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Slougenina, zplisob pripravy slougeniny, farmaceuticky prostfedek a zpusob léceni

rakoviny

Obiast techniky

Piedlozeny vynalez se tyka kahalalidovych sloucenin, zvlasté kahalalidu F a

pribuznych sloucenin a syntetického zpGsobu jejich pripravy.

Dosavadni stav techniky

Kahalalid F je biologicky aktivni cyklicky depsipeptid izolovany z mékkyse
s masitou nohou Elysia rufescens a jeho stravy, zelené fasy Bryopsis sp. Kahalalid F
byl poprvé izolovan Hamannem a Scheuerem, viz Hamann, M. T ; Scheuer, P.J. J. Am.
Chem. Soc. 1993, 115, 5825-5826. V této publikaci nebyla uréena absolutni
stereochemie jednotlivych valinii (3 D-Val a 2 L-Val) a threonin( (L-Thr a D-allo-Thr).
V pozd&jsi publikaci Scheuer a kol. (Goetz, G.; Yoshida, W. Y. Scheuer, P. J.
Tetrahedron 1999, 55, 7739-7746) stanovili v molekule pozici 5 Val a 2 Thr.

Tedy struktura kahalalidu F podle prace Scheuer a kol. byla:
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Mezitim jednotlivé pozice 5-Val a 2-Thr stanovil také prof. Reinhart (K. L.
Rinehart, osobni sdéleni). Zatimco jeho stanoveni pro 2 Thr a 3 Val souhlasi se
stanovenim prof. Scheuera, pro posledni 2 Val zde existuje rozpor. Tedy v Rinehartové
stanoveni jsou dva po sobé nasledujici Val v postrannim fetézci orientovany opacné a

struktura je vyjadiena obecnym vzorcem I
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Nyni je pfijimano, a v tomto textu opét demonstrovano, Ze spravny vzorec pro
kahalalid F je obecny vzorec I.

Jedna se o slozitou strukturu, ktera obsahuje 6 aminokyselin v cyklické Casti a
mimo tuto cyklickou &ast Fetézec sedmi aminokyselin zakonceny acylovou skupinou.
Kahalalid F (obecny vzorec |) je vyjimené uginné a vzacné protinadorové cinidlo
morského plvodu, jenZe nedostatek odpovidajiciho mnoZstvi brzdi plany klinickych
pokusu.

Jsou znamy jiné kahalalidové slougeniny, napfiklad odkazujeme na préci
Hamann, M. T. a kol., J. Org. Chem., 1996, ,Kahalalidy: Biologicky aktivni peptidy
z morského mékkyse Elysia rufescens a z jeho stravy — fasy Bryopsis sp., sv. 61, str.
6594-6660. Stejné jako pro kahalalid F, tento ¢lanek podava rovnéz strukturu
kahalalidu A a E. Kahalalid K byl popsan v J. Nat. Prod. 1999, 62, 1192 a kahalalid O
byl popsan v J. Nat. Prod. 2000, 63, 152.

Struktura téchto daldich kahalalidovych sloucenin je uvedena v nasledujicich

obecnych vzorcich 1 az 11:
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Cyklické kahalalidy obsahuji aminokyselinovy kruh a postranni fetézec, ktery je
zakoncen acylovou skupinou.

Kahalalidy maji Fadu biologickych aktivit, z nichz vyznacné jsou protinadorova a

protituberkul6ézni aktivita.

Podstata vynalezu

Predlozeny vynalez poskytuje napodobeniny prirozenych kahalalidd. SlouCeniny
. se mohou odli$ovat v jedné nebo vice aminokyselinach a v jedné nebo vice slozkach
postranniho acylového fetézce.

Vhodné napodobeniny, které jsou predmétem tohoto vynalezu, maji alespon
jeden z nasledujicich rysd, kterymi se odlisuji od pavodniho pfirodniho kahalalidu:

1 az 7, pfipadné 1 az 3, piipadné 1 nebo 2, pfipadné 1 aminokyselina, ktera se
li§i od aminokyseliny plvodniho kahalalidy;

1 az 10, pfipadné 1 aZ 6, pfipadné 1 az 3, pfipadné 1 nebo 2 dalsi methylenové
skupiny v acylové skupiné postranniho retézce pivodni slouCeniny;

1 az 10, pripadné 1 aZ 6, pripadné 1 az 3, piipadné 1 nebo 2 vynechane
methylenové skupiny v acylové skupiné postranniho fetézce plvodni slouceniny;

1 az 6, pfipadné 1 nebo 3 substituenty pfidané nebo vynechané z acylové
skupiny postranniho retézce ptvodni slouéeniny.

U cyklickych kahalalidd se mlze pfidani nebo vynechani aminokyseliny
uskutecnit v kruhovém cyklu nebo v postrannim Fetézci.

Pfiklady predioZzeného vynéalezu jsou slouceniny podobné kahalalidu F, ktere

maji obecny vzorec |I:
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kde Aaa;, Aaa,, Aaas;, Aaa, Aaas a Aaa; jsou, pokud vyhovuji, nezavisle na sobé a-
aminokyseliny L a D konfigurace, R;, Ry, Rs, R4, Rs, Re, Ry jsou nezavisle na sobé H
nebo organicka skupina vybrana ze skupiny zahrnujici alkylovou skupinu, arylovou
skupinu, arylalkylovou skupinu a jejich derivaty substituované hydroxylovou skupinou,
merkaptoskupinou, aminoskupinou, guanidinovou skupinou, halogenovou skupinou; X4
je nezavisle O, S nebo N; R; je, pokud vyhovuje, nezévisle H nebo organicka skupina
vybrana ze skupiny zahrnujici alkylovou skupinu a arylalkylovou skupinu; Aaas je,
pokud vyhovuje, nezévisle aminokyselina L nebo D konfigurace; kde X; je nezavisle
organicka skupina vybrana ze skupiny zahrnujici alkenyl, alkylovou skupinu, arylovou
skupinu, arylalkylovou skupinu a jejich derivaty substituované hydroxylovou skupinou,
merkaptoskupinou, nezavisle H nebo organicka skupina vybrana ze skupiny zahrnujici
alkylovou skupinu, arylovou skupinu, arylalkylovou skupinu a jejich derivaty
substituované  hydroxylovou  skupinou,  merkaptoskupinou,  aminoskupinou,

guanidinovou skupinou, halogenovou skupinou; a Rs ma nezavisle nasledujici obecné
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vzorce lll, 1V nebo V:
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kde R, Rio a Ry; jsou nezavisle na sobé H nebo organicka skupina vybrana ze skupiny
zahrnujici alkylovou skupinu, arylovou skupinu, arylalkylovou skupinu a jejich derivaty
substituované  hydroxylovou  skupinou,  merkaptoskupinou,  aminoskupinou,
guanidinovou skupinou, karboxylovou skupinou, karboxyamidovou skupinou,
halogenovou skupinou; Ry @ Ry mohou tvofit éast téhoz cyklu; Re muze zaujimat
S nebo R konfiguraci vzhledem k uhliku, ke kterému je pfipojen; a n je 0 az 6. Definice
aminokyselin se také mohou ménit a dovolit prolin a analogické aminokyseliny vcetné
hydroxyprolinu. Obecné vzorce W, IV a Vmohou byt vzdjemné promichany a
znazornovat postranni fetézce vytvorené z opakujicich se jednotek, uvedenych ve vice
nez jednom z téchto obecnych vzorcd.

