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Anotace

Uvedena stfedoskolska prace se zabyva studiem stability aromatickych diazoniovych soli a
jejich vyuziti pro tvorbu reaktivnich intermediati vhodnych pro tvorbu smycéek na peptidovych
fetézcich. Cyklizace peptida je intenzivné studované téma v oblasti chemické biologie, kde
vysledky pak nachazeji praktické uplatnéni ve studiu bunécného metabolismu ¢i patogeneze
nejriznéjsich onemocnéni, vyvoje 1éCiv ¢i jejich nosict.

Jedna z moznosti, ktera bude pro nové zptisoby smyckovani peptidi zkoumana, je vyuziti
polohovych izomert aminobenzoové kyseliny, resp. diazoniovych soli jejich aktivovanych
esteri, které budou schopny reagovat selektivné s dvéma riznymi aminokyselinami
V peptidovém fetézci. Smyslem prace je ovéfeni moznosti vyuZiti této metody pro tvorbu
peptidovych smyc¢ek z pohledu reaktivity a selektivity.

Klicova slova

Peptidy, aktivovany ester, diazoniova siil, cyklizace

Annotation

This thesis deals with the investigation of the stability of aromatic diazonium salts and their use
for the preparation of reactive intermediates suitable for the formation of loops on peptide
chains. Peptide cyclization is an intensively studied topic in the field of chemical biology, where
the results find practical application in the study of cell metabolism or pathogenesis of various
diseases, drug development or their carriers.

One possibility that will be examined for new ways of peptide cyclization is the use of
regioisomers of aminobenzoic acid or diazonium salts of its activated esters, which will be able
to react selectively with two different amino acids in peptide chain. The purpose of this work
is to verify the possibility of using this method for the formation of protein loops in terms of
reactivity and selectivity.

Keywords

Peptides, activated ester, diazonium salt, cyclization
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1 UvoD

Peptidy a proteiny jsou nezbytnou soucasti zivych organismi, ve kterych zastdvaji mnoho
biologickych funkci. Diky svym pfiznivym vlastnostem se také staly dilezitou soucasti
moderni mediciny, farmaceutického primyslu a tady dalSich oborti. Za ucelem zlepsit
vlastnosti peptidll je mozné je nékolika zptisoby modifikovat. Jednou z moznosti modifikace je
jejich cyklizace. Cyklické peptidy jsou totiz nejen stabilnéjsi, takze vykazuji zvySenou odolnost
vici enzymatické degradaci, ale ¢asto jsou i biologicky dostupnéjsi.

Existuje jiz mnoho ovéfenych metod vyuzivanych k cyklizaci proteind, avsak se vSemi jsou
kromé vyhod spojené také urcité limitace. Proto jsme se v této praci rozhodli navrhnout a ovéfit
zcela novou cyklizaéni metodu vyuzivajici reaktivity diazoniovych soli odvozenych od
aktivovanych esterti aromatickych kyselin, které by mohly selektivné reagovat s vybranymi
funk¢énimi skupinami na hlavnim ¢i postrannim fetézci aminokyselin zapojenych do kratkych
oligopeptidi. Zaméfili jsme se konkrétn€ na diazoniovou sil derivatu kyseliny
3-aminobenzoové, jez muze byt vyuzita jako reaktivni intermedidt spojujici dveé vybrané
aminokyseliny v peptidu, zejména tyrosin a lysin.

Prvni ¢ast prace tedy tvofi teoreticky tivod, ktery se vénuje stru¢nému shrnuti soucasnych
poznatktli o cyklickych peptidech a nékterym jiz pouzivanym cyklizatnim metodam a shrnuje
jejich vyhody a nevyhody. Prakticka Cast prace se zaméiuje na charakteristiku diazoniovych
soli, ovéfeni jejich stability, syntézu modelovych peptidl a studium jejich cyklizacnich reakci.

Vysledkem této prace by mél byt tzv. proof-of-concept nové cykliza¢ni metody peptidt neboli
to, zda je tento navrh realizovatelny a zda ma smysl zabyvat se touto metodou i nadale ve vSech
nutnych detailech. Tato prace by tedy mohla slouzit jako inspirace pro vyvoj novych strategii
vyuzitelnych zejména ve farmaceutickém ¢i biotechnologickém priimyslu.

2 CILE PRACE

Cilem mé prace je navrhnout a prakticky ovéfit novou metodu cyklizace peptidd, vyuzivajici
tvorbu diazoniové soli odvozené od aktivovaného esteru aminobenzoové kyseliny ke spojeni
dvou aminokyselinovych zbytkl peptidu, zejména tyrosinu a lysinu (Schéma 1).
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Schéma 1: Cyklizace peptidii pomoci diazoniové soli aktivovaného esteru aminobenzoové kyseliny.

Za timto ucelem bylo nutné splnit dil¢i cile:

a) provéfit stabilitu diazoniové soli tak, aby cyklizaéni reakce mohla probihat nejen za
chlazeni, ale do budoucna 1 za fyziologické teploty

b) provéfit reaktivitu aktivovaného esteru s postrannim fetézcem lysinu vazaného
V peptidovém fetézci

C) provefit reaktivitu diazoniové soli s tyrosinem vazanym v peptidovém fetézci

d) provéfit reaktivitu vybranych konkuren¢nich skupin, jako je fenyl u fenylalaninu ¢i
koncové aminoskupiny peptidu.

e) Nalézt obecny protokol pro piipravu cyklizovanych peptidi mezi tyrosinem a lysinem
a ovefit ho na nékolika peptidech s riznymi aminokyselinovymi sekvencemi.

Smyslem celého projektu je ovéfit proof-of-concept nové cyklizace peptidi a oteviit tak nové
moznosti smyckovani peptidi.

3 PEPTIDY

Peptidy jsou stejn¢ jako proteiny latky sloZzené z aminokyselin spojenych do rizné velkych
molekul, na rozdil od proteinti jsou to ale vyrazn€ mensi a jednodussi molekuly obsahujici
zpravidla 2 aZ cca 50 aminokyselin. Peptidy pfedstavuji nezbytné dilezité slozky vSech zivych
organismi, ve kterych na zaklad¢ struktury zastupuji n€kolik zasadnich funkci. Nékteré, jako
napiiklad insulin a glukagon (Obrazek 1), slouzi jako hormony, jez vyvazuji hladinu cukru v
krvi, jiné jsou zase dulezité pro spravnou funkci imunitniho systému a brani organismus proti
patogeniim. Neuropeptidy, napiiklad endorfiny, ovliviiuji nervové procesy jako je bolest nebo
nalada. Né¢které peptidy jako tieba nisin nebo gramicidin diky svym antimikrobidlnim u¢inkim
slouzi jako pfirozena antibiotika, jiné zase maji na starost vyvoj a regeneraci tkani, transport
latek, metabolické procesy a dalsi.! Kromé své ptirozené funkce ve zdravych buiikdch mohou
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ptirodni i syntetické peptidy vykazovat mnoho dalSich rozmanitych funkci a terapeutickych
vlastnosti, diky cemuz se staly nepostradatelnou souc¢asti moderni mediciny i jinych obort, kde
jsou vyuzivany v Sirokém spektru aplikaci.

Obrazek 1: Struktura inzulinu (vlevo), struktura glukagonu (vpravo).

3.1 Historicky kontext

Peptid jako takovy byl poprvé definovan na konci 19. stoleti némeckym chemikem Emilem
Fischerem, za coz pozdgji v roce 1902 dostal Nobelovu cenu.? Ve dvacatych letech minulého
stoleti byl do klinické praxe zaveden prvni terapeuticky peptid, insulin, coz znamenalo revoluci
v 1é¢bé diabetu.® Rok 1931 s sebou piinesl objev neuropeptidu, tzv. substance P* a v roce 1954
byl poprvé nasyntetizovan peptidovy hormon oxytocin, ktery se stal prvnim syntetickym
hormonem pouZivanym v medicing.® Postupné se také vyvijely nové analytické metody, je
umoznily detailni studium peptidil a proteinll. V roce 1963 predstavil Robert Bruce Merrifield
novou metodu syntézy peptidii na nerozpustném polymeru, tzv. ,,syntézu na pevné fazi.® O tfi
roky pozdéji byl potvrzen vyskyt cyklickych peptidi v pfirodnich zdrojich, zejména
Vv bakteridlnich a houbovych organismech, znichZz n¢kolik bylo biologicky aktivnich a
vykazovalo antibiotické nebo protinidorové t¢inky.” V témZe roce bylo oficialné schvaleno
pouziti syntetickych peptida pro klinické ucely. Druhé polovina 20. stoleti znamenala pokrok
Vv peptidové syntéze diky rozvoji automatickych syntetizatort, které umozZnily jejich rychlejsi a
levngjsi produkei.? V 80. a 90. letech téhoz stoleti se ve velkém zacaly produkovat terapeutické
peptidy diky zavedeni rekombinantnich technologii. V novodobé historii se pak do popiedi
zacaly dostavat cyklopeptidy a vice pozornosti se zacalo soustfedit na jejich potencidlni
vyuziti.?



Kdyz v roce 1949 Robert Bruce Merrifield (1921-2006) ziskal Ph.D.
titul, zacal se venovat lékarskému vyzkumu v oblasti peptidii. V té dobé
se priprava peptidii provadela tradicni metodou, tedy syntézou
V roztoku. Ta byla ale velmi zdlouhava a vytézek reakci maly. Proto se
Merrifield zameril na vyvoj mnohem efektivnéjsiho postupu pripravy
peptidii a v roce 1963 publikoval priilomovy clanek,® ve kterém se
poprvé objevil pojem syntéza na pevné fazi. Diky této nendpadné

Vv

peptidu, ale i v organické syntéze jinych typu sloucenin, urcenych

. . . . . L, , Obrazek 2: Robert
zejména pro vyvoj novych biologicky aktivnich ldatek. Za tento Bruce Merrifield.?

velkolepy objev byla Robertu Bruci Merrifieldovi v roce 1984 udélena
Nobelova cena.

3.2 Syntéza peptidi

Peptidy je bud’ mozné izolovat z zivych organismi, nebo chemicky syntetizovat. Vyhodou
syntetickych peptidu je, Ze jejich struktura mtze byt jednoduse modifikovana podle potieby.
Nejefektivnéjsi metodou pripravy peptidd je syntéza na pevné fazi (Solid-phase peptide
synthesis), kterd svymi vyhodami vyznamné pievySuje méné vyuzivanou syntézu v roztoku
(Liquid-phase peptide synthesis). Nespornou vyhodou syntézy na pevné fazi je moznost jeji
snadné automatizace.

3.3 Syntéza na pevné fazi

Syntéza na pevné fazi (solid-phase organic synthesis — SPOS) patii mezi vyznamné principy
ptipravy organickych molekul (zejména peptidi), kdy jednotlivé chemické reakce probihaji na
nerozpustné matrici tvorené organickym polymerem. Historie vzniku této metody je spojena se
jménem amerického biochemika Roberta Bruce Merrifielda.
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3.3.1 Princip syntézy na pevné fazi

Zakladem syntézy na pevné fazi je pouziti vhodného nerozpustného polymeru s linkerem
nesoucim vhodnou funkéni skupinu, ktera umoziuje navazani prvniho reaktantu. Krom
moznosti navazani prvniho reaktantu (tzv. building block) ma linker velmi dulezitou roli
spocivajici v oddaleni reakéniho mista od povrchu polymeru a schopnost uvolnit finalni latku
na konci celého syntetického procesu.!® Vznikajici meziprodukty a finalni latka jsou pevné
vazané na tento nerozpustny polymer (né¢kdy oznaCovany jako matrice, nosi¢, pryskytice ¢i
pevna faze) a jejich izolace, spocivajici v prostém promyti pied dal§im reak¢nim krokem, je tak
velmi rychlé a jednoducha. Samotny experimentalni proces je velmi snadny; polymer musi byt
ze vSeho nejdiive proplachnut vhodnym rozpoustédlem, diky ¢emuz drobné kulicky pryskyftice
nabobtnaji a roztahnou se jejich drobné pory, ve kterych je linker se svymi reaktivnimi
skupinami nejvice zastoupen. Bobtnani je tak velice dilezitou vlastnosti pryskyfice a ma velky
vliv na reaktivitu polymeru a vytézek reakce. Kdyby pryskyfice nenabobtnala spravné, aktivni
mista na pryskyfici by zlstala skrytd a reagencie by se tak na ni nemély moZnost navazat.
Snizovala by se tak kapacita pryskyfice pro mnozstvi syntetizované slouceniny. Poté je
Kk pfipravenému polymeru pfidan reakéni roztok vychozi latky (tzv. building blocku) a dalsich
nutnych reaktantt. Reakce probihd za stalého tfepani po dobu nutnou K jejimu kvalitnimu
prubéhu. Po uplynuti pottebné doby je od pryskyfice s ukotvenou vychozi latkou odfiltrovan
roztok reagencii a smés je nékolikrat promyta vhodnymi rozpoustédly. Na takto ukotvenou
latku poté miizeme navazovat dalsi reaktanty (building blocky) a vytvaret tak libovolné velké
molekuly. Syntéza je zakoncena odstépenim vysledného produktu od pryskyfice za
specifickych podminek danych typem pouzitého linkeru.

