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Anotace

KNITTELOVA, Karolina; Priprava chirdlnich 5-substituovanych tryptaminovych
derivatii jako potencialnich adjuvans; Hradec Kralové, 2019. Univerzita Hradec

Kralové. Prirodovédecka fakulta.

Bakalafska prace je zamétena na syntézu chiralnich 5-substituovanych tryptaminovych
derivatl, které budou testovany jako potenciadlni adjuvans. V teoretické Casti jsou
popsany informace o adjuvans, mechanismu imunitni reakce a TLR receptorech.
Podrobnéji je popsan TLRS receptor, jeho ucinek, agonisté a antagonisté. Praktickd ¢ast
se vénuje syntéze jednotlivych chiralnich derivatl a postupu reakce. Slouceniny jsou

charakterizovany pomoci NMR a MS.

Kli¢ova slova
adjuvans, 5-chlortryptaminové derivaty, S5-methoxytryptaminové derivaty, TLR-7,
TLR-8

Anotation

The bachelor thesis is focused on the synthesis of chiral 5-substitued tryptamine
derivatives which will be tested as a potential adjuvant. The theoretical part describes
the information about adjuvant, mechanism of immune response and TLR receptors. In
particular, TLRS8 receptor, its effect, agonists and antagonists are described. The
practical part deals with the synthesis of individual chiral derivatives and the progress of

the reaction. The compounds are characterized by NMR and MS.

Keywords
adjuvants, 5-chlortryptamine derivates, 5S-methoxytryptamine derivatives, TLR-7, TLR-
8
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Uvod

S rozvojem mediciny a farmacie a celkovému védeckému pokroku se védci snazi po
celém svété o zkvalitnéni lidského zivota. Cilem mediciny a imunologie je podpora
zdravi Clovéka. Cilem je i prevence, pomoci dostatecného stimulovani vrozeného
imunitniho systému, vytvofit v téle silnou zasobu protilatek, kterd zabrani propuknuti
nemoci. Pravé ockovani byla vyvinuta, aby lidsky imunitni systém ziskal potiebné
protilatky proti rGznym onemocnénim, bez rizik spojenych s plnym propuknutim

nemoci.

Historicky prvni adjuvans byly slouceniny s hlinikem, konkrétné rtzné hlinikové
soli. Bylo zjisténo, ze v téle zpusobuji kaskadu zanétlivych reakei, které podporuji
stimulaci imunitniho systému a stim spojenou tvorbu protilatek. Prvni vakciny
obsahovaly atenuované viry ¢i usmrcené bakterie, které v n€kterych ptipadech
pfitomnosti adjuvans nepotfebovaly. S moderni dobou a kvalitnim pfistrojovym
vybavenim dochdzi k vétsi Cistoté vakein a snizeni nebezpecnosti antigentl, s tim je ale
také spojend mensi reakce imunitniho systému na podany antigen. K tomuto ucelu byla
pravé vyvinuta adjuvans, které ,uméle” spoustéji télu pfirozené imunitni odpoveédi.
Diky adjuvans mohou byt vakciny podavany i lidem, ktefi jsou imunologicky nezrali
(napt. malé déti) ¢i oslabeni (naopak lidé stafi), a pro které by prodélani samotného
onemocnéni piindselo velké zdravotni riziko. Moderni adjuvans cili na skupinu TLR

receptort, které v téle spoustéji vrozené imunitni odpovédi.

Do budoucna se svyzkumem adjuvans mohou vyvinout nové vakciny proti
nejruznéjSim nemocem. Ambicidoznim cilem je ptipravit ockovani proti smrtelnym
nemocem, napftiklad proti rakoviné ¢i nemoci AIDS. Jiz v dneSni dobé zndme vakcinu

proti rakoviné délozniho ¢ipku, kterd pacientovi poskytuje imunitu proti HPV virim.

Praktickym cilem bakalarské prace je pfipravit dvacet chiralnich tryptaminovych
derivatl substituovanych v poloze C5 pomoci nukleofilni acylové substituci, reakci C5
substituovaného tryptaminu s chiralni kyselinou, které budou poskytnuty na biologické

in vitro testovani jako potencialni adjuvans.
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1. Teoreticka cast

1.1. Adjuvans

Adjuvans je skupina sloucenin, anorganického i organického piivodu, které jsou
soucasti ockovani. Prestoze vlastni imunitni odpovéd’ v ockovanich vyvolava obsazeny
antigen, jeho imunogenicita nemusi byt dostatecné silna. Hlavni ditvod pouziti adjuvans
ve vakcinach je praveé potfeba zvysit imunogenicitu antigend, které nejsou schopny

vyvolat dostate¢nou imunitni odpovéd’ samy o sobé [1].

Zivé oslabené vakciny (atenuované) pfitomnost adjuvans v nékterych piipadech
nepotiebuji, protoze vyvolavaji v lidském téle prirozenou reakci na infekci. Naproti
tomu vétSina inaktivovanych vakcin obsah pomocnych latek ve formé adjuvans
vyzaduje, protoze procesem inaktivace byla patogenni vlastnost mikroorganismu, ktera

je odpovédna za vyvolani imunitni odpovédi, odstranéna [2].
Pomocné latky maji naptiklad za nasledek [3]:
e Zvyseni rychlosti a trvani imunitni odpovédi
e Zvysuji imunogenicitu slabych antigenti
e Ovliviji vznik protilatky, jeji specificitu, rozdéleni izotypu nebo podtiidy
e Stimuluji buitkkami zprostfedkovanou imunitu, podporuji slizni¢ni imunitu

e Vyvolavaji imunitni odpovéd’ u imunologicky nezralych nebo oslabenych

jedincii
e Snizeni davky antigenu ve vakcing a snizeni nakladt
e Pomahaji pfekonat konkurenci antigentt u kombinovanych vakcin.

Adjuvans byla ptivodné navrzena pro pouziti na zvitatech, aby se zvysil vytézek
sérovych protilatek na vyrobu antitoxinti [2]. V lidskych vakcinach se adjuvans poprvé
objevuji ve 20. letech 20. stoleti. V roce 1926 Alexander Glenny piedstavil prvni
vakcinu s adjuvans, diky vysrazeni antigenu zptsobujici zaskrt na Castice siranu hlinito-
draselného [2]. Vakciny ptipravované v dnesni dobé obsahuji vysoce Cisté antigeny. S
vyssi Cistotou se jeSté vice snizuje schopnost antigenu spoustét pfirozenou imunitni
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reakci. Klasické soli hliniku nejsou vzdy schopny vyvolat pozadovanou imunitni
pouzivany jako adjuvans po mnoho let, jejich mechanismus pilisobeni neni presné
definovan. Mechanizmus U¢inku vétSiny adjuvans je stile pfedmétem studii a to brani
dalsimu vyvoji novych adjuvans. Imunizace casto aktivuje komplexni kaskadu

odpovédi a tcinek adjuvans je Casto obtizné¢ jasné rozliSovan in vivo. [3].

1.1.1. Druhy adjuvans

Nejdéle pouzivané adjuvans jsou slouceniny s hlinikem. Je to zaroven nejrozsirené;si
adjuvans - nachdzi se v Cetnych vakcinach, které se dodnes pouzivaji, véetn¢ HAV,
HBV, HPV, zaskrtu a tetanu, konjugovanych vakcin proti Haemophilus influenza typu
B (HIB) a pneumokokl [4]. Obecné ptitomnost hlinitych soli zvySuje prozanétlivou
reakci tkdn€¢ na podanou vakcinu a vychytdvani antigenu. Nicméné preklinické a
klinické studie ukéazaly, Ze jsou méné ucinné, nez napiiklad emulze olej ve vodé [4].
Hlinikové soli maji totiz maly G¢inek na imunitni odpovédi typu Th-1 nebo cytotoxické

T-bunky, které jsou dulezité pro obranu proti intracelularnim patogentim. [2].

Emulze je smés dvou kapalin, které se navzajem nemisi. Jejich miseni je
stabilizovano amfifilnimi molekulami ozna¢ovanymi jako emulgatory nebo povrchové
aktivni latky [2]. Mohou byt dvojiho typu - voda v oleji nebo olej ve vodé€. Pro pouziti
v adjuvans se vice osvédcila kombinace olej ve vod¢. Piikladem takové pomocné latky
je MF59 (Obrazek 1). MF59 je emulze typu olej ve vodé¢ slozend z 5% objemovych
skvalenu, 0,5% obj. polysorbatu 80 (Tween 80) a 0,5% obj. sorbitan trioleatu (Span 85)
[5]. Vakciny stimto druhem adjuvans jsou pouzivany proti sezonni chiipce. MF59
indukuje shluk a aktivaci antigen prezentujicich bunék (APC) vedouci k zanétlivych

reakcim [2].
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Span 85 Tween 80 Squalene core

Obrazek 1 - Struktura MF59 [2]

Moderni adjuvans jsou zalozené na cileni drahy toll-like receptorti (TLR). Objev
TLR jako klicovych patogennich senzort, které ovliviiuji hostitelské vrozené a
adaptivni imunitni systémy, vyvolal zajem o vyuziti této cesty k vyvoji potencialnich
novych pomocnych a terapeutickych latek [4]. Piikladem adjuvans, které plsobi na
jeden zdruhi TLR receptori je AS04. Jednd se o kombinované adjuvans, jejiz
zakladem je lipopolysacharidovy derivat, monofosforyl lipid A a hlinitd stl [2]. Pravé
monofosforyl lipid A ptisobi na TLR-4 jako agonista. Stimulace TLR-4 receptorti vede
k uvolnéni cytokinu, které zase zvySuji adaptivni imunitni odpovéd stimulovanim
dozravani Th bunck, zejména Thl [2]. Tato reakce vede k pozadovanému zlepSeni
imunitni odpovédi organismu. Vakcina obsahujici AS04 je schvalena pro pouziti proti

HPV a HBV [4].
1.2. Mechanismus imunitni reakce

Zahajeni imunitni odpovédi vakcinaci se opird o vrozené imunitni bunky a

zprostitedkovava se z velké Casti neutrofily a makrofagy [3]. Tyto buinky vznikaji
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z myeloidni vyvojové vétve krvetvorby. Nespecificky se na imunité podileji schopnosti

fagocytovat [6].