V modifikaci je jedna nebo vice aminokyselin Aaa-6 a Aaa-5 z SestiCetného
aminokyselinového kruhu vynechano nebo je pridana aminokyselina Aaa-7 mezi Aaa-6
a Aaa-1, aby bylo dosazeno kruh(, které jsou sloZeny ze Ctyf, péti nebo sedmi
aminokyselin. Vyhodné je, kdyz je kruh slozen ze Sesti aminokyselin.

PredloZeny vynalez je dale zaméfen na synteticky postup pfipravy kahalalidu F
a podobnych sloucenin.

Vyhodna provedeni

Vyhodné slougeniny jsou podobné kahalalidu F (obecny vzorec 1), kde
v obecném vzorci Il Aaa-1 je D-allo-Thr (X; = O, Ry = CHs), Aaa-2 je D-allo-lle (R = 1-
-methylpropyl), Aaa-3 je D-Val (R, = isopropyl), Aaa-4 je Phe (Rs = benzyl), Aaa-5 je Z-
-Dhb (X, = C=CHCHs; v Z konfiguraci), Aaa-6 je L-Val (Re = isopropyl), Aaa-7 je D-allo-



-lle (R; = 1-methylpropyl) a Rs obsahuje hexapeptidovy derivat nasledujiciho obecného
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Dalsi vyhodné slouceniny jsou analogicky podobné ostatnim kahalalidim a maji
aminokyseliny a postranni fetézce s témito slouceninami spolec¢né. Odvolavame se na
zndmé struktury kahalalidd. Vyhodna je takové slou¢enina tohoto vynalezu, ktera
napodobuje pfirozeny kahalalid, pficemz je na jednom nebo vice mistech molekuly
modifikovana, je do ni néco vioZzeno nebo néco odstranéno.

Zvlasté vyhodné jsou slouceniny, které maji aminokyseliny jako jsou v prirodni
cyklické kahalalidové slouceniné ale lisi se postrannim fetézcem, zvlasté v acylové
gasti. Takové odchylky mohou zahrnovat vice nebo méné methylenovych skupin,
v typickém pfipadé nejvyse zménu ve dvou methylenovych skupinach a vice nebo
méné substituenttl, jmenovité pidani halogenu jako jsou fluorové substituenty.

Zde pouzivany termin ,organickd skupina“ oznacuje uhlovodikovou skupinu,
kterd je klasifikovana jako alifaticka skupina, cyklickd skupina nebo kombinace
alifatické a cyklické skupiny (napf. arylalkylové skupiny). V kontextu predlozeného

vynalezu termin ,alifatickd skupina“ oznaCuje nasyceny nebo nenasyceny, linearni



nebo rozvétveny uhlovodik. Tento termin zahrnuje napiiklad alkylové, alkenylové a
alkinylové skupiny.

Termin ,alkylovd skupina* oznaluje nasycenou linearni nebo rozvétvenou
uhlovodikovou skupinu, které zahrnuji napfiklad methyl, ethyl, isopropyl, isobutyl, t-
buty!, heptyl, dodecyl, oktadecyl, amyl, 2-ethylhexyl, 2-methylbutyl, 5-methylhexyl, S-
methyl-3-decyl a podobné, zvlasté alkylové skupiny, které maji jednu postranni
methylovou skupinu. Vhodna alkylova skupina je dlouhda a ma 1 az 20 uhlikovych
atomt, vyhodnéji 1 az 15 nebo 1 az 10 uhlikovych atom(, nebo mlze byt kratka a ma 1
az 6 nebo 1 az 3 uhlikové atomy. Je vhodné, kdyz skupina Ryy ma dlouhy uhlikovy
fetézec a obecné véechny ostatni alkylové skupiny jsou s vyhodou kratké.

Termin ,alkenylova skupina‘ oznauje nenasycenou linedrni nebo rozvétvenou
uhlovodikovou skupinu s jednou nebo vice dvojnymi vazbami uhlik-uhlik, jako je
napiiklad vinylova skupina. Vhodna alkenylova skupina ma 2 aZ 8 nebo 2 az 4 uhlikové
atomy.

Termin ,alkinylova skupina“ oznaguje nenasycenou linedrni nebo rozvétvenou
uhlovodikovou skupinu s jednou nebo vice trojnymi vazbami uhlik-uhlik. Vhodna
alkinylova skupina ma 2 az 8 nebo 2 az 4 uhlikové atomy.

Termin ,cyklicka skupina“ oznacuje uhlovodikovou skupinu s uzavienym cyklem,
ktera je klasifikovana jako alicyklicka skupina, aromaticka skupina nebo heterocyklicka
skupina. Termin ,alicyklicka skupina“ oznacuje cyklickou uhlovodikovou skupinu, ktera
se svymi viastnostmi podobé alifatickym skupinam a je vhodné, kdyz ma jeden nebo
dva cykly se 4 az 10 uhlikovymi atomy. Termin _aromatickéd skupina“ nebo ,arylova
skupina“ oznaduje aromatickou uhlovodikovou s jednim nebo mnoha cykly, a je
vhodné, kdyz ma jeden nebo dva cykly se 5 az 10 uhlikovymi atomy. Termin
. heterocyklicka skupina“ oznaduje uzavieny kruhovy uhlovodik, ve kterém na misté
jednoho nebo vice uhlikovych atomi v kruhu je jiny prvek nez uhlik (napf. 1 az 3 nebo
- vice atom@ dusikuy, kysliku, siry atd.), a je vhodné, kdyZ mé jeden nebo dva cykly, ve
kterych jsou umistény 4 az 10 atomy.

