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Anotace

Tato diplomova prace je zaméfena na syntézu chiralnich sukcinimidt jako potencialnich
agonistd TLR2 receptort. V teoretické ¢asti jsou popsany Toll-Like receptory (TLR) se
zaméfenim na TLR2 a molekuly pisobici jako agonisté a antagonisté. Déle se teoreticka
Cast zabyva adjuvans a Diels-Alderovou reakci, ktera byla dulezitym krokem pfi
syntéze vychozi latky pro piipravu jednotlivych chiralnich derivati. Praktickd cast je
zaméfena na tiikrokovou syntézu jednotlivych produkti a na mechanismy reakci.
Ptipravené derivaty sukcinimida budou déle poskytnuty na in vitro biologické testovani
jako potencialni agonisté TLR2. Ptipravené slouceniny byly charakterizovany pomoci
NMR a MS analytickych metod.

Kli¢ova slova

sukcinimidové derivaty, TLR, TLR2, adjuvans, chirdlni slouceniny, Diels-Alderova
reakce

Anotation

This diploma thesis is focused on the synthesis of chiral succinimides as potential
agonists of TLR2 receptors. The teoretical part describes Toll-Like receptores (TLR)
with a focus on TLR2 and their agonists and antagonists. Furthermore the theoretical
part is focused on the andjuvants and the Diels-Alder reaction, which was an important
step in the synthesis of the starting compound for the preparation of individual chiral
derivatives. The practical part is focused on the three-step synthesis of individual
products and on reaction mechanisms. Prepared succinimide derivatives will be further
provided for in vitro biological testing as potential agonists of TLR2. The prepared

compounds were characterized by NMR and MS analytical methods.
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succinimide derivates, TLR, TLR2, adjuvants, chiral compounds, Diels-Alder reaction
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Uvod

Imunitni systém je zivotn¢ diilezity pii ochrané téla pied infekénim onemocnénim
nebo naptiklad rakovinou [1]. Lidska imunitni odpovéd’ je zprostiedkovana dvéma
paralelnimi imunitnimi slozkami. Vrozeny imunitni systém reaguje na patogeny a
abnormalni buiiky prostfednictvim raznych typt struktur, mezi které patii napiiklad
dendritické¢ bunky (DC), makrofagy, neutrofily a pfirodni usmrcujici bunky (NKC).
Ptedstavuje tak prvni linii obrany u savct. Adaptivni systém imunitni odpovédi reaguje
na patogeny a abnormalni bunky prosttednictvim systému T bunék a B bunék. Tyto
slozky nasledné neutralizuje jednotliveé, pomoci receptord T bunék a protilatek [2]. Toll
like receptory (TLR) jsou aktivovany jako soucdst vrozen¢ho imunitniho systému
rozpoznavajiciho makromolekuldrni slozky mikroorganisma. Struktury, které jsou
témito receptory rozpoznavany, patii mezi molekuldrni vzorce spojené s patogenem
(PAMP) nebo molekularni vzorce spojené s poskozenim bunék (DAMP) [3]. Aktivace
TLR je prvnim krokem pfi stimulaci imunitniho systému, aby reagoval na dané
onemocnéni. Po aktivaci vrozeny imunitni systém spousti produkci cytokini a

chemokinti a indukuje adaptivni imunitni systém [4].

Agonist¢é TLR amplifikuji odpovéd’ imunitniho systému. Stali se piednim
terapeutickym cilem pro 1é¢bu infekénich chorob, rakoviny a alergii [1]. Antagonisté
maji terapeutickou ulohu naopak pfi potlacovani nadmérnych imunitnich odpovédi, ke
kterym dochazi u chronickych zanétlivych a autoimunitnich onemocnéni [5]. S mnoha
agonisty TLR se v soucasné dob¢ pracuje v klinickych studiich nebo jsou schvalené
imunostimulanty kvuli jejich schopnosti fidit vrozenou i ziskanou imunitu. Proto jsou
vyhledavané jako adjuvans ve vakcinach. Cetné studie ukazaly, Zze konjugace TLR
agonistd s jinymi molekulami mohou pfiznivé ovlivnit jejich ucinnost, toxicitu,

farmakokinetiku nebo funkci [6].

Vakcinace byla od svého zavedeni jednim z velkych uspéchi imunologie. U lidi je
rozsahlé pouzivani ockovacich latek odpoveédné napft. za eradikaci nestovic, jakoz i za
vyznamné zlepSeni vefejného zdravi a omezeni nemoci [7]. Adjuvans hraji klicovou roli

Vv ucinnosti vakciny. Jsou to komponenty piidavané do vakcin, které nespecificky



zvySuji rychlost, velikost, format nebo kvalitu imunitni odpovédi. Jsou kli¢ovym
aspektem vyvoje modernich vakcin a v poslednich dvou desetiletich byly hlavnim

pfedmétem vyzkumu a vyvoje vakcin [8].

Cilem této prace je piiprava chirdlnich derivati sukcinimidi tfikrokovou syntézou
zahrnujici Diels-Alderovu reakci a nukleofilni acylovou substituci (SnAc). Tyto
slouceniny jsou odvozeny od struktury, kterd byla pomoci virtudlniho screeningu
nadokovana na TLR4. Jelikoz vSechny TLR patii do jedné skupiny receptorti, da se tedy
ocekavat u téchto struktur uc¢inek i na TLR2. Jedna se o chiralni molekuly odvozené od
nejlepsich kandidatt, které uz byly publikované [9]. Tyto nizkomolekularni latky by
mohly byt néasledné vyuzity jako potencidlni agonist¢é TLR2 receptorii. Bude také
zkouman vliv chirdlniho centra v molekule na in vitro biologickou aktivitu, jelikoz u

produktl se jedna o ¢isté enantiomery nebo diastereoizomerni smési.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 TLR

TLR jsou z&kladni skupinou receptori rozpoznavajicich patogen (PRR), které
identifikuji mikrobidlni slozky a pfispivaji k regulaci vrozenych a adaptivnich
imunitnich odpovédi proti infekénim agens. Hraji zasadni roli pfi identifikaci PAMP a
DAMP [10]. PAMP jsou slozky, které pochazeji z mikroorganismt, jako jsou napiiklad
peptidoglykan, lipopolysacharid (LPS), flagellin a mikrobidlni nukleove kyseliny.
Vétsina endogennich DAMP vznika zanikanim hostitelskych bunék po buné¢ném stresu
(jako je oxidacni stres) nebo poskozeni tkané€, naptiklad tepelnym Sokem [11]. Vazba
TLR na PAMP nebo DAMP indukuje rizné intracelularni signalni drahy, které vedou k
expresi prozanétlivych cytokinii a chemokinii a reguluji typ, rozsah nebo trvani

zanétlivé odpoveédi [12].

TLR jsou transmembranové receptory, které se nachazeji pfevazné v imunitnich
bunikach. Skupina lidskych TLR zahrnuje 10 funk¢nich receptord, které jsou
exprimovany jak na bunééném povrchu (TLRI1, 2, 4, 5 a 6), tak intracelularné v
endozomalnich kompartmentech (TLR 3, 4, 7, 8 a 9) [13]. Buné&¢na lokalizace TLR
odrazi pivod ligandu, ktery je zodpovédny za vyvolani reakce. VSechny TLR jsou
syntetizovany v endoplazmatickém retikulu (ER). Nasledné jsou trasportovany do
Golgiho aparatu a poté jsou umistény na bunéény povrch nebo do intracelularnich
kompartmentt, naptiklad endozomt. TLR nachézejici se na buné¢ném povrchu reaguji
na extracelularni slozky patogentl, v€etné lipoproteinti (TLR1, 2 a 6), lipopolysacharidii
(TLR4) a bakteridlnich bi¢ikti (TLRS5). Endozomélni TLR rozpoznévaji slozky z
intracelularnich kompartmentt patogent, jako je dvouvldknova RNA (dsRNA) (TLR3),
jednofetézcova RNA (ssRNA) (TLR7 a 8) a nemethylovana DNA cytosin-fosfat-guanin
(CpG) (TLRY9) [14]. Vazba ligandt na TLR indukuje homo- nebo heterodimerizaci TLR
receptortl a naslednou signalizaci dvéma odlisnymi cestami, MyD88-dependentni (TLR
1,2 a4-9) a TRIF-z4vislou cestou (TLR3 a 4) [15].

Ackoli jsou TLR podobné ve strukturdch a intracelularnich signalech, 1iSi se
v rozpoznavani jednotlivych PAMP a DAMP. Strukturné jsou to glykoproteiny typu I

slozené z intracelularni homologické domény toll-interleukinu-1 (TIR), jediné
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transmembranové helixové domény a solenoidni ektodomény. Ektodoména je
zodpovédnd za rozpoznavani patogenti a je tvofena 16-28 rliznymi repeti¢nimi

doménami bohatymi na leucin (LRR) [16].

1.1.1 TLR signalizace

TLR signalizace probiha prostfednictvim dvou hlavnich signalnich drah. Prvni,
mén¢ pouzivanou cestou, je TRIF-dependentni draha, kterou vyuziva pouze TLR3 a
TLRA4. Druhym typem je MyD88-dependentni draha (Obrazek 1) [17].

Cellular membrane

TLR3(2), |

Endosomal

vesice

Interferon-p expression
(anti-inflammatory) Infiammatory Inflammatory
and type 1 IFN induction Cytokines ® cytokines

Obrazek 1: Signaliza¢ni drahy TLR [18].
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Vsechny TLR s vyjimkou TLR3 a TLR4 pouzivaji vyhradn¢ cestu MyDS88
(TLR4 vyuziva obé cesty) [17]. Jelikoz cilem této prace je piiprava potencidlnich
agonistt TLR2, vyuzivanou cestou bude Myd88-dependentni drdha. MyD88 je
cytosolovy adaptérovy protein s ,,doménou smrti a distalni TIR doménou. Signal
MyD88 je pienasen do skupiny kindz spojenych s receptorem interleukin-1 (IRAK)
prostiednictvim interakce smrticich domén MyD88 a IRAK4. Timto procesem nasledné
spousti fosforylacni kaskadu aktivujici transkripcni faktory NF-kB. Klicovy komplex
aktivovany ubiquitinem (TAK1) vysila signal prostfednictvim kaskady mitogenem
aktivované proteinové kindzy (MAPK) nebo komplexu zapojeného do aktivace NF-«xB,
inhibitoru kaskady NF-kB (IKK). Tyto cesty indukuji aktivaci NF-xB aktivatorového
proteinu-1 (AP-1) a heterodimeri RelA / P50. Faktory AP-1 a RelA / P50 NF-kB piimo

reguluji prozanétlivou cytokinovou transkripci [19].

NF-xB ftidi expresi geni, které reguluji Sirokou sSkalu biologickych procesi
v centralni nervové soustavé (CNS), jako je neurogeneze a diferenciace. Tento
transkripéni faktor je nezbytny pro pieziti neuroni a jeho aktivace muze chranit
neurony pied oxida¢nim stresem nebo ischemickou neurodegeneraci. Zatimco NF-kB je
spojen s neuroprotektivnimi pifinosy, mize také pfispivat k zanétlivym reakcim a
apoptotické bunééné smrti po poranéni mozku nebo mrtvici. Signaliza¢ni draha zavisla
na MyDS88 je dulezitym aktivatorem NF-kB a naslednych neuroregulac¢nich ucinka

signalizace NF-xB [20].

1.12 TLR2

TLR2 identifikace, molekuldrni charakterizace a klonovani byly poprvé publikovany
v roce 1998 spoleéné¢ s TLR1, TLR3, TLR4 a TLRS5 [21]. Vice nez deset let rozsahlého
vyzkumu prokazalo dilezitost TLR2 v imunité obratlovcl. Tento receptor je dosud
jedinym TLR, ktery tvofi krom& homodimeri také funkcni heterodimery s vice nez
dvéma dalsimi typy TLR. Déle existuje velice vysoky pocet strukturné odliSnych
agonisti TLR2, coz umoziiuje rozpoznavani velkého mnozstvi riznorodych PAMP.
Mezi takové struktury patii rzné typy molekul ze vSech mikrobidlnich druhti, véetné
virti, hub, bakterii a paraziti. Diky této rozmanitosti je tedy u agonisti TLR2 obtizné

definovat jasny vztah mezi strukturou a funkci. Exprese TLR2 byla detekovana v
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imunitnich, endotelidlnich a epitelidlnich bunikach. Tato vSudypfitomnost je v souladu

se $irokym rozsahem tloh a funkci TLR2 [22].

