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Souhrn

V prvni ¢asti se tato diplomova prace zabyva uréenim produktii hydrolyzy vznikajicich v silné
bazickém prostiedi z Ezetimibu a strukturné podobnych B-laktamu, které nemohou podléhat
intramolekularnimu pfesmyku, ale pouze hydrolyze na odpovidajici B-aminokyselinu.
S vyuzitim "H NMR, **C NMR spektroskopie, MALDI-MS a LC-MS spektrometrie byla jako
produkt rozpadu Ezetimibu v koncentrovaném roztoku NaOH jednozna¢né potvrzena
(2R,3R,6S)-6-(4-fluorfenyl)-2-(4-hydroxyfenyl)-3,4,5,6-tetrahydro-2H-pyran-3-karboxylova

kyselina. Na zaklad¢ kinetickych méfeni v tézké vodé byl urcen rozpoustédlovy kineticky
isotopovy efekt, ktery potvrzuje odliSny mechanismus hydrolyzy u obou substrati. Zatimco
u Ezetimibu se na rozpadu zaporné nabitého intermediatu piimo podili alkoholicka OH (OD)
skupina, anebo reakéni cesta spoc¢iva V rychlost urcujici laktonizaci laktamu, tak v piipadé
1-(4-fluorfenyl)-4-(4-hydroxyfenyl)-3-methylazetidin-2-onu a 1-(4-fluorfenyl)-4-(4-methoxy-
fenyl)-3-methylazetidin-2-onu je rychlost urcujicim krokem atak hydroxidového aniontu
na karbonylovou skupinu. Dale byly podrobné studovany produkty aminolyzy vznikajici
reakci Ezetimibu a strukturné podobného 1-(4-fluorfenyl)-4-(4-hydroxyfenyl)-3-methyl-
azetidin-2-onu s primarnimi aminy. Struktura jednotlivych B-aminoamidt byla opét potvrzena
pomoci *H NMR, *C NMR spektroskopie a MALDI-MS spektrometrie. Studiem kinetiky
ve vodnych roztocich primarnich amina bylo zjisténo, ze molekula aminu se pfi aminolyze
Ezetimibu i strukturné podobného B-laktamu uplatiiuje pouze jako nukleofil a nikoliv jako
baze a na rozpadu tetraedralniho intermediatu se nepodili ani hydroxidovy aniont. Z korelace
Brenstedova typu bylo zjiSténo, Ze reakce probiha pfes ranny tranzitni stav, Vnémz je
vznikajici vazba C-N vytvofena jen v malé mife, zatimco zanikajici vazba C-N

Vv laktamovém kruhu je prakticky nedotcena.

Klic¢ova slova

Ezetimib, B-laktamy, bazicka hydrolyza, intramolekularni ptesmyk, rozpoustédlovy kineticky

izotopovy efekt, aminolyza B-laktamového kruhu, Brenstedova korelace.



Summary

The first part of the master thesis deals with products of hydrolysis formed in strongly basic
medium from Ezetimibe and structurally related p-lactams. These p-lactams can not undergo
intramolecular rearrangement but the corresponding B-amino acids are formed. The only
product of  Ezetimibe decomposition was (2R,3R,6S)-6-(4-fluorophenyl)-2-(4-
hydroxyphenyl)-3,4,5,6-tetrahydro-2H-pyrane-3-carboxylic acid which was confirmed with
the help of *H NMR, *C NMR spectroscopy, MALDI-MS and LC-MS spectrometry.
The solvent kinetic isotope effect was measured in deuteriumoxide which showed different
mechanisms of hydrolysis of all studied pB-lactams. While with Ezetimibe the rate limiting
decomposition of negatively charged intermediate catalyzed by OH (OD) group
or lactonization of p-lactam ring occurs both 1-(4-fluorophenyl)-4-(4-hydroxyphenyl)-3-
methylazetidin-2-one and 1-(4-fluorophenyl)-4-(4-methoxyphenyl)-3-methylazetidin-2-one
are directly attacked by the hydroxide anion. In the next part of the thesis the products
of aminolysis were prepared and characterized by ‘*H NMR, *C NMR spectroscopy
and MALDI-MS spectrometry. The kinetic study in aqueous solutions of primary amines
shows that the rate limiting step of aminolysis involves addition of a single amine molecule
to B-lactam carbonyl group. The reaction takes place through the early transition state

with respect to amide bond forming and p-lactam bond breaking process.

Keywords

Ezetimibe, B-lactams, basic hydrolysis, intramolecular rearrangement, solvent Kkinetic isotope

effect, aminolysis of B-lactams ring, Brensted correlation.
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1 Uvod

Pred vice nez 80 lety Sir Alexander Fleming pozoroval antibakterialni aktivitu penicilinu.t
Od té doby dosahly penicillin a ostatni antibiotika s antibakteridlnim G¢inkem rozsahlého
vyuziti v medicin€. Dnes jiz existuje Sirokéd skupina antibiotik, jejichz hlavnim strukturnim
rysem je pfitomnost B-laktamového kruhu (viz obr. 1). Do této skupiny tedy patii jiz zminéné
peniciliny (penamy), dale naptiklad cephalosporiny (cephemy), monobaktamy, mezi které
patfi nocardicin A a p-laktam kyseliny sulfaminové, karbapenemy napt. thienamycin,
oxapenamy, kterym je napf. klavulanova kyselina a dalsi t¥idy antibiotik jako inhibitory
B-laktamazy.? Kromé antibiotik se B-laktamovy kruh objevuje i u 1é¢iv slouzicich k redukci
hladiny cholesterolu kde putisobi jako inhibitor intestinalni absorpce cholesterolu (CAl).
Do této skupiny 1éCiv patii napiiklad azaspirosloucenina obsahujici B-laktamovy kruh
a Ezetimib®* jehoZ reaktivitou — jmenovité hydrolyzou a aminolyzou — se zabyva tato

diplomova prace.
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CAl Ezetimib
Obr. 1 Léciva s B-laktamovym kruhem.

Je znamo, Ze aminolyza i hydrolyza patii mezi bézné reakce probihajici v zivych organismech

a je soucasti fady metabolickych pochodu. I pii alergické reakci na penicilin je hlavnim



antigennim ukazatelem tvorba amidické vazby mezi plvodnim penicilovym karbonylem
a e-amino skupinou lysinového zbytku v plasmovém proteinu HSA (human serum albumin)

jako vysledek aminolytické reakce B-laktamového kruhu.”

Z téchto duvodi jsem se v ramci feSeni tématu této diplomové prace podrobné zabyvala
detailnim studiem vznikajicich produktti aminolyzy a hydrolyzy Ezetimibu a dvou strukturné
ptibuznych B-laktam s pomoci kinetickych metod. Reaktivita téchto latek je dana
ptitomnosti laktamového uskupeni, na které 1ze pohlizet jako na cyklické amidy. Amidy jako
takové jsou obecné méné reaktivni viici ataku nukleofilu nez ketony a to diky rezonancni
stabilizaci volného elektronového paru na dusiku.? V piipadg, Ze je delokalizaci volného
elektronového paru zabranéno, a nemize tedy dochdzet v pribéhu reakce k rezonancni
stabilizaci, vzrista jejich reaktivita az 10*-krat.® Deformacni energie u Gtyfélennych kruhi
zpiisobuje, Ze reakce zahrnujici jejich otevieni je az 10%-krat rychlejsi neZ u analogickych
acyklickych systémi.” Z t&chto diivodi je B-laktamovy kruh vice reaktivni viiéi nukleofilim
nez jsou klasické amidy. ZvySeni rychlosti ovSem také zavisi na substituci karbonylového

uhliku a amidického dusiku.?
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Mechanismy aminolyzy p-laktamu

Aminolyza B-laktamového kruhu patti mezi nukleofilni substitu¢ni reakce, kde na karbonylu
B-laktamu dochazi k tvorbé nové kovalentni vazby mezi uhlikem karbonylu a atakujicim
nukleofilem a zarovei ke $tdpeni pivodni C-N vazby p-laktamu.® V ramci tohoto procesu
dochazi k proton transferu z dusiku atakujiciho aminu na dusik odstupujici amino skupiny.g
Vzhledem k malé zméné volné energie dochazi u necyklickych amidl k transamida¢nimu
procesu za standardnich podminek obtizn€, ovSem v piipadé B-laktamu je tomu naopak.
Otevieni B-laktamového kruhu je doprovazeno rozsahlym uvolnénim deformaéni energie, coz

&ini reakci proveditelnou za podminek termodynamické kontroly. ™

Aminolyza B-laktamovych sloucenin byla experimentdlné¢ studovana pro lepsi pochopeni
dalsich biochemickych pochodi. K degradaci B-laktamovych slouc¢enin ve vodném roztoku
amind dochazi riznymi reak¢nimi cestami v zavislosti na jejich pK,, koncentraci a pH
pouzitych vodnych roztokt primarnich monoaminii. Experimentalné sledovana pozorovana
rychlostni konstanta pseudoprvniho fadu Kpo, sestava ze ¢ty ¢lent korespondujicich soub&zné

probihajicim reakénim procesiim v prib&hu aminolyzy dle rovnice (1):**
kpoz =kq + kl[RN Hz] + |(2[RNH2]2 + kg[RNHz]‘[OHi] (1)

kde ko je rychlostni konstanta prvniho fadu pro hydrolytickou reakci, ktera Casto tvoii méné
nez 15 % celkové hodnoty kpo,. Vyjimkou jsou reakce probihajici pti vysokych hodnotach pH,
kde je bazicka hydrolyza hlavnim probihajicim procesem. Rychlostni konstanty, které
koresponduji nekatalyzovanym (ki) a aminem katalyzovanym (K,) aminolyzam, pievladaji
v ptipadé, kdy je reakce provadéna za biologicky relevantnich, slabé bazickych podminek
v rozmezi pH 6-8. Siln€ bazické aminy nejvice pfispivaji k aminolytické reakci katalyzované
aminem (k) a hydroxidem (ks), pfiCemz ¢len ky; je vyznamnéj$i v ptipadé vzrastajici

koncentrace aminu.>**
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2.1.1 Sprazeny vs. postupny mechanismus

Otevieni B-laktamového kruhu v pritbéhu ammonolytického ¢i aminolytického procesu bylo
studovano prostiednictvim riznych kvantové chemickych metod jako vstupni informace
pro pochopeni aminolytické reakce. Prizkum potencialové hyperplochy (PES) koresponduje
s nekatalyzovanou ammonolyzou a aminolyzou a poskytl dvé mozné reakéni cesty pro oba

procesy (viz schéma 1).*°
+

1 2
R HN NHR
W

O

Sprazeny 0] 2
mechanismus " ,NHZR

— [(.3
N
1 Rl
R 3
I:’Tl + RZ—NH2 I Tetraedralni A
N\ intermediat
o Postupny Rl
1 mechanismus N anti
E— 2
wNHR
T° anti OH

anti/ syn
izomerizace

syn

.Rl
N
.NHR?
T%syn OH

2b

Schéma 1 Mechanismy aminolyzy.

To, jakym mechanismem bude reakce probihat, zavisi pfedevsim na stabilizaci tranzitniho
stavu a tedy na nukleofilité¢ atakujiciho a nukleofugalité odstupujiciho aminu. Prvni
mechanismus odpovidd spfazené 1,2-adici R-NH, na amidickou C-N vazbu
v syn-periplanarnim uspofadani s ohledem na volny elektronovy par na dusiku p-laktamu 1.
Mechanismus probiha za soucasného S$tépeni [B-laktamového kruhu a pfenosu protonu
na odstupujici amino skupinu.’® Timto mechanismem reaguji naptiklad substituované N-aroyl
B-laktamy, bicyklické PB-laktamy jako jsou cephalosporiny, penemy, karbapenemy a jim

podobné latky.>®

V pribéhu sprazeného mechanismu dochazi soucasné¢ k tvorbé vazby mezi atakujicim
nukleofilem a karbonylovym uhlikem a ke St€peni endocyklické C-N vazby. Tento
mechanismus nezahrnuje reakéni intermediat, ale pouze tranzitni stav, jehoZz naboj

je delokalizovan na atakujicim nukleofilu i na odstupujici aminové skuping.®
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Ovsem nejvice preferovand reakéni cesta probihd skrze postupny mechanismus zahrnujici
neutralni syn tetraedralni intermediat T° syn 2a, ktery je tvofen po adici aminu
na karbonylovou funkci amidu s pfenosem protonu nakarbonylovy kyslik. Ze syn
intermediatu 2a, ptipadn¢ anti intermediatu 2b, poté vznikd pfenosem protonu mezi hydroxy
skupinou a vznikajici amino skupinou za soucasného S$tépeni endocyklické C-N vazby

produkt 3-aminopropanamid (B-aminoamid) 3.°

Tento mechanismus aminolyzy je upfednostiiovan penicilinovymi antibiotiky,
monocyklickymi B-laktamy jako jsou N-aryl B-laktamy, karboxypenemy, ale i jiné funkéni

derivaty karboxylovych kyselin, aldehyda a ketont.'?*

U postupného mechanismu nejprve dochazi k tvorbé vazby mezi atakujicim nukleofilem
a karbonylovym uhlikem pied S$tépenim ptvodni endocyklické C-N vazby za vzniku
zwitteriontového  tetraedralniho intermedidtu (T%). Aminolytickd reakce poskytujici
korespondujici B-aminoamid 3 tedy vyzaduje alesponn dva proton transfery, tj. odstépeni

protonu z atakujiciho aminu a adici protonu na odstupujici amino skupinu.®

Ptedpoklada se, ze atom dusiku atakujiciho aminu nese v tranzitnim stavu rychlost urcujiciho
stupné jednotkovy pozitivni naboj. To je v souladu s postupnym mechanismem probihajicim
skrze zwitteriontovy tetraedralni intermediat 2c=T" (viz schéma 2) navrzeny jak
pro nekatalyzovanou aminolyzu, tak i pro specificky a obecné bazicky katalyzovanou
aminolyzu viech typt B-laktamovych sloudenin.” Jedna se o velmi nestabilni intermediat
s kratkou dobou Zivotnosti pfed fragmentaci na reaktanty a to dokonce i v siln¢ polarnim
prostiedi. Proto je tvorba komplexu mezi zwitteriontem a bazickym katalyzatorem a jeho

nasledné rozloZeni na produkty velmi nepravdépodobny reakéni sled.™

Na probihajici mechanismus ma také vliv nukleofilita pouzitého aminu ¢i nukleofugalita
odstupujici skupiny. To se mize projevit zm&€nami v Brenstedovych Bnuc @ Pig hodnotach
reakce a tento efekt mize byt ilustrovan prostiednictvim Jencks-More O Ferrallova diagramu.
Ten v podstaté popisuje jakym mechanismem mize byt odstépen zaporné nabity dusik
odstupujici amino skupiny, zda asociativnim postupnym mechanismem, disociativnim

postupnym mechanismem ¢i spfazenym mechanismem (viz schéma 2).8
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Schéma 2 Jencks-More O Ferralltiv diagram

Pii asociativnim mechanismu (a) reakce zahrnuje tvorbu tetraedralniho zwitteriontového
intermediatu 2C mezi aminovym nukleofilem a p-laktamem 1, ktery nasledné odstépi
konjugovanou bazi aminu 3 = P*. V pfipadé disociativni cesty (b) vznikd soudasné
konjugovana baze aminu a acyliovy kation 4, ktery je aZz po té podroben ataku nukleofilu.
V piipadé, Ze je na dusiku odstupujici amino skupiny elektronakceptorni substituent, dochazi
ke stabilizaci intermediatu 4, naopak tetraedralni intermediat 2c tento typ substituce
destabilizuje.? V obou pripadech se tranzitni stav spie priblizuje intermediatu 4, tento jev
se nazyva Thorntontv efekt.' Dochazi tak ke sniZeni hodnoty Bnu V disledku zvysujici
se acidity odstupujici skupiny. Reak¢ni cesta po diagonale (C) nezahrnuje Zadny intermediat,
dochazi ke vzniku a zaniku vazby soucasné a jedna se proto o spiazeny mechanismus. Tento
mechanismus podporuje zvySujici se bazicita nukleofilu, ktera muze stabilizovat
zwitteriontovy produkt 3. Vyssi bazicita aminu také muze stabilizovat tetraedralni intermediat
2c, tudiz bude upfednostnéna reakéni cesta (a). V disledku toho bude dochazet ke snizeni

hodnoty Big.°

2.1.2 Aminem a vodou asistovana aminolyza

Jiz dfive bylo pfedpokladano, ze aminolyza B-laktamu probiha mechanismem, ve kterém bud’
molekula vody ¢i molekula druhého aminu miZe vystupovat jako bifunk¢ni katalyzator, ktery

asistuje proton transferu z atakujiciho aminu na odstupujici amino skupinu.5
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a) SpiaZeny mechanismus

Tranzitni stav v rychlost urcujicim stupni je charakterizovan téméf dotvorenou N(amin)—
C(B-laktam) vazbou, zatimco Etyiclenny kruh je jiz z velké ¢asti rozstépeny. Tento tranzitni
stav. ma pozitivni naboj na nukleofilni castici (specificka bazicka katalyza) nebo
na katalyzujicim aminu (obecna bazicka katalyza), coz koreluje s kladnymi hodnotami

Brenstedovych f (viz schéma 3).°

B ] F
© 1
Rz O,—--N’B
H,O kat. (5NH 1‘8
— ' H -
H-05
H
g 2 ) va - RHN NHR?
o7 N1+ RENH, — bifunkéni katalyza —> > )
_ _ 0
1 S 1|* 3
20 .R
RNH, kat. R\N"'"N
. : |‘—| JR—
Heo?
aN>H
RZ
- .

