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ANOTACE

Obsahem disertacni prace je popis inhibitord proteasomu vcéetné toho, co je vlastni
proteasom a jak jeho inhibice funguje. Jsou zde také zminény klinicky vyuzivané inhibitory
proteasomu. V dalich kapitolach se diskutuje vlastni syntéza peptidi, kterd se provadi dvéma
zpusoby. Metodou v kapalné fazi a metodou v pevné fazi. Metoda v pevné fazi je poté
diskutovéna i z technologického hlediska. Tuto metodu jsme vyuzili pro pifipravu nékterych
naSich meziprodukti ve spolupraci s firmou Apigenex s.r.0. a v této kapitole je i detailnéji

popsana technologie syntézy téchto meziprodukta.

Samostatna kapitola je i vénovana sou¢asnym trendtim v proteasomalni inhibici a také
potencidlnim inhibitorim proteasomu pfipravenymi nasi vyzkumnou skupinou, kde se poté
diskutuje i ndvrh novych latek. Tyto latky byly rozvrzeny do 4 samostatnych studii a byla
navrzena syntéza téchto latek. Ptipravené latky byly charakterizovany béznymi metodami

a byla otestovana jejich biologicka aktivita.

KLICOVA SLOVA

Proteasom, inhibitory proteasomu, SPPS, technologie organickych latek

TITLE

Advanced derivatives of biologically active salicylamides

ANNOTATION

The content of the dissertation is a description of proteasome inhibitors, including
what proteasom is and how its inhibition works. There are also mentioned clinically used
proteasome inhibitors. In the next chapters the synthesis of peptide sis discussed and it is
performed in two ways. Liquid phase peptide synthesis and solid phase peptide synthesis
(SPPS). The SPPS is then discussed from a technological point of view. We used this method
to prepare some of our intermediates in cooperation with Apigenex s.r.o0. And in this chapter,

the technology of the synthesis of these intermediates is described in more details.

The separate chapter is also devoted to current trends in proteasomal inhibition and
potential proteasome inhibitors prepared by our research group, where the design of new

substances is then discussed. These substances were divides into 4 separate studies and the



synthesis of these substances was designed. The prepared substances were characterized by
common methods and their biological activity was tested.
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Proteasome, proteasome inhibitors, solid phase peptide synthesis, technology of

organic compounds



Obsah

PODEKOVANT ..ot 3
ANOTACE .ottt e et b e e e et e e e anabeeas 4
KLICOVA SLOVA ..ottt 4
LI I T PP T PP PPP PR TTPPPPPI 4
ANNOTATION ...t e ennaeeas 4
KEYWORDS ...ttt ettt e et e e e et e e e s nnaeeas 5
SEZNAM ZKRATEK ... 10
UV OD ettt e e e et e e e e bt e e e e e e et a e e 12
1 TeoretiCka CASt....ccciii e 13
1.1 PrOtBASOM ...t 13
111 JAAIO 20S ...ttt 13
1.1.2 Regulacni komplex 19S ... 14
1.2 Ubiquitin-proteasomovy SYStEM (UPS) .......ccccociveiiiiieeiie e 15
1.3 INhiDItOry ProteasOmMUL...........cciiuireiiiie e 16
1.4 MnohoCetny MYECIOM .......uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 16
1.5 KIlinické inhibitory proteasomu...........cccuveeiireeiieeiiiec e see e siee e 17
1.5.1 BOIEZOMID ..ot 17
1.5.2 IXAZOMID ..o 19
1.5.3  Delanzomib......cccooiiiiiiii e 19
1.5.4  CarfilZomib ..o 20
1.55 OProZOmMiD....cccoiiiiiiiie e 21
1.5.6 MANIZOMID ...oviiiiiiii s 22
1.5.7 IMGL3Z ..o 22
1.5.8 VINYISUITONY ....ooiiiiici e 22



1.6 Syntéza peptidick€ho Tet€ZCe .........cvviiiiiiiiiiiiic 24

1.7 Priprava v r0ZtOKU (SPS) .....ooiiiiiiiiiie et 24
1.8 Piiprava v pevné fAZi (SPPS) .......cccoiiiiiiiieiiie e 25
1.8.1  INOSICE .o iuttiiie ettt ee ettt ettt ettt ekttt e e sttt e e s an b e e et e e enees 27
1.8.2 LINKEIY oot 27

1.9 Hybridni MEtOAY.......ceeiieiiiiieii e 29
1.10  ChraniCi SKUPINY .....coiuiiiiiiee e e 29
1.10.1 Benzyl karbamat (CBZ, Z) ......c.cooieiiieiieiieeee e 29
1.10.2 Terc-butyl Karbamat (BOC) ........coveruerieiienieie e 30
1.10.3 9-fluorenylethyl karbamat (FMOC) .........ccovieiiiiiiiiieiieee e, 30
1.10.4  ACEIAMIG.......oiieiiiiiiece e 30
1.10.5 Trifluoroacetamid .............cocverieiieiiiicieereee e 30
1.10.6 p-toluensulfonamid (TS) .....cueiuerrieiiieiie et 30
1.11  Tvorba peptidické Vazhy .........coovve i 31
1.12  Technologie syntézy peptidli..........cuuvviiieiiiiiiiiiiiiiiiie e 32
1.12.1 Zatizeni pro piipravu metodou SPPS.........ccccooiiiiiiiiiieen 34
1.12.2 Automatizace ptipravy tripeptidickych kyselin..........cccccccoiviiiiiinnnnnn. 36

1.13  Biologické testovani potencionalnich inhibitorti............occcvvvvvviiiieiiiiiinne, 37
1.14  Soucasné trendy V IP........ccciiiiiiiiiiiiiii i 38
1.15  Potenciélni IP vyvinuté v ramci pracovni SKUPINY ........cccccvveviveeiiieeiinnnnn, 46
1.16  Salicylanilidy jako antibakterialni 1atKy.............ccccccoviieiiiiiiiie e, 47
CIL PRAGCE ...ttt 48
2 VYSIEAKY @ AISKUZE ......eeeiiiee et e e 50
EXPerimentalni CAST.........coiiiiiiiiiiiiie et 62
2.1 Ptiprava tripeptidickych aldehydl a vinyl sulfond............c.ccoveeniiiinnnnn. 64
2.1.1 Ptiprava diethyl ((methylsulfonyl)methyl)fosfonatu (49)...........ccccveeeen 64

2.1.2 Obecna ptiprava monopeptidického aldehydu (48).......ccccovviiiviiriinnnnnns 65



2.1.3 Obecna ptiprava monopeptidického vinyl sulfonu (51)........cccceevvnrennnn. 66

2.1.4 Obecna piiprava monopeptidického amino vinyl sulfonu (52)................ 69
2.1.5 Obecna ptiprava tripeptidického vinyl sulfonu (53)........cccccoevviiieinnnn. 70
2.1.6 Obecna ptiprava monopeptidického Boc-weinreb amidu (45) ................ 78

2.1.7 Obecna ptiprava odchranéného monopeptidického weinreb amidu (46) .80

2.1.8 Obecna piiprava tripeptidického weinreb amidu (54) .........ccccovevinnennnnn. 80
2.1.9 Obecna piiprava tripeptidického aldehydu (55) ......ccooovviviiiiiiiiniincnn, 88
2.2 Piiprava tetrapeptidickych aldehydi a vinyl sulfond ............ccccoeeriiiiniinnne, 96
2.2.1 Obecna piiprava tetrapeptidického vinylsulfonu (57) ......ccccovvvevinnennnn. 96
2.2.2 Obecna piiprava tetrapeptidického weinreb amidu (58).........cccccvvvvvenen. 98
2.2.3 Obecna piiprava tetrapeptidického aldehydu (59)......cccccoovviviiiininnenne 101
2.3 Ptiprava benzylovanych a debenzylovanych trifluorotoluiding................... 103

2.3.1 Obecna prtiprava 5-chloro-O-benzyl-trifluoromethyl benzamidu (62a-f)

2.4 Priprava akrylamidll .........ooooiiiiiiiiiiiiiii 111
2.4.1 Priprava (S)-tert-butyl (4-methyl-1-((3-nitrophenyl)amino)-1-oxopentan-
2-YDKArDAMALU (B7) ....veeeiiieeiiie et 111
2.4.2 Ptiprava (S)-tert-butyl (1-((3-aminophenyl)amino)-4-methyl-1-oxopentan-
2-YDKArDamMALU (B8) ......ccccveeeiiiie i 112
2.4.3 Piiprava  (S)-tert-butyl  (1-((3-acrylamidophenyl)amino)-4-methyl-1-
oxopentan-2-ylKarbamatu (70)..........cceeeiieeeiiie e 113

2.4.4  Piiprava (S)-N-(3-akrylamidophenyl)-2-amino-4-methylpentanamidu (71)

2.4.5 Piiprava N-((S)-1-(((S)-1-((3-akrylamidophenyl)amino)-4-methyl-1-
oxopentan-2-yl)amino)-4-methyl-1-oxopentan-2-yl)-2-(benzyloxy)-5-chlorobenzamidu
(738) 115



2.4.6 Ptiprava N-((S)-1-(((S)-1-((3-akrylamidophenyl)amino)-4-methyl-1-
oxopentan-2-yl)amino)-1-oxo-3-phenylpropan-2-yl)-2-(benzyloxy)-5-chlorobenzamidu
(73D 116

2.4.7 Piiprava N-((S)-1-(((S)-1-(((S)-1-((3-akrylamidophenyl)amino)-4-methyl-
1-oxopentan-2-yl)amino)-4-methyl-1-oxopentan-2-yl)amino)-4-methyl-1-oxopentan-2-
yl)-2-(benzyloxy)-5-chlorobenzamidu (73C) ......cvvevveiiieiiieiie e 117



SEZNAM ZKRATEK

Boc Terc-butyloxykarbonyl

AMK Aminokyselina

C-L Kaspéza

T-L Trypsin

CHT-L Chymotrypsin

DUBYy Deubiquitinaéni enzymy

Ub Ubiquitin

UPS Ubiquitin-proteasomovy systém
NF-xB Nuklearni faktor kappa B

IP Inhibitor proteasomu

MM Mnohocetny myelom

TBTU 2-(1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethylaminium tetrafluoroborat
DIPEA Diisopropylethylamin

PyBop benzotriazol-1-yloxytripyrrolidinofosfonium hexafluorofosfat
Bn Benzyl

Leu Leucin

Phe Fenylalanin

NLeu Norleucin

Trp Tryptofan

CHA Cyklohexylalanin

Pro Prolin

TFA Trifluorooctova kyselina

CBZ Benzyl karbamat

SPS Syntéza peptidi v kapalné fazi
SPPS Syntéza peptida v pevné fazi
PG Chrénici skupina

PS Polystyrenové

PS-PEG Polystyren-funkcionalizované polyethylenglykolové
DCM Dichlormethan

DMF Dimethylformamid

THF Tetrahydrofuran

Fmoc 9-fluorenylethyl karbamat



TEA
Ts
DCC
DIC
EDC/WSC
HOBt
HOAt
AMC
NA
MNA
MCA
Tyr
n-BuLi
DMSO
IC

IPA
PEG
PG
PEGA
WA
HWE
EtOAC
AMP
INH
NMR
DHB
DCTB
SAR
MCPBA
RT
NaHMDS
RVO
RS

VS

Triethylamin

p-toluensulfonamid

Dicyklohexylkarbodiimid
Diisopropylkarbodiimid
1-ethyl-3-(3’-dimethylaminopropyl)karbodiimid
1-hydroxybenzotriazol
1-hydroxy-7-azabenzotriazol
7-amino-4-methylkumarin

2-naftylamin

4-methoxy-2-naftylamin
Methyl-kumaryl-7-amid

Tyrosin

n-butyllithium

Dimethylsulfoxid

Inhibi¢ni koncentrace

Isopropylalkohol

Polyethylenglykol

Chrénici skupina (z angl. protection group)
poly(etylene glykol)-poly-(N,N-dimetylakrylamid)
Weinreb amid

Horner—Wadsworth—Emmons

Ethylacetat

Ampicilin

Isoniazid

Nuklearni magneticka rezonance
2,3-dihydroxybenzoova kyselina
trans-2-[3-(4-terc-butylfenyl)-2-methyl-2-propenyliden]malononitril
Vztah mezi strukturou a aktivitou
m-chlorperoxybenzoova kyselina

Laboratorni teplota (z angl. room temperature)
bis(trimethylsilyl)amid sodny

Rota¢ni vakuovéa odparka

Reak¢ni smes

Vinyl sulfon



UvOoD

Za poslednich nékolik desitek let lze pozorovat neuvéfitelny rozvoj mediciny
a farmaceutického odvétvi. Bylo objeveno spoustu novych nemoci, a proto je kladen tlak i na
vyvoj novych 1é¢iv, které by mély vykazovat co nejméné vedlejSich u¢inkt (v idealnim
ptipad¢ Zadné) a terapeutické davky by mély byt co nejmensi. V dne$ni dobé nejvice se
vyskytuji nemoci jsou tzv. civiliza¢ni choroby. Patii sem naptiklad hypertenze, cukrovka
(diabetes), obezita, deprese ale i rakovina, proto se klade diraz hlavné na 1éCiva téchto
nemoci. Zaméfime-li se na rakovinu, jednim potencialné¢ moznym zptsobem, jak ji 1é¢it, jsou

salicylanilidy (obrézek 1).

salicylanilid salicylamid
0 2z 0
G R
NH NH
OH

R: alifaticky nebo aromaticky zbytek

Obrézek 1: Obecny vzorec salicylanilidii a salicylamidii
Salicylanilidy jsou latky s Sirokym vyuzitim, které jsou odvozené od kyseliny
salicylové. Jsou ucinné vuéi gram pozitivnim kmenim vcetné Staphylococcus aureus (zlaty
stafylokok) a Enterococcus faecium. Tyto kmeny piedstavuji v dnesni dob¢ klinicky problém,
protoze jsou rezistentni vuci nékterym bézné pouzivanym antibiotikim. Aby tyto latky
ucinkovaly, je nutné, aby na aromatické ¢asti obsahovaly elektron-akceptorni skupinu a na
anilidové ¢asti hydrofobni skupinu. Pouzivaji se také jako antifungalni a antihelmintické latky

a déle jsou pouzivany, jak jiz bylo feceno i jako inhibitory proteasomu.

Tato prace se zaméfuje predevSim na inhibitory proteasomu, a to na jejich popis,
rozd€leni, vyrobu a technologii. Pfi ptipravé novych potencidlnich IP nasi vyzkumnou
skupinou se vychazi ze salicylamidovych intermediat. V rdmci nasi vyzkumné skupiny jsme
také ov¢rili antibakterialni vlastnosti téchto latek, a proto se v této diserta¢ni prace zabyvam

I piipravou latek, které vykazuji antibakterialni vlastnosti.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Proteasom

Soucasti kazdé eukaryotické buriky je slozity multikatalyticky enzymovy komplex
proteasom 26S nachéazejici se v jadie a v cytoplazmé. Tento proteasom ma sudovity tvar a je
velky piiblizné 2,5 MDa. V pribéhu let bylo zjisténo, ze slouzi nejen k rozkladu poskozenych
proteint, ale m& i zésadni vyznam pro bunéény cyklus. OvSem primarni funkci je degradace
bilkovin. Substraty proteasomu obsahuji napiiklad nadorové supresory, signalni molekuly,

regulatory bun&e¢ného cyklu, transkripéni faktory, inhibi¢ni molekuly a jiné.!

Proteasom 26S (Obréazek 2) je slozen z komplexu proteolytického jadra sudovitého
tvaru, ktery je ozna¢ovan jako 20S proteasom a toto jadro je ukonceno at’ uz na jednom ¢i na
obou koncich regulaénimi komplexy 19S (n€kdy oznaCovanymi také jako PA700), které
rozpoznavaji proteiny oznacené ubiquitinem. Regula¢ni komplexy 19S maji dale za ukol
rozvinuti a translokaci peptidii otagovanych ubiquitinem do jadra, kde dochazi k jejich

degradaci.?

1.1.1 Jé&dro 20S
Proteasom 20S byl poprvé pozorovan v roce 1968 pomoci elektronového mikroskopu
Vv lyzatu lidskych erytrocytt a diky jeho tvaru pfipominajicimu cylindr se mu také zacalo

prezdivat ,,cylindrin“.!

Jadro se sklada z 28 podjednotek, které jsou rozdéleny do 4 kruht. A to konkrétné
2 vn&jSich oznacovanych jako a, kdy tyto podjednotky slouzi jako vstup pro protein
a 2 vnitinich oznacovanych jako B. Kazdy B kruh obsahuje 3 aktivni mista, ktera se 1isi svou
specifitou a aktivitou, podle schopnosti $tépit peptidovou vazbu na C-konci kyselych,
bazickych a hydrofobnich aminokyselinovych (AMK) zbytku a ktera byla pojmenovéna podle
enzymu, které vykazuji podobnou specifitu ¢i aktivitu. Proto se tato aktivni mista nazyvaji
kaspdzovd Bl (C-L zanglického vyrazu caspase-like) oznaovana také jako PGPH,

trypsinova B2 (T-L) a chymotrypsinova 5 (CHT-L).1?

Proteasom 20S je tedy v bunkach latentni. Substrat se Kk aktivnim mistim v ném
dostava az po prichodu Gzkym stfedem o kruhii. Poté nasleduje vlastni degradace proteinu na
oligopeptidy v délce 3-15 aminokyselin. Ty jsou nasledné hydrolyzovany na jednotlivé
aminokyseliny pomoci oligopeptidaz a amino-karboxyl paptidaz, kdy tyto AMK jsou poté pro

t&lo dale znovu vyuzitelné.?
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1.1.2 Regulacni komplex 19§

Jak jiz bylo feceno vyse, regula¢ni komplex 19S nebo-li PA700 uzavira at’ uz na
jednom nebo obou koncich proteasom 20S. Tento komplex slouzi k rozpoznani proteint
oznac¢enych ubiquitinem, kdy nasledné polyubiquitinovy fetézec odstrani a protein rozvine.
Nasledné otevie o kruh a rozvinuty protein vede do B kruhu, kde dochéazi k jeho

degradaci.??

Komplex 19S obsahuje pfiblizné 20 riznych podjednotek, které mohou byt rozdéleny
do dvou skupin, a to Rpt, coz jsou regulacni ¢asti podjednotek trojité ATPazy (z anglického
regulatory particle of triple-ATPase) a Rpn coz jsou regula¢ni ¢asti ne-ATPazoych jednotek
(regulatory particle of non-ATPase). Dale se tento komplex mutze délit na dvé ¢asti, a to na

vicko a zakladnu.®

Vicko je slozeno minimalné z9 Rpn jednotek, které jsou uspofadany do tvaru
podkovy a jeho hlavni funkci je deubiqitilizace zachyceného proteinu. Odstranény ubiquitin je
nasledn¢ recyklovan pomoci deubiquitina¢nich enzymu (tzv. DUBY). DUBY jsou thioloveé
proteazy, které $tépi amidove, esterove a thiolesterové vazby spojujici karboxy-terminalni
Gly-79 Ub s AMK nebo proteiny.?

Zikladna je slozena z Rptl-Rpt6 a Rpnl, Rpn2, Rpnl0 a Rpnl3 jednotek
uspofadanych do kruht a ma tii hlavni funkce. Zachyceni proteinu, jeho rozbaleni a otevieni

kanalu v o kruhu proteasomu 20S.2
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Obréazek 2: Obrazek A-Snimek proteasomu 26S izolovaného z krysi buriky pofizeny pomoci elektronového
mikroskopu, obrazek B-tercialni struktura proteasomu 20S, kdy struktura 19S zatim nebyla urcena (otazniky), obrazek C-
schématické znazornéni proteasomu 268 véetné jadra 20S a regulacniho komplexu 19S obsahujici zdkladnu a vicko.

1.2 Ubiquitin-proteasomovy systém (UPS)

Ubiquitin-proteasomovy systém rozlozi celkové 80-90 % intracelularnich proteind.
Zbylych 10-20 % proteinii je rozloZeno pomoci lysozomi.* Proteiny uréené k degradaci jsou
oznaceny neboli otagovany molekulou ubiguitinu, coz je protein slozeny ze 76 aminokyselin,
kdy 7 z nich jsou lysin. Ubiquitin (Ub) se k proteinu vaze izopeptidickou kovalentni vazbou
mezi karboxylovou skupinou glycinu Ub a obvykle e-amino skupinou lysinu na daném
proteinu. Podobna izopeptidickd vazba se dale vytvaii mezi karboxylovou skupinou Ub
amezi g-amino skupinou lysinu jiného Ub a dojde k tvorbé polyubiquitinového fetézce.
Tvorba izopeptidické vazby probiha ve tiech po sobé jdoucich reakcich, které jsou
katalyzovany enzymem aktivujicim ubiquitin (E1), enzymem konjugujicim ubiquitin (E2)
a ubiquitin-protein ligazou (E3).° Bylo zjisténo, e existuje pouze jeden znamy El, naproti
tomu je az desitky zndmych enzyma E2 a stovky enzyma E3. Tento vyssi pocet enzymu E2
aE3 pravdépodobné umoziuje vice specifickych interakci.>” Po  vytvoreni

polyubiquitinového fetézce dostane proteasom 268 signal k degradaci otagovaného proteinu.®

UPS se podili na mnoha pochodech. Reguluje napiiklad bunécny cyklus, kdy UPS
zajistuje, aby bunky opustily cyklus mitdzy. Hraje také zasadni roli pii regulaci NF-xB
(nuklearni faktor kappa B) drahy. NF-kB je skupina transkrip¢nich faktord, které jsou dulezité
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pro imunitu, zénétlivou odpovéd’ a bunécny vyvoj a smrt. Pii poskozeni téchto drah muze

dojit ke vzniku rakoviny, astmatu ¢i riiznych srdeénich onemocnéni.”

UPS hraje roli také napiiklad v zanétlivych odpovédich, podili se na degradaci Spatné

slozenych proteinti v endoplazmatickém retikulu atd.*®

1.3 Inhibitory proteasomu

Normalni zdravé buiiky vytvaieji proteiny a ty, které jsou poskozené nebo nepotiebné,
se zase rozkladaji v proteasomu.® Inhibitory proteasomu (IP) nebo také inhibitory Ubiquitin-
proteasomového systému jsou obecné latky schopné inhibovat aktivitu proteasomu a zvysit
diky tomu obsah proteinti v ném. Dlouhodoby stres zplsobeny inhibici proteasomu vede
k zastavé bunétného cyklu a hromadéni proteind v proteasomu, coz ma za nasledek poruseni
homeostazy a buika je tak nucena indukovat apoptozu.”® Proteiny vytvai i rakovinné
plazmatické bunky ale v mnohem vétSim mnozstvi, proto jsou tyto buiiky mnohondsobné
8

citlivéjsi na proteasomalni inhibici.° Tohoto pfistupu se vyuziva hlavné pro 1éCbu

mnohocetného myelomu (MM).

Nejvétsi skupinou IP jsou kratké peptidy zakoncené funkéni skupinou, pomoci které se
vazou na aktivni misto v proteasomu a diky tomu tak zabrafuji jeho spravnému fungovani.®
Vazba muze byt bud reverzibilni (bortezomib, ixazomib), kdy dochazi k tvorbé jedné
kovalentni vazby, které se ale po urCitém Case pierusi a proteasom se tak vrati k plnéni své
puvodni funkce, nebo ireverzibilni (carfilzomib, oprozomib), kdy dochazi k tvorbé dvou
kovalentnich vazeb a inhibice zde trvda mnohem déle, kvuli obtiznému zpétnému uvolnéni
proteasomu. To nastane az tehdy, kdyz dojde k vylouceni carfilzomibu (¢i jiného

ireverzibilniho IP) z t&la a vytvoii se novy proteasom.®

Pomérné novym trendem jsou také inhibitory DUBU, kdy prvni generace téchto
inhibitord je v klinickém testovani.}’ Dal§imi takovymi jsou napiiklad i inhibitory
USP7/HAUSP, které jsou studovany diky své uloze pii obnové funkci p53, coZ je protein,

ktery funguje jako transkripéni faktor a v buiice plni roli senzoru poskozeni DNA.*

1.4 Mnohocetny myelom

Mnohocetny myelom (Obrazek 3) je maligni nadorové onemocnéni diferencovanych
plasmatickych bungk, kdy je kostni dien infiltrovana klonalnimi plazmatickymi bunkami
a monoklonalnim proteinem v séru a v modi. Je to druhé nejcastéjsi nadorové hematologické

onemocnéni po non-Hodkinové lymfomu. Primérny vek postizenych lidi je okolo 65 let.
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Mnohoéetny myelom (MM) vykazuje hodné rtznorodych ptiznaki, Které se u spousty
pacientt lisi. NejéastéjSim pFiznakem jsou bolesti kosti, kdy nejvice bolestivé misto byva
misto v oblasti bederni patefe. Dale se miize MM projevit i osteolyzou (tibytek kostni tkang)
nekteré kosti v téle, coz mé za nasledek hyperkalcémii, kdy dochazi ke zvySeni hladiny
vapniku v séru. Dalsimi projevy je i porucha imunity, anémie nebo rendlni insuficience
(naruseni funkce ledvin, které nejsou schopné v dostatecné mife ocistovat krev od

nepotiebnych latek).!1213

Zdrava kostni dren MnohocCetny myelom

krvinka - burika myelomova monoklonalni
normalni krevni burika protein

protilatky  desti¢ka

Obrézek 3: Porovnani zdravé kostni direné a diené s mnohocetnym myelomem**

1.5 Klinicke inhibitory proteasomu

Za poslednich nékolik desitek let bylo do klinické praxe uvedeno Siroké spektrum
peptidickych i dal$ich inhibitorii proteasomu. At uz se jedna o peptidické boronaty, kam patii
naptiklad bortezomib, delanzomib a ixazomib, dale peptidické epoxyketony, které zastupuji
carfilzomib a oprozomib, peptidické aldehydy (MG132), nepeptidické B-lactony (marizomib)

a dalsi. Jednotlivi zastupci jsou vice popsani nize.*

1.5.1 Bortezomib

Bortezomib byl uveden jako prvni na trh pod

obchodnim  ndzvem  Velcade®  firmou  Millennium

j)J\ \/ ~on Pharmaceuticals a jeho kédové oznaceni je PS-341. V USA byl
[ schvéalen vroce 2003 a v Evropé o rok pozdéji pro 1écbu
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relapsu mnohocetného myelomu a lymfomu z plastovych bunék, coz je agresivni a vzacna
forma non-Hodkinova lymfomu. OvSem nedavné vyzkumy ukazaly, ze bortezomib
v kombinaci s dalsimi protirakovinnymi latkami dexamethasonem a ledalidomidem poskytuji
dalsi benefity v1écbé.’® Pomoci n&j dochazi ke stabilizaci dvou dileZitych negativnich
regulatori bunééného cyklu p53 a p27K'PL. Také potlacuje signalizaci NF-kB tim, Ze brani

degradaci 1B a generovani NF-xB podjednotek p50 a p52 z jejich prekurzor p105 a p100.*

Pii interakci s proteasomem (Schéma 1) tvoii bortezomib, a to konkrétné boronat,
tetraedralni adukt s N-koncem Thrl katalytické B podjednotky proteasomu. Ten je dale
stabilizovan vodikovou vazbou, ktera se tvofi mezi OH skupinou bortezomibu a NH:
skupinou Thrl. Proto, i pfestoze je bortezomib reverzibilni inhibitor, je rychlost disociace

velmi mala.*16

Thr1
OH HO,,
/
B H E——
\
HN OH H,N /g‘/ ~
R o)
H2N \f

Schéma 1: Mechanismus reakce boronatu s Thr-1

Nize (Schéma 2) je uveden ptiklad syntézy bortezomibu popsan v patentu z roku
2020. Syntéza vychazi z L-fenylalaninu (1), ktery je esterifikovan na isopropylester (2)
pomoci isopropylalkoholu (IPA) a thionylchloridu. Nasleduje couplingova reakce s pyrazin-2-
karboxylovou  kyselinou (3) za  pfitomnosti  2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethylaminium tetrafluoroboratu (TBTU) a diisopropylethylaminu (DIPEy) a déle
hydrolyza na kyselinu (5). Nasleduje dalsi coupling se soli (6), kdy vznika borol (7), ktery se

podrobi finalni reakci s isobutylboronovou kyselinou, coz poskytne bortezomib.!’
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COOH
socCl, O []/
CooH =~ J\
- 0
NH, TBTU, DIPEA, [

NH; DCM
1 2

CF3000_

o
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DIPEA, DCM ])J\

5
i-BUB(OH),
HCI
MeOH
__n-heptan [
Bortezomlb
Schéma 2: Syntéza bortezomibu
1.5.2 Ixazomib
Cl O H Ixazomib byl schvalen v roce 2015 pod obchodnim
H/\( m/ nazvem Ninlaro® jako prvni ordlné podavany IP, na rozdil od
O, B

HO™~ ~OH bortezomibu a carfilzomibu které jsou podavany intraven6zné
cl a subkutanné¢.  Jeho ucinek je srovnatelny s U¢inkem
bortezomibu, kdy se vaze reverzibilné na chymotrypsinova, trypsinova a kaspazova mista.
Polocas rozpadu je ale ve srovnani s bortezomibem o poznani kratsi (18 min. ixazomib, 110

min. bortezomib), coz ma za nasledek rychlejsi obnoveni proteasomové aktivity.8

1.5.3 Delanzomib
HO._ ’ Delanzomib oznacovany také jako CEP18870

N N /_\H/H E';\OH je dalsi boronatovy ireverzibilni oraln¢ podavany IP
N
| P H o momentalné se nachazejici ve 2. fazi klinického

testovani.'® Pii testovani prokazal lepsi vazbu na Bl a
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B5 podjednotky v porovnéni s ekvivalentni davkou bortezomibu, kdy doslo k 86% inhibici
chymotrypsinové a kaspazové aktivity na rozdil od 46% inhibice bortezomibu. Navic opét

v kombinaci s dexamethasonem a/nebo lenalidomidem dochézi ke zpomaleni rtistu nadort.?°

1.5.4 Carfilzomib
Carfilzomib (Kyprolis®, PR-171) je druhy
X 0 /‘\H 0 )\ éo schvéleny IP obsahujici epoxyketonovou skupinu.
O\)N/j.f \%ﬂ/ﬁg Hﬁol Ukazalo se, ze je mnohem specifi¢téj$i nez
bortezomib svelmi malou az Zzadnou aktivitou
mimo proteasom. Kromé cileni na B5 podjednotku
také cili na B5i podjednotky v imunoproteasmu, které jsou ziejmé piednostné exprimovany u

mnohocetného myelomu.*

Mechanismus ucinku epoxyketont (Schéma 3) je nasledujici. V prvnim kroku reaguje
karbonylova skupina epoxyketonu s hydroxylovou skupinou Thrl za vzniku hemiketalového
meziproduktu. Nasledné¢ a-NH2 nukleofilné atakuje C, na epoxidovém cyklu za vzniku

stabilniho morfolinového cyklu.*1®

Thr1 1 OH,
oo NI N HN
N R /\ |
¥ o\ HN o R

Schéma 3: Mechanismus reakce epoxyketonu s Thr-1

Syntéza carfilzomibu je znazorn¢na na Schématu 4. Jako vychozi latka je pouzit Boc-
L-Leu (8), ktery se podrobi reakci s O-Bn-L-Phe (9) a nasleduje odchranéni chranici Boc
skupiny pomoci trifluorooctové kyseliny (TFA). Na fadu ptichazi dalsi reakce s N-Boc-
homofenylalaninem (12) a opét odchranéni Bocu. Piedposledni coupling je s morfolinovym
fragmentem (15), kdy se ziska tripeptidicky ester, ktery se pomoci Hz a Pd/C ptfevede na
kyselinu a ve finalnim kroku jiz zbyva jen reakce s leucinovym epoxyketonem (18), coz
poskytne zadany carfilzomib. Leucinovy epoxyketon (18) je pfipraven z 2-brompropenu
a Boc-L-Leu weinrebamidu (21) a vznikly vinylketon (20) je nasledné oxidovan na epoxid
(19). Tato reakce ovSem poskytne smés diastereoizomert, které jsou od sebe izolovany

sloupcovou chromatografii.?*
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Schéma 4: Syntéza carfilzomibu
1.5.5 Oprozomib
Oprozomib (ONX-0912, PR-047) je dalsi

peptidicky epoxyketon, ktery se ale stdle nachazi

O HQOL v klinickém testovani. Vyhodou je, Ze se podava

N
N\\ H H peroralné, a i pies to vykazuje -ekvivalentni
S o . . . L . .
>/ Cl) protinddorovou aktivitu jako intravendzn& podavany

carfilzomib. 4%
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1.5.6 Marizomib

Marizomib nebo téz také salinosporamid A je piirodni produkt

.oH izolovany z mofskych bakterii aktinomycet, a to konkrétn€ ze Salinospora
° tropica a nachazi se stale ve fazi testovani jako novy potencionalni oralné
podavany IP, ktery inhibuje ireverzibilné. Jeho struktura je ale zcela odlisna
ol od ostatnich zde uvedenych zastupct. Obsahuje B-laktamovy-y-laktonovy

bicyklicky kruh bez boéniho peptidického fetézce. Marizomib v porovnani
s bortezomibem efektivnéji vyvolava apoptézu v rakovinnych bunikach mnohocetného
myelomu, zatimco jeho toxicita vi¢i zdravym buikam je niz$i. NaneStésti se u néj prokazaly

nezadouci ucinky, jako jsou napiiklad halucinace, zmatenost a nejista chiize.®

1.5.7 MG132
MG132 je peptidicky aldehyd ptvodné
0 0 extrahovany z ¢inské rostliny. Velice uc¢inné blokuje
)J\N H\)J\N _0O  proteolytickou aktivitu proteasomu 26S, kde ptisobi
na chymotrypsinova aktivni mista.?: 22 2324 Byl to
prvni vice pouzivany IP, ale nakonec byl nahrazen

vice specifickym, stabilnéj$im a udinngj$im epoxyketonem.?®

U aldehyda (Schéma 5) dochazi k ataku karbonylu hydroxylovou skupinou za vzniku

poloacetalového uspotadani.t®

Thr1 OH

N¢ g{ %RJ\O

H
HoN N

(0]

Schéma 5: Mechanismus reakce aldehydu s Thr-1

1.5.8 Vinylsulfony
Peptidické vinylsulfony jsou skupina
o o latek, které inhibuji proteasom ireverzibilné na
H o) , o , .
)l\” N \)J\H L rozdil od aldehydd a boronovych kyselin

Q  prostiednictvim Michaelovy reakce

(Schéma 6). Vroce 1997 byla popsana
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slouenina CBZ-L-Leu-L-Leu-L-Leu-VS, kterd interaguje v Thrl a inhibuje tak aktivitu
proteasomu. I pies to, ze vinysulfony nejsou pouzivany v klinické praxi, stale slouzi jako

standart pro porovnavani aktivit s jinymi latkami.?®

g’\

Thr1

’/, NS /,
H \ \\ // - . R1 \)\/

RN :

R,

Schéma 6: Mechanismus vic¢inku vinysulfonu prostrednictvim Michaelovy adice
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1.6 Syntéza peptidického Fetézce
Inhibitory proteasomu muzeme rozdélit podle postranniho fetézce na peptidické
(bortezomib, oprozomib atd.) a nepeptidické (marizomib). V préci se zaméfime na peptidické

inhibitory, a v této kapitole konkrétné na syntézu peptidického fetézce.

Prvni peptid byl syntetizovan v roce 1901 Emilem Fischerem, za coz ziskal Nobelovu
cenu. Jednalo se konkrétné o dipeptid glycin-glycin. Diky tomu zavedl termin jako ,,peptidova
vazba“ a ,,peptid“, proto se povazuje za zakladatele peptidické chemie. Dalsim milnikem bylo

o piiblizné 30 let pozd&ji objeveni chranici benzyloxykarbonylové skupiny (CBZ).?’