Podobn¢ jako jiné TLR je i TLR2 transmembranovy protein typu I, ktery obsahuje
extracelularni LRR, po nichz nésleduje hydrofobni transmembranova doména a
cytoplasmova TIR doména. TLR2 rozpoznava mikrobialni PAMP ve své homodimerni
form¢ nebo alternativné jako heterodimer s TLR1 nebo TLR6. Aktivuje tak rtzné
intracelularni signalni molekuly a transkripéni faktory [23]. TLR2 dokaze rozeznat
nekolik PAMP, jako jsou bakteridlni makromolekuly bunécéné stény (peptidoglykan,
lipoprotein, kyselina lipoteichoova a glykoproteiny) a DAMP, které iniciuji a udrzuji
neinfekéni zanétlivou odpovéd’, véetné glykosaminoglykan hyaluronanu, proteint
tepelného Soku, high mobility group box protein 1 (HMGBI1) a defensinu [11]. Je
zajimavé, ze lidsky gen CD14, ktery se 0castni rozpoznavani LPS zvysSuje aktivaci
TLR2. Proto se zd4, Ze LPS je dalS$im moznym ligandem TLR2 receptoru, ktery je
spojeny s proteiny tepelného Soku. Gen CD14 koduje protein, ktery je soucasti

piirozeného imunitniho systému [16].

1.1.3 Agonisté TLR2

Prototypovi agonisté TLR2 jsou tiidou bakterialnich di- nebo triacylovanych
lipoproteint, lipopeptidi a jejich syntetickych analogi s N-koncovymi di- nebo
tripalmitoylovanymi cysteinovymi zbytky - Pam2Cys (1), respektive Pam3Cys (2)
(Obrazek 2). Slouceniny 1 a 2 vazou TLR2 prostiednictvim dvou esterové vazanych
palmitoyl fetézcl. N-termindlni acylace uruje TLR1 nebo TLR6 specificitu - N-

koncova mastna kyselina vaze TLR1 a volny N-terminalni amin vaze TLR6 [1].
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Obréazek 2: Struktury slou¢enin Pam2Cys (1) a Pam3Cys (2).

Cysteinové derivaty 1 a 2 cCasto obsahuji peptidovou ¢ast SK4, ktera zvysuje
adjuvantni G¢inek agonisty a rozpustnost ve vodé [1]. Jsou agonisty TLR2, které se
nejcasteji nachdzeji v biokonjugatech kvli jejich dobfe definované chemické struktufe,
snadnosti vyroby a nepfitomnosti pfirodnich endotoxind. Jednou vyjimkou je ligand
TLR2-TLR6, kyselina lipoteichoova (LTA, 3) (Obrazek 3), hlavni slozka bunééné stény
grampozitivnich  bakterii. ~ LTA  byla  konjugovana k  obéma  CpG
oligodeoxynukleotidim, coZz jsou oblasti DNA, kde za cytosinovym nukleotidem
nasleduje guaninovy nukleotid v linearni sekvenci bazi podél jeho sméru 5 '— 3'. Dalsi
strukturou, se kterou byla konjugovana je bunéény povrch bunék Lewis Lung
Carcinoma. V obou pfipadech byla konjugace LTA dosazena vytvofenim amidové
vazby primarnich amint D-alaninti postranniho fetézce s N-hydroxysukcinimidovymi
estery [24]. Navzdory své vysoké ucinnosti nebyla LTA pouzita v biokonjugaci tak
rozsahle jako slouceniny 1 a 2, protoze LTA bez endotoxint je obtizné vyrobit a tento
proces je proto nakladny. Kromé toho vysSe uvedené konjugaéni strategie pro LTA
poskytuji smés strukturné rozmanitych LTA-konjugati s vysokou molekulovou
hmotnosti. Naopak 1 a 2 jsou synteticky pfistupné a jejich konjugaty mohou byt

strukturalné homogenni [1].
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Obrazek 3: Struktura LTA (3).

Triacylovani agonisti TLR2-TLR1 Pam3Cys (2) a Pam3CSK4 jsou Siroce
pouzivany jako konjugaty pro vytvoieni ,,samoadjuvanénich* vakcin. Tyto derivaty jsou
snadno syntetizovatelné, strukturaln¢ dobie definované, komeréné dostupné a netrpi
nevyhodami spojenymi s LTA [25]. Konjugace s témito slou¢eninami probiha hlavné
pfes C-koncovou karboxylovou skupinu, aby se zabranilo naruseni N-koncovych
lipidovych interakci s receptory. Zaclenéni 1 a 2 do vakcin na bazi peptidt lze snadno
dosahnout standardni syntézou peptidi na pevné fazi [1]. Vazba na TLR2-TLR1
heterodimer probihd na zakladé¢ navazani dvou acylovanych fetézcli do hydrofobni
oblasti TLR2 a zbyvajici fetézec je navazan do hydrofobniho kanalu TLR1 (Obrézek 4).
Kromé toho je vazba agonisti do tohoto mista stabilizovana pomoci nevazebnych

interakci, pfedev§im vodikovych vazeb a hydrofobnich interakci [26].
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TLR1/2-Pam,CSK, TLR2/6-Pam,CSK,

Obrazek 4: Heterodimer TLR2/TLR1 s navdzanym ligandem [1].

1.1.4 Antagonisté TLR2

Nadmérna aktivace TLR je nevyhnutelné zapojena do patogeneze mnoha
zanétlivych onemocnéni. Predpoklada se tedy, Ze inhibice signalnich drah TLR bude
ucinnou terapeutickou strategii pro potlaceni nezddoucich zanétlivych odpovédi
souvisejicich s onemocnénim. Obecné lze inhibici TLR dosdhnout dvéma hlavnimi
strategiemi: 1) blokovani vazby ligandi TLR na receptor; 2) interferovani
intracelularnich signalnich drah k zastaveni signalni transdukce. V souladu s tim byla
vyvinuta rizna terapeuticka ¢inidla inhibujici TLR signalizaci pro kontrolu nadmérného
zanétu. Mohou byt Kklasifikovany jako inhibitory malych molekul, protilatky,
oligonukleotidy, analogy lipidu-A, mikroRNA a nové vznikajici nano-inhibitory [27].

ZvySe uvedenych skupin patfi mezi antagonisty TLR2 protilatky.
Nejatraktivnéj$im rysem terapeutickych protilatek je jejich lepsi specificita vici cilim
1é¢iv ve srovnani s jinymi typy 1éCiv, a proto se v dnesni dob¢ t&si velké pozornosti,
zejména pro imunoterapii. Protilatky vSak stale maji fadu omezeni, véetné vysokych
nakladd na vyrobu, Spatné penetrace buné¢k a tkani a rizika imunogenicity [28]. Slibnym
pokrokem je OPN-305, coz je prvni plné humanizovana IgG4 monoklonalni TLR2-
specifickd protilatka. Pfedklinické studie prokazaly ucinnost této slouCeniny pfi
blokovani TLR2 zprostiedkované produkce prozanétlivych cytokini in vitro a ve

zvifecich modelech poskozeni ischemicko-reperfuzniho poranéni. Uspéch studie této
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protilatky naznacuje, Ze se jedna o dobie tolerovaného antagonistu TLR2 vyuzitelného
pfi transplantaci pevnych organu [29]. Dalsi anti-TLR2 protilatka s terapeutickym
potencialem je T2.5. Tento antagonista je schopen snizit nervovou smrt a zanétlivé
odpovédi v modelu pfechodné mozkové ischemie [30]. Celkové tyto studie naznacuji,
ze blokovani signalizace TLR2 je terapeuticky prospéSné pro sepse a poruchy

vaskularniho systému [27].

1.2 Adjuvans

Vakciny jsou biologické produkty, které vytvareji imunitni ochranu proti vné&jsi
nebo vnitini hrozb¢ stimulaci vrozené a adaptivni imunity. Stimulace imunitni odpovédi
a tvorba paméti jsou hlavnimi zéklady ockovani. Vakciny spliuji svij cil tim, ze
podnécuji vrozenou imunitni odpovéd a aktivuji bunky prezentujici antigen (APC).
Nésledné zptsobuji adaptivni imunitni odpovéd’. Koncept adjuvans byl navrzen na
zacatku 20. stoleti, kdy tradi¢ni vakcina nedokézala vyvolat u¢innou imunitni odpovéd
s difterickymi a tetanovymi purifikovanymi toxoidy. Adjuvans je soucast vakciny, ktera
si klade za cil posilit imunitni odpovéd’. Slozky pomocnych latek prosly procesem zmén
z ptirodnich surovin na umélé syntetické slouceniny. Prvni adjuvans byly hlinikové
slou¢eniny objevené v roce 1926 a po mnoho let jsou hlavnimi adjuvans vakcin [31].
Dalsi pomocné latky, jako je kompletni Freundovo adjuvans (CFA) a LPS, nebyly
vhodné pro ¢loveka kvili jejich profilu toxicity. Dosud pouzivané licencované adjuvans
v huménnich vakcinach zahrnuji hlinité soli, emulze olej ve vod¢, virozomy a AS04
[32].

Utinné adjuvans by mé&lo mit delsi retenéni as v misté podani, aby se podpotila
stimulace lokdlniho imunitniho systému a zabranilo potencidlné Skodlivému zanétu
mimo cil. Ocekava se, ze dokonalé vakcinové adjuvans bude provadét tii akce: 1)
poskytne uspokojivé mnozstvi antigent Ve spravném misté a koncentraci, které¢ budou
prezentovany APC; 2) zvySeni produkce kostimula¢nich molekul; a 3) poskytuji
stimulaéni cytokiny. Adjuvans skute¢né snizuji pozadované mnozstvi antigeni nebo
Casté podavani vakciny zlepSenim imunizace a zvySenim imunogenicity antigenu.

Nespecifickd adjuvans, kterd by mohla modulovat imunitni odpovéd’ a piisobit jako
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systém dodavani antigenu, zahrnuji mineralni soli, emulze, lipozomy/virozomy a

mikrocastice [33].

1.3 Diels-Alderova reakce

Diels-Alderova reakce je pericyklicka reakce, ktera nevyzaduje zadnou kovovou

N 24

materialovém designu. Popsali ji Otto Diels a Kurt Alder v roce 1928 [34]. Jedna se 0
[4+2] cykloadici konjugovaného dienu, obsahujiciho 4 n-elektrony, a substituovaného
alkenu, obsahujiciho 2 m-elektrony (také nazyvaného dienofil). Béhem tohoto déje se

téchto Sest m-elektront pieskupi za vzniku cyklického Sesticlenného produktu (Schéma

1) [35].

— ” Diels-Alderova reakce ( |
+
<

Retro-Diels-Aldrova reakce
dien dienofil

Schéma 1: Mechanismus Diels-Alderovy reakce.

Pokud jsou dien 1 dienofil soucasti stejné molekuly, reakce se obvykle oznacuje jako
intramolekularni cykloadice, v opa¢ném piiadé se jedna o intermolekularni cykloadici
[35]. Reakce probiha mnohem rychleji, pokud dienofily ,,chudé“ na elektrony reaguji
s dieny ,,bohatymi“ na elektrony. Proto se vyuziva substituci elektronakceptornich
skupin v ptipad¢ dienofilti a naopak substituci elektrondonornich skupin na dienech.
Pokud se jedna o cyklické dieny nebo dienofily, vytvofi se ptemostény produkt, ktery
muze byt bud’ endo- nebo exo-orientovany. Pomér endo- a exo- izomert se vSak miize

lisit v zavislosti na tom, zda je reakce kineticky nebo termodynamicky fizena [36].

Orbitalni interakce ve vétSing pericyklickych reakcich mohou byt analyzovany na

zaklad¢ posouzeni hrani¢nich molekuldrnich orbitali (FMO) reaktanti a jejich
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relativnich energii. Pozornost je zamétfena na nejvyss$i obsazené molekuldrni orbitaly
orbitaly tvoii hrani¢ni molekularni orbitaly (Schéma 2). Teorie FMO bere v Uvahu
pouze orbitaly reaktantli a analyzuje interakce HOMO a LUMO mezi nimi [37]. V
principu pro Diels-Alderovu reakci zahrnuje dva pary interakci HOMO a LUMO, ale
protoze FMO teorie se zamétuje na oddéleni energie mezi interagujicimi orbitaly, Casto
postacuje zvazit jedinou reaktivni interakci. Obvykle je takova analyza zaméiena na
interakci mezi HOMO dienu a LUMO dienofilu, ackoli byly hlaseny i reakce zahrnujici
obracenou situaci. FMO zahrnuje koncept pfenosu ndboje mezi reaktanty. To znamena,
ze hustota elektroni se prenasi z obsazené¢ho orbitalu (obvykle HOMO) jednoho
reaktantu na neobsazeny orbital (obvykle LUMO) druhého reaktantu a v tomto smyslu
teoriec FMO piedpoklada orbitalni kiizeni [38]. Teorie FMO je v sou¢asném kontextu
obzvlasté vyhodna, protoZe jeji aplikace je omezena pouze na posouzeni orbitalt
reak¢nich slozek a jejich energii. FMO teorie také naznacuje, Ze piislu$na energeticka
mezera mezi HOMO a LUMO jednotlivych reaktanti by méla poskytovat vynikajici
inverzni index chemické reaktivity. Tato molekularni energeticka mezera tak muze byt

Vv

[39].
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Schéma 2: Interakce HOMO a LUMO orbitali dienu a dienofilu. Orbitaly jsou klasifikovany
jako S (symetricky) a A (asymetricky) [37].

