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1. Uvod

Jednou ze skupin latek, které se vyznacuji vysokou biologickou aktivitou jsou
flavony, prvné izolované a studované madarskym biochemikem Albertem Szent-
Gyorgim?®. Latky obdobné struktury obsahujici atom dusiku namisto atomu kysliku
v poloze 1 a hydroxy skupinu v poloze 3, se nazyvaji 2-fenyl-3-hydroxychinolin-4(1H)-
ony (3-HQs) a mohou tedy byt povazovany za aza-analoga zminénych flavont (Obrazek
¢ 1)

Obrazek €. 1. Zakladni struktury a) flavond b) 2-fenyl-3-hydroxychinolin-4(1H)-ona (3-HQs)

Derivaty 3-HQs jsou latky s prokazanymi antibakterialnimi, imunosupresivnimi
a zejména protinadorovymi vlastnostmi, které¢ jsou hlavnim divodem jejich studia a
syntézy?®. 1 pfes tento fakt nebyly 3-HQs az donedavna podrobné studovany. Moznym
divodem byla jejich obtiznd syntéza poskytujici nizké vytézky. To se ovSem zménilo
roku 1995, kdy byl na katedte organické chemie PiF UPOL popsan klicovy krok k syntéze
3-HQs, kterym je cyklizace fenacylesteru kyseliny anthranilové®. Dal§im vyznamnym
krokem, ktery umoznil zlepsit biologické vlastnosti 3-HQs, zejména pak rozpustnost a
prostupnost ptes plasmatickou membranu, byla inkorporace karboxylové skupiny do
polohy 7 na chinolonovém skeletu. Zavedeni této skupiny poskytlo moznost tvorby
amidu, fenacylesterti a jinych funk¢énich derivatu karboxylovych kyselin a s tim spojené
moznosti vyuziti syntézy na pevné fazi ve spojeni s kombinatorialni chemii. Tohoto
trendu se v dnes$ni dobé Casto vyuziva, poskytuje moznost rychlé a efektivni tvorby
chemickych knihoven, které ve spojeni se systematickym testovanim na konkrétnich

nadorovych bun&énych liniich umoziuji optimalizovat strukturu 3-HQs>®”.



2. Teoreticka cast

V teoretické ¢asti této bakalaiské prace jsou predstaveny syntetické strategie pro
ptipravu 3-HQs, protinadorové aktivity a molekularni cil 3-HQs. Je vénovéana pozornost
vztahu mezi strukturou a biologickou aktivitou 3-HQs a vlivu atomu fluoru na nékteré

biologicky aktivni molekuly.

2.1. Priprava 3-HQs

Prvni odkaz popisujici syntézu 3-HQs pochazi z roku 19718, Vychozi latku
ptredstavuje 2-nitrobenzaldehyd I, ktery Darzensovou reakci s 2-bromoacetofenonem 11
poskytuje 2-nitrochalkon epoxid IlIl.  Vznikly epoxid ptsobenim HCI, THF a
hydrochinonu cyklizuje na 1,3-dihydroxy-2-fenylchalkonin-4(1H)-on 1V, ktery se
pomoci Na»S>04 redukuje na finalni 3-HQs V (Schéma ¢&. 1). Vzhledem ke Spatné
dostupnosti a vysoké cené¢ vychoziho 2-nitrobenzaldehydu se metoda jevi jako

nevyhodna.

O
OH
CHO Br CH3ONa THF, HCI HCI O | NayS;04
—
hydrochmon N
NO No2 OH
v
(0]
OH
— L]
N
AP
\")

Schéma ¢. 1. Piiprava 3-HQs pomoci Darzensovy reakce

Druhou, nevyhodnou metodou syntézy 3-HQs je zavedeni hydroxy skupiny do
polohy 3, oxidaci 2-fenyl-4(1H)-chinolonu VI (Schéma ¢&. 2)°. Vzhledem k nizkym

vytéZklim naléza tato reakce uplatnéni jen ve specialnich ptipadech.

o) o)
H,0 OH
| — |
N 307 N O
H H
Vi v

Schéma ¢&. 2. Piiprava 3-HQs pomoci oxidace 2-fenylchinolin-4(1H)onu
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Tteti, jiz pomérn¢ vyhodny pfistup k syntéze 3-HQs byl publikovan v roce
1992%, Je zalozen na rozsifeni péticlenného kruhu indolového derivatu VII v bazickém
prostiedi pies aza-cyklopropa[a]inden V111, ktery nasledné ptisobenim kyseliny octové
pfechazi na pozadovany 3-HQs V (Schéma ¢&. 3). Podle puvodni publikace se vytézky
reakce pohybuji od 72 do 83%.

CH3COOH
—

X = halogen

Schéma ¢. 3. Priprava 3-HQs roz$ifenim derivatu indolu

Dalsi velmi zajimavy zpisob syntézy s pomérné Sirokou pouzitelnosti spociva

v cyklizaci derivatt alkyl(2-aminofenyl)ketonti 1X snadno dostupnych transformaci 2-

halogen ketonii, a to v pomé&rné dobrych vytézcich (Schéma & 4)*,
R, O Ry O
OCHs 4 NaOEt OH
— |
R, NH 2. HBr R, N AN
H | —Rs
) | ~

—R
_ 3

IX \Y/

Schéma ¢. 4. Piiprava 3-HQs z derivati alkyl(2-aminofenyl)ketont

Neju¢innéjsi metoda piipravy 3-HQs vsak byla piedstavena v roce 1995%
Vychazi z kyseliny anthranilové X, kterd je zna¢né levnéjsi a dostupnéjsi nez vychozi
latky jinych syntetickych ptiprav. Tato syntetickd metoda umoziiuje rychlou a efektivni
ptipravu cilovych 3-HQs a je ji mozno provadét s fadou rizné substituovanych 2-
bromoacetofenonti |1, které substituéni reakci poskytuji fenacylestery zminéné kyseliny
XI. Néslednym zahiivanim fenacylesteri v kyseliné¢ trifluoroctové, octové nebo
polyfosfore¢né vznikaji cilové 3-HQs V (Schéma ¢&. 5)2.

9



(0]
002 ©)k/8r NaHCO; ij[ ~0 Hy0p | OH
NH2 100-120 °C ” O
X I Xi v

Schéma ¢. 5. Syntéza 3-HQs vychazejici z kyseliny anthranilové zahrnujici cyklizaci jejiho fenacylesteru

Mechanismus cykliza¢ni reakce byl navrzen na zakladné studia pfipravy
analogickych 3-amino-2-fenyl-4(1H)-chinolond. Pfi jejich syntéze byl izolovan
meziprodukt XI1, ktery nasledné piechazel na vysledny 3-aminochinolon X111 (Obrazek

¢. 2). Pravdépodobny mechanismus cyklizace 3-HQs ilustruje schéma ¢&. 62,

X

Obrazek €. 2. Izolovany meziprodukt a produkt pfipravy 3-aminochinolonu

")
O

o]
}/é .
N
H

Schéma ¢. 6. Pravdépodobny mechanismus cyklizace 3-HQs

Dalsi vyhodou této metody je moznost vyuzit derivata kyseliny anthranilové,
jakozto vychozich latek umoznujicich modifikaci na chinolonovém skeletu. Typickym
ptrikladem je kyselina 2-aminotereftalova XIV, ktera reakci s 2-bromoacetofenonem 11

tvoii diester zminéné kyseliny XV. Nasledné cyklizace poskytuje smés fenacylesteru 3-

10



HQ XVI a 7-karboxy-3-HQ XVII. Vznikly fenacylester je poté hydrolyzovan na cilovy
7-karboxy-3-HQ XVII (Schéma ¢&. 7)°.

COzH NaHCO3 \N/Cjk H3O+
HO,C” : / 100120 °C

OH 0+
HO,C
HO,C H

Xvii Xvii

Schéma ¢. 7. Piiprava 7-karboxy-3-HQs

Roku 2007 byla vyvinuta metoda pfipravy 3-HQs vyuzivajici syntézy na pevné
fazi'®. Syntéza je zalozena na imobilizaci Kyseliny 1-methyl-2-aminotereftalové XI1X na
polymerni pryskyfici. Navazany methylester XX je hydrolyzovan pomoci TMSOK a
reakci s 2-bromoacetofenonem Il poskytuje jiz znamy fenacyl ester XXI. Vznikly
fenacylester je nasledné odstépen z pevné faze. Finalni cykliza¢ni krok je realizovan
v Kkyselin¢ trifluoroctové a poskytuje koneény 3-HQ substituovany v poloze 7 XXII
(Schéma ¢&. 8).
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R
I

NH COOCH
cooCHs QL R * TMSOK = COH 1l
Q. _N | >
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o
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f

o N
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Schéma €. 8. Syntéza na pevné fazi vyuzivajici kyselinu 1-methyl-2-aminotereftalovou
Pouziti této metody se nevztahuje pouze na pivodné modifikované chinolony
v poloze 7, ale jak bylo pozd&ji prokazano’, Ize ji vyuzit i k syntéze 6 a 8 substituovanych
3-HQs. Vychozimi latkami jsou 4-amino-3-(methoxykarbonyl)benzoova XXIIl a 2-
amino-3-(methoxykarbonyl)benzoova kyselina XXIV (Obrazek ¢&. 3).

HOZC\©:O\ o
NH, @[NHZ
CO,H

XXI11 XXIV
Obrazek €. 3. MozZné zakladni stavebni jednoty pro ptipravu 7-karobxy-3-HQs
O dvaroky pozd¢ji byla popséana ptiprava 3-HQs na pevné fazi z jiného building-
blocku nez z kyseliny 1-methyl-2-aminotereftalové, a to z 4-chloro-2-fluoro-5-
nitrobenzoové kyseliny XXV, Ta je imobilizovana na Rinkovu pryskyfici (viz kapitola
4.1.2.) substituci nukleofilni za atom fluoru a naslednou substituci chloru pozadovanym

aminem poskytuje prekurzor XXVI, ktery je pies derivat XXVII pteveden na finalni 3-

HQs XXV jiz n¢kolikrat zminénou reakéni sekvenci (Schéma €. 9).
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HO,C NO HO,C NO
HO,C NO>  Q-nH, 2 2 R,R,NH, 2 2 I
T g R, —™
G-N cl G-N N

F cl N 120 °C N N DMF, TEA
1
XXV XXVI
0 (@]
o NO, 1.TFA, RT, 30 min ©O2N O | OH
—_—
0 _R, 2.TFA, 100°C, Ro-
oy Ty IR O
H R, R,
XXVII XXVIII

Schéma €. 9. Vystavba 3-HQs pomoci imobilizace pfes atom dusiku

Dalsi skupinou 3-HQs pfipravenych na pevné fazi jsou jejich analoga s puriny*®
Ptiprava je zalozena na regioselektivni reakci na pryskyfici imobilizovaného
sekundarniho aminu s 2,6-dichloropurinem XXIX za vniku meziproduktu XXX.
Nasleduje alkylace dusiku purinu v poloze 9 za vzniku intermiediatu XXXI a substituce
chloru v poloze 2 alifatickym diaminem za vzniku meziproduktu XXXII. Na volnou
aminoskupinu je poté piipojena 1-methyl-2-aminoteraftalova kyselina a nasledné je

dokoncena syntéza modifikovaného 3-HQ XXXV (Schéma ¢&. 10).

