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Anotace

Tato prace se zabyva ptipravou prekurzorti makrocyklickych inhibitort katepsinu D (CatD).
Teoreticka Cast rozebira souvisejici latky, mechanismus funkce inhibitort, vysvétluje ¢tenafi
potiebné pojmy a tim ozfejmuje cil i vyznam prace. Prvni ¢ast experimentalni prace zahrnuje
pfipravu analogu aminokyseliny statinu, ktery je soucasti ptirodniho inhibitoru Pepstatin A.
Druhd cast se zaméfuje na pfipravu vhodné spojky, komeréné nedostupné hydrofobni
aminokyseliny, pro syntézu makrocyklickych inhibitorti 0 zadané velikosti. Prace podrobné
popisuje ptipravu obou zminénych prekurzort. Identita vSech piipravenych sloucenin byla
potvrzena nékolika pfistrojovymi analytickymi metodami.

Klicova slova

organicka syntéza, makrocyklické inhibitory; inhibitory lidského katepsinu D (CatD);
biologicky aktivni latky; Pepstatin A



Annotation

This work deals with the preparation of precursors of macrocyclic cathepsin D (CatD)
inhibitors. Theoretical part of the work discusses related substances, their mechanism of
inhibition, explains necessary concepts and thus clarifies the purpose and meaning of this work.
First part of the experimental work includes synthesis of a statine amino acid analogue. Statine
is the most important component of a natural CatD inhibitor Pepstatin A. Second part focuses
on the preparation of a suitable linker for synthesis of macrocyclic inhibitors of a desired cycle
size. Preparation of both precursors is described in detail within the scope of this work.
Structures of all the synthesized substances were reliably confirmed by several instrumental
analytical methods.

Keywords

organic synthesis; macrocyclic inhibitors; inhibitors of human cathepsin D (CatD); biologically
active compounds; Pepstatin A



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Ac acetyl
AcOH kyselina octova
Boc terc-butyloxykarbonyl
bs Siroky singlet
CatD katepsin D
d dublet
DCC N,N'-Dicyklohexylkarbodiimid
DCM dichlormethan
DCU N,N'-Dicyklohexylmocovina
dd dublet dublett
ddd dublet dubletu dubleti
DIPEA N,N-Diisopropylethylamin
DMAP 4-dimethylaminopyridin
DMF N,N-Dimethylformamid
DMSO dimethylsulfoxid
DMSO-ds deuterovany dimethylsulfoxid
DSC N,N*-Disukcinimidyl karbonat
dt dublet tripleta
ESI Electrospray ionization
elektrosprejova ionizace
Et ethyl
EtOH ethanol
EtOAC ethyl-acetat
ekv. ekvivalent (molarni)
HATU 2-(7-Aza-1H-benztriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium hexafluorfosfat
HPLC High-Performance Liquid Chromatography
vysokouc¢innd kapalinova chromatografie
ICs0 poloviéni maximalni inhibi¢ni koncentrace

m multiplet
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1 UvoD

Medicinalni chemie je védni obor, ktery se zabyva syntézou biologicky aktivnich sloucenin.
Tyto slou¢eniny mohou slouzit pro studium, diagnostiku nebo 1é¢bu nemoci.

Castym cilem téchto latek byvaji proteiny, at’ uz receptory &i enzymy, jejichz funkci lze
ovlivilovat S riznym vyslednym uc¢inkem a tspéchem. Jednim takovym piipadem ovlivnéni
chovani enzymu je napiiklad reverzibilni inhibice. Reverzibilni inhibice spoc¢iva ve vratném
uzamceni proteinu Ve stavu neschopném vykonavat pivodni funkci. Zpravidla jej dosahujeme
s pomoci molekuly o specifickém tvaru a interakcich, ktera zaplni aktivni misto proteinu, ze
kterého tézko odchazi. Molekuly takto biologicky aktivnich latek pfitom ani nemusi byt pfili§
velké ¢i slozité v porovnani s cilovymi proteiny, postaci kratky peptid, jenz se silné navaze na
spravné misto. Inhibitory na bazi peptida vsak trpi fadou nedostatki, jako je tieba nizka stabilita
Vv prostredi organismu nebo nizka dostupnost v cilové tkani. Jedno z moznych feseni je piiprava
makrocyklickych analogt peptidi, které obecné vykazuji vyssi stabilitu a lepsi biodostupnost
V porovnani se svymi linearnimi protéjsky. [1] [2] [3] [4] [5] [6]

Teoreticka Cast této prace se ve své prvni kapitole zabyva jednim konkrétnim proteolytickym
enzymem ¢ili proteazou (peptidazou) s nazvem katepsin D. Katepsin D (zkracovano CatD),
zejména lidsky katepsin D, je pfedmétem zajmu v jiz vicero publikacich, a to predevsim kvili
jeho souvislosti se zhoubnymi nadory rakoviny prsu, kterymi je nadmérné produkovan a
sekretovan. CatD je vhodnym cilem pro syntetické inhibitory. [1] [7] [8] [9] [10] [11]

Dal$im tématem teoretické Casti je pepstatin A, nejpotentnéj$i zndmy ptirozeny inhibitor
katepsinu D, a jeho syntetické makrocyklické analogy. Obecné feceno, ptiprava vysoce
potentnich inhibitori enzym umozZiuje do hloubky prozkoumat jejich roli v daném
onemocnéni. Mimo jiné 1ze tyto biologicky aktivni latky oznacit za potencidlni l1éc¢iva. To je
mozna trochu nadsazka, ale Casto opravnéna, jelikoz se opravdu jedna o latky s moZznym
1é¢ivym ucinkem. Cesta k funkénimu schvalenému 1é¢ivu je velmi dlouhd a naro€na a nelze s
jistotou predpokladat, ze by jedina latka z celé knihovny pfipravenych analogt pepstatinu A
syntetickych analogli pepstatinu mira neboli potence inhibice CatD a jejich biodostupnost
v organismu. [1] [12] [13]

Snahy této prace se soustfed’uji v experimentalni &asti. Ukolem bylo pfipravit dva hlavni
prekurzory makrocyklického analogu pepstatinu A, jez nejsou komeréné dostupné, z komeréné
dostupnych vychozich latek. Cely proces je popsan a vysvétlen ve vysledcich, detailni zaznam
obou syntéz se nachdzi v experimentalni ¢asti. Za zminku také stoji, Ze vSechny pfipravované
latky byly analyzovany modernimi instrumentalnimi metodami a vypisy spekter jsou k nalezeni
téz v experimentalni ¢asti. NMR spektra jsou pak dale k nalezeni v ptilohach. Kromé toho prace
uvadi plan dalsiho postupu k syntéze zminéného makrocyklu, jenz je ptipravovan pravé jako
prekurzor celé fady obdobnych makrocyklickych analogti.

Vzdéalenym, avSak redlnym cilem, je pfiprava dalsi rozsdhlé knihovny téchto analogt, jez by
vychézela z jedné molekuly, jejiz dva prekurzory jsou hlavni naplni této prace.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Katepsiny

Katepsiny jsou skupinou podstatnych proteolytickych enzymii, pfesnéji proteaz ¢i peptidaz.
Jejich nazev je odvozen z feckého slova ,,kathepsein® ¢ili v prekladu ,,travit®, jelikoz pavodné
se toto oznaCeni pouzivalo pro SirSi skupinu proteaz podilejicich se na katabolickém
intracelularnim metabolismu v kyselém prostiedi lysozomu sav¢ich bunék. Pohled na katepsiny
se vSak za posledni dvé desetileti zménil. Byly totiz nalezeny i mimo lysozomy (v jadfe,
cytoplasmé a cytoplasmatické membrané buniky i v extracelularnim prostiedi) a nyni se jedna o,
z pohledu molekularni evoluce, stale heterogenni skupinu. Mzeme je rozd¢lit na tfi nepiibuzné
tiidy proteaz dle mechanismu stépeni proteinti: aspartatové, cysteinové a serinové. Dale je 1ze
délit dle struktury. [1] [7] [9]

2.1.1 Katepsin D

Katepsin D (CatD) je aspartatova proteaza ze skupiny katepsint vyskytujici se napfic
rozli¢nymi organismy. Mimo svOji primarni Glohu spocivajici v lysozomalnim traveni peptidu,
plni i mnoho jinych konkrétnich funkci, kupfikladu prezentaci antigend, aktivaci
enzymatickych prekurzorti, degradaci cytoskeletdlnich proteinti, remodeling matrixu,
zminéného hraje nezanedbatelnou roli v rozvoji nadorl a jejich metastaz, kvili ¢emuz byl
predmétem studii ve spojitosti s riznymi typy zhoubnych nadort. Bylo zjisténo, Zze nadorové
bunky rakoviny prsu vykazuji jeho nadmérnou produkci a sekreci. Z toho ditvodu se jedna o
mozny cil pro 1é¢bu rakoviny pomoci chemoterapie ¢i na protilatkach zalozenymi 1éky. [1] [7]

[8] [9] [10] [11]
2.2 Inhibitory katepsinu D

Tato prace se zabyva kompetitivnimi inhibitory enzymu CatD, tedy latkami kompetitivné ¢ili
soutézive inhibujicimi enzym katepsin D navazanim do jeho aktivniho mista.