V této technické oblasti se ma za to, Zze velky rozsah substituce je nejen
tolerovan, ale Zasto je i vhodny. U slougenin pfedlozeného vynalezu je substituce
predpokiadana. Pro zjednoduseni diskuse a zavedeni urdité terminologie pouzivane
vtéto prihlasce, jsou terminy ,skupina“ a ,slozka" pouzivany pro rozliseni mezi

chemickymi druhy, které umozAuji substituci nebo které mohou byt substituovany a
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témi, které ji neumoznuji nebo nemohou byt takto substituovany. Tedy kdyz je pro
chemicky substituent pouzit termin  skupina“, popisovana chemicka latka obsahuje
napfiklad v fetézci nesubstituovanou skupinu a skupinu s atomy O, N nebo S, rovnéz
tak karbonylovou skupinu nebo jiné bézné substituenty. Kdyz je pro popis chemické
slouceniny nebo substituentu pouzit termin ,slozka“, znamena to, Zze se pocita pouze
s nesubstituovanymi chemickymi latkami. Napfiklad vyrazem ,alkylova skupina“ je
oznacovana nikoli pouze Cisty otevieny fetézec nasycenych uhlayodikovych alkylovych
substituentd jako jsou methyl, ethyl, isopropyl, isobutyl, t-butyl a podobné, ale také
alkylové substituenty nesouci na sobé dalsi substituenty znamé v oboru, jako jsou
hydroxylova skupina, alkoxylova skupina, aminoskupina, karboxylova skupina,
karboxyamidova skupina, halogenové atomy, kyanoskupina, nitroskupina,
alkylsulfonylova skupin atd. Tedy ,alkylova skupina“ zahrnuje éterové skupiny,
halogenované alkyly, alkoholy, thioly, karboxyly, aminy, hydroxyalkyly, sulfoalkyly atd.
Obycejné je davana prednost halogenovanym alkylovym skupinam. Na druhé strané
vyraz ,alkylova slozka“ je omezen pouze na zabudovani Cistého otevieného retézce
nasyceného uhlovodikového alkylového substituentu jako je methyl, ethyl, propyl,
isobutyl a podobné.

Ve zviasté vyhodném provedeni tohoto vynalezu poskytujeme slouceninu

obecného vzorce A:

R——CO—N——Aa'—C——N Aa?——C——N——A2"

X : c=—=0 (A)

o=—==C N

I

Az® ;,-—!l Aa® —N——C—Aa*

kde kazdy z Aa' az Aa® se sousednim —N- respektive -CO- predstavuje a nebo
B aminokyselinu, s vyhodou a aminokyselinu, X je vazebna skupina Aa', s vyhodou
vybrana z aminoskupiny, hydroxylové skupiny nebo thiolové skupiny, vyhodnéjsi je
hydroxylova skupina, a R je skupina voliteiné zahmujici jednu nebo vice a nebo B

aminokyselin, svyhodou a aminokyselin. Ve varianté nemusi byt ~CO-Aa°~-N-
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pritomno, je mozno aby chybélo také —~CO-Aa’-N- nebo jinou moznosti je, Ze je mezi
Aa® a Aa' viozeno —-CO-Aa’—N-.

Aminokyseliny mohou mit L nebo D konfiguraci. Je vyhodné, kdyz je konfigurace
stejnd jako u odpovidajici aminokyseliny v kahalalidové slou¢ening, zviasté
v kahalalidu F. Jedna nebo vice Aa' az Aa® s vyhodou odpovida aminokyselingé na
stejné pozici v pfirodnim kahalalidu nebo vjeho obdobé. Ve zviasté vyhodném
provedeni je kazda aminokyselina stejna jako v kahalalidu F. Tedy vyhodné jsou jako
Aa' D-allo-Thr, jako Aa? D-allo-lle, jako Aa® D-Val, jako Aa* Phe, jako Aa® Z-Dhb, jako
A2° L-Val.

Kdyz jsou pouzivany slouceniny obdobné, pak vhodné jsou takové, které maji
nahrazeny aminokyseliny a nahrada je provedena s ohledem na strukturu pfislusnych
aminokyselin v pfirodnim kahalalidu, jako je kahalalid F. Nahrazkami threoninu jsou
serin a jeho homology a rovnéz cystein a jeho homology. Nahrazkami isoleucinu jsou
jiné aminokyseliny s nepolarnimi skupinami, jako jsou alanin, valin, leucin a prolin, a
rovnéz jejich analogy a homology. V tomto ohledu vyskyt atom( dusiku —N— v obecném
vzorci A nevyluéuje moznost tvorby kruhu, tak jako ktomu dochazi s prolinem.
Nahrazkami valinu jsou isoleucin a jiné aminokyseliny s nepolarnimi skupinami, véetné
jejich analogli a homolog. Nahrazkami fenylalaninu jsou tryptofan a tyrozin.
Nahrazkami Dhb jsou jiné aminokyseliny s takovym alkenylidenovym substituentem,
véetné aminokyselin s C3 nebo del§imi postrannimi fetézci a rovnéz jejich analogy a
homology.

Aa' ma s vyhodou obecny vzorec:

kde RAa, je postranni fetézec, obsahujici vazebnou skupinu X. Pfiklady postrannich
fetézcu jsou alkyl, aryl a arylalkyl, predev$im alkyl, typicky alkyl s 1 az 4, hlavné se 2
uhlikovymi atomy. Vyhodny je rozvétveny alkyl. Je vhodné, kdyz vazebnou skupinou X

je kyslik, pfiemz je vyhodné, kdyz Aa' je odvozeno od threoninu, avSak mohou byt
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pouzity i jiné vazebné skupiny jako je sira nebo aminoskupina (nesubstituovana nebo
substituovana alkylem, arylem nebo arylalkylem). Je vhodné, kdyz skupina X je jedinou
polarni skupinou v Aa'. Aa' mGze byt racemickou smési, L nebo D, ale je vyhodné,
kdyz je v D konfiguraci.

Aa’ ma s vyhodou obecny vzorec:

kde RAa; je postranni fetézec jako je alkyl, aryl a arylalkyl, pfedevsim alkyl, typicky
alkyl s 1 az 5, hlavné se 3 uhlikovymi atomy. Vyhodny je rozvétveny alkyl, jako je v
isoleucinu. Je vhodné, kdyz v Aa’® nejsou polarni substituenty. Aa’ maze byt racemickou
smési, L nebo D, ale je vyhodné, kdyz je v D konfiguraci.

Aa’ ma s vyhodou obecny vzorec:

kde RAas; je postranni fetézec jako je alkyl, aryl a arylalkyl, pfedevSim alkyl, typicky
alkyl s 1 az 5, hlavné se 3 uhlikovymi atomy. Vyhodny je rozvétveny alkyl, jako je ve
valinu. Je vhodné, kdyZz v Aa’ nejsou polarni substituenty. Aa® miize byt racemickou
smési, L nebo D, ale je vyhodné, kdyz je v D konfiguraci.

Aa* ma s vyhodou obecny vzorec:

N J l
|
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kde RAa, je postranni fetézec jako je alkyl, aryl a arylalkyl, pfedevsim arylalkyl, typicky
arylalkyl s 7 az 10, hlavné se 7 uhlikovymi atomy. Vyhodny je benzyl, jako je ve
fenylalaninu. Je vhodné, kdyz v Aa® nejsou polarni substituenty. Aa‘ mize byt
racemickou smési, L nebo D, ale je vyhodné, kdyZ je v L konfiguraci.