Schéma 3 Vodou ¢i druhou molekulou aminu katalyzovana aminolyza pfi spfazeném mechanismu.

Pii aminolyze katalyzované molekulou vody dochazi nejprve ke vzniku prereaktivniho
komplexu C, ktery je vice stabilni nez separované reaktanty. Komplex pfedstavuje vazbu
aminu Kk B-laktamu 1 prosttednictvim slabé CH--O a CH--N vodikové vazby, zatimco
katalyzujici molekula vody spojuje amino skupinu atakujicitho aminu s amidickym atomem
dusiku B-laktamu 1 skrze NH--O a H--N vodikové vazby. Spfazeny mechanismus probiha
pies tranzitni stav 5a, ktery je Charakterizovan tvorbou C(B-laktam )—N(amin) krat$i nez je
samotna endocyklicka C—N vazba, ktera se poté $té€pi a vznika tak produkt aminolyzy 3.
Z vazebné vzdalenosti a atomového ndboje je patrné, ze katalyzujici molekula vody ma

V tranzitnim stavu znaény hydroxidovy charakter.'?

V piipad¢é aminolyzy katalyzované druhou molekulou aminu je pribéh reakce velmi podobny.
| zde nejprve intermolekularné vznika prereaktivni komplex C, ktery je tvofen slabou
vodikovou vazbou mezi dusikem katalyzujiciho aminu a amidickym dusikem p-laktamu 1
(NH--N), dale mezi dusikem atakujiciho nukleofilu a uhlikem methylenové skupiny
B-laktamu 1 (CH--N) a navic vznika slaba vazebna interakce mezi methylenovou skupinou
atakujiciho aminu a Karbonylovym kyslikem B-laktamu 1 (CH--O). Tento komplex dale

prechazi na tranzitni stav 5b. V pfipadé ammonolytické reakce lze tranzitni stav znazornit
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jako velmi napjatou strukturu s ¢asteéné vytvoienou jednoduchou C—N vazbou, zatimco
endocyklicka C—N vazba je stézi rozstépena. Po dokonceni pifenosu protonu a otevieni

B-laktamového kruhu prodlouZenim tdpené C—N vazby dojde ke vzniku produktu 3.

b) Postupny mechanismus

Jak jiz bylo zminéno, tento mechanismus zahrnuje tvorbu tetraedralniho intermediatu 2c,
ktery je v pripad¢ katalyzy molekulou vody nasledovan diftizi hydroxidového aniontu
Kk intermediatu. Nasledné dochazi Kk rychlému proton transferu z tetraedralniho intermediatu
na hydroxidovy aniont a kK naslednému rozpadu na produkty dle schématu 4. Toto reak¢ni
schéma bylo potvrzeno u penicilini a cephalosporini. Analogicky mechanismus mtZzeme

pozorovat iuaminolyzy katalyzované druhou molekulou aminu. Rozdilem je, Ze jako

akceptor protonu zde nevystupuje hydroxidovy aniont, nybrz obecna baze B (amin).13‘ 16
B=OH", RNH, @OH
X K, ,® P K, [B] o® P
R K Og ks [BH'] O
T+
1 2c 2¢*OH®

Schéma 4 Vodou ¢i druhou molekulou aminu katalyzovana aminolyza pii postupném mechanismu.

Mechanismus aminolyzy katalyzované vodou ¢i druhou molekulou aminu mize probihat
dvéma reakénimi cestami anti a syn, zac¢inajicimi ze stejného prereaktivniho komplexu C. Ten
je charakterizovan slabou vodikovou vazbou mezi aminem a methylenovou skupinou
B-laktamu CH-N, zatimco molekula katalyzujici vody (aminu) tvoii vodikovou vazbu
s karbonylovym atomem kysliku OH--O (NH:--O). Nasleduje tvorba tranzitniho stavu T*
adici N — H vazby aminu na karbonylovy uhlik B-laktamu asistovany vodou (aminem), kde je
atakujici amin v syn-periplanarnim uspofadani vzhledem k volnému elektronovému paru
endocyklického dusiku. V tomto tranzitnim stavu je C-N vazba téméf vytvoiena, zatimco
ptesun vodiku z atakujiciho aminu na hydroxy (amino) skupinu je v mén¢ pokroc¢ilém stadiu.

Tranzitni stav T+ vznika tak, aby neutralni tetraedralni intermediat 2a (viz schéma 1),
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ve kterém hydroxy skupina a volny elektronovy par endocyklického dusiku zaujimaly
anti-periplanarni uspotadani. K tomuto intermediatu 2a je katalyzujici molekula vody (aminu)
vazéna dvéma typickymi OH---O (OH:-N) a OH--N (NH'-N) vodikovymi vazbami. Tento

prvni krok je spoleény pro oba postupné mechanismy (syn i anti).*>*°

V postupném anti-mechanismu se 2a intermediat premétuje v daldi tranzitni stav T*
ptenosem vodiku z hydroxy skupiny na endocyklicky dusik prostfednictvim molekuly vody
(aminu). Vzhledem k tomu, ze v tomto tranzitnim stavu zustava orientace hydroxy skupiny
anti-periplanarni viéi volnému elektronovému paru endocyklického dusiku, pfesun vodiku
probihd mezi dvéma stranami kruhu. Na zavér je endocyklicka C-N vazba rozstépena
a vznikd tak findlni produkt aminolyzy 3. Rychlost urcujici stupenn tohoto mechanismu je

tvorba druhého tranzitniho stavu T+.121°

Alternativou je postupny Syn-mechanismus, kde intermediat 2a podléha inverzi volného
elektronového paru endocyklického dusiku za tvorby dalSiho tranzitniho stavu Ti*, ze kterého
dale vznika druhy konformer 2b. Nasledné intermolekularni pteskupeni vodikové vazby mezi
katalyzujici vodou (aminem) a intermedidtem 2b pies tranzitni stav Tu® vznikd tieti
konformer. Nasleduje finalni otevieni B-laktamového kruhu pies syn-periplanarni tranzitni
stav T*. Jako vysledek anti/syn izomerizace pies T probiha ptfesun vodiku na jedné strané

kruhu, 121°

Z profilu Gibbsovych energii®®® je patrné, e mechanismus, kterym prednostng probiha
aminolyza P-laktamu katalyzovana vodou ¢i druhou molekulou aminu je Syn-postupny
mechanismus, kde je rychlost limitujicim stupném tvorba T pii pfeméné prereaktivniho

komplexu v intermediat 2a. ***°

Katalytickd uiloha molekuly vody a druhého aminu

Katalyzujici ¢astice ma ve vSech tranzitnich stavech obecné bazicky katalyzované aminolyzy
zjevné kationicky charakter RNH3;" v souladu s bazicitou daného aminu.™** Naproti tomu
molekula vody u specificky bazicky katalyzované aminolyzy ma rizny charakter v zavislosti
v tom smyslu, ze molekula vody je vzdy pfitomna v kombinaci dvou ruzné nabitych ¢astic
a mize tedy vzhledem k jejimu amfoternimu charakteru vystupovat jako OH~, H,O ¢&i HsO".
V piipadé TS; ma katalyzujici ¢astice charakter mezi OH™ a H,0, u TS;-anti spiSe mezi H,O

a HsO" a v ptipadé TS,-syn se jeji charakter blizi OH.*"*?
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2.1.3 Intramolekularné obecné bazicky katalyzovana aminolyza

Tento typ katalyzy byl pozorovan u reakce B-laktamu jako je penicilin a benzylpenicilin
s ethylendiaminem, jehoz hodnota pK, je 10,07. Hodnoty B ukazuji, Ze i v tomto piipadé
reakce probiha spiSe mechanismem postupnym nez sprazenym a reakce tudiz reprezentuje
dalsi ptiklad reakéni cesty zahrnujici proton transfer. Jako ditkkaz pro intramolekularné obecné
bazicky katalyzovanou aminolyzu druhym dusikem v ethylendiaminu je urychleni reakce.
Rychlostni konstanta k; pro tuto reakci je alespon 30-krat vyssi nez pro reakci B-laktamu

s priméarnimi monoaminy se stejnou bazicitou.’

2.1.4 Intramolekularné obecné kysele katalyzovana aminolyza

Reakeci jednonasobné protonovaného ethylendiaminu s benzylpenicilinem dochazi k urychleni
aminolytické reakce. Vyplyva to z hodnot rychlostnich konstant kj ziskanych p#i méfeni
Vv roztoku pufru jednonasobné protonovaného ethylendiaminu, které jsou zhruba 100-nasobné
vyssi ve srovnani s hodnotami k3 monoamint stejné bazicity. Toto urychleni je ptipisovano
intramolekularné¢ obecné kysele katalyzované aminolyze protonovanym aminem.'® Tento
mechanismus téZz zahrnuje proton transfer na dusik PB-laktamu, ovSem nema detekovatelny
podil na rychlosti reakce ve srovnani s primarnimi monoaminy. Aplikace principu
mikroskopické reversibility navic ukazuje, Ze smér nukleofilniho ataku na karbonylovy uhlik
probiha z mén¢ branéné strany (anti-periplanarni) vaéi volnému elektronovému paru
na endocyklickém dusiku, coZ je v rozporu s puvodni teorii stereoelektronické kontroly.
Stejny typ katalyzy byl potvrzen 1 u reakce benzylpenicilinu a cephaloridinu
s hydroxylaminem.’* Zde bylo prokézdno zvySeni rychlosti 10*-10°krat ve srovnani
s rychlosti reakce primarnich monoamind. Tento fakt je v souladu s rychlost urcujici tvorbou

tetraedralniho intermedidtu 2e a ndhlym obecné kysele katalyzovanym rozStépenim

intermediatu. *&°
/(\NHRl
[€)
] He ks SM_R 07 NH
»—N 1+ HN NH, @ 1—
o} R N K, NH,
1 2e (%IHZ 6 NH;

Schéma 5 Mechanismus obecné kysele katalyzované aminolyzy.
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Aminolyza probihd skrze tvorbu tetraedralniho intermediatu 2e, ve kterém je vazba
atakujiciho nukleofilu ke karbonylovému uhliku dotvofena difive nez je rozstépena
endocyklicka C—N vazba. Rozstépeni intermediatu 2e na f-aminoamid 6 je zna¢né usnadnéno
donaci protonu z terminalni protonované amino skupiny ethylendiaminu na p-laktamovy

dusik. Tento proton transfer uréuje geometrii intermediatu 2e.®

2.1.5 Aminolyza za pritomnosti kovovych ionti

Existuje nékolik teorii, jak jsou tvofeny peniciloyl amidy 8, zda fizenou aminolyzou
penicilind nebo reakci amino slouceniny s penicilanovou Kkyselinou (7) vznikajici
preskupenim penicilinu. Alternativni cesta zasluhujici pozornost zahrnuje tvorbu ketenového
intermediatu 9, ktery poté rychle reaguje saminem (viz schéma 6). K potvrzeni
jednozna¢ného mechanismu aminolyzy bylo nutné provést kinetickd métfeni. Ta byla

provadéna v piitomnosti Cu?* jontii jako katalyzatoru.”®

Hs CHs
N — "'CH3
¢ Qi
o~ 0 COOH
7 l protein - NH,
H CH H CH
S 3 > S 3
RCONH . .CH, . RCONH 3 .CH,
! N protein - NH, NH
o} COOH o COOH
NH
penicilin 8 L’ld
protein
T protein - NH,
H CH,
RCONH,__* S .CH,
C NH
5 COOH

9

Schéma 6 Mechanismy aminolyzy penicilinu.

Neplanarita penicilinu mize zpisobovat snadnéjsi dostupnost volného elektronového paru
endocyklického dusiku pro koordinaci kovovym iontem. Penicillin tak mize vystupovat jako

bidentatni chelatujici ligand prostfednictvim B-laktamového dusiku a sousedni karbonylové
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skupiny k iontu kovu.?’ Po vytvoreni komplexu 10 mezi penicilinem a Cu®* ionty je po ataku
aminového nukleofilu (viz schéma 7) reakce 3-9 x10"-krat rychlejsi ne? reakce
s nekoordinovanym penicillinem.?! Koordinace antibiotika je navic mozna i prostfednictvim
ionizace karboxy skupiny. V ptipad¢ jejiho zablokovani metylaci za vzniku methyl esteru
serychlost reakce sniZi, piesto je ale vesrovnani s nekatalyzovanou reakei 10%-krat

rychlejsi.?

RCONH RCONH RCONH
RNH RNHT
O cUZ —0O OCu ®)>=o OCu —O
10 11 12

Schéma 7 Mechanismus aminolyzy za katalyzy Cu®* ionti.

Koordinace kovového iontu usnadiuje atak karbonylové funkce nukleofilem zvySenim
elektrofility karbonylového uhliku a také usnadfiuje Stepeni C—N endocyklické vazby
B-laktamu 11. Koordinované Cu®* ionty tak stabilizuji odstupujici amido skupinu komplexu
12, tudiz zvysuji rychlost stépeni B-laktamové C—N vazby. Rychlost limitujicim krokem
pii méd’natym iontem katalyzované aminolyze je tedy Stépeni intermediatu 11. Koordinace
kovového iontu ukazuje, ze jiz neni nezbytnd jind bézna katalyza u aminolyz, tedy obecné

¢i specificky bazicka.?’