Cl N-R o
HN-R, X,
N| >O v X N HoN”
—»
cl H DIEA, THF )\ N DBU, DMSO Cl)\ | DEG, Et,0
50°C 50°C Ry
XXIX XXX 0K
. XIX 1. 11, DMF
\)
« )\ \> ch HOBt, DMF x )\ > 2. TFA
H,N 2 TMSOK
XXXII
XXX
A
N ~
— (1T X = -(CHy)g-, “CH,CH,0CH,CHy-, -(CHy)s-
N—~2N
_NH
Ri XXXV

Schéma €. 10. Piiprava 3-HQs obsahujici derivaty purinu
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2.2. Kombinatorialni pristup a syntéza na pevné fazi

Jak uz bylo vySe zminéno, k syntéze 3-HQs byla pouzita i syntéza na pevné fazi

ve spojeni s kombinatoridlni chemii.

Kombinatoridlni chemie umozfiuje piipravit soucasné stovky az stovky tisic
novych organickych sloucenin (chemické knihovny), které jsou poté simultanné
otestovany na pozadované vlastnosti. Je proto rychlejsi, a tim padem ucinngjsi a levnéjsi
néz klasickd syntéza. Z tohoto divodu nalézd uplatnéni nejen pti hledani novych
biologicky aktivnich latek, ale miize byt vyuzita i pro optimalizaci struktur perspektivnich

biologicky aktivnich molekul”®,

Vzhledem k tomu, Ze vyuziti kombinatorialniho pfistupu je s pouZzitim roztokové
chemie velmi obtizné, hlavni rozmach této techniky usnadnilo vyuziti syntézy na pevné
fazi (SPS). Metoda syntézy na pevné fazi spociva v ukotveni dané latky na polymerni
nosi¢ (Pol) prostiednictvim labilniho linkeru (L)!*®. Oproti syntéze v roztoku neni nutné
Casove narocné Cisténi meziproduktd, napt. extrakei, chromatografii, atp. Pryskyfice je
vzdy pouze promyta a pifitomnost meziproduktu ovéfena jen na malém analytickém

vzorku pomoci LC-MS analyzy.

2.3. Biologicka aktivita a molekularni cil 3-HQs

Uz ve 30. letech 20. stoleti objevil znamy mad’arsky biochemik a laureat
Nobelovy ceny Albert Szent-Gyorgi, Ze extrakty z nékterych druht rostlin, jako
cervenych mad’arskych paprik nebo pomerancii, obsahuji vedle vitaminu C také jiné latky
pozitivné pisobici na lidsky organismus. Mezi tyto latky patii mimo jiné flavony, latky

piibuzné 3-HQs'2,

Také prvni 3-HQ otestovany na biologickou aktivitu pochazi z rostlinného
extraktu, konkrétné z rostliny Ruta chalepensis. Byl studovan jako mozna hormonalni
antikoncepce pro krysy, nevykazoval vSak zadnou aktivitu. Konec 20. stoleti byl ve
znameni obrovského rozmachu testovani biologickych aktivit ptirodnich latek a latek jim
ptibuznych. Tomuto trendu neunikly ani flavony a 3-HQs. V prubéhu nasledujicich
n¢kolika let byla syntetizovana a otestovana fada derivati 3-HQs vykazujicich ptiznivé
vysledky v biologickych testech. Prokazany byly antibakteridlni, imunosupresivni a

zejména protinadorové aktivity 3-HQs, které jsou dale podrobné popsany>>”,
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2.3.1. Protinadorova aktivita 7-karboxy-3-HQs a jejich fenacylesteri

Jednou z prvnich sad derivati 3-HQs testovanych na protinadorovou aktivitu
byly 7-karboxy-3-HQs XVII (Obrazek & 4)°. Testovany byly na nasledujicich
bunéénych liniich: CEM (T-lymfoblastické leukémii), CEM-DNR-bulk (T-
lymfoblastické leukemii resistentni viici doxorubicinu a postradajici topoisomerasu Ila
gen), K562 (myeloidni leukémii), K562-tax (myeloidni leukémii resistentni na paclitaxel)
a A549 (plicni nador)?®. Vysledky prokéazaly pomérné nizkou cytotoxicitu testovanych
derivati (ICso > 100 uM u vsech péti bunécnych liniich). Jedinou vyjimku tvoftil derivat
4-amino-3,5-dichloro substituovany v poloze 2 na fenolovém kruhu (ICso = 9,83-11,98
uM), (Tabulka ¢. 1).

HO,C N
H

XVl

Obrazek €. 4. Obecna struktura 2-fenyl-3-hydroxychinolin-4(1H)-on-7-karboxylovych kyselin

Cytotoxicka aktivita vybranych derivatia XVII ICso (uM)

R | A549 | CEM | CEM-DNR-bulk | K562 | K562-tax

H | 236,2 | 223,4 171,2 198,9 | 196,3
2-1 1 191,8 | 124,4 134,1 129,0 | 1749
3-Cl | 239,1 | 224,9 163,4 190,0 | 1975
2-Br | 192,4 | 117,0 145,5 146,3 | 160,6

Tabulka €. 1. Cytotoxicka aktivita vybranych derivata XII

Spolu s témito derivaty byly otestovany i fenacylestery XVI vySe zminénych
kyselin (Obrazek €. 5). V ptipadé fenacylestert se cytotoxicka aktivita zvysila vice nez

50x (Tabulka &. 2)°.

Obrazek €. 5. Struktura fenacylesteru 3-HQs
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Cytotoxicka aktivita vybranych derivati XVI 1Cso (uM)
R A 549 | CEM | CEM-DNR-bulk | K562 | K562-tax
H 120,2 | 147,0 128,0 132,4 | 1418
2-1 113 | 55 12,0 5,0 8,5
3-Cl 4,5 8,0 115 5,6 10,7
2-Br 104 | 49 12,3 5,2 8,5
3,5-diCl; 4-NH2 | 0,68 | 0,76 3,6 1,1 1,2

Jak prokazaly dalsi experimenty, fenacylesterova skupina nema sama o sob¢ vliv

na zvyseni cytotoxickych aktivit, coz miize poukazovat na ur¢ity vztah mezi biologickou

Tabulka €. 2. Cytotoxicka aktivita vybranych derivati XVI

aktivitou a rozpustnosti otestovanych derivatt®.

2.3.2. Protinadorova aktivita 3 'nitro-4"-amino-3-HQs

Dalsi otestovanou skupinou derivati 3-HQs poskytujici nadéjné vysledky

v biologickych testech jsou slouceniny obecného vzorce XXXVI. Testovany byly

derivaty obsahujici rizné typy substituentl v poloze R (Tabulka ¢&. 3)°.

O

N
H

OH

NO,
‘ NHR

XXXVI

Obrazek ¢. 6. Struktura otestovanych derivati XXXVI
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Cytotoxicka aktivita vybranych derivati XXXVI ICso (uM)
R A 549 | CEM | CEM-DNR-bulk | K562 | K562-tax
;ﬁf,\@ 1,6 1,6 3,0 0,7 2,0
;,r‘fN/\/ 1,1 0,7 2,2 0,6 1,2
;_efN/\/OH 46,8 2,7 98,8 7,3 44,9
H
AD 1,7 14 3,4 0,7 2,1

Tabulka €. 3. Cytotoxicka aktivita vybranych derivati XXXVI

2.3.3. Protinadorova aktivita 3-HQ-karboxamidu

S aplikaci syntézy na pevné fazi a kombinatoridlniho piistupu byly pfipraveny
systematické knihovny 3-HQs, které mély pomoci optimalizovat jejich strukturu.
Testovany byly ruzné substituované 3-HQ-karboxamidy. Byl sledovan vliv substituce na
fenylovém kruhu v poloze 2 zakladniho 3-HQ skeletonu, a také substituce karboxamidové
funkce v poloze 6,7 a 8 (Obrazek ¢. 7). Z vysledkt protinadorovych aktivit vyplyva, ze
poloha karboxamidové skupiny nema vyrazny vliv na protinadorové vlastnosti.
Nejlepsich vysledkit dosahly N-karboxamidy substituované lipofilni skupinou, zatimco
substituce na fenylové kruhu v poloze 2 neméla na testovanou aktivitu vyrazny vliv.
Vysledky nejlepsich derivati otestovanych na riznych bunéénych liniich ukazuje
tabulka & 4’

o)
o N OH
' !
|
R—NH 7 N |\—R
_ 2
XXXVII

Obrazek €. 7. Obecna struktura 6,7 a 8 substituovanych 3-HQs-N-karboxamidi
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Cytotoxicks aktivita vybranych derivati 3-HQs-karboxamidi 1Cso (uM)
Poloha R2 Ri1 CEM | K562 | HCT116 | BJ | PBMC
karboxamidu
6 3,5-diCl,; dodecyl 0,25 | 0,37 0,56 90,1 | 98,3
4-NH;
6 3,5-diCl; | cyklododecyl | 0,26 | 0,77 069 |36,2| 56,5
4-NH;
7 3,5-diCl; | naftyl-1-Me | 0,69 2,4 2,4 52,2 19,1
4-NH;
7 3,5-diCl; | cyklododecyl | 0,45 | 2,1 4,1 71,3 749
4-NH;
7 3,5-diCl; propyl 0,98 | 9,6 79 |161] 704
4-NH;

Tabulka €. 4. Vysledky nejlepsich derivati rizné substituovanych 3-HQs-N-karboxamidu

2.3.4. Molekularni cil a vztah mezi strukturou a biologickou aktivitou 3-HQs

Na zéklad¢ vysledku z protinddorovych aktivit byl vybran vhodny kandidat
XXXVIII (Obrazek ¢&. 8) pro hledani molekularniho cile ptisobeni 3-HQ. Pro prvni

odhad byla vyuzita afinitni chromatografie, pomoci které byla prokézana interakce 3-HQ

XXXVIII s transla¢nim elonga¢nim faktorem EF1A1 - jeden z dulezitych glykolytickych

proteini a cytoskeletalni protein. Béhem studia se zjistilo, Ze tento protein tvoii komplex

s nadorové specifickou pyruvatkinazou PKM2. Prestoze po interakci s 3-HQ XXXVIII

zUstava aktivita t€chto enzymi zachovana, je spusSténa kaskada reakci v metabolickych

drahach, které zptisobuji apoptdzu bunék. Toto pozorovani se v souc¢asné dobé prokazuje

zménami v citratovém cyklu. Interakce 3-HQ s translacnim elongaénim faktorem byla

potvrzena titracni mikrokalorimetrii. Tyto vysledky nebyly doposud publikovany.

O

OH
O | NO
N 2
H
NH

XXXV K

Obrazek €. 8. Struktura derivatu 3-HQs vybraného pro hledani molekularniho cile
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Vzhledem K zjisténym okolnostem byl ve spolupraci s RNDr. Mgr. Gracianem
Tejlarem Ph.D. vytvofen matematicky model (Obrazek €. 9) interakce 3-HQ XXXVIII
s EF1A1. Model proteinu byl vytvofen pomoci komparativniho modelovani v programu
MODELLER. Struktura EF1A1 byla néasledn¢ stabilizovdna pomoci molekulové
dynamiky, a to bud’ za pouziti empirického interakéniho potencialu Amber nebo OPLS-
AA. Na tii struktury (jedna neoptimalizovana a dvé optimalizované) pak byly dokovany
ligandy pomoci programu Autodock/Vina, kde byla struktura ligandi optimalizovana

pomoci RHF nebo B3LYP vypoéta v programu Guassian UK.