Protoze se jedna o d& nespecificky, musi buiikky schopné fagocytovat umét
rozpoznavat télu vlastni pfirozené builkky oproti potencidlné nebezpe¢nym. Byly
nalezeny nové mechanismy, které¢ fagocyty pouzivaji k tomuto rozeznavani. Jedna se o
skupinu receptori PRR (vzor rozpoznavajici receptor), které rozpoznavaji PAMP
(struktury asociované s patogenitou) a umoziuji jim rozliSovat mezi riznymi Sirokymi
typy organismi, jako jsou bakterie, viry a paraziti [2]. PAMP jsou rizné slozky
mikrobialnich tél (lipopolysacharidy bakterii nebo urcité posloupnosti bazi DNA
typické pro bakterie) [6]. Mezi nejvice prozkoumané PRR patii TLR. Objev PRR,
PAMP a TLR a rozpoznani vazby mezi vrozenou a adaptivni imunitou pfispélo k vyvoji

novych adjuvans [2].

Signaly pfijaté APC siln¢ ovliviiuji vysledné odpovédi od T- a B-lymfocytli, povahu
buitky (DC), které ve svém nezralém stavu pusobi jako "sentinely" a cirkuluji v
perifernich tkanich [3]. Obecné se da fici, ze adjuvans plisobi na imunitni obranné
mechanismy pfitomné v patogennich latkdch pomoci interakce s APC a stimulovanim

vhodnych imunitnich odpovédi [2].
1.3. TLR

Toll-like receptory (TLR) patii do skupiny receptorti pro rozpoznavani vzori (PRR),
které rozpozndvaji PAMP a slouzi jako primarni senzory vrozeného imunitniho
systému. Poprvé byli rozpoznany pii studiu obranyschopnosti musky octomilky
(Drosophila melanogaster). Na bunkach hemolymfy téchto musSek byla objevena
skupina receptorti, které reaguji se slozkami tél mikrobt. Pozdéji byly velmi podobné
receptory (TLR) objeveny i na builkdch imunitniho systému savct [6]. Jeden rok po
objeveni receptoru v Drosophile byl popsan prvni savéi TLR. Tento receptor je nyni

znam jako TLR4 [7].

TLR jsou transmembranové glykoproteiny typu I, které maji v sav¢i varianté délku
700-1100 aminokyselin. Jsou charakterizovany extracelularni doménou obsahujici
opakovani bohaté na leucin a intracelularni doménu, kterd obsahuje oblast nazyvanou

doménou receptoru Toll / IL-1 (TIR) a transmembranovou doménou. Opakovani bohaté
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na leucin se nachézeji jak v cytoplazmatickych, tak transmembranovych proteinech a

podileji se na rozpoznévani ligandu, paskovani a signalni transdukci [7].

Dosud bylo identifikovano deset riznych lidskych typi TLR receptorti. Receptory
TLR maji buniky jak na povrchu plasmatické membrany, tak na membranach organel
uvnit bunky, uméji tak rozezndvat extracelularni i intracelularni patogeny [6]. Kazdy
receptor ma svilj jedineény typ ligandu, které jsou uzce spojeny s mikrobialnimi
molekulami. Jsou to napiiklad LPS (rozpozndvané TLR4), lipopeptidy (TLR2 v
kombinaci s TLR1 nebo TLR6), flagellin (TLRS), jedno fetézcovda RNA (TLR7 a
TLRS), dvou fetézcovda RNA (TLR3), DNA obsahujici motiv CpG (rozpoznavanou
TLRY) a profilin pfitomny u uropatogennich bakterii (TLR 11) [8]. TLRI1, TLR2,
TLR4, TLRS, TLR6 a TLRI11 jsou lokalizovany na povrchu bunék na rozpoznavani
PAMP. Na druhou stranu TLR3, TLR7, TLR8 a TLR9 jsou exprimovany intracelularné

LRR-
ectodomain
Transmembrane
Cytoplasmic
TIR domain

Plasma membrane

(naptiklad na endoplazmatickém retikulu) (Obrazek 2) [9].

Lipoprotein  Lipoprotein
(Pam3CSK4)  (MALP-2)

LPS Flagellin Profilin

TLR4 TLR5 TLRII TLR2 TLRI TLR2 TLRe

Endosomal/lysosomal
membrane

SifimoN 4 TLR7, TLRS

TLR3

Obrazek 2 - Pi‘ehled extracelularnich a intracelularnich TLR [9]
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Aktivace TLR pomoci jejich ligandl vede k produkci zanétlivych cytokint, aktivaci
MHC a NK, ovliviiyje se ¢innost APC. Tyto odpovédi spadaji pod vrozenou imunitu.
Cilenim a amplifikovanim efektorovych funkci T- a B-bun¢k pomoci aktivace TLR, je
ovlivilovana adaptivni imunitni odpovéd’. Stimulace TLR tedy slouzi k propojeni
vrozené a adaptivni imunity a molekuly plsobici jako agonisté mohou proto byt

vyuzivany jako silné adjuvans pii vyvolavani imunitni odpovédi [8].
14. TLRS8

TLR8, podobné¢ jako TLR7, TLR3 a TLR9Y, je lokalizovan uvnitf bunky -
intracelularn¢ na endosomalni membrané (¢i lysozomalni). TLR7 a TLRS jsou umistény
v chromozomu X a jsou si fylogeneticky podobné. TLRS je primarn€ exprimovan v
monocytech nebo v makrofagu a myeloidnich dendritickych bunikach. TLR8 doprovazi
TLR7 pfi rozpoznavani jeho ligandl [7]. TLRS je strukturdlné uzce souvisly s TLR7, s

kterym sdili stejné nativni ligandy, ale li$i se v reakci na stejné latky [1].

Az do nedavné doby bylo vedeno mélo vyzkumt na TLRS, protoze se u mysi
predpokladalo, Ze je neaktivni. Nekteré studie vSak nyni ukazuji roli TLRS8 pfi produkci
Inteferonu typu 1 v reakci na virové infekce [7]. TLRS8 (a s receptorem tizce propojeny
TLR7) jsou schopny rozpoznavat jednoduché jednovlaknové RNA a kratké
dvoutetézcové RNA. TLR7 a TLR8 mohou také detekovat oligoribonukleotidy a rtizné
syntetické chemické latky jakozto jejich agonisty [10]. Agonist¢é TLRS jsou nyni
povazovani za potencialni cile pro vakciny a rakovinové terapie vzhledem k jejich
schopnosti aktivnich zanétlivych imunitnich odpovédi. TLRS je schopen rozpoznat
bakteridlni RNA uvolnénou uvnitt fagosomil. Tato cesta zvySuje regulaci tvorby mnoha
zanétlivych cytokind [7].

(Intact Z-loop) (Unliganded) (Liganded)
Dimer or Monomer? Dimer TLR Dimer TLR

Z-loop
Processi

TR Terr e e e e e ey reeeT HIIIIIIIIIIIIIHIII III TTTITTT

® OO ¢

(Inactive) (Inactive) (Active)

Obrazek 3 - Aktivace TLRS - tvorba dimeru a vazba ligandu [12]
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Aktivace TLRS8 je doprovazena dimerizaci (Obrazek 3). Podobné jako je tomu u
receptor TLR3, TLR1 a TLR2, dimerizace je dilezitd k propojeni endosomdlni TIR
domény [1]. Synteticky agonisté vazi dimer TLRS ve dvou symetrickych pozicich, coz
vyvolava preusporadani konfigurace, ¢imz se méni blizkost C-koncti TLRS, a diky tomu
i stabilita dimeru [11]. Po navazani agonistickych ligandi se dimer TLR8 podrobi
velkému strukturdlnimu pfesmyku, ¢imz molekula ligandu pronikne do dimeriza¢niho
rozhrani. Nésledn¢ jsou vzdjemné interakce naruseny a zcela reorganizovany tak, ze C-
konce jsou ptivedeny do tésné blizkosti. Tato strukturdlni zména umoznuje dimerizaci
intracelularnich TIR domén a nasledné ziskani adaptorovych proteini k iniciovani

signaliza¢nich kaskad [12].

Zajimavosti endosomdalnich TLR je schopnost jejich vzajemné komunikace s
ostatnimi TLR. Nové vyzkumy ukazaly, Ze reakce na virové a bakteridlni patogeny
nejsou zavislé na aktivaci jednotlivych TLR, ale na komplexni interakci TLR-TLR.
Naptiklad stimulace monocyti a dendritickych bunék probiha soucasné se stimulaci
TLRS8. Exprese TLR2 se zvySuje po aktivaci TLRS, a naopak se inhibuje aktivita TLR7
a TLRY9 (Obrazek 4). VSechno toto naznaCuje piinosy pouziti agonistt TLRS (Ci
smiSenych TLR7/TLRS) jako potencialnich adjuvans [10].

