70 (2H, m, 2xCH(Ar)); 7,87 (1H, d, 3Jun = 8,2 Hz, NH); 8,43 (1H,
dd, 3Jun = 7,8 Hz, 3Jun = 19,7 Hz, CH(Ar)); 8,83 (1H, dd, *Jun = 7,9 Hz, 3Jun = 27,6 Hz,
CH(AT)); 10,07 (1H, d, 3Jupn = 3,8 Hz, NH); 10,46 (1H, d, 3Jun = 3,7 Hz, NH).

13C NMR: (100,62 MHz, DMSO) 6 37,81; 38,38; 52,85; 54,59; 117,93; 119,72; 123,07,
125,56; 126,94; 126,98; 127,00; 128,36; 128,67; 128,74; 129,27; 129,45; 129,74; 129,80;
133,61; 133,81; 137,84; 138,21; 139,59; 158,22; 166,66; 170,71; 171,09.

HRMS m/z: pro C31H29CIN4OsS vypocteno: 621,15746 [M + H]*; 643,13940 [M + Na]™;
659,11334 [M + K]*; nalezeno: 621,15691 [M + H]*; 643,13885 [M + Na]"; 659,11279
[M + K]".

Elementarni analyza: pro C31H20CIN4OeS vypoéteno: C 59,95; H 4,71; N 9,02; S 5,16;
nalezeno: C 61,32 +0,42; H5,35+0,13; N 8,02+ 0,04; S 4,12 + 0,13.
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5.8. Priprava 5-chlor-2-hydroxy-N-((S)-4-methyl-1-oxo-1-(((S)-1-0x0-3-
fenyl-1-(2-(fenylsulfonyl)hydrazinyl)propan-2-yl)amino)pentan-2-

yl)benzamidu

0 o o o)
H H o 10% Pd/C, H, H H o
cl N N. o N N.
NJ¢ Mg e PE Y
H § = H{ RT, 18 hod. Hoo Ao
0 OH
22 K@ 26

Schéma 32: Priprava
S-chlor-2-hydroxy-N-((S)-4-methyl-1-oxo-1-(((S)-1-oxo-3-fenyl-1-(2-(fenylsulfonyl)
hydrazinyl)propan-2-yl)amino)pentan-2-yl)benzamidu.

Tabulka pouzitych chemikalii:

latka 22 THF 26
M [g/ mol] 677,21 72,11 587,09
ekvivalent 1 - 1
n [mmol] 0,74 - 0,74
m [g] 0,5 - 0,43
V [ml] - 40 -
p [g/ cm?] - 0,889 -

65

Pracovni postup: Bylo postupovano dle literatury, pracovni postup byl modifikovan.

Vychozi latka (22; 0,5 g; 0,74 mmol) byla rozpusténa ve 40 ml THF a bylo k ni ptidano
katalytické mnoZzstvi 10% paladia na aktivnim uhli. V atmosféfe vodiku byla RS michéana
18 hodin, pfi teploté mistnosti. Po uplynuti 18ti hodin bylo provedeno kontrolni TLC, které
prokazalo, ze doslo ke zreagovani vychozi latky (22) a proto byla RS ptefiltrovana pies Ctyti
skladané filtry. Skladané filtry byly promyty THF. Ziskana a spojena rozpoustédla byla
odpafena na RVO. Byl ziskan produkt (26) ve form¢ bilych krystald, které byly Cistény
krystalizaci ze smési EtOAc/hexan (1:3).

Charakterizace izolovaného produktu (26):

Vytézek: 0,421 g (97 %); bila krystalicka latka.

Teplota tani: 162,6 - 170,3 °C.

'H NMR: (400 MHz, DMSO) § 0,69 (3H, d, “Jnn = 1,96 Hz, *Ju 1 = 6,08 Hz, CH3); 0,76
(3H, d, “Jun = 1,14 Hz, 3Jun = 6,40 Hz, CHs); 1,11-1,17 (1H, m, CH); 1,24-1,33 (2H, m,
diastereotopicky CH2); 2,61-2,89 (2H, m, diastereotopicky CH2); 4,40-4,46 (1H, m, CH);
4,52-4,59 (1H, m, CH); 5,27 (1H, s, NH); 7,20-7,26 (5H, m, 5xCH(Ar)); 7,53-7,61 (4H, m,
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4XCH(AI)); 7,75 (1H, d, 3 = 2,8 Hz, NH); 7,83-7,85 (3H, m, 3XxCH(Ar)); 8,16 (1H, t, 3Jun
= 8,04 Hz, CH(Ar)); 8,26 (1H, d, 3Jun = 8,00 Hz, NH); 8,47 (1H, d, 3Jun = 8,64 Hz, NH);
10,41 (1H, bs, OH).