Zrovna kompetitivni inhibitory mohou mit obecné uplatnéni jako 1é¢iva riiznych onemocnéni
narozdil od inhibitorti ireverzibilnich. Klinické vyuziti ireverzibilnich, tedy nekompetitivnich

v

inhibitord, je omezengjsi, jelikozZ mnohdy nechceme enzym uplné a navzdy vytadit z funkce.

2.2.1 Pepstatin A

Nejpotentnéjsim znamym piirodné se vyskytujicim inhibitorem Kkatepsinu D je pepstatin A
(struktura 1). Jedna se o linearni pseudo-pentapeptid, ktery efektivné inhibuje mnoho
aspartatovych protedz z tifidy pepsint jiz pii nanomolarnich koncentracich — vcetné¢ CatD
(ICs0 0,49 £ 0,03). [1] [12] [13]
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Mechanismus inhibice spociva v zaplnéni enzymatické kavity CatD. Kavita je hydrofobniho
charakteru a pepstatin se pii inhibici stac¢i do tvaru U (obrazek 2). Velmi dulezitou soucasti je
vSak hydroxylova (—OH) skupina pfiblizn¢ uprostied pepstatinu A, jez vytvaii s
katalytickou casti CatD vodikové mistky a mimikuje tetraedricky intermediat vznikajici pti
hydrolyze amidické vazby. Narozdil od peptida St€penych v amidické vazbé vsak CatD neni
schopen tuto napodobeninu intermediatu tvofenou pepstatinem A rozstépit. Misto proteinové
vazby C—N pepstatin na daném misté obsahuje silngjsi vazbu C—C. Pepstatin se tak nerozpada
a neuvolnuje kavitu enzymu jako v ptipadé peptidu ¢i proteinu a dochazi k zastaveni neboli
inhibici funkce katepsinu. [1] [13]

OH O
Byt’ se jedna o potentni inhibitor, terapeutické L0 OH
Ziti inu A lo problematické
Eyuf VpelosFat u N li)y l?y’o p oclla et a c: N\)J\H O oy N0
vili Spatnému  vstiebavani a dostupnosti : HN )
v or . , . . v , o PN \_/k)J\N ‘s,
ganismu. Neni totiz dostateCné rozpustny, H H

nespliiuje Zadné z Lipinského pravidel®. Lze Y
vSak pouzit jako ptfedloha pro syntézu .
i . . . .1 oy Struktura 1: Pepstatin A
slibnéjsich latek s lepSimi vlastnostmi pro farmaceutické vyuziti.

2.2.2 Syntetické analogy pepstatinu A

Um¢lé analogy pepstatinu jiz byly v odborné literatufe pfipravovany a zkoumany. Tato prace
ptimo vychazi z ¢lanku s nazvem Biomimetic Macrocyclic Inhibitors of Human Cathepsin D
(zdroj [1]), kde bylo na zaklad¢ krystalografické analyzy kavity proteazy CatD piipraveno Vice
jak ticet makrocyklickych analogti, které byly i nasledné testovany pro stanoveni miry inhibice
CatD a dalsich pfibuznych enzymi.

Makrocyklické analogy jsou jednou z moZnych skupin latek napodobujicich strukturu,
a predevsim funkci pepstatinu A. Oproti pepstatinu A vSak vykazuji vyrazné lepsi vlastnosti
ovlivityjici biodostupnost, skoro totiz spliiuji vSech pét Lipinského pravidel pouzivanych pro
odhad vhodnosti 1é¢iva k oralnimu podani — tj. struktura obsahuje méné jak 5 donort
vodikovych vazeb a zarovenl obsahuje méné jak 10 akceptorli vodikovych vazeb. Molarni
hmotnost by méla byt maximalné 500 g/mol — coz zrovna cyklo[(Br)PheSta-Val-Atr] ?, ale i
mnoho dalSich analogti, ptekracuje (v pripadé cyklo[(Br)PheSta-Val-Atr] o necelych 81 g/mol
kvuli atypickému atomu bromu), avsak udava se, Ze pro makrocyklické 1é¢iva je tento parametr
méné urcujici. Existuje jiz vicero publikaci, jez se vyjimecnymi vlastnostmi makrocykli
zabyvaly a uvadi novd mozna rozmezi hodnot Lipinského pravidel pro tato atypicka léciva.

Dostatecna biodostupnost byla pozorovana u makrocyklickych latek s molarni hmotnosti 1
kDa® i vyse. [2] [3] [4] [5] [6]

! p&t obecnych pravidel pro zhodnoceni ¢&i lepsi odhad, zda je zkoumana latka/Ié&ivo vhodna k oralnimu podéni
2 dale v oddéleni 2.2.3
3 Kilodalton je jednotka pouzivana v biochemii pro proteiny apod. velké molekuly; 1 kDa = 1000 g/mol
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Dale by mél byt rozdélovaci koeficient (oktanol/voda) log P mensi nezZ 5, coz zatim vSechny
testované makrocyklické analogy taktéz spliiovali. Poslednim pravidlem je, Ze by se

/—-'(CHZ)n \
of’“hLJH |
. N
R S
% OH O _AL
g
Compound n Ring size 1Cso (nM)
10 10 20 409
9 11 21 5807
1 12 22 3.5+0.5
12 13 23 111
13 14 24 32+4

Tabulka 1: tabulka s hodnotami 1Cso nékolika
makrocykl. analogii pepstatinu A lisicich se v délce

alkylového fetézce, a tedy délky cyklu — zdroj [1]

ve struktufe latky nemélo nalézat vice jak 10
rotovatelnych® vazeb, a obéas se jesté piidava,
ze topologicky polarni povrch by mél byt mensi
nez 140 A2, 1zde makrocyklické analogy pravidlo
splnuji. Pepstatin A je mimo rozmezi a pravidlo
nespliiuje ve vSech péti pripadech. Jiz toto
poukazuje na skuteCnost, Ze pepstatin bude mit
hor§i biodostupnost nez synt. analogy, a jiz
provedené a publikované
potvrzuji. [1]

experimenty  to

Funk¢nost a potence téchto analogi spociva tedy
zaprvé v zaplnéni hydrofobni kavity CatD vhodné
dlouhym alkylovym fetézcem zatoCenym a
spojenym do (makro)cyklu, ktery tak simuluje
tvar U vytvafeny pepstatinem (obrazek 1 a 2).
Nejvetsi potenci v inhibici vykazovaly analogy
vytvotené zacyklenim pies tfinacti-uhlikatou
kyselinu 13-aminotridekanovou, tedy analogy
s celkovou délkou cyklu 22 atomt (tabulka 1). [1]

Druhou casti velmi dilezitou pro inhibi¢ni
vlastnosti analogll je hydroxyl nalézajici se na
¢asti ptivodem z fenylalaninu. Dle uvedeného
zdroje (zdroj [1]) doslo v ptipadé jeho odstranéni
ze struktury k prudkému poklesu potence analogu

o celé dva tady v ICso. Vyznam tohoto hydroxylu se skryvd ve vodikovych vazbach, které
vytvaii s dvojici aspartatovych zbytkt CatD. Tvorbou téchto H-vazeb zabira misto vodé, ktera
by jinak s dvojici zbytki interagovala, ¢imz v podstaté napodobuje tetraedricky intermediat
enzymatické reakce a enzym (CatD) inhibuje. Tento mechanismus inhibice je identicky tomu

pozorovanému u pepstatinu A.

Obr. 2: Pepstatin A v pomyslném tvaru U
v komplexu s CatD (pievzato ze zdroje 1)

4 tedy vazeb C—C s moznosti rotace kolem své osy

Obr. 1: Makrocyklicky analog pepstatinu A
v komplexu s CatD (pfevzato ze zdroje 1)
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Obr. 3: Detail kavity komplexu CatD se syntetickym
makrocyklickym inhibitorem (sloucenina &. 9 z tabulky 1),
obrazek vypijceny z proteinové databanky (kod 6QCB)

Pro ilustraci zaplnéni kavity CatD makrocyklickym Obr. 4: Komplex CatD se syntetickym
TN v . . . makrocyklickym inhibitorem (sloucenina ¢. 9
inhibitorem vloZeny dva obrazky z proteinové tabulky 1), obrizek vypijceny z proteinové

databanky (kod 6QCB, pievzato z publikace [1]). databanky (kod 6QCB)

Inhibitor, vtomto piipad¢ sloucenina s oznacenim 9 z tabulky 1, velmi podobna cilové
molekule cyklo[(Br)PheSta-Val-Atr] (struktura 2), vypliuje kavitu proteazy a zaroven se vaze
vodikovymi vazbami ze své hydroxylové skupiny, jak bylo vysvétleno vyse (kapitola 2.2.2).