3.3.2 Pryskyrice

Dtlezitou &asti syntézy na pevné fazi je vybér vhodné pryskyfice.l Je dilezité, aby byla
schopna reaktanty rozprostfit rovhomérné po celém svém povrchu, ktery by mél byt po
nabobtndni co nejvétsi, a byla odolna vici riznym fyzikdlnim a chemickym podminkdm. Od
roku 1963, kdy byla nova metoda poprvé piedstavena svétu, bylo k syntéze pouzito mnoho typt
polymerii vzniklych polymerizaci riznych latek a pfipadnou naslednou derivatizaci. Dnes mezi
nejcastéji pouzivané patii kopolymery na bazi polystyrenti a 1-2% divinylbenzenu (Obrazek 3).

11



H,N

OOOQOOO =07

2

Obrazek 3: Chemicka struktura polymeru.

3.3.3 Linkery

Jak jiz bylo napsano vyse, podstatnou soucasti syntézy na pevné fazi je linker,'! jenz slouzi jako
prostiednik mezi polymerem a danym intermedidtem; drzi je u sebe a umoziuje jej, diky své
struktufe, fizené¢ odsteépit. Stejné¢ jako v pripadé pryskyfice je na trhu k dostani i celd fada
linkerti. Ty se mezi sebou lisi prevazné funkénimi skupinami, na které je mozno navazat
reaktanty. U linkeru je dilezité, aby byl stabilni a odolny vii¢i vSem zvolenym reakénim
podminkam, ale zaroven bylo mozné z n¢j snadno a kvantitativné odstépit pozadovanou latku
v posledni fazi syntézy za jinych, pfedem definovanych reakénich podminek. Jeho hlavni
funkci je totiz udrZzovat reaktant navazany na pryskyfici, dokud neni dosazena pozadovana
sekvence reakci. Poté je pryskyfice vystavena specifickym podminkam, pti kterych se latky z
linkeru $tépi a odpojuje tak produkt od pevné faze. Jeho dalsi funkci je udrzovani imobilizované
latky v dostate¢né vzdalenosti od pryskyfice, coz zvySuje sterickou piistupnost pro reaktanty a
eliminuje odpudivé sily mezi reaktantem a povrchem pryskyfice.

Druhy linkerti mizeme délit obecné podle podminek, pti kterych dochézi k jejich Stépeni. Pro
syntézu na pevné fazi, kdy se zpravidla prvni aminokyselina navazuje na pryskyfici C-koncem®2
jsou nejtypictejsi ¢i nejcastéji pouzivané linkery Stépitelné v kyselém prostredi, jako jsou
naptiklad Wangutv linker s koncovou hydroxy skupinou nebo Rinkav linker s amino skupinou
(Obrazek 4). Je mozné se ale setkat 1 s bazicky Stépitelnymi linkery, linkery $tépitelnymi
pomoci UV zéfeni a dal§imi.

12
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Obrazek 4: Priklad Wangova (vlevo) a Rinkova (vpravo) linkeru navazaného na pryskyfici.

Nekteré linkery jsou na trhu k dostani ve form¢, kdy uz jsou navazany na ptisluSnou pryskyfici.
V mé praci jsem pouzivala pievazné tzv. Wangovu pryskyfici, tj. polystyrenovou matrici
S navazanym Wangovym linkerem.

Wangova pryskyfice je nejrozSitenéjsi pryskyfici pouZzivanou
pro syntézu peptidl na pevné fazi. Jeji vyhodou je navazani prvni
aminokyseliny pies karboxylovou skupinu, ktera se pak, po
vystavbé pozadovaného peptidu, jako takovd zase uvolni zpét
(Schéma 2). Jako u ostatnich pryskyfic je jeji struktura zalozena
na bazi polystyrenu zesitovanym divinylbenzenem, jenz
poskytuje pryskyiici mechanickou pevnost a zabranuje tak
rozpadu béhem syntézy. Nejcastéji se pouzivd Wangova
pryskyfice ve form¢ kuli¢ek (Obrazek 5) o priméru cca 100 um,
kdy na kazdé z nich je mozné pfipravit cca 100 pmol latky. Pryni Obrazek5: Wangova
aminokyselina je na Wangovu pryskyfici navazana pomoci pryskyfice.

esteroveé vazby, kterd je ptipojena k fenolické skupiné linkeru. Vyhodou této esterové vazby je,

7ze je schopna ustat reakéni podminky pii syntéze 1 dlouhych peptidovych sekvenci
aminokyselin, ale zaroven je snadno Stépitelnd v kyselém prostiedi. Pro Stépeni se nejcastéji
poziva 50% kyselina trifluoroctova v dichloromethanu, jez nijak neposkodi strukturu peptidu,
ale spolehlivé jej uvolni od pryskyfice.

o H

o o} e
B B X, Moter 88
ia)
o L_. ) — (0] PN —
(o}
. o e
Wangova pryskyfice Wangova pryskyfice s prvnim Wangova pryskyfice 0" "CFy 0Odstépeni finalniho produktu
navazanym building blockem s finalnim produktem z Wangovy pryskyfice

® (0]

2 BN
fo/g\@g//@ <_>o/©/\o/©/CH O/©/\O/©ﬂo CFs3
HO)OLRZ

Schéma 2: Stépeni produktu z Wangovy pryskyfice.
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3.3.4 Reakéni podminky pro syntézu peptidi na pevné fazi

Pro navézani prvni aminokyseliny na pryskyfici je samoziejmé nutné vytvotit vhodné reakéni
podminky. Pro vytvofeni takovych podminek se aminokyselina S ochranénou aminoskupinou
piidava  k nabobtnané  pryskyfici ve  formé roztoku  spolecné sDIC  (N,N'-
diisopropylcarbodiimide), HOBt (1-hydroxybenzotriazol) a DMAP (4-dimethylaminopyridin)
(Schéma 3). Reakce je zahajena interakci karboxylové skupiny aminokyseliny s DIC za vzniku
aktivovaného esteru. Posun volnych elektron zptisobi na atomu uhliku elektronovy deficit, coz
vede k okamzité reakci s nukleofilni hydroxy skupinou HOBt. Nasledné pak takto aktivovany
ester reaguje s hydroxy skupinou Wangova linkeru a zustava ukotven na polymeru. Pro
kvantitativni pribéh reakce se pti imobilizaci prvni aminokyseliny ptidava DMAP, jeZ zejména
zvysuje nukleofilitu linkeru. HOBt hraje dalezitou roli pfi dodrZzovani chirality syntetizovanych
peptidd, resp. napojovanych aminokyselin, diky ¢emuz se v prib&hu syntézy nevytvari rizné
izomery. Nasledné je nutné odchranit aminoskupinu navazané aminokyseliny a obdobnym
zpusobem vytvotit peptidovou vazbu s dal§i aminokyselinou. Cely proces se pak nasledné
opakuje az do vytvoreni finalniho peptidu.

OH
/

‘N

N//
Fmoc\NH \‘(’\lj( Fmoc. Y Fmoc. H
+
R1J\COOH “
P o HN /L Q J\

ﬁ@whwwygﬁﬂgm

plperldmlDMF

D

Schéma 3: Syntéza peptidu na pryskyfici s Wangovym linkerem.

3.3.5 Chranici skupiny

Je znamo, ze vSechny aminokyseliny obsahuji nejméné jednu aminovou (-NH2) a jednu
karboxylovou (-COOH) koncovou skupinu Obe tyto skupiny umoiﬁuji aminokyseliném

vvvvvv

peptidl je ale nutné, aby Jedna skupina byla docasn¢ zablokovéna chranici skuplnou a zaroven
se zabrani reakci jednotlivych molekul aminokyselin mezi sebou. RovnéZ postranni fetézce
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aminokyselin, napt. u lysinu, cysteinu, threoninu apod. musi byt pfi syntéze peptidového
fetézce chranény, aby samy nepodléhaly reakci.

skupinou (9-fluorenylmethyloxycarbonylem)®® (Obrazek 6), ktera se

pouziva k protekci a-aminoskupiny dané aminokyseliny. Pii

imobilizaci prvni aminokyseliny na pryskyftici C-koncem je to tedy . T

vzdy karboxylova skupina, co reaguje s linkerem. Pied O O—<
@)

Nejcastéji se pii syntéze peptidi setkdme stzv. Fmoc chranici !

navazovanim dalsi latky do sekvence je nutné protektivni skupinu
odstranit a umoZnit tak dfive chranéné a-aminové skupiné

. F fadi i bazicky labilni chranici skupi jeh
feflgovrat morc ?adlme mezi bazicky labilni ¢ ran%m s 1_1p1ny ajeho o o 6 Protektivni
Stépeni  probiha obvykle v50% roztoku piperidinu v N,N-  skupina Fmoc.
dimethylformamidu (DMF) (Schéma 4).

Schéma 4: Stépeni Fmoc skupiny piperidinem.

Jak jiz bylo feCeno, nékteré aminokyseliny maji ve své struktufe jiné funkcni skupiny na
postrannim fetézci, napt. aminovou skupinu, kterou je také nutné chranit, aby nedochézelo
K nechténym reakcim. K témto Géelim slouzi protektivni skupiny jako napiiklad Boc (tert-
butyloxycarbonyl) nebo Mtt (4-methyltrityl). Na rozdil od Fmoc chranici skupiny jsou ob¢ tyto
skupiny Stépitelné v kyselém prostiedi, takze nedochazi k jejich odstranéni pii deprotekci
a-aminoskupiny v bazickém prostiedi. Naopak pti odstépeni peptidu z pryskyfice za pomoci
trifluoroctové kyseliny, jsou zarovei tyto protektivni skupiny odstépeny.

3.3.6 Reak¢ni nadoby

Na rozdil od syntézy v roztoku, ktera obvykle probiha ve sklenénych reakénich nadobéch, se
pro syntézu na pevné fazi nejcastéji pouzivaji bézné polypropylenové stiikacky s porézni fritou
uvniti. Jejich vyhodami je, Ze jsou cenové dostupné, odolné viici prakticky vSem chemikéliim
a je mozné zahiivat i na vyssi teploty. Diky snadné manipulaci se stiikatkami miiZzeme snadno
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provadét i vice reakci zaroven (Obrazek 7). Stiikacky také umoznuji snadné promyvani
polymeru v jednotlivych krocich reakce.

Obrazek 7: Paralelni syntéza vétsiho poctu peptidl v polypropylenovych stfikackach.

3.3.7 Vyhody a nevyhody syntézy na pevné fazi

Stejné jako tradiCni syntéza v roztoku i syntéza na pevné fazi ma své vyhody i1 nevyhody. Pti
vybéru strategie syntézy je vzdy nutné se zamyslet nad tim, jaka z metod bude pro dany zamér
vyhodnéjsi. Vyznamnou vyhodou syntézy na pevné fazi je, Ze ndm miize velmi uSetfit Cas.
Zatimco pii syntéze v roztoku se musi izolovat kazdy meziprodukt, ktery se musi piipadné Cistit
a nasledné pfipravovat na dalsi reakéni krok (navazovéni, rozpousténi), u syntézy na pevné fazi
muzeme cely tento proces pieskocit, diky ¢emuz usetfime ¢ast produktu, o kterou bychom pfti
izolaci mohli pfijit a zejména Cas potiebny pro pfipravu intermediatu na dalsi reakci. Dalsi
vyhodou solid-phase syntézy je snadné odstranéni rozpoustédel z reakéni smési promytim a
jednoduchd automatizace reakéni sekvence. Mezi nevyhody syntézy na pevné fazi patii
napiiklad vyrazné nadbyte¢né mnoZstvi reagencii, nutné pro kvantitativni prib¢h reakce a také
nutna optimalizace reakénich podminek, ktera zabere vice Casu nez u syntézy v roztoku.
Vysoka cistota kazdého reakéniho kroku je dilezita s ohledem na kone¢nou Cistotu findlni latky
a jeji vytézek. Jednotlivé vedlejsi produkty vzniklé na pryskyfici totiz nelze v prabéhu syntézy
odstranit, coz ve findle mize vyrazné komplikovat ¢isténi finalni slouceniny.
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4 CYKLICKE PEPTIDY

Struktura peptidu mtze byt bud’ linearni nebo cyklicka. Cyklické peptidy jsou oproti linedrnim
peptidim méné flexibilni, ale zato stabilnéjsi, odoIné&jsi vici degradaci enzymy, coz ptispiva k
jejich bioaktivité, a ¢asto maji schopnost snadnéji pronikat bunéénymi membranami.

