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ANOTACE

Tato bakalatfska prace pojednava o biochemickém vyznamu a metabolismu glutaminu a
moznostech vyuziti derivatl glutaminu v protinadorové terapii. V syntetické Casti prace byl
z vychozi L-pyroglutamové kyseliny pfipraven derivat (25,4S5)-4-methylglutaminu — (25,4S5)-
N-4-fluorbenzyl-4-methyl-L-glutamin. Reakéni sekvence zahrnovala celkem sedm reakcénich
krokti.  Findlni glutaminovy derivat a jednotlivé meziprodukty byly charakterizovany

dostupnymi analytickymi metodami.
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ANNOTATION

This bachelor's work deals with the biochemical aspects and metabolism of glutamine and the
application of glutamine derivatives in anticancer therapy. In the synthetic part of the work,
(25,4S)-N-4-fluorobenzyl-4-methyl-L-glutamine — the representative derivative of (25,45)-4-
methyl-L-glutamine was prepared from L-pyroglutamic acid by a seven-step synthesis. The
obtained glutamine derivative and individual intermediates were characterised by available

analytical methods.
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SEZNAM ZKRATEK

AATs
AcOH
ACS
AKT
ATP
BPTES

CPT1

CPT2
CYP53
DCM
DMAP
DNA

DON

FDA

GDH

Gln

GLS

GLSI1 (KGA)
GLS2 (LGA)
GMD

GS

GSH

GSSG
HBTU

HER2
IMJ
MeOH
mRNA
mTORCI1
NADPH

transportéry aminokyselin
kyselina octova

systém pienasecii aminokyselin
proteinkinasa B

adenosintrifosfat

bis-2-(5-fenylacetamido-1,2,4-thiazidol-2-yl)ethyl

sulfid
karnitinpalmitoyltransferasa 1
karnitinpalmitoyltransferasa 2
cytochrom P53

dichlormethan
4-dimethylaminopyridin
deoxyribonukleova kyselina
6-diazo-5-oxo-L-norleucin

Food and Drug Administration
glutamatdehydrogenasa

glutamin

glutaminasa

rendlni glutaminasa

hepatickd glutaminasa
glutamatdehydrogenasa
glutaminsyntetasa

glutathion

glutathion disulfid
O-(benzotriazol-1-yl)-N,N,N‘, N*-
tetramethyluroniumhexafluorofosfat
lidsky epidermalni rastovy faktor
Jumonyji enzymy

methanol

,messenger* ribonukleova kyselina
serin/threoninova kinasa

nikotinamidadenindinukleotidfosfat
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NMM
PC
PDT
r.t. (room temperature)
ROS
RNS
TEA
TET
TFA
THF
TNBC

N-methylmorfolin
pyruvatdekarboxylasa
foto-dynamicka terapie
laboratorni teplota

volné kyslikové radikaly

volné dusikové radikaly
trimethylamin

ten-eleven translocation enzymy
trifluoroctova kyselina
tetrahydrofuran

tripl-negativni karcinom prsu
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Cile bakalarské prace

Pifedmétem této bakalarské prace bylo provést literarni reSersi, kterd by poskytla piehled o
biologickych vlastnostech derivatl glutamové kyseliny a glutaminu. Cilem bylo piedevsim
vyhledat informace tykajici se moznych postupti pfiprav téchto sloucenin a ptipadnych vyuziti
pfi inhibici ristu rakovinnych bunék a omezeni jejich maligniho chovani.

Experimentalni ¢ast této bakalaiské prace méla za cil optimalizovat reakéni podminky
konkrétnich reakénich krokli syntézy derivath (2S5,45)-4-methylglutamové kyseliny
vychézejicich z L-pyroglutamové kyseliny. Jednotlivé intermediaty a vysledny (25,45)-4-
methylderivat glutaminu mél byt pfipraven v maximalni Cistot¢ a mél byt charakterizovan
dostupnymi analytickymi metodami. Finalni cilovd sloufenina méla byt poskytnuta
spolupracujicimu pracovisti (KBBV, UPCE) pro studium inhibice ristu nddorovych bunéénych

linii rakoviny prsu.
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1. Uvod a teoreticka &ast

1.1.Glutamin — obecna charakteristika

Glutamin je jednou z 20-ti univerzalné rozsifenych aminokyselin v biosfére, které se
oznacuji jako tzv. ,.kédované*“ aminokyseliny — v procesu transkripce a translace je zatfazeni
této proteinogenni aminokyseliny fizeno ptitomnosti kodoni CAA a CAG v sekvenci mRNA.
Glutamin (Gln) je kategorizovan jako semiesencialni aminokyselina. V organismech zivo¢ichi
a Cloveka je moznd jeho de novo syntéza (Schéma 1), a to pomoci enzymu glutamin syntetasa
(GS)M, ktera katalyzuje kondenzaéni reakci mezi glutamatem a amoniakem za spotteby ATPI?!
Tento biochemicky déj je typicky pfedevsim pro plicni nebo svalové buiiky. Na druhou stranu,
v urcitych stavech organismu, naptiklad pfi zranénich, sepsich nebo pooperacnich stavech, se
glutamin stdva esencialni aminokyselinou, a pravé pfi téchto stavech je nezbytny jeho exogenni
pfijem. Velmi citlivé na nedostateny pfijem glutaminu jsou pak buiky, které jsou

charakteristické rychlym délenim (enterocyty, lymfocyty, nddorové buiiky).

o O 0 NH, P o)
0\ /
P \_ _/
w ‘o OH H,N OH
y—glutamylkinasa 0 glutamin syntetasa

NH, NH,

kys. glutamova glutamin
Schéma 1: De novo syntéza glutaminu

Glutamin je nejvice zastoupenou aminokyselinou v krevni plazmé, jeho koncentrace se
pohybuje v rozmezi 0,6-0,9 mmol/IB3]. Toto mnozstvi predstavuje vice nez 20% podil ze vSech
pfitomnych volnych aminokyselin. Jesté vySsi je zastoupeni volného glutaminu ve svalové
tkani, a to cca 40 %. Vzhledem k vysokému zastoupeni glutaminu v rostlinnych a zivoc¢isnych
proteinech je béZnou stravou piijimano cca 5-10 g glutaminu denné.

Lidsky organismus Vyuiivé glutamin jako nedilnou soucast anabolick;'/ch procestt —
za ucCelem ristu, opravy nebo prenosu genetické informace. JakoZto proteinogenni
aminokyselina je kliCovy zejména pro syntézy proteintl. Nicmén¢ glutamin je rovnéz dulezitym
zdrojem syntetické jednotky — molekuly amoniaku, ktery je v anabolickych procesech vyuzit
napiiklad pro syntézu jinych neesencidlnich aminokyselin (napf. transaminace oxokyselin,

amidace asparagové kyseliny na asparagin), syntézu 2-amino-2-deoxymonosacharidii nebo
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syntézu nukleotidii. V syntéze aminokyselin de novo neni glutamin pouze zdrojem atomu
dusiku pro vytvofeni aminové skupiny, je také zdrojem uhlikatého skeletu. Glutamin mtize byt
pfeménén na kyselinu glutamovou (Schéma 2), prolin, ornithin nebo arginin. V syntéze
nukleotidii se amidové dusiky glutaminu stavaji soucasti purinového cyklu, konkrétné pozic 3-
a 7- a aminové skupiny guaninu® (Obr. 1), v pyrimidinovych bazich pak atomu dusiku v pozici
I- a jsou zdrojem aminové skupiny cytosinu. Kromé toho, naptiklad ledviny vyuzivaji
katabolicky rozklad glutaminu na amoniak pro udrzovani fyziologického pH odpovidajiciho
homeostazel®. Mezi dalsi vyuziti glutaminu jako vychozi slou¢eniny —,,stavebniho kamene* —
patii rovnéZ biosyntéza glutathionu, velmi dtlezitého tripeptidu, ktery naptiklad eliminuje
reaktivni radikalové castice (ROS, RNS). Amidova skupina glutaminu v proteinech je pak
diilezitym centrem pro syntézu proteoglykani, kdy se zucastni glykosylacni reakce, tj. pfipojeni

glykosaminoglykanovych fetézcti k proteinové kostie.

NH, 0
N~ | HN | N\>
O)\NH HZN)\\N NH
cytosin guanin

Obr. 1: Struktura cytosinu a guaninu — tuéné vyznacené atomy dusiku ptivodem z glutaminu

Glutamin spadd do skupiny tzv. glukogennich aminokyselin. V ramci katabolického
metabolismu je pfeménovan na 2-oxoglutarat (Schéma 3), ktery v ramci anaplerotického
procesu vstupuje do Krebsova cyklu. Zde je budto spotfebovan pro vznik energie (produkce
ATP a NADPH) nebo muze byt pfeménén na oxalacetat. Oxalacetat pak mize byt odveden

z Krebsova cyklu a vyuzit v procesu glukoneogeneze — tj. biosyntézy glukosy.

0 0 O @]
|| | o “ “
e
H2N/\/\(\OH glutaminasa HO/\/\(\OH * NH,
NH, NH,
glutamin kys. glutamova

Schéma 2: Pfeména glutaminu na kyselinu glutamovou
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GMD H,0
HO OH —_— HO OH - HO OH
-2H | - NH,

NH, NAD" NH 0
glutamat 2-iminoglutarat 2-oxoglutarat

Schéma 3: Pfeména glutamatu na 2-oxoglutarat

Nutno poznamenat, Zze glukoneogeneze je fundamentalni metabolicky proces, kdy se
z prekurzort, jako jsou glukogenni aminokyseliny, laktat nebo glycerol, vytvari glukosa. Tato
syntéza je dulezita zejména pro udrZeni normalni hladiny glukosy v krvi priméarné v situacich,
kdy neni k dispozici dostatek sacharidi z potravy, jako naptiklad dlouhodobé hladovéni nebo

nizkosacharidova strava.

1.2.Zmény v metabolismu nadorovych bunék

VSechny nadorové buniky prochéazi do jisté miry pieprogramovanim svého metabolismu,
aby mohly zajistit své energetické, biosyntetické a dalsi potfeby. Velmi Casto se tento jev
odehrava v prosttedi s nizkou koncentraci mikronutrientli a s nedostate¢nou vaskularizaci®l,
Vzhledem k tomu, Ze nddorové buniky se vyznacuji vysokymi pozadavky na ptisun nutrientd,
dochézi k tomuto pfeprogramovani metabolismu. Ulelem je jednak zvysit katabolismus
urcitych nutrientl a na druhé strané navysit jejich vychytavani. Oproti ,,normalnim* buikdm
dochazi predev§im ke zméndm metabolismu glukosy a glutaminu, které jsou nadorovymi
butkami vyuzivany k proliferaci. Katabolismus téchto dvou esencidlnich nutrientd je tedy
zdrojem meziproduktl nasledné vyuzivanych jako stavebni kameny pro anabolické dé&je, jako
zdroje ATP a redukéniho ¢inidla NADPH pro redukci makromolekul. Zména v metabolismu
glukosy, tj. glykolyze, je znama jako tzv. Warburgliv efekt, ktery byl popsan jiz v roce 1920
némeckym biochemikem Otto H. Warburgem(?!. Podstatou efektu je zvySena mira procesu
anaerobni faze glykolyzy spojend s vysokou mirou tvorby laktatu, kterd umoznuje produkci
energie ve formé ATP, a to vsituaci, kdy jsou builky nedostate¢né zdsobeny kyslikem
v disledku nedostate¢né vaskularizace tkdné. Dal§im efektem je utilizace laktatu jakoZto
meziproduktu metabolismu pro nésledné anabolické procesy. Zmény v metabolismu glutaminu
pak sméfuji jednak k zajiSténi dostatecného mnozstvi aminokyselin, nukleovych kyselin a
glutathionu pro umoznéni proliferace a dale pak pro produkci 2-oxoglutaratu, ktery je vyuzit

jako zdroj energie a NADPH.
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Jako nejjednodussi cesta k navySeni dostupnosti nutrientl pti zvySené spotieb¢ se nabizi
zvySené vychytavani z extracelularniho prostoru. Nadorové buriky se timto stavaji v podstaté
zavislé na glutaminu a glukose. Nedostatek téchto latek muze spustit procesy vedouci
k potlaceni proliferace nebo az k bunééné smrti. Katabolismus téchto dvou esencialnich
nutrientll je tedy zdrojem uhlikovych meziprodukti nésledné vyuzivanych jako stavebni
kameny pro anabolické déje, jako zdroje ATP a redukéniho ¢inidla NADPH pro produkci

makromolekul.