2.2.3 Cyklo[(Br)PheSta-Val-Atr]

Latka znazornéna na struktuie 2, jez Ize oznaéit jako cyklo[(Br)PheSta-Val-Atr]®, je pfedmétem
nasi snahy a zédkladem planované divergentni syntézy. Systematicky ndzev zni:

(3S,7S,85)-8-(3-Brombenzyl)-7-hydroxy-3-isopropyl-1,4,9-triazacyklodokosan-2,5,10-trion

Syntéza této slouceniny neni ni¢im vyjimecnd, vychdzi z jiz
publikované studie (zdroj [1]). Pro cyklo[(Br)PheSta-Val-
Atr] konkrétn¢ se navic neptedpoklada zadna nadprimérna
inhibi¢ni aktivita, jde totiz pfedevSim o prekurzor dalSich

. H HN makrocyklickych analogt.
v - 0 s L L o -
64 O /:\ Je vSak zdhodno zminit, ze design této slouceniny vychazi

z poznatkli ziskanych v predeslé studii pro dosazeni co
nejvyssi inhibi¢ni aktivity cilovych latek, jez z néj budou

Br nasledné pfipravovany nahrazenim atomu bromu.

Struktura 2: cyklo[(Br)PheSta-Val-Atr]

5 Atr = 13-aminotridekanova kyselina
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3 CILE PRACE

e Piipravit prekurzor makrocyklickych analogi pepstatinu A, pracovné nazvaného
bromofenylalanin statin (Br-PheSta), z komeréné dostupného Boc-3-bromo-L-Phe-OH

e Piipravit druhy prekurzor makrocyklickych analoga pepstatinu A, vhodny linker

k makrocyklizaci, v podobé derivatu Kkyseliny Boc-13-amino-tridekanové,
prodlouzenim komeréné dostupné kyseliny Boc-11-amino-undekanové
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4 \YSLEDKY A DISKUZE

Pii vyvinu syntézy jsme vychazeli v prvni fadé€ z postupti uvedenych v hlavnim zdroji [1] a dale
ve zdrojich [14] a [15]. Zékladni mySlenkou bylo prodlouzeni obou latek o dva uhliky
pohodlnou reakci s Meldrumovou kyselinou a naslednym termickym rozkladem aduktd. [1]
[14] [15]

Jedinymi rozdily bylo, Ze u prekurzoru A jsme chtéli zachovat hydroxylovou skupinu v -
poloze vuci karboxylové kyselin€, zatimco u prekurzoru B jsme chtéli zachovat pouze
karboxylovou kyselinu v podobé methyl-esteru. Prekurzor A byl nejdiive podroben
termickému rozkladu ¢asti vytvorené kondenzaci s Meldrumovou kyselinou a poté redukci oxo-
skupiny. Prekurzor B byl naopak nejprve redukovan a az poté termicky rozlozen. Syntéza A
probéhla jinak nezsyntéza B také kvuli zacykleni intermedidtu s aminoskupinou.
Aminoskupina se u latek A totiz nachazi ve vhodné poloze viéi karboxylové kyselingé —
Vv porovnani s latkami B, kde je jedina aminoskupina po celou dobu vice jak 10 uhlikt dale na
druhé strané fetézce. Kromé této skutecnosti bylo pfi syntéze B vyhodnéjsi pfedem pocitat
S ptipravou methyl-esteru a rozlozit derivat Meldrumovy kyseliny odliSnym zptisobem namisto
piipravy esteru z volné kyseliny esterifikaci.

4.1 Prekurzory

4.1.1 Syntéza prekurzoru A

o)
ﬁo (1,05 ekv.)
0 o/k
OH O Q
\)J\ DCC (1,16 ekv.) H

Boc—N OH DMAP (1,5 ekv.) Boe™N N0 MeOH Boc-N o

= —_— z

B DCM Br o o/k reflux Br :

RT, 3 h 30-90 min \©/
A2

A0 A1
NaBH, (4 ekv.) DCM

0°C;1,5h AcOH
RT; overnight

o)

H OH O
N
Boc” \;/'\)J\OH 1) 1M roz. NaOH Boc— “IOH

Br\©/ 2) 1M roz. HCI  Br. : E

A4 A3

Schéma 1: Syntéza prekurzoru A (latka A0 az A4)

16



Syntéza zapocala reakci vychozi latky A0O (zakoupené pod komerénim nazvem Boc-3-bromo-
L-Phe-OH) s Meldrumovou kyselinou® za vzniku aduktu vytvofeného kondenzaci obou latek.
Reakce probihala za nezbytné pomoci ¢inidel DCC a DMAP. Roztok vzniklého aduktu (latky
Al) v methanolu byl nasledné zah#ivan k bodu varu, ¢imzZ doslo k jeho fizenému termickému
rozkladu a jeho transformaci na cyklus s amidovou vazbou, latku A2. Keto-skupina latky A2
byla podrobena stereospecifické redukci NaBH4 za vzniku alkoholu A3 s danou S-konfiguraci.
Poslednim krokem syntézy byl rychla hydrolyza amidové vazby latky A3 v bazickém prostiedi
1M roztoku NaOH nasledovana okyselenim 1M roztokem HCI do neutralniho pH pro ziskani
volné kyseliny.

Vysledkem syntézy je latka A4, karboxylova kyselina prodlouZzena o dva uhliky oproti vychozi
latce AO s hydroxylovou skupinou v S-konfiguraci na pivodni pozici karboxylové kyseliny.

Systematické nazvy latek A0 — A4 jsou uvedeny vzdy v nadpisu jejich ptipravy (nize
V experimentalni ¢asti).

4.1.2 Syntéza prekurzoru B

o]

ﬁo (1,05 ekv.)
0 o)T
DCC (1,16 ekv.) \’/_
N OH DMAP (15 ekv)
Boc”
BO 0 DC
RT, overnlght
DCM, AcOH
NaBH, (4 ekv.) 0°C: 4 h
RT; overnight
O+_OH OO/
¥ 0. = MeOH ¥ 5
Boc” h reflux Boc”
(6] overnight (0]
B3 B2
130°C; 1,5 h NMP
-C0; (9)
H FsC_O H3N_ 0
_N O TFA 3 3
Boc \/\/\/\/\/\/\"/ ~ _ A \n/ \/\/\/\/\/\/\"/ ~
O DCM (e} fe)
B4 1h, RT BS
-CO2 (9)

Schéma 2: Syntéza prekurzoru B (latka BO az B5)

Syntéza prekurzoru B zac¢inala stejnou reakci jako syntéza A. Vychozi latka BO (zakoupend pod
nazvem Kyselina Boc-11-amino-undekanova) reagovala s Meldrumovou Kkyselinou
v kondenzaéni reakci za vzniku aduktu, latky B1. Reakce probihala opét za pomoci ¢inidel DCC
a DMAP. Pripravena latka B1 byla vSak nejdiive podrobena redukci NaBHas, ¢imz doslo
k zaniku oxo-skupiny za vzniku latky B2. Nasledné byl termicky rozlozen zbytek Meldrumovy
kyseliny zahtivanim latky B2 v methanolu. Vznikla latka B3 obsahujici dvé karboxylové
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skupiny (s jednou v podobé¢ volné kyseliny a druhou v podobé methyl-esteru) byla podrobena
zahiivani v NMP na 130 °C, pifi¢emz dosSlo k dekarboxylaci a jedna karboxylova kyselina
odesla v podob¢ oxidu uhli¢itého. Zistava methyl-ester B4. Posledni reakci ve schématu je
odstranéni chranici skupiny Boc- (terc-butoxykarbonyl), jez bylo provedeno Kkyselinou
trifluoroctovou. Piisobenim kyseliny vznikla jeji kvartérni amoniova sil B5.

Pii syntéze byl zvolen lehce odlisny pfistup oproti zdrojim [14] a [15] z dGvodu piipravy
methyl-esteru jiz pfi termickém rozkladu. Mnoho jinych pokust selhalo a methyl-ester B4 byl
uspeésné pripraven v dostateCném vytézku az teprve zahiivanim na 130 °C ve vhodném
rozpoustédle NMP. Nizsi teploty a jina rozpoustédla nefungovala zdaleka tak dobte.