13C NMR: (100,62 MHz, DMSO) § 22,00; 23,58; 24,71; 38,28; 41,63; 52,01; 52,58;
116,16; 116,31; 125,02; 125,37; 126,92; 128,62; 128,87; 129,16; 129,78; 130,60; 132,48;
133,55; 137,90; 139,61; 155,56; 163,63; 170,69; 172,03.

HRMS m/z: pro C2gH31CIN4OsS vypoéteno: 587,17311 [M + H]*; 609,15505 [M + Na]™;
625,12899 [M + K]*; nalezeno: 587,17256 [M + H]"; 609,15450 [M + Na]*; 625,12844
[M + K]".

Elementarni analyza: pro C2sH3z1CIN4OeS vypocteno: C 57,28; H 5,38; N 9,54; S 5,46;
nalezeno: C 56,89 + 0,06; H 5,42 +0,02; N 9,58 + 0,01; S 5,06 & 0,01.

5.9. Priprava 5-chlor-2-hydroxy-N-((S)-4-methyl-1-(((S)-4-methyl-1-oxo-1-
(2-(fenylsulfonyl)hydrazinyl)pentan-2-yl)amino)-1-oxopentan-2-yl)

benzamidu

©%¢Y Py e Q*Ji J o

RT, 18 hod.
0 "’

Schéma 33: Priprava
S-chlor-2-hydroxy-N-((S)-4-methyl-1-(((S)-4-methyl-1-oxo-1-(2-(fenylsulfonyl) hydrazinyl)
pentan-2-yl)amino)-1-oxopentan-2-yl)benzamidu.

latka 23 THF 27
M [g/ mol] 643,19 72,11 553,07
ekvivalent 1 - 1
n [mmol] 1,58 - 1,58
m [g] 1,02 - 0,87
V [ml] - 40 -
p [g/ cm?] - 0,889 -

Pracovni postup: Bylo postupovano dle literatury, pracovni postup byl modifikovan. %

Vychozi latka (23; 1,02 g; 1,58 mmol) byla rozpusténa ve 40 ml THF a bylo k ni pfidano
katalytické mnozstvi 10% paladia na aktivnim uhli. V atmosféfe vodiku byla RS michana

18 hodin pfi teploté mistnosti. Po uplynuti 18ti hodin byla RS pftefiltrovana pies ¢tyfi skladané
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filtry. Skladané filtry byly promyty THF. Ziskana a spojena rozpoustédla byla odpatfena
na RVO. Produkt (27) reakce byl navic promyt DCM, rozpoustédlo bylo odpafeno na RVO a
produkt byl vysusen.

Charakterizace izolovaného produktu (27):

Vytézek: 0,87 g (100 %); bila amorfni latka.

IH NMR: (400 MHz, DMSO) § 0,77 (6H, d, 3Jun = 4,1 Hz, 2xCHs); 0,84 (6H, d, 3Ju
= 4,2 Hz, 2xCHz3); 1,17-1,23 (2H, m, diastereotopicky CH>); 1,29-1,35 (2H, m, 2xCH);
1,44-1,61 (2H, m, diastereotopicky CH2); 3,59 (1H, s, OH); 4,23-4,27 (1H, m, NH-CH);
4,43-4,50 (1H, m, NH-CH); 5,23 (1H, s, NH); 7,35-7,38 (1H, m, CH(Ar)); 7,49-7,53 (3H, m,
3xCH(AI)); 7,58-7,62 (1H, m, CH(AT)); 7,76-7,79 (2H, m, 2xCH(Ar)); 8,01 (1H, d, 3Jn = 4,2
Hz, NH); 8,09-8,23 (1H, m, CH(Ar)); 9,93 (1H, d, 3Jun = 4,0 Hz, NH): 9,93 (1H, d, 3Jun = 4,1
Hz, NH).