1.3.Vyznam glutaminu pro nadorové bunky

V roce 1950 popsal Harry Eagle znacnou zévislost sav¢ich nadorovych bunék na piijmu
exogenniho glutaminu, kdy jeho potfeba mize byt u nadorovych bunck az 100X vyssi nez
potieba jinych aminokyselin!”l. RovnéZz bylo zjisténo, Ze pro lidské nadorové buiiky je glutamin
nejrychleji zpracovavany nutrient v rdmei rastu v bunééné kultufel”l. Nicméné na zakladé
soucasnych poznatkil je potfeba glutaminu v ramci riiznych nadorovych bunéénych linii velmi
variabilni. Nékteré nadorové buiky jsou glutamin-auxotrofni, tzn. nejsou schopny si jej
biosyntetizovat. Jiné vSak preZivaji a proliferuji i pii absenci exogenniho glutaminu!®).
Nédorové bunééné linie zavislé na glutaminu maji ¢asto pfitomnou disregulaci onkogentl, napf.
c-Myc, coz je protoonkogen zodpovédny za kontrolu bunééného ristu a déleni. Pokud je
zmutovany stdva se onkogenem, coz miiZze vést k nekontrolovatelnému bunéénému ristu a
rozvoji rakoviny.

Jednou ze zakladnich metabolickych charakteristik mnoha nadorovych bunck je tedy
zavislost na exogennim pifjmu glutaminu, ackoli se nejednd o esencidlni aminokyselinu a
buiiky savctl jsou schopny ji de novo syntetizovat. Jak jiz bylo zminéno, glutamin neni pouze
zdrojem uhlikatého skeletu. Je zdrojem dvou molekul amoniaku, které jsou nasledné vyuzivany
pro biosyntézu neesencidlnich aminokyselin, glukosamin-6-fosfatu, glutathionu nebo
prekurzord pro purinové a pyrimidinové baze. Pro nddorové bunky je vSak rovnéz glutamin
diilezitou vychozi latkou pro syntézu glutathionu a rovnéz mastnych kyselin a tedy lipidd. Tento
proces je v literatufe oznacovan jako reduktivni karboxylace®-1l,

Podstatou tohoto pro normdlni buniky neobvyklého biochemického procesu je syntéza
isocitratu z 2-oxoglutaratu. Dochazi tedy k formalnimu ,,obraceni* Krebsova cyklu. Uvedenou
reakci katalyzuje isocitratdehydrogenasa. Vznikly isocitrdt je rovnovaznymi reakcemi
Krebsova cyklu pfeménén na citrat, ktery je vétSinové vyloucen do cytosolu bunck. Zde je

metabolicky pfeménén na acetyl-CoA a oxalacetat. Zatimco oxalacetat se po redukci na malat
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vraci zpét do mitochondrie a vstupuje do Krebsova cyklu, acetyl-CoA je vyuzit jako zakladni
prekurzor biosyntézy mastnych kyselin!!!,

Mezi dalsi funkce glutaminu v bunééném prostiedi lze rovnéz uvést ticast v procesu
transportu jinych aminokyselin z extracelularniho prostoru do buiiky. Napiiklad esencialni
aminokyselina leucin je do butiky transportovana specifickym transportérem SLC7AS, ktery je
uskute¢fiovan pouze za soucasného vyluovani glutaminu!'?. Leucin je pak spolu s argininem
dilezitym faktorem pro vznik komplexu mTORCI. Tento protein hraje dulezitou regulacni
funkci v bunéénych procesech, jako je jeji rust, ptezivani a proliferace. U naddorovych bunck
bylo zaznamenano zvySené vychytdvani glutaminu, které souvisi s vyS§Sim poctem
transportnich proteini (SLC — solut carrier) v biomembrandach. Tento zvyseny vyskyt SLC u
nadorovych bunék je pravdépodobné zplisoben vyssi expresi protoonkogenu c-Myc, coz
je nejcastéji aktivovany onkogen nadorovych bunék>!3]. Aktivace c-Myc zpusobuje rovnéz
uvedené zmény v metabolismu glutaminu. Kromé zvysSené aktivity glutaminovych transportéra
dochazi plisobenim c-Myc naptiklad k indukei exprese enzymu glutaminasy, ktera preméiuje
glutamin na glutamat. Ten je nasledné vyuzit v Krebsové cyklu nebo produkei glutathionu!”.

Jak bylo uvedeno vyse, glutamin je anapleroticky vyuZit pro syceni Krebsova cyklu. Pro
tento Ucel je konvertovan v mitochondrii na a-ketoglutarat. Prvni krok zahrnuje deaminace
amidové skupiny na glutamat, coz je reverzibilni reakce katalyzovand glutaminasou (GLS).
Glutamat je nasledné¢ deaminovan glutamdatdehydrogenasou (GDH) anebo riznymi
aminotransferasami, které poskytuji jiné neesencialni aminokyseliny a pozadovany 2-
oxoglutarat. GLS je limitni enzym pro celkovou rychlost glutaminolyzy. Vyskytuje se ve dvou
formach — rendlni glutaminasa (GLS1, KGA) a hepaticka glutaminasa (GLS2, LGA). Tyto dva
subtypy se lisi nejen svym vyskytem — zatimco KGA je prakticky ve vSech organech, tak LGA
je dominantné pouze v jatrech — ale i svou roli v nddorovém bujeni. Maji totiz opacny efekt.
GLSI, ktera je regulovana pomoci c-Myc, je spojend s ristem tumoru a stupném jeho malignity.
GLS2, ktera je regulovana kmenem cytochromi CYP53, ma naopak na riist nddoru inhibicni
ucinek. Tento fakt se odrazi ve skutecnosti, Ze vysoka exprese GLS1 je spojena s horsi
prognézou napiiklad u ER-negativniho nadoru prsu ¢i u tripl-negativniho karcinomu prsu
(TNBC) oproti luminarnimu-karcinomu ¢i karcinomu prsu s expresi proteinového receptoru
HER?2 (lidsky epidermalni rtistovy faktor)!'4l. Exprese GLS1 je pfimo spousténa pomoci c-Myc
s cilem zajistit nekontrolovany rist nadorovych bunék.

Jednim z charakteristickych rysti nadorového rtistu je oxidativni stres. Z tohoto diivodu je
nezbytné, aby dochazelo rovnéz k posilovani antioxidacni kapacity. I v téchto mechanismech

hraje glutamin dtlezitou roli. Glutamat, vznikajici z glutaminu, je vyuzivan k syntéze
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glutathionu (Schéma 4). Ten vznikad kondenzac¢ni reakci s cysteinem a glycinem za katalyzy
glutamat-cysteinligasou a nasledné glutathionsyntetasou!'>. Hlavni funkci glutathionu je

neutralizace volnych radikalt zptisobujicich oxidativni stres.

HS HS
O o] 0 (0] o (0] 0
| | cystein I | glycin | NH I |
HOWOH / :\ i NWOH (; ; HO/\/ i NWOH
NH, ATP ADP o) NH ATP ADP o) NH
glutamét-cysteinligasa 2 glutathionsyntetasa 2
glutamat y-glutamylcystein glutathion

Schéma 4: Syntéza glutathionu

Jinym zplsobem, jak je glutamin vyuZzivan v udrZeni redoxni rovnovahy, je produkce
NADPH, ktery je vyuzivan mimo jiné k regeneraci oxidované formy glutathionu (GSSG).
NADPH mé vSak v metabolismu nadorovych bunck SirSi vyuziti, napiiklad se ucastni
v biosyntézy mastnych kyselin nasledné zabudovanych do riiznych typt lipida?l.

Mezi dalsi specifické funkce glutaminu lze uvést rovnéz fakt, Zze jeho metabolity (2-
oxoglutarat, jantarat) jsou vyznamnymi regulatory enzymi (typu TET a JMJ), které zptsobuji
demethylaci jednak aminokyselin pfitomnych v histonech, a dale pak nukleotidi v DNA. Tento
chemicky dé&j je dulezity v regulaci formovani struktury chromatinu — komplexu DNA a

histonu — nastavajici v procesu buné¢ného déleni.

1.4.Glutaminova zavislost pri nadorovém bujeni

Z vyse uvedenych skutecnosti je ziejmé, Zze ackoliv je glutamin neesencialni
aminokyselinou a buiiky jsou schopny ji de novo syntetizovat, nddorové buiky vykazuji
heterogenni metabolismus glutaminu!'®!71, V této rozdilnosti hraji zasadni roli tfi skute¢nosti:
typ genetické mutace nadorové tkang, typ nadorové tkan¢ a mikroprostiedi nadorové tkané.
Existuji nadorové tkdné, které in vitro vykazuji vyznamnou zéavislost na exogennim glutaminu,
av8ak pfi testovani in vivo na mySim modelu tato zavislost prokdzana nebylal'®). Odli§nosti
v metabolismu glutaminu vykazuji nadorové bunky i v zavislosti na typu tkéné, ze které
pochézeji. Napfiklad, v ledvinné tkani dochazi predevsim ke katabolismu glutaminu pomoci
glutaminasy (GLS). Tento katabolismus poskytuje volny amoniak pro neutralizaci kyselého
prostiedi a rovnéz metabolity pro rendlni glukoneogenezi. Naproti tomu, v plicni, tukové tkani
a pri¢né pruhované svaloviné dochazi predevsim k de novo syntéze glutaminu pomoci enzymu

glutaminsyntetasy (GLUL/GS). Exprese genu pro syntézu GLS je pak u tkani zavislych na
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katabolismu glutaminu pochopitelné vyrazné vyssi oproti okolni zdravé tkani (nadory stfeva,
jicnu, jater, zaludku, §titné zlazy). Mezi nadory zavislé na katabolismu glutaminu pak kromé
nemalobunééného karcinomu plic (NSCLC — Non-Small Lung Cancer) patii rovnéz
glioblastom. Tyto nddorové tkan¢ pravé pouzivaji de novo syntézu glutaminu z
pfislusnych prekurzor. Exprese genu podmiiujiciho syntézu enzymu GLUL/GS je v tomto
piipadé navysenal!-1],

Nejen typ tkané, ze které nador pochazi, ale 1 subtyp v ramci dané tkané je faktorem
ovlivityjici pfipadnou zéavislost na glutaminu. Naptiklad, duktdlni karcinom plic vykazuje
vysokou expresi genu pro syntézu GLUL, zatimco exprese GLS je potlacena, zcela opacna
situace je u karcinomu prsu z bazéalnich bunck. VétSina bunék duktalniho karcinomu proto
mize byt kultivovana v médiich neobsahujicich glutamin, zatimco u bazalnich bunék je potieba
exogenniho glutaminu a jejich rist inhibuje blokada GLS. Dalsi rozdily v metabolické potiebé
glutaminu lze pozorovat i v zavislosti na mikroprostiedi. Primdrni buniky karcinomu prsu
mohou vykazovat zvySenou citlivost na funkci enzymu GLS, zatimco plicni metastazy stejného
nadoru vykazuji zvySenou citlivost na pyruvatdekarboxylasu (PC), nezbytnou pro proces

Krebsova cyklu.