Nasemu snaZeni nepomohlo ani ne¢ekané problematické lusténi struktury latky B3. Struktury
jsme uréovali prevazné dle H a 3C-NMR spekter a piivodni predpoklad u latky B3 byl, Ze se
bude jednat jiz o produkt dekarboxylace®, ktera probéhne za niZsich teplot. Dekarboxylace viak,
jak jiz vime, za teploty 64 °C (bod varu methanolu) neprobéhla. Prvni problém spoéival v 1H-
NMR spektru. Signal vodiku z 2. uhliku fetézce (tedy uhliku, na kterém se u B3 naléza druha
karboxylova kyselina) se piekryva signalem rozpoustédla, jelikoz v tomto piipadé jsme vzorek
méfili v deuterovaném methanolu, kterému ve spektru odpovida signal na 3,31 ppm. Pii malych
koncentracich vzorku se pik skoro ztraci, a tak nebylo mozné spolehlivé urcit jeho intenzitu,
diky které bychom zjistili, Ze se jednd o signal pouze pro jeden atom 'H misto dvou. Druhy
problém spoéival v 3C-NMR spektru, které bylo z neznamych divodi’ piilis komplikované
pro interpretaci. Bylo prakticky negitelné® az na dva malé signaly. Na 170,5 a 171,5 ppm se
totiz nalézaji dva signaly dvou uhlikt karboxylovych kyselin. Skoro se ztraci v Sumu, dokonce
i u lepsiho spektra méfeného s vyssi koncentraci produktu (spektrum 1), ale diky nim jsme
zjistili, ze k dekarboxylaci nedoslo a tim urcili strukturu latky B3.

Vysledkem syntézy je latka B5, methyl-ester (a kvartérni amoniova stl) karboxylové
(amino)kyseliny prodlouzené o dva uhliky oproti vychozi latce BO.

Systematické néazvy latek BO — B5 jsou uvedeny vzdy v nadpisu jejich piipravy (niZe
V experimentalni ¢asti).

® Dle vysledného znacenti je zde myslenym produktem dekarboxylace latka B4

" Neur¢ité vyjadieni, ale lepsi nez zavad&jici odhady.

8 Z toho ditvodu nema vypis u piipravy latky B3 a ani ho neuvadim na konci prace v ptilohach, ale pouze zde pro
ilustraci problematiky.
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Spektrum 1 — B3C-NMR spektrum latky B3, dva nejdtlezit&jsi signaly piiblizeny

4.2 Navrh syntézy cyklo[(Br)PheSta-Val-Atr]

4.2.1 Cyklizace

Syntézy obou prekurzorti byly provedeny a popsdny v minulych dvou kapitoladch, nyni
k planované finalni syntéze makrocyklu.

H
o - N

P F5C._O HN_ o Boc” MOH
Boc/ . OH + T WMM( + B :

X o 0t ey

Komeréné dostupny prekurzor C B5 A4

/

Schéma 3: Zobrazeni tfi prekurzori a vysledné latky cyklo[(Br)PheSta-Val-Atr]
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Vysledny makrocyklus cyklo[(Br)PheSta-Val-Atr] bude syntetizovan ze tii prekurzord.
Prekurzory A a B byly piipraveny, prekurzor C je komercné dostupny, jedna se totiz pouze o
aminokyselinu valin s chranénou aminoskupinou.

BocHN.__COOH + HN—(CH,);;COOMe ~ ——» BocHN\)L (CH2)nCOOMe __ b

ﬁz Rz

R b0 R; ho O
c
BOCHN&/WN\L)LN/(CHE)HCOOMG — = BOCHN&WN\)LN/(CHE)“COOH
oH o Rz M o 5 gz H
(CH5)
e \

07 “NH

KAW\/L\

Schéma 4: Obecna syntéza makrocyklu u analogii pepstatinu, pievzato z publikace [1]

Reagenty a podminky na schématu: (a) HBTU, DIEA, DMF; (b) (1) TFA, DCM; (2) Boc-statine-OH, HBTU,
DIEA, DMF; (c) LiOH, THF/H20; (d) (1) TSTU, DIEA, DMF; (2) TFA; (3) DIEA, DMF.

Na obecném reakénim schématu vyse jsou shrnuty 4 planované kroky. Prvni krok spociva
v reakci prekurzoru C a B, vznikd amidova vazba. Druhym krokem je odstranéni chranici
skupiny a nasledna reakce s prekurzorem A za vzniku druhé amidové vazby. Ttetim krokem je
rozlozeni methyl-esteru z karboxylové kyseliny z fetézce pivodniho prekurzoru B. V ramci
posledniho ¢tvrtého kroku zbavujeme aminoskupinu chranici skupiny a nasledné z prave
uvolnéné aminoskupiny vznika makrocyklus zacyklenim s karboxylovou kyselinou (uvolnéna
v tfetim kroku), ¢imZ vznikd posledni amidova vazba makrocyklu.

Vyslednd latka je, zjednoduSené feceno, hydrofobni makrocyklus se spravné umisténou
hydroxylovou skupinou a s ttemi amidovymi vazbami, coz z n¢j déla jakysi pseudo-peptid.

4.2.2 Priprava analogii S vyuzitim divergentni syntézy

Nevyhodou ptedchoziho postupu syntézy makrocyklickych analogl, ktery byl zvolen
Vv publikaci uvedené jako zdroj [1], a béhem které bylo syntetizovano vice nez tficet podobnych
latek, byla jeho C¢asova ndrocnost. Postup spocival v konvergentni syntéze, v rdmci které se
kazdy makrocyklicky analog pfipravoval zvlast, byt ze sndze pfipravitelnych ¢i dokonce
komer¢né dostupnych prekurzort. EfektivnéjSim pristupem se vSak zda syntéza divergentni. Ta
spociva v pfipraveé jedné latky, ze které se nasledné ptipravi celd knihovna jejich derivati.
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Vhodnou vychozi latkou pro divergentni syntézu by mél byt pravé cyklo[(Br)PheSta-Val-Atr].
Poté, co budou oba prekurzory vyuzity, spolu s tietim komeréné dostupnym prekurzorem, k jeji
piipravé v dostateéném mnozstvi®, bude tato makrocyklicka latka vyuzita k syntéze mnoha
jejich derivati v duchu divergentni syntézy. Zde ma svou tlohu atom bromu na tfetim uhliku
aromatického jadra fenylalaninu (v poloze meta vuci pfipojeni zbytku pseudo-peptidu).
Halogen, jakozto funk¢ni skupina, byl zvolen pravée kviili jeho mozné substituci za jiné funkéni
skupiny — napiiklad Suzukiho reakci. [16]

K2COj3 (aq)
B(OH),  Br R Pd(PPh3), O
+ ? R
benzen, AT O

Schéma 5: Suzukiho-Miyaurova reakce s aromaty (obecné reakéni schéma)

4.3 Zajimavé chovani pripravovanych latek
Pti syntéze bylo u nékolika latek pozorovano méné obvyklé chovani, které stoji za zminku.

4.3.1 Keto-enol tautomerie

Ketony a aldehydy se vzdy vyskytuji v rovnovaze mezi keto- a enol-formou. Keto-forma je
vSak aZ na vyjimky vyrazné stabilnéjsi a tudiz preferovédna. JelikoZ vSak v naSem ptipadé
pracujeme s molekulami, které maji oxo-skupinu na B-uhliku vaci karboxylové kyseling,
pravdépodobnost ptevahy enol-formy se zvysuje, jelikoz sousedni a-uhlik je kyselejsi z divodu
pritomnosti vice karbonylovych skupin.

Zejména u tii latek (A1, A2, B1, B2) byla uvazovana tvorba tautomera'®. Prevladajici tautomer
byl uréen dle 3C-NMR spektert?.

Je dilezité zminit, Ze pomér tautomert je velmi zavisly na rozpoustédle. VSechny zminéné latky

byly méfeny v deuterovaném chloroformu??,

% Jiz syntéza cyklo[(Br)PheSta-Val-Atr] viak sah nad ramec této prace.

10 Vice latek mohlo tautomerizovat, ale pouze tyto &tyti latky byly vybrany jako zajimavé, jelikoz jsme je zprvu
méli tendenci zakreslovat jako enoly.

11 Vgechna spektra k nalezeni na konci prace v piiloze, nize uvedeny vypisy spekter.

12 Mtizeme predpokladat, e chloroform a dichlormethan, ve kterém byla vétsina reakci provadéna, se budou
chovat podobné (jedna se o velmi podobna rozpoustédla), je to ale pouhy nepodlozeny odhad.
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4.3.2 Tautomerie latky Al

O O OH O

Boc—N Boc—N
oc— oc—
= —~ Br =
0 o/k 0 o/k

Schéma 6: Keto-enol tautomerie latky Al

'H-NMR (401 MHz; CDCl3) & 1,36 (s; 9H); 1,69 (s; 3H); 1,76 (s; 3H); 2,70 — 2,85 (m; 1H);
3,11 — 3,22 (m; 1H); 5,04 (d; J = 7,4 Hz; 1H); 5,82 (m; J = 7,7; 7,0 Hz; 1H); 7,19 (t; J = 7,8
Hz; 1H); 7,28 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 7,38 (dt; J = 7,8; 1,5 Hz; 1H); 7,43 (bs; 1H); 15,60 (bs; 1H).

13C-NMR (101 MHz; CDCls) § 26,9; 27,0; 28,3; 38,7; 54,2; 80,5; 91,2; 105,9; 122,7; 128,2;
130,3; 130,5; 132,5; 138,3; 159,7; 170,9; 194,5.