Obrazek €. 9. Matematicky model interakce 3-HQs s EF1A1

Vysledky protinadorové aktivity, znalost molekularniho cile a matematického
modelovani interakce 3-HQ s EF1A1 ndm umozZiuje piedpovidat roli jednotlivych ¢asti

struktury 3-HQs (Obrazek ¢. 10).

farmakologické
vlastnosti

X

1R, = [akivig

=

Obrazek ¢. 10. Role jednotlivych ¢asti 3-HQs
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Z matematického modelu (Obrazek €. 9) je ziejmé, Ze Cast nejvice se podilejici
na interakci s EF1A1 je fenylovy kruh v poloze ¢. 2. Fenylovy kruh tak piedstavuje
farmakofor, jehoz modifikaci 1ze optimalizovat protinadorovou aktivitu. Z obrazku je
také patrné, Ze aminoskupina v poloze 1 3-HQ skeletonu neni stinéna proteinem, a proto
je zde dostateény prostor pro dal$i modifikaci, napt. pro zlepSeni rozpustnosti 3-HQs
zavedenim hydrofilnich zbytkd. Podobné prostorové moznosti plati pro chinolinovy
fenylovy kruh. Tato ¢ast molekuly nabizi velky prostor pro zavedeni dalSich substituentd,
a tudiz je mozné ovlivnit napf. farmakologické vlastnosti zavedenim vhodného

fragmentu.

2.4. Zména biologické aktivity 1é¢iv zavedenim atomu fluoru

Jednou z moznosti, ktera muze vyrazné vylepsit farmakologické vlastnosti
biologicky aktivnich latek je jejich substituce atomem fluoru. Ackoliv je fluor v
pfirodnich latkdch velmi vzacny, je pozoruhodné, Ze 20-25% veskerych 1é¢iv
vyuzivanych ve farmaceutickém primyslu obsahuje ve své molekule minimaln¢ jeden

atom fluoru®’.

Nézornym piikladem ilustrujicim pozitivni vliv fluoru na biologické vlastnosti
muze byt prvni fluor obsahujici 1é¢ivo fludrokortison (9-a-fluorkortison) XXXIX. Objev
fludrokortisonu vyplynul ze systematické studie 9a halogenovanych derivati kortizonu.
Tato studie zkoumala vliv halogenu v poloze 9 na biologickou aktivitu. Otestovany byly
jod, brom i chlor 9a substituované derivaty, které vykazovaly vyssi glukokortikoidni
aktivity spole¢né s rostouci elektronegativitou resp. mensim atomovym polomérem®2°,
Vzhledem k tomuto trendu byl otestovan i 9-a fluorkortison, ktery poskytoval vyrazné

vyssi glukokortikoidni aktivity neZ ostatni derivaty®2,

OH o
F
HN)j/
oél\N
H
XXXIX XL

Obriazek €. 11. Struktura fludrokortisonu a 5-fluoruracilu

DalSim fluorovanym lé¢ivem, které napomohlo ke zméné pohledu na aplikaci

fluoru ve farmaceutickém prumyslu je 5-fluoruracil XL, antimetabolit pfirodniho uracilu
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(Obrazek & 11)'71°. Zavedeni fluoru predstavuje moznost modulace elektronickych,
lipofilnich i stérickych parametri, které mohou vyrazné€ ovlivnit jak farmakokinetické tak

farmakodynamické vlastnosti 1é¢iv2L.

V dnesni dob¢ existuje fada 1éCiv obsahujicich atom fluoru. Prikladem mtize byt
antidepresivum fluoxetin, antibiotikum erythromycin nebo tamoxifen pouzivany pti 16¢bé

rakoviny prsu?’.

2.5. Lipofilicita

Jednim z faktoru limitujicich G¢innost 1é¢iva je jeho doprava do mista potieby
tzn. do bundk. Zivo¢i§né buiiky jsou obaleny plasmatickou membranou skladajici se
z lipidové dvojvrstvy obsahujici fadu proteind, které ji zpeviuji a udavaji jeji tvar.

Vseobecné existuji dvé cesty pro dopravu molekul do bunék. Jednu z nich
pfedstavuje aktivni transport, ktery spotfebovava energii a tu druhou transport pasivni,
prostou diftizi ptes plasmatickou membranu. Aby mohly molekuly 1é¢iva projit ptes tuto
membranu, musi byt dostate¢né lipofilni, tzn. rozpustné v tucich?’.

Mira lipofilicity se vyjadiuje jako rozdélovaci koeficient log P mezi oktanolem
a vodou, pfi¢emz nejvice lipofilni slouceniny jsou rozdéleny do oktanolové a nejméné
lipofilni slouceniny do vodné vrstvy. Pfili§ vysoka hodnota logu P vSak byva Castou

pri¢inou $patné rozpustnosti ve vodé nékterych sloucenin®’.
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3. Cile prace

Vysledky systematického testovani protinddorovych aktivit 3-HQs naznacuji, ze
substituce na fenylovém kruhu v poloze 2 nemda vyrazny vliv na jejich protinadorové
aktivity. Naopak vysledky matematického modelovani interakce 3-HQ XXXVIII
s EF1A1 ukazuji, ze fenylovy kruh v poloze 2 piedstavuje hlavni misto interakce mezi 3-
HQ a proteinem a jeho modifikace mtize vyrazné ovlivnit protinadorové aktivity 3-HQs.
Matematické modelovani interakce 3-HQ s EF1A1 a vysledky systematického testovani
rovnéz jednoznacné ukazuji, ze substituce na fenylovém kruhu chinolinového skeletu
muze vyrazné ovlivnit biodostupnost 3-HQs.

Hlavnim cilem této bakalarské prace je s vyuzitim roztokové chemie, syntézy na
pevné fazi a kombinatorialni chemie vyvinout metodiku pro piipravu fluorovanych 3-
HQs obsahujicich peptidovy fetézec. Struktury pfipravovanych latek jsou navrzeny tak,
aby konec¢né 3-HQs byly dostate¢né lipofilni pro prostup bunéénymi membranami, ale
zaroven dostatecné hydrofilni na rozpusténi ve vodném prostiedi, coz by znamenalo
zvySeni biodostupnosti 3-HQs (Obrazek €. 12). Dalsim cilem je studium lipofilicity a

rozpustnosti pfipravenych derivati.

Obrazek ¢. 12. Design novych fluorovanych 3-HQs obsahujicich peptidovy fetézec

22



4. Vysledky a diskuze

Tato kapitola je rozdélena do tfi ¢asti. Prvni ¢ast popisuje piipravu finalnich 3-
HQs obsahujicich peptidovy fetézec. Druha se zabyva jejich izolaci a ¢isténim. Treti Cast

poukazuje na lipofilni vlastnosti ptipravenych 3-HQs a na jejich rozpustnost ve vodé.

4.1. Priprava fluorovanych 3-HQs obsahujicich peptidovy retézec

Vzhledem k navrzené piitomnosti peptidového fetézce v 3-HQs skeletu v poloze
7 jsme museli pfizpusobit jejich syntézu na pevné fazi. Ta nemohla byt provedena na
zakladé postupu popsaném v literatute'®*(Schéma &. 8). Diivodem je findlni cykliza¢ni
krok v kyseling trifluoroctové, piti kterém za teplot okolo 100 °C dochazi k degradaci
peptidového fetézce. Navrzeny postup piipravy cilovych 3-HQs obsahujicich peptidovy

fetézec ilustruje schéma ¢. 11.

(o] 2
AF
CO,H i B ? ° S
2 ' DMF, K TFA
X » KoCO3 N e} o) \
2Ry FIL NH, 100 °C
% |
HO,C NH, =
3

(6]
4
(0]
Do O
i |
FC 7 N
T o H
5 6
o) O
OH TEFA OH
X | |
Q" F N S x-pP N i
H F P
8
P = peptid
X= OH, NH,

Schéma €. 11. Navrzeny postup pfipravy cilovych latek

4.1.1. Priprava 7-karboxy-3HQs

Jak bylo popsano v teoretické ¢asti, prvnim krokem reakéni sekvence piipravy
7-karboxy-3-HQs je reakce kyseliny 2-aminotereftalové s libovolné substituovanym 2-
bromoacetofenonem, v nagem piipadé tedy 2-bromo-4’-fluoroacetofenonem 3a. Cistota

surového produktu 4 byla dle LC-MS analyzy 85%. Celkovou Cistotu zlepsilo promyti
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produktu acetonem, po kterém se zvysila na 100%. Vytézek reakce Cinil 75% (Schéma
¢. 12).

F
O
/@iCOQH w K2CO3 /©)k/0 NH, o]
DMF o
HO,C
4

2h,90°C,1h,RT
75%

Schéma ¢. 12. Priprava difenacylesteru kyseliny 2-aminotereftalové
Kromé monofluorovanych derivatl nas také zajimal vliv zavedeni dal§iho atomu
fluoru do molekuly 3-HQ. Difluorovany bromoacetofenon 3b je vSak velmi drahy, a proto
jsme se jej rozhodli pfipravit. K piipravé jsme vyuzili postup popsany v literatuie®?
Syntéza vychazela z 1,2-difluorbenznu 1. Ten byl Friedel-Craftsovou acylaci pfeveden

na 3,4-difluoracetofenon 2, ktery naslednou bromaci v poloze a poskytnul pozadovany
2-bromo-3",4"-difluoroacetofenon 3b (Schéma ¢&. 13).

o) o)
AcCl, FeCly Bry, ACOH Br
—
3h, 100°C . 30 min, RT

3b

N T

Schéma €. 13. Priprava difluorovaného prekurzoru pro syntézu 3-HQs

Vzhledem k tomu, Ze se ndm z duvodu nedostatku ¢asu nepodafilo derivat 3b
pfipravit a izolovat ve vétsim mnozstvi, dal$i postup vychazel pouze z komeréné
zakoupeného monofluorovaného acetofenonu 3a modifikaci podminek popsanych v

literatuie®.