1.5.Vyuziti metabolismu glutaminu pri 1é¢bé nadorovych onemocnéni

Stejné jako typy nadorovych tkani jsou riizné, tak i jejich metabolismus je heterogenni.
Nékteré bunééné populace zajist'uji energii diky glykolyze, jiné pomoci oxidativni fosforylace.
Piisun ATP a jiné metabolické pozadavky jsou zajiStovany vyuzitim substratl, vcetné
glutaminu, z podptrnych — stromélnich — bun&k!'#). Zvysena potieba glutaminu u nadorovych
bun¢k mlize byt efektivnim cilem pro 1é¢bu. Buiiky karcinomu prsu maji vysoké pozadavky na
dostatek aminokyselin a lécba cestou metabolické deprivace — nedostatecného zasobeni
zakladnimi nutrienty — mtze byt efektivni a zaroven bezpecna. Takova terapie je cilena na
neesencialni aminokyseliny, pfedev§im na metabolismus glutaminu. Jednou z moZznosti je
inhibice mitochondrialni glutaminasy, ktera pfeménuje glutamin na glutamat v prvnim kroku
jeho metabolismu. Aktivita mitochondridlni GLS mitize byt inhibovéna chemicky pomoci
molekularnich inhibitori. Mimo to se nabizi potlaceni produkce GLS genovou terapii.
V soucasné dobé je znamo nékolik U¢innych inhibitort. Ptikladem jsou dva alosterické

reverzibilni inhibitory GLS — CB-839 a BPTES (Obr. 2).
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Obr. 2: Struktury CB-839 a BPTES

Sloucenina CB-839 je vyznamnym selektivnim inhibitorem glutaminasy u TNBC, jehoz
buniky jsou na glutaminu vysoce zavislé. Vlastni inhibice glutaminasy ma u tohoto typu
karcinomu klicovy vliv na biosyntézu glutamatu, coz se nasledné projevi v nedostatecné
produkei napi. kys. asparagové glutathionu, fumaratu nebo malatu®?”l. Bohuzel, efektivnim
inhibitorem je sloucenina CB-839 pouze u nékterych pacientt s TNBC. U populace
rezistentnich pacientii byla pozorovana zvySend aktivita enzymu karnitinpalmitoyltransferasa
1 a 2 (CPTI a CPT2), coz jsou enzymy zajistujici efektivni transport mastnych kyselin do
mitochondrii pro jejich nasledny katabolismus produkujici zna¢né mnoZstvi energiel?!l,
V téchto piipadech by byla vhodna kombinovand terapie spocivajici v souc¢asné blokaci jak
glutaminasy, tak i CPT1 nebo CPT2, coz by zvysilo terapeuticky dosah i pro CB-839-rezistentni
nadory!?2],

Sloucenina bis-2-(5-fenylacetamido-1,3,4-thiadiazol-2-yl)ethylsulfid (BPTES) je druhym
selektivnim alosterickym inhibitorem glutaminasy vyuzivanym v terapii TNBC. Stejné jako u
vySe uvedené¢ho inhibitoru CB-839, rovnéz BPTES neni schopny zabranovat proliferaci
nadorovych bunék pouze svou vlastni inhibi¢ni aktivitou. Diivodem je jeho nizka stabilita a
Spatna rozpustnost, coz komplikuje jeho terapeutické vyuziti. Nadéjnou cestou v terapii TNBC

pomoci BPTES vsak ptedstavuje ukotveni aktivni molekuly na nosi¢, kterym jsou nanocéstice

20



oznacované BCH NPs. Soucésti tohoto nosice je fotosenzitizér Chlorin c6 (Ce6) — derivat
chlorofylu se schopnosti absorbovat svételnou energii a tu nasledné pfenaSet na okolni
molekuly kysliku. Zarover je cela tato struktura obalena v lidském sérovém albuminu, coz vede
ke zvySeni stability aktivni molekuly, celkové pak ke zvySeni u€innosti a zacileni na nadorové
bunky!?}l. V tomto piipadé se jednd o kombinaci chemické a fotodynamické terapie (PDT).
Tento typ terapie je minimalné invazivni, cilenou metodou, kterd vyuziva tii zékladni slozky
— fotosenzitizér jako ptenase¢ energie, svétlo specifické vlnové délky jako zdroj energie a
molekuly kysliku pro tvorbu reaktivnich kyslikovych molekul (ROS). ROS mohou vycerpavat
glutathion (GSH) a naruSovat tak redoxni rovnovéahu, ¢imZ posiluji u¢inky inhibitorul?3l.
Problém opét nastdva v situaci, kdy v nadorovych builkdch prob¢hne pieprogramovani
metabolismu a proliferace nadorovych bunc¢k se stane zdvisla nikoliv na metabolismu
glutaminu, ale na metabolismu glukosy. V tomto pfipad¢ lze v rdmci zmény strategie terapie
vyuzit naptiklad inhibitory glukosovych transportért, které zabranujicich vstupu glukosy do
bunék, nebo 1é¢ivo metformin, ktery snizuje produkci glukosy v jatrech a zvySuje citlivost
buné¢k na inzulin.

Dalsi molekulou, kterd byla studovéna jako potencilni 1é¢ivo rakoviny prsu, je 6-diazo-5-
oxo-L-norleucin (DON). Jedna se o pfirozené se vyskytujici analog glutaminu — v bakteriich
rodu Streptomyces. Mechanismus protinadorového pisobeni této slouceniny spociva v inhibici
glutamin-dependentnich enzymu jako je GLS, NAD syntasa apod. Bohuzel, v klinickych
studiich tato sloucenina neuspéla kviili své neselektivit¢ a zdvaznym vedlejSim U¢inkam.
Zminit lze neurotoxicitu nebo gastrointestinalni toxicitul?. Rovn&z dal$i slouceniny
s podobnym mechanismem ucinku, jako acivicin nebo azaserin, neuspély z téchto divodii.
V soucasnosti se proto vyzkum v této oblasti zamétuje na slouceniny, které budou mit odlisny
mechanismus ptisobeni nez DON, acivicin a azaserin (Obr. 3). Jedna se o slouceniny, které¢
misto inhibice glutamin-dependentnich enzymt, interaguji s glutaminovymi transportéry. Tato
terapeutickd strategie je v souCasné dob¢é povazovand za vhodnou metodu ucinné 1éCby
rakoviny prsul?. Vysokou protinadorovou u¢innost a zaroven selektivitu vykazuji napiiklad
amidy L-4-methylenglutamové kyseliny, jejichz funkce pravdépodobné spociva v blokaci

glutaminovych transportért.
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Obr. 3: Struktury Acivicinu, Azaserinu a DON

1.6. Transportéry glutaminu a jejich zapojeni do terapie rakoviny prsu

Transportéry aminokyselin (AATs) patfi mezi membranové pienaseCe (solute carrier
transporters — SLC). NaruSeni jejich funkce ma zasadni vliv na metabolismus dané buiky.
Pokud jednotlivé prenaseCe vykazuji vice nez 20% podobnost v genové sekvenci, ktera
predurcuje jejich chemickou strukturu, jsou nomenklaturné zatazeny do stejné skupiny. V
soucasné dobé¢ je identifikovano celkem 52 skupin SLC, pfi¢emz ¢ast z nich je identifikovana
jako transportéry typické pro ur€ité typy nadorti. U bun¢k karcinomu prsu se jednd o skupiny
SLCI1AS5, SLC6A14, SLC7A5 a SLC7A1125261 Jejich vznik je podpofen vysokou genovou
expresi, kterd je indukovéana a regulovana pomoci onkogenu c-Myc. Transportéry SLCIAS,
SLC7AS5 a SLC7AL11 jsou zéaroven funkéné propojeny se schopnosti proliferace nadorovych
bun¢k. Transportér SLC7AI1I je pak vyznamny pro produkci glutathionu a tim i na redukci
oxidativniho stresu, a to prostfednictvim zvySeného influxu cysteinu vyménou za exkreci
glutaminu. VySe zminéné prenaSece jsou zasadni pro absorpci aminokyselin a nasledny
metabolismus nejen nddorovych bunék, ale i bun€k imunitniho systému. Vznik vSech
zminénych ptfenaseci je ovliviiovan expresi c-Myc. Vzhledem ke své funkci, ktera je kli¢ova
pro vstup a nasledny metabolismus glutaminu, mohou byt tyto transportéry zajimavym cilem
pro terapii nékterych typt nadort, naptiklad karcinomt prsu.

Transportér SLC1AS je na sodiku zavisly membranovy prenase¢, nékdy také nazyvany
ACS.V jeho zvysené syntéze hraje zasadni roli protoonkogen c-Myc, ktery se vaze na promotor
SLC1AS5, a tim zacina jeho transkripce. Vysledkem je navySeni poctu transportért zajist'ujici
zvySeny influx glutaminu do buniky vyménou za exkreci cysteinu. Pisobenim c-Myc dochézi
rovnéz k aktivaci mTORCI1, vyznamného faktoru bunécné proliferace. Inhibitory SLC1AS u
karcinomu prsu tlumi mTORCI transdukci, ve vysledku tedy bunécnou proliferaci, zptisobenou
redukci pfijmu glutaminu do bunky. Pravé tento pfenase¢ je zasadni pro rlst a proliferaci
piedevs§im TNBC, zatimco pro luminalni karcinom prsu takovy vyznam nemal?’). Inhibice

funkce SLCIAS lze dosdhnout i pomoci miRNA-137 (non-coding RNA regulujici expresi
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jinych genti), kdy je zah4jena degradace tohoto transportéru a tim je inhibovana jeho exprese.
Inhibice tohoto transportéru je moznd rovnéz U€inkem inzulinu, ktery reguluje intraceluldrni

transport ~ glutaminu?%,

Z vyse uvedeného vyplyva, Ze vyuziti inhibice tohoto
aminokyselinového transportéru ma znacny terapeuticky potencial. Jako potencialni inhibitory
SLCIAS5 jsou aktualné studovany monoklonalni protilatky!?”), nekompetitivni inhibitory
SLCI1AS5 nebo jiz pouzivana lé¢ival?’l. Nicméng, ve vSech ptipadech jsou pozorovany rtizné
vedlejsi €inky, pricemz mnohé z nich jsou velmi nezddouci. Navic, uvedena inhibice mize byt
kompenzovéna zvySenou expresi jinych aminokyselinovych transportért jako je SLC38A1 a
SLC38A2. Dal$im vyznamnym faktorem inhibice transportéru SLC1AS je fakt, ze SLC1AS
transportér se vyskytuje kromé nadorovych bunék vyskytuje rovnéz v membranach zdravych
bun¢k, a proto blokovani jeho funkce muze vést k poskozeni zdravych tkani (mozek, tenké
stfevo, kosterni svaly apod.)i*°l,

SLC7AS je selektivni transportér pro neutralni aminokyseliny a jeho zvyseny vyskyt je
typicky pro karcinomu prsul'¥l. Zatimco vySe uvedeny SLC1A35 je zodpovédny za transport
glutaminu do bunky, tak SLC7AS naopak zptsobuje vylu¢ovani glutaminu z buitkky vyménou
za esencidlni aminokyselinu leucin. To mimo jiné umoziuje udrzovat aktivitu mTORCI.
Exprese tohoto transportéru je zvySena zejména u nadorti s hor$im histopatologickym stupném

311 ZvySena exprese urychluje proliferaci nadorovych bunék,

(tzv. grade tumoru) a u TNBC
zaroven inhibuje jejich bunéfnou smrt, a to predevSim aktivaci metabolické cesty
AKT/mTORCI, cozZ je intracelularni signalizacni kaskada regulujici bunécny cyklus. Latka
mTORCI je savéi protein — serin/threoninova kinasa —a AKT je proteinkinasa B. ZvySena
biosyntéza u nékterych typti nadori byva spojena s vyskytem rezistence na endokrinni
terapiil®?l. Transportér SLC7A5 ma v pfipadé tkafiové hypoxie, tedy nerovnovahy mezi
proliferaci nadorové tkan¢ a mnozstvi ptisunu kysliku a Zivin, vliv na aktivaci angiogeneze
(novotvorby cév v nadorové tkani)*¥, Jak bylo zminéno vySe, zvySena biosyntéza
aminotransportérii, zplisobena overexpresi prislusnych genti, ma vliv nejen na pieprogramovani
metabolismu naddorovych bunék, ale i funkci imunitniho systému. Zejména ve smyslu ,,aniku*
nadorovych buné¢k pied imunitni reaket.

Transportér SLC7A11, ktery je zodpovédny za vyménu cysteinu za glutamat, je ve zvysené
mife pfitomen u vice typt nadorovych bunék. Influx cysteinu do buiiky je vyznamny zejména
pro dostate¢nou produkci glutathionu a antioxida¢ni procesy. Biosyntéza SLC7AI11 je pro
nadorové bunky a jejich proliferaci zdsadni zejména kviili zamezeni konkrétniho typu bunécné

14]‘

smrti (ferroptozy) spousténé peroxidaci lipida"'¥. Pro bufiky s vysokou expresi tohoto

transportéru je typickd vysokd zavislost na glutaminu a glukose, coz ma za nasledek jejich

23



vysokou citlivost na metabolicky stres. Z glutaminu tvofeny glutamat pak umoziuje vyssi
odolnost vici tomuto stresu konverzi na kyselinu a-ketoglutarovou. Soucasné je glutamin i
prekurzorem pro syntézu glutathionu. V terapii karcinomu prsu se vyuZziva snizeni exprese
SLC7A11 pomoci metforminu, ktery zvySuje pravdépodobnost bunééné¢ smrti nadorovych

bunék ferroptdzou.