Jak jiz bylo zminéno, cyklické peptidy maji velky vyznam v pfirod€, avSak diky jejich
vlastnostem jsou ¢im dal vice vyuzivany v riznych odvétvich primyslu a rozli¢nych oblastech
vyzkumu. Vysoka stabilita, vétsi selektivita, terapeutické vlastnosti a biologicka dostupnost
Z nich d€laji nepostradatelnou ¢ast moderni mediciny, kde hraji vyznamnou roli ve vyvoji
novych lé¢iv a vakcin, diagnostice a lécbé nadorovych i jinych onemocnéni, 1€cbé
neurologickych poruch, hormonalni terapii a v dalSich odvétvich. V kosmetické primyslu jsou
cyklické peptidy diilezitou slozkou mnoha ptipravkil na plet’ i vlasy, kde slouzi jako hydratacni
a aktivni latky a v primyslu potravindiském jsou vyuzivany jako konzervanty, sladidla,
zvyraziiovace chuti nebo dopliky stravy.

Obecné muzeme cyklické peptidy délit na homodetni, obsahujici pouze peptidové vazby, a
heterodetni, v jejichZ struktuie jsou pfitomné i1 vazby jiného charakteru, jako tteba disulfidové
nebo esterové. Dale je délime podle zpisobu uzavieni cyklu (Obrazek 8):

Head-to-Tail cyklické peptidy (backbone cyclization) — uzavieni cyklu je zptuisobeno tvorbou
peptidové vazby mezi koncovymi aminokyselinami

Side-Chain-to-Tail cyklické peptidy — funk¢éni skupina aminokyseliny na postrannim fetézci
peptidu reaguje s koncovou karboxylovou skupinou

Side-Chain-to-Side-Chain — vznika reakci postrannich fetézci dvou aminokyselin

Head-to-Side Chain — vznika reakci postrannich fetézci s aminoskupinou koncové
aminokyseliny.
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cyklizace cyklizace cyklizace cyklizace

Obrazek 8: Znazornéni jednotlivych typu cyklizace peptida.

K uzavieni peptidového cyklu miize dojit nékolika riznymi typy reakci. To, jaka reakce je pro
konkrétni peptid vhodna zalezi zejména na jeho struktufe, tedy na specifickych
aminokyselinach, ze kterych je peptid slozen.

4.1 Hlavni typy cykliza¢nich reakci

4.1.1 Nativni chemicka ligace (NCL)

Nativni chemicka ligace je reakce nejCastéji vyuzivana pro kondenzaci dvou kratSich peptida
pro tvorbu dlouhych oligopeptidii nebo proteint, avSak pii spravnych podminkach mutze tato
metoda byt aplikovana i pro cyklizaci peptidii.}* Pro tuto reakci je potfebny peptid s thioesterem
na jeho C-konci a cysteinem na N-konci. Reakce je zahajena transthioesterifikaci, kdy thiolova
skupina cysteinu atakuje thioester za vzniku thioesterového meziproduktu. Nasleduje acylovy

piesmyk thioesteru na amid, ¢imz je reakce dokoncena a cyklus uzavien (Schéma 5).%°

S-to-N acyl transfer

Schéma 5: Cyklizace peptidu NCL.**

Velkou vyhodou této reakce je jeji specificita; probihd pouze mezi cysteinem a thioesterem,
diky ¢emuz neni nutné chranit funkéni skupiny aminokyselin na postrannim fetézci. Dalsi

18



vyhodou je, Ze reakce probihd za mirnych podminek ve vodném prostiedi pii neutralnim pH,
coz z ni déla reakci velmi biokompatibilni.

4.1.2 Laktamizace

Jedna se o reakci, pii které dochdzi k tvorbé cyklického aminu kondenzaci aminové a
karboxylové skupiny za pouZiti aktivacniho c¢inidla jako naptfiklad EDC nebo DCC. Tato
metoda se da aplikovat pro vSechny zptisoby uzavieni cyklu, tj. head-to-tail, side chain-to-side
chain, side chain-to-tail i head-to-side chain (Obrazek 6). V piipadé head-to-tail cyklizace, kdy
spolu reaguji aminova skupina na N-konci peptidu a karboxylova skupina na C-konci, je pro
omezeni nechténych reakci nutné vSechny funkc¢ni skupiny na postrannim fetézci pokryt
chranici skupinou side chain-to-side chain a side chain-to-tail cyklizace se da dosahnout, pokud
jsou v postrannim fetézci peptidu obsazeny bazické a kyselé aminokyselinové zbytky jako je
naptiklad lysin a kyselina asparagova. Produkty reakce jsou velmi stabilni, ovS§em vytézky jsou
casto pon¢kud nizké. Tato metoda je stejné jako NCL biokompatibilni, a proto se vyuziva
napiiklad pro tvorbu bioaktivnich cyklickych peptidt.t®

H N c N Cc
N N c H H < -
a N N N
o} o o

head-to-tail side chain-to- tail-to-side head-to-side
side chain chain chain
lactamisation

Schéma 6: Zptisoby uzavieni cyklu laktamizaci.*®

4.1.3 Tvorba disulfidovych mistki

Disulfidovymi mistky (disulfide bridges) se rozumi vazba mezi thiolovymi skupinami na
postrannim Fetézci dvou cysteinovych zbytka vznikajici obycejnou oxidaci (Schéma 7).
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Schéma 7: Oxidace thiolt za tvorby disulfidové vazby.

Nejefektivnéji probiha tato reakce za mirné alkalického pH, jeZ zvysSuje nukleofilitu cysteinu.
V ptipadé, ze peptid obsahuje vice cysteinovych zbytkd, mize byt obtizné kontrolovat mezi
kterymi z nich vazba vznikne. Proto byla vyvinuta metoda'’ vyuZivajici nepiirodni
aminokyseliny penicillaminu (Pen), jez zabrani tvorbé nepreferovanych regionalnich izomerd;
pfi reakci je upfednostnénd tvorba heterosulfidu Cys-Pen, nez
homosulfidu ~ Cys-Cys/Pen-Pen.!*  Mezi  vyhody  peptidi
cyklizovanych disulfidovymi vazbami patfi naptiklad jejich
riznorodd bioaktivita, schopnost pronikat do buné€k, proteolyticka
stabilita a odolnost vii¢i neptiznivym podminkam jako je kyselé pH
nebo vysoka teplota.'® Ptikladem peptidu s timto druhem vazby je
naptiklad peptidovy hormon oxytocin, jehoz cyklus je uzavieny

vvvvvv

jako napiiklad Kalata B1 wvykazujici antibakterialni aktivitu
(Obrazek 9), obsahujici az tfi tyto vazby, které jim poskytuji vetSi Obrazek 9: Kalata B1.16
stabilitu.

4.1.4 Tvorba thioetheru

Dalsi metoda vyuzivajici cysteinovych zbytkd pro uzavieni peptidového cyklu je tvorba
thioether alkylaénimi a arylaénimi reakcemi. Ptikladem je metoda zaloZena na chemicky

selektivnich nukleofilnich substitu¢nich reakcich mezi thiolovou a bromoacetylovou skupinou.
(Schéma 8).14
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Schéma 8: Tvorba thioetherové vazby nukleofilni substituci.!*

Dalsi zpiisob vyuzivajici tvorby thioetherd pro cyklizaci peptidi najdeme u prirozené se
vyskytujicich antimikrobidlnich peptidt jako lanthipeptidy a sektipeptidy, obsahujici serinové
nebo threoninové zbytky, kde je tato vazba vytvofena jako dusledek jejich enzymatické
dehydratace a nasledné Michaelové adici za vzniku lanthipeptidového miistku® (Schéma 9).

(o) o o
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Schéma 9: Tvorba lanthipeptidového miistku.®

Vyhodami téchto metod je jejich selektivita, stabilni produkty a vysoké vytézky. Naopak
nevyhodou miZze byt potieba chranit ostatni funkéni skupiny, nebo mozna oxidace thiolt. 8

4.1.5 Click reakce

Kdyz byl za¢atkem 21.stoleti pfedstaven novy synteticky ptistup zvany ,.click reakce*!31° doslo
k vyznamnému rozvoji organické syntézy, kde se zaCaly vyuZzivat katalyzatory na bazi
pfechodnych kovi. Tyto katalyzatory se ukéazaly byt velmi G¢inné a naSly uplatnéni 1 pfi
cyklizaci peptidi. Hlavnim typem click reakci je naptiklad azid-alkynovéa cykloadice.”® U
tohoto zplsobu vyuziti kov aktivuje reakci mezi modifikovanymi aminokyselinami nesoucimi
alkynovou a azidovou skupinu za vzniku triazolového cyklu.
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CUAAC — meédi katalyzovand azido-alkynova cykloadice byla ptivodné vyvinuta pro spojovani
kratSich peptida a vytvareni tak delSich sekvenci, v roce 2005 vSak byla poprvé aplikovéana pro
cyklizaci peptidi.'® Vyuziva méd jako katalyzator reakce, kdy dochdzi ke spojeni azidové a
alkynové funkéni skupiny za vzniku 1,4-disubstituovanych 1,2,3-triazold (Schéma 10). Reakce
je vhodna pro vSechny druhy cyklizace peptidi (head-to-tail, side-chain-to-side-chain, side-
chain-to-tail i head-to-side chain). Jeji velkou vyhodou je, Ze struktura vzniklého triazolového
kruhu je velmi podobna struktufe peptidové vazby. Také je kompatibilni s nechranénymi
funkénimi skupinami, ma vysokou selektivitu a muZze probihat za mirnych podminek.
Nevyhodou zase mlize byt nutnost zavadéni ptisluSnych funkénich skupin do peptidu a obtizné
kontrolovani pribéhu reakce, protoze vychozi latka a produkt maji stejnou molekulovou
hmotnost. Nejvétsim rizikem reakce je ale mozna oxidace médi ve fyziologickém prostiedi, jeZ
muze vést i k degradaci peptidu. Pro snizeni tohoto rizika se proto vyuziva ligandt zalozenych
na tris(triazolylmethyl)aminu, nebo se reakce provadi za anaerobnich podminek pro uplné
zabranéni oxidace.'* Dalim potencidlnim nebezpecim je komplexace peptidil ionty médi, ¢imz
muze dochéazet jednak ke zméné jejich konformace a jednak k zanaSeni tohoto tézkého kovu do
intracelularniho systému.

V&
Z2-2
Z y

CuAAC

Schéma 10: Mé&di katalyzovana azyd-alkynova cykloadice.'®

Strain-promoted azid-alkynova cykloadice (SPAAC) piedstavuje vhodnou a vice
biokompatibilni alternativu CuAAC, bez vyuziti médi. Je to [3+2] cykloadi¢ni reakce mezi
azidem a cykloalkynem, jez vyuzivé kruhového pnuti cyklooktynového systému, které snizuje
aktivacni energii reakce a tim umoziuje jeji priibéh za fyziologickych podminek.?! Pro priibéh
reakce musi byt nejdiive na peptid selektivné zavedena azidova a cyklooktynové skupina a
jejim produktem je stabilni triazolovy kruh (Schéma 11). Reakce je vysoce selektivni, protoZe
nezahrnuje Z4dné kovové ionty je biokompatibilni a mize probihat v Zivych systémech. Tyto
vlastnosti z ni délaji skvély nastroj pro znaceni biomolekul, modifikaci bunééného povrchu,
syntézu biokonjugatii a také cyklizaci peptidi.*®
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Schéma 11: Azido-alkynova cykloadice podporovana pnutim cyklooktynového kruhu.

4.1.6 Olefinova a alkynova metateze

Tato metoda se stala velmi popularni po objeveni Grubbsovych katalyzatorti prvni a druhé
generace v 90. letech minulého stoleti. V roce 2000 byla pouzita pro modifikaci a cyklizaci
a-helikalnich peptidi (RCM — Ring-closing metathesis) (Schéma 12), pficemz byl poprvé
navrzen koncept peptidového staplingu.?? Tato metoda je vhodna pro modifikaci relativné
velkych a slozitych molekul diky jeji toleranci k vétSin€ funkénich skupin, vysokému vytézku
a moznosti ji provadét jak na pevné, tak i v kapalné fazi.!* Pro cyklizaci peptidii pomoci RCM
existuje nekolik strategii. Nejcasteji se pouziva Grubbsiiv katalyzator obsahujici ruthenium.
Tento katalyzator ma vSak nezddouci U¢inek — muze zpusobovat degradaci biologickych
molekul jako jsou DNA a proteiny.?® Aby se tomuto problému piedeslo, pfidava se do reakéni
smési velké mnozstvi hofe¢natych iontli, které plsobi jako ochranné cinidlo a zabranuji
nezadoucimu rozpadu biomolekul. Alternativni strategii je pouziti katalyzatoru na bazi
molybdenu, ktery ale vykazuje mnohem nizsi aktivitu nez Grubbsuv katalyzator, a proto se tato
strategie vyuziva jen ojedingle.?