Latka Al byla pii méfeni zastoupena piedeviim v enol-formé, v *C-NMR spektru nalezen

maly signal kvartérniho®® o-uhliku na 91,2 ppm. Méné spolehlivy pik B-uhliku svym
chemickym posunem na 194,5 ppm také napovida, Ze se jedna spise o enol.

4.3.3 Tautomerie latky A2

0 0

) Y
Boc/'\b\OH Boc~N\_"0

Schéma 7: Keto-enol tautomerie latky A2
'H-NMR (401 MHz; CDCls) § 1,62 (s; 9H); 2,51 (dd; J = 22.6; 1,8 Hz; 1H); 2,98 (d; J = 22,6
Hz; 1H); 3,21 (dd; J = 14,0; 2,9 Hz; 1H); 3,37 (dd; J = 14,0; 5,8 Hz; 1H); 4,62 — 4,68 (m; 1H);
6,93 - 7,00 (m; 1H); 7,13 — 7,21 (m; 2H); 7,38 — 7,42 (m; 1H).

13C-NMR (101 MHz; CDCls) § 28,2; 36,0; 43,4; 68,1; 84,8; 123,1; 128,3; 130,6; 131,0; 133,0;
136,5; 149,4; 167,1; 203,9.

Latka A2 byla pti méfeni zastoupena piedevsim v keto-formé. Signaly 4 atomi vodiku z dvou
CH_ skupin lezi v *H-NMR v rozmezi 2,5 — 3,5 ppm (CH2 v benzylové poloze na 3,21 a 3,37
ppm; CH2 a-uhliku na 2,51 a 2,98 ppm). Stejné CH, odpovidaji v 3C-NMR na piky nalézajici
se na 36,0 a 43,4 ppm.

13 Signaly kvartérnich uhlik{ jsou obecné vzdy vyrazné mensi oproti zbytku. Kromé toho jsou v tomto typu spektra
smérem dolu stejné jako signaly uhlikit CH»
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4.3.4 Tautomerie latky B1

o O\F o O\F
H H
Boc/N o Boc/N % o)
0 O OH O

Schéma 8: Keto-enol tautomerie latky B1

'H-NMR (401 MHz; CDCl3) § 1,23 — 1,32 (m; 8H); 1,42 (m; 13H); 1,63 — 1,70 (m; 4H); 1,72
(s; 6H); 2,98 — 3,15 (m; 4H); 4,51 (bs; 1H); 15,28 (bs; 1H).

13C-NMR (101 MHz; CDCls) 6 25,1; 25.8; 26,2; 26,9; 28.5; 29,3; 29.4; 29,5; 29,6; 30,2; 35,9;
40,7; 79,1; 91,3; 104,9; 160,3; 170,7; 198,4.

Latka B1 byla pii méteni zastoupena piedevsim v enol-formé. Pik kvartérniho (smérem dolt)
o-uhliku nalezen v *C-NMR na 91,3 ppm.

4.3.5 Tautomerie latky B2

o O\F o O\F
H - H
Boc” N N0 h Boc” N ©
(6]

Schéma 9: Keto-enol tautomerie latky B2

'H-NMR (401 MHz; CDCl3) § 1,21 — 1,35 (m; 14H); 1,43 (m; 13H); 1,74 (s; 3H); 1,77 (s;
3H); 2,04 — 2,12 (m; 2H); 3,08 (m; 2H); 3,49 (t; J = 5,0 Hz; 1H); 4,50 (bs; 1H).

13C-NMR (101 MHz; CDCls) § 26,6; 26,8; 26,9; 27,1; 28,6; 29,3; 29,4; 29,6; 29,6; 29,6; 29,6;
30,2; 40,8; 46,3; 79,1, 104,9; 156,1; 165,8.

Latka B2 byla pti méfeni zastoupena piedevsim v keto-formé&. Triplet pro jeden atom vodiku
na o-uhliku nalezen v H-NMR spektru na 3,49 ppm. Signal o-uhliku nalezen v *C-NMR
smérem nahoru (potvrzeni, ze se jedna o uhlik s jednim atomem vodiku) na 46,3 ppm.

Obe¢ latky se chovaji v podstaté stejné. Al a Bl tvofi za podminek pifi méfeni pievazné enol,
A2 a B2 tvoii za stejnych podminek pfevazné keton.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Chemikalie a pristrojové vybaveni

Vychozi reaktanty a vSechna rozpoustédla byly pouzity ve stavu, v jakém byly zakoupeny
Z komercnich zdroji (Fluorochem, TCI, Merck). Reak¢éni smési byly analyzovany metodou
UPLC-MS za pouziti UPLC pristroje Waters UPLC H-Class Core System na kolon¢ s reverzni
fazi Waters Acquity UPLC BEH C18; 1,7 um; 2,1 x 100 mm s detekci Waters Acquity UPLC
PDA diodového pole v oblasti 190 — 800 nm v kombinaci s pfistrojem pro hmotnostni
spektrometrii Waters SQD2 Mass spectrometer fizeném pomoci softwaru MassLynx. Pro
sledovani prib¢hu hydrogenace a sloupcové chromatografie byly pouzity TLC hlinikové desky
s vrstvou silikagelu 60 Fzs4 od firmy Merck. Detekce byla provadéna za vyuziti UV lampy
(4 =254 nm).

Pro separace sloupcovou chromatografii byl pouzit silikagel 60 (0,040 — 0,063 mm; Fluka).
Separace za pouZiti reverzni staciondrni faze C18 na koloné byly provadény na zafizeni Isco
Teledyne pro FCC chromatografii, pfi vinovych délkach detektoru 210 nm a 254 nm po dobu
18 — 30 minut za pratoku 25 — 40 ml/min (v zavislosti na mnozstvi separované smési a velikosti
pouzité kolony). Cisténi pomoci preparativniho HPLC probihalo za pouziti p¥istroje od firmy
Jasco Inc. (pritok 10 ml/min, délka programu 60 minut) na kolon¢ s reverzni stacionarni fazi

Reprosil 100 C18, 5 um, 250 mm x 4 mm s UV detekci pti 4 = 210 nm.

NMR spektra 'H a *C byla naméfena na pfistroji Bruker Avance III™ HD 400 MHz Prodigy
s kryosondou (*H pti 400 MHz, C pti 100 MHz). Byla pouzita rozpoustédla CDCls, CDsOD
a DMSO-ds. Hmotnostni spektra o nizkém rozliSeni byla méfena pomoci kvadrupdlového
ortogonalniho zrychleni doby letu tandemovym hmotnostnim spektrometrem Q-TOF Micro
(Waters), spektra o vysokém rozliSeni na piistroji ZS Micromass Mass Spectometer (Waters)

vybaveném viceméddovym zdrojem iontli ESCi a fizeném pomoci softwaru MassLynx.
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5.2 Postup pripravy latek

Opatrnost je béznou praxi, a pfi syntéze o vice krocich tedy obvykle plati, ze je kazda latka
pfipravovana nékolikrat. Experiment je vzdy nejprve proveden s malym mnozstvim vychozi
latky, ¢asto ve vice variantich s odliSnymi poméry reaktantii, v odlisnych podminkach &i
rozpoustédle. Teprve jakmile je pozadovany produkt uspésné piipraven v malém mnoZzstvi
v dostateéné &istoté a vytézku, ptistupuje se K ptipravé téze latky v mnozstvich vétsich!®. Timto
postupem se minimalizuje riziko ztraty vétSiny latky v jednom nepovedeném experimentu.

Tato syntéza nebyla vici bézné praxi zadnou vyjimkou. Byt vétSina reakci probéhla velmi
pekné, i zde se parkrat reakce nevydarila dle planu. Naptiklad pfti ptipraveé prekurzoru B se
reakce tzv. ,,zasekla® po prvni ¢asti, a nebylo ji proto mozné provést dle planu v jediném kroku.
Po nékolika pokusech a tivaze byl krok tieti nahrazen spolu s ptiivodnim krokem ¢tvrtym dvéma
jinymi reakcemi (viz. 3.4.3 a 3.4.4), jez poskytly lepsi vysledek.

V piipravé je vzdy uveden pouze jeden postup piipravy dané latky, jez byl vybran z mnoha
uskuteénénych na zakladé¢ nékolika faktorG (vytézek a Cistota =ziskané latky,
jednoduchost/pohodIinost/rychlost dané piipravy etc.).

5.3 Syntéza prekurzoru A

Syntéza vychazi ze zakoupené vychozi latky A0, jez je zndma napiiklad pod systematickym
nazvem 3-Brom-N-(terc-butoxykarbonyl)-L-fenylalanin, ¢i jeho pouzivanéjsi zkracenou verzi
Boc-3-bromo-L-Phe-OH.

Jeji systematicky nazev vygenerovany programem ChemDraw zni:
Kyselina (S)-3-(3-bromfenyl)-2-[(terc-butoxykarbonyl)amino]propanova

Nazev preferovany organizaci [IUPAC zni:
3-Brom-N-{[(2-methyl-2-propanyl)oxy]karbonyl}-L-fenylalanin

Nazvy dalsich latek Al-4 jsou uvedeny vzdy pod nadpisem u jejich piipravy.