Peptidicky fetézec lze piipravit dvéma zpusoby z hlediska syntézy. V roztoku (SPS)
anebo v pevné fazi (SPPS), kdy metoda v pevné fazi je jiz v dne$ni dobé pouzivana jako
majoritni metoda pii pfipravé malych ¢i stfedné¢ velkych peptidi. Pro ptipravu velkych

peptidi anebo malych proteint se pouzivaji hybridni metody.?"?

1.7 Priprava v roztoku (SPS)

Tato metoda je zaloZena na klasické reakci dvou aminokyselin v roztoku, kdy spolu
reaguje NH> skupina jedné AMK s karboxylovou skupinou druhé AMK za vzniku peptidické
vazby. Pro syntézu dlouhych peptidii je mozné vyuzit metodu fragmenti, kdy se nejprve
syntetizuji kratsi fragmenty a ty se poté spoji za vzniku dlouhého peptidu. Hlavni vyhoda této
metody je, Ze jednotlivé meziprodukty mohou byt odchranény a purifikovany, ¢imz se
dosahne velice Cistého finalniho produktu. Dalsi vyhodou je, Ze SPS muze byt snadno

pievedena do vétsich reakénich objemi. Nevyhodou jsou dlouhé reakéni ¢asy.?

Na Schématu 7 je znazornén obecny postup piipravy peptidi v roztoku, kdy spolu
reaguji dv€ aminokyseliny. Jedna aminokyselina je na N-konci ochranéna chranici (PG)
skupinou a druha AMK je ve formé esteru. Dochazi ke vzniku peptidové vazby a nésleduje
odchranéni PG skupiny. Nasleduje opét reakce dipeptidu s N-ochranénou AMK za vzniku
tripeptidu. Tyto dva kroky, a to spojeni AMK a odchranéni PG skupiny, se opakuji tak

dlouho, dokud neziskame peptid s pozadovanou délkou fetézce.?®

24



R, R,

PG. + PN

N” “COOH H,N~ >COOR'’

J tvorba peptidické vazby

PN
PG/ w)l\”)ﬁ( \R,
R, o)

J deprotekce chranici skupiny

0 Ry

H,N O.

a Ay o
R, 0

R3
PG. L
N)\COOH + | tvorba peptidické vazby
H
\N w)J\N)ﬁ( \R
H H

Schéma 7: Obecny postup prripravy peptidii v roztoku
Nejcastéji se tato metoda pouziva v technologii Kk produkci kratkych az stfedné
dlouhych peptidi Vv produkci stovky kilogramti az tun rocné. Mezi takové produkty patii
napiiklad inhibitory ACE, oxytocin, aspartam atd.?®

1.8 Piiprava v pevne fazi (SPPS)

Tato metoda je Vv soucasnosti nejvyuzivanéj$i metodou pro syntézu peptidd jak
Vv laboratofi, tak i v prumyslu diky jeji automatizaci. Poprvé ji piedstavil profesor Bruce
Merrifield, ktery za ni také o par let pozdg&ji v roce 1984 obdrzel Nobelovu cenu za rozvoj

metodologie chemickych reakci na pevnych matricich.?”*

Syntéza peptidi touto metodou probiha od C-konce k N-konci, naproti tomu syntéza
ribozomovych proteinti probiha naopak od N-konce k C-konci. Na zacatku je aminokyselina
ukotvena na polymernim pevném nosici. Ten je ve form& malych pevnych kuli¢ek velkych

v fadech milimetrti, které na svém povrchu obsahuji malé organické skupiny zvané ,,linkery*.
27,31

SPPS metoda je prvni volbou pii pfipravé peptidd, a to pravé diky jeji automatizaci.

Ackoli i metoda ptipravy peptidi v kapalné fazi muze byt také uzitecna pii tvorbé vétsiho
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mnozstvi daného peptidu. Tvorba peptidi metodou SPPS je ve vétSiné piipadu at’ uz z ¢asti
nebo kompletné zautomatizovana. Protoze syntéza peptidu zahrnuje spoustu opakujicich se
krokt, tato metoda ma mnoho vyhod. MiZe byt pouzit velky piebytek ¢inidel ve vysoke
koncentraci pii kopulaénich reakcich. Nezreagovana c¢inidla a vedlejsi produkty jsou poté
odseparovany od nerozpustného peptidu filtraci a promytim a v8echny kroky tak mohou byt

uskute¢nény v jedné reakéni nadobé, aniz by se reakéni smés musela pienaset jinam.3!

Princip metody je znazornén na schématu 8. Nejprve probiha ukotveni prvni AMK na
linker pomoci kovalentni vazby mezi karboxylovou skupinou AMK a NH> skupinou linkeru.
Tim je zaroven i ochranéna karboxylova skupina a nemize tak dojit k nezadoucim reakcim.
Nasleduje budovani peptidického fetézce, kdy se stiidd odchranéni N-chréanici skupiny
a pripojeni dal§$i AMK az do pozadované délky tetézce. Nosi¢ je mezi kazdym krokem
promyvan. Ve findlnim kroku dochazi kuvolnéni peptidu znosi¢e vhodnym c¢inidlem
(napriklad kyselinou trifluoroctovou). Zaroven je nutné vychytavat vysoce reaktivni
karbokationty, které vznikaji pii findlni procesu §tépeni a byly by odpovédné za vznik

nezadoucich produkti.?’28:31

R
Boc. )\1 + /O
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+
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Schéma 8: Obecny postup metody SPPS
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1.8.1 Nosice

RozliSujeme 3 zékladni typy nosici podle typu polymeru.

Polystyrenové nosi¢e (PS) — Tento nosi¢ se také nazyva ,,Meffifield resin
podle jeho vyndlezce. Pouzivaji se pti piipravé prevazné kratkych a stfedné
dlouhych peptidi. Tento nosi¢ se vétSinou pripravuje suspenzni polymeraci
styrenu za piitomnosti divinylbenzenu. Je to nepolarni nosi¢ a dobie bobtna
v dichlormethanu (DCM), toluenu ale také i dimethylformamidu (DMF).
Ovsem v piipadé syntéz zahrnujici vysoce polarni AMK ¢i slozité sekvence

AMK je nutné pouzit hydrofilngjsi nosi¢.?"3?

PS-funkcionalizované polyethylenglykolové nosi¢e (PS-PEG) — Do této
skupiny patii naptiklad TentaGel, coz je v poslednich letech nejvice studovany
PS-PEG nosi¢. VyznaCuje se vynikajicimi bobtnajicimi vlastnosti jak
v polarnich, tak i v nepolarnich rozpoustédlech, které jsou kompatibilni s PEG

fetézcem.?’33

e Cisté zesitované PEG nosi¢e (PEG) — Volba tohoto nosi¢e je vhodna tehdy,

chceme-li ptipravit sttedn¢ dlouhé az dlouhé peptidy, ¢i peptidy s ,,obtiznou
sekvenci AMK. Tyto polymery jsou vysoce polarni a zachovavaji si své
vynikajici bobtnajici vlastnosti Vv polarnich rozpoustédlech jako je voda,
methanol, tetrahydrofuran (THF), acetonitril atd. Hlavnim zéastupcem této
kategorie je poly(etylene glykol)-poly-(N,N-dimetylakrylamid) kopolymer
(PEGA) vyvinuty M. Meldalem.?’

1.8.2 Linkery

Linkery jsou navazané na nosic¢ a slouzi k ukotveni prvni AMK. Navic také poskytuje

ochranu C-konce AMK a tim tak zamezuje nezadoucim reakcim (vyjimkou je pouziti linkert,

které se nevazou na a-C a nechavaji ho tak volny pro dalsi modifikace). Muzeme je rozdélit

podle skupiny, ktera se Géastni vazby s prvni AMK 343

1.8.2.1 Ukotveni pomoci karboxylové skupiny

Tato metoda (Schéma 9) je nejpouzivanéjsi, kdy se provadi postupné ukotveni N-

chranéné AMK od C-konce k N-konci. Je zde také nejvétsi vybér linkert (Lc), a pomoci

tohoto zptsobu lze ziskat jak kyseliny, tak i amidy nebo alkylamidy. Vyhodou je, ze N-konec
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finalniho peptidu muze byt derivatizovan (alkylovan, acylovan atd.) zatimco je stale ukotven

na nosici.®

O (0]
H
,N ,LC e
PG w)l\x —_— Y N X,LCO —_— Y N XH
R1 Rn Rn
n n
X: O, NH, NR

Y:H, R, CO-R, SO,-R
Schéma 9: Ukotveni pomoci karboxylové kyseliny

1.8.2.2 Ukotveni pomoci amino skupiny
Tento zpisob ukotveni (Schéma 10) je méné bézny, nékdy je oznaovan také jako
reverzni syntéza peptidt. Zde dochazi k ukotveni esteri AMK pomoci aminoprotektivni

skupiny karbamatového typu (Ln).*®

H Q H 0 H O
O\ /N E— O\ N X N
Ly PG -, Ly - > X
R1 Rn n Rn
X: OH, NH,, NHR

Schéma 10: Ukotveni pomoci amino skupiny

1.8.2.3 Ukotveni pomoci postranniho retézce AMK
Zvlastni zpasob metody (Schéma 11), kde je vyzadovana AMK s postrannim

fetézcem vhodnym pro ukotveni.®®

H
N PG’ R 0
PG” o "IN Ho $
.Y N %
R1 —, N X X

R;.
o “g;

X: OH, NH,, NHR
Y: H, R, CO-R, SO,-R

Schéma 11: Ukotveni pomoci postranniho retézce AMK

1.8.2.4 ,,Backbone* ukotveni

Tento zptisob (Schéma 12) umoziuje prodlouzeni peptidi v obou smérech. Vyuziva
se pro pripravu peptidd s modifikovanymi konci, cyklickych peptidi ¢i peptidd, které
obsahuji na svych koncich nepeptidickou ¢ast. Typickym zastupcem (Lg) je benzylova

skupina bohata na elektrony.®

28



o Ry
X: OH, NH,, NHR
Y: H, R, CO-R, SO,-R

Schéma 12: "Backbone™ ukotveni

1.9 Hybridni metody

| pfestoze jak metoda SPS, tak SPPS jsou vyuzitelné pro ptipravu Siroké skaly
produktu, i tyto metody maji svoje limity. At uz je to dlouhy reakéni ¢as u SPS anebo obtizné
prevedeni do velkého méfitka u SPPS. Proto byly vyvinuty tyto hybridni metody, které jsou
zaloZeny na novych nosicich, a to naptiklad 2-chlorotrityl chlorid nebo SASRIN. Tyto nosice
umoziuji syntetizovat fragmenty, které 1ze nasledné od nosice oddélit bez poruseni chranicich
skupin. Tyto fragmenty lze dale nasledné spojovat at’ uz v roztoku nebo opét v pevné fazi.
Vyvinuti hybridnich metod vedlo k vytvofeni nového pfistupu pro vyvoj peptida, ktery byl
napiiklad Gspésné aplikovan pii vyrobé Fuzeonu (inhibitoru fuze HIV), ktery se sklada ze
sekvence 36 aminokyselin a vyrabi se v tunach. Obecné se prokazalo, ze diky rtiznym

vvvvvv

nebo dokonce aZ v tunach.36:37

1.10 Chrénici skupiny

Pfi syntéza peptidi se hojné vyuziva skupin ochranujicich NH2 skupinu pied
nezadoucimi reakcemi. Prvni takova chranici skupina byla objevena vroce 1932 a to
karbobenzoxy skupina (CBZ nebo Z). V roce 1957 nasledoval objev terc-butyloxykarbonyl
skupiny (Boc).?"?8

1.10.1 Benzyl karbamat (CBZ, 2)
o Je to jedna z nejcastéji pouzivanych ochrannych skupin i diky jeji
\NJ\O/\© snadné hydrogenolyze. Ochrana NH: skupiny se provadi pomoci benzyl
chlorformétu za ptitomnosti baze. Deprotekce je provadéna v pfitomnosti
H> za katalyzy Pd na C. Dalsim moZznym zptusobem je deprotekci pomoci silné baze jako je
napiiklad HBr v CH3COOQOH.*®
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1.10.2 Terc-butyl karbamat (Boc)

i J< Opét jedna znejbéznéji pouzivanych chranicich skupin. Vyuziva se
h O hlavné pii syntéze peptidu a heterocykli. Nejjednodussi protekce je pomoci

N

| (Boc)20 v THF za mirného zahiivani na cca 40 °C. Dals$i moznosti je pouziti
opét (Boc)20 za pritomnosti NaOH, toto 1ze ovSem vyuzit pouze pro aminy, které nejsou
stéricky blokované. Deprotekce probihd v ptitomnosti silnych kyselin at” uz je to naptiklad
3M HCI anebo TFA.%®

1.10.3 9-fluorenylethyl karbamat (Fmoc)
0 Vyhodou Fmoc skupiny je, Ze je stabilni v kyselém prostiedi,
\Nko .O proto mohou byt chranici skupiny jako Boc a skupiny na bazi benzylu
| O odstranény v jeji pfitomnosti. Jednim zpisobem ochrany je pouZiti
Fmoc-Cl a NaHCO3. Deprotekce se provadi za mirnych podminek za
pouziti aminovych bazi at’ uz primarnich (ethanolamin), sekundarnich (piperidin, piperazin)
anebo tercialnich (TEA, DIPEA), kde ale uvolnovani probiha vyrazné pomaleji. Deprotekce
také probihd vyrazné rychleji v polarnich rozpoustédlech jako je DMF na rozdil od

nepolarnich rozpoustédel (DCM).%:3°

1.10.4 Acetamid

@ Nejjednodussi zptisob ochrany je pomoci acetanhydridu nebo acetylchloridu
\ITIJ\ at’ uz za pritomnosti bdze nebo bez ni. Nevyhodou téchto reakci je, ze jsou
neselektivni. Co se ty¢e hydrolyzy, miizeme obecné fict, ze alkylamidy a arylamidy

vvvvvvvvv

1,2 M HCI a reakéni smés refluxovat po dobu cca 9 hodin.

1.10.5 Trifluoroacetamid
o Opét jedna znejpouzivangjSich chranicich skupin, jejiz vyhodou je
\NJ\{/F stabilita vuci kyselému prostiedi naptiklad pii pouziti TFA. K protekci se
¥ pouziva napiiklad FsCCOOEt, TEA v MeOH anebo (FsCC0).0, pyridin
v DCM. Deprotekce probiha za mirnych podminek z bazickém prostiedi napiiklad pomoci
K2CO3 nebo Na,CO3 v MeOH.*®

1.10.6 p-toluensulfonamid (Ts)
/©/ Sulfonamidy jsou obecné jedny z nejstabilngjsich chranicich skupin.

p-toluensulfoamidovd skupina je odolnd vic¢i hydrogenaci, kyselému i
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bazickému prostiedi, coz z ni déla skvelou chranici skupinu. Na druhou stranu je slozité ji
odstranit. K deprotekci se ¢asto pouziva roztok Na nebo Li v NH4sOH. Dal§im zptisobem je

pouziti LiAlH4 v toluenu.*°

1.11 Tvorba peptidické vazby

Peptidické vazba vznika reakci amino skupiny jedné AMK s karboxylovou skupinou
druhé AMK. Aby ovSem tato reakce probéhla, je nutné kyselinu aktivovat. Budovani fetézce
se provadi dvéma zpiisoby, a to bud’ postupnym piipojovanim aminokyselin nebo spojovanim

vétsich ,,building* bloki.®

Nejcastéjsimi ¢inidly (Obrazek 4) pro aktivaci kyselin jsou slouceniny na bazi
karbodiimidt, kam patii napiiklad dicyklohexylkarbodiimid (DCC), diisopropylkarbodiimid
(DIC) nebo 1-ethyl-3-(3'-dimethylaminopropyl)karbodiimid (EDC). DIC je napiiklad
preferovany karbodiimid pfi SPPS metod¢, jelikoz vznikajici mocovina je dobfe rozpustna
v organickych rozpoustédlech, jako je DCM. Abychom se vyhnuli vedlejSim reakcim (N-
acylmocovina, epimerizace atd.) je nutné piidat do smési jeSté nukleofil, a to naptiklad 1-
hydroxybenzotriazol (HOBt) nebo 1-hydroxy-7-azabenzotriazol (HOALt). Tyto latky (HOB,
HOAL atd.) také vytvaii s O-acylmocovinou aktivovany ester, ktery nasledné reaguje s danym
aminem pfi laboratorni teploté (vedlejsi produkt je mocovina). Ptidavek jedné z téchto latek

také minimalizuje racemizaci daného produktu.?’?

) O e

N=C=N N=C=N
\_\-/
/\ N
\

DIC EDC

Obréazek 4: Prehled cinidel pouzivanych pro aktivaci kyselin
Pii tvorbé peptidické vazby (Schéma 13) nejprve dochazi k reakci chrdnéné AMK
s karbodiimidem (23) za vzniku O-acylmocoviny (25) a nésleduje reakce s HOBtem (24)

(ptipadné jinym nukleofilnim ¢inidlem zabrafujicim racemizaci), coz poskytne aktivovany
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ester (27). S poslednim kroku dochazi jiz k reakci s NH2 skupinou dalsi AMK (28), za vzniku
findlniho produktu (29).

Q\

_—  »
PG %0H+ \_L/ HN-C._ O

29 23 PG-NH
OH
N\
N 24
\ R, 28
J_/ ) PG y N)\H/PG' PG OH
HN ! NH 2 HN PG N,
/ N 0 N
HN_C\\ + \N R1 ’\i’
— 0 N
26 27 29 30

Schéma 13: Obecné schéma aktivace kyseliny pomoci EDC a HOBt a reakce s aminem

1.12 Technologie syntézy peptidi

Malé mnozstvi daného peptidu vyuzitého pro toxikologické testy a rané faze
klinickych studii se ve vétsiné ptipadl ptipravuje metodou v pevné fazi. Po provedeni vSech
testl (vcetné klinickych testl faze 2) a po stanoveni optimalni davky dochézi k tzv. scale-upu,
tzn. k pievedeni syntézy do vétsiho méfitka. Pokud pievedeni do vétsiho méfitka neumoziuje
po celou dobu pouziti metody na pevné fazi, je nutné, aby vyrobni strategie zahrnovala
zohlednéni pozadavku, které kladou jak regula¢ni ufady, tak i zohlednéni technologickych
problému, které mohou nastat pii scale-upu. Tato strategie musi poskytovat produkt, ktery je
chemicky i biologicky ekvivalentni s produktem pfipravenym na pevné fazi a musi spliiovat

bezpecnostni profil stanoveny jak v toxikologické, tak i klinické oblasti.31:36:41

Pti scale-upu nejprve dochédzi ke zvazeni, kterou strategii piipravy vyuzit. To
znamend, jestli peptidicky fetézec budovat postupné anebo pristoupit k metod¢é building
blokd. Dale je nutné zvazit rizné technické, chemické, ekonomické a bezpecnostni aspekty
ajak jiz bylo fe¢eno i pozadavky majici regulacni ufady, které musi byt zohlednény ve
farmaceutické vyrob€. 1 pres to, ze vSechny tyto pozadavky mohou byt v laboratornim
méfitku opomijeny, jakykoliv z nich se nakonec muze stat znacné omezujicim pti prevedeni

do vétsiho méfitka.®®
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Podle délky peptidického fetézce se voli strategie jeho ptipravy. U peptidi majicich
fetézec slozeny z 5 a méné AMK se voli metoda linedrni (postupné budovani fetézce). U
delsich peptidu se jiz pfistupuje k metod¢ building bloki, kdy se pfipravi mensi fragmenty

a ty se pak spojuji. Navic i vybér rozpoustédla je zna¢né limitujici u dlouhych peptidi.®

Pii vice krokové syntéze by se méla volit takova cesta, ktera obsahuje méné reak¢nich
kroki a tim padem poskytne vétsi vytézky nez cesta s vice kroky (a stejnymi vytézky
v kazdém kroku). OvSem existuji i vyjimky, kdy vicekrokova syntéze poskytuje ve finalné
lepsi celkovy vytézek nez méné krokova syntéza. Zde je ovSem tiecba zvazit celkovy
ekonomicky dopad z diivodu vétsi narocnosti at’ uz ¢asové ¢ materialni.>

Jak jiz bylo feCeno vyse, pii ptipravé peptidia se vybira ze dvou pfistupti. Metoda
chyb pii vytvafeni takto dlouhého fetézce. Proto udéla-li se chyba pii piipravé kratkého
building bloku, je to mensi ekonomicka ztrata, nez pokud by se udélala chyba naptiklad

v poslednim kroku dlouhého peptidu a cela SarZe by tak byla ztracena.>®*!

U large scale syntéz by se mély také volit vhodné podminky. Napiiklad chlazeni
reak¢nich smési na teploty -30 — -70 °C vyZaduje dal$i vybaveni pro chlazeni a ohtev, které je
drahé. Navic se prodluzuji reak¢éni doby, coz omezuje zafizeni pro pouziti v dalSich reakcich.
Takové podminky se ale nastésti pii syntéze peptidii moc nevyuzivaji. Bézné reakéni teploty
byvaji od -20 do +100 °C. I dalsi podminky jako sucha rozpoustédla, prace pod inertem,
dlouhé reak¢ni Casy atd. vyzaduji specialni zafizeni. Ale ani ty se pii téchto reakcich moc

nevyskytuji.%

Dalsim problémem muze byt izolace meziprodukti, které jsou upiednostiiovany spis
ve formé krystalti nez oleji. Izolace se provadi dvéma zptsoby. Tim prvnim je krystalizace,
ktera ma fadu vyhod. Je snadno pieveditelna z malého do velkého métitka, je rychla a méné
pracnd i pies to, ze najiti vhodné metody vyzaduje casto hodné prace. Druhym zplsobem je
chromatografie, kterd je pracnd a narocnd na mnozstvi pouZitych chemikalii. OvSem
v nékterych piipadech je vhodné tuto metodu zvolit z divodu vysoké Cistoty vysledného

produktu, ktera je jinak tézko dosazitelna jinymi metodami.
Dale pfi scale-upu mohou nastat tyto problémy:
. Pouziti kovovych reaktorti, kdy do reaktoru neni piili§ vidét na rozdil od

sklenénych aparatur v laboratornim méftitku
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. Pouziti vysousedla (bezvodého Na>SO4) vyzaduje dalsi operace, jako je filtrace

a manipulace s dal§imi rozpoustédly

. Vysrazené ¢i zahusténé produkty se hife prevadi z reaktoru nez z banky

S 4

. Jelikoz jsou nékteré operace Casové narocnéjsi ve velkém mefitku (napf.
odpafovani na RVO), miuze zde dochédzet i k vedlejsim reakcim z dtvodu delsi Casové

narocnosti, které jsme jinak v laboratornim métitku nepozorovali. 3

1.12.1 Zarizeni pro pFipravu metodou SPPS

Klasicky reaktor pro pfipravu peptidd metodou SPPS se sklada pouze z valcovité
nadoby opatiené fritou a vickem s michadlem. Pryskyfici lze michat také probublavanim
bobtnani pryskytice, kde plati pravidlo, ¢im del$i peptid, tim vétsi nabobtnani. Na obrazku 5
je zobrazeno zafizeni SPPS pro syntézu peptidi v malém métitku, obrazek 6 naopak ukazuje

metodu SPPS za pouziti velkych objemt latek slouzici pro produkei az kilogrami produktu. 3

Na zacatku kazdého cyklu spojovani AMK, uvolnéni peptidu z nosice ¢i promyvani,
musi byt pryskyfice a roztok dukladn¢ promichany, poté néasleduje pomalé michani nebo
tiepani po zbytek procesu. Je tieba davat pozor na kulicky nosice ulpivajici na sténé naddoby a
Vv piipadé potieby je ze stény splachnout malym mnozstvim rozpoustédla. Rozpoustédlo se

poté odfiltruje mirnym odsavanim nebo za pouziti malého tlaku inertniho plynu. %

Pfi kontinudlnim zplsobu je pevny nosi¢c umistén uvnitf kolony a c¢inidla
a rozpoustédla se dovniti Cerpaji Cerpadlem. Pouzité pryskytice musi byt odolné vici danému
tlaku, ktery vytvari ¢erpadlo a zaroven si udrZet konstantni objem. Standartni pryskyfice na
bazi polystyrenu neni vhodna kvili jejimu jiz vySe zminénému bobtnani, ale byly vyvinuty
kontinuélni reaktory, které berou v Gvahu bobtnani pryskytice. Komeréné dostupné jsou také

plné automatizované SPPS reaktory (viz obrazek 5). %
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Obrazek 5: Automatizované SPPS pro syntézu peptidii v mensim méritku

Obréazek 6: Reaktor SPPS pro produkci v 7adu az kilogramii findlniho peptidu



1.12.2 Automatizace piipravy tripeptidickych kyselin

V rdmci této diserta¢ni prace byly pfipravovany takové slouceniny, pii jejichz piipraveé
byly pouzity pokrocilé intermediaty. Vyrobu téchto intermediati jsme byli schopni natolik
zdokonalit, aby racemizace téchto latek byla co nejmensi (molekuly obsahuji vice chiralnich
mist) a tim ji také pievést do technologického méfitka ve spolupraci s firmou Apigenex s.r.o.,
ktera se zabyva piipravou peptidi metodou SPPS (obrézek 7). Tato firma nam pfipravovala
tripeptidické kyseliny s fetézcem slozenym z L-Leu a L-Trp napojenym na kyselinu 5-CI-O-
Bn salicylovou (ktera ji byla dodana). Tyto tripeptidické kyseliny byly nasledné pouzity na
ptipravu tetrapeptidickych aldehydi a vinylsulfona.

Syntéza vychézela z Fmoc-Leu-CTC resin nebo Fmoc-Trp-CTC resin s loadingem
okolo 0,6 mmol/g. Couplingy probihaly na stroji Symphony X (obrazek 8) béznym
protokolem (0,3M roztoku aminokyseliny v DMF + oxyma; 1,5M roztok DIC v DMF; 1,5M
roztok collidinu v DMF). Jeden coupling trval 2 h pii RT a bylo pouzivano 10 ekvivalentd
aminokyseliny. Stejnym zpisobem byl nakonec piipojena i kyselina 5-Cl-O-Bn-salicylova.
Deprotekce Fmoc chranici skupiny se provadéla 20% piperidinem v DMF. Peptid byl z resinu
odstipnut smési TFA/TIS/H20 (V/V/V — 92,5/5/2,5). Do roztoku peptidu byla ptidana ista
voda bez endotoxinti, kterd vysrazela peptid. VSe ostatni (ochranné skupiny...) zlstaly ve
vodé. Surovy peptid se rozpustil v 50% ACN/voda a ¢isténi produktu bylo provedeno

preparativnim HPLC na koloné s reverzni C18 fazi.

Obréazek 7: Syntéza peptidii metodou SPPS
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Obréazek 8: Symphony X (ilustrativni obrazek)

1.13Biologické testovani potencionalnich inhibitora

Dulezitou soucasti ptipravy potencionalnich IP je zjisténi jejich biologické aktivity,
tzn. do jaké miry je schopen inhibovat proteasom vuéi standartu (nejcastéji se pouziva
bortezomib). Nejvice pouzivanou metodou pro toto testovani je pouziti fluorescenéné
znacenych substrat, které byvaji pouzity ke sledovani proteasomalni aktivity v bunéénych
extraktech, plazmé i celych bunkach. Fluorescence je nejprve zhasena v dané molekule
a uvolfiuje se az pii Stépeni substratu specifickym proteasomalnim aktivnim mistem. Proto
zde plati pfima tméra. Cim vétsi je fluorescence, tim vétsi je proteasomaélni aktivita. Jiz
zminény substrat se sklada ze tfi az ¢ty aminokyselin pfipojenych k fluorescen¢ni molekule,
nejcastéji 7-amino-4-methylkumarinu (AMC), 2-naftylaminu (NA), 4-methoxy-2-naftylaminu
(MNA) nebo methyl-kumaryl-7-amidu (MCA). Nejvice pouzivany je v tomto ptipadé AMC,
protoze vykazuje nejvétsi fluorescenci. Pro méfeni riznych katalytickych aktivit (B1,52,85)

existuji i rlizné substraty, coZ umoziiuje méfeni téchto aktivit oddélené.*?,43

Na obrazku 9 je priklad méteni latek publikovanych v Bioorganic chemistry v roce
2021. Dochazelo zde k monitorovani mnozstvi polyubiquitinovych proteinti v butikach MCF-
7 (karcinom prsu) a U266 (mnohocetny myelom), kdy se latky aplikovaly na burky
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v koncentraci 1uM po dobu 24 hodin. Z obrazku je zfejmé, ze nejveétsi aktivitu vykazovaly
latky 6a, 6i a 6g.
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Obréazek 9: Priklad biologického testovani

1.14 Soucasné trendy v IP

Proteasom 20S obsahuje aktivni mista tzv. kapsy, kde se vaze dany inhibitor. Lze tedy
odvodit uréité strukturalni rysy, které byly pouzity pro navrh latek v minulosti a tyto poznatky
aplikovat na nové slouceniny. Aktivni mista (kapsy) (Obréazek 10) se oznacuji pismenem ,,S*
a Cisluji se z prava do leva od funkéni skupiny, naproti tomu aminokyselinové zbytky se

oznaduji pismenem ,,P* a &islovant je stejné.*®
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Obrazek 10: Obecna struktura peptidického inhibitoru a rozmisténi aksivnich mist (kapes)

S1 misto je umisténo hned vedle threoninu, kde probihda vazba funk¢ni skupiny.
S> byva vétSinou vystaveno rozpoustédlu a je to misto, pomoci kterého se da ovlivnit
rozpustnost latky ¢i stabilita latky. Nasleduje aktivni misto Sz a Sa. OvSem misto S1 a Sz maji
velmi odlisné Katalytické vlastnosti, proto i rizné zbytky P1 a P3 mohou vyrazné zménit
podjednotkovou specifitu a afinitu. Napiiklad B5¢ preferuje v P1 malou hydrofébni skupinu
(napft. L-alanin) a velkou hydrofobni skupinu (napt. L-tryptofan, L-fenylalanin) v Pz zatimco
u B5i je tomu naopak. Tak se tedy velikosti hydrofobni skupiny ovlivituje selektivita vici B5¢

a B5i podjednotkam.®

Jednim z piistupt pii tvorbé novych molekul je modifikace jiz znamé molekuly. Tu

Ize modifikovat trojim zptisobem, kdy Ize zvolit pouze jeden piistup ¢i jejich kombinaci.
e Zménou funkéni skupiny/zcela nova elektrofilni funkéni skupina
e Zmeény v peptidickém fetézci
e Zmény na N-konci molekuly

Prvnim takovym piikladem je modifikace molekuly bortezomibu, kdy dochazi
O P2 4 CIJH k modifikaci jak v pozici Py i P2, tak i na N-konci. Nejaktivnéjsi
/k[( ~B “OH  z&stupci z této série maji v pozici P1 maly hydrofobni zbytek L-Leu

P a vpozici R se nachazi 2,5-dichlorobenzyl. Méni se tedy jen

substituent P> (tabulka 1), kde jde o rtizné substituovany benzyl fluorem. Tito tii nejuc¢inng&;jsi

kandidati vykazuji o néco lepsich CHT-L aktivit v porovnani v bortezomibem.*®
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Latka R P P, CHT-L I1Cso pM

Cl
i F
8f L-Leu s 12
[
Cl
Ci i
‘???-/
89 L-Leu FL 13
F
Cl

. IS
8h L-Leu g 0.9

Cl

Bortezomib 7,0

Tabulka 1: Nejaktivnejsi borondatové derivaty a jejich inhibicni aktivity

Jako dalsi ptiklad 1ze uvést modifikaci molekuly carfilzomibu. Byla popsana studie
tripeptidickych latek obsahujicich epoxyketonovou piipadné vinyl sulfonovou (VS) funkéni
skupinu. Jako standardy byly pouzity tripeptidy obsahujici v P1 a Pz arginin. Nahrazenim
argininu v téchto pozicich nepfirodnimi derivaty fenylalaninu (tabulka 2) doslo ke zvySeni
aktivity vaci CHT-L jednotkam. Zaroven zavedenim vinyl sulfonové skupiny namisto

epoxyketonové dojde ke zvyseni selektivity vii¢i témto jednotkam.*"48
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10 g NH, | =N 0,012
2 RINF
NH, NH, 0,0066
12 LLLL Lsz
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NH, 0,005
15 }J\ /‘111/©/\
NH,
16 }J\ LZ?Z@/ <0,004

)
0,01
17 }9\ BN

Tabulka 2: Substituenty modifikované molekuly carfilzomibu

Novych poznatkli bylo dosazeno i u peptidickych aldehydu, které jsou stale velice
diskutovanou kapitolou diky latce MG132 (obrazek 11). Bylo zjisténo, Ze nejvice aktivni
jsou aldehydy obsahujici v misté Pz a P1 L-Leu nebo L-NLeu. Do mista P> je vhodné zavést

velky aromaticky zbytek jako je napiiklad L-Phe a do mista P4 napiiklad tyrosin (Tyr).*°

O P; o Py

Obréazek 11: MG132

Jinym pfistupem je zavedeni zcela nové funkéni skupiny. Ta by méla byt elektrofilni,
aby mohla reagovat s threoninem (schéma 14), nachézejicim se v aktivnim misté proteasomu.

Tou je napiiklad furylketonova skupina, ktera by méla interagovat s 5 podjednotkami.>®
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Schéma 14.: Mechanismus ucinku furylketonové skupiny

Pomoci studie vztahu mezi strukturou a aktivitou bylo zjisténo, Ze nejaktivnéjsi jsou
latky (obréazek 12) majici v P1 malou hydrofobni molekulu (vétSinou L-Leu), v P2 stiedné
velky zbytek (v ptipad¢€ nejaktivnéjsi molekuly 11m CH3-O-CH>) a v P3 dlouhy nerozvétveny
zZbytek.*

NH
P3 (6] \©\
H 0 9
R N 0 0 ¥
WSy :
= //S\N/¢N\)J\N 0
o P O H : H
o' 0
_ (0] [
11m | —

CT-L IC50=0,18+0,06 uM

Obrézek 12: Obecné furylketonovd struktura a nejaktivnéjsi derivat 11m
Pii piipravé furylketonové skupiny (schéma 15) se vychazi z Boc-AMK-kyseliny
(31), ktera se reakci s N,O-dimethylhydroxylamin hydrochloridem (32) pfevede na weinreb
amid (WA) (33) a ten nasledné reaguje s n-BuLi a furanem na Boc-AMK-furylketon (34).

V poslednim kroku dochazi jiz pouze k deprotekci chranici skupiny.>°

HOBt, EDCI, n-BuLi
DMF, NMM furan
Boc.. OH + /O\N/ R BOC\N O —» Boc\N (0]
H H rt, 12 hod. H THF, 0°C, H
© “HCI N~ 30min. o\
31 32 33 34 \=

HCl/dioxan ~ .
Cl HsN
0°C
o
35 \__

Schéma 15: Priprava furylketonového building bloku
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Velice zajimavou novou funkéni skupinou je i a-ketoamidicka skupina. Ta je schopna
vyvolat silnou reverzibilni inhibici. Modifikace byly provadény jak v peptidickém fetézci, tak
I v substituentech funkéni skupiny. Nejlepsi vysledky, co se tyce peptidického fetézce,
vykazovala latka majici v P1-Ps L-Leu. Substituenty o-ketoamidu jsou nasledné sefazeny
podle jejich vlivu na aktivitu od nejvyssiho po nejnizsi: 1-naphthyl-NH > isobutyl-NH =~ Bn-
NH > 4-F-benzyl-NH >morpholin-4-yl > tetrahydroisoquinolin-2-yl. Latka 13c vykazuje
Vv tomto piipadé nejvétSich aktivit a jedna se o modifikaci MG132 (obrazek 13). Jeji
namétené inhibi¢ni hodnoty byly pro 2 1Cs0=>100 uM, B5 1Cs0=0,007 uM, kdy tato hodnota
byla stejna jako pro MG132. Méteni inhibi¢ni aktivity bylo provedeno i u dipeptidické latky,

ale zde doslo k jejimu vyraznému snizeni.