(14,41)

Plasma Membrane TLR2

(20 TLR8 - @
TLR9 ¥y
47
()— @ TLR2
TLR7
Endosom®

Obrazek 4 - Regulac¢ni efekt TLRS - aktivace TLR2 a inhibice TLR9 a TLR7 [10]
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1.4.1. Piirozeni agonisté TLRS8

TLRS sdili stejny pfirozeny ligand jako receptor TLR7, a to jedno fetézcovou RNA
(ssRNA). Ackoli sekvencéni specifické rozpoznani RNA pomoci TLR7 a TLR8 dosud
nebylo zcela objasnéno, byly nalezeny nékteré sekvencéni preference: napiiklad ssRNA
obsahujici GU-bohaté oblasti (Gseky bohaté na baze guanin a uracil) je silny agonista
jak pro TLRS, tak pro TLR7 [12]. Dale bylo prokazano, ze TLRS selektivné detekuje
ssRNA, zatimco TLR7 primarn¢ detekuje kratké useky dvou fetézcové RNA (dsRNA),

ale mize také zareagovat na oligonukleotidy ssSRNA [13].

1.4.2. Synteticky selektivni agonisté TLRS8

Diky fylogenetické a strukturni podobnosti TLR7 s TLRS8 existuje velmi malé
mnozstvi agonistil pouze pro receptor TLR8. TLR7-selektivni agonisté byli pti indukci
riznych druhi interferontt (IFN) vice ucinni nez selektivni agonisté TLRS. Naproti
tomu, agonisté TLRS vice indukuji dulezité prozanétlivé cytokiny véetné TNF nebo IL-
12 [8]. Je popsana thiazolochinolinova sloucenina jakozto ¢isty agonista TLRS. Jedna se
o slouceninu 3M-002/CL0O75, chemickym ndzvem 2-propylthiazol[4,5-c]chinolin-4-
amin (1) (Obrazek 5) [8].

Obrazek 5 - TLRS agonista — 3M002/CL075 (1)

Agonismus slouc¢enin na TLR8 nemusi byt pouzivan pouze za Gcelem potencialniho
adjuvans. Pomérné novy stimulant TLRS8 se zkratkou VTX-2337 a ndzvem motolimod
(2) (Obrazek 6) je zkouman pro sviyj terapeuticky potencial pii 1€cbé rakoviny. Cilem
pfi podani VTX-2337 je vyvolat imunitni reakci na nador a zlepsit odpovédi pii klinicky
schvalenych terapii za pomoci monoklonélnich protilatek a to pfedev§im u pacientl se
snizenou, na protilatce zavislou, cytotoxickou aktivitou zprostfedkovanou buitkami

[10].
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Obrazek 6 - Motolimod / VTX-2337 (2)

Dalsi agonista TLRS je v souCasné¢ dobé ve vyvoji jako potencialni terapeuticky
prostiedek v 1écbé alergické rhinitidy. Jedna se o slouceninu se zkratkou VTX-1463.
Jeho ucinek je zalozen na indukci zanétlivych mediatord jako je IL-12, IFN a rizné
monocyty. Aktivaci TLR8 dojde ke stimulaci APC a potencidlni zménou bilance
Th1/Th2 ve prospéch snizeni alergické reakce [10]. Jednorazova davka VTX-1463,
kterd byla podavéana 24 hodin ptfed vyvolanim alergenu, zeslabila odezvu zanétlivého
mediatoru. Stimulace TLR8 pomoci VTX-1463 je uziteCna pii podavani pied expozici
alergenem, ale vzhledem k pomérné rychlému nastupu ucinku miize byt agonismus

TLR8 uzitecny jako dopln¢k symptomatické 1écby alergické rhinitidy. [14]

Cisti TLR8 agonisté jsou pravdépodobné jedineéni ve své schopnosti velmi silng
indukovat produkci prozanétlivych cytokint. Piredpoklada se, Ze tato vlastnost souvisi
se schopnosti cesty TLR8 siln¢ indukovat intracelularni signalizaci zprostfedkovanou
jinymi TLR. Potencialnim problémem se silnymi prozanétlivymi molekulami je jejich

lokalni nebo systémova toxicita [8].

1.4.3. TLR7/TLR8 agonisté

Ptirozeny ligand pro TLR7 je ssRNA, stejné jako pro TLRS. Diky své fylogenetické
a strukturni podobnosti je mozné najit smiSené agonisty, kteti ptisobi jak na TLR7 tak

na TLRS.

Schopnost TLR7 a TLR8 agonistl podnitit imunitni reakci ve stylu odpovedi Thl je
pravdépodobné multifaktoridlni. Prvnim faktor je fakt, ze TLR7 je exprimovéan
prevazné na B-buiikach produkujici vysoké hladiny IFN typu I. Naproti tomu TLRS je
exprimovan na monocytech (pfipadné¢ makrofagéach), které produkuji vysoké hladiny
IL-12 a TNF, o nichz je zndmo, Ze zvySuji imunitu Thl. Dal§im faktorem pfispivajicim
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pro pusobeni agonisti TLR7/TLRS je to, ze aktivuji razné transkripéni faktory ve
srovnani s jinymi agonisty TLR, véetné nejen nuklearniho faktoru-xB (NF-kB), ale i

interferonového regula¢niho faktoru [8, 15].

Pro pouziti jako adjuvans byli vyvinuty agonisté TLR7-selektivni, TLR8-selektivni a
TLR7/TLRS. Potencialni vyhodou pouziti dvojitych agonisti TLR7/TLRS8 je to, ze jak
plasmacytoidni tak myeloidni dendritické bunky (DC) jsou Siroce aktivovany, coz vede
k vyrazngjsi aktivaci NK bunék, stimulaci Thl a inhibici Th2 odpovédi ve srovnani s

pouzitim selektivniho agonisty vi¢i TLR7 [15].

Jako agonist¢ plsobi na TLR7/TLR8 malé slouceniny, které jsou derivaty
imidazochinolinu. Mezi tyto derivaty se tadi imiquimod (R837) (3), ktery je cCasto
zatfazovan jako TLR7-selektivni a slouceniny resiquimod (R848) (4) a CL097 (5), které
jsou ucinné dvojité¢ na TLR7/TLRS8 [12].

Imiquimod (R837) (3), chemickym ndzvem 1-isobutyl-/H-imidazo[4,5-c]chinolin-4-
amin (Obrazek 7), inhibuje produkci Th2 cytokinli pomoci IFN. Na nékolika zvitecich
modelech bylo zjiSténo Ze imiquimod inhibuje eozinofilii zplisobenou virem nebo
antigenem [16]. Imiquimod byl schvalen pro lokalni 1é¢bu infekci HPV spolu s dal§imi
virovymi a onkologickymi terapiemi vcetné genitalnich bradavic, prekancerdzni

aktinické keratdzy a bazocelularnich karcinomti [17].

Obrazek 7 - Imiquimod (3)

Ptikladem dalsich selektivnich agonistli na TLR7 je guanosinovy derivat loxoribin a

pyrimidinovy derivat brompirimin [12].

Resiquimod (R848) (4) je chemickym nézvem 1-(4-Amino-2-(ethoxymethyl)-/H-
imidazo[4,5-c]chinolin-1-yl)-2-methylpropan-2-ol (Obrazek 8). Studie ukazuji, Ze
TLR7 a TLR8 mohou nezdvisle rozpoznavat stejnou imidazochinolinovou slou¢eninu
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R-848. Byla vSak pozorovana rozdilnd odpovéd’ v zavislosti na podané koncentraci
agonisty [18]. Resiquimod indukuje endogenni produkci IFN, IL-12, TNF a dalSich
cytokini z mononukledrnich buné¢k, monocytii a DC. Ve srovnani s imiquimodem je

vice ucinny v indukci cytokinti in vitro 1 in vivo [19].

Obrazek 8 - Resiquimod (4)

Slou¢enina CL097 (5) je chemickym ndzvem 2-(ethoxymethyl)-/H-imidazo[4,5-
c]chinolin-4amin (Obrazek 9) a strukturné je velmi podobna resiquimodu. Pusobi jako

smiSeny agonista TLR7/TLRS8 [12].

Obrizek 9 - CL097 (5)

1.4.4. Antagonisté TLR7/TLRS

Zkoumani antagonistil je spojeno s onemocnénim systémovy lupus erythematosus
(SLE). SLE je autoimunitni onemocnéni, které miZze postihnout témét jakykoli
organovy systém. Onemocnéni je charakterizovano produkci autoprotilatek
specifickych pro rizné autoantigeny, vcéetné nukleovych kyselin, chromatinu a
ribonukleoproteinti [12]. Komplexy produkujici protilatky, jsou inhibovany po terapii

DNAasou nebo RNAasou [17].
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Studie naznacuji, ze inhibice imunitni odpovédi zprostfedkované TLR7, TLRS a
TLRY9 muze byt pfislibem pro 1é€bu SLE, proto byli antagonist¢ TLR7 a TLRS
navrzeny jako nové terapeutické cile pro 1écbu lupusu [12]. Antimalarické 1éky, jako je
chlorochin a hydroxychlorochin, jsou u¢inné v SLE a jsou antagonisty receptoriit TLR7,
TLR8 a TLRY v submikromolarnim rozmezi in vitro. Nejpokroc€ilej$im antimalarickym
antagonistou je peroralné dostupny antagonista TLR7/8/9 CPG 52364 (6) (Obrazek 10)
[17].