14 tzn. par desitek miligramd.
15 tzn. nekolik desitek az max. stovek miligramii; nejvétsi pouzité mnoZstvi v jedné reakci byly 2 gramy vychozi
latky (v prvnim kroku pfipravy prekurzoru A).
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5.3.1 Priprava latky Al

terc-Butyl (S)-[3-(3-bromfenyl)-1-(2,2-dimethyl-4,6-dioxo-1,3-dioxan-5-yliden)-1-
hydroxypropan-2-yl]karbamat

o)
ﬁo (1,05 ekv.)
0 o/k
H O DCC (1,16 ekv.) o 9H 0
BOC_N:QJ\OH DMAP (1,5 ekv.) Boe™N N0
Br\©/: DCM Br\©/: 0 o/k
RT, 3h
A0 A1
[344,2 g/mol] [470,3 g/mol]

Schéma 10: Ptiprava latky A1 z vychozi latky AO

Postup: Vychozi latka A0 byla v mnozstvi 2,0 g (5,8 mmol) rozpusténa v 50 ml DCM
spolu s 0,87 g Meldrumovy kyseliny*® (6,04 mmol; 1,05 ekv.) a 1,04 g DMAP (8,56 mmol; 1,5
ekv.). Nasledn¢ bylo piidano 1,39 g DCC (6,76 mmol; 1,16 ekv.) a reakéni smés byla
ponechana michat za RT po dobu 3 hodin. Reak¢ni smés byla piefiltrovana, pevny podil (DCU)
promyt DCM a filtrat zbaven rozpoustédla na RVO. Po odpateni DCM byl pfidan vychlazeny
EtOAc a nerozpustény podil (DCU) znovu odstranén filtraci a promyt malym mnozstvim
EtOAc. Filtrat byl nasledné promyt 2x 10% roz. KHSO4 a 1x nas. roz. NaCl, vysuSen
bezvodym MgSOs, zbaven suSidla filtraci a rozpoustédla na RVO. Produkt byl zbaven skoro
vSech zbytkt rozpoustédel podtlakem a ziskana latka byla podrobena analyze NMR. Vytézek
¢inil 2,75 g latky Al.

Latka byla pouZita v dalsi reakci bez dalSiho pfecisténi z dlivodu kyselého charakteru latky,
ktery by komplikoval standartni kolonovou chromatografii.

'H-NMR (401 MHz; CDCls3) & 1,36 (s; 9H); 1,69 (s; 3H); 1,76 (s; 3H); 2,70 — 2,85 (m; 1H);
3,11 — 3,22 (m; 1H); 5,04 (d; J = 7,4 Hz; 1H); 5,82 (m; J = 7,7; 7,0 Hz; 1H); 7,19 (t; J=7,8
Hz; 1H); 7,28 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 7,38 (dt; J = 7,8; 1,5 Hz; 1H); 7,43 (bs; 1H); 15,60 (bs; 1H).

13C-NMR (101 MHz; CDCls) § 26,9; 27,0; 28,3; 38,7; 54,2; 80,5; 91,2; 105,9; 122,7; 128,2;
130,3; 130,5; 132,5; 138,3; 159,7; 170,9; 194,5.

ESI MS: 492,1 [M + NaJ*.

16 Meldrumova kyselina je trivialni nazev pro slou¢eninu S nazvem 2,2-Dimethyl-1,3-dioxan-4,6-dion
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HR ESI MS: vypoéteno pro C2o0H2207NBrNa* 492,06284; nalezeno 492,06262.

5.3.2 Priprava latky A2
terc-Butyl (S)-2-(3-brombenzyl)-3,5-dioxopyrrolidin-1-karboxylat

o)

Boc—N
i e MeOH Boc~N~\_~=0
Br "5 o/k reflux Br 2
30-90 min \©/

[470,3 g/mol] [368,2 g/mol]

Schéma 11: Ptiprava latky A2 z latky Al

Postup: 0,7 g vychozi latky Al (1,5 mmol) bylo rozpusténo v 20 ml MeOH a vznikly roztok
ohfivan k bodu varu pod zpétnym chladicem do vymizeni vychozi latky. Reakce byla
monitorovana kazdych 30 min pomoci TLC (mobilni faze se skladala z 95 % EtOAc, 3 %
MeOH a 2 % AcOH). Byla pozorovana zména barvy roztoku z nazloutlé do bezbarvé. Po
vychladnuti na pokojovou teplotu bylo z reakéni smési odstranéno rozpoustédlo (MeOH a
vznikly aceton) pomoci RVO a produkt byl zbaven zbytkl rozpoustédel podtlakem. Ziskané
latka byla podrobena analyze NMR. Vytézek ¢inil 0,53 g (98 %) Zluté olejovité latky A2.

Latka byla pouzita v nasledujici reakci bez dal$iho pfecisténi.

'H-NMR (401 MHz; CDCls) § 1,62 (s; 9H); 2,51 (dd; J = 22.6; 1,8 Hz; 1H); 2,98 (d; J = 22,6
Hz; 1H); 3,21 (dd; J = 14,0; 2,9 Hz; 1H); 3,37 (dd; J = 14,0; 5,8 Hz; 1H); 4,62 — 4,68 (m; 1H);
6,93 — 7,00 (m; 1H); 7,13 - 7,21 (m; 2H); 7,38 — 7,42 (m; 1H).

13C-NMR (101 MHz; CDCls) § 28,2; 36,0; 43,4; 68,1; 84,8; 123,1; 128,3; 130,6; 131,0; 133,0;
136,5; 149,4; 167,1; 203,9.

ESI MS: 290,0 [M — Boc + H + Na]".

HR ESI MS: vypoéteno pro C1sH180sNBrNa*™ 390,03114; nalezeno 390,03135.
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5.3.3 Priprava latky A3
terc-Butyl (2S,3S)-2-(3-brombenzyl)-3-hydroxy-5-oxopyrrolidin-1-karboxylat

0] 0]

Boc/mo Boc— :: “'OH

z NaBH, (4 ekv.) z

Br Br
\©/ DCM, AcOH \©/

0°C;1,5h
RT, overnight
A2 A3

[368,2 g/mol] [370,2 g/mol]
Schéma 12: Priprava latky A3 z latky A2

Postup: Vychozi latka A2 byla v mnozstvi 0,52 g (1,41 mmol) rozpusténa v 15 ml DCM
a do roztoku bylo pfidano 1,5 ml AcOH. Nasledné byl roztok za michani ochlazen ledovou
lazni na teplotu 0 °C a bylo ptidano 0,21 g NaBH4 (5,65 mmol; 4 ekv.) béhem 1,5 hodiny, nacez
byla reakéni smés vytazena z ledové lazné a ponechana reagovat za pokojové teploty do dalsiho
dne. Dalsi den byla provedena analyza pomoci TLC (mobilni faze se skladala z 95 % EtOAc,
3 % MeOH a 2 % AcOH; desti¢ka pozorovana pod UV a nasledné vyvinuta KMnOs) a UPLC—
MS, ktera potvrdila pozadovanou zménu v reakéni smési spoCivajici ve vymizeni piku
reaktantu ve prospéch piku produktu. Reakéni smés byla nalita do né¢kolikanasobného objemu
ledové vody, jez nasledné byla 3% extrahovana DCM. Ziskané extrakty byly zkombinovany do
jednoho, vysuseny promytim nas. roz. NaCl a praskovym bezvodym MgSQOas. Po filtraci pro
zbaveni susidla bylo rozpoustédlo (DCM) odstranéno na RVO a jeho zbytky podtlakem. Latka
byla piecisténa standardni kolonovou chromatografii (mobilni faze EtOAc/cyklohexan v
pomeéru 1:1), jejiz pribéh byl monitorovan pomoci TLC (pozorovano pod UV)Ziskana latka
byla podrobena analyze NMR. Vytézek ¢inil 0,36 g (69 %).

'H-NMR (401 MHz; CDCls) § 1,48 (s; 9H); 2,47 (dd; J = 17,2; 8,5 Hz; 1H); 2,64 (dd; J =17.2;
7,6 Hz; 1H); 3,05 (dd; J = 13,7; 4,6 Hz; 1H); 3,15 (dd; J = 13,7; 7,8 Hz; 1H); 4,41 (ddd; J = 7,8;
6,9; 4,6 Hz; 1H); 4,52 (dt; J = 8,3; 7,2 Hz; 1H); 7,15 (t; J = 7,7 Hz; 1H); 7,22 (dt; J = 7,7; 1,4
Hz; 1H); 7,35 (ddd; J =7,8; 2,1; 1,2 Hz; 1H); 7,48 (t; J = 1,8 Hz; 1H).

13C-NMR (101 MHz; CDCls) & 28,1; 33,8; 40,2; 62,7; 65,5; 83,7; 122,6; 128,6; 129,8; 130,2;
133,0; 140,5; 149,8; 171,5.