1.7.Amidy r-4-metylenglutamové kyseliny jako inhibitory glutaminovych

transportéri

Terapie nadorového bujeni bunck rakoviny prsu prostfednictvim metabolismu glutaminu
je dilezitym vyzkumnym smérem. V prvnich studiich bylo terapeutickym cilem ovlivnéni
metabolismu glutaminu pomoci inhibice enzymu t€¢astnicich se metabolismu glutaminu. Tento
terapeuticky cil byl v§ak vyhodnocen jako nevhodny, nebot’ glutamin dependentni nadorové
buniky mohou sviij metabolismus pfeprogramovat a stat se zavislé na glukose misto glutaminu.
Navic, inhibitory glutaminas vykazovaly v klinickych studiich zavazné nezadouci vedlejsi
ucinky. Jako vhodnéjsi cesta v terapii rakoviny prsu se v soucasné¢ dobég jevi inhibice funkce
glutaminovych transportéri. Pomoci téchto transportéri je zajiStovan nejen dostatek
glutaminu, ale i jinych dusikatych latek v buiice. Mezi neddvno pfipravené a charakterizované
inhibitory glutaminovych transportéri patii vySe zminéné N-substituované amidy L-4-
methylenglutamové kyseliny?*. Jedna se zejména o sekundarni nearomatické, terciarni nebo
aromatické amidy s potencialem pro terapeutické vyuZiti mimo jiné pro TNBC4),

Syntéza téchto sloucenin (Schéma 5) — N-substituovanych amidl L-4-methylenglutamové

kyseliny — vychazela ze snadno dostupné L-pyroglutamové kyseliny[?4l.

Nejprve bylo
provedeno chranéni karboxylové funkéni skupiny plisobenim terc-butyl-acetatu na terc-butyl
ester (2) s vytézkem reakce 67 %, ptipadné esterifikaci na ethyl ester, a amidova funk¢ni
skupina byla ochranéna zavedenim skupiny Boc- (3) svytézkem 91 %. Pro zavedeni
methylenové skupiny na uhlik C4 (4) bylo vyuZito a-methylenace s vytézkem reakce 66 %. Po
vytvofeni methylenové skupiny byl laktamovy cyklus hydrolyzovan plisobenim hydroxidu
lithného v THF. Vytézek reakce byl 70 %. Vznikld kyselina 4-methylenglutamova (5)
obsahujici stadle na aminové a a-karboxylové funkéni skupin€ chranici skupiny byla nasledné
ve vhodném rozpoustédle podrobena reakci a pfisluSnym aminem se 40-75% vytézkem
v zavislosti na zvoleném aminu. Jako ¢inidlo aktivujici karboxylovou skupinu byl pouzit

HBTU. V poslednim reakénim kroku syntézy byly obé chranici skupiny odstranény pisobenim
TFA v DCM s 55-95% vytézkem opét podle zvoleného aminu. V piipadé nékterych amida (6h
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a 6i) substituovanych elektronakceptorni skupinou (4-FCsHa; 4-C1CsHs) dochazelo piisobenim
TFA k cyklizaéni reakci za vzniku 4-methylenpyroglutamové kyseliny (8). Pro potlaceni této
nezadouci reakce bylo provedeno odchranéni funkénich skupin pisobenim ZnBr, v DCMPZ4,

Vytézek pozadovanych amidii (7h a 7i) byl vSak v tomto piipadé pouze 11-13 %.
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Schéma 5: Syntézy N-substituovanych amidi 4-methylenglutamové kyseliny

Nasledné byly ptipravené derivaty 4-methylenglutaminu (7a, 7b, 7¢, 7d, 7e, 7f, 7g, 7h a
7i) testovany na inhibi¢ni aktivitu ristu bunéénych liniich rakoviny prsu MCF-7, SK-BR-3 a
MDA-MB-231. Zaroven byla stanovena inhibi¢ni aktivita na ,,zdravé* bunécné linii MCF-10A.
Stanovend inhibi¢ni aktivita ve formé ICso byla porovnana s jiz schvéalenymi terapeutiky,
konkrétné Tamoxifenem a Olaparibem. Tamoxifen byl vybran vzhledem ke svému t¢inku na
potlaceni proliferace ER" a ER™ nadorovych bunék pomoci inhibice vychytavani glutaminu.
Olaparib byl vybran sohledem na fakt, Ze je jednim zmala chemoterapeutik TNBC
schvalenych FDAP4, Hodnoty stanovenych inhibi¢nich koncentraci pro jednotlivé derivaty a

zavedena léCiva jsou shrnuty v Tabulce 1.

O\/\N/CH3
|
H,C A CH,

Tamoxifen

Obr. 4: Struktury Olaparibu a Tamoxifenu
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Béhem zkousek na rakovinnych buiikdich MCF-7, SK-BR3, MDA-MB231 a MCF-10A
byla u deviti syntetizovanych latek — 7a, 7b, 7¢, 7d, 7e, 7f, 7g, Th a 7i (nejvyraznéji pak inhibici
ristu bunéénych linii vykazovaly latky 7a, 7b, 7d, 7e, 7f, 7g, 7g, Th, 7i) — zjisténa prokazatelna

inhibice ristu bunék pii nasledujici koncentracich a dobé& plisobenil?*:

Tabulka 1: U&inné koncentrace ([log(ICso[uM])+SEM]) syntetizovanych amidi pro inhibici ristu

konkrétnich bunéénych linii rakoviny prsu

MCEF-7 SK-BR-3 MDA-MB-231 MCF-10A

24 h 72 h 24 h 72 h 24 h 72 h 24h,72h
Tamoxifen | 2,46+0,24 1,62+0,14 | -0,06£0,25 0,2440,19 | 1,734+0,12 1,624+0,13 >2,50
Olaparib >2,50  2,03+0,22 | 0,21+£0,27 0,02+0,19 | 2,21+0,15 2,194+0,14 | >2,50
7a 2,661+0,30 2,79+0,39 | 0,90+0,23 1,05+0,16 | 2,15+0,19 2,774£0,17 | >2,50
7b 3,03+£0,42 2,40+0,18 | 1,57+£0,29 0,22+0,19 | 2,8940,22 2,914+0,18 | >2,50
7d 2,7740,21 1,93+0,24 | 0,59+0,32 0,65+0,16 | 2,544+0,29 2,53+0,18 | >2,50
Te 2,66+0,21 2,73+0,36 | 1,11+0,27 0,50+0,18 | 2,34+0,17 2,5740,18 | >2,50
7t 2,36+0,24 2,62+0,24 | 2,50+0,35 -0,24+0,28 | 2,81+0,15 2,9740,15 >2,50
7g 2,64+0,28 2,78+0,28 | 2,13+0,30 -0,2140,22 | 2,84+0,15 2,9140,14 | >2,50
7h 2,62+0,25 1,88+0,21 | 1,06+0,27 0,68+0,22 | 2,81+0,16 2,62+0,12 | >2,50
7i 2,60+0,25 2,32+0,22 | 1,90+0,27 0,60+0,21 | 2,94+0,16 2,8540,15 >2,50

Zaroven je dulezité zminit, Ze intermediaty vySe znazornéné syntézy, zejména ethyl a terc-
butyl estery amidi 4-methylenglutamové kyseliny a estery cyklickych derivati, byly taktéz
zkoumany pro svou potencialni inhibici ristu nadorovych bunék. K témto vyzkumiim byly
pouzity stejné bunécné linie, jako pii testech kone¢nych amida 4-methylenglutamnové kyselin,
tedy MCF-7, SK-BR-3 a MDA-MB-231B4, V porovnani s jiz zavedenymi latkami, jako je

Tamoxifen a Olaparib (Obr. 4), a kone¢nymi amidy mély i tyto estery urcity vliv na bunécny
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rust v zavislosti na koncentraci a dob¢ plisobeni (72 h). V porovnani s latkami 7a, 7b, 7d, 7e,
71, 7g, 7g, Th, 7i ale zadny z esterti nevykazal vyssi nebo stejny u¢inek na rist bun&éné liniel*4,

Z vysledkil studii vyplyva, Ze inhibi¢ni vlastnosti u bunééné linie MCF-7 nejsou tak
vyrazné u amidl vzniklych reakcemi se sekundarnimi aminy (7f, 7g) jako u primarnich (7a) a
aromatickych amint (7b, 7¢, 7d, 7e, 7h a 7i) , kde je inhibice riistu vyrazngjsi®¥. Uginek
inhibice je jesté posileny v piipadé ptfitomnosti silné elektronakceptorni skupiny, jako je fluor
nebo nitro skupina substituovana v para-pozici benzenového jadral?*l. Pravé tyto amidy
s elektronakceptornimi skupiny substituovanymi v para-poloze (7d, 7e, 7Th a 7i) maji ze vSech
jiz zminénych amidd nejvétsi potencial v inhibici rastu buné¢nych linii rakoviny prsul?*. Tento
efekt mize byt dasledkem silného hydrofobniho charakteru fluoru, ktery zamezuje vazbé
napiiklad s kyselinou glukoronovou a tim se prodlouzi doba setrvani v organismu. Tato
vlastnost dana strukturou byla prokazana u bunéénych linii SK-BR-3 a MDA-MB-231 rakoviny
prsul?4,

Jednim z moznych terapeutickych cilti amidl L-4-methylenglutamové kyseliny je inhibice
glutaminovych transportéri. Tento cil je potencidlné UCinngj$i, nez inhibice glutamin-
dependentnich enzymil. V soucasné dobé neni zcela znama farmakodynamika téchto amidii, a
proto nelze zcela jasné vysvétlit, pro¢ jsou nékteré latky, jako tieba 7¢ a 7f, u€inng;jsi pti nizsich
koncentracic. Zarovei nelze zcela jednoznacné urcit, ze vy$si davkovani zajisti vyssi Gi€inek, a

proto je farmakodynamika téchto amidii v sou¢asnosti vysoce zkoumanou oblastil>4],

1.8.Amidy L-4-methylglutamové kyseliny jako inhibitory ristu nadorovych

bunék

Podobnym smérem jako vySe zminéné amidy L-4-methylenglutamové kyseliny (7a, 7b,
7d, 7e, 71, 7g, 7g, Th, 7i) se ubira vyzkum analogii téchto derivatd. Jedna se o vyzkumy inhibice
glutaminovych transportéri ptisobenim amidi L-4-methylglutamové kyseliny. Zména ve
struktuie oproti vySe zminénym amidim je pouze v pozici 4, kde je misto methylenového
zbytku methylovy zbytek. Na zaklad¢ vyse zminénych vysledkli bylo vybrano téma této
bakalarské prace scilem optimalizovat syntézy vychazejici z pyroglutamové kyseliny a
nasledné otestovat potencidlni inhibi¢ni vlastnosti pro buné¢éné linie rakoviny prsu.

