PRIHLASKA VYNALEZU

zveiejnéna podle § 31 zakona €. 527/1990 Sb.

(19) 1 22) Pfihlaeno:
CESKA (22) o: 21.12.2000
REPUBLIKA {32) Datum podani prioritni ptihlasky:  22,12.1999

(31) Cislo prioritni prihlasky: 1999/1B9902038

(33) Zemé priority: WO

{40) Datum zvefejnéni pihlagky vynalezu:  13.11.2002
(Véstnik ¢. 11/2002)

(86) pCT éislo:  PCT/FR0O0/03650
(87) PCT &islo zvefejnini: ' WOO1/046126

URAD _
PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVI

(21} Cislo dokumentu:

2002 -2194

{13) Druh dokumentu:

G m.cl. ;

Co07C 237/22
C07C 323/60
CO07F 9/09
A61 K 39/39
A 61K 31/66
A61P 37/02

A3

CZ 2002 - 2194 A3

(71) Prihlagovatel:
OM PHARMA, Geneve, CH;

(72) Pilvodee:
Bauer Jacques, Saint-Prex, CH;
Martin Olivier Richard, Orléans, FR;
Rodriguez Sylvain, Gland, FR;

{74) Zistupee:
Kalensky Petr JUDr., Halkova 2, Praha 2, 12000;

(54) Nazev piihladky vynalezu:
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zpiisoby jeho pFipravy a farmaceutické
prostiedky, které ho obsahuji

{57)Anotace:

Derivat N-acylovaného pseudopeptidu majici kyselou skupinu
v neutralni nebo v nabité formé na jednom konci
pseudopeptidu a majici na druhém konci pomocnou
funkcionalizovanou vétev podporujici imunitu obecného
vzorce X- (CH,),.C(HYNHR-(CH,),-, -CO-Y-(CH,),-
C(HYNHR?)-, -(CH,),-Z. Derivat mize byt pro ovlivnéni
imunity naroubovan na antigen nebo miiZe byt naroubovén na
farmakofor pro zlepSovéni terapeutické (¢innosti a/nebo
jejiho cileni. Derivat je vhodny pro humanni a veterinami
medicinu jako prostredek pro imunizaci a diagnostiku. Zplisob
vyroby tohoto derivatu, farmakologicky prostiedek s jeho
obsahem a jeho konjugat.




Acy]pseudodi$peptid s pomocnou funkéni vétvi. zpltisohy ieho pri-

L —
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pravy a farmacuticke prostfedkn které ho cobsahuiji

Oblast. _techniky

Vynalez se tyka oboru chemie a z2vl1astéd chemie peptidda. Jde
o acylované peptidy majici{ pomocnou funkéni vdtev, kterd mize
byt pripadné naroubovana v konjugované form& a jeiichz pomocna
vétev podporuje vlastnosti molekul ptvodnich pokud, jde o bio-
logickou aktivitu a fyzikalné& chemické vlasinosti. Chemicka
povaha pomocné véiLve poskytuije dopliujici rozmér acylovanému
pseudopeptidu jemnou Upravou jeho plvodnich vlastnosti a doda-
vanim viastnosti nové. Molekuly, které maji pomocnou funkcio-
nalizovanou vétev, mohou byt konjugovany na phamakofor, na an-
tigen nebo na vektorovou malekulu, Biokonjugace se podili na
ko pulaci dvou nebo nékolika chemickych jednolek =za vytvoreni
nového moleklulového komplexu majiciho odli&né vlastnosti ve
srovnani s vlastnostmi jednotlivych sloZek. Prirodni nebo syn-
teticke produkty, se spravnymi farmakologickymi - vlastnosimi
tak mohou byt kombinovany navzajem k vyivoreni novy®h jednotek
s fyzikidalné chemickyni a farmakologickymi vlastnostmi pavod-
nimi nebo zlepsSenymi v zavislosti na vychozich slozkach” Apli-
kKace bimkonjugace se dotyka viech oblasti humanni i1 veterinar-

ni mediciny a diagnostickych zpasobd.
Dosavadni stav techniky

Cetna kopulad&ni &inidla homobi funk&niho nebo heterobifunk-

Epiho Lypu hivla 112 popsana a mohou byt vyuZzita pro koniugaci
molekul tak ro=dilnych jako jsou aminokyseliny, peptidy., pro-
teiny. cukry. oligosacharidy, polysacharidy, nukleove kyvseli -

ny. oligonukleotidy. polynukleotidy., lipidy a prakticky vSech-
ny molekuly nesouci funké&ni vazbutvornou skupinu., V posledni
dobé byvlo velks usili vynaloz2eno na synteé=u antigenovych kons-

&
truktd sestdavaiiciceh ze dvou nosiéovych molekul riazného urce-




ni. Good a kol. (Science 235, str. 1059 aZ 1062, 1987) naprik-
lad syntetizoval peptid obsahujici epitopy Lvorené jednak po-
mocnymi lymfocyty T a lymfocyty. B. Besser a Jung (Res. Immu-
nol. 5, str. 548 aZ 553, 1992) popsali konjugaty sestavajici
=z jednoho peptidu a = jednoho immunostimulantu. Hoffmann a
kol. (FEMS Immunol. Med. HMicrobiol. NMicrobiology 17, str. 225
az 234, 1997) popsali konjugaty mezi lipopeptidem a syntetic-
kvm peptidem mellitin. Ulrich a Myers (Vaccine Design, Plenum
Press, New York str. 495 az 524, 1995) pozorovali, 2e imunit-
ni odezva neni u&inna, kdyZ se haplten a adjuvant. MPL (Mono-
phosphoryl Lipid A) vyskytovaly v tomtés 1iposomu. Pojedndvali
o mozZnosti kovalentni vazby me=zi adjuvantem MPL a haptenem.
Konjugat hapten-adjuvant se uka=zal jako velmni ucinny adjuvant
vakcinace. Ikeda a kol. (Chem. Pharm. Bull. 47 (4), str. 563
as 568, 1999) popsali syntézu sktrukturniho analogu Lipidu A a
tumorového antigenu peptidové povahy a predved]l in vitro mito-
genickou aktivitu.

Koncept konjugace by mohl take hodnotny pro proleiny nebo

s

[ B
my protein-polysacharid. Je znamo, Ze polysa-

PG samoblngd sys
charidy, pouzité samotné Jjako vakcina, navozuiji pouze slabou
odezvu u déti mladSich nez péti let, jelikoZ odez=va nezavisi
na bufikach T (Gotschlich a kol. Antibodies in Human Diagnosis
and Therapy 1977): Peltola a kol., Pedialrics 60, str. 730 az
737, 1977) . Naproti tomu polysacharidy, vazané na proteinove
vektor (nosi&e), poskytuiji imunologickou ode=zvu daleko silnéj-
%i. Tento jev byl obieven v roce 1931 autory Avery a Goebel
(3. Exp. Med. 54, str. 437 aZ 447, 1931). Riz=né& vakciny, wvyvi-
nuté v paslednich letech, potLvrzuji pPokKrok v teto oblasti.
Pripominaji se obzvlaitéd vakeiny proti Haemophilus influenzae
a rizné sérotypy Streptococcus pneumoniae (Powell a Newman,
Vaccine Design Plenum Press New York, 1995) . Pro sérotypy
Streptococcus pneumoniae byla vyvinuta muiltivalentni vakcina
(Sood a Fattom, Exp. Opin. Invest. Drugs 7 (3), str. 333 a=
347, 1998).




Oteviraji se nové perspektivy v pripadé komplexu sloZené-

he = adjuvantu vazaného na jednotku polysacharid-protein.
Technologie chemické syntézy biokonjugatd je dobre vyvinuta a
umoZfiuje dnes realizovat Padu projekitd, pred nékolika lety ne-
FeXitelnych, tim Ze pouxiva &etni dostupna reak&ni{ &inidla ho-
mobifunk&ni nebo heterobifunké&ni a postupy konjugace popsané
v rozsdahlé literature (Hermanson, Bioconjugate Technigques Aca-

deemic Press, New York, (1996)).

Prikladnd se pPipominad zplsob reduk&n{ animace {Roy a kol.,
Canad. J. Biochem. Cell. Biol. 62, str. 270 az 279, 1984: Her-
manson str. 472, 1995) umoZfiujici konjugaci jedné molekuly ma-
jici aldehydovou skupinu s primarni aminoskupinou na peptidu
nebo na proteinu s konjugaten protein-polysacharid nebo s far-
makoforem. Tato reakce vede k tvoreni velmi stabilniho dial-

kylaminu.

Podstata vynalez=u

Podstatou vynalezu jsou N-acylované pseudodipeptidy majici
kyselou skupinu v neutrdlni nebo v nabité form& na jednom kon-
i pseudodipeprtidu a nesouci na druhém konci pomocnou funkcio-

nalizovanou vétev, obecného vzorce 1

X-(CHz)m-CH-(CHz)n-CO-Y-(CHz)p-CH-(CH2) q-Z I

! !

NHR1 NHR2
kde =znamena

R! a R2 acylovou skupinu odvozenou od karboxylove kyseliny se
2 a% 24 atomy uhliku, nasycené nebo nenasycen&, 1i-
nedarni nebo rozvétvené, nesubstituovanég, nebo substi-

tuované jednim nebo nékolika substituenty, volenymi =ze




a

souboru zahrnuijfciho skupinu hydroxylovou, alkylovou,

alkoxyskupinu, acyloxyskupinu, aminoskupinu, acylami-
noskupinu, acylthioskupinu a alkylthioskupinu s 1 aZ

24 atomy uhliku,

0 az 10

1 a2z 10

atom kysliku nebo skupinu NH,

funkcional izovanou pomocnou vi&tev nebo kyselou skupinu
v neutrdalni nebo nabité formé& nebo volencu ze souboru
zahrnujicicho skupinu

karboxylovou

karboxy[((Ci1-Cs)alkoxyl

karboxy{(Ci-Cslalkylthiol

fosfonol(C1-Cs)alkoxyl]

fosfonof(Ci1-Cs)alkylthiol

dihydroxyiosforyloxyl (Ci-Cslalkoxy]
dihydroxyfosfcryloxy[(C1-C5)a1kylthio]
dihydroxyfosforyloxy

hydroxysul fonyloxy

hydroxysul fonyl[(Cy1-Cs)alkoxy]

hydroxysul fony1l[l(C1-Cs)alkyithiol

hydroxysul fonyloxy[(C1-Cs)alkoxy]
hydroxysulfonyloxy[(ct-Cs)alkylthio]
[kaboxy(Ci1-Cs)alkyllaminokarbonyl
[dikarboxy(Ci1-Cs)alkyl laminokarbonyl
[amonio(Cy1-Cs)alkyllaminokarbonyl
{[karboxy[amino(c1-Cs)alkyll}aminokarbonyl

2a podminky, Ze jeden symbol X nebo Z =namenda funkcio-

nalizovanou pomocnou vétev,

Pomocnd skupina X nebo Z ma obecny v=zorec II




A-(CO)y-(CHz2)s-V¥ (ID

kde znamend

A atom kysliku, siry nebo skupinu NH,

r 0O nebo 1,
s 1t az 10,
W skupinu formylovou, acelylovou, kyanoskupinu, atom haloge-

nu, aminoskupinu, bromacetamidoskupinu, jodacetamidoskupi -
nu, acylamidoskupinu, diacylamidoskupinu, sulfhydrylovou
skupinu, alkylthioskupinu, hydroxylovou skupinu, 1,2-di-
hydroxyethylovou skupinu, alkoxyskupinu, acyloxyskupinu,
vinylovou skupinu, ethinylovou skupinu, volnou karboxylo-
vou skupinu, esterifikovanou karboxylovou skupinu, karbo-
xvlovou skupinu ve form& sm&sného anhydridu, amidu nebo

hydrazidu, azidoskupinu nebo thiokyanoskupinu.

Vyndlez se tedy tykd pseudodipeptidl odvozenych z funk-
cionalizovanych aminokyselin, jejichZ2 volné aminoskupiny jsou
amidovany mastnymi kyselinami, jejichZ jeden konec pseudopi-

peptidu je nosid&em pomocné funkcionalizované vétive.

Vynalez se zv]1asté tykd N-acylovanych pseudodipept.ida
majicich kyselou skupinu v neutrdalni nebo v nabité formé na
jednom konci pseudodipeptidu a majici na druhém konci pomocnou

funkcionalizovanou vétev obecného vzorce I
X-{CH2)m-CH-(CH2)n-CO-Y-(CHz)p-CH-(CHz)gq -4 (1)
I l'

NHR1 NHRZ

kde =zZnamena




Rt

a R2

acylovou skupinu odvozenou od karboxylové kyseliny se

2 a%® 24 atomy uhliku, nasycené nebo nenasycené, 1i-
nedrni nebo rozvétvené, nesubstituované, nebo substi-
tuované jednim nebo né&kolika substituenty, velenymi =e
souboru zahrnujiciho skupinu hydroxylovou, alkylovou,
alkoxyskupinu, acyloxyskupinu, aminoskupinu, acylami-
noskupinu, acylthioskupinu a alkylthioskupinu s 1 az

24 atomy uhliku,

0 az 10

1 az 10

atom kysliku nebo skupinu NH,

funkcional izovanou pomocnou vétev nebo kyselou skKupinu
v neutrdlni nebo nabité formé nebo volenou ze souboru
zahrnujicicho skupinu

karboxylovou

~-Cslalkoxy]

karboxy[(Ci1-Cs)alkylthiol

fosfonol(Ci-Cs)alkoxy)

fosfonol(Ci1-Cslalkylthiol

dihydroxyfosforyloxy[ (Ci1-Cs)alkoxy]

di hydroxyfosforyloxy

hydroxysul fonyloxy

hydroxysul fony1{(C1-Cs)alkoxy]
hydroxysulfonyl[(Ci-Cslalkylthiol

hydroxysul fonyloxy{ (Ci-Cslalkoxyl
hydroxysul fonyloxy{ (Ci-Cslalkylthiol

2a podminky, Ze jeden symbol X nebo Z =znamena funkcio-
nalizovanou pomocnou veétev a

pomocna skupina X nebo 2 ma obecny vzorec 1T, kde jed-
notlivé symboly maji shora uvedeny vyznam, s vyijimkou

dihydroxyethylové skupiny.
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Pokud substituenty X nebo Z =znamenaji kyselou skupinu
v neutrdini formé&, je Lo skupina karboxylova, sulfonova, fos-
fonova nebo fosforednd ve volné formé&. Pokud je kyseld skupina
vV nabilé formé&, je Lo skupina karboxylova, sulfonovd, fosfono-
va nebo fosfore&nd ve formé& soli, vytvoFené p¥risadou minerdlni
nebo organické =asady, = vwvyhodou terapeuticky prijatelné.
Nejsou-11 zasady terapeuticky pPijatelné, mohou slouZit ales-

pon k identifikaci, &isSté&ni nebo pro dalii =pracovdni.

JakoZzto zdasady pro terapeuticky p¥Fijatelné soli se =v1Aas-
t.& uvaddéii napiriklad alkalické z=asady jako je hydroxid sodny,
draselny nebo litny a soli amoniové, zasady kovl alkalickych
zemin, jako jisou hydroxid vapenaty nebo strontnaty, slou&eniny
hor&¢iku a Zeleznych kovil a organické =zasady odvozené = primar-
nich, sekundarnich nebo tercidrnich amind, =z aminokyselin =a-
sadité povahy, jako je lysin nebo ornithin nebo aminované cuk-
ry.
Zisadami terapeuticky nep#ijatelnymi Jisou napriklad bru-
cin, strychnin, N-methylgalukosamin neho N-methvimorfolin., Jak
bylo uvedeno shora, sol i farmaceut.icky neprijatelné Jjsou

vhodné nap#iklad pro d&leni, identifikaci nebo &istadni.

Pokud znamend index m 1 a n O, odvozuje se molekula hlav-
né od serinu nebo asparagové kyseliny. Je-1li index m roven 2 a
n Jje 0, odvozuje se molekula hlavné od homoserinu nebo od ky-

seliny glutamové,

Pokud znamend Y skupinu NH, index p 3 a g 1, mi3e jit o

derivat citrullinu, ormithinu nebo argininu,

Je-1i index p roven 4 a g 1, jde zvlasté o derival homo-

argininu nebo lysinu.

Symboly X nebo 2 mohou znamenat pomocnou skupinu obecného

vzorce JTII




0-CO-(CH2)=-W (IID)

kde zZnamenda

s 1 a% 10, =v1astéd 4, S nebo 6.

¥ skupinu formylovou, aminoskupinu, skupinu hydroxylovou,

1,2-dihydroxyethylovou nebo karboxylovou skupinu.

Jako3to pseudodipeptidy podle vyndlezu se uvadéji =zvlasté

v soudasné dobé& obzvi1astd vvyhodné slou&eniny obecného vzorce IV

®-(CHz2)m-CH-(CHz)n-CO-NH-(CHz)p-CH-(CHz) q-2Z

NHR1 NHR2

kde =zZnamena

(IV)

Rt a R2 acylovou skupinu odvozenou od karboxylové kyseliny se

K

H L

~ - ~ A 4 —wmo- aab 1 € Leas
Z2 a 24 atomy uhliku, nasycenéd ncbho nenasycengé

i,

nearni nebo rozvétvend, nesubstituované, nebo substi-

tuované jednim nebo nékolika substituenty, volenymi =ze
souboru zahrnujiciho skupinu hydroxylovou, alkylovou,
alkoxyskupinu, acyloxyskupinu, aminoskupinu, acylami-
noskupinu, acylthioskupinu a alkylthioskupinu s 1 az2
24 atomy uhlfku,

nanm 0O az 10

P aa 1 az 10

jeden =

X a Z skupinu karboxylovou, dihydroxyfosforyloxylovou, kar-

boxy[(C1-Cs)alkoxylskupinu, karboxy[{(C1-Cslalkylthiol-

skupinu, skupinu [karboxy(Ci-Cslalkyllaminokarbonylo-

vou, [dikaboxy(C;-Cs)alkyllaminokarbonylovou, {(Iikarbo-




x¥lamino(Cy1-Cs)alkyll)laminokarbonyiovou a druhy acyl-
oxyskupinu =ze souboru zahrnujuicfho 6-aminohexanoylo-
®yskupinu, skupinu 6-oxohexanoylovou, 6-hydroxyhexano-
yloxyskupinu, 6,?—dihydroxyheptanpyloxyskupinu a 23-

-karboxypropanoyloxyskupinu.

Symboly R! a R2 znamenaji acylové skupiny s rGznym pod-
tem atomd uhlfku od 2 do 24, stejné nebo riznéd, s pfrimym nebo
s rozvétvenym teté&zcem, nasycené nebo nenasycené, Popripads
substituované jednim nebo n&kolika substituenty volenymi =ze
souboru zahrnujiciho skupinu alkylovou, aminoskupinu, acylami-
noskupinu, hydroxylovou skupinu, alkoxyskupinu, acyloxyskupi -
nu, acylthioskupinu a alkylthioskupinu. JakoZto vyhodné acly-
lové skupiny se wuvadéijii skupiny odvozendg od kyseliny laurové,
Z2-hydroxyoktanové, 3-hydroxymyristové, 2-dekanovyloxyoktanové,
3-lauryloxymyristove, 3-myristyloxymyristové, 3-palmityvloxy-

myristové.

Vyndlez se tLykd obz=v1asté vyhodnych pseoudodipeptidd ob-

saZenych v nasleduifct tahulce.
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Vynalez se tykd zejména sloudenin aktudln& preferovanych,

jako isou:

- a-N-{(4R) -S-hydroxy-4-[ (R} -3-hydroxytetradekanoylaminolpen -
tylramid kyseliny N-[(R)-3-dodekanoyloxytetradekanoylaminol-D-
asparagové, a Jjeho adi&ni soli s minerdlni nebo s organickou

zasadou (priklad 1.2)

- 3-{(R)-3-dodekanoyloxytetradekanoylaminol-4-oxo-5-aza-9-{(R) -
-3-hydroxytetradekanoylaminoldekan-1, 10-diol 1-dihydrogenfosf &t
10-(6, 7-dihydroxyheptanodt) a jeho adi&ni soli s minerdlni nebo

s organickou =zasadou (pfiklad 2.1)

- 3-[(R)-3-dodekanoyloxytetradekanoylaminol] -4-oxo-5-aza-9-[(R) -
~-3-hydroxytetradekanoylaminoldekan-1,10-diol 1-dihydrogenfosfat
10-(6-oxohexanodl) a jeho adiéni soli s mineralni nebo s orga-

nickou zasadou (pFriklad 2.2)

- a-N-{(4R) -S-hydroxy-4-[(R) -3-hydroxytetradekanoylaminolpen-
tvllamid 5-0-(6, 7-dihyvdroxyheptanost) kyseliny N-T (R} -3-dode -
kanoyloxytetradekanoylaminol -D-asparagové a jeho adi¢ni{ soli

s minerdln{ nebo s organickou ziasadou (priklad 2.3)

- a-N-{(4R) -5-hydroxy-4-[(R) -3- hydroxytetradekanoylaminolpen-
tyllamid 5-0-(6, 7-oxohexanodat) kyseliny N-[(R)-3-dodekanoylo-
xytetradekanoylaminol -D-asparagové a jeho adiéni soli s mine-

rdlni nebo s organickou zasadou (p¥riklad 2.4)

- (3BRS,9R), (3R,9R) a (35,9R)-3-{(R)-3-dodekanoyloxytetradeka-
noylaminol-4-oxo-5-aza-9-[(R)-3-hydroxytetradekanoylaminode -

kan-1,10-diol 1-dihydrogenofosfat 10-(6-aminohexancdal) a jeho
jich adié&ni so0li s mineralni nebo s organickou zasadou (prik-

lad 2.6, 2.7 a 2.8)

- 3-[(R) -3-dodekanoyloxytetradekanoylaminol -4-oxo-5-aza-9-{(R) -




—3—hydroxytetradekanoylamino]dekan-1,10-diol-i-dihydrogenfosfat
10-(6-hydroxyhexanoat) a jeho adi¢éni soli s minerdlni nebo

S organickou zdsadou (pfiklad 2.9)

—3-[(R)-3—dodekanoyloxytebradekanoylamino]~4-(dihydroxyfosfo -
ryloxy)butanoat {2-[(R) -3-hydroxytetradekanoylaminol-5-(6-oxo-
hexyl)aminolpentylu a jeho adi&nt soli s mineralnf{ nebo s or-

ganickou zdsadou (priklad 2.10)

- d-N—{(4R)-5—(6-aminohexanoyloxy)—4—[(R)-3-hydroxytetradeka~
noylaminolpentyllamid kyseliny N-(R) -3-dodekanoyloxytetradeka-
noyl]-D-asparagové a jeho adi&nfi soli s minerdlni nebo = orga-

nickou zasadou (priklad 2.16)

- a—N—{(4R)-5-sukcinyloxy-4—[(R)—3-hydr0xytetradekanoy1amino]—
pentyllamid kyseliny N-(R)-3-dodekanoyloxytetradekanoyl]-D~as—
rParagové a jeho adi&ni soli s minerdlni nebeo s organickou =z4-

sadou (priklad 2.19)

- d-N-{(4R)-5-(6—aminohexanoyloxy)-4—[(R)-3'hydroxytetradeka-
noylaminolpentyltamid B-N-[(13) -1 -karboxy-5-aminopentyllamid
kysel iny N—(R)-3-dodekanoyloxytetradekanoyl]—D-asparagové a
jeho adidni so0li s mineridlni nebo s organickou zasadou (p¥i-

klad 2. 22)

- a-N~((4R)—5-(6—aminohexanoyloxy)-4—[(R)—3-hydroxytetradeka—
noylaminolpentyllamid 8-N-1(15)-1,2-dikarboxyethyllamid kyse-
liny N~(R)—3—dodekanoyloxybetradekanoyl]—D-asparagové a j eho
adié&nt s0oli s mineralni nebo s organickou =zasadou (priklad

2.24)

Tyto sloudeniny se vyzna&uiji Zajimavymi farmakologickymi
a originalnimi, zejména imunomodula&nimi vlastnostmi,. Pouziva-
ji se obzv]Aa3stE pri pripravé vakcinovych kompozic ve formula-
clfch smi3Senych nebo kovalenitné konjugovanych s antigeny Proly-

pept idové nebo polysacharidové povahy nebo v rProstredcich se-




stavajicich = polypeptidii konjugovanych s polysacharidy. HiZe
se jich pouZil zejména k prevenci infekci virového, mikrobidl-
niho a protozoalniho pivodu nebo pfi l1é&eni urd&itych autoimun-

nich nemoci,

Rovné&s se pouZivaji jako vektory molekul terapeutického
vyznamu pro svou schonost nekovalentn! asociace podle vice ne-
bo ménéd hydrofilniho nebo hydrofobniho c¢harakteru jejich po-
mocnych vétvi. Jejich chemické vlastnosti, kiteré umoZhiuii ko-
pulaci s molekulami terapeutického vyznamu, rovnéZ jako jejich
amfifilni charakter podporuje jejich formulace a transport mo-
lekul, které jsou s nimi asociovany smé&rem k receptorovym mem-

brandm stejnéd jako ke stLé&éndm bunédéne cytoplasmy.

Mohou se pouZivat samotné i jako asociované kovalentné
nebo nekovalentnd s molekulou terapeutického vyznamu pro poda-
ni ordalni, parenterdlni, rektalni, taopické, perkutanni nebo

permukéozni .

Mohou =se pouZivat samotnéd i jako asociované kovalentné
nebo nekovalenind s molekulou terapeutického vyznamu inkubaci
extratempordrnni ex vivo = krevnimi bufikami k dodan{ burikam
imunokompetence pred jejich op&tném naolkovani{ in vivo cestou

parenterdlni.

Molekuly vykazujii podobné vliastnosti jako adjuvanty imu-
nitniho systému pouZitého napiriklad k wvakcinaci kovalentné
asociované nebo nekovalentné& asociované s vhodnymi antigeny,
proti nemocem virového, parazitového, mikrobialniho a houbove-
ho ptvodu. Tyto molekuly, konjugované nebo nekonjugovand, se

mohou pouZivat v terapii nékterych autoimunitnich nemoci.

Nékteréd sloudeniny podle vynalezu po kovalentni asociaci
neboc po nekovalentni asociaci vykazuji rozdilné vdlastnosti ve

schopnosti vyvolavat produkeci cytokin nebo zran{ molekul imu-
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nokompetentnich kmenli pochdzejicich =z orgdnl hematopoietickych

a lymfoidnich.

Nékteré sloudeniny podle vyndlezu jsou schopné podporovat
2zrdani{ a diferenciaci monocytd funkd&nich dendritickych bundk
v prttomnosti nebo v nep¥itomnosti vhodnédho antigenu a ptispf-

vajicich tak k posilteni humordlni a bun&&né imunity.

Nékteré slou&eniny podporuji diferenciaci bunék hemato-
roiletického systému =v31ast8 kostni d¥ené a umoZfiuji =zlepXlovat
nebo upravovat nékteré disfunkce imunitnf{ho systému. Vyka=zuiji

zejména vlastnosti protivirové.

Slouceniny podle vynidlezu jsou obzv]aZtEd =zajimavé svou
nizkou toxicitou. PouZivd se jich v kovalentni asociaci nebo
v nekovalentni asociaci s antigeny p#i prevenci nebo terapii
nemoci infek&nich u lidi i =virat v davkach 0,005 mg a% 100 mg
na jednotkovou ddvku a 0,005 aZ 200 mg na den podle pfiznaka a

v zZavislosti na hmotnosti subjektilu.

ZpUsobu pripravy N-acylovanych pseudodipeptidd obecného
vzorce I, majicich kyselou skupinu v neutrdlni formé nebo
v nabité formé& na jednom svém pseudodipeptidovém konci a maji-
cich na svém druhém konci funkcionalizovanou pomocnou skupinu,
spoivd podle vyndlezu v tom, Ze se blokuje aminoskupina v ro-
loze (g+1) a skupina YH v poloze omega omega-funkcional izované
aminokyseliny reak&nimi &initeli ortogonalniho blokovani, vol-
na karboxylovd skupina se redukuje =a =ziskani pfisluzného al-
koholu, wuvolni se aminskupina v poloze (g+1) a acyluje se fun-
k&nim derivaltem karboxylové kyseliny v=zorce Rz0H, kde Rz ma
shora uvedeny vyznam a uvolni se koncovd funk&ni skupina =a
ziskani funkcionalizovaného aminoalkoholu obecného vzorce V

Y-(CHz)p-CH-(CHz)q-0H (v}

|

NHRZ
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kde =znameni
b'e skupinu hydroxylovou nebo s vyhodou aminoskupinu NHz,
RZ2 acylovou skupinu odvozenocu od karboxylové kyseliny se 2

az 24 atomd uhliku, nasycené nebo nenasycené, nesubsti-
tuované nebo substituované jednim nebo nékolika shora

def inovanymi substituenty,

pagql az 10,

ktery se kondenzuje v pritomnosti peptidického kondenzaéniho

&inidla v inertnim rozpopustédle s derivaltem omega-funkciona-

lizované aminokyseliny obecného vzorce VI

X-(CHz)m-CH-(CHz2)n -COOH (VI
NHR1
kde znamena
R1 acylovou skupinu odvozenou od karboxylové kyseliny se 2

az 24 atomid uhliku, nasycené nebo nenasycend, nesubsbti-
tuované nebo subsiituované jednim nebo nékolika shora

def inovanymi substituenty,

manO az 10,

X kyselou shora definovanou skupinu popripade v esteri-

fikovane formé,
=za vytitvoreni pseudodipeptidu obecného vzorce VII
X-(CHz)m -CH-(CHz)n-CO-Y-(CHz)p-CH-(CHz) 4 -0OH (VII)

NHR1 NHR#



kde X, Y, R!, RZ, m, n, pa g maji shora uvedeny vy=z=nam, a
koncovd wvolnad alkoholovd skupina se popFipad® substituuje,
alkyluje nebo acyluje substitu&nim, alkyla&n{m nebo acyla&nim

reak&nim ¢inidlem obecného vzorce VIII

A-(CO)y-(CHz)g-¥W (VIID)
kde =znamend
A odstupujic!{ skupinu, skupinu hydroxylovou, SH nebo NHz,
r s vwyhodou 1, avsSak také O,
s s vyhodou 2 aZ 6 avsak také 1 azZ 10.
W s vyhodou skupinu ze souboru zahrnujiciho skupinu formy-
lovou, acetylovou, kyanoskupinu, atom halogenu, amino-

skupinu, skupinu bromoacetamidovou nebo jodacetamidovou,
acylamidoskupinu, diacylimidoskupinu, skupinu sul fhydry-
lovou, alkylithioskurinu, skurinu hydroxylovou, 1.2-di-
hydroxyethylovou, acyloxyskupinu, skupinu vinylovou, et-
hinylovou, karboxylovou volnou nebo ve formé esteru,
smiSeného anhydridu, amidu nebo hydrazidu, azidoskupinu,

thiokyanoskupinu, nebo jejich prekursory,

popripadé v pfritomnosti kopula&niho &inidla a produkt se kata-
l¥ticky hydrogenuje nebo se jinak odstrafuje chrdnici skupina

za ziskan{ derivatu obecného vzorce 1

X-(CHz)m-CH(CH2)n-CO-Y~-(CHz)p-CH-(CHz2)4-2 (I)
NHR! NHR=Z2
kde X, Y, Z, RY, R®, n, m, p a 4 maji shora uvedeny vyznam.
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Zpusob pripravy fosfopseudodipeptidd obecného vzorce IV

X-(CHz)m-CH-(CHz)n-CO-NH-(CHz)p-CH-(CHz2)gq-Z (IV)
i |

NHR 1 NHRZ2
kde =znamena

R! a R2 acylovou skupinu odvozenou od karboxylové kyseliny se
2 a3 24 atomy uhliku, nasycené nebo nenasyceng, 1li-
ne drn nebo rozvétvené, nesubstituované, nebo substi-
tuované jednim nebo né&kolika substituenty, volenymi =ze
souboru zahrnujiciho skupinu hydroxylovou, alkylovou,
alkoxyskupinu, acyloxyskupinu, aminoskupinu, acylami-
noskupinu, acylthioskupinu a alkylthioskupinu s 1 az

24 atomy uhliku,

nam 0 az 10

D Aa g9 1 a2 10

Y atom kysliku nebo skupinu NH,

X a 2 kyselou skupinu v neutrdlni form& nebo nabité formé

nebo pomocné funkcional izované vétve,

spo&ivad podle vyndlezu v tom, Ze se blokujf aminoskupiny v po-

loze (g+1) a v poloze omega diaminokyseliny obecného vzorce

HzN(CHz) pCHNHz( CHz2) g - 1 COOH

kde p a q maji shora uvedeny vyznam, reakdnimi &inidly =avadé-
jfcimi chrdnic{ skupiny odstranitelné acidoly=zou a hydrogeno-
lyzou, volna karboxylovad skupina se redukuje za vytvoreni od-

povidajfciho alkoholu, uveolfiuje se aminoskupina v poloze (g+1)




a acyluje se funk&nim derivatem karboxylové kyseliny obecného
vzorce R20H, kde R2 ma shora uvedeny vyznam, uvofiuje se koncova
aminoskupina hydrogenolyzou za =ziskani aminoalkoholu obecného

vzorce IX

HzN-(CHz) p-CH-(CHz2)p -OH (IX)
|
NHRZ
kde =znamena
R2 acylovou skupinu odvozenou od karboxylové kyseliny se

2 a2 24 atomy uhliku, nasycené nebo nenasycene, 1li-
nedarnf nebo rozvétvené, nesubstituované, nebo substi-
tuované jednim nebo nékolika shora definovanymi sub-

stituenty,

p ag3gq 1 a% 10

kteary se konden=z=udie v pfitomnosti revrtidického konden=zac¢niho

&inidla v inertnim rozpoustédle s drivdtem aminokyseliny omega

hydroxylované obecného vzorce VI

X-(CHz)m-CH-(CHz)n - COOH (vD)
I!IHR1
kde =zZnamena
R! acylovou skupinu odvozenocu od karboxylové kyseliny se

2 az 24 atomy uhliku, nasycené nebo nenasycené, 1i-
nearni nebo rozvétveneé, nesubstituované, nebo subsii-
tuovand jednim nebo nékolika shora definovanymi sub-

stituenty,

m 1 az 10
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X dialkyloxyfosforyloxyskupinu nebo diaryloxyfosforylo-
xyskupinu obecného vzorce (RO)Y=zP-0
(0]
k vybLvoreni pseudodipept idu obecného vzorce X
(RO)ZPO‘(CHZ)m“CH'(CHZ)n*CO'NH—(CHZ)p‘CH‘(CHZ)q‘OH (X)
0 NHR! NHR=2
kde R!, R=, m, n, p a q maji shora uvedeny vy=znam a R zname-

na chrdanici skupinu odstranitelnou hydogenolyzou, a koncova
volna alkoholova skupina se popPFipadZ substituule, alkyluje
nebo acyluje substituénim, alkyla&nim nebo acyla&nim reakénim

&inidlem obecného vzorce VIII

A-(CO)p-({CHz2)s-V (VIID)
kde znamena
A odstupujici skupinu, skupinu hydroxylovou, SH nebo NHz,
r s vyhodou 1, avsak take O,
s s vyhodou 2 aZz 6 avsak také 1 az 10.
W s vyhodou skKupinu =ze souboru zahrnujiciho skupinu formy-
lovou, acetylovou, kyanoskupinu, atom halogenu, amino-

skupinu, skupinu bromoacetamidovou nebo jodacetamidovou,
acylamidoskupinu, diacylimidoskurinu, skupinu sul fhydry -
lovou, alkylthioskupinu, skupinu hydroxylovou, 1,2-di-
hydroxyethylovou, acyloxyskupinu, skupinu vinylovou, et-

hinylovou, karboxylovou volnou nebo ve form& esteru,
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smiZ%endho anhydridu, amidu nebo hydrazidu, azidoskupinu,

thiokyanoskupinu, nebo jejich prekursory,

popifipadé v pritomnosti kopulad¢niho &inidla a produkt se kata-
lyticky hydrogenuje nebo se jinak odstrafiuje chranicf{ skupina

za ziskdni derivdtu obecného vzorce XI

(HO)2P-0-(CH2)m-CH-(CHz)n-CO-NH-(CHz)p-CH-{CH2)g-0-(C0)yn-(CHz2)g - W

i i |
0 NHR! NHR2

(XI)

kde W, R}, R2 , m, n, p, 4, r a s maji shora uvedeny vyznam.
Zplsob pPFipravy fosfopseudodipeptidiG obecného vzorce XI1

X-(CH2)m-CH-(CHz2)n-CO-0-(CHz2)q-CH-(CHz)p-Z (XII)
I l

NHR1! NHRZ2
kde =znamena

R! a RZ2 acylovou skupinu odvozenou od karboxylové kyseliny se
2 a2 24 atomy uhliku, nasycené nebo nenasycend, 1i-
nearni nebo rozvétveneé, nesubstituované, neho substi-
tuované jednim nebo nékolika substituenty, volenymi =e
souboru zahrnujiciho skupinu hydroxylovou, alkylovou,
alkoryskupinu, acyloxyskupinu, aminoskupinu, acylami-
noskupinu, acylthioskupinu a alkylthioskupinu s 1 az=

24 atomy uhliku,
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X a 2 kyselou skupinu nebo pomocnou funkcionalizovanou vétLevw,
spo&iva podle vyndlezu v tom, Ze se blokuje funkd&n{ aminosku-

Pina v poloze (g+1) a omega diaminokyseliny obecného vzorce

HzN(CHz)p CHNHz (CHz ) g - 1+ COOH

kde p a g maji shora uvedeny vyznam, zavedenim c¢hrdanici{ sku-
piny odsiranitelné acidolyzou a hydrogenoly=zou, volnd karboxy-
lova skupina se redukuije za =ziskdni odpovidajiciho alkoholu,
uvolni se aminoskupina v poloze (g+1) a acyluje se funk&nim
derivatem karboxylové kyseliny obecného vzorce RZ0H, kde R2 na
shora uvedeny vyznam, chranici skupina = koncvé aminoskupiny
se odstrani hydrogenolyzou a alkyluje se koncovd aminoskupina
reaktivnim esterem omega-funkcioconal izovaného alkylu jako tri-

flatu =a =ziskani aminoalkoholu obecného vzorce XIII

W-(CHz)gNH-(CHz)p-CH-(CHz)q-0H (XIIID

3

NHR=2

kde W ma shora uvedeny vyznam a kde znamend

R= acylovou skupinu odvozenou od karboxylové kyseliny se
2 az 24 atomy uhliku, nasycené nebo nenasycené, 1i-
nedrni nebo rozvétvené, nesubstiituovaneé, nebo substi-
tuované jednim nebo nékolika shora def inovanymi sub-
st ituenty,

P a g9 1 a= 10,

s 2 a2 7, avsak takée 1t az 10

ktery se kondenzuje v pritomnosti reptidického kondenzaé&niho

inidla v inertnim rozpoustédle s drivdtem aminokyseliny omega




hydroxylované obecného vzorce VI

¥-(CHz)m-CH- (CHz) n~-COOH (VI)
-
kde =znamena
Rt acylovou skupinu odvozenou od karboxylové kyseliny se

2 az 24 atomy uhliku, nasycené nebo nenasycené, 1li-
nearni nebo rozvétvené, nesubstiituovang, nebo substi-
tuovanéd jednim nebo n&kolika shora definovanymi sub-

stituenty,

m 1 az 10
n 0O az 10
X dialkyloxyfosforyloxyskupinu nebo diaryvloxyfosforylo-

xyskupinu obecného vzorce (RO)2ZP-0O

\

(0]

k vytvoreni pseudodipeptidu obecného vzorce XIV

(RO)zPO-(CHz)m—CH—(CHz)nCO—O—(CHz)q—CH—(CHz)p-NH—(CHz)s—H
o NHR 1 NHRZz

(XIV)
kde W, R, R2, m, n, p a 9 a s maji shora uvedeny vyznam a R

—namend chrénici skupinu odstranitelnou hydogenolyzou, produkt
se katalyticky hydrogenuje nebo se odstrafiuje chranici skupina

—2a ziskani derivatu obecného vzorce XV

(HO) 2P-0- (CHz)m - CH- (CHz) nCO-0- (CHz) q - CH- (CHz) p - NH- (CH2) s - ¥
i i
0 NHR ! NHR2 (XV)
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kde W, Rl, R2 m, n, p, 9, r a s maji shora uvedeny vyznam,
pric¢emzZ s vyhodou znamena
W skupinu ze souboru zahrnujiciho skupinu formylovou, ace-

tylovou, kyanoskupinu, atom halogenu, skupinu bromoacet. -
amidovou nebo jodacetamidovou, acylamidoskupinu, diacyl-
imidoskupinu, acyloxyskupinu, skupinu vinylovou, ethiny-
lovou, karboxylovou volnou nebo ve formé& esteru, smife-
ného anhydridu, amidu nebo hydrazidu, azidoskupinu,

thiokyanoskupinu, nebo jejich prekursory.
Zpisob pripravy karboxypseudodipeplid obecného vzorce IV

X-(CHz2)m-CH-(CHz)>n-CO-NH-(CHz2)p -CH-(CH2) g~ 2Z (IV)

I l

NHR1 NHR=2
kde =znamena

R! a R# acylovou skurpinu odvozenou od karboxylové kyvseliny se
2 aZz 24 atomy uhliku, nasycené nebo nenasycené, 1i-
nedrni nebo rozvétvené, nesubstituované, nebo substi-
tuované jednim nebo né&kolika substituenty, volenymi =e
souboru zahrnujiciho skupinu hydroxylovou, alkylovou,
alkoxyskupinu, acyloxyskupinu, aminoskupinu, acylami-
noskupinu, acylthioskupinu a alkylthioskupinu s 1 az

24 atomy uhliku,
n O az 10,
m, paqg 1 az 10,
X a Z kyselou skupinu nebo pomocnou funkcionalovanou vétewv

spo&iva podle vyndlezu v to, Ze se blokuji aminoskupiny v po-




loze (g+1) a v poloze omega diaminokyseliny obecného vzZorce
HzN(CHz)pCHNHz(CHz)q-1COOH

kde p a g maj{ shora uvedeny vyznam, zavedenim chrénici skupi-
ny odstranitelné acydolyzou a hydrogenolyzou, karboxylova vol -
nad skupina se redukuje =a vytvorent odpovidajiciho alkohalu,
odstranuie se skupina chranici aminoskupinu v poloze (g+1) a
acyluje se funk&nim derivatem karboxylové kyseliny obecného
vzorce RZ20H, kde R2 m& shora uvedeny vy=znam, a uvolfinje se
koncovd aminoskupina hydrogenolyzou =z2a ziskdni aminoalkoholu

obecného vzorce IX
HzN-(CHz)p-CH-(CHz2)p-0OH (IX)

NHR2

kde =zZnamena

b5
N

amurl et
SO IOV

skupinu ndvozenou od karboxylové kyseliny se
2 a3 24 atomy uhliku, nasycené nebo nenasycené, li-
nedrn{ nebo rozvétvené, nesubstituované, nebo substi -
tuované jednim nebo ndkolika shora definovanymi sub-

st ituenty,

P ag 1 a2z 10,

ktery se kondenzuje Vv piitomnosti preptidického kondenza&niho
&inidla v inertnim rozpoustédle s omega-karboxvaminokysel i nou

obecného vzorce VI

¥X-(CHz)m-CH-(CHz)n-COOH (vI)

NHR1

kde =znamena




Rt acylovou skupinu odvozenou od karboxylové kyseliny se
2 a3 24 atomy uhliku, nasycené nebo nenasycené, 1i-
nearni nebo rozvétvené, nesubstituované, nebo substi-
tuované jednim nebo nékolika shora definovanymi sub-

stituenty,

m 1 a2z 10,

n 0 az 10
X je skupina RO-CO,
za vytvofeni pseudidopeptidu obecného vzorce XVI

RO-CO-(CHz)m-CH- (CHz)n-CO-NH-(CHz)p-CH- (CHz) q-OH

I l

NHR1 NHRZ
{XVI)
kde R, R2, m, n, pagq maji shora vedeny vyznam a R znamena
chranici skupinu odstranitelnou hydrogencly=zou, apriklad sku-
pinu benzylovou, a koncova volna alkoholova skuplna se popri -
padé substituujie, alkyluje nebo acyluje substitudnim, alkyitad-

nim nebo acyla&nim reakZnim Cinidlem obecného vzorce VIII

A-(CO)yp-(CH2)sg-W (VIII)
kde =namena
A odstupujici skupinu, skupinu hydroxylovou, SH nebo HHz,
r s vyhodou 1, avsak také O,
s s vyhodou 2 a2 6 avSak také 1 az 10.

W s vyhodou skupinu zZe souboru zahrnujiciho skupinu formy-
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lovou, acetylovou, kyanoskupinu, atom halogenu, amino-
skupinu, skupinu bromoacetamidovou nebo jodacetamidovou,
acylamidoskupinu, diacylimidoskupinu, skupinu sul fhydry-
lovou, alkylthioskupinu, skupinu hydroxylovou, 1,2-di-
hydroxyethylovou, acyloxyskupinu, skupinu vinylovou, et -
hinylovou, karboxylovou volnou neba ve form& esteru,
sm{Seného anhydridu, amidu nebo hydrazidu, azidoskupinu,

thiokyanoskupinu, nebo jejich prekursory,

popripadé v pritomnosti kopula&niho &inidla a produkt se kata-
lvticky hydrogenuje nebo se jinak odstrafiuje chranici skupina

za z2iskdni derivatu obecnédho vzorce XVII

HO-CO-(CHz)m-CH-(CH2)n-CO-NH-(CHz)p-CH-(CH2)}q-0-(CO)y-(CHz)s-W

NHR1 NHRZ2
(XVID)

kde ¥, R!', RZ, m, n, p, q, r a s maji shora vedeny vy=znam.
Zpasob pPipravy fosfodipeptidli obecného vzorce IV

X-(CHz)m-CH-(CHz)n-CO-NH-(CHz2)p -CH-(CHz) 4 -2 (IV)

NHR? NHRZ

R! a R2 acylovou skupinu odvozenou od karboxylové kyseliny se
2 az 24 atomy uhliku, nasycené nebo nenasycené, 1i-
neidrni nebo rozvétvené, nesubstituované, nebo substi-
tuované jednim nebo nékolika substituenty, volenymi ze
souboru zahrnujiciho skupinu hydroxylovou, alkylovou,
alkoxyskupinu, acyloxyskupinu, aminoskupinu, acylami-
noskupinu, acylithioskupinu a alkylthioskupinu s 1 az

24 atomy uhliku,




m, pagqg 1 az 10,

X a 2 kyselou skupinu nebo pomocnou funkc¢ionalovanou vétev

spo&iva podle wvyndlezu v to, 2e se blokuje volnad hydroxylova

skupina pseudodipeptidu obecného vzorce XVI

RO-CO-(CHz)m-CH-(CHz)n-CO-NH-(CHz)p-CH-(CHz) q-0H (XVI}
NHR 1! NHR=Z
kde R!, RZ, m, n, p a q maji{ shora vedeny vyznam a R z2namena

chranici skupinu edstranitelnou hydrogenoly=zou, jako napfi{klad
skupinu benzylovou, labilni{ <c¢hranic{ skupinou odstranitelnou
acydolyzou, uvolfiuije se karboxylova skupina ve formé esteru,
karboxylova skupina popripad& v aklivované form& se redukuje
=a =iskdni odpovidajiciho primarniho alkoholu, ktery se preva-
di na fosfore&ny ester zpracovanim fosforylainim Ginidlem,
skupina chrdnici hydroxylovou skupinu se odstrani spracovanim
kyselinou, a produkit se podrobuje substituci, acylaci nebo al-

kylaci =a pouZiti reak&niho &inidla obecného vzorce VIII

A-(CO)yr-(CHz)s-¥W (VIII)
kde =namenda
A odstupujici skupinu, skupinu hydroxylovou, SH nebo NHz,
r s vyhodou 1, aviak také O,
= s vyhodou 2 a% 6 avsak také 1 az 10.

w s vyhodou skupinu ze souboru zahrnujfciho skupinu formy-
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lovou, acetylovou, kyanoskupinu, atom halogenu, amino-
skupinu, skupinu bromoacetamidovou nebo jodacetamidovou,
acylamidoskupinu, diacylimidoskupinu, skupinu sul fhydry -
lovou, alkylthioskupinu, skupinu hydroxylovou, 1,2-di-
hydroxyethylovou, acyloxyskupinu, skupinu vinylovou, et -
hinylovou, karboxylovou volnou nebe ve formé& esteru,

smiSeného anhydridu nebo jiného derivatu,

popfipadé v p¥itomnosti kopula¢niho &inidla a produkt se kata-
1yt icky hydrogenuje nebo se jinak odstrafiuje chranici skupina

=3 ziskdni derivatu obecného vzorce XI

(HO)zP-0-(CH2)m-CH-(CH2)n-CO-NH-(CH2)p-CH-(CHz2)4-0-(CO)x-(CH2) s -¥W

I i I

8] NHR 1 NHRZ2

(XI)

kde W, RY, R, m, n, p, q, r, s maji shora uvedeny vyznam.

Zpl:lSOb pf‘ipravy fObeLilj_—H:‘PLidl:l. obecneho vZEorce 1V
X-(CH2)m-CH-(CHz2) n-CO-NH-(CHz)p -CH-(CHz) q-2 CIV)

NHR1 NHRZ

kde =namena

R! a R2 acylovou skupinu odvozenou od karboxylové kyseliny se
2 aZ 24 atomy uhliku, nasycené nebo nenasycene, 1i-
nearni nebo rozvétvend, nesubstituované, nebo substi-
Ltuované jednim nebo né&kolika substituenty, volenymi =e
souboru zahrnujf{ciho skupinu hydroxylovou, alkylovou,
alkoxyskupinu, acyloxyskupinu, aminoskupinu, acylami-

noskupinu, acylthioskupinu a alkylthioskupinu s 1 az
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24 atomy uhliku,
n 0 az 10,

m, paaqag 1 az 10,

X a 2 kyse lou skupinu nebo pomocnou funkcionalovanou vétev

spo&iva podle vyndlezu v tom, Ze se odstrafuje chranici skupi-
na = karboxylové skupiny ve formé esteru ve pseudodipeptidu

obecného vzorce XVI

RO—CO-(CHz)m-CH-(CHz)n-CO-NH—(CHz)p-CH-(CHz)q—OH (XVI)

'l l

NHR1 NHRZ

kde R, RZ2, m, n, p a g maji shora uvedeny vyznam a R =zZnamena
chrani skupinu odstranitelnou hydrogenoly=zou naprikilad skupi-
nu benzylovou, takto vytvorend kyselina podrobuje peptidicke
kopulaci s diaminoalkanem nebo s &aste&né& chran&dnou aminokyse-
linou, jako je napFiklad 3-penzyloxykarbonylamino-1-aminopro-
pan, L-aspartat dibenzylu nebo benzylesler €-N-benzyloxykarbo-
nyl-L-lysinu v pritomnosti peptidického kopula&niho &inidla a
kopuladni produki se pop¥ripadé podrobi substitudni reakci,

acylaci nebo alkylaci reak&nim &inidlem obecného vzorce VIIT

A-(CO)y-({CHz)s-W (VIII)
kde =z=namené
B odstupuiici skupinu, skupinu hydroxylovou, SH nebo NHz,
r s vyhodou 1, avsak Lake 0,

)

s vyhodou 2 a2z 6 avsak takée 1 az 10.
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¥ s vyhodou skupinu ze socuboru zahrnujfcifho skupinu formy-
lovau, acetylovou, kyanoskupinu, atom halogenu, amino-
skupinu, skupinu bromoacetamidovou nebo jodacetamidovou,
acylamidoskupinu, diacylimidoskupinu, skupinu sulfhydry-
lovou, alkylthioskupinu, skupinu hydroxylovou, 1,2-di-
hydroxyethylovou, acyloxyskupinu, skupinu vinylovou, et-
hinylovou, karboxylovou wvolnou nebo ve formé& esteru,

nebo jiného derivatu

popiripadé v pfftomnosti aktivadéniho &¢inidla a z produkt se od-
strafiuji chranici skupiny napriklad hydrogenolyzou za =zi{skani

produktu obecného vzorce XVIII

R3-NH-CO-(CH2)m-CH-(CH2)n-CO-NH-(CH2)p-CH-(CH2)4q-0-(CO)r-(CHz2)=s-W

I
NHR! NHR?

(XVIII)
kde W, R!, R2, m, n, p, 9, r a s maji shora vedeny vy=znam a RS
znamena aminoalkylovou, karboxyalkyvlovou, dikarboxyalkylovou

nebo aminockarboxyalkylovou skupinu.

Stereochemie center noscoucich acylaminoskupinu je urdovéa-
na konf iguraci wvychozich aminoky¥selin a stereochemie acylami-
noskupin je urdovana konfiguraci wvychozich mastnych kyselin.
MlZe se vychdazet =z aminokyseliny konfigurace L nebo D nebo ra-
cemické. MiZe se vychdzet =z hydroxylované aminokyseliny konfi-
gurace L nebo D nebo racemické. Viechny enantiomery nebo dia-
stereoisomery sloudenin obecnych vzorca I, IV, XII nebo XVI

vynalez zahrnuije.

Obecné& se sloudeniny podle vyndlezu pripravujil kopulaci
kyselé skupiny N-acylované omega funkcial izované aminokyseli -
ny a aminoskupiny aminoalkoholu ziskaného redukci karboxyloveé
skupiny mono-N-acylované diaminokyseliny, naslednou O0O-acylaci

nebo O-alkyvlaci volne alkoholové skupiny =zavedenim pomocné




funkcionalizované vdtve, kterd miZ2e byt prrif padng modifikovand
po zakotveni a uvolndnim reaktivni skupiny. Z kone&ného pro-

duktu se odstrani skupina chrdnici kyselou skupinu.

Pri zpisobu, kterému se Vv sou®asnosti dava prednost pri
pripravé slougenin podle vynalezu (obr.1), Jje omega funkciali-
zovanou aminokyselinou «-aminované omega-hydrolyzovana kyseli-
na, jako Jje serin nebo homoserin, ktera se podrobuije dalsim
reakcim =za udelem chranéni dusiku (nap¥iklad ve fornmné terc-bu-
toxykarbonylovéheo derivatu), vytvoiteni benzylesteru O-alkylaci
karboxylatu a fosforylace hydroxylové skupiny k zavedeni chra-
néne fosfatové skupiny. Typickymi skupinami, chranficimi fosfa-
tovou skupinu, mohou byt skupiny fenylova, benzylovd nebo o-
-xylylova. Prednost se dava skuping fenylové. Aminoskupina se
pak uvolni odstranénim chrdanici{ skupiny (nap¥iklad zpracovanim
terc-butoxykarbonylového derivatu Kkyselinou trifluoroctovou),
produkt se acyluje aktivovanym derividtem mastné kyseliny,
s vyhodou derivatem kyseliny 3- hydroxytetradekanoveé, jako je
kyselina 3-dodekanoyloxytetradekanova. Aktivni formou miZe byt
acylchlorid, aktivovany ester. smi{Zeny anhydrid nebo jakakoliv
jin4d chemickd forma umozfiujici vytvorent amidové vazby. Pri-
padné obsaZeny benzylester se odstrani selektivni hydrogenoly-
zZou =a ziskani karboxylové kyseliny nesouci acylamidoskupinu

v poloze a a skupinu (ROYzZP(0)0- v poloze omega.