13C NMR: (100,62 MHz, DMSO) & 23,47; 24,61; 24,79; 24,99; 31,06; 41,28; 41,62;
49,78; 52,00; 116,24; 118,01; 123,13; 128,38; 128,79; 128,89; 129,16; 129,31; 133,52; 136,41,
139,59; 158,43; 163,69; 167,10; 172,00.

HRMS m/z: pro C2sH33CIN4OsS vypoéteno: 553,18876 [M + H]*; 575,17070 [M + Na]™;
591,14464 [M + K]*; nalezeno: 553,18821 [M + H]"; 575,17015 [M + Na]"; 591,14409
[M + K]".

Elementarni analyza: pro C2sH33CIN4OgS vypoéteno: C 54,29; H 6,01; N 10,13; S 5,80;
nalezeno: C 55,57 + 0,05; H 6,15 + 0,04; N 9,80 + 0,06; S 4,56 + 0,18.
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6. Zavér

Teoreticka ¢ast diplomové prace je zamétena na popis salicylamidii. Okrajové se vénuje
aromatickym salicylamidim, tzv salicylanilidim. Vé&tsi pozornost je vénovana alifatickym
salicylamidiim, protoze na alifatickych salicylamidech je postavena praktickd cast mé
diplomové¢ prace. Kromé popisu, a zmince o biologické aktivité, jiz zminénych latek je také
vénovana pozornost jejich syntéze. Moznosti syntéz je hned nékolik, pficemz kazda cesta
ma své vyhody i nevyhody. Vétsi duraz je kladen na syntézu s vyuzitim karbodiimidd,
konkrétné N-(3-dimethylaminopropyl)-N -ethyl karbodiimidu hydrochloridu (EDC-HCI), ktery
poslouzil k aktivaci karboxylové komponenty. Popsana jsou také dalsi nukleofilni c¢inidla
pouzita pti syntéze amidt/ peptidd. Tato ¢inidla slouzi k zabranéni nezadoucich reakci.

Literarni reserSe se také zabyva zakladnim popisem syntézy peptidického fetézce.
Okrajové natukava problémy a usnadnéni pii syntéze v roztoku, ale i pti syntéze na pevné fazi.
Peptidicky fetézec je tvofen aminokyselinami, které jsou navzajem propojeny peptidickou
vazbou. Literarni reSerSe se zaméfuje na moznosti ochran jak karboxylové
komponenty, tak i aminové komponenty, tedy jaké latky k ochrané mohou byt pouZity.
Po vzniku vazby je nutné provést zpétnou odchranu. O moznostech odchrany je v teoretické
¢asti diplomové prace také hovoreno. Okrajové je vénovana pozornost ochrané a odchrané
vedlejsich funkénich skupin, které by mohly zptisobovat nezadouci vedlejsi reakce. Zminka
je vénovana i samotné aktivaci kyseliny a naslednému couplingu.

Posledni ¢ast teoretické casti je vénovana biologické aktivité. Nejprve je popsédna
biologickéd aktivita u salicylanilidii, poté u latek s alifatickym uspofadanim salicylamidi.
Vénovana je pozornosti také aminokyselinam. Konkrétn¢ biologické ucinky u leucinu a
fenylalaninu, protoze tyto dvé aminokyseliny jsou vyuzivany pii syntézach produktd. Neni
zapomenuto také na arylsulfonyl hydrazidy, protoze 1 toto latky jsou z biologického hlediska
zajimavé a byly pro nés zna¢nou inspiraci.

Prakticka ¢ast nejprve popisuje ptipravu meziprodukti. Konkrétné se jedna o piipravu
substituované kyseliny salicylové, ochranu jeji hydroxylové skupiny. Pokracovano je
pies syntézu methyl esterd odvozenych od opticky c¢istého L-leucinu a opticky Ccistého
L-fenylalaninu a jejich vzajemné kombinaci az k samotné syntéze pozadovanych produktu.

Slouceniny majici chténé uspofddani a obsahujici ve své struktufe chrdnénou
hydroxylovou skupiny byly ziskany v pozadované €istoté i mnozstvi a byly poslany na méteni
biologické aktivity do externiho pracovisté. Tyto slouceniny byly podrobeny hydrogenolyze,

ktera vedla k uvolnéni fenolické hydroxylové skupiny.
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