NH

MG132 13c

B5 1C50=0,007 uM B2 IC50=>100 uM, B5 IC5¢=0,007 yM

N NcRNN N Ve
e o]

Obrézek 13: Porovnani aktivit MG132 a nejakrivngjsiho a-ketoamidu 13c

Pii piipravé a-ketoamidi (schéma 16) se vychazi z ochranéné aminokyseliny (36),
ktera reaguje s N,O-dimethylhydroxylaminem za vzniku Weinreb amidu a ten se poté
redukuje na aldehyd (37). Nasleduje reakce aldehydu (37) a isokyanidu (38) ve smyslu
Passeriniho reakce, ktera poskytuje a-hydroxyl amid. V dalsim kroku dochazi k deprotekci
chranici Fmoc skupiny (39). Nésleduje reakce s CBZ-aminokyselinou a v poslednim kroku

oxidace na finalni produkt (41)
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Schéma 16. Obecné schéma pripravy a-ketoamidu

Za zminku stoji také akrylamid. Jelikoz je tato skupina elektrofilni, mize reagovat ve
smyslu Michaelovi adice (schéma 17) scysteinovym zbytkem v proteinu a vytvaiet tak
kovalentni vazbu. Ta mé vyhodu v tom, ze zvySuje trvani ucinku, coz umoziiuje pouZziti
nizsich davek a také se tim minimalizuji vedlejsi G€inky, které mohou vznikat pisobenim na

jinych aktivnich mistech.5?

@)
NH4 N %‘NH
, /HS _—
T = o I\
@] S
\—Cys

Schéma 17: Reakce akrylamidové skupiny s SH skupinou cysteinu

V dnesni dobé jsou schvaleni 4 inhibitory proteinovych kindz s touto akrylamidovou
skupinou (afitinib, osimertinib, neratinib, ibrutinib). Inhibitory proteinovych kindz maji za
ukol blokovat pienos signalu na dal§i molekulu tim, Ze blokuji specifickou kinazu. Pfi pouZiti
téchto inhibitort dochazi tak napiiklad k blokaci prorustovych signalt, kdy dochazi

k zastaveni ristu buiiky. Blokada miize byt také cilena na nddorové buiiky.>

Poslednim piistupem je modifikace molekuly na N-konci. Zde Ize zminit studii z roku
2021, kde byla pfipravena série dipeptidickych latek. Z cele této série 9 latek vykazovalo
vyraznou inhibiéni aktivitu vi¢i chymotrypsinovym aktivnim mistim s hodnotami ICso na
submikromolarni urovni (tabulka 3). Zmény byly provadény jak na P1, Ps i P4. U sloucenin 8-
22 se ménil pouze P4 substituent. Z ¢lanku vyplyva, ze pokud se v této pozici nachazel pouze

fenyl nebo naftyl, doSlo k vyraznému poklesu aktivity (slouceniny 8-10). Naopak dva
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fenylové kruhy jsou v této pozici velmi vyhodné a jednd se o jedny z nejaktivnéjSich latek
z celé série (11,12,13, kdy latka 12 je nejaktivngjsi).>

P3
NH,
o) e OH
N
P4\N \_)J\N
H & 2 H
Q OCH; /P,
Py
2
8 ~o o) 5.10
o
9 F\C © 17.2
10 g ‘ 1.40
o)

/
o i
12 @_/ <> \\o 0.17
o)
0 &
W, 052

13

Tabulka 3: Nejaktivnéjsi latky z dipeptidické série
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1.15 Potencialni IP vyvinuté v ramci pracovni skupiny

Inhibitoram proteasomu se v nasi vyzkumné skupiné vénujeme jiz spoustu let. Zakladni
latkou, u které vse zacalo, jsou salicylamidy. Ty vznikly diky pfesmyku jako neocekavany
produkt ze salicylanilidovych proléciv. Tomuto ptesmyku se pozdéji nase vyzkumna skupina
zaCala vénovat a popsala ho jak zhlediska obecnosti, tak zhlediska mechanismu
a biologickych aktivit, kdy doslo k objeveni cytotoxického u¢inku latek na nadorové bunééné
linie a neovlivnéni proliferace nenadorovych bunék. Pfesmyk byl popsan za pouziti nékolika
riznych chranénych aminokyselin. Tento objev znamenal navrh dalsich molekul s cilem jesté
vice vylepsit stavajici biologické aktivity, a to pomoci zmény struktury zkoumanych

molekul.>*

Tato studie byla pozdé&ji doplnéna o dalsi slou¢eniny s riznymi substituenty, kdy byl
zkouman vliv jednotlivych substituentii na biologickou
aktivitu. Ve studovanych latkach byly ménény

Cl i NH substituenty na obou jadrech a také byly pouzity rizné

\dk'“” I ©\ka aminokyseliny.  Nejaktivngj&i  latkou s 5-Cl

OH o £ substituentem byla slou¢enina 6f majici v pozici Rz 4-

trifluormetylovou skupinu. Pozdé&ji bylo zjisténo, Ze

latky s touto skupinou vykazuji antibakterialni aktivitu a jsou vice diskutované v kapitole
1.16.%

Jelikoz latka stouto substituci dosahovala lepSich biologickych aktivit nez pouzité
standarty, navrhly a syntetizovaly se dalsi latky. U téchto latek byl zachovan subtituent 5-Cl
na jadfe, coz vychazi z ptedchozi studie a ménily se

0 R, ®) pouzité AMK, kdy se vytvarely jiz dipeptidické latky
Cl\@fLNHHfNHE NH/R4 a také se pouzily rizné substituenty na NH skuping.
o O Rj Me¢fily se biologické aktivity jak benzylovanych tak

II?1 i odpovidajicich debenzylovanych sloucenin.

Z namétenych hodnot je ziejmé, ze slouceniny s volnou OH skupinou maji vyssi biol. aktivity

nez ty benzylované.*®
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Cilem vyzkumu téchto latek bylo dosahnout

Cl zvyseni biologickych aktivit, a to zménou ve struktufe,

kdy pfichazely v vahu dvé zmény, a to v anilidove ¢asti

molekuly, anebo zména stfedni ¢asti molekuly, a to
konkrétn¢ za pouziti riznych at' uz ptirodnich, tak
i atypickych AMK. Tim doslo knavrhu a syntéze
novych sloucenin, u kterych byla ménéna stfedni ¢ast (rizné AMK) a na zaklad¢ literatury
a podobnosti s klinicky pouzivanymi IP byla zavedena aldehydicka funkéni skupina.
Nésledn¢ byla stfedni ¢ast molekuly rozsitena na dipeptidickou a nésledné i tripeptidickou.
Z namétenych hodnot je jasné, Ze nejvyssimi biologickymi aktivitami disponuji tripeptidické
aldehydy. Na zaklad¢ toho je Cast experimentdlni prace zaméfena na rozsifeni této Série

tripeptidickych aldehydu, pro jejich pripravu byly pouzity dalsi atypické AMK >

Jelikoz jsme doposud zkoumali pouze latky s aldehydickou skupinou a tato skupina je
ponékud nestabilni, nabizi se zavedeni i jiné skupiny, ktera by problém se stabilitou feSila.
Takovou skupinou mize byt naptiklad vinyl sulfonova skupina, ktera byla uvedena vyse
v kapitole 1.14.4748

1.16 Salicylanilidy jako antibakterialni latky

Ve vySe zminénych kapitolach byly diskutovany inhibitory proteasomu, mezi které se
fadi 1 salicylanilidy, Které jsou soucasti experimentalni ¢asti této prace. V literatuie jsou ale
popsany takeé jako latky s dobrymi antibakterialnimi vlastnostmi (napt. stafylokoky a
Mycobacterium tuberculosis) a to naptiklad i latky obsahujici mimo jiné halogen. Podle
literatury vykazovaly nejlepsi vlastnosti latky obsahujici fluor a je pravdépodobné, ze
elektronegativita pfimo souvisi s antibakterialni aktivitou (F>CI>Br>l). Vétsinou jsou tyto

latky G¢inngjsi proti gram-pozitivnim bakteriim nez proti gram-negativnim.

Pii piipravé téchto latek jsme navazovaly na naSem vysledky ziskané v roce 2013, kdy
se pripravovaly 5-CI-O-Bn-(4-CFs)toluidiny a nékteré z téchto latek vykazovaly velmi dobry
ucinek proti ¢tyfem kmenum bakterii jako je Staphylococcus aureus, methicillin-resistantni

S. aureus, Bacillus cereus a Clostridium perfringens.®®

I ptes to, ze Se tato dizertacni prace zabyva prevazné IP, v experimentalni ¢asti jsou
popsané i pravé tyto 4-CFs-toluidiny, pfi jejichz piipravé se vychazi ze stejné monopeptidické

kyseliny jako pfi ptiprave IP.
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CiL PRACE

Tato prace si klade za cil v teoretické ¢asti popsat podrobnéji co je to proteasom
a z jakych ¢asti se sklada véetné jeho funkce v bunikach. Déle se zaméfuje na proteasomalni
inhibici. Popisuje, jak takova inhibice probihd a jak funguji vlastni inhibitory proteasomu

véetné jejich klinickych zastupct a popsani mechanismu G¢inku jednotlivych kategorii.

Dalsi kapitola se jiz vénuje ptipravé peptidického fetézce, popisuje dvé metody, a to
v pevné fazi a v kapalné fazi, kdy nésledné je vétsi pozornost vénovana metodé v pevné fazi.

Je popsan princip této metody s uvedenim zastupcu nosi¢t a linkerd.

Déle se teoretickd cast zabyva vlastni technologii pfipravy peptidd, a to konkrétné
fesenim scale-upu (pievedeni syntézy do vétsiho méfitka) a problémy, které pii ném mohou
nastat. Nasledné se v této kapitole fesi vybér strategie ptipravovaného peptidu. Je zde popsana
1 automatizace vyroby pokroc€ilych intermediatt, které byly pouzity pro ptipravu nckterych
finalnich slou¢enin. Tyto intermediaty se piipravovaly ve spolupraci s firmou Apigenex s.r.o.
metodou SPPS. Dalsi kapitola se zabyva testovanim biologické aktivity. Jsou zde zminény
i posledni trendy ve vyvoji inhibitorti proteasomu vcetné piikladi riznych zajimavych
funk¢énich skupin a jejich piiprava. A dale je uveden souhrn jednotlivych studii
publikovanych nasi vyzkumnou skupinou v minulosti a jak na tyto studie navazuje tato
disertacni prace. Jako posledni se teoreticka ¢ast vénuje salicylanilidam jako antibakterialnim

latkam.

Experimentalni ¢ast se zabyva tripeptidickymi aldehydy, jelikoz bylo zjisténo, ze
vykazuji vys§i biologické aktivity nez dipeptidické.>®*® Proto zde dochazi k doplnéni této
studie o dalsi tripeptidické aldehydy obsahujici ve svem fetézci noveé atypické aminokyseliny.
Tyto aldehydy jsou nasledné doplnény o odpovidajici vinyl sulfonové derivaty, pti¢emz tato
skupina by dle literatury méla vykazovat vyssi stabilitu nez aldehydy.*’® Dochazi také
Kk rozsifeni na tetrapeptidické aldehydy a vinyl sulfony s cilem zjistit, jaky vliv ma
prodluzujici se fetézec na biologickou aktivitu. V dalsi studii jsou popsany tripeptidické a
tetrapeptidické aldehydy a vinyl sulfony majici v fetézci pouze L-Leu a L-Trp. U latek s L-

Tryptofanem bylo zji§téno, Ze jsou potencionalnimi inhibitoru proteasomu patogeni.®’

Jelikoz se pti ptipravé téchto latek vychazi z monopeptidickych kyselin a tento derivéat
je velice zajimavy z hlediska biologickych aktivit, rozhodli jsme se piipravit i Sérii
trifluortoluidint vychazejicich z téchto meziprodukti. Tomu ptedchazela série jednoduchych

diamidd, u kterych se ménila substituce na anilidové ¢asti a zjistovalo se tak, ktery substituent
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nejvice zvysSuje biologickou aktivitu. Takovym substituentem se ukéazala byt CFs skupina,
a proto byla vytvotena série latek s riznymi aminokyselinami a s CF3 substituci, jejiz cilem

bylo zjistit, kterd aminokyselina ovliviiuje biologickou aktivitu nejvice.

V teoretické ¢asti je popsano, jakym zptisobem lze ziskat nové latky, které mohou byt
potenciondlné biologicky aktivni. Jednim takovym zpisobem je i zavedeni nové funkcni
skupiny do molekuly, ktera miZe interagovat s proteasomem. Proto posledni studii
diskutované v této praci jsou slouceniny s akrylamidovou casti. Podobné latky byly
publikovany®? a v literatufe jsou oznadeny jako potencidlni inhibitory protein kindz. V této
literatufe je uvedeno i par komer¢nich zastupci. Cile této prace bylo piipravit latky, které
obsahuji kyselinu 5-CI-O-Bn salicylovou (a ktera je soucasti latek ve vSech diskutovanych
studiich v této préci) a dale peptidicky fetézec slozen z jedné nebo dvou aminokyselin

zakonceny akrylamidovou funkéni skupinou.
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2 Vysledky a diskuze

Ptipravené latky byly navrzeny na zaklad¢ literarni reSerSe a na zakladé predchoziho
vyzkumu na$i pracovni skupiny Imramovsky research group. Cilem bylo doplnit nékteré
stavajici série o dalsi latky a pouzit i dalsi atypické aminokyseliny. Prvni série obsahovala
aldehydy a vinylsulfony s tipeptidickym fetézcem slozenym z L-Leu, L-Phe, L-CHA, L-NLeu,
L-Pro a L-Trp. Nejlepsi proteasomélni inhibici vykazovaly latky obsahujici tryptofan. Diky
tomu jsme pfipravili dal$i sérii aldehydu a VS, které maji tryptofan umistény v pozici S1, S2
nebo S3. Dalsi derivaty obsahovaly vice nez jeden Trp, kdy tyto latky byly pfipravovany

nejen na zakladé naseho piedchoziho vyzkumu, ale i na zakladé literatury.>’

Na schématu 18 je znazornén obecny postup piipravy téchto aldehydi a vinylsulfont
a v tabulce 4 jsou uvedeny konkrétni substituenty. Pti ptipravé se vychazi z dipeptidické
kyseliny (42) jejiz ptiprava byla jiz diive popsana v nasi odborné publikaci.®>®® Tato kyselina
se podrobi couplingové reakci za pritomnosti EDC*HCI a HOBt s danym vinyl sulfonem (51)
na vzniku finalniho tripeptidického vinyl sulfonu (52), ptipadné¢ s weinreb amidem (WA) (45)
za vzniku tripeptidického WA (53), ktery se ve finalnim kroku zredukuje LAHem na aldehyd
(54). Weinreb amid (45) se ziska reakci chranéné kyseliny (43) s N,O-dimethylhydroxylamin
hydrochloridem a néslednou deprotekci chranici skupiny. V ptipadé vinyl sulfonu (51) je
redukci a vznikly aldehyd (47) se necha zreagovat se sulfonyl fosfonatem (48) (ktery se
piipravil oxidaci) ve smyslu Horner-Wadsworth-Emmonsovy (HWE) reakce. Vznikly
chranény vinyl sulfon (50) se v poslednim kroku podrobni uz jen deprotekci chranici skupiny
(51).
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Schéma 18: Celkové schéma pripravy aldehydii a vinylsulfoni
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R1 Rz R;
a i-bu i-bu i-bu
b benzyl i-bu i-bu
o i-bu butyl i-bu
d i-bu cyklohexylmethyl i-bu
e i-bu Pro i-bu
f i-bu 1H-indol-3-yl i-bu
g i-bu i-bu benzyl
h i-bu i-bu butyl
i i-bu i-bu cyklohexylemthyl
j i-bu i-bu Pro
k i-bu i-bu 1H-indol-3-yl
I 1H-indol-3-yl i-bu i-bu
m 1H-indol-3-yl i-bu 1H-indol-3-yl
n 1H-indol-3-yl 1H-indol-3-yl 1H-indol-3-yl

Tabulka 4. Prehled jednotlivych substituentii
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MCF-7 bunééna linie MCF-7 U20S-PI-
Kaspaza Tryspin | Chymotrypsin | Chymotrypsin GFP
(B1) (B2) (BS)
20 uM I1Cs0 (UM) c (UM)?
Sloucenina R1 R> Rs % of ctrl+ | % of ctrlx | % of ctrl+ SD data+SD data
SD SD

55a i-bu i-bu i-bu 45.2+1.0 91.1+£1.0 10.0+0.1 0.37+0.03 1,6
55b benzyl i-bu i-bu 75.4+£3.6 2100 9.4+0.1 1.75£0.01 4

55¢ i-bu butyl i-bu 40.0+0.7 96.1+£1.6 7.3£0.0 0.27+0.02 1,6
55d i-bu cyklohexylmethyl i-bu 48.3+1.1 87.612.4 8.7+0.1 2.34+0.00 3,2
55e i-bu Pro i-bu 2100 2100 90.6%4.3 >20 >5
55f i-bu 1H-indol-3-yl i-bu 26.2+1.4 87.611.5 7.01£0.2 0.61+0.02 1,6
55¢ i-bu i-bu benzyl 2100 2100 30.8+1.3 6.22+0.60 >5
55h i-bu i-bu butyl 86.5+1.3 2100 16.2+0.3 3.27+0.07 >5
55i i-bu i-bu cyklohexylemethyl | 82.7¢1.1 >100 35.8+1.7 7.58+0.08 >5
55j i-bu i-bu Pro 95.4+3.8 96.616.8 2100 >20 >5
55k i-bu i-bu 1H-indol-3-yl 63.510.1 944+1.4 11.1+0.9 2.22+0.06 >5
551 1H-indol-3-yl i-bu i-bu - - - - -

55m 1H-indol-3-yl i-bu 1H-indol-3-yl 93,7 99,8 96,8 >20 -

55n 1H-indol-3-yl 1H-indol-3-yl 1H-indol-3-yI 94,2 102,1 47,9 17,86 -

bortezomib 1000 nM 27.546.5 85.9+2.0 7.3t1.2 0.008+0.00 netestovéno

Tabulka 5: Namérené |Cso pripravenych tripeptidickych aldehydit; ®-minimalni koncentrace ldtky vyzadované pro >30% zvysent fluorescence ve sTOVNani s neosetrenymi buitkami
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MCF-7 bunécna linie MCF-7 U20S-PlI-
Kaspaza Tryspin | Chymotrypsin | Chymotrypsin GFP
(B1) (B2) (BS)
20 uM I1Cs0 (UM) c (UM)?
Sloucenina R1 R> R3 % of ctrl+ | % of ctrlx | % of ctrl+ SD dataxSD data
SD SD
53a i-bu i-bu i-bu 76.7+1.3 2100 11.2+0.1 2.27+0.10 2,5
53b benzyl i-bu i-bu 77.51£0.9 2100 21.0+0.5 3.384+0.03 5
53c i-bu butyl i-bu 63.1+1.0 89.1+0.7 8.710.2 3.2610.07 3,2
53d i-bu cyklohexylmethyl i-bu 75.842.2 93.844.3 44.2+1.3 5.58+0.57 >5
53e i-bu Pro i-bu 2100 2100 93.0+1.2 >20 >5
53f i-bu 1H-indol-3-yl i-bu 73.910.3 95.7+1.9 19.0+0.3 5.31+0.30 5
53¢ i-bu i-bu benzyl 52.51+0.8 89.5+0.4 5.910.3 1.71+0.01 2,5
53h i-bu i-bu butyl 70.213.4 2100 11.2+0.5 3.971+0.14 4
53i i-bu i-bu cyklohexylemethyl | 74.9+2.3 96.2+ 0.4 69.612.7 >20 >5
53] i-bu i-bu Pro 2100 2100 94.8+0.1 >20 >5
53k i-bu i-bu 1H-indol-3-yl 54.8+0.2 88.1+ 1.6 7.910.2 1.77+0.33 3,2
53l 1H-indol-3-yl i-bu i-bu - - - - -
53m 1H-indol-3-yl i-bu 1H-indol-3-yl - - - - -
53n 1H-indol-3-yl 1H-indol-3-yl 1H-indol-3-yl 96,4 93,2 95,8 >20 -
bortezomib 1000 nM 27.546.5 85.9+2.0 7.3£1.2 0.008+0.00 netestovano

Tabulka 6: Namérené |Cso pripravenych tripeptidickych vinylsulfonu; ®-minimalni koncentrace ldatky vyzadované pro >30% zvySeni fluorescence Ve Srovnani s neoSetrenymi burkami
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Vysledky naméfenych inhibi¢nich koncentraci (IC) aldehydd a vinylsulfonu (tabulka
5 a 6) jasné ukazuji, ze aldehydy maji obecné vyssi biologickou aktivitu. OvSsem IC standartu,
kdy jako standart byl v tomto piipadé zvolen bortezomib, jsou mnohem nizsi. Bortezomib, ale
vykazuje spoustu vedlejSich G¢inku, mezi které patii i pomérné rychld tvorba resistence
organismu vuéi této latce. Proto je vytvaren tlak na syntézu novych potencionalnich inhibitora
proteasomu postradajici tyto vedlejsi ucinky i pies to, ze nemusi dosahovat takovych
inhibi¢nich koncentraci jako pravé zminovany bortezomib. V piipadé aldehydu se podafilo
syntetizovat par zastupct se vysokymi biologickymi aktivitami. Konkrétné se jednd o latky
55a, 55¢ a55f, kdy sloucenina 55a obsahuje ve svém fetézci pouze L-leuciny, latky 55¢ a 55f
jsou aldehydy majici v pozici R1 a R3 opét L-Leu, na pozici R> se nachazi L-norleucin
v pripad¢ latky 55c¢ a L-tryptofan v piipadé latky 55f. Lze tedy fici, Ze latky majici v pozici R3
L-leucin jsou aktivnéjsi nez latky s jinou AMK v této poloze.

K aldehydim byly ptipraveny odpovidajici vinyl sulfony. Tato funk¢ni skupina byla
zvolena kvuli jeji vyssi stabilité oproti aldehydim. Ze vSech pfipravenych zastupci je jednim
z nejaktivngjSich opét derivat se tiemi L-leuciny (53a), dale je zde ovSem trend opa¢ny na
rozdil od aldehydi. Nejaktivnéjsi latky maji v pozici Rz L-leucin a v pozici Rz jinou
aminokyseliny. A to latka 53g s L-fenylalaninem a latka 53k s L-tryptofanem. Namétené

hodnoty byly publikovany v ¢asopise Bioorganic Chemistry (IFz021 = 5,307). 4

Doposud byl zkouman pouze vliv funkénich skupin a pouzitych aminokyselin
u tripeptidt. Dal$i studii byly tetrapeptidické slouceniny obsahujici stejné jako predchozi
latky tryptofan v kombinaci s leucinem. Porovnavali jsme zde vliv prodluzujiciho se fetézce
na biologickou aktivitu. Na zéklad¢ literatury navrzené molekuly obsahuji v R4 L-Trp nebo L-
Leu, vRs L-Leu a v Rz a R1 kombinaci L-Leu a L-Trp. Vychozi tripeptidické kyseliny byly
dodany firmou Apigenex s.r.o. Pro porovnani aktivit byl pripraven i tetrapeptidicky aldehyd
avinyl sulfon obsahujici 4 L-Leu. Postup piipravy je stejny jako na schématu 18 stim
rozdilem, ze kromé vychozi dipeptidické kyseliny (42a-f,1,n), je pouZita tripeptidicka kyselina

(56). V tabulce 7 je opét uveden seznam substituentu.
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Schéma 18: Obecnd priprava tetrapeptidickych aldehydii a vinylsulfon:

Pti ptipravé aldehyda a VS se postupné upravoval ekvivalent pouzitych ¢inidel. Nasim
cilem bylo dosahnout takového poméru, diky kterému by dochazelo k co nejmensi
racemizaci. U nékterych meziprodukti bylo mozné pro purifikaci produktu pouzit krystalizaci
ve smési EtOAc/n-hexan. Ovsem vétSina finalnich produktd byly olejovité latky, proto se zde

pro separaci vyuzila sloupcova chromatografie.

Ri1 R Rs R4
a i-bu i-bu i-bu 1H-indol-3-yl
b 1H-indol-3-yl | i-bu i-bu 1H-indol-3-yl
C i-bu 1H-indol-3-yl i-bu 1H-indol-3-yl
d i-bu i-bu i-bu i-bu

Tabulka 7: Seznam substituenti u tetrapeptidickych latek

Déle bylo pii charakterizaci téchto latek zjisténo, ze pokud molekula obsahuje vice jak
1 tryptofan ve svém peptidickém fetézci, dochazi pii méfeni elementarni analyzy u téchto
latek k odchylkdm. To je zpisobeno pravdépodobné absorpci CO2, ¢ehoz je pri¢inou pravé
Trp. U téchto latek je obtizné zmétit i NMR. Jednd se o velké molekuly, které nelze rozpustit
v bézné dostupnych deuterovanych rozpoustédlech. Také se jedna o latky, které svym
chovanim piipominaji uz spiSe peptidy, proto i naméfena spektra obsahuji spoustu signalt
a vyhodnocuji se pouze jednotlivé baliky signéla (alifaticka a aromaticka ¢ast). Nize je
tabulka 8 naméfenych biologickych aktivit tetrapeptidickych aldehydd (59a-d) a vinyl
sulfont (57a-d).
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latka I1Cs0 (UM)-MCF-7 % residualni-MCF-7 Glso (uM)
Kaspéaza | Tryspin | Chymotrypsin | Kaspaza | Tryspin | Chymotrypsin | K562 | MCF-
(B1) (B2) (BS) (B1) (B2) (BS) 7
S7a >20 >20 0,86 73,7 58,5 3,9 1,67 | 3,17
57b >20 >20 >20 81,1 95,8 108,3 125 |125
Sy >20 >20 >20 82,4 94,8 97,8 125 |125
57d >20 >20 >20 - - - - -
59a >20 >20 1,87 63,2 73,7 5,7 5,4 4,88
59b >20 >20 6,51 92,1 1115 21,3 125 |125
59c >20 >20 3,68 77,4 74,0 12,4 7,86 | 125
59d >20 >20 3,1 32,8 59,0 5,4 - -

Tabulka 8: Biologické aktivity tetrapeptidickych aldehydi: a vinylsulfonii

Vysledky v tabulce 8 jasn¢ ukazuji, ze nejvyssi biologické aktivity dosahuje latka
s poradim aminokyselin Leu-Leu-Leu-Trp a to at’ uz aldehyd anebo vinyl sulfon. V tabulce 9
nize, je také provedeno srovnani tripeptidickych a tetrapeptidickych aldehyda a vinyl sulfontu
majici peptidicky fetézec slozen pouze =z L-Leucinu (schéma 19). Je ziejmé, zZe
u tetrapeptidického aldehydu doslo ke snizeni I1Cso u nékterych bunécnych linii v porovnani
s tripeptidickym aldehydem. U tetrapeptidického sulfonu je tomu pfesné naopak. To znamena,
ze u aldehydu dochazi ke zvySeni biologické aktivity s prodluzujicim se fetézcem, naopak
v piipadé vinyl sulfoni postrada smysl piipravovat je del$i jak tripeptidické. I pies to ale

lepsich vysledkt dosahuji latky s L-Trp vedle funkéni skupiny.

o) R O R o
cl NH o C NH = %/
n
o n o (@]
55a, 59d 53a, 57d

Schéma 19: Obecné struktury aldehydii a vinyl sulfonii
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R: i-bu

1Cs0 (M)

Aldehyd (55a,59d)

Vinylsulfon (53a,57d)

latka K562 U266 MCEF-7 K562 U266 MCF-7
a 1,39 0,20 3,38 2,32 1,99 1,93
d 0,68 0,47 0,95 25 25 25

Tabulka 9: Namérené hodnoty tri a tetrapeptidickych L-leucinovych aldehydii a vinylsulfonit

Monopeptidicke kyseliny jsou velmi zajimavym meziproduktem. Vyuzili jsme je proto
i do dalSich reakci, a to napiiklad pro pfipravu p-trifluortoludinovych derivatt, které by dle
literatury mély vykazovat dobré antibakterialni vlastnosti. Opét byla vytvofena skupina latek
obsahujici rizné aminokyseliny. Biologickému testovani se podrobily jak benzylované, tak

i debenzylované produkty.

Pii ptipravé (schéma 20) dochazelo nejprve k reakci monopeptidické kyseliny (60a-f)
s 4-trifluoromethylanilinem (61). Nevyhodou tohoto benzylovaného p-trifluortoluidinu (62a-
f) byla jeho S$patna rozpustnost v mnoha rozpoustédlech. Pro izolaci takového produkti se
pouzila metoda ,,pseudokrystalizace*, kdy se krystaly ¢aste¢né rozpustily v EtOAC a nasledné
odfiltrovaly. Tim doslo k odplaveni ne¢istot, ovSem na tkor vytézku, protoze touto metodou

dochazi k vétsi ztraté produktu. V tabulce 10 jsou uvedeny jednotlivé substituenty.

Nasledn¢ byla provedena debenzylace za katalyzy Pd-C. Tuto reakci jsme nejprve
zkouseli dé¢lat v autoklavu pii vyssim tlaku, pozdéji jsme ale zjistili, ze podminky jsou natolik
piisné, ze krom¢ debenzylace dochazelo také k dehalogenaci chloru. Proto se reakce
provadéla probublavanim vodiku v bance, kde byly podminky mirnéjsi. Aby ndm v reak¢ni
smési nevznikal produkt bez chloru (64a-f), bylo pouzito i mensi mnozstvi Kkatalyzatoru
a kratsi reakéni doba i na ukor nezreagovani veskeré vychozi latky. Reakéni smési se délily
pomoci sloupcové chromatografie za pouziti mobilni faze EtOAc/n-hexan 1:5 a za pouziti co

nejdelsiho sloupce.
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18 hod. 63a-f 64a-f

Schéma 20: Priprava p-trifluorotoluidinovych sloucenin

kod Rs vytéZek
62a methyl 75%
62b isopropyl 67%
62c propyl 59%
62d butyl 4%

62e cyklohexylmethyl 56%
62f 2-(methylthio)ethyl 22%

63a methyl 76%
63b isopropyl 61%
63c propyl 28%
63d butyl 40%

63e cyklohexylmethyl 39%

63f 2-(methylthio)ethyl 51%
Tabulka 10: Prehled pripravenych finalnich trifluoromethyltoluidinii véetné jednotlivych vytezkii
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MIC [uM] 1Cso [uM]

éislo
SA | MRSA1|MRSA2| MRSA3| EF | VRE1 | VRE2 | VRE3 | MT | MS | THP-1@10% FBS 24h
63a - - - - - - - - - - >10
63b 2.41 4.82 4.82 482 | 386 | 386 | 386 | 386 | 771 | 771 10
4.82 4.82 4.82 9.64 38.6 | 38.6 | 38.6 | 38.6 - -
63c - - - - - - - - - - 7.3+1.2
e3d 0.583 | 2.33 2.33 4.66 ) ) ] ] ] ] 45410

1.17 2.33 4.66 4.66

107 | 107 | 107 | 213 | 546 | 546 | 546 | 546
63¢ | 107 | 107 | 213 | 213 - ] ] ) - - 1.4+1.1

63f 2.24 8.95 4.48 8.95 179 | 358 | 179 | 358 | 358 | 35.8 10
2.24 8.95 8.95 8.95 358 | 35.8 | 35.8 | 35.8 - -

APM 5.72 45.8 45.8 45.8 2.81 | 11.5 11.5 | 11.5
>5.72 | >45.8 >45.8 >458 | 2.81 | 11.5 11.5 | 11.5

e | - _ _ ] ] ] _ | 366 | 117 ]

Tabulka 11: Namérené hodnoty ICso debenzylovanych trifluortoluidin

V tabulce 11 jsou uvedené naméfené inhbi¢ni koncentrace viéi danym patogeniim
(SA = Staphylococcus aureus ATCC 29213; MRSA1-3 = klinické izolaty methicillin-
resistentniho S. aureus SA 3202, SA 630 a 63718; EF = Enterococcus faecalis ATCC 29213,
a vancomycin-resistentni enterococci VRE1-3 = VRE 342B, VRE 368, VRE 725B,
MT = Mycobacterium tuberculosis H37Ra/ATCC 25177; MS = M. smegmatis ATCC
700084; FSB = fetalni hovézi sérum; pomlcka ,,-,, = zadna aktivita). Jedna se o hodnoty pouze
debenzylovanych latek, jelikoz bylo zjisténo, Ze benzylované latky tyto patogeny neinhibuiji.
Dale je tabulka rozsifena o dalsi dva derivaty obsahujici L-Leu a L-Phe, kdy tyto latky byly
piipraveny jiz dfive*.>® Pokud se zamé&fime na jednotlivé latky, slouceniny 63f s L-Leu maji
aktivitu srovnatelnou nebo vyssi nez je tomu u danych standardi (AMP-ampicilin, INH-
isoniazid), latka 63c ma vyssi aktivitu pouze u nékterych kmenu a latky 63f s L-Phe vykazuji
antistafylokokovy efekt. Namétené hodnoty byly publikovany v ¢asopise International

Journal of Molecular Sciences (IFz021 = 6,208).%8

Jako posledni zde zminime piipravu latek zakoncenych akrylamidovou skupinou,
ktera by mohla slouzit jako potencionalni nova funkéni skupina IP. Problém pii syntézach
téchto latek nastaval pii deprotekci Boc skupiny obsahujici jiz zminénou akrylovou skupinu.
Nekteré takoveé latky jsme nebyli schopni izolovat z reakéni smési z divodu velice $patné

rozpustnosti ve spousté bézn¢ pouzivanych organickych ¢inidlech. Nakonec se nam podafilo
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ptipravit pouze dva dipeptidické akrylamidy a jeden tripeptidicky, avsak tyto latky
nevykazovaly zadnou biologickou aktivitu. Proto jsme se nasledné zamétovali na piipravu
jinych latek. Témi byly i tfeba derivaty kyseliny boronové, kde se nam podatilo relativné

snadno ptipravit meziprodukt. Dalsi reakce mohou byt pfedmétem navazujiciho vyzkumu.

Pii syntéze téchto latek (schéma 21) se vychazelo z 3-nitroanilinu (65), ktery se
podrobil reakci s Boc-L-Leucinem (66). Nasledné doslo k redukci nitroslouc¢eniny (67) na
aminoslou¢eninu (68). Nasledovala opét reakce, ale tentokrat s akryloylchloridem (69).
Vznikly ochranény derivat (70) se podrobil deprotekci chranici skupiny a v poslednim kroku
jiz dochazelo pouze k reakci s dipeptidickou kyselinou (72a-c) za vzniku finalniho produktu
(73a-c). Jak jiz byl feceno, otestované slouceniny 73a-Cc nedosahovaly zadnych biologickych

aktivit, proto se tato studie prozatim uzavtela.

% )\/L POCI s s
@\ . 5 NN NO, HpPdC K N

HN® 'COOH ——M — »

H NH,
suchy pyridin )\O o] \©/ EtOAC, rt, O)\O 9] \©/

NH, O j’< -15°C, 18 hod. © P 2 dny L

65 66 67 68

e © H H H H
o HN @/ N TFA H,N N\©/Nj(\
e ——
DIPEA, DCM suchy, o)\o o o DCM. 1t 2 hod. 0 0
Kk 70 71

0°C, 3 hod.