Cyklizace za vzniku fenacylesteru 3-HQs 5 byla provedena v Kkyseling
trifluoroctové pti 100 °C. Pii studiu této reakce jsme zjistili, Ze celkovy reakéni Cas je
zavisly na mnozstvi derivatu 4. Optimalizované reakéni Casy pro konkrétni navazky

derivatu 4 ilustruje tabulka ¢ 5.
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Navazka derivatu 4 (g)* Reak¢ni ¢as (h) pri 100 °C potiebny

pro dosaZeni uplné konverze

0,05 1
1 4
4 8
9 24

*v jednotlivych navazkach byl pouzit 1 ekvivalent TFA

Tabulka ¢. 5. Vztah mezi navazkou derivatu 4 a reakénim ¢asem reakce

Z analyz spekter LC-MS jsme zjistili, ze kromé& pozadovaného fenacylesteru 5
(Cistota 90%) Vv reakci vznika i jiny produkt (Cistota 10%), ktery jsme na zakladé
hmotnostniho spektra identifikovali jako sl kyseliny trifluoroctové s derivatem 5. Tato
myslenka byla podpofena naslednou hydrolyzou obou produktii na pozadovany 7-
karboxy-3-HQ 6, jehoz surova Cistota byla 95% (Schéma ¢. 14). Hydrolyzaéni reakce
byla ptivodné provedena v roztoku 65% (w/w) H2SOas. Pii téchto podminkach se tvotila
heterogenni smés, ve které reakce neprobihala. To bylo ziejmé zpusobeno nizkou
rozpustnosti fenacyleteru 5 ve vodném prostiedi. Problém se podatilo vytesit provedenim
reakce v koncentrovanéjsim 80% (w/w) roztoku H>SOa, ve kterém doslo k Gplnému
rozpusténi reakéni smési. 7-karboxy-3-HQ 6 vypadl nalitim reakéni smési do vody
S ledem jako zelena sraZenina. Celkovy vytézek vSech tii reakcnich krokii véetné CiSténi

¢inil 60 %.

80% H,S0,
—_—
4h,80°C

Schéma €. 14. Cyklizace difenacylesteru a nasledna hydrolyza na poZadovany 7-karboxy-3-HQs

25



4.1.2. Piiprava mono, di a tripeptidii pomoci syntézy na pevné fazi

Pro syntézu peptidového fetézce jsme vyuzili syntézu na pevné fazi ve spojeni
s kombinatorialni chemii. Pii feSeni této prace jsme se rozhodli vyuzit Rinkav resp.
Wanguv linker, a to z davodu sledovani vlivu koncové karboxylové resp. amidové
skupiny peptidového fetézce konecnych 3-HQs na biologickou aktivitu (Obrazek ¢.

13)2324, Zaroven nas zajimal vliv pouZité pryskyfice na vytézek reakce.

Pol = O

Fmoc-\H o~ OH
m g@
Ring Wang

f f
G—NH-Fmoc GOH

Obrazek €. 13. Struktury pouzitych linkra

S vyuzitim kombinatoridlniho pfistupu jsme pfipravili pfedem navrzené
sekvence mono, di a tripeptidi, vybranych na zaklad¢ ptedeslého vypoétu hodnot logu P
pro jiné derivaty 3-HQs nesouci tyto peptidové fetézce. Vychézeli jsme z postupu
vyuzivajiciho klasické HOBt techniky?®. Pro syntézu byly pouzity &tyfi aminokyseliny,
fenylalanin (Phe) a, valin (Val) b, leucin (Leu) c a tert-butyl-serin (Ser-tBu) d, obsahujici
protekéni fluorenylmethyloxycarbonyl skupinou (Fmoc), (Obrazek €. 14). Tato skupina
slouzi zaroven jako chromofor absorbujici elektromagnetické zafeni pfi 300 nm a

umoznuje identifikaci alifatickych peptidi pomoci LC-MS.

Fmoc f;'

éﬁf */L*g”i+ “

Obrazek €. 14. Struktury pouZzitych aminokyselin a chréanici skupiny Fmoc

Pro oznaceni jednotlivych mono, di a tripeptidi jsme pouzili nasledujiciho
znaceni. Peptid je oznacen Cislici 7. Za nim nasleduje pismeno W, popi. R, které definuje,

na které pryskyfici byl dany peptid pfipraven (W = Wangova pryskyfice, R = Rinkova
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pryskyfice), resp. zdali peptid kon¢i karboxamidickou skupinou (R) nebo karboxylovou
(W). Jednotlivé aminokyseliny pak definuji pismena a-d. Obsahuje-li tedy oznaceni
pouze jedno pismeno, jedna se o monopeptid, atp. Celkovy postup ptipravy peptidu

ilustruje schéma ¢. 15.

50% piperidin
X AAFmoe () X-AA-Fmoc it QO x-2a, Ahgfmoe
HOB, DIC, DMF/DCM DMF HOB, DIC, DMF/DCM
Pro X=OH navic DMAP 7.W-a, 7-R-a 20 min, RT 3h RT
3h, RT 7-W-b, 7-R-b
7-W-c, 7-R-c
7-W-d, 7-R-d

1x opakovani
—>
O X-AAAAFmoe — 2 o (X-AAAAAAFmOC

7-W-c-a-a, 7-R-c-a-a X=OH=W AA= Phe_= a
7-W-a-a, 7-R-a-a X=NH, =R Val= b
7-W-a-b, 7-R-a-b 7-W-c-a-c, 7-R-c-a-c 2 Leu =
7-W-a-d, 7-R-a-d 7-W-c-c-a, 7-R-c-c-a Ser =d

7-W-b-a, 7-R-b-a 7-W-c-d-a, 7-R-c-d-a

7-W-c-a, 7-R-c-a
7-W-c-b, 7-R-c-b
7-W-c-c, 7-R-c-c
7-W-c-d, 7-R-c-d
7-W-d-a, 7-R-d-a
7-W-d-b, 7-R-d-b

Schéma €. 15. Celkové schéma piipravy mono, di a tripeptida

Pfi studiu reakci na Wangové pryskyfici jsme zjistili, Ze navazani prvni
aminokyseliny probiha pro jednotlivé aminokyseliny rizn¢ dlouho. Zatimco pro navazéani
valinu b byl reak¢ni ¢as reakce 1,5 h, pro navazani fenylalaninu a a serinu d 2,5 h. Pro
leucin c ¢inil reak¢ni ¢as dokonce 3 h. Tyto vysledky jsme ziskali na zakladé hodnot
loadingu (mmol/g), pouzivaném pro kvantitativni analyzu reakci pomoci syntézy na
pevné fazi. Jako standard jsme pouzili Fmoc-B-alanin. Vysledky hodnot loadingu

vzhledem Kk reak¢énimu ¢asu a typu aminokyseliny ilustruje tabulka ¢. 6.

Primérné hodnoty loadingu pro jednotlivé aminokyseliny v riiznych ¢asech
e Delsi reakéni &asy neposkytovaly vyssi hodnoty neZ p¥i 3 hodinach.
Aminokyseliny/¢as 1,5h 25h 3h
Phe 0,29 mmol/g 0,34 mmol/g 0,34 mmol/g
Val 0,29 mmol/g 0,29 mmol/g 0,29 mmol/g
Leu 0,14 mmol/g 0,29 mmol/g 0,32 mmol/g
Ser 0,26 mmol/g 0,29 mmol/g 0,29 mmol/g

Tabulka €. 6. Primérné hodnoty loadingu pro jednotlivé aminokyseliny




Vzhledem k témto okolnostem jsme viechny reakce nechali probihat 3 h. Cistoty

reakci se pohybovaly v rozmezi od 95 do 100%.
4.1.3. Finalni spojeni peptidového ietézce s 7-karobxy-3-HQ

Kli¢ovy krok celé syntézy cilovych 3-HQs spocival ve spojeni peptidového
fetézce 7 S 7-karboxy-3-HQ 6 na finalni 3-HQ 8. Tento krok byl opét proveden
prostiednictvim syntézy na pevné fazi. Pti pouziti klasickych podminek HOBt reakce
neprobihala, proto bylo nutné pouzit drsnéjsi podminky v 50% pyridinu. Zaroven jsme
museli reakéni roztok ptipravit v niz§ich koncentracich (0,1 mmol/ml), nez je pro syntézu
na pevné fazi bézné (0,2 - 0,5 mmol/ml), a to z divodu $patné rozpustnosti 7-karobxy-3-
HQs 6 (Schéma ¢. 16). Pro oznaceni finalnich derivati jsme pouzili obdobné ¢islovani

jako v piipadé peptidu.

1. G—peptid 7

DMF, pyridin, HOBt, DIC

15h RT OH
2. TFA X AAy |
“AAr 2 an, N

2h,RT N
62 - 84% .

8-W-a 8-R-a
8-W-b 8-R-b
8-W-c 8-R-c
8-W-d 8-R-d
8-W-a-a 8-R-a-a
X=0OH=W AA=Phe=a 8-W-a-b 8-R-a-b
X =NH,=R =Val =b 8-W-a-d 8-R-a-d
=lLeu=c 8-W-b-a 8-R-b-a
=Ser=d 8-W-c-b 8-R-c-b
8-W-d-a 8-R-d-a
8-W-d-b 8-R-d-b
8-W-c-a-a 8-R-c-a-a
8-W-c-a-c
8-W-c-c-a 8-R-c-c-a
8-W-c-d-a

Schéma ¢. 16. Finalni krok syntézy peptidovych 3-HQs

Pro optimalizaci reakénich podminek jsme vybrali reakci 7-karboxy-3-HQ 6
s peptidem 7-W-b-a obsahujici fenylalanin, ktery by v ptipadé nedoreagovani mohl byt
detekovan pomoci LC-MS. Vzorky pro analyzu jsme odebirali po 1 hoding. Hned po
prvnim odebraném vzorku jsme dosahli 100% c¢istého produktu. Pfi reakénich dobach
vysSich nez 2 h vznikal nezddouci produkt, jehoz hmota odpovidd navrzenému derivatu
9 (Obrazek ¢. 15), (Tabulka ¢. 7). Vzhledem k moznosti fizeni reakénich podminek
pouze k zadanému produktu jsme se prokazovanim této struktury dale nezabyvali. Stejny
postup jsme vyzkouseli 1 s ndhodné vybranym mono a tripeptidem. Vysledky vykazovaly

stejny trend.
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Reak¢ni ¢as (h) Cistota 8-W-b-a (%) Cistota 9 (%)

1 100 0
2 100 0
3 95 5

Tabulka €. 7. Vliv reakéni doby na Cistotu produktu

\[;(O H
HO N
N
O(S‘)/
9

Obrazek €. 15. Navrzena struktura vedlejsiho produktu na zakladé LC-MS analyzy
Z ptedlozenych vysledku je ziejmé, ze delsi reakéni Casy jak 2 h snizuji Cistotu

produktu.

4.2. 1lIzolace a ¢iSténi finalnich latek

Po ukonceni reakéni sekvence na pevné fazi je nutné produkt z pryskyfice
odstépit Stépicim koktejlem, v nasem piipadé 50% (v/v) TFA/DCM. Nasledné je stépici
koktejl odpatren pod proudem dusiku. Takto ziskany surovy produkt je nutné vycistit od
zbytkové TFA a dalSich necistot. Typicky se takové ¢isténi provadi pomoci HPLC.
V piipadé¢ 3-HQs vSak Casto dochazi k rozmyvani pikli na chromatografické kolon¢ a
HPLC metoda je tedy Kk jejich ¢isténi nevhodna. Kromé toho, jiz surova Cistota nasich
produktl je dostatecné vysoka, a tudiz by pouziti HPLC vedlo ke zbyte¢né ztrat¢ hmoty.
Ze zkuSenosti z praci s 3-HQS v nasi laboratofi vime, Ze pro findlni ¢isténi 3-HQs casto
sta¢i produkt vysrazet a promyt v diethyletheru’. Tento ovéfeny postup jsme tedy
vyzkouseli i s nasimi latkami. Problém vsak nastal pfi rozpousténi precisténého produktu
na analyzy NMR, kdy jsme jako rozpoustédlo pouZili deuterovany DMSO, ve kterém se
produkt rozpustil jen ¢astecné a v roztoku zlstaly kousky pevné latky. Pivodné jsme
predpokladali, Ze jsou nami piipravené produkty nerozpustné v DMSO, a tak jsme se je
snazili rozpustit v jinych rozpoustédlech jako CHCIs, DMF, oktanolu nebo DCM.
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Vysledek byl ale vzdy negativni a latku se ndm nepodafilo rozpustit. Po usilovném feSeni
tohoto problému jsme zjistili, Ze nerozpustna latka neni 3-HQ, ale neidentifikovatelna
latka rozpustna pouze v TFA. Na zaklad¢ nerozpustnosti této latky a jejiho vyskytu ve
vice produktech jsme dosli k zavéru, ze pravdépodobné pochazi z pryskyfice, ze které

byla odstépena pomoci TFA. Ziejmé se tedy jedna o latku polymerniho charakteru.