Aa® ma s vyhodou obecny vzorec:

ﬁ

RAas,”  RAag

kde kazdy z RAas, a RAas, je vybran ze skupiny zahrnujici vodik nebo postranni
fetézce jako je alkyl, aryl a arylalkyl, predevsim alkyl, typicky alkyl s 1 az 4, hlavné s 1
uhlikovym atomem. S vyhodou je RAas, vodik vytvarejici Z konfiguraci, jako je napfiklad
ve vyhodné kyseliné a,b-didehydro-a-aminoméselna. Je vhodné, kdyz v Aa’ nejsou
polarni substituenty. Aa’ mlze byt racemickou smési, L nebo D, ale je vyhodné, kdyz je
v L konfiguraci.

Aa® ma s vyhodou obecny vzorec:

kde RAas je postranni fetézec jako je alkyl, aryl a arylalkyl, pfedevSim alkyl, typicky
alkyl s 1 az 5, hlavné se 3 uhlikovymi atomy. Vyhodny je rozvétveny alkyl, jako je ve
valinu. Je vhodné, kdyz v Aa® nejsou polarni substituenty. Aa® mGze byt racemickou
smési, L nebo D, ale je vyhodné, kdyz je v L konfiguraci.

Aminokyseliny Aa' az Aa’ mohou byt takové, jak jsou definovany pro skupiny
Aaa-1 az Aaa-7 v obecném vzorci Il.

S vyhodou postranni fetézec obsahuje 5-MeHex-D-Val-L-Thr-L-Val-D-Val-D-Pro-

L-Orn-D-allo-lle, nebo jeho obdobu, véetné analogd a homologli. Priklady obdobnych
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Fetézcl zahrnuji takové, které maji obecny vzorec (R")m-(aminokyselina),-, kde m + n
nejsou nula, R' predstavuje koncovou skupinu, vyhodny je alkyl, alkenyl, alkinyl, aryl,
arylalkyl, heteroaryl, heteroalkyl, alicyklickou nebo jinou koncovou skupinu, a
-(aminokyselina),- predstavuje volitelny fetézec aminokyselin.

Je vhodné, kdyz koncova alkylové skupina ma 1 az 12 uhlikovych atomd,
vyhodnéjsi kdyz ma & az 10 uhlikovych atomll, mize byt substituovana a je vyhodné
kdyz je rozvétvena. Mezi piiklady patii butyl, pentyl, hexyl, heptyl, oktyl a dalsi alkyloveé
skupiny, obsahujici 1 nebo vice methyl nebo ethyll, nebo delSi postranni skupiny,
které s vyhodou obsahuji 1 a2 6 uhlikovych atom(, pfedev§im 5-methylhexyl a jiné
alkylové skupiny. které jsou rozvétvené na opacnem konci, nez je jejich pripojeni ke
zbytku molekuly. Mezi vhodné substituenty patii skupiny jako jsou halogenova,
hydroxylova, alkoxylovd, aminova, karboxylova, karboxyamidova, kyanova,
nitroskupina, alkylsulfonylova, alkoxylovd, alkoxyalkylova, arylalkylarylova, hetero-
cyklicka, alicyklicka, arylova, arylalkylova a dal$i skupiny, které jsou zde zmineny.
Pokud je to vhodné, mohou tyto substituenty nést dal$i substituenty, jako napfiklad
tolylovou skupinu. Halogenové substituenty jsou v sou¢asné dobé nejvice preferovany,
zvlasté 1 nebo vice, jako napfiklad 1 az 3 atomy fluoru. Dal$i koncové skupiny mohou
byt vybrany podle pouéeni v textu a zahrnuiji alicyklické, arylalkylove, arylové, hetero-
cyklické nebo jiné skupiny s moznymi 1 nebo vice substituenty, predevsim s 1 az 3.

Postranni fetézec R-CO-N- mlze na dusiku obsahovat vodik nebo substituent
jako je alkylova, arylova nebo arylalkylova skupina.

Vhodné obdoby postrannich fetézcll pouzivaji substituované aminokyseliny,
vybrané v souhlase s vy$e uvedenymi principy, pfi¢emz pro aminokyseliny v cyklické
¢asti molekuly jsou vybirdny alternativy isoleucinu, valinu a threoninu, a alternativy
ornitinu zahrnuji lyzin, histidin, arginin; alternativy prolinu zahrnuji alanin a jiné
nepolarni aminokyseliny jako jsou glycin, isoleucin a jiné, dfive zminéné aminokyseliny.
V typickém pfipadé ma fetézec R 0 az 10, vyhodnéji 4 az 8, jako napf. 5, 6 nebo 7,
zejména 7 aminokyselin. Tam kde je vice nez 7 aminokyselin, je vyhodné kdyz tyto
dodateéné aminokyseliny jsou pfirozené aminokyseliny, zviasté ty, které jsou zde
uvedeny.

Aminokyseliny mohou byt pouzity bud ve formé racemické smési nebo jako
forma L nebo D. Kdyz se aminokyseliny vyskytuji v postrannim fetézci R je vyhodné,

kdyZz se jedna nebo vice z nich vyskytuje ve stejné konfiguraci, jako v pfirozeném
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postrannim fetézci. Pocéitano od cyklického hexapeptidu, aminokyselinové zbytky jsou
v konfiguraci DLDDLLD. Je vhodné, kdyz koncova alkylova skupina ma 1 az 12
uhlikovych atomd, vyhodnéji 4 az 10 uhlikovych atomt, mohou byt substituovany a je
vyhodné, kdyz jsou rozvétvené. Mezi vhodné substituenty patfi skupiny jako jsou
halogen, hydroxylova, alkoxylova, aminova, karboxylovd, karboxyamidova, kyanova,
nitroskupina, alkylsulfonylova a dal$i skupiny, které jsou zde zminény. Halogenove
substituenty jsou v souasné dobé nejvice preferovany.

Obecnéji maze byt postranni fetézec R-CO-N- ve slouCeninach obecného
vzorce Il definovan jako postranni retézec Rs-NH-CHR;-CO-NH-, véetné sloucenin
obsahujicich smési aminokyselin, které jsou definované v obecnych vzorcich Ili, IV a V.

Trebaze vyhodné rysy byly popsany odkazem na kahalalid F, tato pfihlaska
poskytuje jiné vyhodné slouceniny, které jsou pfedmétem tohoto vynalezu, a jsou to
podle stejnych principt navrhované napodobeniny jinych kahalalidi. Tudiz mohou byt
zménény aminokyseliny a postranni fetézce, s vyhodou ale tak, aby byla zachovana
hydrofilné-hydrofobni rovnovaha mezi polarnimi a nepolarnimi skupinami.