0 Rg

H
Cl N_COOH
T e e R o x
Bn 72a-c ”/KW v ” Y\
o O Ry o] o

HOBt, EDC*HCI

DCM, rt, 3 dny I|3n 73a-c
Rg R; vytezek
73a - isopropyl 43 %
73b - phenylmethyl 8 %, 20 %
73c isopropyl isopropyl 8,6 %

Schéma 21: Priprava akrylamidii
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Experimentalni ¢ast

Vsechny komer¢né dostupné chemikélie byly zakoupeny od firmy Sigma Aldrich,
Acros Organics, TCI, Merck, Fluorochem. Tripeptidické kyseliny dodany firmou Apigenex
s.r.0. Sloupcova chromatografie byla provadéna na silikagelu (SiO2 60 A, velikost &astic
0,060 - 0,200 mm, Acros Organics) za pouziti komeréné dostupnych rozpoustédel. Flash
chromatografie byla provadéna na automatizovaném flash chromatografu Reveleris X2 Flash
(Blchi). Tenkovrstva chromatografie byla provadéna na hlinikovych destickach potazenych
silikagelem (SiO2 60 F254 (Merck) s vizualizaci pomoci UV lampy (254 nebo 360 nm), latky
snizkou absorpci UV zafeni byly vizualizovany pomoci 5% roztoku kyseliny
fosfomolybdenové v ethanolu. *H a 3C spektra nuklearni magnetitcké rezonance (NMR) byla
méfena v ramci servisni Cinnosti Skolitelem prace a to pii laboratorni teploté na pfistroji
Bruker AVANCE III 400 pti frekvencich 400.13 resp. 100.62 MHz (pro *C) nebo na piistroji
Bruker Ascend™ 500 pfi frekvencich 500.13 (*H) resp. 125.76 MHz (pro 3C). Chemické
posuny jsou uvedeny v jednotkach ppm vuéi zbytkovému signalu rozpoustédla CDCls,
CD2Clz, D20 nebo DMSO-ds. Interak¢ni konstanty (J) jsou uvedeny v Hz. Pozorované
signaly jsou popsany jako s (singlet), br (Siroky singlet), d (dublet), t (triplet) a m (multiplet).
Body tani byly méteny na kapilarnim bodotavku Buchi B-545. K dal$i charakterizaci bylo
vyuzito servisniho pracovisté elementarni analyzy pracujici s pfistrojem Thermo Scientific
Flash 2000 Organic elemental analyser. Hmotnostni spektra byla méfena pomoci MALDI
hmotnostniho spektrometru s vysokym rozlisenim LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher
Scientific, Bremen, Germany) vybaveného dusikovym UV laserem (337 nm, 60 Hz) metodou
,dried droplet“. Spektra byla méfena v rezimu pozitivnich nebo negativnich ionta
v normalnim hmotnostnim rozsahu (m/z 50-2000) s rozlisenim 100 000 pii m/z = 400. Pro
volbu pozice laseru byla vyuzita pfeddefinovana spiralova schémata pohybu. Jako matrice
byly pouzity 0,2M roztoky 2,5-dihydroxybenzoové kyseliny (DHB) ve smési MeCN:H.O
(95:5) nebo 2-[(2E)-3-(4-terc-butylfenyl)-2-methylprop-2-enyliden]malononitrilu  (DCTB)
v MeCN, pficemz molarni pomér matrice: vzorek byl vzdy ptiblizn¢ 40:1. Vysledné spektrum

tvofi prumér z celého méfeni.

62



Diserta¢ni prace navazuje na piedchozi praci nasi vyzkumné skupiny. Ptipravené latky
byly navrhnuty na zaklad¢ literarni reserSe (viz.kapitola 1.14.), kdy jsme se rozhodli zamé&fit
se na aldehydickou a vinyl sulfonovou funkéni skupinu (ktera by podle literatury sice méla
vykazovat mensi proteasomalni inhibici, ale zase je naopak stabilngj$i oproti danym
aldehydam) piipojenou k tripeptidickym latkam, které na svém N-konci obsahovaly kyselinu
5-CI-O-Bn salicylovou. Uspotadani jednotlivych aminokyselin jsme volili dle dostupnych
studii vztahd mezi strukturou a aktivitou (SAR). Pro tvorbu peptidického fetézce byly pouzity
tyto aminokyseliny: L-Leu, L-Pro, L-NLeu, L-CHA, L-Phe, L-Trp, kdy jsme sledovali vliv
umisténi jednotlivych AMK na aktivitu v kombinaci s danymi funk¢énimi skupinami.
Navrzenymi aldehydy jsme také chtéli docilit rozsifeni studie tripeptidickych latek, ktera byla
ptipravena nasi vyzkumnou skupinou, ale tyto latky obsahovaly ve svém peptidickém fetézci
pouze kombinaci dvou AMK a to L-Leu a L-Phe, Nové tripeptidické aldehydy obsahovaly
dalsi vyse zminéné AMK. A Kk témto aldehydim byly pripraveny odpovidajici vinyl sulfony,

které slouzily pro porovnani biologickych aktivit.

Dale byla na zaklad¢ literatury piipravena i tetrapeptidicka studie. Pfipravovaly se
opét aldehydy i vinyl sulfony, ale pfi tvorbé peptidického fetézce byly pouzity uz pouze L-
Leu a L-Trp.>” Tato studie méla za cil zjistit jaky vliv ma prodluzujici se fetézec na

biologickou aktivitu a takeé jaky vliv ma umisténi téchto AMK v fetézci.

Piedposledni studii jsou trifluortoluidiny. Zde bylo cilem opé&t rozsiteni jiz stavajici
studie nasi pracovni skupiny.>®°® Pro tyto latky jsme se rozhodli diky tomu, Ze se pfi jejich
piipravé vyuziva stejny pokrodilejsi intermediat jako pii ptipravé tripeptidickych sloucenin,
ato konkrétné monopeptidicka kyselina. Tyto latky s CFs substituci by dle naSich
predchozich zjisténi ale také podle literatury mély vykazovat antibakterialni efekt (napft. proti

S.Aureus).

Jelikoz jsme se chtéli zaméfit také na zcela nové funkéni skupiny, pfipravili jsme
studii latek obsahujici akrylamidovou funk¢éni skupinu, ktera interaguje s cysteinem
v proteasomu pomoci Michaelovy adice.®? Pro ptipravu téchto latek jsme vyuzili opét dvé
AMK ato L-Leu a L-Phe.
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2.1 Priprava tripeptidickych aldehydu a vinyl sulfoni

2.1.1 Priprava diethyl ((methylsulfonyl)methyl)fosfonatu (49)

ofe; MCPBA o. P
\/O\ /7 \ _~ \/ <7
,P\/S{\ P~_ S
o o) DCM, 0°C-rt /- o
49(70-78 %) 2 hod. 50

Thiofosfonat (49) (3g, 15,13 mmol, 1 ekv) byl rozpustén v bafice v 80 ml DCM
a ochlazen pomoci ledové lazn€ na 0 °C. Poté byl opatrné¢ nadavkovéan roztok MCPBA
(7,83 g, 45,39 mmol, 3 ekv) vDCM (40 ml) a reakéni smés se nechala michat pii RT
(laboratorni teplota) 2 hodiny, kdy po této dobé bylo detekovano vymizeni vychozi latky.
Reakce byla ukonéena piidavkem nasyceného roztoku Na»>S;Os (30 ml) a byly oddéleny
vrstvy rozpoustédel. Vodna faze byla jesté extrahovana DCM (3x20 ml) a spojené organické
faze se extrahovaly nasycenym roztokem NaHCOs (3x20 ml) a roztokem NaCl (20 ml).
Organicka faze byla vysusena bezvodym Na»SOa, susidlo bylo odfiltrovano a roztok se

zahustil na RVO. Reakéni smés byla krystalizovana ze smési EtOAc/n-hexan.

2.1.1.1 Charakterizace produktu 50

~_O-. pe Vytézek 75 %; bila krystalicka latka; Rf = 0,155 (ethylacetat/n-hexan
P<__S

/—d e 1:1). *H NMR (400 MHz, CDCI3): § 4,31-4,25 (m, 4H, 2xCH-0), 3,65 (d,

50 J=16,4 Hz, 2H, P-CH>-S), 3,25 (s, 3H, CH3-S), 1,42 (t, J=7,1 Hz, 2xCH3s-

CH>). 3P NMR (160 MHz, CDCI3): § 11,74 (s). CHN analyza: vypoéteno pro CeHis03PS
(230,22): C, 31,30; H, 6,57; S, 13,93. Nalezeno: C, 31,83+0,06; H, 6,49+0,01; S, 13,87+0,25.
HRMS: m/z vypoéteno pro CeH1s03PS: 477,11928 [M+H]", 499,10122 [M+Na]*, 515,07516
[M+K]*; Nalezeno: 477,11873 [M+H]*, 499,10068 [M+Na]*, 515,07461 [M+K]".
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2.1.2 Obecna piiprava monopeptidického aldehydu (48)

)( )OJ\ Rs LiAIH, j\ Rs
© - )( o
© H/kf THF dry, 10 °C 0" NN
N 1 hod. H
47a,9-k 48a,9-k

(81-100 %)

Do trojhrdlé baiiky bylo piedlozeno 1,41 g LiAIH4 (37,18 mmol, 1,7 ekv) a atmosféra
Vv batice byla nahrazena inertni atmosférou. LiAlIH4 bylo suspendovano v 80 ml suchého THF
a smés byla ochlazena na 0 °C. Po vychlazeni se do suspenze LiAlHs v THF nadavkoval
roztok 6 g weinreb amidu (47a,9-k) (21,87 mmol, 1 ekv) ve 40 ml DCM. Pribéh reakce byl
sledovan pomoci TLC a reakce se ukoncila po vymizeni vychozi latky piidavkem nasyceného
roztoku NH4Cl (30 ml) a byly provedeny extrakce EtOAc (30 ml), vodou (30 ml) a 10% HCI
(30 ml). Vodna faze byla jesté extrahovana EtOAc (2x30 ml) a spojené organicke faze vodou
(30 ml). Produkt (48a,9-k) se neizoloval ani necharakterizoval a ptistoupilo se s nim jako se

surovym do dalsiho kroku.
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2.1.3 Obecna piiprava monopeptidického vinyl sulfonu (51)

O R
O Rs o. L0 _ )( 5 o
e W o oy Marwos | L L8
H /- THF suché H o

51a,9-k
48a,g-k

49 OOC, 18 hOd (9_52 %)

Do barnky bylo piedlozen fosfonat (49) (1,2 ekv) a atmosféra v bance byla nahrazena
inertni atmosférou. Fosfonat (49) byl rozpustén v suchém THF (80 ml) a smés se ochladila na
0 °C. Poté byl po kapkéach nadavkovan roztok 1M NaHMDS (1,2 ekv) v suchém THF (30 ml)
a smés byla pti 0 °C michana 30 minut. Poté byl nadavkovan roztok aldehydu (48a,9-k)
(1 ekv) a reak¢ni smés se nechala michat pfi RT 18 hodin. Nasledujici den byla reakce
ukon¢ena nasycenym roztokem NH4Cl (40 ml), odd¢lila se organickda a vodna faze a byly
provedeny extrakce EtOAc (3x30 ml) a solankou (30 ml). Organicka faze byla vysusena

bezvodym Na>SOs a produkt byl izolovan sloupcovou chromatografii.

2.1.3.1 Charakterizace produktu 51a

Vytézek 35  %; lehce zluta  olejovita  latka;
)( o o Ri=0,395 (ethylacetat/n-hexan 1:1, vizualizace
)J\ NN
O~ °N
H
5la

S”  kys.fosfomolybdenovou). *H NMR (400 MHz, DMSO): § 7,10 (d,

J=8,4 Hz, 1H, NH), 6,64 (s, 2H, CH=CH), 4,23 (s, 1H, NH-CH-
C=0), 2,99 (s, 3H, CHs-S), 1,58-1,56 (m, 1H, CH), 1,38 (s, 11H, (CHz)3-C, CH,-CH), 0,88-
0,85 (m, 6H, (CH3).-CH). **C NMR (100 MHz, DMSO): § 155,67, 147,50, 130,15, 78,69,
49,43, 42,90, 42,84, 28,80, 24,93, 23,37, 22,26. CHN analyza: vypoéteno pro C13H2sNO4sS
(291,15): C, 53,58; H, 8,65; N, 4,81. Nalezeno: C, 54,47+0,32; H, 8,91+0,07; N, 4,52+0,07.
HRMS: m/z vypolteno pro CizHsNO4S: 314,13965 [M+Na]*; Nalezeno: 314,14035

[M+Na]".

2.1.3.2 Charakterizace produktu 51g
Vytézek 21 %; zlutd amorfni latka; R = 0,377 (ethylacetat/n-
o hexan 1:1). 'H NMR a ¥C NMR charakterizace viz ¢lanek
)(O)J\N = ('S?/ J.org.chem, 68(13), 5075-5083- slouc¢enina 6db 5. CHN analyza:
H 519 o vypoéteno pro CisH2sNO4S (325,42): C, 59,05; H, 7,12; N, 4,30.
Nalezeno: C, 60,56+0,24; H, 7,36+0,05; N, 4,26+0,08. HRMS: m/z vypoéteno pro

Ci16H23NO4S: 348,12400 [M+Na]*; Nalezeno: 348,12466 [M+Na]".
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2.1.3.3 Charakterizace produktu 51h
Vytézek 52 %; lehce zlutda  olejovitd  latka;
o Rf = 0,388 (ethylacetat/n-hexan 1:1, vizualizace
)(O)J\N = ('s?/ kys.fosfomolybdenovou). *H NMR (500 MHz, CDCls): § 7,10 (d,
H £1h O J=8,4 Hz, 1H, NH), 6,64 (s, 2H, CH=CH), 4,23 (s, 1H, NH-CH-
C=0), 2,99 (s, 3H, CHz-S), 1,58-1,56 (m, 1H, CH), 1,38 (s, 11H, (CH3)s-C, CH.-CH), 0,88-
0,85 (m, 6H, (CH3),-CH). 3C NMR (100 MHz, CDCls): & 155,67, 147,50, 130,15, 78,69,
49,43, 42,90, 42,84, 28,80, 24,93, 23,37, 22,26. CHN analyza: vypogteno pro CizHzsNOsS
(291,15): C, 53,58; H, 8,65; N, 4,81. Nalezeno: C, 54,47+0,1; H, 8,85+0,04; N, 4,77+0,009.
HRMS:m/z vypocteno pro CizHzsNO4S: 314,13965 [M+Na]™; Nalezeno: 314,14035

[M+Na]".

2.1.3.4 Charakterizace produktu 51i
Vytézek 46  %; lehce zluta  olejovita  latka;
o Rf = 0,422 (ethylacetat/n-hexan 1:1, vizualizace
)(OJKN = ('S)'/ kys.fosfomolybdenovou). *H NMR (400 MHz, CDCls): § 6,85-6,80
H 51i o (m, 1H, CH=CH), 6,47 (d, J=15,0 Hz, 1H, CH=CH), 4,55 (d, J=8,3
Hz, 1H, NH), 4,44 (s, 1H, NH-CH-C=0), 2,93 (s, 3H, CHz-S), 1,80-1,64 (m, 6H, CH,-CH-
CHy), 1,44 (s, 9H, (CH3)3), 1,25-1,15 (m, 4H, CH2-CHy), 0,97-0,86 (m, 2H, CHz-cyklohexyl).
13C NMR (100 MHz, CDCls): & 155,21, 148,98, 129,08, 48,96, 43,93, 43,08, 42,17, 34,21,
33,66, 32,79, 28,49, 26,50, 26,31, 26,16. CHN analyza: vypoéteno pro CisH2oNOsS
(331,47): C, 57,98; H, 8,82; N, 4,23. Nalezeno: C, 57,28+0,02; H, 8,72+0,05; N, 3,96+0,04.
HRMS: m/z vypolteno pro CisH2oNO4S: 354,17095 [M+Na]*; Nalezeno: 354,17139

[M+Na]".

2.1.3.5 Charakterizace produktu 51j

)( j\ Vytézek 8 %; lehce zluta amorf; Rf = 0,3 (ethylacetat/n-hexan 1:1,
o N vizualizace kys.fosfomolybdenovou). HRMS: m/z vypocteno pro
1 C12H2:NO4S: 298.10835 [M+Na]*; Nalezeno: 298.10895 [M+Na]".
51j
O=
Fo

2.1.3.6 Charakterizace produktu 51k
Vytézek 27 %; lehce zluty amorf; R = 0,222 (ethylacetat/n-
hexan 1:1, vizualizace kys.fosfomolybdenovou). 'H NMR (400

NH
o =~ MHz, CDCls): 5 8,36 (1H, s, NH), 7,67 (1H, d, J=7,5 Hz, CH(Ar)),
(@)
)(OJ\N = %/
H o) 67
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7,37 (1H, d, J=7,9 Hz, CH(Ar)), 7,23-7,13 (2H, m, 2xCH(Ar)), 7,00-6,93 (2H, m, CH(AT)),
CH=CH), 6,31 (1H, d, J=15 Hz, CH=CH), 4,79 (2H, m, NH-CH), 3,10 (2H, m, CHy), 2,73
(3H, s, CHz-S), 1,43 (9H, s, 3xCHj3). 1*C NMR (100 MHz, CDCls): & 155,24, 148,22, 136,44,
129,64, 127,59, 123,46, 122,52, 119,99, 118,85, 111,62, 109,80, 51,67, 42,73, 30,28, 28,49,
1,21. CHN analyza: vypo¢teno pro CisH24N204S (364,46): C, 59,32; H, 6,64; N, 7,69.
Nalezeno: C, 59,43+0,04; H, 6,90+0,02; N, 7,43+0,01. HRMS: m/z vypocteno pro
C18H24N204S: 387,13490 [M+Na]*; Nalezeno: 387,13620 [M+Na]".
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2.1.4 Obecna piiprava monopeptidického amino vinyl sulfonu (52)
O R R
)(()J\N)i/\('s)'/ — HZN)s\/\('S)'/
Stagk O PomRaon” szagk
(30-99 %)

Do barky byl ptedlozen Boc-VS (51a,g-k, 1 ekv), ktery byl rozpustén v DCM. Déle
bylo postupné piikapan kyselina trifluoroctovd (TFA) (20 ekv) a reakéni smés se nechala
michat 1 hodinu. Po této dobé& byl prabéh reakce zkontrolovan pomoci TLC. Po vymizeni
vychozi latky se rozpoustédlo zahustilo pomoci RVO (za pouziti vodni vyvévy z divodu
agresivnich rozpoustédel). Zbytek v baice se jesté 3x promyl DCM. Nasledné byl rozpustén
v malém mnozstvi DCM a zneutralizovan na pH=7 pomoci 2M roztoku NaOH. Poté byly
provedeny extrakce nasycenym roztokem NaHCOs a vodou. Organicka faze byla vysusena
bezvodym Na>SOs. Produkt (52a,g-k) se neizoloval ani necharakterizoval a rovnou se s nim

ptistoupilo do dalsi reakce.
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2.1.5 Obecné phprava tripeptidického vinyl sulfonu (53)

3
/'\[( \/COOH o/ )\H/NJL )\/\"
H,N s HOBY, EDC'HC HCI
+ o

'n 42a-f,I,n 52a,g-k DCM rt, 18 hod. 53a-n (10-54 %)

Do bariky bylo piedloZena kyselina (42a-f,1,n) (1 ekv), ktera byla rozpusténa v DCM.
Nasledné byl nadavkovan HOBt*H,O (1,1 ekv) a EDC*HCI (0,95 ekv). RS se nechala michat
asi hodinu, ¢imz doslo k aktivaci kyseliny. Nasledné se nadavkoval roztok vinyl sulfonu
(52a,9-k) (1 ekv) v DCM. Reakéni smés se nechala michat 18 hodin, kdy po této dobé doslo
k vymizeni vychozi latky. DCM se odpatil na RVO a zbytek Vv baiice se rozpustil v EtOAC.
Néasledné byly provedeny extrakce nasycenym roztokem NaHCOsz (3x), 5% kyselinou
citronovou (3x) a solankou (1x). Organickad faze se vysus$ila bezvodym Na SO, ktery se
nasledn¢ odfiltroval a produkt (53a-n) se izoloval sloupcovou chromatografii.

2.1.5.1 Charakterizace produktu 53a

Vytézek 37 %, lehce zluty amorf; Rf = 0,24
ny(\ QL o (1:1 ethylacetat/n-hexan). 'H NMR (400 MHz,
\©\)J\ o” > CDCl3.d1): smés rotamera & 8,29-8,16 (1H, m, NH),
8,11-8,04 (1H, m, NH), 7,71-7,43 (7H, m,
53a 7XCH(Ar)), 7,07 (1H, d, J=8,9 Hz, NH), 6,79-6,74
(1H, m, CH(Ar)), 6,58-6,40 (2H, m, CH=CH), 5,20-5,09 (2H, m, CH»-O-Ph), 4,73-4,67 (1H,
m, NH-CH-C=0), 4,31-4,27 (2H, m, 2xNH-CH-C=0), 2,89, 2,87 (3H, s, CHs-S), 1,59-1,09
(9H, m, 3xCH2-CH-(CHz3)2), 0,95-9,82 (12H, m, 4xCHs), 0,77-0,70 (6H, m, 2xCHa).
13C NMR (400 MHz, CDCls): § 167,12, 166,38, 160,28, 150,63, 142,53, 129,34, 128,50,
126,99, 125,83, 124,48, 124,15, 123,65, 122,22, 109,05, 67,27, 48,92, 47,30, 42,78, 37,81,
37,55, 34,70, 25,85, 24,60, 20,15, 19,88, 19,72, 18,13, 17,81, 17,77, 16,75, 16,38,16,31. CHN
analyza: vypocteno pro CasHaeCIN3OeS (662,28): C, 61,66; H, 7,31; N, 6,34, nalezeno: C,
63,51+0,02; H, 7,95+0,04; N, 5,41+0,01. HRMS: m/z vypolteno pro

Cs4HasCIN3O6S: 684,28446 [M+Na]*; Nalezeno: 684,28729 [M+Na]".

2.1.5.2 Charakterizace produktu 53b
Vytézek 48 %; bily amorf; Rf=0.29 (1:1
ethylacetat/n-hexan). *H NMR (400 MHz, CDCls):

\©\)J\ JJ\ ,, ~ smeés rotameru o 8,62, 8,34 (1H, d, J=4,5 Hz, NH),
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8,08, 8,04, 7,96 (1H, d, J=2,7 Hz, NH), 7,49-7,33 (6H, m, 6XCH(Ar)), 7,25-7,17 (3H, m,
3xCH(Ar)), 7,04-6,95 (2H, m, 2xCH(Ar)), 6,92-6,90 (1H, m, CH(Ar)), 6,88-6,83 (1H, m,
CH(Ar)), 6,65-6,59, 6,37-6,33 (1H, m, CH=CH), 6,13, 5,97 (1H, d, J=7,4 Hz, CH=CH), 5,15
(2H, dd, J=11,7, 24,1 Hz, CH,-O-Ph), 4,72-4,59 (2H, m, 2xNH-CH-C=0), 4,36-4,31 (1H, m,
NH-CH-C=0), 3,05, 2,87 (2H, dd, J=5,4, 7,9 Hz, CH-Ph), 2,95, 2,74 (3H, s, CHs-S), 1,76-
1,69 (1H, m, CH-CH>-CH), 1,63-1,36 (5H, m, CH-CH,-CH, CH-CH-CH), 0,98-0,70 (12H,
m, 4xCH3). ®C NMR (400 MHz, CDCls): smés rotamerd & 171,65, 171,35, 165,93,
155,73,147,82, 135,99, 135,01, 133,74, 132,12, 129,51, 129,39, 129,24, 129,12, 129,05,
128,83, 127,94, 127,50, 127,42, 121,63, 114,82, 71,97, 58,04, 57,10, 52,84, 48,09, 43,06,
42,63, 40,14, 36,87, 25,08, 24,69, 23,34, 23,05, 21,99, 21,51. CHN analyza: vypoc¢teno pro
Cs7H46CIN306S (696,30): C, 63,82; H, 6,66; N, 6,03; nalezeno: C, 64,51+0,27; H, 6,64+0,03;
N, 5,62+0,06, HRMS: m/z vypocteno pro Cs7HasCIN3O6S: 718,26881 [M+Na]*; nalezeno:
718,27075 [M+Na]".

2.1.5.3 Charakterizace produktu 53c
Vytézek 73 %; zluty amorf; Rf=0,43
o) ¢4 o) /d; o (ethylacetat/n-hexan 1:1, vyjeto 3x). *H NMR (400
CI\@\)J\H NJJ\H 7 //S//\ MHz, CDCl3): smés rotamera 6 8,51, 5,38, 8,27
0 © I © (1H, s, NH), 8,21-8,16, 8,06-8,05 (1H, m, NH),
B 53¢ 7,62-7,46 (6H, m, 6XxCH(Ar)), 7,38-7,36, 7,07-7,06
(1H, m, NH), 7,17-7,11, 6,94-9,89 (2H, m, 2xCH(Ar)), 6,71-6,64 (1H, m, CH=CH), 6,41-6,38
(1H, m, CH=CH), 5,30-5,15 (2H, m, CH2-O-Ph), 4,75 (1H, s, NH-CH-C=0), 4,31, 4,14 (2H,
s, 2x NH-CH-C=0), 3,26, 3,24, 2,98, 2,80 (3H, s, CHs-S), 1,80-1,18 (12H, m, 2xCH»-CH-
(CHs)2, CHp-CHp-CH2-CHs), 1,06-0,75 (15H, m, 5XCHjz). 3C NMR (400 MHz, CDCI):
smé&s rotamera & 172,38, 171,18, 165,63, 156,12, 148,00, 147,85, 134,90, 133,66, 131,88,
129,64, 129,35, 128,93, 127,08, 121,68, 114,50, 72,36, 54,54, 54,17, 47,91, 45,18, 43,70,
42,94, 42,66, 40,02, 30,95, 28,17, 24,93, 22,81, 22,44, 22,11, 21,36, 13,87. CHN analyza:
vypoéteno pro CssHagCIN3OeS (662,28): C, 61,66; H, 7,31; N, 6,34, nalezeno: C,61,39+0,07;
H,7,45+0,02; N,6,04+0,01. HRMS: m/z HRMS: m/z vypocteno proCssHsgCIN3O6S:
684,28446 [M+Na]*; Nalezeno: 684,28619 [M+Na]".

2.1.5.4 Charakterizace produktu 53d

J >~ CDCIs): smés rotamerd 6 8,43-7,99 (2H, m, 2xNH),

Bn

Vytézek 53 %; zluty amorf, Rf=0,28
o) o) frr : 1
C'\©\)\N HJJ\N P S//o (ethylacetat/n-hexan 1:1). *H NMR (500 MHz,
H I H {
0 © \O
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7,71-7,33 (7TH, m, 7xCH(Ar)), 7,11-7,00 (1H, m, NH), 6,87-6,82 (1H, m, CH(AT)), 6,62-6,58
(1H, m, CH=CH), 6,43-6,31 (1H, m, CH=CH), 5,23-5,08 (2H, m, CH»-O-Ph), 4,70 (1H, s,
NH-CH-C=0), 4,36-4,26 (2H, m, 2xNH-CH-C=0), 3,19, 2,92, 2,72 (3H, s, CH3-S), 1,91-1,12
(19H, m, 2xCH,-CH-(CHs)2, CH.-cyclohexylalanine), 0,99-0,70 (12H, m, 4xCHs). *C NMR
(100 MHz, CDCls): smés rotamera 6 172,29, 171,72, 165,50, 155,90, 147,85, 134,65, 133,75,
132,22, 129,43, 129,21, 129,07, 128,85, 127,49, 121,14, 114,33, 72,41, 54,04, 52,00, 48,03,
43,01, 42,77, 39,70, 38,37, 34,73, 33,97, 32,27, 29,86, 26,43, 26,15, 25,05, 24,98, 23,10,
22,95, 22,39, 21,95. CHN analyza: vypocteno pro Cs7Hs>CIN3OsS (702,34): C, 63,27; H,
7,46; N, 5,98; Nalezeno: C, 62,51+0,23; H, 7,95£0,01; N, 5,02+0,01. HRMS: m/z vypocteno
pro Cs7Hs2CIN3QOsS: 724,31630 [M+Na]*; Nalezeno: 724,31576 [M+Na]".

2.1.5.5 Charakterizace produktu 53e

Vytézek 57 %; prahledny amorf; Rf=0,29
(ethylacetat/n-hexan 4:1). *H NMR (400 MHz, CDCls):
o HN N/E /é smés rotamert 6 8,25 (1H, d, J=6,3 Hz, NH), 8,13-8,08
Q/% O A /S/,Ci (1H, m, NH), 7,53-7,32 (7H, m, 7xCH(Ar)), 7,07-7,00
0 e H O (1H, m, CH(A)), 6,84-6,73 (1H, m, CH=CH), 6,53-6,46
(1H, m, CH=CH), 5,20-5,11 (2H, m, CH»-O-Ph), 4,76-
4,58 (3H, m, 2xNH-CH-C=0, N-CH-C=0), 3,84-3,76 (1H, m, N-CHH), 3,52-3,48 (1H, m, N-
CHH), 2,91, 2,77 (3H, s, CH3-S), 2,32-2,31, 1,93-1,92 (2H, m, CHy), 1,57-1,47 (1H, m, CH),
1,42-1,22 (6H, m, 3xCHy), 0,98-0,94 (1H, m, CH), 0,92-0,83 (9H, m, 3xCHjz), 0,71 (3H, d,
J=6,5 Hz, CH3). *C NMR (100 MHz, CDCls): § 168,12, 165,62, 158,90, 150,45, 142,65,
129,72, 127,71, 126,90, 124,04, 123,96, 123,91, 123,88, 123,43, 121,82, 116,97, 108,90,
66,75, 55,00, 45,42, 42,72, 42,37, 37,81, 37,73, 35,64, 21,63, 20,24, 19,57, 18,13, 17,83,
16,60, 16,34. CHN analyza: vypoéteno pro CssHasCIN3OsS (646,24): C, 61,33; H, 6,86; N,
6,50; S, 4,96. Nalezeno: C, 60,29+0,15; H, 7,06£0,09; N, 5,65+0,04; S, 3,93+0,05. HRMS:

m/z vypocteno pro CasHasCIN3O6S: 668,25370 [M+K]"; Nalezeno: 668,25647 [M+K]".

Bn

2.1.5.6 Charakterizace produktu 53f

Vytézek 50 %; bily amorf, Rf=0,2

C\Qf?\N/d;HiN/d;ép (ethylacetat/n-hexan 1:1, vyjeto 3x). *H NMR (400
H § O H d >~ MHz, CDCls.d;): smés rotamera 6 8,21 (1H, s, NH),

T ~ NH 7,92 (1H, d, J = 4,2 Hz, NH), 7,63 (1H, d, J = 2,7

Hz, NH), 7,51-7,38 (7H, m, 7xCHa:), 7,09-6,88

(6H, m, 6XCHa), 6,75 (1H, dd, J = 4,0, 15,2 Hz, CH=CH), 6,59 (1H, d, J = 7,2 Hz,

53f
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NH), 6,42 (1H, dd, J = 1,6; 15,2 Hz, CH=CH), 5,11-5,02 (2H, m, O-CH>-Ar), 4,69-
4,61 (2H, m, 2xCH), 4,12-4,07 (1H, m, NH-CH-C=0), 3,43-3,38 (1H, m, CHH-Trp),
3,19-3,12 (1H, m, CHH-Ar), 2,85 (3H, s, CHz-S), 1,51-1,35 (4H, m, 2xCHy), 1,17-
1,05 (2H, m, 2xCH), 0,93 (6H, dd, J = 6,8, 16 Hz, CH-(CHs)»), 0,63 (6H, dd, J = 6,0,
25,2 Hz, CH-(CHs)2). *C NMR (400 MHz, CDCls): smés rotamert & 171,89, 171,33,
165,19, 155,81, 147,66, 136,14, 134,60, 133,36, 131,78, 129,71, 129,40, 129,31, 128,86,
127,35, 126,99, 123,39, 122,55, 122,28, 121,13, 119,82, 117,85, 114,12, 111,55, 109,45,
72,15, 54,59, 54,27, 48,20, 42,88, 42,38, 39,81, 26,44, 24,92, 24,63, 23,21, 23,06, 22,02,
21,36. CHN analyza: vypocteno pro C3gHs7CIN4OsS (735,33): C, 63,70; H, 6,44; N, 7,62; S,
4,36. Nalezeno: C, 63,70+0,1; H, 6,50+0,02; N, 7,46+0,03; S, 4,0440,14. HRMS: m/z
vypocteno pro CsgHa7CIN4OsS: 757,28025 [M+Na]*; Nalezeno: 757,28143 [M+Na]".

2.1.5.7 Charakterizace produktu 53g

Vytézek 28 %; lehce Zluty amorf; Rf= 0,35

CI\©\)?\N /d(\“ iN /(2 o (ethylacetat/n-hexan 1:1, vyjeto 2x). *H NMR (400

. H g = H &> MHz, CD,Clp): smés rotamert & 8,45-8,09 (2H, m,

i h 2xNH), 7,62-7,49 (6H, m, 6xCH(Ar)), 7,35-7,16

539 (6H, m, 6xCH(AN), 7,10 (1H, d, J=8,5 Hz, NH),

6,91-6,86 (1H, m, CH(Ar)), 6,67-6,25 (2H, m, CH=CH), 5,26-5,16 (2H, m, CH,-O-Ph), 5,00-

4,91 (1H, m, NH-CH-C=0), 4,26-4,11 (2H, m, 2xNH-CH-C=0), 3,09-2,92 (2H, m, CH-Ph),

2,88, 2,59 (3H, s, S-CHa), 1,79-1,14 (6H, m, 2xCH,-CH-(CHs)2), 1,00-0,75 (12H, m, 4xCHs).

13C NMR (400 MHz, CD.Cly): smés rotamert & 172,39, 171,47, 165,68, 156,12, 146,29,

137,00, 134,93, 133,66, 131,93, 130,48, 129,61, 129,34, 129,23, 129,06, 128,86, 128,64,

127,10, 126,96, 121,75, 114,55, 72,36, 54,42, 52,68, 50,50, 47,95, 42,89, 40,04, 39,96, 29,86,

25,12, 24,94, 22,95, 22,79, 21,39, 21,31. CHN analyza: vypocteno pro Cs7HasCIN306S

(696,30): C, 63,82; H, 6,66; N, 6,03; nalezeno: C, 63,24; H, 7,01+0,16; N, 4,91+0,08.

HRMS: m/z vypocteno pro CazrHasCIN3OsS: 696,28686 [M+H]"; nalezeno: 696,28845
[M+H]".

2.1.5.8 Charakterizace produktu 53h

Vytezek 23 %; lehce zluty amorf; Rf = 0,22
(ethylacetat/n-hexan 1:1). 'H NMR (500 MHz,

(@] (@]
H o)
cl N/d;\l:JJ\N 7 //S//\ CD-Cl,): smés rotameru & 8,39-8,28 (1H, m, NH),
o H o W/H O
Bn

8,13-8,02 (1H, m, NH), 7,58-7,47 (5H, m,
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5xCH(Ar)), 7,39, 7,03 (1H, d, J=8 Hz, CH(Ar)), 7,16 (1H, dd, J=9, 25,5 Hz, CH(Ar)), 6,87,
6,68 (1H, dd, J=4, 15 Hz, CH=CH), 6,63, 6,37 (1H, d, J=15, NH), 6,47, 6,24 (1H, m,
CH=CH), 5,36, 5,23 (2H, d, J=5,5 Hz, CH»-O-Ph), 5,25-5,16 (1H, m, NH-CH-CH=CH),
4,33-4,29 (1H, m, NH-CH-C=0), 4,25-4,21 (1H, m, NH-CH-C=0), 4,15-4,11 (1H, m, NH-
CH-C=0), 2,93, 2,64 (3H, s, CHs-S), 1,88-1,58 (5H, m), 1,54-1,41 (6H, m), 1,23-1,15 (1H,
m), 1,01-0,89 (9H, m, (CHa3)2, CHs-CH>), 0,83-0,75 (6H, m, (CHa)z). *C NMR (400 MHz,
CD2Cl,): smés rotamerd 6 172,36, 171,56, 165,12, 156,10, 147,50, 134,89, 133,64, 131,90,
129,65, 129,33, 128,93, 127,07, 121,65, 114,44, 72,33, 54,54, 53,13, 52,54, 49,70, 42,95,
40,04, 39,45, 33,59, 28,31, 25,28, 24,93, 23,09, 22,80, 22,53, 22,17, 21,35, 13,89. CHN
analyza: vypocteno pro CssHagCIN3OsS (662,28): C, 61,66; H, 7,31; N, 6,34; nalezeno: C,
62,07+0,24; H, 7,23+0,03; N, 6,17+0,12. HRMS: m/z vypodteno  pro
C34H4gCIN306S: 662,30251 [M+H]"; nalezeno: 662,30365 [M+H]".