Partner reakce peptidické kopulace se ziskda s vyhodou
= «,omega-diaminokyseliny, jako je ornithin nebo lysin, sledem
reakci =a udelem selektivniho chranédni aminoskupiny v poloze
omega, napriklad wve form& benzyloxykarbonylového derivatu vy-
tvorenim komplexu s mé&di =pasocben popsanym v literature (Orga-
nic Preparations, Organic Preparations and Procedures Interna-
tional 23, str. 191 az 194, 1992) eliminaci komplexu s médi a
chrandnim aminoskupiny v poloze o, napriklad ve formé& terc-bu-
toxykarbonylového derivatu. Mohou se pouZil i jiné chranici

skupiny. Volna karboxylova skupina se redukuje =za ziskani pri-




marni{ alkoholu nap#iklad boran-sirovym komplexem dimethylu ne-
bo zpracovanim predem pPipraveného smésného anhydridu borhyd-
ridem sodnym zplisobem popsanym v literatufe (Tetrahedron Let-
ters 32, str. 923 a% 92, 1991). Aminoskupina v poloze a se u-
volni v kyselém prostiedi (napriklad zpracovanim kyselinou
trifluoroctovou), a N-acyluie se aktivovanym derivdtem mastné
kyseliny, s vyhodou drividtem kyseliny 3-hydroxytetradekanové,
jako je kyselina 3-benzyloxytetradekanovd. Pop¥ipadé& se chrani
v tomto stadiu volna hydroxylova skupina napriklad ve formé
benzyloxymethyletheru. omega-Aminoskupina se uvolfiuje =zpraco-
vanim inertnim reak&nim &inidlem vi&i ostatnim obsaZenym chra-
nicim skupinam, jako napfiklad selektivni hydrogenol yzou
v hydroxylovém rozpousiLédle ovbsahujicim triethylamin, pokud je

chrdnici skupinou benzyloxykarbonylova skupina.

Pri =zplsobu piipravy, kterému se v soudasnosti davd pred-
nost, se takto ziskany amin kopuluje s a-acylaminovanou onmega-
-fosforylovanou karboxylovou kyselinou pPFipravenou shora uve-
denym zplsobem v pfritomnosti IIDQ nebo jiného reakd&niho kopu-
lagdnfho peptidického &inidla ma =iskadni chrindndho fofarvliava-
ného pseudodipeptidu. Tento produkt se O-acyluje na hydroxvlo-
vé volné skupiné za pouZiti omega-funkcionalizované kyseliny,
jako je kyvselina 6-heptenova v pritomnost.i EDCI nebo jiného
esterifikaniho &inidla (obr.5). Alkenylova skupina tohoto es-
teru se dihydroxyluje v pritomnosti oxidu osmidelého v kata-
lytickém nebo stechiometrickém mnozstvi, odstrafiuji se sku-
rPiny chrinici fosfatovou skupinu a pfipadnou hydroxylovou sku-
rinu ve formé& benzyletheru hydrogenolyzou v pritomnosti vhod-
neho katalyzaltoru (priklad 2.1). V poslednim stupni se souse-
dici diol podrebi oxydaci napriklad jodistou kyselinou za vy-
Lvoreni reaktivni aldehydovée skupiny (priklad 2.2). Redukci
aldehydové skupiny na primdarni alkoholovou skupinu se ziska

derivil s omega-hydroxyacylovou skupinou (p¥riklad 2.9).

Ve varianté =zplisobu je produkt peptidické kopulace 0O-a-
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cylovan derivatem OMega—aminoalkanové kyselinmy, jako je kyvse-
lina 6—benzyloxykarbonylaminohexanové (obr. 11). 2 takto =is-
kaného produktiu se Gplné odstrani chranici{ skupiny hydrogeno-
lyzou v pEitomnosti katalyzatoru =za =iskani pseudodipeptidu

majiciho pomocnou aminoalkanoylovou vétev (priklad 2.6).

Podle druhého vyhodneho zplisobu je kyselym partnerem pep-
tidické kopula&ni reakce derivat D nebo L asparagové kyseliny
nebo pop¥ipadé& kyseliny D- nebo L-glutamovou (obr.2). Derivat
kyseliny asparagové se zisk& N-acylaci aminoskupiny g-benz=yl -
esteru Léto aminokyseliny mastnou kyselinou odvozenou S vyho-
dou =z 3-hydroxylované mastné kyseliny, jako je kyselina 3-do-
dekanoyloxytetradekanové. Tento produkt se kopuluje s aminoal -
koholem shora popsaného typu, pseudodipeptid, takto =ziskany,
se podrobi hydrogenolyze v pritomnosti katalyzatoru Jjako Je
palladium na uhlf nebo platina na nosi&i, k vytvoreni pseudo-
dipept idu nesouciho skupinu karboxylové kyseliny (priklad 1.2
nebo se podrobi fosforylaci napr{klad reakci s fosforamiditem
nasledovanou hydrogenolyzou k ziskdni pseudodipeptidu majiciho
Larbhoxvliavou a fosforeZnou skupinu (p#iklad 1.3).

Podle varianty zplsobu je hydroxylovd skupina predem zis-
kaného pseudodipeptidu (obr.2) acylovana omega- funkcionalizo-
vanou kyselinou. S vyhodou je omega- funkcional izovanou kyseli-
nou kyselina omega-alkenova nebo kvselina omega-aminoalkanova.
Vv pripadé kyseliny heptenové {(obr.8) vede pseudodipeptid k de-
rivdtu O-heptenoylu, ktery se podrobuje postupné dihydroxyla&-
ni reakci v pritomnosti oxidu osmi&elého, odstranéni chranicti
skupiny (pPiklad 2.3) a jodistanové oxidaci (priklad 2. 4): re-
dukci takto vytvorené aldehydové skupiny reduk&nim &inidlem
napiriklad borhydridem sodnym =Za =ziskani pseudodipeptidu maji-
ciho omega—hydroxyalkanoylovou skupinu (priklad 2.%). V pripa-
dé kyseliny omega-aminoalkanoylove, jako je derivat N-benzyl-
oxykarbonylu kyseliny 6-aminohexanové nebo glycinu (obr.24) se

acylaci pseudodipeptidu ziskaii O-aminoacylové derivaty




s c¢hranici{ skupinou, kterd se ndsledné odstrani hydrogenolyzou

(pPriklad2. 16 a 2.18).

Ve druhé varianté zplsobu pFipravy (obr.13) se chrani
volna hydroxylov4 skupina pseudodipeptidu jakoZto meziproduktu
popsaného na obr.2, s vyhodou ve formé& tetrahydropyranylethe-
ru, karboxylova skupina ve form& esteru se zbavuje chrdnict
skupiny hydrogenolyzou nebo jinym vhodnym zpGsobem, redukuije
se s vyhodou po aktivaci na formu smifenédho anhydridu reduké&-
nim ¢inidlem jako je borhydrid sodny: Lakto vytvofend hydroxy-
lovd skupina se podrobi fosforylaci, s vyhodou za pouZ%it{ fos-
foramiditu, tetrahydropyranylether se hydrolyzuje v kyselén
prostredi a takto regenerovana hydroxylovd skupina se acyluije
reakci s omega- funkcionalizovanou karboxylovou kyselinou.
S vyhodou je omega-funkcionalizovanou kyselinou omega-alcenova
kyselina nebo omega-amincalkanova kyselina. V pripadéd kyseliny
6-benzyloxykarbonylaminohexanové vede pseudodipeptid k =ziskani
chranéného O-aminocacylderivatu, ktery se pak podrobi hydroge-
nolyze (pitiklad 2.7, pfiklad 2.8). Alternativng mG3e byi mono-
fosforylovany mezirrodukt =z predchoziho ndstavee =iskin (ohr.
15) peptidovou kopulaci{ N-acylderivdtu g-benzylesteru aspara-
gové kyseliny (obr.2) v chrinéné form&, napfiklad ve formé
benzyloxymethyletheru, tetrahydropyranylu, nebo silylaminoal -
koholu cdvozeného = ornithinu (obr. 1), nasledovanym uvolnénim
kyselé skupiny obsaZené ve formé& benzylesteru, jeji redukci na
primarni alkohol, fosforylaci této skupiny a odstranénin
chranic{ skupiny = alkoholové skupiny chrdndné ve formd ben-

2y loxymethyletheru, tetrahydfropyranylu nebo silylu.

Podle treti varianty se pseudodipeptid, jakozto mezipro-
dukt (popsany na obr.2) 0O-acyluje (obr. 27) derivatem dikarbo-
xylové kyseliny, s vyhodou sukcinanhydridem, v pfitomnosti =za&a-
sady nebo kopuladniho &inidla a =z nové vytvoreného esteru se
odstrani chranici skupina hydrogenolyzou (p¥riklad 2.19). Zpra-

covani O-aminoacylovych derivat po odstran&ni chrdnici skupi-




ny sukcinanhydridem poskytuje pseudodipeptidy majici sukcinyl-

aminoacylovou skupinu (pFiklad 2.17) .

Podle tiret{ho vyhodném =zplisobu se aminoalkohol, =ziskany
=2 ornithinu nebo =z lysinu, jak shora popsano, alkyluje omnega-
-alkenyltriflatem, jako je hept-6-enyltriflat (obr.17). Kopu-
lace tohoto aminoalkoholu majicihe sekundarni aminoskupinu se
shora uvedenoum a-acylaminokysel inou omega- fosforylovanou
v pritomnosti EDCI nebo jiného acyla&niho &inidla, poskytuje
ester. Alkenylovad skupina se dihydroxyluje v pritomnosti oxidu
osmidelého, na&eZ se chranici skupiny odstrani hydrogenolyzou
v p#itomnosti vhodnych katalyzatord a diol vicinalni skupina
se oxiduje jodistanem sodnym =a ziskani reaktivni aldehydové

skupiny (pPiklad 2.10).

Podle &iLvrtého vyhodného zpusobu (obr.19) se N-chranény
derivat serinu, naptiklad derivat p—meLhoxybenzyloxykarbonylu,
pFipraveny =zpusobem popsanym v literature (Synthesis str. 36
a® 37, 1989), O-alkyluje benzylbromoacetatem. Chranici skupina
aminu se odstrani, naptiklad zpracovanim kyselinou trifluoroc-
tovou v dichlormethanu a aminoskupina se N-acyluje s vyhodou
3-hydroxylovanym derivatenm mastné kyseliny, jako iJe kyselina
3-dodekanoyloxytetradekanova v pritomnosti acyla&niho &inidla
nebo s pouZitim chloridu kvsel iny nebo jakychkoliv jinych ak-
tivovanych forem mastné kyseliny. Takto ziskany N-acyl O-al-
kyl derivit serinu se kopuluje se shora popsanym aminoalkoho-
lem (obr. 1) v pritomnosti peplidického kopula&niho &inidila,
jako je IIDQ, nadeZ se volnd hydroxylova skupina acyluje alka-
novou omegdga-funkcionalizovanou kyselinou v pritomnosti akti-
vadniho &inidla jako je karbodiimid. S vyhodou je touto funk-
cionalizovanou kyselinou omega-alkenova kyselina nebo derivat
kyseliny omega-aminoalkanové. Napiriklad za pouziti kyzseliny
hepL-6-enové se ziska pseudodipeptid nebo derivat O0-(6-heptle-
noylu), ktery se postupné podrobi di hydroxylaci v pritomnosti

oxidu osmidelého, odstranéni chranici skupiny hydrogenolyzou a




oxidaci jodistanem (p¥riklad 2.11).

Podle pdaLého, v soudasné dobé& preferovaného, =zpisocbu ije
vychozi aminokyselinou cystein nebo homocystein (obr. 20) .
Cystein se napfiklad S-alkyluje p-methoxybenzylbromoacetatem,
N-acyluje se s wvyhodou derivatem 3-hydroxylované mastné kyse-
liny, jako je kyselina 3-tetradekanoyloxytetradekanova, v pri-
tomnosti acyla&niho &inidla nebo pouZitim halogenidu nebo jiné
aktivované formy mnastné kyseliny. Takto ziskany S-alkylovany
nebo HR-acylovany derivat cysteinu se kopuluje s 5-amino-2-
~-[({R) -3-hydroxytetradekanoylaminolrentan-1-olem v pritomnosti
ITDQ nebo jiného kopuladniho peptidického &inidla. Primarni
volnda hydroxylova skupina se O-acyluje omega-funkcionalizova-
nou alkanovou kyselinou, pouZitou ve formé aktivovaného este-
ru, napfiklad jako Jje O-benzoiLriazolylester. Touto kvselinou
je s vyhodou kyselina omega-aminoakanovda, jako je kyselina 7-
-{p-methoxybenzyloxykarbonylamino) heptanova. Z takto ziskané&ho
produktu se odstran! vSechny chrdanici skupiny ve vodném kyse-
1ém prostredi =za =z=iskdni pseudodipeptidu nesouciho pomocnou 7-

-aminoheptanovlovou vetev (priklad 2.12).

Pri jiném wvyhodném zpiscobu (obr.21) se N-p-methoxybenzyl-
oxykarbonylderivat serinu O-alkyluje dibenzylmetylenmalonaten
v alkalickém prostredi. Chranici{ skupina aminu se odsiLranft
zZpracovanim kyselinou, takto uvolnéna aminoskupina se N-acylu-
je, 5 vyhodou derivadtem 3-acylhydroxylovang mastné kyseliny,
jako je kyselina 3-dodekanoyloxyltebradekanova, v pritomnosti
acylaéniho &¢inidla nebo pouzZitim funk&niho derivatu mastneg ky-
seliny jako je chlorid kyseliny nebo vSechny ostatni aktivova-
né formy mastné kyseliny. Takto ziskany N-acylovany O-alkylo-
vany derivat serinu se kopuluje se shora popsanym aminoalkoho-
lem (obr.1), v pritaomnosti IIDQ nebo jiného kopula&niho pep-
tidického &inidla. Pseudodipeplid se O-acyluje na volné hydro-
xylové skupingé omega-funkcionalizovanou alkanovou kyselinou.

S wyhodou je touto kyselinou kyselina omega-alkenovd nebo de-




rivat kyseliny omega—aminoalkanové, napfiklad kyselina hept-
-6-enové a tak ziskany pseudodipeptid nebo derivat 0-(6-hepte-
noylu) se postupné dihydroxyluje v pritomnosti oxidu osnidelé-
ho, odstrant se chranici skupiny hydrogenclyzou a oxiduje se
jodistanem =za =iskdni derivatu nesouciho pomocnou 6-oxochexa-

noylovou vétev a malonylovou skupinu (priklad 2.13).

Pri dal3im, rovnéZ vyhodném zplisobu (obr.22) se shora po-
psany derivat 6-aminohexanoylu (obr.11) N-acyluje bromoaceta-
midoskupinou =a pouZiti napriklad O-sukcinimidylesteru bromoc-
tové kyseliny Jjako acyla&niho &inidla. Touto reakcf se =iska
derivat nesouci pomocnou &- (bromacetamido) hexanoylovou vétev

(priklad 2.14)

Podle osmého vyhodného zpasobu (obr.23) se benzylester
O-fosforylovaného homoserinu (obr.1) N-acyluje s vyhodou krse-
linou 3-benzyloxytetradekanovou 23 pouziti smésného anhydridu
pripravengho = kyseliny 3I-benzyloxytetradekanové a isobutyl -

chlorformiatu. Benzylester se selekt ivnd hydrogenoly=uje shora

3

opsanym =plisoben. Derivat omega—N-benzyloxkarbonylu diamino-
alkoholu odvozeny =z ornithinu (obr.1) se Na-acyluje Kkyselinou
3-dodekonoyloxytetradekanovou v pritomnosti kopula&niho &inid-
la nebo =za pouZiti aktivovaného esteru nebo jiné aktivované
formy masiné kyseliny a omega-aminoskupina se uvolni selektiv-
ni hydrogenolyzou. Tento amin se kopuluje s N-(3-henzyloxytet. -
radekanoyl)—0—(difenyloxyfosforyl)derivatem homoserinu v pii-
tomnosti IIDQ nebo jiného kopulaéniho peptického &inidla. Tak -
to ziskany pseudedipeptid je 0-acylovan omega- funkcionalizova-
nou alkanovou kyselinou napfiklad v pfitomnosti karbodiimidu.
S vyhodou je touto kysel inou omega-alkenova kyselina nebo de-
rivat omega-aminoalkanové kyseliny. Napriklad s kyselinou
hept-6-enovou se ziskany pseudodipeptid nebo 0-(6-heptenoyl) -
derivat postupné dihydroxyluje v piitomnosti oxidu osmi&elého,
chranici skupina se odstrani hydrogenolyzou Vv pritomnosti

vhodnych katalyzatord a oxiduje se jodistanem =a =ziskani deri-




vitu nesouc{ho pomocny 6-oxohexanoyl (priklad 2.15).

Podle devatého vyhodném =zpasobu (obr. 29, 31 a 34) =z pseu-
dedipeptidu, jakozto maziprodukt popsaného na obr. 2, odstira-
fiuje skupina chranici karboxylovou skupinu obsaZenou ve formé
esteru a tato karboxylovda skupina se kopuluje s funkcionalizo-
vanym aminoalkanem v pfitomnosti kopula&niho &inidla. Funkcio-
nalizovanym aminoalkanem je s vyhodou derivat a,omega-diamino-
alkanu nebo aminokyseliny. V pripadé 1-amino-3-benzyloxykarbo-
nylaminopropanu (obr. 29) se kopula&ni produkt nasledné hydro-
genolyzuje (priklad 2.20). V pfipad® benzylesteru Ner=ilon._gz-
-lysinu (obr.31) a «,p-dibenzylaspartatu (obr. 34) se bud
z kopula&niho produktu odstrni chrédnici skupina, s vyhodou
hydrogenolyzou (pP. 2.21 a 2.23), nebo se produkt O-acyluje o-
mega- funkcional izovanou alkanovou kyselinou, s vyhodou N-ben-
zyloxykarbonylderivatem kyseliny 6-aminohexanové. Z takto =zis-
kaného esteru se odstranuiji chranici skupiny hydrogenolyzou
nebo jinym vhodnym zpisobem k odstrafhovani chréanicich skupin

(priklad 2.22 a 2.24).

Vyndlez se tyka take meziprodukt obecnych vzorcd V, VI,
IX, XIII, XVI ve formé& enatiomerngd a/nebo steroisomerné cisté

nebo ve formé smdsi stereocisomeri.

Vynadlez se tyka take farmaceut ickych prostredki obsahujf-
cich Jjako G&innou latku alesport  jednu sloudeninu obecného
vzorce I v neutrdalni nebo nabiité forme spolu smési s excipien-
tem nebo s inertnim, netoxickym, farmaceuticky prijatelnym no-

sicem.

Obzv]astd se vynalez tyka farmaceut i ckych prostiedkd ob-
sahujicich jako u&innou latku alespofi jednu sul slouceniny
obecného vzorce I s minerdlni nebo s organickou t.erapeut icky
pFijatelnou =asadou.

Vyndalez se Lyka take farmaceulickych prost¥edki obsa-




hujicich slou®eniny obecného vzorce I ve formé enantiomerné
Zisté nebo ve formé& smési sterecisomerti spolu nebo ve smési

5 farmaceutickym excipientem nebo nosicenm.

Jako farmaceutické formy se uvaddéiji formy pro podani oral-
ni, parenteralni, inhala&ni, toprické transdermické nebo sliz-
nicové, jako Jjsou napbiklad tablety, drazé, Zelé, injektova-
telné roztoky nebo suspenze, aerosoly, gely, ndplasti nebo pe-

netradni masti.

S vyhodou mohou byt slou&eniny podle vynalezu naroubovany
na antigen k uUpravé& imunitni{ odezvy, nebo mohou byt rovnéz na-
roubovany na farmakofor ke zlepSeni jeho tLerapeutického udinku
nebo jeho zamdfeni a miZe jich byt pouZito s vyhodou injek&né
v konjugované formé ve formé& vodnych roztok(l nebo suspenz=i,
pripadné neutralizovanych jednim aminem nebo hydroxylaminem.
Jako pFiklad je moZno uvést antigen H1N1, antigen nonapeptidu
SYVPSAEQI Plasmodia a farmakofory jako jsou AZT, d4T, stejneé

jako antibiotika, jako makrolides a latky majici u&inek na SHNC

Niasleduiici piriklady vyndlez ilustruji pomoci obr. 1 az

86, aniZ ho jakkoli omezuji.

Seznam obrdazkli_na vykresech

Obr. 1 Zphsob pPipravy 1-(difenyloxyfosforyloxy)-3-[(R)-3-do-
dekanoyloxytetradekanoylaminol-4-oxo-5-aza-9-L(R)-3-

-benzyloxytetradekanoylaminoldekan-10-olu

Obr. 2 Zpasobh ptripravy a-N-{(4R) -5-dihydroxyfosforyloxy-4-
-[(R) -3-hydroxytetradekanoylaminolpentyllamidu kyseli-
ny N-[(R)-3-dodekanoyloxyletradekanoyl]-D-asparagove,
(=0M-197-MC-MP)

Obr. X Spektrum ES/NMNS m/= OM-197-HMC




Obr. 4
Obr. S
Obr. ©
Obr. 7
Obr. 8
Obr. 9
Obr. 10

Spektrum ES/HMS m/z OM-197-MC-MP

Zplsob pripravy 3-[{{R)-3-dodekanoyloxytetradekanoyla-

minol -4-oxo-5-aza-9-[{ (R) -3-hydroxytetradekanoylaminol -
dekan-1,10-diol-1-dihydrogenfosfatu 10-(6, 7-oxchexano-
atd)u (=OM-197-FV6) a

3-[(R) -3-dodekancoyloxytetradekanoylaminol -4-oxo-5-aza-
-9-[{(R) -3-hydroxytetradekanoylaminoldekan-1,10-diol-1-
-dihydrogenfosfat 10-(6-oxohexanoidt)u

(=0M-197-FV7)

Spektrum ES/MS m/=z OM-197-FVé

Spektrum ES/MS m/z OM-197-FV7

Zplisob pPipravy o-N-{(4R)-5-hydroxy-4-[(R)-3-hydroxy-
tetradekanoylamino]lpentyllanid 5-0-(6, 7-dihydroxyhepta-
noatlu kyseliny N-[(R)-3-dodekanoyloxytetradekanoyla-
minol-D-aaparagovd (=OM-197-MC-FV5)

o-N-{(4R) -S-hydroxy-4- [ (R) - 3- hydroxytetradekanoylami -

nolpentyllamid 5-0-(6-oxohexanodt)u kyseliny N-I{(R)-3-

dodekanoyloxytetradekanoylaminol -D-asparagové

(=0M-197-MC-EFV6) a

a-N-{{(4R) -5-hyvdroxy-4-[(R) -3-hydroxytetradekanorylami -
nolpentyllamid 5S-0-{6-hydroxyhexanodtl)u kyseliny N-
[(R) -3-dodekanoyloxytetradekanoylaminol -D-asparagové

(=0M-197-MC-FV?)

Spektrum ES/MS m/z OM-197-MC-FV5

Spektrum ES/MS m/= OM-197-MC-FV6




LA e LA e s *e

asee e
[ X X ]
sand
L]
-
L L]

L
(K2 2
aces
.e o
ad @

*
sead
asrd

-l

-
-e o8 . o0 as® [ X TN )

Obr.11 ZpGsob pPipravy (3RS, 9R) -3-[(R) -3-dodekanoyloxyietra-
dekanoylamino]—4—oxo—5—aza-9-[(R)—3-hydr0xyLeLradeka -
noy}amino]dekan-i,10—diol 1 -dihydrogenofosfat 10-{(6-a-
minohexanodt)u (=0M-197-MP-AC-RS,R)

Obr.12 Spektrum ES/MS m/= oM-197-MP-AC (R/S,R)

obr.13 Zpisocbu pripravy (3R,9R)-3—[(R)-3-dodekanoyloxytetra—
dekanoylamino]—4-0x0-5—aza-9—[(R)-3-hydroxytetradeka -
noylaminoldekan-1, 10-diol t{-di hydrogenofosfat. 10-(6-a-
minohexanoat)u (=0M-197-HP-AC-R,R)

Obr.14 Spektrum ES/MS m/=z OM-197-MP-AC (R, R)

Obr.15 Zpusob priprava 2-[(R) - 3-dodekanoyloxytetradekanolyla-
mino]-4—oxo-5—aza—9—[(R)-3»hydroxytetradekanoylamino]—
dekan-1, 10-diol 1 -(dihydrogenfosfat) 10-(6-aminohexa -
noat)u (=0M-197-FV2)

Obr.16 Spektrum ES/MS m/z ONM-197-FV8

Obr.17 Zpisobu pripravy 2-[(R) - 3-dodekanoyloxytetradekanolyl -
amino]—4—(dihydroxyfcsforyloxy)butanoét {2-[(R)-3-hyd-
roxytetradekanoylamino]-S—(6~oxohexy1)amino}pentylu

({ =OM-144-FP9)

Obr.18 Spekirum ES/MS m/=z OM-144-FP8

Obr. 19 Zpusob pripravy (2R,8R)—2-[(R)—3-d0dekan0yloxytetrade-
kanoylamino]—3*ox0-4-aza—8—[(R)—B-hydroxytetradekano -
ylamino]nonan-1,9-diol 1-0-karboxymethylether 9-0-(6-
-oxohexanoati)u (=0HM-112-FV?)

Obr .20 Zplisob p¥ipravy (ZS.8R)~1-(karbxymethyl)thio-Z-[(R)73-

*LebradekanoyloxyLeLradekano]ylamino]-3-oxof4-aza- 8 -




-{(R) -3-hydroxytetradekanoylaminolnonan-9-ol 9-0-(¥-a-
minoheptanod&tu (=0M-212-AH1)

Obr.21 ZpOsob pfipravy (2R, 8R)-2-[{(R)-3-dodekanoyloxytetrade-
kanoylaminol-3-oxo-4-aza-8-[(R) -3-hydroxyletradekano -
vlaminolnonan-1,9-diol 1-0-(2,2-dikarboxyethyl)ether
9-0-(6-oxchexanoatlu (=0M-312-FV7)

Obr .22 Zpasob pripravy 3-{(R)-3-dodekanoyloxytetradekanoyla -
minol -4-oxo-5-aza-9-[(R) - 3- hydroxytetradekanoylaminol -
-1,10-diol-1-dihydrogencfosfat-10-(6-bromoacetamidohe-
xanoatu (=0M-412-BA7)

Obr.23 Zpascb pfipravy (3RS,9R)-3-[(R)-3-hydroxytetradekano-
vlaminol -4-oxo-5-aza-9-[(R) -3-dodekanoyloxytetradeka -
noylaminoldekan-1,10-diol 1-dihydrogenofosfat 10-0-(6&6-
-oxochexanodt)u (=0M-512-FV7)

Obr.24 Zpliscob pfipravy o-N-{(4R)-5-(6-aminohexanoyloxy)-4 -
-{(R) -3-hydroxyletradekanoylaminolpentylltamidu kyseli-
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(=0M-197-MC-AC),

a-N-{{4R) -5-(6-sukcinylamidohexanoyloxy)-4-{{(R) -3-hyd-
roxytetradekanoylaminolpentyllamidu kyseliny N-[(R)-3-
-dodekanoyloxytetradekanoyl]l-D-asparagové

(=0M-197-MC-AC-Succ) a

a-N-{(4R)Y-5-glycinyloxy-4-{(R) -3-hydroxylLetradekanoyl -
aminolpentyltamidu kyseliny N-[(R)-3-dodekanoyloxytet -
radekanoyll-D-asparagova (=0M-197-MC-Gly)

Obr .25 Spekirum ES/MS m/= OM-197-MC-AC

Obr .26 Spektrum ES/MS m/=z OM-197-MC-Gly
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Zplsob pripravy a-N-{(4R) -S-sukcinyloxy-4-[(R) -3-hyd-
roxytetradekanoylaminolpentyllamidu kyseliny N-[(R)-3-
-dodekanoyloxytetradekano]yl]-D-asparagové,
(=0M-197-MC-Succ)

Spektrum ES/HMS m/z OM-197-MC-Succ

Zplisobu pripravy a-N-{(4R) -S-hydroxy-4-{(R) -3-hydroxy-
tetradekanoylaminolpentyllamid g-N-(3-aminopropyllami-
du kyseliny N-[(R) -3-dodekanoyloxytetradekanoyl]l-D-as-
paragové (=0M-197-AP) (obr. 29)

Spektrum ES/MS m/z OM-197-AP

Zpascob pPipravy a-N-{(4R) -5-Hydroxy-4-[(R) -3-hydroxy-

tetradekanoylaminolpentyllamidu 8-N-[{(1S-1-karboxy-(5-
~aminopentyllamid kyseliny N-[(R) -3-dodekanoyloxytLet -
radekanolyll-D-asparagoveé (=0M-197-Lys) a

a-N-{(4R) ~-5-(6-aminohexanoyloxy) -4-[ (R) -3-hydroxytet -
radekanoylaminolpentyltamid B-N-[{{153) -i-karbuxy-5-ami -
nopent.yllamid kyseliny N-[(R) -3-dodekanoyloxytetrade-
kanoy1ll-D-asparagové (=0M-197-Lys-AC)

Spektrum ES/MS m/z OM-197-Lys

Spektrum ES/MS m/z OM-197-Lys-AC

Zplsob pripravy a-N-{(4R) -S-hydroxy-4-1 (R) -3- hydroxy-
tetradekanoylaminolpentyllamid g-N-[(1S)-1,2-dikarbo-
wvethyllamidu kyseliny N-{(R) -3-dodekanoyloxytetrade-
kanolyll-D-asparagové (=0M-197-Asp) a

a-N-{(4R) -S-(6-aminchexanoyloxy) -4-[(R) -3-hydroxytet -
radekanoylaminolpentyllamid g-N-[(13) -1, 2-dikarboxyet-
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h¥llamidu kyseliny N-{{(R)-3-dodekanoyloxytetradekano-
v11-D-asparagové (=0M-197-Asp-AC

Spektrum ES/HNS m/=z OM-197-Asp

Spektrum ES/MS m/= OM-197-Asp-AC

Zpusob pPriprava sloudenin podle vyndlezu

Spektrum ES/MS m/=z OM-197-N’C2-MC-AC

Zpasob pripravy o-N-{(4R)-5-[6-(aminchexanoyloxy]-4-
-[(R) -3-hydroxyvtletradekanoylaminolpenty¥lllamidu kyseli-

ny N-(2-dekanovloxyoktanoyl) -D-asparagoveé
(=0OM -197-N C10-20C8)-AC)

Spektrum ES/MS m/=z OM-197-N' (C10-20C8) -MC-AC

Zpasob pripravy sloudeniny OM-197-FV-FGFG =e sloudenin
OM-197-FV?7 a FGFG

Spektrum ES/HS m/=z FGFG
Spektrum ES/MS m/z=z OM-197-FV-FGFGRLH 4

Spektrum ES/MS m/z (NANP)ePzPzo

ua znamena smluvni jednotku

Spektrum ES/MS m/z (NANP)ePzFzo

Spektrum ES/MS m/z OM-197-FV-(NANP)sPz2Pzo
Spektrum ES/MS m/= (OM-197-FV)2-(NANP)&PzP30

Spektrum ES/MS m/= PzP3o0
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Spektrum ES/MS m/z OH-197-FV-PzPao

Spektrum ES/MS m/=z (OM-197-FV)z-PzP3o0

Vliv konjugace na &ast epitopu-T peptidu MR99B

MW =znamend molekulovou hmotnost

Spektrum ES/MS m/z OM-197-MC-FV-MR99B

Spektrum ES/MS m/z OM-197-MC-FV-HR99B

Trypsinova digesce OM-197-MC-FV-MRS9B, analy=za LC/ES-MS

Trace LC/MS = stopa LC/HS

single ion trace = stopa jediného iontu

Spektrum ES/MS m/=z fragmentu SYVPSAEQI

Spektrum ES/MS m/= fragmeniu OM-197-HC-FV-SER

Spektrum ES/MS m/= (OM-197-MC-FV)3-HR99A

Spektrum ES/MS m/= (OM-197-MC-FV)3-MR9Y99A

Spektrum ES/MS m/= (OM-197-HC-FV)4-MR99A

Spektrum ES/MS m/= (OM-197-MC-FV) 4-MR99A

Spektrum ES/MS m/z OH-197-MC-FV-MR100

Spektrum ES/MS m/= OM-197-MC-FV-MR100

Spektrum ES/MS m/z OM-197-HC-FV-0OM-197-MC-AC

Spektrum ES/MS m/=z OM-197-HC-FV-0M-197-MC-AC
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Obr.71
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Konjugace syntetického peptidu MRI99B na OM-197-MC-AC

HM¥ znamend molekulovou hmotnost

Spektrum ES/MS m/z OM-197-MC-AC-HR99B

Spektrum ES/MS m/z OHM-197-MC-AC-MR99B

Analyzy SDS-PAGE ﬁonjugatu ovalbuminu

Zplsob p¥ipravay konjugadtt podle prfkladu 3.12

Aktivita ridznych acylovanych pseudodipeptidG a viiv

funkcional izované pomocné véitve na vyvolani prolifera-

ce kmenovych bunék opid&i kostni diend.

—LPS E.col

—O— OM-197-MC

~—N— OM-197-MP-AC (R/S,R)
—0O—OM-197-FV6

—fHi— OM-197-MC-FV7

—&o— OM-197-Lys

—&— OM-197-Lys-AC

--—+-- SLEPA

— -+ - SLEPA + 3 = ODCHYLKA

Aktivita rdznych acylovanych pseudodipeptidd kopulova-

nych na drogu




—1— OM-197-MC-AC

—O— OM-197-MC-Succ

—A— OM-197-MC-AC-Succ-AZLT
—O— OM-197-MC-AC-Succ-d4T
—X—OM-197-MC-AC-Succ

-+t SLEPA

——4—-SLEPA + 3 x ODCHYLKA

Obr.72 Aktivita raznych acylovanych pseudodipeptidd a vliv
funkcional izované pomocné vétve na vyvolani prolifera-

ce kmenovych bun&k kostni di¥end my5f{
—{3—LPS E.coli
—O— OM-197-MC
—— OM-197-MP-AC ( R/S,R)
—O— OM-197-FV6
—@— OM-197-MC-FV7
—&— OM-197-Lys
—&— OM-197-Lys-AC
--—+-- SLEPA

— 4—- SLEPA + 3 x ODCHYLKA
Obr.73 Aktivita raznych acylovanych pseudodipept idd kupulova-

nych na drogu

—0— OM-197-MC-AC

—O— OM-197-MC-Succ

~—A— OM-197-MC-AC-Succ-AZT
—0O— OM-197-MC-AC-Succ-d4T
—X— OM-197-MC-AC-Succ
---+-- SLEPA

- - SLEPA + 3 x ODCHYLKA




Obr.74

Obr .75

Cbr .76

Obr . 77

Obr .78

Obr .79

Za&lenédnf Dextranu-FITC v nestimulovanych bufikdch

- OM-197-MC
—— OM-197-FV6
- OM-197-MP-AC
-0 LLPS

ZvySeni exprese povrchovych molekul

—+ OM-197-MC
~o— OM-197-FV6
~— OM-197-MP-AC
-0-LPS

ZvySeni{ exprese CD83 a CD86

-0- OM-197-MC
—o— OM-197-FVb
—+— OM-197-MP-AC
-o—LPS

Pruhy ¥Western blot zvyiZeni produkce proteinu MxA vyvo-

lané produkty OM-197-ACS5 a OM-197-FV6 po 24 hodindch

Pruhy Western blot zvySeni produkce proteinu MxA vyvo-

lané produkty OM-197-ACS a OM-197-FV6 po 48 hodinach

Specifickd produkce protilatek 119G anti-(NANP)sPzPao
2jigténd zplisobem ELISA




- 50,5 .,

—— NaCl

{1+ (NANP)gP2P3g

O IFA + (NANP)gPoP3g

~-O— OM-197-FV6 + (NANP)gP2P3g

- OM-197-MC + (NANP)sP-P3q

—o— (OM-197-FV)4 2 3-(NANP)P2P30

—A— OM-197-FV-(NANP)gP,P39

-@— OM-197-FV-(NANP)gP,P4 + OM-197-MP

Obr.20 Hodnoceni vlastnosti acylovanych pseudodipeptidl s po-

Obr . 81

Obr .82

mocnou funkconalizovanou vétvi

—+— NaCl

-0 (NANP)gP,P3,

O~ IFA + (NANP)P.P4;

-0 OM-197-FV6 + (NANP)gP,P3q

—& OM-197-MC + (NANP)zP4P3q

~4— (OM-197-FV); 5 3-(NANP)gP,P3

—&— OM-197-FV-(NANP)sP,P3

~@— OM-197-FV-(NANP)gP,P30 + OM-197-MP

Ovalbuminové imunizace: stanovenf specifickych proti-
latek vytvarenych u my5i

u.a. =znamena smluvni{ jednotku

Ovalbuminové imunizace: stanoveni specifickych proti-
latek vytvarenych u my3sfi

u.a. znamena smluvni{ jednotku
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Obr.83 Ovalbuminové imunizace:@ stanoveni specifickych proti-
14tek vyitvaFenych u mySi

u.a. znamend smluvni jednotku
Obr.84 ZvySovani specifické protildatky anti-ovalbuminu konju-
gatem OM-197-FV-ovalbumin

u.a. znamenda smluvni jednotku

Obr .85 Vyhodnocen!{ v modelu imunizace mysSi (2 tydny po druhe

injekci)

Obr.86 Vyhodnoceni v modelu imunizace mysi (2 tydny po tiretf

injekci)

Priklady provedeni vynalezu

Prvni série pifrikladii: pfiprava meziproduktt syntézy

Priklad 1.1.

1-(Difenvloxyfosforyloxy) -3-[(R) -3-dodekanoyloxytetradekanoyl -
aminol-4-oxo-5-aza-9-{(R) -3-benzyloxytetradekanoylaminoldekan-

-10-0l1 (obr.1).

1.1.1. Kyselina 4-(difenyloxyfosforyloxy)-2-[(R)-3-dodekanoyl -

oxytetradekanoylaminolJbutanova

a. N-terc-Butyloxykarbhonyl-DL-homoserin

Do rozitoku bromhydrdtu homoserinu (2g, 16,78 mmol) ve vo-
dé (20 ml) se pPrida roztok hydroxidu sodného 1M (16,78 ml) a
pak uhli&itan cesny (3,01 mg, 9,23 mmol). Michd se po dobu 5
minut, roztok se ochladi v ledové lazni. Pridd se dioxan (60
ml) a ‘Lerc-bulylpyrokarbonat. Reaké&ni smés se michd 1 hodinu

na ledove l4zni, pak 5 hodin pri teploté ockoli. Rozpoustédlo




se odpar{ ve vakuu a suchy =zbytek se pouZije primo v dalsi

stupni .

b. Benzyl-N-terc-butyloxykarbonyl-DL-homoserinat.

Do ziskaného zbyitku se pridd dimethylformamid (20 ml) a
odpari se k suchu. Do reak@&ni smési se pridd dimethylformamid
(60 ml) a benzylbromid (4,5 ml, 20,13 mmol) . Vvitvori se bila
sraZenina. Smés se michad 16 hodin. Rozpoustédlo se odpari ve
vakuu a =bytek s vyime do ethylacetatu (2x20 ml). Organicka
fdze se promyje vodou (20 ml), prak solankou (20 ml). Po vysu-
Seni siranem hofe&natym se rozpoustédlo odpavri a zbytek se po-

uzije v dalsi stupeni.

c. Benzyl-N-terc-butyloxykarbonyl-0-(difenyloxyfosforyl) -DL-

homoserinat

Do roztoku suchého zbytku ze stupn& b) v dichlormethanu

—~

60 ml) se pridd 4-(N,N-dimethylamino)pyridin (DMAP) (4,11 g,

ol ). Reakénl smés se michd 10 minuit. Prida se pyridin
(12 ml1) a difenylchlorfosfdt (6,95 ml, 33,56 mmol). Roztok se
micha 18 hodin pri teploté mistnosti, promyje se kyselinou
chlorovodikovou 1N (5x20 ml), vodou (30 ml) a nakonec solankou
(30 ml). Organickd fdze se suii siranem hoFe&natym a rozpous-
tédlo se odpari ve vakuu. Po ¢i%téni bleskovou chromatografii
na silikagelu (eludni &inidlo systém hexan/ethylacetit 4:1) se
2iska fosforylovany produkt (7,49 g, 82,4 % teorie) v pevné
krystalickeé formé&. Teplota tani 63,5 aZ 64,0 HC.

d. Bezyl-0O-(difenyloxyfosforyl)-DL-homoserinat, tLrifluoroctova

s01

Ro=ztok fosforylovaného produktu =ze stupné c¢) (7,88 g,
15,4 mmol) v trifluoroctoveé kyseliné (15 ml) se micha 2,% ho-

diny pfi teplotLé okoli. Rozpoustéddlo se odpari ve vakuu a &is-




téni Dbleskovou chromatografili na silikagelu (elu&nfi &inidlo

systLé, methanol/dichlormethan 10:1) poskytuie sal trifluoroc-
tového nechrandného aminu (7.17 g, 88,9 % teorie) v revneée
krystalické formé. Teplota tanf 73,0 aZ 73,5 ‘c.

e. 2-{(R)—3-DodekanoyloxyLeLradekanoylamino]-4-(difenyloxy—

fosforyloxy)benzy]butanoét

Piripravi se roztok kyseliny (E)—3-dodekanoyloxytetradeka-
nové (4,284 g, 10,07 mmol, 1 ekv.), =ziskané zpusobem popsanym
v literatufe (Bull. Chem. Soc. Jpn 60, str.2205 az 2214,
1987), v tetrahydrofuranu (30 ml1} a ochladi se na teplotu -15
"¢ prids se N-methylmorfolin (1,108 ml, 10,07 mmol, 1 ekv.) a
isobut.ylchlorformiat (1,31 m}, 10, 07 mmol, { ekv.). Reak&ni
amés se michd 30 minut pri teplcoté -15 °C. Pridd se roztok
benzyl—O—(difenyloxyfosforyl)-DL—homoserinéLu. (5,724 o, 10,07
nmol, 1 ekv.) v systému tetrahydrofuran/triethylamin (30 ml/5
ml). Micha se po dobu 18 hodin pfFi teploté& okolfi, rozpoustédlo
se odpabi ve vakuu. Zbytek se =zfedi vodou (20 ml) a extrahuje
se ethylacetatieim (2x30 ml). Organickéd fAze se spoji, promyif
se postupng vodou (20 ml) a solankou (20 ml) a pred odparenin
se vysuii siranem hote&natym. Po &isténg bleskovou chromato-
grafii na silikagelu (elu&nfi &inidlo hexan/ethylacetat 2:1) se
=zi{sk& Z4adany benzylester (7,455 g, 87 % teorie) v pevné krys-
Lalické form&. Teplota tanf 31,0 aZ 32,1 "C.

TH-RMN (CDCly, 250 MHz), 8 ppm : 7,4-7,1 (m, 15H) ; 6,90 (2d,
1H. %) = 7.6 Hz, NH) ; 5,3-5,1 (m, 3H); 4,7 (m, 1H) ; 4,35 (m, 2H) | 2,45 (m, 2H)
24-2,1 (m, 4H); 18 (m, 4H): 1,4-1,1 (m. 34H) 1 0.9 (& 6H). *C-RMN (CDCls, 63
MHZ), 5  ppm : 173,01 171,08 169,66 150,18 (d, 2Jpc=T,1 Hz); 13501
129,60 ; 128,33 ; 128,14 ; 127,96 ; 125,21 119,80 (d, *Jpc=5,0 Hz) ; 70,69 ; 67,05 ;
65,19 (d, 2pc=5.6 Hz); 48,13; 40,97 40,77 (2 diast); 34,20 33,98 ; 33,82
31,70 129,42 ; 29,34 ; 29,14 1 28,94 ; 25,01 24,77 ; 22.47 ; 13,91,




f. Kyselina 4-(difenyloxyfosforyloxy)-2-[(R) -3-dodekanoyloxy-

tetradekanoylaminolbutanova

Roztok benzylesteru ziskaného ve stupni e) (2,23 g, 2,6
mmol) v methanolu kvality HPLC (300 ml) v t¥ihrdlé bafice se
hydrogenuje vodikem jednu hodinu v pritomnosti 10% palladia na
uhli{ (1 qg) pri tepotd& okolf a za tlaku okoli. Katalyzdtor se
odfiltrujue a filtrdt se odpa’F{ za =ziskdani bezbarvého sirupu.
Sirup se homogenizuje chromatografii na tenké vrstvé a RMN a

pouZije se bez dalsfiho &isténi primo v dalsim stupni.

Rf = 0.75 (CH2Cl/MeOH/Et;N
10/1/0.5). 'H-RMN (CDCls, 250 MHz), 8 ppm : 7,4-7,1 (m, 10H) ; 6,85 (d, 1H,
NH); 5,15 (m, 1H) ; 4.6 (m, TH) ; 4.35 (m, 2H) ; 2,45 (m, 2H) ; 2,4-2,15 (m, 4H) ; 1,6
(m, 4H): 1,4-1,1 (m, 34H); 0.9 (t, 6H). C-RMN (CDCl, 63 MHz), 5  ppm:
173,35 ; 173,30 (2 diast); 172,75; 170,37 ; 150,0 (d, 2Jpc=7.5 Hz); 129,55
12528 ; 119,71 (d, *Upc=4.4 Hz) ; 70,78 ; 65,65 (d, “Upc=5.9 Hz): 49,00 ; 40,77 :
40,63 (2 diast.) ; 34,13 ; 33,86 ; 33,76 ; 31,59 ; 29,31 ; 29,25 ; 29,03 ; 28,82 : 24,88 :
24.68 : 22.36 : 13.76.

1.1.2. (2Z2R) -5S-Amino-2-[(R) -3-benzyloxyilLetradekanoylaminol -

rentan-1-ol

a. M&dnata sG1 D-ornithinu

Do roztoku D-ornithinu (5,25 g, 30 mmol) v hydroxidu sod-
ném 1N (30 ml) se pfidd roztok pentahydritu siranu m&dnatého
(3,814 g, 15,3 mmol) ve vodé (50 ml). M{chd se po dobu dvou
hodin pri teplotlé okoli, rozpoustéddlo se odpaft! a smés se vy-
susf{. Do zbytku se pridd metanol (60 ml) =za vytvorfen{ pevné
latky purpurové barvy, kierd se oddélfi, promyje se postupnd

dioxanem a methanolem k primému pouZit!{ v dal3s{m stupeni.

b. (2R)-2-Amino-5-(benzyloxykarbonylamino) pentanoat m&&naty




Pevnd latka purpurové barvy se rozpusti ve smési roztoku
hydroxidu sodného 1N (40 ml) a dioxanu (70 ml). Reak&é&n{ smés
se aochladi na ledové lazni a pridad se benzylformiidt (5,14 ml,
36 mmol) . M{ichd se po dobu tri hodin v ledové 14dzni, pak 15
hodin pri teploté okoli, purpurovd sraZenina se rekuperuje
filtraci, a promyje se postupn& 95% ethanolem (40 ml), wvodou
(50 ml) a ethanolem (60 ml). SraZenina se vysuZi v pice (T (45
GC ve vakuu): vytéZek z=e dvou stupenitl je 8,27 g, 93 % tLeorie.
{Organic¢ Preparation and procedures international 2, str. 191

az 194, 1992).

c. Kyselina (2R} -5S-(benzyloxykarbonylamino) -2-(terbutyloxy-

karbonylamino) pentanova

Médnata sGl, =z=iskana ve stupeni b) se rozpusti v roztoku
ky=el iny chlorovodikové 2N (400 ml), a prida se kyselina et-
hylendiaminotetraoctova (EDTA) (8,15 g, 27.8 mmol). Micha se
ro dobu 2,5 hodin, hodnota pH se upravi na 7 pridanim roztoku
hydroxidu sodného SN (priblizné 160 ml). Vytvori se bilad sra-
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Zeninta. Smes se pak
na se odfiltruje, promyje se studenou vodou aZ do odbarveni
vytoku, naZez se vysuZi pPfi teplotd pod 60 C. Pevnd latka se
rozpusti v roztoku hydroxidu sodného 1N (156 ml) a roztok se
ochladi na ledové l1az=zni. Do tohoto roztoku se pi#ida terc-bu-
tyl-pyraokarbonat (7,7 g, 35,2 mmol) v dioxanu (160 ml). Reaké-
ni smés se micha 45 minut pri teploté O °C a 16 hodin pFi tLep-
loLé& okoli. Organické rozpoustédlo se odpari a zbytek se roz=-
pusti v ethylacetatu (70 ml). Vodnd faze se okyvseli kyselinou
chlorovodikovou 2N az na hodnotu pH pribliZnég 3, promyje se
etylacetatem (100 ml). Organické faze se spoji a promnvii se
vodou (30 ml) a solankou (30 ml), nadez se odpari ve vakuu.
Cisténim bleskovou chromatogradii na silikagelu {eluéni &inid-
lo systém dichlormethanu/methancl 20:1) se =iskd Zadany pro-
dukt v podobé bezbarvého oleje (vytéezek: 8,42 g ve dvou stup-
nich, 76,7 % teorie) (Rf-0,19 systém dichlormethanu/methanol




.
.e e . LELJ L LR X}

20:1) .

d. (2R)-5-(Benzyloxykarbonylamino)-2-{terc-butyloxykarbonyl-

amino) pentan-1-ol

Do studenédho roztoku (-15 QC) derivatu ve stupni c¢) =is-
kané kyseliny diaminopentanoveé (5,45 g, 14,8 mmol) v tetrahyd-
rofuranu (60 ml) se rfrida N-methylmorfolin (1,65 ml, 14,8
mmol) a isobutylchlorformiat (9,6 ml, 14, 8 mmol). Reak&ni smés
se micha pri teploté -15 BC Pc dobu Jjedneée minuty, prida se
borhydrid sodny (5,1 g, 44,6 mmol) v 10 ml vody. Michd se po
dobu 10 minut p#i teplotd -15 C, do smési se pridd voda (400
ml) k ukonéeni reakce. Roztok se promyje ethylacetatem (2x 100
ml). Organické faze se spoii a promyji se vodou (50 ml) a so-
lankou (60 ml) a vysu3{ se siranem horfednatym. Rozpoustédlo se
odpa¥r! a zbytek se necha vykrystalovat ze smési ethylacetatu a
hexanu, &imZ se ziska Zadany krystalicky produkt (4,94 g, 94,9
% teorie) Teplota tani 47,5 az 48 C.

a T
= a

{

£,
{1
{2

c

rentan-1-ol

Pripravi se roztok shora ziskaného (2R)-5-(benzyloxykarbo-
nylamino) -2-(terc-butyloxykarbonylamino)pentan-1-olu (6,32 g,
18 mmol) v trifluoroctovée kyselinég (25 ml) a michd se 2,95 ho-
diny rri teplotLé okoli. Rozpousteédlo se odpari a ¢isténim
bleskovou chromatogradii na silikagelu (elu&ni &inidlo systém
methanol/dichlormethan 10:1) se =ziska trifluoroctova sl jako
olejy (5,45 g, 82,7 % teorie). Chlorhydrat ma teplotu tani ppi

teplotéd 133,00 az 134 DC ( prekrystal izace =z met.hanol) .

f. (2R) -5-(Benzyloryvkarbonylamino) -2-[(R) -3-benzyloxytelra-

dekanoylaminolpentan-1-ol

Do studeného roztoku (-195 nC) kyseliny (R)-3-benzyloxytet -




radekanové (5,27 g, 15,8 mmol) (Bull. Chem. Soc. Jpn. 60 str.
2197 aZ 2204, 1987) v tetrahydrofuranu (30 ml) se piridd N-met-
hylmorfolin (1,89 ml, 15,8 mmol) a isobutylchlorformidt (2, 21
ml, 15,8 mmol). Mich& se po dobu 30 minut p#i teplot& -15 C,
pirid& se shora ziskany roztok trifluoroctové soli (15,25 g,
14, 4 mmol) v systému tetrahydrofuran/triethylamin (320 ml1/1, 44
ml). V michadni{ se pokra&uje 16 hodin pri teploLé& okolf, reaké&-
ni smé&s se =z=fed!{ vodou (30 ml) a ethylacetatem (60 ml). Orga-
nické fadze se oddéll a vodn& faze se promyje ethylacetdatem (60
ml). Organické faze se spoji a promyii se vodou (30 ml) a so-
lankou (30 ml) a pted odparenim ve vakuu se vysu3i{ siranem ho-
rectnatym. Zbytek se nechd vykrystalovat ze systému ethylace-
tat/hexan, &im2 se ziskd ZAdany produkt v krystalické formé&
(5,8 g, 71,2 % teorie). Teplota tanf 117,5 a% 118 C. Re=0, 32,
systém ethylacetdt/petrolether 3:1.

"H-RMN (CDCls, 250 MHz), § . ppm : 7,4-7,2 (m,
10H); 6,5 (d, 1H, NH) ; 5.1 (s, 2H) ; 4.9 (m, 1H, NH) ; 4,5 (2d, AB, 2H) ; 3,8 (m, 2H) ;
3.5 (m, 2H); 3,1 (m, 2H); 2.4 (m, 2H); 1,6-1,4 (m, 6H); 1,4-1,2 (m, 18H); 0,9 (¢,
3H). C-RMN (CDCl;, 63 MHz), 5  ppm : 172,24 ; 156,49 ; 138,06 ; 136,53 ;
128,46 ; 128,04 ; 12787 ; 76,76, 71,39; 66,60; 6544 ; 51,54; 41,43 ; 40,65 ;
33,76 ;31,87 ;29,61 29,30 ; 28,01 ; 26,47 ; 25,05 ; 22,65 ; 14,09.

g. (Z2R)-5-Amino-2-[(R)-3-benzyloxytetradekanoylaminolpentan-
1-ol

Ve trihrdlé bafice se pfidd do roztoku (2R)-5-(benzyloxykar-

bonylamino) -2-[(R) -3-benzyloxytetradekanoylaminolpentan-1-olu




(3,0 g, 5,27 mmol) ve smé&si ethanolu pro HPLC/triethylamin
(300 ml1/6 ml) p¥ridaA katalyzadtor (20% teorie palladium na uhlf{,
150 mg). Vz=duch se odsaje ve vakuu a bafika =se napln{ vodikenm.
Reak®&ni sm&s se hydrogenujie dvé hodiny pri teploté& okolf. Ka-
talyzator se odfiltruie a filtriat se koncentruje =za =zfskanf{
z4daného produktu v podobé& bilé pevné l1atky. Re=0,2, sysitém
dichlormethan/methancl/triethylamin 5/1/0,5. Teplota tani 47
az 48 C.