ESI MS: 392,0 [M + NaJ*.

HR ESI MS: vypoéteno pro C16H2004NBrNa* 392,04679; nalezeno 392,04670.
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5.3.4 Priprava latky A4
Kyselina (3S,4S)-5-(3-bromfenyl)-4-[(terc-butoxykarbonyl)amino]-3-hydroxypentanova

0

OH O
Boc— “IOH 1) 1M roz. NaOH Boc” \.)\)J\OH

ZT

Br : = 2) 1M roz. HCI Br\©/

A3 A4

[370,2 g/mol] [388,2 g/mol]
Schéma 13: Ptiprava latky A4 z latky A3

Postup: Vychozi latka A3 byla v mnozstvi 0,74 g (2 mmol) rozpusténa v 15 ml acetonu a
k roztoku byly pfidany 4 ml 1M roz. NaOH (4 mmol; 2 ekv.) a 5 ml vody. Reakéni smés byla
ponechana reagovat za michani pti RT po dobu 2,5 h. Nasledn¢ byla provedena analyza reakéni
smési pomoci UPLC-MS. Po potvrzeni uplného probéhnuti reakce byla ¢ast acetonu
odstranéna na RVO a produkt vysrazen okyselenim roztoku na pH 2-3 postupnym piidavkem
4 ml 1M roz. HCI (stejné mnozstvi jako 1M roz. NaOH). Srazenina byla oddélena filtraci za
snizeného tlaku pfes filtraéni papir v Biichnerové nalevce, kde byla i n€¢kolikrat promyta vodou.
Suchy produkt ve vyborné Cistoté byl ziskan rozpusténim sraZeniny v acetonu, odstranénim
acetonu na RVO a zbavenim zbytki acetonu a vody podtlakem. Cistota produktu byla potvrzena
analyzou NMR. Vytézek ¢inil 0,65 g (84 %) latky A4 v podobé bilého prasku.

'H-NMR (401 MHz; DMSO-dg) & 1,29 (s; 9H); 2,17 (dd; J = 15,5; 9,6 Hz; 1H); 2,29 — 2,40 (m;
1H); 2,53 - 2,62 (m; 1H); 2,81 (dd; J = 13,8; 4,6 Hz; 1H); 3,65 (m; 1H); 3,90 (m; 1H); 6,55 (d;
J=9,1 Hz; 1H); 7,22 (m; 2H); 7,32 — 7,39 (m; 1H); 7,42 (s; 1H).

3C-NMR (101 MHz; DMSO-ds) & 28,2; 35,5; 39,9; 55,9; 68,5; 77,7; 121,3; 128,3; 128,7;
130,1; 131,8; 142,5; 155,4.

ESI MS: 386,1 [M — H]".

HR ESI MS: vypoc¢teno pro C16H210sNBr~ 386,06086; nalezeno 386,06055.
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5.4 Syntéza prekurzoru B

Syntéza vychazi ze zakoupené latky BO nazyvané kyselina boc-11-amino-undekanova.
Systematicky nazev této latky BO (dle programu ChemDraw) zni:
Kyselina 11-[(terc-butoxykarbonyl)amino]undekanova

Nazev preferovany organizaci [IUPAC zni:
Kyselina 11-[(2-methylpropan-2-yl)oxykarbonylamino]undekanova

Nazvy dalsich latek B1-4 jsou uvedeny vzdy pod nadpisem u jejich ptipravy.

5.4.1 Priprava latky B1

terc-Butyl [11-(2,2-dimethyl-4,6-dioxo-1,3-dioxan-5-yl)-11-oxoundecyl]karbamat

O
ﬁo (1,05 ekv.)
0 o/k
DCC (1,16 ekv.) Oy 0/
H H

B oy  DMAP (15 ekv) s 5

Boc \/\/\/\/\/\n/ Boc

0] DCM O O
BO RT, overnight B1
[301,4 g/mol] [427,5 g/mol]

Schéma 14: Ptiprava latky B1 z vychozi latky BO

Postup: 1,0 g vychozi latky BO (3,32 mmol) bylo rozpusténo spolu s 0,5 g Meldrumovy
kyseliny (3,48 mmol; 1,05 ekv.) a 0,61 g DMAP (4,98 mmol; 1,5 ekv.) ve 25 ml DCM.
Za michani bylo k roztoku piidano a ponechano rozpustit 0,79 g DCC (3,82 mmol; 1,16 ekv.).
Bylo pozorovano postupné sraZzeni DCU vznikajici pribéhem chténé reakce. Reakéni smés byla
ponechdna za michani pfi RT do dal§iho dne. Nésledné byla nejprve podrobena filtraci a
zachyceny pevny podil (vznikla DCU) promyt DCM a odstranén. Filtrat byl zbaven
rozpoustédla na RVO. Po odpafeni DCM byl pfidan vychlazeny EtOAC, nerozpustény podil
(DCU) znovu odstranén filtraci a promyt chladnym EtOAc. Filtrat byl nasledné 2x promyt
10% roz. KHSOs, 1x nas. roz. NaCl pro sniZeni obsahu vody, vysusen bezvodym MgSO4,
zbaven suSidla filtraci a rozpoustédla pomoci RVO. Latka byla precisténa standardni kolonovou
chromatografii (mobilni faze DMC/MeOH v poméru 30:1), jejiz priabéh byl monitorovan
pomoci TLC (pozorovano pod UV). Vytézek byl kvantitativni (1,4 g).

'H-NMR (401 MHz; CDCl3) § 1,23 — 1,32 (m; 8H); 1,42 (m; 13H); 1,63 — 1,70 (m; 4H); 1,72
(s; 6H); 2,98 — 3,15 (m; 4H); 4,51 (bs; 1H); 15,28 (bs; 1H).
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13C-NMR (101 MHz; CDCls) § 25,1; 25.8; 26,2; 26,9; 28,5; 29,3; 29,4; 29,5; 29,6; 30,2; 35,9;
40,7, 79,1; 91,3; 104,9; 160,3; 170,7; 198,4.

ESI MS: 428,3 [M + H]".

HR ESI MS: vypoéteno pro C22HzsO7N™ 428,26428; nalezeno 428,26422.

5.4.2 Priprava latky B2
terc-Butyl [11-(2,2-dimethyl-4,6-dioxo-1,3-dioxan-5-yl)undecyl]karbamat
H\/\/\/\/\/\(:‘I:/\F NaBH4 (4 ekv-) H\/\/\/\/\/\OI(:‘/\F
N o _N o
Boc DCM, AcOH Boc
O (0] (0]
B2

0°C; 4 h
RT; overnight

[427,5 g/mol] [413,6 g/mol]

B1

Schéma 15: Priprava latky B2 z latky B1

Postup: 0,19 g vychozi latky B1 (0,44 mmol) bylo rozpusténo v 10 ml DCM a do roztoku byl
ptidan 1 ml AcOH. Poté byl ziskany roztok za michani ochlazen ledovou lazni na teplotu 0 °C
a bylo ptidano 67 mg NaBHs4 (1,78 mmol; 4 ekv.) béhem 15 minut. Ledova lazen byla
odstranéna kratce po pfidani veskerého redukéniho ¢inidla. Reakce byla monitorovana pomoci
TLC (mobilni faze se skladdala z 95 % EtOAc, 3 % MeOH a 2 % AcOH; desti¢ka pozorovéana
pod UV a nasledné vyvinuta roztokem KMnQ4) a jelikoz nebyla Giplna zména viditelna ani po
4 hodinéch (nizka konverze), byla reakéni smés ponechana michat za RT do dal§iho dne. Dalsi
den byla reakéni smés analyzovana pomoci UPLC-MS a po potvrzeni vymizeni reaktantu B1
byla reakéni smés nalita do 50 ml ledové vody a 3x extrahovana DCM. Ziskané extrakty byly
sjednoceny, vysuseny nas. roz. NaCl a praskovym MgSOas. Po filtraci pro zbaveni susidla bylo
rozpoustédlo odstranéno na RVO a jeho zbytky podtlakem. Analyza NMR potvrdila
dostatecnou Cistotu ziskané latky B2. Vytézek ¢inil 0,15 g (82 %) nazelenale bilého voskovitého
produktu.

Latka byla dostate¢né Cistd, aby byla pouzita v nasledujici reakci bez dalSiho piecisténi.

!H-NMR (401 MHz; CDCl3) § 1,21 — 1,35 (m; 14H); 1,43 (m; 13H); 1,74 (s; 3H); 1,77 (s;
3H); 2,04 — 2,12 (m; 2H); 3,08 (m; 2H); 3,49 (t; J = 5,0 Hz; 1H); 4,50 (bs; 1H).

13C-NMR (101 MHz; CDCls) § 26,6; 26,8; 26,9; 27,1; 28,6; 29,3; 29,4; 29,6; 29.6; 29,6; 29,6;
30,2; 40,8; 46,3; 79,1; 104,9; 156,1; 165,8.