HN
S0
b
N
] /\N

~

Obrizek 10 - CPG 52364 (6)
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2. Design

Pro syntézu sloucenin, které by mohly byt pouzity jako potencidlni moduldtory
lidskych TLR, se vyuziva virtudlni vysokorychlostni skenovani pomoci superpocitace.
Pfi hledani modulatort lidského toll-like receptoru 4 (hTLR4) byla vyuzita virtudlni
knihovna. Jako zdroj velkého poctu ligandli byla pouzita databaze ZINC. Z databaze
ZINC byla ndhodné vybrana podtiida ligandt podobnych 1éciviim piisobici na hTLR4
obsahujici riznych 130 000 chemickych struktur. Pouzitim zndmych agonistli a
antagonisti TLR4 jako strukturnich templat bylo vybrano 9700 riznorodych slouc¢enin
z vychozi ligandové databaze [20]. V in silico testovani vykazovala struktura VS
(,,virtualni screening®) (7) nejsiln€jsi vazebnou energii na hTLR4. Struktura VS je
komeréné dostupnd, a prestoze in silico vykazuje slibné vysledky, je ve vodé velice
Spatné rozpustnd, a proto je potfeba strukturni optimalizace, aby se dosahlo lepSich

farmakologickych vlastnosti [20].

Racionalné bylo navrhnuto, ze na rozdil od struktury VS bude HS (,hlavni
struktura®) (8) obsahovat chirdlni centrum (Obrazek 11). Takto vznikla HS pro syntézu
chiralnich tryptaminovych derivatd. 10 rGznych chiralnich derivati tryptaminu bylo jiz
syntetizovano [21]. V této praci bylo navrzeno, ze HS bude substituovana v poloze 5
chlorem ¢i methoxyskupinou. Vysledné slouceniny budou in vitro biologicky testovany,
projdou pocitacovym screeningem a bude zkoumdan vliv geometrie na chirdlnim centru

v interakci na hTLRS, ale také na dalSich typech TLR receptorti.

Virtualni struktura (VS) Hlavni struktura (HS)

Obrazek 11 - Struktura virtualniho screeningu (VS) a piredlohova struktura (HS)
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3. Cile prace

Cilem bakalafské prace je piipravit deset rtznych chirdlnich derivatd 5-
methoxytryptaminu (9) a deset chirdlnich derivati 5-chlortryptaminu (10) reakci
s ptislusnymi kyselinami (Schéma 1). Reakce bude probihat mechanismem nukleofilni
acylové substituce (SxAc) a produktem budou chirdlni amidy. VSechny slouceniny
budou piipravené ve forméach (S-) a (R-) izomert. Pfipravené derivaty poté budou

biologicky in vitro testovany jako potencialni adjuvans.

H
N N Rs
. =/ e}
/ ——> Y S
R . R OH
2 /=R
A3 R2
HN % NH,
% 910 1120
21-40
R; = -OCHj, -Cl
R, = -OH, -CH3, -OCHj, -COCH;
Rs = -H, -Cl

Schéma 1 - Retrosyntéza S-substituovanych chiralnich tryptaminovych derivati

24



4. Vysledky a diskuse

Pro syntézu byly pouzité jako vychozi latky chiralni kyseliny: (S)-mandlova kyselina
(11), (R)-mandlovd kyselina (12), (S)-2-fenylpropanova kyselina (13), (R)-2-
fenylpropanova kyselina (14), (S)-2-methoxy-2-fenylethanova kyselina (15), (R)-2-
methoxy-2-fenylethanova kyselina (16), (S)-2-acetyl-2-fenylethanova kyselina (17),
(R)-2-acetyl-2-fenylethanova kyselina (18), (S)-2-(2-chlorfenyl)-2-hydroxyethanova
kyselina (19), (R)-2-(2-chlorfenyl)-2-hydroxyethanova kyselina (20) (Schéma 2).

0 0 0
(S) (S)
OH & on OH
11 12 13
O O 0
(R) (S)
=~ “OH OH Eon
CH o) 0
3 H3C H3C/
14 15 16
o} O 0
(R) (S)
G Non ¥~ TOH OH
hig I 19
0
17 18
0
(R)
~~ “OH
Cl  OH
20

Schéma 2 - Pi‘ehled chiralnich kyselin 11-20

Dale na tvorbu produktd byly také pouzity slouceniny 5-methoxytryptamin (9) a 5-
chlortryptamin  (10).  DalS§imi  pouzitymi  reakénimi  Cinidly byly  N,N-
dicyklohexylkarbodiimid (DCC) (41), hydroxybenzotriazol (HOBt) (42) a 1-
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[Bis(dimethylamino)methylene]-7H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridinium 3-oxid
hexafluorofosfat (HATU) (45). Jako rozpoustédlo byl pouzit N,N-dimethylformamid
(DMF). V reakcich pro ptipravu 5-chlortryptaminovych derivat byl navic pouzit N,N-
diisopropylethylamin (DIPEA) jako baze, protoze jako vychozi latka byl pouzivan
komercné dostupny 5-chlortryptamin hydrochlorid.

Vychozi latkou pro syntézu derivati S5-methoxytryptaminu byla vzdy jedna
z chiralnich kyselin 11-20, kterd byla rozpusténa v DMF (Schéma 3). Po pfidani DCC
(41) a HOBt (42) vznika z kyseliny aktivni ester 43, ktery reakci s amino skupinou 5-
methoxytryptaminu poskytuje piislusné amidy 21-30. Reakce probihd mechanismem
SnAc, ktery je znazornény ve Schématu 4. Hydroxylova skupina kyseliny nukleofilné
napadd uhlik DCC, tim vznika intermediat kyseliny s DCC. Karbonylovy uhlik
intermediatu v hybridizaci sp? nasledné podléha nukleofilnimu ataku hydroxylové
skupiny HOBt za vzniku aktivniho esteru 43 a dicyklohexylmocoviny (44).
Karbonylovy uhlik aktivniho esteru je nukleofilné atakovan aminoskupinou 5-
methoxytryptaminu. Dochdzi k S~xAc za vzniku pfisluSnych amidd. Smés se nechala
michat 24 hodin pfi dusikové atmosféfe a laboratorni teploté. Surova smés byla po
reakci znecisSténa vedlejSim produktem dicyklohexylmocovinou (44), musela se proto
precistit pomoci filtrace, extrakce a sloupcovou chromatografii. Nejvyssi vytéznost
reakce (90%) byla pii ptipravé slouceniny 25, nejnizsi (62%) pti ptipravé slouceniny

24.
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Schéma 3 - Piiprava chiralnich 5-methoxytryptaminovych derivati 21-30
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Schéma 4 - Mechanismus reakce pro pripravu 5-methoxytryptaminovych derivati

Stejny postup byl vyzkousen i pro syntézu S-chlortryptaminovych derivatl. Prvni
pokus, bez pouziti baze, vysel s velice nizkou vytéznosti (23%), protoze jako vychozi
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latku jsme pouzili komeréné dostupny S-chlortryptamin hydrochlorid. Do reakéni smési
byl proto pfidan diisopropylethylamin (DIPEA), ktery ptisobil pfi reakci jako baze a
vychytaval uvolnénou HCI. Piestoze po pridini DIPEA reakce probihala se
zdanlivé vyssi vytéznosti (84%), produkt byl velmi silné znecistén vedlejsim produktem
dicyklohexylmocovinou (44), kterou neslo odstranit ani pii pouziti vSech Cisticich
metod uvedenych vyse. Reten¢ni faktor (R¢) dicyklohexylmocoviny (44) a vyslednych
produkti je si totiz velice blizky, a pfi reakci vznikalo nejspiSe veliké mnozstvi
vedlejSiho produktu 44, proto ani sloupcova chromatografie pti pouziti vhodné polarni

faze Heptan/EA 1/2, nedokdzala necistotu dostate¢né¢ odd¢lit. Proto musel byt zvolen

jiny postup.

Pro syntézu S5-chlotryptaminovych derivatd byl rozpuStén 5-chlortryptamin
hydrochlorid (10) v DMF, a ptidan DIPEA. Poté byla pouzita vzdy jedna z chirdlnich
kyselin 11-20 a HATU (45). Reakce je zapsdna ve Schématu 5. Hydroxylova skupina
kyseliny nukleofilné napada uhlik HATU, tim vznikaji intermediaty, které reaguji za
vzniku aktivniho esteru 46 a tetramethylmocoviny (47). Karbonylovy uhlik aktivniho
esteru je nasledné nukleofiln¢ atakovan aminoskupinou 5-chlortryptaminu. Dochazi k
S~Ac za vzniku pfisluSnych amidi. ReakEni mechanismus je zndzornény ve Schématu
6. Smés se nechala michat 24 hodin pfi dusikové atmosféte a laboratorni teploté. Surova
smés byla znecisténa vedlejSim produktem tetramethylmocovinou (47), bylo proto
potieba produkt piecistit. Reakéni smés byla rozpusténa v DCM a organicka faze byla
promyvana tiikrdt vodou, poté nasledovala sloupcovd chromatografie. Nejvyssi
vytéznost reakce (85%) byla pfi ptipravé slouceniny 40, nejnizsi (59%) pak pfi ptiprave

slouceniny 32.
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Schéma 5 — Priprava chiralnich S-chlortryptaminovych derivati 31-40
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Schéma 6 - Mechanismus reakce piipravy 5-chlortryptaminovych derivati
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5. Experimentalni ¢ast

Chemikalie a potfebnd rozpoustédla byla dodana firmou Sigma-Aldrich a VWR
International (Ceska republika). Priibéh reakce a pre¢istovani finalniho produktu bylo
kontrolovdano metodou tenkovrstvé chromatografie (TLC). Pro TLC byly pouzity
desticky Merck Silica gel 60 F2s4 za pouziti mobilni fdze Heptan/EA 1/1. Detekce byla
provadéna pod UV lampou s vinovou délkou 254 nm. Teplota tani byla stanovena za

pomoci bodotavku Buchi B-545 bez korekce.