2.1.5.9 Charakterizace produktu 53i
Vytézek 44 %; bily amorf; Rf=0,25
o ¢4 o 5 (ethylacetat/n-hexan 1:1). 'H NMR (500 MHz,
C'\©\)J\N N;JJ\N = //5”\ CDCl3): smés rotamera 6 8,49-8,23 (1H, m, NH),
0 "o W/H ° 8,12-799 (1H, m, NH), 7,57-7,04 (8H, m,
Bn £ai 8xCH(Ar)), 6,88-6,24 (2H, m, CH=CH), 5,25-5,09
(2H, m, CH,-O-Ph), 4,74-4,69 (1H, m, NH), 4,34-4,33 (1H, m, NH-CH-C=0), 4,26-4,09 (1H,
m, NH-CH-C=0), 2,93, 2,75 (3H, s, CHz-S), 1,89-1,14 (19H, m, 2xCH>-CH-(CHz3),, CH,-
cyklohexan), 0,99-0,86 (6H, m, 2xCHs), 0,78-0,71 (6H, m, 2xCHs). 3C NMR (400 MHz,
CDClz): smés rotamera & 172,42, 171,97, 165,65, 155,94, 147,99, 134,66, 133,82, 132,24,
129,47, 129,27, 129,14, 128,87, 127,54, 121,56, 114,31, 72,39, 54,29, 52,74, 47,43, 43,08,
41,3, 40,38, 39,84, 34,42, 33,68, 32,63, 26,59, 26,36, 26,21, 25,43, 25,04, 23,36, 22,49, 21,64,
1,26. CHN analyza: vypocteno pro Cs7Hs2CIN3OeS (702,34): C, 63,27; H, 7,46; N, 5,98;
nalezeno: C, 63,15+0,06; H, 7,65%+0,01; N, 5,64+0,02. HRMS: m/z vypoéteno pro
Cs7Hs52CIN306S: 724,31576 [M+Na]*; nalezeno: 724,31775 [M+Na]".

2.1.5.10 Charakterizace produktu 53j

0 Vytezek 10 %; lehce zluty amorf; Rf=0,34

o] N MIS/\ (ethylacetat/n-hexan 1:1, wvyjeto 3x). H NMR
CI\OfLH Nivgo (400 MHz, CD:Cl,): smés rotamert & 8,15-8,08 (2H,
o © Y m, 2xNH), 7,58-7,45 (6H, m, 6XCH(AN)), 7,11-7,08

o s (1H, m, CH(AN)), 6,79-6,70 (1H, m, CH(Ar)), 6,34-
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6,06 (2H, m, CH=CH), 5,37-5,31 (1H, m, N-CH), 5,23-5,16 (2H, m, CH2-O-Ph), 4,75-7,69
(1H, m, NH-CH-C=0), 4,50-4,43 (1H, m, NH-CH-C=0), 3,87-3,82, 3,57-3,46 (2H, m, N-
CHy), 3,14-3,07 (3H, m, CHs-S), 2,36-1,13 (10H, m, 2xCH,-CH-(CHs)2, N-CH,-CH,-CH,-
CH), 0,95-0,89 (6H, m, 2xCHjs), 0,82-0,75 (6H, m, 2xCH3). *C NMR (100 MHz, CD.Cly):
sm¢s rotamertt o6 171,58, 163,98, 155,74, 148,31, 146,21, 135,26, 132,77, 131,96, 131,07,
129,17, 128,90, 128,56, 126,82, 122,79, 114,40, 72,02, 54,85, 52,56, 49,29, 47,55, 47,24,
43,13, 42,32, 40,43, 31,72, 25,28, 24,87, 23,22, 22,86, 21,89, 21,57. CHN analyza:
vypoéteno pro CssHasCIN3O6S (646,24): C, 61,33; H, 6,86; N, 6,50; nalezeno: C, 61,06+0,05;
H, 6,96+0,02; N, 5,94+0,08. HRMS: m/z vypoéteno pro Cs3HasCIN3OsS: 668,25316
[M+Na]*; nalezeno: 668,35476 [M+Na]".

2.1.5.11 Charakterizace produktu 53k
Vytézek 34 %; lehce zluty amorf; Rf=0,42
(1:1 ethylacetat/n-hexan, vyjeto 4x). 'H NMR
y o) Qi P (400 MHz, CDCIl3): smés rotamerti & 8,45 (1H, s,
ﬁ” 7 W7 S NH), 819811 (2H, m, 2xNH), 7.547.25 (8H, m.
Q Y 8XCH(Ar)), 7,16-6,94 (6H, m, 5XCH(Ar)), NH),
Bn
53k 6,47 (1H, d, J=15,1 Hz, CH=CH), 6,33-6,30 (1H, m,
CH=CH), 5,21-5,05 (3H, m, CH»-O-Ph, NH-CH-C=0), 4,28-4,24 (2H, m, 2xNH-CH-C=0),
3,15-3,04 (2H, m, CHo-Trp), 2,74-2,57 (3H, m, CHs-S), 1,60-1,05 (6H, m, 2xCH,-CH-
(CHa)2), 0,85-0,63 (12H, m, 4xCHs). 3C NMR (100 MHz, CDCls): smés rotamerti & 172,54,
171,67, 165,42, 155,89, 146,84, 136,35, 134,71, 133,67, 132,24, 129,96, 129,67, 129,42,
128,76, 127,71, 127,47, 123,41, 122,24, 121,72, 119,59, 118,76, 114,27, 111,64, 110,31,
72,28, 53,81, 52,34, 50,29, 42,74, 39,93, 39,78, 30,06, 25,16, 24,99, 23,26, 23,03, 21,63,
21,56. CHN analyza: Vypocteno pro CagHa7CIN4OgS (735,33): C, 63,70; H, 6,44; N, 7,62.
Nalezeno: C, 64,49+0,01; H, 6,81+0,02; N, 6,46+0,05. HRMS: m/z vypoéteno pro
CsgH47CIN4O6S: 757,27970 [M+Na]*; nalezeno: 757,28009 [M+Na]".

2.1.5.12 Charakterizace produktu 53l
NH Vytezek 56 %; lehce zluty amorf; R = 0,466
>~
o o 1:1 ethylacetat/n-hexan, vyjeto 4x). ‘H NMR
CIW@\A PN Ji; o (1 ethy Yjeto 4x)
N "N S
H O el H O/
(I) Y

~_ NH

(400 MHz, CDCl3): smés rotamera 6 8,51-8,45 (2H,
m, 2xNH), 8,05 (1H, d, J=2,4 Hz, NH), 7,56 (1H, d,
53| J=7,6 Hz, NH), 7,40-7,27 (7H, m, 7XCH(Ar)), 7,17-

Bn
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7,06 (2H, m, 2xCH(Ar)), 7,01-6,94 (1H, m, CH(Ar)), 6,82-6,77 (2H, m, 2xCH(Ar)), 6,61-
6,52 (2H, m, CH(Ar), CH=CH), 6,32 (1H, d, J=6,7 Hz, CH=CH), 5,05-4,97 (2H, m, CH-O-
Ph), 4,82-4,77 (1H, m, NH-CH-CH=CH), 4,66-4,59 (1H, m, NH-CH-C=0), 4,33-4,28 (1H,
m, NH-CH-C=0), 3,23-3,17 (1H, m, CHH-indol), 3,08-3,02 (1H, m, CHH-indol), 2,95 (s, 3H,
CH3-S), 1,70-1,63 (1H, m, CH>-CH), 1,54-1,21 (5H, m, CH,-CH, CH>-CH), 0,89-0,83 (9H,
m, 3XxCHa), 0,79-0,75 (3H, m, CHa). 13C NMR (100 MHz, CDCIl3): smés rotamert 6 171,94,
171,77, 165,64, 155,66, 184,03, 136,34, 135,09, 133,53, 132,01, 129,29, 129,27, 128,99,
127,87, 127,26, 127,15, 123,67, 122,58, 121,93, 120,04, 118,65, 114,77, 111,76, 109,71,
71,76, 55,79, 51,91, 47,94, 43,00, 42,41, 40,30, 26,98, 25,04, 23,24, 22,97, 21,84, 21,50.
CHN analyza: Vypocteno pro CazoHa7CINsOeS (735,33): C, 63,70; H, 6,44; N, 7,62.
Nalezeno: C, 63,29+0,02; H, 6,49+0,03; N, 7,47+0,09. HRMS: m/z vypocteno pro
CsgHa7CIN4O6S: 757,27970 [M+Na]*; nalezeno: 757,28180 [M+Na]".

2.1.5.13 Charakterizace produktu 53m
Vytézek 14 %; lehce Zluty amorf;

Rf=0,303 (2:1 ethylacetat/n-hexan, vyjeto 2x). H
° ~ NHO ~ "1 NMR (500 MHz, DMSO): smés rotamert & 10,91
CI\©\)kN N A A S‘i (1H, s, NH), 10,76 (1H, s, NH), 8,46 (1H, d, J=7,0
0 e W/H O " Hz, NH), 8,34 (2H, t, J=7,1 Hz, 2xNH), 7,72 (1H, d,
Bn J=2,7 Hz, CH(AN)), 7,62 (1H, d, J=7,9 Hz, CH(A)),
>3m 7,52 (1H, d, J=7,9 Hz, CH(AN)), 7,45 (1H, q, J=3,8
Hz, CH(AN)), 7,34 (1H, d, J=8,0 Hz, CH(A)), 7,29-7,25 (7H, m, 7xCH(AT)), 7,18-7,15 (2H,
m, 2xCH(AT)), 7,08-7,05 (1H, m, CH(A)), 7,03-6,97 (2H, m, 2xCH(Ar)), 6,91-6,88 (1H, m,
CH(Ar)), 6,86-6,85 (LH, m, CH=CH), 6,81-6,76 (1H, m, CH=CH), 5,16 (2H, s, CH,-O-Ph),
4,82-4,78 (2H, m, 2xNH-CH-C=0), 4,29-4,25 (1H, m, NH-CH-CH=CH), 3,21-3,17 (1H, m,
CHH-indol), 3,12-3,06 (1H, m, CHH-indol), 2,94-2,88 (2H, m, CHa-indol), 2,77 (3H, s, CHa-
S), 1,37-1,26 (3H, m, CH,-CH), 0,81 (3H, d, J=5,9 Hz, CHa), 0,75 (3H, d, J=6,0 Hz, CHa).
13C NMR (100 MHz, DMSO): smés rotamerti & 172,05, 171,68, 163,50, 155,20 146,60,
136,60, 136,48, 136,27, 132,44, 130,51, 130,34, 128,99, 128,61, 128,10, 127,74, 127,56,
125,25, 124,39, 124,17, 124,12, 121,36, 118,86, 118,80, 118,70, 116,40, 111,81, 111,73,
110,34, 109,82, 70,69, 54,32, 51,99, 50,66, 42,43, 29,56, 28,18, 24,43, 23,19, 22,25. CHN
analyza: Vypocteno pro CasHssCINsOsS (808,38): C, 65,37; H, 5,74; N, 8,66. Nalezeno: C,
64,9320,12; H, 6,0240,02; N, 8,53+0,07. HRMS: m/z vypoiteno pro CasHasCINsOeS:
830,25398 [M+K]"; nalezeno: 830,27710 [M+K]".
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2.1.5.14 Charakterizace produktu 53n
Vytézek 55 %; lehce zluty amorf; Rf=0,2
(40:5 DCM/aceton, vyjeto 2x, vizualizace
o] gwo = N: kyselinou  fosfomolybdenovou). H NMR
C'@fﬁ I N%” 7 Cg,s”\ (400 MHz, CDCl): smés rotamert 8 8.62 — 8.01
o Z NH (5H, m, 5xNH), 7.61 — 6.70 (21H, m, NH,
53n 20xCH(Ar)), 6,88-6,85 (1H, m, CH=CH), 6,81-6,4
(1H, m, CH=CH), 6.49 (2H, dd, J = 23.4, 9.5 Hz,
2xCH(AT)), 6.35 (1H, dt, J = 13.4, 6.0 Hz, CH(Ar)), 4.94 — 4.72 (3H, m, NH-CH-CH=0,
CH»2-O-Ph), 4.71 — 4.52 (2H, m, 2xNH-CH-C=0), 3.28 — 2.71 (9H, m, 3xCHz-indol, CH3-S).
13C NMR (400 MHz, CDCls): smés rotamerd & 171,51, 171,25, 171,03, 170,84, 170,50,
164,21, 155,41, 140,22, 139,15 136,09, 136,02, 135,39, 132,62, 131,53, 128,87, 128,63,
127,86, 127,65, 127,59, 127,33, 127,29, 126,42, 123,52, 122,01, 121,67, 119,43, 119,25
119,16, 118,76, 118,38, 114,63, 111,34, 111,02, 110,07, 109,68, 71,27, 61,53, 60,30, 59,24,
55,72, 54,84, 53,78, 53,42, 50,18, 49,89. CHN analyza: Vypocteno pro CagHasCINsOsS
(881,43): C, 66,77; H, 5,15; N, 9,53. Nalezeno: C, 63,65+0,01; H, 6,07+0,01; N, 7,45+0,05.
HRMS: m/z vypocteno pro CagHssCINgOsS: 903,27020 [M+Na]"; nalezeno: 903,27234

[M+Na]".

Bn
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2.1.6 Obecnd piiprava monopeptidického Boc-weinreb amidu (45)

O Rs H;* Cl HOBt, EDC*HCI O Rs |
e It Ny > <A AN
0~ "N~ “COOH
H H o)

DIPEA

43a,g-k 44 DCM, rt, 18 hod. 45a,g-k

Do banky byla predloZena kyselina (43a,g-K) (1 mmol), kterd byla rozpusténa v DCM
(40 ml). Poté byl nadavkovan HOBt (1,1 mmol) a EDC*HCI (1,2 mmol) a reakéni smés byla
michana 1 hodinu. Poté byl ptidan N,O-dimethylhydroxylamin hydrochlorid (44) a DIPEA
(1,2 mmol) a reakéni smés se nechala michat 18 hodin. Nésledné bylo odpaieno rozpoustédlo
pomoci RVO a zbytek v baiice se rozpustil v EtOAc. Nasledné byly provedeny extrakce
nasycenym roztokem NaHCOsz (3x), 5% kyselinou citronovou (3x) a solankou (1x).
Organicka faze se vysusila bezvodym Na>SOs, ktery se nasledné odfiltroval a produkt (45-

a,0-k) se izoloval sloupcovou chromatografii.

2.1.6.1 Charakterizace produktu 45a

Komeréné dostupna latka.

LT |
OJ\N N. -~
H
45a-f,|

2.1.6.2 Charakterizace produktu 45g

Komercéné dostupna latka.

@)

Py '
O)J\H N. -

(@]
45¢g

2.1.6.3 Charakterizace produktu 45h
Vytezek 45 %; &iry olej; Rf=0,488 (1:1 ethylacetat/n-hexan). H

o | NMR (500 MHz, CDCls): 5 5,16 (1H, d, J = 8,2 Hz, NH), 4,65 (1H,
><O)LN N.o~ d,J=3.2Hz, NH-CH-C=0), 3,77 (3H, s, CHz-0), 3,20 (3H, s, CHy-
45: 0o N), 1,60 (2H, m, CH,), 1,44 (9H, d, J = 13,4 Hz, (CHa)s), 1,39 —

1,24 (4H, m, CHx-CH,), 0,88 (3H, t, J = 6,7 Hz, CHs-CHy).
13C NMR (100 MHz, CDCls): § 174,13, 156,29, 80,13, 62,30, 51,00, 33,30, 32,73,
29,05, 28,16, 23,05, 14,58. CHN analyza: Vypocteno pro CisHzsN204 (274,36): C,
56,91: H, 9,55; N, 10,21. Nalezeno: C, 57,47+0,09; H, 9,7320,02; N, 10,24:0,01.
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HRMS: m/z vypoéteno pro CizHzsN20a: 313,15242 [M+K]*; nalezeno: 313,21283
[M+K]".

2.1.6.4 Charakterizace produktu 45i

Vytézek 40 %,; ciry olej; Rf=0,444 (1:1 ethylacetat/n-
o hexan, vizualizace kyselinou fosfomolybdenovou). *H NMR (500
J(O)LN ,L\O/ MHz, CDCls): & 5,05 (1H, d, J = 8,8 Hz, NH), 4,74 (1H, s, NH-CH-
H o5 C=0), 3,77 (3H, s, CH3-0), 3,18 (3H, s, CHs-N), 1,89 (1H, d, J =
12,6 Hz, CH-cyklohexyl), 1,75 — 1,56 (4H, m, CHz, CH»-CH-NH),
1,53 — 1,32 (12H, m, (CHs)s, CH2, CHH), 1,29 — 1,08 (3H, m, CHH, CH_), 0,99 — 0,83 (2H,
m, CHy), **C NMR (100 MHz, CDCls): § 155,84, 79,62, 61,76, 48,50, 40,65, 34,20, 34,14,
32,37, 28,51, 26,64, 26,43, 26,21. CHN analyza: Vypoc¢teno pro CisHzoN204 (314,42): C,
61,12; H, 9,62; N, 8,91. Nalezeno: C, 61,98+0,01; H, 9,74+0,04; N, 8,78+0,01. HRMS: m/z

vypoéteno pro CieHzoN204: 337,20978 [M+Na]*; nalezeno: 337,21039 [M+Na]".

45i

2.1.6.5 Charakterizace produktu 45j
Vytézek 60 %; &iry olej; Re=0,3 (1:1 ethylacetat/n-hexan). *H
><O\H/N(S) \  NMR (500 MHz, CDClz3): 6 4,71 — 4,55 (1H, m, N-CH-C=0), 3,73 (3H,
O /N s, CHz-0), 3,59 — 3,50 (1H, m, CHH), 3,48 — 3,35 (1H, m, CHH), 3,17
45 (3H, s, CH3-N), 2,23 — 2,09 (1H, m, CHH), 2,03 — 1,77 (3H, m, CH,
CHH), 1,41 (9H, d, J = 22,4 Hz, (CH3)3). CHN analyza: Vypocteno pro Ci2H22N204
(258,31): C, 55,80; H, 8,58; N, 10,84. Nalezeno: C, 55,65+0,15; H, 8,78+0,01; N, 10,73+0,02.
HRMS: m/z vypoéteno pro Ci2H2oN20s: 298,10835 [M+Na]*; nalezeno: 298,10895

[M+Na]".

2.1.6.6 Charakterizace produktu 45k-n
Vytézek 45 %; bild amorfni latka; Rf= 0,272 (1:1 ethylacetat/n-
hexan). *H NMR (400 MHz, CDCls): § 8,41 (1H, s, NH), 7,60 (1H,

M4 3= 7.7 Hz, CH(AN), 7.33 (1H, d, J = 8,0 Hz, CH(AN), 7,21 —

)(O)OLN 'L‘o/ 7,00 (2H, m, 2xCH(Ar)), 7,01 (LH, s, CH(AN)), 5,29 (1H, d, J = 7,8
Ho L Hz, NH), 5,03 (1H, s, NH-CH-C=0), 3,64 (3H, s, CH3-0), 3,29 —

45k-n 3,10 (5H, m, CHs-N, CHo-indol), 1,42 (9H, s, (CHa3)s). CHN

analyza: Vypocteno pro CisHasN3Os (374,41): C, 62,23; H, 7,25; N, 12,10.
Nalezeno: C, 62,37+0,13; H, 7,35+0,01; N, 11,61+0,02. HRMS: m/z vypoéteno pro
Ci1sH25N304: 298,10835 [M+Na]*; nalezeno: 298,10895 [M+Na]".
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2.1.7 Obecnd piiprava odchranéného monopeptidického weinreb amidu (46)

)(j\ Rs | TFA Rs |
N\ e > N_ -
0o ﬂ/Hf 0o DCM, rt, 1 hod. HzN/kff o
o] 2M NaOH o]
45a,9-k 46a,9-k
(30-99 %)

Do bariky byl ptedlozen Boc-WA (45a,9-K) (1 ekv), ktery byl rozpustén v DCM. Déle
bylo postupné prikapano TFA (20 ekv) a reakéni smés se nechala michat 1 hodinu. Po této
dob¢ byl prabéh reakce zkontrolovan pomoci TLC. Po vymizeni vychozi latky se
rozpoustédlo zahustilo pomoci RVO (za pouziti vodni vyvévy z divodu pouziti agresivnich
rozpoustédel). Zbytek v barice se jesté 3x promyl DCM. Nasledné byl rozpustén v malém
mnozstvi DCM a zneutralizovan na pH=7 pomoci 2M roztoku NaOH. Poté byly provedeny
extrakce nasycenym roztokem NaHCOs a vodou. Organicka faze byla vysusena bezvodym
Na.SOs. Produkt (46a,9-k) se neizoloval ani necharakterizoval a rovnou se s nim pfistoupilo
do dalsi reakce.

2.1.8 Obecnd piiprava tripeptidického weinreb amidu (54)
Ry |

o R o R O Ry
s “Hel Cl N 0
cl\©\)kN/H(N\/COOH . HzN/'\H/N‘O/ HOBt, EDC*HCI H/H( ; H)\f
H : > :
o (0] R2 o (6] R2 /N\o/
B

o] DCM, rt, 18 hod.
| |
n  42adln 46a,g9-k Bn  54a-n (40-90%)

Do banky bylo piedlozena kyselina (42a-f,1,n) (1 ekv), ktera byla rozpusténa v DCM.
Nasledné byl naddvkovan HOBt*H,O (1,1 ekv) a EDC*HCI (0,95 ekv). RS se nechala michat
asi hodinu, ¢imz doslo k aktivaci kyseliny. Nasledn¢ se nadavkoval roztok weinrebamidu
(46a,9-k) (1 ekv) v DCM. Reakéni smés se nechala michat 18 hodin, kdy po této dobé doslo
k vymizeni vychozi latky. DCM se odpatil na RVO a zbytek v barice se rozpustil v EtOAc.
Nasledn¢ byly provedeny extrakce nasycenym roztokem NaHCOs; (3x), 5% kyselinou
citronovou (3x) a solankou (1x). Organicka faze se vysuSila bezvodym Na>SOs, ktery se

nasledné odfiltroval a produkt (54a-n) se izoloval sloupcovou chromatografii.

2.1.8.1 Charakterizace produktu 54a
Vytézek 95 %; zluty amorf; Rf=0,232 (1:1

0 0 : 1 .
thylacetat/n-h . "H NMR (400 MHz, CDCIs):
o NQJLN o ethylacetat/n-hexan) ( z 3)
H W smes rotamert 6 8.32 — 8.17 (2H, m, 2xNH), 7.59 —

o ° No~

k@ 54a 80



7.38 (7H, m, 7xCH(Ar)), 7.12 — 7,05 (1H, m, CH(Ar)), 6.77 (1H, dd, J = 45.5, 8.4 Hz, NH),
5.28 — 5.15 (2H, m m, CH,-O-Ph), 5.07 (1H, d, J = 7.0 Hz, NH-CH-C=0), 4.62 — 4.53 (1H,
m, NH-CH-C=0), 4.45 (1H, dd, J = 10.9, 6.0 Hz, NH-CH-C=0), 3.89, 3.84 (3H, s, CH3-0),
3.25, 3.03 (3H, s, CHs-N), 1.80 — 1.18 (9H, m, 3xCH-CH), 1.03 — 0.76 (18H, m, (CH3)e).
13C NMR (100 MHz, CDCls): smés rotamert & 172.04, 171.83, 164.48, 155.64, 134.92,
132.98, 132.34, 129.29, 128.55, 127.21, 122.50, 114.18, 72.09, 61.79, 52.47, 52.03, 47.85,
41.84, 40.82, 40.00, 24.92, 24.87, 24.85, 24.83, 23.49, 23.17, 22.99, 22.03, 21.79. CHN
analyza: Vypocteno pro CasHaeCIN4Os (645,23): C, 63,29; H, 7,65; N, 8,68. Nalezeno: C,
60,00+0,06; H, 8,25+0,01; N, 6,92+0,04. HRMS: m/z vypocteno pro CazsHagCIN4Oe:
645,34134 [M+H]"; nalezeno: 645,34113 [M+H]".

2.1.8.2 Charakterizace produktu 54b
Vytézek 93 %; nazloutly amorf; Re= 0,17 (1:1

ethylacetat/n-hexan). *H NMR (400 MHz, CDCls): §
CI@\)‘iN HiN o 832 (IH, d, =70 Hz, NH), 8,12 (1H, d, J=28 Hz,
. H &5 i H N NH), 7,38 (6H, m, 6xCH(Ar)), 7,17 (3H, m,
3XCH(Ar)), 6,99 (2H, m, 2xCH(Ar)), 6,90 (1H, d,
© 54b J=8,9 Hz, CH(Ar)), 6,65 (1H, d, J=8 Hz, CH(Ar)), 6,56
(1H, d, J=8,7 Hz, NH), 5,12 (2H, dd, J=11,6; 30,5 Hz, CH2-O-Ph), 5,0 (1H, m, NH-CH-C=0),
4,81 (1H, m, NH-CH-C=0), 4,41 (1H, m, NH-CH-C=0), 3,78 (3H, s, CHs-0), 3,19 (3H, s,
CHs-0), 3,10 (1H, dd, J=5,6; 14,1 Hz, CHH-Ph), 2,84 (1H, m, CHH-Ph), 1,62 (2H, m,
2XCH), 1,52 (4H, m, 2xCHy), 0,93 (6H, dd, J=6,4; 9,9 Hz, (CHs)), 0,84 (6H, dd, J=2,88; 6,3
Hz, (CHs)z). 3C NMR (100,6 MHz, CDCI®): & 171,63, 171,04, 164,54, 155,48, 136,85,
136,30, 135,23, 132,95, 132,28, 129,26, 129,13, 128,73, 127,89, 127,14, 127,00, 122,46,
114,53, 71,74, 55,32, 52,13, 47,92, 41,87, 41,19, 37,08, 30,51, 24,97, 24,84, 23,50, 23,16,
22,04, 21,87, 1,53, 0,18. CHN analyza: Vypodteno pro Ca7HazCIN4Os (679,32): C, 65,42; H,
6,97; N, 8,25. Nalezeno: C, 66,10£0,26; H, 7,2940,02; N, 6,92+0,01. HRMS: m/z vypocteno
pro C37H47CIN4Os: 701,30763 [M+Na]*; nalezeno: 701,30811 [M+Na]".

2.1.8.3 Charakterizace produktu 54c
Vytézek 73 %; bila krystalicka latka;

0 o] _ : ctr 1
. N/d‘/\HJJ\N o Rf=0,272 (1:1 ethylacetat/n-hexan). *"H NMR (400
H § i H | _ MHz, CDCls): 6 8,25 (1H, m, NH), 8,15 (1H, m, NH),
o -0
I 7,50-7,38 (7H, m, 7XCHar), 7,05 (1H, m, CHar), 6,75
k@ 54c (1H, m, NH), 5,15 (2H, m, Ar-CH>-0), 4,95 (1H, m,
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CH), 4,5-4,31 (2H, m, 2xCH), 3,75 (3H, s, CHs3-0), 3,13 (3H, s, CH3-N), 1,87 (1H, m, CH),
1,67-1,14 (11H, m, 5xCH>, CH), 0,90-0,84 (9H, m, 3xCHa), 0,79 (3H, d, J = 6,4 Hz, CH3),
0,70 (3H, d, J = 6,8 Hz, CHs). 3C NMR (100,6 MHz, CDCls): & 171,90, 171,59, 164,60,
155,82, 136,85, 135,01, 132,95, 132,37, 129,28, 128,72, 128,57, 127,07, 122,44, 114,19,
72,12, 61,70, 53,28, 52,78, 47,88, 41,59, 40,02, 32,31, 31,90, 27,73, 24,88, 24,83, 23,40,
22,94, 22,51, 22,02, 21,79, 14,09. CHN analyza: Vypodteno pro CssHasCIN4Os (645.23): C,
63.29; H, 7.65; N, 8.68. Nalezeno: C, 63.51+0.36; H, 7.77+0.02; N, 8.32+0.09. HRMS: m/z
vypocéteno pro CszaHagCIN4Os: 667,32328 [M+Na]*; nalezeno: 667,32501 [M+Na]".

2.1.8.4 Charakterizace produktu 54d
Vytézek 24 %; nazloutly amorf; Rf=0.377

o Q Qi . (ethylacetat/n-hexan 2:3, vyjeto 4x). 'H NMR
ﬁu 77 W T (500 MHz, CDCIL): 5 831-824 (1H, m, NH), 8,21-
0 b 70" 8,15 (1H, m, NH), 7,52-7,41 (6H, m, 6xCH(AF)), 7,06-

K@ o 7,02 (1H, m, CH(AR), 6,81-6,79 (1H, m, CH(Ar)),
5,22-5,12 (2H, m, CH,-O-Ph), 4,97-4,96 (1H, m, NH),

4,55-4,44 (2H, m, 2xNH-CH-C=0), 3,88-3,77 (3H, m, CH3-0), 3,20-2,99 (3H, m, CHs-N),
1,82-1,50 (10H, m, CHp-CHp-CHp-CHp-CHy), 1,46-1,37 (2H, m, CH-CH,-CH), 1,29-1,26
(1H, m, CH-CH,-CH), 1,23-1,12 (4H, m, 2xCH-CH,-CH), 0,99-0,90 (3H, m, CH-CH,-CH,
CH-CH,-CH), 0,89-0,74 (12H, m, 4xCHjz). 3C NMR (100,6 MHz, CDCl): & 171,92, 164,64,
155,86, 135,00, 133,01, 132,43, 129,29, 128,75, 128,59, 127,08, 122,36, 114,18, 72,17, 61,72,
52,93, 52,25, 51,20, 47,87, 41,85, 41,51, 39,97, 39,32, 34,31, 34,11, 34,02, 32,39, 26,58,
26,23, 24,88, 23,41, 22,82, 22,20, 21,81. CHN analyza: Vypoéteno pro CassHssCIN4Og
(685,29): C, 64,85; H, 7,80; N, 8,18. Nalezeno: C, 64,44+0,32; H, 7,82+0,10; N, 8,330,14.

HRMS: m/z vypocteno pro Cs7Hs3sCIN4Og: 707,35513 [M+Na]*; nalezeno: 707,35458
[M+Na]*.

2.1.8.5 Charakterizace produktu 54e
Vytézek 76 %; nazloutly amorf; Rf= 0,360
o] L\; (3:1 ethylacetat/n-hexan, vyjeto 3x). 'H NMR
Clﬁ” I Q Q}\J\O/ (400 MHz, CDCls): smés rotameru 6 8,35 — 8,20 (1H,
o N m, NH), 8,17 — 8,09 (1H,m, NH), 7,51 (2H,d, J=7,1
k@ 544 Hz, 2xCH(A)), 7,47 — 7,34 (4H, m, 4xCH(Ar)), 7,10

(1H, d, J = 8,4 Hz, CH(AN), 7,00 (1H, d, J = 8,8 Hz,
CH(AN), 5,25 — 5,07 (2H, m, CH,-O-Ph), 4,97 (1H, d, J = 6,5 Hz, NH-CH-C=0), 4,87 (1H,
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dd, J=14,4, 7,6 Hz, NH-CH-C=0), 4,58 (1H, dd, J = 8,0, 2,2 Hz, N-CH), 3,92 — 3,76 (4H, m,
CH3-0, CHH-N), 3,63 — 3,53 (1H, m, CHH-N), 3,20, 3,09 (3H, s, CHs-N), 2,34 — 2,25 (1H,
m, CHH), 2,20 — 2,08 (1H, m, CHH), 2,08 — 1,98 (1H, m, CHH), 1,96 — 1,85 (1H, m, CHH),
1,67 — 1,55 (1H, m, CH), 1,54 — 1,40 (3H, m, CH, CHy), 1,38 — 1,30 (2H, m, CH), 0,98 —
0,80 (9H, m, 3xCHa), 0,74 (3H, d, J = 6,5 Hz, CH3).*C NMR (100 MHz, CDCls): smés
rotamera 6 172,64, 171,18, 164,03, 155,68, 129,15, 129,05, 128,91, 128,57, 126,99, 122,90,
114,27, 71,97, 61,73, 59,88, 49,87, 47,92, 47,46, 41,67, 41,51, 32,33, 31,51, 29,88, 27,35,
25,39, 24,83, 23,62, 23,47, 21,81, 21,74. CHN analyza: Vypoc¢teno pro CszsHasCIN4Os
(629,18): C, 62,99; H, 7,21; N, 8,90. Nalezeno: C, 63,50+0,36; H, 7,57+0,09; N, 8,29+0,01.
HRMS:m/z vypoéteno pro CssHasCINsOs:  146,11756 [M+H]*; nalezeno: 146,11762
[M+H]".

2.1.8.6 Charakterizace produktu 54f

Vytézek 53 %; nazloutly amorf; Rf= 0,404
Ji(\ (3:1 ethylacetat/n-hexan). *HNMR (500 MHz,
ﬁ CDCl3): 5 8,06 (1H, d, J = 3 Hz, NH), 8,01 (1H, d, J =
o7 6,5 Hz, NH), 7,64 (1H, d, J = 8 Hz, NH), 7,41 (7H, m,
7xCHar), 7,20 (1H, d, J = 8 Hz, CH), 7,05 (5H, m,
5XCHar), 6,67 (1H, d, J = 8 Hz, NH), 5,07 (2H, m, Ar-
CH-0), 4,95 (1H, m, CH), 4,72 (1H, m, CH), 4,47 (1H, m, CH), 3,73 (3H, s, CHs-0), 3,27
(2H, m, CH-Trp), 3,16 (3H, s, CHz-N), 1,52-1,12 (6H, m, 2x CHy, 2xCH), 0,88 (6H, dd, J =
6, 14,5 Hz, (CHs)2), 0,75 (3H, d, J = 6,5 Hz, CH3-CH-CHs3), 0,67 (3H, d, J = 6,5 Hz, CH3-CH-
CHs3). C NMR (100,6 MHz, CDCI®): § 171,66, 170,93, 164,19, 155,48, 136,85, 136,08,
134,65, 132,70, 132,07, 129,17, 129,09, 129,05, 128,56, 128,42, 127,41, 126,78, 123,53,
122,09, 121,86, 119,41, 118,74, 113,94, 111,02, 110,22, 71,81, 61,54, 53,68, 52,89, 52,44,
47,75, 41,48, 39,72, 27,51, 24,63, 23,27, 22,90, 21,58. CHN analyza: Vypoéteno pro
CaoH4sCINsOs (718,28): C, 65,21; H, 6,74; N, 9,75. Nalezeno: C, 64,80+0,06; H, 6,70+0,01;
N, 9,21+0,05. HRMS(EP098-2019): m/z vypoéteno pro CagHasCINsOg:  740.31853

[M+Na]*; nalezeno: 740.32031 [M+Na]".

2.1.8.7 Charakterizace produktu 54g
Vytézek 72 %; nazloutly amorf; Rf = 0,09 (1:1
ethylacetat/n-hexan). 'H NMR (400 MHz, CDCls): §

0 o}
cl NQQLN o 7,52 - 7,35 (8H, m, CH(Ar)), 7,25 — 7,09 (5H, m,
H § :H
e

N.o~ CH(Ar)), 7,00 (1H, d, J = 8,8 Hz, NH) 6,88 (1H, d, J =

O
K@ 83
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8,1 Hz, NH), 6,68 (1H, d, J = 8,4 Hz, NH), 5,24 — 5,04 (3H, m, Ar-CH,-O, CH), 4,42 (2H, m,
CH, CH), 3,60 (3H, s, CH3-0), 3,07 (3H, s, CH3-N), 2,91 (2H, m, CH-CH-Ar), 1,68 — 1,13
(6H, m, CH, CH, CH,, CHy), 0,82 (12H, m, 2x(CHs)). *C NMR (100,6 MHz, CDCls):
6171,90, 171,64, 164,74, 155,84, 136,65, 135,01, 132,97, 132,46, 129,64, 129,28, 128,93,
128,71, 128,46, 127,08, 126,92, 122,44, 114,18, 72,12, 61,68, 52,87, 51,93, 50,46, 41,10,
39,90, 38,39, 32,20, 29,89, 24,95, 24,82, 23,27, 22,92, 22,08, 21,83. CHN analyza:
Vypocteno pro Cs7Hs7CIN4Os (679.25): C, 65,42; H, 6,97; N, 8,25. Nalezeno: C, 65,10+0,02;
H, 7,174#0,02; N, 7,95+0,04. HRMS: m/z vypoéteno pro CarHa7CINsOs: 701,30763
[M+Na]*; nalezeno: 701,30518 [M+Na]".