Diels-Alderova reakce hraje zésadni roli v syntetické organické chemii a jeji
vyznam pro farmaceutické nebo biomedicinské aplikace neustale roste. Vhodné dvojice

dien-dienofil jsou pomérné snadno dostupné [35].
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1.3.1 Diels-Alderova reakce anthracenu

Mechanismus termické [4+2] cykloadi¢ni reakce anthracenu s dienofilem byl
zdrojem mnoha dohadu. Stereochemie reakce zahrnuje vyhradni cis-adici dienofila k
anthracenu, kde se v produktu zachovava cis nebo trans stereochemie dienofil. Retence
stereochemie vedla ke koordinovanému mechanismu, kde se nové vazby vytvareji
soucasn¢ bud piimym pfidanim, nebo prostfednictvim piechodného naboje. Dalsi
moznosti je dvoustupnovy reakéni mechanismus, kde reakce probiha prostiednictvim
zwitterionického nebo diradického intermediatu [40]. Vliv rozpoustédla na rychlost
reakce byl studovan mnoha vyzkumnymi skupinami. Schopnost rozpoustédla ,,dodavat*
elektrony se ukdzala jako faktor, ktery ovliviiuje rychlost reakce. Rozpoustédla
,dodavajici“ elektrony zvysSuji solvataci dienofilli, coz muZe snizovat reakéni rychlost.
Rozpoustédla, ktera ,,ptijimaji* elektrony, mohou v nékterych ptipadech zvysit rychlost
reakce stabilizaci pfechodného stavu. Aromaticka rozpoustédla zptisobuji velké zvySeni
reaktivity s dienofily. Obecné se vSak ukazalo, ze vliv rozpoustédla na rychlost reakce,
nezavisle na zkoumaném systému, je relativné maly [41]. Rychlost Diels-Alderovy
reakce anthracenu se zdd byt mnohem vice fizena teplotou a substitu¢nimi efekty.
Protoze Diels-Alderova reakce anthracenu je rovnovaznym procesem, zmény teploty
maji rozhodujici vliv na polohu rovnovéahy. Nizsi reakéni teploty spojené s prebytkem
dienofili mohou zvysit rychlost reakce, zatimco vyssi teploty mohou ve skute¢nosti

podporovat retro Diels-Alderovu reakci [42].

vvvvvv

substituenty na anthracenu, substituenty na dienofilech, nebo o kombinaci téchto dvou
znakd. Obecné lze reaktivitu anthracenu zvysit substituci skupinami poskytujicimi
elektrony v polohach C9 a C10, zatimco substituenty odebirajici elektrony maji opacny
ucinek. V nekterych piipadech vsak stericky efekt substituentl miZe sniZit rychlost
reakce potlacenim elektronovych efektii [41, 42]. Druhy dienofilti pouzivanych v Diels-
Alderovych reakcich anthracenu spadaji pfiblizné do ¢ty tiid, jmenovité 1) a,b-
nenasycené karbonyly, 2) alkeny vazané na heteroatom nebo halogen, 3) alkeny a

alkyny a 4) heterodienofily [40].

Prvni hldSend cykloadice dienofilu, v tomto piipadé¢ anhydridu kyseliny

maleinové na anthracen prostfednictvim fuzni reakce pii 260 °C, byla provedena
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Dielsem a Alderem v roce 1931 [43]. Nasledné¢ Clar ziskal stejny adukt zahfatim
roztoku dvou reak¢nich slozek ve smési xylenu [44]. Termické& reakce anthracenu s
riznymi dienofilnimi derivaty anhydridu kyseliny maleinové (napi. substituované
anhydridy kyseliny maleinové a N-substituované maleimidy) se od té doby stala jednou

z nejlépe studovanych reakci anthracenu [42].
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2 Design

Pomoci virtualniho vysokorychlostniho screeningu byly identifikovany struktury
s vysokou vazebnou energii v hTLR4 (lidsky TLR4) [9]. Jako zdroj velkého poctu
ligandii slouzila databaze ZINC. Na zaklad¢ znamych agonistii/antagonisti TLR4 bylo
z virtualni knihovny obsahujici 130 000 slou¢enin vybrano 9 700 struktur. Dalsich 300
struktur bylo vybrano z dfive publikovanych praci a zinterni databaze slouéenin.
Nasledn¢ byla celd sada téchto 10 000 sloucenin vlozena do aktivniho mista komplexu
hTLR4/MD2 a byly vypoéteny odhady vazebné energie. Kandidat s nejlepSim
hodnocenim identifikovany v této studii (VS1) vykazoval in silico energii -15,1
kcal/mol pro receptor hTLR4/MD2 [9].

Ackoli tato znama struktura vykazuje pomérné dobrou energii in silico v
hTLR4/MD2, je té¢Zko rozpustna ve vodé¢, a tak vyzaduje dalsi strukturalni optimalizaci,
aby bylo dosaZzeno lepsich farmakologickych vlastnosti. Touto optimalizaci vznikla
hlavni struktura (HS) pro syntézu derivatt sukcinimidi jako potencialnich adjuvans
(Schéma 3) [9].

Jelikoz vSechny TLR patii do jedné rodiny receptor, byly vysledky tohoto

screeningu vyuzity pii navrhu potencialnich agonistti TLR 2 receptorg.

?“TO
Ne ot N,

-R
N—R1
0 N O H
CAC gl
VSi1 HS
R, = (S)-ethylbenzyl, (R)-ethylbenzyl, (5)-1-hydroxymethyl-1-fenylmethyl

(R)-1-hydroxymethyl-1-fenylmethyl, (S)-2-methyl-2-fenylethyl, (R)-2-methyl-2-fenylethyl,
(S)-2-hydroxy-2-fenylethyl, (R)-2-hydroxy-2-fenylethyl, (S)-1-methyl-1-(4-methyl)fenylmethyl,
(R)-1-methyl-1-(4-methyl)fenylmethyl, (S)-1-methyl-1-(4-methoxy)fenylmethyl, (R)-1-methyl-1-(4-
methoxy)fenylmethyl

R2 = H, CH3

Schéma 3: Optimalizace struktury VS1.

24



3 Cile prace

Cilem této diplomové prace je pfiprava dvanacti derivati sukcinimidi 24-35
z anthracenu a dvanacti derivata sukcinimidu 36-47 z 9-methylanthracenu. Tato syntéza
probiha mechanismem SnAc vychozi kyseliny 10-11 s pfislusnym chiralnim aminem
12-23. Syntéza téchto latek zahrnuje i pfipravu vychozich andhydrida 7-8
mechanismem Diels-Alderovy reakce a z nich nasledné syntézu vychozich kyselin 10-
11 mechanismem SnAc. Uelem piipravy téchto derivati je jejich potencialni pouziti
jako adjuvans prostfednictvim agonismu na TLR2 receptorech. Vsechny konecné
produkty budou piipraveny ve formé jednotlivych cistych (R-) a (S-) enantiomert a
diastereoizomeru, které nebudou separované (Schéma 4). Po nasyntetizovani vSech
téchto sloucenin bude nasledovat biologické in vitro testovani, které neni soudasti této

diplomové préace.

O (0]
(0] O
N/\)J\”, R4 N/\)J\OH
O |:|'> O |:|'>
AT ) - e
R2 R2
24-47 10-11 12-23

O
o}
o (6]
o L o0 - -
R2 H2N < O
7-8

9 4-5 R, 6

R, = (5)-ethylbenzyl, (R)-ethylbenzyl, (8)-1-hydroxymethyl-1-fenylmethyl
(R)-1-hydroxymethyl-1-fenylmethyl, (S)-2-methyl-2-fenylethyl, (R)-2-methyl-2-fenylethyl,
(8)-2-hydroxy-2-fenylethyl, (R)-2-hydroxy-2-fenylethyl, (S)-1-methyl-1-(4-methyl)fenylmethyl,
(R)-1-methyl-1-(4-methyl)fenylmethyl, (S)-1-methyl-1-(4-methoxy)fenylmethyl, (R)-1-methyl-1-(4-
methoxy)fenylmethyl

R2 = H, CH3

Schéma 4: Retrosynteticka analyza téikrokové syntézy chiralnich produkti 24-47.
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Priprava chiralnich derivata z anthracenu

Syntéza téchto derivata se skladala ze tii kroku, které zahrnovaly Diels-Alderovu
reakci (pericyklickou reakci) a SNAc (Schéma 5).

O
0 (0]
toluen +
Oy-0 — 0 HZN/\)J\OH
+ \I\;):O reflux O O
S
72h
66 %
4 6 ; 9
0 (6]
20% Na,CO; Ao
O
1,4-dioxan J
91°C
4h
83 % 10

Schéma 5: Piiprava vychozi latky 10 pro syntézu derivatt 24-35.

K syntéze anhydridu 7 pro prvni sadu produktt byly pouzity komeréné dostupné
latky: anthracen (4), maleinanhydrid (6) a jako rozpoustédlo byl pouzit toluen.
Mechanismem této syntézy byla Diels-Alderova cykloadi¢ni reakce [45].

Dalsim krokem syntézy byla pfeména slouceniny 7 na sukcinimid 10 reakci s -
alaninem (9) za pouziti 20% vodniho roztoku Na,COs [46]. Mechanismem reakce byla
SNAC. Byly pouzity komeréné dostupné latky: B-alanin (9), Na2COs, 1M HCI a jako

rozpoustédlo 1,4-dioxan.
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Poslednim krokem byla pfiprava série chirdlnich amidd 24-35 z kyseliny 10
(Schéma 6) s pouzitim N,N-dimethylformamidu (DMF) jako rozpoustédla. Tato reakce
probihala mechanismem SyAc. Reakci vychozi kyseliny 10, ze které byl vytrzen proton
pomoci triethylaminu (EtsN), s HATU (48) doslo ke vzniku intermediatu 50 za
odstépeni anionu 51. Prostfednictvim nukleofilniho ataku tohoto anionu na tento
intermediat poté doslo ke vzniku aktivniho esteru 53. Naslednou reakci tohoto aktivniho
esteru s nukleofielm - pfisluSnym chirdlnim aminem 12-23, doslo ke vzniku chiralniho
amidu 24-35 prostiednictvim nukleofilniho ataku aminu na karboxylovy uhlik esteru.
(Schéma 7). Pii této reakci vznikala jako vedlejsi produkt tetramethylmocovina (52),
ktera musela byt odstranéna pomoci dvou disticich metod — extrakce a sloupcové

chromatografie. Vytézek (vyt.) téchto produktti se pohyboval v rozmezi 61-95 %.
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32
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Schéma 6: Piiprava finalnich produkti 24-35.
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Schéma 7: Mechanismus SnAc pii piiprave sloucenin 24-35.
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U vsech koneénych produktti 24-35 byla stanovena enantiomerni Cistota, kdy

enantiomerni nadbytek (ee) byl > 89,8 %, tudiz ve vSech ptipadech vyrazné pievazoval

pouze jeden z enantiomert (Obrazek 5 a 6).

=1 DADTA, Sig=254.2 Ref=360,100 (ADANIZ02006-25_ZUKG-LC2-1 20200629 13-4509.072-1201.5)

w B
I

Obréazek 5: Chromatogram enantiomerni istoty latky 34.

Obrazek 6: Chromatogram enantiomerni Cistoty latky 35.

4.2 Priprava chiralnich derivatii z 9-methylanthracenu

Piiprava derivati z 9-methylanthracenu (5) probihala také ve tifech krocich

zahrnujicich Diels-Alderovu reakci a SnAc (Schéma 8).
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Schéma 8: Priprava vychozi latky 11 pro syntézu produkti 36-47.

V prvnim kroku byl pouzit jako vychozi latka pro piipravu anhydridu 8 komercné
dostupny 9-methylanthracen (5), maleinanhydrid (6) a toluen jako rozpoustédlo. Reakce
probihala mechanismem Diels-Alderovy reakce, kde ma 5 roli dienu a anhydrid 6
vystupuje jako dienofil (Schéma 9). Reaktivita dienu 5 byla zvySena oproti anthracenu
(4) diky ptitomnosti methylového substituentu v poloze C9 na dienu, ktery svym
kladnym indukénim efektem zvysuje energii HOMO dienu. Tim dochazi ke zmens$eni
energeticke mezery mezi HOMO a LUMO orbitaly reaktantl, a tedy ke zvySeni
reaktivity pii Diels-Alderové reakci (vyt. derivat 7 — 66 % vyt. derivat 8 — 96 %).
Zaroven v tomto ptipadé dochazi kvili pfitomnosti methylové skupiny ke vzniku smési
dvou enantiomert oznacovanych jako ,,syn“ a ,,anti“. Divodem je vznik dvou novych
stereogennich center na uhlicich C11 a C15. Anhydrid byl tedy ziskany ve formé
enantiomerni smési. Reakce probihala za refluxu po dobu 48 h. Toluen, jako nepolarni

rozpoustédlo, stabilizuje tranzitni stav reakce.
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Schéma 9: Mechanismus Diels-Alderovy reakce pfi ptipravé slou¢eniny 8.