Syntézy methylen- a methylderivati (Schéma 6) vychazi ze stejné molekuly —
pyroglutamové kyseliny!?**°, Funkéni skupiny vychozi latky byly ochranény stejnym
zpusobem jako v ptipadé syntéz methylenderivatl. Prvnim krokem bylo ochranéni karboxylové

funk¢ni skupiny prevedenim na ferc-butyl ester pomoci ferc-butylacetatu a nasledné ochranéni
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amidové skupiny pomoci BocO a DMAP v acetonitrilu s vytézkem reakce 75 %3l Pro
methylaci uliku C4 bylo vyuZito Bredereckova cinidla s vytézkem 83 % a nasledné
hydrogenace. VytéZnost této reakce byla 78 %!*l. Otevieni laktamového kruhu probihalo
pusobenim vodného roztoku LiOH v THF s vytézkem 94 %%, V ¢lanku, ze kterého ¢asteéné
vychézela syntéza realizovana jako pfedmét bakalafské prace, po otevieni laktamového cyklu
nasledoval sled reakci vedouci k hydrochloridu (2S,4R)-[5,5,5-*Hs]leucinu, to ale nebylo
pfedmétem této prace. Namisto toho byla 4-methylglutamova kyselina podrobena reakci s 4-
fluorbenzylaminem®* a chranici skupiny odstranény plsobenim TFAP4, piipadné HCI
v dioxanu. Na takto syntetizovaném amidu, soli s trifluoracetdtem nebo hydrochloridu, 1ze

provést testy pro potvrzeni potencialné inhibi¢nich vlastnosti u bunéénych linii rakoviny prsu.
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Schéma 6: Syntéza 4-methyl-derivati glutamové kyseliny



2. Experimentalni ¢ast

2.1.0becné postupy a pouzita pristrojova technika

V pfipadé magnetického michani byla pouzita magneticka michacka Heidolph.
Rozpoustédla byla v piipadé potfeby susena molekulovym sitem (4 A). Reakce, u kterych bylo
tieba vyuzit inertni atmosféry, byly provedeny pod argonem. Odpatovani jednotlivych roztoki
bylo uskuteénéno pomoci rotaéni vakuové odparky Heidolph Laborota 4000 efficient
s vakuovym systémem Vacuubrand PC 510. Pro sloupcovou chromatografii byl vyuzit silikagel
60 (230-400 mesh). Tenkovrstva chromatografie byla provedena na hlinikovych deskach
potazenych silikagelem (Merck DC, Alufolien Kieselgel 60 F254), vizualizace skvrn byla
provedena pomoci UV lampy (254 nm nebo 360 nm) nebo parami jodu. NMR spektra byla
méfena pfi laboratorni teploté na spektrometru Bruker Avance 111 400 (400, 13 MHz pro 13C).
Chemické posuny jsou uvedeny v jednotkdch ppm relativné k signadlu MesSi. Rezidualni
signaly rozpoustédel byly pouzity jako vnitini standart (CDCl3 — 7,26 a 77,23; CD;OD — 3,31
a 49,00 ppm pro 'H resp. 3C NMR spektra). Spin-spinové interakéni konstanty (J) jsou
uvedeny v jednotkach hertz (Hz), multiplicity signdlli jsou znaceny: s (singlet), bs (Siroky
singlet), d (dublet), t (triplet), q (kvartet), sp (septet), m (multiplet). Specifické opticka otacivost
byla méfena na polarimetru Perkin Elmer Polarimeter 341 se sodikovou vybojkou pfi vinové
délce L. =589 nm a teplot& 20 °C. Koncentrace ¢ je uvedena v g/100 ml rozpoustédla. IC Spektra
byla méfena pii laboratorni teplot¢ na pfistroji Thermo Scientific Nicolet iS50 FTIR
Spectrometer s diamantovym nastavcem s pouzitim techniky ATR, rozliSeni ve spektrech bylo

4 cm’!, FT-IC data jsou uvedena v cm.
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2.2.Priprava (S)-terc-butyl-pyroglutamatu (2)
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1 2

Schéma 7: Esterifikace pyroglutamové kyseliny

Do 250ml banky (NZ 29), opatfené magnetickym michadlem, byla navdZena L-
pyroglutamova kyselina (1) (10 g; 77,5 mmol). Nasledné byl do batiky ptidan terc-butylacetat
(100 ml) a 70% kyselina chlorista (2,3 ml). Vznikld smés byla michdna na magnetické michacce
pod zpétnym chladi¢em a chlorkalciovou zatkou pti laboratorni teploté po dobu 3 dnt. Reakéni
suspenze byla nasledné nafedéna diethyletherem (50 ml) a pfitomné kyselina chlorista byla
neutralizovdna nasycenym vodnym roztokem K>COs. Po neutralizaci byla provedena extrakce
diethyletherem (2x 50 ml). Extrakty byly spojeny a vysuseny bezvodym Na>SO4. Po odstranéni
susidla byla rozpoustédla odpafena na vakuové odparce. Destilaéni zbytek byl nasledné
vysusen ve vakuové susarné. Bylo ziskano 8,4 g (56 %) (S)-terc-butyl-pyroglutamatu ve forme

bilé krystalické latky.

Bylo ziskano 8,4 g (56 %) bilé krystalické latky s bodem tani 103-104 °C. [a]3’= 43,51 (c =
1,0; CHCI3). 'H NMR (500 MHz, CDCl3): 6 5,89 (bs, 1H, NH), 4,12 (dd, 1H, J= 8,6 Hz, J =
5,6 Hz, C2H), 2,46-2,22 (m, 3H, C4sH+ C3H), 2,18 (m, 1H, C3H), 1,48 (s, 9H, /Bu). *C NMR
(125 MHz, CDCl3): ¢ 178,0; 171,3; 82,5; 56,2; 29,6; 28,1; 25,0. FT-IR (ATR, cm™): 3259,
3128, 2991, 2969, 1734, 1699, 1679, 1470, 1370, 1283, 1230, 1164, 1146, 1106.
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2.3.Priprava (S)-terc-butyl-N-terc-butoxykarbonylpyroglutamatu (3)
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Schéma 8: Zavedeni chranici skupiny Boc- na atom dusiku pyroglutamové kyseliny

Do 250ml baniky (NZ 29) opatfené magnetickym michadlem a chlorkalciovou zéatkou byl
ptedlozen (S)-terc-butyl-pyroglutamat (3,82 g; 20,6 mmol). Nasledn¢ byl ptidan DCM (60 ml)
a TEA (3,15 ml; 22,6 mmol). Smés byla michana do rozpusténi vychozi latky a pak byl
k reak¢ni smési pfidan Boc2O (4,92 g; 22,6 mmol) a DMAP (2,76 g; 22,6 mmol). Reak¢éni smés
byla michéna pfi laboratorni teploté po dobu 18 hodin. Poté byla reakéni smés promyta vodnym
roztokem AcOH (2,7 ml v 80 ml vody). Nésledn¢ byla organicka faze promyta 100 ml 5%
vodného roztoku NaHCOs3. Organicka faze byla poté vysuSena bezvodym Na>SOy, zfiltrovana
do 250ml baiiky (NZ 29) a rozpoustédlo bylo odpaieno na vakuové odparce. Destilacni zbytek
byl podroben flash-chromatografii, SiO> — mobilni faze hexan:AcOEt 2:1 (v/v). Filtrat (cca 360
ml) zbaveny barevnych necistot a vychozi latky byl odpatfen na vakuové odparce. Produkt byl
vysusen ve vakuové susarné, ve které doslo ke krystalizaci na bilou amorfni latku. Bylo ziskdno

5,8 2 (99 %)

Bylo ziskano 5,8 g (99 %) bilé krystalické latky s bodem téni 51-53 °C. [a]3°=-31,9 (c =
1,01; CHCl3). "H NMR (500 MHz, CDCls): 6 4,47 (dd, 1H, J=9,5 Hz, J = 2,4 Hz, C,H), 2,60
(m, 1H, C4H), 2,45 (m, 1H, C4H), 2,27 (m, 1H, C3H), 1,97 (m, 1H, C3H), 1,50 (s, 9H, /Bu),
1,47 (s, 9H, Bu). *C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 173,8; 170,6; 149,5; 83,5; 82,5; 59,8; 31,3;
28.1; 28,1; 21,8. FT-IR (ATR, cm™): 2998, 2976, 2933, 1777, 1721, 1701, 1457, 1309, 1289,
1257, 1168, 1145, 1047, 1145.
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2.4.Priprava (S)-terc-butyl-N-(terc-butoxykarbonyl)-4-
(dimethylaminomethylen)pyroglutamatu (9)
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Schéma 9: Reakce s Bredereckovym ¢inidlem

Do 100 ml tfihrdl¢ baiiky (NZ 29) opatfené magnetickym michadlem, kohoutem a septem
byl ptedlozen (S)terc-butyl-N-terc-butoxykarbonylpyroglutamat (3) (2,85 g; 10 mmol). Na
bariku byl nasazen vzdu$ny chladi¢ a horni zabrus byl opatien kohoutem. Atmosféra v aparatuie
byla nahrazena argonem. Néasledné byl pfes septum piidan stiikackou suchy toluen (20 ml).
Poté bylo k reakéni smési ptidano Bredereckovo ¢inidlo (2,615 g; 15 mmol; 3,09 ml). Reakéni
smés byla zahiivana pod inertni atmosférou na teplotu 70 °C po dobu 18 h. Poté byla smés
ptelita do 100 ml jednohrdlé banky, plivodni banka vypldchnuta DCM (cca 10 ml) a
rozpousStédla byla odpafena na vakuové odparce. Destilacni zbytek byl podroben flash-
chromatografii, SiO> — mobilni faze EtOAc:DCM 4:1 (v/v) (cca 250 ml). Rozpoustédla byla
odpafena na vakuové odparce a destilacni zbytek byl rekrystalizovan ze smési etheru a hexanu
(1:4; cca 50 ml). Bylo ziskéno 2,56 g (68 %) produktu. Vznikla bila krystalickd latka byla

vysusena ve vakuové susarne.

Bylo ziskano 2,56 g (68 %) bilé krystalické latky s bodem tani 120-125 °C.[a]3’= —38,93 (c =
0,98; CHCl3). 'TH NMR (500 MHz, CDCl5): 6 7,11 (s, 1H, CH=C), 4,40 (dd, 1H, J= 10,7 Hz, J
= 3,8 Hz, C>H), 3,22 (m, 1H, C3H), 3,01 (s, 6H, 2xNH3), 2,81 (dd, 1H, J= 15,0 Hz, J= 2.5 Hz,
C3H), 1,50 (s, 9H, 1Bu), 1,47 (s, 9H, 1Bu). '3C NMR (125 MHz, CDCl3): § 171,4; 169,9; 150,8;
146,4; 91,4; 82,2; 81,9; 56,8; 42,2; 28,3; 28,2; 26,5. FT-IR (ATR, cm™): 2981, 2960, 2932,
1759, 1739, 1686, 1631, 1475, 1369, 1322, 1311, 1270, 1251, 1152, 1120, 963.
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2.5.Priprava (28,4S5)-terc-butyl-N-(terc-butoxykarbonyl)-4-
methylpyroglutamatu (10)

0] O\
H,/Pd-C BOC._ By
IPrOH/AcOEt /
o] B
3 bar CH,
10
Schéma 10: Hydrogenace (8)-terc-butyl-N-(terc-butoxykarbonyl)-4-

(dimethylaminomethylen)pyroglutamatu

Do 100 ml PTFE vlozky hydrogenac¢niho tlakového reaktoru opatfen¢ho tycinkovym
magnetickym  michadlem byl pfedlozen  (S)-terc-butyl-N-(terc-butoxykarbonyl)-4-
(dimethylaminomethylen)pyroglutamat (9) (2,56 g; 7,5 mmol), ktery byl nasledné rozpustén ve
smési [PA:EtOAc 2,5:1 (v/v) (12,5:5 ml). K roztoku byl ptidan 10% Pd-C (obsah vlhkosti 50
%) (225 mg). Do uzavieného reaktoru byl zaveden piivod H pod tlakem max 3 bar. Reak¢ni
smés byla michadna 7 dni pfi laboratorni teploté. Po ukonceni byla atmosféra v aparatuie
nahrazena argonem. Suspenze byla zfiltrovana do 250 ml banky ptes dvojity skladany filtr a
zachyceny katalyzator byl promyt 5X 10 ml CH3OH a nasledné¢ 5X 10 ml DCM. Rozpoustédla
odpatena na vakuové odparce a destilacni zbytek byl vysuSen ve vakuové susarn€. Bylo ziskano

2,19 g (97 %) (28, 4S)-terc-butyl-N-(terc-butoxykarbonyl)-4-methylpyroglutamatu (10).