2.1.8.8 Charakterizace produktu 54h
Vytézek 44 %; bily amorf; Rs=0,377 (1:1
. /¢ o ethylacetat/n-hexan). *H NMR (500 MHz, CDCls): §
CI\©\)J\N HQ&N o 826811 (2H, m, 2xNH), 7,50-7,40 (6H, m,
OH o M _N..~ 6xCH(AN), 7,02 (1H, d, J=8,8 Hz, CH(Ar)), 6,90-6,76
(1H, m, CH(Ar)), 5,21-5,11 (2H, m, CH,-O-Ph), 4,90
k@ 54h (1H, d, J=33,3 Hz, NH), 4,55-4,26 (2H, m, CH-CH,-
CHy), 3,81-3,74 (3H, m, CH3-0), 3,20-3,14 (3H, m, CH3-N), 1,84-1,19 (13H, m, CH-CHy-
CH, CH-CH,-CH, CH-CH2-CH2-CH-CHs), 0,93-0,70 (15H, m, 5xCHs). *C NMR (100,6
MHz, CDCl3): & 172,05, 164,43, 155,61, 134,93, 132,94, 132,29, 129,26, 128,53, 127,13,
122,51, 114,17, 72,04, 61,75, 53,80, 53,07, 52,75, 52,41, 52,00, 51,65, 49,87, 49,63, 49,27,
40,98, 40,08, 32,33, 27,53, 24,83, 23,18, 23,02, 22,51, 22,01, 14,04. CHN analyza:
Vypocteno pro CssHa9CIN4Os (645,22): C, 63,29; H, 7,65; N, 8,68. Nalezeno: C, 63,59+0,28;
H, 7,74+0,05; N, 8,48+0,05. HRMS: m/z vypo&teno pro CasHaoCIN4Os: 667,32328 [M+Na]'*;
nalezeno: 667,32538 [M+Na]*.
2.1.8.9 Charakterizace produktu 54i
Vytézek 57 %; bily amorf; Rf=0,400 (1:1
0 ¢ 0 ethylacetat/n-hexan). 'H NMR (500 MHz, CDCls): §
C'\@fﬁ NQLH © 821812 (2H, m, 2xNH), 7,49-7,39 (6H, m,
o ©° - N0 BxCH(AN), 7,00 (1H, d, J=8,7 Hz, CH(Ar)), 6,76-6,59
K@ (1H, m, CH(Ar)), 5,19-5,09 (2H, m, CH,-O-Ph), 5,01-
>4 4,97 (1H, m, NH), 4,53-4,29 (2H, m, CH,-CHA), 3,79-
3,73 (3H, m, CHz-0), 3,17-3,11 (3H, m , CH3-N), 1,84-1,32 (12H, m, CH-CH2-CH-(CHy)s),
1,27-1,04 (5H, m, CH-CH,-CH, CH-CH,-CH), 0,92-0,69 (15H, m, CH-CH2-CH, 4XCHj).
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13C NMR (100,6 MHz, CDCls): § 172,00, 164,45, 155,61, 134,92, 132,96, 132,32, 129,27,
128,76, 128,53, 127,16, 122,49, 114,17, 72,05, 61,76, 53,77, 53,06, 52,42, 51,98, 47,18,
41,02, 40,29, 40,04, 34,12, 34,07, 32,41, 26,61, 26,36, 26,16, 24,84, 23,18, 23,07, 22,06,
21,96. CHN analyza: Vypocteno pro Cs7Hs3CIN4Os (685,29): C, 64,85; H, 7,80; N, 8,18.
Nalezeno: C, 65,01+0,10; H, 7,80+0,06; N, 8,50+0,02. HRMS: m/z vypocteno pro
Cs7Hs3CIN4Os: 707,35458 [M+Na]*; nalezeno: 707,35645 [M+Na]".
2.1.8.10 Charakterizace produktu 54j

Vytézek 40 %; nazloutly amorf; Rf=0,288

o— (2:1 ethylacetat/n-hexan). 'H NMR (500 MHz,

ﬁ CDCl3): & 8,14-8,03 (2H, m, 2xNH), 7,47-7,34 (6H,
m, 6xXCH(Ar)), 7,15-6,86 (2H, m, 2xCH(Ar)), 5,21-

k@ 5,09 (2H, m, CHp-O-Ph), 4,86-4,74 (2H, m, 2xNH-

CH-C=0), 4,58-4,50 (1H, m, N-CH-C=0), 3,82-3,80
(1H, m, N-CHH), 3,78-3,75 (3H, m, CHs-0), 3,63-3,50 (1H, m, N-CHH), 3,16-3,10 (3H, m,
CH3-N), 2,22-2,06 (2H, m, N-CH2-CH.-CH>), 1,89-1,84 (1H, m, N-CH2-CH.-CHH), 1,71-
1,44 (4H, m, 2xCH-CH,-CH), 1,40-1,35 (1H, m, N-CH»-CH,-CHH), 1,23-1,16 (1H, m,
CH(CHs)2), 0,97-0,65 (13H, m, CH(CHa)2, 4xCH3). *C NMR (100,6 MHz, CDCls): &
172,03, 171,12, 164,22, 155,59, 135,07, 135,04, 132,77, 132,36, 129,22, 128,57, 128,52,
127,08, 122,74, 114,12, 71,95, 61,44, 56,87, 52,52, 49,20, 47,39, 41,75, 41,23, 40,61, 32,35,
28,88, 24,94, 24,84, 23,56, 23,21, 22,02, 21,72. CHN analyza: Vypocteno pro CasHaisCIN4Os
(629,19): C, 62,99; H, 7,21; N, 8,90. Nalezeno: C, 62,32+0,09; H, 7,25+0,01; N, 8,40+0,03.
HRMS: m/z vypocteno pro CasHasCINsOs: 667,26592 [M+K]"; nalezeno: 667,26794
[M+K]*.
2.1.8.11 Charakterizace produktu 54k

Vytézek 90 %; bily amorf; Rf=0,288 (1:1
ethylacetat/n-hexan, vyjeto 3x). *H NMR (500 MHz,
NH
o o = CDClz3): 6 8,24-8,20 (1H, m, NH), 8,16-8,10 (1H, m,
o

NH), 7,58-7,51 (1H, m, CH(Ar)), 7,47-7,36 (7H, m,

H

Cl N
o ° Y ~Nso” 7xCH(AN)), 7,31-7,30 (1H, m, CH(Ar))m 7,14-7,10
© Sa (1H, m, CH(Ar)), 7,08-7,05 (1H, m, CH(Ar)), 7,02-
6,96 (2H, m, 2xCH(Ar)), 6,69-6,59 (1H, m, NH),
5,19-5,06 (3H, m, NH, CH»-O-Ph), 4,56-4,37 (2H, m, CH,-Trp), 3,67 (3H, s, CH3-0), 3,25-
3,12 (3H, m, CH3-N), 1,56-1,47 (3H, m, CH-CH,), 1,44-1,35 (3H, m, CH-CH,), 1,32-1,12
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(3H, m, 3xCH), 0,84 (3H, d, J=6,3 Hz, CH3), 0,79 (6H, t, J=6,6 Hz, 2xCHs), 0,70 (3H, d,
J=6,5 Hz, CH3). **C NMR (100,6 MHz, CDCls): & 172,13, 171,49, 164,65, 155,68, 136,27,
134,92, 133,11, 132,30, 129,30, 128,57, 127,87, 127,22, 123,84, 123,56, 122,32, 121,94,
119,37, 118,50, 114,20, 111,51, 110,15, 72,05, 61,74, 52,66, 51,97, 50,17, 41,00, 40,85,
40,35, 34,72, 32,37, 28,01, 24,98, 23,15, 23,10, 22,02, 21,74. CHN analyza: Vypocteno pro
Cz9H48CINsOs (717,28): C, 65,21; H, 6,74; N, 9,75. Nalezeno: C, 65,16+0,08; H, 6,93+0,02;
N, 9,66£0,06. HRMS: m/z vypoéteno pro Cs7Hs3CIN4Os: 740,31853 [M+Na]™; nalezeno:
740,32098 [M+Na]".

2.1.8.12 Charakterizace produktu 54l

Vytézek 41 %; nazloutly amorf; Rf=0,295
(1:1 ethylacetat/n-hexan, vyjeto 4x). 'H NMR (500
MHz, CD2Cl,): smés rotamert 6 8,53 — 8,46 (1H, m,
NH), 8,45 — 8,38 (1H, m, NH), 8,12 — 8,08 (1H, m,

Y N 0~ NH), 7,59 — 7,48 (1H, m, NH), 7,41 — 7,26 (7TH, m,

7XCH(Ar)), 7,13 (1H, dd, J = 11,2, 4,0 Hz, CH(Ar)),

7,07 — 7,02 (1H, m, CH(Ar)), 6,96 (1H, dd, J = 16,6,

8,9 Hz, CH(Ar)), 6,87 — 6,82 (1H, m, CH(Ar)), 6,67 (1H, dd, J = 25,2, 8,6 Hz, CH(Ar)), 6,50

(1H, dd, J = 77,5, 8,2 Hz, CH(Ar)), 5,09 — 4,90 (3H, m, CH,-O-Ph, NH-CH-C=0), 4,86 (1H,

q, J = 6,8 Hz, NH-CH-C=0), 4,41 — 4,35 (1H, m, NH-CH-C=0), 3,77, 3,74 (3H, s, CH3-0),

3,26 — 3,10 (4H, m, CH3-N, CHH-indol), 3,05 — 3,01 (1H, m, CHH-indol), 1,66 — 1,36 (6H,

m, 2XCH,-CH), 0,95 — 0,76 (12H, m, 4xCHj3). *C NMR (100 MHz, CD.Cl;): smés rotamerti

CHN analyza: Vypocteno pro CzsHasCINsOs (718,28): C, 65,21; H, 6,74; N, 9,75. Nalezeno:

C, 65,54+0,14; H, 6,96+0,02; N, 9,40+0,01. HRMS: m/z vypoéteno pro CzoHagCINsOs:
740,31853 [M+Na]*; nalezeno: 740,32031 [M+Na]".

2.1.8.13 Charakterizace produktu 54m
Vytézek 43 %; zluty amorf; Rf=0,333 (2:1
ethylacetat/n-hexan, vyjeto 3x)). tH NMR (500 MHz,

NH CD-Cl,): sm¢s rotamera 6 8,56 (1H, d, J = 13,1 Hz,

\©\)J\ NH), 8,51 — 8,43 (2H, m, 2xNH), 8,32 (1H, d, J =
Y ~MNo” 11,5 Hz, NH), 8,18 — 8,10 (H, 1H, NH), 7,62 — 7,47

k@ (2H, m, 2xCH(Ar)), 7,43 — 7,23 (9H, m, 9xCH(Ar)),

7,08 (5H, m, 5XCH(AT)), 6,91 (1H, d, J = 9,6 Hz,
CH(AT)), 6,87 — 6,72 (LH, m, CH(AR), 5,19 (1H, m, NH-CH-C=0), 5,05 — 4,87 (3H, m, NH-
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CH-C=0, CH,-0O-Ph), 4,39 — 4,32 (1H, m, NH-CH-C=0), 3,72, 3,65 (3H, s, CHs-0), 3,28 —
2,96 (7H, m, CHs-N, 2xCH.-indol), 1,39 (2H, m, CH), 1,10 (1H, d, J = 12,6 Hz, CH), 0,73
(6J, t, J = 5,8 Hz, (CH3)2). *C NMR (100 MHz, CD,Cl,): smés rotamert & 171,31, 171,10,
155,43, 136,20, 136,06, 135,33, 132,69, 131,68, 128,90, 128,67, 127,92, 127,65, 127,61,
127,31, 126,56, 123,67, 123,38, 122,53, 122,00, 121,73, 119,43, 119,17, 118,69, 118,28,
114,60, 111,42, 111,33, 110,32, 71,32, 61,60, 54,61, 51,82, 50,02, 40,71, 32,05, 27,45, 24,47,
22,66, 21,48. CHN analyza: Vypodteno pro CasHa7CINgOs (791,33): C, 66,78; H, 5,99; N,
10,62. Nalezeno: C, 63,11+0,05; H, 6,14+0,08; N, 9,77+0,02. HRMS: m/z vypoéteno pro
C14H47CINgOs: 813,31378 [M+K]"; nalezeno: 813,31604 [M+K]".

2.1.8.14 Charakterizace produktu 54n

Vytézek 60 %; zluty amorf; Rf= 0,320 (2:1

NH ethylacetat/n-hexan, vyjeto 3x). *H NMR (500 MHz,

o \H o <M CD.Cl,): smés rotameru 6 8.57 — 8.01 (5H, m,

C' 5XNH), 7.62 — 6.71 (21H, m, NH, 20XCH(Ar)), 6.54
ANoo

(2H, dd, J = 23.4, 9.5 Hz, 2xCH(Ar)), 6.37 (1H, dt, J

=13.4, 6.0 Hz, CH(Ar)), 5.24-5,16 (1H, m, NH), 4.95

—4.76 (3H, m, NH-CH-C=0, CH-O-Ph), 4.74 — 4.55

(1H, m, NH-CH-C=0), 3.76 — 3.61 (3H, m, CH3-0),
3.23 — 2.71 (6H, m, 3xCHy-indol), 2.08 — 1.92 (3H, m, N-CHsz). ®C NMR (100 MHz,
CDCly): smé&s rotamera 6 171,51, 171,25, 170,84, 170,50, 164,21, 155,41, 136,09, 136,02,
135,39, 132,62, 131,53, 128,87, 128,63, 127,86, 127,65, 127,59, 127,33, 127,29, 126,42,
123,52, 122,01, 121,67, 119,43, 119,16, 118,76, 118,38, 114,63, 111,34, 111,02, 110,07,
109,68, 71,27 61,53, 60,30, 55,72, 54,84, 53,78, 53,42, 50,18, 49,89, 31,99, 27,17, 26,96.
CHN analyza: Vypocteno pro CasHssCIN7Os (864,38): C, 68,09; H, 536; N, 11,34.
Nalezeno: C, 65,71+0,06; H, 5,80+0,04; N, 9,7940,01. HRMS: m/z vypoéteno pro
Ca9H46CIN7O6: 886,30903 [M+Na]*; nalezeno: 886,31140 [M+Na]".
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2.1.9 Obecnd piiprava tripeptidického aldehydu (55)

O R, O Ry
C|©\ANANN¢&NJYO LiA, @\)L J\WN¢L )\f
H S H
o O R /N‘o/ THF suché, -10 °C

By 54a-n 1 hod. én 55a-n (29 64 %)

Do trojhrdlé banky byl predlozeno LiAlHs (1,7 ekv) a atmosféra v bance byla
nahrazena inertni atmosférou. LiAIHs bylo suspendovano v suchém THF a smés byla
ochlazena na 0 °C. Po vychlazeni se do suspenze LiAlHs v THF nadavkoval roztok weinreb
amidu (54a-n) (1 ekv) v DCM. Prubéh reakce byl sledovan pomoci TLC a reakce se ukongila
po vymizeni vychozi latky pridavkem nasyceného roztoku NH4Cl a byly provedeny extrakce
EtOAc, vodou a 10% HCI. Vodna faze byla jesté 2x extrahovana EtOAc a spojené organické
faze vodou. Produkt (55a-n) se izoloval sloupcovou chromatografii.

2.1.9.1 Charakterizace produktu 55a
Vytézek 60 %; nazloutly amorf; Rf=0,51 (1:1

CI\@f?\NQiN o ethylacetat/n-hexan). 'H NMR (400 MHz, CDCL):
. H 5 W/H g mixture of rotamers 6 9,74-9,45 (1H, m, CH=0), 8,19-
7,98 (2H, m, 2xNH), 7,44 (6H, s, 6xCH(Ar)), 7,08-6,99
k@ 55a (2H, m, 2xCH(Ar)), 6,64-6,52 (1H, m, NH), 5,18-5,11
(2H, m, CH2-O-Ph), 4,49-4,31 (2H, m, 2xNH-CH-C=0), 2,31-2,16 (1H, m, NH-CH-CH=0),
1,82-1,10 (9H, m, 3xCH-CH-(CHa)2), 0,98-0,69 (18H, m, 6xCHs). *C NMR (100 MHz,
CDCly): 6 172,54, 172,27, 165,27, 155,81, 134,79, 133,42, 132,33, 129,58, 129,36, 128,75,
127,37, 121,94, 114,23, 72,27, 57,56, 53,63, 53,18, 51,81, 40,17, 40,02, 37,46, 25,17, 24,92,
24,80, 23,33, 23,15, 23,03, 21,97, 21,83, 21,76. CHN analyza: Vypoéteno pro Cz2Hs4CIN3Os
(586,16): C, 65,57; H, 7,57; N,7,17. Nalezeno: C, 66,08+0,24; H, 7,83+0,02; N, 6,86+0,14.
HRMS: m/z vypocteno pro CzHasCIN3Os: 586,30423 [M+H]"; nalezeno: 586,28534
[M+H]".
2.1.9.2 Charakterizace produktu 55b

Vytézek 81 %; nazloutly amorf; Rf=0,35 (1:1

o /S o ethylacetat/n-hexan). *H NMR (400 MHz, CD.Cl,):
CI\©\)kN N A0 mixture of rotamers 5 9,47 (1H, s, CH=0), 8,33 (1H, d,
"o UM M 3=51 Hz, NH), 8,06 (1H, d, J=2,6 Hz, NH), 7,56-7,34

(6H, m, 6XxCH(AN)), 7,25-7,18 (4H, m, 4xCH(Ar)), 7,01-

55b 6,93 (3H, m, 3xCH(Ar)), 6,40 (1H, d, J=7,6 Hz, NH),
5,21-5,13 (2H, m, CH,-O-Ph), 4,69-4,65 (1H, m, NH-CH-C=0), 4,42-4,37 (1H, m, NH-CH-
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C=0), 4,31-4,26 (1H, m, NH-CH-C=0), 3,11-3,06, 2,85-2,79 (2H, m, CHx-Ph), 1,73-1,60
(2H, m, CH-CH2-CH), 1,54-1,43 (3H, m, CH-CH,-CH), 1,29-1,21 (1H, m, CH-CH>-CH),
0,95-0,86 (12H, m, 4xCH3). *C NMR (100 MHz, CD,Cl): § 200,51, 172,28, 171,03, 165,23,
155,77, 136,59, 135,36, 133,30, 131,88, 129,22, 129,20, 129,14, 128,81, 128,04, 127,18,
114,85, 71,68, 57,41, 56,40, 52,19, 40,41, 37,45, 37,03, 30,25, 29,88, 24,92, 24,78, 23,04,
22,96, 21,63, 21,47. CHN analyza: Vypoéteno pro CszsHs2CIN3Os (619,28): C, 67,78; H,
6,83; N, 6,78. Nalezeno: C, 67,57+0,54; H, 7,21+0,06; N, 5,53£0,03. HRMS: m/z vypocteno
pro CssHa2CIN3Os: 626,33553 [M+H]™; nalezeno: 626,33746 [M+H]".

2.1.9.3 Charakterizace produktu 55c
Vytézek 36 %; bila krystalickd latka; Rf=0,41
C\Q\)?\N/d?ﬂjlu o (L1 ethylacetat/n-hexan). 'H NMR (400 MHz, CD.Cly):
5 H &5 = H | smeés rotamerta 6 9,54 (1H, m, CH=0), 8,26 (1H, d, J =
I 5,2 Hz, NH), 8,18 (1H, m, NH), 7,58-7,5 (6H, m,
K@ 55¢ 6XCH(Ar)), 7,2 (1H, d, J = 8,8 Hz, CH(Ar)), 7,03 (1H,
m, CH(Ar)), 6,62 (1H, d, J = 7,6 Hz, NH), 5,27 (2H, dd, J = 10, 16,4 Hz, Ph-CH,-0), 4,44-
4,35 (3H, m, 3xCH), 1,96 (1H, m, CH), 1,8-1,24 (11H, m, CH>-CH,, CH, 3xCH>), 1,03 (3H,
d, J = 2 Hz, CHzs), 0,99 (3H, d, J = 6 Hz,CHs), 0,92 (3H, m, CHs), 0,86 (3H, d, J = 6,4 Hz,
CHs), 0,81 (3H, d, J = 6,4 Hz, CH3). 3C NMR (100 MHz, CD-Cl,): smés rotamert & 200,50,
172,07, 164,98, 155,95, 135,04, 133,30, 131,94, 129,45, 129,28, 128,78, 126,98, 122,09,
114,43, 72,22, 57,39, 53,47, 40,03, 37,46, 31,23, 27,97, 24,89, 24,75, 23,06, 22,77, 22,49,
21,60, 21,53, 13,84, Dva signaly nebyly detekovany (Cq-Cl, NH-CH-C=0). CHN analyza:
Vypocteno pro C32HaaCIN3Os (586,16): C, 65,57; H, 7,57; N, 7,17. Nalezeno: C, 65,75+0,06;
H, 7,80+0,02; N, 6,98+0,02. HRMS: m/z vypoéteno pro Cs2HasCIN3Os: 586,30423 [M+H]*;

nalezeno: 586,30609 [M+H]".

2.1.9.4 Charakterizace produktu 55d
Vytézek 53 %; nazloutly amorf; R = 0,333 (2:3
ethylacetat/n-hexan). *H NMR (500 MHz, CD.Cly):

O H O
cl NI 0
N I N ! smé&s rotameru 6 9,52-9,36 (1H, m, CH=0), 8,30-8,24
0 2:> (1H, m, NH), 8,16-8,05 (1H, m, NH), 7,56-7,41 (7H, m,
K@ - 7XCH(Ar)), 7,16-7,11 (1H, m, CH(Ar)), 6,58-6,47 (1H,
m, NH), 5,24-5,17 (2H, m, CH;-O-Ph), 4,50-4,09 (3H,

m, 3xNH-CH-C=0), 1,90-1,11 (19H, m, 2XCH,-CH-(CHs)2, CH,-cyklohexan), 0,97-0,76
(12H, m, 4xCHs). 3C NMR (100 MHz, CD.Cl): smés rotameri & 200,77, 172,68, 172,13,
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164,77, 156,08, 135,08, 133,23, 131,79, 129,37, 129,23, 128,90, 126,83, 121,85, 114,41,
72,25, 57,40, 54,09, 51,38, 39,76, 38,72, 37,24, 34,48, 34,09, 31,94, 26,59, 26,55, 26,24,
24,77, 24,73, 22,97, 22,69, 22,34, 21,68. CHN analyza: Vypoéteno pro CasHigCIN3Os
(626,23): C, 67,13; H, 7,73; N, 6,71. Nalezeno: C, 66,73+0,05; H, 7,80+0,06; N, 6,63+0,07.
HRMS: m/z vypoéteno pro CssHagCINsOs: 626,33553 [M+H]"; nalezeno: 626,33521
[M+H]".

2.1.9.5 Charakterizace produktu 55e
Vytézek 32 %; nazloutly amorf; Rf=0,204 (1:1
o ethylacetat/n-hexan). 'H NMR (400 MHz, CDCls): smés
C|©\)LH Na QH rotamerd & 9,55-9,43 (1H, m, CH=0), 8,27,8,21 (1H, m,
o © N U NH) 814,802 (IH, d, J=2,8 Hz, NH), 7,52-7,36 (7H, m,
K@ 7xCH(Ar)), 7,03-6,99 (1H, m, CH(Ar)), 5,20-5,07 (2H, m,
o8 CH,-O-Ph), 4,83-4,78 (1H, m, NH-CH-C=0), 4,67-4,64
(1H, m, NH-CH-C=0), 4,48-4,32 (1H, m, N-CH-C=0), 3,89-3,83 (1H, m, N-CHH), 3,60-
3,50 (1H, m, N-CHH), 2,42-2,36 (1H, m, CH), 2,14-2,01 (2H, m, CHy), 1,93-1,56 (4H, m,
2xCHy), 1,44-1,22 (3H, m, CH, CHj,), 1,03-0,57 (12H, m, 4xCHs). *C NMR (100 MHz,
CDCP): smés rotameri & 200,23, 173,28, 171,65, 164,13, 155,74, 135,11, 132,87, 132,23,
129,13, 128,66, 114,22, 72,01, 61,16, 59,84, 58,38, 57,39, 52,20, 50,10, 47,58, 47,08, 41,30,
37,72, 31,73, 26,85, 25,45, 24,85, 23,43, 22,36, 21,72. CHN analyza: Vypocteno pro
C31H40CINzOs (570,12): C, 65,31; H, 7,07; N, 7,37. Nalezeno: C, 65,01+0,20; H, 7,34+0,04;
N, 6,81+0,07. HRMS:m/z vypoéteno pro CaiHioCIN3Os: 608,22936 [M+K]"; nalezeno:

608,23004 [M+K]".

2.1.9.6 Charakterizace produktu 55f
Vytézek 53 %; bily amorf; Rf=0,404 (3:1
ny(\ ethylacetét/n-hexan). 'H NMR (400 MHz, CD:Cly): §
\©\)\ 9,34 (1H, m, CH=0), 8,19 (1H, m, NH), 7,94 (1H, m,
NH), 7,73 (1H, m, NH), 7,54-7,37 (13H, m, 13xCHa),
6,48 (1H, d, J = 7,6 Hz, NH), 5,09 (2H, m, Ar-CH»-0),
4,84-4,63 (1H, m, CH), 4,26-4,08 (2H, m, 2xCH), 3,44-
3,17 (2H, m, Cﬂg-Trp), 1,56- 1,05 (6H, m, 2xCH, 2xCHy), 0,95-0,85 (6H, m, (CHs).), 0,69-
0,60 (6H, m, (CHz)2). *C NMR (100 MHz, CD.Cly): § 201,09, 172,04, 171,55, 165,07,

155,90, 136,20, 134,89, 133,26, 131,61, 129,51, 129,29, 129,19, 128,83, 127,46, 126,74,
123,30, 122,19, 121,41, 119,68, 118,64, 118,01, 114,31, 111,36, 109,77, 72,09, 57,49, 39,77,
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37,24, 26,57, 24,82, 24,46, 23,17, 22,81, 21,54, 21,15. CHN analyza: Vypoéteno pro
Ca9H48CINsOs (718,28): C, 65,21; H, 6,74; N, 9,75. Nalezeno: C, 64,80+0,06; H, 6,70+0,01;
N, 9,2140,05. HRMS: m/z vypocteno pro CzgHasCINsOs: 659,30003 [M+H]"; nalezeno:
659,30188 [M+H]".

2.1.9.7 Charakterizace produktu 55g
Vytézek 58 %; nazloutly amorf; Rs = 0,32 (1:1
ethylacetat/n-hexan). 'H NMR (400 MHz, CD:Cl):
mixture of rotamers 6 9,42 (1H, s, CH=0), 8,25 (1H, d,

0] O
cl QQL 0
N N J=4,7 Hz, NH), 7,92 (1H, d, J=2,8 Hz, NH), 7,62 (1H,
o 0] B H

Y d, J=7,6 Hz, CH(Ar)), 7,54-7,42 (6H, m, 6xCH(AT)),
0.

7,23-7,18 (4H, m, 4xCH(Ar)), 7,12-7,09 (2H, m,

2xCH(Ar)), 6,30 (1H, d, J=8,4 Hz, NH), 5,18 (2H, dd,
J=10,2, 20,2 Hz, CH2-O-Ph), 4,43-4,36 (2H, m, 2x NH-CH-C=0), 4,15-4,09 (1H, m, NH-CH-
C=0), 3,22-3,17, 3,01-2,96 (2H, m, CH,-Ph), 1,75-1,68 (2H, m, CH-CH,-CH), 1,63-1,56 (1H,
m, CH-CH2-CH), 1,45-1,28 (2H, m, CH-CH>-CH), 1,17-1,10 (1H, m, CH-CH,-CH), 0,92-
0,87 (6H, m, 2xCHjs), 0,81-0,75 (6H, m, 2xCHj3). *C NMR (100 MHz, CD:Cl,): mixture of
rotamers & 199,52, 172,50, 172,03, 164,88, 156,06, 137,25, 135,08, 133,19, 131,76, 129,38,
129,26, 128,90, 128,50, 126,85, 126,61, 121,79, 114,40, 72,27, 60,09, 60,07, 54,08, 52,19,
40,36, 39,63, 34,54, 25,11, 24,77, 23,05, 22,41, 22,12, 21,13. CHN analyza: Vypocteno pro
CasH42CIN3Os (620,18): C, 67,78; H, 6,83; N,6,78. Nalezeno: C, 67,32+0,01; H, 6,85+0,03;
N, 6,4840,02. HRMS: m/z vypocteno pro CzsHa2CIN3Os: 620,28858 [M+H]*; nalezeno:
620,29071 [M+H]".

g

2.1.9.8 Charakterizace produktu 55h
Vytézek 44 %; nazloutly amorf; Rf= 0,377 (1:1
. /¢ o ethylacetat/n-hexan). 'H NMR (400 MHz, CD.Cly):
CI\©\)LN HJJ\N o smés rotamerd 6 9,54-9,37 (1H, m, CH=0), 8,31-8,20
. H o W/H B (1H, m, NH), 8,13-8,04 (1H, m, NH), 7,55-7,37 (6H, m,
6XCH(AT)), 7,13 (1H, t, J=8,3 Hz, CH(Ar)), 7,06-7,02
© 55h (1H, m, CH(Ar)), 6,59-6,53 (1LH, m, NH), 5,24-5,16 (2H,
m, CH,-O-Ph), 4,47-4,15 (3H, m, 3xNH-CH-C=0), 1,92-1,15 (12H, m, CH-CHp-CH2-CH,-
CHs, 2XCH-CH,-CH), 0,98-0,74 (15H, m, 5xCHs). 3C NMR (100 MHz, CD:Cl,): smés
rotamert 6 200,18, 172,10, 164,93, 155,93, 135,05, 133,26, 131,92, 129,41, 129,25, 128,73,
126,96, 122,13, 114,41, 72,19, 58,95, 54,07, 53,40, 51,92, 40,29, 40,11, 28,45, 28,28, 27,60,
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25,03, 24,88, 22,94, 22,74, 22,55, 21,52, 13,77. CHN analyza: Vypocteno pro CzsHasCIN4Os
(645,22): C, 63,29; H, 7,65; N, 8,68. Nalezeno: C, 63,59+0,28; H, 7,74+0,05; N, 8,48+0,05.
HRMS: m/z vypoéteno pro CssHagCINsOs: 586,30478 [M+H]"; nalezeno: 586,30563
[M+H]".

2.1.9.9 Charakterizace produktu 55i
Vytézek 57 %; bily amorf; Rf=0,400 (1:1
ethylacetat/n-hexan). 'H NMR (500 MHz, CD-Cl,):

\©\)J\H : H smés rotamerd 6 9,53-9,36 (1H, m, CH=0), 8,33-8,23
O B H
O

Y (1H, m, NH), 8,14-8,06 (1H, m, NH), 7,56-7,40 (6H,
K@ m, 6XCH(ATr)), 7,16-7,04 (2H, m, 2xCH(Ar)), 6,76-
> 6,60 (LH, m, NH), 5,25-5,17 (2H, m, CHp-O-Ph), 4,46-
4,19 (3H, m, 3xNH-CH-C=0), 1,86-1,11 (19H, m, 2xCH,-CH-(CHzs)., CH,-cyklon-hexan),
0,99-0,76 (12H, m, 4xCHs). *C NMR (100 MHz, CDCl,): smés rotamert & 200,62, 172,42,
172,11, 165,00, 155,97, 135,03, 133,31, 131,92, 129,44, 129,28, 128,75, 126,93, 122,10,
114,43, 72,19, 56,72, 53,47, 51,99, 40,31, 39,85, 36,05, 34,03, 33,83, 33,58, 32,51, 26,55,
26,21, 25,10, 24,93, 22,98, 22,85, 21,56, 21,52. CHN analyza: Vypocteno pro Cs7Hs3CIN4Os
(685,29): C, 64,85; H, 7,80; N, 8,18. Nalezeno: C, 65,01+0,10; H, 7,80+0,06; N, 8,50+0,02.
HRMS: m/z vypocteno pro Ca7HssCINsOs:  626,33553 [M+H]"; nalezeno: 626,33746
[M+H]*.
2.1.9.10 Charakterizace produktu 55j
Vytézek 29 %; nazloutly amorf; R¢=0,15 (2:3
o 0 Qi ‘OgH ethylacetat/n-hexan). *H NMR (400 MHz, CDCls): smés
ﬁu I N rotamert & 9,53-9,40 (1H, m, CH=0), 8,27,8,21 (1H, m,
o >7 NH), 8,14, 8,02 (1H, d, J=2,8 Hz, NH), 7,54-7,36 (7H, m,
k@ 7XCH(AY)), 7,03-6,99 (1H, m, CH(Ar)), 5,21-5,07 (2H, m,
CH,-O-Ph), 4,83-4,78 (1H, m, NH-CH-C=0), 4,67-4,64
(1H, m, NH-CH-C=0), 4,48-4,32 (1H, m, N-CH-C=0), 3,89-3,83 (1H, m, N-CHH), 3,63-
3,50 (1H, m, N-CHH), 2,42-2,36 (1H, m, CH), 2,14-2,01 (2H, m, CHy), 1,93-1,56 (4H, m,
2xCHjy), 1,44-1,22 (3H, m, CH, CHj,), 1,03-0,57 (12H, m, 4xCHs). *C NMR (100 MHz,
CDCI): smés rotamert & 200,24, 173,27, 171,65, 164,15, 155,74, 135,12, 132,87, 132,24,
129,14, 128,68, 114,22, 72,01, 61,16, 59,84, 58,38, 57,39, 52,20, 50,10, 47,58, 47,08, 41,30,
37,72, 31,73, 26,85, 25,45, 24,85, 23,43, 22,36, 21,72. CHN analyza: Vypoéteno pro
C31H40CIN3Os (570,12): C, 65.31; H, 7.07; N,7.37. Nalezeno: C, 64.72+0.07; H, 7.46+0.08;

55
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N, 6.56+0.20. HRMS: m/z vypoéteno pro CsiHioCIN3Os: 570.27348 [M+H]*; nalezeno:
570.27293 [M+H]".

2.1.9.11 Charakterizace produktu 55k
Vytézek 43 %; lehce oranzovy amorf;
R = 0,444 (1:1 ethylacetat/n-hexan). *H NMR (500

~ NN MHz, CD2Cl2): smés rotamert 6 9,59-9,46 (1H, m,

C\@\)?\NQJ%N 0 CH=0), 8,62-8,43 (1H, m, NH), 8,25-8,00 (2H, m,
o "o W/H H 2xNH), 7,64-7,27 (9H, m, 9xCH(Ar)), 7,17-6,99 (4H,
K@ - m, 4xCH(Ar)), 6,51-6,18 (1H, m, NH), 5,19-5,07
(2H, m, CH.-O-Ph), 4,66-4,55 (1H, m, NH-CH-
C=0), 4,44-4,32, 4,22,4,11 (2H, m, 2xNH-CH-C=0), 3,33-3,05 (2H, m, CH»-Trp), 1,76-7,09
(6H, m, 2xCH-CH-(CHz3),), 0,91-0,70 (12H, m, 4xCHs). *C NMR (400 MHz, CDCI®): smés
rotamera 6 199,75, 172,56, 172,32, 172,11, 164,92, 164,68, 161,55, 136,38, 135,13, 133,30,
131,96, 129,28, 129,22, 128,80, 123,69, 121,99, 119,47, 118,58, 114,40, 111,54, 110,26,
72,18, 59,23, 51,90, 40,34, 40,19, 24,88, 24,72, 24,57, 23,10, 22,83, 22,51, 22,11, 21,55,
21,11. CHN analyza: Vypocteno pro Cs7Hs3CIN4Os (659,21): C, 67,41; H, 6,57; N, 8,50.
Nalezeno: C, 66,22+0,01; H, 6,68+0,01; N, 8,02+0,04. HRMS: m/z vypocteno pro
C37H43CIN4Os: 681,28142 [M+Na]*; nalezeno: 681,28308 [M+Na]".