'Ha C NMR spektra byla zméfena v deuterovaném dimethylsulfoxidu (DMSO-dy)
na FT NMR spektrometru Varian S500 (499,87 MHz pro 'H a 125,71 MHz pro !3C).
Chemické posuny (8) protond v 'H NMR a uhlikd v *C NMR spektrech jsou uvedeny v
jednotkach ppm. V 'H NMR spektrech jsou uvadény chemické posuny signali
vzhledem k centralnimu piku DMSO-ds (8 = 2,50 ppm) a v 3C NMR spektrech
vzhledem k centralnimu piku DMSO-ds (8 = 39,43 ppm). Interakéni konstanty (J) jsou
uvedeny v jednotkdch Hz. Spinova multiplicita je vyjadiena jako s (singlet), d (dublet),
dd (dublet dubletu), t (triplet), q (quartet) nebo m (multiplet).

Hmotnostni spektra byla ziskana elektrosprejovou ionizaci (ESI/MS) a selekci iontu
pomoci trojittho quadrupolu na pfistroji Agilent 6470. Spektra byla vyhodnocena
prostiednictvim programu MassHunter Qualitative Analysis B.07.00 (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA).

Specifické optické ota¢ivosti byly naméfeny pii teploté 20 °C na digitalnim
polarimetru Kriiss v 10 cm kyveté v CHCI3, a v préici jsou prezentovany jako: [a]p? (c v
g/100 ml, dané rozpoustédlo). Enantiomerni C¢istota (ee.) byla méfena na
chromatografickém systému Agilent 1260 Series vybaveného kolonou Phenomenex
Lux Celulose-1 (250 x 4,6 mm, 10 um, P/N: 00G-4501-E0) a ochrannou kolonou (4 x
3,0 mm, AJO-8403). Mobilni faze A (20 mM hydrogenuhli¢itan amonny + 0,1%
triethylamin) a B (stupen gradientu CH3CN) byla udrzovana pfti izokratickém poméru
45:55 a pritokd 1 ml/min. Separovany vzorek byl udrzovan pii teploté 15 °C a teplota
kolony byla 10 °C. Slouceniny byly detekované detektorem DAD pfi vinové délce 254
a 280 nm. Nekalibrovana cistota byla vypocitdna jako hodnota slozené plochy na

celkovou hodnotu plochy.
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5.1. Postup pripravy 5-methoxytryptaminovych derivata

Ptislu$na chirdlni kyselina byla rozpusténa v 11 ml DMF - kyseliny 11, 12 (199 mg,
1,31 mmol, 1 eq), 13, 14 (197 mg, 1,31 mmol, 1 eq), 15, 16 (218 mg, 1,31 mmol, 1 eq)
vI9ml, 17,18 (255 mg, 1,31 mmol, 1 eq) a 19, 20 (244 mg, 1,31 mmol, 1 eq). Poté byl
pfidan S5-methoxytryptamin (9) (250 mg, 1,31 mmol, 1 eq), hydroxybenzotriazol
(HOBt) (42) (188 mg, 1,44 mmol, 1,1 eq) a N,N-dicyklohexylkarbodiimid (DCC) (41)
(298 mg, 1,44 mmol, 1,1 eq). Smés se nechala michat 24h pfi laboratorni teploté a
dusikové atmosféie. Po 24 hodindch byla smés zfiltrovana pftes fritu za snizené¢ho tlaku
a promyta EA Nasledné byl odpafen DMF v azeotropni smési za pfidavku toluenu. Po
odpateni toluenu a DMF, byla smés rozpusténa v 100 ml EA Poté nasledovala extrakce
s 10% NaHCOs (50 ml), ledovou vodou (50 ml), 1% kyselinou citronovou (50 ml) a
nasycenym roztokem NaCl (50 ml). Po extrakci byla smés vysusena bezvodym Na;SO4
a zfiltrovéna. Filtr i Na;SO4 byl promyt EA. Po odpafeni EA nésledovala sloupcova
chromatografie. Pro slouCeniny byla pouzita mobilni faze Petrolether/EA 1/1. Po

skoncend chromatografie byla MF odpafena a produkt byl vysuSen pod vakuem.

(R)-2-hydroxy-/N-(2-(5-methoxy-1H-indol-3-yl)ethyl)-2-fenylacetamid, 21.

H Sloucenina 21 byla izolovana jako hnédy ole;j.
o 7 C1sHaoN203, M = 324,38 g.mol!
HO
HN—(®) Vytéznost: 280 mg (66%)
O

[a]p™ =-141,0 (c =0,1; CHCl;)
ee. (nerozdéleno - nelze potvrdit chiralni Cistotu)

TH NMR (500 MHz, DMSO-dq): & 2,80 (t; J = 7,5 Hz; 2H; CH»); 3,34-3,39 (m; 2H;
CH>); 3,76 (s; 3H; OCH3); 4,90 (d; J = 4,5 Hz; 1H; OH); 6,16 (d; J = 4,6 Hz; 1H; CH);
6,71 (dd; J = 2,4; 8,7 Hz; 1H; ArH); 7,06-7,07 (m; 2H; 2 x ArH); 7,21-7,32 (m; 4H; 4 x
ArH); 7,37-7,39 (m; 2H; 2 x ArH); 8,05 (t; J = 5,9 Hz; 1H; NH); 10,63 (s; 1H; NH)
ppm.
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13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): § 25,2; 38,9; 55,3; 73,5; 100,1; 111,0; 111,3; 111,9;
123,2; 126,6; 127,2; 127,4; 127,8; 131,3; 141,3; 152,9; 171,8 ppm.

MS (ESIY): [M]": vypo¢itana hodnota pro CioH21N203" (m/z): 325,2; experimentalni
hodnota: 325,2.

(S)-2-hydroxy-N-(2-(5-methoxy-1H-indol-3-yl)ethyl)-2-fenylacetamid, 22.

H Sloucenina 22 byla izolovana jako hnédy ole;j.
~o 7 HO C19H20N203, M = 324,38 g.mol!
HN—((S) Vytéznost: 300 mg (71%)
O

[0]p™ = +47.0 (c = 0,1; CHCL3)
ee. (nerozdéleno - nelze potvrdit chirdlni Cistotu)

"H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 2,79-2,82 (m; 2H; CH>); 3,34-3,39 (m; 2H; CH,);
3,76 (s; 3H; OCH3); 4,90 (d; J = 4,5 Hz; 1H; OH); 6,16 (d; J = 4,6 Hz; 1H; CH); 6,71
(dd; J = 2.4; 8,7 Hz; 1H; ArH); 7,06-7,07 (m; 2H; 2 x ArH); 7,21-7,32 (m; 4H; 4 x
ArH); 7,37-7,40 (m; 2H; 2 x ArH); 8,05 (t; J = 5,9 Hz; 1H; NH); 10,63 (s; 1H; NH)
ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): § 25,2; 38,9; 55,3; 73,5; 100,1; 111,0; 111,3; 111,9;
123,2; 126,6; 127,2; 127,4; 127,8; 131,3; 141,3; 152,9; 171,8 ppm.

MS (ESIY): [M]": vypo¢itana hodnota pro CioH21N203" (m/z): 325,2; experimentalni
hodnota: 325,2.
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(S)-N-(2-(5-methoxy-1H-indol-3-yl)ethyl)-2-fenylpropanamid, 23.

H Sloucenina 23 byla izolovana jako hnédy ole;j.
o { Ca0H22N202, M = 322,41 g.mol!
H3C
HN—((S) Vytéznost: 270 mg (64%)
O

[a]p™’ = -22,0 (¢ = 0,1; CHCl)
ee. =>99.9% (280 nm)

'"H NMR (500 MHz, DMSO-d): § 1,32 (d; J = 7,1 Hz; 3H; CH3); 2,75 (t; J = 7,4 Hz;
2H; CHb»); 3,24-3,33 (m; 2H; CH»); 3,59 (q; J = 7,0 Hz; 1H; CH); 3,75 (s; 3H; OCH3);
6,71 (dd; J = 2,4; 8,7 Hz; 1H; ArH); 6,98-7,01 (m; 2H; 2 x ArH); 7,19-7,22 (m; 2H; 2 x
ArH); 7,27-7,32 (m; 4H; 4 x ArH); 8,03 (t; J = 5,6 Hz; 1H; NH); 10,61 (s; 1H; NH)
ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-dy): 8 18,5; 25,0; 39,4; 45,1; 55,3; 100,1; 110,9; 111,4;
111,9; 123,2; 126,3; 127,2; 127,4; 128,1; 131,3; 142,3; 152,9; 173,0 ppm.

MS (EST): [M]": vypo¢itana hodnota pro Cz0H23N202" (m/z): 323,2; experimentalni
hodnota: 323,2.

(R)-N-(2-(5-methoxy-1H-indol-3-yl)ethyl)-2-fenylpropanamid, 24.

H Sloucenina 24 byla izolovéna jako hnédy ole;.
>0 % C20H220N202, M = 322,41 g.mol!
H3C
HN—((R) Vytéznost: 260 mg (62%)
(0]

[a]p™ = +10,0 (c =0,1; CHCly)

ee. = 99.8% (280 nm)
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'"H NMR (500 MHz, DMSO-d): § 1,32 (d; J = 7,1 Hz; 3H; CH3); 2,74 (t; J = 7,4 Hz;
2H; CH); 3,23-3,32 (m; 2H; CH»); 3,58 (q; J = 7,1 Hz; 1H; CH); 3,75 (s; 3H; OCH3);
6,70 (dd; J = 2,4; 8,7 Hz; 1H; ArH); 6,98-7,00 (m; 2H; 2 x ArH); 7,19-7,22 (m; 2H; 2 x
ArH); 7,27-7,32 (m; 4H; 4 x ArH); 8,02 (t; J = 5,6 Hz; 1H; NH); 10,61 (s; 1H; NH)
ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-dy): 8 18,5; 25,0; 39,3; 45,1; 55,3; 100,1; 110,9; 111,4;
111,8;123,2; 126,3; 127,1; 127,4; 128,1; 131,3; 142,3; 152,8; 173,0 ppm.