RCM

Schéma 12: RCM cyklizace.
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4.1.7 Vyuziti neprirodnich aminokyselin pro cykliza¢ni reakce

DalSim modernim nastrojem pro syntézu a modifikaci peptidii je vyuziti nepfirodnich
aminokyselin (Schéma 13). Mezi hlavni typy pouzivanych nepfirodnich aminokyselin patii
naptiklad o-allyl-seriny nebo o-allyl-threoniny, azidohomoalanin, propargylglycin, lysinové
derivaty s riznymi funkénimi skupinami ¢i aminokyseliny s dlouhymi alkynovymi fetézci.
Takové aminokyseliny maji na svém postrannim fetézci specifické reaktivni skupiny, jez
poskytuji aminokyselinam unikatni vlastnosti. Nejbéznéjsi metodou je tzv. inkorporace
aminokyselin s alkenovymi skupinami, které umoziuji naslednou cyklizaci pomoci jiz zminéné
metateze (RCM).?® Nepiirodni aminokyseliny s azidovymi a alkynovymi skupinami se zase
vyuzivaji v click reakcich, kdy spolu reaguji za vzniku triazolového kruhu. Vyhodou jejich
vyuziti je zejména piesna kontrola mista cyklizace, vysoka selektivita a moznost rliznych typt
vy$si naklady, nebo riziko ovlivnéni biologické aktivity latek.?® I pres tato omezeni se ale
nepiirodni aminokyseliny staly popularnimi jak v peptidové chemii, tak pii vyvoji novych
1€c¢iv.

OAc H
N

H
N
A D
1 g Pd(OAC),

AgBF4

Schéma 13: Priklad cyklizace peptidu vyuzivajici nepfirodni aminokyseliny (diiodoacetyltyrosin a indolové jadro
tryptofanu).t4

4.1.8 Shrnuti kapitoly o cyklickych peptidech

Dalsich strategii pro cyklizaci peptidi je jesté celd fada. Mohli bychom se setkat naptiklad
Sriznymi velmi biokompatibilnimi enzymatickymi metodami, nebo tfeba s fotocykloadici
vyuzivajici fotoreaktivnich skupin peptidu a dalSimi.

Diky vysoké stabilité, terapeutickym vlastnostem a dal$im pfiznivym vlastnostem se staly
cyklické peptidy vyznamnou soucasti tvorby novych 1é¢iv. Proto bylo v pribéhu poslednich
desetileti objevovano spoustu metod pro cyklizaci peptidil, které se od sebe liSi zejména
pozadovanymi sekvencemi peptidl a reakénimi podminkami. Kazda z téchto metod ma své
vyhody, ale také urcité nevyhody, coZ motivuje k objevovani stale novych piistupl. Inspiraci
pro tuto Stredoskolskou odbornou c¢innost bylo navrzeni nové metody cyklizace peptidi
vyuzivajici reakce mezi lysinem a tyrosinem za pomoci diazoniové soli aminobenzoové
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kyseliny. V ramci mé prace se nam podafilo tuto metodu nejen navrhnout, ale také prakticky
ovétit. Naplni tohoto projektu je tedy pfedstavit tuto metodu, popsat jeji jednotlivé kroky, a
nakonec zhodnotit jeji potencial pro praktické vyuziti.

5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Stabilita diazoniové soli

Diazoniové soli jsou organické sloudeniny obsahujici skupinu N2*. ProtoZe je tato skupina
jednoduse nahraditelna jinymi funk¢énimi skupinami, déla z diazoniovych soli vysoce reaktivni
slouc¢eniny Casto vyuzivané jako meziprodukty v organické syntéze. Diky jejich iontovému
charakteru jsou tyto soli velmi dobie rozpustné ve vode. Diazoniové soli vznikaji reakci, tzv.
diazotaci, primarnich aromatickych amint s kyselinou dusitou za nizké teploty (0-5 °C)
(Schéma 14). ProtoZe je kyselina dusita sama o sobé nestabilni, vétSinou se piipravuje in situ
reakci dusitanu sodného se silnou mineralni kyselinou, napt. kyselinou chlorovodikovou.

®
NH, N, Cl

S
+ NaNO, + 2HC| —— © + NaCl + 2H,0

Schéma 14: Ptiklad diazotacni reakce provedené u anilinu.

Stabilita diazoniovych soli je ovlivnhéna zejména teplotou, typem dalSich substituentii a
prostiedim. Je zndmo, ze diazoniové soli jsou nejstabilnéjsi pii nizkych teplotach (0-5 °C). Pti
vyssich teplotach dochézi ve vodé k jejich rozkladu za uvolnéni dusiku a vzniku fenolt. Jelikoz
teplotni stabilita roztoki diazoniovych soli pro jednotlivé substitu¢ni derivaty neni piili§
prozkoumana a je znamo, ze je mozné izolovat diazoniové soli i vV pevném stavu, mizeme se
domnivat, Ze nékteré diazoniové soli nemusi byt ve vodnych roztocich okamzité hydrolyzovany
ani pii vyrazné vyssich teplotach. Tato vlastnost by usnadnila reakci s peptidy, ktera by mohla
byt provadéna za laboratorni teploty a v budoucnu by se mohla vyuzit pfi reakci peptida
S diazoniovymi solemi za fyziologickych podminek. Pro nase ucely, kdy chceme vyuZzit
aktivovanych esterti diazoniovych soli odvozenych od aminobenzoovych kyselin, jsme proto
potiebovali nejprve ovéfit stabilitu prave takovychto nebo podobnych derivata.

Pro testovani stability diazoniové soli jsme se rozhodli vyuzit UV-VIS spektrofotometrii. Jako
modelovy substrat byla zvolena diazoniova siil kyseliny anthranilové (2) (Schéma 15). Kyselina
anthranilova (1) je levna a dostupna sloucenina a je mozné se domnivat, ze podobné latky, jako
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je m- nebo p-aminobenzoova kyselina ptipadné jejich estery budou mit stabilitu svych
diazoniovych soli obdobnou.

® O
ek N, Cl OH
COOH
HCI/ NaNO, / H,0 COOH 4,0 COOH
1 2 3

Schéma 15: Ptiprava diazoniové soli kyseliny anthranilové a jeji rozklad na kyselinu salicylovou.

Diazoniova sil kyseliny anthranilové (2) byla ptipravena diazota¢ni reakci s dusitanem sodnym
V kyselin¢ chlorovodikové. Reakéni smés byla nafedéna ultracistou vodou a byla zmétena
absorbance v UV-VIS oblasti elektromagnetického spektra. Stejnym zptisobem byla namétena
i absorbance kyseliny salicylové (3), na kterou se diazoniova stl (2) postupem ¢asu rozklada.
Ptedpokladalo se, ze ptipadny rozdil absorpcniho spektra muze slouzit jako néstroj pro snadné
odliseni kyseliny salicylové (3) diazoniové soli (2). Bohuzel v UV-VIS spektrech nebyl
pozorovan zadny rozdil absorpéniho signalu pro diazoniovou sil (2) ve srovnani se
spektrem kyseliny salicylové (3), jako jejim rozkladnym produktem, coz ¢ini tuto metodologii
nevhodnou pro zjisténi stability (Obrazek 10).
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——Diazoniova sul Kyselina salicylova

Absorbance

Obrazek 10: UV-VIS spektra diazoniové soli kyseliny anthranilové a kyseliny salicylové.

Meéfeni stability pomoci UV-VIS spektrofotometru bylo tedy nahrazeno LC-MS analyzou. Bylo
predpokladano, ze stabilita diazoniové soli by mohla byt vyhodnocena opakovanym méfenim

26



vzorkl stejné koncentrace odebranych v definovanych ¢asovych intervalech. Podle ocekévani
by se plocha piku diazoniové soli méla ¢asem postupné zmenSovat, a naopak plocha piku
salicylové kyseliny postupné rast.

Diazoniova sul (2) byla tedy pfipravena znovu analogickym zptsobem jako v predchozim
ptipad¢ a byla zanalyzovana pomoci LC-MS. Produkt byl poté vlozen do inkubatoru s teplotou
nastavenou na 37 °C pro simulaci fyziologické teploty. Nasledoval proces, kdy z inkubatoru
byla kazdych 15 minut odebirana a analyzovana alikvotni ¢ast smési. Na obrazku 11 lze
pozorovat rozdil mezi obsahem diazoniové soli ve vzorku béhem prvniho a posledniho méteni.
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Obrazek 11: Pfitomnost diazoniové soli ve vzorku v ¢ase t=0 min a t=135 min.

Z Grafu 1 je vidét postupny ubytek diazoniové soli ve vzorku a jeji rozklad na kyselinu
salicylovou.
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Rozklad diazoniové soli na salicylovou kyselinu (37 °C)
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Graf 1: Rozklad diazoniové soli kyseliny anthranilové v €ase na kyselinu salicylovou.

Ziskané vysledky potvrdily, ze béhem 30 minut dochazi k rozkladu diazoniové soli pouze
Z 6 %. Tato doba a mala mira rozkladu by méla byt dostatecnd pro vyuziti diazoniovych soli
odvozenych od aminobenzoovych kyselin pro nasSe cykliza¢ni reakce.

5.2 Priprava aktivovaného esteru a jeho diazoniové soli

Po ovéfeni stability diazoniové soli anthranilové Kkyseliny, diky niz mtze dojit k reakci
S tyrosinem, jsme se vénovali pfipravé aktivovaného esteru, ktery naopak ma byt schopen
reagovat s aminoskupinou lysinu na jeho postrannim fetézci. Uspotadanim diazoniové soli a
aktivovaného esteru do jedné molekuly by pak mohl vzniknout spojovaci prvek mezi dvéma
aminokyselinami (typicky tyrosinem a lysinem), coz by mohlo vést k cyklizaci peptidu.
K ptipravé tohoto esteru byla zvolena kyselina 3-aminobenzoové, jez se od anthranilové
kyseliny, na niz byla zkoumana stabilita jeji diazoniové soli, li$i pouze v poloze aminoskupiny.
Aktivované estery jsou vyznamné slouceniny pro organickou syntézu. Na rozdil od samotnych
karboxylovych kyselin nebo neaktivovanych esterii jsou vice reaktivni, a to zejména
s nukleofilnimi ¢inidly, naptiklad aminy. Jednou z b&éznych metod pfipravy aktivovanych
estertl je reakce s karbodiimidovymi ¢inidly. ProtoZe je ester v této formé nestabilni a nachylny
na hydrolyzu, je nutné jej prevést na stabilngjsi derivat, napt. reakci s hydroxybenzotriazolem
(HOBY) ¢i N-hydroxysucinimidem (NHS), ktery jsme také zvolili pro tuto praci (Schéma 16).
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Schéma 16: Aktivace karboxylovych kyselin karbodiimidy (EDC nebo DIC) a jejich nasledna reakce s HOBt nebo
NHS.

Nejprve bylo nutné vybrat a ovétit vhodné karbodiimidoveé Cinidlo. Jako prvni experiment byl
testovan mirné upraveny literarni postup.?” K roztoku 3-aminobenzoové kyseliny (4) a NHS
(9b) v DCM byla pfidana hydrochloridova sl 1-ehyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide,
tzv. EDC (5a). Touto reakci se sice podatilo ziskat pozadovany produkt (7b) (Schéma 16), ale
také se vjejim prabéhu vytvofilo nckolik necistot. Piedpokladali jsme, ze kyselina
chlorovodikova tvotici s EDC stl mohla zptisobit nizkou rozpustnost tohoto reagentu v DCM
a tim padem 1 snizit reaktivitu, a proto byl v nasledujicim experimentu pfidan triethylamin
(EtsN) jako zasada, ktera by meéla tuto kyselinu chlorovodikovou vézat a zpusobit tak
potencialni zvyseni reaktivity EDC. Vysledkem této reakce byl opét pozadovany produkt (7b),
tentokrat ale s mensim podilem necistot.

Druhé testované aktivaéni ¢inidlo byl diisopropylkarbodiimid (5b), tzv. DIC (Schéma 16), které
se nakonec ukazalo byt pro nase ucely vhodnéjsi, protoze pii jeho pouziti probihala reakce
kvalitnéji. Reakci tohoto aktivovaného esteru (6b) se sukcinimidem vznikl aktivovany ester
(7b) ve vytézku 58 %.

Dalsi reakéni krok, ktery bylo potieba prozkoumat, byla pfeména tohoto sukcinimidesteru
kyseliny 3-aminobenzoové (7b) na diazoniovou sul (10) (Schéma 17), ktera by mohla reagovat
s tyrosinem diky piitomnosti diazoniové skupiny a s lysinem diky pfitomnosti aktivovaného
esteru.
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Schéma 17: Diazotace aktivovaného esteru kyseliny 3-aminobenzoové.

Bohuzel ve spektru LC-MS nebyl pozorovan zadny signal odpovidajici pozadovanému
produktu, protoze diazotizace aktivovaného esteru 3-aminobenzoové kyseliny (7b) byla
neuspeésna. Vzhledem ke Spatné ionizaci a vysoké polarité slouc¢enin (n€kolik pikli na samém
zaCatku chromatogramu) neni identifikace jednotlivych sloucenin jednoznacna.