Druhym krokem byla opét pifeména bicyklického anhydridu 8, pfipraveného
v prvnim kroku, na sukcinimid 11. Byla pouzita komeréné dostupnd latka 9 a jako
rozpoustédlo 1,4-dioxan. Reakce probihala mechanismem SnAc. Nejprve doslo k
deprotonizaci hydroxylové skupiny B-alaninu pomoci 20% roztoku Na;COs. Nasledné v
tomto bazickém prostfedi prob&éhnul nukleofilni atak aminoskupiny f-alaninu na
karbonylovém uhliku cyklického anhydridu 8 za vzniku tetraedrického intermediatu 56,
ktery je nestabilni. Proto poté doslo k eliminaci dobfe odstupujici skupiny za vzniku
amidokarboxylového derivatu 57. Nasledoval dalsi nukleofilni atak na karboxylovém
uhliku, na ktery se nukleofiln¢ adoval amidovy dusik za vzniku intermedidtu 59.
Néaslednym pieskupenim protonu a odStépenim vody doslo ke vzniku soli 61 jejiz
acidifikaci na pH 0-1 pomoci 1M HCI vznikla ptislusnd kyselina 11 ve formé
enantiomerni smési 11a a 11b (Schéma 10). Methylova skupina v poloze C9 svym
kladnym induk¢nim efektem pravdépodobné znesnadiovala oba nukleofilni ataky pfi
této reakci, a tak bylo nutné prodlouzit reakéni Cas oproti pripravé derivatu 10. I pies
delsi reakéni ¢as byla v produktu pfitomna vychozi latka 8 (vyt. derivat 10 — 83 %; vyt.
derivat 11 — 67 %). Muselo tedy dojit Kk piecisténi produktu pomoci sloupcové

chromatografie.
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Schéma 10: Mechanismus SnAc pii piipravé slouceniny 11.

Poslednim krokem byla piiprava jednotlivych derivati 36-47 z ptipravené kyseliny
11 (Schéma 11). Reakce probihala mechanismem SnAc a jako rozpoustédlo byl pouzit
DMF. Nejdiive doslo k vytrzeni protonu z karboxylove skupiny kyseliny pomoci EtsN.
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Nasledné reagoval tento karboxylat 61 s HATU (9) za vzniku intermediatu 62 a za
odstépéni anionu 51. Tento anion poté atakoval karbonylovy uhlik intermediatu 62 za
vzniku aktivniho esteru 63. Nasledné prostiednictvim nukleofilniho ataku piislusného
chirdlniho aminu 12-23 na karbonylovy uhlik dochazelo ke vzniku chiralnich derivata
sukcinimida 36-47 (Schéma 12). Pfi nukleofilnim ataku anionu 51 na intermediat 62
vznikala jako vedl&jsi produkt také tetramethylmocovina (52), kterd musela byt
odstranéna pomoci dvou Cisticich metod — extrakce a sloupcoveé chromatografie.

Vytézek (vyt.) téchto produktii se pohyboval v rozmezi 36-83 %.
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Schéma 11: Piprava finalnich produktt 36-47.
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Schéma 12: Mechanismus SnAc pii piipravé sloucenin 36-47.

Vzhledem k tomu, Ze doslo k navazani chiralni slouceniny (aminu) s pevné danym
stereogennim centrem, dochdzelo v tomto kroku ke wvzniku smési dvou

diastereoizomerti. Tyto izomery nebyly separované a slouCeniny byly izolované jako
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smés diastereoizomert (s.d.). Diastereoizomerni pomér (dr) sloucenin 36-47 byl urceny
az po purifikaci chiralni kolonovou chromatografii a téméf ve vSech piipadech byl
roven 1:1. (Obrazek 7 a 8). U téchto sloucenin byl zaroven stanoven i ee, ktery byl >
89,0 %.

/\ A

|
J\ /\

Obrazek 7: Chromatogram smési diastereoizomerti U slouc¢eniny 44.

053 ‘
| \ /\
| |
u\ ‘ \
025 ] \
e A JL J *\ j B

Obrézek 8: Chromatogram smési diastereoizomeru U slouceniny 45.

Pribéh vsech reakci byl sledovan pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC).
Struktura vSech kone¢nych produktli byla stanovena pomoci NMR a MS analyz.
Nekalibrovana HPLC ¢istota (UV; A = 254 nm) vSech koneénych produktt byla > 95 %.

Vsechny ptipravené produkty 24-47 budou poskytnuty na biologické in vitro
testovani jako potencialni agonisti TLR2. Bude zkouman vliv geometrie na
stereogennim centru na biologickou aktivitu, a také vliv pfitomnosti elektrondonorni

methylové skupiny na anthracenovém kruhu na biologickou aktivitu.
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5 Experimentalni ¢ast

Veskeré chemikalie a rozpoustédla pouzité pro syntézu byly dodany firmou Sigma-
Aldrich a VWR International (Ceska republika). Priibéh vech reakci byl sledovan
metodou TLC. K této kontrole byly pouzivany desticky Merck Silica gel 60 Fass
(Sigma-Aldrich, Ceska republika) (mobilni faze: heptan/EtOAc 1/1, heptan/EtOAc 1/5,
heptan/EtOAc 3/2 a heptan/EtOAc 2/1 s obsahem 1 % AcOH). Detekce probihala pod
UV lampou (CAMAG, VWR International, Ceska republika) pfi vlnové délce 254 nm.
Teploty tani produkta byly stanoveny pomoci bodotavku Bichi B-545 (Donau Lab,
Ceska republika) bez korekce.

'H a BC NMR spektra vsech produkti byla méfena pii laboratorni teplotd
v deuterovaném dimethylsulfoxidu (DMSO-ds) a v deuterovaném chloroformu (CDCls-
d) na FT NMR spektrometru Varian S500 (499,87 MHz pro H a 125,71 MHz pro *C)
(Varian Comp. Palo Alto, USA) a FT NMR spektrometru Avance NEO 500 MHz
(499,87 MHz pro H a 125,71 MHz pro **C) (Bruker, Némecko). Chemické posuny ()
protonti v 'H NMR a uhlikél v *C NMR spektrech jsou uvadény v jednotkach ppm. V
'H NMR spektrech jsou chemické posuny signalti uvadény vzhledem k centralnimu
piku DMSO-ds (8 = 2,50 ppm), ¢&i k centralnimu piku CDCls-d (8 = 7,26 ppm) a v °C
NMR spektrech vzhledem k centrdlnimu piku DMSO-ds (6 = 39,43 ppm) nebo
centralnimu piku CDClz-d (6 = 77,00 ppm). Interakéni konstanty (J) jsou uvedeny v Hz.
Spinova multiplicita je vyjadfena jako s (singlet), d (dublet), t (triplet), dd (dublet
dubletu) nebo m (multiplet). Hmotnostni spektra byla ziskana pomoci elektrosprejovée
ionizace (ESI/MS) a selekci iontu prostfednictvim trojitého quadrupdlu na piistroji
Agilent 6470. Ziskana spektra byla vyhodnocena pomoci programu MassHunter
Qualitative Analysis B.07.00 (Agilent Technologies, Santa Clara, USA).

Specifické optické otacivosti byly zméfené pii laboratorni teploté na digitlnim
polarimetru Kriiss P8000 (Fisher Scientific, Ceské republika) v 10 cm kyvetd v CHCls a
v praci jsou prezentovany jako: [a]p®® (¢ 0,05 g/100 ml, CHCIs). Enantiomerni ¢istota a
diastereoizomerni pomér byly analyzovany na chromatografickém piistroji Agilent
1260 Series, ktery byl vybaveny kolonou Phenomenex Lux Celulose-2 (250 x 4,6 mm,
5 um, P/N: 00G-4457-E0) a ochrannou kolonou (4 x 3,0 mm, AJ0-8403). Mobilni faze
A (20 mM octan amonny, pH = 4,1) a B (gradient grade CH3CN) byla udrzovana pfi
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izokratickem poméru 45:55 a pratoka 1 ml/min. Separovany vzorek byl udrzovan pti
teploté 15 °C a teplota kolony byla 10 °C. Slouc¢eniny byli detekované pomoci detektoru
DAD pfi vlnové délce 254 a 280 nm. Nekalibrovana ¢istota byla vypocitana jako

hodnota slozené plochy na celkovou hodnotu plochy.

5.1 Syntéza chiralnich derivatia z anthracenu

5.1.1 Postup piipravy bicyklického anhydridu z anthracenu

Ke smési anthracenu (4) (10,00 g; 56,11 mmol; 1,0 ekv) v toluenu (200 ml) byl
ptidan maleinanhydrid (6) (6,60 g; 67,33 mmol; 1,2 ekv) a tato smés byla refluxovana
po dobu 72 h. Pribéh reakce byl kontrolovan pomoci TLC. Nasledné byla smés
ochlazena na I.t, poté na 0 °C a nechala se michat 0,5 h. Poté byl produkt, ktery pti 0 °C
precipitoval, odfiltrovan za snizeného tlaku (promyt pomoci EtOAc) a nasledné
rekrystalizovan v EtOAc [45].

(9,10-dihydroanthracen-9,10-diyl)anhydrid kyseliny jantarove, 7.

o Ziskana sloucenina 7 byla izolovéana jako bila pevna latka. C1gH120:s.
° M =276,29 g.mol™.

0
OJ O Vytéznost: 10,21 g (66 %)
Ty =>250,0 °C; lit. 263,0-265,0 °C [47]

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg): & 3,64-3,68 (m; 2H), 4,87-4,89 (m; 2H), 7,16-7,21
(m; 4H), 7,34 (dd; J = 3,3; 5,4 Hz; 2H), 7,48 (dd; J = 3,3; 5,4 Hz; 2H) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-dg): & 44,2; 47,8; 124,4; 124,8; 126,4; 127,0; 139,0;
141,0; 171,4 ppm.
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5.1.2 Postup piipravy sukcinimidu z bicyklického anhydridu

Anhydrid (7) (10,00 g; 36,21 mmol; 1,0 ekv) byl rozpustén v 1,4-dioxanu (140
ml) a tato smés byla zahtata na 105 °C. Poté byla smés ochlazena na 60 °C a byl piidan
B-alanin (9) (4,84 g; 54,31 mmol; 1,5 ekv) v 20% vodném roztoku Na,CO3 (18 ml).
Nasledné byla smés zahtata na 91 °C a nechala se michat po dobu 4 h. Pribéh reakce
byl kontrolovan pomoci TLC. Po 4 h byla smés ochlazena na l.t. a nasledovala
acidifikace na pH 0-1 pomoci 1M HCIl. Po acidifikaci doslo k precipitaci bilé
krystalické latky, ktera byla nasledné odfiltrovana pies fritu. Tento sukcinimid byl poté
promyvan vodou a malym mnozstvim EtOH. Poté byla provedena rekrystalizace

v EtOH, smés byla opét zfiltrovana a nasledné vysusSena [48].

2,3-(9,10-dihydroanthracen-9,10-diyl)-N-sukcinimid-propanova kyselina, 10.

Slou¢enina 10 byla ziskdna jako bila pevnad latka.

o
0 C21H17NOa.
N/\)J\OH

O " o M = 347,37 g.mol™.

Vytéznost: 10,38 g (83 %)
Ty = 205,0-207,0 °C; lit. 218,0 °C [46]

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 1,44-1,47 (m; 2H), 3,14-3,17 (m; 2H), 3,23-3,25
(m; 2H), 4,76-4,79 (m; 2H), 7,13-7,17 (m; 4H), 7,24 (dd; J = 3,3; 5,2 Hz; 2H), 7,47 (dd;
J=3,3; 5,2 Hz; 2H), 12,35 (s; 1H) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-de): & 30,8; 33,0; 44,5; 46,2; 124,2; 124,6; 126,2; 126,4;
139,1; 141,6; 171,3; 176,2 ppm.