2.1.6 Aminolyza B-laktami pomoci polyelektrolyti

Doposud byly studie zamétené na efekt polyelektrolytt pii rozkladu p-laktamového kruhu
nedostacujici. Vzhledem k vyznamnosti aminolyzy p-laktamti ptfi pochopeni alergickych
reakci, které mohou byt vyvolany 1é¢ivy, byly provadény kinetické studie za cilem objasnit
mechanismus zahrnujici acyl transfer v ptitomnosti poly(ethyleniminu) (PEI). Jedna
se 0 vysoce rozvétveny polyelektrolyt 13 obsahujici z 25 % primarni, 50 % sekundarni a 25 %

terciarni amino skupinu.?
NH NH

NH, n

13
Obr. 2 Molekula poly(ethyleniminu) (PEI).
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Studie byla provadéna na aminolyze benzylpenicilinu (BP) v pfitomnosti PEI, kde dochazi
k velkému zvyseni rychlosti reakce, ktera probihd postupnym mechanismem bez obecné
kyselé ¢i bazické katalyzy. Rychlost urcujicim stupném je tedy rozklad tetraedralniho
intermediatu (T*). Jednoduchy mechanismus vysvétluje chovani zahrnujici tvorbu reaktivniho
komplexu [BP-PEI]* mezi substratem a PEI. Tento komplex se poté pfeménuje v produkt P,
neboli poly(ethylenimin)peniciloylamid, nebo se aduje na dalsi molekulou PEI a vytvari
nereaktivni komplex [BP-PEI], jak je naznaeno ve schématu 8. AvSak pouze reaktivni

komplex je mozné rozlozit na finalni produkt.?

K, *
BP + PEl =—= [BP—PEI:H reaktivni komplex
k—a

PEI
kcat kb
Ky

P I:BP—PEI :|l nereaktivni komplex

Schéma 8 Aminolyza BP pomoci polyelektrolytu PEI.

Katalyticka schopnost polyelektrolytu spociva jednak v navazani substratu k polymeru, a dale
ve zvySeni reaktivity vzniklého komplexu. Nejpravdépodobnéji je substrat vice ptitahovan
k polyelektrolytu v méné polarnim prostiedi. Vznikajici tetraedralni intermediat je zde
stabilizovan elektrostatickymi interakcemi a/nebo vodikovou vazbou, kterd brani rozpadu
intermedidtu na vychozi latky. V piitomnosti KCI, kde chloridovy aniont svou vysokou
hustotou ndboje neslouzi pouze k ochrané pozitivniho ndboje makroiontu, ale také zptsobuje
silné¢ elektrostatické uspotadani molekul vody v blizkosti polyelektrolytu. V dasledku toho
je vodikova vazba rozstépena a stabilizujici interakce jsou redukovany. PEI se poté chova

jako jednoduchy amin.?

2.1.7 Micelarné katalyzovana intramolekulirni aminolyza

Detergenty, Siroce pouzivané pii piipravé farmak, mohou postihovat stabilitu lé¢iv a mit
kontrolu nad rychlosti a mechanismem jejich rozkladu. A pravé intramolekularni degradace
cephalosporinovych léciv mize byt katalyzovéana pozitivné nabitymi

hexadecyltrimethylammonium bromidovymi (CTAB) micelami.?®
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Mechanismus intramolekularni aminolyzy zahrnuje proton transfer, ktery miize byt rychlost
limitujicim stupném. Rychlost intramolekuldrni aminolyzy zahrnujici atak aminového
nukleofilu na karbonylovy uhlik byla zvySena vice nez 50-krat i S pomoci neutralnich
(polyoxyethylen-23  lauryl ether; Brij) a zwitteriontovych  [3-(N-dodecyl-N, N-
dimethylammonium)propan-1-sulfonat; SDP] micel, které zaroven sniZzuji energii proton
transferu.

Micelarni efekt pifi intramolekuldrni degradaci cephalosporini spociva piedevSim

ve stabilizaci reaktivni konformace antibiotika na povrchu micel.?

2.1.8 Transamidacni reakce B-laktami

Rozsiteni [B-laktamovych kruhii za Gc€elem ziskdni stfedné velkych kruhii probiha
z N-halogenalkyl derivatu 15 prostfednictvim intramolekularni transamidace (viz schéma 9),
ktera je tfizena deformacni energii ¢tyf¢lenného kruhu. Byly provadény i pokusy k ziskani

vétSich kruht, coz usnadnilo pochopeni stability B-laktamt viici aminolytickym reakcim.?

@]
O @) NH; ()
// RX // nebo RNH2 kaH
—_— —_— |
J:NH J:N_ X (CHy)
R R™ (CHy), RN n
H
14 15 16

Schéma 9 Mechanismus expanze kruhu.

Diive popsané reakce ukazuji, Ze reakci N-halogenalkyl-p-laktamu 15 s kapalnym amoniakem
¢i jingym alkylaminem poskytuji sedmi-, osmi- a deviti¢lenné laktamy 16, avSak inzerci
aminopentylové jednotky k ziskani deseti¢lenného kruhu nebylo Gspé$né. Pirekvapivé lze
stabilitu B-laktamd vic¢i aminolyze zvySit zavedenim elektronakceptorni skupiny

na endocyklicky dusik.?*
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2.1.9 Urceni mechanismu aminolyzy pomoci Bronstedovych hodnot By

Shrnuti vyse uvedenych experimentdlnich poznatki je uvedeno v tabulce 1.

Tab. 1 Shrnuti Brenstedovych hodnot Bnyc

Mechanismus

ﬁNuc

Latky

SpiaZeny:

Beze zmény RUS

a) nekatalyzovany

b) katalyzovany

0,85 - 0,90 (v zavislosti
na nukleofilité¢ aminu)

0-10

N-aroyl B-laktamy

bicyklické p-laktamy —
cephalosporiny, penemy,
karbapenemy, 3a-karboxypenamy

Postupny:

Se zménou RUS

a) nekatalyzovany

Hodnoty blizké 1,0

6-B-aminopenicilanova kyselina,

b) katalyzovany benzylpenicilin, cephalosporiny,
N-4-nitrofenylazetidin-2-on
Intramolekuldarné Se zmeénou RUS
katalyz. postupny:
a) obecn¢ bazicky 0,97: 1,0 o
- i N-aryl p-laktam; benzylpenicilin
b) specificky bazicky 0,75; 1,1
Cu* katalyzovany
postupny:
0,87 penicilin
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Substraty a ¢inidla

Cisty (>99.9%) Ezetimib (V1) byl ziskin od spole¢nosti Zentiva (soulast skupiny
Sanofi-Aventis). VSechna rozpoustédla byla zakoupena od spoleCnosti Merck
¢i Sigma-Aldrich a byla v HPLC resp. spektroskopické kvalité. VSechna ostatni ¢inidla

a chemikalie pouzité pti vyzkumu byly analytické kvality.

3.2 NMR spektroskopie

'H a C-NMR spektra byla m&fena za pomoci spektrometru Bruker Avance 3 pfi frekvencich
400,13 MHz (*H) a 100,62 MHz (*3C). Pro méfeni byly pouzity roztoky latek v hexadeuterio-
dimethylsulfoxidu (DMSO-ds), deuteriochloroformu (CDCls-d;) a tetradeuteriomethanolu
(CD3OD-dg). Chemické posuny & jsou vztahovany k piku rezidualniho rozpoustédla
8(DMSO-dg) =2,50 (*H) a 39,6 (**C) ppm, &(CDCls-di)=7,25 (*H) a 77,0 (*C)
ppm a 8(CD;0D-d;) = 3,31 (*H) a 49,15 (**C) ppm. Interakéni konstanty J jsou uvedeny
v Hz. Proton-protonové (*H-'H) interakce byly méfeny pomoci gs-COSY. 3¢ NMR spektra
byla méfena bud’ standardnim zptisobem, nebo za pomoci APT (Attached Proton Test) pulzni
sekvence k rozliseni CH, CH3 and CHy, Cgyuar. VSechny NMR experimenty byly provedeny

s pomoci softwaru dodaného vyrobcem spektrometru.

3.3 Hmotnostni spektrometrie MALDI

Hmotnostni spektra byla méfena pomoci hmotnostniho spektrometru s vysokym rozliSenim
MALDI LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Némecko) opatifeného
dusikovym UV laserem (337 nm, 60 Hz). Pfistroj LTQ Orbitrap byl provozovan v rezimu
pozitivnich iontd ve standardnim hmotnostnim rozsahu (m/z 50-2000) s naslednym
nastavenim ladicich parametrt: rozliseni 100 000 pti m/z = 400, energie laseru 8-20 pJ, 2
laserové snimdni. Priizkum polohy v krystalovém systému (CPS) byl automaticky stanoven
ndhodnym vybérem polohy. Pro experiment s chemickou ionizaci (CID) v linearni iontové
pasti (LTQ) bylo pouZito helium jako kolizni plyn, aktivacni ¢as byl nastaven na 30 ms,

hodnoty aktiva¢ni Q na 0,250, normalizovana kolizni energie v rozmezi 20—70 % a izolovana
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Sitka Am/z nastavena na 1. Matrice pouzité pro experiment byly 2,5-dihydroxybenzoova
kyselina (DHB), nebo trans-2-[3-(4-terc-butylfenyl)-2-methylprop-2-en-1-yliden]malonnitril
(DCTB). Samotna hmotnostni spektra pro métené vzorky byla vytvofena jako pramér
ze vSech zaznamti hmotnostnich spekter a vyhodnocena v programu dodanym vyrobcem

ptistroje.

3.4 Syntéza substituovanych p-laktamu

3.4.1 Priprava Schiffovych bazi

OR
©/§O HZN\©\ — (©/
+ - = |
CH,OH, N
RO F s0°c,1h %©\
F

la,b lla,b
la, Ila: R = PhCH,

Ib, lib: R = CH,

Schéma 10 Piiprava Schiffovych bazi ze 4-alkoxybenzaldehydu.

4-Benzyloxybenzyliden-N-(4-fluorfenyl)imin (11a)

Do 100ml banky byly pod inertni atmosférou rozpustény 4 g (18,9 mmol)
4-benzyloxybenzaldehydu (la) ve 35 ml suseného methanolu a reakéni smés byla 15 min
zahfivana pii 50 °C.® Nasledné byla kroztoku piidana kapka kyseliny octové jako
katalyzatoru a poté bylo ptikapavano 1,81 ml (18,9 mmol) 4-fluoranilinu. Vznikla suspenze
byla michana pifi 50 °C dal$i hodinu, poté ochlazena na laboratorni teplotu a nakonec
zfiltrovana. Filtracni kola¢ byl promyt studenym methanolem a vysuSen v exsikatoru. Bylo
ziskano 5,2 g (90,3 %) bézové krystalické latky lla (b. t. 131-132 °C, lit.?° uvadi 131 °C). *H

a *C NMR spektra jsou v souladu s lit.?

'H NMR (CDCls-d1): 8 = 5,13 (s, 2H, OCH,); 7,05 (m, 2H, ArOR-Hss); 7,07 (m, 2H,
ArF-Hag): 7,15-7,19 (m, 2H, ArF-Hss): 7,33-7,46 (m, 5H, ArH); 7,83 (m, 2H, ArOR-H.);
8,36 (s, 1H, NCH): ®C NMR (CDCls-dy): & = 77,1 (OCH,); 115,1 (ArOR, Css); 115,7
a115,9 (d; J 22,1; ArF-Cgs); 122,2 (d; J 8,0; ArE-Cog); 127,5 (2xCH; ArH); 128,2 (2xCH;
ArH); 128,7 (ArH-Cy); 129,3 (ArOR-Cy): 130,5 (ArOR-Cy); 136,4 (ArH-Cy); 148,3 (d; J 3,0;
ArF-Cy); 159,4 (d; J 3,0; C=N); 159,8 a 162,2 (d; J 241,5; ArF-Cs); 161,4 (ArOR-Ca).
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4-Methoxybenzyliden-N-(4-fluorfenyl)imin (11b)

Stejnym postupem bylo z navazky vychozich latek 4 g (29,4 mmol) 4-methoxybenzaldehydu
(Ib) a 2,83 ml (29,4 mmol) 4-fluoranilinu ptipraveno 5,2 g (76,6 %) bilozelené krystalické

latky 11b (b. t. 65-66 °C, lit.?® uvadi 66-67 °C). *H a 3C NMR spektra jsou v souladu
s 1jt.2%%

'H NMR (CDCls-dy): 8 = 3,87 (s, 3H, OCHs): 6,98 (m, 2H, ArOR-Hss); 7,04-7,08 (m, 2H,
ArF-H,e); 7,15-7,19 (m, 2H, ArF-Hss): 7,83 (m, 2H, ArOR-H,e); 8,36 (s, 1H, NCH);
BC NMR (CDCls-dy): & = 554 (OCHs); 114,2 (ArOR-Css); 1157 a 1159 (d; J 22,1;
ArF-Css); 122,2 (d: J 9,0; ArF-Cag); 129,1 (ArOR-Cy); 130,5 (ArOR-Cag): 148,4 (d; J 2,0;
ArF-Cy); 159,5 (d; J 2,0; C=N); 159,8 a 162,2 (d; J 243,5; ArF-C,); 162,3 (ArOR-Cy).

3.4.2 Priprava substituovanych p-laktamu

OR
OR
H3C O K©/ Bu3N H3C'.‘R* S
NV _ i
C NMO\ O//
F

| toluen,
80°C, 2d, Ar (g)

lla,b ", v
lla, Ill: R = PhCH,

llb, IV: R = CH,

Schéma 11 Cyklizace piipravené Schiffovy baze s propanoylchloridem.

(3R*,4S*)-4-[4-(Benzyloxy)fenyl]-1-(4-fluorfenyl)-3-methylazetidin-2-on (I11)

Do 100 ml ttihrdlé banky bylo pod inertni atmosférou piedlozeno 6,8 g (22,3 mmol)
piipravené Schiffovy baze lla spolu se 40 ml suseného toluenu a 10,61 ml (44,5 mmol)
tributylaminu a roztok byl zahiat na 80 °C.® Poté bylo k horkému roztoku postupné
ptikapavano 2,08 g (22,5 mmol) chloridu kyseliny propanové ve 40 ml toluenu v rozmezi 0,5
hodiny. Po 2 dnech michani pti 80 °C byla reakéni smés ochlazena, okyselena 80 ml 1 M HCl
a extrahovana 80 ml ethyl-acetatu. Organicka faze byla oddélena, promyta 2x 100 ml 1 M
HCl a 2x H,0, vysuSena MgSO, a odpafena na vakuové odparce. Vysledny surovy azetidinon
byl poté rekrystalovan ze smési petroletheru a diethyletheru (2:1) za vzniku 4,9 g (61%) bilé
krystalické latky 11 (b. t. 107-109 °C).
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'H NMR (CDCls-d1): & = 1,46 (d; 3H; J 8,0; CHs); 3,12 (qd, 1H, CH); 4,51 (d; 1H; J 4,0;
CH); 5,05 (s, 2H, OCH,); 6,90-6,99 (m, 4H); 7,23-7,27 (m, 4H); 7,33-7,43 (m, 5H); *C NMR
(CDCls-d;): & = 13,0 (CH3); 55,5 (CH); 62,5 (NCH); 70,1 (OCH,); 115,4 (ArOR, Css); 115,6
a115,9 (d; J 22,5; ArF-Css); 118,3 a 118,4 (d; J 7,9; ArF-C,e); 127,2 (2xCH; ArH); 127.5
(2xCH; ArH); 128,1 (ArH-C,); 128,6 (ArOR-Cyg); 129,7 (ArOR-C;); 134,0 a 134,1 (d; J 3,0;
ArF-Cy); 136,6 (ArH-Cy); 157,7 a 160,1 (d; J 243,0; ArF-Cy); 159,0 (ArOR-C,); 168,2 (C=0).

HR MALDI-MS: Cy3H20FNO, [M+H]": zmé&teny m/z 362,15478; pozadovany m/z 362,15508.