Bylo ziskdno 2,19 g (97 %) bilé krystalické latky s bodem téni 68-70 °C. [a]3’= —35,8 (c
= 1,02; CHCl3). '"H NMR (500 MHz, CDCl3): § 4,38 (dd, 1H, J=8,5 Hz, J= 6,5 Hz, C2H), 2,60
(m, 2H, C3H>), 1,59 (m, 1H, C4H), 1,51 (s, 9H, Bu), 1,48 (s, 9H, /Bu), 1,26 (d, 3H, J=7,0 Hz,
CH3). *C NMR (125 MHz, CDCl3): § 176,1; 170,7; 149,7; 83.4; 82,2; 58,2; 37,5; 29,7; 28,0;
28,0; 16,6. FT-IR (ATR, cm™'): 2978, 2935, 1780, 1739, 1646, 1457, 1369, 1318, 1294, 1256,
1223, 1159, 980 .
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2.6.Priprava (25,4S5)-5-(terc-butoxy)-4-(terc-butoxykarbonylamino)-2-
methyl-5-oxopentanové kyseliny (11)

10 11

Schéma 11: Otevieni laktamového kruhu

Do 100ml jednohrdl¢é baiky (NZ 29) opatiené magnetickym michadlem byl ptedlozen (S)-
terc-butyl-N-(terc-butoxykarbonyl)-4-methylpyroglutamat (10) (1,54 g; 5,13 mmol). Vychozi
latka byla rozpusténa v THF (25,65 ml) a reak¢éni smés byla ochlazena na ledové lazni umisténé
na magnetické michacce na teplotu 0 °C. Poté byl béhem cca 10 min ptfikapavan 1M vodny
roztok LiOH (6,2 ml; 6,2 mmol) piedlozeny v 50ml délici nalevce. Po pfidani hydroxidu byla
reakéni smés michéana dalSich 15 min pfi teploté 0 °C, pti¢emz doslo k homogenizaci reakéniho
media. Poté byla reak¢éni smés prevedena do 100 ml délici nalevky, bylo pfidano 15 ml EtOAC
a vznikly roztok byl extrahovan nasycenym vodnym roztokem NaHCO; (2x 15 ml). Do
spojenych vodnych extraktli byl ndsledné pfikapan 10% vodny roztok kyseliny citronové
v mnozstvi, aby vysledné pH roztoku bylo v rozmezi hodnot 3—4. Nasledné¢ byl tento roztok
extrahovan DCM (4X 15 ml). Spojené organické faze byly vysuSeny bezvodym Na>SOs. Po
zfiltrovani roztoku do 250 ml banky byla rozpoustédla odpafena na vakuové odparce. Bylo
ziskano 1,45 g (88 %) (2S,45)-5-(terc-butoxy)-4-(terc-butoxykarbonylamino)-2-methyl-5-

oxopentanoveé kyseliny (6) ve form¢ bilé amorfni latky.

Bylo ziskano 1,45 g (94 %) bilé krystalické latky s bodem tani 66-68 °C.[a]3°= -23,50 (c
=1,03; MeOH). 'H NMR (500 MHz, CDCl3): 6 9,85 (bs, 1H, COOH), 6,31+5,06 (d, 1H, J =
7,5 Hz, NHCO), 4,22+4,00 (dd, 1H, J=9,5 Hz, J= 13,5 Hz, C2H), 2,55 (m, 1H, C4H), 1,97 (m,
1H, C3H), 1,80 (m, 1H, C3H), 1,43 (s, 9H, /Bu), 1,41 (s, 9H, rBu), 1,24 (d, 3H, J= 7,0 Hz, CH3).
3C NMR (125 MHz, CDCl): ¢ 181,9+180.8; 172,0+171,5; 156,9+155,8; 82,3+82,0;
81,4+80,0; 54,8+52,5; 37,2+36,5; 36,3+35,8; 28,4; 28,1; 17,9+17,1. FT-IR (ATR, cm™"): 3224,
3978, 2936, 1743, 1716, 1458, 1397, 1368, 1254, 1221, 1158, 1106, 1063, 1019.
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2.7.Priprava (28,4S)-terc-butyl-2-(terc-butoxykarbonylamino)-4-(4-
fluorbenzylkarbamoyl)pentanoatu (12)
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Schéma 12: Reakce chranéné 4-methylglutamové kyseliny s 4-fluorbenzylaminem

Do 100ml banky opatiené¢ chlorkalciovou zatkou a magnetickym michadlem byla
ptedlozena (285,4S)-5-(terc-butoxy)-4-(terc-butoxykarbonylamino)-2-methyl-5-oxopentanova
kyselina (11) (1,13 g; 3,56 mmol) a suchy DCM (30 ml). Ke smési byl postupné ptidan NMM
(0,8 ml; 7,12 mmol) a HBTU (2,70 g; 7,12 mmol). Reakce byla michdna na magnetické
michacce po dobu 30 min pfi laboratorni teploté. K suspenzi byl nasledné piidan 4-
fluorbenzylamin (0,8 ml, 7,12 mmol) a suchy TEA (1 ml, 7,12 mmol). Reakéni smés byla
michana pfi laboratorni teploté po dobu 2 dni. Poté byla reakéni smés promyta vodou (2X 15
ml). Organickd faze byla vysuSena bezvodym NaSOs, zfiltrovana do 250 ml banky a
rozpoustédlo bylo odpafeno na vakuové odparce. Destilacni zbytek byl nasledné podroben
flash-chromatografii (SiO2; mobilni fize — gradient hexan — hexan:EtOAc 50:50 (v/v)).
Rozpoustédla byla odpaiena na vakuové odparce a destila¢ni zbytek byl vysusen ve vakuové
susarné. Bylo ziskéno 1,02 g (70 %) (2S,4S)-terc-butyl-2-(terc-butoxykarbonylamino)-4-(p-
fluorbenzylkarbamoyl)pentanoatu (12) jako bilé krystalické slouceniny.

Bylo ziskano 1,02 g (70 %) bilé krystalické latky s bodem tani 118-121 °C.[a]3’= +11,34 (c =
0,99; CHCl3). '"H NMR (500 MHz, CDCl3): 6 7,25 (m, 2H, Ar), 7,00 (m, 2H, Ar), 6,15 (bs, 1H,
CONH), 5,04+4,77 (d, 1H, J = 8,0 Hz, NHCO), 4,49-4,30 (m, 2H, ArCH>), 4,10+3,94 (m, 1H,
C2H), 2,37 (m, 1H, C4H), 1,99 (m, 1H, C3H), 1,79 (m, 1H, C3H), 1,44 (s, 9H, 1Bu), 1,42 (s, 9H,
Bu), 1,22 (d, 3H, J = 6,9 Hz, CH3). 3*C NMR (125 MHz, CDCl3):  175,8; 171,9; 162,3 (d, J
= 244 Hz); 155,9; 134,3 (d, J = 3,2 Hz); 129,7 (d, J = 8,1 Hz); 115,7 (d, J = 21,5 Hz); 82,4;
80,0; 53,4;43,1;38,6;36,9; 28,5; 28,2; 18,5. FT-IR (ATR, cm™"): 3382, 3343, 2971, 2927, 1722,
1687, 1652, 1602, 1520, 1509, 1431, 1367, 1319, 1286, 1252, 1222, 1162, 853.
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2.8.Priprava trifluoacetatu (25,45)-2-amino-4-(4-
fluorbenzylkarbamoyl)pentanové kyseliny (13)
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Schéma 13: Syntéza soli amidu 4-methylglutamové kyseliny

Do 50ml jednohrdlé banky opatiené chlorkalciovou zatkou byl piedlozen (25,45)-terc-
butyl-2-(terc-butoxykarbonylamino)-4-(p-fluorbenzylkarbamoyl)pentanoat (12) (270 mg; 0,66
mmol). a byla pfidana smés DCM:TFA 4:1 (v/v) (5 ml). Po 10 h ptisobeni kyselého media pii
laboratorni teploté bylo rozpoustédlo a kyselina z reakéni smési odpafena na vakuové odparce.
Pro Uplné odpateni TFA z destilacniho zbytku byl obsah banky rozpustén v DCM (10 ml) a
vznikly roztok byl opét odparen na vakuové odparce. Tento krok byl proveden celkem ttikrat.
Poté¢ byl destilaéni zbytek vysuSen ve vakuové susSarné. Bylo ziskano 0,19 g (78 %)
trifluoracetatu (2S,4S)-2-amino-4-(p-fluorbenzylkarbamoyl)pentanové kyseliny (13) ve formée
bile krystalické latky.

Bylo ziskéno 0,19 g (78 %) bilé krystalické latky s bodem tani 112-114 °C. [a]3’= +27,57
(¢ = 0,49; MeOH). 'H NMR (500 MHz, CD30OD): ¢ 7,30 (m, 2H, Ar), 7,02 (m, 2H, Ar), 4,36
(m, 2H, ArCH>), 3,81 (dd, 1H, J = 5,8 Hz, J = 8,6 Hz, C:H), 2,77 (m, 1H, C4H), 2,15 (m, 1H,
CsH), 1,94 (m, 1H, C3H), 1,21 (d, 3H,J= 7,0 Hz, CH3). *C NMR (125 MHz, CD30D): § 177,3;
171,7; 163.,4 (d, J = 243 Hz); 162,5 (q, J = 35,1 Hz); 136,0 (d, J = 3,0 Hz); 130,3 (d, J = 8,1
Hz); 117,9 (q, J = 294 Hz); 116,1 (d, J = 21,3 Hz); 52,3; 43,3; 38,3; 35,5; 19,2. FT-IR (ATR,
cm'): 3301, 2970, 2937, 1743, 1640, 1540, 1511, 1458, 1376, 1221, 1158, 1098, 826.
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2.9.Priprava hydrochloridu (25,4S5)-2-amino-4-(4-
fluorbenzylkarbamoyl)pentanové kyseliny (14)
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Schéma 14: Syntéza soli amidu 4-methylglutamové kyseliny

Do 50 ml jednohrdl¢é baiiky opatfené chlorkalciovou zatkou byl predlozen (25,45)-terc-
butyl-2-(terc-butoxykarbonylamino)-4-(p-fluorbenzylkarbamoyl)pentanoat ~ (12)  (410,5
mg; 0,97 mmol) a byla pfidana smés HCI ve 4 M dioxanu (5 ml). Po 20 h ptisobeni kyselého
media bylo do banky pfidano michadlo, banika byla dale opatfena Mi-So ndstavcem a
chladi¢em, ke smési bylo pfiddno 10 ml MeOH. Sm¢s byla pod vakuem a na magnetické
michadce zahtata horkovzduSnou pistoli a ¢ast rozpoustédel byla odpaiena. Z baiky bylo
vyjmuto michadlo, které bylo do smési oplachnuto MeOH. Smés byla zahusténa na vakuové
odparce. Po zahusténi bylo pfiddno malé mnozstvi MeOH (5 ml) a roztok byl opét zahustén.
Tento krok byl opakovén celkem tfikrat. Pfed poslednim odpatenim rozpoustédel byl do banky
ptidan DCM (10 ml) a roztok byl zcela zahustén. Destila¢ni zbytek byl vysuSen ve vakuové
susarné. Bylo ziskano 0,29 g (98 %) nazloutl¢é olejovité latky.