2.1.9.12 Charakterizace produktu 55l
Vytézek 41 %; bily amorf; Rf=0,266 (1:1

NH ethylacetat/n-hexan, vyjeto 4x). *H NMR (500 MHz,
o] o) CD2Cl2): smés rotamerua 6 9,51 — 9,36 (1H, m, CH=0),
cl HQL o}
N 7N 8,57 — 8,35 (2H, m, 2xNH), 8,14 — 7,99 (1H, m, NH),
o ° Y " 761 - 6,68 (13H, m, 13xCH(AN), 6,54 — 6,39 (1H, m,
k© - NH), 5,14 — 4,93 (2H, m, CH-O-Ph), 4,84 — 4,74 (1H,

m, NH-CH-C=0), 4,46 — 4,19 (2H, m, 2xNH-CH-C=0),
3,15 (2H, ddd, J = 22,5, 14,8, 6,8 Hz, CHo-indol), 1,73 — 1,16 (6H, m, 2xCH,-CH), 1,07 —
0,57 (12H, m, 4xCHz). 3C NMR (100 MHz, CD:Cly): smés rotamerti 5 200,79, 172,47,
171,65, 165,33, 155,71, 136,46, 135,42, 133,21, 131,82, 129,13, 129,04, 127,88, 127,36,
126,85, 123,27, 122,39, 119,79, 118,77, 114,88, 111,51, 110,27, 71,61, 57,43, 55,81, 52,33,
40,38, 37,32, 24,96, 24,77, 23,05, 22,91, 21,61, 21,54. CHN analyza: Vypoéteno pro
Ca7H4sCIN4Os (659,21): C, 67,41; H, 6,57; N, 8,50. Nalezeno: C, 67,97+0,23; H, 6,77+0,01;
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N, 7,96£0,12. HRMS: m/z vypocteno pro Cs7HazCIN4Os: 659,29947 [M+H]*; nalezeno:
659,30115 [M+H]".

2.1.9.13 Charakterizace produktu 55m

Vytézek 43 %; nazloutly amorf; Rf= 0,222
NH (3:1 ethylacetat/n-hexan, vyjeto 3x)). *H NMR (500
o \H o ~ M MHz, CD.Cly): smés rotamerd 69.56 — 9.43 (1H, m,
C'\@fﬁ NJkH O CH=0), 8,56 (1H, d, J = 13,1 Hz, NH), 8,51 — 8,43
o ° Y H (2H, m, 2xNH), 8,32 (1H, d, J = 11,5 Hz, NH), 8,18 —
K@ e 8,10 (1H, m, NH), 7,62 — 7,47 (2H, m, 2xCH(Ar)),
743 — 7,23 (9H, m, 9xCH(Ar)), 7,08 (5H, m,
5XCH(Ar)), 6,91 (1H, d, J = 9,6 Hz, CH(AT)), 6,87 — 6,72 (1H, m, CH(ATr)), 5,19 (1H, m, NH-
CH-C=0), 5,05 — 4,87 (3H, m, NH-CH-C=0, CH,-0O-Ph), 4,39 — 4,32 (1H, m, NH-CH-C=0),
3,28 — 2,96 (4H, m, 2xCHg-indol), 1,39 (2H, m, CHy), 1,10 (1H, d, J = 12,6 Hz, CH), 0,73
(6H, t, J = 5,8 Hz, (CH3)2). 2C NMR (100 MHz, CD2Cl,): § 200,16, 172,32, 171,69, 164,52,
155,75, 136,36, 136,20, 135,2, 132,96, 131,53, 128,95, 128,89, 128,17, 127,66, 127,04,
126,64, 123,41, 123,30, 122,10, 121,88, 121,79, 119,53, 119,08, 118,50, 118,34, 114,57,
111,43, 110,24, 109,62, 71,75, 59,37, 56,11, 51,74, 39,66, 29,71, 27,29, 24,26 , 24,06, 22,71,
20,83. CHN analyza: Vypoéteno pro Ca2H42CINsOs (732,26): C, 68,89; H, 5,78; N, 9,56.
Nalezeno: C, 67,25%0,32; H, 6,21+0,02; N, 8,33+0,07. HRMS: m/z vypocteno pro

C42H42CINsOs: 754,27667 [M+Na]*; nalezeno: 754,28638 [M+Na]".

2.1.9.14 Charakterizace produktu 55n (EP-3-165-1)

Vytézek 38 %; nazloutly amorf; Rf= 0,320
NH (2:1 ethylacetat/n-hexan, vyjeto 3x). H NMR
o (o S NH (500 MHz, CD:Cl,): smés rotamerii & 9,52-9.48 (1H,
C'\@\)LN NQLN O 'm, CH=0), 857 — 8.01 (5H, m, 5XxNH), 7.62 — 6.70
H o z H i
(@] —
k© NH

(21H, m, NH, 20xCH(Ar)), 6.52 (2H, dd, J = 23.4,
9.5 Hz, 2xCH(Ar)), 6.37 (1H, dt, J = 13.4, 6.0 Hz,
CH(A)), 4.95 — 4.72 (3H, m, NH-CH-CH=0, CHo-
O-Ph), 4.70 — 4.51 (2H, m, 2xNH-CH-C=0), 3.27 —
2.71 (6H, m, 3xCHo-indol). 3C NMR (100 MHz, CD:Cl,):smés rotamerti 200,25, 171,51,
171,25, 171,03, 170,84, 170,50, 164,21, 155,41, 136,09, 136,02, 135,39, 132,62, 131,53,
128,87, 128,63, 127,86, 127,65, 127,59, 127,33, 127,29, 126,42, 123,52, 122,01, 121,67,
119,43, 119,25 119,16, 118,76, 118,38, 114,63, 111,34, 111,02, 110,07, 109,68, 71,27 61,53,

55n
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60,30, 55,72, 54,84, 53,78, 53,42, 50,18, 49,89. CHN analyza: Vypocteno pro Cs7H41CINeOs
(805,32): C, 70,10; H, 5,13; N, 10,44. Nalezeno: C, 66,77+0,12; H, 5,46+0,03; N, 9,21+0,01.
HRMS: m/z vypoéteno pro Ca7Ha1CINeOs: 827,27192 [M+Na]*; nalezeno: 827,28168
[M+Na]".
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2.2 Priprava tetrapeptidickych aldehydi a vinyl sulfont

Na zikladé ¢lanku °’ pojednavajicim o aktivitach vinyl sulfonti obsahujicich ve svém
peptidickém fetézci vice molekul tryptofanu, jsme piipravili sérii tetrapeptidickych latek
slozenych z L-Trp a L-Leu v rizném potadi. Poradi jednotlivych AMK bylo urc¢eno na

zakladé reserSe a SAR.

Jako vychozi latky (schéma 21) byly pouzity tripeptidické kyseliny(56), které byly
dodany firmou Apigenex s.r.o. Pfiprava byla pomérné jednoducha. V ptipadé vinyl sulfont se
provedla pouze reakce tripeptidické kyseliny a NH2-R3-VS (jeho pfiprava i charakterizace
jsou popsany vyse) (52a,9-k) za vzniku tetrapeptidického vinyl sulfonu (57). Pfi ptipravé
adehydu se nejprve pripravil tetrapeptidicky weinreb (58) amid opét pomoci reakces NH,-Rs-
WA (ptiprava i charakteriazace popsana vyse) (46a,g-k) a nasledné byla provedena redukce
LiAlH4 na odpovidajici aldehyd (59).

R3 ||
H N/k/\('sj‘/ HOBY, EDC™HCI CI\@\)‘\ /kﬂ/ \)J\ )ﬁfN\/\/(s)
2

6 DCM, rt, 18 hod.
52a,g9-k
(30-99 %) 57

O R , O R
cl N o)
A A A
o H o R, H on
i R HOBY, EDCHCI
Bn 56 + 3| \)L
N_ N\/g
HzN/'\ﬂ/ o~ DCM t, 18 hod. ﬁ )ﬁf /kff

46a,g-k ©
(30-99 %) 58

LiAIH,
THF dry, -10 °C
1 hod.

joaa e ate

O R O R

CI) 2 3
Bn

59
Schéma 21: Obecné schéma pripravy tetrapeptidickych aldehydii a vinyl sulfoni

2.2.1 Obecna piiprava tetrapeptidického vinylsulfonu (57)

(0] R4 O R4 R
H o HOBY, EDC*HCI /Hf \)L 2
Cl N (o] n_ Cl /'\[(N\/\/S
Hjﬁf JLH)\f NN 5>
o [e) Rz OH &l) DCM rt, 18 hod.

Bn 56 52a,g-k
(30-99 %) 57

Obecny postup piipravy je shodny s ptipravou tripeptidického vinyl sulfonu (53) viz.
kapitola 2.1.5.
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2.2.1.1 Charakterizace produktu 57a
Vytézek 7 %; nazloutlda amorfni
latka; Rf=10,380 (2:1 ethylacetat/n-hexan,
NH\/J\NH NH/\/§ vyjeto 3x). *H NMR (500 MHz, CDCl,):
smés rotameru & 8,50 — 8,35 (2H, m,
gn \f 5 2xNH), 8,20 — 8,09 (1H, m, NH), 7,68 —
7,07 (14H, m, NH, 13xCH(Ar)), 6,93 (1H,
dd, J = 15,2, 4,1 Hz, NH), 6,60 (1H, d, J =
15,2 Hz, CH=CH), 6,35 - 6,25 (1H, m, J = 6,9 Hz, CH=CH), 5,23 (2H, g, J = 9,9 Hz, CH»-O-
Ph), 5,05 — 4,97 (1H, m, NH-CH-C=0) 4,41 — 4,10 (3H, m, 3xNH-CH-C=0), 3,20 — 3,08
(2H, m, CHa-indol), 3,00 — 2,77 (3H, m, CHs-S), 1,81 — 1,10 (9H, m, 3xCH,-CH), 1,06 — 0,68
(18H, m, 6xCHs). CHN analyza: Vypocteno pro CasHsgCINsO7S (848,48): C, 63,70; H, 6,89;

N, 8,25. Nalezeno: C, 63,05+0,05; H, 7,04+0,01; N, 7,77+0,02. HRMS: m/z vypoc¢teno pro
CssHssCINsO-S: 870,36377 [M+Na]*; nalezeno: 870,36633 [M+Na]*.

2.2.1.2 Charakterizace produktu 57b
Vytézek 18 %; bild amorfni latka;
NH Rf=0,409 (2:1 ethylacetat/n-hexan, vyjeto
= 3x). 'H NMR ani *C NMR nezméfeno z

- H\)OL H ©  davodu nerozpustnosti latky v béznych
\©\)Lﬂ I 3y deuterovanych rozpoustddlech. Léatka byla
o)

H o5 = O
, >/ = charakterizovana jinymi metodami. CHN
Bn NH
57b

analyza: Vypoéteno pro CsoHs7CINeO7S

(921,54): C, 65,17; H, 6,23; N, 9,12.
Nalezeno: C, 63,18+0,13; H, 6,54+0,09; N, 7,20+0,08. HRMS: m/z vypocteno pro
CsoHs7CIN6O7S: 943,35902 [M+Na]*; nalezeno: 943,34479 [M+Na]".

2.2.1.3 Charakterizace produktu 57c
Vytézek 24 %; Rf=0,288 (1:1
ethylacetat/n-hexan, vyjeto 4x). 'H NMR
\@\)L \/\/S ani ®C NMR nezméfeno z divodu
nerozpustnosti latky v béZnych
5\ 6\ deuterovanych rozpoustédlech. Latka byla
charakterizovana jinymi metodami. CHN

analyza: Vypocteno pro CsoHs7CINsO7S (921,54): C, 65,17; H, 6,23; N, 9,12. Nalezeno: C,
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64,13+0,01; H, 6,49+0,04; N, 8,18+0,01. HRMS: m/z vypocteno pro CsoHs7CINsO7S:
943,35902 [M+Na]*; nalezeno: 943,34548 [M+Na]".

2.2.1.4 Charakterizace produktu 57d
Vytézek 14 %; bila amorfni latka
Re=0,5 (1:1 ethylacetat/n-hexan).

(@]
| | o
CI\@\/‘\NH T ONH Y NH/\/(.S).\ 'HNMR (400 MHz, CDClsdi): smés
o ° ° rotamerti 5 8,25 (1H, d, J=4,8 Hz, NH),

8,15-8,13 (1H, m, NH), 7,51-7,41 (6H, m,

57d 6XCH(Ar)), 7,14-6,99 (3H, m, 2xNH,
CH(Ar)), 6,84-6,78 (1H, m, CH(Ar)), 6,69 (1H, dd, J=5, 15,1 Hz, CH=CH), 6,29 (1H, dd,
J=1, 15,1 Hz, CH=CH), 5,22-5,10 (2H, m, CH,-O-Ph), 4,72-4,68 (1H, m, NH-CH-C=0),
4,49-4,43 (1H, m, NH-CH-C=0), 4,28-4,21 (2H, m, 2xNH-CH-C=0), 2,86, 2,77, 2,69 (3H, s,
CHs-S), 1,83-1,12 (12H, m, 4xCH2-CH-(CHs)2), 0,97 (3H, d, J=6,3 Hz, CHs), 0,93-0,87
(15H, m, 5xCHj3), 0,74 (3H, d, J=6,4 Hz, CHg), 0,68 (3H, d, J=6,4 Hz, CHs). *C NMR
(100 MHz, CDCIs): mixture of rotamers 6 172,96, 172,45, 172,20, 165,29, 156,08, 148,13,
134,95, 133,26, 132,24, 129,46, 129,25, 128,93, 127,09, 122,00, 114,43, 72,21, 53,91, 52,55,
52,32, 48,08, 43,08, 42,70, 40,20, 40,10, 39,68, 25,18, 25,08, 24,96, 24,86, 23,33, 23,26,
23,08, 23,03, 22,06, 21,89, 21,73, 21,64, 1,21. CHN analyza: Vypocteno pro CaHseCIN4O7S
(775,43): C, 61,96; H, 7,67; N, 7,23. Nalezeno: C, 61,81+0,27; H, 7,68+0,02; N, 6,69+0,03.
HRMS: m/z vypocteno pro CaoHseCIN4O7S: 797,36852 [M+Na]"; nalezeno: 797,36945
[M+Na]".

2.2.2 Obecnda piiprava tetrapeptidického weinreb amidu (58)

O R , O R
I N
Crry e -
O R OH
CI) 2
56

Bn

HOBt, EDC*HCI

-0
Ry | O Ry O Ry 4 N
N ———— < )\WNQL J\WN&
H2N/Kf( 0~ DCM, rt, 18 hod. N N A
0 o 0O Ry O R3
|

46a,9-k
(30-99 %) Bn 58

Obecny postup piipravy je shodny s piipravou tripeptidického weinreb amidu (54) viz.
kapitola 2.1.8.
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2.2.2.1 Charakterizace produktu 58a
Vytézek 38 %; Rf=0,188 (2:1

0 SN O~ ethylacetat/n-hexan). H NMR
CI\@(‘\ NH/J\ JQo (500 MHz, CDCly): smés rotamera &
0 v/ 862 (1H, s, NH), 8,21 (2H, dd, J = 43,1,

Bn NH 3,8 Hz, 2xNH), 7,60 — 6,93 (14H, m, NH,

584 13xCH(AR), 6,48 (1H, d, J = 6,9 Hz,

NH), 5,18 (3H, g, J = 10,2 Hz, CH,-O-Ph, NH-CH-C=0), 4,49 — 4,22 (3H, m, 3xNH-CH-
C=0), 3,70 (3H, s, CH3-0), 3,31 — 3,03 (5H, m, CH3-N, CHa-indol), 1,81 — 1,10 (9H, m,
3XCH,-CH), 1,01 — 0,66 (18H, m, 6xCH3). *C NMR (100 MHz, CDCl,): smés rotamerti &
172,36, 171,75, 171,33, 165,14, 155,86, 136,00, 134,78, 133,33, 131,80, 129,36, 129,13,
128,68, 127,70, 126,84, 123,68, 121,67, 121,53, 119,05, 118,37, 114,25, 111,14, 110,43,
72,07, 61,52, 53,78, 52,26, 51,68, 49,85, 40,16, 39,84, 27,49, 24,99, 24,75, 24,70, 22,93,
22,88, 22,63, 21,35, 21,29, 21,11. CHN analyza: Vypodteno pro CasHseCINsO7 (381,44): C,
65,01; H, 7,15; N, 10,11. Nalezeno: C, 65,04+0,10; H, 7,53+0,03; N, 9,66+0,07. HRMS: m/z
vypoéteno pro CasHseCINsO7: 853,40260 [M+Na]*; nalezeno: 853,40479 [M+Na]".

2.2.2.2 Charakterizace produktu 58b

Vytézek 43 %; nazloutla amorfni

latka; Rf= 0,204 (2:1 ethylacetat/n-hexan,

vyjeto 3x). 'H NMR ani BC NMR

nezméieno z divodu nerozpustnosti latky

NH/J\ ﬁNH) X v béznych deuterovanych rozpoustédlech.
C.) v/ Latka byla charakterizovana jinymi
Bn metodami. CHN analyza: Vypocteno pro
58b 5\ CsoHsgCIN7O7 (904,49): C, 66,39; H, 6,46;

N, 10,84. Nalezeno: C, 66,08+0,08; H, 6,51+0,08; N, 9,64+0,07. HRMS: m/z vypo¢teno pro
CsoHssCIN7O7: 926,39785 [M+Na]*; nalezeno: 926,38312 [M+Na]".

2.2.2.3 Charakterizace produktu 58c
Vytézek 20 %; nazloutld amorfni
>~ latka; Rf=0,212 (2:1 ethylacetat/n-hexan,
\(j\/L };NH/kNHﬁ;NH/\ vjeto 3x). H NMR ani C NMR
nezméfeno z divodu nerozpustnosti latky v
g 6\'\”_' béznych deuterovanych rozpoustédlech.



Latka byla charakterizovéna jinymi metodami. CHN analyza: Vypoéteno pro CsoHsgCIN7O7
(904,49): C, 66,39; H, 6,46; N, 10,84. Nalezeno: C, 66,94+0,19; H, 6,78+0,01; N, 10,35+0,09.
HRMS: m/z vypoéteno pro CsoHsgCIN7O7: 926,39785 [M+Na]*; nalezeno: 926,38379
[M+Na]".

2.2.2.4 Charakterizace produktu 58d

Vytézek 67 %; bila amorfni latka

SNON Ri=0,75 (L1 ethylacetat/n-hexan). H

\©\/L P;NH/LNH/éNHJ\ NMR (400 MHz, CDCls): § 7,52 — 7,32

(8H, m, 8xCH(Ar)), 7,13 (1H, d, J = 8,7 Hz,

NH), 7,02 (1H, m, NH), 6,89 (1H, d, J = 6,6

E8d Hz, NH), 6,80 (1H, d, J = 8 Hz, NH), 5,23 —

5,06 (2H, m, O-CH,-Ar), 4,62 — 4,30 (4H, m, 4xCH), 3,78 (3H, s, CH3-0), 3,19 (3H, s, CHs-

N), 1,78 — 1,13 (12H, m, 4xCH;, 4xCH), 0,99 — 0,64 (24H, m, 4x(CHz)2). CHN analyza:

Vypoéteno pro CaHesoCINsO7 (758,39): C, 63,35; H, 7,97; N, 9,23, Nalezeno: C, 63,18+0,21;

H, 7,69+0,03; N, 9,26+0,05. HRMS: m/z vypoéteno pro CaoHsoCINs07:780,40735 [M+Na]*;
nalezeno: 780,40845 [M+Na]*.
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2.2.3 Obecnd piiprava tetrapeptidického aldehydu (59)

~,,-0
0 Ry 0 Ry N7 _ 0 Ry 0 Ry
H H LiAIH, H H
N
CICﬁHJYNJHJWTNY&O Cl@fkﬁj\ﬁ %H)\(N%o
o 0O R, O Ry o 0O Ry O Rs

THF dry, -10 °C

|
b " hod. b

58 59

Obecny postup pripravy je shodny s piipravou tripeptidického aldehydu (55) viz.
kapitola 2.1.9.

2.2.3.1 Charakterizace produktu 59a

Vytézek 64 %; nazloutly amorf;

/¢ /¢ Rf=0,333 (2:1 ethylacetat/n-hexan). H

NH/L NH YT S0 NMR ani °C NMR nezméfeno 7 ditvodu

Q v/ nerozpustnosti latky \4 béznych

Bn & deuterovanych rozpoustédlech. Latka byla

S%a charakterizovana jinymi metodami. CHN

analyza: Vypocteno pro CasHssCINsOg (772,37): C, 66,87; H, 7,05; N, 9,07. Nalezeno: C,

67,59+0,04; H, 7,67+0,01; N, 8,31+0,01. HRMS: m/z vypocéteno pro CasHs4CINsOe:
794,36548 [M+Na]*; nalezeno: 794,36865 [M+Na]".

2.2.3.2 Charakterizace produktu 59b

Vytézek 64 %; nazloutla amorfni
latka; Rf = 0,231 (2:1 ethylacetat/n-hexan).
'H NMR ani ¥C NMR nezméfeno z
NH/J\ NH\/\ divodu nerozpustnosti latky v béznych
NH 0 , e ,
deuterovanych rozpoustédlech. Latka byla
gn >/ charakterizovana jinymi metodami. CHN
analyza: Vypoéteno pro CagHs3CINgOs
59b

(845,42): C, 68,19; H, 6,32; N, 9,94.
Nalezeno: C, 66,79+0,04; H, 6,99+0,09; N, 7,54+0,02. HRMS: m/z vypoéteno pro
CaeHs3CINeOs: 867,36073 [M+Na]*; nalezeno: 867,34851 [M+Na]".
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2.2.3.3 Charakterizace produktu 59c
Vytézek 58 %; ¢ird amorfni latka;
Rf=0,222 (2:1 ethylacetat/n-hexan). H
\©\/‘\ NH/J\NH NH/\O NMR ani *C NMR nezméfeno z diivodu
nerozpustnosti latky v béznych
5\ 5 deuterovanych rozpoustédlech. Latka byla
charakterizovdna jinymi metodami. CHN

analyza: Vyp0cteno pro CssHs3CINgOs (845,42): C, 68,19; H, 6,32; N, 9,94. Nalezeno: C,
64,42+0,31; H, 6,73£0,09; N, 7,64+0,02. HRMS: m/z vypocteno pro CagHs3CINgOs:
867,36073 [M+Na]*; nalezeno: 867,35571 [M+Na]".

2.2.3.4 Charakterizace produktu 59d

Vytézek 23 %; zluta amorfni latka
Rt = 0,32 (2:1 ethylacetat/n-hexan). *H NMR
\©\/‘\ NH/J\NH NH\/\O (500 MHz, CD2Cly): sm¢s rotamera 6 9,46-
9,17 (1H, m, CH=0), 8,33-8,20 (1H, m, NH),
8,11-8,08 (1H, m, NH), 7,55-7,39 (6H, m,
6XCH(Ar)), 7,24-7,09 (3H, m, 2xCH(Ar),
NH), 6,95-6,81 (1H, m, NH), 5,22-5,16 (2H,
m, CH,-O-Ph), 4,26-4,40 (1H, m, NH-CH-C=0), 4,19-4,06 (3H, m, 3xNH-CH-C=0), 1,83-
1,11 (12H, m, 4xCH,-CH-(CHs)2), 1,02-0,69 (24H, m, 8xCHs). *C NMR (500 MHz,
CD2Cl,): smé&s rotamera 6 201,21, 173,29, 173,10, 171,72, 165,82, 156,02, 134,78, 134,59,
133,77, 131,72, 129,59, 129,20, 129,10, 128,87, 128,73, 127,00, 125,42, 121,14, 114,28,
72,24, 57,13, 54,95, 53,37, 52,10, 39,86, 36,84, 30,06, 29,70, 25,20, 24,66, 23,30, 22,90,
22,81, 21,16, 21,07, 20,64. CHN analyza: vypoéteno pro CzgHssCIN4Os (699,32): C, 65,26;
H, 7,93; N,8,01, Nalezeno: C, 64,82; H, 8,87£0,25; N, 6,29+0,22, HRMS: m/z vypoéteno

pro: CzsHssCIN4Os: 699,38829 [M+H]™; nalezeno: 699,38855 [M+H]".

59d
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2.3 Priprava benzylovanych a debenzylovanych
trifluorotoluidini

2.3.1 Obecné piiprava 5-chloro-O-benzyl-trifluoromethyl benzamidu (62a-f)

Q Rs NH,
Cl B Y al
H COOH HOBt EDC*HCI \©\
> + DCM 18 hod.
Bn CF3
60a-f 61 62a-f

Do baiiky bylo pfedloZena kyselina (60a-f) (1 ekv), kterd byla rozpusténa
v DCM. Nésledn& byl nadavkovan HOBt*H,O (1,1 ekv) a EDC*HCI (0,95 ekv). RS se
nechala michat asi hodinu, ¢imz doslo k aktivaci kyseliny. Nasledné se nadavkoval roztok 4-
trifluoromethylanilinu (61) (1 ekv) v DCM. Reakéni smés se nechala michat 18 hodin, kdy po
této dobé doslo k vymizeni vychozi latky. DCM se odpatil na RVO a zbytek v bafice se
rozpustil v EtOAc. Nasledné byly provedeny extrakce nasycenym roztokem NaHCO3 (3x),
5% kyselinou citronovou (3x) a solankou (1x). Organicka faze se vysusila bezvodym Na>SOa,

ktery se nasledn¢ odfiltroval a produkt (62a-f) se izoloval ,,pseudokrystalizaci*.

2.3.1.1 Charakterizace produktu 62a:
Vytézek 75 %; bild krystalicka latka;

o)
H
CI\CELN%(N b.t. = 140.9-143.2 °C; R¢= 0.633 (ethylacetat/n-hexan
H
0

& F1:1). 'H NMR (500 MHz, DMSO): & 10,48 (s, 1H,

K© P NH), 8,58 (d, J = 6,7 Hz, 1H, NH), 7,82 (d, J = 8,4 Hz,

62a 2H, 2xCH(AY)), 7,76 (d, J = 2,0 Hz, 1H, CH(Ar)), 7,69

(d, J = 8,5 Hz, 2H, 2xCH(Ar)), 7,56 (d, J = 7,8 Hz, 3H, 3xCH(Ar)), 7,37 (dt, J = 24,6, 8,1 Hz,

4H, 4xCH(Ar)), 5,33 — 5,26 (m, 2H, O-CH-Ph), 4,62 (p, J = 6,9 Hz, 1H, NH-CH-C=0), 1,28

(d, J = 7,0 Hz, 3H, CHg). **C NMR (100 MHz, DMSO): § 172,15, 163,91, 155,69, 143,09,

136,54, 132,63, 130,48, 129,15, 128,90, 128,68, 126,73, 126,70, 125,45, 124,90, 124,09 (q, XJ

(*°F,*3C)=32 Hz), 119,80, 116,39, 71,47, 50,38, 18,65. °F NMR (400 MHz, CDCls): 5 -60,34

(s). CHN analyza: vypocteno pro CasH20CIFsN2O3 (476,88): C, 60,45; H, 4,23; N, 5,87.

Nalezeno: C, 60,08+0,22; H, 4,15+0,12; N, 5,484+0,02. HRMS: m/z vypocteno pro

CaaH20CIF3N203: 477,11928 [M+H]*, 499,10122 [M+Na]*, 515,07516 [M+K]*; Nalezeno:
477,11873 [M+H]*, 499,10068 [M+Na]*, 515,07461 [M+K]".
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2.3.1.2 Charakterizace produktu 62b:
o I(H Vytézek 67 %; bila krystalickd latka,
Cl N N b.t. = 195,2-196,5 °C; Rf= 0,536 (ethylacetat/n-hexan
Cﬁ;” 0o @F 1:1). *H NMR (500 MHz, CDCls): § 9,51 (s, 1H, NH),
£ T 854 (d, J=77Hz 1H, NH), 8,15 (d, J = 2,8 Hz, 1H,
b 62b CH(AT)), 7,57 (d, J = 8,5 Hz, 2H, 2xCH(A)), 7,50 (dd,
J =178, 1,4 Hz, 2H, 2xCH(Ar)), 7,46 — 7,39 (m, 6H, 6XCH(Ar)), 7,07 (d, J = 8,9 Hz, 1H,
CH(AY)), 5,21 (dd, J = 28,5, 10,5 Hz, 2H, O-CH,-Ph), 4,63 (t, J = 7,4 Hz, 1H, NH-CH-C=0),
2,05 - 1,96 (m, 1H, CH-(CHs)2), 0,90 (d, J = 6,7 Hz, 3H, CHj3), 0,66 (d, J = 6,8 Hz, 3H, CHs).
13C NMR (100 MHz, CDCls): & 170,03, 164,80, 155,71, 141,13, 134,49, 133,13, 131,94,
129,25, 129,13, 128,73, 126,93, 125,97, 125,54 (q, 1J (1°F,1*C)=24 Hz),125,4, 122,05, 119,26,
114,13, 72,05, 60,46, 30,34, 19,35, 18,01. 2*F NMR (400 MHz, CDCls): § -62,15 (s). CHN
analyza: vypocteno pro CosH24CIF3N20O3 (504,93): C, 61,85; H, 4,79; N, 5,55. Nalezeno: C,
62,23+0,05; H, 4,75+0,03; N, 5,42+0.04. HRMS: m/z vypocteno proCasH24CIF3N2O3:

505,15058 [M+H]*, 527,13252 [M+Na]*, 543,10646 [M+K]*; Nalezeno: 505,15036 [M+H]",
527,13226 [M+Na]*, 543,10602 [M+K]".

2.3.1.3 Charakterizace produktu 62c:

Vytézek 59 %; bila krystalicka latka,
o} /&(H b.t. = 160,3-161,6 °C; Rf= 0,636 (ethylacetat/n-hexan
C'\CELN N 1:1). 'H NMR (400 MHz, DMSO): § 10,50 (s, 1H,
o "o @E NH), 8,44 (d, J = 7,3 Hz, 1H, NH), 7,81 (d, J = 8,5 Hz,
© 62¢ F 2H, 2xCH(Ar)), 7,75 (d, J = 2,0 Hz, 1H, CH(Ar)), 7,67
(d, J = 8,4 Hz, 2H, 2xCH(Ar)), 7,59 — 7,51 (m, 3H,
3XCH(Ar)), 7,43 — 7,32 (m, 4H, 4xCH(Ar)), 5,31 — 5,23 (m, 2H, O-CH2-Ph), 4,59 (dd, J =
13,1, 7,6 Hz, 1H, NH-CH-C=0), 1,63 (dt, J = 14,7, 5,9 Hz, 1H,CHH), 1,53 — 1,42 (m, 1H,
CHH), 1,24 — 1,08 (m, 2H, CH,), 0,76 (t, J = 7,3 Hz, 3H, CH3).22.C NMR (100 MHz, CDCls):
d 171,67, 164,08, 155,77, 143,04, 136,37, 132,65, 130,53, 129,17, 129,00, 128,96, 126,70,
126,67, 125,47, 124,78, 124,10 (g, 1J (**F,*C)=31 Hz), 119,85, 116,30, 71,63, 54,51, 34,67,
19,07, 14,22. F NMR (400 MHz, CDCls): § -60,36 (s). CHN analyza: vypodteno pro
CosH24CIF3N20s (504,93): C, 61,85; H, 4,79; N, 555. Nalezeno: C, 61,51+0,29; H,
4,81+0,02; N, 5,54+0,02. HRMS:m/z vypoéteno pro CosH24CIF3N203: 505,15003 [M+H],

527,13198 [M+Na]*; Nalezeno: 505,15155 [M+H]", 527,13354 [M+Na]".
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2.3.1.4 Charakterizace produktu 62d:
Vytézek 4 %; bila krystalicka latka, b.t. = 141,4-
1424 °C; Rf= 0,622 (ethylacetat/n-hexan 1:1).
mCELN N IH NMR (500 MHz, DMSO): & 10,53 (s, 1H, NH),
o H o @F 8,49 (d, J = 7,3 Hz, 1H, NH), 7,82 (d, J = 8,4 Hz, 2H,
b oq F P 2xCH(AT)), 7,76 (d, J = 2,7 Hz, 1H, CH(Ar)), 7,68 (d, J
= 8,5 Hz, 2H, 2xCH(Ar)), 7,57 (dd, J = 11,4, 5,0 Hz,
3H, 3XCH(Ar)), 7,42 — 7,32 (m, 4H, 4xCH(Ar)), 5,32 — 5,24 (m, 2H, O-CH,-Ph), 4,58 (dd, J
= 13,2, 7,6 Hz, 1H, NH-CH-C=0), 1,71 — 1,62 (m, 1H, CHH), 1,54 — 1,43 (m, 1H, CHH),
1,24 — 1,06 (m, 4H, CH2-CHy), 0,75 (t, J = 6,6 Hz, 3H, CH3). 3C NMR (100 MHz, DMSO):
o 171,49, 163,87, 155,55, 142,84, 136,21, 132,51, 130,34, 128,98, 128,82, 128,71, 126,57,
125,26, 124,80 (g, 1J (*°F,13C)=74 Hz), 124,01, 123,75, 119,62, 116,08, 71,34, 54,52, 32,14,
27,76, 22,26, 14,21. 1%F NMR (100 MHz, DMSO): § -60,37 (s). CHN analyza: vypodteno
pro Cz7H26CIF3N20s (518,96): C, 62,49; H, 5,05; N, 5,40. Nalezeno: C, 62,38+0,06; H,
4,92+0,05; N, 5,03+0,03. HRMS: m/z vypogteno pro Co7HzsCIFsN20s: 541,14763 [M+Na]*;

Nalezeno: 541,14899 [M+Na]".

2.3.1.5 Charakterizace produktu 62e:
Vytézek 56 %; bila krystalicka latka,
b.t. = 166,4-167,4 °C; R¢f= 0,663 (ethylacetat/n-hexan

N o H 1:1), 'H NMR (500 MHz, DMSO): & 10,53 (s, 1H,
\Q\)Lﬁ I O\KF NH), 8,44 (d, J = 7,5 Hz, 1H, NH), 7,82 (d, J = 8,6 Hz,
Q INF 2H, 2xCH(AN), 7,75 (d, J = 2,8 Hz, 1H, CH(A)), 7,68

© 62e (d, J = 8,7 Hz, 2H, 2xCH(AN), 7,59 — 7,53 (m, 3H,

3XCH(Ar)), 7,42 — 7,32 (m, 4H, 4xCH(Ar)), 5,32 —
5,25 (m, 2H, O-CH2-Ph), 4,65 (ddd, J = 9,8, 7,6, 5,2 Hz, 1H, NH-CH-C=0), 1,68 (d, J = 12,3
Hz, 1H, CH-CH), 1,63 - 1,45 (m, 5H (cyklohexylalanin)), 1,41 - 1,33 (m, 1H
(cyklohexylalanin)), 1,23 — 1,12 (m, 1H (cyklohexylalanin)), 1,09 - 0,97 (m, 3H
(cykylohexylalanin)), 0,88 — 0,73 (m, 2H, CH,-CH). 3C NMR (100 MHz, DMSO): § 172,02,
163,89, 155,55, 142,90, 136,27, 132,52, 130,32, 129,03, 128,84, 128,61, 126,55, 125,26,
124,81 (q, Y9 (*°F,®*C)=67 Hz), 123,74, 119,67, 116,09, 71,30, 52,40, 34,10, 33,40, 32,17,
26,36, 26,10, 25,95. F NMR (400 MHz, DMSO): § -60,36 (s). CHN analyza: vypo&teno
pro CsoHz0CIFsN203 (559,02): C, 64,46; H, 5,41; N, 5,01. Nalezeno: C, 64,53+0,06; H,
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5,36+0,03; N, 5,24+0,02. HRMS:m/z vypocteno pro CzoH3z0CIF3sN2O3: 581,17893 [M+Na]™;
Nalezeno: 581,18066 [M+Na]".