(3R*,45*)-1-(4-Fluorfenyl)- 4-(4-methoxyfenyl)-3-methylazetidin-2-on (1V)

Stejnym zptsobem bylo z navazky 6 g (26,2 mmol) vychozi Schiffovy baze Ilb, 9,7 g (52,3
mmol) tributylaminu a 2,5 g (27,0 mmol) propanoylchloridu v 60 ml suseného toluenu
piipraveno 4,3 g (58 %) svétle zluté krystalické latky IV (b. t. 95-96 °C).

'H NMR (CDCls-dy): & = 1,50 (d; 3H; J 8,0; CHs); 3,16 (qd, 1H, CH); 3,84 (s; 3H; OCHy);
4,55 (d; 1H; J 4,0; CH); 6,92-6,99 (m, 4H, ArOR-Hss + ArF-H,g); 7,26-7,32 (m, 4H,
ArOR-Hz + ArF-Hss); *C NMR (CDCls-d;): & = 13,0 (CHs); 55,3 (CH); 55,5 (OCHs); 62,6
(NCH); 114,5 (ArOR-C35); 115,6 a 115,9 (d; J 23,1; ArF-Css); 118,3 a 118,4 (d; J 10,1;
ArF-Cys); 127,14 (ArOR-Cyp); 129,4 (ArOR-Cy); 134,1 (d; J 3,0; ArF-Cy); 157,7 a 160,1 (d;
J 243,5; ArF-C,); 159,8 (ArOR-C,); 168,2 (C=0).

HR MALDI-MS: C;7H1sFNO, [M+H]": zmé&teny m/z 286,12417; pozadovany m/z 286,12378.

3.4.3 Odstranéni chranici benzylové skupiny

OBn OH
5% Pd/C,
H3C«.R* s H, (g), 20 bar H3C'0.R* S
N N
V/, V/,
RO RO
F F
1 \%

AcOEt

Schéma 12 Hydrogenolyza.

Do autoklavu bylo piedlozeno 4,8 g (13,3 mmol) substituovaného azetidinonu 111 v 60 ml
ethyl-acetatu. Reakce byla provadéna v atmosféie H, za zvysené¢ho tlaku 20 bar a katalyzy

0,93 g 5% Pd/C.® Priibéh reakce byl monitorovan pomoci TLC a k ukonéeni doslo po 27
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hodinadch. Nasledné¢ byl katalyzator zfiltrovan a roztok byl odpafen na vakuové odparce.
Takto bylo ziskan surovy produkt, ktery byl rekrystalovan ze smési petroletheru
a diethyletheru (1:1) za vzniku 2,5 g (69,4 %) bilé krystalické latky V (b. t. 113-115 °C).

'H NMR (CDCls-d1): & = 1,46 (d; 3H; J 8,0; CH3); 3,11 (qd, 1H, CH); 4,50 (d; 1H; J 4,0;
CH); 5,21 (s, 1H, OH); 6,83-6,86 (m, 2H); 6,90-6,96 (m, 2H); 7,21 (m, 2H); 7,26 (m, 2H);
3C NMR (CDCls-dy): & = 12,9 (CHa); 55,3 (CH); 62,7 (NCH); 115,7 a115,9 (d; J 22,6;
ArF-Css); 116,1 (ArOR-Css); 118,5 (d;J7,7; ArF-Cpe); 127,3 (ArOR-C,6); 128,9
(ArOR-C3); 133,8 (d; J 3,0; ArF-C;); 156,3 (ArOR-C,); 157,8 a 160,2 (d; J 243,6; ArF-C,);
168,8 (C=0).

HR MALDI-MS: CisH14FNO, [M+H]+: zméfeny m/z 272,10820; pozadovany m/z 272,10813.

3.5 Alkalicka hydrolyza Ezetimibu a g-laktamu

3.5.1 Hydrolyza Ezetimibu v methanolickém roztoku NaOH

OH
OH
OH O
S O
F R 1) 2 M NaOH R [J\
4—N 2) H' H,0 O°R NH
RO S8
F
VI F Vlla

Schéma 13 Hydrolyza Ezetimibu 2M methanolickym roztokem NaOH.

Do 100 ml baiky bylo navazeno 0,7 g (1,7 mmol) Ezetimibu (VI), ktery byl pod inertni
atmosférou argonu rozpustén v 63 ml smésného rozpoustédla methanol/voda (75/25 hm. %).
Po rozpusténi byl ponechan reagovat s 12,6 ml (126 mmol) 10M hydroxidu sodného, aby
vysledna koncentrace roztoku byla 2M, po dobu 1 hodiny pfi teploté 40 °C. Poté byla reak¢ni
smés ochlazena na laboratorni teplotu a zneutralizovana 8 ml vodného roztoku HCI (35
hm. %). Vyloucilo se tak 76 mg (11 %) pyran-3-karboxamidu Vlla (b. t. 244-245 °C), ktery
byl zfiltrovan a vysusen. Filtrat byl poté odpafen na vakuové odparce a odparek byl
extrahovan suchym etanolem. Extrakt byl po odpafeni na vakuové odparce zpracovan
sloupcovou chromatografii (silikagel 60 um, dichlormethan:ethyl-acetat, 3:1), kde
po rekrystalizaci ze smésného rozpoustédla dichlormethan:ethyl-acetat (2:1) vzniklo 270 mg
(50 %) nazloutlé krystalické latky VI1b (b. t. 232258 °C za rozkladu).
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(2R,3R,6S)-N,6-Bis(4-fluorfenyl)-2-(4-hydroxyfenyl)-3,4,5,6-tetrahydro-2H-pyran-3-
karboxamid (V1la)

'H NMR (DMSO-ds): & = 1,55 a 1,99 (2xm, 4H, CH,—CH,); 2,70 (m, 1H, CH-CO); 4,62 (s,
1H, OCH); 4,64 (s, 1H, OCH); 6,68 (d, 2H, ArOH-Hss); 7,07 (t, 2H, ArF-Hss); 7,16 (t, 2H,
ArF-Hzs); 7,20 (d, 2H, ArOH-H,s); 7,40-7,45 (m, 4H, AriF-Hyg + ArF-Hae); 9,35 (s, 1H,
OH); 9,81 (s, 1H, NH); *C NMR (DMSO-ds): & = 28,3 (CH,); 32,6 (CH,); 50,1 (CH-CO);
78,2 (OCH); 80,9 (OCH); 114,9 (ArOH, C35); 114,8 a 115,1 (d; J 23,5; ArF-Css); 115,2
a115,4 (d; J 23,5; ArF-C35’); 121,1 a 121,2 (d; J 8,0; ArF-Cz¢’); 127,8 a 127.9 (d; J 8,0;
ArF-C,p); 128,4 (ArOH-Cy6); 131,3 (ArOH-C,); 135,4 (d; J 2,2; ArF-Cy%); 139,2 (d; J 2,2;
ArF-C;); 156,9 (ArOH-C,); 156,9 a159,3 (d, J 240, ArF-C4’); 160,3 a 162,7 (d, J 242,
ArF-C,); 171,6 (C=0).'H a **C NMR spektra jsou v souladu s lit.**

(2R,3R,6S)-6-(4-Fluorfenyl)-2-(4-hydroxyfenyl)-3,4,5,6-tetrahydro-2H-pyran-3-karboxylova
kyselina (V11b)

'H NMR (DMSO-dg): & = 1,51-1,61 (m, 1H, CH, ); 1,87-2,02 (m, 2H, CH,); 2,12-2,18 (m,
1H, CH,); 2,53-2,59 (m, 1H, CH-CO); 4,48 (d; 1H; J 10,4; OCH); 4,58 (d; 1H; J 10,4; OCH);
6,70 (m; 2H; J 8,4; ArOH-Hss); 7,12-7,19 (M, 4H, ArOH-H,s + ArF-H,e); 7,37-7,41 (m, 2H,
ArF-Hss): 9,40 (s, 1H); 12,13 (s, 1H); *C NMR (DMSO-dg): 5 = 28,1 (CH,); 32,2 (CHy);
48,6 (CH-CO); 78,3 (OCH); 80,6 (OCH); 114,7 (ArOH-Css); 114,8 a 115,0 (d; J 20,9;
ArF-Css); 127,8 a 127,9 (d; J 8,2; ArF-Cy); 128,6 (ArOH-Cye); 131,2 (ArOH-Cy); 139,1 (d;
J2,8; ArF-Cy); 157,1 (ArOH-Cy); 160,2 a 162,6 (d; J 242,8; ArF-C,); 174,6 (C=0).

HR MALDI-MS: CigH17FO4 [M+Na]": zméteny m/z 339,09964; pozadovany m/z 339,10031.

Dalsi minoritni chromatograficka frakce (<5%) obsahuje methylester a methyl poloacetal

kyseliny X1V, jehoz LC-MS spektrum je uvedeno v piiloze VI.
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3.5.2 Hydrolyza g-laktamii IV, V ve vodném roztoku NaOH
OR
CH, OR
H5C. ae 101MNaoH OX
— >
+~—N 2) H' H,0 OH HN
RO G
F
V,V

VIILIX
IV, VIII: R = CH,
V,IX:R=H

Schéma 14 Hydrolyza p-laktami 1V a 'V 0,1M vodnym roztokem NaOH.

(2R*,35*)-3-(4-Fluorfenylamin)-3-(4-hydroxyfenyl)-2-methylpropanova kyselina (V111)
B-laktam 1V (0,8 g; 2,8 mmol) byl ponechan reagovat pod inertni atmosférou argonu
S hydroxidem sodnym (0,22 g, 5,5 mmol) v 56 ml vody pfi teploté 40 °C. Po dvou dnech byla
pro urychleni reakce zvySena koncentrace hydroxidu na dvojnasobnou (11,3 mmol) a zvySena
teplota na 50 °C. Po 24 hod. byla reakéni smés ochlazena na laboratorni teplotu
a zneutralizovana 1M vodnym roztokem HCIL. Vyloucilo se tak nejprve 0,4 g B-aminokyseliny
VI, ktera byla zfiltrovana a filtrat byl odpafen na vakuové odparce. Odparek byl poté
extrahovan suchym etanolem, extrakt byl odpaien na vakuové odparce za vzniku dalSich 0,3 g
surového produktu. Oba podily produktu byly poté zpracovany krystalizaci ze smésného
rozpoustédla dichlormethan:ethyl-acetat (4:1). Takto vzniklo 0,56 g (66 %) bilé krystalické
latky VI (b. t. 153-155 °C).

'H NMR (DMSO-dg): & = 0,83 (d; 3H; J 6,8; CHs); 2,64 (q, 1H, CO-CH); 3,69 (s, 3H,
OCHs); 4,40 (t; 1H; J7,2; NH-CH); 6,19 (d; 1H; J7,2; NH-CH); 6,54 (m; 2H; J 8,0;
ArOH-Hs5s); 6,77-6,84 (m; 4H; ArF-H, + ArOH-Hze); 7,32 (Mm; 2H; ArF-Hss); 12,27 (s, 1H,
COOH); *C NMR (DMSO-dg): & = 15,1 (CH3); 46,2 (CH-CO); 55,0 (OCHs3); 59,4 (NCH);
113,6 (ArOH-Cs35); 114,2 (d; J 7,2; ArF-Cy6); 115,0 a 115,2 (d; J 21,7; ArF-Css); 128,7
(ArOH-Cyp); 133,4 (ArOH-C,); 144,6 (d, ArF-C,); 153,3 a 155,6 (d; J 231,5; ArF-C,); 158,3
(ArOH-C,); 176,4 (C=0).

HR MALDI-MS: C17H15FNO3 [M]": zmé&teny m/z 303,12604; pozadovany m/z 303,12652.
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(2R*,35*)-3-(4-Fluorfenylamino)-3-(4-methoxyfenyl)-2-methylpropanova kyselina (1X)

Stejnym zpuisobem bylo ptipraveno 0,35 g surové B-aminokyseliny 1X z 0,4 g (1,5 mmol)
B-laktamu V reakci s hydroxidem sodnym (0,12 g, 2,95 mmol) ve 30 ml vody po dobu 4 dni
pii teploté 40 °C. Surovy produkt byl nejprve zpracovan sloupcovou chromatografii (silikagel
60 um, dichlormethan:ethyl-acetat, 3:1) a poté rekrystalovan v dichlormethanu. Takto vzniklo
50 mg (12 %) nazloutlé krystalické latky IX (b. t. 179-181 °C). V 'H NMR spektru se
objevuji 2 nestejné sady signalti naznacujici ¢astecnou racemizaci na uhliku C2, coz potvrzuje

i literatura.*
Majoritni diastereoizomer (58%):

'H NMR (CD30D-d4): 8 = 0,91 (d; 3H; J 6,8; CHs); 2,70-2,79 (m, 1H, CO—CH); 4,64 (d; 1H;
J 9,2; NH-CH); 6,78 (m; 2H; J 6,8; ArOH-H35); 7,02-7,07 (m; 2H; ArF-Hye); 7,18-7,22 (m,
2H, ArOH-Hy); 7,58-7,62 (m; 2H; ArF-Hss): **C NMR (CD3;0D-d,): & = 15,6 (CHs); 50,6
(CH-CO); 77,5 (NCH); 116,3 (ArOH-Cs;); 116,2 a 116,4 (d; J 22,1; ArF-Css); 123,4 (d; J
8,0; ArF-Cu); 129,4 (ArOH-C,¢); 135,1 (ArOH-C;); 136,0 (d; J 3,0; ArF-Cy); 158,4
(ArOH-C,); 159,7 a 162,1 (d; J 242,5; ArF-C,4); 176,8 (C=0).

Minoritni diastereoizomer (42%):

'H NMR (CD3OD-ds): 8 = 1,34 (d; 3H; J 6,8; CH3); 2,70-2,79 (m, 1H, CO-CH); 4,64 (d; 1H;
J9,2; NH-CH); 6,71 (m; 2H: J 6,8; ArOH-Hs5); 6,93-6,97 (m; 2H; ArF-H,e); 7,18-7,22 (m,
2H, ArOH-H,¢); 7,25-7,29 (m; 2H; ArF-Hss); *C NMR (CD30D-ds): 5 = 14,9 (CH3); 51,2
(CH-CO); 76,9 (NCH); 116,0 (ArOH-Css); 116,1 a 116,3 (d; J 23,1; ArF-Css); 123,8
a123,9 (d; J 8,0; ArF-Cae); 129,0 (ArOH-Cy): 135,4 (ArOH-Cy); 1357 (d; J 3,0; ArF-Cy);
158,1 (ArOH-Cy); 159,6 a 162,0 (d; J 242,5; ArF-Cy); 175,9 (C=0).

HR MALDI-MS: CigHigFNO3 [M+Na]™: zméfeny m/z 312,10063; pozadovany m/z
312,10064.
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3.6 Aminolyza Ezetimibu a p-laktami

3.6.1 Aminolyza Ezetimibu reakci s primarnimi aminy

Xa: R = CH,(CH,),
Xb: R = CH,O(CH,),
Xc: R =HO(CH,),
Xd: R = CH,O(CH,),

Schéma 15 Ptiprava B-aminoamidu reakci Ezetimibu s primarnimi aminy.

P#iprava f-aminoamidii Xa-d
(2R,5S)-N-Butyl-5-hydroxy-2-[(S)-(4-fluorfenylamino)(4-hydroxyfenyl)methyl]pentanamid
(Xa)

Do Schlenkovy barky bylo pod inertni atmosférou argonu piedlozeno 0,5 g (1,2 mmol)
Ezetimibu (VI) ve 30 ml methanolu a 0,2 g (2,7 mmol) butylaminu. Reakéni smés byla
zahtivana na 40 °C po dobu 2 dni do zreagovani veskerého Ezetimibu. Nasledné byla reak¢ni
sme¢s odpafena na vakuové odparce a surovy produkt byl zpracovan sloupcovou
chromatografii (silikagel 60 pm, dichlormethan:ethyl-acetat, 1:1). Takto byly odstranény
vychozi latka a produkt intramolekularniho pfesmyku VI1la a produkt byl nakonec z kolony
vyplachnut methanolem. Piesto ale v produktu zlistala ¢ast necistot, ktera byla oddélena
z produktu dalsi chromatografii (silikagel 60 um, dichlormethan:ethyl-acetat, 1:2). Vysledny
produkt byl nakonec rekrystalovan ze smési petroletheru a diethyletheru (1:2) za vzniku
0,24 g (45 %) bilé krystalické latky Xa (b. t. 144-145 °C).