Slouceniny které jsou pfedmétem tohoto vynalezu, maji vyhodnou biologickou
aktivitu, mimo jiné protinadorovou aktivitu.

Piedlozeny vynalez tedy poskytuje zplsob léCeni jakéhokoli savce, véetné
¢lovéka, ktery je postizen rakovinou, kdy tento zplsob zahrnuje podani postizenému
jedinci terapeuticky G¢inného mnozstvi slouceniny, ktera je pfedmétem tohoto
vynalezu, nebo farmaceutického prostiedku, ktery ji obsahuje.

PfedloZzeny vynalez se také tyka farmaceutickych pfipravk(, které jako svou
aktivni slozku obsahuji slouc¢eninu nebo slouceniny, které jsou prfedmétem tohoto
vynalezu, a rovnéz postupy jejich piipravy.

Piiklady farmaceutickych prostredkl zahrnuji jakoukoli tuhou latku (tablety,
pilulky, kapsle, granule atd.) nebo tekutinu (roztoky, suspenze nebo emulze), kterd ma
vhodné sloZeni nebo oraini, mistni nebo parenteralni zpisob podavani, a mohou
obsahovat &istou slouéeninu nebo tuto slouceninu v kombinaci s jakymkoli nosi¢em
nebo farmakologicky aktivnimi slou¢eninami. Pokud jsou tyto prostiedky podavany
parenterainé, je potieba, aby byly steriini.

Podavani sloudenin nebo prostiedkl predloZzeného vynalezu mlze byt
provadéno jakymkoli vhodnym zplsobem, jako je intravendzni infize, oraini pripravky,

intraperitonedlni a intravenozni podavani. Pfednost je davana infiznim dobam az 24
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hodin, vyhodnéji 2 az 12 hodin a nejvyhodnéji 2 az 6 hodin. Zviaste Zadouci jsou kratké
infGzni doby, které umozfuji aby léceni bylo provedeno bez celonoéniho pobytu
v nemocnici. Avsak infuze mohou trvat, pokud je to vyzadovano, 12 az 24 hodin nebo
jesté déle. Infize mohou byt provedeny ve vhodnych intervalech, feknéme 2 az 4
tydn(i. Farmaceutické prostiedky obsahujici slouCeniny, které jsou predmétem tohoto
vynalezu, mohou byt dodavany lipozomem nebo zapouzdiené ve strukturach
nanometrovych rozmérli, formami trvalého uvolfiovani nebo jinymi standardnimi
zpUsoby podavani.

Spravné davkovani slou¢enin bude varirovat v zavislosti na urcitém pfipravku,
na zpGsobu aplikace, na poloze, na hostiteli a na léceném nadoru. V tvahu budou
brany i jiné faktory jako jsou vék, télesnd hmotnost, pohlavi, strava, doba podavani,
rychlost vyluCovani, stav hostitele, kombinace lékq, citlivost reakce a vaznost choroby.
Podavani méze byt v ramci maximainé povolené davky provadéno kontinuainé nebo
periodicky.

Slouceniny a prostfedky pfedlozeného vynalezu mohou byt pouzity s jinymi léky
a poskytnout tak kombinovanou terapii. Jine léky mohou tvofit soucast téhoz
prostfedku nebo mohou byt poskytovany jako oddéleny prostredek, podavany v téze
dobé& nebo v jiné dobé. Identita jiného léku neni nijak zvlasté omezena a mezi vhodné
kandidaty patri:

a) léky s antimitotickymi Uginky, specieiné ty, které jsou zameéreny na elementy
cytoskeletu, véetné modulatord mikrotubuld, jako jsou taxanové Iéky (jako je
taxol, paclitaxel, taxoter, dodetaxel), podofylotoxiny nebo alkaloidy z br&alu
(vincristin, vinblastin);

b) léky antimetabolity jako jsou 5-fluorouracil, cytarabin, gemcitabin, analogy
purinu, jako jsou pentostatin, methotrexat;

c) alkyladni ¢&inidla jako jsou dusikaté hofcicné slouceniny (jako jsou
cyklofosfamid nebo ifosfamid)

d) léky které cilené plsobi na DNA, jako jsou antracyklinové Iéky adriamycin,
doxorubicin, farmorubicin nebo epirubicin;

e) léky které cilené plsobi na topoisomerazy, jako je etoposid;

f) hormony, agonist¢é a antagoniste hormonli, jako jsou estrogeny,
antiestrogeny (tamoxifen a podobné slouceniny) a androgeny, flutamid,

leuprorelin, goserelin, cyprotron nebo oktreotid;
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g) léky které cilené plsobi na pfenos signélu v nadorovych bunkach, véetné
derivatl antibiotik jako je herceptin,

h) alkylaéni léky jako jsou léky obsahujici platinu (cis-platin, carbonplatin,
oxaliplatin, paraplatin) nebo nitrosomocoviny;

i) léky potencialné ovliviujici metastazy nadorl, jako jsou inhibitory
metaloproteinaz v cytoplazmé;

j) &inidla pro genovou terapii a antisense terapii;

K) protilatkova IéCiva;

) jiné biologicky aktivni slou¢eniny mofského plvodu, zejména ekteinascidiny
jako je ekteinascidin 743 nebo didemniny jako je aplidin;

m) analogy steroidll, zejména dexametazon;

n) protizanétlivé léky, zejména dexametazon; a

o) protidavivé Iéky, zejména dexametazon.

Predlozeny vynélez se také tyka téch sloucenin vynélezu, které se pouzivaji

v [é¢ebné metodé, a pouziti slouéenin pfi piipravé prostfedku pro Ié€eni rakoviny.

U sloudenin piedlozeného vyndlezu se také ocekava, ze budou mit

protituberkuldzni aktivitu.

Timto vynalezem je také poskytnut postup pro pfipravu sloucenin vynalezu,

véetné kahalalidu F, ktery obsahuje uzavieni kruhu mezi Aa; a Aa,. Bylo zjisténo, ze

uzavieni kruhu v této pozici umozni vynikajici postup. Ostatni modifikace, vcetné

vytvofeni nebo rozsifeni postranniho fetézce na Aa, a/nebo odstranéni chranicich

skupin a/nebo modifikovani substituenti na aminokyselinach, mohou byt provedeny

pred a/nebo po uzavieni kruhu.

Tedy proces mlze byt znédzornén nasledujicim schématem:
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kde R’ je skupina R-CO-N- nebo jeji prekurzor, a kde jedna nebo vice aminokyselin
miize obsahovat chranici skupiny, a kde —COOH na Aa’ a/nebo —NH, na Aa* mohou
byt volitelné chranény, aktivovany nebo derivovany. Takové postupy pro pouzivani
prekurzorll nebo chranicich skupin, pro aktivaci nebo derivovani jsou samy o sobé
zcela bézné a pro praktické provadéni tohoto postupu neni potfeba uvéadét dalsi
podrobnosti.