"H-RMN (CDCl3, 250 MHz), 5 ppm: 7,4-7,2 (m, 5H) : 6,75 (d, 1H, NH) 4.5 (2d,
AB, 2H); 3,9 (m, 2H); 3,5 (m, 2H) ; 2,3 - 2,6 (m, 7H) ; 1,7-1,2 (m, 24H) ; 0,9 (t, 3H).
“C-RMN (CDCls, 63 MHz), 5 ppm: 171,86 ; 138,13 ; 128,37 ; 127,87 : 127.75 -
76,81 71,50 ; 64,57 ; 51,38 ; 41,51, 41,17 33,89 ; 31,82 ; 29,26 ; 28,57 ; 28,03 ;
25,07 ; 22,60 ; 14,04,

1.1.3. 1-(Difenyloxyfosforyloxy)-3-[(R)-3-dodekanoyloxytetra-
dekanoylaminoi-4—oxo-5-a2a~9-[(R)—3—benzyloxytetradekanoylami-

noldekan-10-ol

2-lisobutoxy-1-isobutoxykarbonyl-1,2-dihydrochinolein
(IIDQ) (364 mg, 1,2 mmol, 1,2 ekv.) se p¥ridad do roztoku kyse-
liny (2RS) -4-(difenyloxyfosforyloxy)-2-{(R)-3-dodekanoyloxytet -
radekanoylaminolbutanové (850 mg, 1,0 mmol, 1 ekv.) v bezvodém
dichlormethanu (20 ml) pri teploté okolf{ v prostred{ argonu,.
Reak&ni sm&s se michd po dobu 15 minut a prida se roztok (2Z2R)-
5-amino-2-[(R)-3-benzyloxytetradekanoylamino]lpentan-1-olu (757
mg, 1,0 mmol, 1 ekv.) v bezvodém dichlormethanu (10 ml). Micha
se po dobu &tyr hodin a roztok se odpar{ k suchu. Ci%ténim
bleskovou chromatogradii na silikagelu (elu¢n{ &inidlo systén
dichlormethan/aceton 5/2) se ziska fosforylovany pseudopeptid
(620 mg, 93 % teorie) v podob& amorfni pevné latky (Rg=0, 49,
systém dichlormethan/methanol/triethylamin 10/1/0,5).

"H-RMN

(CDCly, 250 MHz), 8 ppm: 7,40-7,15 (m, 15H), 7,00 (m, 1H), 6,90 6,80 (2d, 2
diast, 1H), 6.65 (d, 1H) (3 x NH), 5,15 (m, 1H), 4,50 (m, 3H), 4,30 (m, 2H), 3,85 (m,




2H), 3,45 (m, 2H), 3.15 (m, 2H), 2.41-2,14 (m, 8H), 1,6-1,4 (m, 8H), 1,4-1,1 (m, 54H)
0.9 (t. 9H, 3CH,). *C-RMN (CDCl, 63 MHz), 5 ppm: 173,11, 171,68, 170,52 (2
diast.), 169,94 (2 diast), 150.0 (d, 2Upc=7.2 Hz), 138.20 (2diast), 129,58, 127,99,
127 A9, 127,26, 125,24, 119,73 (t, *Jp.c: 5.0 Hz), 76,48, 71,12, 70,71, 65,86 (sirake!,
6422, 50,96, 49,71 (élargi), 41,46, 41,05, 39,07, 34,13, 34.00, 32,70, 31,61, 29,34,

29,06, 28,87, 27,98, 25,25 24,92, 24.72, 22,38, 13 80.
Priklad 1.2.

a-N-{(4R) -S5-Hydroxy-4-[(R) - 3-hydroxytetradekanoylaminoclpentyl} -
amid kyseliny N-[(R)-3-dodekanoyloxytetradekanoy1l]-D-asparago-
vé (=0M-197-MC) (ocbr.2)

1.2.1. g-Benzylester kyseliny N-I{(R)-3-dodekanoyloxytetradeka-

noyl]-D-asparagové

Do roztoku kyseliny (R)-3-dodekanoyloxytelradekanové 3,35
g, 7,85 mmol) v bezvodém tetrahydrofuranu (25 ml) se pFi tep-
iota -15 'C v prost¥ed!{ argonu prida postupné H-methyimorfioiin
(0,86 ml, 7,85 mmol, 1 ekv.) a isobutylchlorforméit (1,03 ml,
7,85 mmol, 1 ekv.). Rychle se vysraZi chlorhydrat N-methylmor-
folinu. Michd se po dobu 320 minut p¥ri teploté -15 .C, pridd se
obchodné& dostupny roztok H-D-Asp(0Bn)-OH (Senn Chemicals AG,
CH-Dielsdorf) (1,75 g, 7,85 mmol, 1 ekv.) v systému acetonit-
til/voda 3,5/1 (85 ml) obsahujici triethylamin (3,7 ml). Reak-
&n{ smés se michd pres noc pti teplot&® okoli. Organické roz=-
pouxtddlo se odpari ve vakuu, vodnd fdze se ochladf na teplotu
o °C, okysel! se vodnym roztokem kyseliny citronové 10% na
hodnotu pH 3 a extrahuje se 2% ethylacetdtem. Organicka fAaze
se gust siranem hofeZnaiym, =filtruje se a odpari. Cisténim
bleskovou chromatografif na silikagelu (elu&ni &inidlo systém
petrolether/ethylacetdt 2/1 obsahujici 2 % kyseliny octové)
ndsledovanym spole&nym odparenim s toluenem se =ziskd g-benzyl-

ester kyseliny N-[(R)-3-dodekanoyloxytetradekanoyl]-D-aspara-




gové (4,00 g, 81 % teorie) ve formé& bilé krystalické pevné

jatky (Rg=0,42 v systému petrolether/ethylacetst 1/1 obsahuji -
cim 2 % ocltové kyseliny: vyvojka U. V., a fosfomol ybnenové) .

Teplota tLani 67 a2 69 C.

1.2.2. d-H—{(4R)-5-Hydroxy-4-[(R)-3-benzyloxytetradekanoylami—
nolpentyllamid p-benzylester kyseliny N-[(R) -3-dodekanovloxy-

tetradekanoyl]-D-asparagové (ASM-1)

Do roztoku shora ziskaného g-benzylesteru (363 mg, 0,57
mmol) a (2R) -S-amino-2-[(R) -3-benzyloxytetradekanoyllaminopen-
tan-1-olu (odstavec 1.1.2} (250 mg, 0,57 nmmol, 1,0 ekv.)}
v bezvodém dichlormethanu (6 ml) pFi teplot& O °C (na ledoveée
l4=ni) a v prostiredi argonu se postupné pirida obchodni 1-hyd-
roxy-7-azabenzotriazol (HOAL) (94 mg, 0,69 mmol, 1,2 ekv.) a
obchodng& dostupny N.N’-diisopropylkarbodimid (109 nl, 0,69
mmol, 1,2 ekv.). ReakZn{ sm&s se michd jednu hodinu pri teplo-
t& O .C, pak pifes noc pii teploté& okolf. Reak&ni{ smés se pro-
myje vodou, 1N roztokem kyseliny chlorovodikové a nasycenym
roztokem hydrogenuhii&itanu sodného, nacez sSe dze ocdagli. OCr-
ganickd faze se vysuli siranem horednatym, =filtruje se a od-
pafi se. Cigtdnim bleskovou chromatografii na silikagelu (e-
luéni &inidlo systém dichiormethan/aceton 3/1 se ziskd kopu-
la®n{i produkt (436 mg, 72 % teorie) ve formé& bilé krystalicke
pevné l4atky (Re=0,27, system dichlormethan/aceton 5:1, vyvoj-

ka U.V. a fosfonomolybnenovad). Teplota Lanf 106 a% 108 C,

*C-RMN (62.89 MHz, CDCls), & .
“ppm : 173,66 ; 172,09 ; 171,73 170,33 ; 170,12 ; 138,23 ; 135,28 ; 128,53 ; 128,37 :
128,13 127,81; 127,71; 12581, 76,71; 71,40; 71,16 66,77 ; 65,01; 51,36 ;
4939 ; 41,66 ; 39,25 ; 34,40 ; 33,98 ; 31,85 29,58 ; 29,47 ; 29,29 29,11 28,00
2557 ;25,17 ; 25,08 ; 24,94 ; 22,62 ; 14,05.

1.2.3. a—N—((AR)-5-Hydroxy—4—[(R)-3-hydroxytetradekanoylamino]-
pentyllamid p-benzylester kyseliny N-[(R) -3-dodekanoyloxytetra-




dekanoyl] -D-asparagové {( =0M-197-MC)

Roztok a-N-{(4R}-5S-hydroxy-4-[(R)-3-benzyloxytetradeka-
noylaminolpentylllamid pg-benzylesteru kyseliny N-I[(R)-3-dodeka-
noyloxytetradekanoyl]l-D-asparagové (417 mg, 0,40 mmol) ve smé-
si methanol/elLhylacetat 1/1 (36 ml) se hydrogenuie v pritom-
nosti 10 % palladia na uhli (20 mg) p#Fi teploté& okoli a v pro-
stfedi vodiku po dobu L& hodin. Katalyzator se odfiltruie,
promyje se smési dichlormethanu/methanocl 471 (50 ml), filtrat
se odpari k suchu a suZ{ lopatkovym &erpadlem =a ziskani volné
kyseliny (345 mg, 100 % teorie) ve formé pevné krystalické
latky (Reg=0, 30, sy=stém dichlormethanu/methanol 9/1 obsahujici
0,5 % kyseliny octové, vyvoika fosfomolybdenova). Teplota ta&-
ni 135 a2 137 C. ES/MS m/= 868,7 {M+H1*, 890,7 [M+Nal*, 868,7
[M+K3}*, 912,7 [M-H+2Nal* (obr.3).

1.2.4. a-N-{{4R} -5-hydroxy-4-{ (R) -3-hydroxytetradekanoylami -
nolpentylltamid kyseliny N-[(R)-3-dodekanoyloxytetradekanoyl]-

-L-asparagove

Stejnad sekvence reakci aplikovanda na obchodné ziskany
H-L-Asp(0Bn)-OH Fluka, Buchs, év?carsko) vede k epimernimu

produktu v L-aspartové serii.

Prikitad 1.3.

a-N-{ (4R} -5S-Dihydroxyfosforyloxy-4-[(R) -3-hydroxytetradeka-
noylaminolpentyllamid kyseliny N-{(R)-3-dodekanoyloxytetra-
dekanoyl] -D-asparagové, (=0M-197-HC-MP) (obr». 2)

1.3, 1. a-N-{(4R) -5-dibenyloxyfosforyloxy-4-I(R) -3-benzyloxy-

tetradekanoylaminolpentyllamid pg-benzylester kvseliny N-L[(R) -

-3-dodekanoyloxytetradekanoyl]l-D-asparagové

Do roztoku a-N-{(4R)-5-hydroxy-4-[(R)-3-benzyloxytet-




radekanoylaminolpentyllamid p-benzylesteru kyseliny N-[(R)-3-
dodekanoyloxytetradekanoyl]-D-asparagové =ziskaného v predcho-
=z{m stupni (300 mng, 0,29 nmmol) a 1H-tetrazolu (60 mg, 0,86
mmol) v bezvodém tetrahydrofuranu (12 ml1) pfi teplot& okolf a
v prosiredi argonu se prida 85% dibenzyl-diethylfosforamidit
(231 ul, 0,66 mmol). V reak&nim prostifedi rychle vykrystalujf
bflé krystaly. Micha se po dobu 30 minut, reak&n{ sSmé&s se 0O-
chlad{ na teplotu -20 'C, na%ez se pfid4d roztok mCPBA (57 a2
86%, 183 mg, 1,06 mmol) v dichlormethanu (8 ml). Krystaly =mi-
=z{. Michda =e po dobu 45 minut piri teplotd okolf, ptridd se na-
syceny roztok thiosiranu sodného a reak&ni smés se michd se 10
minut.. Roztok se pak zredi etherem, organicka faze se oddéli a
promyje se nasycenym roztokem thiosiranu sodného (5x), nasyce-
nym roztokem hydrogenuhli&itanu sodného (2x) a roztokem kyse-
liny chlorovodikové 1M (1x). Organicka faze se vysusi siranem
hote&natym, =fillruje se a odpatbr{ se. Cisténim bleskovou chro-
matografii{ na silikagelu (eluéni &inidlo systém dichlormethan/
aceton 5/1) se =ziska fosfotriester (294 mg, 79 % Lecorie ve
form& bilée pevné latky {Rf=0,27, systém dichlormethan/aceton
5/1) vyvojka U.V. a fusSfonomS1;
BC-RMN (62,89 MHz, CDCly), &
ppm :173.26 ; 171,37 ; 171,01 170]60 ; 170,03 ;138,22 ; 135,50 ; 135,40 ; 135).28 )
128 40; 128,33 128,16 ; 128,08 ; 127,94, 12782 127,76 ; 127,53 127,41 ;
76,43 ;71,03 ; 70.90 ; 69,28 ; 66,47 ; 49,09 ; 48,37 ; 41,62, 41,35 41,24 ; 39,02 ;
38,88 ; 25,05 ; 24,94 ; 24,82 ; 22,48 ; 13,90.

1.3.2. a—N-((4R)—5-Dihydroxyfosforyloxy-4—[(R)-3-hydroxytet-
radekanoylamino]pentyl)amid kyseliny N-[(R) -3-dodekanoyloxy-
tetradekanoyll-D-asparagové ( =Q0M-197-HMC-MP)

Roztok dibenzylfosfatu, pri praveného shora, (249 mg, 190
umol) v ethanolu kvality HPLC (12 ml) se hydrogenuje v piritom-
nosti palladia na uhlf 10% tLeorie (30 mg) pfi teploté& okoli a

v prostiedi vodiku po dobu &tyr hodin. Kataly=z4ator se odfil-




Ltruje za pouZitf miliporu. Filtrat se odpari k suchu a susi se
lopatkovym Zerpadlem k ziskini volné surove kyseliny (180 mg,
100 % teorie). ES/HS m/= 850,77 [H+H-P(O)(OH)31*%,948,5 [M+K1*,
970,55 [M+Nal* (obr.4).

Priklad 1.4.

Stanoveni stupné epimerizace meziproduktd synthézy

Stereochemie nosicovych center amninoskupin se stanovi
konf iguraci vychozich aminokyselin. Peptidické kopulace reali-
zovane za pouzZiti derivadtu asparagové nebo glutamové kyseliny
a aminoalkoholu, =ziskanych = ornitinu nebho = lysinu, miZ2e vést
za urd¢itych podminek k jevu epimerizace C-a vychozi kyseliny,
pouzité pro koruladéni reakci. K dikazu stupné epimerizace tLé-
Lo reakce se pouZivd nasledujiciho zplsobu pro derivaiLy kyse-

liny asparagové.

Vzorek (30 pg) se odpari v mikrozkumavce, nadeZ se zZnovu
rozpusti ve 40 ul kyseliny chlorovodikové 6eM. Hydrolyza
se provadi dalZich 24 hodin pri 110 EC v prostfredi argonu.
Vzorek se odpari k suchu, zZnovu se rozpusti ve 100 ml tetrabo-
ratového pufru 0,1M, hodnota pH 9,2. Presloupcovd derivatizace
se provede =zZa rvou2iti o-ftaldialdehyd-N-isobublyl-L-cysteinu
(QPA-IBLC) v nasledujicich proporcich:

5 ul roztoku pufru tetraboratu sodného 0,1 M, hodnota pH 9,2
2 ul methanového roztoku 170 ml OPA, 260 mM IBLC

2 ul analy=zovaného roztoku

Déleni HPLC na sloupci Hypersil ODS (250 *x 4,6 mm, S um,
Supelco) umoZfiuje kvantifikovat oba derivaty forem L a D aspa-
ragové kyseliny obsazZeneé ve vychozich vzorcich (Brickner a
kol., J. Chromatogr. A 711, str. 201 az 215, 1999%9). Ppodminky
HPLC:
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Sloupec: Hypersil ODS (250 x 4,6 nn, 5 um, Supelco)
Hobilni faze: A: 23 mM octanu sodného, hodnota pH 5,9

B: methanol-acetonitril (12:1)
Injekce: 5 nl
HnoZstwvi: 1 mi/min
Eludni &inidlo: gradient A:B 96:4 az 80:20 ve 25 minutach
Detekce: Uv: 338 nm

7a té&chto podminek chromatografie je reten®ni doba 16,1 a

17,2 minut pro derivaty kyseliny L- a D-asparagove.

Druha série prikladd: Priprava pseudopept.idii s pomocnou funk-

cionalizovanou vétvi
Priklad 2.1.

3—[(R)-3-Dodekanoyloxytetradekanoylamin0]—4-oxo-5-aza—9—{(R)~
-3-hydroxytetradekanoylaminoldekan—1,iO—dio]—i-dihydrogenfcs—
fat 10-(6, 7-dihydroxyheptanoat (=0M-197-FV6) (obr.5)

1-(Difenyloxyfosfory]oxy)—3-[(R)-3—dodekanoyloxytetradekanoyl
amino]-4-oxo-5-aza-9-[(R)—3—ben2y1oxytetradekanoylamino]dekan-

-10-0l1 (6-heptencat)

Do roztoku 1—(difenyloxyfosfcryloxy)-3~[(R)*3-dodekanoyl*
oxytetradekanoylamino}—4-oxo—5—aza—9-[(R)-3-ben2yloxytetrade -
kanoylaminol-10-olu (priklad 1.1) (875 mg, 0,74 mmol) v bez=vo-
dém dichlormethanu (25 mi) se pFrida kyselina 6-heptenova (141
ul, 1,04 mmol, 1.4 ekv.). Roztok se ochladi na teplotu O DC.
Pridd se EDCl (64 mg, O,33 mmol, 1,4 ekv.) a DHMAP (41 mg, 0,33
mmol, 0,14 ekv.). Reakdni amés se michad 30 minut pri Leploté
0 "C. pak 3 hodiny pii teploté& okoli. Po zredéni dichlormetha-

nem se organicka fAze promyje postupne vodou, 1N roztokem ky-




seliny chlorovodikové a vodou. Organickd faze se vysus{ sira-
nem hore&natym, odpafi se pFi teplotL& 40 C ve vakuu. Cist&nim
bleskovou chromatografif na silikageiu (elu&ni &inidlo systém
petrolether/ethylacetat 1/71) se ziska 1-(difenyloxyfosforylo-
xy) -3-[(R) -3-dodekanoyloxytetradekanoylaminol -4-oxo-5-aza-9-
[(R) -3-benzyloxytetradekanoylaminol-10-ol 6-heptenoat (820 mg,
853 % teorie) ve form& bflé p&ny (Re=0, 18, systénm petrolether/
ethylacetat 1/1, vyvojka kyselina fosfobol ybdenovd) .

BC-RMN (62.89 MHz, CDCl3), 8  ppm:
17330 171,18 17042; 169,91; 169,73; 150,10; 13821, 138,14; 12977
128,25 127,49 ; 12544 ; 119,88 114,56 76,48 71,11, 70,90 ; 66,01 ; 65,52 ;
4990 ; 47,80 ; 41,34 ; 39,07 ; 33,82 ; 33,76 ; 33,69 ; 33,61 33,17 ; 31,75 ; 29,47 ;
29,19 ;29,00 ; 28,46 ; 28,11 ;25,34 ;25,05 : 24,85 ; 22,52 ; 13,96.

2.1.2. 1-(Difenyloxyfosforyloxy)-3-[(R)-3-dodekanoyloxyletra-
dekanoylamino]—4-oxo-5—aza-9—[(R)-3-henzy1oxytetradekanoylami-

nol-10-0l1 (6, 7-dihydroxyheptanoat)

Do roztoku hexakyanoZeleznatanu tridraselného (373 ng,
1,13 mmol), 3 ekv.), uhl&itanu draseiného (157 mg, 1,13, mmol,
3 ekv.) a 1,4-diazabicyklo [2.2.2]loktanu (DABCO) (10,7 mg,
0,095 mmol, 0,25 ekv.) ve sm&si terc-butanoclu a vody (5 ml/5
ml) se pridd shora =ziskand sloudenina (486 mg, O,38 mmol) a o-
xXid osmi&ely v 2,5% terc-butanolovém roztoku (48 pl, 4,75 umol,
0,0125 ekv.). Reak&nf sm&s se intenzivn& michd 16 hodin p¥i
teplot.& okoli (27 .C). Piridd se pentaoxodisirid&itan sodny (60
mg) a v michani se pokraduje po pribliZné 1 hodinu, pricem=
smés zhn&dne, Pak zZezelend a nakonec 2=zmodrd. Reak&ni smés se
zfedi eltherem a organickd fize se odd&#l{. Vodna faze se bohatsd
promyje etherem. Anorganické fadze se shromasdf, vysuil{ se sf{-
ranem horeZnatym, odpafri se ve vakuu pFi teplotd 40 ‘c. Ziska-
ny surovy diol je v podob& zelenédho cleje. CisL&nim bleskovou

chromatografi{ na silikagelu (elu&nf &inidlo systém dichlor-




methan/aceton 5/2) se ziskd &isty 1-(difenyloxyfosforyloxy)-3-
-[(R) -3-dodekanoyloxytetradekanoylarinol -4-oxo-S-a=za-9-[(R) -3-
~benzyloxytetradekanoylaminoi-10-ol (6, 7-dihydroxyheptano&t)

(198 mg, 40 ¥% teorie) ve forméd amorfni revné lAatky (Rg=0, 24,
systém dichlormethan/aceton 5/2, vy¥vojka fosfomolybdenovi ky-

selina.

"C-RMN (62.89 MHz, CDCl;), &  ppm : 173,46 :
173,33 17134 170,58 ; 170,02 150,13; 138,23; 129,80 ; 128,26 127,87 :
127,54 ; 125,50 120,01; 119,80; 71,79 7123; 70,97 ; 66,63 ; 66,03 ; 6554 ;
49,93 ; 47,90 ; 41,46 ; 39,17 ; 33,98 ; 33,79 ; 32,86 ; 32,45 ; 31,77 ; 29,49 ; 29,21 ;
29,03 ; 28,51 ;25,50 ; 25,07 ; 24,87 ; 24,77 ; 24,66 ; 22,54 ; 13,99. HPLC (210 nm) :
Tr = 32,535 min. ES/MS: m/z 1343.0 (M+Na"); 1321.0 (M+H"); 1071.0 (M+H"

(monofenyl fosfat)

2.1.3. 1-(Difenyloxyfosforyloxy)-3-[(R)-3-dodekanoyloxytetra-
dekanoylaminol -4-oxo0-5-aza-9-[(R) -3-hydroxytetradekanoylaminol -

-10-0l1 (6,7-dihydroxyheptanocit.)

Roztok shora ziskaného diolu (198 mg, 0,15 mmol) v systému
ethanol kvality HPLC (20 ml)/ethylacetdl (1,4 ml) se hydroge-
nuje 2,5 hodiny v pfritomnosti 10% teorie palladia na uhli (70
mg) Ppri Leploté& okoli v prostredi vodfku. Katalyz4Ator se od-
filtruje. Filtrat se odpa¥rf{ k suchu a su3i se lopatkovym Zer-
padlem za =i{skdn{ surového debenzylovaného produktu (168 mg,

91 % teorie) ve formd amorfni pevné latky.

PC-RMN (62,89

MHz, CDCly), & - ppm © 173,15 173,51 172,82; 171,04 ; 170,49 ; 170,35 ;
150,055 129,79 /128,42 ; 125,53 ; 119,91 119,83 ; 119,72 : 71,80 ; 70,93 ; 68,58 ;
66,47 . 65,84 ; 6552 50,02 ; 48,12 ; 42,59 ; 41,26 ; 39,13 ; 36,92 : 34,29 ; 3385
32327 31,74, 29,50 ; 29,18 ; 29,00 ; 28,15 ; 25,47 ; 25,07 ; 24,85 ; 24,73 ; 24 56 ;
22,51 13,99. HPLC (210 nm) : Tg = 30.7 min. ES/MS: m/z 1253.0 [M+Na]"; 1231,0
M+H]".



2.1.4. 3—[(R)-3—Dodekanoyloxytetradekanoylamino]-4-oxo—5—aza—
-9-[(&)-3-hydroxybetradekanoylamino]dekan—1,10-diol-1-dihydro—
genfosf at 10-(6,?-dihydroxyheptanoét) (=0OM-197-FV6)

Do roztoku oxidu plati&itého (91 mg) v ethanolu (kvality
HPLC) (1 ml) (predb&zEné aktivovaného v platinové Zerni 10 mi -
nut. v prostyedi vodiku) se pridd roztok shora ziskaného triolu
(168 mg, 0,14 mmol) ve systému ethanol kvality HPLC (8 ml)/et-
hylacetat (8 ml). Roztok se hydrpgenuje 24 hodin pPi teploté
okoli (27 ¢ v prostredi vodiku. KatalyzdtLor se odfiltruie.
Filtrat se odpabi k suchu a susi se lopatkovym Zerpadlem =a
z{skdni surového fosfatu (130 mg, 88 % teorie). HPLC (210 nm):
Tr= 23,6 minut. ES/HMS: m/= 1078,9. [M+H1*, 1100,8 [M+Nal™,
1116,8 [M+K]l* (obr.6).

Priklad 2.2.

3-[(R)-3—D0dekanoyloxytetradekanoylamino]—4-oxo—5—aza~9-[(R)—3—
—hydroxytetradekanoylamino]dekan-1,10-diol—l—dihydrogenfosfét
1{0-(6-oxohexancdat) (=0M-197-FV?7) (obr.5)

2.2.1. 3—[(R)—3~D0dekan0y1nytetradekanoylamino]v4-oxo-5—aza—
—9—{(R)—3—hydroxytehradekanoylamino]dekan—1,10-diol-1-dihydro—
genfosfat 10-(6-oxohexanodt) (=0M-197-FV?Y)

Provede se oxidace jodistanem =za pridani 1,86 ml jodistanu
sodného 0,1 M (39,62 mng, 20 ekv.), 10 mg (9,28 umol, 1 ekv.)
chrdnici skupiny =bavenho triolu shora pripraveneho v systému
isoperopanol/voda {1:1). Reakce se sleduje LC/UV a =za doloZeni
kvantitativni preménu diolove skupiny na aldehydovou po dvou
hodinach, Molekulovy iont m/= 1046,8, pozorovany ve spektru

ES/MS po jodistanové oxidaci (obr.7) potvrzuje ocekadavanou re-




akci. V tomto spektru jsou patrné adukty sodiku p¥Fi m/z 1068,8
[H+Nal* a drasliku pFi m/= 1084,8 {M+K]l*, stejné& jako fragment
odpovidajici =ztralé fosforylové skupiny pFi m/z 948,8. Reakce
se ukon&{ prFidanim jedné a2 dvou kapek ethylenglykolu. Produkt

se miZe &istit SPE na nosid&i C18 (5 mg diolu, 90% teorie).
Prrfklad 2. 3.

a-N-{(4R) -5-Hydroxy-4-[(R) -3-hydroxytetradekanoylaminolpen-
tyllamid 5-0-(6.7-dihydroxyheptanoat kyseliny N-I[(R)-3-do-
dekanoyloxytetradekanoylaminol-D-asparagové (=0M-197-MC-FV5)
(obr. 8)

2.3.1. a-N-((4R) -5-hydroxy-4-[(R) -3-benzyloxylLetradekanoyl -
aminolpentyllamid-g-benzylester 5S-0-(6-heptanocdt) kyseliny N-

-[ (R} -3-dodekanoyloxytetradekanoylaminol -D-asparagové

Roztok a-N-{(4R) -5-hydroxy-4-[(R) -3-ben=yloxytetradeka-
noylaminolpentyllamid g-benzylesteru kyseliny N-[(R)-3-dodeka-
1.2.2 (122
mg, 0,116 mmol) v bezvodém dichlormethanu (5 ml) se prida do
kyseliny 6-heptenové (22 ul, 0,160 mmol, 1,4 ekv.). Roztok =e
ochladf na teplotu O -C. pridd se EDCl1 (49,3 mg, 0,25 mmol,
2,1 ekv.) a DMAP (5,6 mg, 0,046 mmol, 0,4 ekv.). Reak®&ni smés
se m{cha 30 minut pri teplot& O 'C, pak Sest hodin pri teplots
okol {. Po zredéni dichlormethanem se organickd faze promyije
postupn& vodou, 1N kyselinou chlorovodikovou (2x), roztockem
hydrogenuhl i&itanu sodného (2x) a vodou (2x). éédan? ester ky-
seliny heptenové se ziskd Sisty (119 mg, 89 % teorie) ve form&
bilé pevné 14Lky (Rf=0,62, systém dichlormeblhan/aceton 5/1,

vyvoika kyselina fosfomolybnenovd.

“C-RMN (62.88 MHz, CDCly), § en ppm : 173.63 : 173.38 ;
171.725 17111 170.08; 138.14; 135.28; 128.46; 128.34; 128.24 ; 128.05:
127.64 127.53; 114.62; 76.49; 71.14; 71.02; 66.66; 65.49; 49.17 ; 47.79 -
41.69; 41.35, 39.09; 3546 ; 34.33: 3380 33.65; 33.21; 31.79; 29.52 ; 29.23




29,06 ; 28,46 ; 28,16 ; 22.56 ; 14,00. HPLC (210 nm): Tr = 36,9 min. ES/MS: m/z
1159,0 [M+H]" ; 1176,0 [M+NH.]' T+ t.=81,5 - 84°C. [0)o®® = +7.3 ( CHCL).

2.3.2. a-N-((AR)—5—Hydroxy-4—[(R)—3-hen2yloxytebradekanoy]a-
mino]pentyl}amid-ﬂ-benzylester 5—0—(6,7—dihydroxyheptanoat)
kyseliny N-[(R)—3-dodekanoyloxybetradekanoylamino]—D—aspara—

gové

Do shora ziskaného roztoku esteru kyseliny heptenové (60
mg, 0,052 mmol) v systéemu voda/aceton (5/3 ml) se p¥rida oxid
N-methylmorfolinu (9 mg, 0,076 mmol, 1,5 ekv.) pak se prikape
2,5% roztok oxidu osmidelého v terc-butanolu (123 pl, 0,012
mmol, 0,23 ekv.) Reakéni sm&s se michd 24 hodin pifi teploté o-
koli. Do roztoku se p¥ida pentaoxodisifi&itan sodny (20 mg) a
roztok se micha jednu aZ dvé hodiny pfi teploté okol{. Roztok
se extrahuje nékolikrat etherem, organické faze se shroma2df,
vysugi se siranein hofeZnalym, nafeZ se zkoncentruif | Cizstanim
bleskovou chromatografii na silikagelu (elu&ni ¢&inidlo syst.én
dichlormethan/aceton 5/2) se ziskd &isty %adany diol (35 mg,
57 % teorie) ve form& bflé pevné 14tky (Re= 0,15, systém di-

chlormethan/aceton 5/1, vyvojka kyselina fosfomolybnenova.

3G RMN (62.89 MHz, CDCl3), & ppm @ 173,67 1 173,39
171,81 171,34, 170,27 ; 170,01 ; 138}18; 13527 : 128,56 ; 128,42, 128,18
127,50, 127.68,76.68 . 71,82,7137; 71,17 ;66,85 66,74 ; 65,66 49,27 L4799 ;
41'88 ; 41]51 ; 39,31, 35,60 ; 34i42‘, 33,95, 33,51, 31,80 ; 29,60 ; 29,48, 29)30 ;
28,55; 2585 2@60; 2@19: 2@12; 24,97 2%77; 2414 2%65; 1498.
HPLC (210 nm) : Tg = 34.16 min. ES/MS: m/z 1183.0 IM+H"]: 1212.0 [M+NH,]".
2.3.3. d-N—((4R)—5-Hydroxy-4-[(R)-3-hydroxytetradekanoy]ami—

nolpentyl tamid 5-0-(6, 7-dihydroxyheptanocat) kyseliny N-[(R)-3-
-dodekanoyloxytebradekanoylamino]-D-asparagové {=0M-197-MC-FV5)




Roztok shora ziskaného diolu (35 mg, Q0,029 mmol) v systému
methanol kvality HPLC (2 ml)/ethylacetat (2 ml) se hydrogenuje
v pritomnosti 10% palladia na uhli (10 mg) p#i teplot& a tlaku
okoli 2,5 hodiny v pritomnosti vodiku. Katalyzator se odfilt-
ruje. Filtrat se odpa¥i k suchu a zbyiek se pak susi lopatko-
v¥m &erpadlem k z=iskani surového «-N-{(4R)-5-hydraxy-4-[(R) -3-
-hydroxytetradekanoylaminolpentyllamid 5-0-(6,7-dihydroxyhep-
tanoat)u kyseliny N-[(R)-3-dodekanoyloxytetradekanoylamino]-D-
asparagove (26 my, 88 % teorie) ve formé bilé pevné l&atky.
HPLC (210 nm). TrR=2690 minPF=94 97 [alp2C =411,1 (systén
Ltrichlormethan/methanol=1:0, 1) . ES/MS m/=z 1012,7 ({(M+H]*+,
1034,7, [M+Nal*, 1050,7 [M+Kl* (obr. 9).

Priklad 2.4.

d-N-{(4R)—5-Hydr0xy—4-[(R)~3—hydroxytetradekanoylamino]penLyl}
amid 5-0-(6-oxohexanoal) kyseliny N-{(R) -3-dodekanoyloxyvtetra-
dekanoylaminol -D-asparagoveé (=0M-197-MC-FV6&) (obr.S8)

2.4. 1. o«-N-{(4R) -5-Hydroxy-4-{(R) -3-hydroxytetradekanoylanmi -
nolpentyllamid 5-0-(6-oxohexanoat) kyseliny N-[(R)-3-dodekano-
Yloxytetradekanoylaminol -D-asparagové (=0M-197-MC-FV&)

Prida se 1,98 ml jodistanu sodného 0O, 1M (42,25 mg, 20
ekv.) do 10 mg (9,88 umol, 1 ekv.) shora pripraveného, chrani-
ci skupiny =zbaveného triolu (odstavec 2.3.3) v systému iso-

propancl/voda (1:1). RozlLok se michad dvé& hodiny pPi teploLlé o-

koli. Reakce se ukon&i priddnim jedné a2 dvou kapek ethylen-
glykolu. Jodistanové coxidaze je patrna ve spekiru ES/HS ( obr.
10} 1onmolekuly [M+H1* Pri m/z= 980,6, potvrzujici pPritomnost

aldehydové skupiny. FPatrné jsou rovnés riky odpovidajici aduk-
tam sodiku prfri m/z 1002, 8 [M+Nal* a drasliku [M+K]1* pfi m/=
1018, 6. Cisténim SPE na nosic¢i C18 se ziskd produkt. OM-197-MC-
-FVE (90 % teorie) .




Priklad 2.5.

a—N—{(4R)—5—Hydroxy—4-[(R)-3—hydroxytetradekanoylamino]pentyl}-
amid S5-0-(6-hydroxyhexanodt) kyseliny N-{(R) -3-dodekanoyloxy-
tetradekanoylaminol -D-asparagové (=0M-197-MC-FV7) (obr.8)

2.5.1. d-N—{(4R)-5-Hydroxy—4—{(R)-3—hydroxytetradekanoylami—
nolpentyllamid 5-0-(6-hydroxyhexanodt) kyseliny N-[{R) -3-dode-

kanoyloxytetradekanoylamino]-D—asparagové (=0M-197-MC-FEV?)

Do roztoku shora pripravengho 6 -oxohexanového derivatu
4,5 mg, 00,0043 mmol v 90% isopropanolu (20 ml) se p¥ida roztok
(0,2 ml natriumborhydridu sodného v methanolu (1 mg/ml} . Smés
se michd 3 minuty p¥i teploté& 25 aC, prida me pFebytek kyseli-
ny octave (0,2 ml). Cisténim preparativni HPLC na sloupci C18
se ziska produkt OM-197-MC-EV7) (2,3 mg, 51 % teorie) v rozto-

ku S0% isopropanoclu.
Priklad 2.6.

(3RS,9R)-3—[(R)-3-Dodekanoyloxytetradekanoylamino}-4-0x0—5-aza
9-[(R)~3-hydroxybetradekanoylamino]dekan—1,10—di01 {-dihydro-
genofosf al 10-(6-aminohexanoat) (=0M-197-MP-AC-RS,R) (obr.11).

2.6.1. 1-(Difenyloxyfosforyloxy)—3-[(R)-B-dodekanoyloxytetra—
dekanoylamino]‘4-oxo~5-aza—9-[(R)-3-ben2yloxytetradekanoyl -

aminoldekan-10-ol (6—benzyloxykarbonylaminohexanoat)

Do roztoku 1f(difenyloxyfosforyloxy)-3—[(R)-3—dodekanoylf
oxyLeLradekanoylamino]-4—0xo-5—aza-9-[(R)*3-benzy10xytetrade -
kanoylaminoldekan-10-olu (obr.1) (230 mg, 0,20 mmol) v bezvo-
dého dichlormethanu (8 ml) se prida kyselina 6-benzyloxykarbo-
nylaminohexanova (88 mg, 0,33 mmol, 1,65 ekv.). Roztok =se och-
ladi na teplotu O C. Pridaii se EDCl (200 mg, 1,04 mmol, 5,2
ekv.) a DMAP (13 mg, 0,10 mmol, 0,5 ekv). Reakéni smés se mi-
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chd 30 minut p#i teplotéd O .C, rak &ty¥i hodiny pri teploté& o-
kolf{. Po =fed&ni dichlormethanem se organickd faze oddasli a
pPromyje se postupné vodou, kyselinou chlorovedikovou 1IN a vo-
dou. Organickd faze se vysus{ siranem hore&nalyn, odpari se
ve vwvakuu pri teploité 40 .C. Cist&nim bleskovou HPLC na sili-
kagelu (elu&ni &inidlo systém dichlormethanu/aceton 7/1,2) se
2iskd ¢isty ester (115 mg, 41 % teorie) v podobé amorfni pevné
l4tky Rg=0,77, systém dichlormethan/aceton 5/2, vyvojka fosfo-

molybdenova) .

3C-RMN

(6289 MHz, CDCl;), 8 ppm : 173,27 ; 171 20 - 170,34 ; 169,88 ; 156,36 : 150.16 -
190,13 138,28 136,56, 129.80; 128,35 12826 127,90 ; 127,;1; 125’45 |
119,97:119,83 ;71,05 ; 66,37 ; 65,97 : 65,61 - 49,94 47,81, 41.39; 40,66 - 39’09 -‘
343213425 33,95 33,65; 31,78 ; 29,50 - 29,38 29,22; 2903 ; 2855 - 28’44 -'
25,951 2506 ; 24,87 ; 24,26 ; 22,55 ; 14,00. HPLC (210 nm) : Tp = ;3 497 ,rnin'
ESIMS : m/z 1424,0 [M+H]" ; 1174,0 [M+H-(PhO),0POH]", i |

2.6.2. 1-(Difenyloxyfosforyloxy}-3-[(R) -3-dodekanoyloxytetra-
dekanoylaminol -4-oxo-5-aza-9-[(R) -3-hydroxytetradekanoylani -

noldekan-10-0l1 10-(6-aminchexanoal)

Hydrogenuje se roztok shora ziskaného produktiu (114 mg,
81 umol) v systému ethanol kvality HPLC (15 ml)/ledovd kyseli-
na octovd) (0,4 ml) v pFitomnosti palladia (10%) na uhlf (80
mg) &tyri hodiny pri teplotd a tLlaku okoli{ v piitomnosti wvodf-
ku. Katalyzator se odfiltruje. Filtrdt se codparf k suchu a
zbytak se susti lopatkovym &erpadlem k =ziskadni debenzylového
produktu (90 mg, 97 % teorie) ve formé& amorfni pevné 1&tky,
HPLC (210 nm) :Tr= 29,185 min. ES/MS: m/= 1200,0 [M+H]* , 952,0
[M+H-(PhOz)OPOH]*. ’

2.6.3. 3-[(R) -3-Dodekanoyloxytetradekanoylaminol-4-oxo-5-a-
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2a—9-[(R)-3~hydroxytetradekanoylamino]-1,10-diol-1-dihydrogen—
fosfat 10-(6-aminohexanodt) (=0M-197-HP-AC)

Do roztoku oxidu plati&itého (30 mg) v ethanolu (kvalita
HPLC) (1 ml) (predb&zné aktivovaného v platinové &erni 10 mi-
nut v prostF#ed{ vodiku) se prida roztok shora pPipraveného a-
minoalkoholu (90 mg, 75 pumol) v systému ethanol kvality HPLC
(S ml/kyselina chlorovodikova 1N (0,1 ml). Roztok se hydroge -
nuje 24 hodin pfi teploté a tl1aku okoli v pPritomnosti vodiku.
Katalyz4dtor se odfiltruje. Filtrat se odpa#i k suchu a zbytek
se susf lopatkovym Zerpadlem =a =iskani sadaného fosfatu (60
mg, 79 % teorie), HPLC (210 nm) TrR=28,51 min. ES/MS m/=z 1047.5
[M+H1*,1069,6 [M+Nal* , 949,6 {M+H-(HO)zO0POH]1* (obr, 12).

Priklad 2.7.

(3R,9R)—3—[(R)—3—Dodekanoyloxytetradekanoylamino]—4—ox0—5-aza
9-{(R)—3-hydroxyteLradekanoylamino]dekan-1,10-dio] 1-dihydro-
genofosfat 10-(6-aminochexanodat) (=0M-197-MP-AC-R,R) (obr.13).

2.7.1. d-Nn{(4R)—5-(2-LeLrahydropyrany1)oxy—4—[(R)-3*benzy1—
oxytetradekanoylaminolpentyl}amid g-benzylester kyseliny N-
—((R)—B-dodekanoyloxytetradekanoyl]-D—asparagové { ASM-1-0-THP)

Do roztoku d—N-{(4R)—5—hydr0xy—4-[(R)—3—benzyloxytetrade-
kanoylaminolpentylltamid p-benzylesteru kyseliny N-T(R) -3-dode-
kanoyloxytetradekancyl]~D—asparagové (1,5 g, 1,43 mmol) v be=-
vodého dichlormethanu (30 ml) se p¥i teploté ockolf a v pro-
stiPedi argonu prida postupné 3,4 dihydro-2-H-pyran (DHP) (327
pnl, 3,58 mmol) a pyridinium-p-toluensul fonat (PPTS) (108 mg,
429 umol) . Micha se po dobu 18 hodin pPri teploté okoli, =z=novu
se pirida 3,4-dihydro-2-H-pyran (DHP) (130 utl, 1,43 mmol). Roz-
Lok se micha dalSich devét hodin pii teploté okoli, nadez se
=redi dichlormethanem, promyie se 5% yoztokem hydrogenuhlidi-

tanu sodného a vodou. Organicka faze se susi siranem horedna -




tym, =2filtruje se a odpabi. Cist&nim bleskovou HPLC na silika-
gelu (elu&ni &inidlo systém dichlormethan/aceton 7?/1 pak 6/1)
se ziska d—N—((4R)-5-(2-Letrahydropyranyl)oxy-4—[(R)—3—benzy1-
oxytetradekanoylaminolpentyllamid 8-benzylester kyseliny N-
-[(R)—3-dodekanoy1oxytetradekanoyl]~D—asparagové (1,45 g, 90 %
teorie) ve formé& bilé krystalicke latky. (Re= 0,57, systém di-

chlormethan/aceton S/1, v¥vojka U.V.a fosfomolybdenova).

2.7.2. d—N—{(4R)—5—(2-Tetrahydropyrany])oxy-4-[(R)—3~benzy1—
oxytetradekanoylaminolpentyllamid kyseliny N-[{(R)-3-dodekano-

yloxytetradekanoyl]-D-asparagové

Hydrogenuje se dvé hodiny roztok shora PFripravené slou&e-
niny (250 mg, 0,22 mmol) v systému ethanol/ethylacetst 171 (16
ml) obsahujicim triethylamin (0,4 ml) v p¥ritomnosti 10% palla-
dia na uvhli (10 mg) p#i teploté a tlaku okoli v pritomnosti
vodiku. Katalyzator se odfiltruje. Filtlridt se odpari k suchu a
zbylek se susi lopatkovym &erpadlem =za zZiskdni Z2addané kyseliny

ve formé& triethylamoniové soli (260 mg).

2.7.3. 3-I(R) -3-Dodekanoyloxytetradekanoylaminal -4-oxo-5-
aza-9-[(R)-3—benzyloxytetradekanoylamino]—10—(2~Letrahydr0py-

ranyl)oxydekan 1-ol

Do roztoku shora pripravens kyseliny (pfibliZné 250 mg) ve
smési dichlormethan/bezvoedy tetrahydrofuran 2/1 (3 ml) pri
teploté O DC se v prostredi argonu prida N-methylmorfolin (72
Hl, 0,6 mmol, 3 ekv.) a isobutylchlorformdtb (86 ul, 0, 66
mmol, ? ekv.). Rychle se vysrazi chiorhydrat N-methylmorfoli-
nu. NAaslteduje CCM (Rf=0,90, systém dichlormethan/aceton 2/1) .
Michd se po dobu 30 minut pri teplots okoli, reakéni smés se
ochladi na teplotu ©O e a rychle se pFidad roztok natriumbor-
hydridu sodného (33 mg, 0,88 mmol, 4 ekv.) ve vodd (1 ml). Po
odehndni plynt (5 minut) se roztok =zfedi vodou (1 ml) a tLetra-

hydrofuranem (1 ml), micha se po dobu pé&ti minut pFi teplots
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okoli. Rozt.ok se &aste&n& zkoncentruje, naez se =z=rfedi di-
chlormethanem a vodou. Fize se oddé&lfi. Organicka faze se suff
siranem hofFe&natym, =zZfiltruje se a odpafi. Cisténim bleskovou
HPLC na silikagelu (elu&ni &inidlo systém dichlormethan/aceton
2/1 se =iska alkohol (138 mg, 61 % teorie) ve dvou etapach)
v podobé bilé krystalické latky. (Rg=0,33, systém dichlormet -

han/aceton 3/1, vyvojka U.V. a fosfomolybdenova) .

2.7.4. 3—[(R)-3—Dodekanoyloxytebradekanoylamino]—4—oxo-5—a—
za—9-[(R)-3-benzyloxytetradekanoylamino]-10-(2—Letrahydropyra~
nyl)oxydekan-1-ol dibenzyl fosf at

Do roztoku shora pPipraveného alkoholu (120 mg, 0,12 mmol)
a 1H-tetrazolu (25 mg, 0,3% mmol, 3 ekv.) v bezvodém tetrahyd-
rofuranu (5 ml) se piri teploté okoli prida v prostredi argonu
85% dibenzyldiethylfosforamidit (95 ul, 0,27 mmol, 2,3 ekv.).
V preak&nim prostredi se rychle Lvori bhilé krystalky. Po 30
minutdch michani se reak&n{ smds ochladf na teplotu -20 C,
nadeZz se prida roztok mCPBA (57 az 86%), 75 mg, 0,43 mmol, 3,7
ekv.) v dichlormethanu (3 ml). Krystalky =zmi=zi., Po 45 inutach
michani pii teplotlé& okoli se prida nasyceny roztok thiosiranu
sodného (3 ml), reakdn{ smés se michéa 10 minut. Roztok se =rFe-
adi etherem, organickd féze se oddé&li, promyie se (5x%) nasyce-
nym roztokem Lhiocsiranu sodného a (2x) nasyvcenym roztokem hyd-
rogenuhli&itanu sodného. Organicka faze se susi siranem hored-
natym, zfiltruje se a odpari. Cisténim bleskovou HPLC na sili-
kagelu (elu&ni &inidlo systéem dichlormethan/aceton 4/1) se
ziska dibenzylfosfat (126 mg, 84 % teorie) ve formé amorfni
pevneé latLky. (Rg=0.53, systém dichlormethan/aceton 3/1. vyvol-

ka U.V. a fosfomolybdenova).

2.7.9. 3*[(R)—3—DodekanoyloxyLeLradekanoylamino]-4—oxo—5-a"
za—g—{(R)—3-ben2yloxytetradekanoylamino]dekan—1,1O—diol 1-(di-

benzylfosfat)
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Do 1% roztoku kyseliny chlorovodikové v methanolu (25 ml)
se PpPi teploLé O 'C pFidd shora pripraveny roztok (700 mg,
0,54 mmol) v dichlormethanu (25 ml). Po 45 minutich michani
piri teplot& O .C gse reak&n{ smés neutralizuje 5% roztokem hyd-
rogenuhli¢itanu sodného zredéného dichlormethanem a organicka
fadze se oddélf. Vyslednd vodnd faze se extrahuje dichlormetha-
nem (3x) a organické faze se spoji. Organickd faz=e se vysus{
siranem hore&natym, =filtrujf{ se a odpari{, &¢imZ se z{skd suro-
vy alkohol (640 mg, 98 % teorie). (Re=0,50, systém dichlormet-

han/aceton 3/1, vyvoijka U.V., a fosfomolybdenovd).

2.7.6, 3-[(R) -3-Dodekanoyloxytetradekanolyaminol-4-oxo-5-a-
za-9-[(R)-3-benzyloxytetradekanoylaminoldekan-1,10-diol 1-(di-

benzylfosfat) 10-(6-benzyloxykarbonylaminohexanoit)

Do roztoku shora pripravené sloudeniny (640 mg, 0,53 mmol)
a kvseliny (benzyloxykarbonylamino)hexanové (423 mg, 1.60
mmol) v suchém dichlormpethanu (25 ml) pEi teploté O ‘¢ se
v prostifedi argonu postupné pridd chlorhydrdat 1-(3-dimethyla-
minopropyl)-3-ethylkarbodiimidu (obchodn{) (206 mg, 1,60 mmol)
a 4-dimethylaminopyridin (Z0 mg, 160 umoi). Reakénl smés se
michad 30 minut pri teplot& O .C a pres noc pri tLeploté okolf.
Reak&n{ prostiredi se pak promyje vodou, pak 1N roztokem kyse-
liny chlorovodikové a fdze se oddélfi. Organickd fdze se suif(
siranem hofe&natym, zfiltruje se a odpari. Cist&nim bleskovou
HPLC na silikagelu (elu&¢ni ¢inidlo systém dichlormethan/aceton
4/1 pak 2/1) se ziska kopulad&éni produkt (537 mg 71 % teorie).

"C-RMN (62,89 MHz, CDCl3),

ppm: 173,18; 171,16, 170,38; 169,60, 156,30, 138,23; 136,50: 135,38; 135,28:

128,42; 128,26; 128,17, 127,79; 127,74; 127,44 76,48; 71,15; 70,84; 69,47; 69,39;

69,31 66,25; 65,62; 64,43; 64,37; 49,78; 47,76; 41,41, 41,34, 40,57, 38,97, 34,22;

34,16; 33,96; 33,57 32,95; 31,70; 29,43; 29,15; 28,95; 28,32; 25,87; 25,46; 25,02,
24,80; 24,18; 22,49, 13,94,




2.7.7. 3—[(R)-3-Dodekanoy1oxytetradekanoylamino]-4—0xo—5—aza—
-9—[(R)-3—hydroxytetradekanoy]amino]dekan—1,10—diol 1-(dihyd-
rogenfosfat) 10-{6-aminohexanoat) (=0OM-197-MHP-AC-R,R) (obr.13)

Roztok shora pripravené slou&eniy (500 mg, O,3% mmol) ve
smési dichlormethan/ethanol 5/2 (70 ml) obsahujici kyselinu
octovou (10 ml) se hydrogenuije Vv pritomnosti 10% palladia na
uhli pri teploté a tlaku ockoli v pPitomnosti vodiku 12 azZ 24
hodin. Katalyzator se odfiltruje. Filtrat se odpa¥ri k suchu a
zhytek se susi lopatkovym Cerpadlem, &imz se =ziska 3-[(R)-3-
dodekanoyloxyLeLradekanoylamino]—4-oxo—5—aza—9-[(R)—3—hydroxy—
tetradekanoylamino]dekan—l,10-diol i1 -(dihydrogenfosfat) 10-(6-
-aminohexano4t) (368 mg, kvantiativni vyté&zek).

ES/MS m/z 1047,9 [M+H1*, 1069,8 {M+Nal* (obr. 14).

Priklad 2.8.

(35,9R)-3-[(R)—3-Dodekanoyloxytetradekanoylamino]-4-ox0—5~aza-
-9-[(R)—3—hydroxytetradekanoy1amino]dekan—1,10—di01 1-(dihyd-
rogenfosfat) 10-({6-aminohexanoat) (=0M-197-MP-AC-S, R)

d-N—{(4R)-5*Hydroxy-4-[(R)-3-hydroxytetradekanoylamino]-
pentyllamid pg-benzylester kyseliny N-[(R)-3-dodekanoyloxytet-
radekanolyll-L-asparagové (odstavec 1.2.4) se zpracuje tLymz

sledem reakci, kterym se =iska produkt 2.8.

Priklad 2.9.

3—[(R)-3*Dodekanoy1Oxytetradekanoylamino]-4*oxo—57a2a—9*{(R) -

—37hydroxytetradekanoylamino]dekan—1,1O-diol 1-f{dihydrogenfos-

fat) 10-(6-aminohexanoat) (=0M-197-FV8) (obr.15)

2.9.1. (2R)—5—(Amino)—2—[(R)-3-benzyloxytetradekanoylam1no]-

pentan-1-ol benzylmethylether




Do ro=ztoku (2R) -5-(benzyloxykarbonylamino) -2-[(R) - 3-ben-
zyloxytetradekanoylaminolpentan-1-olu (odstavec 1.1.2) (2,05
g, 3,60 mmol) v bezvodém dichlormethanu (40 ml) se PFi teploté
okol{ v prostfedf{ argonu prida rpostupn€ benzylchlormethylether
(BOMC1}) (technické kvaliiy 60%), 1,25 ml, 5, 4% mmol, 1,5 ekv.)
a diisopropylethylamin (942 pl, 5,41 mmol, 1,5 ekv.). Reak&ni
smé&s se michd p¥es noc pri teplotd okoli a odpari{ se k suchu.
Cisténim bleskovou chromatografii na silikagelu (elu®ni &inid-
lo pelrolether/ethylacetat 2/1) se ziskd derivat O-benzyloxy-
methyl (2,28 g, 92 % teorie) ve formé bilé krystaliocké 14tky.
(Re=0,70, systém petrolether/ethylacetat 1/3, vyvaoijka U.V. a
kyselina fosfonomolybdenovda), teplota Lani 97 a%® 100 -C. Roz -
tok tohoto produktu (2,00 g, 2,90 mmol) v etanolu kvality HPLC
(220 ml) obsahujicim triethylamin (4 ml) se hydrogenuie v pii-
Ltomnosti 20% hydroxidu palladnatého na uhl{ (200 mg) tL¥i hodi-
ny pfi teplot& a tlaku okoli a v pPFitomnosti vodiku. Filtrat
se odpar{ k suchu, zbytek se sus{ lopatkovym &erpadlem =za zfis-
kdni volného aminu (1,58 g, 98 % teorie) ve formnd amorfnfi Pev-
né latky.