'H NMR (DMSO-ds): & = 0,72 (t; 3H; J 7,2; CHs); 1,06-1,42 (m, 8H); 2,09-2,23 (m, 2H);
3,49 (d; 1H; J 8,0); 4,29 (q; 1H; J 11,2); 5,07 (d; 1H; J 4,4); 6,69-6,72 (m; 2H; J 8,4;
ArOH-Hss); 7,00-7,05 (m, 4H, ArOH-H,6 + ArF'-Hqg); 7,11-7,15 (m, 4H, ArF-H,¢ +
ArF’-Hss); 7,58-7,62 (m, 2H, ArF-Hss); 9,27 (s, 1H); 9,92 (s, 1H); *C NMR (DMSO-dg):
8 = 14,0 (CHs™); 20,0 (CH2™"); 26,7 (CH2™"); 31,7 (CHy); 37,2 (CHy); 46,2 (NCH;™"); 3,9
(CH); 64,3 (NCH); 71,9 (OCH); 114,7 a 114,9 (d; J 21,1; ArF’-Css); 115,2 (ArOH-Css);
115,32 115,6 (d; J 22,1; ArF-Css); 121,2 a 121,3 (d; J 8,0; ArF’-Cy¢); 127,7 2 127,8 (d; J 8,0;
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ArF-C,¢); 128,7 (ArOH-C,p); 132,9 (ArOH-C,); 135,8 (d; J 3,0; ArF-Cy); 142,4 (d; J 3,0;
ArF’-C,); 156,4 (ArOH-Cy); 157,0 a 159,3 (d; J 239,5; ArF’-C,); 160,0 a 162,4 (d; J 242,5;
ArF-C,); 173,5 (C=0).

HR MALDI-MS: CygH32F2N203 [M+H]+I zméeieny m/z 483,24589; pozadovany m/z
483,24538 (100 %).

(2R,5S)-N-(2-Methoxyethyl)-5-hydroxy-2-[(S)-(4-fluorfenylamino)(4-hydroxyfenyl)methyl]-
pentanamid (Xb)

Stejnym postupem bylo piipraveno z 0,5 g (1,2 mmol) Ezetimibu (V1) ve 30 ml methanolu
a0,2 g (2,4 mmol) 2-methoxyethylaminu, po sloupcové chromatografii (silikagel 60 pum,
dichlormethan:ethyl-acetat, 1:1) a nasledné rekrystalizaci v dichlormethanu, 0,36 g (61 %)
bilé krystalické latky Xb (b. t. 152-153 °C).

'H NMR (DMSO-dg): & = 1,07-1,44 (m, 5H); 2,25-2,37 (m, 2H); 3,09 (s, 3H, OCHs);
3,16-3,27 (m, 2H); 3,51 (d; 1H; J 8,0); 4,29 (q; 1H; J 12,0); 5,08 (d; 1H; J 4,8); 6,71 (m; 2H;
J 8,0; ArOH-Hss); 7,00-7,05 (m, 4H, ArOH-H,6 + ArF'-Hzg); 7,11-7,16 (m, 4H, ArF-H,e +
ArF’-Hzs); 7,58-7,62 (m, 2H, ArF-Hss); 9,29 (s, 1H); 10,00 (s, 1H); *C NMR (DMSO-dg):
8= 26,6 (CH,); 37,1 (CH.); 46,2 (NCH,“ ); 53,7 (CH); 57,9 (OCHs) 64,4 (NCH); 71,5
(CH,0M5%); 71,7 (OCH); 114,5 a 114,8 (d; J 21,0; ArF’-Cs5); 115,1 (ArOH-Css); 115,2
al115,4 (d; J 22,1; ArF-Css); 121,1 a121,2 (d; J 7,7; ArF’-Cag); 127,6 a127,7 (d; J 7,9;
ArF-Cy6); 128,7 (ArOH-Cy¢); 132,5 (ArOH-Cy); 135,6 a 135,7 (d; J 2,3; ArF-Cy); 142,3
al142,4 (d; J 2,9; ArF’-Cy); 156,4 (ArOH-Cy); 156,8 a 159,2 (d; J 239,4; ArF’-C,); 159,9
a162,3 (d; J 241,6; ArF-Cy); 173,1 (C=0).

HR MALDI-MS: Cy7H3F2NoO4 [M+H]™: zméfeny m/z 485,22441; pozadovany m/z
485,22464 (100 %).

(2R,5S)-N-(2-Hydroxyethyl)-5-hydroxy-2-[(S)-(4-fluorfenylamino)(4-hydroxyfenyl)methyl]-

pentanamid (Xc)

Navazka vychoziho Ezetimibu (V1) byla 0,5 g (1,2 mmol) a 2-hydroxyethylaminu 0,15 g (2,4
mmol) ve 25 ml methanolu. Takto bylo pfipraveno 0,35 g (57 %) bilé krystalické latky Xc
(b. t. 171-173 °C).
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'H NMR (DMSO-dg): & = 1,08-1,46 (m, 4H); 1,92 (s, 1H); 2,17-2,28 (m, 2H); 3,23-3,31 (m,
2H); 3,51 (d; 1H; J 9,6); 4,30 (q; 1H; J 12,0); 5,08 (d; 1H; J 4,4); 6,71 (m; 2H; J 8,0;
ArOH-Hss); 7,00-7,06 (m, 4H, ArOH-H,6 + ArF’-Hog); 7,11-7,16 (m, 4H, ArF-H,g +
ArF’-Hsg); 7,59-7,63 (m, 2H, ArF-Hss); 9,29 (s, 1H); 10,01 (s, 1H); **C NMR (DMSO-ds):
8 = 26,6 (CH,); 37,0 (CH,); 49,2 (NCH,™); 53,8 (CH); 60,4 (CH,OH®*) 64,4 (NCH):; 71,7
(OCH); 114,5 a 114,7 (d; J 21,2; ArF’-Css); 115,1 (ArOH-Css); 115,2 a 115,4 (d; J 22,1;
ArF-Cgs); 121,1 a 121,2 (d; J 7,7; ArF'-Cae); 127,6 a 127,7 (d; J 7,9; ArF-Cpp); 128,7
(ArOH-C,); 132,7 (ArOH-Cy); 135,7 (d; J 2,4; ArF-C;); 142,3 a 142,4 (d; J 2,8; ArF’-Cy);
156,3 (ArOH-Cy); 156,8 a 159,2 (d; J 239,7; ArF’-Cy); 159,8 a 162,3 (d; J 241,9; ArF-C,);
173,2 (C=0).

HR MALDI-MS: CasHasFoN,Os [M+H]": zméfeny miz 471,20970; pozadovany m/z
471,20899 (100 %).

(2R,5S)-5-Hydroxy-2-[(S)-(4-fluorfenylamino)(4-hydroxyfenyl)methyl]-N-(3-methoxypropyl)-
pentanamid (Xd)

Navazka vychoziho Ezetimibu (V1) byla 0,5 g (1,2 mmol) a 3-methoxypropylaminu 0,22 g
(2,4 mmol) ve 25 ml methanolu. Surovy produkt byl navic zpracovan druhou sloupcovou
chromatografii (silikagel 60 pm, ethyl-acetat:methanol 5 obj. %) a rekrystalovan
ze smési petroletheru a diethyletheru (2:1). Takto bylo ptipraveno 0,42 g (69 %) oranzovobilé
krystalické latky Xd (60-62 °C).

'H NMR (DMSO-d): 6 = 1,05-1,15 (m, 1H); 1,22-1,41 (m, 3H); 1,44 (qui; 2H; %J; = 12,0; 3J,
= 8,0); 2,14-2,19 (m, 1H); 2,24-2,31 (m,1H); 3,03 (s, 3H, OCHa); 3,19 (t; 2H; J 8,0); 3,49 (d;
1H; J 8,0); 4,29 (t; 1H; J 4,0); 5,08 (s, 1H); 6,71 (m; 2H; J 8,0; ArOH-H35); 7,00-7,06 (m,
4H, ArOH-Hy6 + ArF’-Hag); 7,11-7,15 (m, 4H, ArF-H,e + ArF'-Hss); 7,61-7,64 (m, 2H,
ArF-Hss): 9,30 (s, 1H); 9,94 (s, 1H); *C NMR (DMSO-dg): & = 29,2 (CHy); 37,1 (CH,); 43,8
(NCH,M™): 50,4 (CH,); 53,8 (CH); 57,8 (OCHs); 64,1 (NCH); 70,4 (CH,OM™): 71,7 (OCH);
114,5 a 114,7 (d; J 20,8; ArF’-Css); 115,1 (ArOH-Css); 115,2 a 115,4 (d; J 21,7; ArF-Css);
121,0 a121,1 (d; J 7,5; ArF’-Cy); 125,2 (ArOH-C,); 127,6 a 127,7 (d; J 8,0; ArF-C,¢); 128,6
(ArOH-Cy); 135,7 a135,8 (d; J 2,3; ArF’-Cy); 142,3 a 142,4 (d; J 2,7; ArF-Cy); 156,4
(ArOH-C,); 156,8 a 159,2 (d; J 239,0; ArF’-C,); 159,9 a 162,3 (d; J 241,7; ArF-C,); 173,2
(C=0).
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HR MALDI-MS: CasHaoFoN,Os [M+H]™: zméfeny miz 499,24027; pozadovany m/z
499,24029.

3.6.2 Aminolyza B-laktamu 1V, V reakci s primarnimi aminy

OR
RZ—NHZ WQ/
[

CH.OH 2NH HN

N
3
Q O,
F
Vv,V

| Xla,
' Xlla-c
IV: R" = CH, Xla: R' = CH,, R® = CH,4(CH,),
V:R'=H Xlla: R* = H, R* = CH,(CH,),

Xlb: R* = H, R? = CH,O(CH,),
Xlic: R* = H, R* = HO(CH,),

Schéma 16 Ptiprava B-aminoamidu reakci p-laktamu s primarnimi aminy.

Priiprava f-aminoamidu XIa, Xlla-c
(2R*,35*)-3-(4-Fluorfenylamino)-N-butyl-3-(4-methoxyfenyl)-2-methylpropanamid (Xla)

Do Schlenkovy barky bylo pod inertni atmosférou argonu piedlozeno 0,5 g (1,8 mmol)
B-laktamu 1V a 0,35 ml (3,5 mmol) butylaminu ve 25 ml methanolu. AvSak po 2 dnech
reak¢éni doby byly v reakéni smési pritomny pouze vychozi latky. Proto byla reakéni doba
prodlouzena na 4 dny apoté i zvySena koncentrace butylaminu. Ani to vSak nevedlo

k poZzadovanému B-aminoamidu Xla. Tuto skute¢nost potvrdil i nasledny kineticky pokus.

(2R*,35*)-3-(4-Fluorfenylamino)-N-butyl-3-(4-hydroxyfenyl)-2-methylpropanamid (X11a)

B-aminoamid Xlla byl ptipravovan z navazky 0,45 g (1,7 mmol) B-laktamu V ve 25 ml
methanolu a 0,25 g (3,4 mmol) butylaminu. Reakéni smés byla zahfivana na 40 °C po dobu 2
dni do zreagovani veSkerého B-laktamu. Nasledné byla reakéni smés odparena na vakuové
odparce a surovy produkt byl rekrystalovan v dichlormethanu za vzniku 0,40 g (70 %) bilé
krystalické latky Xlla (b. t. 158-159 °C).
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'H NMR (DMSO-de): & = 0,72-0,77 (m, 6H); 1,09-1,28 (m, 4H); 2,13-2,25 (m, 2H); 2,52-2,58
(m, 1H); 3,53 (d, 1H; J 12,0); 6,72 (m; 2H; J 8,0; ArOH-Hss); 7,08 (m; 2H; J 8,0;
ArOH-H,¢); 7,12-7,16 (m, 2H, ArF-Hag); 7,60-7,64 (m, 2H, ArF-Hss); 10,10 (s, 1H);
3C NMR (DMSO-dg): & = 13,9 (CH3®"); 15,7 (CHs); 19,9 (CH.™"); 31,6 (CH,®"); 46,3
(NCH,®"); 47,7 (CH-CO); 64,8 (NCH); 115,1 (ArOH-Css); 1152 a 1154 (d; J 22,1;
ArF-Css); 120,1a121,0 (d; J 8,0; ArF-Cye); 128,6 (ArOH-Cy6); 132,6 (ArOH-C3); 135,9 (d;
J 2,0; ArF-Cy); 156,3 (ArOH-Cy); 156,7 a 159,1 (d; J 239,5; ArF-Cy); 173,9 (C=0).

HR MALDI-MS: CyoH25FN20, [M+H]": zméteny m/z 345,19772; pozadovany m/z 345,19728
(100 %).

(2R*,35*)-3-(4-Fluorfenylamino)-N-(2-methoxyethyl)-3-(4-hydroxyfenyl)-2-methylpropan-
amid (XI1b)

Vytézek: 74 % bilé krystalické latky; b. t. 155-157 °C; *H NMR (DMSO-dg): & = 0,76 (d; 3H;
J 6,8; CHs); 2,00 (s, 1H); 2,31-2,38 (m, 2H); 2,54-2,64 (m, 1H); 3,12 (s, 3H, OCHy); 3,17-
3,30 (m, 2H); 3,54 (d; 1H; J 9,6; CH); 6,73 (m; 2H; J 8,4; ArOH-Hs5s); 7,09 (m; 2H; J 8,4;
ArOH-Hae); 7,11-7,17 (m, 2H, ArF-H,¢); 7,61-7,65 (m, 2H, ArF-Hss); 9,30 (s, 1H); 10,23 (s,
1H); *C NMR (DMSO-de): & = 15,7 (CHs); 46,3 (NCH,M5%); 47,5 (CH); 57,9 (OCH3); 64,9
(NCH); 71,5 (OCH," *); 115,1 (ArOH-Css); 115,2 a 115,4 (d; J 22,1; ArF-Css); 121,0
al21,1 (d; J7,7; ArF-Cye); 128,7 (ArOH-C,¢); 132,3 (ArOH-Cy); 1358 (d; J 2,3;
ArF-Cy); 156,4 (ArOH-C,); 156,8 a 159,1 (d; J 239,3; ArF-Cy); 173,8 (C=0).

HR MALDI-MS: C1gHsFN,05 [M+H]": zm&feny miz 347,17700; pozadovany m/z 347,17655
(100 %).

(2R*,35*)-3-(4-Fluorfenylamino)-N-(2-hydroxyethyl)-3-(4-hydroxyfenyl)-2-methylpropan-
amid (Xl1lIc)

Vytézek: 63 % bilé krystalické latky; b. t. 163—165 °C; *H NMR (DMSO-dg): & = 0,77 (d; 3H;
J 6,8; CHa3); 2,07 (s, 1H); 2,23-2,32 (m, 2H); 2,54-2,62 (m, 1H); 3,28-3,35 (m, 2H); 3,56 (d;
1H; J 9,6; CH); 4,36 (t; 1H; J 4,0; OH); 6,73 (m; 2H; J 8,4; ArOH-H35); 7,09 (m; 2H; J 8,4;
ArOH-H,¢); 7,11-7,16 (M, 2H, ArF-H.); 7,63-7,66 (m, 2H, ArF-Hss); 9,25 (s, 1H); 10,23 (s,
1H); *C NMR (DMSO-ds): 3 = 15,8 (CH3); 47,7 (CH); 49,3 (NCH,™); 60,4 (OCH,"*); 64,9
(NCH); 115,1 (ArOH-Css); 115,2 a 1154 (d; J 22,1; ArF-Css); 121,0 a121,1 (d; J 7,5;
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ArF-C,p); 128,7 (ArOH-C,6); 132,5 (ArOH-C,); 135,9 (d; J 3,0; ArF-C,); 156,4 (ArOH-C,);
156,8 a 159,1 (d; J 239,3; ArF-Cy); 173,9 (C=0).