Postup, ktery je predmétem piedlozeného vynalezu, mize byt uskutecnén z
vychozich materialli rychlym zpGsobem za soucasné kontroly optickych izomerl a
sterického usporadani molekuly, pfi¢emZ se vyuziva vyhoda metody syntézy na pevné
fazi, kde je konstruovana molekula v prabéhu véech syntetickych operaci navazana na
nerozpustném podkladu. Tedy nadbytek reagencii a rozpustnych meziproduktda muze
byt odstranén jednoduse promyvanim komplexu molekula-pryskyfice pomoci vhodnych
rozpoustédel. Proto miize byt pouzit velky nadbytek rozpustnych reagencii, aby byla

béhem kratké doby posunuta reakéni rovnovaha ve sméru produktl, aby byla
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potladena racemizace (pokud o to jde) a jiné druhotné reakce. Tato metoda je také

pristupna pro automatizaci.
Vyhodné provedeni syntetického postupu, ktery je predmétem predlozeného
vynalezu, je nejlépe zndzornéno na schématu 1, které je zaméfeno na vytvoreni

slou¢enin obecného vzorce |l.
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Jak je uvedeno vy$e na schématu 1, vyhodny postup pro syntetickou pfipravu

kahalalidu F (obecny vzorec I), jeho derivatl a analogd, je zalozen na syntéze na

pevné fazi (viz napf. Lloyd-Williams P., a kol., Chemical Approaches to the Synthesis
of Peptides and Proteins, CRC Press, Boca Raton (FL), 1997.

Postup zndzornény na schématu 1 obsahuje tyto po sobé néasledujici kroky:

a)

b)

d)

pripojeni Fmoc-aminokyseliny (Aaas) k pevnému podkladu (napf. polystyren,
polyethylen naneseny na polystyrenu a podobné), ktery obsahuje velmi
kyselou nestalou skupinu nebo linker (napi. chlorotrityl, polyalkoxybenzyl a
podobné), a vytvori esterovou vazbu;

prodluzovéni peptidického Fetézce tfemi aminokyselinami (Aaa’, Aaa' a
Aaa’) pomoci postupu pouzivajicino Fmoc/tBu. Pro |, X; = OH a je vneseno
bez chranicich skupin. Pokud je X; = NH,, toto je vneseno s chranici
skupinou Alloc;

zabudovani (Aaas) pomoci postupu pouzivajiciho Fmoc/tBu;

prodlouzeni peptidického fetézce o zbyvajici aminokyseliny a Ry;-COOH az

Aaa; pomoci postupu pouzivajiciho Fmoc/tBu;

e-1) prodiouzeni peptidického retézce o 2 aminokyseliny [Aaas (OH,H),Aaa,] az

Aaag pomoci postupu pouzivajiciho Fmoc/tBu. Skupina OH, pfipojena

k Aaas neni chranéna;

e-2) dehydratovani na pevné fazi, ¢imz je ziskan peptid s Aaas;

nebo
e’-1) zabudovani dipeptidu Alloc-Aaas-Aaas-OH, ktery byl spojen a dehydratovan

f)

9)

h)
i)

v roztoku;
odstranéni skupiny Alloc z Aaa,, zatimco peptid je stale ukotven na pevném
podkladu;
uvolnéni peptidu s chranénym (pokud je chranéni pouZito) postrannim
retézcem z pevného podkladu;
cyklizace peptidu v roztoku:;
odstranéni skupin chranicich postranni fetézec, které jsou nestalé viéi TFA.

Je nutno si uvédomit, Ze urcity vybér chranicich skupin neni kriticky a Ze je

mozny Siroky vybér voleb. Napfiklad typ skupin Bzl mGze nahradit tBu/Boc; namisto

Fmoc ize pouzit Boc; namisto Alloc Ize pouzit Fmoc; namisto chiorotritylu Ize pouzit

Wangovu pryskyfrici.
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Podrobny popis vyhodnych provedeni postupu

Vyhodny postup pfediozeného vynélezu je znazornén na schématu 1. Jak je
tam ukazano a podrobnéji diskutovano v piikladech které nasledu;ji dale, tento postup
mlze byt proveden néasledujicim zpGsobem:

Fmoc-Aaa3-OH je s vyhodou pfipojena k pryskyfici chlorotrityl-polystyren, viz
Barlos, K; Gatos, D.; Schafer, W. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1991, 30, 590-593,
v piitomnosti DIEA, ktery udrzuje Uroven substituce pfiblizné na 0,15 az 0,5 mmol/g.
Pouziti vy$siho pinéni s sebou pfinasi v kone&ném produktu pfitomnost ukonéenych
peptidu, viz Chiva, C.; Vilaseca, M.; Giralt, E.; Albericio, F. J Pept. Sci. 1999, 5, 131-
140.

Odstranéni skupiny Fmoc bylo provedeno pomoci piperidinu-DMF (2:8, objem)
(1 x 1 minuta, 3 x 5 minut, 1 x 10 minut). Vazba Fmoc-, Aloc-Aaa-OH a R11-COOH (5
ekvivalentl) bylo provedeno pomoci HATU-DIEA, viz Carpino, L. A.; El-Faham, A
Minor, C. A.; Albericio, F. J. Chem. Soc. Chem. Commun. 1994, 201-203, (5:10) v DMF
po dobu 90 minut. Po spojeni byl proveden ninhydrinovy test a pokud byl pozitivni,
vazba byla a stejnych podminek opakovana, jinak bylo v postupu pokragovano.
Promyvani mezi deprotekénim, vazebnym a opét deprotekénim krokem bylo provedeno
pomoci DMF (5 x 0,5 minuty) a CH2CI2 (5 x 0,5 minuty), pfi¢emz pokazdé bylo pouzito
10 ml roztoku na gram pryskyfice.

Pripojeni Alloc-Aaa6-OH (7 ekvivalentl), kdy X1 = O, bylo provedeno pomoci
ekvimolarniho mnozstvi DIPCDI a 0,7 ekvivalentu DMAP po dobu 2 hodin. Toto
pfipojovani bylo dvakrat opakovano.

Odstranéni skupiny Alloc bylo provedeno pomoci Pd(PPh3)4 (0,1 ekvivalentu)
v pfitomnosti PhSiHs (10 ekvivalent(l) pod argonovou atmosférou, viz Gémez,-Martinez,
P., Thieriet, N.; Albericio, F.; Guibé, F. J. Chem. Soc. Perkin | 1999, 2871-2874.

Dehydratace byla provedena na pevné fazi pomoci EDC (ve vodé rozpustny
karbodiimid, 100 ekvivalentd) v pfitomnosti CuCl (60 ekvivalentd) v CH,Cl,-DMF (10:2)
po dobu 6 dni. Fukase, K.; Kitazawa, M.; Sano, A.; Shimbo, K.; Horimoto, S.; Kubo, A.;
Wakamiya, T.; Shibe, A. Bull. Chem. Soc. Jpn. 1992, 65,2227-2240.