Tit masni smem aas o~

1,20 ; CHCis} , 'H-RMN (250 iviHz, CDCia), &

.1 A0 s~
&0 -1 (W~

. PPmM : 7,45-7,21 (m, 10H, Ar), 6,52 (d, TH, NH), 4,80-4,45 (m, 6H, 2 x CHxph, O-
CHz0), 4.10 (m, 1H, H-3'), 3,83 (m, 1H, H-2), 3,62 (dd, 1H, H-1), 3,47 (dd, 1H, H-1),
2,65 (t, 2H, 2 x H-5), 2,40 (m, 2H, 2 x H-2'), 1,80-1,40 (m, 8H, 2 x H-4, 2 x H-3, 2 x
H-4", NHz), 1,40-1,20 (m, 18H, 9 x CHy), 0,88 (t, 3H, CH3) ; ">C-RMN (62.89 MHz,
CDCk), 8  ppm: 170,78 138,24 ; 137,63, 128,38 ; 128,32; 127,66 ; 127,62
94,82:76,70; 71,26 ; 69,63 ; 69,44 ; 48,48 ; 41,82 41,47 ; 33,83 ; 31,84 ; 29,88 ;
29,58 ;29,56 ; 29,51 ; 29,27 ; 29,04 ; 25,11 ; 22,62 ; 14,06,

2.9.2, a—N-{(4R)-5—(Benzyloxymethoxy)—4-[(R)—3-benzyloxyteb-
radekanoylaminolpentyllamid f-benzylester kyseliny N-[{(R)-3-

-dodekanoyloxytetradekanoylamino}-L-asparagové

Amin p¥ipraveny shora se kopuluje s g-benzylesterenm Ky-




seliny N-[(R)-3-dodekanoy]oxytetradekanoylamino]—L—asparagové
(pFripravengég = f-benzylesteru kyseliny L-asparagové (odstavec
1.2.1) v pritomnosti IIDQ =a podminek popsanych v odstavei
1.2.2. Cisténim na silikagelu (elu&ni &inidlo systém petrolet-
her/ethylacetdt 2/1, pak 1/1) se =iska odpovidajici amid ve
vyt&sku 65 % teorie). ES5/SH m/=z 1169,7 [H+H1*,

2.9.3. (BS,QR)—3—[(R)—3-Dodekanoyloxytetradekanoylamino]-4-
oxo-S—aza-Q—t(R)-3"benzy1oxyLeLradekanoylamino]dekan—1,10-diol
1-dihenzylfosfat

Roztok kopula&éniho produktu shora pripraveneého (1,05 g,
¢, 90 mmol) v systemu ethanol/ethylacetat 171 (65 ml) obsahuji -
ciho triethylamin (1,5 ml) se hydrogenuje v piitomnosti 10%
palladia na uhli (50 mg) prri teplot& a tlaku okoli jednu hodi -
nu v pritomnosti vodiku. Katalytator se odfiltruje a filtrat
odpareny k suchu se susi lopat.kovym &Serpadlem. Zbytek se roz=-
pusti v systému isopropanol/dichlormethan 1/71 (50 ml) a micha
se 10 minut pPFi teplot& okeli s pryskyfrici Amberlit IR-120
{H*}Y (3 ml1). Pryskyfice se odfiltruje, filtrat se odpari k su-
chu za ziskani volné kyseliny (956 mg, 99 % Leorie) ve formné

biflé krystalické pevné lALKy.

Do roztoku ziskané kyseliny (855 mg., 0,79 mmol) v bezvodém
tetrahydrofuranu (5 ml) p¥i teploté O °C se v prost¥redi argonu
prida N-methylmorfolin (87 ul, 0,79 mmol, 1 ekv.), pak isobu-
tylchlorformat (103 ul, 0,79 mmol, 1 ekv.). Rychle se vysraZzi
chlorhydrat N-methylmorfolinu. Micha se po deobu 30 minut pri
teploLé okoli, reakd&ni smeés se  ochladi na O nC a rychle se
pridada natriumborhydrid sodny (60 mag, 1,58 mmol, 2 ekv.) ve vo-
dé (2 ml). Po odstrangni plyni (5 minut) se roztok =¥Fedi vodou
(2 ml) a tetrahydrofuranem (2 ml), micha se pét minut pPri tep-
loté ockoli. Roztok se =z=koncentruje, =redi se dichlormethanem a
vodou, neubralizuje se roztokem tHM kyseliny chlcrovodikovée a

faze se oddéli. Organicka faze se vysusi siranem hored&natym,




zfiltruje se a odpabi. Cisténim bleskovou chromatografii na
silikagelu (elu&ni ¢inidlo systém dichlormethanu/aceton 4/1)
se ziskd redukd&nié produki (387 mg, 46 %teorie) ve formd bilé

pevné krystalické 1atky.

Do roztoku tohoto alkoholu (312 mg, 0,29 mmol) a 1H-tet-
razolu (62 mg, 0,88 mmol, 3 ekv.) v bezvodém tetrahydrofuranu
(12 ml) pri teploté& okoli se v prostfedi argonu prida 85% di-
benzyidiethylfosforamidit (267 ul, 0,67, 2,3 ekv.). V reaké&nimnm
prostiredi rychle vykrystaluji bilé krystaly. Micha se po dobu
30 minut, reak&ni sm&s se ochladi na teplotu -20 C a prid4 se
roztok mCBA (57 aZ 86%), 187 mg, 1,08 mmol, 3,7 ekv.) v di-
chlormethanu (8 ml1). Krystaly zmizi. Michad se po dobu 45 minut
pri teploté okoli, pridd se nasyceny roztok (5 ml) thiosiranu
sodného a reakéni smés se michd se 10 minut. Roztok se zredi
etherem, organickd faze se oddéli a promyje Se nasycenym roz-
tokem thiosiranu sodn£ho (5%), nasycenym roztokem hydrogenuh-

liditanu sodného (2x) a ro=ztokem kyseliny chlorovodikové 1M

(1%) . Organickd faze se suii{ siranem hofednatym, 2filtruje se
a odpari se. CistEnim bleskovou chromatcografii na silika

Kagelu
{eluéni{ ¢&inidle systém dichlormethan/aceton 8/1, pak 5/1) se
ziskd fosfotriester (361 mg, 93 % teorie) ve formé& pevnéd amor-
fni latky. Tento produkt se hydrolyzuje benzyloxymethylaceta-
lem ve vodném prostPedi tetrahydrofuran/kyselina chloraovodiko-
va, Cim2 se ziska (35,9R)-3-[(R)-3-dodekanoyloxytetradekanoyl-
aminol-4-oxo-5-aza-9-{(R)-3-benzyloxytetradekanoylaminoldekan-

-1,10-diol 1-dibenzylfosfat.

Z. 9. 4a (35, 9R) - [{R) -3-Dodekanoyloxytetradekanoylaminol -4-axo-
H-aza-9-[(R) -3-hydroxytetradekanoylaminoldekan-1,10-dicol 1-4di-

hydrogenfosfat 10-(6,7-dihydroxyheptanodt)

Shora =ziskany produki se O-acyluje v poloze 10 kyselinou
hept-6-enovou v pritomnosti EDCl v dichlorethanu pri teplotd 0

"C v pritomnosti DMAP (odstavec 2.3.1). Tento heptenovy ester
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se hydroxyluje reakci v pritomnosti oxidu osmi&elédho (kataly-
tického) a oxidu N-methylmorfolinu (odstavec 2.3.2) =za =iskani
odpovidajiciho diolu (ester kyseliny 6.7-dihydroxyheptanové).
2 produktu se odstrant chranict skupiny hydrogenolyzou v et -
hanolu v pritomnosti vodiku a v pPitomnosti palladia na uhli
(2.3.3.).8LH 4

2.9.5. (3S.9R)-3-[(R)—3-Dodekanoy1oxytetradekanoylamino]-4-0—
xo—5-a2a—9—[(R)—3-hydroxytetradekanoy1amino]dekan—1,10—diol 1-

-dihydrogenfosf at 10-(6-oxohexanoat)

Shora =ziskany chranici skupiny zbaveny diol se oxiduje
jodistanem v systému isopropanol/voda { zpisob p¥ipravy odsta-

vec 2.2.1.)

2.9.6. (3S,9R)-3—[(R)-3-Dodekanoyloxytetradekanoy1amino]—4-0-
xo—5—aza-9—[(R)'3-hydroxytetradekanoylamino]dekan—1,10—diol 1-
-dihydrogenfosfat 10-(6-hydroxyhexanodt) (=0OM-197-FV8)

Do roztoku shora ziskaného derivatu 6-oxohexanového (4,5
mg, ©,0043 mmoi) v S0% isopropanciu (20 ml? me pPridid roztok
(0,2 ml) natriumborhydridu sodného v methanolu (1 mg/ml). Smé&s
se michd 2 minuty pri teploté 25 uC, pridd se nadbytek kyseli-
ny octové (0,2 ml). Cisténim preparativni chromatografii na
sloupci €18 se =ziska produkt OM-197-FV8 (2 mg, 44 % tLeorie)
v roztoku 90% isopropanolu, ES/NMS m/=z 1048 ,5 [M+HI1*, 950, 5
[M+H-(HO)20POH1* (obr. 16).

FPriklad 2.10
2-[(R)—3—Dodekanoyloxytetradekanoylam1no}—4~(dihydroxyfosfo—
ryloxy)butanoat (2—[(R)—3—hydroxytetradekanoylamino]75-(6-ox0-

hexyl)aminolpentylu (=0M-144-FP9) (obr. 17)

2.10.1 Trifluormethansulfonat hept-6-enylu




Triflikanhydrid Tfz0 ((CF3S0z)z0, 11 ml, 6,76 mmol) se
prikape pri teploté -15 .C do roztoku hept-6-en-1-ol (515 ng,
4,51 mmol) a triethylamin (627 ul, 4,51 mmol) v dichlormethanu
(10 m1) a sm&s se micha 30 a% 45 minut p¥i teplot& -15 C az
do vymizen{ alkoholu. Po nAvratu na teplotu ckolf se reak&ni
smé&s zfedi dichlormethanem a promyje se postupné& vodou, vodnym
nasycenym roztokem hydrogenuhli&itanu sodného, nasycenym roz-
tokem chloridu sodného. Takto ziskand organicka fai=e se susf
siranem horfe&natym a zkoncentruje se ve vakuu a z=bytek se vy-
jme do systému ethylacetdt/petrolether 1/2, zfiltruje se pres
silikagel (odstranéni triethylaminové soli vytvorené béhem re-
akce). Po odpareni filtrdtu se ziskd 24&dany triflat (956 mg,
87 % tLeorie) a pouZije se v dalsim stupni bgz Gisténi.

Rf: 0.8 'H-RMN (CDCls, 250 MHz); 8 . ppm: 5,7 : 5.0 : 4.45 -

2.0: 1.8; 1.4. *C-RMN (CDCl;, 62.89 MHz): & ppm @ 138.21; 114.95: 77.68 -

33.40;29.13; 28.10 ; 24 .53.
2.10.2. (2R) -2-[(R) -3-benzyloxytetradekanoylaminol] -5-( hept.-

6-enyl)aminopentan-1-ol

CerstvéE piipraveny roztok triflitu (956 mg, 3,88 mmol)
v dichlormethanu (10 ml) se prikape do roztoku (2R)-5-amino-2-
-[(R) -3-benzyloxytetradekanoylaminolpentan-1-olu (odstavec 1.
1.2) (1,69 g, 3,88 mmol) v dichlormethanu (10 ml) a snés se
michd 4 hodiny piri teploié okoli{ v prostred{ argonu. Po zFfedé&-
n{ dichlormethanem se reak®n{ sm&s promyje nasycenym roztoken
hydrogenuhli&¢&itanu sodného a wvodou. Takto =zfskand organicka
fdze se su3li{ siranem horednatym a koncentruje se ve vakuu.
Cisté&nim bleskovou chromatagrafii na silikagelu (elu&ni{ &inid-

lo systém dichlormethanu/methanol 15/1) se ziskad sekundarni a-
min (862 mg, 43 % teorie). Rf : 0,3 (CH:Cl/MeOH 8/1). ES/MS . mv/z

532,0 [M+H]". RMN 'H (CDCl,, 250 MHz); & en ppm : 7,2-74,71,58,50; 46,
3956:35;29;25;21;1,9-15;15-12;0,9. RMN "*C (CDCls, 62,89 MHz); §
ppm @ 172,17 ; 13828 ; 138,21, 128,39, 127,96 ; 127,71, 114,82, 76,80 ; 71,40 ;
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63,81, 50 87, 48 30, 47, 75, 4157 ; 34,10 ; 33,39 31,89 ; 29,66 ; 29,62 ; 2§, 33;
28,19 ; 28i03' 25,21 , 26,11, 25,78, 22,82 22,66 ; 14,10. RMN 'H (CDCls, 250
MHz); & en ppm : 7,2-7.4 6,75, 58.50; 45;39,35:25; 20,21, 1,7-1,2
0,9. RMN 3c (CDCly, 62,89 MHz); & . ppm - 171,77 ; 138,68 ; 138, 14 ; 12823,
127,72, 127,56, 114, 22, 76, 84, 71,37 ; 64,58 ; 51, 45 49,79, 49,37 . 41, 53
33,90 33.53; 31,77 ; 29,65, 29,20 28,64 ; 28,57 ; 25,00 ; 26, 63 : 25,93 ; 22,53

13,98 (spekira amoniové soli nebo volné zasady).

2.10.3. 2-[(R)-3-Dodekanoyloxytetradekanoylamino]-4-(difenyl-
oxyfosforyloxy)butanoét {2-[(R)—3-benzy1oxtetradekanoylamino]-
5-(hept-6—enyl)amino}pentylu

Do roztoku shora pripraveného sekundarniho aminu (163 mg,
0,307 mnmmol, 1 ekv.) a kyseliny 4-(difenyloxyfosforyloxy) -2-
-[(R)~3-dodekanoyloxyLetradekanoylamino]buLanové (odstavec 1.
1.1) (278 mg 0,368 mmol, 1,2 ekv.) v dichlormethanu (25 mi) se
prida N, N-di isopropylethyiamin (DIEA) (54 pnl, 1 ekv.). Smé&s se
ochladf na teplotu O 'C a pfid4 se EDC1 (71 mg, 1,2 ekv.) a 1-
-hydroxy-7-azabenzotriazol (HOAL) (41 mg, 1 ekv.).Reak&nfi Smés
ce michd 2 hodiny pii LeplotZ © € 2 90 hodin pfi teploté oko-
11. Roztok se promyje vodou a organicka faze se susSf siranem
horednatynm, odpa®i se ve vakuu pri teplotd 40 .C. Cistdnim
bleskovou chromatografii na silkagelu (elu®ni <&inidlo systém
dichlormethan/methanol 15/1) se z=iska O-acyla&ni produkt (126

mg, 32 % teorie).

2.10. 4. 2-[(R)-3—Dodekanoyloxytetradekanoylamino]-4-(difenyl-
oxyfosforyloxy)butanoét {2—[(R)—3-benzy1oxytetradekanoylami-

no]—S-(6.?-dihydroxyheptyl)amino)pentylu

Cerstvd pPipraveny 2,5% roztok oxidu osmiZelého v PYri-
dinu (1,1 ml, 1,9 ekv.) se prikape pPFi teploté 25 -C do shora
={skaného O-acyla&niho produktu (70 mg, 0,055 mmol) v bezvodém
pyridinu (5 ml). Smés se michad 24 a2 48 hodin pri t.eplotd oko-

11, =zpracuje se pentaoxodisiri&itanen sodnym, nakonec se zredfi




dichlormethanem, promyje se postupné& vodou, vodnym roztokem 1R
kyseliny chlorovodikové a znovu vodou. Vysledna organicka faze
se sus{ siranem hove&natym, zfiltruje se, odpari se a =ziskany
zbytek se podrobi bleskove chromatografii na silkagelu (eluéni
&inidlo systém dichlormethan/methanol 15/1 az 10/1), &imz2 se
—i{ska 24adany diol (27 mg, 38 % teorie). HPLC (210 nM) :Tr=37,25
min. ES/MS: m/= 1307 (M+H1*.

2.10.5. 2—[(R)—3-Dodekanoyloxytetradekanoylamino]-4—(dihydro—
xyfosforyloxy)butanodt {2-1(R) -3-benzyloxytetradekanoylaminol -
-5—(6,?—dihydroxyheptyl)amino}pentylu {=0M-144-FP8)

a. Debenzylace

Do roztoku shora pripraveného diolu (50 mg, 0,038 mmol)
v systému methanol kvality HPLC/kyselina octova (5/0,2 ml) se
pridada katalyzator (10%) palladium na uhli (10 mg). Reak&ni
sméds se micha 4 hodiny v prostiedi vodiku (za tlaku okoli) prFi
teplot®& okoli. Katalyzdator se odfiltruje na filtru milipore a
filtrat se odpairi{ k ziskani bez dalZiho &istént debenzylované-
ho produktu (46 mg, 99 % teorie). HPLC (210 nm): Tr= 35,13 a
35,51 min. (pozorovany dva diastereoisonery) .

ES/MS: m/=z 121t7,0 [M+HI*.

b. Defenylace

Katalyzadtor (oxid platicity) (25 mg, 3,8 ekv.) v suspenzi
ethanolu kvality HPLC (0,5 ml) se predb&zn& aktivuje 10 minut
v prostredi vodiku. Do suspense katalyzatoru se pridd predbhész-
né v argonu plynu zbaveny roztok =hora =ziskané¢ho debenzylového
produktu (35 myg, 0,029 mmol) v ethanolu kvality HPLC (2 ml).
Reak&ni smés se michd dvé heodiny v pri{tomnosti vodiku p¥ri tep-
loté okoli. Katalyzator se odfiltruje na filtru milipore a
filtrat se odpafi k ziskan{ be=z= dalZiho &¢isténit Zaddaného fos-
fatesteru (26 mg, 87 % teorie). HPLC (210 nm): Tr= 29,3 a 30,9
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min ( pozorovani dvou diastereoisomerd) . ES/MS: m/=z 1064, 8

(M+H1*, 1086,8 [M+Nal™*, 1108,8 [M-H+2Nal* (obr. 18).

2.10.6. 2-[(R)—3-Dodekanoy1oxytetradekanoylamino]*4—(dihyd»
roxyfosforyloxy)butanoat (2—{(R)—3—hydroxytehradekanoylamino]—
—5-(6—oxohexy1)amino}pentylu (=0M-144-FP9)

Pridd se 1,87 mil jodistanu sodného 0,1 M (40,17 mg, 20
ekv.) do 10 mg (9,639 umol, 1 ekv.) chrdnici skupiny zbaveného
shora pripraveneho produktu v systeému isopropanol/voda (1:1) .
Roztok se micha 2 hodiny pri Leploté& okoli. Reakce se ukon&li
pridanim jedné aZ dvou kapek ethylengliykolu. TR=30,0 a 31,5
min. {(pozorovani dvou diastereoisomerd) .

ES/MS: m/= 1032,8 [M+H1*, 1054, 8 [(M+Nal*t.

Priklad 2.11.

(ZR,SR)—2—[(R)—3*Dodekanoyloxytetradekanoylamino]—3~on-4—aza-
—8—[(R)—3-hydroxytetradekanoy1amino]nonan—1,9-diol 1-0-karbo -

xymethylether 9-0-{6-uxuvhexanocdl? ( -OM-112-FV7) (obr. 19)

D-serin je chranén ve formé N-(p-methoxybenzyloxy karbo-
nyl)derivatu (Chen a Yang, Synthesis, str. 36 az 37, 1989),
hydroxylovad skupina se alkyluje benzylbromacetatem v pritom-
nosti hydridu sodného (2 ekv.). Aminoskupina se uvolni =zpraco-
vanim trifluoroctovou kyselinou v dichlormethanu a acyluje se
chloridem kyseliny (R)-3—dodekanoyloxybetradekanové v pritom-
nosti triethylaminu. Takto ziskany derivat se kopuluje s ami-
nem 2-[(R)—5~amino—2(R7-3-benzyloxytetradekanoylamino]pentan-
1-o0lu (odstavec 4.1.1) v pritomnosti ILIDQ k =ziskani (2R,8R)-2-
-[(R)—3-dodekanoy1oxytetradekanoylamino]-3—ox0-4-aza-8-[(R)-3—
—benzyloxytetradekanoylamino]nonan-1,g-diol 1-0-benzyloxykar-
bonylmethyletheru. Tento produkt se O-acyluie kyselinou hept -
-6-enovou v piitomnosti EDCL. Dvoina vazha pomocneého esteru se

hydroxyluje oxidem osmicelym (katalytickym, v pritomnoti N-




-methylmorfolin-N-oxidu), chranici skupina se = diolu odstrani

hydrogenclyzou v pritomnosti palladia na uhli v ethanolu. Pro-
dukt OM-112-FV-7 se =ziska zpracovanim jodistanem sodnym v SySs-
tému imopropanol-voda.

CesH1o3N3012, molekulova hmotnost.: 1010, 45.

Priklad 2.12.

(23,8R)—1—(Karbxymethy1)Lhio—2—[(R)—3-Letradekanoyloxytetrade—
kanolylamino]-3—oxo—4—aza-8—[(R)—3—hydroxybetradekanoylamino]-
nonan-9-al 9-0-(7-aminoheptanocat (=0M-212-2AH1) (obr. 20)

D-cystein se S-alkyluje p—methoxybenzylbromacetatem v pPri-
tomnosti uhli&itanu sodného v systému tetrahydrofuran/voda.
Takto pripraveny S-benzyloxykarbonylmethylcystein se N-acyluje
chloridem kyseliny (R)—3-Letradekanoyloxytetradekanové, pak se
S-alkylovany N-acylovany derivat D-cysteinu kopuluje s aminemn
(2R)—S—amino—z—[(R)-3—hydroxybetradekanoylamino]penLan- 1- olu
(ziskanym hydrogenolyzou (2R)—5—amino—2~[(R)-3—ben2yloxytetra—
dpkanoylamino]penban—i—olu, odstavec 4.1.1.) v pritomnosti
IIDQ. Takto =z=iskany produkt se selektivnd O-acyluje v primarni
poloze esteremn odvozenyr = HOBL a =z kyseliny 7-(p-methoxyben-
zyloxykarbonylamino)heptanové. Obé p-methoxybenzylové skupiny
se odstrani =zpracovanim esteru vodnou kyselinou Lrifluorocto-

vou. CsoHi1z2N40103, molekulova hmotnost: 1069, 64.

Priklad 2.13.
(2R.8R)-2*[(R)73-Dodekanoy1oxytetradekanoylamino]A3-oxo-4-aza-
8—[(R)A3-hydroxytetradekanoylamino]nonanw1,g-dio} 1-0-(2.2-di -

karboxyethyl)ether 9-0-(6-oxohexanodt) (=0OHM-312-FV?) (ohr. 21)

Derivat N‘(p—methoxybenzyloxykarbonyl)-D-serinu se 0-al-

kyluije dibenzylmeLhylenmalonéLem v pritomnosti hydridu sodné -

ho. Aminoskupina se uvolni =zpracovanim kyselinou trifluorocto-
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vou v dichlormethanu a acyluje se chloridem kyseliny (R)-3-do-
dekanoyloxytetradekanové v pi#itomnosti triethylaminu. Takto
ziskany derivat serinu se kopuluje s aminem (2R)-5- amino-2-
[(R)'3-benzyloxytetradekanoylamino]pentan-1-olu (odstavec
4.1.1) v pPitomnosti IIDQ, &imz se ziska (2R, 8R)-2-[(R)-3-do-
dekanoyloxytetradekanolylamino]-3-oxo-4—aza—8ﬂ[(R)-3—benzylo -
xytetradekanoylaminolnonan-1,9-diol 1-0-[2,2-bis-(benzyloxy -
karbonylethyllether. Produkt se 0O-acyluje kyselinou hept-6-en-
ovou v pPitomnosti EDCl, nadezZ se hept.enoylester hydroxyluje
oxidem osmi&elym. Benzylové skupiny se odstrani hydrogenolyz=ou
v pritomnosti palladia na uhl{ v ethanolu. Produkt OM-312-FV-7
se =ziska zpracovanim debenzylovaného produktu s jodistanem
sodnym v systému isopropancl/voda.

CugHiosN3014, molekulova hmotnost: 1068, 49.

Priklad 2.14.

3-[(R)—3-Dodekanoyloxytetradekanoylamino]—4-0x0-5—aza—9-[(R) -
3vhydroxytetradekanoylamino]—1,10—diol-1—dihydr0genofosfét-10r

hromoagotamideohexanoat (=0M-412-BAY) (ocbr. 22)

3-[(R)—3-Dodekanoyloxytetradekanoylamino]—4-oxo-5—aza-9—
-[(R)—3~hydroxytetradekanoylamino]—1,lo-diol—i—dihydrogenfos -
fAL 10-(6-aminohexanoat) (odstavec 4.2.3.3.) se bromacetyluje
reakci sukcinimidyloxyesterem kyseliny bromoctové v systému
voda-dimelhylformamid v pritomnosti triethylaminu. Kone&ny
produkt se &isti HPLC.

Cs7zHiogBrN4013P, molekulova hmotnost: 1168, 4.

Priklad 2.15.

(BRS,QR)—34[(R)—3-Hydr0xytetradekanoylamino]74-oxo—57a2a-9 -

[(R)—3-dodekanoyloxyhetradekanoylamino]dekan—1,10—diol 1-di -

hydrogenofosfat 10-0-(6-oxohexanoat) (=0M-512-FV?) (obr. 23)




Kyselina 2-[(R)-3-benzyvloxytetradekanoylaminol-4-difenyl-
oxyvfosforyloxybutanovd (ziskand N-acylaci t.rifluoroctovou soli
benzyl1-0-(difenyloxyfosforyl) -DL-homoserinatu chloridem kyse-
liny (R)-3-benzyloxytetradekanové, odd&lenim benzylesteru hyd-
rogenol yzou v etanolu v pfitomnosti triethylaminu a palladia
na uhli) se kopuluje s (2R) -S5-amino-2-[(R) -3-dodekanoyloxytet -
radekanoylaminolpentan-1-olem (ziskanym N-acylaci trifluoroc-
tove soli (2R) -5-benzyloxykarbonylamino) -2-aminopentan-1-olu
chloridem kyseliny (R)-3-dodekanoyloxytetradekanové, prak od-
strandnim skuiny chranici aminoskupiny v C-5 hydrogenclyzou
v ethanolu v pritomnosti triethylaminu a palladia na uhli{)
v pfitomnosti IIDQ. Takto vytvoreny amid se O-acyluje na volné
hydroxylové skupin& kyselinou 6-heptanovou v pritomnosti EDCI
za =ziskani odpovidajiciho esteru. Dvoind vazba pomocného este-
ru se hydroxyluje oxidem osmicelym: henzylova skupina se od-
strani hydrogenoly=zou v pritomnosti palladia na uhli a fosfat
se uvolfiuje hydrogenolyzou na platinové Cerni. Diocolova skupina
se oxiduje jodistanem k vytvoreni derivatu 6-oxohexanoylu OM-

-512-FV7. CssHi04N=z013P, molekulovad hmotnost: 1046, 42.
Priklad 2.16.

a-N-{(4R) -S-(6-Aminohexanoyvloxy) -4-[(R) -3-hydroxytetradekano-
vilaminolpentyllamid kyseliny N-[(R) -3-dodekanoyloxytetradeka-
noyll-D-asparagové (=0H-197-MC-AC) (obr.24}

2. 16.1. a-N-{(4R) -5-[6-(Benzoylkarbonylamino) hexanoyloxyl-4-
-[(R)-3-benzvloxytetradekanoylaminolpentyllamid g-benzylester

kysel iny N-[(R) -3-dodekanoyloxytetradekanoyl] -D-asparagove

Do roztoku «-N-{(4R) -5S-hydroxy-4-[(R) -3-benzyloxytetrade-
kanoylaminolpentyltamid g-benzylesteru Kkyseliny H-[(R) -3-dode-
kanoyloxytetradekanoyl]l-D-asparagove (400 mg, 0,38 mmol) a ky-
seliny 6-(benzyloxykarbonylamino)hexanove (220 mg, 0,83 mmol)

v suchém dichlormethanu (15 ml) se pFi teplotd O C v prostie-




di argonu p¥rida postupné chlorhydrat obchodni jakogti t1-(3-di-
methylaminopropyl) -3~ ethylkarbodiimidu (162 mg, 0,85 mmol) a
4-dimethylaminopyridin (12 mg, 98 umol) . Reak&nfi smés se mficha
30 minut pfi teploté O .C. pak pifes noc pri teplotd okolfl.
Reak®&ni smé&s se promyje vodou, 1N roztokem kyseliny chlorovo-
dikové a se faze oddé&lf. Organicka faze se sus{ siranem hore&-
natym, zfiltruje se a odparf. Cistdnim bleskovou chromatogra-
fif (eludni &inidlo systém dichlormethan/aceton 9/1, pak (4/1)
ge ziski kopula®ni produkt (395 mg, 81 % teorie) ve formé bilé
pevné l1Aatky.

13G.RMN (62.89 MHz, CDClz), 8 ppm 173,46 .
17329 17183 171,04, 170,12; 156,38 138,19, 136,60 133,30 ; 128,51;
128,42 ; 128,31 127,99 ; 127,70 ; 127,58 ; 119,97 76,49 71,23 ; 71,06 66,73 ;
66,47 ; 49,21 47,83 ; 41,42 40,73 39,14 35,40 34,38 ; 33,86 ; 33,70 31,84
29[57;29,46,29,28;29{.10,26,01,25{.54,2517 25,08 ; 24,94 ; 24,31, 22,61
14,05.

2.16.2 a-N—((4R)-5—(6-Aminohexanoyloxy)—4-[(R)-3-hydroxytet-
radekanoylamino]pentyl}amid kyseliny N-[(R) -3-dodekanoyloxy-

Letradekanoyl]-D—asparagové

Roztok shora pFipravene sioudeniny (340 mg, 0, 26 mmol) ve
sm&=i dichlormethan/methanol 5/1 (24 ml) obsahujici kyselinu
octovou (2 ml) se hydrogenuje VvV pr{ tomnost i 10% palladia na
uhlf (40 mg) 12 a% 24 hodin p¥i teplotéd a tlaku okoli v pii-
tomnosti vodiku. Katalyzator se odfiltruje. Odpareny filtrat
k suchu se susi lopatkovym Zerpadlem =2a ziskan{ a-N-{(4R) -5-
(6-amin0hexanoyloxy)—4—[(R)-3—hydroxybetradekanoylamino]Pen—
tyllamidu kyseliny N-[(R)—3-dodekanoyloxyLeLradekanoyI}-D—as-
paragové, (238 mg, vyté&iek kvantitativn{), CssHi104N4Oio,

ES/MS m/z 981,9 [M+H1* (obr. 25).




Priklad 2.17.

a-N-{(4R) -5-(6-Sukcinylamidohexanoyloxy) -4-[(R) -3-hydroxytet -
radekanoylaminolpentyltamid kyseliny N-[{(R)-3-dodekanoyloxy-
tetradekanoyl]-D-asparagové (=0M-197-MC-AC-Succg) (obr. 24)

Do roztoku produktu =z prikladu 2.16 (odstavec 2.16.2) (50
ng, 0,051 mmol) v pyridinu (3 ml) se prida postupné anhydrid
kyseliny jantarové (11 mg, 0,11 mmol) a8 4-N,N-dimethvlamino-
pryridin (7 mg, 0,57 mmol). Hichd se po dobu 6 hodin pFi teplo-
té S50 bC. v prosiredi argonu se prida methanol (2 ml) a reaké&-
ni smés se znovu micha 15 minut pri teplotd okeoli. Rozpouitéd-
lo se odpari a produkt se &isti bleskovou chromatografii na
silikagelu (elucéni &inidlo systém dichlormethan/methanol 771,
pak (5/1), &im2 se zisk& produkt ve form& bilé pevné latky (42
mg, 74 % teorie). CsoHi10sN4013. ES/MS m/i=z 1082 [M+H]1*,

(Re= 0,1, systém dichlormethan/methancl 4/1) .

Pr{klad 2.18.

a-N-{(4R) -5-Glycinyloxy-4-{(R) -3-hydroxytLetradekanoy¥laminol -
rentyllamid kyseliny N-[(R)-3-dodekanoyloxytetradekanoyl]-D-
asparagova, (=0M-197-MC-Gly) (cbr. 24)

2.18.1. a-NH-{(4R) -5-Benzyloxykarbonylaminoacetoxy-4-{(R)Y-3-
benzyloxytetradekanoylaminolpentyllamid g-benzylester kyseliny

N-[(R) -3-dodekanoyloxytetradekanoyl]-D-asparagové

Do roztoku a-N-{{4R) -5-hydroxy-4-[(R) -3-benzyloxytetrade-
kanoylaminolpentyltamid RB-benzylesteru N-[(R)-3-dodekanoyloxy-
tetradekanoyll-D-asparagove kyseliny (300 mg, 0,29 mmol) a N-
-benzyloxykarbonylglycinu obchodni jakosti (101 mg, 0,49 mmol)
v suchém dichlormethanu (10 ml) se pri teplot& O ¢ av pPro-
stredi argonu postupné pPidada chlorhydrdat 1-(3-dimethylamino-
propyl) -3-ethylkarbodiimidu obchodni jakosti (93 mg, 0, 48




mmol) a 4-dimethylaminopyridin (6 mg, 49 umol). Reak&ni sSmEs
se michd 30 minut pfri teploté O .C, pak pres noc pfi Leploté&
okoli. Reak&ni sm&s se promyje vodou, pak iN roztokem kyseliny
chlorovodikové a faze se oddé&li. Organickd faze se vysusi si-
ranem hote&natiym, =filtruje se a odpafi. Cist&nim bleskovou
chromatografii na silikagelu (elu&ni &inidlo systém dichlor-
methan/aceton 8/1, pak (6/1) se =iskd4 kopula&ni produkt (313
mg, 88 % teorie) ve form& bilé pevné latky.

3G RMN (62.89 MHz, CDCl3), & . ppm 173,71, 173,49 171,80
174,68 ; 171,21; 170,21; 170,06 16994; 169,84 156,41, 138,18 136,16

/
135,26 ; 128,46 ; 128,40 ; 128,33 | 128,26 ; 12804‘ 127,93 ; 127,65, 127,55

7649 7114, 71,07 70,93 ; 66,90 ; 66, 67 ;66,38 ; 66,26 ; 49,21, 49,03 ; 47,72 ;
4766 ; 42/58 ; 41 83 41,68 ; 41,32 39, 02 ; 35,58 ; 35,39, 34,34 33,84 ; 31,80;
29 92, 29 24 ;29 06 28,31 28,13 25,34, 25,12 ; 25, 03.24,89; 22, 57 14,01.

2.18.2. a-N-{(4R) -5-Glycinyloxy-4-[(R) -3-hydroxytetradekano-
ylaminolpentyl)amid kyseliny N-[(R)-3-dodekanoyloxytetradeka-
noyll-D-asparagova. (=0M-197-MC-Gly) (obr. 24)

Roztok shora piripravenég sloudeniny (268 mg, 0,22 mmol) ve
sm&gi dichlormethan/ethanol S:1 (12 ml) obsahujfc!{ octovou ky-
selinu (2 ml) se hydrogenuje v pfitomnosti 10% palladia na uh-
1{ (30 mg) 12 a% 24 hodin pfi teplot& a tlaku okolf a v pEi -
tomnosti vodi{ku. Katalyzitor se odfiltruje. Filtrit se odpa¥éi
k suchu a zbytek se susli lopatkovym &erpadlem za =iskani a-N-
((4R)-5-glyciny10xy-4-[(R)~3-hydroxytetradekanoylamino]pentyl)-
amidu kyseliny N-[(R)-3-dodekanoyloxytetradekanoyl]-D-aspara-
gové, (200 mg, kvantitativni vyté&Zek). Cs1HoeNaOi1o. ES/HMS m/=
925, 7 [(M+H1*, 947,8 ([M+Nal?') (obr. 26).

Priklad 2.19.

a-N-{(4R) -5-Sukcinyloxy-4-[(R) -3-hydroxytetradekanoylaminol-




rentyllamid kyseliny N-[(R)-3-dodekanoyloxytetradekanolyl]-
D-asparagové, (=0M-197-MC-Succ) (obr. 27)

2.19.1. a-N-{(4R) -5-Sukcinyloxy-4-[(R) -3-benzyloxytetradeka-
noylaminolpentyllamid g-benzylester kyseliny N-[(R)-3-dodeka-

noyloxytetradekanoyl]-D-asparagové

Do roztoku kyseliny jantarové (25 mg, 0,25 mmol) v suchém
dichlormethanu (2 ml) v prfritomnosti triethylaminu (40 ul, 0,29
mmol) se pfi teplol& O C pridd roztok «-N-{(4R)-5-hydroxy-4-
-[(R)-3-benzyloxytetradekanoylaminolpent.ylltamid g-benzylest.eru
kyseliny N-[(R)-3-dodekanoyloxytetradekanolyl]-D-asparagoveé
(odstavec 1.2.2) (150 mg, 0,14 mmol) v suchém dichlormethanu
(5 ml). Reak&ni smés se micha 10 minut pri teplot& O °C, pak
pres noc pri teplotd& okoli. Reak&mi smés se z=redi dichlormet-
hanemn, promyjé se 1IN roztokem kyseliny chlorovodikoveé, faze se
oddé&l{. Organickd faze se vysus{ siranem horednatym, zfiltruje
se a odpaii. Cisténim bleskovou chromatografifi na silikagelu
(eludni Zinidlo systém dichlormethan/aceton 9/1 obsahujfici 2 %
kyseliny octové) se ziskd kyselina (148 mg, 90 % teorie) ve
form& bilé pevné latky.

BC-RMN (62.89 MHz, CDCly), 8  ppm 175,03; 173,55;
173,35; 171,92; 171.72; 171,36; 170,97; 170,60; 170,46; 170,41; 138,05; 135,24;
128,85; 128,76; 128,41; 128,27; 128,20; 128,03; 127,59; 76,48; 71,31; 70,77, 66,67.
65,08; 4920; 48,11; 41,48,41,31; 39.02; 3580; 34,26; 34,13; 33,84; 31.77; 26,50;
29,21, 29,03; 25,05; 24,99, 24,83; 22,54, 13,98.

2.19.2. a-N-{(4R) -5-Sukcinyloxy-4-[(R) -3-hydroxytetradekano-
ylaminolpentyllamid kyseliny N-{(R}-3-dodekanoyloxytetradeka-
noyl]l-D-asparagové (=0M-197-MC-Succ) (obr. 27)

Rozt.ok shora pripravené sloueniny (124 mg, 0,11 mmol) se
rozpusti za horka v ethanolu (kvality HPLC) (12 ml) obsahuijf{-
cim Kkyselinu octovou (1 ml) a hydrogenuje se v prfitomnosti

10% palladia na uhli (15 mg) 10 hodin pri tLeplotd a tlaku oko-




1i v pritomnosti vodf{ku. Katalyzator se odfiltruje. Filtrit se
odpafi k suchu a zbytek se suzi lopatkovym Jerpadlem =za =iska-
ni dikyseliny (102 mg, 97 % teorie). Cs3zHgo7»N30:1z.
ES/MNS m/= 968,6 [M+H]* 990,7 [M+ Nal* (obr. 28).

Friklad 2.20.

a-N-{(4R) -5-Hydroxy-4-[(R) -3- hydroxytetradekanoylaminolpen-
tyllamid B-N-(3-aminopropyllamid kyseliny N-[(R)-3-dodeka-
noyloxytetradekanoyl]l-D-asparagové (=0M-197-AP) (obr. 29)

2.20.1 a-N-{ (4R} -5-Hydroxy-4-[(R) -3-benzyloxytetradekanoyl -
aminolpentyllamid kyseliny N-IL(R)-3-dodekancyloxytetradekano-

v1]-D-asparagove

Roztok o-N-{(4R) -5-hydroxy-4-[(R) -3-benzyloxytetradekano-
vylaminolpentyltamid g-benzylesteru kyseliny N-[(R)-3-dodekano-
yloxytetradekanoylaminol -D-asparagové (odstavec 1.2.2) (2,53 g
2,4 mmol) v systému ethanol/ethylacetat 1/1 (150 ml) obsahuji-
¢i triethylamin (4 ml) a hydrogenuje se v pritomnosti 10% pal-
ladia na uhli (120 mg) dvé hodin pri teploté a tiaku okoli
v pritomnosti vodiku, Katalyzator se odfiltruje. Filtrat se
odpari k suchu a zbytek se su%i lopatkovym Serpadlem. Zbytek
se rozpusti v systému isopropanocl/dichlormethan 1/1 (100 ml) a
smés se michda 10 minut pPi teploté okoli s pryskyrici Amberli-
te TR-120 (H*) (5 ml). Pryskyrice se odfiltruje a filtrat se
odpari k suchu, &im2 se =ziskda volna kyselina (2,25 g, 97 %
teoriel) ve form& bilé krystalické latky. (Re=0,45, systém di-
chlormethan/methanol 9/1 obsahujici 1 % Kkyseliny octovée. Vy-

vojka U.V, a fosfomolybdenova). Teplota tani 115 az 117 nC.

2.20.2. a-N-{(4R) -S-Hydroxy-4-[(R) -3-benzyloxytetradekanoyl -
aminolpentyllamid B-N-(3-benzyloxytetradekanoylaminolpropyla-

mid kyseliny N-[(R)-3-dodekanoyloxytetradekanoyll]-D-asparagoveé

Roztok 2-isobutyl-1-isobutoxykarbonyl-1,2-dihydrochino-




leinu (IIDQ)Y (98 mg, 0,32 mmol) v bezvodém dichlormethanu (3

ml) se pridd do roztoku shora piipravene slouZeniny (250 ng,
0.26 mmol) v bezvodém dichlormethanu (15 ml1) pri teplotd 0 C
v prostredi argonu. Reak&éni smés se mich&a 15 minut p¥fi teploté
Q BC, na&es se pridd chlorhydritovy roztok 3-benzyloxykarbo-
nylaminopropylaminu obchodni jakosti (70 mg, 0,29 mmol) v bez-
vodém dichlormethanu (7 ml) obsahujicim triethylamin (40 npl,
0,29 mmol). Mich4d se po dobu 18 hodin, smés se odpa¥ri k suchu.
Cisténim bleskovou chromatografii na silikagelu (elugni Einid-

la systém dichlormethan/methanol 20/1) se ziska kopulad&ni pro-
dukt (217 mg, 78% teorie) ve formé bilé pevneé 14t ky.

2.20.3. d-N—((4R)-S—Hydroxy—4~[(R)—3—hydroxytetradekanoylami—
nolpentyl tamid p-N-(3-amino)propylamid kyseliny N-[(R)-3-do-
dekanovloxytetradekanoyll-D-asparagove (=0M-197-AP)

Roztok shora pripravené slou&eniny (50 mg, 44 amol) ve
=sm3=i dichlormethan/ isopropanol 1/1 (8 ml) obsahujici kyselinu

octovou (1 ml) se hydogenuje v pritomnosti 10% palladia na uh-

1i (10 my) & a2 8 hodin pri Lepliuoié a tlaku kol v p
1

]

tti vodiku. Kataly=zator se odfiltruje. Filtrat se odpari k su-

chu a =bytek se su3i{ lopatkovym Cerpadlem =a ziskdni o-N-{(4R) -
—5—hydroxy~4—[(R)~3-hydroxytetradekanoy1amino]pentyl}amid 8-N-

-(3-amino) propylamidu kyseliny N-[(R) -3-dodekanoyloxytetrade-

kanoy!l-D-asparagové (32 mg, 80 % teorie). CszH101Ns0g .

ES/MNS: m/= 924,8 [M+H]*,1848,8 [2M+H]*. (Obr. 30).

Priklad 2 21.

o- N f(4R)-5-Hydr0xy-4*[(ﬁ)-3-hydroxytetradekanoylamino]pentyl}~
amid B-N—[(IS—1—karboxy—(5—aminopentyl]amid kyseliny N-[(R)-3-

dodekanoyloxytetradekanolyll-D-asparagove {=0M-197-Lys) (obr.31)}

2021 1. u"N-{(dR)fS-Hydroxy—d-[(R)-3-ben2yloxytetradekanoyl-

aminolpentyltamid ﬁkN—[(1371-benzyloxykarboxy—5-ben2yloxykar-




bonylaminopentyllamid kyseliny N-[(R)-3-dodekanoyloxytelrade-

kanoyl]) -D-asparagové

Roztok 2Z-isobutoxy-1-isobutoxykarbonyl-1,2-dihydrochino-
leinu (IIDQ) (114 mg, 0,38 mmol) v bezvodém dichlormethanu (5
ml) se pPidd do roztoku ao-N-{(4R)-S-hydroxy-4-{(R)-3-benzylo-
xytetradekanoylaminolpentyllamidu kyseiiny N-[(R) -3-dodekano-
yloxytetradekanoyll- D-asparagové (odstavec 2.20.1) (300 mg,
0,31 mmol) v bezvodém dichlormethanu (20 ml) pfi teplotéd a o-
kolf a v prostfed{ argonu. Reak&ni smé&s se michid 15 minut pri
teplotd okoli, pPidid se obchodn& dostupny roztok chlorhydratu
€-N-benzyloxykarbonyl-L-lysinbenzylesteru (140 mg, 0,34 mmol)
v bezvodém dichlormethanu (5 ml) obsahujicim triethylamin (48
pul, 0,34 mmol). Michd se po dobu 18 hodin a roztok se odparbi
k suchu. Cist&nim bleskovou chromatografi{ na silikagelu (e-
ludn{ &inidlo systém dichlormethan/methanol 30/1, pak 20/1) se
ziskd kopula&ni produkt (317 mng, 77 % teorie) ve formé& bilé

pevné latky.  13c.RMN (62,89 MHz, CDCl3), & * ppm : 173,68; 172,35; 171,92;
170,74; 170,62; 170 54; 156,75, 156/52; 138,31; 136,54; 135,12; 128,54; 128.40;
128,28 128,21; 127,96; 127,577, 127,59; 76,67, 71,40; 71,18; 67,20; 67,09; 66,48:
64,67; 52,30; 51,19; 41,64; 40,34; 39,24; 37,58 ; 34,40; 34,10; 31,83; 29,58; 29,27,
29,09; 25,16; 25,11; 24,93; 22,60; 14,04.

2.21.2. a-N-{(4R) -S-Hydroxy-4-[ (R) -3-hydroxytetradekanoylami -
nolpentyllamid pg-N-[(1S) -1-karboxy-5-aminopentyllamid kyseliny
N-[{(R) -3-dodekanoyloxyletradekanoyl]l-D-asparagové (=0M-197-Lys)

Roztok shora piripravené slou&eniny (93 mg, 71 umol) ve
sméasi dichlormethan/ethanol 1/1 (20 ml) obsahujici{ kyselinu
octovou (0,5 ml) se hydrogenuje v p¥itomnosti 10% palladia na
uhli (17 mg) 12 a2 24 hodin pri teploL& a tlaku okolf v pPi-
tomnost.i vodiku. KatalyzalLor se odfiltruje. Filtrdt se odpari

k suchu a zbytek se sul{ lopatkovym &erpadlem za ziskanf{ a-N-




-{(4R)-5—hydr0xy44-[(R)*3-hydroxytebradekanoylaminD]pentyl)a -
mid p-N-(19)-1-karboxy-5-aminopentyllamidu kyseliny N-[(R)-3-
dodekanoyloxytetradekanoyl]-D-asparagové, {71 mg, vytézek je
kvantitativni). CssHiosNsOjo. ES/MS: m/= 996,9 [M+H1l*, 1018,9
[(M+Nal*. (Obr. 32).

Priklad 2.22.

a-N-{(4R) -S-(6-Aminohexanoyloxy) -4- [(R) -3-hydroxylLetlradekano -
yvlaminolpentyllamid g-N-{(1S)-1-karboxy-5-aminopentyllamid ky-
seliny N-[(R) - 3-dodekanoyloxytetradekanoyll}-D-asparagoveé
(=0HM-197-Ly=-AC) (obr. 312

2.22.1. o-N-((4R) -5-(6-Benzyloxykarbonylaminohexanoyloxy) -4-
-[(R) -3-benzyloxytetradekanoylaminolpentyllamid p-N-[C(1S) -1 -
-benzyloxykarbonyl—S—benzyloxykarbonylaminopentyl]amid kyse -

liny N-I[(R) -3-dodekanoyloxytetradekanoyl]-D-asparagove

Do roztoku «-N-{(4R) -5-hydroxy-4-[{(R)-3-benzyloxytetrade-
kanoylaminolpentyllamid p-N-[(1S-1-benzyloxykarboxy-5-benzyl -
oxyvkarbonylaminopentyllamidu kyseliny N-[(R) -3-dodekanoyloxy-
tetradekanovl]-D-asparagové, (odstavec 2.21.1.) {317 mg, 0,24
mmol?) a kyseliny 6- (benzyloxykarbonylamino) hexanové (128 mg,
0,48 mmol) v suchém dichlormethanu (15 ml) p¥i Leplot& O C a
v prosti¥edi argonu se postupné piida obchodné dostupny chlor-
hydrat 1-(3-dimethylaminopropyl) -3-ethylkarbodiimidu (93 mg,
0,48 mmol) a 4-dimethylaminopyridin (12 mg, 98 umol) ., Reakdni
smés se micha 30 minut pPi teploté O C, pak pFes noc p¥i Lep-
lotd okoli Reakdni prostredi se promyje vodou, 1N roztokem
kvseliny chlorovodikove a faze se oddé&li. Organicka fa=e se
vysusi siranem horfednatyn, zfiltruje se a odpari. Cisténin
bleskovou chromatografii na silikagelu (eluéni Einidlo systém
dichlormethan/aceton S/1) se m=iska kopula&ni produkt (266 mg,

71 % teorie) ve formé biléd pevné latky.




2.22.2 a-N-{(4R) -5-(6-Aminchexanoyloxy) -4-[ (R) -3-hydroxytet -
radekanoylaminolpentyllamid, N-[(15)-1-karboxy-5-aminopenty1l]-
amid kyseliny N-[{{R)-3-dodekanoyloxytelradekanoyl]l-D- aspara-
gové (=0M-197-Lys-AC)

Hydrogenuije se 12 a2z 24 hodiny roztok shora pripraveneé
sloudeniny (260 mg, 207 umol) v systému dichlormethanu/ isopro-
panol 1/1 (20 ml) obsahujicim 1 ml kyseliny octové v pritom-
nosti 10% palladia na uhlf (100 mg) pFi teplot& a tlaku okoli
v pritomnosti vodiku. Katalyz4dtor se odfiltruje. Filtrat se
odpa¥i k suchu a zbytek se suZi lopatkovym &erpadlem k ziskanfi
kyseliny (108 mg, 88 % teorie). CszHogNs013. ES/MS: m/z= 983,7
[M+H]*, 1005,8 [HM+Nal*. (Obr. 35).

Priklad 2.23.

a-N-{(4R) -S-Hydroxy-4-[(R) -3- hydroxytetradekanoylaminolpentyl} -
amid g-N-[(1SY-1,2-dikarboxyethyllamid kyseliny N-[(R)-3-dode-
kanoyloxytetradekanolyl11l-D-asparagové (=0M-197-Asp) (obr.34)

Z.23.1. C[’N'{(ﬁ)‘S'H}’dI'UK}'“—i'{(R;‘S‘beﬁ -}.nytétiadEnallu;‘L

b
aminolpentyllamid g-N-[(18)-1,2-bis(benzyloxykarbonyllethyl]-
amid kyseliny N-I(R)-3-dodekanoyloxytetradekanoyl])-D-aspara-

gové

Roztok 2- isobutoxy-1-isobutoxyvkarbonyl-1,2-dihydrochino-
leinu (IIDQ) (96 mg, 0,32 mmol) v bezvodém dichlormethanu (5
ml) se piridd do roztoku «-N-{(4R)-5-hydroxy-4-{(R)-3-benzylo-
xytetradekanoylaminolpentyllamidu kyseliny N-[(R)-3-dodekano-
vloxytetradekanoyl]l-D-asparagove ({odstavec 2.20.1) (252 mg
0,26 mmol) v bezvodém dichlormethanu (20 ml) p¥i Leploté okotli
a v prostredi argonu. Reak&ni smés se micha 15 minut pri tep-
lotLd okoli, pridd se para-toliuensulfondtové soli dibenzyleste-
ru kyseliny L-asparagoveée (obchodné dostupny produkt) (141 mg,
0,29 mmol) v bezvodém dichliormethanu (5 ml) obsahujicim triet-

hylamin (40 yl, 0,29 mmol). Micha se po dobu 18 hodin a roztok




se odpari k suchu. Cist&nim bleskovou chromatografii na sili-

kagelu (elu&nt &inidlo systém dichlormethan/methanol 20/1) se

zfska kopuladni produkt (260 mg, 78 % teorie). 13C-RMN (62 89

MHz, CDCly), 5 - ppm: 17388, 17192; 171,17; 170,60 170,46 170,37 ;
170,18 ; 170,06 138,31; 138,19; 13520 135,12 134,87, 128,48 128,26
128,18 127,75; 127,63; 127,56 ; 76,66 71,40 71,19; 70,98 ; 68,79; 67,59 ;
66,85 ; 65,14 ; 64,73 ; 51,25 50,17 ; 48,78 ; 48,67 ; 41,70 ; 39,37 ; 39,21, 37,50
35,94 ; 34,48 ; 34,38 ; 34,10 31,81; 20,54 ; 29,25 ; 29,08 ; 27,93 ; 25,56 ; 25,14 ;
25,09 ; 24,91 ;22,58 ; 14,02.

2.23.2. a—N—{(4R)~5—Hydroxy-4-[(R)—3-hydroxyLeLradekanoyla—
minolpentyllamid B-N—[(iS)-1.2—dikarboxyethy1]amid kyseliny N-
—[(R)-3—dodekahoy]oxytetradekanoyl]—D-asparagové (=0M-197-Asp)

Hydrogenuje se &ty#Fi hodiny roztok shora piipravené slou-
geniny (260 mg, 207 umol) v syst.emu dichlormethan/ isopropanol
1/1 (20 ml1) v pirftomnosti 10% palladia na uhlf (50 mg) pii

rod ks ¥ lusidt or o od-

tepioté a tiaku okoii v pritomnosti vodiklRa. i
filtruje. Filtrat se odpari{ k suchu a zbytek se su3f lopatko-
vym &erpadlem k =ziskdni dikyseliny (108 mg, 88 Xteorie).

CsaHogNaO1z2. ES/MS: m/z 983,7 [M+H1*, 1005,8 [(HM+Nal*. (Obr.35).
Priklad 2.24.
d-N-((4R)—5«(6—Aminohexanoyloxy)-4-[(R)—3-hydroxytetradekanoyl-
aminolpentylYamidu, ﬁ-N-[(18)—1,2—dikarboxyethy1]amid kysel iny
N—[(R)-3—dodekanoyloxybetradekanoyi]—D—asparagové

(=0OM-197-Asp-AC (ocbr. 34))

2.24.1. d—N—{(4R)—5-(6-Benzyloxykarbonylaminohexanoyloxy)-4-

[(R)—3—benzy1oxyhetradekanoylamino]pentyl)amid pg-N-[(15)-1,2-
bis({benzyloxykarbonyl)ethyllamid kyseliny N-{ (R) -3-dodekanoyl -

oxytetradekanoyl]l-D-asparagové



Do roztoku a—N-{(4R)—5—hydroxy-4—{(R)-3—benzy10xytetrade-
kanoylaminolpentyl tamid B-N-[(ls)-1.2-bis(benzyloxykarbonyleb-
hyllamidu N-[(R)-3—dodekanoy]oxytetradekanoyl]-D-asparagové
kyseliny (odstavec 2.23.1.) (158 mg, 0,13 mmol) a kyseliny 6-
-(benzyloxykarbonylamino)hexanové (84 mg, 0,32 mmol) v suchém
dichlormethanu (6 ml) pFi teploid O DC a v prostfedi argonu se
postupné prida obchodné dostupny chlorhydrat 1-(3-dimethylami-
nopropyl) -3-ethylkarbodiimidu (61 mg, 0,32 mmol) a 4-dimethyl-
aminopyridin (4 mg, 33 umol). Reak&ni smé&s se micha 30 minut
pri teploté O .C, pak pfes noc pFi teplot& okoli. Reak&ni smés
se promyje vodou, 1N roztokem kyseliny chlorovodikové a faze
se oddEl{. Organicka faze se vysusSi siranem hofe&natym, =fil-
truje me a odpari. Cisténim bleskovou chromatografii na sili-
kagelu (elu&n{ &inidlo systém dichlormethan/aceton 6/1) se

zi{sk4 kopula&ni produkt (83 mg, 44 % Leorie). BC.RMN (62,89 MHz,

CDCly), 5 . ppm: 17389, 173,53, 173,26, 171,21, 171,11, 170.61, 170,38, 170,31,
170,22, 156,36, 138,26, 136,58, 135,20, 134,87, 128,48, 128,38, 128,31, 128,27,
128 19, 127,95, 127,55, 76,50, 71,24, 71,10, 67,58, 67,48, 66,79, 66,42, 6559,
49,89, 48,77, 47,86, 41,70, 41,49, 40,70, 30,15, 37,50, 35,94. 34,44, 34,37, 33,97,
33,67, 31,80,29,54, 29,24, 29,07, 28,37, 25,98,25,55, 25,13, 25,08, 24,91, 24,28,
22,58, 14,02.