Peptidy jsou obecné citlivé na siln€ kyselé prostredi, které mize zplsobit jejich denaturaci.
Rovnéz stabilita esteru v silné kyselém prostiedi bude nizka, coz miize byt diivodem vyse
uvedeného rozkladu. Z tohoto divodu jsme otestovali, zda je pii diazotaci esteru mozné
nahradit dusi¢nan sodny V pfitomnosti kyseliny chlorovodikové dusitanem amylnatym. Pii
pouziti dusi¢nanu sodného je totiz nutné pfidat kyselinu chlorovodikovou, kterd vytvari
kyselinu dusitou, jez nasledné¢ umozni diazotaci esteru. Pokud bychom misto NaNO> pouzili
amylnitrit, reakce by mohla probéhnout v organickém rozpoustédle pii mirnych reak¢nich
podminkach a riziko denaturace peptidu by se tak snizilo. Zaroven by bylo potencidlné mozné
piipravit derivat (10) (Schéma 17) a uskute¢nit obé reakce vedouci k cyklizovanému peptidu
v jednom kroku.

K ovéfeni vyse uvedené hypotézy jsme provedli reakci aktivovaného esteru kyseliny 3-amino-
benzoové (7b) s amylnitritem at’ uz v THF nebo DMSO za ptitomnosti katalytického mnozstvi
kyseliny trichloroctové. Na zakladé LC-MS analyzy reakéni smési, provedené po 5 minutach
michani pti laboratorni teploté, byl s nejvétsi pravdépodobnosti ziskan 1,3-diaryltriazen (11b).
Nas ptedpoklad ohledné vzniku 1,3-diaryltriazent byl dale podpofen analogickou transformaci,
kde byla misto jejiho aktivovaného esteru vyuzita kyselina 3-aminobenzoova (4) (Schéma 18).
Kromé toho byl velmi podobny synteticky postup jiZ Uspé€Sné pouzit pro pripravu fady
farmaceuticky aktivnich 1,3-diaryltriazenti, jak uvadi Cappoen a spol.?® Stejnym zptisobem
bylo dale testovano i pouziti tert-butylnitritu, které ale vedlo k podobnému vysledku jako
Vv pfipad€ amylnitritu.

30



O

o o)
HoN R’ RNy CCI;COOH (kat.) R! NN »
’ o ¥ ° © O SN~ o
a) amyl R2 = (CH3),CH(CH,),- DMSrOt/ THF

b) tert-butyl R% = (CH3)5C-

4R"=H 1MaR'=H
o} o}
TbR'= E—N;> 1bR'= §_N§>
o o

Schéma 18: Tvorba 1,3-diaryltriazend v pfitomnosti organickych dusitant.

Pfi dalsim pokusu byl do suspenze kyseliny 3-aminobenzoové, tyrosinu a EtsN v DMSO po
kapkach pfidan amylnitrit. Predpokladali jsme, Ze postupné pfidavani organického dusitanu do
reak¢ni smési by mohlo vést k postupné tvorbé odpovidajici diazoniové soli, ktera by pak mohla
byt okamzité spotfebovana pii nasledné azokopulaci s tyrosinem. Tato modelova reakce by
méla simulovat ptistup, kdy bude kyselina aminobenzoova jiz navazana na lysin v peptidu a
naslednou diazotaci by doSlo k reakci s pfitomnym tyrosinem diive nez k vedlejSim reakcim.
Tento postup by umoznil nepouzivat v tomto kroku siln€ kyselé prostiedi. Bohuzel, ani v tomto
piipad€ nebyl pozorovan zadny pozadovany produkt. Na zéklad¢ analyzy vSech provedenych
reakci jsme dospéli k zavéru, Ze pouziti amylnitritu ¢i tert-butylnitritu misto dusi¢nanu sodného
neni pro nase ucely vhodné.

Na zaklad¢ vyse uvedenych poznatkl byla dalsi pozornost zamétena na dvoustupnovy proces
cyklizace, kdy zamérem bylo nechat nejprve zreagovat aminoskupinu postranniho Fetézce
lysinu na pfislusném peptidu s aktivovanym esterem m-aminobenzoové kyseliny (7b), nasledné
provést diazotaci aminoskupiny (13) za vzniku diazoniové soli (14) a podstoupit reakci
S tyrosinem za vzniku finalniho produktu (15) (Schéma 19).

1.HC (aq) 1.NaOH (aq)
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Schéma 19: Navrh dvoustupiiového procesu cyklizace peptidu.
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5.3 Dvoustupnova cykliza¢ni reakce

Pted samotnym vyvojem protokolu pro dvoustupiiovou ptipravu cyklizovaného peptidu bylo
nutné nejprve otestovat, zda bude diazoniova sill odvozena od derivatu 3-aminobenzoové
kyseliny reagovat s fenolovou ¢asti tyrosinu a osvojit si proces piipravy diazoniové soli a jeji
kopulacni reakce. Pro tyto ucely jsme vybrali modelovou reakci kyseliny 3-aminobenzoové s p-
kresolem, ktery by mé¢l imitovat fenolickou ¢ast tyrosinu. K roztoku 3-aminobenzoové kyseliny
ve vodném roztoku kyseliny chlorovodikové byl pii pH 0-1 a teploté 0-5 °C piidan vodny
roztok dusitanu sodného, coz vedlo k tvorbé diazoniové soli. Nasledné byl k reakéni smési
pomalu pfidavan ochlazeny roztok p-kresolu v 1 M NaOH. Reak¢ni smés se okamzité zbarvila
do Cervena, coZ je typické pro tvorbu azoslou€enin a nepifimo se tak potvrdila uspésna
azokopulace mezi diazoniovou soli a p-kresolem (Schéma 20).

COOH
1. HCI (aq)
COOH CHs 2. NaNO, (aq)
3. NaOH (aq) N
+ occ Ao
3
NH, 4. HCI (aq)
OH HO
4 16 17

Schéma 20: Modelova diazotace a nasledna azokopulace kyseliny 3-aminobenzoové s p-kresolem.

O aspéchu této reakce sveédci i vysledek LC-MS analyzy (Obrazek 12).
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Obrazek 12: LC-MS analyza (m/z = 257 [M+H]") latky 17 vzniklé azokopulaci 3-karboxybezendiazoniumchloridu
s p-kresolem.

Poté, co byly ovéfeny podminky pro tspésnou azokopulaci s kresolem, byly tyto podminky
aplikované pfimo na tyrosin. Jejim vysledkem bylo opét tispéSné spojeni fenolové Casti tyrosinu
s diazoniovou soli aminobenzoové kyseliny (Schéma 21).

@) OH o OH
1. HCI (aq)
COOH NH, 2. NaNO, (aq)
3. NaOH (aq) NH,
0-5°C
+
NH, 4. HCI (aq) HOOC N\\N
OH @ I
4 18 19

Schéma 21: Diazotace 3-aminobenzoové kyseliny a nasledna azokopulace s tyrosinem.

Dalsim krokem bylo ovéfit, zda je azokopulace diazoniové soli S tyrosinem mozna i v piipadé,
kdy je tyrosin vazany mezi dal§imi dvéma aminokyselinami. K tomuto uéelu byl pouzit peptid
slozeny ze tii aminokyselin S koncovou aminoskupinou chranénou acetylem HOOC-Ala-Tyr-
Gly-NH-COCH3 (21). Nejprve byla 3-aminobenzoova kyselina (4) rozpusténa v DMSO a
nasledn¢ byla provedena diazotace ptidanim HCI:H.O (1:3 V/V) a vodného roztoku NaNO- pfi
teploté 0-5 °C, coz vedlo k zabarveni reak¢éni smési do svétle zluta. Do vzniklého roztoku byl
pridan peptid (21) rozpustény v DMSO a pH bylo upraveno pomoci vodného roztoku NaOH
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na hodnotu 9. Bezprostfedné po upravé pH bylo pozorovano zhoustnuti roztoku a zména
zbarveni na tmavé ervenou, coZ indikovalo pribéh reakce. Usp&snost azokopulace za vzniku
azoslouceniny (22) (Schéma 22) byla nasledné potvrzena pomoci LC-MS analyzy.

OH

o y N
N o N’ OH
COOH 1. HCI (aq) coon 1. HO EE/H ¥
2. NaNO, (aq) 21 %6 Nj]/ HO)H/ NH 4
— @ o 0 O)\,Nm/
NH N
P 20 2. NaOH (aq) 22 0
3. HCl (aq)

Schéma 22: Azokopulace 3-aminobenzoové kyseliny (4) s tripeptidem HOOC-Ala-Tyr-Gly-NH-COCHjs (21).

Dale bylo nutné najit vhodné podminky, pii kterych bude aminoskupina lysinu reagovat
s aktivovanym esterem. Tyto podminky byly testovany ve Cctyfech mikrozkumavkach.
Reaktanty v prvni zkumavce tvotil pouze samotny aktivovany ester rozpustény v DMSO a
tripeptid HOOC-Tyr-Gly-Lys-NH-COCHs (23a), ve formé viskozniho roztoku v DMSO.
V druhé zkumavce probihala zcela stejnéd reakce jako v predchozi, ale teplota byla po celou
dobu nastavena na 50 °C. Reakce v tfeti zkumavce probihala opét pii pokojové teploté, ale od
téch ptedchozich se liSila v piidani EtzsN. Posledni zkumavka byla opét vystavena teploté 50 °C
a bylo do ni pfiddno EtsN. Po uplynuti jedné hodiny od zacatku reakci byly zanalyzovany
vzorky ze vSech mikrozkumavek pomoci LC-MS analyzy.

Porovnanim vSech ¢tyi chromatogramu se nam potvrdilo, ze reakce mezi lysinem a esterem
probiha nejlépe v bazickém prostiedi pti teploté 50 °C. Pfidani baze totiz mize zabranit vzniku
pozitivniho naboje na aminoskupiné lysinu, ktera je poté schopna atakovat esterovou skupinu
(Schéma 23).
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Schéma 23: Nukleofilni substituce tripeptidu HOOC-Tyr-Gly-Lys-NH-COCHjs (23a) s aktivovanym esterem
(7b).

Po tomto poznatku jsme se rozhodli vyzkouset obé reakce (nukleofilni substituce (lysin) a
azokopulace (tyrosin)) konsekutivné na stejném peptidu a tim vytvofit cyklus spojujici peptid
a ester (Schéma 24).
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Schéma 24: Navrh dvoustupniové reakce pro cyklizaci modelového peptidu HOOC-Tyr-Gly-Lys-NH-COCHs
(23a).

Prvnim krokem reakce bylo navazani aktivovaného esteru 3-aminobenzoové kyseliny (7b) na
lysin v peptidu (23a). K roztoku peptidu a aktivovaného esteru v DMSO byl pfidan EtsN a po
90 minutach byl zanalyzovan vzorek produktu, coz potvrdilo uspéSnou reakci a mohlo se tak
dale pokracovat s diazotaci vzniklého produktu (24) a naslednou azokopulaci s tyrosinem
(Schéma 24). Reak¢éni smés v DMSO byla nejprve ziedéna vodnym roztokem HCI a poté byl
po kapkach pfidan roztok dusitanu sodného v ultraCisté vodé, pficemz reakéni smés byla
ochlazena na 0-5 °C. Po zhruba tfech minutach pak bylo upraveno pH roztoku pomoci 1 M
NaOH na hodnotu 9. Roztok se okamzité zbarvil do tmaveé ¢ervené barvy. Nasledna analyza
potvrdila uspésnou azokopulaci mezi tyrosinem a arylaminovou skupinou a tim padem uspésné
uzavieni cyklu za vzniku produktu (26a) (Schéma 24).
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Uspéch této reakce byl pro tuto praci klicovy. Nésledné bylo nutné provést nékolik
experimentt, aby se zjistilo, zda je reakce vhodna i pro rizné peptidové sekvence.

5.4 Testovani riznych peptidi

Poté bylo na fadé¢ otestovat selektivitu reakce neboli to, na jaké aminokyselinové sekvence je
mozné ji aplikovat. Bylo tedy nutné pfipravit n¢kolik modelovych peptidi s rliznymi
kombinacemi aminokyselin a nasledné na nich cyklizacni reakci vyzkouset. Sekvence
obsahovaly tfi az pét aminokyselin. Seznam testovanych peptidi byl vloZen do tabulky
(Tabulka 1).