MS (EST): [M]": vypo¢itana hodnota pro Cz0H23N202" (m/z): 323,2; experimentalni
hodnota: 323,3.

(S)-2-methoxy-N-(2-(5-methoxy-1H-indol-3-yl)ethyl)-2-fenylacetamid, 25.

H Sloucenina 25 byla izolovana jako zluty olej.
~o % O/CH3 C20H220N203, M = 338,40 g.mol!
HN—('(S) Vytéznost: 400 mg (90%)
O

[0]p™ = +92 (c = 0,025; CHCly)
ee. (nerozdéleno - nelze potvrdit chirélni Cistotu)

'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 5 2,79-2,82 (m; 2H; CH>); 3,25 (s; 3H; OCH3); 3,35-
3,39 (m; 2H; CH>); 3,76 (s; 3H; OCH3); 4,61 (s; 1H; CH); 6,71 (dd; J=2.,4; 8,7 Hz; 1H,;
ArH); 7,05-7,06 (m; 2H; 2 x ArH); 7,22 (d; J = 8,7 Hz; 1H; ArH); 7,28-7,36 (m; 5H; 5 x
ArH); 8,14 (t; J= 5,9 Hz; 1H; NH); 10,63 (s; 1H; NH) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-d): 8 25,1; 38,9; 55,3; 56,6; 83,2; 100,1; 110,9; 111,3;
111,9; 123,2; 127,0; 127,4; 127,8; 128,0; 131,3; 138,0; 152,9; 169,5 ppm.

MS (EST): [M]": vypo¢itana hodnota pro Cz0H23N203" (m/z): 339,2; experimentalni
hodnota: 339,3.
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(R)-2-methoxy-N-(2-(5-methoxy-1H-indol-3-yl)ethyl)-2-fenylacetamid, 26.

Sloucenina 26 byla izolovéana jako nazloutly olej.

H
N
~o % _CHy CultuNi05,M = 338,40 g.mol
HN ;R) Vytéznost: 333 mg (75%)
o)

[a]p™ = -128 (c = 0,025; CHCL3)

ee. (nerozdéleno - nelze potvrdit chirdlni Cistotu)

TH NMR (500 MHz, DMSO-d;): § 2,79-2,82 (m; 2H; CH>); 3,25 (s; 3H; OCH3); 3,35-
3,39 (m; 2H; CH>); 3,76 (s; 3H; OCH3); 4,61 (s; 1H; CH); 6,71 (dd; J=2.,4; 8,7 Hz; 1H,;
ArH); 7,05-7,06 (m; 2H; 2 x ArH); 7,22 (d; J = 8,7 Hz; 1H; ArH); 7,28-7,36 (m; 5H; 5 x

ArH); 8,14 (t; J= 5,9 Hz; 1H; NH); 10,62 (s; 1H; NH) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-dy): 8 25,1; 38,9; 55,3; 56,6; 83,2; 100,1; 110,9; 111,3;

111,9; 123,2; 127,0; 127,4; 127,8; 128,0; 131,3; 138,0; 152,9; 169,5 ppm.

MS (EST): [M]": vypo¢itana hodnota pro Cz0H23N203" (m/z): 339,2; experimentalni

hodnota: 339.,4.

(S)-2-((2-(5-methoxy-1H-indol-3-yl)ethyl)amino)-2-oxo-1-fenylethylacetat, 27.

H Sloucenina 27 byla izolovéna jako bila tuh4 latka.
p o
o O»\CH3 C21H22N204, M = 366,41 g.mol"!
HN—( (9 Vytéznost: 380 mg (79%)
O

Tt = 134,2-135,9 °C

[a]p™ = +100 (¢ = 0,025; CHCl5)

ee. =>99,9% (280 nm)

"H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 2,13 (s; 3H; CHs); 2,77 (t; J = 7,4 Hz; 2H; CH));
3,29-3,35 (m; 2H; CH>); 3,75 (s; 3H; OCH3); 5,85 (s; 1H; CH); 6,72 (dd; J = 2,4; 8,7
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Hz; 1H; ArH); 7,00-7,02 (m; 2H; 2 x ArH); 7,23 (d; J = 8,7 Hz; 1H; ArH); 7,35-7,39
(m; 3H; 3 x ArH); 7,42-7,44 (m; 2H; 2 x ArH); 8,36 (t; J = 5,7 Hz; 1H; NH); 10,64 (s;
1H; NH) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-d): 8 20,6; 24,8; 39,3; 55,3; 75,0; 100,0; 110,9; 111,1;
111,9; 123,4; 127,3; 127,3; 128,3; 128,4; 131,3; 136,0; 152,9; 167,7; 169,5 ppm.

MS (EST): [M]": vypo¢itana hodnota pro C21H23N204" (m/z): 367,2; experimentalni
hodnota: 367,2.

(R)-2-((2-(5-methoxy-1H-indol-3-yl)ethyl)amino)-2-oxo-1-fenylethylacetat, 28.

Sloucenina 28 byla izolovéna jako bila tuh4 latka.

ZT

o)

HNW@ Vyt&most: 400 me (83%)

o)
Ti=134,2-135,9 °C

)
~ 7 Mgy, CoHzN204,M=366,41 gmol!

[a]p™ = -76 (c = 0,025; CHCl;)
ee. =>99.9% (280 nm)

"H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 2,13 (s; 3H; CHs); 2,77 (t; J = 7,4 Hz; 2H; CH,);
3,31-3,38 (m; 2H; CH>); 3,75 (s; 3H; OCHa3); 5,84 (s; 1H; CH); 6,71 (dd; J = 2,4; 8,7
Hz; 1H; ArH); 6,99-7,01 (m; 2H; 2 x ArH); 7,22 (d; J = 8,7 Hz; 1H; ArH); 7,34-7,39
(m; 3H; 3 x ArH); 7,42-7,44 (m; 2H; 2 x ArH); 8,36 (t; J = 5,7 Hz; 1H; NH); 10,63 (s;
1H; NH) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-d): 8 20,6; 24,8; 39,3; 55,3; 75,0; 100,0; 110,9; 111,1;
111,9; 123,4; 127,3; 127,3; 128,3; 128,4; 131,3; 136,0; 152,9; 167,7; 169,5 ppm.

MS (EST): [M]": vypo¢itana hodnota pro C21H23N204" (m/z): 367,2; experimentalni
hodnota: 367,2.
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(R)-2-(2-chlorfenyl)-2-hydroxy-N-(2-(5-methoxy-1H-indol-3-yl)ethyl)acetamid, 29.

H Sloucenina 29 byla ziskéana jako bily ole;.
“o 7 e C19H15CIN2O3, M = 358,82 g.mol-!
H
HN—((R) Vytéznost: 367 mg (78%)
O

[a]p™ = -56.,0 (¢ = 0,025; CHCl;)
ee.=97,7% (254 nm)

TH NMR (500 MHz, DMSO-dq): & 2,85 (t; J = 7,5 Hz; 2H; CH»); 3,35-3,48 (m; 2H;
CH>); 3,76 (s; 3H; OCH3); 5,29 (d; J = 5,0 Hz; 1H; OH); 6,35 (d; J = 5,0 Hz; 1H; CH);
6,72 (dd; J = 2,4; 8,7 Hz; 1H; ArH); 7,07-7,11 (m; 2H; 2 x ArH); 7,23 (d; J = 8,7 Hz;
1H; ArH); 7,26-7,33 (m; 3H; 3 x ArH); 7,40-7,42 (m; 1H; ArH); 8,14 (t; J = 5,9 Hz;
1H; NH); 10,64 (s; 1H; NH) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): § 25,1; 38,9; 55,3; 70,3; 100,2; 111,0; 111,3; 111,9;
123,2;127,0; 127,4; 128,9; 129,0; 129,1; 131,3; 132,7; 139,1; 152,9; 170,9 ppm.

MS (ESI"): [M]": vypocitana hodnota pro Ci9H20CIN203" (m/z): 359,1; experimentalni
hodnota: 359,2.

(5)-2-(2-chlorfenyl)-2-hydroxy-N-(2-(5-methoxy-1H-indol-3-yl)ethyl)acetamid, 30.

H Sloucenina 30 byla izolovana jako bily ole;j.
~o 7 L c C19H15CIN2O3, M = 358,82 g.mol-!
HN—((S) Vytéznost: 339 mg (72%)
o

[a]p™ = +80.,0 (c = 0,025; CHCly)

ee. =>99,9% (280 nm)
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'"H NMR (500 MHz, DMSO-d): 5 2,85 (t; J = 7,4 Hz; 2H; CH,); 3,35-3,48 (m; 2H;
CH>); 3,76 (s; 3H; OCH3); 5,29 (d; J = 5,0 Hz; 1H; OH); 6,36 (d; J = 5,0 Hz; 1H; CH);
6,72 (dd; J = 2,4; 8,7 Hz; 1H; ArH); 7,07-7,11 (m; 2H; 2 x ArH); 7,23 (d; J = 8,7 Hz;
1H; ArH); 7,26-7,33 (m; 3H; 3 x ArH); 7,40-7,42 (m; 1H; ArH); 8,15 (t; J = 5,9 Hz;
1H; NH); 10,64 (s; 1H; NH) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): § 25,1; 38,9; 55,3; 70,3; 100,2; 111,0; 111,3; 111,9;
123,3;127,0; 127,4; 128,9; 129,0; 129,1; 131,3; 132,7; 139,1; 152,9; 170,9 ppm.