2.24.2. a-N-{(4R) -5-(6-Aminohexanoyloxy) -4-[(R) -3-hydroxy-
tetradekanoylaminolpentyllamid g-N-[{(1S)-1,2-dikarboxyethyl1l-
amid kyseliny N-[(R) -3-dodekanoyloxytetradekanoyll-D-asparago-
vé (=0H-197-Asp-AC)

Hydrogenuje se 12 aZ 24 hodin ro=ztok shora pripravené
slou&eniny (80 mg, 0,053 mmol) v systému dichlormethan/ethanol
1/4 (10 ml) obsahujici kyselinu octovou (1 ml) v pritomnosti
t0% palladia na uhlf (50 mg) p¥ri teplot& a tlaku okoli v pri-
tomnosti vodiku. Katalyzdtor se eodfiltruje. Filtrat se odpar{

k suchu a zbvtek se sui{ lopatkovym &erpadlemn za ziskani{ diky-




seliny (61 mg, vytéZek kvantitativni). SH:
Vypo&leno pro CsaHioolNs0i13 1095,8. Nalezeno m/= 1097,0 [M+H]1*,
(Obr. 36).

Priklad 2.25.

a-N—((4R)—5—(6—Aminohexanoyloxy)—4-[(R)—3—hydroxytebradekano-
vliaminolpentylltamid kyseliny N-acetyl-D-asparagoveé
(=OM-197-N C2-AC) (obr. 37)

2.25.1. p-Benzylester kyseliny N-acetyl-D-asparagove

Do roztoku acetanhydridu (85 ul, 0,90 mmol) v acetonitrilu
(1 ml) se prridd obchodng& dostupny roztok H-D-Asp(0OBn) -OH {(Senn
Chemicals AG, CH-Dielsdorf) (200 mg, 0,90 mmol) v syst.ému ace-
tonitril/voda/triethylamin (2,5/1,0/0,4 ml) . Reak&ni smés se
michad 18 hodin pri teplotd okoli. Organické rozpouitédlo se
odpa#i a zbyla vodnd faze, ochlazena na teplotu O ‘C, se oky-
seli vodnym 10% roztokem kyseliny citronové az na hodnotu pH 3

—— arvsemta N §
=e vz AR 3

)]

a extrahulje se (2x) elhylaceldaiem. Organickd fdé=
siranem hore&natym, =zfillruje se a odpa¥i. g-Benzylester kyse-
liny N-acetyl-D-asparagové, =ziskany ve formé& bilée krystalické
latky (192 mg, 81 %¥ teorie) se pouZije bez dalZiho &isténi
v nasledujicim stupni. (Rf=0,30, systém dichlormethan/metha-

nol 20/1 s 2 % kyseliny octové. Vyvojijka U.V. a fosfomolybde -

nova)l .

2.25.2. d—N—((dR)—5-Hydroxy~4-[(R)-3—benzy1oxytetradekanoyla-

minolpentylitamid g-benzylester kyseliny H-acetyvl-D-asparagove

Roztok 2-isobutoxy-1-isobutoxykarbonyl-1,2-dihydrochino-
leinu (IIDQ) (254 mg, 0,384 mmol, 1 ekv.) v bezvodém dichlor-
methanu (S ml) se pPridéd do roztoku g-benzylesteru kyseliny N -
-acelLyl-D-asparagové, pPipraveného shora (185 mg, 0,70 mmol) .,

v bhezvodém dichlormethanu (15 ml) pri teploté okoli a v pro-




stFed! argonu. Reak®ni sm&s se micha 15 minut., prida se roztok
(2R)—5-amino-2-[(ﬁ)-3-benzyloxybetradekanoylamino]pentan-1-olu
(odstavec 1.1.2.) (334 mg, 0,77 mmol, 1 ekv.) v bezvodém di-
chlormethanu (10 ml}). Micha se po dobu 3 hodin, rozpouitédlo
se odpafri. Cisténim zbytku bleskovou chromatografii na silika-
gelu (elu&ni Tinidlo systém dichlormethan/aceton 5/3, pak ace-
ton) se ziska kopula&ni produkt (369 mg, 78 % tLeorie).

(Rg= 0,22, systém dichliormethan/aceton 5/2, vyvojka U. V. a

fosfomolybdenova) . 3C.RMN (62,89 MHz,
CDsOD), 5 ppm: 171,92; 171,23 ; 171,07 ; 170,61 ; 170,35 ; 138,11 ; 135,24,
128,40 ; 128,24 ; 128,02 ; 127,69 : 127,59 ; 71,25 ; 67,57 ; 64,56 ; 51,03 ; 49,41 ;

41,51: 39,21 ; 35,90 ; 33,88; 31,73 ; 29,46 ; 29,17 ; 28,32 ; 28,02 : 25,35 ; 25,24
24,97 ; 22,83 ;22,51 13,97 1 SM: vypotens F70 C3gHssN2O; 681,4 : - mfz 682,5
(IM+H]'), 704,5 ((M+Na]").

2.23.3. a—N-{(4R)-5-[6—(Benzyloxykarbonylamino)hexanoyloxy]-
—4—[(R)—3-ben2yloxyLeLradekanoylamino]penLyl)amid g-benzyles-

ter kyseliny N-acetyli-D-asparagove

Do roztoku a-N—{(4R)—5—hydroxy-4—[(R)-3-benzyloxytetrade-
kanoylaminolpentyl}amid g-benzylesteru kyseliny N-acetyl-D-as-
paragové, (200 mg, 0,29 mmol) a kyseliny 6-(benzyloxykarbonyl-
amino) hexanové (156 mg, 0,59 mmol) v suchém dichlormethanu (8
ml) se piri teploté& O °C v prosifedi argonu pfida postupné& ob-
chodn& dosiLupny chlorhydrét 1-(3-dimethylaminopropy1)-3-ethyl-
karbodiimidu (112 mng, 0,59 mmol) a 4-dimethylaminopyridin (7
mg, 59 umol). Reak&ni{ smés se michd 30 minut pPfi teplot& O -C,
pak pres noc pri teplot& okoli. ReakZni smés se pronyije vadou
a 1IN kyselinou chlorovodikovou a faze se oddélfi. Organicka f4-
ze se suii{ siranem hobfe&natym, =zfiltruje se a odpari . Cisténim
bleskovou chromatografif na silikagelu (eludni &inidlo systém
dichlormethan/aceton 6/1) se z{ska kopula&ni produkt (200 mg,
2?3 % tLeorie) ve formd& bilé pevné latky.
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C.RMN (62.89 MHz, CDCly), 8 - ppm 173,65, 171,71, 171,26, 170,30,
156,41, 138,16, 136,60, 135,33, 128,57, 128,46, 128,38, 128,20, 128,04, 127,76,
127,62, 71,21, 66,80, 66,53, 65,72, 65,63, 49,36, 47,80, 41,36, 40,76. 39,22, 39,13,
35,79, 33,75, 31,88, 29,61, 29,31, 28,58, 28,52, 26,04, 2548, 25,11, 24,36, 23,13,

22,64, 14,09.

2.25.4. a-N-1{(4R) -S-[6- ( Aminohexanoyloxy]-4-[(R) -3-hydroxytet -
radekanoylaminolpentyllamid kyseliny N-acetyl-D-asparagové

(OM -197-N C2-AC)

Roztok shora pfipravenéd slougeniny (200 mg, 0.22 ymol) ve
sm&si dichlormethan/ethancl 1/1 (16 ml) ob=zahujfci kyselinu
octovou (2 ml) se hydogenuje v pfitomnosti 10% palladia na uh-
1{ (40mg) 12 a% 24 hodin p#¥i teploté a tlaku okolf v p#fitom-
nosti vodiku. Katalyzdtor se odfiltruje. Filtrat se odpar{
k suchu a zbytek se su3i lopatkovym Cerpadlem =za ziskan{ ﬁ-N»
—{(4R)-5—(6-amin0hexanoyloxy)~4-[(R)-3—hydroxytetradekanoyia -
minolpentyllamidu kyseliny N-acetylasparagoveé ({132 mg, vytézZek
kvantitativni). SH, vypo&teno pro C3i1HsaNaOz 614,43: nale-
seno m/z 615,%5 [M+H1+,629,5 [M+NHal*, 637,5 (M+Nal*.(Obr. 38).

Priklad 2.26.

d-N-((4R)—5-[6-(Aminohexanoyloxy]-4-[(R)-3-hydroxytetradekano-
vlaminolpentyllamid kyseliny N-(2-dekanoyloxycktanoyl) -D-aspa-
ragavé (=0M -197-N C10-20C8)-AC) (obr.39)

2 26.1. Benzyl-2-hydroxyoktanoat

Do roztoku obchodné& dostupné racemické kyseliny 2-hydro-
xyoktanové (1,00 g, 6,2 mpol) v ethylacetatu kvality HPLC (30
ml) se pridaji postupnd benzylbromid (2,22 ml, 18,7 mmol),
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triethylamin (2,6 ml, 18,7 mmol) a tetrabutylamoniumjodid

(1,15 g, 3,12 mmol). Roztlok se michd 18 hodin pFi teploté oko-
1i a rozpoustéddlo se odpari. Zbytek se vyjme do etheru a orga-
nickd faze se pak promyje nasycenym roztokem hydrogenuhligita-
nu sodného a vodou (2x). Organicka fdaze se vysusi siranen ho-
fe&natym, =filtruje se a odpaf{, &imz se =zisk4d surovy benzyl-
-2-hydroxyoktanoat (Rg=0,57, systémnu petrolether/ethylacetat

3/1, wvyvojka U.V. a fosfomolybdenoval .
2 26.2. Benzyl-2-dekanoyloxyoktanoal

Do roztoku shora =ziskaného esteru (780 mg, 3,12 mmol?}
v suchém dichlormethanu (15 ml) se pPi teplotd 0 C pPfikape
pyridin (0,9 ml), pak dekanoylchlorid (654 mg, 3,43 mmol). Re -
akdéni smés se micha 20 hodin pri teploté okoli a vlije se do
ledové vody obsahujici hydrogenuhlicitan sodny (5%). Organicka
faze se oddéli, promyije se 1N roztokem kysel iny c¢hlorovodikove
a vodou (2x), vysuZi se siranem hofednatym, zfiltruje se a od-
pari. Cisténim bleskovou chromatografii na silikagelu (eluéni

’

&inidlo systém petrolether/ethylacetat 36/1) oe =Ziska&a Tist

N

benzyl -2-dekanoyloxyoktanodt .

2.26.3. Kyselina 2-dekanoylioxyoktanova

Shora =ziskany benzyl-2-dekanoyloxyoktanoat (51% mg, 1,27
mmal) v ethanolu kvality HPLC (40 ml) se hydrogenuje dvé hodi -
ny v pritomnosti 10% palladia na uhli pri teploté a tlaku oko-
1i v pritomnosti vodiku. Katalyzator se odfiltruje. Filtrat se
odpari{ k =uchu a zbylek =e susd lopatkovynm Serpadlem za ziska-

ni kvseliny 2-dekanoyloxyoktanové (vybLéZek Jje kvantitativnil.

2.26.4, g-Benzylester kyseliny N-(2-dekanoyloxyoktanoyl) -D-

ASparagove




Do roztoku kyseliny Z2-dekanoyloxyoktanové (317 mg, 1,01
mmol) v bezvodého tetrahydrofuran (2 ml) p#i teplotd -15 C se
rpostupné v prostredi argonu prida N-methylmorfolin (111 pl,
1,01 mmol, t ekv.) a isobutylchlorformat (131 ul, 1,01 mmol, 1
ekv.). Rychle se vysraZi chlorhydrat N-methylmorfolinu. Micha
se po dobu 30 minut pFi teplot& -15 'C, pPida se obchodné do-
stupny roztok H-D-Asp(0OBn)-0OH (Senn Chemicals AG, CH-Diels-
dorf) (225 mg, 1,01 mmol, 1 ekv.) v systému acetonitril/voda
3,5/1 (9 ml) obsahujici triethylamin (0,4 ml). Reakdni smé&s se
michad pres noc pri teploté okoli. Organickd faze se odpari a
vodnd faze se ochladf na teplotu O C, okysel{ se vodnym 10%
roztokem kyseliny citronové na hodnotu pH 3 a extrahuje se et-
hylacetatem (2x). Organickda faze se vysuis{ siranem horednatym,
zfiltruje se a odpari. Cistdnim bleskovou chromatografii na
silikagelu (eluéni &inidlo systém petrolether/ethylacetat 2/1,
obsahujicim 2 % kyseliny octovou) nasledovanym spoled&nym odpa-
renim s toluenem se zZiskd 8-benzylester kyseliny N-(2-dekano-
vloxyoktanoyl) -D-asparagové (140 mg, 27 % teorie).
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-I{R) -3-benzylioxyiletradekKanuyl -
aminolpentyliamid g-benzylester kyseliny N-(2Z2-dekanoyloxyokta-

noyl) -D-asparagoveée

Prida se TIIDQ (98 mg, 0,32 mmol. 1,2 ekv.) do roztoku g-
-benzylestru kyseliny N-(2-dekanoyloxyoktanoyl)-D-asparagové
(140 mg, 0,27 mmol) v bezvodém dichlormethanu (15 ml) pri tep-
loté okoli v prostredi argonu. Reakéni smés se micha 15 minut
a pridda se roztok (2R)-5-amino-2-{(R)-3-benzyloxyt.etradekano-
yiamino!penbtan-1 olu (odstaveo 1.1.2 (129 mg, 0,30 mmel, 1,1
ekv.) wv bezvodem dichlormethanu (5 ml1). Micha se po dobu 16
hodin a roztok se odpari k suchu. Cisté&nim bleskovou chromato-
grafii na silikagelu {eluéni &inidlo systém dichlormethan/ace-
ton 571, pPak (1/1) se z=iska kopuladéni produkt (197 mg, 78 %
teorie) (Re=0.30, systém dichlormethanu/acelton S5/1., vyvoika

U.V. a fosfomolybdenaova).




2.26.6. a—N-{(4R)~5-(6—(Benzyloxykarbonylamino)hexanoyloxy]-
4~[(R)—3-benzy1oxytetradekanoylamino]pentyl}amid g-benzylester

kyseliny N-(2—dekanoyloxyoktanoyll-D-asparaqové.

Do rozLoku a-N-{(4R) -5-hydroxy-4-[ (R} -3-benzyloxytetra-
dekanoylaminolpentyllamid p-benzylesteru kyseliny N-(2-dekano-
vloxyoktanoyl) -D-asparagové (197 mg, O,21 mmol) a kyseliny 6-
-{benzyloxykarbonylamino) hexanové (112 mg, O,42 mmol) v suchém
dichlormethanu (8 ml se pFi tepioted O BC v prostredi argonu
prida postupné& obchodn& dostupny chlorhydrat 1-(3-dimethyiami-
nopropyl) -3-ethylkarbodiimidu (81 mg, 0, 42 mmol) a 4-dimethyl -
aminopyridin (6 mg, 42 pmol) . Reak&ni sméds se micha 30 minut
pri teploté& O nC a pres noc pifi teplobL& okoli. Reak&ni smé&s se
promyje wodou a 1N kyselinou chlorovodikovou a faze se odd&li.
Organicka fdze se vysuSi siranem hore&natym, =filtruije se &
odpari . Cisténim bleskovou chromatografii na silikagelu (elu&-
ni &inidlo systém dichlormethanu/aceton 6/1) se =iska kopulaé&-

ni produkt (170 mg, 68 % teorie).

2.25. 7. « B4R -3-{6-aminvhexanoylioxy) -4-0 (R) -3- hydroxytLe-
Lradekanoylaminolpentyl tamid kyseliny HN-(2-dekanovloxyoktano-

Y1) -D-asparagové

Roztok shora pPipravené sloudeniny (150 mg. 0.13 mmol) ve
smési dichlormethanu/ethanol 1/1 (16 ml) obsahujici kyselinu
octovou (2 ml) se hydrogenuje v pritomnosti 10% palladia na
uhli (40mg) 12 aZ 24 hodin pri teplotd a tlaku okoli v pritom-
nost i vodiku. Katalyzator se odfiltruje. Filtrat se odpari
k suchu a zbylek se sufi lopabkovsm Cerpadlem z=a wsiskani a-N-
-{(4R)»5-(67am1nohexanoy10xy\-4"[(R)—3—hydroxytetradekanoy]a -
minolpentyllamiduo kyseliny H-(2-dekanoyloxyoktanoyl)-D-aspara-
gove (110 mg, vyitéZek kvantitativni) . 5M, vypodleno pro
C47Hez2N4010 868,65 nalezeno m/= 870,0 [M+H]*,884,0 [M+NHq]*,
291,59 [M+Nal*. (Ohr. 40) #LH 4




Priklad 2.27

Cisténi a analy=za slouenin podle vyndalezu

Produkly syntézy a acylované pPseudodipeptidy nesouci funk-
cional izovanou pomochouw vétev se rozpusti v systému voda/ iso-
propanol! (objemové 1:1). K dosaZeni koncentrace S0 mM se prida

pot.¥ebné mnozZstvi 2M hydrogenuhli&itanu amonného.

2.27.1 Cisténi

Cisti se inverzni fazovou preparativni chromatografii HPLC

zZa nasledujicich podminek:

Sloupec: Bondapack C18PrepPak, 40x200 mm, 15 az 20 Mm,
30 nm, ¥Waters

Mobilni faze: A: isopropanocl/voda (objemové 9:1), 50 mM
hydrogenuhli&itanu amonnédho

B: isopropanol/voda (cbjemové 2:8), S50 mM

hydrogenuhl iditanu amonneho
Priatok: 40 ml/min
Eluce: Isokraticka adsorpce na sloupci: 40 % B

(60 % A), 10 minut
Gradient A:B: 40 az 80 % B v 10 minutdch
Isokraticka eluce: 80 % B, 30 minut

Promyti: 100 % B, 10 minut

Detekce: uv, 210 nm

V o pripadé, Ze se pozoruje piitomnost aromat ickych produkt(
(neuplné odstranédni chranici skupiny) . pProvede se jemnédjsi
Ti5Léni. Tolo doplfiujici &isdténi probiha =za nasledujicich pod-
minek:
Sloupec: Kromasi1l <18, 21x250 mm, S um. 10 nm

Macherey-Nagel
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Mobilni faze: A: isopropanol-voda (objemovd 9:1), S0 mM
hydrogenuhli&itanu amonného
B: isopropanol-voda (objemové 2:8), S0 mM
hydrogenuhli&itanu amonného
Pratok: 5 ml/min
Eluce: Isokraticka adsorpce na sloupci: 40 % B

(60 % A)Y, 10 minut
Isokratickd eluce: 80 % B, 320 minut
Promyti: 100 % B, 10 minut

Detekce: uv, 210 nm

Systém: Waters 2000

Frakce, obsahujici sledované sloudeniny ve formé amoniové
soli, se shroma2di a zkoncentruji se adsorpci na fazi C12 Bon-
dapack 15-20 um, 30 nm, Waters. Protiiont miZe byt vymé&nén
promytim alespoin jednim vodnym roztokem soli alkalického kovu
(jako je napriklad chlorid sodny nebo chlorid draselny) po 10
g/1 v systému voda/ isopropancl (objemovéd 9:1). Po odstranéni
prebytku soli prichodem S5 objem( systému voda/ isopropanol (ob-
jemoveé S.i) pres sioupec, se eluule =m=loudenina &istym isopro-

ranolem.

2.27.2 Stupnd po &isténi

Po kazZdé stupni se frakce analyzuji inverzni fdzovou ana-

lytickou c¢hromatografii HPLC =a nasledujicich podminek:

Sloupec: Supelcosil C18, 3 pum, 4.6x150 mm 10 nm
Supe loo

Mobilni faze: A voda/acetonitril (objemové 1:1), 5 mM TBAP
B: voda/isopropanol (objemové 1:9), 5 mM TBAP
TBAP:tetrabutylamoniumfosfat

Pratok: 1 ml/min

Eluce: Gradient A:B (75:25 a2 0:100 37.% minut

Detekce: uv, 210 a 254 nm




Cromatografie: K témto analyzam se pouZije raznych chromato-
graft HPLC (HP 1050 Ti série, HP 1090 série M,
LabChrom-Shimad=u). Reten&ni doby podle pou-
Zitého systému se mohou 1isSit pribliZnd v 1

minuté pro danou slou&eninu.

2.27.3 Davkovdni a analyza &istoty konednych produktid

Davkovani a analyza ¢istoty =ziskanych produktii se Prova-
déji HPLC/UV =a shora popsanych chromatograf ickych podminek.
Podle té&chto analyz jsou ziskané &igtoty produktifl 97 az 100%.
K uvedeni pfitomnosti ne¢istot aktivnich na UV, se provad&iji
analyzy LC/ES-MS (1onizace tLypu electrospray, mode posibtif),
K vyhovéni ionizaé&nim podminkam je pouZito nasledujicich chro-

matografickych podminek:

Sloupec: Vydac C 4,5 um, 4,6x150 mm 30 nm

Mobilni faze: A: voda/acetonitril (objemové 1:1), 0,005 % TFA
B: voda/isopropanol (objemové 1:9), 0,005 % TFA

L i mi/sinin

Eluce: Gradient A:B (80:20 aZ 0:100) 20 minut

Teplota: 40 “cC

2.27.4 Spektrilni analyza
Hmotova spektrometrie

Spektra ES/MS (druhy kladné a zdporné) se mari hmotovymi
speklrometry ridznych Lypl (Finnigan LC{. ion trap: Micromass
Quattro II, Lriple stage quadrupcl; HMicromass Z-Bio-Q, triple
stage quadrupol). Rovné:z se provadéji doplikove analy=y MS/MS.

Nukieovada magnetickad resonance

Spektra !'H-RMN a !3C-RMN se m&¥i na pristrojich typu Bru-
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ker DPX po 250.13 a 62.89 MH=.

3. Série pPiklada: P¥iprava konjugatd

Priklad 3.1

Konjugaty s peptidem FGFG

Jak uka=z=uji schémata synté=z na obr. 5, 8, 15, 17, 19, 21
a 23, provadi se vicinalni dihydroxylace acylovanych pseudodi-
peptidd nesoucich pomocnou vétev olefinického typu k Lvorbé
skupiny stabilnihoe diolu. Nasleduje oxidace jodistanem k vy-
tvoreni aldehydové skupiny na pomocné vétvi . Aldehydova skupi-
na umozfuje redukdni aminaci kopulaci napriklad peptidu malé-
ho tvaru jako je FGFG (fenylalanin-glycin- fenylalanin-glycin,
Sigma). Tento stupen &isténi aldehydu je v kaZdém pripadé nut-
ny k odstrané&ni solif obsaZenych v roztoku. Toto &isténi alde-
hydu se provdadi na fazi Bondapack €18 (Waters) 15-20 um, 30 nm

nasledujicim postupem:

- adsorpce po z2Fedéni systémem isopropanol/voda (1:3)
- eluce soli systémem isopropancl/voda (1:9)

- eluce aldehydu minimdlnim objemem isopropanolu

Kopula&ni reakce reduk&ni aminaci se Provadi ve vodném
roztoku 2za steiné stechiomeirie aldehydové skupiny (pomocna
veétev acylovaného pseudodipeptidu) a aminoskupriny peptidu nebo

proteinu pro kopulaci.

V pripadé Cisténého peptidu FGFG, se pridaji 2 mg
OM-197-VE?V (1,386 ugmol. 1 ekv.) do rozLoku 0,8 mg FGFG (1,86
umol, 1 ekv.) rozpusténého v 1 ml systému voda/acetonitril
(1:1). Roz=tok se michia 30 minut pri teploté ckoli k vytitvoreni
iminu. Hedukce se provede pridanim 92 4l natriumkyanhorhydr: -

du (NaBH3CN) 1M (5,77 mg, 50 ekv.) k vytvoreni obzv]Aast sta-
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bilni vazby uhlik-dusik (obr.41). Konjugat =se &isti napred na
sloupci Vydac Ca4 k odstrandni nezreagovangho peptidu pak na
fazi Bondapack C18 (Waters) k =ziskdni sodné soli (odstavec
Cisténi a analyza sloudenin podle vyndlezu) . Konjugat se pak
znova rozpusti ve slerilni vod& obsahujici 0,01t % triethanola-
minu (TEoA) Pro splnéni podminek testd biologické aktivity.
Hmotové spektrum ES/MS zaznamenané pPo ¢Cisténi je na obr. 43 a
vykazuje molekulovy iont [M+HI* p¥ri m/=z 1457, 4, zna&ici ofekd-
vanou kopulaci. Viditelné ionty mezi m/=z 400 a 900 se identi-
fikuii{ analyzami MS/MS jako fragmenty pochdzejici = molekulo-
vého piku konjugovaného peptidu. Ionty odpovidajfci peplLidu
pocateZniho FGFG (m/=z 427,1 [M+Hl*, m/= 853, 0 [2M+H1*, (obr . 42)

nebyly =zjistény.

Priklad 3.2

Konjugaty s peptidem (NANP)eP=P3o

Slouc¢enina OM-197-FV?, =iskana =plisobem rodle schéma na

ohr %5, =e miZ%e kepulovat napfiklad na rmaceublicky zajimavy
peptid (NANP)sPzP30o (Valmori a kol., J. Immunol. 149, str.717
az 721, (1992)) majici nasledujici sekvenci:

(NANP) e QYIKANSKFIGITEFNNFTVSFWLRVPKVSAESHLE

Peptid (NANP)sP2P30 vykazuje &LyPi moZna mista konjugace
(koncovy amin + 3 lysiny). Pridda se S mg c&isténédho OM-197-FV7
(4,64 umol, 4 ekv.) do roztoku 7,49 mg ( NANP)ePzP3go (1,16
umoct, 1 ekv.) rozpusténdho v i ml systému voda/ isopropanold
C1:1Y. Roztok se micha 30 minut pii teploté okoli, provede se
redukce pridanim 230 pyl natriumkyanborhvdridu tM (14, 43 mg,
50 ekv.). Roztok se micha dvé hodiny pri teplotd& okoli. Reak-
¢ni smés se 24 hodin dialyzuje proti voda (dialyzadni ka=zeta
3.5Kd, Slide-A-lyzer, Pierce), Analyzou LC/ES-MS reak®ni smeci
=j1&béna prilomnost L#i Lypld molekul jak ukazuji chromatog: amy

na obr. 44: odpovidajici piky ndle3i volnému peptidu (pik A),




monockonjugovanému peptilo (pik B) a bikenjugovanému peplidu
(pik 7)), které jsou zfetelnd patrné. Zaznamenané iontové obil-
ky rro kazZdy =z nich jisou znidzorn&ny na ocbhr. 45, 46 a 47 a po-
tvrzji kovalentni konjugaci s jednou nebo dvéma molekulami OM-

-197-FV pro monokonjugdt a pra bikonjugat.

Obr. 45: Peptid (NANP)ePz2P30 (volny peptid).PM:6451

ionty pFi m/z= 1076,2 (A6, 1291,2 (AS), 1613,7 (A4)
Obr. 46: Monokonjugat OM-197-FV- (NANP)ePzPzo PM:7481

ionty pri m/z 1247,8 (B6, 1497,4 (BS), 1871,2 (B4)
Obr. 47: Bikonjugat (OM-197-FV)z- (NANP)ePzPzo PM:8511

ionty pfi m/z 1419,6 (C6, 1703,3 (CS5), 2129,1 (C4) .

Analyz SDS-PAGE konjugdatti OM-197-FV-( NANP)ePzPao ukazuje
rozdilné oddé&lené pruhy odpovidajici peplidu nezreagovanému,
monokonjugovanému a bikonjugovanému. PPFi pouZitych elektrofo-
rel.ickych podminkdach (gradient 10-20 % polyakrylamidu, tris-
tricinového pufru, Bio Rad #161-1108) umoZfiuji sou&asné stan-
dardy vyhodnotit pFibliZné tisic uma rozdild me=i sledovanymi
prdlny, rulvrzujicich kopulaci jedne = molekul UOM-1Y7-¥V na

pept.id.
Priklad 3.3
Konjugdty s peptidem PzP3o

RovnéZ mohou byt kopulovdny jiné peptidy reduk&ni aminaci
na sloueniny nesouci pomocnou vé&tev typu aldehydu. Uvadi se
napriklad kopulace OM-197-FVY na peptid PzP3o. Odpovida epi-
topni castt T toxinu Lenanus toxoid a wvykazuje nasledujici
sekvenci:

KOYIKANSKFIGITEFNNFTVSFWLRVPKVSASHLE

Peptid PzP3o vykazuje 5 moZnych konjugadnich mist (kon-




cova aminoskupina + &tyri lysiny) a hmotnost 4200 uma. Jde o
pét ekvivalentd OM-197-FV?7. PouZije se shora popsanych reak-
¢nich podminek. Po dialyze proti vodé& (dialy=za&ni ka=zeta 3, 5Kd,
Slide-A-ly=zer, Pierce) se hmotova spektra ziskanych konjugatt
méri LC/ES-MS a porovnaji se se spektry zaznamenanymi pro vol-
ny peptid PzPao, ktery vykazuje ionty s n&kolika naboji m/z=
840,9 (AS), 1050,9 (A4), 1401,0 (A3), které tvori iontovou o-
balku (obr. 48%) Peptidu s molekulovou hmotnosti 4200 uma.
Spektrum ES/MS monokonjugovaného OM-197.FV-PzPao vykazuje ion-
ty s nékolika naboji m/z 872,8 (A6), 1047,1 (AS), 1308,6 (A4)
a 1744, 4 (A3) (obr.49), které tvo¥i iontovou obalku konjugatu
s molekulovou hmotnosti 5230 uma, coZ odpovidad naroubovani mo-

lekuly OM-197-FV na molekulu peptidu PzP3c redukéni aminaci.

Stejiné hmotové spektrum ziskané pro bikoniugat
(OM-197-FV)z2-P2P30 nezanechdva pochyby pokud jde o dvé moleku-
ly OM-197-FV na peplidovou ‘jednotku. Jontovd obAdlka sestava
= iontd m/= 1044,5 (A6, 1253,1 (AS), 1566,3 (A4) a 2088,4 (A3)
(obr.50), které po transformaci potvrzuji o&ekdavanou molekulo-

P

YoOuU nmolnost Lo ‘DikUI'ljug&L {6261 umaj .

Priklad 3.4

FKonjugdty s peptidem (NANP)3CS.T3

Podobna kopulace se miZe uskutednit na peptid (HANP)=3CS.T3

(TNO, PM 3527 uma), jehoZ sekvence je nasledujuici:

MAMPHANPHANPDIEKKIAKMEKASSVENVVHS

Po dialyze proti vodé vykazuiji ionty pozorovanéd na spek-
trech ES5/MS molekulové hmotnosti 4557 a S5S87 uma, coX odpovida
ocekdvanym hodnotam pro slou&eniny monokonjugované a bikonju-

govaneg,




Priklad 3.5

Konjugaty s peptidem MRY9B

Slougdenina OM-197-MC-FVé ziskanad synté=zou, =znazorn&nou na
obr. 8, maze byl kopulovana napiiklad na peptid zaiimavy
2z farmaceultického hlediska, jako je PyCS245-253. Tento peptid
odpovidajici epitopu T Plasmodium yielii (Franke E.D. a keol.,
J. Immunol. 159, str. 3424 az 3433, 1997), md nasledujici sek-

venci -

SYVPSAEQI (PyCF 245-253)

Aby se nemodifikovala epitopova &4st T p¥i konjugaci se
pridavaji aminokyseliny SER k vytvareni peptidu nazavandho MR

99B se sekvenci

SERSYVPSAEQI (MR99B)

Vzhiedem k sekvenci pochazejici = lysinu, predstavuie
MR99B jedine&né misto pro konjugaci redukdé&ni aminaci (na kon-
covém aminu) . Pridaji se 2 mg &isténého OM-197-MC-FVe (2,04
umol, 1,4 ekv.) do roztoku 2 mg MR99B (1,47 gmol, 1 ekv.) ro=-
pusteného v 1 ml systému voda/ isopropancl (1:1). Roztok se mi-
chda 30 minut pfi Leploté okoli a za u&elem redukce se prida
29,4 ul natriumkyanborhydridu 1M (29,4 pmol, 20 ekv.). Roztok
se michd dvé hodiny pfi teplobLé okoli. Analyza LC/ES-MS reak-

Sni SMAS ) potvr=zuie vytvadenti konjugatu OM-197-MC-FV-MR99B
oomdekiavanou molekulovon  hmobtnosti (2330, 4 uma., obr . 51)Y., Hdak
dokladaii spektra na obr. 52 (iontova ohdlka) a 53 (transfor-

movane speklrum) .

Konjugat OM-197-MC-FEV-HMHR99B se &isti semipreprativni ka-

palinovou chromatografii na fazi Cyqg z=a ndasledujicich podminek:
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Sloupec: Vydac C4q4 , 250x10 mm, S pm, 30 nm
(Vydac)
Mobilni faze: A: voda-acetonitril (objemové 9:1), 0,05 % TFA

B: isopropancl-voda (objemovd 9:1), 0,05% TFA

Priotok: 2,5 mi/min

Eluce: Eluce isokraticka: 65% B, 20 minut
Promyt{:100% B, 10 minut

Detekce: Uuv, 210 nm.

Systeém: HPLC 1050

K dolozZeni, Ze antigenova &4ast peptidu neni ovlivnéna
konjugaci, se provede iLripsinovd digesce konjugatu OM-197-MC-
-FV-MR99B. Inkubuje se 0,5 mg konjugdtu 24 hodin pii teploté
25 °C s 83 ug trypsinu (Roche, #109819) (pomér substrit/enzym
6:1) v t m]l pufru 50 mM Tris HCl, 2 mM CaClz, pH 8.

Analyza LC/ES-MS po reakci je na obr. 54 a doklada dva
fragmenty, jejich2 spektra ES-MS jsou na obr. 55 a 56. Prvni
fragment vykazuje ionty p¥Fi m/z 993,5 [M+H1* a 1015,6 [M+Nal*t
a odpovidd peptidu CSPy 245 a3 253 (ohr. %%)  Druhy fragment
vykazuje ionty pfi m/z= 678,1 [M+H1*2 a 1355,0 [M+H]*, coZ na-
zna¢uje pritomnost struktury Lypu OM-197-MC-FV-SER (obr. 56).
Treti pik je rovnéZ patrny. Odpovidd dvéma fragmentim SYVPS a
AEQT (koeluaty =a tLé&chto chromatografickych podminek). Tato

reakce je také patrnd po digesci samotného MR99B.

Tyto vysledky =Felelnd& dokladaiji, Z2e konjugace nemé&ni
c¢ast epitopu-T peptidu MR99EB (schéma na obr. 51).

Priklad 3.6
Konjugdty s peptidem MR99A

Ke =zvyfeni stupené konjugace OM-197-MC-FV peptidu a ke

zvySeni poméru adjuvant/antigen bez modifikovdni &asti eritopu




i 1315. .;. O.‘- .... .-.‘ "t

T. mohou byt sekvence typu KGG naroubovany na peptid ur&eny ke
konjugovdni. Tak mGZe byt naroubovidna sekvence KGGKGGK naprik-

lad na peptid MR99B, k =ziskani nasledujiciho pept.idu MR99A:

KGGKGGKSERSYVPSAEQ MR99A

Ten vykazuje tedy &tyri mista moZné konjugace pro redukdni
aminaci (tri lwvsiny a koncovy amin). PFrida se 12 mg OM-197-MC-
-EFV6  &isténého (12,2 pmol, 12 ekv.) do roztoku 2 mg MR99A
(1,01 pumol, 1 ekv.) rozpuiiLdného v 1 ml systému voda/ i sopropa -
nol (1:1). Roztok se michd 30 minut =z=a teploty okoli, na&es
se provede redukce pridanim 242 pul natriumkyanborhydridu 1M
(244 umol, 242 ekv.)., Roztok se micha dva hodiny pri teploté
okoli. Analysou LC/ES-MS reakéni sysbLému se projevi rizné piky
odpovidajici riznym sLupfiim konjugace molekul OM-196-MC-FV na
pept.idu MR99A. HmobLova spektra odpovidajici tLPikrat konjugova -
nemu (OM-197-MC-FV)3 MR99A (4870 uma) jsou na obr.57 (iontova
obdlka) a 58 (transformované spekirum) podobné spektra na obr.

59 (iontova obalka) a na obr. 60 (transformovand spektira) a

P

h

roburouii vybvodfen Lyrnasonng kunjugovanéno (OFH-197-FHC-Fvia-

11

1]}
c

-MR99A (5834 uma). Ionty odpovidajici pdtkrat konjugované for-
mé jsou rovnéz patrné. Tento vysledek dokladd, Ze lysin z=a n&-
ktervych reak&nich podminek ( piebytek OM-197-MC-FV) neni jedi-

nou aminockyselinou, kterd mi3e reagovat reduk&ni aminaci.

Trikrat a &tyrikrdat konjugované (OM-197-MC-FV)3_.4 MR99A
se <isti semipreparativni kapalnou chromatografii na fazi Ca

zZa nasledujicich podminek:

Sloupec: Vydac Ca . 290x10 mm, S pm, 30 nm
(Vydac)
Mobilni faze: A: voda/acetonitril (objemové 9:1), 0,05 % TFA

B: isopropanol/voda (objemové 9:1), 0,05 % TFA
Prdilak: 2,0 ml/min

Eluce: Eluce isokraticka: 85% B, 20 minut
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Promyti:-100% B, 10 minut
Detekce: Uv, 210 nm,.
Systém: HPLC 1050

Stejné jako v pfipadé monockonjugovaného (OM-197-MC-FV) -
-MR99B se provadf| trypsinovad digesce polykonjugovanych (OM-
~197-MC-FV)n-MR99A ke =jisténi, =da antigenovd &ast (CSPy 245-
-253) neni ovlivnéna konjugaci{. Inkubuje se 1 mg polykonjugatu
24 hodin pi#i teploté 25 ¢ s 166 ng trypsinu (Roche 11109819)
(pomér substrat/enzym (6:1)) v 1 ml pufru 5S0nM Tris HCl, 2 mM
CaClz, hodnota pHS.

Analyza LC/ES-MS po reakci umoZfiuje ukazat &etné frag-
menty odpovidajici Stépeni v ruznych mistech peptidu MR9I9A.
Pripomina se fragment vykazujici ionty pfi m/z 993,5 {M+H1t* a
1015,6 [M+Nal* a odpovida peptidu CSPy 245 a% 253. Obsah to-
hoto druheho peptidu potvrzuje integritu &&sti epitopu-T sa-
motného peptidu po né&kolikanasobné konjugaci. Obzv]1astd z=aji-
maveé jsou dva fragmenty svymi trojndsobné nabitymi ionty pri
m/z 1621,4 [(N+HI*3 a 1942,8 LN+H}*3. Ve skute&nosti odpovidaji
fragmenttm (OM-197-MC-FV)4-KGGKGGKSER a (OM-197-MC-FV)s -KGGKG-
GKSER. RéGzné molekuly OM-197-MC-FV jsou tedy U&innd naroubovi-
ny na pridanou sekvenci CSPy 245 a2 253 i v pripadé kdy amino-
kyseliny jiné neZ lysin reaguji po reduk&ni aminaci. Zdarazfu-
je se také, Ze pritomnost &etnych molekul OM-197-MC-FV stLeric-
Ky vyznamnych pro peptid neovliviuii protedzovou aktivitu jako
trypsin. Tento vysledek je zviasté dilezity napriklad pro p¥i-
rad uvolfiovani konjugace na prodrogu nebo na aktivni &ast po
selekitivinim Stépeni oddélitelng vazby.

Priklad 3.7

Konjugidty s peptidem AgS85c

Vazaneé struklury pomocné vétve formylvalervloveho Lypu

mohou byt konjugovany na &etné farmaceuticky zajimave peptidy.




Naprikladnéd se uvadi roubovani reduk&ni aminaci molekul OM -
-197-MC-FV na koncovy amin syntetickych peptidd, jejichZ sek-
vence se li5i od antigenového proteinu Mycobacterium tubercu-

losis. Plvodnimi peplidy jisou:

MR100 YLQVPSASHGR 1208, 4 uma
MR101 MVQIPRLVANNTRIWVYC 2176,6 uma
LR72 PYAASLSGFLNPSEGWWPTLIGLAM 2676, 1 uma

Po reakci s OM-197-HC-FV se =ji&tuji nasledujici konjuga-
ty analyzou LC/ES-MS: napriklad OM-197-MC-FV-MR100, ktitery wvy-
kazuje molekulovou hmot.nost 2171,0 uma (ua znamena "smluvni
jednotka”) (obr.61 a 62). Alternat.ivné se také ziskaji konju-
gdly OM-197-MC-FV-MR 101, 3140,0 uma a OM-197-MC-FV-LR72,
3643, 0 una.

Priklad 3.8

Dimer struktur typu OM-197

Technika aminafni redukce mGZe byl apiikovana také pPro

syntezu dimeru struktur OM-197.

Napriklad mAZe byt dimer vytvoren dvéma sloudeninami maji-
cimi funkcionalizované pomocné vEtve, jako jsou OM-197-MC-FV a4
OH-197-MC-AC.Prida se 1 mg &isténédho OM-197-HC-FV6 (0,98 umol,
1 ekv.) do roztoku 1 mg OM-197-MC-AC (0,98 pgmol, 1 ekv.) ro=-
pusténého v 1 ml systému voda/ isopropanol (1:9). Roztok se mi-
chd jednu hodinu pFi Lteploté okoli, provadi se redukce PO dobu
jerdne hodiny pridanim 19,6 ul nalriumkyvanborhydridu 1M (19,6
amol 20 ekv.) . Roztok se michd 12 hodin pri Leploté& okoli. A-
nalyza LC/ES-MS reakéni smési umoZfAuje dolozit tvorbu dimeru
OMN-197-MC-FV-0M-197-MC-AC o¢ekavaneé molekuloveé hmotnosti
(1945,5 uma), jak dokladda spekirum zndzornéné na obr.63. Talo
molekula Ltak ma dveé skupiny karboxylové kyseliny na okraji

nosné kostry acylovych retéz=c.




Ve struktufe pfedstavené na obr. 63 mG3e byt jedna = kar-
boxylovych skupin nahraZena naprriklad fosforylovou skupinou
Pri realizaci tétLo syntézy =z=e sloudeniny typu OM-197MP-AC nebo
OM-197-MP-FV. Podobnou reduk&nf{ aminadni reakci, jako je pravé
Popsand reakce mezi dvéma sloudeninami s pomocnou funkcionali-
zovanou vébLvi (OM-197-MP-AC a OM-197-MP-FV) miZe byt ziskan
dimer OM-197-HP-FV-OM-197-MC-AC. Spektrum ES/MS na obr.64 do-
klada o&ekavanou molekulovou hmotnost této sloudeniny (2011,9

uma)l .

P¥riklad 3.9

Konjugace sloudenin s pomocnou vétvi aminového typu

Sloudeniny s pomocnou vétvi aminového Lypu mohou byt také
konjugovany na peptidové antigeny amina®&ni redukci. Je moZno
vyuzivat nap¥Fiklad pritomnosti koncového serinu v sekvenci
pept idd ke konjugaci. Napred se provede jodistanova oxidace na
peplidu, wvedouci k vytvoreni velmi reaktivni glyoxylové skupl-
ny (-CG-CHO) , kterd se miZ2e nechat reagovat reduké&ni aminaci
s primarnim aminem pritomnym na pomocné funkcionalizované vét-

vi sloucenin typu OM-197.

Napriklad maZe byt konjugovan synteticky peptid MR99E na
slou¢eninu OM-197-MC-AC podle schéma synlézy na obr. 65. Prida
se 147 nl jodistanu sodného O, 1M (14,6 umol, 20 ekv.) do ro=z=-
toku t mg peptidu MRO99B (0,72 umol, 1 ekv.) rozpuiténého v 1
ml vody. Roztok se micha dvé hodiny pri teploté okoli. Takto
ziskany aldehyd se &isti na fazi Ci18 a shromazdi se do 1 ml
systému isopropanol/voda (1:1). Pridad se 0,72 mg sloudeniny
OM-197-MC-AC (0,73 umol, 1 ekv.) a 1 ml boratového pufru 0, 2M,
hodnota pH 9,2. Hichid se po dobu 30 minut p¥i teplotd okoli a
provedes se redukce pridanim 14,6 ul natriumkyanborhydridu 1M

(14,6 yumol, 20 ekv.). Roztok se michd& 24 hodin pri teploté o-




koli.

Analyza LC/ES-MS reak&ni smési doklada vyivorfeni konjugdtu
OM-197-MC-AC-MR99B s o&ekavanou molekulovou hmotnosti (2299, 1
uma, obr, 65) podle spektra na obr.66 {iontovda obdlka) a 67

(transformované spekrum).

Fodobnym =zpisobem mohou byt konjugovany ostatni sloude-
niny majici pomocnou vétev aminového typu. PPikladnd se uvadi
OM-197-MC-AP, OM-197-MP-AC, OM-212-AH1, OM-197-MC-Gly,
OM-197-MC-Lys, OM-197-Lys-AC nebo OM-197-Asp-AC.

Priklad 3.10

FKonjugaty s ovalbuminem

Proteiny, jako napriklad ovalbumin, se obzv!ast dobre ho-

di ke kopulaci redukéni aminaci . Paodetné lysiny obsaZené
v sekvenci (20 lysinG na ovalbumin) jsou nadto misty moZné
konjugace pro pseudodipeplidy nesuvuci pomocnou funkcionaiizo-

vanou vélev s aldehydovou skupinou. Méné&nim stechiometrie re-
dukéni aminace (poméru acylovaného pseudodipeptidu k proteinu)

Ize ziskat rizné stupné konjugace.

Prida se 1 mg ¢isténého OM-197-FV7 (0,928 pmol, 10 ekv.)
do roztoku 4 mg ovalbuminu (0,09 pymol., 1 ekv.) rozpusténého
v O ml vody. Roztok se micha 30 minut pri teplobLé okoli, na-
Ceiz se provede redukce pPidanim 46 pul natriumkyanborhydridu 1H
(2.29 mg, 90 ekv.). Roztok me micha dvé hodiny pri tLeplotd o-
koli. Reak&ni smés se dialyzuje 24 hodin proti vodé (dialyz=aé&-

ni kazeta 3.9 Kd, Slide-A-Lvzer, Pierce).

Vzhledem ke svému tvaru a vlastni heterogenité pFedstavu-
3o ovalbumin ¢etné analytickeé problémy. V disledku toho se je-

vi charakterizace konjugdatu OM-197-FV-ovalbumin hmotovou spek-




- .1'29‘1‘- e e’". L L
o o ess * o 4 ¢ 3 .
* 84 s s se e s e
®ee” e’ -t ® e’ ae sgee
trometrii obzvlast delikdtni. Ke =viditelndn! konjuga&ni reak-

ce se provedou analyzy SDS-PAGE na rdznych davkach konjugdtu
OM-197-FV-ovalbumin. Jak ukazuje gel na obr. 68 (B) (gradient
4 aZ 20 % polyakrylamidu), je patrna vysokda hmotnost pfiblizZnég
3000 uma vychoziho ovalbuminu (&ara 2) pro Konjugdty OM-197-
-FV-ovalbumin (&ary 3, 4 a 5). Tento rozdil hmotnosti tak o-
rPraviiuje pritomnost &etnych molekul OM-197-FV na molekulu o-
valbuminu. Analyzy LC/UV na fazi C4q4 potvrz=uif tLento vysledek.
Za téchto podminek se jevi podatedni ovalbumin zrfetelné pri
Rt=11,3 min a po konjuga&ni reakci pik odpovidajici vychozimu
ovalbuminu dplné& zmizi, <¢oZ polvrz=uje kvantitativni reakci o-
valbuminu, Konjugat OHM-197-FV-gvalbumin neni naopak eluovan.
Toto chromatografické chovdni naznaduje rovnéZ p¥itomnost vice
molekul OM-197-FV na ovalbuminu branici tak eluci konjugatu =za

téchto podminek.
Priklad 3.11
Konjugdty s hemaglutininem H1iNt

Protein hemaglutininu Hi1N1 je rovn&z =volenym pfikladem
k predvedeni kopulace mezi molekulami typu OM-197 a antigenem

proteinového typu.

Prida se 1 mg <¢isSténého OM-197-FV7 (0,928 umol, 15 ekv.)
do roztoku 5 mg HiIN1 Chemaglutinin A/Beijing 262/95, Solvay
Duphar, Weesp, NL) (0,06 umol, 1 ekv.) rozpusténého v 8 ml vo-
dy. Roztok se micha 30 minul pri teplotd okoli. na&ez se usku-
teé&ni redukce priddnim 46 pl natriumkyanborhydridu 1M (2, 29
mg, 20 ekv.). RozLok se michd dvé hodiny piri Leploté okoli.
Reak&ni smés se dialyzuje proti vodé béhem 24 hodin (dialy=zad&-

ni kazeta 3,5 Kd4d).

Konjugat OM-197-FV-H1N1 se analyzuje SDS-PAGE za podminek

pouzitych pro konjugat OM-197-FV-ovalbumin (gradieni 4 a2 20 %
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polyakrylamidu). Elektroforetické profily, =ziskané pro vychozi
Protein (&ara 6) a konjugat pred a po dialyse (Lary 8 a 7),
Jsou na obr. 68 (C). Protein HINi se jevi ve formé& tii pruhi,
2z nichZ dva odpovidaji podjednotkam HA1 a HAZ propsanym v lite-
rature (Swiss-Prot. Swiss institute of Bionformatics, Geneva).
V  piripadé konjugatu OM-197-FV-HIN1 je ratrny rozd{l v hmot-
nosti u kazdého pruhu, nazna&ujici kopulaci malekul OM-197-FV

na protein H1N1.

Priklad 3.12

Konjugaty s AZT (obr.69)

Do roztoku AZT (200 mg, 0,749 mmol) v pyridinu (4 ml) se
pridaji postupné anhydrid kyseliny jantarové (150 ng, 0,5
mmol) a 4d-dimethylaminopyridin (50 mg, 0,41 mmol). Michad se PO
dobu 12 hodin pfi teplotd 50 €, prida se methanol (2 ml) a
reakéni smé&s se dale michd 15 minut pPi teplobLd okoli. Reak&ni
smés se zkoncentruje a produkt se Sisti bleskovou chromatogra-

R S-S R L T A ) 3 e PN
iti jako sludiniho ¢inidla systému di-

&

if na silikagely =2

-

P

Fou
chlormethan/methanol S:1. Ziskd se produkt v podobd& bhilé revne
laLtky (266 myg, 97 %) Ci14H17N507 (M=367 g/mol), Re=0,25 (di-
chlormethan/methanol 1 4/1) .

Do roztoku takto ziskaného sukcinylderivatu AZT (60 mg,
0,163 mmol) v tetrahydrofuranu (3 ml) se pri teplotéd 0O °C
v prostfedi argonu poslupné pridd triethylamin (24 rl, 0,172
mmol) 3 ethylchlorformidal (14 pl, 0.172 mmol). Rychle se vy -
srozi trmethyiamincehlorhydrat. Po 40 minutdach michdni se prida
Pri teploté O C rozlok aminokaproylderivatu (pfiklad 2.16)
(160 mg, 0.163 mmol) v systému dimethvlformamid/voda 9:1 (10
ml} obsahujicim tLriethylamin (24 yl, 0,172 mmol). Reak&ni smés
se micha 15 minut ppFi teploL& 0O EC. pak pres noc prfri teploté
okoli pred odparenim za sniZenceho Llaku. Surovy produkl se vy-

jme do dichlormethanu (15 ml a vody (5 ml). Organicka faze se




oddéli. Vodna fa=e se okyseli 10% kyselinou citronovou a ex-
trahuje se dichlormethanem (2x). Organické faze se spoji, susi
se siranem horednatym, z2filtruijif se a zkoncentruji. Cistdnim
chromatografii na silikagelu =za pouzZit{ jako elu&niho &inidla
systému dichlormethan/methanol 9:1, pak 7:1)1 se shromdzdi
sloudenina konjugovana s AZT (123 mg, 57%) ve podobé bilé
pevné latky. Re = 0,2 (dichlormethan/methanol 4:1).
CegH119No01e (M= 1329 g/mol), nalezeno m/z=z= 1330,9 ([M+HI*).
Analyticka HPLC: Tr = 24,437 min, sloupec C18 Supelcosil (15
cm x 4,6 mm, 3 pm, 10 nm. Rozpoust&dlo A = 50% acetonitril,
5 mM TBAP, rozpoustédlo B = 90% 2-propanol, 5 mM TBAP. Gradi-
ent: 25 a= 100 % B v 37,5 min, detekce UV p#¥i 210 nm.
Preparativni HPLC: na sloupci C18 Kromasil (25 cm x 21 mm, 5
um, 10 nm) , rozpoustéddle A = 50% acetonitril, 5 mH TBAP,
rozpouitéadlo B = 90% Z-propancol, 5 mM TBAP. Eluce produktu pri
80 % B.

Kone&na fda=ze: pfechod na sodnou sG]l Na* SPE, fa=ze C18

Bondapack 15 um, eluce s 90% 2-propancolem.

Konjugat s d4T (obr.69)

bo roztoku d4T (200 mg, 0,89 mmol) v pyridinu (4 ml) se
pridaji rostupné anhydrid kyseliny jantarova (179 mg, 0,786
mmol) a 4-dimethylaminopyridin (109 mg, 0,89 mmol). Po 12 ho-
dindch michani rri teploté ckoli se prida methanol (2 ml) a
reaké&ni prostredi se dale michd 15 minut pri teploté okoli,
nacez se odpari. Surovy produkt se &isti bleskovou chromato-
grafii na silikagelu =a pouzZiti jako eludniho &inidla systému
dichlormethan/methanol 5:1. Ziska se produkti v podobé bilé
pevne latky (2280 mg, 97 % teorie) Ci4H1eNz0O7» (M=324 g/mol),
Re=0,25 {(dichlormethan/methanol 4:1)

Do roztoku takto ziskaného sukcinyiderivdatu 44T (60 mg,

0, 185% mmol) v Ltetrahydrofuranu (3 ml) se prida pri teploté O

C v prostredi argonu postupené triethylamin (2¥ ul, 0,194




mmol) a ethylchlorformiat (16 ul, 0,194 mmol). Rychle se vy-

sr4a2i triethylaminchlorhydrat. Po 40 minutach michani se prida
pri teploté O aC roztok aminokaprolylderivatu (priklad 2.16)
(181 mg, 0,185 mmol) v systému dimethylformamid/voda 9:1 (10
ml) obsahujicim triethylamin (27 anl, 0,194 mmol). Reak&ni smés
se micha 15 minut pri teplote O °C, pak pres noc pri teploté
okoli pred odparenim za sniZeného tlaku. Surovy rrodukt se vy-
jme do dichlormethanu (15 ml) a vody (5 ml). Organicka faze se
oddéli. Vodna faze se okyseli 10% kyselinou citronovou a ex-
trahuje se dichlormethanem (2x) . Organické fdaze se spoji, vy-
suZi se siranem horedénatym, zfiltruji se a zkoncentruji. Cis-
Lténim chromatografii na silikagelu za pouZiti jako eludniho
Zinidla systému dichlormethan/methanol 9:1, pak 7:1) se shro-
mi=di sloufenina konjugovana s d4T (107 mg, 45%) v podobé bile
pevné latky. Re= 0,2 (dichlormethan/methanol 4:1).
CeoHii1sNeQie, M = 1287 g/mol, nalezeno m/z = 1288 (MH*), 1310-
(Na) .