Dipeptid Alloc-Aaas-Aaas-OH (5 ekvivalent(l), ktery byl pfipraven v roztoku
z Alloc-Aaa,-OH a H-Aaas(OH, H)-OfBu s EDC a poté dehydratovan a opracovan TFA,
byl spojen s HATU-DIEA (5:10) po dobu 16 hodin a je$té opakovano po dobu 3 hodin.
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Pouziti jinych vazebnych reagencii zalozenych na HOBY, jako je HBTU nebo DIPCDI-
HOBE, vedlo k netplnym inkorporacim dipeptidu.

Odstepovani chranéného peptidu z pryskyfice bylo provedeno pomoci TFA-
CH_Cl> (1:99) (5 x 30 sekund).

CyklizaCni krok byl proveden pomoci DIPCDI-HOBt (3:3 ekviv.) v CH,Cl,-DMF
po dobu 2 hodin. Také mohou byt pouzity jiné metody, jako je napriklad PyBOP/DIEA
(3:6 ekviv.) v DMF.

Zaveretneé odstranéni chranicich skupin bylo provedeno pomoci TFA-H,0 (95:5)

po dobu 1 hodiny.

Priklady provedeni vynalezu

Zkratky

Zkratky pouzivané pro aminokyseliny a oznacovani peptidi odpovidaji pravidlim
IUPAC-IUB komise pro biochemické nazvoslovi, viz J. Biol. Chem. 1972, 247, 977-983.
Jsou pouzity nasledujici dalsi zkratky: 4-AcBut-OH, 4 kyselina acetoxyméselna;
AcButBut.OH, kyselina 4-(4-acetoxybutanoyloxy)maselna; ACH, kyselina a-kyano-4-
-hydroxyskoficova; Alloc, allyloxykarbonyl; Boc, terc-butyloxykarbonyl; t-Bu, terc-butyi;
But-OH, kyselina méaselna; CI-TrtCl-pryskyfice, 2-chlorotritylchloridova pryskyfice; Dap,
kyselina  2,3-diaminopropionova;  4-DiMeABut-OH, kyselina  N,N-dimethyl-4-
-aminomaselnd; 3-DiMeBut-OH, kyselina 3,3-dimethylmaselnd; DHB, kyselina 2,5-
-dihydroxybenzoova, Z-Dhb, kyselina a,b-didehydro-a-aminomaseina; DIEA, N,N-
-diisopropylethylamin; DMF, N,N-dimethyiformamid; EDC, 1-ethyl-3-(3"-dimethylamino-
propyl)karbodiimid hydrochlorid; Etg, ethylglycin; ESMS, elektrosprejova hmotnostni
spektrometrie; FABMS, hmotnostni spekirometrie pomoci bombardovani rychlymi
atomy; Fmoc, 9-fluorenyimethoxykarbonyl, HATU, N-{(dimethylamino)-1H-1,2,3-
-triazolo-[4,5-b]pyridin-1-yl-methylen]-N-methylmethanaminium hexafluorofosforeénan
N-oxid; HBTU, N-[(1H-benzotriazol-1-yl)](dimethylamino)methylen]-N-methylmethan-
aminium hexafluorofosfore¢nan N-oxid; 2-Hedo-OH, kyselina 2,4-hexadienova; Hep-
-OH, kyselina heptanova; HOAc, kyselina octova; HOAt, kyselina 1-hydroxy-7-
-azabenzotriazol(3hydroxy-3H-1,2,3-triazol-[4,5-b]pyridin); HOBt, 1-hydroxybenzo-
triazol, IBut-OH, kyselina isomaselna; 3-MeBut-OH, kyselina 3-methylmaselna; 5-

-MeHex-OH, kyselina 5-methylhexanova; MeOH, methanol; 4-MePen.OH, kyselina 4-
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-methylpentanova; NMM, N-methylmorfolin; 4-HOBuUt, kyselina 4-hydroxymaselna; (b-
-OH)Phe-OH, b-hydroxyfenylalanin; Lit-OH, kyselina lithocholova; Pal, kyselina
palmitova; Phe-OH, a,b-didehydrofenylalanin; PyAOP, 7-azabenzotriazol-1-yl-N-oxy-
-tris-(pyrrolidin)fosfonium hexafluorofosfore¢nan; PyBOP, benzotriazol-1-yl-N-oxy-tris-
~(pyrrolidin)fosfonium hexafluorofosforec¢nan; SPS, syntéza na pevné fazi; TFA,
kyselina trifluoroctova; Tico-OH, kyselina tetraikosanova. Pokud neni stanoveno jinak,
symboly aminokyselin oznaduji L konfiguraci.

Obecné postupy. CI-TrtCl-pryskyfice, aminokyselinové derivaty chranéné Fmoc,
HOBt, PyBOP, HATU byly od PerSeptive Biosystems (Framingham, MA), Bachem
(Bubendorf, Switzerland), NovaBiochem (Laufenfingen, Switzerland). Alloc-
-aminokyseliny byly pfipraveny v podstaté tak, jak je popsano Danglesem a kol., viz
Dangles, O.; Guibé, F.; Balavoine, G.; Lavielle, S.; Marquet, A. J Org. Chem. 1987, 52,
4984-4993, a 5-MeHex-OH pomoci syntézy pies kyselinu malonovou. DIEA, DIPCDI,
EDC, piperidin, TFA byly od Aldrich (Milwaukee, WI). DMF a CH,Cl, byly od SDS
(Peypin, Francie). Acetonitril (pro HPLC) byl od Scharlau (Barcelona, Spanélsko).
Vsechny komercni reagencie a rozpoustédla byly pouzity tak, jak byly obdrzeny,
s vyjimkou DMF a CH.Cl,, které byly probublany dusikem, aby byly odstranény tékavé
kontaminujici latky (DMF) a uloZeny nad aktivovanym molekularnim sitem 0,4 nm
(Merck, Darmstadt, Némecko) (DMF) nebo CaCl, (CH.Cl,). Extrakty organickych
roztokl byly suSeny nad bezvodym MgSO4, a poté nasledovalo odstranéni
rozpoustédla za snizeného tlaku a teploty <40 °C.