MS (ESI"): [M]": vypocitana hodnota pro C21H1sNO4s" (m/z): 348,1; experimentalni
hodnota: 348,1.
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5.1.3 Postup pripravy chiralnich derivati sukcinimidu 24-35

Vychozi latka 10 (0,20 g; 0,58 mmol; 1,1 ekv) byla rozpusténa v DMF (0,8 ml).
Tato smés byla ochlazena na 0 °C. Nasledné byl pfidan EtsN (0,16 ml; 1,15 mmol; 2,2
ekv), poté pfislusny chiralni amin 12-13 (0,07 ml; 0,52 mmol; 1,0 ekv), 14-15 (0,072 g;
0,52 mmol; 1,0 ekv), 16-17 (0,08 ml; 0,52 mmol; 1,0 ekv), 18-19 (0,072 g; 0,52 mmol,
1,0 ekv), 20-21 (0,08 ml; 0,52 mmol; 1,0 ekv), 22-23 (0,08 ml; 0,52 mmol; 1,0 ekv) a
nakonec HATU (0,32 g; 0,84 mmol; 1,6 ekv). Smés byla michana 0,5 h pti 0 °C a 24 h
pii L.t. Reakce po celou dobu probihala v inertni dusikové atmosféfe. Poté byla smés
smichéna s 6 ml EtOAc a nasledovala extrakce s ledovou H>O (3 ml), nasycenym
vodnim roztokem NaHCOs3 (3 ml), ledovou H20 (3 ml), 0,5 N HCI (2 ml) a nasycenym
vodnim roztokem NaCl (3 ml). Po extrakci bylo provedeno vysuSeni organické faze
pomoci bezvodého Na:SO4 a smés byla zfiltrovana. Po filtraci byl odpafen EtOAc za
vakua a nasledovala sloupcova chromatografie. Jako mobilni faze byla pouzita u latek
24-25 a 28-33 smés heptan/EtOAc 1/1, u slouenin 26-27 heptan/EtOAc 1/5 a u
sloucenin 34-35 heptan/EtOAc 3/2. Po ukonéeni sloupcove chromatografie byla mobilni

faze odparena a produkt byl vysuSen.

N-(((S)-ethylbenzyl)aminopropyl-3-on)-2,3-(9,10-dihydroanthracen-9,10-
diyl)sukcinimid, 24.

o Ziskana latka 24 byla izolovana ve formé bile

pevné latky. CaoH2sN20s.
o)
OJ O M = 464,57 g.mol™.
Vytéznost: 209 mg (86 %)
Tt=92,0-94,0 °C
[a]o?® = -39
>99,9 % ee

IH NMR (500 MHz, DMSO-de): 5 0,77 (t; J = 7,3 Hz; 3H), 1,45-1,57 (m; 2H), 1,59-
1,65 (m; 2H), 3,08-3,14 (m; 2H), 3,21-3,23 (m; 2H), 4,56-4,61 (m; 1H), 4,77-4,79 (m;
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2H), 7,11-7,24 (m; 9H), 7,28-7,31 (m; 2H), 7,46 (dd; J = 3,3; 5,4 Hz; 2H), 8,24 (d; J =
8,4 Hz; 1H) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): & 10,9; 28,9; 32,5; 34,1; 44,5; 46,2; 53,9; 124,1;
124,5; 126,2; 126,3; 126,4; 126,5; 128,1; 139,0; 141,6; 143,4; 167,9; 176,2 ppm.

MS (ESI"): [M]": vypogitana hodnota pro CaoH20N203" (m/z): 465,2; experimentélni
hodnota: 465,3.

N-(((R)-ethylbenzyl)aminopropyl-3-on)-2,3-(9,10-dihydroanthracen-9,10-
diyl)sukcinimid, 25.

Slouc¢enina 25 byla izolovana ve form¢ pevné bilé

~
i N/\)J\H/_\Q latky. CaoH2sN20s.
O" N M = 464,57 g.mol™.
Vytéznost: 230 mg (95 %)
Tt =136,9-138,9 °C
[a]o®® = +21
97,7 % ee

IH NMR (500 MHz, DMSO-de): & 0,77 (t; J = 7,3 Hz; 3H), 1,45-1,57 (m; 2H), 1,59-
1,65 (m; 2H), 3,08-3,15 (m; 2H), 3,21-3,23 (m; 2H), 4,56-4,61 (m; 1H), 4,77-4,78 (m;
2H), 7,11-7,24 (m; 9H), 7,28-7,31 (m; 2H), 7,46 (dd; J = 3,2; 5,4 Hz; 2H), 8,24 (d; J =
8,4; 1H) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): & 10,9; 28,9; 32,5; 34,1; 44,5; 46,1; 53,9; 124,1;
124.5; 126,2; 126,3; 126,4; 126,5; 128,1,; 138,0; 141,6; 143,4; 167,9; 176,2 ppm.

MS (ESI"): [M]*: vypocitana hodnota pro CsoH20N203" (m/z): 465,2; experimentalni
hodnota: 465,3.
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N-(((R)-1-hydroxymethyl-1-fenylmethyl)aminopropyl-3-on)-2,3-(9,10-
dihydroanthracen-9,10-diyl)sukcinimid, 26.

OH Sloucenina 26 byla izolovana ve form¢ bilé pevné

O 7
N/\)J\N latky. C29H26N20s.

H
OJ O M = 466,54 g.mol™.

Vytéznost: 180 mg (74 %)
Tt=90,0-92,0 °C
[a]p?® = +33
>99,9 % ee

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 1,48-1,63 (m;2H), 3,11-3,15 (m; 2H), 3,22-3,24 (m;
2H), 3,49 (t; J = 6,1 Hz; 2H), 4,73-4,82 (m; 4H), 7,11-7,31 (m; 11 H), 7,47 (dd; J = 3,3;
5,3 Hz; 2H), 8,24 (d; J = 8,2 Hz; 1H) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-dg): & 32,5; 34,1; 44,5; 46,2; 54,9; 64,4; 124,1; 124,5;
126,2; 126,4; 126,7; 126,8; 127,9; 139,0; 141,0; 141,6; 168,2; 176,2 ppm.

MS (ESIY): [M]": vypocitana hodnota pro CagH27N204" (m/z): 467,2; experimentalni
hodnota: 467,3.

N-(((S)-1-hydroxymethyl-1-fenylmethyl)aminopropyl-3-on)-2,3-(9,10-
dihydroanthracen-9,10-diyl)sukcinimid, 27.

o OH Latka 27 byla ziskana ve formé& bilé pevné

0 : .
N/\)J\H/\Q slouceniny. C29H26N204.

O" ° M = 466,54 g.mol .

Vytéznost: 177 mg (73 %)
Tt =83,3-85,3 °C

[0]p?® = -46
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>99,9 % ee

IH NMR (500 MHz, DMSO-de): & 1,48-1,63 (m; 2H), 3,11-3,14 (m; 2H), 3,21-3,24
(m; 2H), 3,49 (t; J = 6,1 Hz; 2H), 4,74-4,82 (m; 4H), 7,11-7,31 (m; 11H), 7,47 (dd; J =
3,2; 5,3 Hz; 2H), 8,23 (d; J = 8,2 Hz; 1H) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-dg): & 32,5; 34,1; 44,5; 46,2; 54,9; 64,4; 124,1; 124,5;
126,2; 126,4; 126,7; 126,8; 127,9; 139,0; 141,0; 141,6; 168,2; 176,3 ppm.

MS (ESI"): [M]*: vypocitana hodnota pro C29H27N204" (m/z): 467,2; experimentalni
hodnota: 467,2.

N-(((R)-2-methyl-2-fenylethyl)aminopropyl-3-on)-2,3-(9,10-dihydroanthracen-9,10-
diyl)sukcinimid, 28.

Sloucenina 28 byla izolovana ve formé bilé

O
0] pevné latky. CaoH2sN20a.

" o M = 464,57 g.mol".

Vytéznost: 187 mg (77 %)
Tt =86,0-88,0 °C
[0]p”® = +35
97,2 % ee

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg): 6 1,12 (d; J = 7,0 Hz; 3H), 1,36-1,39 (m; 2H), 2,78-
2,85 (m; 1H), 3,05-3,16 (m; 4H), 3,20-3,22 (m; 2H); 4,76-4,78 (m; 2H), 7,08-7,22 (m;
9H), 7,26-7,30 (m; 2H), 7,46 (dd; J = 3,3; 5,3 Hz; 2H), 7,82 (t; J = 5,7 Hz; 1H) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-dg): 6 19,1; 32,5; 34,0; 38,8; 44,5; 45,4; 46,1; 124,1;
124.5; 126,1; 126,2; 126,4; 126,9; 128,1; 139,0; 141,6; 144,6; 168,4; 176,2 ppm.

MS (ESI"): [M]*: vypocitana hodnota pro CsoH20N203" (m/z): 465,2; experimentalni
hodnota: 465,3.
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N-(((S)-2-methyl-2-fenylethyl)aminopropyl-3-on)-2,3-(9,10-dihydroanthracen-9,10-
diyl)sukcinimid, 29.

o /\/@ Sloucenina 29 byla ziskana ve formé pevné
o)
N/\)J\N . bilé latky. C3oH2sN20s.
Ho 2
0
O" O M = 464,57 g.mol ™.
Vyt&znost: 223 mg (92 %)

Tt=117,6-119,6 °C
[0]o%® = -25
89,8 % ee

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 1,12 (d; J = 7,0 Hz; 3H), 1,36-1,39 (m; 2H), 2,78-
2,85 (m; 1H), 3,04-3,15 (m; 4H), 3,20-3,21 (m; 2H), 4,76-4,78 (m; 2H), 7,10-7,22 (m;
9H), 7,26-7,30 (m; 2H), 7,46 (dd; J = 3,3; 5,4 Hz; 2H), 7,82 (t; J = 5,7 Hz; 1H) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-de): & 19,1; 32,5; 34,0; 38,8; 44,5; 45,4; 46,1; 124,1;
124,5; 126,1; 126,2; 126,4; 126,9; 128,1; 139,0; 141,6; 144,6; 168,4; 176,2 ppm.

MS (ESI"): [M]*: vypocitana hodnota pro CsoH20N203" (m/z): 465,2; experimentalni
hodnota: 465,2.

N-(((R)-2-hydroxy-2-fenylethyl)aminopropyl-3-on)-2,3-(9,10-dihydroanthracen-
9,10-diyl)sukcinimid, 30.

o Sloucenina 30 byla ziskana ve formé bilé
0
N/\)J\N pevneé latky. CaoH26N20a4.
0 H OH
O O M = 466,54 g.mol*
Vytéznost: 187 mg (77 %)
Tt =86,0-88,0 °C

[0]p”® = -27

>99,9 % ee
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'H NMR (500 MHz, DMSO-de): & 1,38-1,48 (m; 2H), 3,00-3,05 (m; 1H), 3,08-3,11
(m; 2H), 3,16-3,21 (m; 1H); 3,22-3,24 (m; 2H), 4,53-4,57 (m; 1H), 4,77-4,78 (m; 2H),
5,39 (d; J = 4,4 Hz; 1H), 7,12-7,17 (m; 4H), 7,22-7,25 (m; 3H), 7,28-7,33 (m; 4H), 7,47
(dd; J =3,3; 5,4 Hz; 2H), 7,89 (t; J = 5,7 Hz; 1H) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 6 32,3; 34,0; 44,5; 46,2; 46,7; 71,0; 124,1; 124,5;
125,8; 126,2; 126,4; 126,9; 127,9; 139,0; 141,6; 143,5; 168,7; 176,2 ppm.

MS (ESI*): [M]*: vypocitana hodnota pro C29H27N204" (m/z): 467,2; experimentalni
hodnota: 467,3.

N-(((S)-2-hydroxy-2-fenylethyl)aminopropyl-3-on)-2,3-(9,10-dihydroanthracen-
9,10-diyl)sukcinimid, 31.

0 Pripravena latka 31 byla ziskana jako bila
a NA)J\ /\/© pevna sloucenina. C29H26N20s4.
O" O M = 466,54 g.mol!
Vytéznost: 188 mg (77 %)
Tt =80,0-82,0 °C
[0]p”® = +63
94,9 % ee

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 1,39-1,48 (m; 2H), 3,0-3,05 (m; 1H), 3,08-3,11 (m;
2H), 3,16-3,20 (m; 1H), 3,22-3,23 (m; 2H), 4,53-4,57 (m; 1H), 4,77-4,78 (m; 2H), 5,39
(d; J = 4,4 Hz; 1H), 7,12-7,17 (m; 4H), 7,22-7,25 (m; 3H), 7,28-7,33 (m; 4H), 7,47 (dd;
J=3,2;5,4 Hz; 2H), 7,89 (t; J = 5,7 Hz; 1H) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-dg): & 32,3; 34,0; 44,5; 46,2; 46,7; 71,0; 124,1; 124,5;
125,8; 126,2; 126,4; 127,9; 139,0; 141,6; 143,5; 168,7; 176,2; 176,3 ppm.