HR MALDI-MS: CigH21FN;Os [M+H]": zméfeny m/z 333,16078; pozadovany m/z
333,16090.

3.7 Kineticka méreni

Meéfeni hydrolyzy a aminolyzy byla provedena na pftistroji HP UV/VIS 8453 Diode Array
v 1 cm v uzaviratelné kyveté temperované v bloku ptistroje pii 39 °C. Pfed vlastnim méfenim
bylo prométeno elektronové spektrum sledované latky v danych prostiedich (rozmezi
vlnovych délek 200400 nm). Timto pokusem byla vybrdna vhodnd vlnova délka
pro kinetickd méfeni (246-250 nm). Do kyvety byly postupné pipetovany 2 ml roztokl
primarnich aminovych pufra (pfipravy jednotlivych pufrti jsou uvedeny v priloze I)
nebo hydroxidu sodného o znamé koncentraci resp. pH zméfeném pomoci sklenéné elektrody
na pristroji Radiometer Copenhagen PHM 93. Po vytemperovani (cca 5 minut) bylo
do kyvety vstiiknuto 5-10 pl methanolického roztoku Ezetimibu ¢i B-laktamt IV a V.
Pro pfipravu methanolického roztoku byl pouzit methanol spektroskopické Ccistoty.
Ze zmétené zavislosti absorbance na ¢ase byly vypocteny pozorované rychlostni konstanty

pseudoprvniho fadu Kyo; pomoci programu78 OPKIN.
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Zhodnoceni syntézy pripravenych sloucenin

Prvnim reak¢énim krokem syntézy substituovanych B-laktama 1V a V s relativni konfiguraci
trans byla ptiprava Schiffovych bazi lla a llb dle schématu 17. Vychozimi latkami
pro syntézu byly 4-benzyloxybenzaldehyd (la), 4-methoxybenzaldehyd (1b) a 4-fluoranilin.
Oproti literatuie® byla reakce provadéna za katalyzy kyselinou octovou. Pribsh reakce byl
znaéné zavisly na zvoleném rozpoustédle. Nejdiive byla reakce provadéna v 96% ethanolu
(azeotropicky), avsak pfitomna voda zplsobovala ustaveni rovnovahy mezi vychozimi
latkami a produktem. Proto byla reakce provedena vbezvodém methanolu, kde byla

rovnovaha zcela posunuta ve sméru produktu s isolovanym vytézkem 90 % iminu lla a 76 %

iminu 1lb.
O, :
OR \_/<
Cl 5% Pd/C,
CH,COOH Bu,N H3C H, (g) 20 bar R*S%
B | — > —_—
CH;0H, toluen, AcOEt
50°C, 1 h 80°C,2d, Ar (g
CHO
|:
la,b lla,b 1,1V \

la, lla, ll: R=PhCH, b, llb, IV:R = CH,
Schéma 17 Syntéza B-laktami IV a V.

Dalsim krokem syntézy byla cykloadi¢ni reakce chloridu kyseliny propanové s Schiffovymi
bazemi Ila a b dle literatury®. Reakce byla provadéna za podminek termodynamické
kontroly, ktera upifednostiiuje vznik pozadovaného trans-izomeru (98% de). Cykloadi¢ni
reakce byla nejprve provedena za ptistupu vzduchu, a tedy i vzdusné vlhkosti, avSak za téchto
podminek dochazelo k ¢astetnému rozkladu iminti na vychozi aldehyd a 4-fluoranilin.
Z tohoto divodu byla syntéza opakovana a provadéna pod inertni atmosférou argonu.
Pro zabranéni rozkladnych procest a tedy zvySeni vytézku byla reakce navic provadéna
v sodikem suseném toluenu. Tentokrat jiz vznikl pozadovany substituovany f-laktam I11
v celkovém vytézku 61 % a B-laktam 1V ve vytézku 58 %. Vznik trans-isomeru byl prokazan
pomoci 1D-NOESY spektra (viz pfiloha IV), ze kterého vyplyva prostorova blizkost mezi
methinovym vodikem Vv poloze 4 a methylovymi vodiky v poloze 3 f-laktamového kruhu.

Vznik trans-isomeru navic potvrzuje i hodnota interakéni konstanty, ktera je podle literatury™
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%) = 2 Hz pro relativni konfiguraci trans a 3J = 5-6 Hz pro relativni konfiguraci cis. Mnou

experimentalné zjisténa hodnota byla %) =24 Hz.

Poslednim krokem syntézy bylo v ptipad¢ B-laktamu 11l odstranéni chranici benzylové
skupiny za mirnd modifikovanych podminek popsanych v literatuie®. Odchranéni bylo
provedeno v atmosféte vodiku za zvySeného tlaku 20 bar. Od popsaného pracovniho postupu
se muj postup lisil pouzitim 5% Pd/C a reakéni dobou, kterou bylo tfeba prodlouzit. Takto byl
ptipraven pozadovany substituovany p-laktam V suspokojivym vytéZzkem 69 %.
Charakterizace byla provedena pomoci *H a *3C NMR (viz piiloha I11) a MALDI.

4.2 Hydrolyza

Jak jiz bylo feCeno v teoretické Casti, doprovazi aminolyzu B-laktamového kruhu vzdy
hydrolyza, 1 kdyZ jeji podil pfi nizkych hodnotach pH tvoifi méné nez 15 %. V roztocich
s vy§$i hodnotou pH se vSak tento podil postupné zvySuje a od jisté hodnoty pH je bazicka
hydrolyza hlavnim probihajicim procesem. Vzhledem ktomu, Zze aminolyza Ezetimibu
i strukturné piibuznych B-laktamu 1V, V probiha méfitelnou rychlosti az se silné bazickymi
aminy (pK, > 9) vroztocich s pH > 9, zabyvala jsem se i studiem samotné hydrolyzy
Vv roztocich hydroxidu sodného i v roztocich aminovych pufri (viz nasledujici kapitola).

V ramci své bakalaiské prélce34

jsem se zabyvala identifikaci produktd vznikajicich
pusobenim vodnych roztoktli terciarnich aminovych pufri a ziedéného hydroxidu sodného
na Ezetimib. Na zéklad& rentgenostrukturni analyzy, 'H, **C NMR spektroskopie a HPLC
s pouzitim chiralni kolony jsem jako produkt jednozna¢né potvrdila (2R,3R,6S)-N,6-bis(4-
fluorfenyl)-2-(4-hydroxyfenyl)-3,4,5,6-tetrahydro-2H-pyran-3-karboxamid (VIla) (Schéma
18 a Obr. 3) namisto chybn& navrzené® soli 5-(4-fluorfenyl)-2-[(4-fluorfenylamino)-(4-
hydroxyfenyl)methyl]pent-4-enové kyseliny (XIII). Ma zjisténi byla vzapéti nezavisle
potvrzena i dal$imi autory.*®

OH

OH
OH‘\
S . 1) OH O =
= “R S 2) H*/ H,0 O
N R“\
O// O RN N
H
Q "
F
VI F Vila

Schéma 18 Produkt VIla vznikajici pfesmykem Ezetimibu.
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X

Obr. 3 Chybn&® navrzena struktura X111 rozkladu Ezetimibu.

Po 7zjisténi struktury produktu jsem se ve své bakalaiskeé prélci34 zabyvala 1 studiem
mechanismu transformace uvedené ve Schématu 18. Na zakladé zméfené¢ho pH-profilu
(Obr. 4) byl navrzen mechanismus zahrnujici vznik reaktivniho aniontu resp. dianiontu
Vv prediazenych rovnovahach, po kterém nasledoval intramolekuldrni atak alkoholatu na uhlik

C-4 laktamového kruhu.

_2.0. - L} . L bl T o T v T - T . T

109 Kpoz {Kpoz V 7'}

7 8 9 10 11 12 13 14 15

pH
Obr. 4 — pH profil pfesmyku Ezetimibu mefeny v N-methylmorfolinovém (NMF; ),
N-methyldiethanolaninovém  (NDA;  A),  N,N-dimethylaminoethanolovém (DMAE; M)
a triethylaminovém pufru (TEA; V), v roztocich hydroxidu sodného ve vodé (NaOH; ) resp. v D,O
(NaOD; m) a pH profily B-laktamu 1V (@) a V (O) v roztocich hydroxidu sodného a p-laktam V navic
v D,O (NaOD; ) roztoku piti 39 °C.
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V ramci mé bakalaiské prace®® viak zistala nedofesena otazka produktu rozkladu Ezetimibu
vznikajiciho v koncentrovanych roztocich hydroxidu sodného (tj. pii pH > 13), ve kterych
se podle pH-profilu otevird nova reak¢ni cesta charakterizovana linedrnim nartstem log Kpoz.
Tento linearni narist by mohl odpovidat tvorbé 2-[[(4-fluorfenyl)amino]-(4-
hydroxyfenyl)methyl]-5-(4-fluorfenyl)-5-hydroxypentanové kyseliny (XIV; Obr. 5) vznikajici

bazickou hydrolyzou B-laktamového kruhu Ezetimibu.

XV

Obr. 5 Navrzeny produkt po alkalické hydrolyze Ezetimibu v silné bazickém prostifedi vodnych
roztokli NaOH (pH = 12).

Tomu by nasvédcovalo i kinetické chovani ptipravenych f-laktami 1V a V, které nemohou
na rozdil od Ezetimibu podléhat pfesmyku ale jen hydrolyze na odpovidajici f-aminokyselinu
(Schéma 14). U B-laktami 1V a V, se totiz pozorovana rychlostni konstanta Kyo, linearné
zvysuje s koncentraci hydroxidu (viz. Obr. 4), coz odpovida kinetické rovnici, v niz vystupuje
hydroxid v 1. fadu a zméfené hodnoty Ky, Se blizi hodnotam zjisténym pro reakci Ezetimibu.
Rovnéz publikované hodnoty37’38 bimolekularnich rychlostnich konstant riznych B-laktamu
jsou fadové podobné hodnoté zjisténé u reakce Ezetimibu S hydroxidovym iontem
(k=3,1-10 I'mol *s™).3* Ze srovnani rychlosti hydrolyzy B-laktami 1V a V déle plyne, Ze

blokace fenolické hydroxyskupiny methylaci nema vyznamny vliv na prab¢h této reakce.

Abych potvrdila svou domnénku, Ze vznika kyselina XIV, pokusila jsem se ji izolovat
po reakci Ezetimibu v roztoku 2M NaOH. Vzhledem k malé rozpustnosti Ezetimibu vSak
tento experiment poskytl pouze smés obsahujici jak nezreagovany vychozi Ezetimib, tak
i produkt jeho piesmyku VIla spolu s dalsimi minoritnimi slozkami, které se mi vSak
nepodafilo isolovat v ¢isté podobé¢ a identifikovat jejich strukturu. Abych eliminovala nizkou
rozpustnost Ezetimibu ve vodé¢, pokusila jsem se jej solubilizovat pfidavkem methanolu.
V 75% vodném methanolu, v némz byla reakéni smés od pocatku homogenni jsem po 1 hod.
pti 40 °C isolovala maly podil (11 %) produktu presmyku VIla (ten byl isolovan i po 4 hod.
zahfivani) a surovy produkt (61 %), ktery se mi podafilo vycistit chromatografii

a krystalizaci. Nazakladé 'H, ®C a LC-MS jsem zjistila, e vzniklym produktem je
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(2R,3R,6S)-6-(4-fluorfenyl)-2-(4-hydroxyfenyl)tetrahydro-2H-pyran-3-karboxylova kyselina
(V1lb, Obr. 6) obsahujici i velmi malé mnozstvi kyseliny XIV.
OH

-
F VIlb

Obr. 6 Potvrzeny produkt bazické hydrolyzy Ezetimibu.

Zatimco u produktu presmyku Ezetimibu pravddpodobné nedochazi k racemizaci, protoze 'H
NMR spektrum obsahuje pouze jednu sadu signald, B-aminokyselina 1X, vznikla otevienim
B-laktamového kruhu V v prostfedi 2M NaOH racemizuje a v 'H NMR spektru se objevuji
dvé sady signald s nestejnou integralni intenzitou. Tato racemizace je vSak velmi pomala,
protoze ani po 4 dnech nedoslo ke vzniku racematu. Obdobna racemizace f-aminokyselin

v roztocich silnych bazi byla jiz diive popsana.®

Produkt VIIb by mohl wvznikat naslednou hydrolyzou amidické skupiny produktu
transformace VlIla. Abych tuto domnénku potvrdila, pokusila jsem se nezavisle pfipravit
kyselinu VIIb z amidu Vlla za stejnych podminek, za kterych vznikal pifimo z Ezetimibu.
Piekvapivé jsem vSak zjistila, ze amid VIla je v koncentrovanych roztocich methanolického
hydroxidu sodného Gplné stabilni, coz jsem potvrdila i sledovanim UV-VIS spektra amidu
Vlila v1M a 2M vodném NaOH. Ani za podminek pseudoprvniho fadu, tj. ve velkém
nadbytku hydroxidu nedochazelo k zddnym zménam ve spektru, které by ukazovaly
na pieménu VIla na VIIb. Divodem nizké reaktivity amidické funk¢éni skupiny je
pravdépodobné fakt, ze v siln¢ bazickém prostiedi je tato skupina ve vyznamné miie ptitomna
ve form¢ konjugované baze (vodik N-fenylamidl je slabé kysely - pKs = 15-26; méfené
v DMF)*®, ktera jiz prakticky nereaguje s daliim nukleofilem. Kromé& toho by nasledna

hydrolyza neodpovidala nartstu Ky, v pH profilu.

Alternativni vysvétleni vzniku kyseliny VIIb spociva vrychlé cyklizaci kyseliny XIV
vznikajici bud’ pivodné navrhovanou paralelni hydrolyzou B-laktamového kruhu Ezetimibu,
ptipadné¢ z docasné¢ vzniklého (3R,6S)-6-(4-fluorfenyl)-3-[(S)-[(4-fluorofenyl)amino](4-
hydroxyfenyl)methyl]tetrahydro-2H-pyran-2-onu (Schéma 19). Pro reakéni cestu zahrnujici

laktonizaci sveédc¢i i pritomnost methylesteru kyseliny X1V v reakéni smési, ktery byl opét
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isolovan pii sloupcové chromatografii jako minoritni frakce (<5%). Tento ester totiz v silné
bazickém prostiedi nemiize vznikat naslednou esterifikaci kyseliny X1V, ale pouze otevienim

laktonového kruhu slouc¢eniny XV Vv rovnovaze S pfitomnym methanolatem.

OH
/N(aOH XIV y }«
H,0/CH,OH a
OH A H,O/CH,OH

S NaOH

F
F NaOH OH
%:HpH
jog
o8
~_H
ioan
F

Schéma 19 Mechanismus vzniku kyseliny VIIb.