Problém se nakonec podafilo vyfesit tim zpisobem, Ze jsme po vyfoukani
Stépiciho koktejlu k odparku misto diethyletheru nalili metanol, ve kterém se nezadouci
produkt vysrazel a oddé¢lil od naseho produktu. Ten zustal rozpustény v methanolu.
Nasledné jsme roztok prefiltrovali pies filtr stfikacky a metanol odpafili na vakuové
rota¢ni odparce. Jakmile jsme dostali suchy produkt, pfilili jsme k nému diethylether a
nechali vysraZzet v ultrazvuku. Vysledkem byl jemny prasek produktu, ktery jsme jesté

nékolikrat dekantovali diethyletherem a vysusili na lyofilizatoru.

4.3. Lipofilicita a rozpustnost pripravenych 3-HQs

Miru lipofilicity finalnich latek (log P) jsme spocitali pomoci programu
ACD/LogP (Tabulka €. 8). Bohuzel z divodu nedostatku ¢asu jsme tyto hodnoty nestihli

experimentalné overit.

Derivat 8-W-a 8-W-b 8-W-c 8-W-d 8-W-a-a
Vypoétena hodnota 4,19 3,39 3,92 1,17 6,06
Derivat 8-W-a-b | 8-W-a-d | 8-W-b-a | 8-W-c-b | 8-W-d-a
Vypoétena hodnota 5,26 3,88 51 4,83 3,39
Derivat 8-W-d-b | 8-W-c-a-a | 8-W-c-a-c | 8-W-c-c-a | 8-W-c-d-a
Vypoctena hodnota 2,58 7,63 7,35 7,20 521
Derivat 8-R-a 8-R-b 8-R-c 8-R-d 8-R-a-a
Vypoctena hodnota 4,04 3,22 3,75 2,05 5,62
Derivat 8-R-a-b | 8-R-a-d 8-R-b-a 8-R-c-b 8-R-d-a
Vypoctena hodnota 4,82 3,44 4,64 4,37 3,39
Derivat 8-R-d-b | 8-R-c-a-a | 8-R-c-c-a
Vypoctena hodnota 2,59 6,52 6,09

Tabulka ¢. 8. Vypoétené hodnoty logu P, finalnich 3-HQs

Z vypoctenych hodnot vyplyva, ze tyto latky jsou hodnotami log P blizko

idealnim. Ze srovnani dvou 3-HQs nesouci stejny peptidovy fetézec jen s jinym potadim
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aminokyselin (napf. 8-W-a-b a 8-W-b-a, popt. 8-W-c-a-c a 8-W-c-c-a) vidime, Ze
zména poradi aminokyselin mize mit vliv na biologické vlastnosti 3-HQs. Hodnoty také

potvrzuji, ze zavedeni polarnéjsiho serinu lipofilicitu snizuje (napt. 8-W-d).

Vzhledem k tomu, Zze obecny problém 3-HQs je jejich nerozpustnost ve vodg,
zajimalo nés, jestli zavedeni peptidového fetézce rozpustnost nezvysilo. Vybrali jsme 5
derivatii a ke stanoveni jejich rozpustnosti vyuzili HPLC. Pomoci metody vnéjsiho
standardu jsme stanovili rozpustnost vybranych 3-HQs. K pfipravé vzorka jsme pouzili
solubilizér, ktery ndm vzorky natedil v pfesnych koncentracich. Vysledky hodnot

rozpustnosti pro 5 vybranych 3-HQs ukazuje tabulka ¢. 9.

Derivat 8-W-b 8-W-c 8-W-d 8-W-b-a | 8-W-c-c-a

Rozpustnost mg/ml 0,023 0,085 0,273 0,052 0,088

Tabulka €. 9. Rozpustnost vybranych derivata ve vode
Z namétenych vysledka vyplyva, Ze rozpustnost 3-HQs 1ze ovlivnit zavedenim
peptidového fetézce i za predpokladu, Ze se jednd o méné polarni aminokyselinu, napf.
leucin (8-W-c). Nejvyssi hodnotu rozpustnosti vykazoval derivat 8-W-d obsahujici ve

své molekule serin. Jeho rozpustnost byla 3x az 11x vyss$i nez u ostatnich derivati.
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5. Experimentalni ¢ast

Instrumentace a metody

Pro reakce na pevné fazi jsme pouzili plastové injekéni stiikacky opatfené
polypropylenovou fritou. LC-MS analyzy byly provadény pomoci UPLC-MS systému
skladajiciho se z chromatografu Acquity s detektorem fotodiodového pole a
jednoduchého kvadrupdlového hmotnostniho spektrometru (Waters) USA, na koloné X-
Select C18. Analyzy pro zjisténi hodnot rozpustnosti byly provedeny pomoci systému
HPLC Alliance (Waters) USA skladajiciho se z detektoru fotodiodového pole,
autosampleru a kvarterni pumpy za pouziti kolony X-Bridge C18.

Piiprava vzorkli pro meéfeni rozpustnosti byla provedena pomoci piistroje
Amigochem UK skladajiciho se z injektoru, reakéniho bloku a automatického reakéniho
sampleru.

NMR spektra byla métena na piistroji JEOL (500 MHz) za laboratorni teploty.
Vzorky byly rozpustény v deuterovaném DMSO, jehoz resonancni signal slouzil jako
referen¢ni standard. Hodnoty chemického posunu & byly udany v ppm a hodnoty
interak¢nich konstant v Hz.

K suSeni vzorkl byl pouZit lyofilizator Scanvac CoolSafe.
Stépeni vzorku z pryskyfice pro analyzu LC-MS

Po ukonceni reakce na pevné fazi a ndsledném promyti pryskyfice byl odebran
analyticky vzorek (5 mg). Ten byl $tépen po dobu 30 minut v 1 ml $tépiciho koktejlu
TFA/DCM 50% (v/v). Po 30 minutach byl sté€pici koktejl vyfoukan pod proudem dusiku.
K odparku byl nasledné ptidan 1 ml methanolu pro HPLC. Roztok byl poté prefiltrovan

do vialek a zméfen pomoci LC-MS.
Odstranéni chranici skupiny Fmoc

Do stiikacky s pryskytici (500 mg) byl nasan 50% (v/v) roztok DMF/piperidin
(10 — 15 ml). Reakce byla tfepana 20 minut za laboratorni teploty. Po uplynuti stanovené

doby byl roztok odsan a pryskyfice promyta DMF (5x) a DCM (3x).
Piiprava vzorku pro méreni rozpustnosti

a) Priprava kalibracnich roztoka
Z pozadovanych derivati byl pfipraven vodny zasobni roztok (1 mg/ml).

Jeho fedénim byly piipraveny roztoky o koncentracich 0,5; 0,1; 0,05 a 0,01 mg/ml. Ty
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byly zméteny pomoci HPLC a nésledné byly stanoveny kalibra¢ni kiivky pro jednotlivé
derivaty.

b) Piiprava vzorku

Pozadované derivaty (10 mg) byly nasypany do reak¢nich banék. Nasledné
k nim byly pfility 2 ml vody a pfipraven piesyceny roztok. Poté byly nafedény v piesnych
koncentracich pomoci pfistroje Amigochem a zméfeny stejnym HPLC jako kalibra¢ni

roztoky.
Priprava slouceniny 2

Sloudeninu 2 jsme pfipravili modifikaci podminek popsanych v literatuie??,
Suchy FeCls (9,5 mmol) byl nasypan do reakéni banky chlazené ledem. Nasledné byl po
kapkach ptidan acetyl chlorid (9,5 mmol) a poté 1,2-difluorbenzen (9,5 mmol). Reakéni
barka byla odebrana z ledové lazné€ a michana 3,5 h za pouZiti mikrovinného zafeni pfi

100 °C. Produkt jsme dale nestihli izolovat.
UV/VIS — porovnano s komeréné zakoupenym standardem. Cistota 90%.
Piiprava slouceniny 3a

Sloudeninu 3a jsme pfipravili podle postupu popsaném v literatuie®?. Produkt

jsme dale nestihli izolovat.
Analyticka data byla v souladu s publikovanymi. Cistota 76%.
Priprava slouceniny 4

Slouc¢eninu 4 jsme pfipravili modifikaci postupu popsaném v literatuie®. 2-
aminotereftalova kyselina (22,03 mmol) byla rozpusténa v DMF (115 ml) a byl pfidan
K2COz (23,03 mmol). Takto pfipravena smés byla michana na elektromagnetické
michacce 2 h pii 90 °C. Po vychladnuti smési na laboratorni teplotu byl pfidan 2-bromo-
4’-fluoracetofenon (46,06 mmol) a smés byla michana pfi laboratorni teploté 1 h. Reakéni
smés byla nasledné nalita do 10% NaHCOs (500 ml). Zluty produkt byl odsan pies

Biichnerovu nalevku, promyt acetonem a vysusen na lyofilizatoru.

MS (ESI) vypocteno pro C24H1sF2NOs [M+H]*: 454,11; nalezeno: 454,32, &istota 100%.
Vytézek 75%.
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Priprava slouceniny 5

Slouceninu 5 jsme piipravili modifikaci postupu popsaném v literatuie®. Derivat
4 (19,8 mmol) byl nasypan do 500 ml baiiky. Nasledné byla pfiddna TFA (225 ml) a
reakeéni smés byla michdna na elektromagnetické michacce 24 h pii 100 °C. Produkt byl
izolovan nalitim do vody s ledem, kde vypadl jako zelend sraZenina a nasledné odsan.
Veskeré mnozstvi derivatu 5 pfipraveného v tomto reakénim kroku bylo pouzito pro

piripravu derivatu 6.
MS (ESI) vypoéteno pro C24H1sF2NOs [M+H]*: 436,10, nalezeno 436,12, ¢istota 90%.
Priprava slouceniny 6

Sloudeninu 6 jsme piipravili modifikaci postupu popsaném v literatuie®. Derivat
5 byl nasypan do 500 ml bainky. K nému byla pfilita 80% (w/w) H2SO4 (270 ml) a reakce
byla michana na elektromagnetické michacce 4 h pti 80 °C. Produkt byl izolovan stejnym
zpusobem jako derivat 5. Po jeho izolaci byl pfeveden do kadinky s acetonem (400 ml) a

ptekrystalizovan. Nakonec byl odsan a vysusen na lyofilizatoru.

MS (ESI) vypoéteno pro CisH1:FNO4 [M+H]": 300,07, nalezeno 300,11, ¢istota 100%.
Vytézek 60%.