Analytickda HPLC: Tr=24,455 min, sloupec Ci138 Supelcosil (15
cm =% 4,6 mm, 3 um, 10 nm. Rozpoustédlio A = S50% acetonitril., 5
mM TBAP, rozpoustédio B = 90% Z-propanol, 5 mif TBAF. Gradient!
25 a2 100 % B v 37.5 min, detekce UV prFi 210 nm.

Preparativni HPLC: ma sloupci Ci18 Kromasil (25 cm x 21 mm, 5
um. 10 nm), rozpouitédlio A = S0% acetonitril, S mM TBAP,
rozpoustédlo B = 90% Z-propanol!, 5 mM TBAP. Eluce produktu pri
30 % B.

Kone&na fdze: prechod na sodnou sdl Na* SPE, faz=e (C18

Bondapack 15 um, eluce s 90% 2-propanolen.

4, Série prikladd: farmakologicke studie sloudenin podle
vynalezu (in vilro)
Priklad 4.1

Test stanoveni endotoxicily




Fndotoxicita se stanovi chromogennim kinetickym, testem
Limulus Amoebocyte Lysatu (Charles River Endosafe produit
R1708K lot EK2251E). Testu LAL se pouzivd k pfedvedeni slabé

endotoxicity sloudenin podle vynale=zu.

Biologicky princip tohoLo testu je zaloZen na iniciaci
bakterialnimi endotoxiny proenzymu obsaZeného v lysatu amoebo-
¢yt Limulu (LAL), kiery aktivuje kaskadu serinovych proted=.
V prritomnosti bezbarvého substratu (peptid 5-2834 kopulovany
na p-nitroanilin) vede ZLé&peni chromoforu k uveolhovdn{ p-nit-
roanilinu (pHNA) a k vyvinu Zlutéhe =zabarveni, které je moZno
sledoval spekirofotomebricky pﬁi vinové délce 405 nm.

endotoxin

1. proenzyn > enzym

emz=ym

2. substrat >peptid + p-nitroanilin

Chromogenni kineticky test je =aloZen na skutec¢nosti, Z2e
ie mnoZ@stvi endotoxinu nepfimo umérné dobé& potiebné k dosaZeni
optické hustoty (D.0.) 0,2. Koncentrace se pak stancovi = ka-

libraéni keivky 0,005 a2z 50 EU/ml.

Produkiy se testuji ve =redé&ni (5x, 10x, 50x, 100x, 500x
nebo 1000 x) roztoku produktu po 0,1 mg/ml. Vysledek LAL odpo-
vidd prvnimu  =zredé&ni, které jiZ nevyvolava znovuzakrylLi pre-

bytku LPS.

Voslodky se vyijadifuji v jednotkach EU (jednotka endotox:-
nu) v zavislosti na mezindrodnim standardnim etalonovem rozbto-
ku (EC-6). Pro tuto sérii predstavuije 1 EU pribliZzné 0.08 ng
LPS E.coii1 055:B5.



Tabulka

Vy¥sledky LAL pro rGzné acylované pseudodipeplidy majici pomoc-

né funkcionalizované vétve odpovidajfci obecnému vzorci I

Produkt Z¥ed®&ni EU/mg produktu ng.ekvivalent LPS
na 89 produktu

OM-197-MC 50 88,6 7,4
OM-197-MC-MP 50 210.5 16,8
OM-197-FV6 50 540 43
OM-197-FV8 50 1820 145,6
OM-197-MC-FV5 50 493 3,9
OM-197-MC-FV7 10 < 0,05 < 0,004
OM-197-MP-AC (R/S,R) 25 0,14 0,011
OM-197-MP-AC (R,R) 25 0,15 0,012
OM-197-MP-AC (S,R) 25 < 0,125 < 0,01
OM-197-MC-AC 25 6,0 0,48
OM-197-N'C2-MC-AC 10 <05 < 0,04
OM 197 N'(C10 20C8)-MC-AC 10 <05 < 0,04
OM-197-MC-Succ 25 5,3 0,42
OM-197-Lys 25 3,0 0,24
OM-197-AP 10 <0,5 < (0,04
OM-197-Asp 50 <25 <0,2
OM-197-Asp-AC 50 2307 184,6
OM-197-Lys-AC 50 <25 <0,2
OM-197-MC-AC-Succ-AZT 10 1,34 0,11
OM-197-MC-AC-Succ-d4T 10 1,05 0,08
OM-197-MC-AC-Succ 10 < 0,05 < 0,004

VZechny testované pseudodipeptidy vykazuji slabou endoto-
xicitu, U védiLSiny produktl je tato endotoxicita pod prahen
zjistitelnosti testem. Kvantitativni =zjistovani eadotoxicity
je omezeno skutednosti, Ze je nutno redit vzorky k nalezent

naddavky. I ty nejaktivndji&f sloudeniny v tomto testu LAL majf




endotoxickou aktivitu S000-krat niz2si nez LPS.

Testované pseudodipeptidy podle vyndlezu jsou zajimavé

pro svoji slabou endotoxicitu a své biologické u&inky.

Tabulka

Vysledky LAL pro rdazné produkty se =zkuSenosti imunizace pro-

duktd konjugovanych na ovalbumin

SloZzeni testovanych smési EU/ mg ng.ekvivalent LPS

na mg produktu

Ovalbumin <0, 8 <0, 064
Ovalbumin + OM-197-MP 5,8 0, 480
OM-197-FV-ovalbumin 99 8,210

Zdélo by se, 2e kopuce OM-197-FV na ovalbumin vyvola
zuyfeni =1i&t&né aktivity LAL. Toto zvySeni ie snad zplsobeno
zm&nou =zplsobu, jakym Jje molekula OM-197-FV podana. Ostatni
produkty ovalbuminové série maji viechny rovnocenné aktivity
LAL. Vysledky LAL jsou velmi proménlivé a rozdily mezi skupi-
nami 3 aZ 4 x nejsou vyznamne. Maximalni aktivita LAL je 2,4
ng ekvivalent LPS na inijekci (25 ug/inijekce) pro kopuladéni
produkty, pro ostatni skupiny je maximalni aktivita LAL 0,012

ng ekvivalentu LPS na inijekci.




Tabulka

Vysledky LAL pro ruzné produkty se zkuSenost{ imunizace pro-

dukti konjugovanych na hemaglutinin H1N1

Testovand sloudenina
EU/ mg ng.ekvivalent LPS
nebo smnés
na mg produktu

H1N1 2 0,17
HiNi + OM-197-MP 20 1,67
OM-197-FV-H1IN1 15,6 1,30

Produkty série HiN1 maji vSechny aktivity LAL rovnocenne.
Vysledky LAL jsou velmi promé&nlivé a rozdily mezi skupinami 3
az 4 x nejsou vyznamne. Kopulace nemd& u&inek na aktivitu LAL.
Maxim&ini aktivita LAL je 0,008 ng ekvivalentu LPS na injekci
(S ug/injekce).

Tabulka

Vysledky LAL pro ruzné produkiy se zkuSeno=st.{ imunizace pro-

dukt?i konjugovanych na peptid (MANP)ePzP3o

Testovand slou&enina EU/mg ng. ekvivalent LPS

nebo smés na mg produktu
(NANP)6P2P30 16 1.33
(NANP)gP2P30 + IFA nd. * nd. *
(NANP)sP;P3, + OM-197-FV6 13 1
(NANP)P2P35 + OM-197-MC 12 1
(OM-187-FV); 2 5-(NANP)sP2P 30 2 0.17
OM-197-FV-(NANP)sP,P30 0.4 0.78
OM-197-FV-(NANP)sP2P3 + OM-197-MP 17.4 1.45

x n.d. nedivkovatelné v LAL, jde o enulzi



Produkty série (MANP)gPzPao maji wvSechny aktiwvily LAL
rovnocennd. Vysledky LAL jsou velmi proméntive a roz=dily me=i
skupinami 3 a2 4 x nejsou vyznamné. Kopulace nemd udinek na
aktivitu LAL. Maximalni aktivita LAL je 0,03 ng ekvivalentu

LPS na injekci (20 ug/injekce).

Priklad 4.2

Stanoveni proliferace kmenovych bundk kostni drené my3i stimu-

lované produkty podle vynalezu

4. 2.1 Zkouska proliferace

MyEi samci C57/BL6 stari 6 tydnd se usmrti inhalaci oxidu
uhligditého. Vyjmou se kosti kondelin, kycel, stehenni kost a
holenni kost. Drefi se extrahuje =z kosti injekci prostredi Eag-
le modifikovaného Dulbeccem (prostifedi DHY) = kondetin, kieré
byly pfedbéZnéd odfiznuty. Kmenové buiiky se promyji a zavedou

se do suspenze v prosbredi DPH doplnéného 20 % zarode&ného te-

It
1]

~iha wdéra (SVFY Kancenbrace hundk se upravi na 500 000 bu-

na ml.

ol
m
Ly

Produkty v roztoku DH s prisadou 20 % SVF, aminokyselin
a antibiotik se Fedi v sériich pfimo na mikrodesti&e. Produkty
se Lestuji troindsobné a kaz2da mikrodesti&ka prodélad negativni
kontrolu sestavajici ze samotného prostredi. Koneény objem

v kazdém didlku je 100 ul.

o zredeéni produktd se prida 100 pl hunédné suspense a
buiiky se inkubuji 7 dni v parni lazni pfi teploté& 37 C v pro-
stredi s 8 ¥ oxidu uhli&tého. Proliferace se stanovi mirou o-
=idace chromogenniho substratu XTT (2, 3-bisl{2-methoxy-4-nitro-
-S5-sulfofenyl]l-2H-tetrazolium-5-karboxanilid) v mitochondriich

Zivych bunégk.




Ke konci inkubace se do ka3dého ddalku p¥rida 50 ul roztoku

substratu XTT (1 mg/ml XTT + 0,008 mg/ml fenazinmethosulfatu) .
Inkubuje se osm hodin p¥i teploté 37 C v parni lazni obsahu-
jici 8 % oxidu uhlidtého, mikrodesti&ky prosviti na spektrofo-

tometru prt 492 nm proti referendni vinové délce 690 nm.

Vysledky jsou vyjadfeny jako primér % smé&rodatna odchylka
ve formé& kiivky odezvy na davku. Graficky Jjsou také z=nazornény
hodnoty negativni kontroly slozZené = prost¥edi DF (stred %

smérodatna odchylka).

7 k#ivky odezvy na davku jsou vypolteny 3 jednotlivé body:
Max: maximalni amplituda kPivky a odpovidajici koncentrace
ECSO: koncentrace odpovidaiici 50 % naximdlni amplitudy
Min: prvni koncentrace zplusobujici vyznamnou proliferaci

odpovidajici slepa + 3x odchylka.

Koncentrace odpovidajici EC50 a min se stanovi zZe segmen-

t.& vpravo tykajich se raznych bodii kfFivky. JestlizZe krivka ne-

-

o

L oo A -
LR S L

dosahne maxima, ale trvale sitoupa pro vySSi Lestovan

trace, je pred hodnotami «HMax» a «ECO» uvedena znadka «o>¥»,

JestliZe kiivka neklesne pod mez slepa + 3x odchylka, ije
minimalni koncentrace uddna jako «<» neiniZsi testovana kon-

centrace.

4.2.2 Presentace vysledkld

Proliferace kmenovych bunék kostni drené vyvolana acylovanyimi

pseudodipeplidy s pomocnou funkcional izovanou vétvi

Obr. 70 ukazuje aktivitu riznych acylovanych pseudodipep-
tidth a ukazuje vliv funkcionalizovane pomocné vétve na kapaci-

tu vyvelan{ proliferace kmenovych bunék kostni dfené& my3Si.




N&které acylované pseudodipeptidy jisou schopny vyvolat

vyE%1 proliferaci, neZ je proliferace vyvolana kladnou kontro-

lou, sloZenou =z LPS

schopnd vyvolat vyznamnou proliferaci,

liferace kladné kontroly.

a E.coli.

Minimdlni koncentrace produktu,

je vyznamné&jisi neZ pro-

Tato minimdlni koncentrace produktu

je silné& ovlivndna funkcionalitou pomocné vétve.

Obr. 71 ukazuje

pulovanych na drogu.

Tato aktivita dokazuje,

aktivitu acylovanych pseudodipeptidi ko-

Ze pres kopulaci,

zachovavaiji si produkty &ast své aktivity. Neni{ moZno rozlisit

mezi aktivitou vlastni a aktivitou pochazejic{ =z kopulace vaz-

by esteru intraceluldrnimi

esteriazami.

t&chto produktti ma sklon dokdazat, =2e

vazeh je roz3sté&pena.

ce biocologické aktLivity dokazuije

Protivirové plsobeni

alespofi &4ast esterovych

protivirovd aktivita + aktivita produktu.

Tabulka

Vysledky ukazujici vyvulani

dfen& rOznymi acylovanymi

pseudodipep

[ T
proirLiicra

pomocnou vétvi obecného vzorce I

=]

At jiZ je mechanicmus jakykoli,

konzerva-

cely =za&jem tLéto asociace T ->

Produkt Haxindlni EC50 Ninind!nf
anplituda apliluda anpliluda
konc. konc. konc.
9.0./pg/0) _D.0./ng/w)- D.0./ag/n}

Milieu DH ({kontrola negativni) 0,67 + 0.,04

LPS E. coli_thonteols positivn) 172116 119712 0,80 / 0,06
OM-197-MC 1,75/ 64 1,21/19,4 0,80/1,25
OM-197-MC-MP >160/>160 >1,13/> 6.5 0,80/0,77
OM-187-FV6 1,52 /50 1,10/ 5,7 0,80/1,60
OM-197-FV8 1,07 /25 087/1,8 0,80/1,.24

OM-197-MC-FV5 1,75/30 1,21/32,0 0,80/8,20

OM-197-MC-FV7 >183/> 100 >125/> 33,1 0,80/ 6,58

OM-197-MP-AC (R/S,R) 212125 1,3973,1 0,80/0,71

OM-197-MP-AC (S,R) 1,2216.25 0,94 12,62 0.80/117




-
s spee

OM-197-MC-AC 1,62 /50 115/31,0 0,80/0,92
OM-197-N'C2-MC-AC 0,75/1,56 0,71/ nd 0,80 / nd
OM-197-N'(C10-20C8)-MC-AC 0,75 /6,25 0,71/nd 0,80/ nd
OM-197-MC-Succ 2,16 /50 1,41/24,7 0,80/2,95
OM-197-Lys 1,56 / 25 1,11/33 <0,86 /< 0,39
OM-197-AP 1,49/ 25 1,08/2,2 0,80 / 0,41
OM-197-Asp 122125 0,94 /5,0 0,80 /1,89
OM-197-Asp-AC 1,33/50 0,10/2,8 0,80 /127
OM-197-Lys-AC >202/>50 | >1,34/>146 0,80 /0,90
OM-197-MC-AC-Succ-AZT 1,08/ 12,5 0,87 /3,3 0,80 /2,11
OM-197-MC-AC-Succ-d4T 1,40 /50 103/25.2 0,80 /2,81
OM-197-MC-AC-Succ >166/>100 | >1,16/337 0,80 /2,04

nd = nestanovitelné

VZechny acylované pseudodipeptidy podle vyndlezu ze sloufenin

se zkrdacenymi ret&zci Jisou

schopny vyvolavat vyznamnou proli-

feraci kmenovych bundk kostni dren&.

P
H

F‘g

fklad 4 3R

Stanoveni produkce oxidu dusiku mySimi makrofdgy stimulovanyni

produkty podle vynélezu

4.3.1 Zkougka produkce oxidu dusf{ku

MyZi samci CS7/BL6 stari 6 tydnt se usmrt{ inhalaci oxidu

uhli¢itého.
holen{ kost.

Vyimou

modif ikovaného Dulbeccem (prostfed{ DH)

predb&3né odFiznuty.
(koncentrace bunék

doplné&ném 20

Drenn se exbLrahuje =

% kotiského séra

se kosti kon&etin,

kosti

Kmenové buiiky se
ptibliZzné 40 000 buné&k/ml)
(SH)Y a 30
L5329 jsou linii mySich fibroblasta,

panev,

z kon&etin,

promyijfi a

stehnni kost a

injekci prostiedi Eagle

které byly

suspenduj i

v prostifed{ DH

% supernatantu L929.

jejichZ supernatant je bo-

haty na ruUstovy faktor pro makrofdagy (M-CSF). Bun&Zna suspenze




se rozd&li do Petriho misek, ktere se inkubuji 8 dni prFi tLep-

lot&d 37 “C v prostPedi s 8 %4 oxidu uhli&itého v parni laz=ni.

Po 8 dnech se z kmenovych bunék vydéli =ralé makrof agy.
Makrofdgy se oddeéli prichodem =a studena, promyji se a resus-
penduji se v prostfedi DH doplnéném 5 % teleciho zarode&ného
séra (SFV), aminokyselinami a antibiotiky. Koncentrace bunék

se upravi na 70 000 bunék na ml.

Produkty, rozpusiéné v prostredi DH doplnéném 5 % SFV,
aminokyselinami a antibiotiky, se zredi v sériich pfimo na
mikrodesti&kach. Produkiy se testuji trojnasobnéd a kazda mik-
rodest i&#ka obsahuje negativni kontroilu, kterou Jje samotné
prostfedi. Kone&ny objem dialku je 100 ul. PFida se 100 pul bu-
né&né suspenze do zfed&ni produktld a bufiky se inkubuiji 22 ho-
din prPri teplotée 37 ‘C v prostredi obsahujicim 8 % oxidu uhli-
Zitého v parni laz=ni. Ke konmci inkubace s produkty, 100 ml
supernatantu se vyjme a koncentrace dusitanu se stanovi Gries-

sovou reakcei. Do kaZdého dilku se pridd 100 pul Griessova reak-

Snilho Cinidla (S mg/m

r
micdiy + 0O 5 ma

e e

fml N-(1-naftvl-
ethylenu diamin)chlorhydratu ve 2,5% vodném roztoku kyseliny
fosforedné. Mikrodestidky se prosviiti na spektrofotometru pri
562 nm proti referen&ni vlinové délce 690 nm. Koncentrace dusi -
tanu je umérna koncentraci produkovaného oxidu dusiku. Koncen-

trace nitritu se stanovi =z kalibradni krivky.

Vysledky Jisou vyjadreny jako pramé&r + smérodatnd odchylka

ve formé kirivek zavislosbLi davka/odezva.

Z ki ivky odezvy na davku jsou vypodteny 3 jednotlivé boady:
Max - maximalni amplituda k¥ivky a odpovidajici koncentrace
ECS0: koncentrace odpovidajici D0 % naximalni amplitudy
Min: prvni koncentrace zplGsobuijici vyznamnou proliferaci

odpovidajici slepa + 3x odchyliKka.




Koncentrace odpovidajici ECS50 a min se stanovi =ze segmen-

LG vpravo tykajich se riaznych bodda k¥ivky. JestliZze krivka ne-
dosidhne maxima, ale trvale stoura pro vySE1{ testované koncen-

trace, je pred hodnotami «Max» a «ECO» uvedena =znadfka «>>».

Jest1li®e kiivka neklesne pod mez slepad + 3 x odchylka, iJje
minimalni koncentrace udadna jako «<(» nejnizsSi testovana kon-

centrace.

4.3.2 Presentace vysledkl

Produkce oxidu dusiku my5imi makrofagy vyvolana acylovanynmi

pseudodipeptidy s funkcional izovanou pomocnou vétwvi

Obr. 72 ukazuje aktivity riaznych acylovanych pseudodi -
peptidill a objasfuje viiv funkcionalizovanych pomocnych véivi
na kapacitu vyvolani proliferace kmenovych bunék kostni dreneée

mysi .

OM-197-MP-AC (R/S,R) je schopen vyvolat proliferaci vy3ssi,

neZ je wvyvolana positivni kontrolou sloZenou = LPS a E. coli.

Minimalni koncentrace produktu, schopna vyvolat wvyznam-
nou proliferaci, je nicmené pondkud vice vyznamna nez positiv-
ni kontrola. Produkce oxidu dusiku stimulovanymi mysSimi makro-
fagy acylovanymi pseudodipeptidy Jje silné ovlivnédna funkciona-
l1itou pomocné véilve.

Nhr. 73 ukazuje aktivity ridznych acylovanych pseudodipep-
tidl kopulovanych na drogu. Tato aktivita ukazuje, 2e pres Ko-
pulaci si sloueniny zachovavaji &ast své aktivity. Neni mozZno
rozli®it me=zi aktivitou viaslni a aklivitou pochazejici = ko-
pulace vazhy esteru intraceluldrnimi estera=zami. Protivirove
ptisobeni t&chto produktd ma sklon dokazat, Ze alespon &ast es-

terovych vazeb je rozsté&peno. At jiZ je mechanizmus jakyvkoli,




konzervace biologické aktivity dokazuje cely =zAjem této asoci-

ace —-> protivirovid aktivita + aktivita produktu.

Tabulka

Vysledkit ukazujici vyvolani produkce oxidu dusiku mySimi mak-

rofdgy prostiednictvim raznych acylovanych pseudodipeptida

s funkcionalyzovanou pomocnou vétvi obecného vzorce I

Haxindlni ECH0 RinindIni
Produkt anplituda amplituda anpliluda
" konc. i konc. pif konc. pii
dusilanu/ _ dusitano/ dusitanu/
. - - nglsl L - ug/nl - 1g9/nl
Milieu DH (controle négatif) 0,29 £ 0.09
LPS E. coli (controle positif)y | > 10,37 /> 30 >533/>0,01 | <1,41/<0,001
OM-197-MC 7,16/51 3,73/1,23 057/0,15
OM-197-MC-MP 7,94 /51 412/1,18 0,57 /0,11
OM-197-FV6 7481256 3,89 /1,49 0,57 /0,20
OM-197-FV8 8.00 / 51 415/7,89 0,57 /1,45
OM-197-MC-FV5 564 /16 2,97 /2,56 0,57 /0,67
OM-197-MC-FV7 6,17/>256 | 323/>370 0,57 /0,36
Oivi-187-MP-AC (R/S,R) >14,08/>100 ;| >7,18/> 10 €0 0,67/1,04
OM-197-MP-AC (S.R) 7,56 /40 3,93/3.28 0,57 /0,59
OM-197-MP-AC (R,R) >831/>100 | >4,3/> 15,32 0,57 /3,35
OM-197-MC-AC 7,08/25 3,69/4,91 0,57 /0,91
OM-197-N'C2-MC-AC > 0,24 /200 nd nd
OM-1897-N'(C10-20C8)-MC-| > 0,96 /> 100 0,63/61,05 0,57/543
AC
OM-197-MC-Succ 584 /16 3,07/0,89 0,57 /0,22
OM-197-Lys 5,50 /40 2,90/223 0,57 /< 0,47
OM-197-AP >964/>100 | >497/>1369 | 057/187 |
OM-197-Asp 8,26 / 51 4,28/0,95 0,57 /0,086
OM-197-Asp-AC > 7;97 />100 >4,13/>7,04 0,57 /2,00
OM-197-Lys-AC >704/>50 | >3,67/>11,06 | 0,57/146
OM-197-MC-AC-Succ-AZT | >2,53/>100 | >1,41/>7489 | 057/5598
OM-197-MC-AC-Succ-d4T 4171125 2,23/1,15 0,57 /0,56
OM-197-MC-AC-Succ 6,17 / =16 3,23/0,72 0,57/0,28

nd = nestanovitelné




VZechny acylované pseudodipeptidy podle vynalezu ze sloudenin
se zkracenymi retéz=ci (okrajova produkce pro OM-197-N'
(C10-20C8) -HC-AC) jsou schopny vyvolavat vyznamnou produkci o-

®idu dusiku my3ifmi makrofdgy.

Priklad 4.4

Test diferenciace dendritickych bunék

Vyhodnocuje se kapacita produktda podle vynalezu vyvolavat
2rani predendritickych bunék na bunky dendritické. Mé&¥i se na-
sledujici parametry: =zadlendni Dextranu-FITC a exprese povr-

chovych bunédk CD83.CD86.

4.4.1 Protokol pokust

Mononukleové bufiky periferni krve se izoluji = narazniko-
vého povlaku (“buffy coats”) =dravych darci. MonocybLy vy&isté-
né adhezi se vnesou do suspense v prostiedi RPMI-1640 obsahu-
Siciho 10 % telecihe zmiredefného wséra (SVF)Y, GM-CSEF a IL-4 po
10 ng/ml v poméru 1x10° bunék/ml. Bufky se rozd&l{ do Petriho
misek po 10x10° bundk na misku a kultivuii se Sest dni =a vy-
mény prost¥edi po trech dnech. Takto ziskané buriky isou nazva-
ny predendrilické (DC-6). Zrani predendritickych bunék na burn -
ky dendritické se provddi inkubaci s redénim produktd nebo LFPS
(positivni vzorek) béhem dalsSich L¥i dnti (viz podproduktby) .
Devateého dne (DC-9) se buiky shromazZdi a vyhodnot i se ruazné
indikativni parametry zralosti dendrit ickych bunék: exprese
povrchovyoch bunék CDB3, CDB6 a kapacita =ma®leneni Dextran-FITC.
Viechny Lybo parametry se analyz=uji FACS EPICS-XL-MCL (Coulter

Tmmunology, Hialeah, Finskao).

Exprese povrchovych bunék je vyjadrena procemtem stiedni
fluorescence bunék stimulovanych LPS (kladny v=zorek): zad&lené-

ni Dextranu je vypodteno jako pomé&r k bunkam ronechanym v pro-




stFredi vyjadreny v procentech.

Produkty: mateé&né roztoky OM-197-MC, OM-197-FV6 a OM-197-
-MP-AC (R/S.,R) se pripravi =z 0,5 mg/ml v 0,9% roztoku <¢hlo-
ridu sodného ve vodé&, doplnéného 0,1 % triethanolaminu. Rozto-
ky se inkubuji 20 minut. pri teploté 37 =C, intensivnég se mi-
chaji 3 minuty, naceZ se zfedi na 100 ag/ml v kultivaénim pro-
stPedi RPMI 1640 a pouZij{ se ve =zredé&ni od 10 ug/ ml az 0,03

ug/ml.

Referen&ni produkt: lipopolysacharid E.coli (LPS, DIFCO,
Detroidt, MI, USA) =a&sobni roztok 5 mg/ml v PBS. Meziprodukto-
vy roztok se pripravi po 100 pg/ml v kultivaénim prostredi
RPMI 1640, Testované koncentrace jsou ziredé&ni od 1 ng/ml a:z

0,03 ug/ml.

V jiné serii =zkoudek se lyofylizuji vSechny acyloveée pseu-
dodipeptidy a rozpusli se pPimo v apyrogennf vodé. Ruzné pro-
dukty jako kontrolni LPS se testuji pfi koncentraci 10 ug/ml.
Vysledky +disou vyijadieny v procentech denritickych bungk a pri-
mé&rem flucrescence pro fagocyt dextranu nebo expresi signalni-
ho =z=naku povrchu CD86&. Tyto vysledky jsou stfedem dvou aZz Ses-

ti zkousSek podle produkt(,

4. 4.2 Vyheodnoceni vysledk(

Nezralé dendrilické buRky (DC-6) pochd=ejici = diferenci-
ace monocybL, konjugovanym u&inkem GM-CSIF a IL-4, jsou schopny
=aZlenit Daxtran-FITS Béhem =zrani =ztraceiji bufiky schopnost
—a&lefhovat Dextran FITC. Bnalyvsy se provadéii ve stadiu dife-

renciace DC-9.

Vysledky (obr. 74) jisou vyjadieny v procentech za&lenéni
De=tranu-FITC pozorovaného v nestimulovanych bufikdch inkubova-

nych se samotnym prostredim. Bunky zpracované s LPS nebo OM-




197-MP-AC (R/S,R) nekonzervuii jen 15 % az 22 % fagocytosy, je

zapot¥ebi alespofi t png/ml OM-197-MP-AC (R/S,R) k =zavedeni ma -
ximdlniho zmenZeni za&lend&ni Dextranu, takze 0,1 upg/ml LPS wvy-
volavaii ekvivalentni snizeni. Jsou nutné 10 ug/ml OM-197-MNMC
pro =zavedeni 22% zmensSeni fagocytosy. Kromé toho pro koncen-
trace nizsi ne2 3 pg/ml neni éédﬁ? udinek OM-197-MC na fagocy-
tosu. OM-197-FVE nema, jak se =da, Zadny vliv na zrani dendri -

tickych bunék.

Exprese kostimula&nich povrchovych molekul je dalsim kri-
teriem =zralosti DC. Testuje se zvyZeni exprese CD83 a CDB6
(obr.75 a 76). Vysledky jsou vyjadreny v procentech sté¥edni
fluorescence v poméru k expresi té&chto signalnich znakll zave -
denyeh LPS. Trito vysledky =zesiluji dokonale vysledky ziskane
fagocytosou. OM-197-MP-AC (R/S,R) indukuje =vySeni exprese
povrchovych molekul od ©,1 pg/ml, zatimco OM-197-MC je tLreba
nejméné 1 upug/ml k za&dtku =zvySovanli exprese Ch 83 a CD86. OM-
-{97-FV6 nema vliv na expresi povrchovych molekul charakteris-

L.ickych pro dendritické buriky.

Tyto vysledky ukazuji velmi rtzné chovani pro acylované
pseudodipeptidy v zavislosti na jejich pomocné v&tvi. OM-197-
-MP-AC (R/S,R) vykazuje mimoradnou kapacitu v zavadéni dife-
renciace bundk DC-6 a DC-9 jiZ od O,1 ug/ml, zatimco jsou nutb-
né koncentrace vySSi nez 1 ug/ml, aby OM-197-MC zad&al induko-

vat tulo diferenciaci, kiterou OM-197-FVée =z=cela nema.

Fagocytosa dextranu vyznadena fluoresceinem a expresi CD86
po stimutaci predendrilickyoen punék (DC6) acylovanymi pseudo-
dipeptidy s funkcionalizovanou pomocnou vétvi obecného vzorce
1. Diferenciace predendritickych buné&k oproti zralym dendri -

tickym bunkam




Produkt Dextran CD86
% CD/ fluorescence % CD/ f luorescence
37 °C 18,3/09 335/29
LPS E. coli 100/7,3 100/7,3
OM-197-FV6 84,5/6,3 62,9/4,9
OM-197-MC-FV5 86,5 /64 745156
OM-197-MP-AC (R/S.R) 84,6 /6,3 80,0/6,0
OM-197-MC-AC 68,3/52 67,4152
OM-197-MC-Succ 35,5/3,0 349/3,0
OM-197-Lys 124705 21,2 12,1
OM-197-AP 56,1/44 62,0/48
OM-197-Asp 264124 28.0/26
OM-197-Asp-AC 22,0122, 267124
OM-197-Lys-AC 92,2/68 935/6.9
OM-197-MC-AC-Succ-AZT 62,2 /4,8 81.4/6.1
OM-197-MC-AC-Succ-d4T 11,61/0,5 259/24

P£i koncenitraci 10 ug/ml jsou &etné acylované pseudodipep-
Lidy schopny =z=avést diferenciaci predendritickych bun&k oprot i

butkdm dendritickym. Funkcionalita pHrinAd%enA pomocnymi vétvemi

moduluje tyto kapacity k aktivovani predendritickych bunék.

Acylované pseudodipeplidy OM-197-MC-AC-Succ-AZT kopulova-
né na drogu predstavuji vyznamnou kapacitu k zavadén{ diferen-
ciace dendritickych bunék. U&inek tvofeni acylovanych pseudo-
dipeptidl je obzvlast vyznamny pro kapacitu zavadéni diferen-
ciace predendritickych buné&k od dendritickych. Nékteré produk-
ty vykazuji velmi rozdilne aktivity po rozpusténi v pi{tomnos-

ti nebo v nepritomnosti 0,1% TEOA.
Priklad 4.5
Analyza indukce proteinu MxA v dendritickych bufikdch

Vyhodnocuje se kapacita produkti podle vynalezu =zavadét




produkci protivirového proteinu HxA predendritickyni bunkami .
Produkce HMxA bufikami se méri po elektroforetickém oddéleni

SDS-PAGE zpisobem Western Blotting.
4.5.1 Protokol pokusi

Dendritické bufiky ve stadiu DC-6, =ziskané jak shora po-
pPsano, se stimuluji IFN-a (500 U/ml), LPS (1 pg/mi), TRANCE
(100 ng/ml) CD40OL {(1lug/ml), OM-197-MC-AC (1 ug/ml) nebo
OM-197-FV6 (1 pug/ml) bdhem 48 hodin. Extrakce a analyza prote-
inl se provede takto: bufky se rekuperuji, pak se 3x promyiji
PBS (fosfiatem pufrovana solanka) a lysuji se v pufru 100 mM
Tris-HC1, 150 mM chloridu sodného, 5 mM EDTA, 1 ¥ Triton-100
mh=ahujiciho 1 mM PHMSFE (fenylmeLhylsulfonylfluorid) a 1 pg/ml
pepstatinu jako inhibitorfli proted=z. Lyse se provadi v pomEru
109 bunék na 100 ul pufru, 5x koncentrovaném obsahujicim 60 mM
Tris-HC1 (hodnota pH 6,8), 10 % glyceroolu, 2 % SDhS, 14, 4 mM
2-merkaptoethanolu a 0,1 % bromfenolu. Vzorky se zahfeji na

teplotu 95 =C béhem 5 minut v uzaviPenych Ependorfovych

by

afkach, Fleki.roforéza se provede na minigelu 10cmx10cm pri
12 % akrylamidu s mnoZstvim vzorku ekvivalentnim se steinym
po&tem bunék, Migrace se provede nasledujicim pufrem: 25 mH

Tris. 192 mM giycinu, 0,1 % SDS, hodnota pH 8, 3.

Prenos na membrdnu: proteiny se prenesou gelem SDS-PAGE
na nitrocelulozovou membranu (prendSect pufr: 25 mM Tris, 192

mM glycinu, 20 % methanolu, pH 2,3,

Inkubace s protilatkami: prenos se ovéri vybarvenim memb-
rany &erveni Ponceau. Respecificka mista na membranéd se bloku-
ii 5 % odstredéného mléka v TBS (10 mM Tris-HC1, 150 miM chlo-
ridu sodného, hodnota pH 7,4) bé&hem jedne haodiny pri teploté
okoli. Membrana se inkubuje v rozloku monoklondlnich protila-
tek anti M=xA (klon 143) =zredénén 1:100 {(objemnoveé) v svstému

TES-mléko. Membrdna se promyje 3 x TBS-0,1 % Tween 20. HMembra-




na se inkubuje druhou protilatkou anti-myS{ spojenou s peroxi-
dd=zou (HRP, Sigma) zfedé&nou 1:1000 (objemové&). Membridna se
promyje 3 x TBS-Tweenem. Pasy, obsahujici HMxA, se po inkubaci
membriny vyjmou chemiluminiscenZnimi reagenciemi (ECL, Amers-
ham Pharmacia). V Lomto systému katalyzuje HRP chemi luminis-
cendni reakci zaloZenou na luminolu, ktery je moZ%no zjistil na

filmu.

4.5,.2 Vysledky

DC-6 se stimulujf b&hem 0, 2, 4, 24 hodin (obr.77) nebo 48
hodin (obr.78) takto: (poloha ve Western Blol)

} Obr. 77 Obr .78
Vzorek zkousSka: kultiva&n{ prostredf 0O 2 4 24 48 hodin
GMCSF/ IL-4

1 + NaCl (negativni kontrola) 1 2 3 4 1 o
2 « LPS (1 ug/ald 5 6 7 2 g
3 + IFN-a (500 U/ml) (kladna L
kontrola) pro indukci proteinu g
MxA 8 9 10 3 ¥
4 + TRANCE (100 ng/ml) a %
5 + CDAOL (1 pg/ml) 5 3
6 + OM-197-MP-AC (1 pg/ml) 1 13 6 E
1 2 0

7 + OM-197-FV6 (1 npg/ml) 1 1 16 7

4 5

Pruhy Western Blot, =zndzornéné na obr.?77 a 78, ukazuif
produkci MxA béhem &asu: vyznamné =vyZen{ proteinu HxA je vy-
voldno produkty OM-197-ACS a OM-197-FVe po 24 hodinidch (obr.
7?) a po 48 hodinadch (obr.78). Tato produkce HMxA je ekviva-

lentnf s produkci vyvolanou kladnou kontrolou LPS nebo IFNa.
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Tato produkce je vét3i neZ produkce vyvolana negativni kontro-
lou, TRANCE (cytokin rodiny TNF-a, ktery vyvolava také =zrani
dendritickych bunék) nebo CD4OL (jiné &inidlo zrani dendritic-
kych bunék). Slougeniny podle vynalezu OM-197-MP-AC a OM-197-
-FV6 vyvkazuji protivirové vliastnosti v dlisledku své schopnosti

vyvolavat protein MxA.

Priklad 4.6

Stanoveni kapacity sloudenin podle vynalezu akt ivovat produkci

TNF-a mononukleovymi bufikami 1lidskeé periferni krve

4.6.1 Protokol

Mononukleové bufky periferni krve se izoluji = ndrazniko-
vého povlaku (“buffy coats®( zdravych darc. Bufky narazniko-
vého povlaku se vnesou do suspenze a mononukleové buniky se od-
dEli odstfedd&nim na gradientu Ficol-Pague (Amersham Pharmacie) .
Vy&isténéd mononukleové buiiky se resuspenduji v prostiedi RPMI-
-15640 doplné&ném 10 % teleciho zarodeé&ného séra (SVF), antibio-
tiky, merkaptoethanolem a L-glutaminemn. Koncentrace bundk se

nastavi na 2x10% Zivych bunék/ml.

Ha mikrodestidky se vnese 100 yl kaZdého roztoku acylo-
vanych pseudodipeptidd s funkcional izovanou pomocnou vétvi =za
=peddni 100, 10 a t ug/ml v prostredi RPHI 1640. Podminky se

estuli na 3 vzorcich a kazZzda desticka ma =zaporny (slepy) vzo-

-~

rek se samotnym prosibfedim. Ziedéni LPS E. coli (1 a2z 0,00001

D

wg/m1) slouzi jako kladny vzorek.

Do kasdeho ddlku, obsahujiciho zred&ni produktld nebo slepy
vezorek, se prida 100 nl bunédneg suspenze., Bunky se inkubujt
s proadukly 12 hodin v parni lazni pfi tLeplotLé 37 C v prostredi

obsahuijicim 5 % oxidu uhlid¢itého.
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Ke konci inkubace se mikrodesti&ky odstPedi a supernatan-
ty se shroma3di a zmrazi{ se na .80 C ve form& podilid aZ do
testu ELISA. Koncentrace TNF-a produkovana, mononukleovymi
bufikami, se stanovi chemiluminiscenc| ELISA (kit R&D QuantiGlo
# QTAOO). Ctyrikrat =redéné supernatanty se vnesou do kazZdého
diiku mikrodesti&ky, ve kterém jsou uloZeny lidské protilatky
anti-TNF-«. Mikrodesti&ky se inkubujf 4 hodiny pfi teploté o-
kolf. Po promyti se 1lidské proLilatky anti-THF-a konjuguji{ na
pridanou peroxidézu. Po dvouvhodinové inkubaci a intenzivnin
promyti se prida chemiluminiscen&ni{ substrit a luminiscence se
zaznamend b&hem 20 minmut. Koncentrace TNF-a, obsaZeného v su-

pernatantu, se gstanovi = kalibra&ni k¥ivky zahrnujici 7000 aZz

0,7 pg/ml.

Vysledky jsou vyjadfeny v pa/ml THEF-«a. Predkl ddané vy-
sledky Jisou = reprezentativnich skouZek aktivity acylovanych

pseudodipept idiG.
4.6.2 Vysledky

Produkce TNF-o vyvolanad acylovanymi pseudodipeptidy s funk-
cional izovanou pomocnou vétvi obecného vzorce I mononukleovymi

buiikami lidské periferni{ krve

Produki 100 pg/mi 10 pg/ml 1 pg/ml
OM-197-MC 12 0 0
OM-197-MC-MP 72 0 0
OM-197-FV6 88 104 0
OM-197-FV8 252 100 12
OM-197-MC-FV5S 116 104 0
OM-197-MC-FV7 76 80 0
OM-197-MP-AC (R/S,R) 160 156 - 244
OM-197-MP-AC (R,R) 84 88 0
OM-197-MP-AC (S,R) 80 124 488
OM-197-MC-AC 144 140 12




A3 - L e e

OM-197-N'C2-MC-AC 0 0 0
OM-197-N'(C10-20C8)-MC-AC 0 0 0
OM-197-MC-Succ 176 96 0
OM-197-Lys 20 164 284
OM-197-AP 84 116 428
OM-197-Asp 80 28 0
OM-197-Asp-AC 132 172 20
OM-197-Lys-AC 256 184 232
OM-197-MC-AC-Succ-AZT 64 224 108
OM-197-MC-AC-Succ-d4T 52 40 0
OM-197-MC-AC-Succ 40 32 0

Negativni kontrola sloZena = prostifedi{ RPMI vyvolava zakladnt

produkci TNF-o pod me=z=i zjistitelnosti 0,7 pg/ml.

Produkce TNF-o vyvolana LPS E.c~oli mononukleovymi bufikami lid-

ské periferni krve

KPS E.coli v ug/ml

Kt 1 0,1 0, 01 0. 001 0, 0001 0, 00001

™. A
rrowauun

TNE-a (pg/ml) 404 436 346 276 132 0

Kladna kontrola sloZend z LPS E. coli vyvoldva silnou produkci

THF-« i pfi nejniZZich zkouZenych koncentracich.

vViat&ina acylovanych pseudodipept idd vyvolava vyznamnou
produkeci THF-«a i kdyZ tato produkce tnstavd nizx3{ neZ produkce
kladnou kontrolou. Jsou také potieba vyZ&{ koncentrace nez LPS

k vyvolan{ vyznamne produkce TNF-«.

N&které sloud&eniny, OM-197-MC a OM-197-MC-HP vyvolavaitl
vyznamnou produkci, jmenovité pri 100 u/ml. Aminoskuiny Jjsou
obzvl 43zt zajimavé pro vyvolani produkce TNF-« jednak zvy3Sova-
nim amplitudy, jednak sniZovanim minimalni koncentrace pro-

duktu nutné k vyvolan{ vyznamné odezvy. Acylované pseudodipep-




Lidy se zkracenym Fetézcem, OM-197-N C2-MC-AC a OM-197-N (C10-
-20C8) -HC-AC produkci TNF-« nevyvolavaii vibec ani pri koncen-
traci 100 pg/ml.

Priklad 4.7

Stanoveni kapacity sloucenin podle vynalezu inhibovat produkci
TNF -o mononuklieovymi bunkami 1idskeé periferni krve lipopolysa-

charidem E.coli (LP3)
4.7.1 Protokol

Mononukleové bufiky perifernit krve se izoluji = narazniko-
vého poviaku ("buffy coats") =z=dravych darci, Buriky narazniko-
vého povlaku se vnesou do suspenze a mononukleové bufiky se od-
d&li odstiedinim na gradientu Ficol-Pague ( Amersham Pharmacie).
Vy&iZtaneé mononukleové bunky se resuépenduji v prostéredi RPMI-
-1640 doplnéném 10 % teleciho arode&ného séra (SVF), antibio-

tiky, merkaptoethanolem a L-glutaminem. Koncentrace bunek se

nastavi na 2Zx10% Zivych bunik/ml.

Inhibice produkty se stanovi preinkubaci produktd s mono-
nukleovymi bunkami a prisadou po i hoding =zredéni v serii LPS
vyvaolavajicich produkci THNF-«. Inhibi3ni koncentrace riznych
acylovanych pseudodipeptidl s funkcional izovanou pohocnou vét -
vi je 10 ug/mi. E. coli se zredi v sérii 1 az 0,00001 ug/ml
{10-nasobek) .

Na mikrodesticky se vnese 50 ul produktt =fedénych na 10
Hg/ml v prosbtredi RPMI 16£40. Kazda podminka ( produkt, po 10
ng/ml + LPS =zvedéneé E.coli) se testuje na trech vzorcich a
kazda desti&ka ma =zaporny (slepy) vzorek se samolnym prostre-
dim. Zjisténi THNF-o vyvolaného samotnym LPS {(bez inhibice) se

ziska pridanim =zfedéni LPS E.coli do prostiedi RPMI.




Prida se 100 pl bun&dne suspenze do kasdého dalku obsahu-
jiciho zred&ni prodkutd nebo kontrol. Bufiky se inkubuji s pro-
dukty bdhem jedné hodiny v mlZné komote pE¥i teplot& 37 ‘¢

v prostfedi obsahujicim 5 % oxidu uhli&itého.

Ke konci inkubace se prida 50 pnl zredéni v sérii LPS
E. coli. Inkubace mononukleovych bunék produktem LPS se sledu-
je po dobu 18 hodin. Na konci stimulace bunék se mikrodest idky
odstiedi a supernatanty se shromazdi a zmrazi se na -80 °C ve

form& podila az do testu ELISA.

Koncentrace TNF-«, produkovana mononukleovymi bufikami, se
stanovi chemiluminiscenci ELISA (kit R&D QuantiGlo # QTAOO) .
étyﬁikrét zfedéné supernatanly se vnesou do kazdého ddlku mik-
rodest idky, ve kterém jsou ulozZeny 1idské protilatky anti-TNF-
-a. Mikrodestid¢ky se inkubuji Ztyri hodiny pri teploté& okoli.
Po promyii se lidské protilatky anti-TNF-«a konjuguji na pfida-
nou peroxidazu. FPo dvouhodinové inkubaci a intenzivnim promyti
se prida chemiluminiscen&ni substrat a luminiscence se zaz2Zna-

mend bDe&hem 20 minmubt. Xoncontirace TNF -~ ohsaZ®enédho v superna-

2

tantu se stanovi =z kalibra&ni #ivky =zahrnujici 7000 az 0,7

rg/ml.

Inhibice se vyjadii koncentraci LPS E.coli. ktera v ko-
inkubaci s produkty vyvola produkci 50 %¥ THF-a v porovnani se
vzorkem inkubovanym s pouhym RPMI. Cim wvatZ{ je koncentrace,
tim vice je produkt inhibitorem. Tato koncentrace se vypochLe
= hodnot inhibice produkce THF-a = 100 - (produkce TRF-a vivo-
lana produktem a LPS)/ ( produkkce TNF-o vyvolana samotnym LPS)x
100. Na =akladd t&chLo udaijih inhibice =e koncentrace extrapo-
luje pres pravy usek, klery wnjuje dvé =zvredéni LPS ocbklopuiji-

of 50% inhibici.

Kapacita rodukti k vyvolani inhibice produkce TNF -« pro-

st¥ednictvim LPS je rovné:z charakterizovana maximalmni inhibi-




cf{. Koncentrace LPS odpovidajic| koncentraci maximalni inhibi-
ce (inhibice » 95%) je rovnéz representativni pro inhibi&n{
moznost produkii. Vysledky jsou vypo&teny = jedné reprezenta-

tivni zkouZky obsahujici vZechny produkty.

4.7.2 Vysledky

Inhibice vyvolana acylovanymi pseudodipeptidy s funkcionalizo-
vanou pomocnou vétvi obecného vzorce I produkce THNF - vyvolané
na mononukleovych bufikdch lidské periferni krve prostrednic-

tvim LPS.

Produkt Inhibice Inhibice | Inhibice
S0% max. max.
LPS v ug/ml| Vv %) LPS v ug/m

OM-197-MC 1 100 0,0043
OM-197-MC-MP 0,18 100 0,001
OM-197-FV6 > 1 100 0,014
OM-197-FV8 >1 100 0,0033
OM-197-MC-FV5 > 1 100 0,016
OM-197-MC-FV7 >1 100 0,00035
OM-197-MP-AC (R/S,R) >1 100 0,00002
OM-197-MP-AC (R,R) 0,68 100 0,0013
OM-197-MP-AC (S.R) > 1 100 0,00002
| OM-197-MC-AC 0,88 100 0,00003
OM-197-N'C2-MC-AC 0,0003 100 0,00001
OM-197-N'(C10-20C8)-MC-AC 0,0009 85 < (0,00001
OM-197-MC-Succ 1 100 0,018
OM-197-Lys 0.70 100 0,0055
OM-197-AP >1 100 0,016
OM-197-Asp > 1 100 0,00036
OM-197-Asp-AC 0,29 100 0,0058
OM-197-Lys-AC >1 100 0,001
OM-197-MC-AC-Succ-AZT 0A5 100 0,0005
OM-197-MC-AC-Succ-d4T 0,64 100 « 0,00016
LC_)M-197-r\.r‘l(')-/ﬁ\(l—Succ > 1 100 0,044




- 147 -
L] LX] . e (1] .e
[ ] L L d L L - . -
[ ) [ YT . . LAd L d - L]
L & .- e & L ] e & @ L] L]
- L 4 LJ L L ] - L - -
e -a . e e She e

Negativni kontrola sloulenin prostiPedi RPMI vyvol ava =zakladni

produkci TNF-a pod mezi zjistitelnosti 0,7 pg/ml.

VEechny acylované pseudodipept idy jsou schopny vyvolavat
inhibici produkce THF-a indukovanou LPS E.coli. Koncentrace
produktu pot¥ebna k tLéto inhibici je funkci funkcionality po-
mocne viétve a délky retézclh mastneé kyseliny. Dokonce i acyvlo-
vané pseudodipeptidy kopulovang na drogu esterovou vazbou Jjsou

schopneé vyvolat tute inhibici.

Priklad 4.8

Stanoveni schopnosti sloudenin podle vynale=z=u aktivovat cyrto-

toxicitu bunék HK proti cilovym bunkam linie KS62

4.8.1 Protokol

Bufiky PBHMC se izoluiji = naraznikovéha povlaku podle pro-

tokolu popsaného v pPikladu 4.6. Po odstPedé&ni na Ficoll a po
treci promytich e PBHC rozdgli de destidky =e Zesti diilky

v pomdru 3x10® bun&k/ml ve 3 ml prostFedi RPMI obsahujicim 10
% FCS a inkubuji se jednak se samotnym prost¥edim jednak se
stimuluji IFNgama (1000 U/ml), LPS (1 ug/ml), OM-197-ACS5 (1
ug/ml), nebo OM-197-FVe (1 ug/ml) . Bunky se tLak inkubuiji po 24
hodin. Bufky K562 (leukemicka linie 1 idskych bunék, ATCC #HCCL
243, 20110-2209 Manassas {(Vh), U3SA) se wudrz2uji v prostredi
RPMI obsahujicim 10 % FCS se 2 priachody z=a tyden.

¥ méveni cylotoxicily se PBMC a buriky K562 promyii 2=x
HBESS a resuspenduji se do prostredi RPHI bez fenolové Zervené
obsahujicihe S % FC3. PBMC se prevedou na destifku s 96 dalky
s kruhovym dnem k ziskani poméru PBMC cil 20:1, 10:1, S:1
v objemu 50 ul. Postupné se pfrida 5000 bunék K562 {(cilovych)
na diilek v 5Q i1 RPMI bez fencolove Servenéd. Koned&ny objem Je

100 uyl. Destidka se odstredi k podpore kontaktu, nacez se




inkubuje &ty#i hodinny p¥i teplotd 37 C.

Cytotoxicita se stanovi =a pouZiti soupravy kit CytoTox 96

neradiocaktivni zaloZené na mé&feni uvoln&né LDH béhen buné&né

(kit #G1780, SarZe #124100,

Procento cytotoxicily

lyse Promega, HMadison, WI) podle

se vypodtLe podle

protokolu dodavatele.

vZzorce

% cytotoxicity

4.8.2

Slou&eniny OM-197-AC5 a OM-197-FV6 vyvolavaif aktivitu NK

podobnou nebo’

DOksez+PBMc -DOpBMc -DOKs62

sametnych

DOily=e total K562 -DOKs562 samotnych

Vysledky

mirngd mensi neZ je

steiné koncentraci (1 upug/ml).

vyvolana testovanou LPS pEi

Absorbance pri 490 nn
Stimuli rapport PBMC | K562 + PBMC | % toxicity -
PBMC:K562 | samotné

Milieu 20:1 0,141 1,5 0,5
10:1 0,073 1,55 7,7
5:1 0,055 14 0

IFN-y 20:1 0,101 21 39,3
10:1 0,064 1,9 29,4
5:1 0,035 1,68 17,9

LPS 20:1 0,170 2.2 42
10:1 0,122 1,9 26
5:1 0,035 1,7 19

OM-197-MP-AC 20:1 0,084 1,8 22
10:1 0,084 1,66 13,7
5:1 0,027 1,5 7,4

OM-197-MC-FV6 201 0,110 2,1 38,8
10:1 0,087 1,65 12,9
5:1 0,079 1.4 0

Kontroly Tultivaéni IK562 samotné [Totalni lyse
prosiied| K562
samolné
_ Absorbance pti 490 na 0.408 1.35 3

®x100




Priklad 4.9

Stanoveni schoponosti slou&enin podle vynalezu k vyvolani pro-

liferace mysSich lymfocytQ
4.9.1 Popis zkousky

Slezinné bufiky skupiny &tyr mySi CBA se shromazdi, kulti-
vuji se v pPitomnosti a nebo v nepr{tomnosti adjuvantu OM-197 -
-MP-AC (0,1 a2 10 pg/ml). Proliferadni odezva Léchto hunék se
vvhodnocuije podle miry z2aclenéni tritiovaného thymidinu
(3H-TdR) po jednom nebo dvou dnech kultivace. Hodnoty uvedené
v tabulce pPedstavuiji aritmeticky primér 2 smérodatna odchylka

=ze SLyr kultur.

Adjuvant: mate&ny roztok OM-197-MP-AC se pripravi =z 0.9 mg/ml

ve vodé pro injekci s pridavkem 0,1 % triethanolaminu.
Vysledky:

Produkt OM-197-HP-AC podporuje proliferaci slezinnych bu-
ndk in vivo. Tento jev, maximalni po 1 dni kultivace., =zvysSuje
za&lefiovani thymidinu 5 x pfi koncentraci 1 ng/mi} a 12 x pri
koncentraci 10 wug/ml. Po jednodenni kultivaci vytvari produkt
OM-197-MP-AC pri koncentraci 1 pg/ml mitogenni efekt plscobici

stejné mocné jako Concavalin A pri 5 ug/ml (tabulka I).




Tabulka 1

Mira prolifera®ni odezvy slezinnych my3ich bunék na adjuvant

OM-197-MP-AC

Adjuvant Zadlen&ni 3H-TdR (CPMx103
Trvani kultivace (dni)
1 2
Bez adjuwvantu 6,4 1,0 14,3 ¢+ 0,8
OM-197-HP-AC {(pug/ml) O,1 8,7 + 0,7 21,1 1,3
1,0 34,3 t 2,6 55,6 * .
10,0 79,0 + 12,0 92,7 % . 8

Hodnoty uvedené v tabulce jsou aritmetickym stredem 2
smérodatnda odchylka miry za&lenéni &ty¥nasobnych kultur. Con-
cavalin A (5 pgg/ml), pouzity jako kladna kontrola, dava hodno-

tu madlendéni thymidinu 37,5 + 6,2 %103 CPM po 1 dni kultivace.