XV

Abych ziskala dalsi informaci o reakci Ezetimibu v koncentrovanéjSich roztocich hydroxidu
sodného, provedla jsem méfeni pozorované rychlostni konstanty Vv roztocich deuteriumoxidu.
Pro hydrolyzu B-laktami je totiz typicky*®** inverzni rozpoustédlovy kineticky isotopovy
efekt odpovidajici rychlost urcujicimu ataku OH resp. OD  na karbonylovou skupinu
B-laktami. Rozpoustédlovy kineticky isotopovy efekt blizky nebo vEétsi nez jedna je
pozorovan pouze v piipadech, kdy je rychlost urcujicim krokem vodou katalyzovany rozpad
vzniklého tetraedralniho intermediatu. V mém piipadé byla pro Ezetimib zjisténa (viz Ptiloha
V) hodnota rozpoustédlového kinetického isotopového efektu S-KIE = 1,29, avsak
pro B-laktam V S-KIE = 0,79. To znamen4, ze u Ezetimibu nedochazi v rychlost urujicim
kroku k ataku hydroxidového iontu, ale K jinému dé&ji ovlivnénému rozpoustédlem (viz Obr.

40,41

7). Naproti tomu u B-laktamu V je v souladu s literaturou rychlost urcujicim krokem atak

hydroxidového aniontu na karbonylovou skupinu.
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Hodnota zjisténd pro Ezetimib prakticky pfesné odpovida vypoctenému®' efektu (1,27)
pro rychlost urcujici rozpad komplexu aniontového intermediatu s vodou, jehoz struktura je

uvedena na nasledujicim obrazku:

Obr. 7 Rozpad aniontového intermediatu.

Tato varianta je vSak diky pfitomnosti methylesteru kyseliny XIV v reakéni smési malo
pravdépodobna. Navic pouha zaména methylskupiny u slouceniny V za elektronicky
podobnou 3-(4-fluorfenyl)-3-hydroxypropyl skupinu by jen stézi generovala takto vyznamnou
zménu v mechanismu. Jako pravdépodobnéjsi se mi proto jevi vySe navrhovani cesta
spocivajici v rychlost uréujici laktonizaci Ezetimibu poskytujici XV (Schéma 19).
| pfiuplatnéni tohoto mechanismu by se sice projevil inverzni rozpoustédlovy kineticky
isotopovy efekt u prediazené rovnovahy zahrnujici disociaci alkoholické skupiny, avSak
samotny intramolekularni atak alkoxidu na karbonylovou skupinu by mohl vykazovat
hodnotu rozpoustédlového kinetického isotopového efektu vétsi nez 1. Podobna situace byla

popsana naptiklad pti cyklizaci amidi na imidazolinony.42

4.3 Aminolyza

Aminolyza Ezetimibu a strukturné¢ piibuzného p-laktamu V poskytuje piislusné
B-aminoamidy Xa-d a Xlla-c v primérném vytézku 45-75%. O néco nizsi vytézek derivati
Xa-c (typicky okolo 60%) je zpusoben paralelné probihajicim pfesmykem vychoziho
Ezetimibu na Vlla a stim spojenymi ztratami pii chromatografické separaci a nasledné
krystalizaci produktu. U derivati Xlla-c jsem ziskala o néco vyssi primérné vytézky (okolo
70%) a ztraty souvisely pouze se zavérecnou krystalizaci. Prekvapivé se nepodafilo pfipravit
B-aminoamidy odvozené od B-laktamu IV, kde i po n€kolikadennim zahfivani s butylaminem
byl isolovan pouze vychozi B-laktam IV a zadny produkt aminolyzy. Vzhledem k tomu, zZe
hydrolyza IV probihd normalné a dokonce i fadové srovnatelnou rychlosti jako u B-laktamu

V, je toto chovani pfi aminolyze stézi pochopitelné a nemam pro né Zadné logické vysvétleni.
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Kinetika aminolyzy Ezetimibu a strukturné ptibuzného B-laktamu V byla nasledné studovana
spektrofotometricky (Obr. 8) za podminek pseudoprvniho fadu ve vodnych roztocich
primarnich aminovych pufit, konkrétn¢ v butylaminovém (BA), 3-methoxypropylaminovém
(MPA), 2-methoxyethylaminovém (MEA) a 2-hydroxyethylaminovém (HEA) pii 39 °C
aiontové sile | = 0,1 molT™. Vybér jednotlivych aminti byl u¢inén na zakladé snadné
méfitelnosti pozorované rychlostni konstanty aminolyzy. U primarnich aminQ s nizsi
hodnotou pK; nez 9 totiz aminolyza probiha extrémné pomalu a navic je u Ezetimibu

vyznamné doprovazena presmykem na Vlla.

Absorbance (247 nm)

500 1000 1500 2000
t(s)

Absorbance

0.0F

225 250 275 300 325 350
A (nm)
Obr. 8 Spektralni zaznam aminolyzy Ezetimibu v tlumivém roztoku butylaminu s pomérem [B]/[BH"]

= 2/1 a o koncentraci baze 0,04 mol-I " a z n&j zkonstruovana kineticka kfivka pii 247 nm.

V uvedenych pufrech liSicich se pomérem kyselé a bazické slozky bylo zjisténo, ze stanovené
rychlostni konstanty Kpo, Stoupaji linearné s koncentraci aminu v pufru. Zména bazicity pufru
vyvoland zménou poméru mezi kyselou a bazickou sloZzkou pufru pak vede pouze k posunuti

ptimky ve vertikalnim sméru (viz. Obr. 9-14).
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Obr. 9 Zavislost ky,; pseudoprvniho fadu
u Ezetimibu na koncentraci BA mé&fena

Vv roztocich s riznym pomérem [B]/[BH']; BA
[2/1, W, (pH = 11,33); 3/1, @, (pH = 11,34);
4/1, O, (pH = 11,52)].
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Obr. 11 Zavislost kp,, pseudoprvniho fadu
U Ezetimibu na koncentraci HEA meétfena
V roztocich s rliznym pomérem [B]/[BH']; HEA
[ 2/1, A, (pH = 10,01); 3/1, @, (pH = 10,20);
4/1, O, (pH = 10,32)] a na koncentraci MPA
s poméry [B)/[BH'] = [2/1, O, (pH = 10,56);
3/1, O, (pH =10,73)].
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Obr. 10 Zavislost Ky, pseudoprvniho fadu
u Ezetimibu na koncentraci MEA méfena
Vv roztocich s riiznym pomérem [B]/[BH'];

MEA [1/2, A, (pH = 9,35); 1/1, [, (pH =

9,63); 2/1, W, (pH = 997); 4/1, O,
(pH = 10,25)].
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Obr. 12 Zavislost Ky, pseudoprvniho fadu
u B-laktamu V na koncentraci BA méfena
V roztocich s riiznym pomérem [B]/[BH'];
BA [1/1, O, (pH = 11,07); 2/1, W, (pH =
11,33); 3/1, @, (pH = 11,34)].
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Obr. 13 Zavislost ky,, pseudoprvniho fadu Obr. 14 Zavislost Ky, pseudoprvniho fadu
u B-laktamu V na koncentraci MEA méfena u B-laktamu V na koncentraci HEA méfena
V roztocich s rliznym pomérem [B]/[BH']; MEA V roztocich s riiznym pomérem [B]/[BH'];
[1/1, O, (pH = 9,63); 3/1, @, (pH =10,06); 4/1, HEA [2/1, B, (pH = 10,01); 3/1, @, (pH =
O, (pH = 10,25)]. 10,20); 4/1, O, (pH = 10,32)].

Z uvedeného pozorovani vyplyvaji dva dilezit¢ zavéry pro mechanismus aminolyzy.
Z linearniho nartistu pozorované rychlostni konstanty vyplyva, ze kineticka rovnice je vuci
aminu prvniho fadu a molekula aminu tak vystupuje pouze jako nukleofil a nikoliv jako baze
katalyzujici rozpad primarn& vzniklého tetraedralniho intermediatu T* resp. T°. Z paralelnosti
piimek v jednotlivych obrazcich dale vyplyva, Ze funkci katalyzujici baze zde nema

ani hydroxidovy aniont a rovnice (1) v kapitole 2.1 se redukuje na tvar (2):
kpoz = kO + kl[RNHZ] (2)

kde ko odpovida hydrolyze B-laktamového kruhu V, resp. piesmyku Ezetimibu a k; rychlost
urcujicimu ataku molekuly aminu na laktamové uskupeni. Z ptfimkovych zavislosti lze tedy

jako klicovy parametr aminolyzy ur¢it rychlostni konstantu k; pro kazdy ze studovanych

amint (Tab. 2)
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Tab. 2 Praimérné hodnoty rychlostni konstanty k; pro Ezetimib a p-laktam V méfené v primarnich

aminech s danym pK,.*

Amin | pKa | 10* k; (Ezetimib) | 10° k; (B-laktam V)
MEA | 9,40 2,036 2,600
HEA | 9,50 2,326 2,832
MPA | 9,92 4,208 -
BA | 10,60 10,15 11,75

Vynesenim dekadického logaritmu rychlostni konstanty ks proti pKa piisluiného aminu® (viz
Tab. 2) lze ziskat vztah Brenstedova typu, ktery je linearni a jeho smérnice udava hodnotu

Bnuc = 0,58 pro Ezetimib a Py = 0,55 pro p-laktam V (Obr. 15).

1.8 L] L] L] L] L] L]
£ 2.0 1
0
T
o L -
2 2.2
>
& 2.4k .
-

X
(@]
S -2.6f 4

.8 'l 'l 'l

9.45 9.70 9.95 10.20 10.45 10.70
PKa
Obr. 15 Brenstediv vztah pro vznik tetraedralniho intermediatu reakci primarnich amint

s Ezetimibem (M) a s B-laktamem V ()

Ziskané hodnoty Bnuc odrazi miru vzniku vazby mezi dusikem aminu a uhlikem karbonylové
skupiny B-laktamového kruhu. V literatute® se mi podafilo nalézt zméfenou hodnotu
Bnue = 1,05 pro strukturné piibuzny 1-(4-nitrofenyl)azetidin-2-on, u néhoz byla navrzena
symetrickd struktura tranzitniho stavu, kde dochéazi ke vzniku i1 zaniku obou vazeb C-N
zhruba ve stejné mife. V mém piipadé je zméfena hodnota Pnuc prakticky polovicni, coz
odpovida ranému tranzitnimu stavu (viz Obr. 16), v némz je nové vytvoiena vazba C-N

vytvofena jen v malé mife, zatimco vazba C—N v laktamovém kruhu je prakticky nedotéena.
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Dtivodem zmény struktury tranzitniho stavu je zejména vyrazné zhorSeni odstupujici skupiny

— 4-fluoranilinového zbytku ve srovnani s 4-nitroanilinovym zbytkem.

-+

Obr. 16 Tranzitni stav Ezetimibu a B-laktamu V po ataku aminovym nukleofilem.
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PRILOHY



Priloha |

Piiprava roztoki pufri:
Cpufr = C *+ CH

cs — koncentrace bazické slozky pufru (mol1™), cgy — koncentrace kyselé slozky pufru
(molI'Y), Coufr — koncentrace pufru (mol'I™Y), Vg — objem bazické slozky pufru (ml), Vay —
objem kyselé slozky pufru (ml), Vya — objem HCI (ml), Vkci — objem roztoku chloridu

draselné¢ho (ml).

Vsechny roztoky pufiti byly ptipraveny do odmérnych ban€k o V =25 ml.

Tab. pl 1 Piiprava roztokt pufri primarnich aminti s pomérem [B]/[BH] = 1/2

e koncentrace zasobnich roztoki: cg = 0,5 M; cha=1,0M; Ckci=1,0M;1=0,1 M

[BYV[BH'] | cg (molI") | cug (mol-I™) | cpur (molI™) | Ve (ml) | Visa (ml) | Vi (ml)
0,020 0,040 0,060 3,0 1,0 1,5
0,030 0,060 0,090 4,5 1,5 1,0
0,040 0,080 0,120 6,0 2,0 0,5
1/2 0,050 0,100 0,150 7,5 2,5 —
0,060 0,120 0,180 9,0 3,0 —
0,080 0,160 0,240 12,0 4,0 —
0,100 0,200 0,300 15,0 5,0 —

Tab. pl 2 Piiprava roztoku pufrti primarnich amint s pomérem [B]/[BH] = 1/1

e koncentrace zasobnich roztokd: cg = 1,0 M; CHa = 0,25 M; Ckc=1,0M; 1 =0,1 M

[BY/[BH'] | ce (molI") | cus (mol-I™) | cpur (molI™) | Ve (ml) | Visa (ml) | Vi (ml)
0,020 0,020 0,040 1,0 2,0 2,00
0,030 0,030 0,060 1,5 3,0 1,75
0,040 0,040 0,080 2,0 4,0 1,50
" 0,050 0,050 0,100 2,5 5,0 1,25
0,060 0,060 0,120 3,0 6,0 1,00
0,070 0,070 0,140 3,5 7,0 0,75
0,080 0,080 0,160 4,0 8,0 0,50
0,100 0,100 0,200 5,0 10,0 —

54



Tab. pl 3 Ptiprava roztokt pufri primarnich aminti s pomérem [B]/[BH] = 2/1

e koncentrace zasobnich roztoku: cg = 1,0 M; cya=0,25M; ckci=1,0M; 1=0,1 M

[BI/[BH] | cg (mol'1?) | cug (mol-17) | courr (mol17) | Ve (ml) | Visa (M) | Ve (ml)
0,020 0,010 0,030 0,750 1,0 2,250

0,030 0,015 0,045 1,125 1,5 2,125

0,040 0,020 0,060 1,500 2,0 2,000

il 0,050 0,025 0,075 1,875 2,5 1,875
0,060 0,030 0,090 2,250 3,0 1,750

0,070 0,035 0,105 2,625 3,5 1,625

0,080 0,040 0,120 3,000 4,0 1,500

0,100 0,050 0,150 3,750 5,0 1,250

Tab. pl 4 Piiprava roztokt pufrii primarnich aminti s pomérem [B]/[BH] = 3/1

e koncentrace zasobnich roztoki: cg = 1,0 M; chHa=0,25M; Ckci=1,0M;1=0,1 M

[BI/[BH] | cg (mol'1?) | cug (mol:1?) [ courr (mol17) | Ve (ml) | Visa (M) | Ve (M)
0,020 0,0067 0,0267 0,67 0,67 2,33

0,030 0,0100 0,0400 1,00 1,00 2,25

0,040 0,0133 0,0533 1,33 1,33 2,17

il 0,050 0,0167 0,0667 1,67 1,67 2,08
0,060 0,0200 0,0800 2,00 2,00 2,00

0,070 0,0233 0,0933 2,33 2,33 1,92

0,080 0,0267 0,1067 2,67 2,67 1,83

0,100 0,0333 0,1333 3,33 3,33 1,67

Tab. pl 5 Piiprava roztoku pufrti primarnich amint s pomérem [B]/[BH] = 4/1
e koncentrace zasobnich roztokd: cg = 1,0 M; cya = 0,25 M; ckci=1,0M; 1=0,1 M

[BY/[BH'] | cg (molI") | cus (mol-I™) | cpur (molI™) | Ve (ml) | Visa (ml) | Vi (ml)
0,020 0.0050 0,0250 0,625 | 0,50 2,375

0,030 0,0075 0,0375 0,938 | 0,75 2,313

0,040 0,0100 0,0500 1,250 | 1,00 2,250

m 0,050 0,0125 0,0625 1,563 | 1,25 2,188
0,060 0,0150 0,0750 1,875 | 1,50 2,125

0,070 0,0175 0,0875 2,188 | 1,75 2,063

0,080 0,0200 0,1000 2,500 [ 2,00 2,000

0,100 0,0250 0,1250 3125 | 250 1,875
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Priloha 11

Kineticka méreni

e Méfeni k; aminolyzy Ezetimibu v roztocich pufri primarnich amina

Tab. pll 1 Méfeni zavislosti Ky, Na koncentraci butylaminu (BA)