Obecna priprava peptidi a stanoveni loadingu pryskyrice

Rinkova pryskytice (500 mg) byla nabobtnana DMF (3x) a DCM (3x) a poté
zbavena chranici skupiny Fmoc. Nasledné byla pfipravena reakéni smés aminokyseliny
(AA1) podle nasledujiciho postupu. Do roztoku aminokyseliny AA: (2.5 mmol) v DCM
(3,5 ml) byl ptidan HOBt (2,5 mmol). Po rozpusténi byl ke smési pfidan DMF (3,5 ml) a
DIC (2,5 mmol). Reakéni smés byla nasata do injekéni stiikacky s nabobtnanou
pryskyfici a tfepana za laboratorni teploty 3 h. Po 3 h byl reakéni roztok odsan a
pryskyfice s navazanou aminokyselinou promyta v DMF (5x) a DCM (3x).

Pti ptipravé peptidi na Wangove pryskyfici byl do stfikacek po nabobtnani
nasan rovnou roztok aminokyseliny pfipraveny stejnym zplisobem jako vySe s tim

rozdilem, Ze spolecné s HOBt byl do roztoku ptidan DMAP (0,75 mmol).

Dipeptidy a tripeptidy na Rinkové i Wangové pryskyfici byly pfipraveny

stejnym zptisobem jako monopeptidy na Rinkové pryskyfici.
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Loading pryskyfice byl stanoven nasledujicim zptsobem. Pryskyfice (cca 20
mg) byla vysrdzena v methanolu. Nasledné byla vysusena pod proudem dusiku. Jakmile
byla pryskytice sucha, bylo navazeno jeji piesné mnozstvi (5 — 10 mg). To bylo $tépeno
standardnim postupem. K suché pryskyfici byl nakonec ptidan piesné 1 ml methanolu
pro HPLC a vzorek zméten pomoci LC-MS. Plocha piku navazané aminokyseliny byla

srovnana se standardem Fmoc-B-ala-OH pfi vinové délce 300 nm.

Monopeptid 7-W-a (Phe)

MS (ESI) vypoéteno pro Co4H21NO4 [M+H]*: 388,15; nalezeno: 388,34, Cistota: 100%.
Monopeptid 7-W-b (Val)

MS (ESI) vypoéteno pro CooH21NO4 [M+H]*: 340,15; nalezeno: 340,24, &istota: 100%.
Monopeptid 7-W-c (Leu)

MS (ESI) vypoéteno pro Co1H2sNO4 [M+H]*: 354,17; nalezeno: 354,30, ¢istota: 97%.
Monopeptid 7-W-d (Ser)

MS (ESI) vypoéteno pro Ci1gH17NOs [M+H]*: 328,12; nalezeno: 328,03, ¢istota: 100%.
Monopeptid 7-R-a (Phe)

MS (ESI) vypoéteno pro C24H22N203 [M+H]": 387,17; nalezeno: 387,12 &istota: 100%.
Monopeptid 7-R-b (Val)

MS (ESI) vypoéteno pro CooH22N203 [M+H]*: 339,17; nalezeno: 339,15, ¢istota: 100%.
Monopeptid 7-R-c (Leu)

MS (ESI) vypoéteno pro Co1H24N203 [M+H]": 353,19; nalezeno: 353,34, ¢istota: 100%.
Monopeptid 7-R-d (Ser)

MS (ESI) vypoéteno pro CigH1sN204 [M+H]": 327,13; nalezeno: 327,07, Cistota: 100%.
Dipeptid 7-W-a-a (Phe-Phe)

MS (ESI) vypoéteno pro CazHzoN20s [M+H]*: 535,22; nalezeno: 535,33, ¢istota: 100%.
Dipeptid 7-W-a-b (Phe-Val)

MS (ESI) vypoc¢teno pro C29HzoN20s [M+H]*: 487,22; nalezeno: 487,43, ¢istota: 100%.
Dipeptid 7-W-a-d (Phe-Ser)

MS (ESI) vypoéteno pro C27H26N206 [M+H]*: 475,19; nalezeno: 475,16, Cistota: 100%.
Dipeptid 7-W-b-a (Val-Phe)

MS (ESI) vypoéteno pro C29HzoN20s [M+H]": 487,22; nalezeno 487,24, ¢istota: 100%.
Dipeptid 7-W-c-a (Leu-Phe)

MS (ESI) vypocteno pro CzoH3z2N20s [M+H]*: 501,24; nalezeno: 501,26, ¢istota: 100%.
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Dipeptid 7-W-c-b (Leu-Val)

MS (ESI) vypoéteno pro CosH32N20s [M+H]*:

Dipeptid 7-W-c-c (Leu-Leu)

MS (ESI) vypoéteno pro C27H3aN20s [M+H]™:

Dipeptid 7-W-c-d (Leu-Ser)

MS (ESI) vypoéteno pro C24H2sN206 [M+H]":

Dipeptid 7-W-d-a (Ser-Phe)

MS (ESI) vypoéteno pro C27H2sN20s [M+H]™:

Dipeptid 7-W-d-b (Ser-Val)

MS (ESI) vypoéteno pro C23H26N206 [M+H]":

Dipeptid 7-R-a-a (Phe-Phe)

MS (ESI) vypoc¢teno pro CazHziN3Os [M+H]*:

Dipeptid 7-R-a-b (Phe-Val)

MS (ESI) vypoéteno pro C29Hz1N304 [M+H]™:

Dipeptid 7-R-a-d (Phe-Ser)

MS (ESI) vypo¢teno pro C27H27N30s [M+H]*:

Dipeptid 7-R-b-a (Val-Phe)

MS (ESI) vypoéteno pro C29Hz1N304 [M+H]™:

Dipeptid 7-R-c-a (Leu-Phe)

MS (ESI) vypocteno pro CzoH3z3N304 [M+H]":

Dipeptid 7-R-c-b (Leu-Val)

MS (ESI) vypoéteno pro CoeHzsN3Os [M+H]™:

Dipeptid 7-R-c-c (Leu-Leu)

MS (ESI) vypocteno pro C27H3asN304 [M+H]":

Dipeptid 7-R-c-d (Leu-Ser)

MS (ESI) vypoéteno pro C27HasN3O4 [M+H]*:

Dipeptid 7-R-d-a (Ser-Phe)

MS (ESI) vypocteno pro C27H27N30s [M+H]":

Dipeptid 7-R-d-b (Ser-Val)

MS (ESI) vypocteno pro CasHz7N3Os [M+H]*:

Tripeptid 7-W-c-a-a (Leu-Phe-Phe)

MS (ESI) vypoéteno pro CzgHa1N3Os [M+H]™:

Tripeptid 7-W-c-a-c (Leu-Phe-Leu)

MS (ESI) vypoéteno pro CssHazsN3Os [M+H]™:
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Tripeptid 7-W-c-c-a (Leu-Leu-Phe)

MS (ESI) vypoéteno pro CssHasN3Og [M+H]": 614,32; nalezeno: 614,44, ¢istota: 100%.
Tripeptid 7-W-c-d-a (Leu-Ser-Phe)

MS (ESI) vypocteno pro CssHsz7N3O7 [M+H]*: 588,27; nalezeno: 588,3, ¢istota: 100%.
Tripeptid 7-R-c-a-a (Leu-Phe-Phe)

MS (ESI) vypoéteno pro CagHa2N4Os [M+H]": 647,32; nalezeno: 647,76, &istota: 96%.
Tripeptid 7-R-c-a-c (Leu-Phe-Leu)

MS (ESI) vypoc¢teno pro CagHa2N4Os [M+H]*: 613,34; nalezeno: 613,41, Cistota: 100%.
Tripeptid 7-R-c-c-a (Leu-Leu-Phe)

MS (ESI) vypoéteno pro CagH42N4Os [M+H]": 613,34; nalezeno: 613,42, istota: 100%.
Tripeptid 7-R-c-d-a (Leu-Ser-Phe)

MS (ESI) vypoc¢teno pro CazHasN4Os [M+H]*: 587,29; nalezeno: 587,34, Cistota: 95%.

Obecna priprava derivatu 8

Derivat 6 (0,98 mmol) byl rozpustén v 50% (v/v) roztoku DMF/pyridin (10 ml).
Poté byl k reakéni smési piidan HOBt (1,15 mmol) a DIC (175 pl). Roztok byl nasledné
rozpu$tén v ultrazvuku. Jakmile doSlo k Uplné homogenizaci smési, byla nasana do
stiikacky s pryskytici obsahujici pozadovany peptid 7, zbaveny protekéni skupiny vyse
zminénym zpuisobem. Reakce byla tfepana 1,5 hodiny za laboratorni teploty a nakonec

promyta DMF (5x) a DCM (3x). Zptisob izolace je popsan v kapitole 4.2.

8-W-a

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 11.77 (s, 1H), 8.90 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 8.19 (d,
J =8.6 Hz, 1H), 8.14 (s, 1H), 7.91 — 7.82 (m, 2H), 7.64 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.42 (t, J =
8.8 Hz, 2H), 7.33 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 7.28 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 7.19 (t, J = 7.3 Hz, 1H),
4.69 — 4.64 (m, 1H), 3.12 - 3.08 m (2H). MS (ESI) vypocteno pro CosH19FN2Os [M+H]™:
447,14; nalezeno: 447,29, Cistota: 100%. Vytézek 82%.

8-W-b

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg, ppm) &: 11.82 (s, 1H), 8.64 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 8.24 —
8.17 (m, 2H), 7.88 (dd, J = 8.1, 5.5 Hz, 2H), 7.71 (dd, J = 8.9, 1.3 Hz, 1H), 7.42 (t, J =
8.9 Hz, 2H), 4.37—4.24 (m, 1H), 2.26 — 2.18 (m, Hz, 1H), 0.99 (m, 6H). *C NMR: 173.1,
170.5, 166.8, 163.8, 161.3, 138.6, 137.4, 136.2, 131.7, 128.5, 124.6, 123.2, 120.4, 119.0,
115.5, 58.5, 29.5, 19.3, 18.8. MS (ESI) vypoéteno pro Co1HioFN2Os [M+H]™: 399,14;
nalezeno: 399,19, Cistota: 100%. Vytézek 78%.
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8-W-c

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 11.82 (s, 1H), 8.83 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 8.26 —
8.16 (m, 2H), 7.88 (dd, J = 7.8, 4.6 Hz, 2H), 7.73 (dd, J = 8.6, 1.2 Hz, 1H), 7.43 (t, J =
8.9 Hz, 2H), 4.57 — 4.32 (m, 1H), 1.90 — 1.67 (m, 1H), 1.66 — 1.42 (m, 1H), 0.92 (dd, J =
14.8, 6.4 Hz, 6H). *C NMR: 174.1, 166.3, 163.8, 161.3, 138.6, 137.4, 136.0, 131.7,
128.5, 124.7, 123.2, 120.1, 118.9, 115.4, 115.2, 51.1, 24.6, 23.1, 21.1. MS (ESI)
vypocteno pro CooH21FN2Os [M+H]": 413,15; nalezeno: 413,19, Cistota: 100%. Vytézek
84%.