MS (ESI"): [M]": vypocitana hodnota pro Ci9H20CIN203" (m/z): 359,1; experimentalni
hodnota: 359,2.

5.2. Postup pripravy 5-chlortryptaminovych derivat

Nejdiive byl 5-chlortryptamin (10) (200 mg, 0,86 mmol, 1 eq) rozpustén v bezvodém
DMF (9 ml). Poté byl ptidan N,N-diisopropylethylamin (DIPEA) (0,37 ml, 2,16 mmol
2,5 eq), 1-[Bis(dimethylamino)methylene]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridinium 3-oxid
hexafluorofosfat (HATU) (45) (361 mg, 0,95 mmol 1,1 eq) a prislusna chirdlni kyselina
11, 12 (144 mg, 0,95 mmol, 1,1 eq), 13, 14 (143 mg, 0,95 mmol, 1,1 eq), 15, 16 (158
mg, 0,95 mmol, 1,1 eq), 17, 18 (184 mg, 0,95 mmol, 1,1 eq), 19, 20 (176 mg, 0,95
mmol, 1,1 eq). Smés se nechala michat 24 hodin pfi laboratorni teploté a dusikové
atmosféie. Po 24 hodinach byla smés rozpusténa v dichlormethanu (DCM) (100 ml) a
tiikrat promyta s H>O (3 x 50 ml). Poté byla smés vysuSena bezvodym Na>SOs a
zfiltrovéana. Filtr i Na;SO4 byl promyt DCM. Po odpafeni DCM nasledovala sloupcova
chromatografie. Pro slouceniny byla pouzita mobilni faze Heptan/EA 1/1, s vyjimkou
slou¢enin 31, 32 pro kter¢ byla pouzita faze Heptan/EA 1/2. Po skonceni
chromatografie byla MF odpatena a produkt byl vysusen pod vakuem.

40



(R)-N-(2-(5-chlor-1H-indol-3-yl)ethyl)-2-hydroxy-2-fenylacetamid, 31.
H Sloucenina 31 byla izolovana jako bily ole;.
o 7 C1sH17CIN,O, M = 328,79 g.mol”!

HN—((R) Vytéznost: 187 mg (65%)

? T
O — .\\O

[0]p™ = -24.0 (c = 0,025; CHCL,)
ee. (nerozdéleno - nelze potvrdit chirélni Cistotu)

'"H NMR (500 MHz, DMSO-d): 5 2,81 (t; J = 7,5 Hz; 2H; CH>); 3,34-3,38 (m; 2H;
CH»); 4,89 (d; J=4,6 Hz; 1H; OH); 6,16 (d; J=4,6 Hz; 1H; CH); 7,06 (dd; J=2,1; 8,6
Hz; 1H; ArH); 7,19 (d; J = 2,2 Hz; 1H; ArH); 7,24-7,37 (m; 6H; 6 x ArH); 7,62 (s; 1H;
ArH); 8,09 (t; J= 5,9 Hz; 1H; NH); 11,01 (s; 1H; NH) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-d): 5 24,9; 38,9; 73,5; 111,6; 112,8; 117,6; 120,7; 122,9;
124,5; 126,5; 127,2; 127,8; 128,3; 134,6; 141,3; 171,9 ppm.

MS (ESI*): [M]": vypo¢itana hodnota pro CisHisCIN2O>" (m/z): 329,1; experimentalni
hodnota: 329,3.

(S)-N-(2-(5-chlor-1H-indol-3-yl)ethyl)-2-hydroxy-2-fenylacetamid, 32.

H Sloucenina 32 byla izolovana jako bily ole;j.
Cl 7 HO C1sH17CIN202, M = 328,79 g.mol!
HN—('(S) Vytéznost: 170 mg (59%)
(0]

[a]p? = +56,0 (c = 0.03; CHCly)
ee. (nerozdéleno - nelze potvrdit chirdlni Cistotu)

'"H NMR (500 MHz, DMSO-dq): 5 2,80 (t; J = 7,5 Hz; 2H; CH>); 3,33-3,37 (m; 2H;
CH»); 4,89 (d; J= 4,5 Hz; 1H; OH); 6,15 (d; J=4,6 Hz; 1H; CH); 7,06 (dd; J = 2,0; 8,6

41



Hz; 1H; ArH); 7,18 (d; J = 2,1 Hz; 1H; ArH); 7,24-7,37 (m; 6H; 6 x ArH); 7,62 (s; 1H;
ArH); 8,08 (t; J=5,9 Hz; 1H; NH); 11,01 (s; 1H; NH) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-d): 5 24,9; 38,9; 73,4; 111,6; 112,8; 117,5; 120,7; 122,9;
124,5; 126,5; 127,2; 127,8; 128,3; 134,6; 141,3; 171,8 ppm.

MS (ESI*): [M]": vypo¢itana hodnota pro CisHisCIN2O>" (m/z): 329,1; experimentalni
hodnota: 329,1.

(5)-N-(2-(5-chlor-1H-indol-3-yl)ethyl)-2-fenylpropanamid, 33.
Sloucenina 33 byla izolovéna jako bezbarvy ole;.

/ C1oH19CIN,0, M = 326,82 g.mol!
Cl

Vytéznost: 170 mg (60%)

[a]p’ =-18,0 (¢ = 0,1; CHCl)
ee. =>99.9% (280 nm)

'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 1,31 (d; J = 7,1 Hz; 3H; CHs); 2,74-2,77 (m; 2H;
CH»); 3,21-3,32 (m; 2H; CH»); 3,56 (q; J = 7,1 Hz; 1H; CH); 7,05 (dd; J = 2,1; 8,6 Hz;
1H; ArH); 7,10 (d; J = 2,2 Hz; 1H; ArH); 7,19-7,23 (m; 1H; ArH); 7,26-7,30 (m; 4H; 4
x ArH); 7,34 (d; J = 8,6 Hz; 1H; ArH); 7,56 (s; 1H; ArH); 8,02 (t; J=5,7 Hz; 1H; NH);
10,99 (s; 1H; NH) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-dy): & 18.,4; 24,7; 39,5; 45,1; 111,7; 112,7; 117,4; 120,6;
122,8; 124,5; 126,3; 127,1; 128,1; 128,3; 134,5; 142,2; 173,0 ppm.

MS (ESI"): [M]": vypoé¢itand hodnota pro CioH20CIN2O" (m/z): 327,1; experimentalni
hodnota: 327,3.
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(R)-N-(2-(5-chlor-1H-indol-3-yl)ethyl)-2-fenylpropanamid, 34.

Sloucenina 34 byla izolovéana jako bezbarvy ole;.

H
N
o 7 C1oH19CIN20, M = 326,82 g.mol!
HaC
HNW Vyt&znost: 215 mg (76%)
(0]

[a]p™ = +60 (c = 0,1; CHCl3)
ee. = >99.9% (280 nm)

'"H NMR (500 MHz, DMSO-de): 6 1,31 (d; J = 7,1 Hz; 3H, CHs); 2,74-2,77 (m; 2H;
CH»); 3,21-3,32 (m; 2H; CH»); 3,56 (q; J = 7,1 Hz; 1H; CH); 7,05 (dd; J = 2,1; 8,6 Hz;
1H; ArH); 7,10 (d; J = 2,2 Hz; 1H; ArH); 7,19-7,23 (m; 1H; ArH); 7,26-7,30 (m; 4H; 4
x ArH); 7,34 (d; J = 8,6 Hz; 1H; ArH); 7,56 (s; 1H; ArH); 8,02 (t; J= 5,6 Hz; 1H; NH);
10,99 (s; 1H; NH) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-dy): & 18.,4; 24,7; 39,5; 45,1; 111,7; 112,8; 117,5; 120,7;
122,9; 124,5; 126,3; 127,1; 128,1; 128,3; 134,5; 142,2; 173,0 ppm.

MS (ESI"): [M]": vypoé¢itana hodnota pro CioH20CIN2O" (m/z): 327,1; experimentalni
hodnota: 327,3.

(R)-N-(2-(5-chlor-1H-indol-3-yl)ethyl)-2-methoxy-2-fenylacetamid, 35.

H Sloucenina 35 byla izolovéna jako bila tuh4 latka.

cl { /CHs Ci1oH19CIN202, M = 342,82 g.mol!

HN—((R) Vytéznost: 180 mg (60%)

O —\%‘\\

Ti=108,7-109,9 °C

[a]p™ = -44.0 (¢ = 0,025; CHCl;)

ee. =>99,9% (280 nm)
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'"H NMR (500 MHz, DMSO-d;): 6 2,82 (t; J = 7,4 Hz; 2H; CH>); 3,25 (s; 3H; OCH3);
3,32-3,37 (m; 2H; CH>); 4,59 (s; 1H; CH); 7,06 (dd; J = 2,1; 8,6 Hz; 1H; ArH); 7,18 (d;
J =22 Hz; 1H; ArH); 7,28-7,36 (m; 6H; 6 x ArH); 7,62 (s; 1H; ArH); 8,17 (t; J = 5.9
Hz; 1H; NH); 11,00 (s; 1H; NH) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 6 24,8; 39,1; 56,6; 83,2; 111,6; 112,8; 117,6; 120,7;
122,9; 124,6; 127,0; 127,8; 128,0; 128,3; 134,6; 138,0; 169,6 ppm.