Prikiad 4.10

Stanoveni protivirového pasobeni konjugdtd sloufenin podle vy-

nalezu na AZT a na d4T jako prodrogy

4.10.1 Protokol

K testovani protiviroveho pasobeni (anti-VIH) sloucenin
podle vynale=u konjugovanych na AZT a pripadné na d4T se pou-
Zije lymfooytovée linie T MT 4 umrtvene infikovanim HTLV. viru,
ktery vyvolava formu leukemie. Tyto bufky maji tu vlastnost,
Ze nepreZivaiji infekc: HIV. Test je =zaloZen na ochranég produk-

tem ( jako je AZT) proti tomuto =nidujicimu plsocobeni viru,

Produkty se testuji sériemi =fedéni produktu na desticce

96 dilky. V horni &asti mikrodeti&ky jsou teslovane produkty

[0




(trojndsobné&), coX

v raznych koncentracich s bufikami viru

umoZifiuie stanovit koncentraci u produktu, ktery chrani bufiky

pred zni&ujicinm phsobenim viru. Koncentrace, pPi které se po-
zoruje 50% sniZeni poltu Zivych bunék je ICS50 produkiu. Kvan-
tifikace Zivych bundk se provadi pomoci MTT, coZ je sloudenina
%xlutého tetra=zolinu, kiery je enzymaticky snizen (v mitochond-
formazanu, ktery je Zerveny. DGlky,

dobrém

rifch Zivych bunék) proti

kterée bunky w maji barvu &ervenou,

obsahuij{ stavu

jsou-1i buriky mrtve, Zluté =zabarveni pretrvdva. Mira opLické

hust.oty (0OD) umoZfiuje kvantifikovat tento jev.

Cytoloxicita produktd se vyhodnocuje stejnym zpuscbem ve

spodni &asti desticky, kde se Lest provadi Fedé&nim inkubova-

nych produktd na bunkédch bez viru, co% umo3fAuje stanovit to-

xicky G&inek produktil na bufiky. Udavd se ve formd CCS50, coz je

koncentrace pPi které 50 % bunédk umird toxickym pUsocbeninm

Selektivita (udaj selektivity je SI) produktu Jje

CC50/1C50.

produktu.

def inovana Jjako Temto parametr je vyZnamny pro

dobry produkt a zvySené indikace selektivity.
4.10.2 Vysledky
Produkty padle vynalezu konjugované na AZT (OM-197-HC-

-suc-AZT) nebo 44T VIH 1
IIIB a VIH 2 ROD. Vysledky dvou pokusii (trojndsobnych) na burfi-

majf protivirove viastnosti prolti

kach HMT-4

Produkt kmen VIH | 1C50 (uM) | CC50 (uM)
AZT VIH-1 1B 0,0029 187
OM-197-MC-Succ-AZT | VIH-11IIB 0,0519 >94
D4T VIH-1 B 0,107 321
OM-197-MC-Succ-d4T | VIH-11liB 0,963 +1-97
AZT ViH-2 ROD | 0,0018 187
OM-197-MC-Succ-AZT | VIH-2ROD 0,061 >94
D4T ViH-2 ROD 0,22 321
OM-197-MC-Succ-d4T | VIH-2 ROD 0,51 +1-97
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Slou&eniny podle vynalezu konjugovaneé s AZT nebo d4T vy-
kKazuji protivirové pGsocbeni v modelu bun&k MT-4. Jedna =z= vyhod
té&chto prodrog je zaloZena na lipidove povaz=e konjugatia, ktera
umozZnuiji jednak =zaméreni sloudenin proti infikovanym bunkam
pri uvolfiovani protivirovych slougenin do reservudrtt na virus

jednak upravovat imunologickou aktivitu cflovyech bunék.

Priklad 4.11
Stanoveni schopnosti sloufenin podle vynalez=u aktivovvat zrani

predendritickych mySich bunék na bufiky dendritické

4.11.1 Protokol

Zisk4dvani dendritickych bunék: Holené& a stehenni kosti
myZi (C57BI/6 ve véku 8 aZ 10 tydni) se zbavi kostni dfené.
Suspense kostni dfené se nechda projit bun&&nym sitem 70 um
kK ziskdani jednobungdné suspense. Bunky kostni dfené resuspen-
dované v prostiedi Dulbeko modifikovaném Iscove (IMDM) doplné-
ném 10 % (SVFEFi) teleciho zdrode&ného méra inaktivovaného Lep-
lem a antibiotiky. Bufiky se inkubuji pres noc pri teploté 37
C v prostifedi oxidu uhtii¢itého v parni lazni v Sestiddlkovych
mikrodestid&kach. Nasledujiciho dne (den 0) se neptilnuté bunky
shromazdi a promyii. Zivé bufiky se spo&itaji vylou&enim trypa-
noveé modie. Koncentrace bundk se nastavi na 2x10% buné&k/ml
v IMDM obsahujicim 20 ng/ml GHM-CSF mySiho rekombinantu {rmGM-
-CSF) a 20 ng/ml IL-4 my3iho rekombinantu (rmlL-4) a inkubace
pokra&uje. Treti den se prida gerstvy rmGM-CSE a rmll-4 v kon-
centraci 10 ng/ml. Sesty den se neulpé&lé bufiky shromazdi, pro-
myijii a sedtou se s vylouZenim trypanové modri. Koncentrace hu-
nék se nastavi na 2x10% bunék/ml v IMDM cbsahujicim rmGM-CSE a

rmll-4 10 ng/ml a inkubace pokraduje. Osmého dne neulpé&lé buf-




ky sestavajici = nezralych a zralych dendritikych buné&k (CD-
-DM) se shroma3di a pouXije se jich k inkubaci s produkty.

Inkubace s produkty podle vynile=zu: buriky CD-DHM se inkubuijl
pii koncentraci 5x10% bun&k/ml v mikrodestiZkach s 24 dalky
v pritomnosti nasledujicich aktivatora: kladné kontroly LPS
Escherichia coli 0111:B4 po 100 ng/ml, =z4porné kontroly IMDM,
a dvé slou&eniny podle vyndlezu OM-197-MC-FVS a OM-197-MP-AC
v koncentracich 0,1, 1 a 10 ung/ml. Po 48-hodinové inkubaci se

bufiky shromd=di a konzervuji se pro analyzy tokovou cytometrif.

Analysa tokovou cytometrii: Bufiky CD-DM se promyjf{ PBS
obsahujicim 2 % SVFi a 0,01 % natriumazidu (pufr FACS). Inku-
bujf{ 30 minut na ledu s optimalni koncentraci antiCDb86, anti-
-CD40, anti-MHCII konjugovanych na FITC a anti-CD80 konjugova-
nym na peroxiddzu,. Bufiky 3 x promyjfi. Znadeni{ anti-CD86 a
anti-CD40 s provede inkubaci bunék na ledu po dobu 30 minut
s protildtkami osla anti-lg krys konjugovanymi na peroxydazu,
Po inkubaci se bufky promyii a resuspenduji se do pufru FACS.
Fluoreacence =e m&*i na tokovém cytometru FACScanTM. Na vzorek

se analyzuje 15000 pripadd.

4.11.2 Vysledky

Exprese buné&k

Povrcbové vyznaky

CD40 CD8o CD86 MHCII
pHg/ml| MFI % MFI % MF! % MFI %
bund&k bunék. bunék: ‘bun&k

OM-197-MC-FV5 { 10 | 630 54 g 48 4097 | 51 1681 48

1 517 44 84 45 13888 | 43 1691 43
0,1 | 442 33 66 42 | 3437 | 37 1689 40
OM-197-MC-AC 10 | 605 55 97 53 4162 52 1622 49

1 493 48 73 47 | 3791 45 1607 45
0,1 | 446 34 66 41 13504 | 37 1597 38
LPS 0,1 | 539 51 95 51 |3445| 50 1546 51
konirola negativni 0 431 29 74 41 3011 34 1553 41




MFI 'stFedni inten=zita fluorescence

Produkty podle vynalezu jsou schopné wvyvolat =z=rani
predendritickych bun&k na buifky dendritické. Tyto vysledky

ziskane in vitro souhlasi s pozorovanim in vivo na mysSich.

In vivo vyvolavaji oZetfeni 1.v. a s.¢. OM-197-MP-AC, 20
g a S pg na mysS zranfi a migraci denritickych bunék v poméru
marginalni =z=odny (umisténé me=i pulpe ZCervenymi a bilymi) k bi-
l1ému pulpe, kde jsou umisté&ny buriky T. Imuno zabarveni histo-
logickych Pezll z=e =z=virat zpracovanych produkty podle vynalezu
ukazuji zabarveni zralych dendritickych bunék a bunék T v bi-
1ém pulpe jako pfi zpracovani LPS, =zatimco u neosSetrfenych =vi-

rat se nepozoruje ani migrace, ani =rani.

5, serie priklada: farmakologicke =studie sloudenin podle

vynalezu

Priklad 5.1

Vyhodnocovani vlastnosti acylovanych pseudodipeptidld s funkci-
onal i zovanou pomocnou vétvi smiSenych nebo kopulovanych

s {NANP)ePz2P30 na modelu imunizace mysi

5.1.1 Protokol =zkousek

Antigen: Peptid (NANP)ePzP30) obsahuie opakovanou sekvenci
{NANP) Plasmodium falciparum a dvé& sekvence toxinu tetanu (Pz:
LQBO-2843 a Papn:947-967) . 0 Lomtao peptidu je znamo, Ze je epito-
prem T-helperu a vykazuje schopnost vyvolavat zvySenou imunitni
dlouhodobou odezvu v pritomnosti klasickych adjuvantii. Peptid
se ziskda zplOsobem popsanym v literature (VYalmori a kol., J.
Immunol. 149, str. 717 a2 721, 1992). Mate&ny roztok antigenu
se pripravi na 0,4 mg/ml v O, 9% vodném roztoku chloridu sodne-

ho, hodnota pH &,0.



Adjuvanty: Hate&né rozloky acylovanych pseudodipept idd

(OM-197-MP, OM-197-FVé a OM-197-MC) se pripravi po 1 mg/ml ve
0,9% vodném roztoku chloridu sodného s 0,1 % triethanolaminu.
Kladny vzorek sestava = nedplného adjuvantu Freund (IFA de
Difco, Detroit, HMI, Sp. st. a.) a =aApornym vzorkem je O, 9%

vodny roztok chloridu sodného.

V ramci tohobo experimetalnifho protokolu jsou adjuvani a
antigen formulovdny Jjako smés nebo shora popsané konjugdty.
Testuji se dva typy konjugatd (OM-197-FV)n-(NANP)ePzP30}). 0Od-
povidaijf rozdilnym stupiiiim konjugace, bud 1, 2 nebo 3 moleku-
1y OM-197-FV na molekulu peptidu (smés monokonjugat, bikoniju-
gatt a trikonjugdtd, n = 1, 2 a 3), nebo 1 molekuly ONM-197-FV

na molekulu peptidu (monckonjugdt, n = 1).

Imunizace: My%{ samice BALB/c staré 6 tydnid (6 mysS{ ve
skupind) se imunizujf{ ve dvou opakovanich, subkutdnnimi injek-
cemi do konce ocasu 0,1 ml. Piridand mnoZstvi jsou 20 ug anti-

genu a 50 ug adjuvantu po prvni injekci a 10 ug antigenu' a S50
A

J
R P i
ug adjuvantu po druhg. V pPipadd koniug

Lh ie anl.igenova &ast

-

ur&ujici pro vypocetlt injektované davky.

Tabulka

Experimentdlni skupiny

skupina Adjuvant Antigen Podet mySi
1 NaCli 6
5 - (NANP)6P2P30 6
3 iFA + (NANP)sP2P3o 6
4 OM-197-FV6 + (NANP)sP2P3g 6
5 OM-197-MC + (NANP)sP2P 30 6
6 (OM-197-FV)1 2.3 -(NANP)sP2P30 6
7 OM-197-FV-(NANP)eP2P 30 6
8 OM-197-MP + OM-197-FV-(NANP)gP2P30 6
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Schema imunizace a odbeéery
Tyden 0 3 5}
Imuni=ace 4 +
(N©) (1) 2
Odezva specifickych protilatek ¢ $

Odbéry krve

Ziskani séra: Krev se odebirda v 0 aZ 5. tydnu. Krev se
nechda usadit 60 min pfi teplote 37 uC, pak se ponecha p¥es noc
na teplotée 4 nC. Sérum se zmrazfi na Lteplotu -80 C az do pri-

dani protilatek.

5.1.2 Stanoveni protilitek 1gG anti-{NANP)eFzPao

Diavka protilitek 100G zamdFenyech specificky proti antigenn
(NANP)gPzP30 se provede ELISA. Fixace antigenu je provedena na
mikrodesti&kdch s 96 dAlilky {(Maxisorp F 96, Nunc, DK) inkubaci
pfres noc v parni lazni pri teploté 4 EC s 0,1 m]l] PBS (fosfatem
pufrovana solanka) v kazZdém dadlku obsahujicim 0,001 mg/ml an-
tigenu (NANP)gPzP30. Nasyceni mikrodestiZky se provede PBS ob-
sahujicim 1 % albuminu hovéziho séra (BSA, Fluka, CH). Destid&-
ky se promyji PBS abashujicim 0,05 % Tweenu 20 (Sigma, Saint
Luis, MO, Sp. st. a.). Odebrana séra po S5 tydnech se =redi
v séri1i redicimn pufrem (PB5S obhsahujici 2.9 % praskového od-
stredéného mléka a 0,05 %¥ Tweenu 20), pak se prenesou na mik-
rodesti&ky a nechaji se 1 hodinu pFi teploté& okoli. Destidky
se promyji PBS. Roztok =redéni ohsahujici protilatky polyklo-
nalni mysi anti-immunoglobulin G konjugovany nha alkalickou
fosfala=zu (Sigma, Saint-Louis, MO, 5p. st. a.) a pridaji se na

dest icky inkubované Jjednu hodinu pii teploté okoli. Destidky




se promyiji PBS a specifické protilatky se projevi kolorimet-

rickou reakci se substratem alkalicke fosfazy, pnitrofenylfos-
fat (Sigma,Saint-Louis, MO,Sp. st. a.). Absorbance pri 405 nm
se méri dtenim mikrodestLicky (Dynatech 25000 ELISA reader,
Ashford, Middlesex, UK), kazdy stav se stanovi dvakrat. Uvede-
né vysledky jsou praméremn absorbanci namé&renych pri 405 nm

ziskanych pro my3i kazdé skupiny.

5.1.3 Vysledky' specifickd odezva

Specificka produkce protildtek 149G anti-(NANP)egPzP30 =3jis-
tena =zpasobem ELISA je =znazornéna graficky pro myii, ktere do-

staly dvé imunizace {obr.79).

Dvé injekce smé&si antigen + adjuvant (OM-197-FV6 a OM-197-MC)
vyvolavaii serologickou odezvu znaéné vetlsi, nez se pozoruje
po injekci samotného antigenu. Imuni=zace monokonjugovanym
OM-197-FV-(NANP)eP2P30 vyvolava odezvu protilatek 1gG mirné
vyEs5i nes je ziskanda smési antigen + OM-197-FVé6. ZvyZeny stu-
pefi konjugace LOM-197-FvVi1,2,3-{RARDM 6Pzl30 nezleopSuis gerolo-
gickou odezvu prolti tomuto antigenu. Smé&s adjuvantu OM-197-MP
a monokunjugdatu OM-197-FV-(NANP)ePzP30 zvySuje podstatnym
zpisobem serologickou odezvuy na tento antigen a predstihuje
hodnoty =ziskané s kladnou kontrolou tvorenou smési ( NANP)eP2zP30
+ IFA.

Podobnych vysledkd se dosahuje kdyZ =zachycovani protila-
tek se provadi zplsobem ELISA s vyuzitim jako antigenu repltidu
( NAHP) e NA (obr. ©0) .

Priklad 5.2

Skupina ovalbuminové imunizace: stanoveni specifickych proti-

tatek vytvarenych u mysi po jednom a dvou subkutdannich podani




5.2.1 Popis zkousky

U&elem této studie je porovnat serologickou odezvu vyvo-
lanou injekci smd&si adjuvant + antigen (OM-197-MP + ovalbumin)
pri tomto stavu konjugatem se stejnym antigenem (OM-197-FV-
~ovalbumin). K tomu se rozdéali 30 mysEi BALB/¢ (samice staré

osm tydnt od za&dtku oSetFovani) do tFI nasledujicich skupin:

Skupiny adjuvant-antigen adjuvant (nevdzany) injektovany
25 ung prot/zvire/ SOug/=zvivre/injekce objem pul
injekce

A ovalbumin - 200
ovalbumin OM-197-HMP 200

C OM-197-FV-ovalbumin - 200

Roztoky

Skupina A: mate&ny roztok samolného antigenu (ovalbuminu,

Fluka, AG, Buchs, Suisse) se oddéli v koncentraci 125 upug/ml ve
vodé + 0,01 ¥ thiomersalu.

Skupina B: matedény roztok smé&si antigen + adjuvant (ovalbumin
+ OM-197-MP) obsahujici 125 wuyg/ml ovalbuminu a 250 pg/ml ve
vodé + 0,01 % thiomersalu. OM-197-HP.

Skupina C: mate&ny roz=tok konjugatu OM-197-FV-ovalbumin je pri

koncentraci 125 pg/ml proteinu ve vod& + 0.01 % thiomersalu.

Priprava rozblokl pro injektovani: Kazdy mate&ny ro=ztok se
inkubuje 15 minut pri teplotd 37 C pak v kazdém piipadé se
pridd prisludny objem roztoku chloridu sodneho (14 %) do kaz-
dého roztoku k ziskani isotonického rozbtoku (0,9% roztok chlo-

ridu sodngho) . Smés se michd Lri minuby.




Imunizace: Injektuje se ve dnech O aZ 14. Roztoky se in-
jektuji subkutannim zpaiscbem (100 pl ve dvou ritznych mistech,
celkové 200 ul na z=vive). Krev se odebira 14 a% 28 dne (retro-

-orbitalni punkce) .

Divkovani anti-ovalbuminowvych imunoglobul ini: Specificke
séroveée imunoglobuliny pro nasledujici ovalbumin se stanovi
dvojild =zplisobem ELISA: 1gGi, 1G2a a 1gh. Destidky s mikrodal -
ky (NUNC Immunoplate, Roskilde, DK) se inkubuji (povlak pres
noc) pri teplot& 4 GC se 100 pul ovalbuminu (0,5 ug) v pufru
hydrogenuhl i&itanu sodného (hodnota pH 9,6). Po promyti O, 5%
Tweenem-20 {Merck, Hohenbrunn, Némecko) se séra zredi 50, 200
a 800 nasobné (Pedici roztok: fosfatem pufrovand solanka (PBS)
+ 1 % albuminu hovéziho séra (BSA, Signa, St. Louis, Mo, Sp.
st.. a.) + 0,02 % Tweenu-20). Pfidad se 100 ul kazdého =#red&neho
céra do dalkd. Tabto inkubace Lrva 45 minut p#i teplotd 37 C.

Po druhém promyti 1gG1, 1G2Za a 1gi, specifickych pro

ovalbumin, jsou inkubovany 30 minut pri teplotée 37 C se 100

gyl protilatek {(krysi anti mySi) anti-lgG1t koniugovanyoch na pe-
roxidazu (Serotec, Oxford, UK), 1G2a konjugovaného na peroxi-
da=zu (Pharmingen, San Diego, CA, Sp. st. a.) a lgM konjugova-

néeho na biotin (Pharningen, San Diego, CA, Sp. st. a.), =2redé-
nymi predbézné pufrem PBS/NSA/Tween (zredéni 250, 1000
a S00). U 1gM Jje nutnd po dodate&neém promyt i 3. inkubace (30
minut pFi teploté 37 nC) s roztokem 1/100 streptavidinu konju-

govaného na peroxiddzu (Dako, Glostrup, DK).

Po promyti se prida 100 ul roztoku 1,2 fenylendiaminu
(GPD, HMerck, Darmstadt, HNémecko) k detekci peroxidazy konjugo-
vaneé na sekunddrni prot.ilatky anti-1gG1l, =zaltimco pro 1G2a a
1gM je pouzitym reakénim &inidlem 3,2 ,5 .5 Letramethylbenzi-
din (TBM, Sigma, St. Louis, Mo, Sp. st. a.). Inkubuje se po
dobu 20 minubl pfi teploté okoli, reakce se ukon&i pridanim 100

ul 2N kyseliny sirové. Adsorbance se méri pri 490 nm citacem




desti&ek BioRad 3550.

5.2.2 Vysledky

Vysledky kaZdého méreni pii 490 nm jsou vyjadreny smluv-
nimi jednotkami (u.a.) na ml. To Jje mo3né porovnanim kazdého
vzorku s referen&nim vzorkem piipravenym z¥edénim souboru
veorkil pfi 28 dnech pochazejicich ze skupiny A (zvirata injek-
tovand samotnym ovalbuminem). Podle definice je soubor vzorka
ztedé&ny 50x pfi koncentzraci 1000 u.a./ml. Jednotlivé vysledky
jsou pak opraveny podle odpovdajiciho nidsobku =zZredéni (50, 200
nebo 800 x} a jsou na obr, 81, 32 a 83: prazdné krouZky odpo-
vidaji pramé&ru p¥i 14 dnech a plné krouZky odpovidaji priméru

pr-i 28 dnech, zkratka Ova = ovalbumin.

Tyto vysledky naznaduji, Ze konjugat OM-197-FV-ovalbunin
je obzvlasté imunogenni ve studovaném modelu, jelikoZ =z=vySuje
vyznamnym =zpisobem po druhé injekci specifické protilatky an-
t,i-ovalbuminu produkované mysSi, nezavisle na analy=zovaném im-
______ Lt

iu (1gG1 15G2a a

Pl
LgF e,

a—

$ M) | Ohzul A%LE ie t¥eba =dlraz-
nit vyznamné =vyZeni ovalbuminu 1gG2a (obr. 84) <¢oZ naznaduije
imunitu pPedeviim orientovanou TH1. Smés nekovalentniho oval-
buminu + OM-197-MP dava odezvu 1gG2a ni28i ne2 =jisténou

s konjugatem.

Priklad 5.3

Skupina hemaglutininové HI1Nt imunizace: ur&eni speifickych
protiliatek vytvorenych mySi po jednom a dvou poddnich subku-
t.adnni cestou

%.3.1 Popis zkousky

Udelem studie je porovnat serologickou odezvu vyvolanou

injekci smési adijuvanbt + antigen (OM-197-MP + H1N1) s odezvou




zplsobenou konjugdtem se stejnym antigenem (OM-197-FV-H1N1) .
K tomu bylo rozdé&leno 30 mysSi BALB/c (samice stard 8 tydnid na

zafdtku studie) do 3 nasledujicich skupin:

Skupiny adjuvant -antigen adjuvant. (nevazany?} injektovany
H1N1 25 ug/=zvire/ SOpug =zvivre/injekce cbijem ul
injekce

A H1Ni - 100

B H1N1 OM-197-MP (50 pg) 100

C OM-197-FV-H1K1 - 100

5.3.2 Priprava injektovanych roztokl

Skupina A: matedny roztok H1Ni1 (hemagglutinin A/Beijing 262/95
Solvay Duphar, Yeespm NL) se pPipravi v koncentraci 25 ug/ml
ve vodé,

Skupina BX' mated&ny roztok HiN1 + OM-197-MP obsahujiciZ5 pg/ml
H1iN1 a S500 ug/ml OM-197-MP ve vodé&.

Skupina C: matedny roztok OM-197-FV-HiN1. (H1N1 kovaleniné

vazaného na OM-197-FV) v koncentraci 25 upug/ml ve vodé&).

Kazdy mate&ny roztok se inkubuje 15 minut p#i teploté
37 C a pridd se 135 ul roztoku chioridu sodného (14%) do 2 ml

kazdého roztoku. Vie se micha 3 minuty.

5.2.2 Injekece a davky imunoglobulind anti-H1Nt

Injektuje se ve dnech O a2 14. Rozloky se injektuii sub-
kutannim zphsobem (50 ul ve dvou rOznych mistech, celkové 100

Ul na z=vire). Krev se odebira 14. dne (retro-orbitdalni punkce).

Specifické IgM pro H1H1 se stanovi dvojmo zpasobem ELISA.

Destidky s mikroddlky (NUNC Immunoplate, Roskilde, DK) se in-




kubuji (povlak pifes noc) pFi teplotd 4 C se 100 ul H1N1 (0,5
ng) v  pufru hydrogenuhli&itanu sodného (hodnota pH 9,6). Po
promytf 0,5% Tweenem-20 (Merck, Hohenbrunn, Némecko) se séra
zredi S0, 200 a 800 nasobné (Fedici roztok: fosfatem pufrovana
solanka (PBS) + 1 % albuminu hovéziho séra (BSA, Signa, StL.
Louis, Mo, Sp. st. a.) + 0,02 % Tween-20). Prida se 100 pul
kazdého zFedd&ného séra do dalkd. Tato inkubace trvd 45 minut

pri teplotd 37 C.

Po druhém promyti 1gM specifické pro HiINt se inkubuji 30
minut pri teplotd 37 C se 100 pl protilatek (krysf anti-mysi)
anti-laM konjugovanych na biotin (Pharningen, San Diego, CA,
Sp. st. a.), zPeddnymi predbézné 500x pufrem Tween. Po doda-
tedném promyvti se provede L¥eti inkubace (30 minut p¥Fi teploté
37 o roztokem 1/100 streptavidinu konjugovaného na peroxida-

zu (Dako, Glostrup, DK) .

Po promyti se pridda 100 ul ro=ztoku 3’,3',5',5'—tetra»
methylbenzidinu (TBHM, Sigma, St.Louis, Mo, Sp. st.. a.) k de-

taleoi roeroxidiazy koniugovane na csekundarni protiladtky anti
1gM. Inkubuje se po dobu 20 minut pfi teploté okoli, reakce se
ukon&i pridanim 100 ul 2N kyseliny sirové. Adsorbance se mépi

pFi 490 nm &itadem desticek BioRad 3550,
$5.3.4 Vysledky

Vysledky kazZdého mé&feni pPi 490 nm se vyjadfuji smluvnimi
jednolLtkami (u.a.) na ml. KaZdy vzorek se porovndvd s referend-
nim vzorkem pfipravenym =zredénim souboru vzorkia wii 28 dnech
pochazejicich =z=e skupiny A (zvirata injektovana samoblnym
HiN1). Podle definice je skupina vzorkd =redéna 50x pri kon-
centraci 1000 u.a./ml. Jednotliveée vysledky isou pak opraveny
podle aodpovdajiciho nasobku zredé&ni (50, 200 nebo 800x) a jsou

na obr. 84: plné krouZky odpovidaji priméru pri1 28 dnech.



MyZi imunizované konjugdtem OM-197-FV-H1N1 vykazuji pro-
tildtky 1gM anti-H1N1 vysSsi ne2 protildtky kontroly s antige-
nem H1Nt samotnym, stejné jako u smési OM-197-MP+H1N1.

Priklad 5.4

Vyhodnocovani vlastnosti adjuvantu OM-197-MP-AC na my5im mode-

lu imunizace cestou s.c¢. antigenem Leishmania LmnCPb

5.4.1 Popis zkousky

MyEZim CBA se injektuje do ocasu jedina subkutanni injekce
(100 ul) antigenu parazitu Leishmania (LmCPb (3 pg na mys) *
adjuvant. Utvori se dvé skupiny po Sesti myvSich oSetrenych
takto: samotny antigen (slepd zkou3ka) a pripadné antigen + 5O
ug OM-197-MP-AC. Jedendct dni po inijekci se vnesou trojmo do
kultury lymfaticke uzliny jazyka a periaorty (dvé& skupiny LEE
mySi) v pritomnosti &isténéhe antigenu LmCPb nebo celkovy ex-
trakt parazitu (amastigote).
Ctvrtého dne se supernatant vyime a konzervuije se pri Leploté
-20C "C pro d4dvku IL-4 a IFNgama. Nakonec se do kultury p¥ida

tritiovany thymidin (3H-TdR) pro miru proliferace.

Davka cylokintl se provede sendvidem ELISA (kit OptEIATH-
IFNgama a IL-4, BD PharMingen, Basel, év?carsko) a proliferad-
ni odezva se vyhodnoti méfenim =a&len&ni thimidinu (3H-TdR).
Mira =za&lend&ni 3H-TdAR, vyjdd¥ena v CPM ve form& aritmetického
stredu + smé&rodatnd odchylka 82 skupin t#i my3i a koncentrace
IL-4 v pg/ml]l se udd jednotlivé pro kazZdou skupinu tLei mysi wve

formé aritmetického stredu dvou méreni (davky cytokind) .

Antigen: matedny roztok LmCPb se pripravi v koncenitraci
150 pug/ml v PBS.

Adjuvanty: mateény roztok OM-197-MP-AC se pripravi v 0,9

mg/ml ve vodé pro injektovani s prisadou 0,1 % Lriethanolaminu
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Smés antigen-adjuvant: Pripraveny adjuvant (4 objemy), pred-
b&znéd nastaveny na primé&renou kone&nou koncentraci ve steril-
nim PBS, se smisi té&sné& pred iniektovanim s matednym roztokem

antigenu (1 objem).

5.4.2 Vysledky

U mysi CBA, imunizovanych ant igenem Leishmania LmCPb, sta-
&f jedina davka 50 ug adjuvantu OM-197-MP-AC kK vyvolani z=vyse-
ni (2 aZ &6-nasobné) proliferace gangliondlnich bunédk mérené in
vitro k odezvé& na &i%tény antigen (0,6 a2z 15 ug/ml) nebo na
celkovy extrakt formy amastigotu parazitu (mez=i 2 a 50x10-%/
ml) . Tyto vysledky jsou uvedeny Vv tabulce 1. Krom& toho se ob-
jevuii pri oSelrfent nysSi OM-197-MP-AC v supernatantu ganglio-
nalnich bundk stimulovanych parazitnim antigenen vyznamna
mnoZstvi IL-4 (tabulka II), pri&emZ produkce IFNyama nebyla

zji&té&na (<100 pg/ml}.

Tabulka I

Proliferativni ode=zva in vitro gangliondlnich lymfocylLd my3i

CBA imunizovanych LmCPb: Vliwv adjuvantu OM-197-HMP-AC samolného
nebo v kombinaci s CpG-DNA

Stimulant. 1n vitro 7aclendni tritovaného thymidinu (CPHM)
bez adjuvantu OM-197-MP-AC
2adny stimulant 0,7 £ 0,2 0,7 £+ 0,1
LnCPbn (ug/ml) 15,0 2,8 £ 0,8 7,0 = 0.7
5,0 + 0,4 , + 1.1
1,7 ,1 2 0,3 , * 0,5
0,6 0,9 £ 0,2 1,3 + 0,5
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Amast igoty 50,0 5,1 + 1.4 32,6 * 5,2
(x10°°9/m1) 17,0 2,8 1,0 12,6 . S
6,0 1,1 £ 0,6 5,3 ¢+ 1,5
2,0 0,9 £+ 0,4 1,6 * 0,3
Con A (pg/ml) 5 124,3 + 48,9 208,5 * 56,0

Uvedené hodnoty v tabulce I predstavuji aritmeticky stied 2
smérodatna odchylka miry =za&lenéni zplQisobené dvéma skupinami
lymfatickych ganglili (i mysi na skupinu: kultivace kazdé

skupiny je trojital

Tabulka II

Produkce IL-4 in vitro lymfocytt mysi CBA imuni=zovanych LmCPb:
Viiv adjuvantu OM-197-MP-AC samotného nebo v kombinaci s CpG-
-DNA

Stimulant in vitro Produkce IL-4 (pg/ml)
hez adjuvantu OoM-197-MP-AC
bez stimulantu a <8 {8
b (8 {8
LmCPbn (ug/ml) 15 a <2 12
b <8 13
Amast igoty 50 a {8 55
(=10 °/ml o} <3 70
17 a {8 29
b g8 28
Con A (ug/mi) S a 117 103

b 168 102




Uvedené hodnoty v tabulce predstavuiji aritmet icky stfed dvou
méreni cytokint ovlivnénych v supernatantech 2 skupin (a ab

3 my=2i ve skupind&) gangliondlnich bunék kultivovanych trojmo.

Zavér

Produkt OM-197-MP-AC vyvolava u imunizované mysSi CBA
s 1mCPb (proteaza bohata wve fazi amastigotu parazitu Leishma-
nia) odezvu T specifickou vyhodnocenou in vitro mirou lymfocy-
tové proliferace. Kromé toho podporuje tento adjuvant wvyvoj

lymfocytd anti-LmCPb uchovavaii vyznamnd mnoZstvi IL-4.

Priklad 5.5

Vyhodnoceni v modelu imuniuace nysi vlastnosti acylovanych
pseudodipeptidld s funkcionali=zovanou pomocnou vatvi kopulova-
nou nebo miZenocu se syntetickymi peptidy proteinu cirkumsporo-

zoitu Plasmodium yoelii (PyCS 252-260)

UZelem teto studie je vyhodnot it schopnost acylovanych
pseudodipeptidi s funkcional izovanou pomocnolul vétvi naroubova-
nyeh nebo smifSenych se syntetickymi peptidy (PyCS 252-260)
proteinu cirkumgsporozoitu Plasmodiun voelii k vyvolani odezvy
imunitni buné&d&né a humoralni specifické proti peptidu.

—

5.5.1 Protokol =zkousek

Formulace antigend adjuvanty: synteticky peptid PyCS 252~
-260, odpovidajici epitopu T proteinu cirkumsporozoitu Plasmo-
dium vyoelil sekvence SYVPSAEQI (tabulka I). Peptid 2 MR99B

(SERSYVPSAEQI) =se =ziska napojenim aminokyselin SER na N-=z=akon-

i

eni a peptid 1 MRI9A ( KGGKGGKSERSYVPSAQI) se =iska napojeninm
aminokyselin lysin-glycin-dglycin pripojenych ke shora poprsané-
mu N-zakon&eni peptidu MRI9E. Peptidy se ziskaji syntézou pev-

né faze (F-moc, podle Merifielda a Athertona (Atherton a kol.,
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Bicorg. Chem. 8, str.350 az 351, 1979) s reaké&nimi &inidly a
solvaty (obchodni produkty spole&nosti Bachem Feinchemikalien,
Buddendorf, év?carsko), Novabiochem (Laufelfingen, év?carsko)
a Fluka (Buchs, év?carsko). Peptidy se &isti inverzni fazovou
HPLC. Monokonjugaty a poly-konjugaty peptidil s acylovanyn
pseudodipeptidem s pomocnou vétvi (OM-197-MC-FV) se ziskaji,
jak Jje popsano v prikladu 3.6 ([OM-197-MC-EVIn-peptid 1) a
v prikladu 3.5 (OM-197-MC-FV-peptid 2). Koneé&né sterilni roz=-

toky konjugovanych peptidi se lyofilizuji.

Inunizace my3i: Davka antigenu odpovida 20 pg peptidu 2 na
myS a injekci (tabulka II). Pired injekci se lyoflizované pro-
stredky smisi s 0,9% roztokem chloridu sodného, smé&s se micha
t¥i minuty a prozvudhuje se 10 min pri teploté 50 eC. Pro-
stredky s IFA se pPipravi smisenim objemu antigenu (14,5 ug
pept.idu PyCS 252-260 plus 50 ug P30 (epitop T universalni)

v PBS) a cobjemu adjuvantu.

My%i BALB/c staré &tLyvi tydny (Harlan, Zeist, NL) dostanou
subkut anni injekci do spodiny ocasu. Injekce prosite
provede jehlami 23" v kone&ném objemu 50 ul. Zvirata dostanou
druhou davku antigenu na zaZatku patého tydne a treti injekct

v pribé&hu devatého tydne.
Tabulka 1

Antigeny

synteticks sakvence molekulova davka/ injekce
peptidy hnmotnost. (ug)
peptid 1 KGGKGGKSERSYVPSAEQT 1978, 2 29,0
peptid 2 SERSYVPSAEQI 1365, 5 20,0

PyCs 252-260 SYVPSAEQI 9931 14,5




Tabulka II

Experimentdlni skupiny, imunizace a odbéry

Inunizace pepltidy

skupiny adjuvanty antigeny podZet my3si
1 IFA - 7
2 IFA PyCS 252-269 7
+ P30
3 OM-197 pept.id 1 7
4 OoH-197 peptid 2 7
S OM-197+peptid 1 i
6 OM-197+pepltid 2 s
7 OM-197 OM-197+pept.id 2 7
8 OM-197 - 4
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<
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5 7 9 11 tydni
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Odezva problilatek (ELISA)
Vyhodnoceni

Odezva CTL (ELISPOT)

Odbé&ry krve a lymfoidnich organd

Ziskani sera: krev so odebira u vSech mysi po sedmi a Jje-
denacti tydnech. Krev se necha usadit 60 minut pfi teploté 37

C., nadez se nechd pres noc pri Leplotée 4 C. Serum se =mrazi

na -80 C az do dodani protilatek.

Odbér tPiselnych ganglii krysy: dve zvirata =z kazdé sku-

piny se usmrti po sedmi a piipadné jedendcti tydnech. Dvé tLri-




selné ganglie krysy se odeimou chirurgicky a bufiky se kultivu-

ji k vyhodnoceni aktivity CTL ELISPOT (odezva interferon-gama).
Stanoveni miry protilatek anti-peptidu 1:

Davka protilatek =am&Fenych proti peptidu 1
( KGGKGGKSERSYVPSAEQI) se realizuje zplusobem ELISA. Fixace an-
tigenu se provede na 96-dalkove mikrodestidce (Maxisorp F 96,
Nunc, DK) inkubaci béhem noci v parni lazni pri teploté 4 nC
0,05 ml PBS (fosfatem pufrované solanky) do kazdého dilku ob-
sahujiciho 0,001 mg peptidu 1. Desti&ky se promyji PBS-0,05 %
Tweenu 20 (Sigma, St.Louis, MO, Sp. st. a.) (PBS-T) a saturace
mikrof dgu se provede 5% odstfedénym mlékem v PBS-T bé&hem jedné
hodiny pfi teplotd okoli. Jednotliva séra (A, B, c, b, E, F,
G) myZi odebrana devateho a jedenactého tLydne se zredi v sérii
tedicim pufrem (PBS s obsahem 2,5 % odstredéného praskového
mléeka a 0,05 % Tweenu 20}, pirenesou se na mikrodestic¢ku a po-
nechaj({ se jednu hodinu pii teplot& okoli (TA). Desti&ky se

promyji PBS a redici roztok, obsahujici polyklonalni kozi pro-
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Lilatky mysiho anti-imunogiobulinu kuinjugovan
fosfatda=zu (Sigma, St. Louis, MO, Sp. st. a.y,
tidky a inkubuje se jednu hedinu p#i teploté okoli. Destidky
se promyii PBS a specifickée proLilatky se =jisLi kolorimetric-
kou reakeci se substratem alkalické fosfatazy, p-nitrofenylfos-
fat (Sigma, St. Louis, MO, Sp. st. a.). Absorbance pri 405 nm
se méri &tecim zarizenim mikrodestidek ({Dynatech 25000 ELISA
reader, Ashford, Middlesex, UK), kazZdé serum se testuje dva-
krat,. Uvedeng vysledky jsou primé&rem hodnot ziskanych pro mysSi
kaZdée skupiny. Mira protilatek Je urdéena poslednim =zredénim
vyvoldvajicim vyznamnou kladnou odezvu, tedy hodnotou optickeé
hustoly vyssi neZ je hodnota Sumu pozadi pridand ke trem typum

rozpéti.
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Pavky ELISPOT-interferongama

Specifické protilatky anti-interferongama mysSi (O1E703B2)
se fixuji inkubaci bdhem jedné noci pri teploté 4 nC v parni
14zni jednim roztokem protilatky po 50 ug/ml v mikrodesti&ce
ELISPOT, kde dna dfilk(i jsou pokryta nitroceluldzou (Millipore,
Molsheim, F). Etapa saturace se provede pridéanim DMEM (Life
Technologies, Grand Island, NY, Sp. st . a.) obsahujicim 10 %
teleciho =zarodedneého séra (FCS, Fakola, CH) bé&hem dvou hodin
pri teploté 37 “c. Ziskané buitky = lymfoidnich organt (krysi
t¥fiselné gangliony) se wvnesou do kultury mikrodestidek pri
200000 nebo 400000 bundk na dilek, nadeZ se spole&né kultivuji
24 hodin pri teploté 37 C se 100000 bunkami predstavuiicimi
antigen { pFredb&Znd protrepavane s peptidem PyCS 252-260 pri
teplote 37 "C b&hem 1 hodiny a ozafené (10 K rad) a promyté
3%, nebo v piitomnosti Concavalinu A jako kontroly. Po inkuba-
ci se bufky vyimou a po promyti se b&hem dvou hodin pfida dru-
h& protilatka IFNgama biotinylovanych my&i (ANI, 2 ug/ml v PBS
s 1 % BSA) . Prida s=se streptavidin konijugovany na alkalickou

.

fosfatazu (Boehringer, fiannheim, Neiwecko) =fed&ny 1:1000 3 in-

f®

kubuje se jednu hodinu pFi teplotié 37 gC, provede se trojnd-
sobné promyti PBS obsahujicim 0,05 % Tween 20, nasledované
Ltrojndsobnym promytim PBS. Piritomnost imunitnich komplext an-
Li-IFNgama se =jisti pridanim substratu BCIP/NBT (Sigma, St.
Louis, MO, Sp. st. a.). Reakce se ukon&i promytim proudici vo-
dou. Kladné stopy IFNgama se spo&itaji automatickym &itacem
Biosys GmbH (Karben, Némeckao) . Specifickeé slopy odpovidaji
rozdilu mezi po&tem stop sedlenych v pritomnosti buné&k proitre-
pavanych = peptidem a podlemn stop sedtenych v nepritomnosti
peptidu. Uvedené vysledky Jsou primé&rem ziskanym pro mysi kaz-
dé skupiny. Jsou vyjadieny poclem stop na milion bunék v kul-

ture.




Vy=ledky

Humordlni odezva je vyjadPena na obr. 25 (dva tydny po
druhé injekci) a na obr. 86 (dva tydny po tPeti injekci). Fo
dvou imunizacich jisou kladné odezvy pozorovany u péti az sedmi
zvirat skupiny 5 (=zvikata brla imunizovana peptidem 1 konju-
govanym pomocnou vétlvi po 4 jednotkach acylovaného pseudodi -
pept.idu) . V této skupiné& procento odpovidajicich my5i sSe ZVy-
Zuje s tLieti injekci, jelikoz mysi B a D vykazuji vyznamnou
miru protilatek ale nizkou. Skupina 3 imunizovana stejnym pep-
tidem smiZenym se stejnym adjuvantem nevytvari vyznamnou miru
protilatek. Patrnd odezva je pozorovana po 3 imunizacich wve
skupinég 7 { monokonjugogovaneg peptidem 2 doplnénym volnym adju-
vantem OH-197). Ostatni skupiny, které dostaly kratky nebo vi-
bec jakykoli peptid, névykazuji protildtkovou odezvu. Tetra-
konjugovany OM-197-peptid 2 je tedy schopny vyvolat protilat-
kovou odezvu u viech mysi imuni=zovanych mirou stiedni agz niz-
kou. Vyhodnoceni bun&&né aktivity Je ur&ena frekvenci CTL sek-
retujici interterongama. specifickou pro spitop Pyis 0.
Vysledky jsou uvedeny v tabulce III. Kladnd kontrola je pfed-
stavovdna skupinou 2 a zaporna kontricla pfedstavovana samot-
nymi adjuvanty (skupina 1 a 8). Kontrola stimulace bungk Con-
cavalinem A je kladna u vSech mysSi. Skupiny 5 (tetrakonjugova-
na) a 7 (monokonjugovana + adjuvant) vykazuji kladne odezvy
CTL. Peptid konjugovany na 4 molekuly acylovaného pseudodipep-
tidu (0OM-197-peptidua 1) je & inny, =atimco monokonjugovany
(OM-197-pept.id 2) CTL nevyvolava. Maopak monokonjugovany dopl-
nZny samotnym OM-197 CTL vyvaldva, zalimco nevyvolava produkci
protilatelk, o}~ je rravdépodobné zplQsobeno malou velikosti

peptidu 2 (12 aminokyselin) .




Tabulka III

Odezva CTL na pepltid PyCS 252-260
Po&et CTL na milion

sle=zinnych bunék

Skupina Adjuvant. .antigen po 2. po 3.
injekci
1 IFA (adjuvant nedoplnény
Freundem) 0,0+0,0 0,2+0,2
2 IFA + PxCS 252-260 + P30 36,9+2,7 4,426, 2
3 OM-197 + pepltid 1 0,00,0 0,7+x1,0
4 OM-197 + peptid 2 0,0x0.0 0,0+0,0
5 OM-197 + peptid 1 11,3212,4 36,925, 6
6 OM-197 + peptid 2 0,0+0,0 0,6+0,9
7 OM-197 + OM-197-peptid 2 28,8+ 7,1 20,0x14,1
8 OM-197 0,0+0,0 0,6+0,9

Priklad 5.6

Vyhodnoceni pyrogenicity acylovanych pseudodipeptidd na

kralid&im modelu

UZelem této studie je urdit nejvétsi koncentraci naroubo-
vanéhao acylovaného pseudopeptidu nosice pomocneé vétve, ktery
nevyvolava horedku v kralikovi inLraveno=snéd injektovaném.

Protokol

Patnact kralik( (New Zeelands White Rabbits) se rozdé&li do na-

sledujicich skupin:




skupina 1: 1,0 mg/kg

skupina 2: 0,1 mg/kg

skupina 3: 0,01 mg/kg
skupina 4: 0,001 mg/kg
skupina 5: voda k injektovani

V den Lestu se krdlici vazf{ a umfisti{ se do krabic ure-
nych k tomulu uU&elu. Teplom&ry se zavedou do kone&ni{ka. Jednu
hodinu po =zavedenf{ teploméra {(preinjekce) se zaznamenajf{ tep-

loty b&hem 90 minuit a stanovi se pramér.

Ka%dy kral{k dostane intravenosn{ injekci produktu nebo
kontroly (sterilované vody s 0,9% roztokem chloridu sodného)
2ilou v uchu (laterdlnf). Teplota se m&#r{ kazdych 30 minut bé-
hem t#f hodin. Vypo&te se a —aznamend rozdil mezi prum&rem

preinjekce a teploty maximéini.

U ti{ kr&liku =e skupiny je test povaZovin za nepyrogennit,

jestl iZ%e soulet Lt odezev nepPekrodi 1,15 'C a pyrogenni,

o
J=-1i hodneta me=zi  dvéma, provede

—

s

~
Nr o

i

prekro&i-1i soulei 2,0

se test znovu se LPemi dal3imi kraliky.

Vvysledky

vysledky testu pyrogenity sloudenin OM-197-MC-MP a OM-197-MC-

-Asp jsou uvedeny v tabulkach:

Davka dezva veﬁélr vysledky

oM-197-MC-HP stfedni (jednotlivé)

1 mg/kg 3,40 (1,50:0,60:1,30) _1pyrogen.

0,1 mg/kg 2,00 (1,45:0,05;0,50) |ne, pyrogen (1 zvydend)

0.01mg/kg 0,65 (0‘,00"0,45;0,20) ne pyrogen
(0,10:0.05:0,20) ne pyrogen *

0,001mg/k 0,35
kontrola 0,20 (0,20:0,00,0,00) , " pyrogen:




Davka ~ = *-- e C° el o
OH-197-HC-ASP gf::;:fve( (j:ednot,l ivé) Vy=iedy

1 mg/kg 3,25 (1,25:1,45:0.55) |pyrogen.

0,1 mg/kg 2,85 (1,10:1,20:0,55) |pyrogen’
0,01mg/kg 0,35 (0,20:0,15:0.00) | pe. pyrogen.®
0,001mg/kg 0.25 (0,0000,10:0.15) ne pyrogen
kontrola 0,40 (0,25.0,05:0,10) | "™ pyrogen.

SlouZeniny podle vynidlezu nejsou pyrogenni pEi

davkach menZich

nez 0,1 mg/kyg.

Pramyslova vyuZitelnost

Derivat N-acylovaného pseudodipeptidu majici kyselou skupinu

v neutrilnf nebo v nabité formé pro vyrobu farmaceut ickych

prostiedki zv14st& pro dpravu imunity a pro zlepSovan{ tera-

peut ické u&innosti a/nebo jejiho cileni a pro diagnostiku.

iy
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1. Derivat N-acylovaného pseudodipeptidu majici kyselou

skupinu v neutrdalnt nebo v nabité formé na jednom konci pseu-
dodipeptidu a majici na druhém konci pomocnou funkcionalizova-

nou vétev, obecného vzorce 1

X-(CHz)m-CH-(CHz2)n-CO-Y-(CHz)p-CH-(CHz)q-2Z (I

| I
NHR 1 NHR?

kde znamend

R! a R2 acylovou skupinu odvozenou od karboxylové kyseliny se
2 az 24 atomy uhliku, nasycené nebo nenasycené, 1i-
nearni neboc rozvétvené, nesubstituované, nebo substi-
tuovaneé jednim nebo nékolika substituenty, volenymi z=e
souboru zahrnujiciho skupinu hydroxylovou, alkylovou,
alkoxyskupinu, acyloxyskupinu, aminoskupinu, acylami-
noskupinu, acylithioskupinu a alkyithioskupinu s i aZz

24 atomy uhliku,

namn 0O az 10

p ag 1 az 10

Y atom kysliku nebo skupinu NH,

X oa 4 funkcionalizovanou pomocnou vébLev nebo kyselou skupinu

v neutrdlni nebo nabiteé formé nebo volenou ze souboru
zahrnujicicho skupinu

karboxvylovou

karboxy[(C1-Cs)alkoxyl

karboxyl[(Ci1-Cslalkylithiol

fosfonol(Ci-Cslalkaoxy]



set®
-
»
-
*
ses

fosfonol[(C1-Csl)alkylthiol
dihydroxyfosforyloxy[(Ci1-Cs)alkoxyl
dihydroxyfosforyloxy[(Ci1-Csl)alkylthiol

di hydroxyfosforyloxy

hydroxysul fonyloxy
hydroxysulfony1[(C1-Cs)alkoxy]
hydroxysulfonylIl{(Ci-Cs)alkylthiol
hydroxysul fonyloxy{(Ci-Cs)alkoxyl
hydroxysul fonyloxy[(C1-Csl)alkylthiol
[kaboxy(Ci1-Cslalkyllaminokarbonyl
[dikarboxy{Ci1-Csl)alkyllaminokarbonyl
[amonio(Ci1-Cslalkyllaminokarbonyl
{{karboxylamino{C1-Cs)alkylllaminokarbonyl
Za podminky, Ze jeden symbol X nebo Z znamena funkcio-

nal izovanou pomocnou vétev.

2. Derivat N-acylovaného pseudodipeptidu podle naroku 1,

jehoZ pomocnd skupina X nebo Z ma& obecny vzorec 11

A-(CO)pr-(CHz)=-W (I
kde =znamena
A atom kysliku, siry nebo skupinu NH,
r 0O nebo 1,
= 1 az 10
W skupinu formylovou, acetylovou, Kkyanoskupinu, atom haloge-

nu, aminoskupinu, bromacetamidoskupinu, jodacetamidoskupi-
nu, acylamidoskupinu, diacylamidoskupinu, sulfhydrylovou
skupinu, alkyvlthioskupinu, hydroxylovou skupinu, 1,2-di-
hydroxyebLhylovou skupinu, alkoxyskupinu, acyloxyskupinu,

vinylovou skupinu, ethinylovou skupinu, volnou karboxylo-
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vou skupinu, esterifikovanou karboxylovou skupinu, karbo-
xylovou skupinu ve formé smésného anhydridu, amidu nebo

hydrazidu, azidoskupinu nebo thiokyanoskupinu.

3. DPerivat N-acylovaného pseudodipeptidu majici kyselou
skupinu v neutralnit nebo v nabité formé na jednom konci pseu-
dodipeptidu a majfci na druhém konci pomocnou funkcional izova-

nou vétev, obecného vzorce 1

X-(CHz)m-CH- (CHz)n-CO-Y- (CH2) p-CH- (CHz) o - Z (D
i |

NHR1 NHRZ

kde =znamenda

R! a R2 acylovou skupinu odvozenou od karboxylové kyvseliny se
2 az 24 atomy uhliku, nasycené nebo nenasycené, 1li-
nedarni nebo rozvéivend, nesubstituované, nebo substi-
tuované jednim nebo nékolika substituenty, volenymi =e
souboru zahrnujiciho skupinu hydroxylovou, alkylovou,
alkoxyskupinu, acyloxyskupinu, aminoskupinu, acylami-
noskupinu, acylthioskupinu a alkylthioskupinu s 1 az

24 atomy uhliku,

Y atom kysliku nebo skupinu NH,

X a 74 funkcionalizovanou pomnocnou vétev nebo kyselou skupinu
v neubtrdlni nebo nabité formé neho volenou ze scuboru
zahrnujicicho skupinu
karboxylovou
karboxy[ (Ci1-Cslalkoxy]
karboxy[(Ci1-Cs)alkylthiol




fosfonol(C1-Cslalkaxy]

fosfonol(C1-Csdalkylthiol
dihydroxyfosforyvloxy[(C1-Cs)alkoxyl
dihydroxyfosforyloxy

hydroxysul fonyloxy

hydroxysul fonyl[(C1-Cs)alkoxy]
hydroxysulfonyl[(Ci1-Cs)alkylthiol

hydroxysul fonyloxy[(C1-Cs)alkoxy]

hydroxysul fonyloxy[(Ci-Cs)alkylthiol

Za podminky, %e jeden symbol X nebo Z znamend funkcio-
nalizovanou pomocnou vétev a

pomocna skupina X nebo Z ma obecny vzorec II, kde jed-
notlivé symboly maji shora uvedeny vyznam, s vy jimkou

dihydroxyethylové skupiny.

4. Derivat N-acylovaného pseudodipeptidu podle naroku 1
nebo 2 obecného vzorce I, kde pokud X nebo Z =namenaji kyselou
skupinu v neutrdlni form&, je to skupina karboxylovd, sulfono-

va, fosfonova nebo fosfore&na ve volné formé.

5. Derivat N-acylovaného pseudodipeptidu podle naroku 1
nebho 2 ohecného vzovce I, kde pokud X nebo Z =znamenaji kyselou
skupinu v nabité form&, je to skupina karboxylova, sulfonova,
fosfonovda nebo fosfore&na ve form& soli, vybtvorené prisadou
mineralni nebo organické =asady, s vyhodou t,erapeuticky prija-

telné.

6. Derival N-acylovaného pseudodipeptidu podle naroku 1

a% 4 obecného vzorce I, kde znamena X nebo Z pomocnou skupinu

abecného vzorce ITI

Q-CO-(CHz)=-¥W (III)

kde =zZnamena




= 1 az 10, =z=vlastée 4, 5 nebo 6.

W skupinu formylovou, aminoskupinu, skupinu hydroxylovou,

1, 2-dihydroxyethylovou nebo karboxylovou skupinu.