8-W-d

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 11.83 (s, 1H), 8.58 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 8.26 (d,
J=15Hz, 1H), 8.23 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.89 (dd, J = 8.9, 5.5 Hz, 2H), 7.74 (dd, J = 8.6,
1.5 Hz, 1H), 7.42 (t, J = 8.9 Hz, 2H), 4.53 (dd, J = 10.3, 7.4 Hz, 1H), 3.84 (d, J = 5.6 Hz,
2H). C NMR: 171.9, 166.0, 163.8, 161.3, 138.6, 137.4, 135.8, 131.7, 128.5, 124.8,
123.2, 120.1, 118.9, 115.4, 114.7, 61.2, 55.8. MS (ESI) vypoc¢teno pro CigH15FN20s
[M+H]*: 387,1; nalezeno: 387,12, ¢istota: 100%. Vytézek 81%.

8-W-a-a

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 8.66 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 8.34 (d, J = 7,8 Hz,
1H), 8.14 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 8.08 (s, 1H), 7.83 (m, 2H), 7.59 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.38
(m, 2H), 7.31 (d, J=7.7 Hz, 2H), 7.24 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 7.21 (d, J = 7.7 Hz, 2H), 7.20
(t,J=7.8Hz, 2H), 7.14 (t, J=7 Hz, 1H), 7.12 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 4.75 (m, 1H), 4.46 (m,
1H), 3.07 (m, 2H), 2.94 (m, 2H). 3C NMR: 173.2, 171.8, 170.2, 166.2, 163.0, 139.1,
138.8, 137.9, 136.3, 132.0, 129.7 (4C), 129, 128.7 (2C), 128.6 (2C), 127.0, 126.8, 125.1,
126.6, 120.5, 119.3, 115.8 (2C), 55.2, 54.1, 37.5, 37.2. MS (ESI) vypoéteno pro
CasH28FN306 [M+H]*: 594,2; nalezeno: 594,28, ¢istota: 100%. Vytézek 72%.

8-W-a-b

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 11.96 (s, 1H), 8.38 — 8.30 (m, 2H), 8.21 (d, J =
7.1 Hz, 2H), 7.89 (dd, J = 8.7, 5.5 Hz, 2H), 7.70 (dd, J = 8.6, 1.4 Hz, 1H), 7.43 (t, J = 8.9
Hz, 2H), 7.29 — 7.18 (m, 4H), 7.17 — 7.08 (m, 1H), 4.54 — 4.42 (m, 1H), 4.36 (t, J = 8.4
Hz, 1H), 3.14 — 3.01 (m, 1H), 2.98 — 2.83 (m, 1H), 2.08 (s, 1H), 0.91 (dd, J = 10.0, 6.8
Hz, 6H). *C NMR (125 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 172.7, 170.8, 168.9, 165.9, 163.6,
161.6, 158.2, 138.4, 137.5, 137.3, 136.3, 131.7, 129.1, 128.5, 126.4, 124.5, 122.9, 120.6,
118.8, 1154, 115.3, 58.9, 53.4, 36.7, 30.4, 19.3, 18.7. MS (ESI) vypoéteno pro
C3oH28FN30g [M+H]": 546,2; nalezeno: 546,31, Cistota: 100%. Vytézek 82%.
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8-W-a-d

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 11.82 (s, 1H), 8.47 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 8.28 —
8.16 (m, 3H), 7.89 (dd, J = 8.8, 5.5 Hz, 2H), 7.74 (dd, J = 8.8, 1.4 Hz, 1H), 7.43 (t, J =
8.8 Hz, 2H), 7.27 — 7.18 (m, 4H), 4.63 — 4.54 (m, 1H), 4.47 (m, 1H), 3.77 — 3.62 (m, 2H),
3.07 (dd, J = 13.8, 5.2 Hz, 1H), 2.95 (dd, J = 13.8, 8.1 Hz, 1H). ¥*C NMR: 172.7, 172.3,
169.8, 166.8, 165.8, 163.8, 161.3, 138.6, 137.4, 135.9, 131.8, 131.7, 129.3, 128.2, 126.5,
124.7, 123.2, 118.9, 1155, 115.2, 61.5, 56.2, 53.5, 30.7. MS (ESI) vypoéteno pro
C28H24FN307 [M+H]": 534,17; nalezeno: 534,24, ¢istota: 100%. Vytézek 66%.
8-W-b-a

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds, ppm) 8: 11.78 (s, 1H), 8.77 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 8.23 (d,
J =8.6 Hz, 1H), 8.18 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 8.13 (s, 1H), 7.86 (dd, J = 8.8, 5.5 Hz, 2H),
7.63 (dd, J=8.7,1.2 Hz, 1H), 7.42 (t, J= 7.9 Hz, 4H), 7.28 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 7.17 (t, J
= 7.4 Hz, 1H), 4.96 — 4.80 (m, 1H), 4.23 (dd, J = 8.5, 5.7 Hz, 1H), 3.14 (dd, J = 13.7, 3.4
Hz, 1H), 3.09 — 2.97 (m, 1H), 2.18 — 2.00 (m, 1H), 0.93 (t, J = 6.8 Hz, 6H). 13C NMR:
172.9,171.6, 165.9, 163.8, 161.3, 138.6, 138.3, 137.4, 135.9, 131.7, 129.3, 128.1, 126.3,
124.6, 123.1, 120.0, 118.8, 115.6, 115.3, 57.3, 54.8, 30.0, 19.2, 18.04. MS (ESI)
vypocteno pro CzoH2sFN3Os [M+H]™: 546,2; nalezeno: 546,38, Cistota: 100%. Vytézek
81%.

8-W-c-b

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 11.77 (s, 1H), 8.38 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 8.26 (d,
J=7.7Hz, 1H), 8.20 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.88 (dd, J = 8.8, 5.5 Hz, 2H), 7.70 (dd, J = 8.6,
1.3 Hz, 1H), 7.42 (t, J = 8.9 Hz, 2H), 4.38 (t, J = 8.2 Hz, 1H), 4.31 — 4.18 (m, 1H), 2.25
—2.09 (m, 1H), 1.72-1.65 (m, 1H), 1.65 — 1.46 (m, 2H), 0.97 (t, J = 6.6 Hz, 6H), 0.87 (dd,
J=26.5, 6.5 Hz, 6H). *C NMR: 173.9, 171.0, 166.1, 161.3, 138.5, 137.4, 136.3, 131.7,
128.5, 124.7, 123.1, 120.3, 118.7, 115.3, 115.2, 58.8, 50.3, 30.4, 24.3, 22.9, 21.3, 19.3,
18.8. MS (ESI) vypoéteno pro C27H30FN3Os [M+H]": 512,22; nalezeno: 512,28, Cistota:
93%. Vytézek 75%.

8-W-d-a

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg, ppm) &: 11.84 (s, 1H), 8.49 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 8.30 —
8.18 (m, 3H), 7.91 (dd, J = 8.8, 5.5 Hz, 2H), 7.76 (dd, J = 8.8, 1.4 Hz, 1H), 7.45 (t, J =
8.8 Hz, 2H), 7.29 — 7.20 (m, 4H), 4.65 — 4.56 (m, 1H), 4.49 (m, 1H), 3.79 — 3.64 (m, 2H),
3.09 (dd, J =13.8, 5.2 Hz, 1H), 2.97 (dd, J = 13.8, 8.1 Hz, 1H). *C NMR: 172.6, 172.2,
169.7, 166.6, 165.7, 163.7, 161.2, 138.5, 137.5, 135.8, 131.7, 131.6, 129.2, 128.1, 126.4,
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124.6, 123.1, 118.9, 1154, 115.3, 61.6, 56.2, 53.6, 30.5. MS (ESI) vypoéteno pro
CosH24FN307 [M+H]": 534,17; nalezeno: 534,37, ¢istota: 94%. Vytézek 73%.

8-W-d-b

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg, ppm) &: 11.81 (s, 1H), 8.82 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 8.28 —
8.19 (m, 2H), 7.86 (dd, J = 7.8, 4.6 Hz, 2H), 7.71 (dd, J = 8.6, 1.2 Hz, 1H), 7.42 (t, J =
8.9 Hz, 2H), 4.48 (t, J = 10 Hz, 1H), 4.35 - 4.30 m (1H), 3.78-6.61 m 2H, 2.2

-2.14m 1H, 1.03-0.92 m 6H. *C NMR: 172, 171, 166, 162, 161, 139, 137, 136, 132 (2C),
128,125,123, 120, 115 (2c), 61, 59, 55, 31, 19, 18. MS (ESI) vypocteno pro Co4H24FN307
[M+H]": 486,17; nalezeno: 486,27, Cistota: 100%. Vytézek 73%.

8-W-c-a-a

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds, ppm) 6:11,77 (s, 1H), 8.67 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 8.30 —
8.21 (m, 1H), 8.19 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.86 (dd, J = 8.9, 5.5 Hz, 2H), 7.63 (dd, J = 8.6,
1.3 Hz, 1H), 7.42 (t, J = 8.9 Hz, 2H), 7.33 — 7.05 (m, 12H), 4.87 — 4.69 (m, 1H), 4.65 —
458 (m, 1H), 4.27 (dd, J = 8.2, 5.7 Hz, 1H), 3.14 — 2.82 (m, 4H), 1.74 — 1.46 (m, 3H),
0.87 (dd, J = 15.7, 6.5 Hz, 6H). 1*C NMR: 174, 171, 166, 164, 161, 139, 138 (2C), 137
(2C), 136, 132 (2C), 129 (2C), 128 (2C), 126 (2C), 125, 123, 120, 119, 115, 115, 55, 54,
50, 37 (2C), 24, 23, 21. MS (ESI) vypocteno pro CaoHz9FN4O7 [M+H]*: 707,29; nalezeno:
707,15, Cistota: 100%. Vytézek 69%.

8-W-c-a-c

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg, ppm) &: 11.82 (s, 1H), 8.61 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 8.20 (m,
2H), 8.14 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 8.04 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.88 (dd, J = 8.8, 5.5 Hz, 2H),
7.71 (dd, J = 8.6, 1.4 Hz, 1H), 7.42 (t, J = 8.9 Hz, 2H), 7.30 — 6.98 (m, 5H), 4.69 — 4.40
(m, 2H), 4.24 (dd, J = 12.6, 10.2 Hz, 1H), 3.07 (dd, J = 14.0, 4.4 Hz, 1H), 2.94 - 2.70 (m,
1H), 1.55 — 1.40 (m, 6H), 0.96 — 0.59 (m, 12H). 1*C NMR: 174, 172, 171, 166, 164, 161,
139, 138, 137, 136, 132 (2C), 129, 128, 126, 125, 123, 120, 119, 115 (2C). 53, 52., 50,
37, 24 (2C), 23 (2C), 21 (2C). MS (ESI) vypocteno pro CzzHa1FN4O7 [M+H]™: 673,30;
nalezeno: 673,25, Cistota: 100%. Vytézek 62%.