MS (ESIY): [M]": vypoéitana hodnota pro C2oH27N204" (m/z): 467,2; experimentalni
hodnota: 467,3.
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N-(((S)-1-methyl-1-(4-methyl)fenylmethyl)aminopropyl-3-on)-2,3-(9,10-
dihydroanthracen-9,10-diyl)sukcinimid, 32.

o) Ziskana latka 32 byla izolovana jako pevna bila
P /\)J\
N HJ\©\ sloucenina. C3oH28N203.
0
O" O M = 464,57 g.mol*
Vytéznost: 208 mg (86 %)

Tt =168,2-170,2 °C
[0]p® = -45
98,9 % ee

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 1,26 (d; J = 7,0 Hz; 3H), 1,44-1,55 (m; 2H), 2,25
(s; 3H), 3,09-3,13 (m; 2H), 3,21-3,22 (m; 2H), 4,75-4,81 (m; 3H), 7,08-7,18 (m; 8H),
7,22-7,24 (m; 2H), 7,46 (dd; J = 3,2; 5,4 Hz; 2H), 8,24 (d; J = 8,1 Hz; 1H) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-dg): & 20,5; 22,1; 32,5; 34,1; 44,5; 46,2; 47,3; 124,1;
124,5; 125,8; 126,2; 126,4; 128,6; 135,5; 139,0; 141,4; 141,6; 167,5; 176,2 ppm.

MS (ESI"): [M]": vypocitana hodnota pro CsoH20N203" (m/z): 465,2; experimentalni
hodnota: 465,3.

N-(((R)-1-methyl-1-(4-methyl)fenylmethyl)aminopropyl-3-on)-2,3-(9,10-
dihydroanthracen-9,10-diyl)sukcinimid, 33.

o = Ziskana latka 33 byla izolovéana jako pevna bila

0 :
N/\)J\H/\Q\ slou¢enina. C3oH2sN203,
O
O" O M = 464,57 g.mol™

Vytéznost: 230 mg (95 %)
Tt=178,9-180,9 °C
[0]p?® = +35

98,7 % ee
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'H NMR (500 MHz, DMSO-dg): & 1,26 (d; J = 7,0; 3H), 1,46-1,55 (m; 2H), 2,25 (s;
3H), 3,10-3,13 (m; 2H), 3,20-3,23 (m; 2H), 4,76-4,81 (m; 3H), 7,09-7,17 (m; 8H), 7,21-
7,25 (m; 2H), 7,46 (dd; J = 3,2; 5,4 Hz; 2H), 8,24 (d; J = 8,1 Hz; 1H) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 8 20,5; 22,1; 32,5; 34,1; 44,5; 46,2; 47,3; 124,1;
124,5; 125,8; 126,2; 126,4; 128,6; 135,5; 139,0; 141,4; 141,6; 167,5; 176,2 ppm.

MS (ESI?): [M]*: vypocitana hodnota pro CsoH20N203* (m/z): 465,2; experimentalni
hodnota: 465,3.

N-(((S)-1-methyl-1-(4-methoxy)fenylmethyl)aminopropyl-3-on)-2,3-(9,10-
dihydroanthracen-9,10-diyl)sukcinimid, 34.

0 Ziskana latka 34 byla izolovana jako bila
P /\)J\
N HJ\©\ pevna latka. CzoH2sN20a4.
0 o~
O O M = 480,56 g.mol*
Vytéznost = 223 mg (89 %)

Tt=116,0-118,0 °C
[0]p?® = -41
>99,9 % ee

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg): 6 1,27 (d; J = 7,0 Hz; 3H), 1,44-1,54 (m; 2H), 3,10-
3,14 (m; 2H), 3,22-3,23 (m; 2H), 3,34-3,35 (m; 1H), 3,72 (s; 3H), 4,77-4,80 (m; 2H);
6,83-6,89 (m; 2H), 7,13-7,18 (m; 6H), 7,22-7,25 (m; 2H), 7,47 (dd; J = 3,3; 5,4 Hz;
2H), 8,23 (d; J = 8,1 Hz; 1H) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): & 22,7; 33,0; 34,7; 45,1; 46,7; 47,5; 55,5; 114,0;
1247, 125,1; 126,8; 127,0; 127,6; 137,0; 139,6; 142,2; 158,5; 168,0; 176,8 ppm.

MS (ESI"): [M]*: vypocitana hodnota pro CsoH20N204" (m/z): 481,2; experimentalni
hodnota: 481,3.
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N-(((R)-1-methyl-1-(4-methoxy)fenylmethyl)aminopropyl-3-on)-2,3-(9,10-
dihydroanthracen-9,10-diyl)sukcinimid, 35.

o Ziskana latka 35 byla izolovana jako pevna

O :
N /\)J\N/\Q\ bila slou¢enina. CzgH2gN20a.
o

O
O" O M = 480,56 g.mol*

Vytéznost = 152 mg (61 %)
Tt=123,0-125,0 °C
[a]o?® = +90
>99,9 % ee

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg): 6 1,27 (d; J = 7,0 Hz; 3H), 1,44-1,54 (m; 2H), 3,10-
3,13 (m; 2H), 3,22-3,23 (m; 2H), 3,34-3,35 (m; 1H), 3,72 (s; 3H), 4,77-4,80 (m; 2H),
6,85-6,87 (m; 2H), 7,13-7,18 (m; 6H), 7,22-7,24 (m; 2H), 7,47 (dd; J = 3,3; 5,3 Hz;
2H), 8,23 (d; J = 8,1 Hz; 1H) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): & 22,7; 33,0; 34,7; 45,1; 46,7; 47,5; 55,5; 114,0;
124,7; 125,1; 126,8; 127,0; 127,6; 137,0; 139,6; 142,2; 158,5; 168,0; 176,8 ppm.

MS (ESI"): [M]*: vypocitana hodnota pro CsoH20N204" (m/z): 481,2; experimentalni
hodnota: 481,2.

5.2 Syntéza chiralnich derivati z 9-methylanthracenu

5.2.1 Postup pripravy bicyklického anhydridu z 9-methylanthracenu

Ke smési 9-methylanthracenu (5) (9,00 g; 46,81 mmol; 1,0 ekv) v toluenu (170
ml) byl pfidan maleinanhydrid (6) (5,50 g; 56,17 mmol; 1,2 ekv) a smés byla
refluxovana po dobu 48 h. Nasledné byla smés ochlazena na l.t. a poté se nechala
michat 0,5 h pfi 0 °C. Nasledovala filtrace za snizeného tlaku a vysuseni pevného

produktu.
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((11S,15S)-9-methyl-9,10-dihydroanthracen-9,10-diyl)anhydrid kyseliny jantarove,
8a; ((11R,15R)-9-methyl-9,10-dihydroanthracen-9,10-diyl)anhydrid kyseliny

jantarove, 8b.

0o 0
o 0

OO OHsC" ®
CHs
a b

Slouc¢enina 8 byla ziskana jako hnéda pevna latka ve form¢ enantiomerni smési (8a a
8b). C19H1403.

M = 290,32 g.mol ™,
Vytéznost: 13,04 g (96 %)
Tt = 265,8-267,8 °C
[0]p?® = +8

5,8 % ee

'H NMR (500 MHz, CDCls-d): § 2,29 (s; 3H), 3,15 (d; J = 9,2 Hz; 1H), 3,58 (dd; J =
3,5; 9,2 Hz; 1H), 4,80 (d; J = 3,5 Hz; 1H), 7,19-7,26 (m; 4H), 7,33-7,35 (m; 2H), 7,38-
7,41 (m; 2H) ppm.

13C NMR (126 MHz, CDCls-d): & 15,0; 45,0; 45,3; 49,4; 51,8; 122,1; 122,4; 124,0;
125,1; 127,0; 126,9; 127,5; 127,6; 138,2; 140,6; 141,2; 143,6; 169,4; 170,5 ppm.

5.2.2 Postup pripravy sukcinimidu z bicyklického anhydridu

Anhydrid (8) (4,00 g; 13,78 mmol; 1,0 ekv) byl rozpustén v 1,4-dioxanu (61 ml)
a tato smés byla zahtata na 105 °C. Poté byla smés ochlazena na 60 °C a byl pfidan j3-
alanin (9) (1,84 g; 20,67 mmol; 1,5 ekv) v 20% vodném roztoku Na;COz (8 ml).
Nasledné byla smés zahtata na 91 °C a nechala se michat 24 h. Poté nasledovalo
ochlazeni na L.t. a pfidani 60 ml H2O. Nasledn¢ byla provedena acidifikace pomoci 1 M

HCI na hodnotu pH 0-1. Bila pevna latka, kterd vznikla acidifikaci byla odfiltrovana za
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snizeného tlaku a promyta H.,O a trochou EtOH. Poté byla tato latka smichana s
heptanem (160 ml) a smés se nechala refluxovat 40 min. Dalsim krokem byla filtrace za
horka za snizeného tlaku (promyvano horkym heptanem). Nasledovala sloupcova
chromatografie. Jako mobilni faze byla pouzita smés heptan/EtOAc 2/1 + 1% AcOH.
Po ukonceni sloupcové chromatografie byla mobilni faze odpafena a produkt byl

vysusen. Produkt byl izolovan ve formé enantiomerni smési.

2,3-((11S,15S)-9-methyl-9,10-dihydroanthracen-9,10-diyl)-N-sukcinimid-

propanova kyselina; 11a,

2,3-((11R,15R)-9-methyl-9,10-dihydroanthracen-9,10-diyl)-N-sukcinimid-

propanova kyselina; 11b.

Slou¢enina 11 byla ziskana jako bild pevnad latka ve formé enantiomerni smési.
C22H19NOa.

M = 361,40 g.mol ™,
Vytéznost: 3,32 g (67 %)
Ty =198,2-200,2 °C
[(X]D26 =23

0,8 % ee

'H NMR (500 MHz, CDCls-d): 8 1,66-1,77 (m; 2H), 2,28 (s; 3H), 2,83 (d; J = 8,3 Hz;
1H), 3,26 (dd; J = 3,4; 8,3 Hz; 1H), 3,37-3,40 (m; 2H), 4,77 (d; J = 3,4 Hz; 1H), 7,14-
7,23 (m; 4H), 7,27-7,29 (m; 2H), 7,38-7,41 (m; 2H) ppm.

13C NMR (126 MHz, CDCls-d): § 15,2; 30,7; 33,1; 54,0; 45,5; 48,2; 50,4; 122,1;
122,2; 123,8; 125,0; 126,6; 126,8; 126,9; 138,7; 141,1; 141,6; 144,3; 175,6; 175,8;
176,4 ppm.
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MS (ESI"): [M]": vypoéitana hodnota pro C22H20NO4" (m/z): 362,1; experimentalni
hodnota: 362,2.

5.2.3 Postup pripravy chiralnich derivati sukcinimidu 36-47

Vychozi latka 11 (0,15 g; 0,42 mmol; 1,1 ekv) byla rozpusténa v DMF (0,6 ml).
Tato smés byla ochlazena na 0 °C. Nasledné byl pfidan EtsN (0,12 ml; 0,83 mmol; 2,2
ekv), poté prislusny chiralni amin 12-13 (0,05 ml; 0,38 mmol; 1,0 ekv), 14-15 a 18-19
(137 mg; 0,38 mmol; 1,0 ekv), 16-17 (0,06 ml; 0,38 mmol; 1,0 ekv), 20-23 (0,06 ml;
0,38 mmol; 1,0 ekv) a nakonec HATU (0,23 g; 0,60 mmol; 1,6 ekv). Smés byla
michana 0,5 h pti 0 °C a poté 24 h pii L.t. Nasledné byl ptidan EtOAc (6 ml) a byla
provedena extrakce s ledovou H20 (3 ml), nasycenym vodnim roztokem NaHCO3z (3
ml), ledovou H20 (3 ml), 0,5 N HCI (2 ml) a nakonec nasycenym vodnim roztokem
NaCl (3 ml). Poté byla organicka faze vysuSena pomoci bezvodého Na>SOa, byla
provedena filtrace a EtOAc byl odpafen. Nasledovala sloupcova chromatografie. Jako
mobilni faze byla pouzita u sloucenin 36, 37, 40, 41, 44, 45 heptan/EtOAc 1/1, u
sloucenin 38, 39, 42, 43 heptan/EtOAC 1/5 a u sloucenin 46, 47 heptan/EtOAc 2/3. Po
ukonceni sloupcové chormatografie byla odpatfena mobilni faze a produkt byl vysusen.

Vsechny produkty byly ziskany ve formé s.d.

N-(((S)-ethylbenzyl)aminopropyl-3-on)-2,3-((11S,15S)-9-methyl-9,10-
dihydroanthracen-9,10-diyl)sukcinimid, 36a;

N-(((S)-ethylbenzyl)aminopropyl-3-on)-2,3-((11R,15R)-9-methyl-9,10-
dihydroanthracen-9,10-diyl)sukcinimid, 36b.