Bylo ziskano 0,29 g (98 %) nazloutlé, olejovité latky. [a]3’= +33,10 (c = 0,56; MeOH). 'H
NMR (500 MHz, CD;OD): § 7,32 (m, 2H, Ar), 7,04 (m, 2H, Ar), 4,37 (m, 2H, ArCH>), 3,82
(m, 1H, C2H), 2,79 (m, 1H, C4H), 2,12 (m, 1H, C3H), 1,94 (m, 1H, C3H), 1,22 (d, 3H, J= 7,0
Hz, CH3). *C NMR (125 MHz, CD;0D): § 177,3; 171,5; 163,4 (d, J = 242 Hz); 136,0 (d, J =
3,1 Hz); 130,4 (d, J=8,3 Hz); 116,1 (d, J=21,6 Hz); 52,2; 43,3; 38,4; 35,4; 19,3. FT-IR (ATR,
cm'): 3303, 2970, 2939, 1740, 1646, 1558, 1511, 1458, 1435, 1374, 1227, 1203, 1158, 1141,
836.
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3. Vysledky a diskuze

Syntézu terc-butylesteru kyseliny pyroglutamové (2) (Schéma 7) jsem provedl podle
literarniho pfedpisu, ktery popisuje syntézu derivatu 4-methylenglutamové kyseliny!?4l. Jednalo
se o kysele katalyzovanou reesterifikaci. V ptipadé reakce s 1 g vychozi slouceniny jsem dosahl
52 % vytézku. V nasledném pokusu s 10 g byl vytézek ponc¢kud vyssi, a to 66 %, coz je hodnota,
srovnatelnd s literarnim predpisem (67 %). Ovéril jsem rovnéZ moznost provedeni této reakce
za katalyzy H>SOs misto HClOs. Za téchto reakénich podminek jsem izoloval produkt
s pon€kud niz§im vytézkem (40 %). V opakovanych pokusech jsem proto pouzival kyselinu
chloristou. Ve srovnani s plivodnim pfedpisem jsem provedl jistou modifikaci postupu.
Neutralizaci katalyzujici kyseliny a kyseliny octové vznikajici jako vedlejSi produkt jsem
nejprve realizoval nasycenym vodnym roztokem Na>xCOs3 misto NaHCOs3, a to z diivodu vyssi

kapacity této baze. Teprve po neutralizaci vétSiny kyselych sloucenin jsem pH prostiedi upravil

vodnym roztokem NaHCOs.
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Schéma 15: Esterifikace pyroglutamové kyseliny (1)

Rovnéz pro nasledny reakéni krok (Schéma 8), kterym bylo zavedeni chrénici skupiny Boc-
na atom dusiku ferc-butyl-pyroglutamatu (2), jsem vyuzil vySe uvedeny literarni piedpis!?*l.
Reakce spocivala v plisobeni Boc,O na ptislusny pyroglutamat (2) v ptitomnosti bazi DMAP a
TEA. Reakci jsem na rozdil od ptivodniho piedpisu neprovadél pod atmosférou argonu,
vzdusna vlhkost byla vylou€ena pouze pouzitim chlorkalciové zatky. Po uplynuti stanovené
reakéni doby a po zpracovani reakéni smési jsem pomoci NMR spektroskopie zjistil, ze surovy
produkt obsahuje uréité mnozstvi DMAP a rovnéz asi 5 % vychozi slougeniny. Cisténi jsem
provedl pomoci flash-chromatografie (AcOEt:hexan — 1:2; SiO2). Vzhledem k mnozstvi
produktu cca 6 g nebyla provedena sloupcova chromatografie. Touto technikou se mi podatilo
odstranit necistoty a rovnéz doslo k odbarveni produktu (3), ktery jsem ziskal jako bilou

krystalickou slouceninu s vytézkem 94 %. Literatura uvadi vytézek 91 %24,
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Schéma 16: Zavedeni chranici skupiny Boc- na atom dusiku pyroglutamové kyseliny po esterifikaci

Ve tretim reakénim kroku jsem do polohy 4- derivatu pyroglutamové kyseliny (3) zavedl
dimethylaminomethylenovou skupinu. Pro tuto chemickou transformaci je velmi vhodné tzv.
Bredereckovo cCinidlo (terc-butoxybis(dimethylamino)methan), které je komeréné dostupné.
Reakce s Bredereckovym cinidlem se obvykle provadi v suchych aprotickych rozpoustédlech
s dostateén¢ vysokym bodem varu. V prvnim pokusu jsem provedl reakci s 1,5 ekv.
Bredereckova c¢inidla v toluenu pod atmosférou argonu pfi teploté¢ 100 °C. Reak¢éni doba byla
5 h. Za téchto reakénich podminek jsem ziskal produkt, ktery obsahoval pfiblizné 5 % vychozi
latky. Pro dosazeni Uiplné konverze se nabizelo prodlouzit reakéni dobu, nicméné za uvedené
teploty jsem se obdval moznosti racemizace vychozi latky/produktu. V dalSim pokusu jsem
proto reakéni teplotu snizil na 70 °C, avSak reakéni ¢as jsem vyrazné prodlouZil, a to az na 18
h. Tyto reakéni podminky se velmi podobaji reakénim podminkam, pouzitym pro analogickou
reakci methylesteru N-Boc-pyroglutamatu (1,5 ekv. Bredereckova cinidla, 70 °C, 10 h,
dimethoxyethan)*], které byly nalezeny jako optimalni z pohledu dosazeného vytéZzku a
minimalni racemizace. Takto ziskany surovy produkt jiz obsahoval minimum vychozi latky.
V ptipadé¢ potieby jej lze Cistit flash-chromatografii (AcOEt:DCM — 4:1; SiOz) a produkt 1ze
rovnéz rekrystalizovat ze smési ether:hexan 1:4 (1 g na 20 ml smési). Mozné je rovnéz provést

Cisténi sloupcovou chromatografii (Rr= 0,30; AcOEt:DCM - 4:1; SiO»).
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Schéma 17: Reakce s Bredereckovym ¢inidlem
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Ve ctvrtém reakénim kroku jsem 4-dimethylaminomethylenovy derivat 9 podrobil
katalytické hydrogenaci. Pfi této chemické transformaci vznika v pozici 4- methylsubstituent
10, a to ve tfech dil¢ich krocich. Nejprve dochéazi k hydrogenaci alkenové skupiny ve 4-
dimethylaminomethylenovém substituentu, nasledn¢ se retro-Michaelovou adici eliminuje
dimethylamin a v posledni fazi dochazi opét k hydrogenaci, a to nové zformované methylenové
skupiny. Uvedend chemicka reakce byla n€kolikrat popsana v literatufe, pfic¢emz se jednotlivé
predpisy lisi reakénimi podminkami. Pfedpis v literatufe, kterou jsem vyuzil pro provedeni
prvniho pokusu, uvadi podminky, tlak vodiku 200 psi (cca 14 bar), 72 h pii RTP7), zatimco
v jinych postupech je reakce provadéna pii tlaku 1 atm po dobu 5-6 dni pii RT2%1. Ve vech
pfipadech vSak prob¢hla hydrogenace s vysokou diastereoselektivitou, vyssi nez 30:1.
Vzhledem k tomu, Ze jsem mél k dispozici tlakovy reaktor, provedl jsem reakci za vys$siho tlaku
(15 bar), po dobu 5 dni pti 20 °C. Produkt jsem po odstranéni pevného katalyzatoru (10% Pd-
C) cistil flash-chromatografii (Rr = 0,61; AcOEt:DCM - 4:1; SiO;). Pomoci NMR
spektroskopie jsem ovSem zjistil, ze produkt je smesi obou epimerti v poméru piiblizn€ dr 9:1.
V nésledujicim pokusu jsem proto snizil tlak vodiku na 5 bar a zaroven prodlouZil reakéni dobu
na 7 dni. V tomto ptipadé jsem po izolaci produktu zjistil, ze krom¢ ocekavané¢ho hlavniho
epimeru cis- obsahuje rovnéz 5-10 % epimeru trans-. Provedl jsem proto reakci s velmi nizkym
pretlakem vodiku (<3 bar), pfi zachovani stejného reakéniho Casu. Za téchto reakcnich
podminek pak byl obsah nezadouciho trans- epimeru méné nez 5 %, coz jsem vyhodnotil jako
dostaCujici. Nicméné, surovy produkt rovnéz obsahoval derivat s pifitomnou 4-
dimethylaminomethyl skupinou, tj. intermediat vznikly pouze prvni hydrogenaci (formalné
Michaeltv addukt). Tento meziprodukt bazického charakteru jsem odstranil promytim

surového produktu rozpusténého v AcOEt 5% vodnym roztokem kys. citronové.

H,/Pd-C O N
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Schéma 18: Hydrogenace (8)-terc-butyl-N-(terc-butoxykarbonyl)-4-

(dimethylaminomethylen)pyroglutamatu (9)
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V nésledujicim reakénim kroku jsem provedl hydrolyzu laktamového cyklu
pyroglutamového derivatu  10. V pfipadé hydrolyzy analogického derivatu 4-
methylenpyroglutamatu autofi provedli hydrolyzu piisobenim LiOH ve vodném THF. Produkt
hydrolyzy nésledné izolovali sloupcovou chromatografii (SiO; MeOH:DCM 1:4) ve vytézku
70 %24, Vzhledem k tomu, Ze pii reakci vznika lithna stl karboxylové kyseliny, rozhodl jsem
se izolaci produktu 11 pomoci sloupcové chromatografie vyhnout. Nicméné, v prvnim pokusu
jsem pievzal reakéni podminky uvedené v této literatufe. Reakci jsem provedl v mnozstvi 1
mmol vychozi latky, na kterou jsem pusobil 1,2 ekv. LiOH o koncentraci 0,2M ve smési
voda:THF 1:5, po dobu 1 h pfi laboratorni teploté. Nésledné jsem produkt 6 izoloval analogicky
podle literarniho piedpisul®!. Nejprve jsem piebytek LiOH neutralizoval vodnym roztokem
NaHCOs a ptipadné nezreagovanou vychozi slouceninu odstranil promytim AcOEt. Poté jsem
vodnou fazi obsahujici produkt ve form¢ soli vykyselil roztokem kys. citronové. Produkt ve
form¢ karboxylové kyseliny jsem pak izoloval extrakci do AcOEt, a to ve vytézku 99 %. Dle
NMR spektroskopie vSak obsahoval 5-10 % kys. citronové. Protoze byl tento reakéni postup
uspésny, rozhodl jsem se dale ovéfit priabeh reakce pii teplote 0 °C. Dlivodem provedeni reakce
za niz8i teploty je prevence pfed moznou racemizaci na stereogennich centrech, vyvolané
pusobenim bazického prostiedi. Zjistil jsem, ze rovnéz pii této teploté¢ dojde za uvedenych
bazickych podminek k hydrolyze béhem 1 h. Po provedeni izolace vyse popsanym zpiisobem
jsem produkt ziskal vtémét kvantitativnim vytézku, obsahoval vSak kys. citronovou.
V nasledujicim pokusu jsem se proto rozhodl pozmeénit izolaci a provést finalni extrakci
kyseliny do DCM, ve kterém je kys. citronova Spatné rozpustnd. V tomto piipad¢ jsem jiz ziskal
Cisty produkt, ve vytézku 90 %. Pti syntéze s vét§Sim mnozstvim vychozi slouceniny (5 mmol)
jsem provedl jesté jednu modifikaci reakéniho postupu — roztok LiOH jsem do reak¢éni smési
ptidaval postupné béhem 10 min a reakci jsem ukon¢il, jakmile doslo k homogenizaci reakéni
smési (cca 15 min). Poté bylo provedeno zpracovani reakéni smési obvyklym zptisobem.

Vytézek byl v tomto piipadé srovnatelny (88 %).

)

0]
(0] (o]
\tBu
BOC :

~ LiOH _ABu

N > HO b (@]

THF =
/ ] CH, HN
O/ '—,,CH 0°C,1h 8 SBOC
10 3 11

Schéma 19: Otevieni laktamového kruhu
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Strukturu produktu 11 jsem potvrdil pomoci '"H NMR spektroskopie v MeOD-ds4, kdy byly
ve spektru nalezeny signaly se stejnym chemickym posunem, jaké jsou uvedeny v literatuiel*>].
Meéfenim 'H a 3C NMR spektroskopie v CDCls jsem v spektrech v ptipadé nékterych skupin
pozoroval dvojici signalt (Obr. 5, 6, 7, a 8), kterd v souctu odpovidala zastoupeni pfitomnych
atomu vodiku v dané skuping. Predpokladam, ze se vzhledem k ptfitomnosti stericky narocnych
skupin Boc- a COO7Bu jedna pravdépodobné o rotamery. Tuto hypotézu jsem se rozhodl ovérit
zmé&fenim 'H a 3C NMR spekter pii vyssi teploté. Vzhledem k pouziti CDCl3 bylo méfeni
provedeno pti 50 °C. Jak je ziejmé z porovnani ¢asti spekter pii teploté 20 °C a 50 °C (Obr. 5
vs 6.), dochazi v pripade vyssi teploty k urcité koalescenci dvojic signali, kterd je zptisobena

rychlej$i vyménou mezi jednotlivymi rotamery.
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Obr. 5: Vyiez 'H NMR spektra slougeniny 11 mé&tené pfi 20 °C (skupiny -NH-CO- a NH-CH-COOR)
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Obr. 6: Vyiez 'H NMR spektra slougeniny 11 mé&tené pfi 50 °C (skupiny -NH-CO- a NH-CH-COOR)
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Obr. 7: 3C NMR (APT technika) spektrum slouc¢eniny 11 méfené pti 20 °C.
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Obr. 8: 13C NMR spektrum slouéeniny 11 méfené pii 50 °C.
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Podobny efekt byl pozorovan v 'H a '*C NMR spektroskopech, méfenych v CDCl3, pro a-
terc-butylester N-Boc-glutamové kyseliny. Tu jsem pfipravil za ucelem provedeni uvedené
spektralni studie bazickou hydrolyzou slouceniny 2 za stejnych podminek, které jsou uvedeny
pro syntézu slouceniny 11 ze slouceniny 10. Z dvojice obrazk 9 a 10 je zfejmé, Ze rovnez
v piipadé tohoto derivatu dochéazi k zna¢né podobnému vzniku rotamerti. U této slouceniny
nelze dvojici signalt vysvétlit vznikem dvojice epimerti (zde v poméru 3:7). Tato sloucenina
totiz obsahuje pouze jedno stereogenni centrum, a proto muize vytvaiet pouze smés dvou

enantiomert, které jsou ovSem pii standardni NMR spektroskopii nerozlisitelné.
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Obr. 9: Vyfez 'H NMR spektra a-terc-butylesteru N-Boc-glutamové kyseliny métené pii 20 °C (skupiny -NH-
CO- a NH-CH-COOR)
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Obr. 10: Vytez '"H NMR spektra a-terc-butylesteru N-Boc-glutamové kyseliny méfené pti 50 °C (skupiny -NH-
CO- a NH-CH-COOR)
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Jak je patrné z Obr. 9., slou€enina 11 obsahuje pfiblizné 5 % nezadouciho diastereoizomeru
(2S,4R)-, ktery je reprezentovan signalem skupiny -NH-CO- s chemickym posunem J = 5,24
ppm. Nalezena hodnota specifické ota¢ivosti [a]3’= —23,50 (¢ = 1,03; MeOH) je srovnatelna

s hodnotou ([a]3?=—-12,0 (c 1,9; MeOH)) nalezenou v literatuel3].