2.3.1.6 Charakterizace produktu 62f:

s Vytézek 23  %; bila krystalickd latka,
o /ﬁ’r b.t. =171,6-173,2 °C; Rf=0,688 (ethylacetat/n-hexan
CI\@fLN § 1:1). 'H NMR (500 MHz, DMSO): & 10,56 (s, 1H,
5 H 5 ©\<F NH), 8,58 (d, J = 7,5 Hz, 1H, NH), 7,82 (d, J = 8,5 Hz,
© o F F 2H, 2xCH(Ar)), 7,73 — 7,66 (m, 3H, 3xCH(Ar)), 7,59 —
7,51 (m, 3H, 3xCH(Ar)), 7,36 (dt, J = 16,7, 8,0 Hz, 4H,
4xCH(AT)), 5,31 — 5,23 (m, 2H, O-CH,-Ph), 4,74 —
4,66 (m, 1H, NH-CH-C=0), 2,42 — 2,27 (m, 2H, CHy), 2,03 — 1,93 (m, 4H, CHs, CHH), 1,87
— 1,77 (m, 1H, CHH). *C NMR (100 MHz, DMSO): & 170,93, 164,32, 155,42, 142,79,
136,35, 132,34, 130,17, 129,00, 128,77, 128,53, 126,56, 125,15, 125,03, 123,96 (g,
(*°F,1*C)=25 Hz), 123,84, 119,78, 116,05, 71,18, 53,81, 31,99, 29,84, 15,06. *°F NMR (400
MHz, DMSO): 6 -60,35 (s). CHN analyza: vypocteno pro CaeH24CIF3N2O3S (536,99): C,
58,15; H, 4,50; N, 5,22. Nalezeno: C, 58,62+0,15; H, 4,40+0,02; N, 5,20+0,06. HRMS: m/z

vypocteno pro CasH24CIF3N20sS: 559,10405 [M+Na]*; Nalezeno: 559,10553 [M+Na]*.
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2.3.2 Obecna piiprava 5-chloro-2-hydroxyl-trifluoromethyl benzamidu (63a-f)

O R;g
NH Cl %rNH
Cf%f SIS &t 4 01
CF, OH CF;

EtOAC, 18 hod.

63a-f
62a-f
+

64a-f
Do bariky byl piedlozen benzylovany benzamid (62a-f) (1 ekv), ktery byl rozpustén
v EtOAC. Dale bylo pridano malé mnozstvi katalyzatoru Pd-C. RS se v bafice nechala
probubléavat vodikem 18 hodin. Po této dob¢ se prubeh reakce zkontroloval pomoci TLC. Byl
detekovan vznik produktu, ale v reakéni smési byla stale vychozi latka. I pres to byla reakce
ukonéena z diivodu zabranéni vzniku nezadouciho vedlejsiho produktu bez chloru (64a-f).

Produkt (63a-f) se izoloval sloupcovou chromatografii s mobilni fazi EtOAc/n-hexan 1:5.

2.3.2.1 Charakterizace produktu 63a:

Vytézek 29 %; bila krystalicka latka,
\CEL /L[( b.t. = 240,3-241,2 °C; R¢= 0,505 (ethylacetat/n-hexan
\©\§F 1:3, vyjeto 3x). *H NMR (400 MHz, DMSO): § 12,20
F (s, 1H, OH), 10,52 (s, 1H, NH), 9,12 (d, J = 6,5 Hz,
1H, NH), 8,07 (d, J=2,2 Hz, 1H, CH(Ar)), 7,84 (d, J = 8,4 Hz, 2H, 2xCH(Ar)), 7,69 (d, J =
8,5 Hz, 2H, 2xCH(Ar)), 7,45 (dd, J = 8,8, 2,3 Hz, 1H, CH(Ar)), 6,98 (d, J = 8,8 Hz, 1H,
CH(Ar)), 4,68 (p, J = 6,8 Hz, 1H, NH-CH-C=0), 1,48 (d, J = 7,0 Hz, 3H, CHs). ®C NMR
(100 MHz, DMSO): & 172,09, 167,09, 158,43, 143,09, 133,95, 128,93, 126,74, 124,32,
124,13 (g, 1 (*F,C)=32 Hz), 123,25, 119,90, 119,83, 117,94, 50,50, 18,57. F NMR
(400 MHz, DMSO0): 6 -60,38 (s). CHN analyza: vypocteno pro C17H14CIFsN2O3z (386,75): C,
52,79; H, 3,65; N, 7,24. Nalezeno: C, 52,92+0,06; H, 3,67+0,03; N, 7,10+0,03. HRMS:m/z
vypocteno pro Ci7H1aCIF3N203:  387,07178 [M+H]*, 409,05373 [M+Na]*; Nalezeno:

387,07315 [M+H]*, 409,05508 [M+Na]".

2.3.2.2 Charakterizace produktu 63b:

Cﬁ”
(@) F
OH £
63b F

Vytézek 61 %; bila krystalicka latka,
b.t. =192,6-194,6 °C; Rf= 0,716 (ethylacetat/n-hexan
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1:3, vyjeto 3x). 'H NMR (500 MHz, DMSO): § 12,02 (s, 1H, OH), 10,61 (s, 1H, NH), 8,97
(d, J = 8,1 Hz, 1H, NH), 8,02 (d, J = 2,7 Hz, 1H, CH(Ar)), 7,84 (d, J = 8,5 Hz, 2H,
2xXCH(Ar)), 7,69 (d, J = 8,6 Hz, 2H, 2xCH(A)), 7,44 (dd, J = 8,8, 2,7 Hz, 1H, CH(Ar)), 6,99
(d, J = 8,8 Hz, 1H, CH(Ar)), 4,59 (t, J = 7,5 Hz, 1H, NH-CH-C=0), 2,21 (dd, J = 13,6, 6,8
Hz, 1H, (CH3)2-CH), 0,98 (dd, J = 6,7, 3,1 Hz, 6H, (CH3).-CH), **C NMR (100 MHz,
CDCls): & 170,86, 165,99, 157,15, 142,61, 133,49, 129,40, 126,60, 126,57, 124,00 (g, 1J
(*°F,3C)=26 Hz), 123,29, 119,68, 119,49, 118,84, 59,60, 31,14, 19,64, 18,82, *°F NMR (400
MHz, DMSO): 6 -60,36 (s). CHN analyza: vypocteno pro Ci9H1sCIFsN203 (414,81): C,
55,01; H, 4,37; N, 6,75. Nalezeno: C, 55,81+0,06; H, 4,86+0,06; N, 6,32+0,02. HRMS:m/z
vypocteno pro C19H1sCIF3N2O3: 437,08503 [M+Na]*; Nalezeno: 437,08582 [M+Na]".

2.3.2.3 Charakterizace produktu 63c:
Vytézek 28 %; bila krystalicka latka,

0 H b.t. = 216,5-218,3 °C; R¢= 0,533 (ethylacetat/n-hexan
C'\@fﬁ N 1:3, vyjeto 3x). "H NMR (400 MHz, DMSO): 5 12,18
on © ©\<E (s, 1H, OH), 10,56 (s, 1H, NH), 9,03 (d, J = 7,0 Hz,

63c F"1H, NH), 8,06 (d, J = 2,6 Hz, 1H, CH(Ar)), 7,83 (d, J

= 8,4 Hz, 2H, 2xCH(AY)), 7,67 (d, J = 8,4 Hz, 2H, 2xCH(ATr)), 7,44 (dd, J = 8,8, 2,6 Hz, 1H,
CH(Ar)), 7,05 — 6,82 (m, 1H, CH(AT)), 4,79 — 4,47 (m, 1H, NH-CH-C=0), 2,00 — 1,71 (m,
2H, CHy), 1,58 — 1,28 (m, 2H, CH), 1,00 — 0,85 (m, 3H, CHs). 3C NMR (100 MHz,
DMSO): § 171,66, 167,19, 158,26, 142,99, 133,90, 128,99, 126,73, 126,70, 124,16 (g, 1J
(*9F,13C)=32 Hz), 123,28, 119,89, 119,80, 118,08, 54,59, 34,42, 19,43, 14,23. *F NMR (400
MHz, DMSO): 6 -60,40 (s). CHN analyza: vypoc¢teno pro Ci9H1sCIF3N2O3 (414,81): C,
55,01; H, 4,37; N, 6,75. Nalezeno: C, 55,20+0,02; H, 4,49+0,02; N, 6,68+0,02. HRMS: m/z
vypolteno pro Ci9H1gCIFsN2Os: 415,10308 [M+H]*, 437,08503 [M+Na]*; nalezeno:
415,10428 [M+H]*, 437,08624 [M+Na]".

2.3.2.4 Charakterizace produktu 63d:
Vytézek 40 %; bila krystalicka latka,

b.t. = 201,9-203,8 °C; Rf= 0,496 (ethylacetat/n-hexan
0

N H 1:5, vyjeto 2x). 'H NMR (500 MHz, DMSO): & 12,20
N

nol ©\<F (s, 1H, OH), 10,59 (s, 1H, NH), 9,05 (d, J=7,2 Hz, 1H,

OH FNH), 8,06 (d, J=2,5 Hz, 1H, CH(AN), 7,83 (d, J=8,5

Hz, 2H, 2xCH(Ar), 7,68 (d, J=8,5 Hz, 2H,
2XCH(AN), 7,44 (dd, J=8,8, 2,5 Hz, 1H, CH(AI)), 6,97 (d, J=8,8 Hz, 1H, CH(Ar)), 4,65 (q,

63d F
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J=7,0 Hz, 1H, NH-CH-C=0), 1,88-1,79 (m, 2H, CH»-CH), 1,43-1,30 (m, 4H, CH,-CH,), 0,86
(t, J=6,8 Hz, 3H, CHs). *C NMR (100 MHz, DMSO): § 171,48, 166,92, 158,02, 142,80,
133,74, 128,83, 126,57, 126,55, 123,96 (q, J (1°F,3C)=25 Hz), 123,11, 119,67, 119,62,
117,89, 54,60, 31,93, 28,11, 22,35, 14,30. *F NMR (400 MHz, DMSO): § -60,39 (s). CHN
analyza: vypocteno pro CoH20CIF3sN203 (428,83): C, 56,02; H, 4,70; N, 6,53. Nalezeno: C,
56,29+0,01; H, 4,76+0,01; N, 6,28+0,03. HRMS:m/z vypocteno pro
Co0H20CIF3N20s: 429,11873 [M+H]™; nalezeno: 429,11966 [M+H]".

2.3.2.5 Charakterizace produktu 63e:
Vytézek 39 %; bild krystalicka latka,

b.t. =217,3-218,1 °C; R¢=0,474 (ethylacetat/n-hexan
o)

CI\@fLN H 1:5, vyjeto 2x). *H NMR (500 MHz, DMSO): § 12,25
H g \©\’<F (s, 1H, OH), 10,58 (s, 1H, NH), 9,02 (d, J=7,5 Hz, 1H,
OH INF NH), 8,07 (d, J=2,5 Hz, 1H, CH(AN), 7,83 (d, J85

63e Hz, 2H, 2xCH(Ar)), 7,60 (d, J=9,3 Hz, 2H,
2XCH(A)), 7,45 (dd, J=8,8, 2,6 Hz, 1H, CH(Ar)), 6,97 (d, J=8,8 Hz, 1H, CH(Ar)), 4,75-4,71
(m, 1H, NH-CH-C=0), 1,79-1,71 (m, 3H, 3xH-cyklohexylalanin), 1,68-1,62 (3H, m, 3xH-
cyklohexylalanin), 1,59 (s, 1H, H-cyklohexylalanin), 1,40-1,39 (m, 1H, CH-
cyclohexylalanine), 1,24-1,11 (m, 3H, 3xH-cyklohexylalanin), 0,99-0,92 (m, 2H, CH,-CH-
cyclohexylalanine). **C NMR (100 MHz, DMSO): § 171,96, 167,20, 158,23, 142,86, 133,84,
128,69, 126,58, 126,55, 123,93 (q, 1 (**F,**C)=25 Hz), 123,08, 119,73, 119,68, 117,68,
52,44, 34,25, 32,22, 26,45, 26,21, 26,01. °F NMR (400 MHz, DMSO): § -60,36 (s). CHN
analyza: vypocteno pro Ca3sH24CIFsN203 (468,90): C, 58,91; H, 5,16; N, 5,97. Nalezeno: C,
59,46+0,18; H, 5,09+0,04, N, 5,72+0,02. HRMS:m/z  vypocteno pro
C23H24CIF3N203: 469,15003 [M+H]*; Nalezeno: 469, 15161 [M+H]".

2.3.2.6 Charakterizace produktu 63f:
~ Vytézek 51  %; Dbild krystalicka latka,
b.t. = 153,9-155,2 °C; Rf=10,588 (ethylacetat/n-hexan

S

CI\@\).iN H 1:1). 'H NMR (500 MHz, DMSO): & 12,21 (s, 1H,
H O O\KF OH), 10,61 (s, 1H, NH), 9,11 (d, J = 7,2 Hz, 1H, NH),
> 63f £F 8,06 (d, J =25 Hz, 1H, CH(Ar), 7,84 (d, J = 85 Hz,

2H, 2xCH(AT)), 7,69 (d, J = 8,6 Hz, 2H, 2xCH(AT)),
7,46 (dd, J = 8,8, 2,6 Hz, 1H, CH(AT)), 6,97 (d, J = 8,8 Hz, 1H, CH(Ar)), 4,79 — 4,70 (m, 1H,
NH-CH-C=0), 2,66 — 2,51 (m, 2H, CH,), 2,18 — 2,03 (m, 5H, CH3z-S, CH,-S), *C NMR
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(100 MHz, CDCl3):170,88, 167,47, 158,29, 142,74, 133,86, 128,66, 126,56, 126,53, 124,02
(9, 13 (*F,**C)=26 Hz), 123,02, 119,82, 119,66, 117,67, 53,96, 31,70, 30,19, 15,12, F NMR
(400 MHz, DMSO0): & -60,38 (s). CHN analyza: vypoéteno pro CioHisCIF3sN2OsS (446,87):
C, 51,07; H, 4,06; N, 6,27. Nalezeno: C, 50,93+0,34; H, 4,48+0,01; N, 5,64+0,18. HRMS:
m/z vypoéteno pro C19H1gCIF3sN203S: 469,05710 [M+Na]"; Nalezeno: 469,05844 [M+Na]".
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2.4 Priprava akrylamidi

2.4.1 Priprava (S)-tert-butyl (4-methyl-1-((3-nitrophenyl)amino)-1-oxopentan-2-
yhkarbamétu (67)

102 )j\ POCI § NO
+ HN"DCOOH — _° L HN 2
41\ suchy pyridin %\O 0]

NH, 07 O -15°C, 18 hod. ©
65 66 67

Do 500 ml banky opatifené michadlem byly piedlozeny 6,58 g Boc-L-Leu (66)
(28,46 mmol, 1 ekv), které byly nasledné rozpustény ve 400 ml DCM. Nasledné byl
nadavkovan HOBt (4,23 g, 31,3 mmol, 1,1 ekv) a EDC*HCI (6,55 g, 34,15 mmol, 1,2 ekv).
Smés se nechala michat 1 hodinu a nasledné se ptikapal roztok 3-nitroanilinu (65) (4,32 g,
31,3 mmol, 1,1 ekv) v DCM (30 ml). Reakce se michala 2 dny a jeji priabéh byl sledovan
pomoci TLC. Po zreagovani veskeré vychozi latky se DCM z reak¢éni smési odpafil pomoci
RVO (rota¢ni vakuova odparka) a zbytek v bance se rozpustil v EtOAc (200 ml). Byly
provedeny extrakce nasycenym roztokem NaHCOs (3x70 ml), 5% kyselinou citronovou
(3x70 ml), solankou (1x70 ml), 10% HCI (3x70 ml) a vodou (1x70 ml). Organicka faze se
vysuSila bezvodnym Na»SOa. Ten se nasledné odfiltroval a produkt (67) se izoloval pomoci

sloupcové chromatografie.
Reakce byla zopakovana jesté 3x s riznymi navazkami a s vytézky 31-66 %.

2.4.1.1 Charakterizace produktu 67:
Vytézek 4,69 g (47 %); zlutd amorfni latka; Rf = 0,545 (SiOg;
ij\'rﬁ no, ethylacetat—n-hexan, 2.3); 'H NMR (400 MHz, CDCls, ppm): § 9,43 (s,
o)\O 0 ©/ 1H, NH), 8,37 (s, 1H, CH(Ar)), 7,88-7,71 (m, 2H, 2xCH(Ar)), 7,33-
67 7,29 (m, 1H, CH(Ar)), 5,27 (s, 1H, NH), 4,37 (s, 1H, NH-CH-C=0),
1.80-1.61 (m, 3H, CH2-CH), 1.47 (s, 9H, (CHs)s-C), 0,98-0,90 (m, 6H, (CHs).-CH).
13C NMR (100 MHz, CDCls) & 172,11, 148,25, 139,17, 129,41, 124,95, 118,41, 114,29,
81,01, 53,99, 40,77, 28,36, 24,76, 23,05, 21,52. Elementarni analyza pro Ci7H25N30s
(351,40) vypoéteno: C 58,11; H 7,17; N 11,96. Nalezeno: C 57,84 + 0,07; H 7,39 + 0,02; N
12,10 + 0,06. HRMS: m/z vypocteno pro Ci7H2sN3Os: 374,16864 Da [M+Na]”, nalezeno:

374,16870 Da [M+Na]".
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2.4.2 Priprava (S)-tert-butyl (1-((3-aminophenyl)amino)-4-methyl-1-oxopentan-2-
ylkarbamétu (68)

H H
H,, Pd-C
o] @]
O)\O EtOAC, rt, Oél\o
)< 2 dny
67 68

Do autoklavu byla vlozena sklenéné vlozka opatiena michadlem, ve které se rozpustilo
6,43 g nitrolatky (67) (18,29 mmol, 1 ekv) v EtOAc (50 ml) ptidavkem katalytického
mnozstvi Pd-C. Reakéni smés byla michana pii tlaku 12,5 baru pies noc. Nasledné se reakce
zkontrolovala pomoci TLC a po vymizeni prakticky veskeré vychozi latky se reakce ukon¢ila.
Katalyzator byl odfiltrovan pies trojity skladany filtr, pomoci RVO se odpatilo rozpoustédlo
a produkt (68) byl izolovan sloupcovou chromatografii.

Reakce byla zopakovéana jesté 2x s riznymi navazkami a s vytézky 57-88 %.

2.4.2.1 Charakterizace produktu 68:

Vytézek 4,65 g (79 %); bila amorfni latka; Rf = 0,143
H (SiOz; ethylacetat/n-hexan, 2:3); *H NMR (400 MHz, CDCls): §
HN N\©/NH2 8,80 (s, 1H, NH), 7,02-6,96 (m, 2H, 2xCH(Ar)), 6,77 (d, J=6,9
O)\O © Hz, 1H, CH(Ar)), 6,37 (d, J=7,5 Hz, 1H, CH(Ar)), 5,44 (s, 1H,
NH), 4,35 (s, 1H, NH-CH-C=0), 4,06 (s, 2H, NH), 1,77-1,56 (m,
3H, CH,-CH), 1,40 (s, 9H, (CHs)3), 0,95-0,91 (m, 6H, (CHs)2). *C NMR(100 MHz, CDCls)
6 171,63, 156,52, 146,97, 139,09, 129,73, 111,37, 110,46, 107,08, 54,07, 41,32, 28,52, 24,96,
23,18, 20,98. Elementarni analyza pro Ci7H27NsOs (321,41) vypocteno: C 63,53; H 8,47; N
13,07. Nalezeno: C 63,11 £ 0,03; H 8,51 + 0,02; N 13,01 + 0,02. HRMS:m/z vypo¢teno pro:

C17H27N30s3: 344,19446 Da [M+Na]*, nalezeno: 344,19421 Da [M+Na]".

68
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2.4.3 Priprava (S)-tert-butyl (1-((3-acrylamidophenyl)amino)-4-methyl-1-
oxopentan-2-yl)karbamatu (70)

HN : NHz Nilg t §
O)\O ° \©/ DIPEA, SCM suchy,‘ :/J/Iio o \©/ 70(\
P . 0°C, 3 hod. P 0

Do tiihrdlé banky opatiené michadlem a teplomérem bylo piedloZzeno 6,602 g aminu

(68) (20,54 mmol, 1 ekv). Vzduch v baiice byl nahrazen inertem a latka pod nim byla
rozpu$téna Vv suchém DCM (80). Nasledné bylo po kapkéch ptidano 3,94 ml DIPEy
(22,59 mmol, 1,1 ekv) a smé&s byla vychlazena pomoci ledové lazné se soli na 0 °C. Poté byl
pomoci syringe pumpy po kapkach nadavkovan roztok akryolylchloridu (69) (1,67 ml,
20,54 mmol, 1 ekv) v suchéem DCM (5 ml). Reakce se nechala michat pil hodiny, kdy bylo
po této dobé indikovano vymizeni vychozi latky pomoci TLC. Reakce byla ukoncena
piidavkem malého mnozstvi roztoku NaCl a provedly se extrakce solankou (3x30 ml) a DCM
(3x30 ml). Organicka faze byla vysusena bezvodym Na»;SOs a susidlo bylo odfiltrovano.
Filtrat se zahustil na RVO, kdy doslo ke vzniku gelu. Gelovita latka byla rozpusténa
v acetonu a nanesena na silikagel. Cela tato smés se odpafila do sucha pomoci RVO a
vzorek+silikagel byly nésledn¢ naneseny na kolonu a produkt (70) se izoloval pomoci

sloupcové chromatografie.

Reakce byla zopakovana jesté 2X s riznymi navazkami a s vytézky 63-91 %.
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2.4.3.1 Charakterizace produktu 70:

Vytézek 5,702 g (74 %); bila amorfni latka; Rs = 0,454 (SiOy;

:bﬁ(“ H « ethylacetat/n-hexan, 1:1); *H NMR (500 MHz, CDCls, ppm): & 8,98
. O 6 (s, 1H, NH), 8.15 (s, 1H, NH), 7,59 (s, 1H, CH(AT)), 7,48 (s, 1H,
70 CH(AT)), 7,12 (s, 2H, 2XxCH(AN)), 6,41-6,25 (m, 2H, CH,=CH), 5,69

(d, J=10,1 Hz, 1H, CH2=CH), 5,46 (d, J=6,5 Hz, 1H, NH), 4,37 (s, 1H, NH-CH-C=0), 1,74-
1,63 (m, 3H, CH,-CH), 1,44 (s, 9H, (CH3)3), 0,94 (t, J=7,7 Hz, 6H, (CH3),). *C NMR
(100 MHz, CDCl3) 6 171,88, 163,91, 156,47, 138,13, 131,27, 129,26, 127,68, 116,29, 115,97,
111,86, 80,51, 53,97, 40,97, 28,35, 24,77, 23,07, 21,72. Elementarni analyza pro
C20H29N304 (375,46) vypocteno: C 63,98; H 7,79; N 11,19. Nalezeno: C 63,84 + 0,16; H 8,00
+ 0,03; N 10,94 £ 0,17. HRMS:m/z vypocteno pro: CaoH2oN304: 398,20503 Da [M+Na]*,
nalezeno: 398,20737 Da [M+Na]".

2.4.4 Piiprava (S)-N-(3-akrylamidophenyl)-2-amino-4-methylpentanamidu (71)

H H H H
N N

oot oms Yo
o) o) =

og\o DCM. rt, 2 hod. o ©

Mk 70 71

V barice opatfené michadlem bylo rozpusténo 81,5 mg chranéného akrylamidu (70)
(0,217 mmol, 1 ekv) v 10 ml DCM. Nasledné bylo po kapkach nadavkovano 0,6 ml TFA

(7,814 mmol, 36 ekv) a reakéni smés se nechala michat dvé hodiny. Po této dobé se RS

(reakéni smés) zkontrolovala pomoci TLC, které detekovalo vymizeni vychozi latky. Pomoci
vodni vyvévy se odpafilo vesSkeré rozpoustédlo a zbytek v barice byl rozpustén v EtOAc
(20 ml) a vodé (10 ml). Provedly se extrakce a u vodné faze se upravilo pH na 9-10 pomoci
1M NaOH. Nasledn¢ se okyselila 10% HCI na pH=5. Opét se provedly extrakce
ethylacetatem (3x7 ml). Organické faze se spojily a vysusily bezvodym Na>SOs. Po
odfiltrovani susidla se rozpoustédlo odpatilo a ziskal se surovy produkt (71), ktery se jiz dale

nijak neizoloval ani necharakterizoval a piistoupilo se s nim do dalsiho kroku.
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2.4.5 Priprava N-((S)-1-(((S)-1-((3-akrylamidophenyl)amino)-4-methyl-1-
oxopentan-2-yl)amino)-4-methyl-1-oxopentan-2-yl)-2-(benzyloxy)-5-

chlorobenzamidu (73a)

(o]
c N~ ~COOH
N N o" 7, 0 Ho 0
HeN \©/ W/\ Bn oo N N\.)kN NJ\/
0 o HOBt, EDC*HCI oH o = H H
- DCM, rt, 18 hod. 0 Y 734

Do banky bylo piedlozeno 1 g kyseliny (72a) (2,669 mmol, 1 ekv), kterd byla
rozpusténa v 70 ml DCM. Naésledné bylo nadavkovano 0,396 g HOBt*H.O (2,936 mmol,
1,1 ekv) a 0,614 g EDC*HCI (3,202 mmol, 1,2 ekv). RS se nechala michat asi hodinu, ¢imz
doslo k aktivaci kyseliny. Nasledné se nadavkoval roztok 0,735 g akrylamidu (71) (2,669
mmol, 1 ekv) v 35 ml DCM. Reak¢ni smés se nechala michat 18 hodin, kdy po této dobé
doslo k vymizeni vychozi latky. DCM se odpaiil na RVO a zbytek v bance se rozpustil
v EtOAc (100 ml). Nasledn¢ byly provedeny extrakce nasycenym roztokem NaHCO3
(3x25 ml), 5% kyselinou citronovou (3x25 ml) a solankou (25 ml). Organicka faze se vysusila
bezvodym Na,SOs, ktery se nasledné odfiltroval a produkt (73a) se izoloval sloupcovou

chromatografii.

2.4.5.1 Charakterizace produktu 73a:
Vytézek 0,7257 g (43 %); bila amorfni latka; Rf =
) o ﬁ:ﬁ\jﬂ /@ )Ov 0,284 (SiO2; ethylacetat/n-hexan, 1:1). Elementarni
\Ej\)ﬁ 7N N analyza pro CssH41CIN4Os (633,18) vypocteno: C 66,39;
gn Y 73a H 6,53; N 8,85. Nalezeno: C 65,27 + 0,34; H 6,56 + 0,04;
N 7,89 + 0,04, HRMS: m/z vypoéteno pro: CssHaiCINsOs: 655,26577 Da [M+Na]®,
nalezeno: 655,26617 Da [M+Na]".
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2.4.6 Priprava N-((S)-1-(((S)-1-((3-akrylamidophenyl)amino)-4-methyl-1-
oxopentan-2-yl)amino)-1-oxo-3-phenylpropan-2-yl)-2-(benzyloxy)-5-

chlorobenzamidu (73b)

Cl

REEY
HN ONONEA n \CEL %/@\J\/

HOBt, EDC*HCI
DCM, rt, 3 dny

Postup je shodny s postupem piipravy latky 73a. Na piipravu bylo pouzito 0,545 g
kyseliny (72b) (1,334 mmol).

2.4.6.1 Charakterizace produktu 73b:
Vytézek 0,216 g (24 %); lehce naZloutla amorfni
\E:fL /8% /@\ latka; Rf = 0,240 (SiOg; ethylacetat/n-hexan, 1:1) *H NMR
H (500 MHz, CDCl3): 6 9,19 (s, 1H, NH), 8,83 (s, 1H, NH),
o 8,59-8,44 (m, 1H, NH), 8,16-8,05 (m, 1H, NH), 7,77-7,76
(m, 1H, CH(Ar)), 7,62-7,60 (m, 1H, CH(Ar)), 7,41-7,31 (m, 6H, 6XCH(ATr)), 7,25-7,11 (m,
3H, 3xCH(AT)), 7,08-6,99 (m, 3H, 3xCH(Ar)), 6,97-6,85 (m, 3H, 3xCH(Ar)), 6,41-6,32 (m,
2H, CH,=CH), 5,60-5,58 (m, 1H, CH,=CH), 5,16-4,85 (m, 3H, O-CH,-Ph, NH-CH-C=0),
4,74-7,69 (m, 1H, NH-CH-C=0), 3,20-2,77 (m, 2H, CH-Ph), 1,77-1,57 (m, 3H, CH,-CH-
(CHa),), 0,87-0,70 (m, 6H, (CHs)2). 3C NMR (100 MHz, CDCls) & 171,95, 170,72, 164,75,
164,24, 155,43 138,61, 138,02, 135,85, 135,00, 133,07, 133,04, 132,01, 131,84, 129,05,
128,90, 128,53, 127,73, 127,64, 126,85, 121,93, 115,86, 114,55, 114,42, 71,53, 55,77, 55,59,
53,06, 52,95, 37,75, 22,90, 22,85, 21,91, 21,88. Elementarni analyza pro CsgH3sCIN4Os
(667,19) vypocteno: C 68,41; H 5,89; N 8,40. Nalezeno: C 68,36 = 0,16; H 6,02 + 0,13; N
8,25 * 0,24. HRMS: m/z vypoc¢teno pro: CasHzeCIN4Os: 689,25012 Da [M+Na]*, nalezeno:

689,25500 Da [M+Na]*.
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2.4.7 Priprava  N-((S)-1-(((S)-1-(((S)-1-((3-akrylamidophenyl)amino)-4-methyl-1-
oxopentan-2-yl)amino)-4-methyl-1-oxopentan-2-yl)amino)-4-methyl-1-

oxopentan-2-yl)-2-(benzyloxy)-5-chlorobenzamidu (73c)

HOBt, EDC*HCI
DCM, rt, 3 dny

Cl N_COOH
N b (@] (o]
X H 1S & A H H H
N N 0
HoN N o " Y12 ¢ \ N\)J\N N N\[(\
5 5 H B
o o 0
0 e
71 Bn

73c

Postup je shodny s postupem piipravy latky 73a. Na piipravu bylo pouzito 0,651 g
kyseliny (72b) (1,33 mmol).

2.4.7.1 Charakterizace produktu 73c:
Vytézek 89,3 mg (8,6 %); bila amorfni latka;
C.KfNﬁ;nﬂNQ i~ Rf = 0522 (SiOy; ethylacetét/n-hexan, 1:1). HRMS:
gnH © w/H © O © m/z: [M+Na]® vypocteno pro: CaiHs2CINsQe:
768,34983 Da [M+Na]*, nalezeno: 768,34991 Da

73c

[M+Na]".
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ZAvér

Cilem této dizertaéni prace bylo ptipravit 4 studie vychazejici z predchoziho vyzkumu
nasi vyzkumné skupiny a z literatury. Nekteré tyto studie slouzily k doplnéni informaci, které
nam byly poskytnuty studiemi jiz diive provedenymi. Jednalo se konkrétné o tripeptidické
a tetrapeptidické latky. V minulosti byly ptipraveny di a tripeptidické aldehydy u kterych byla
métena ICso vybranych bunénych linii. V této dizertani préci byla tato studie rozsifena
o tripeptidické aldehydy obsahujici v peptidickém fetézci atypické aminokyseliny a dale byly
ptipraveny i k nim odpovidajici vinyl sulfony, kdy tato skupina vykazuje vyssi stabilitu oproti
aldehydické skupiné. | pies to, ze tripeptidické vinyl sulfony nedosahovaly tak nizkych
inhibi¢nich koncentraci jako odpovidajici aldehydy, je dobré se na tuto skupinu také zaméfit
pravé diky jeji vyssi stabilité, coz by mohlo vyiesit problém se skladovanim danych latek
(aldehydické slouceniny podléhaji snazsimu rozkladu i pii skladovani pii nizké teploté a pod
inertni atmosférou). Nejaktivnéjsi latky nedosahovaly tak dobrych hodnot jako pouzity
standart bortezomib, ale i tak jsou pro nas tyto hodnoty velice zajimavé. Nasi snahou bylo
pripravit latky, které by postradaly vedlejsi ucinky bortezomibu, i pies to, Ze by nebyly tolik

aktivni.

Dalsi studii a zaroven rozsifenim tripeptidické série byla série tetrapeptidickych
aldehydu a vinyl sulfond, jejichz fetézec byl slozen z L-Leu a L-Trp. Tato studie ndm slouzila
k porovnani vlivu prodluzujiciho se fetézce na biologickou aktivitu. JelikoZz se jedna ale
o latky, které se svym chovani podobaji spise slozitym peptidam, bylo obtizné i tyto latky
charakterizovat pomoci NMR. Navic obsahovaly-li slouc¢eniny vice jak 1 L-Trp v fetézci,
nebylo jiz mozné tyto latky rozpustit v bézné¢ dostupnych deuterovanych rozpoustédlech.
Proto jsme tyto latky charakterizovali hlavné¢ pomoci MALDI-TOF. Zaroven bylo obtizné
uréit i Cistotu téchto latek, protoze jiz zminény L-Trp absorbuje vzdusny CO.. Co se tyce
biologickych aktivit, ze zatim dostupnych dat jsme zjistili, Ze u aldehydu dochazi ke zvyseni
biologické aktivity u nékterych kment s prodluzujicim se tetézcem, a to v piipadé, kdy je
jeho fetézec slozen pouze z L-Leu. U vinyl sulfonti tomu bylo naopak. Nejaktivnéjsi z celé
studie ale byli aldehyd a vinyl sulfon majici v fetézci 3 L-Leu a vedle funkéni skupiny L-Trp.

Obsahuje-li molekula vice L-Trp, biologicka aktivita se snizuje.

Pii ptipravé tri a tetrapeptidickych latek se pouzival pokrocily intermediat, a to
monopeptidickd kyselina (opét slozend z riznych AMK). Tyto kyseliny byly pouzity pro

ptipravu potencionalnich antibakterialnich latek, a to trifluor toluidint. Studie obsahovala 6
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benzylovanych a 6 debenzylovanych latek. Po zméfeni inhibi¢nich aktivit bylo zjisténo, ze
benzylované latky prakticky neinhibuji, proto jsme se témito latkami dale nezabyvali.
Zajimavé vysledky ale ptinesly debenzylované latky, kdy nékteti zastupci inhibovaly bunééné

linie vice nez pouzité standarty.

V posledni studii byly ptipravovany dipeptidické a tripeptidické akrylamidy, kdy latky
stimto zakon¢enim by se mély chovat jako potenciondlnimi inhibitory proteinkinaz. Byla
navrzena cilova obecna struktura a vytvoiena syntetickd cesta pro ptipravu téchto latek. Pii
vlastni syntéze se vyskytlo ovsem par piekazek, které nam branily cilové slou¢eniny pfipravit.
Jednim takovym problémem bylo i nemoznd izolace pokrocilejsiho intermediatu z reakéni
smési. Tento problém byl nakonec v nékterych pripadech vytfeSen a podafilo se tak pripravit
dvé dipeptidické a jedna tripeptidicka cilova sloucenina. Po otestovani jejich biologickych

aktivit se ale ukazaly vsechny jako inaktivni.
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