(0] (0]
(0] (0]
N/\)kN N/\)kN
H H,C H
(T 9P
CH;
a b

Sloucenina 36 byla ziskana jako bila pevna latka ve formé s.d. C31H3oN20:s.
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M = 478,59 g.mol ™.
Vytéznost: 111 mg (61 %)
Tt =163,0-165,0 °C
[a]o®® = -26

99,1 % ee

dr=1:1

'H NMR (500 MHz, CDCls-d): 6 0,85 (t; J = 7,4 Hz; 3H), 1,51-1,65 (m; 2H), 1,75-
1,86 (m; 2H), 2,26 (2 x s; 3H; s.d.), 2,79 (dd; J = 5,0; 8,3 Hz; 1H), 3,20-3,23 (m; 1H),
3,36-3,39 (m; 2H), 4,73-4,75 (m; 1H), 4,77-4,81 (m; 1H), 5,73-5,77 (m; 1H), 7,07-7,15
(m; 2H), 7,17-7,28 (m; 7H), 7,34-7,40 (m; 4H) ppm.

13C NMR (126 MHz, CDCls-d): § 15,2; 28,9; 29,0; 33,8; 34,2; 45,0; 45,5; 48,2; 48,2;
50,3; 50,3; 54,9; 122,0; 122,2; 123,8; 125,0; 126,6; 126,8; 127,4; 128,6; 138,8; 138,8;
141,2; 141,5; 141,8; 144,2; 168,4; 168,5; 175,8; 175,9; 176,5; 176,5 ppm.

MS (ESI*): [M]": vypogitana hodnota pro CziH3iN203* (m/z): 479,2; experimentalni
hodnota: 479,3.

N-(((R)-ethylbenzyl)aminopropyl-3-on)-2,3-((11S,15S)-9-methyl-9,10-
dihydroanthracen-9,10-diyl)sukcinimid, 37a.

N-(((R)-ethylbenzyl)aminopropyl-3-on)-2,3-((11R,15R)-9-methyl-9,10-
dihydroanthracen-9,10-diyl)sukcinimid, 37b.

o o
O H 0 H
N/\)J\N N/\)J\N
H H,C H
‘ O ‘ O

CHj;

a b

Sloucenina 37 byla izolovéna jako bila pevna latka ve formé s.d. Cz1HzoN20z.

M = 478,59 g.mol™.
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Vytéznost: 127 mg (70 %)
Ti=161,9-163,9 °C
[0]p?® = +32

>99,9 % ee

dr=1:1

'H NMR (500 MHz, CDCls-d): 6 0,85 (t; J = 7,4 Hz; 3H), 1,53-1,63 (m; 2H), 1,75-
1,86 (m; 2H), 2,26 (2 x s; 3H; s.d.), 2,79 (dd; J = 4,9; 8,3 Hz; 1H); 3,20-3,23 (m; 1H),
3,36-3,39 (m; 2H), 4,74-4,75 (m; 1H), 4,77-4,81 (m; 1H), 5,74-5,78 (m; 1H), 7,08-7,15
(m; 2H), 7,17-7,28 (m; 7H), 7,34-7,40 (m; 4H) ppm.

13C NMR (126 MHz, CDCls-d): § 15,2; 28,9; 28,9; 33,8; 34,2; 45,0; 45,5; 48,2; 48,2;
50,3; 50,3; 54,9; 122,0; 122,2; 123,8; 125,0; 126,6; 126,8; 126,8; 127,4; 128,6; 138,8;
138,8; 141,2; 141,5; 141,8; 144,2; 168,4; 168,5; 175,8; 175,9; 176,5; 176,5 ppm.

MS (ESI*): [M]": vypogitana hodnota pro CziH3ziN204" (m/z): 479,2; experimentalni
hodnota: 479,3.

N-(((R)-1-hydroxymethyl-1-fenylmethyl)aminopropyl-3-on)-2,3-((11S,15S)-9-
methyl-9,10-dihydroanthracen-9,10-diyl)sukcinimid, 38a.

N-(((R)-1-hydroxymethyl-1-fenylmethyl)aminopropyl-3-on)-2,3-((11R,15R)-9-
methyl-9,10-dihydroanthracen-9,10-diyl)sukcinimid, 38b.

o OH o OH
O O
N/\)J\N N/\)J\N
H HsC H
O DL
CHs
a b

Sloucenina 38 byla ziskana ve formé bilé pevné latky jako s.d. CaoH2sN20a4.
M = 480,56 g.mol™.

Vytéznost: 80 mg (44 %)
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T:=86,1-88,1 °C
[a]o® = +2
>99,9 % ee
dr=1:1

IH NMR (500 MHz, CDCls-d): § 1,56-1,76 (m; 2H), 2,26 (2 x 5; 3H, s.d.), 2,82 (d; J =
8,3 Hz; 1H), 3,23-3,26 (m; 1H), 3,39-3,42 (m; 2H), 3,83-3,91 (m; 2H), 4,74-4,76 (m:;
1H), 4,97-5,01 (m; 1H), 6,12-6,19 (m; 1H), 7,05-7,40 (m; 13H) ppm.

13C NMR (126 MHz, CDCls-d): § 15,2; 34,0; 34,2; 34,3; 45,0; 45,5; 45,6; 48,2; 48,3;
50,4; 50,4; 55,8; 55,9; 66,1; 66,3; 122,1; 122,2; 122,3; 123,8; 125,0; 125,0; 126,6;
126,6; 126,7; 126,8; 126,9; 128,0; 128,9; 138,7; 138,8; 138,9; 138,9; 141,3; 141,3;
141,5; 141,6; 144,2; 144,2; 170,0 170,0; 175,8; 176,1; 176,5; 176,8 ppm.

MS (ESI*): [M]": vypogitana hodnota pro CzoH29N204" (m/z): 481,2; experimentalni
hodnota: 481,3.

N-(((S)-1-hydroxymethyl-1-fenylmethyl)aminopropyl-3-on)-2,3-((11S,15S)-9-
methyl-9,10-dihydroanthracen-9,10-diyl)sukcinimid, 39a.

N-(((S)-1-hydroxymethyl-1-fenylmethyl)aminopropyl-3-on)-2,3-((11R,15R)-9-
methyl-9,10-dihydroanthracen-9,10-diyl)sukcinimid, 39b.

] o =/OH . o :/OH
N /\)J\N N /\)J\N
7 H ol |
® 9P|
CHj

a b

Slouc¢enina 39 byla ziskana jako bily olej ve formé s.d. C3oH28N20a4.
M = 480,56 g.mol ™.
Vytéznost: 93 mg (51 %)

[a]o® =-16

55



99,6 % ee
dr=1:1

'H NMR (500 MHz, CDClz-d): § 1,59-1,76 (m; 2H), 2,26 (2 x s; 3H), 2,81-2,83 (m;
1H), 3,22-3,24 (m; 1H), 3,36-3,40 (m; 2H), 3,79-3,87 (m; 2H), 4,74-4,75 (m; 1H), 4,96-
5,0 (m; 1H), 6,35-6,40 (m; 1H), 7,06-7,39 (m; 13H) ppm.

13C NMR (126 MHz, CDClz-d): & 15,3; 33,9; 34,0; 34,4; 34,4; 45,1; 45,6; 45,6; 48,3;
48,3; 50,4; 55,7; 55,8; 65,9; 65,9; 66,1; 122,1; 122,2; 122,3; 123,9; 125,0; 125,1; 126,7,
126,7; 126,9; 126,9; 1279; 128,8; 138,9; 138,3; 139,0; 139,0; 141,4; 141,6; 141,6;
144,3; 170,0 170,0; 175,9; 176,1, 176,6; 176,9 ppm.

MS (ESI"): [M]": vypocitana hodnota pro C2:H1sNO4" (m/z): 481,2; experimentalni
hodnota: 481,4.

N-(((R)-2-methyl-2-fenylethyl)aminopropyl-3-on)-2,3-((11S,15S)-9-methyl-9,10-
dihydroanthracen-9,10-diyl)sukcinimid, 40a.

N-(((R)-2-methyl-2-fenylethyl)aminopropyl-3-on)-2,3-((11R,15R)-9-methyl-9,10-
dihydroanthracen-9,10-diyl)sukcinimid, 40b.

O
N

929
CHs

a

/\)?\N/\‘/Q P N/\)?\N/\‘/Q
H e, 4, H
(A

Ziskané slouc¢enina 40 byla izolovana jako bia pevna latka ve fomré s.d. CaiHzoN2O3z. M
= 478,59 g.mol™.

Vytéznost: 151 mg (83 %)
Tt =61,6-63,6 °C
[0]p?® = +28

>099.9 % ee
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dr=1:1

'H NMR (500 MHz, CDClz-d): 6 1,25 (d; J = 7,0 Hz; 3H), 1,32-1,46 (m; 2H), 2,26 (2
xs; 3H; s.d.), 2,78 (d; J = 8,2 Hz; 1H), 2,85-2,93 (m; 1H), 3,12-3,22 (m; 2H), 3,30-3,33
(m; 2H), 3,51-3,57 (m; 1H), 4,72-4,74 (m; 1H), 5,15-5,19 (m; 1H), 6,98-7,07 (m; 2H),
7,16-7,27 (m; 7H), 7,34-7,39 (m; 4H) ppm.

13C NMR (126 MHz, CDCls-d): § 15,3; 19,4; 33,5; 34,2; 40,0; 45,1; 45,6; 45,9; 48,2;
50,3; 122,1; 122,3; 123,9; 125,0; 126,5; 126,7; 126,7; 126,8; 127,2; 128,8; 139,0; 141,4;
141,6; 144,0; 144,3; 169,2; 175,8; 176,5 ppm.

MS (ESI"): [M]*: vypocitana hodnota pro CsiHz1N203" (m/z): 479,2; experimentalni
hodnota: 479,4.

N-(((S)-2-methyl-2-fenylethyl)aminopropyl-3-on)-2,3-((11S,15S)-9-methyl-9,10-
dihydroanthracen-9,10-diyl)sukcinimid, 41a.

N-(((S)-2-methyl-2-fenylethyl)aminopropyl-3-on)-2,3-((11R,15R)-9-methyl-9,10-
dihydroanthracen-9,10-diyl)sukcinimid, 41b.

S S

CHj
a b

Sloucenina 41 byla ziskana jako bila pevna latka ve formé s.d. C31H3oN20:s.
M = 478,59 g.mol ™.

Vytéznost: 131 mg (72 %)

T:=181,0-183,0 °C

[a]p?® = -36

89,0 % ee

dr=1:1
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'H NMR (500 MHz, CDClz-d): 6 1,25 (d; J = 7,0 Hz; 3H), 1,33-1,45 (m; 2H), 2,26 (2
x s; 3H; s.d.), 2,78 (d; J = 8,0 Hz; 1H), 2,85-2,93 (m; 1H), 3,12-3,22 (m; 2H), 3,30-3,33
(m; 2H), 3,51-3,57 (m; 1H), 4,73-4,74 (m; 1H), 5,14-5,18 (m; 1H), 6,98-7,07 (m; 2H),
7,18-7,26 (m; 7H), 7,34-7,39 (m; 4H) ppm.

13C NMR (126 MHz, CDCls-d): & 15,3; 19,4; 33,5; 34,2; 39,7; 45,1; 45,6; 45,9; 48,2;
50,3; 122,1; 122,3; 123,9; 125,0; 126,5; 126,7; 126,7; 126,8; 127,2; 128,8; 139,0; 141,4;
141,6; 144,0; 144,3; 169,2; 175,8; 176,5 ppm.

MS (ESI"): [M]": vypogitana hodnota pro CaiHaiN20z" (m/z): 479,2; experimentélni
hodnota: 479,4.

N-(((R)-2-hydroxy-2-fenylethyl)aminopropyl-3-on)-2,3-((11S,15S)-9-methyl-9,10-
dihydroanthracen-9,10-diyl)sukcinimid, 42a.

N-(((R)-2-hydroxy-2-fenylethyl)aminopropyl-3-on)-2,3-((11R,15R)-9-methyl-9,10-
dihydroanthracen-9,10-diyl)sukcinimid, 42b.

e wﬁ«©
ev' ’

Sloucenina 42 byla ziskana jako bila bily olej ve form¢ s.d. CaoH2sN20a.
M = 480,56 g.mol ™.

Vytéznost: 79 mg (43 %)

[a]o? = -42

>99,9 % ee

dr=1,6:1
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IH NMR (500 MHz, CDCls-d): § 1,52-1,66 (m; 2H), 2,27 (2 X s; 3H; s.d.), 2,83 (d; J =
8,3 Hz; 1H), 3,20-3,27 (m; 2H), 3,31-3,44 (m; 2H), 3,58-3,64 (m; 1H), 4,74-4,77 (m:;
1H), 4,80-4,85 (m; 1H), 5,86-5,90 (m; 1H), 7,10-7,40 (m; 13H) ppm.

13C NMR (126 MHz, CDCls-d): & 14,2; 15,3; 21,1; 33,7; 33,8; 34,3; 34,3; 45,1; 45,6;
47,5; 47,5; 48,3; 48,3; 50,4; 60,4; 73,3; 73,4; 122,1; 122,3; 122,3; 123,9; 125,0; 125,8;
126,6; 126,7; 126,8; 126,9; 127,9; 128,6; 139,0; 141,4; 141,4; 141,6; 141,7; 144,3;
170,7; 170,8; 175,8; 176,0; 176,6; 176,8 ppm.