Oznaceni 1. krok — 2. krok — Oznaceni

vychozih Peptidova sekvence Nukleofilni | Azokopula | cyklického

o0 peptidu substituce ce peptidu
23a HOOC-Tyr-Gly-Lys-NH-COCHz3 v v 26a*
23b HOOC-Tyr-Lys-NH-COCHzs v v 26b
23c H2N-CO-Lys-Ala-Tyr-NH-COCHs v v 26¢
23d H2N-CO-Tyr-Ala-Ala-Lys-NH-COCHzs v v 26d
23e HOOC-Tyr-Ala-Ala-Lys-NH-COCHs v v 26e
23f H2N-CO-Lys-Ala-Ala-Tyr-NH-COCHs v v 26f
239 HOOC-Tyr-Ala-Ala-Ala-Lys-NH-COCH3 v v 264
23h HOOC-Lys-Ala-Ala-Ala-Tyr-NH-COCHzs v v 26h
23i HOOC-Tyr-Val-Ala-Lys-NH-COCHzs N4 v 26i
23j HOOC-Tyr-Phe-Ala-Lys-NH-COCH3 N4 v 26j
23k HOOC-Tyr-Gly-Phe-Lys-NH-COCHz3 v v 26k
23l HOOC-Tyr-Phe-Lys-NH-COCH3 v v 26l
23m HOOC-Tyr-Ala-fAla-NH> v v 26m
23n HOOC-BAla-Tyr-Ala-Lys-NH-COCH3 v v 26n
230 HOOC-BAla-Tyr-lle-NH> v X -
23p HOOC-Val-Tyr-Ala-Phe-NH> vO X -
23q HOOC-Tyr-Leu-Pro-NH JO X -
23r HOOC-Tyr-Ala-Cys-NH-COCHj3 X0 - -
23s HOOC-Tyr-Ala-Ser-NH-COCH3 X - -
23t HOOC-Tyr-Ala-Thr-NH-COCH3 X - -
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23u HOOC-Tyr-Ala-His-NH-COCH3 X0 - -
23v HOOC-Phe-Ala-Arg-NH-COCHzs X - -

Tabulka 1: Seznam peptidovych sekvenci testovanych pro cykliza¢ni reakci.

* — Reakce byla provedena v analytickém mnozstvi. Jeji prubéh byl sledovan pomoci LC-MS.
Konec¢ny produkt nebyl izolovan.

v/ — Reakce probiha hladce

v O — Reakce probiha podstatné pomaleji

X O — Reakce je velmi pomala nebo poskytuje ocekavany produkt pouze ve stopovém mnozstvi.

X — Reakce neprobiha viibec nebo vznika neidentifikovatelna smés produktt.

Na zéklad¢ ziskanych vysledkl Ize fict, ze nejvhodnéj$i aminokyselinou pro nukleofilni
substituci s aktivovanym esterem je lysin. V piipadé jinych aminokyselin, které by mohly
rovnéz podléhat reakci s aktivovanym esterem, jako je cystein, serin, threonin, histidin nebo
arginin totiz reakce neprobiha vubec, nebo je jejim vysledkem jen malé mnozstvi pozadovaného
produktu. Tento jev je pravdépodobné zptsoben tim, Ze postranni fetézce téchto aminokyselin
nejsou dostatecné nukleofilni na to, aby reakce probihala kvalitnéji. V pripad¢ cysteinu, serinu
a threoninu pak muze byt piipadny vznikly odpovidajici (thio)ester hydrolyzovan vlivem
kyselého a nasledn¢ bazického reakéniho prostiedi.

Zajimava je rovnéZz rozdilna reaktivita koncové aminoskupiny peptida (23m) a (230). Zatimco
Vv prvnim ptipadé prob&hla jak nukleofilni substituce s aktivovanym esterem (7b), tak i nasledna
azokopolua¢ni reakce vedouci k cilové slouc¢eniné (26m), tak v piipad¢ peptidu (230) probiha
jen prvni krok, tedy reakce s aktivovanym esterem (7b), ale azokopula¢ni reakce uz neprobiha
selektivné. Pfi¢inou miiZze byt rozdilna vzdalenost reakénich center pti druhém kroku cyklizaéni
metody nebo je reaktivita zavisld na konkrétnich aminokyselindch nesoucich termindlni
aminoskupinu. Pro zodpovézeni této otazky je do budoucna nutné pfipravit mnohem vice
peptidid s terminalni aminoskupinou. Nicméné diky uspésné cyklizaci peptidu (23m) je mozné
predpokladat, Ze navrhnutd metoda bude vhodna v nékterych ptipadech i pro tvorbu cykli mezi
koncovou aminoskupinou peptidu a tyrosinem umisténym v jeho fetézci.
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6 ZAVER

Tato préace se zabyvala moznosti vyuziti aktivovanych esterti diazoniovych soli odvozenych od
3-aminobenzoové kyseliny pro cyklizaci peptidi obsahujicich tyrosin a lysin ve své sekvenci.
Metoda je zaloZena na piedpokladu, Ze €-aminoskupina lysinu bude reagovat s esterovou
skupinou za vzniku amidické vazby a fenolova ¢ast tyrosinu podlehne kopulaci s diazoniovou
skupinou. Zamérem prace bylo ovéfit tzv. proof-of-concept této metody, tj. navrhnout
praktické provedeni takovéto cyklizace a na nékolika modelovych peptidech ovéfit jeji
schiidnost.

Nejdiive jsme se zaméfili na testovani stability diazoniové soli kyseliny anthranilové, tak aby
cyklizace mohla byt provadéna za pokojové, ¢i v budoucnu i za fyziologické teploty. Vysledky
této studie potvrdily, Ze stabilita soli je pro dalsi kroky vyzkumu dostate¢na. Na zaklad¢ tohoto
vysledku bylo mozné piedpokladat, ze i diazoniové soli od jinych polohovych izomera
aminobenzoové kyseliny budou dostate¢né stalé. Pro dalsi studium cyklizac¢nich reakci jsme
vybrali kyselinu 3-aminobenzoovou. U této latky jsme se soustfedili na piipravu vhodného
intermediatu v podobné aktivovaného esteru, jez by mohl slouzit k navazani na volnou
aminoskupinu lysinu. Nékolika experimenty jsme dosli k zadvéru, Ze nejlep$i kombinaci
reak¢nich ¢inidel pro syntézu tohoto esteru predstavuje diisopropylkarbodiimid (DIC) spole¢né
S N-hydroxysukcinimidem (NHS), jez zajisti nejefektivnéjsi priubeéh reakce a nejvyssi vytézek
produktu.

V dalsi ¢asti prace jsme se zaméfili na diazotaci pfipraveného aktivovaného esteru, a to pomoci
jak klasické metody s vyuzitim dusitanu sodného v kyselém prostiedi, tak pomoci organickych
nitritd jako je amylnitrit nebo tert-butylnitrit. Zadna z téchto metod nevedla ke vzniku
pozadovaného produktu. Proto jsme se v dalsi fazi zaméftili na cyklizaci peptidii provadénou ve
dvou krocich. Prvni krok pfedstavoval reakci volné aminoskupiny na postrannim fetézci lysinu
s aktivovanym esterem 3-aminobenzoové kyseliny, druhy krok pak zahrnoval diazotaci
arylaminové skupiny na vzniklém konjugatu a jeho naslednou azokopulaci s fenolovou ¢asti
tyrosinu. Oba tyto kroky byly vyzkouSeny nejdiive samostatné na modelovych substratech.

Nasledujici experimenty se pak soustfedili na spojeni obou krokti cyklizace, kdy nejdiive s
aktivovanym esterem reagovala aminoskupina na postrannim fetézci lysinu obsazené¢ho
Vv peptidové sekvenci a poté byla provedena diazotace aromatické aminoskupiny a nasledna
azokopulace s tyrosinem. Pomoci tohoto postupu se nam podafilo dosdhnout Gspésného
uzavieni cyklu u étrnacti rizné dlouhych modelovych peptida slozenych z riznych kombinaci
aminokyselin. Pozornost jsme rovnéz vénovali i reaktivité , konkurenénich® aminokyselin, jako
je cystein, serin, threonin, histidin a arginin, které by rovnéz mohly podléhat reakci
s aktivovanym esterem. Reakce s témito aminokyselinami v peptidové sekvenci se ukazala byt
neuspésna. Tento fakt je pravdépodobné zplisoben tim, Ze postranni fetézce aminokyseliny jako
je cystein, threonin, serin, histidin nebo arignin nejsou dostate¢n¢ nukleofilni na to, aby reakce
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(cystein) v bazickém ¢i kyselém prostiedi. Na zaklad¢ tohoto zjisténi je mozné predpokladat
znacnou selektivitu prvniho kroku navrzené metody pro postranni fetézec aminokyseliny lysin.

Mensi pozornost byla vénovana i mozné cyklizaci mezi volnou terminalni aminoskupinou
peptidu a tyrosinem. Na ¢tyiech studovanych sekvencich se ukazalo, Ze tato cyklizace je mozna,
ale nebude probihat vzdy, a proto je tato otazka oteviena pro budouci hlubsi studium.

Druhy krok cyklizace je reakce diazota¢ni a kopulacni, kterd dobie probiha v piipadé
pfitomnosti tyrosinu. Tyrosin jsme zkusili nahradit jinymi aminokyselinami s aromatickym
jadrem jako napftiklad fenylalaninem ¢i histidinem. Opét se nam ale potvrdilo, ze tyrosin je pro
nasi metodu ve srovnani s t€émito aminokyselinami nejvhodnéjsi. Do studie nebyly zatazeny
peptidy obsahujici ve své struktufe tryptofan, ktery by rovnéz mohl podléhat kopula¢ni reakci
s diazoniovou soli. Divodem byla obtiznd ptiprava takovychto peptidii. Proto tato otazka
zUstava rovnéZ oteviena do budoucna.

Pfinos této prace spociva v navrZzeni nové metody cyklizacni reakce peptidii a jeji spésné
praktické ovéfeni na malé sérii modelovych peptidovych slouc¢enin. Diky uspéSnému ovéteni
principu se podafilo oteviit nové moznosti pro vyzkum zaméteny na optimalizaci dané metody
a zejména definici rozsahu moznosti jejitho pouziti s ohledem na vzdélenost reaktivnich
aminokyselin, primarni strukturu peptidu, interferenci a selektivitu postrannich fetézct
aminokyselin apod.
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12.1 Experimentalni ¢ast

Chemikalie a rozpoustédla byly ziskany z dostupnych komer¢nich zdroji a byly pouzity bez
predcisténi. Jednotlivé peptidové sekvence byly syntetizovany na polystyrenové pryskyfici
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Wang (500 mg; 0.9 mmol/g, AAPPTec, Louisville, KY, USA) nebo na pryskyfici Rink Amide
AM (500 mg; 0.6 mmol/g, AAPPTec, Louisville, KY, USA) v plastovych sttikackach o objemu
10 ml (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Germany) opatfenych plastovymi sintrovanymi
filtry (Torvig, Tucson, AZ, USA). Syntéza v pevné fazi probihala na tfepacce mikrotitracnich
desticek (VWR, Vienna, Austria). Po kazdém kroku acyla¢ni reakce bylo analytické mnozstvi
pryskyfice podrobeno §tépeni pomoci 50% TFA v DCM. Po odpareni tékavych latek pod
proudem dusiku byl suchy nebo lepkavy zbytek ziedén 50% acetonitrilem v H2O, prefiltrovan
pres stiikackovy filtr (0.22 um, J.T. Baker, Avantor, Pennsylvania, USA), a zanalyzovan
pomoci UHPLC chromatografu (Acquity) s detektorem s fotodiodovym polem a jednoduchym
kvadrupdlovym hmotnostnim spektrometrem (Waters, Borehamwood, U.K.). Analyzy byly
provadény na koloné (Waters, Borehamwood, U.K.) s reverzni fazi C-18 XSelect HSS T3
2.5 um XP (50 x 3.0 mm). Jako mobilni faze byl pouzit roztok octanu amonného (10 mM) nebo
kyseliny mravenci (0.1% V/V) v ultracisté vodé s acetonitrilem (elu¢ni gradient: 5-20% MeCN
béhem 4.0 min, 5-60% MeCN béhem 4.0 min, 20-80% MeCN béhem 4.5 min, nebo 50-80%
MeCN béhem 3.0 min).

Peptidové sekvence a konecné cyklické slouceniny byly pfeciStény na semipreparativnim
systtmu HPLC (2707 autosampler, 1525 binary HPLC pump, 2489 UV-VIS detector, Il
Fraction collector, Waters, Borechamwood, U.K.) vybavenym chromatografickou kolonou
(YMC-Actus Pro C18, 100 mm x 20 mm I.D. S-5 pm, 12 nm, Dinslaken, Germany), za pouziti
0.1% TFA v ultracisté vod¢ (V/V) s acetonitrilem jako mobilni faze. Spojené frakce byly
zkoncentrovany in vacuo (Buchi R-210 Rotavapor, Marshall Scientific, Flawil, Switzerland),
nasledné zmrazeny v suchém ledu a lyofilizovany (Scanvac Coolsafe Freeze-Dryer, LaboGene,
Lillered, Denmark) po dobu 48—72 hodin. Ziskané suché cilové slouceniny byly skladovany pii
teplot¢ —80 °C v mrazicim boxu (Arctiko, Esbjerg Kommune, Denmark) v plastovych
centrifugacnich zkumavkach (VWR, Vienna, Austria). Syntetizovany aktivovany ester
kyseliny 3-aminobenzoové byl piecistén na silika gelu (60 A, 230-400 mesh, Sigma-Aldrich,
Milwaukee, WI, USA), zatimco vysledné spojené frakce byly do sucha odpafeny (Buchi R-210
Rotavapor, Marshall Scientific, Flawil, Switerland) a ulozeny pii —20 °C.