MS (ESI*): [M]": vypo¢itana hodnota pro Ci9H20CIN20," (m/z): 343,1; experimentalni
hodnota: 343,2.

(S)-N-(2-(5-chlor-1H-indol-3-yl)ethyl)-2-methoxy-2-fenylacetamid, 36.

H Sloucenina 36 byla izolovéna jako bila tuh4 latka.
of { O/CHs Ci9H19CIN202, M = 342,82 g.mol!
HN—((S) Vytéznost: 220 mg (74%)
O

T¢=109,3-111,0 °C

[a]p™ = +144.0 (c = 0,025; CHCLy)
ee. =>99.9% (280 nm)

'"H NMR (500 MHz, DMSO-d;): 6 2,81 (t; J = 7,4 Hz; 2H; CH>); 3,25 (s; 3H; OCH3);
3,32-3,37 (m; 2H; CH>); 4,59 (s; 1H; CH); 7,06 (dd; J = 2,1; 8,6 Hz; 1H; ArH); 7,18 (d;
J =122 Hz; 1H; ArH); 7,28-7,35 (m; 6H; 6 x ArH); 7,62 (s; 1H; ArH); 8,17 (t; J=5.,9
Hz; 1H; NH); 11,00 (s; 1H; NH) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 6 24,8; 39,1; 56,6; 83,2; 111,6; 112,8; 117,6; 120,7;
122,9; 124,6; 127,0; 127,8; 128,0; 128,3; 134,6; 138,0; 169,6 ppm.

MS (ESI*): [M]": vypo¢itana hodnota pro Ci9H20CIN20,>" (m/z): 343,1; experimentalni
hodnota: 343,2.
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(R)-2-((2-(5-chlor-1H-indol-3-yl)ethyl)amino)-2-oxo-1-fenylethylacetat, 37.

H Sloucenina 37 byla izolovéna jako bila tuh4 latka.

Cl % CH;  C20HivCIN2O3, M = 370,83 g.mol’!

O

OZ _\; o

HN R) Vytéznost: 250 mg (77%)

Ti=146,4-148,1 °C

[0]p™ = -36,0 (c = 0,025; CHCL,)
ee. (nerozdéleno - nelze potvrdit chiralni Cistotu)

"H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 2,13 (s; 3H; CHs); 2,77 (t; J = 7,4 Hz; 2H; CH));
3,27-3,35 (m; 2H; CH>); 5,83 (s; 1H; CH); 7,06 (dd; J = 2,1; 8,6 Hz; 1H; ArH); 7,11 (d;
J =22 Hz; 1H; ArH); 7,34-7,42 (m; 6H; 6 x ArH); 7,57 (s; 1H; ArH); 8,35 (t; J = 5.8
Hz; 1H; NH); 11,00 (s; 1H; NH) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): § 20,6; 24,5; 39,3; 75,0; 111,4; 112,8; 117,4; 120,7;
122,9;124,7; 127,2; 128,2; 128,2; 128,4; 134,5; 135,9; 167,7; 169,5 ppm.

MS (ESI"): [M]": vypocitana hodnota pro C20H20CIN203" (m/z): 371,1; experimentalni
hodnota: 371,2.

(S)-2-((2-(5-chlor-1H-indol-3-yl)ethyl)amino)-2-oxo-1-fenylethylacetat, 38.

Sloucenina 38 byla izolovéna jako bila tuh4 latka.

ZT

@)
o 7 O}LCH3 C20H19CIN203, M = 370,83 g.mol”’

HN—((S) VytéZnost: 250 mg (77%)

(0]
Ti=146,9-148,2 °C

[a]p™ = +156,0 (c = 0,025; CHCl5)

ee. (nerozdéleno - nelze potvrdit chirdlni Cistotu)

"H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 2,13 (s; 3H; CHs); 2,77 (t; J = 7,4 Hz; 2H; CH,);
3,27-3,35 (m; 2H; CH>); 5,83 (s; 1H; CH); 7,06 (dd; J = 2,1; 8,6 Hz; 1H; ArH); 7,11 (d;
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J =22 Hz; 1H; ArH); 7,34-7,42 (m; 6H; 6 x ArH); 7,57 (s; 1H; ArH); 8,35 (t; J = 5.7
Hz; 1H; NH); 11,01 (s; 1H; NH) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): § 20,6; 24,6; 39,3; 75,0; 111,4; 112,8; 117,4; 120,7;
122,9; 124,7; 127,2; 128,2; 128,2; 128,4; 134,5; 135,9; 167,7; 169,5 ppm.

MS (ESI"): [M]": vypocitana hodnota pro C20H20CIN203" (m/z): 371,1; experimentalni
hodnota: 371,2.

(R)-N-(2-(5-chlor-1H-indol-3-yl)ethyl)-2-(2-chlorfenyl)-2-hydroxyacetamid, 39.

H Sloucenina 39 byla izolovéana jako bezbarvy ole;.
N
o 7 - CisH16C12N2O2, M = 363,24 g.mol!
HQ
HNW@ Vyteznost: 200 mg (63%)
(0]

[a]p™ = -20,0 (¢ = 0,1; CHCl)
ee. =>99.9% (280 nm)

TH NMR (500 MHz, DMSO-dq): & 2,85 (t; J = 7,5 Hz; 2H; CH»); 3,34-3,46 (m; 2H;
CH»); 5,28 (d; J=5,0 Hz; 1H; OH); 6,35 (d; J= 5,0 Hz; 1H; CH); 7,06 (dd; J=2,1; 8,6
Hz; 1H; ArH); 7,23-7,42 (m; 6H; 6 x ArH); 7,64 (s; 1H; ArH); 8,19 (t; J = 6,0 Hz; 1H;
NH); 11,02 (s; 1H; NH) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-dy): § 24,8; 39,0; 70,3; 111,6; 112,8; 117,6; 120,7; 122,9;
124,6; 127,0; 128,3; 128,9; 129,0; 129,1; 132,7; 134,6; 139,1; 170,9 ppm.

MS (ESI*): [M]": vypocitana hodnota pro CisHi7CaN2O>" (m/z): 363,1; experimentalni
hodnota: 363,1.
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(S)-N-(2-(5-chlor-1H-indol-3-yl)ethyl)-2-(2-chlorfenyl)-2-hydroxyacetamid, 40.

Sloucenina 40 byla izolovéana jako bezbarvy ole;.

ZT

Ci13H16CIoN202, M = 363,24 g.mol!

Cl HO Cl
Vytéznost: 270 mg (85%)

HN (S)
O

[a]p> = +160,0 (c = 0,025; CHCl5)
ee. =>99,9% (280 nm)

'"H NMR (500 MHz, DMSO-dy): 5 2,85 (t; J = 7,4 Hz; 2H; CH,); 3,34-3,46 (m; 2H;
CH»); 5,28 (d; J=5,0 Hz; 1H; OH); 6,35 (d; J= 5,0 Hz; 1H; CH); 7,06 (dd; J=2,1; 8,6
Hz; 1H; ArH); 7,23-7,42 (m; 6H; 6 x ArH); 7,64 (s; 1H; ArH); 8,19 (t; J = 6,0 Hz; 1H;
NH); 11,02 (s; 1H; NH) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-dy): § 24,8; 39,0; 70,3; 111,6; 112,8; 117,6; 120,7; 122,9;
124,6; 127,0; 128,3; 128,9; 129,0; 129,1; 132,7; 134,6; 139,1; 170,9 ppm.

MS (ESI*): [M]": vypocitana hodnota pro CisHi7CaN2O>" (m/z): 363,1; experimentalni
hodnota: 363,2.
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6. Zaver

V této bakalarské praci byly popsany zakladni informace o adjuvans, byla kratce
predstavena historie adjuvans a druhy adjuvans, s ohledem na moderni poznatky. Dale
zde byly uvedeny zékladni informace o TLR receptorech, jejich vyznam v organismu a
typy lidskych TLR. Podrobnéji byl popsan TLRS, konkrétné jeho mechanismus

aktivace, interakce s ostatnimi TLR, jeho agonisté a antagonisté.

V praktické casti bylo pfipravenych dvacet novych chirdlnich tryptaminovych
derivati  substituovanych v poloze 5, sloufeniny 21-30 odvozené od 5-
methoxytryptaminu a slouceniny 31-40 odvozené od 5-chlortryptaminu. Cile prace byly
splnény. Vysledné produkty byly pfeciStény rliznymi separaCnimi metodami od
vedlejSich produkti (dicyklohexylmocoviny (44) nebo tetramethylmocoviny (47)).
Vsechny produkty byly ziskany s vytéznosti vétsi nez 59%.

Struktury vSech produktt byly charakterizovany pomoci 'H, '*C NMR a MS analyzy.
Teplota tani (T;) byla zméfena slouceninam, které byly ziskany jako tuhé latky. Na
polarimetru byla zmé&fena specifické opticka otagivost chirdlnich molekul ([a]p™"). Déle
u derivata 23, 24, 27, 28, 29, 30, 33, 34, 35, 36, 39 a 40 byla ur¢ena enantiomerni
Cistota (ee. >97,7%), zatimco u derivata 21, 22, 25, 26, 31, 32, 37 a 38 nebylo mozné za
danych analytickych podminek potvrdit enantiomerni Ccistotu, a tedy bude

pravdépodobné nutné na chiralni separaci pouzit jinou chiralni kolonu.

Vsechny pfipravené tryptaminové derivaty 21-40 budou poskytnuty na in vitro
biologické testovani aktivity a screening. Primarné bude sledovan Uc¢inek na hTLRS,
testovani bude zaroven probihat i na jinych typech TLR. Zaroven bude studovan vliv

geometrie chiralniho centra na aktivitu.
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