MS (ESI"): [M]": vypogitana hodnota pro CaoH20N204" (m/z): 481,2; experimentélni
hodnota: 481,3.

N-(((S)-2-hydroxy-2-fenylethyl)aminopropyl-3-on)-2,3-((11S,15S)-9-methyl-9,10-
dihydroanthracen-9,10-diyl)sukcinimid, 43a.

N-(((S)-2-hydroxy-2-fenylethyl)aminopropyl-3-on)-2,3-((11R,15R)-9-methyl-9,10-
dihydroanthracen-9,10-diyl)sukcinimid, 43b.

Sloucenina 43 byla ziskana jako bily olej ve formé s.d. C3oH2sN20a.
M = 480,56 g.mol ™.

Vytéznost: 66 mg (36 %)

[0]o% = -4

94,8 % ee

dr=1:1
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IH NMR (500 MHz, CDCls-d): & 1,54-1,65 (m; 2H), 2,25 (s; 3H), 2,80 (d; J = 8,2 Hz;
1H), 3,19-3,26 (m; 2H), 3,31-3,41 (m; 2H), 3,54-3,60 (m; 1H), 4,73-4,74 (m; 1H), 4,76-
4,79 (m; 1H), 6,01-6,02 (m; 1H), 7,10-7,37 (m; 13H) ppm.

13C NMR (126 MHz, CDCls-d): & 14,2; 15,3; 21,1; 33,6; 33,8; 34,3; 45,1, 45,6; 47,4;
47.4; 48,3; 50,4; 60,4; 73,2; 73,3; 122,1; 122,3; 122,3; 123,9; 125,0; 125,9; 126,6;
126,7; 126,8; 126,9; 127,9; 128,6; 138,9; 141,4; 141,4; 141,6; 141,6; 141,7; 144.3;
170,8; 175,9; 176,1; 176,7; 176,9 ppm.

MS (ESI"): [M]": vypogitana hodnota pro CaoH20N204" (m/z): 481,2; experimentélni
hodnota: 481,4.

N-(((S)-1-methyl-1-(4-methyl)fenylmethyl)aminopropyl-3-on)-2,3-((11S,15S)-9-
methyl-9,10-dihydroanthracen-9,10-diyl)sukcinimid, 44a.

N-(((S)-1-methyl-1-(4-methyl)fenylmethyl)aminopropyl-3-on)-2,3-((11R,15R)-9-
methyl-9,10-dihydroanthracen-9,10-diyl)sukcinimid, 44b.

575

a

Sloucenina 44 byla ziskana jako bila pevna latka ve form¢ s.d. C31H3oN20:s.
M = 478,59 g.mol ™.

Vytéznost: 76 mg (42 %)

Ty =157,0-159,0 °C

[a]o? = -42

>99,9 % ee

dr=1:1
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'H NMR (500 MHz, CDClz-d): 6 1,44 (d; J = 6,9 Hz; 3H), 1,49-1,63 (m; 2H), 2,26 (2
x s; 3H; s.d.), 2,33 (s; 3H), 2,78 (dd; J = 5,2; 8,3 Hz; 1H), 3,19-3,22 (m; 1H), 3,34-3,43
(m; 2H), 4,74 (d; J = 3,4 Hz; 1H), 4,98-5,04 (m; 1H), 5,61-5,66 (m; 1H), 7,07-7,23 (m;
10H), 7,36-7,40 (m; 2H) ppm.

13C NMR (126 MHz, CDCls-d): & 15,3; 21,1; 21,5; 33,8; 34,3; 45,1; 45,6; 48,3; 48,5;
50,4; 122,1; 122,3; 123,9; 125,0; 126,3; 126,6; 126,8; 129,4; 137,2; 138,9; 140,0; 141,3;
141,7; 144,3; 168,3; 175,8; 176,5 ppm.

MS (ESI"): [M]": vypogitana hodnota pro CaiHaiN20z" (m/z): 479,2; experimentélni
hodnota: 479,3.

N-(((R)-1-methyl-1-(4-methyl)fenylmethyl)aminopropyl-3-on)-2,3-((11S,15S)-9-
methyl-9,10-dihydroanthracen-9,10-diyl)sukcinimid, 45a.

N-(((R)-1-methyl-1-(4-methyl)fenylmethyl)aminopropyl-3-on)-2,3-((11R,15R)-9-
methyl-9,10-dihydroanthracen-9,10-diyl)sukcinimid, 45b.

O = (@] =
(0] H (0] H
N/\)J\N/\©\ N/\)J\N/\©\
S S
HO (O
a b

Ziskana slouc¢enina 45 byla izolovéana jako bila pevna latka ve formé s.d. Ca1HzoN20s.
M = 478,59 g.mol™.
Vytéznost: 108 mg (59 %)
Ty =157,8-159,6 °C
[a]p®® = +30
>99,9 % ee
dr=11

'H NMR (500 MHz, CDClz-d): § 1,44 (d; J = 6,9 Hz; 3H), 1,49-1,63 (m; 2H), 2,26 (2
x s; 3H; s.d), 2,33 (s; 3H), 2,78 (dd; J = 5,1; 8,3 Hz; 1H), 3,19-3,22 (m; 1H), 3,34-3,43
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(m; 2H), 4,74 (d; J = 3,4 Hz; 1H), 4,98-5,04 (m; 1H), 5,62-5,66 (m; 1H), 7,07-7,23 (m;
10H), 7,36-7,39 (m; 2H) ppm.

13C NMR (126 MHz, CDCls-d): 5 15,3; 21,2; 21,6; 33,8; 34,3; 45,1; 45,6; 48,3; 48,5;
50,4; 122,1; 122,3; 123,9; 125,0; 126,3; 126,6; 126,8; 129,4; 137,2; 138,9; 140,0; 141,3;
141,7; 144,3; 168,3; 175,8; 176,5 ppm.

MS (ESI?): [M]*: vypocitana hodnota pro CsiHz1N203" (m/z): 479,2; experimentalni
hodnota: 479,3.

N-(((S)-1-methyl-1-(4-methoxy)fenylmethyl)aminopropyl-3-on)-2,3-((11S,15S)-9-
methyl-9,10-dihydroanthracen-9,10-diyl)sukcinimid, 46a.

N-(((S)-1-methyl-1-(4-methoxy)fenylmethyl)aminopropyl-3-on)-2,3-((11R,15R)-9-
methyl-9,10-dihydroanthracen-9,10-diyl)sukcinimid, 46b.

o (0]
(o) (o]
N/\)J\N N/\)J\N
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Sloucenina 46 byla izolovana jako bila pevna latka ve formé s.d. Cz1HzoN20a4.
M = 494,59 g.mol™.

Vytéznost: 78 mg (42 %)

Tty =153,3-155,3 °C

[0]p?® = -48

>99,9 % ee

dr=1:1
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IH NMR (500 MHz, CDCls-d): & 1,44 (d; J = 6,9 Hz; 3H), 1,49-1,62 (m; 2H), 2,26 (2
x s; 3H;s.d.), 2,79 (dd; J = 4,8; 8,3 Hz; 1H), 3,20-3,23 (m; 1H), 3,37-3,40 (m; 2H), 3,79
(s; 3H), 4,74 (d; J = 3,4 Hz; 1H), 4,97-5,03 (m; 1H), 5,60-5,64 (m; 1H), 6,87-6,89 (m;
2H), 7,07-7,24 (m; 8H), 7,36-7,40 (m; 2H) ppm.

13C NMR (126 MHz, CDCls-d): & 15,3; 21,5; 33,9; 34,3; 45,1; 45,6; 48,2; 48,3; 50,4;
55,3; 114,0; 122,1; 122,3; 123,9; 125,0; 126,6; 127,5; 135,1; 139,0; 141,3; 141,6; 144,3;
158,9; 168,3; 175,8; 176,5 ppm.

MS (ESI"): [M]": vypogitana hodnota pro CaiHaiN204" (m/z): 495,2; experimentélni
hodnota: 495,4.

N-(((R)-1-methyl-1-(4-methoxy)fenylmethyl)aminopropyl-3-on)-2,3-((11S,15S)-9-
methyl-9,10-dihydroanthracen-9,10-diyl)sukcinimid, 47a.

N-(((R)-1-methyl-1-(4-methoxy)fenylmethyl)aminopropyl-3-on)-2,3-((11R,15R)-9-
methyl-9,10-dihydroanthracen-9,10-diyl)sukcinimid, 47b.

O" ﬁ

Slouc¢enina 47 byla ziskana jako bila pevna latka ve form¢ s.d. C31HzoN20a.
M = 494,59 g.mol ™,

Vytéznost: 71 mg (38 %)

Ty=151,5-153,5 °C

[a]o? = +36

>99,9 % ee

dr=1:1
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'H NMR (500 MHz, CDCls-d): § 1,44 (d; J = 6,9 Hz; 3H), 1,49-1,62 (m; 2H), 2,26 (s;
3H), 2,79 (dd; J = 4,8; 8,3 Hz; 1H), 3,20-3,23 (m; 1H), 3,37-3,40 (m; 2H), 3,79 (s; 3H),
4,74 (d; J = 3,4 Hz; 1H), 4,97-5,03 (m; 1H), 5,60-5,64 (m; 1H), 6,87-6,89 (m; 2H),
7,07-7,24 (m; 8H), 7,36-7,39 (m; 2H) ppm.

13C NMR (126 MHz, CDCls-d): & 15,3; 21,5; 33,9; 34,3; 45,1; 45,6; 48,2; 48,3; 50,4;
55,3; 114,0; 122,1; 122,3; 123,9; 125,0; 126,6; 126,8; 127,5; 135,1; 138,9; 141,3, 141,6;
144,3; 158,9; 168,3; 175,8; 176,5 ppm.

MS (ESI"): [M]": vypogitana hodnota pro CaiHaiN204" (m/z): 495,2; experimentélni
hodnota: 495,4.
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6 Zaveér

V této diplomové préaci byly sepsany zakladni poznatky o TLR, adjuvans a o Diels-
Alderové reakci. Teoreticka ¢ast byla zamétena na TLR receptory, piedevsim na TLR2,
jejich signalizaci a na agonisty a antagonisty téchto receptorii. Dale byla v teoretické
Casti popsana Diels-Alderova reakce se zaméfenim na Diels-Alderovy reakce

anthracenu.

Prakticka Cast byla zaméfena na syntézu novych potencialnich agonisti TLR2.
Jednalo se o chirélni derivaty sukcinimidi 24-47. Cile prace byly splnény. Diels-
Alderovou reakci byly nejdiive pfipraveny anhydridy 7-8 a naslednou nukleofilni
acylovou substituci B-alaninu 9 s témito anhydridy byly ptipraveny vychozi kyseliny 10
a 11. Z téchto vychozich latek byly nésledné nukleofilni acylovou substituci pfipraveny
dvé sady jednotlivych chiralnich derivata sukcinimida 24-35 a 36-47. Problémem pii
syntéze téchto produktd byl vznik vedlejsiho produktu tetramethylmocoviny (52), ktera
musela byt odstranéna pomoci dvou ruznych separa¢nich metod — extrakce a sloupcové
chromatografie. Kone¢né produkty byly ziskany v Cistoté > 95 % (nekalibrovana Cistota
urcena pomoci metody HPLC (UV; A = 254 nm)), z ¢ehoz vyplyva, ze postupy pro tuto
syntézu byly zvoleny spravné. Rozsah vytézkl vSech konecnych produktl byl 36-95 %.

Struktury vSech pfipravenych latek byly stanoveny pomoci NMR a MS
analytickych metod, kromé struktur 7 a 8, které nebylo mozné charakterizovat pomoci
MS z diivodu jejich rozkladu pfi této analyze. U latek, které byly izolovany ve formé
pevnych sloucenin byly stanoveny teploty tani. Dale byly u vSech kone¢nych produktt
stanoveny hodnoty specifické otacivosti, enantiomerni nadbytek u latek 24-47 a
diastereoizomerni pomér u latek 36-47. Dalsim krokem ve vyvoji téchto ptipravenych
potencialnich agonistt TLR2 bude testovani jejich in vitro biologické aktivity. Testy
budou provedeny za tucéelem ovéfeni, zda tyto chirdlni sukcinimidy maji vhodné
vlastnosti k tomu, aby mohly ptisobit jako agonisté TLR2, a zda by tedy v budoucnu
mohly byt vyuzivany jako adjuvans ve vakcinach. Zaroven bude také zkoumén vliv
geometrie na stereogennich centrech na biologickou aktivitu, protoze lidské télo je
chirdlnim prostiedim, a tak se aktivita jednotlivych izomert muze lisit. Také bude

zkoumany vliv methylové skupiny jako elektrondonoru.
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