V ptipadé syntézy 4-fluorbenzylamidu chranéné kyseliny 4-methylglutamové 12 jsem opét
vychdzel zliterarniho piedpisu  popisujictho syntézu analogického amidu 4-
methylenglutamové kyseliny[?*l. Ve srovnani s timto syntetickym postupem jsem ov§em pouZil
jiné rozpoustédlo. Misto hydroskopického THF jsem zvolil extra suchy DCM. Rovnéz jsem
zvysil prebytek ¢inidel (HBTU, TEA a NMM) a aminového reaktantu, a to z 1,5 ekv. na 2 ekv.
Dale jsem prodlouzil reakéni ¢as. Misto 3 h jsem nechal smés reagovat pii laboratorni teploté
po dobu 2 dni. Vzhledem k pouziti rozpoustédla nemisitelného s vodou, jsem pied vlastni
chromatografickou izolaci pozadovaného produktu provedl promyti reakéni smési vodou, ktera
vedla k odstranéni zna¢ného podilu pfitomnych soli, které v surovém produktu tvoii balastni
pfimés. Izolaci produktu jsem optimalizoval pomoci TLC, jako nejvhodné&jsi chromatograficky
systém jsem vyhodnotil mobilni faze — smés hexan:AcOEt 1:1; SiO». Separaci produktu jsem
provedl s vyuzitim preparativniho flash-chromatografu, v systému SiO»; gradient hexan: AcOEt
20:1 — hexan:EtOAc 50:50 (v/v)). Produkt jsem izoloval ve vytézku 70 %, coz je hodnota

srovnatelna s vytézkem pfipravy analogického amidu (76 %)%,

OH |O Q |O
1) DCM, N-methylmorfolin tBu
"~ o B! HBTU HN : o~

: r.t. 30 min =

= CH, HN

CH; HN._ - > "Boc

BOC 2) p-fluorbenzylamin, TEA
rt., 48 h F
11 12

Schéma 20: Reakce chranéné 4-methylglutamové kyseliny s p-fluorbenzylaminem

V poslednim reakénim kroku jsem provedl odchranéni karboxylové a aminové skupiny
v intermediatu 12. V piipadé syntézy amidl 4-methylenglutamové kyseliny bylo odstranéni
fBu- a Boc- skupiny provedeno v prostfedi TFA v DCM (1:4) pfi laboratorni teploté. Bohuzel
viak, v postupu neni uvedena reakéni dobal®!. U slouCeniny 7 doSlo plisobenim smési
TFA:DCM (1:4) pti laboratorni teploté po dobu 2 h pouze k odstranéni skupiny Boc-, zatimco

esterova skupina ziistala v molekule z vétsi ¢asti zachovana. Tento poznatek vyplyval z analyzy
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"H NMR spektra produktu, ve kterém byl nalezen jediny signal pro tBu- skupinu d = 1,50 ppm
arovnéZ z analyzy 3C NMR spektra, které obsahovalo signaly esterové skupiny é = 169,5 ppm
a tBu- skupiny 6 = 85,4 a 28,1 ppm. Prodlouzeni reakéni doby na 8 h jiz vedlo k odstranéni
skupiny #Bu-, za vzniku pozadované¢ho produktu 13. Ten jsem ovsem ziskal ve formé soli
s TFA, coZ je ziejmé z ptitomnosti signali v 3C NMR spektru, které odpovidaji CF:COO~
aniontu (6 = 162,5 ppm, J = 35 Hz a 6 = 117,9 ppm, J = 290 Hz). To je v rozporu s pracil>¥
popisujici syntézu analogickych 4-methylenglutaminovych derivati, ve které autoti uvadeji, ze
produktem je pfislusnd aminokyselina ve formé zwitteriontu. Nicméné lze predpokladat, Ze
v organismu se tento typ slouCenin patfici do kategorie a-aminokyselin, miize vyskytovat jak
ve form¢ zwitteriontu, tak i ve formé soli s jinymi anionty (pfitomnost skupiny -NH3") ¢i

kationty (ptitomnost skupiny -COO").

0 0
tBu
~
HN : o DCM, TFA
(EZH HN
3 \BOC rt. 18 h
12 E

Schéma 21: Syntéza soli (trifluoracetatu) amidu 4-methylglutamové kyseliny

Vzhledem k faktu, Ze cilova sloucenina je timto zpiisobem pfipravena ve form¢ amoniové
soli obsahujici anion pfislusné kyseliny pouzité pro deprotekci chranicich skupin, rozhodl jsem
se otestovat moznost provedeni deprotekce slouceniny 12 v prostiedi 4M HCI v 1,4-dioxanu.
Trifluoracetat totiz nelze na rozdil od chloridu povazovat za ptirozen¢ se vyskytujici anion.
Reakci jsem provedl pfi laboratorni teploté a na zakladé pfedchoziho postupu jsem nastavil
reakéni ¢as na 20 h. Reakéni médium jsem nésledné odstranil vakuovou destilaci. Pomoci NMR
spektroskopie jsem zjistil, Ze za téchto reakénich podminek doslo k uplnému odstranéni obou

chranicich skupin za vzniku slouceniny 14.

0] 0]
tBu
~
7 o HCl.dioxan
CH, HN
3 ~NBOC rt,20h
12 F 14

Schéma 22: Syntéza soli (hydrochloridu) amidu 4-methylglutamové kyseliny
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Zavér

V ramci této bakalarské prace jsem syntetizoval dosud nepopsané N-substituované derivaty
L-4-methylglutaminu — trifluoracetat (13) resp. hydrochlorid (14) N-4-fluorbenzyl-4-methyl-L-
glutaminu. Tato slouCeniny byly pfipraveny jakoZto potencidlni inhibitory proliferace
nadorovych bunék, predevsim nadorti prsu. Syntetickd metoda vedouci k vySe uvedenym
slouceninam zahrnovala celkem sedm reakénich krokd. Vétsina z téchto reakénich kroka jiz
byla popsana diive v literatufe a vedla k intermediatim, pro které jsou v literatufe znama
charakterizacni data.

Pii syntéze jsem vychazel z L-pyroglutamové kyseliny (1), kterou jsem pisobenim terc-
butyl-acetatu v kyselém prostfedi ptevedl na piislusny terc-butyl-ester 2 s vytézkem 56 %.
Nasledné jsem v dal§im reakénim kroku provedl chranéni amidového atomu dusiku, a to
zavedenim skupiny Boc-, svelmi vysokym vytézkem 99 %. Nasledovala reakce takto
modifikovaného derivatu L-pyroglutamové kyseliny 3 s tzv. Bredereckovym ¢inidlem, kterym
jsem substituoval pozici 4- dimethylaminomethylenovou skupinou za vzniku intermediatu 9.
Tuto slouceninu 9, ziskanou v dobrém vytézku 68 %, jsem podrobil katalytické hydrogenaci,
pfi které doslo k transformaci 4-dimethylaminomethylenové skupiny na 4-methyl substituent.
Reakéni podminky hydrogenace jsem optimalizoval za ucelem co nejvyssiho
diastereoizomerniho ptebytku (cca 90 % de) ve vznikajicim methylderivatu 10 a maximalizace
vytézku (97 %). Poté jsem provedl bazickou hydrolyzu laktamového cyklu derivatu 10 za
vzniku chranéné L-4-methylglutamové kyseliny 11 ve vysokém vytézku 94 %. Karboxylovou
kyselinu 11 jsem pieménil na piislusny N-4-fluorbenzylamid 12. Pro aktivaci karboxylové
funkéni skupiny jsem pouzil ¢inidlo HBTU, v kombinaci s bazemi NMM a TEA. Amidovy
produkt 12, ktery je dosud nepopsanou slouceninou, jsem ziskal po chromatografické separaci
v 70% vytézku. V poslednim reakénim kroku jsem provedl odstranéni chranicich skupin
aminové a a-karboxylové funkéni skupiny derivatu 12, a to v prostiedi kyselého media. Pouzil
jsem smés TFA:DCM (1:4) za vzniku trifluoracetitu N-4-fluorbenzyl-4-methyl-L-glutaminu
(13) a4M HCl v 1,4-dioxanu za vzniku analogického hydrochloridu 14. V obou ptipadech byl
vytézek deprotekéni reakce velmi vysoky (xx % pro 13 resp. 98 % pro 14). Jednotlivé
intermediaty 2, 3, 9—12 a finalni N-substituované derivaty L-4-methylglutaminu 13 a 14 jsem
charakterizoval bodem tani, 'H a '3C NMR spektroskopii, IC spektroskopii a stanovil jsem

specifickou optickou otacivost.
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Piipravené N-substituované derivaty L-4-methylglutaminu 13 a 14 budou poskytnuty
spolupracujicimu pracovisti (KBBV, UPCE) pro studium inhibice ristu nddorovych bunéénych

linii rakoviny prsu.
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4. Priloha

4.1.(S)-terc-butyl-pyroglutamat (2) (\H a *C NMR spektra)
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4.2.(S)-terc-butyl-N-terc-butoxykarbonylpyroglutamat (3) (‘H a *C NMR

spektra)
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4.3.(S)-terc-butyl-N-(terc-butoxykarbonyl)-4-
(dimethylaminomethylen)pyroglutamaitu (9) (‘H a >*C NMR spektra)
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4.4.(25,48)-terc-butyl-N-(terc-butoxykarbonyl)-4-methylpyroglutamat (10)
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4.5.(25,4S5)-5-(terc-butoxy)-4-(terc-butoxykarbonylamino)-2-methyl-5-

oxopentanova kyselina (11) (‘H a *C NMR spektra)
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4.6.(25,4S5)-5-(terc-butoxy)-4-(terc-butoxykarbonylamino)-2-methyl-5-
oxopentanova kyselina (11) (‘H a *C NMR spektra p¥i 50 °C)

9.618
5.948
—5.019
—4.212
—4.082

—181.41
—171.86
155.90
-—82.27
——80.09
28.50

—54.59
—52.73

28.17
—17.15

S W | L )

T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm

66



fluorbenzylkarbamoyl)pentanoat (12) ("H a '3C NMR spektra)

4.7.(25,4S)-terc-butyl-2-(terc-butoxykarbonylamino)-4-(4-
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(285,45)-2-amino-4-(4-fluorbenzylkarbamoyl)pentanové

Kkyseliny (13) ("H a 3C NMR spektra)

4.8. Trifluoracetat
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(25,4S5)-2-amino-4-(4-fluorbenzylkarbamoyl)pentanové

Kkyseliny (14) ("H a 3C NMR spektra)

4.9.Hydrochlorid
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