[B1/[BHT| cs [mol'I '] |cen [molI ]| pH [10%Keo (5 ) |12 (5)] 10° ki ()
0,020 0,010 [11,31] 1,54 450
0,040 0,020 (11,33 1,74 400

2/1 0,060 0,030 (11,35 1,97 352 |10,05 + 0,506
0,080 0,040 [11,34] 2,19 317
0,100 0,025 [11,33] 2,32 299
0,020 0,0067 [11,30] 1,43 459
0,040 0,0133 [11,34] 1,67 414

3/1 0,060 0,0200 [11,36] 1,90 342 |10,15+0,519
0,080 0,0267 [11,37] 2,08 328
0,100 0,0333 [11,34] 224 308
0,025 0,0063 [1150] 1,44 480
0,050 0,0125 [1150] 1,71 406

4/ 0,075 0,0188 [11,53] 2,02 34y | 102403812
0,100 0,0250 [1154] 2,19 317

Tab. pll 2 Méfeni zavislosti Ky, Na koncentraci 2-methoxyethylaminu (MEA)

[B)/[BH]| ce [mol'I ] | cen [mol ]| pH [10%Kpo: (5 ) |71z (5)] 10° ki (s7)
0,02 0,04 9,35 5,51 1258
0,03 0,06 9,35 5,65 1227
0,04 0,08 9,35 5,67 1222
1/2 0,05 0,10 9,35 5,97 1162 [1,802 + 0,264
0,06 0,12 9,35 5,98 1159
0,08 0,16 9,36 6,24 1111
0,10 0,20 9,35 7,09 977
0,02 0,02 9,62 9,20 725
0,04 0,04 9,65 9,64 693
1/1 0,06 0,06 9,65 10,1 677 1,630+ 0,190
0,08 0,08 9,65 10,3 654
0,10 0,10 9,60 10,5 638

56




0,02 001 99| 122 570
0,04 002 997 123 562

2/1 0,06 0,03 999 135 534 |2,350 + 0,492
0,08 0,04 998 136 508
0,10 005 1997 | 139 500
0,025 00063 |1024| 166 418
0,050 00125 |1025| 17,6 395

A 0,075 00188 |1025] 181 352 | 2300 £ 0451
0,100 00250 |10,25| 184 376

Tab. pll 3 Méfeni zavislosti Ky, Na koncentraci 2-hydroxyethylaminu (HEA)

[BY/[BH']|cs [mol1 ] [can [molI T pH [10°keo (s ) |11 (5)| 10% ky (s7)
0,040 0,020 [10,06] 1,50 460
0,050 0,025 [ 9,94 1,51 459
2/1 0,060 0,030 [10,06] 1,53 452 12,034 +0,130
0,080 0,040 [10,05] 157 443
0,100 0,025 [10,03] 1,62 428
0,040 0,0133 [10,23] 1,65 421
0,050 0,0166 [10,12] 1,69 409
0,060 0,0200 [1023] 1,71 405
S/ 0,070 0,0233 [10,11] 1,74 399 | 2300+ 0,204
0,080 0,0267 [10,23] 1,76 399
0,100 0,0333 [10,23] 1,79 393
0,040 0,010 [10,36| 1,65 421
0,050 0,013 [10,24] 1,68 413
0,060 0,015 [10,36] 1,71 405
4/ 0,070 0,018 [10,24] 1,73 201 | 2043+ 0.062
0,080 0,020 [10,36] 1,76 394
0,100 0,025 [10,35] 1,81 382

Tab. pll 4 Méfeni zavislosti Kyo, Na koncentraci 3-methoxypropylaminu (MPA)

[B)/[BH'T|cs [mol1 ] [can [molI T pH [10°kpo (s ) |t (5)| 10% ki (s7)
0,040 0,020 |10,56 1,95 356
0,050 0,025 [10,55 1,99 349
0,060 0,030 [10,57 2,03 341

2 0,070 0,035 [10,55| 2,08 333 | H129 0,183
0,080 0,040 [10,56 2,13 326
0,100 0,050 [10,56 2,19 317
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0.040 00133 |1072] 197 352
0.050 00167 |10.71] 2,03 342
0,060 00200 [10.73| 2,07 335

2L 0,070 00233 |10.72] 211 328 | H286£0.177
0,080 0.0267 |10.73|  2.16 320
0,100 00333 |10.74] 2.23 311

e Méieni k; aminolyzy B-laktamu v roztocich pufra primarnich amina

Tab. pll 5 Méfeni zavislosti Ky, Na koncentraci butylaminu (BA)

[B1/[BHT| cs [mol'I '] |cen [molI ]| pH [10%Keo: (5 ) |T12 (5)] 10° ki ()
0,02 0,02 11,06] 2,16 322
0,04 0,04 11,09 2,48 280

1/1 0,06 0,06 11,08 2,70 256 | 11,40 + 0,735
0,08 0,08 11,07 2,90 239
0,10 0,10 11,07 3,09 223
0,020 0,010 [11,31] 1,92 362
0,040 0,020 [11,33] 2,26 306

2/1 0,060 0,030 [11,35] 2,40 297 |11,55 + 1,095
0,080 0,040 [11,34] 2,73 254
0,100 0,050 [11,33] 2,84 244
0,020 0,0067 [11,30] 1,65 419
0,040 0,0133 [11,34] 2,03 349

3/1 0,060 0,0200 [11,36] 2,24 307 |12,30 + 1,069
0,080 0,0267 [11,37] 2,49 278
0,100 0,0333 [11,34] 265 262

Tab. pll 6 Méfeni zavislosti kyo, Na koncentraci 2-methoxyethylaminu (MEA)

[B)/[BH]| cg [mol-1 '] [ cen [mol- 1| pH [10% Koo (57) |12 (5)] 10° ki (s7)
0,02 0,02 9,62 1,18 586
0,04 0,04 9,65 1,26 550

1/1 0,06 0,06 9,65 1,30 534 |2,50 + 0,277
0,08 0,08 9,65 1,36 508
0,10 0,10 9,60 1,38 503
0,020 0,0067 [10,04] 2,05 339
0,040 0,0133 [10,06] 2,15 321

3/1 0,060 0,0200 [10,07] 2,20 316 |2,80+ 0,361
0,080 0,0267 [10,06] 2,25 308
0,100 0,0333 [10,06] 2,28 305

58



4/1

0,020 0,005 10,16 2,19 316
0,040 0,010 10,17 2,27 306
0,060 0,015 10,18 2,32 298
0,080 0,020 10,19 2,37 291
0,100 0,025 10,17 2,39 290

2,50 + 0,300

Tab. pll 7 Méfeni zavislosti Ky, Na koncentraci 2-hydroxyethylaminu (HEA)

[BY/[BH']|cs [mol1 ] | can [molI T pH [10°keo (s ) |11 (5)| 10% ky (s7)
0,030 0,015 9,94 1,87 371
0,040 0,020 [10,06] 1,94 357
0,050 0,025 9,94 1,95 356
2/1 0,060 0,030 [10,06] 1,97 353 |2,811+0,268
0,070 0,035 9,94 2,02 327
0,080 0,040 [10,05] 2,04 340
0,100 0,050 [10,03] 2,08 332
0,040 0,0133 [10,23] 2,19 316
0,050 0,0167 [10,12] 2,26 307
0,060 0,0200 [10,23] 2,28 305
< 0,070 0,0233 [10,11] 2,32 297 |>057+ 0,434
0,080 0,0267 [10,23] 2,33 297
0,100 0,0333 [10,23] 2,36 296
0,0400 0,0100 [10,36] 2,34 296
0,0500 0,0125 [10,24] 2,42 287
0,0600 0,0150 [10,36] 2,39 292
4/ 0,0700 0,0175 [10,24| 2,46 28y | 50290516
0,0800 0,0200 [10,36] 2,49 277
0,1000 0,0250 [10,35] 2,53 273
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'H a BC NMR spektrum (3R* 4S*)-4-[4-(benzyloxy)fenyl]-1-(4-fluorfenyl)-3-methyl-

azetidin-2-onu (111).
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'H a *C NMR spektrum (3R*,4S*)-1-(4-fluorfenyl)-4-(4-methoxyfenyl)-3-methylazetidin-

2-onu (1V).
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'H a 3C NMR spektrum (3R*,45*)-1-(4-fluorfenyl)-4-(4-hydroxyfenyl)-3-methylazetidin-2-

onu (V).

67"
L9V "

180"
L80"
00T
SOT”
8TT"
2
LET"

667"
S06°

L9G"
8€8”
658"
G06°
076"
9¢6°
£v6°
876"
LeT”
81¢”
1eec”
€ve”
8vc”
vSe*
19¢”
S9¢”

S
9
9
9
9
9
9
9
L
L
L
L
L
L
L
L

%
/

B

-7

|

El

[{}[=)
ola
—|O

ofw
NI
o~

[~}
ﬁf’..
<o

ppm

10

11

vLT"

44N

656"

716
[4%4
6¥7S

€6¢C
0T6
SET
€ce”
169
89L
1667
961"

620"

§96°
910"
LET”

ceo”

.maﬁ/
Q1T
.@:/

€T —

SS—
29—

9L
.EW
“LL

~ _

91T,

.m:\
‘8T

LZT—
61—

PET—

98T~
8GT—
09T

69T —

160

170

ppm

140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

150

180

62



'H a ®*C NMR spektrum (2R,3R,6S)-6-(4-fluorfenyl)-2-(4-hydroxyfenyl)-3,4,5,6-tetrahydro-

2H-pyran-3-karboxylové kyseliny (VI1b).
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(2R*,35*)-3-(4-fluorfenylamino)-3-(4-methoxyfenyl)-2-

C NMR spektrum

a

'H

methylpropanové kyseliny (VI111).
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(2R*,35*)-3-(4-fluorfenylamino)-3-(4-hydroxyfenyl)-2-

spektrum

BC NMR
methylpropanové kyseliny (1X).
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(2R,5S)-N-butyl-5-hydroxy-2-[(S)-(4-fluorfenylamino)(4-

C NMR spektrum

hydroxyfenyl)methyl]pentanamidu (Xa).
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(2R,5S)-N-(2-methoxyethyl)-5-hydroxy-2-[(S)-(4-fluor-

BC NMR  spektrum

a

'H

fenylamino)(4-hydroxyfenyl)methyl]pentanamidu (Xb).
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'H a BC NMR spektrum (2R,5S)-N-(2-hydroxyethyl)-5-hydroxy-2-[(S)-(4-fluorfenyl)-

amino)(4-hydroxyfenyl)methyl]pentanamidu (Xc).
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'H a *C NMR spektrum (2R,5S)-5-hydroxy-2-[(S)-(4-fluorfenyl)amino)(4-hydroxyfenyl)-

methyl]-N-(3-methoxypropyl)pentanamidu (Xd).
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'H a ¥C NMR spektrum (2R*,35*)-N-butyl-3-(4-fluorfenylamino)-3-(4-hydroxyfenyl)-2-

methylpropanamidu (Xll1a).
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'H a BC NMR spektrum (2R*3S*)-3-(4-fluorfenylamino)-3-(4-hydroxyfenyl)-N-(2-

methoxyethyl)-2-methylpropanamidu (XI1b).
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'H a ®C NMR spektrum (2R*,35*)-3-(4-fluorfenylamino)-N-(2-hydroxyethyl)-3-(4-

hydroxyfenyl)-2-methylpropanamidu (XIIc).
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Priloha 1V

S S S s TR L T LR AL TR B

7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 20 1.0

Obr. plV 1D-NOESY - prvni spektrum je *H NMR spektrum substituovaného B-laktamu 111, druhé

a treti spektrum je jiZz po selektivni excitaci methinovych vodikt v poloze 3 a 4 B-laktamového kruhu.
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Priloha V

Tab. pV Namétené hodnoty Ky, pro uréeni S—KIE Ezetimibu a p-laktamu V ve vodnych resp.
D0 roztocich NaOH.

B-laktam cg [mol'T ]| pH [10°kper () |11 (5)] 10° ki (s7)
0,20 [13,30] 1,120 617
0,40 [13,60( 1,700 409
NaOHvH,O| 060 [13,78] 2,220 312 (3,080 +0,098
0,80 [13,90] 2,940 236
1,00 [14,00] 3,580 193

Salulls 020 |1330| 0,776 | 894
040 |13.60] 1,280 | 542
NaOHvD,0| 060 [1378] 1,750 | 396 |2,394 +0,017
0,80 [13.90] 2220 | 313
100 |1400] 2700 | 256
020 |13.30] 0162 | 4275
040 |13.60] 0,348 | 1990
NaOHVH,O| 060 |1378] 0535 | 1296 |0,991 + 0,024
- 0,80 |13.90| 0734 | 945

1,00 14,00 0,960 722
0,40 13,60 0,435 1595
0,60 13,78 0,638 1087
0,80 13,90 0,880 787
1,00 14,00 1,190 585

NaOH v D,O 1,254 + 0,085

0.0040 T T T T

0.0035

0.0030

T

0.0025

0.0020

kpoz (5_1)
T

0.0015

0.0010

T

0.0005

0'OOOOC.OO 0.25 0.50 0.75 1.00

cg (molll)
Obr. pV Zavislost Ky, pseudoprvniho fadu u Ezetimibu ve vodnych roztocich NaOH (NaOH; M) resp.

v D,O (NaOD; @) a u B-laktamu V ve vodnych roztocich NaOH (NaOH; ) a D,O (NaOD; O)
pii 39 °C.
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Priloha VI
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Obr. pVI 1 LC-MS prokazujici vznik (2R,3R,6S)-6-(4-fluorfenyl)-2-(4-hydroxyfenyl)tetrahydro-2H-
pyran-3-karboxylové kyseliny (V11b) jako hlavniho produktu hydrolyzy v silné bazickém prostiedi

a velmi malé mnozstvi kyseliny XIV.
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Obr. pVI 2 LC-MS prokazujici, Zze dal$i minoritni chromatografickou frakci (<5%) jsou methylester
a methyl poloacetal kyseliny X1V vznikajici po ataku methanolatu na lakton XV.
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Anotace V prvni cCasti se diplomova prace zabyva urenim produkt

hydrolyzy vznikajicich v siln¢ bazickém prostfedi z Ezetimibu
a strukturn& podobnych B-laktami. S vyuzitim *H NMR, ¥C NMR
spektroskopie, MALDI-MS aLC-MS spektrometrie byla jako
produkt rozpadu Ezetimibu v koncentrovaném roztoku NaOH
potvrzena (2R,3R,6S)-6-(4-fluorfenyl)-2-(4-hydroxyfenyl)-3,4,5,6-
tetrahydro-2H-pyran-3-karboxylova  kyselina. Na  zakladé
kinetickych méteni byl uréen S-KIE, ktery potvrzuje odlisSny
mechanismus hydrolyzy u obou substrati. Dale byly studovany
produkty aminolyzy vznikajici reakci Ezetimibu a strukturné
podobného 1-(4-fluorfenyl)-4-(4-hydroxyfenyl)-3-methyl-azetidin-
2-0nu s primarnimi aminy. Studiem Kinetiky ve vodnych roztocich
primarnich aminti bylo zjiSt€no, Ze molekula aminu se pfi
aminolyze Ezetimibu i strukturné podobného B-laktamu uplatiuje
pouze jako nukleofil a nikoliv jako baze. Z korelace Brenstedova

typu bylo zjisténo, Ze reakce probihd ptes ranny tranzitni stav.

Kli¢ova slova

Ezetimib, B-laktamy, bazick4 hydrolyza, intramolekularni pfesmyk,
rozpoustédlovy  kineticky ~ izotopovy  efekt, aminolyza

B-laktamového kruhu, Brenstedova korelace.