8-W-c-c-a

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 11.78 (s, 1H), 8.70 (d, J = 10 Hz, 1H), 8.23 —
8.06 (m, 5H), 7.85 (dd, J =7, 4 Hz, 2H), 7.63 (d, J = 10 Hz, 1H), 7.41 (t, J = 11 Hz, 2H),
7.36 (d, J =9 Hz, 2H), 7.26 (t, J =9 Hz, 2H), 7.18 — 7.14 (m, 1H), 4.79 — 4.74 (m, 1H),
4.43 —4.36 (m, 1H), 4.26 — 4.20 (m, 1H), 3.15—-2.98 (m, 2H), 1.72 — 1.45 (m, 6H), 0.95
—0.78 (m, 12H). 13C NMR: 174, 172, 171, 166, 161, 139, 138, 137, 136, 132 (2C), 129,
128 (2C), 126, 125, 123, 120, 119, 115 (2C), 55, 51, 50, 37, 24 (2C), 23 (2C), 22, 21. MS
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(ESI) vypoéteno pro Ca7Ha1FN4O7 [M+H]": 673,30; nalezeno: 673,28, Cistota: 100%.
Vytézek 63%.

8-W-c-d-a

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds, ppm) &: 11.79 (s, 1H), 8.73 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 8.25 —
8.11 (m, 5H), 7.85 (dd, J =7, 4 Hz, 2H), 7.69 (dd, J = 10, 2 Hz, 1H), 7.64 (d, J = 10 Hz,
1H), 7.43 — 7.35 (m, 4H), 7.26 (t, J = 9 Hz, 2H), 7.20 — 7.12 (m, 1H), 4.86 — 4,80 (m,
1H), 4.47 — 4.18 (m, 2H), 3.69 — 3.59 (m, 2H), 3.20 — 2.98 (m, 2H), 1.72 — 1.45 (m, 4H),
0.90 — 0.79 (m, 6H). *C NMR: 174, 171, 170, 166, 164, 161, 139, 138, 137, 136, 132,
129 (2C), 128, 126, 125, 123,120, 119, 115 (2C), 62, 55 (2C), 50, 37, 24, 23, 22. MS
(ESI) vypoéteno pro CasHzsFN1Og [M+H]": 647,25; nalezeno: 647,18, ¢istota: 100%.
Vytézek 72%.

8-R-a

MS (ESI) vypoéteno pro CasH20FN3O4 [M+H]": 446,15; nalezeno: 446,14, ¢istota: 100%.
8-R-b

MS (ESI) vypoéteno pro C21H20FN3O4 [M+H]*: 398,15; nalezeno: 398,23, ¢istota: 100%.
8-R-c

MS (ESI) vypoéteno pro C22H22FN3O4 [M+H]*: 412,17; nalezeno: 412,17, &istota: 100%.
8-R-d

MS (ESI) vypoéteno pro C19H16FN3Os [M+H]*: 386,11; nalezeno: 386,16, ¢istota: 100%.
8-R-a-a

MS (ESI) vypoéteno pro CasH2oFN4Os [M+H]*: 593,22; nalezeno: 593,31, ¢Cistota: 95%.
8-R-a-b

MS (ESI) vypoéteno pro CzoH20FN4Os [M+H]*: 545,22; nalezeno: 545,35, ¢istota: 100%.
8-R-a-d

MS (ESI) vypoéteno pro CasH2sFN4Os [M+H]*: 533,18; nalezeno: 533,28, ¢istota: 100%.
8-R-b-a

MS (ESI) vypoéteno pro CaoH20FN4Os [M+H]*: 545,22; nalezeno: 545,28, Cistota: 93%.
8-R-c-b

MS (ESI) vypoéteno pro C27H31FN4Os [M+H]*: 511,24; nalezeno: 511,32, ¢istota: 100%.
8-R-d-a

MS (ESI) vypoéteno pro CogH2sFN4Os [M+H]*: 533,18; nalezeno: 533,28, ¢istota: 90%.
8-R-d-b

MS (ESI) vypocteno pro C2sH2sFN4Os [M+H]": 485,15; nalezeno: 485,12, ¢istota: 100%.
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8-R-c-a-a
MS (ESI) vypoéteno pro CaoHaFNsOs [M+H]™: 706,30; nalezeno: 706,32, ¢istota: 90%.
8-R-c-c-a
MS (ESI) vypoéteno pro Cs7Ha2FNsOs [M+H]*: 672,32; nalezeno: 672,42, &istota: 90%.
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6. Zavér

V teoretické Casti bakalaiské prace byly popsany syntetické strategie vedouci K
3-HQs jak v roztoku, tak s pouzitim syntézy na pevné fazi. V dalsi ¢asti této kapitoly byly
popsany zakladni principy kombinatoriadlni chemie a syntézy na pevné fazi. Pozornost
byla dale vénovana biologickym vlastnostem, zejména pak protinadorovym a vztahu
mezi strukturou a biologickou aktivitou 3-HQs. Posledni ¢ast kapitoly se vénovala fluoru
v chemii 1é¢iv a transportu 1é¢iv pies plazmatickou membranu.

Hlavnim cilem této prace bylo s pouzitim roztokové chemie, syntézy na pevné
fazi a kombinatorialni chemie vyvinout metodiku syntézy a piipravit knihovnu
fluorovanych 3-HQs obsahujicich peptidovy fetézec, ktery by zlepsil biodostupnost
téchto perspektivnich protinadorovych 1é¢iv.

Tento cil se podafilo splnit syntetickymi kroky, které popisuje kapitola vysledky
a diskuze. Podaftilo se pfipravit 28 cilovych derivata 8 s Cistotou vyssi nez 90%. Z toho
byla celd jedna sada produktt 8-W (15) pripravenych na Wangové pryskyfici nesouci
karboxyskupinu na konci peptidového fetézce izolovana a jejich struktura ovéfena
pomoci NMR analyzy. Bohuzel zbyvajicich 15 navrzenych derivati na Rinkové
pryskyfici nebylo izolovano z divodu komplikaci v prabéhu izolace popsanych v kapitole
4.2. U vSech navrzenych derivatu byla spocitana teoretickd hodnota miry lipofilicity log
P pomoci programu ACD/logP. Tyto hodnoty jsme vSak experimentalné neovéfili
z diivodu nedostatku Casu. Zaroven byla zméfena hodnota rozpustnosti pro 5 vybranych
derivat 8 ve vodném prostiedi. Nejlepsiho vysledku dosahl derivat 8-W-d obsahujici ve
svém skeletu serin (0,27 mg/ml).

Testovani biologickych aktivit pfipravenych latek, studium vlivu substituce
fluoru na fenylovém kruhu v poloze 2 na biologickou aktivitu a lipofilicita fluorovanych

3-HQs budou ptedmétem dalsiho studia.
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7. Seznam pouzitych zkratek
3-HQ — 3-hydroxychinolin-4(1H)-on
AcClI — acetyl chlorid
AcOH — octova kyselina
CH3Cl — chloroform
DBU - 1,8-diazabicykloundec-7-en
DCM — dichlormethan
DEG - diethylen glykol
DIC — diisopropylkarboimid
DMAP — 4-(dimethylamino)-pyridin
DMF — dimethylformamid
DMSO - dimethylsulfoxid
EF1A1l — transla¢ni elongacéni faktor 1
EtoO — diethylether
Fmoc — 9-fluorenyl methoxykarbonyl
HOBt — N-hydroxybenztriazol
HPLC — vysokou¢inna kapalinova chromatografie
LC-MS — kapalinovéa chromatografie s hmotnostni spektrometrii
MS-ESI — hmotnostni spektroskopie s ionizaci elektrosprejem
NaOEt — ethanolat sodny
NMR — nuklearni magnetickd resonance
RT — room temperature - laboratorni teplota
SPS — syntéza na pevné fazi

TEA — triethylamin
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TFA — kyselina trifluoroctova

TMSOK - trimethylsilanolat draselny

UPLC-MS — ultra u¢inné kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
v/v — objemové procenta

w/w — hmotnostni procenta

45



10.

11.

12.

13.
14.

15.

16.

17.

18.

Literatura
Rusznyak, S. and Szent-Gyorgyi A. Nature, 1936, 138, 27.

Hradil, P., Hlavac, J., Soural, M., Hajduch, M., Kolar, M., and Vecerova, R. Mini-
Rev. Med. Chem., 2009, 9, 696.

Krejci, P., Hradil, P., Hlavac, J., and Hajduch, M. Preparation of 2-phenyl-3-
hydroxyquinolin-4(1H)-ones for treatment of immune system and
proliferative disorders. W02008028427A1, March 13, 2008.

Hradil, P. and Jirman, J. Collect. Czech. Chem. Commun., 1995, 60, 1357.

Soural, M., Hlavac, J., Hradil, P., Frysova, I., Hajduch, M., Bertolasi, V., and
Malon, M. Eur. J. Med. Chem., 2006, 41, 467.

Vagner, J., Krchnak, V., Lebl, M., and Barany, G. Collect. Czech. Chem.
Commun., 1996, 61, 1697.

Soural, M., Hlavac, J., Funk, P., Dzubak, P., and Hajduch, M. ACS Comb. Sci.,
2011, 13, 39.

Sword, I.P. J. Chem. Soc. C, 1971, 820.

Behrman, E.J., Kiser, R.L., Garas, W.F., Behrman, E.C., and Pitt, B.M. J. Chem.
Res., Synop., 1995, 164.

Velezheva, V.S., Mel'man, A.l., Pol'shakov, V.l., and Anisimova, O.S. Khim.
Geterotsikl. Soedin., 1992, 279.

Sui, Z., Nguyen, V.N., Altom, J., Fernandez, J., Hilliard, J.J., Bernstein, J.1.,
Barrett, J.F., and Ohemeng, K.A. Eur. J. Med. Chem., 1999, 34, 381.

Hradil, P., Grepl, M., Hlavac, J., Soural, M., Malon, M., and Bertolasi, V. J. Org.
Chem., 2006, 71, 819.

Soural, M. and Krchnak, V. J. Comb. Chem., 2007, 9, 793.

Krupkova, S., Soural, M., Hlavac, J., and Hradil, P. J. Comb. Chem., 2009, 11,
951.

Vankova, B., Hlavac, J., and Soural, M. J. Comb. Chem., 2010, 12, 890.

Terrett, N.K., Gardner, M., Gordon, D.W., Kobylecki, R.J., and Steele, J.
Tetrahedron, 1995, 51, 8135.

Purser, S., Moore, P.R., Swallow, S., and Gouverneur, V. Chem. Soc. Rev., 2008,
37, 320.

Wang, J., Sanchez-Rosello, M., Acena, J.L., del Pozo, C., Sorochinsky, A.E.,
Fustero, S., Soloshonok, V.A., and Liu, H. Chem. Rev., 2014, 114, 2432.

46



19.
20.
21.
22.

23.
24.

25.

Fried, J. and Sabo, E.F. J. Am. Chem. Soc., 1953, 75, 2273.
Fried, J. and Sabo, E.F. J. Am. Chem. Soc., 1954, 76, 1455.
Ismail, F.M.D. J. Fluorine Chem., 2002, 118, 27.

Ridge, D.N., Hanifin, J.W., Harten, L.A., Johnson, B.D., Menschik, J., Nicolau,
G., Sloboda, A.E., and Watts, D.E. J. Med. Chem., 1979, 22, 1385.

Rink, H. Tetr. Lett., 1987, 28, 3787.
Wang, S.S. J. Am. Chem. Soc., 1973, 95, 1328.

Carpino, L.A. J. Am. Chem. Soc., 1993, 115, 4397.

47