ESI MS: 436,3 [M + NaJ*.

HR ESI MS: vypoéteno pro C22HzsOsNNa*™ 436,26696; nalezeno 436,26732.
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5.4.3 Priprava latky B3

Kyselina 13-[(terc-butoxykarbonyl)amino]-2-(methoxykarbonyl)tridekanova

(0] Oy (@) OH
H o MeOH H o
Boc” reflux Boc” >

O overnight (0]
B2 B3

[413,6 g/mol] [387,5 g/mol]
Schéma 16: Ptiprava latky B3 z latky B2

Postup: 0,66 g vychozi latky B2 (1,6 mmol) bylo rozpusténo ve 20 ml MeOH. Po piipojeni
zpétného chladiée byl roztok v baiice za michani zahiivan na teplotu varu MeOH, béhem ¢ehoz
byl kazdych 60 min monitorovan pribéh reakce pomoci TLC (mobilni faze cyklohexan/EtOAc
v poméru 5:1). Ani po 3 h neprobéhla reakce dostate¢né (konverze odhadem 50 %), v zahtivani
bylo pokracovano az do vymizeni reaktantu (ur¢eno analyzou TLC provadénou jednou za
nékolik hodin). Reak¢éni smés byla nakonec analyzovana metodou UPLC-MS, nacez bylo
rozpoustédlo odstranéno na RVO a ziskand olejovita latka podrobena analyze NMR. VytéZzek
byl kvantitativni.

'H-NMR (401 MHz; CD3sOD) & 1,31 (m; 16H); 1,43 (m; 11H); 1,81 — 1,86 (m; 2H); 3,01 (t; J
=7,0 Hz; 2H); 3,34 (t; J = 7,5 Hz; 1H); 3,72 (s; 3H).

ESI MS: 410,3 [M + NaJ*.

HR ESI MS: vypoéteno pro C20Hz70sNNa* 410,25186; nalezeno 410,25095.

5.4.4 Priprava latky B4

Methyl 13-[(terc-butoxykarbonyl)amino]tridekanoat

Os_OH

H NMP H (o)
_N O\ Boc” \/\/\/\/\/\/\n/ ~
Boc 130°C; 1,5h (0]
(@]
—-CO
B3 2(9) B4
[387,5 g/mol] [343,5 g/mol]

Schéma 17: Priprava latky B4 z latky B3

Postup: 0,4 g vychozi latky B3 (1,0 mmol) bylo rozpusténo v 10 ml NMP. K bance s roztokem
byl pfipojen zpétny chladi¢ a roztok byl zahtivan na 130 °C po dobu 1,5 h. Prub¢h reakce byl
monitorovan pomoci TLC (mobilni faze se skladala z DCM a MeOH v poméru 20:1; desticka
byla zabarvena roztokem ninhydrinu). Béhem reakce byl pozorovan vznik bublinek CO, a
zména barvy roztoku z nazloutlé pres tmavé zlutou na tmavé oranzovou az hnédou. Zahiivani
bylo ukon¢eno 25 min od vzniku poslednich bublinek CO; poté, co na TLC nebyla pozorovana
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pritomnost vychozi latky. Reakéni smés byla ponechana zchladnout, zfedéna ptidavkem EtOAc
a 3x promyta vodou pro odstranéni NMP (ztraty EtOAc ve vodé dopliiovany). Ziskany roztok
v EtOAc byl vysuSen praskovym bezvodym MgSOs, suSidlo odstranéno filtraci a EtOAc na
RVO. Bylo ziskano 0,4 g Zluté olejovité latky, jez byla ptecisténa standardni kolonovou
chromatografii (mobilni fdze cyklohexan/EtOAc v poméru 5:1). Pribéh chromatografie byl
monitorovan TLC (stejna mobilni fize; destitka vyvijena ninhydrinem). Cistota ziskaného
produktu potvrzena analyzou NMR a MS. Finalni vytézek ¢inil 0,24 g bilé voskovité latky B4
(68 %).

'H-NMR (401 MHz; CDCl3) & = 1,03 — 1,34 (m; 14H); 1,43 (m; 13H); 1,60 (m; 2H); 2,28 (t;
J=7,5; 2H); 3,08 (m; 2H); 3,65 (s; 3H); 4,51 (bs; 1H).

13C-NMR (101 MHz; CDCls) § 25,0; 26,8; 28,4; 29,1; 29,2; 29,3; 29,4; 29,5; 30,1; 34,1; 40,6;
51,4, 79,0; 156,0; 174,3.

ESI MS: 366,3 [M + Na]*.

HR ESI MS: vypocteno pro C19H37OsNNa* 366,26148; nalezeno 366,26119.

5.4.5 Priprava latky BS

13-Methoxy-13-oxotridekan-1-aminium 2,2,2-trifluoroacetat

H - +
N TFA F3C O H3N 0
Boc” \/\/\/\/\/\/\H/O\ 3 \"/ \/\/\/\/\/\/\n/ ~
o) DCM (0] (0]
B4 1h, RT B5
—-C02 (9)
[343,5 g/mol] [357,4 g/mol]

Schéma 18: Priprava latky B5 z latky B4

Postup: 74 mg vychozi latky B4 (0,215 mmol) bylo rozpusténo ve 2 ml DCM. Nasledné byly
za michani pfidany 2 ml TFA. Reak¢ni smés byla ponechidna za michani pfi RT po dobu
1 hodiny, nacez byla TFA i DCM odstranény proudénim vzduchu do banky v uzaviené
digestofi. Poté byla latka znovu rozpusténa ve 3 ml DCM a veskera kapalina znovu odstranéna
proudénim vzduchu. Tento postup byl opakovan jesté dvakrat pro odstranéni veskeré TFA.
Nakonec byla latka rozpusSténa ve 3ml EtOAc a pfidany EtOAc ihned odstranén na RVO. Zbyl
suchy bily prasek, jenz byl podroben analyze NMR a MS. Vytézek ¢inil 74 mg latky B5 (96 %).

'H-NMR (401 MHz; CDCl3) = 1,12 — 1,39 (m; 16H); 1,61 (m; 4H); 2,29 (t; J=7,5; 2H); 2,87
(m; 2H); 3,65 (s; 3H); 7,88 (bs; 3H).

13C-NMR (101 MHz; CDCls) § 24,9; 26,3; 27,5; 29,0; 29,1; 29,2; 29,3; 29,4; 29,4; 29,5; 34,1;
39,9;51,4; 174,4.

ESI MS: 244,2 [M + H]".

HR ESI MS: vypoéteno pro C14Hz002N" 244,22711; nalezeno 244,22708.
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6 ZAVER

Prace zdokumentovala piipravu dvou komeréné nedostupnych prekurzorti (oznacenych A a B)
cilové makrocyklické latky pojmenované cyklo[(Br)PheSta-Val-Atr] z komeréné dostupnych
latek.

Prekurzor A (latka A4) byl pripraven ¢tyimi reakcemi: prodlouzenim kondenzaci vychozi latky
A0 s Meldrumovou kyselinou, naslednym termickym rozkladem meziproduktu Al, redukci
ketonu A2 na alkohol A3 a hydrolyzou amidu na finalni odchranénou aminokyselinu A4.
Syntéza byla relativné rychla a bez problému diky jiz existujicimu postupu, oproti kterému bylo
provedeno minimum zmeén.

Prekurzor B (latka B5) byl pripravovan obdobn¢ v péti reakcich, také dle existujiciho postupu.
Idea prodlouzeni fetézce o dva uhliky i zde vychazela z pouziti Meldrumovy kyseliny. Prvni
dvé reakce probéhly dle planu, ale rozlozeni derivatu Meldrumovy kyseliny B2 na methyl-ester
B4 (tfeti a Ctvrta reakce; viz. 5.4.3 a 5.4.4) bylo docileno jinak, nez bylo pivodné zamysleno.
Uvedeny postup byl tedy vyvinut az po vyzkouseni nékolika moznosti.

Oba ziskané prekurzory budou v n¢kolika nasledujicich jiz navrhnutych krocich spojeny spolu
s tfetim (komeréné dostupnym) prekurzorem za vzniku makrocyklického cyklo[(Br)PheSta-
Val-Atr], ¢imz bude syntéza zadané latky dokoncena.

Finalni produkt, cyklo[(Br)PheSta-Val-Atr], bude vhodnou vychozi latkou K pfipravé celé
knihovny dalsich analogt pepstatinu A, kupiikladu skrz Suzukiho-Miyaurovu reakci, které pak
budou biochemicky testovany pro urceni jejich schopnosti a miry inhibice lidského katepsinu
D (CatD). Ziskana data poté budou moci byt porovnana s daty o jiz prozkoumanych analozich.

V piipadé uspokojivych vysledkt v biochemickych testech je mozné tyto latky pokladat za

potencialni 1é¢iva s nenulovou Sanci na uplatnéni mimo vyzkum. Uplatnéni ve vyzkumu je
skoro jisté.
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