7. Derivat N-acylovaného pseudodipeptidu podle naroku 1

az S obecného vzorce IV

X-(CHz)m-CH- (CH2) n-CO- NH- (CHz) p - CH- (CHz) q - Z (IV)
i |

NHR1 NHR=2
kde =znamena

R! a R2 acylovou skupinu odvozenou od karboxylové kyseliny se
2 a2 24 atomy uhliku, nasycené nebo nenasycené, 1i-
nedrni nebo rozvétvené, nesubstituované, nebo substi-
tuovanéd jednim nebo nékolika substituenty, volenymi =2e
souboru zahrnujici{he skupinu hydroxylovou, alkylovou,
alkoxyskupinu, acyloxyskupilnu, aminoskupinu, acyiaii-
noskupinu, acylthioskupinu a alkylthioskupinu s 1 az

24 atomy uhliku,

p adga 1 az 10

jeden =

X a 2 skupinu karboxylovou, dihydroxyfosforyloxylovou, Kar-
boxy[(Ci-Cslalkoxylskupinu, karboxy{(C1-Cs)alkylthiol-
skupinu, skupinu [karboxy(Ci-Cs)alkyllaminokarbonylo-
vou, [dikaboxy(Ci-Cs)alkyllaminokarbonylovou, {{karbo-
xylamino(Ci-Cs)alkylllaminokarbonylovou a druhy acyl-
oxyskupinu =e souboru zahrnujuiciho 6-aminohexanoylo-
»yskupinu, skupinu f-oxohexanoylovou, 6-hydroxyhexano-

v]loxryskupinu, 6, 7-dihydroxyheptanoyloxyskupinu a 3-




-karboxypropanoyloxyskupinu.

8. Derivat N-acylovaného pseudodipeptidu podle naroku 1

az 7, kterym je

N a—N-((4R)—5-hydroxy-4—[(R)-3—hydroxytetradekanoylamino]pen -
tyllamid N-[({R) -3-dodekanoyloxytetradekanoylaminol-D-aspara-
gové kyseliny a jeho adiéni soli s minerdlni nebo s orga-

nickou zasadou,

- 3-[(R)-3-dodekanoyloxytetradekanoylaminol -4-oxo-5-aza-9-
[(R)-3-hydroxytetradekanoylamino]dekan—1,10—diol—1—dihydro-
genofosfat 10-(6,7-dihydroxyheptanodl) a jeho adidni soli

s mineralni nebo s organickou =asadou,

- 3-[(R) -3-dodekanoyloxytetradekanoylaminol-4-oxo-5-aza-9-
[(R) -3-hydroxytetradekanoylaminoldekan-1, 10-diol 1-dihydro-
genfosfat 10-(6-oxochexanodt) a jeho adi&éni soli s minerdlni

nebo s organickou =zZasadou,

- a-N—{(4R)-5—hydroxy—4—[(R)—3-hydroxytetradekanoylamino]pen—
tylramid S5-0-(6,7-dihydroxyheptanoat) kyseliny N-[(R)-3-do-
dekanoyloxytetradekanoylaminol -D-asparagové a jeho adiéni

soli s minerdlni nebo s organickou zasadou,

- d-N—((4R)—S—hydroxyf4~{(R)-3—hydroxytetradekanoylamino]pen-
Ltylramid 5-0-(6-oxohexancat) kyseliny N-[(R) -3-dodekanoylo-
xvtetradekanoylaminol-D-asparagové a jeho adiédni soli s mi-

nerdlni nebo s organickou =z=dsadou,

- d-N-{(4R)fohydroxy—4~[(R)-3—hydroxytetradekanoylamino]pen—
Ltylltamid 5-0-(6-hydroxyhexanodt) kyseliny N-[(R) -3-dodeka-
noyloxytetradekanoylaminol-D-asparagové a jeho adi&ni soli

s mineralni neho s organickou zasadou,




(3RS,9R)—3-[(R)—3—dodekanoy]oxytetradekanoylamino]—470x0-5-
-aza‘9-[(R)-3—hydroxytetradekanoylaminodekan-1,10-di01 1-di-
hydrogenofosfat 10-(6-aminohexanocdt) a jeho adi&ni soli

s mineralni nebo s organickou =zasadou,

(3R,9R)-3-[(R)v3-dodekanoyloxyLeLradekanoylamino]—4—oxo—5—
-a2a~9-[(R)—3-hydroxytetradekanoylaminodekan-1,10—diol 1-di-
hydrogenofosfat 10-(6-aminohexranoalt) a jeho adiéni soli

s mineralni nebo s organickou =zasadou,

(BS,9R)-3—[(R)«3—dodekanoyloxytetradekanoylamino]-4—oxo-5—
—aza—9~[(R)-3-hydroxytetradekanoylaminodekan—1,10—di01 i-di-
hydrogenofosf at 10-(6-aminohexanoat) a jeho adi¢ni soli

s miner&lni nebo s organickou z=asadou,

3-[(R)-3—dodekanoyloxytetradekanoylamino}-4-oxo—S-aza—9-
-E(R)-3-hydroxytetradekanoylamino]dekan—1,10—diol—1—dihydro—
genfosfat 10-(6-hydroxyhexanoalt) a jeho adi&ni soli s mine-

neralni nebo s organickou z=asadou,

2-[(R)-3-dodekanoyioxyLeLradekanoylamino}—4-{dihydroxyfosf0v
ryloxy)butanocat {2—[(R)—3-hydroxytetradekanoylamino]-5-(6 -
-oxohexyllaminolpentylu a jeho adiéni soli s minerdalni nebo

s organickou zasadou,

(ZR.SR)-2-[(R)—3-dodekanoyloxytetradekanoylamino]—3—oxo-4-
-aza-S“[(R)-3-hydroxytetradekanoylamino]nonan—1,9—diol 1-0-
karboxymethylether 9-0-(6-oxohexanoat) a jeho adiéni soli

s minerdalni nebo s organickou z=asadou,

(ES,SR)*i-(kdrboxymethy])Lhio-2-[(R)-3-Letradekan0yloxytet-
radekunoylamino]73—ox074—dza78—[(R)-3*hydroxytetradekanoyla-
minclnonan-9-o0l1 9-0-(7-aminocheptancat) a jeho adi&ni soli

s minerdlni nebo s organickou zasadou,

(28,8R)«2-[(R)73-Letradekanoyloxytetradekanoylamino]-3-oxo—
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-4-aza-8-[(R) -3-hydroxytetradekanoylaminolnonan-9-ol1 1-0-
-(2,2-dikarboxyethyl)ether 9--0-(6-oxocohexanodlt) a jeho adi&-

ni soli s mineralni nebo s organickou zasadou,

3-[(R) -3-dodekanoyloxytetradekanaylaminol -4-oxo-5-a=za-9-
-[(R) -3-hydroxytetradekanoylaminoldekan-1, 10-diol-1-dihydro-
genfosfal 10-(6-bromacetamidohexanodt) a jeho adi&ni soli

s minenerdlni nebo s organickou =zasadou,

{3RS,9R) -3-[(R) -3-hydroxytetradekanoylaminol -3-oxo-4-
-aza-9-[(R) -3-dekanoyloxytetradekanoylaminoldekan-1, 10-diol
1-dihydrogenfosfal-10-0-(6-oxohexanodt) a jeho adi&éni soli

s minerdln{ nebo s organickou zasadou,

x-N-{(4R) -5-(6-aminohexanoyloxy) -4-[ (R) -3-hydroxytetradeka -
novlaminolpentyllamid kyseliny N-(R)-3-dodekanoyloxytetra-
dekanoyll-D-asparagové a jeho adi¢ni soli s minerdlni nebo

s organickou zasadou,

a-N-{(4R) -5-sukcinylamidohesxanoyloxy) -4-[(R) -3-hydroxytetra-
dekanoylaminolpentyltamid kyseliny N-(R)-3-dodekanoyloxytet -
radekanoyl}-D- asparagové a jeho adi&ni soli s minerdalni ne-

bo s organickou zdsadou,

a-N-{{4R) -S-glycinyloxy)-4-[(R) -3-hydroxytetradekanoylami -
nelpentyllamid kyseliny N-(R)-3-dodekanoyloxytetradekanoyll-
-P-asparagové a jeho adid¢ni soli s minerdlni nebo s organic-

kou =zasadou,

a-N-((4R) -5-sukcinyloxy) -4-[(R) -3- hydroxytetradekanoylami -
nolpentyllamid kyseliny N-(R)-3-dodekanoyloxytelradekanoyl]-
-D-asparagové a jeho adiéni soli s minerdlni nebo s organic-

kou z=asadou,

a-N-{{(4R) -5-hydroxy-4-[(R) -3-hydroxytetradekanoylaminolpen -




tyltamid g-N-(3-aminopropylamid kyseliny N-(R) -3-dodekanoyl -
oxvtetradekanoyll-D- asparagové a jeho adié&ni so0li s mine-

ralni nebo s organickou =zasadou,

- a—N—{(4R)—5—hydroxy-4-[(R)-3-hydroxyLetradekanoylamino]pen -
t¥yllamid B-N—[(IS)-1—karboxy—S-aminopeLhyl]amid kyseliny N-
-(R)*3-dodekanoyloxyLeLradekanoyl]-D-asparagové a jeho adid&-

ni soli s minerdalni nebo = organickou zasadou,

- d—N-((4R)-5—(6-amin0hexan0y10xy)-4-[(R)—3-hydroxytetradekano-
vlaminolpentyllanmid s-N—[(iS)-i—karboxy-S-aminopentyl]amid
kyseliny N—(R)—34dodekanoyloxytetradekanoyl]—D—asparagové a

jeho adi¢ni soli s mineralni nebo s organickou =zasadou,

- d—N*{(4R)-5—(5—hydroxy—4—[(R)-3-hydroxytetradekanoy1amino] -
pentyliltamid BfN-[(is)-1,2-dikarb0xyethyl]amid kyseliny N-
-(R)-3—dodekanoyloxytetradekanoyl]-D-asparagové a jeho adi&-

ni soli s minerdlni nebo s organickou =zasadou,

- n—N—((AR)~5~(6—aminohexanoyloxy)~4-[(R)—3-hydroxytetradeka -
noylaminolpentyllamid Q—N—[(1S)—1,2—dikarboxyethy1]amid ky-
seliny N—(R)'3—dodekanoyloxytetradekanoyl]-D-asparagové a

jeho adi&ni soli s mineralni nebo s organickou zasadou,

- va-{(4R)-5—(6—aminohexanoyloxy)-4-[(R)-3-hydroxytetradeka -
novlaminolpentylltamid kyseliny N-acetyl-D-asparagoveé a jeho

adi&ni soli s mineralni nebo s organickou zasadou,

- a—N—{(4R)—5-(6ramin0hexanoyloxy)-4—[(R)-3—hydroxytetradeka
noylaminolpentyllamid kyseliny H-(2-dekanoyloxyoktanoyl) -D-
-asparagové a jeho adiéni soli s minerdalni nebo s organickou

zasadou.

9. Daerivat N-acylovaného pseudodipeptidu podle naroku 1

az 7, kterym je




a-N-{(4R) -S-hydroxy-4-[(R) -32- hydroxytetradekanoylaminolpen -
tyllamid N-[(R)-3-dodekanoyloxytetradekanoylaminel-D-aspara-
gové kyseliny a jeho adi&ni soli s minerdlni nebo s orga-

nickou zasadou,

3-[(R) -3-dodekanoyloxytet.radekanoylaminol -4-oxo-5~-a=za-9-
[(R) -3-hydroxytetradekanoylaminoldekan-1,10-dicl-1-dihydro-
genofosfat 10-(6,7-dihydroxyheptancat)! a jeho adiéni soli

s minerdalni nebo s organickou zasadou,

3-1{(R)-3-dodekanoyloxytetradekanoylaminol-4-oxo-5-aza-9-
[(R)-3-hydroxytetradekanuylaminoldekan-1,10-diol 1-dihydro-
genfosfat. 10-(6-oxohexanoalk) a jeho adiéni soli s mineralni

nebo s organickou =zasadou,

a-N-{(4R) -S-hydroxy-4-[(R) - 3-hydroxytetradekanoylaminolpen-
tylltamid 5-0-(6, 7-dihydroxyheptanoat) kyseliny N-[(R)-3-do-
dekanoyloxytetradekanoylaminol-D-asparagové a Jjeho adiéni

soli s mineralni nebo s organickou =asadou,

a-N-{(4R) -5-hydroxy-4- [{R) -3-hydroxytetradekanoylaminolpen-
tyllamid S-0-(6-oxchexanoat) kyseliny N-[(R)-3-dodekanoylo-
xvtetradekanoylaminol -D-asparagové a jeho adiéni soli s mi-

neralni nebo s organickou =zasadou,

(3RS,9R), (3R,9R) a (35,9R)-3-[(R)-3-dodekanoyloxyletradeka-
noylaminol -4-oxo-5-aza-9-[(R) -3-hydroxytetradekanoylaminode-
kan-1,10-diol 1-di-hydrogenofosfdat 10-(6-aminohexanodl) a

jeho adid@éni soli s mineralni nebo s organickou zasadou,

2-[(R) -3-dodekanoyloxytetradekanoylaminol-4-oxo-5-aza-9-
-{(R) -3-hvdroxyletradekanoylaminoldekan-1, 10-diol-1-dihydro-
genfosfat 10-(6-hydroxyhexanoat) a jeho adiéni soli 5 mine-

nerdlni neho s organickou zdasadou,




- 2*[(R)—3—dodekanoy1oxytetradekanoylamino]—4—(dihydroxyfosfo—

ryloxy)butanoat {2-[(R)—3—hydroxytetradekanoylamino]-5'(6 -
-oxohexyl)aminolpentylu a jeho adiéni soli s minerdalni nebo

¢ organickou =zasadou,

- d—N-((4R)—5-(6-aminohexanoyloxy)—4*[(R)-3-hydroxytetradeka -
noylaminolpentyllamid kyseliny N-(R) -3-dodekanoyloxytetra-
dekanoyl]-D-asparagové a jeho adi&ni soli s mineralni nebo

s organickou zasadou,

- a—N-{(4R)—5-sukcinyloxy)—4—((R)—3—hydroxytetradekanoylami—
noipentyllamid kyseliny N-(R) -3-dodekanoyloxytetradekanoyl}-
-D-asparagové a jeho adi&ni soli s minerdlni nebo s organic-

kou =z=a&sadou,

- a-N~{(4R)—5—(6—amin0hexanoyloxy)—4-[(R)—3-hydroxytetradekano—
vlaminolpentyllamid a—N—[(iS)~1-karboxy—5—aminopenty1]amid
kyseliny N—(R)-3—dodekanoy1oxytetradekanoyl]-D-asparagové a

jeho adiéni soli s minerdlni nebo s organickou zasadou,

- a—N-{(4R)-5~(6-aminohexanoyloxy)—4-[(R)-3—hydroxytetradeka -
noylaminolpentylilamid B—N-[(15)—1,2~dikarboxyethy1]amid ky-
seliny N—(R)-3—dodekanoyloxyLeLradekanoyl]—D—asparagové a

jeho adi&ni soli s minerdlni nebo s organickou zasadou.

10. Zphsob pPipravy deriviatu N-acylovaného pseudodipep-
tidu majiciho kyselou skupinu v neutralni nebo v nabité forme
na jednom konci pseudodipeptidu a majici na druhém konci po-
macnou funkcional izovanou vétev, obecného vzorce I, kde jed-
notlivé symboly majf{ v naroku 1 uvedeny vyznam, podle naroku
1, vy=znaduiicisetimnmn, Z2e se blokuje aminoskupt-
na v poloze (g+1) a skupina YH v poloze omega omega-funkciona-
lizované aminokyseliny reakénimi ¢initeli ortogonalniho bloko-

vani. volnad karboxylova skupina se redukuje =za ziskani pri-

sluZného alkoholu, uvolni se aminskupina v poloze (qgq+1) a acy-




luje se funk&nim derivatem karboxyloveé kyseliny vzorce RzOH,
kde Rz m& shora uvedeny vyznam, a uvolni se koncova alkoholova
skupina nebo aminoskupina skupina za ziskdni funkcionalizova-

ného aminoalkoholu obecného vzorce V

Y-(CHz)p-CH- (CHz) o - OH (V)

NHRZ

kde znamena

Y skupinu hydroxylovou nebo s vyhodou aminoskupinu NHz,

RZ acylovou skupinu odvozenou od karboxylové kyseliny se 2
az 24 atoml uhliku, nasycené nebo nenasycené, nesubsti-
tuovand nebo subsltitucvané jednim nebo nékolika shora

definovanymi substituenty,

P agil az 10,

kt.ery se kondenzuje v pritomnosti pepltidického kondenzadniho

&inidla v inertnim rozpopudtédle s derivatem omega-funkciona-

lizované aminokyseliny obecného vzorce VI

X-(CHz)m-CH-(CHz)n -COOH (VvI)
|
NHR t
kde =z=namena
rt aoylovou skupinu odvozenou od karboxylovée kyseliny se 2

az 24 atoma uvhliku, nasycené nebo nenasycené, nesubsti-
tuovane nebo substituovaneé jednim nebo nékolika shora

definovanymi subsLituenty,

manoO az 10,




X kyselou shora definovanou skupinu pop¥ipadé v esteri-

fikované formé,

za vytvoreni pseudodipeptidu obecného vzorce VII

X-(CHz)m-CH-(CHz)n-CO-Y~-(CHz)p-CH-(CHz)q-0OH (VII)
| i
NHR? NHR=2
kde X, ¥, R!, RZ, m, n, paq maji shora uvedeny vyznam, a

koncova volna alkoholova skupina se popripadé substituuije,
alkyluje nebo acyluje substitud&nim, alkylaénim nebo acylaénim

reakénim &inidlem obecného vzorce VIII

A-(CQ)p-(CHz2)=-W (VIII)
kde =znamena
A odstupujici skupinu, skupinu hydroxylovou, SH nebo NHz,
r s v?hodou' 1, avsak také O,
s s vyhodou 2 a2 6 aviak také 1 azZ 10.
W = vvhodou skupinu ze souboru zahrnujiciho skupinu formy-
lovou, acetylovou, Kyanoskupinu, atom halogenu, amino-

skupinu, skupinu bromoacetamidovou nebo jodacetamidovou,
acylamidoskupinu, diacylimidoskupinu, skupinu sulfhydry-
lovou, alkylthioskupinu, skuplnu hydroxylovou, 1.2-di-
hydroxyethylovou, acyloxyskupinu, skupinu vinylovou, et-
hinylovou, karboxylovou volnou nebo ve formé esteru,
smiSeného anhydridu, amidu nebo hydrazidu, azidoskupinu,

thiokyanoskupinu, nebo jejich prekursory,

popPipadé v pritomnosti kopula&niho &inidla a produkt se kata-




1vyticky hydrogenuje nebo se jinak odstrafuje chranici skupina

za ziskani deriviatu obecného vzorce 1

X-(CH2)m-CH(CHz2)n-CO-Y-{CHz)p -CH-(CH2)q-2 I

NHR1 NHR=Z
kde X, Y, Z, R!, RZ, n, m, p a g maji shora uvedeny vyznam.

11. Zplisob pfipravy podle narokku 10 derivatu N-acylova-

ného pseudodipeptidu obecného vzorce IV

X-(CHz)m-CH-(CHz2)Yn-CO-HH-(CHz)p-CH-(CHz2)q-2 (IV)

NHR ! NHR2

kde =znamena

R! a R2 acylovou skupinu odvozenou od karboxylové kyseliny se
2 az 24 atomy uhliku, nasycené nebo nenasycené, 1li-
nedrni nebo rozvéivené, nesubstituované, nebo substi-
tuované jednim nebo nékolika substituenty, volenymi =e
souboru zahrnujiciho skupinu hydroxylovou, alkylovou,
alkoxyskupinu, acyloxyskupinu, aminoskupinu, acylami-
noskupinu, acylthioskupinu a alkylthioskupinu s 1 az

24 atomy uhliku,

nanm 0 az 10

P agdg 1 az 10

Y atom kysliku nebo skupinu NH,

X a 2 kyselou skupinu v neubrdalni formé& nebo nabité formé

nebo pomocné funkcionalizovaneé vétve,




vy=znadcuiici s e t { m, 2e se blokuji aminoskupi-
ny v poloze (g+1) a v poloze omega diaminokyseliny obecného

vaorce

HzN{ CHz) y CHNH=z ( CHz ) q - 1 COCH

kde p a g maji shora uvedeny vyznam, reak&nimi ¢inidly =avadé&-
jicimi chrdnici skupiny odstranitelne acidolyzou a hydrogeno-
l1yzou, volna karboxylova skupina se redukuje =a vytvoreni od-
povidajiciho alkoholu, uvolfiuje se aminoskupina v poloze (g+1)
a acyluje se funké&nim derivatem karboxylove kyseliny obecného
vzorce RZ0H. kde R2 ma shora uvedeny vyznam, uvofiuje se koncova
aminoskupina hydrogenoly=zou =a =ziskani aminoalkoholu cbecného

vzorce IX

HzN-(CHz)p-CH-(CHz) p -OH (IX)
i
NHRZ2
kde =znamena
R=2 acylovou skupinu odvozenou od karboxylové kyseliny se

2 ai& 24 atomy uhliku, nasycené nebo nenasycené, 1i-
nearni nebo rozvétvenéd, nesubstituovand. nebo substi-
tuované jednim nebo nékolika shora definovanymi sub-

stituenty,

P aqg 1 az 10

ktery se kondenz=uje v pritomnosti peptidickdho konden=zadniho
Sinidla v ineritnim rozpoustéddle s drivatem aminockysel iny omega
hydroxylované obecného vzorce VI

X-(CHz)m-CH-(CHz)n -COORH (VI

|
NHR!




kde znamena

R1 acylovou skupinu odvozenou od karboxylové kyseliny se
2 az 24 atomy uhliku, nasycené nebo nenasycené, 1li-
nedrni nebo rozvétvené, nesubstituované, nebo substi-
tuované jednim nebo n&kolika shora definovanymi sub-

stituenty,

m 1 az 10
n 0 az 10
X diatkylozyfosforyloxyskupinu nebo diaryloxyfosforylo-

®yskupinu obecného vzorce (RQ)zP-0

|

0

k vytvoreni pseudodipeptidu obecneho vzorce X

(RO)zPO-(CHz)m -CH-(CHz2)n-CO-NH-(CHz2)p -CH-(CHz) 4 -0H (X)
I | |
0 NHR? NHR=2
kde R1, RZ, m, n, p a a maji shora uvedeny vyznam a R =zname-

na chranici skupinu odstranitelnou hydogenolyzou, a koncova
volnd alkoholova skupina se popripadéd substituuje, alkyluje
nebo acyluje substitudnim, alkyladénim nebo acyladnim reakénim

&inidlem ohecného vzorce VIII

A-(CO)y-(CH2)s-H (VIII)

cde znamena

A odstupuijici skupinu, skupinu hydroxylovou, SH nebo NHz,

r = vy hndou 1, avaak takeée 0O
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S s vyhodou 2 aZ 6 av3ak Laké 1 a= 10.
W s vyhodou skupinu ze souboru zahrnujicfho skupinu formy-
lovou, acetylovou, kyanoskupinu, atom halogenu, amino-

skupinu, skupinu bromoacetamidovou nebo jodacetamidovou,
acylamidoskupinu, diacylimidoskupinu, skupinu sulfhydry-
lovou, alkylthioskupinu, skupinu hydroxylovou, 1,2-4di-
hydroxyethylovou, acyloxyskupinu, skupinu vinylovou, et -
hinylovou, karboxylovou volnou nebo ve formé esteru,
smiSeného anhydridu, amidu nebo hydrazidu, azidoskupinu,

thiokyanoskupinu, nebo jejich prekursory,

popripadé v pritomnosti kopuladniho <&inidla a produki se kata-
1vLicky hyvdrogenuje nebo se jinak cdstranuje chrdanici skupina

za zmiskdni derividtu ocbecného vzorce XI

(HO)zP-0-(CHz)m-CH-(CHz)n-CO-NH-(CH2)p -CH-(CHz)q-0-(CO)r-(CHz)s -¥W

i { I

0 NHR1! NHR=2
(XI)
kde W, R', RZ , m, n, P, 9, r a s maji shora uvedeny vyznam.
12. Zplsob pfipravy podle naroku 10 derivatu pseudodipep-
t,idu obecného vzorce XII
X-(CHz)m-CH-(CHz)n-CO-0-(CHz)q-CH-(CHz)p-2 (XII)

i i

NHR! NHR2
kde znamena
R! a R2 acylovou skupinu odvozenou od karboxylové kyseliny se

2 az 24 atomy uvhliku, nasycené nebo nenasycene, 11-

nearni nebo rozvétvené, nesubstituované, nebo subsbi-




tuované jednim nebo nékolika substituenty, volenymi =e
souboru zahrnuijifciho skupinu hydroxylovou, alkylaovou,
alkoxyskupinu, acyloxyskupinu, aminoskupinu, acylami-
noskupinu, acylthioskupinu a alkylthioskupinu s 1 az

24 atomy uhliku,

m, p, g 1 az 10
X a 2 kyselou skupinu nebo pomocnou funkcionalizovanou vétev,

vy=znadcuijici 5 e .t i m , Ze se blokuje funk&ni a-
minaskupina v poloze (g+1) a omega diaminokyseliny obecného
vzorce

HzN(CHz) p CHNHz( CH2 ) q - 1 COOH

kde p a gq maji shora uvedeny vyznanm, zavedenim chranici sku-

piny odstranitelné acidelyzou a hydrogenolyzou, vo na karboxy-

1
iho alkoholn,

Ay Ao i
oYvitcara

9]

luvd sKupina se redukuje =a =iskan
uvolni se aminoskupina v poloze (g+1) a acyvluje se funkénim
derivatem karboxylové kyseliny obecného vzorce RZ0H, kde RZ ma
shora uvedeny vyznam, chrdnici skupina = koncvé aminoskupiny
se odstrani hydrogenclyzou a alkyluje se koncova aminoskupina

reaktivnim esterem omega-funkcionalizovaného alkylu jako tri-

flatu =a =iskani aminoalkocholu obecného vzorce XIII

W-(CHz)sNH-(CHz) p -CH-(CHz) 4 -OH (XITII)

i

|
NHR3

kde W ma& shora uvedeny vyznam a kde =znamena

R2 acylovou skupinu odvozenou od karboxylové kyseliny se

2 a2 24 atomy uhliku, nasyceng& nebo nenasycené, 1li-




nearni nebo rozvétvené, nesubstituované, nebo substi-
tuovaneé jednim nebo nékolika shora definovanymi sub -

stituenty,

P agdg9q 1 az 10,

= 2 az 7, avsak také 1 az 10

ktery se kondenzuje v pPitomnosti peptidického konden=zaé&n{iho

Zinidla v inertnim rozpoustédle s drivatem aminokyseliny omega

hydroxylované obecného vzorce VI

¥-(CHz)m-CH-(CHz)n-COOH (VI
|
HHR?
kde znamena
R1 acylovou skupinu odvozenou od karboxvlové kyseliny se

2 a=% 24 atomy uhliku, nasycené nebo nenasycené, 1i-
neArni nebo rozvétvendé., nesubstituované, nebo substii-
tuované jednim nebo nékolika shora definovanymi sub-

stituenty,

m 1 az 10
n O az 10
X dialkyloxyfosforyloxyskupinu nebo diarvloxyfosforylo-

<yskupinu obecného vzorce (ROJzP-0O
i
0]
k vytvoreni pseudodipeptidu obecného vzorce XIV
(RO)2PO-(CHz ) m-CH-(CHz2)nC0O-0-(CH2) g~ CH-(CHz)p-NH- (CH2)s-¥W

1 ! l
0 NHR 1 NHRz (XIV)
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kde W, R!, R2, m, n, paqas maji shora uvedeny vyznam a R
znamend chranici skupinu odstranitelnou hydogenolyzou, produkt
se katalyticky hydrogenuje nebo se odstrafiuje chrdnici skupina

za ziskani derivatu obecného vzorce XV

(HO)2ZP-0-(CHz)m-CH-(CH2)nCO-0-(CHz2)gq-CH-(CHz)p-NH-(CHz2)=s-¥

I I !

0 NHR1! NHRZ2 {XV)
kde W, RY, RZ m, n, », 4. r as maji shora uvedeny vyznam,

pric¢emz s vyhodou zZnamena

W skupinu =ze souboru zahrnujiciho skupinu formylovou, ace-
tvlovou, kyanoskupinu, atom halogenu, skupinu bromoacet-
amidovou nebo jodacetamidovou, acylamidoskupinu, diacyl-
imidoskupinu, acyloxyskupinu, skupinu vinylovou, elhiny-
lovou, karboxylovou volnou nebo ve formé esteru, smisSe-
néhe anhydridu, amidu nebo hydrazidu, azidoskupinu,

thiokyanoskupinu, nebo jejich prekursory.

13. Zphsob pPipravy podle naroku 10 derivatu karboxypseu-

dodipeptidu obecného vzorce Iv

X-(CHz)m-CH-(CH2)n-CO-NH-(CHz)p-CH-(CH2) - 2 (IV)
i l
HHR?! NHR

kde =namena

E! a R acrvlovouw skupinu odvomonou od karbowylovée kyseliny se
2 az 24 atomy uhliku, nasycené nebo nenasycené, 11-
nearni nebo rozvétvené, nesubstituované, nebo substi-
tuované jednim nebo nékolika substituenty, volenymi =e
souboru =zahrnujiciho skupinu hydroxylovou, alkylovou,
alboxyskupinu, acyloxyskupinu. aminoskupinu, acylami-

noskupinu, acvylthioskupinu a alkylthioskupinu s 1 az
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24 atomy uhliku,
n 0 az 10,
m P agq 1 a2z 10,
X a z kyselou skupinu nebo pomocnou funkcionalovanou vétew
vyznadéuijici s e t i m, Z2e se blokuji aminoskupi-

ny v poloze (g+1) a v poloze omega diaminokyseliny obecného vzorce

HzN( CHz) pCHNH2{ CHz) 4 - 1 COOH

kde p a q maji shora uvedeny vyznam, =zavedenim chranici skupi-
ny odstranitelng acydolyzou a hydrogenoclyzcu, karboxylovd vol-
nd skupina se redukuje z=a vytitvoreni odpovidajiciho alkoholu,
odstrafuje se skupina chranici aminoskupinu v poloze (g+1) a
acyluje se funk&nim deriviatem karboxylové kyseliny abecneho
vzorce R2Z0H, kde R2 ma shora uvedeny vyznam, a uvolfiuje se
koncovaid aminoskupina hvdraogenolyzonn =a =iskani aminoalkoholu

obecného vzorce 1X

HzN-{CHz)p -CH-(CHz)p -OH (IX)
l
NHR=
kde =znamenda
R cvlovou skupinu odvozenou od karboxylové kyseliny se

a

2 as 24 atomy uhliku, nasycené nebo nenasycené, 1i-
nedrni nebo rozvétvené, nesubstituované, nebo substi-
tuované jednim neho nékolika shora def inovanymi sub-

st ituenty,




ktery se kondenzuje v pritomnosti peptidického kondenza&niho
&inidla v inerinim rozpoustLédle = omega-karboxyaminokysel inou

obecného vzorce VI

X-(CHz)m-CH-{CHz)n-COOH (VI)
NHR!
kde =z=namena
Rt acylovou skupinu odvozenou od karboxylové kyseliny se

2 az 24 atomy uhliku, nasycené nebo nenasycené, 1i-
nedrni nebo rozvélvené, nesubstituované, nebo substi -
tuované jednim nebo nékolika shora definovanymi sub-

st ituenty,

X je skupina RO-CO,
za vytvoreni pseudidopeptidu obecného vzorce XVI

RO*CO-(CHZ)m-CH—(CHz)n—CO—NH-(CHz)p—CH—(CHz)q—OH
I' i
NHR? NHR=
(XVI)

kde RY, RZ, m, n, pagqmaji shora vedeny vyznam a R znamena
chranici skupinu odstranitelnou hydrogenoly=zou, apfiklad sku-
pinu henzylovou., a koncovd volna alkoholova skupina se popfi-
padé substituuie, alkyluje nebo acyluje substitudnim, alkylad-

nim nebo acyla&énim reakénim <cinidlem obecného vzorce VIII
A-(COYp-(CH2)s -V (VIID)

kde =namena
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A odstupujici skupinu, skupinu hydroxylovou, SH nebo NHz,
r s vyhodou 1, avsak také 0O,
s s vyhodou 2 a2z & avsak také 1 az 10.
W s vyhodou skupinu ze souboru zahrnujiciho skupinu formy-

lovou, acetylaovou, kyvanoskupinu, atom halogenu, amino-

skupinu, skupinu bromoacetamidovou nebo jodacetamidovou,
acylamidoskupinu, diacylimidoskupinu, skupinu sulfhydry-
lovou, alkylthioskupinu, skupinu hydroxylovou, 1,2-di-
hydraxyethylovou, acyloxyskupinu, skupinu vinylovou, et-
hinylovou, karboxylovou volnou neho ve form& esteru,
smigSeného anhydridu, amidu nebe hydrazidu, azidoskupinu,

Lhiokyanoskupinu, nebo jejich prekursory,

popfipadé v pritomnosti kopula&niho S&inidla a produkt se kata-
1yt icky hydrogenuje nebo se jinak odstrafnuje chranici skupina

za =ziskani derivadtu obecného vzorce XVII

HO-CO-(CHz)m-CH-({CHz)n-CO-NH-(CHz)p-CH-(CH2)g-0-(CO)pr-(CHz)s -V

NHR1 NHRZ2
(XVII)

kde W, RY, R2, m, n, p, 9, r a s maji shora vedeny vyz=nam.

14. Zplsob pripravy podle naroku 10 derivatu pseudodiper-

tidu obecného vzorce IV
¥-(CHz2)m-CH-(CHz)nn -CO-NH-(CHz)p -CH-(CHz)q-2 (IV)
[ |

HHR!? NHR=2

kde znamena
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R! a R2 acylovou skupinu odvozenou od karboxylové kyseliny se
2 a2 24 atomy uhliku, nasycené nebo nenasycene, 1i-
nearni nebo rozvélvené, nesubstituované, nebo substi-
tuované jednim nebo nékolika substituenty, volenymi =e
souboru zahrnujiciho skupinu hydroxylovou, alkylovou,
alkoxyskupinu, acyloxyskupinu, aminoskupinu, acylami-
noskupinu, acylthioskupinu a alkylthioskupinu s 1 aZz

24 atomy uhliku,

n 0 az 10,

m, pacg 1 az 10,

X a Z kvselou skupinu nebo pomocnou funkcionalowvanou vétev

P

vy znaddcuiicdi s e t i m, Ze se blokuje volna hyd-

roxylovad skupina pseudodipeptidu obecného vzorce XVI

RO-CO-(CH) i -CH- (CH2) - CO-NH- ( CHz) - CH- ( CHz) o - OH (XVT)
NHR1 NHR=
kde RY, R2Z, mn, n, pagqmnaji shora vedeny vyznam a R znamena

chranici skupinu odstranitelnou hydrogenolyzou, jako napfiklad
skupinu benzylovou, labilni chranici skupinou odstranitelnou
acydoly=zou, uvolfiuje se karhoxylova skupina ve forme esteru,
karboxylovd skupina popfipadé& v aktivované formé se redukuije
za ziskani odpovidajicihe primirniho alkoholu, ktery se preva-
di na fosfarelny ester zpracovanim fosforylaénim &inidlem,
skupina chranici hydroxylovou skupinu se odstrani zpracovanim
kyselinou. a produkt se podrobuje substituci, acylaci nebo al-

kvlaci =a pouZiti reak&niho &inidla obecnéhs vzorce VIII

A-(CO)pr-(CHz)=s-¥W (VIII)




kde zZnamena

A odstupujici skupinu, skupinu hydroxylovou, SH nebo NHz,

r s vyhodou 1, awvsSak také O,

5 s vyhodou 2 aZ 6 avsak také 1 az 10.

W s vyhodou skupinu ze souboru z=ahrnujiciho skupinu formy-
lovou, acetylovou, kyanoskupinu, atom halogenu, amino-

skupinu, skupinu bromoacetamidovou nebo jodacetamidovou,
acylamidoskupinu, diacylimidoskupinu, skupinu sulfhydry-
lovou, alkyvlithioskupinu, skupinu hydroxylovou, 1,2-di-
hydroxyethylovou, acyloxyskupinu, skupinu vinylovou, et -
hinylovou, karhoxylovou volnou nebo ve formé& esteru,

smiZ%enédho anhydridu nebo jiného derivatu,

popripadd v pPitomnosti kopuladniho &inidla a produkt se kata-
l1yticky hydrogenuje nebo se jinak odstrafinje chranici skupina

za ziskani derivatu obecného vzorce XI

(HO)zP-0-(CHz)m-CH-(CHz)n-CO-NH-(CHz)p -CH-(CHz) g-0-(CO) - (CH2) s - ¥
1 | I
0 NHR1 NHR=

(X1

kde W, R1, R2, m, n, p, q, r, s maji shora uvedeny vy=z=nam.

15. ZpGsob pripravy podle naroku 10 derivatu pseudodipep-

tidya obecného vzorce IV

X-(CHz)m-CH-(CH2)n-CO-NH-(CHz2) p-CH-(CHz) gq-2 CIV)

| |
NHR ! NHR=2

kde =z=namena




.

R! a R2 acylovou skupinu odvozenou od karboxylové kyseliny se
2 a2 24 atomy uhliku, nasycené nebo nenasycene, 11-
nearni nebo rozvétvené, nesubstituované, nebo substi-
tuované jednim nebo n&kolika substituenty, volenymi =ze
souboru zahrnujiciho skupinu hydroxylovou, alkylovou,
alkoxyskupinu, acyloxyskupinu, aminoskupinu, acylami-
noskupinu, acylthioskupinu a alkylthioskupinu s 1 a2

24 atomy uhliku,
n 0 az 10,

m, paqa 1 az 10,

X a Z kyselou skupinu nebo pomocnou funkcionalovanou vétev
vy =znadcuijilecli 5 e t. i m, 2e se odstrafuje chranici
skupina = karboxylové skupiny ve formeé est.eru ve pseudodilpep-

tidu obecného vzorce XVI

RO-CO-(CHz)m-CH- (CHz)n-CO-NH-(CHz)p-CH-(CHz2) 4-0H (XVI)
- !
NHR1 NHR=2

kde R!', R2, m, n, p a a maji shora uvedeny vyznam a R zZnamend
chrani skupinu odstranitelnou hydrogenclyzou napfrikilad skupi-
nu benzylovou, takto vytvorend kyvselina podrobuje peptidicke
kopulaci s diaminoalkanem nebo s &aste&né chranénou aminokyse-
linou, jako je napriklad 3-benzyloxykarbonylamino-1-aminopro-
pan, L-aspartat dibenzylu nebo benzylester E-N-benzyloxykarbo-
iyl Lo lvsinu v pfitomnostt peplidického kopulad&niho &inidla a
kopuladni produkt se popripadé podrobi substituéni reakci,

acylaci nebo alkylaci reak&nim &inidlem obecnéha vzorce VIIT
A-(CO)p-(CHz)g-W (VIIID)

kde z=namena
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A odstupuijici skupinu, skupinu hydroxylovou, SH nebo NHz,
r s vy hodou 1, av3ak také O,
5 s vyhodou 2 a% 6 av3ak také 1 az 10.
¥ s vyhodou skupinu ze souboru zahrnujiciho skupinu formny-
lovou, acetylovou, kyanoskupinu, atom halogenu, amino-

skupinu, skupinu bromoacetamidovou nebo jodacetamidovou,
acylamidoskupinu, diacylimidoskupinu, skupinu sul fhydry-
lovou, alkylthioskupinu, skupinu hydroxylovou, 1,2-4i-
hydroxyethylovou, acyloxyskupinu, skupinu vinylovou, et-
hinylovou, karboxylovou volnou nebo ve formé esteru,

nebo jiného derivatu

popfipadd v pritomnosti aktiva&niho &inidla a = produkt se od-
strafiuji chranici skupiny napriklad hydrogenoly=zou =a =ziskdni
produktu obecného vzorce XVIII

D.
i

5 -NH-CO-(CH

-~
s Aagn

Y

i

‘-CHf(CHz)n-CO—NH—(CHZ)p‘CH*(CHZ)q‘O‘(CO)r‘(CHZ)S‘w
i i
NHR? NHRZ
(XVIII)
kde W, R!', RZ, m, n, p, 9, ¥ a s maji shora vedeny vyznam a R3
znamend aminoalkylovou, karboxyalkylovou, dikarboxyalkylovou

nebo aminokarboxyalkylovou skupinu.

16. Enantiomery a diastereomery sloulenin obecného v=orce I
pudle naroku 1, obecného vzorce IV podle narocku 7, obecného
vzorce XI podle ndaroku 11, obecného vzorce XII podle naroku
12, obecného vzorce XVI podle naroku 13 nebo obecného vzorce

¥VIII podle naroku 15,

17 Zptisob podle naroku 10, v ¥ =z n a & wuj i i s e

t i m , Ze se chrani aminoskupina na Preldzci ornitinu nebo ly-
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sinu N-benzyloxykarbonylaci po poZdte&ni reakci kyselé skupiny
se solf mé&di v alkalickém prostiedi, reakc!{ karboxylatu médi
s benzylchlorformidtem a uvoln&nim karboxylové skupiny chela-
taci mddi v kyselém prostredi a nasledné a-N-terc-butoxykarbo-
nylaci za =z=iskani a-N-terc-butoxykarbonylovaného a omega-N-

benzyloxykarbonyliového deriatu.

18. Zplsob podle néroku 10, v vy 2z n a & u Jj i ¢ i s e
t i m, Z2e se volnad karboxylova skupina redukuje =za pouZiti bo-
ran-sirového komplexu dimethy¥lu nebo se nechava reagovat kar-
hoxylovy derivadt s alkylchlorformidtem =a ziskani sm&sného an-
hydridu, kbLery se redukuje borhydridem alkalick&ho kovu nebo
kovu alkalické =zeminy =a =iskani hydroxylovaného derivatu

s primarni alkoholovou skupinou.

19. ZpGsob podle naroku 10, v ¥y =z n a G u3j i ci s e
t i m, 2e se benzyloxykarbonylova skupina odstranuje hydroge -
nolyzou v hydroxylovém rozpousiLé&dle obsahujicim triethylamin.

o

nacuaidiie i 5 e

odle niraoku 10 (V)

4
N

--\-.Ip'd."\
FUuss

20
t i m, Z%e se chranici skupiny =zbaveny amin kopuluje s a-acyla-
mino-aomegafosforylovanou karboxylovou kyselinou v pifitomnosti
kopula&niho pepltidického &inidla, =zpravidla 2-isobutyl-1-iso0-
butoxyvkarbonyl-1,2-dihydrochinoleinu =a =ziskani chranéného

fosforylovaného pseudodipeplidu.

21. Zplisob podle néroku 10, v ¥y =z n a G uj i e i s e
. i m, Ze se alkoholova skupina pseudodipeptidu acyluje reakct
s omega- funkcional izovanacu kysel inou v pritomnosti esterifi-
kadniho &inidla, =vlasLé N*ethyl-N,N/A(dimethylaminopropyl)-

karbodiimidu, =a =ziskani alkenylesteru.

22. Zphisob podle narcku 10, v y z n a ¢ u j { ¢ i s e
t i m =Ze se alkenylova skupina alkenylesteru dihydroxyluje na

sousedn diolové skupinég, pricemZ se po odstran&ni chranici



skupiny pseudodipeptid oxiduje Jjodistou kyselinou =a =ziskani

sloueniny majici aldehydovou skupinu.

23. Zpascob podle narocku 10, v ¥y 2 n a & u j { ¢ { s e
t {f m, Ze se alkoholova skupina pseudodipeptidu acyluje omega-

alkanovou kyselinou.

24, Zphsob podle naroku 10, v y 2z n a & u j i ¢ { s e
t 1 m, Ze se veZkeré chranici{ skupiny odstrafuj{ hydrogenoly-
zou v pPitomnosti katalyzdtoru za ziskdni pseudodipepltidu s a-

minoalkanoylovou pomocnou skupinou.

25. Zpasob podle naroku 10, v y 2 n a ¢ u j i ¢ i s e
t i m, Ze kyselou reak&ni{ kopula®ni sloZkou je derival aspara-
gové kyseliny nebo glutamové kyseliny =ziskany acylaci amino-
skupiny f-benzylesteru aminokyseliny derivatem mastné kyseliny
v pritomnosti acyla&niho &inidla =za =ziskani g-benzylesteru

N-acyl asparagové nebo glutamové kyseliny.

26 . Zplsob podle nédroku 10, v ¥ z n a & u j i c i s e
t { m, Z2e se N-acylderivat asparagové nebo glutamove kyseliny
kopuluje s aminoalkohol-a-acylderivater ornitinu nebo lysinu a
ztiskany pseudodipeptid se podrobuje hydrogenoclyze v pritomnos-

ti katalyzatoru =za ziskdni pseudodipeptidu s karboxylovou sku-

pinou.
27. Zpusob podle narocku 10, v y 2z na & u j { ¢ i s e
t i m, Ze se hydroxylovd skupina pseudodipeptidu acyluje =za

pouziti omega-funkconalizované kyseliny alkenylovou skupinou a
alkenvlova skupina se podrobuje dihydroxylaci, odstranéni
chrdnici skupiny a oxidaci jodistou kyselinou za =ziskani slou-

deniny obecného vzorce XVITI.

28, Zpusob podle ndrcoku 10, v ¥y =2z n a & uij i c i s e

Lt f m , Ze se hydroxylova skupina pseudodipeptidu acyluje 24
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pouZil{ omega aminoalkancvoé kyseliny =a ziskani slougeniny o-
becného vzorce XVII.

29. Zpisob podle naroku 10, v y 2 n a & u j { ¢ i s e
t i m, Z2e se aminoalkohol ziskany redukci ornitinu nebo lysinu
alkyluje omega-alkenyltitriflatem, kopuluje se s ao-acyaminovanou
omega- fosforylovanou karboxylovou kyselinou v prftomnosti acy-
laédniho &inidla, jako N-ethyl-N,N’~(dimeLhylaminopropyl)karbo-
diimid, alkenvylova skupina se dihydroxyluje v pritomnosti oxi-
du osmi&elého, chrdnici skupina se odstrani a sousedni diolova
skupina se oxiduje jodistanem sodnym =a =ziskani sloudeniny
s aldehydovou skupinou.

30. Zplisob podle ndaroku 10, v y 2 n a & u j i ¢ | s e
t im, Ze se 0O-alkyluje na dusiku chranény serin, skupina
chrdnici aminoskupina se odstrani acidoly=z=ou, =znova se acyluje
aminoskupina 3-hydroxylovanym derivatem mastné kyseliny v pri-
tomnosti acyla®dniho &inidla za =iskdni N-acylovaného O-alkryle-

vaného derivdatu serinu, ktery se kopuluje s aminoalkoholem

v pPitomnosti peptidickéha kaopuladniha &inidla, acyluie se
volna hydroxylova skupina omega-funkcionalizovanou alkanovou
kvselinou za =ziskdni slou&eniny obecného vzorce I, kde znamena

X karboxyvalkyloxyskupinu.

31. Zplsob podle naroku 10, v ¥y 2z n a & u j i ¢ i s e
t i m, Ze vyvchozi aminokyselinou je cystein neboc homocystein,
ktery se alkyluje p-methoxybenzylbromaceltatem, acyluje se na
dusiku 3 hydroxylovanou mastnou kyselinou, kopuluje se S-alky-
lovany a N-acylaovany derivat takto =z=iskany s 5H-amino-2-[03-
hydroxytetradekanoylaninolpentan-1-olem v pritomnosti pepli-
dickéheo kopulad&niho &inidla a ziskany kondenzaé&ni produkt se
acyluje na primarni volné alkoholovée skupiné omege - funkciona-
lizovanou alkanovou kyselinou a produkt se popripadé zbavuije
chranici skupiny =zZa =iskani slouf&Geniny obecného vzorce I, kde

znamend X karboxyalkylthioskupinu.
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32. Zpasob podle ndroku 10, v ¥y 2 n a ¢ u j i ¢ { s e
t { m, e se p-methoxybenzyloxykarbonylderivail serinu O-alky-
luje za pouzit{ dibenzylmethylenmalonatu v alkalickém prostre-
di. aminoskupina se zbyvuije chranici skupiny zpracovanim kyse-
linou a volnd aminoskupina se acyluje 3-hydroxylovanou kyseli-
nou v pfitomnosti acylagniho &inidla, takto ziskany N-acylova-
ny O-alkylovany derivat se kopuluje s aminoalkoholem v pritom-
nosti kopula&niho peptidického &inidla =za ziskani pseudodipep-
tidu, ktery se acyluje na volné hydroxylové skupin& =za pouziti
omega- funkcionalizované alkanové kyseliny skupinou aldehylovou
nebo aminovou, alkenvylovy derivdt se dihydroxyluje, chranici
skupina se odstrafuje hydrogenolyzou a oxidaci jodistou kyse-
linou za =ziskani sloufeniny obecného vzorce I, kde znamena X

dikarboxyalkoxyskupinu.

33. Zpisob podle naroku 10, v y 2 n a &€ u j i ¢ i s e
L im, Ze se vychazi = benzylesteru O-fosforylovaného homose-
rinu, ktery se N-acyluije 3-benzyloxytetradekanovou kyselinou,

benzylester se selektivn® hydrogencly=uje, kyselina se kopulu-

u
L
0

je 5 derivitem «-N-dedekano
tomnosti kopuladniho peptidického &inidla =a ziskani pseudodi -
peptidu, jehoZ volnad hydroxylova skupina se acyluje =a pouzili
omega- funkconal izované kyseliny alkenylovou skupinou nebo ami-
noskupinou v pritomnosti karbodiimidu a pripadny alkenlderivat
se podrobuje dihydroxylaci, odstranéni chrdanici skupiny hydro-
genoly=ou v pritomnosti katalyzatoru a oxidaci jodistou kyse-

linou =z=a =iskani slou&eniny obecného vzorce I, kde zZnamena R1

hydroxvalkanoylovou skupinu a RZ2 acyloxyalkanoylovou skupinu.

34, Zpusob podle naroku 10, v » =2 n a cu i1 i c i 5 e
t i m, Ze se pseudodipeptid jakoztLo me=ziprodukt. kyseliny aspa-
ragové nebo glulamové chrani na volné hydroxylové skupiné z=a-
vedenim skupiny odstranitelné acidolyzou, karboxylova skupina,
aobsaZenda ve faormeé esleruy, se zbavuje chranici skupiny odstira-

nitelné jinym =zptsobem a =v1asté hydrogenclyzou a provadi se




redukce s vyhodou po aktivaci ve form& smésmého anhydridu re-
duk&nim &inidlem jako borhydridem alkalického kowvu, takto vy-
tvorend hydroxylova skupina se fosforyluije, skupina chranici
hydroxylovou skupinu se odstrafiuie hydrolyzou v kyselém pro-
stiredi, takto regenerovand hydroxylova skupina se acyluje ome-
ga-funkcional izovanou karboxylovou kyselinou a podrobuje se
dihydroxylaci a nasledné odstranéni chranfici skupiny hydroge-
nolyzou v pritomnosti katalyzatoru a oxiduje se jodistou kyse-
linou =2a =ziskani slou&eniny obecného vzorce XI, majici aldehy-

dovou skupinu.

35. Zptisob podle ndroku 10, v ¥y 2 n a & u j ic i s e
t i m, Ze se pseudodipeptid jakozto meziprodukt kyseliny aspa-
ragové nebo glutamové zbavuie chranict skupiny na karboxylové
skupiné, obsaZené wve formé esteru, karboxylovd skupina se ko-
puluje s amihoalkanem nebo s aminokyselinou &aste&né& chrané&nou
v pritomnosti kopula&niho &inidla, kopuladéni produkt se bud
zbavuije chrdnicf skupiny zvlaste hydrogenolyzou nebo se podro-
buje acyla&ni reakci za pouziti omega- funkcional izovanou altka-

s bews
nove Xy

n

el
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ny a v pripadd alkenylderivdtu se rodrobuje dihyd-
roxylaci, nasledné =e odstrafiuje chranici skupina, =zv]1ASté
hydrogenolyzou a4 oxidaci kyselinou jodistou =za =iskdni sloude-

niny obecného vzorce XVIII.

36. Pseudodipeptid obecného vzorce IV
X-(CHz)m-CH-(CH2)n-CO-NH-(CHz)p-CH-(CHz)q-4 (IV)
l |
NHR! NHR=

kde =znamena

R! a RZ acylovou skupinu odvozenou od karboxylové kyseliny se

2 az 24 atomy uhliku, nasycené nebo nenasyceneg, 1li-

nedrni nebo rozvétvené, nesubstituované, nebo substi-




tuovaneé jednim nebo nékolika substituenty, volenymi =e
souboru zahrnujicfho skupinu hydroxylovou, alkylovou,
alkoxryskupinu, acyloxyskupinu, aminoskupinu, acylami-
noskupinu, acylthioskupinu a alkylthioskupinu s 1 az

24 atomy uhliku,

Y atom kysliku nebo skupinu NH,

X a 2 kyselou skupinu v neutralni formé& nebo nabité formé

nebo pomocné funkcional izovang vétve,

pseudodipeptid obecného vzorce XVI

RO-CO-(CH2)m-CH-({CH2)n-CO-NH-(CHz)p -CH-(CHz) 4-0H (XVI}
! |
NHR1 NHR=2
kde R!, RZ2, m, n., p & 9 maji shora vedeny vyznam a R znamena

chranici skupinu odstranitelnou hydrogenoly=zou,

pseudodipeptid obecného vzorce XVII

HO-CO-(CH2)m-CH-(CHz)n-CO-NH-(CH2)p-CH-(CH2) q-0-{C0O)»-(CH2)g-¥W

i I

NHR! NHR<
(XVII)
kde W, R, R, m, n, p, 9, r a s maji shora vedeny vyznanm,

ve enentiomerni &isté formé nebo ve formé smési stereoisomerd.

37. Farmaceuticky prostredek, v ¥y = n a

(o8
c
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ol
0
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t i m , Ze obsahuje jako u&innou 14tku alespofi jednu slou&eni -
nu podle naroku 1 obecného vzorce I ve form& racemické nebo
opticky aktivni, ve formé& &istych diastereomerl nebo ve formé&
smési, ve form& neutrdlni nebo s nabojem spolu nebo ve smési
s inertnim excipientem nebo nosidem netoxickym a farmaceutic-

ky prijatelnym.

38, Farmaceut icky prostfedek podle naroku 37, v ¥y 2 n a -
Eu i i ¢ i s e t i m, Ze obsahuje jako u&innou latku a-
lespofi jednu =01 sloudeniny ocbecneho vzorce I s terapeuticky

p¥ijatelnou anorganickou nebo organickou =zasadou.

39. Farmaceuticky prostiedek podle narcku 37, v ¥y 2 n a -
Eu j i c¢i s e t i m, Ze obsahuje jako G&¢innou 1Atku a-
lespon jednu slou&eninu obecného vzorce I ve form& &istého
diastereomeru nebo ve formd sm&si spolu nebo ve smési s farma-

ceul icky pfijatelnym excipientem nebo nosiZen.

40, Sloudenina podle naroku 1 obecného vzorce I naroubova-
nd na antigen pro upravu imuniini odezvy a farmaceuticky pro-

stiredek, ktery takovy konjugat obsahuje.
41 . Slou&enina podle naroku 1 obecného vzorce I naroubova-

na na farmakofor pro zlepSovani terapeul ické u&innosti a/nebo

jejiho cileni a farmaceul icky prostredek, kltery takovou kompo-

——_

advokat y

=zici obsahuje.

3 OLECNA ADVOKATNI KANCELAR
VSETECKA ZELENY $VORGIK KALENSKY

A PARTNERI
120 00 Prana 2, Halkova 2
Ceska republiks
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