Konec¢né slouceniny byly charakterizovany pomoci HRMS (Thermo Exactive plus, Thermo
Fischer Scientific, MA, USA) v rezimu ESI+ (120,000 FWHM) a H NMR (400MHz,
ECA400I1 JEOL, Tokyo, Japan). Chemické posuny (J) jsou uvedeny v ppm, zatimco interak¢éni
konstanty (J) jsou uvedeny v Hz. Spektra byla kalibrovana na signal zbytkového
nedeuterovaného rozpoustédla (DMSO-d6; 2.50 ppm in H NMR). Signaly 'H NMR byly
oznaceny takto: s — singlet, bs — ,broad’ singlet, d — dublet, dd — dublet dubletu, ddd — dublet
dubletu doubletu, t — triplet, m — multiplet.

Spektrofotometrickd méteni byla provadéna na UV-VIS spektrofotometru (Cary 300 UV-VIS,
Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) ve sklenénych kyvetach (10x10 mm, Hellma
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Analytics, Miillheim, Germany), zatimco vzorky byly inkubovany v inkubatoru (Heratherm,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
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12.20becné reakéni postupy

12.2.1 Imobilizace prvni aminokyseliny k pevné fazi

Do plastové stiikacky o objemu 10 ml vybavené plastovym sintrovanym filtrem bylo navazeno
500 mg polystyrenové pryskyfice Rink nebo Wang, kterd byla néasledné promyta DCM (3%
5ml). Poté¢ byl do pryskyfice pridan roztok piislusné N-Fmoc chranéné aminokyseliny
(2 mmol), HOBt (1 mmol), DIC (1 mmol) a DMAP (0,25 mmol) v DCM (2,5 ml) a DMF
(2,5 ml) a reakce probihala pii laboratorni teploté po dobu 2—16 hodin. Poté byla pryskyftice
promyta DMF (5-10x) a DCM (5-10x).

12.2.2 Odstranéni Fmoc a prodlouZeni peptidové sekvence

Po navazani prvni aminokyseliny byla pryskytice podrobena reakci s 50% piperidinem v DMF
(V/V) po dobu 20-30 min. Poté byla promyta DMF (5-10x) a DCM (5-10%). Takto ziskana
pryskyfici imobilizovand aminokyselina s volnym N-koncem byla poté acylovana vhodnym
Fmoc-AA-OH (1 mmol), HOBt (1 mmol) a DIC (1 mmol) v DCM (2,5 ml) a DMF (2,5 ml) po
dobu 1-2 hodin, a nakonec promyta DMF (5-10x) a DCM (5-10x).

12.2.3 Acetylace volného N-konce peptidové sekvence

K peptidové sekvenci vazané na pryskyftici s volnym N-koncem byl pfidan acetanhydrid (94 ul;
1 mmol) a pyridin (161 ul; 2 mmol) nebo DMAP (244 mg; 2 mmol) v suchém DCM (5 ml) a
reakcni smés byla protfepavana pfti laboratorni teploté po dobu 1-2 hodin. Poté byla pryskyftice
promyta DCM (5-10x).

12.2.4 Odstépeni cilové peptidové sekvence z pryskyrice a jeji purifikace

Kone¢na peptidova sekvence byla odstépena z pryskytice pomoci 50% TFA v DCM (V/IV) (2%
5 ml; 15-45 min). Rozpoustédla byla odpafena pod proudem dusiku. Bezbarvy az zluty suchy
nebo lepkavy zbytek byl zfedén THF nebo MeOH na objem 3-5 ml, pfefiltrovan pies
stiikackovy filtr a preciStén na semipreparativni HPLC. Jako mobilni faze byla pouzita 0,1%
TFA v ultracisté vode (V/V) a acetonitril. Vlnové délky UV absorpce a elu¢ni gradienty byly
nastaveny na zéklad¢ pozorovanych UV profill a reten¢nich ¢asti na analytické LC-MS.
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12.2.5 Syntéza aktivovaného esteru Kkyseliny 3-aminobenzoové

2,5-dioxopyrrolidin-1-yl 3-aminobenzoat byl pfipraven mirné¢ modifikovanym syntetickym
postupem.?’” Do baiiky o objemu 250 ml byla priddna kyselina 3-aminobenzoova (1,646g;
12 mmol), N-hydroxysukcinimid (2,072 g; 18 mmol) a DMAP (1,955 g; 16 mmol) v suchém
DCM (100 ml). Poté byl béhem 1 min ptidan DIC (2,192 ml; 14 mmol). Ziskana reakéni smés
byla intenzivné michdna pfi laboratorni teploté po dobu 2,5 hodiny. Poté byl obsah reakéni
nadoby zkoncentrovan na rotani vakuové odparce a podroben ¢isténi sloupcovou
chromatografii na silikagelu s DCM jako mobilni fazi. Proces €isténi byl sledovan tenkovrstvou
chromatografii (UV; A= 254 nm). Spojené frakce byly odpatfeny na rota¢ni odparce do sucha,
¢imz byl ziskan produkt ve formé bil¢é krystalické latky ve vytézku 58 %.

12.2.6 Obecny postup reakce peptidové sekvence s aktivovanym esterem,
diazotace a azokopulace

Do 5ml Sroubovaci V-lahvicky byla v DMSO (3 ml) rozpusténa vhodna peptidova sekvence
(0,12 mmol) a 2,5-dioxopyrrolidin-1-yl 3-aminobenzoat (41 mg; 0,175 mmol). Poté byl za
intenzivniho michani pfidan triethylamin (0,35-0,45 mmol). Ziskana reakéni smés byla
michana pii 50 °C po dobu 1-6 hodin. Pritb¢h reakce byl sledovan pomoci LC-MS. Pot¢ byla
reak¢éni smés premisténa do 25ml Erlenmeyerovy baiiky, ponofena do ledové lazné€, ziedéna
HCI:H20 1:3 (V/V) (4 ml) a ochlazena na 0-5 °C. Poté byl NaNO. (18 mg; 0,26 mmol)
rozpu$tén v 0,5 ml vody, ochlazen na 0-5 °C a ptidan po kapkach do reakéni smési za michani
po dobu 1 min. Po pfiblizné¢ 5 min michéani na ledové 1azni byl do reakéni smési po kapkach
pridan vodny roztok NaOH (1 M) po dobu pfiblizn€ 3 min, aby se pH nastavilo na hodnotu 9.
Zmény pH byly sledovany pomoci pH papirkii. Behem tohoto procesu byly ve vSech piipadech
zjistény barevné zmény reak¢ni smési od mirn€ Zluté po tmavé cervenou. Poté, co byla tvorba
cyklického peptidu potvrzena pomoci LC-MS, byla reakéni smés zfedéna kyselym vodnym
roztokem a nésledné extrahovana EtOAc (3—10x). Organické frakce byly poté spojeny,
vysuSeny bezvodym MgSO, zfiltrovany a zakoncentrovany na rotac¢ni vakuové odparce za
vzniku zlutého az oranzového viskdzniho oleje. Takto ziskany surovy produkt byl zfedén THF
nebo MeOH na objem 3-5 ml, zfiltrovan a pie¢istén na semipreparativni HPLC. Jako mobilni
faze byla pouzita 0,1% TFA v ultradisté vodé (V/V) v acetonitrilu. VIinové délky UV absorpce
a elucni gradienty byly nastaveny na zakladé pozorovanych UV profill a retencnich Casi na
analytické LC-MS.
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12.3 Slouceniny
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N. NH
¢
J )K@/
2,5-Dioxopyrrolidin-1-yl 3-aminobenzoate (7b); *H NMR (400 MHz, DMSO-d6) 6 7.29 — 7.23

(m, 2H), 7.18 (ddd, J = 7.6, 1.6, 1.2 Hz, 1H), 6.95 (ddd, J = 8.0, 2.4, 1.1 Hz, 1H), 5.60 (s, 2H), 2.87 (s,
4H); HRMS (ESI+): m/z calcd for C1:H1:N2O4 ([M+H]+) 235.0713; found 235.0715.

g“\?m

11-Acetamido-1%-hydroxy-5,12-dioxo-2,3,6,13-tetraaza-1,4(1,3)-
dibenzenacyclopentadecaphan-2-ene-14-carboxylic acid (26b); ‘H NMR (400 MHz,
DMSO0-d6) ¢ 12.89 (bs, 1H), 11.50 (s, 1H), 8.30 (t, J = 5.2 Hz, 1H), 8.23 (d, J = 7.9 Hz, 1H),
8.13 — 8.07 (m, 1H), 7.98 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.93 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.86 — 7.76 (m, 2H),
7.69 (t, J=7.7 Hz, 1H), 7.31 (dd, J = 8.4, 2.1 Hz, 1H), 6.99 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 4.48 — 4.40 (m,
1H), 4.31 — 4.25 (m, 1H), 3.37 — 3.17 (m, 4H), 2.14 — 2.04 (m, 1H), 1.90 (s, 3H), 1.85 - 1.80
(m, 1H), 1.68 — 1.57 (m, 2H), 1.54 — 1.44 (m, 2H); HRMS (ESI+): m/z calcd for C24H28N50s
([M+H]") 482.2034; found 482.2032.
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17-Acetamido-18-hydroxy-14-methyl-5,13,16-trioxo-2,3,6,12,15-pentaaza-1,4(1,3)-
dibenzenacyclooctadecaphan-2-ene-11-carboxamide (26c); *H NMR (400 MHz, DMSO-
d6) ¢ 11.35 (s, 1H), 8.70 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 8.24 —8.16 (m, 3H), 8.10 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.93
—7.86 (m, 1H), 7.67 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.42 (dd, J = 6.9, 4.9 Hz, 2H), 7.26 (s, 1H), 7.07 (dd,
J=8.4,22Hz, 1H), 6.97 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.90 (s, 1H), 4.83 — 4.71 (m, 1H), 4.46 — 4.38
(m, 1H), 4.24 — 4.15 (m, 1H), 3.55 — 3.44 (m, 1H), 3.18 — 3.05 (m, 2H), 2.94 — 2.86 (m, 1H),
1.87 (s, 3H), 1.72 — 1.56 (m, 4H), 1.55 — 1.46 (m, 1H), 1.45 — 1.34 (m, 1H), 1.24 (d, J = 6.8 Hz,
3H); HRMS (ESI+): m/z calcd for C27H34N7Og ([M+H]*) 552.2565; found 552.2575.
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11-Aacetamido-15-hydroxy-14,17-dimethyl-5,12,15,18-tetraoxo-2,3,6,13,16,19-hexaaza-
1,4(1,3)-dibenzenacyclohenicosaphan-2-ene-20-carboxamide (26d); *H NMR (400 MHz,
DMSO-d6) ¢ 11.05 (s, 1H), 8.58 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 8.27 — 8.22 (m, 1H), 8.13 —8.09 (m, 1H),
8.03 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 7.95 — 7.85 (m, 3H), 7.83 (d, J = 6.5 Hz, 1H), 7.67 — 7.62 (m, 2H),
7.44 (s, 1H), 7.33 (dd, J = 8.5, 2.1 Hz, 1H), 7.15 (s, 1H), 6.98 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 4.46 — 4.37
(m, 2H), 4.22 — 4.10 (m, 2H), 3.36 — 3.13 (m, 2H), 2.97 (dd, J = 13.7, 3.1 Hz, 1H), 2.88 — 2.79
(m, 1H), 1.82 (s, 3H), 1.63 — 1.49 (m, 4H), 1.46 — 1.32 (m, 2H), 1.16 (d, J = 6.9 Hz, 3H), 0.81
(d, J = 7.0 Hz, 3H); HRMS (ESI+): m/z calcd for CaoH39NgO7 ([M+H]") 623.2936; found
623.2931.
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11-Acetamido-1°-hydroxy-14,17-dimethyl-5,12,15,18-tetraoxo-2,3,6,13,16,19-hexaaza-
1,4(1,3)-dibenzenacyclohenicosaphan-2-ene-20-carboxylic acid (26e); *H NMR (400 MHz,
DMSO0-d6) ¢ 12.83 (bs, 1H), 11.04 (s, 1H), 8.59 (t, J = 5.4 Hz, 1H), 8.26 — 8.22 (m, 1H), 8.14
—8.07 (m, 2H), 8.02 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 7.94 — 7.91 (m, 1H), 7.87 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.82 (d,
J=6.4 Hz, 1H), 7.68 — 7.62 (m, 2H), 7.30 (dd, J = 8.5, 2.2 Hz, 1H), 6.97 (d, J = 4.6 Hz, 1H),
4.51 —4.38 (m, 2H), 4.21 - 4.11 (m, 2H), 3.30 — 3.17 (m, 2H), 3.04 (dd, J = 13.8, 3.3 Hz, 1H),
2.94 -2.86 (m, 1H), 1.82 (s, 3H), 1.64 — 1.51 (m, 4H), 1.45 - 1.32 (m, 2H), 1.18 (d, J = 7.0 Hz,
3H), 0.79 (d, J = 7.0 Hz, 3H); HRMS (ESI+): m/z calcd for C3oH3sN7Os ([M+H]") 624.2776;
found 624.2780.
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20-Acetamido-1°-hydroxy-14,17-dimethyl-5,13,16,19-tetraoxo-2,3,6,12,15,18-hexaaza-
1,4(1,3)-dibenzenacyclohenicosaphan-2-ene-11-carboxamide (26f); *H NMR (400 MHz,
DMSO0-d6) ¢ 10.97 (s, 1H), 8.66 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 8.46 — 8.40 (m, 1H), 8.18 — 8.13 (m, 1H),
8.08 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 8.00 — 7.95 (m, 1H), 7.94 — 7.86 (m, 2H), 7.72 — 7.64 (m, 2H), 7.59
(d, J=2.1 Hz, 1H), 7.25 - 7.21 (m, 1H), 7.19 (dd, J = 8.5, 2.2 Hz, 1H), 6.98 — 6.91 (m, 2H),
4.53 —4.45 (m, 1H), 4.36 — 4.28 (m, 2H), 4.13 - 4.07 (m, 1H), 3.46 — 3.38 (m, 1H), 3.31 - 3.24
(m, 1H), 3.00 — 2.87 (m, 2H), 1.87 (s, 3H), 1.74 — 1.63 (m, 2H), 1.61 — 1.50 (m, 2H), 1.40 —
1.27 (m, 2H), 1.20 (d, J = 6.4 Hz, 3H), 1.09 (d, J = 7.1 Hz, 3H); HRMS (ESI+): m/z calcd for
C30H39NgO7 ([M+H]") 623.2936; found 623.2921.

H
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11-Acetamido-1°-hydroxy-14,17,20-trimethyl-5,12,15,18,21-pentaoxo-2,3,6,13,16,19,22-
heptaaza-1,4(1,3)-dibenzenacyclotetracosaphan-2-ene-23-carboxylic acid (26g); *H NMR
(400 MHz, DMSO0-d6) 6 12.74 (bs, 1H), 10.97 (s, 1H), 8.54 (t, J = 5.4 Hz, 1H), 8.37 - 8.32 (m,
1H), 8.25 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 8.15 — 8.07 (m, 2H), 7.99 — 7.93 (m, 2H), 7.71 — 7.63 (m, 4H),
7.29 (dd, J = 8.5, 2.2 Hz, 1H), 6.99 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 4.41 — 4.28 (m, 2H), 4.24 — 4.12 (m,
3H), 3.33 — 3.29 (m, 2H), 3.10 — 3.03 (m, 1H), 2.96 — 2.88 (m, 1H), 1.83 (s, 3H), 1.69 — 1.53
(m, 4H), 1.38 — 1.30 (m, 2H), 1.18 — 1.11 (m, 6H), 1.01 (d, J = 7.0 Hz, 3H); HRMS (ESI+):
m/z calcd for CasHasNgOg ([M+H]Y) 695.3148; found 695.3151.

23-Acetamido-1°-hydroxy-14,17,20-trimethyl-5,13,16,19,22-pentaoxo-2,3,6,12,15,18,21-
heptaaza-1,4(1,3)-dibenzenacyclotetracosaphan-2-ene-11-carboxylic acid (26h); *H NMR
(400 MHz, DMSO0-d6) 6 12.51 (bs, 1H), 10.55 (s, 1H), 8.81 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 8.61 — 8.55 (m,
1H), 8.37 — 8.33 (m, 1H), 8.29 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 8.18 — 8.11 (m, 2H), 8.03 — 8.00 (m, 1H),
7.93 (d, J=6.7 Hz, 1H), 7.69 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.66 — 7.62 (m, 1H), 7.45 (d, J = 7.6 Hz, 1H),
7.31 (dd, J = 8.5, 2.2 Hz, 1H), 6.98 — 6.95 (m, 1H), 4.50 — 4.44 (m, 1H), 4.42 — 4.35 (m, 1H),
4.34 —4.29 (m, 1H), 4.15 - 4.09 (m, 2H), 3.56 — 3.49 (m, 1H), 3.17 — 3.08 (m, 1H), 2.94 (dd, J
= 13.8, 3.5 Hz, 1H), 2.75 — 2.68 (m, 1H), 1.80 (s, 3H), 1.77 — 1.71 (m, 1H), 1.71 — 1.58 (m,
2H), 1.54 — 1.40 (m, 3H), 1.34 (d, J=7.2 Hz, 3H), 1.21 (d, J = 6.9 Hz, 3H), 1.15 (d, J = 7.2 Hz,
3H); HRMS (ESI+): m/z calcd for CssHasNgOg ([M+H]") 695.3148; found 695.3154.

52



Pt H%
N N

H g H
11-Acetamido-1°-hydroxy-17-isopropyl-14-methyl-5,12,15,18-tetraoxo-2,3,6,13,16,19-
hexaaza-1,4(1,3)-dibenzenacyclohenicosaphan-2-ene-20-carboxylic acid (26i); 'H NMR
(400 MHz, DMSO-d6) ¢ 12.79 (bs, 1H), 11.12 (s, 1H), 8.74 — 8.67 (m, 1H), 8.38 (d, J = 8.8
Hz, 1H), 8.29 — 8.27 (m, 1H), 8.10 — 8.07 (m, 1H), 7.99 — 7.96 (m, 1H), 7.94 — 7.89 (m, 2H),
7.78—7.74 (m, 2H), 7.65 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.32 (dd, J = 8.5, 2.2 Hz, 1H), 6.96 (d, J = 8.4 Hz,
1H), 4.45 —-4.37 (m, 2H), 4.20 — 4.12 (m, 2H), 3.72 - 3.66 (m, 1H), 3.09 (dd, J =13.7, 2.9 Hz,
1H), 3.03 -2.95 (m, 1H), 2.87 — 2.77 (m, 1H), 1.98 —1.90 (m, 1H), 1.77 (s, 3H), 1.55 - 1.45
(m, 4H), 1.41 - 1.29 (m, 2H), 0.89 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 0.82 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 0.63 (d,J =7.0
Hz, 3H); HRMS (ESI+): m/z calcd for Cs2H42N7Og ([M+H]*) 652.3089; found 652.3092.
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11-Acetamido-17-benzyl-1°-hydroxy-14-methyl-5,12,15,18-tetraoxo-2,3,6,13,16,19-
hexaaza-1,4(1,3)-dibenzenacyclohenicosaphan-2-ene-20-carboxylic acid (26j); *H NMR
(400 MHz, DMSO0-d6) 6 12.90 (bs, 1H), 11.02 (s, 1H), 8.58 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 8.29 (d, J = 8.7
Hz, 1H), 8.26 — 8.22 (m, 1H), 8.12 — 8.07 (m, 1H), 8.01 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 7.95 - 7.90 (m,
1H), 7.87 — 7.80 (m, 2H), 7.73 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 7.66 — 7.60 (m, 1H), 7.31 (dd, J = 8.5, 2.2
Hz, 1H), 7.25 - 7.21 (m, 2H), 7.18 — 7.11 (m, 3H), 6.97 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 4.72 — 4.61 (m,
1H), 4.48 — 4.41 (m, 1H), 4.21 — 4.13 (m, 2H), 3.13 — 2.99 (m, 3H), 2.93 — 2.79 (m, 2H), 2.55
—2.51 (m, 1H), 1.83 (s, 3H), 1.65 — 1.48 (m, 4H), 1.43 — 1.32 (m, 2H), 0.70 (d, J = 7.1 Hz, 3H);
HRMS (ESI+): m/z calcd for CssHa2N7Og ([M+H]") 700.3089; found 700.3108.
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11-Acetamido-14-benzyl-1°-hydroxy-5,12,15,18-tetraoxo-2,3,6,13,16,19-hexaaza-1,4(1,3)-
dibenzenacyclohenicosaphan-2-ene-20-carboxylic acid (26k); *H NMR (400 MHz, DMSO-
d6) 6 12.90 (bs, 1H), 10.72 (s, 1H), 8.53 (t, J = 5.4 Hz, 1H), 8.37 —8.33 (m, 1H), 8.27 (d, J =
8.2 Hz, 1H), 8.17 — 8.08 (m, 2H), 8.02 — 7.92 (m, 2H), 7.89 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.67 — 7.59 (m,
2H), 7.29 (dd, J = 8.5, 2.2 Hz, 1H), 7.18 — 7.08 (m, 5H), 6.98 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 4.47 — 4.38
(m, 2H), 4.30 — 4.22 (m, 1H), 3.96 (dd, J = 16.8, 5.9 Hz, 1H), 3.80 (dd, J = 16.9, 4.9 Hz, 1H),
3.29 —3.18 (m, 2H), 3.06 (dd, J = 13.8, 3.9 Hz, 1H), 2.91 — 2.78 (m, 2H), 2.59 — 2.55 (m, 1H),
1.79 (s, 3H), 1.68 — 1.33 (m, 6H); HRMS (ESI+): m/z calcd for CssHioN7Og ([M+H]")
686.2933; found 686.2940.

IZ

11-Aacetamido-14-benzyl-1°%-hydroxy-5,12,15-trioxo-2,3,6,13,16-pentaaza-1,4(1,3)-
dibenzenacyclooctadecaphan-2-ene-17-carboxylic acid (261); *H NMR (400 MHz, DMSO-
d6) ¢ 12.97 (bs, 1H), 10.98 (s, 1H), 8.55 (t, J = 5.3 Hz, 1H), 8.44 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 8.36 —
8.32 (m, 1H), 8.23 —8.17 (m, 1H), 8.02 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.92 — 7.88 (m, 1H), 7.73 — 7.69
(m, 1H), 7.64 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.55 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.28 (dd, J = 8.5, 2.2 Hz, 1H), 7.14
—7.07 (m, 5H), 7.01 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 4.66 — 4.59 (m, 1H), 4.58 — 4.52 (m, 1H), 4.33 — 4.24
(m, 1H), 3.49 — 3.41 (m, 1H), 3.17 — 3.10 (m, 1H), 3.09 — 2.97 (m, 3H), 2.88 — 2.78 (m, 1H),
1.84 (s, 3H), 1.81 — 1.69 (m, 1H), 1.62 — 1.43 (m, 2H), 1.42 — 1.27 (m, 3H); HRMS (ESI+):
m/z calcd for CasHa7NeO7 ([M+H]") 629.2718; found 629.2714.
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15-Hydroxy-11-methyl-5,9,12-trioxo-2,3,6,10,13-pentaaza-1,4(1,3)-
dibenzenacyclopentadecaphan-2-ene-14-carboxylic acid (26m); 1H NMR (400 MHz,
DMSO-d6) ¢ 12.85 (bs, 1H), 11.46 (s, 1H), 8.82 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 8.54 (t, J = 5.0 Hz, 1H),
8.23-8.19 (m, 1H), 8.12 — 8.05 (m, 2H), 7.97 — 7.93 (m, 1H), 7.84 — 7.79 (m, 1H), 7.67 (t, J =
7.7 Hz, 1H), 7.36 (dd, J = 8.5, 2.4 Hz, 1H), 7.01 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 4.64 — 4.53 (m, 2H), 3.59
—3.46 (m, 2H), 3.22 —3.15 (m, 1H), 3.12 — 3.01 (m, 1H), 2.61 — 2.53 (m, 1H), 2.41 — 2.34 (m,
1H), 1.30 (d, J = 6.9 Hz, 3H); HRMS (ESI+): m/z calcd for C22H24Ns0s ([M+H]") 454.1721;
found 454.1722.
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OH

3-(11-Acetamido-1°-hydroxy-14-methyl-5,12,15-trioxo-2,3,6,13,16-pentaaza-1,4(1,3)-
dibenzenacyclooctadecaphan-2-ene-17-carboxamido)propanoic acid (26n); *H NMR (400
MHz, DMSO-d6) ¢ 12.23 (bs, 1H), 11.01 (s, 1H), 8.60 (t, J = 5.2 Hz, 1H), 8.28 —8.22 (m, 1H),
8.21 -8.15 (m, 1H), 8.08 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 8.05 - 7.98 (m, 2H), 7.90 — 7.85 (m, 1H), 7.68 —
7.61 (m, 3H), 7.21 (dd, J = 8.5, 2.2 Hz, 1H), 6.97 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 4.44 — 4.38 (m, 1H), 4.37
—4.28 (m, 2H), 3.52 — 3.48 (m, 1H), 3.36 — 3.30 (m, 1H), 3.27 — 3.20 (m, 1H), 3.17 — 3.09 (m,
1H), 3.05 - 2.91 (m, 2H), 2.45 — 2.35 (m, 2H), 1.86 (s, 3H), 1.84 — 1.75 (m, 1H), 1.66 — 1.49
(m, 3H), 1.48 — 1.35 (m, 2H), 1.17 (d, J = 6.9 Hz, 3H); HRMS (ESI+): m/z calcd for
Ca0H3sN70g ([M+H]") 624.2776; found 624.2764.
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