Syntéza na pevné fazi byla provedena v polypropylenovych injekénich
stiikaCkach (20, 10 ml), ukongenych poréznim polypropylenovym diskem.
Rozpousteédla a rozpustné reagencie byly odstrafiovany odsavanim. Odstranéni
skupiny Fmoc bylo provedeno pomoci piperidinu-DMF (2:8 objem) (1 x 1 minuta, 3 x 5
minut, 1 x 10 minut). Promyvani mezi odstrafovanim chranicich skupin, pfipojovanim a
opétnymi kroky odstrafiovani chranicich skupin byly provedeny pomoci DMF (5 x 0,5
minuty) a CH,Cl, (5 x 0,5 minuty), pokazdé bylo pouzito 10 ml rozpoustédla na gram
pryskyfice. Peptidova syntéza a promyvani byly provadény pri teploté 25 °C. Syntézy
provadéné na pevné fazi byly kontrolovany pomoci HPLC alikvotu (pfiblizné 10 mg)
meziproduktu, ziskanych po od$tépeni smési TFA-H,O (9:1) po dobu 60 minut z

peptidyl-pryskyfice. Sloupce pro HPLC [Kromasil Cq4g (podminky A az F) /C4
(podminky G,H)], sloupec pro reverzni fazi (byly od 4.6 x 250 mm, 10 mm) byly od Akzo
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Nobel (Bohum, Sweden). Analytical HPLC byla provedena na zafizeni Shimadzu
obsahujicim dvé pumpy pro podavani roztoki (model LC-6A), automaticky injektor
(model SIL-6B), detektor proménlivych vinovych délek (model SPD-6A), kontrolni
jednotku systému (model SCL-6B) a soufadnicovy zapisovaé (model C-R6A). Detekce
UV byla provadéna pfi 220 nm, a linearni gradienty od CHsCN (+0,036% TFA) do H,0
(+0,045% TFA) byly provadény pfi rychlosti pratoku 1,0 mi/min od: (podminky A)1.9az
10:0 po dobu 30 min; (podminky B) 3:7 az 10:0 po dobu 30 min; (podminky C) 1:19 az
19:1 po dobu 30 min; (podminky D) 45:55 az 90:10 po dobu 30 min; (podminky E)
45:55 az 6:4 po dobu 30 min; (podminky F) izokraticky 1:1; (podminky G) 3:7 a2 1:0 po
dobu 30 min; (podminky H) 1:1 az 1:0 po dobu 30 min.

MALDI-TOF- a ES-MS analyzy peptidovych vzork(l byly provedeny v zafizeni
PerSeptive Biosystems Voyager DE RP, za pouziti matric CHCA nebo DHB, a v
spektrometru Micromass VG-quattro. Vzorky peptid-pryskyfice byly hydrolyzovany v 12
N vodném roztoku HCl-kyselina propionova (1:1) pii teploté 155 °C po dobu 1 az 3
hodin a vzorky bez peptidu byly hydrolyzovany v 6 N vodném roztoku HCI pii teploté
155 °C po dobu 3 hodin. Nasledujici analyzy aminokyselin byly provedeny na
autoanalyzatoru Beclanan System 6300. 'H-NMR (500 MHz, 200 MHz) a *C-NMR (50
MHz) spektroskopie byly provedeny na zafizeni Bruker DMX-500 (11,7 T) a Varian
Gemini 200 (4,7 T). Chemické posuny (d) jsou vyjadfeny jako pocet &asti z miliénu ve
sméru odpovidajicimu snizovani sily pole TMS. Vazebné konstanty jsou vyjadreny

v hertzech.

Kahalalid F (1)
Piiklad 1: H-D-Val-O-TrtC1-pryskyfice

CI-TrtC1-pryskyfice (1 g, 1,35 mmollg) byla umisténa do 20 ml
polypropylenovych injekénich stiikacek, ukoncenych poréznim polypropylenovym
filtracnim diskem. Pryskyfice byla potom promyta CH,Cl, (5 x 0,5 min.) a byl pfidan
roztok Fmoc-D-Val-OH (92 mg, 0,27 mmol, 0,2 ekvivalentu) a DIEA (471 ml, 2,7 mmol,
2 ekvivaienty) v CH,Cl, (2,5 ml) a smés byla michana po dobu 1 hodiny. Reakce byla
ukonCena pfidanim MeOH (800 ml) a michanim po dobu 15 minut. Fmoc-D-Val-O-
-TrtCl-pryskyfice byla dale promyvéana nasledujicimi roztoky - CH,Cl, (3 x 0,5 min.),
DMF (3 x 0,5 min.), piperidin-CH,Cl,-DMF (1:9.5:9,5, 1 x 10 min.), piperidin-DMF (1:4,
1 x 15 min.), DMF (5 x 0,5 min.), isopropanol (2 x 1 min.), DMF (5 x 0,5 min.), MeOH (2
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x 1 min.) a susena ve vakuu. Uginnost vazby byla vypoctena na zakladé AAA (analyzy

aminokyselin) a byla 0,15 mmol/g.

Priklad 2: Fmoc-D-allo-lie-D-allo-Thr(Val-Alloc)-D-allo-lle-D-Val-O-TrtCl-pryskyfice
Fmoc-D-allo-lle-OH (265 mg, 0,75 mmol, 5 ekvivalent(t), Fmoc-D-allo-Thr-OH
(volna hydroxylova skupina) (256 mg, 0,75 mmol, 5 ekvivalent(l), a Fmoc-D-allo-lle-OH
(265 mg, 0,75 mmol, 5 ekvivalentil) bylo postupné pfidano k vyse ziskané H-D-Val-O-
-TrtCl-pryskyfici za pouziti HATU (285 mg, 0,75 mmol, 5 ekvivalentt) a DIEA (261ml,
1,5 mmol, 10 ekvivalentl) v DMF (2,5 ml). Ve vSech pfipadech byl po 90 minutach
vazebné reakce ninhydrinovy test negativni. Odstranéni skupiny Fmoc a promyvani
byly provedeny tak, jak je popsano v Obecnych postupech. Alloc-Val-OH (211 mg, 1,05
mmol, 7 ekvivalentd) bylo pfipojeno k DIPCDI (163 mg, 1,05 mmol, 7 ekvivalentd) v
pritomnosti DMAP (12,8 mg, 0,105 mmol, 0,7 ekvivalentu). Tato vazebné reakce byla
dvakrat za stejnych podminek opakovana. Na alikvot peptidyl-pryskyfice bylo plisobeno
TFA-H;0 (9:1) po dobu 60 minut a HPLC (podminky A, tr 25,9 min.) hrubého produktu

ziskaného po odpareni ukazala >98% ¢istotu. ESMS, vypoéteno pro CusHesNsOqy4,

849,5. Zjisténo: m/z 850,1 [M+H]*.

Priklad 3: 5-MeHex-D-Val-Thr(tBu)-Val-D-Val-D-Pro-Orn(Boc)-D-allo-lle-D-allo-Thr(Val-
-Alloc)-D-allo-lle-D-Val-O-TrtCl-pryskyfice

Skupina Fmoc byla odstranéna a k vyse uvedené peptidyl-pryskyfici (priklad 2)
byly postupné pridany Fmoc-Orn(Boc)-OH (341 mg, 0,75 mmol, 5 ekvivalent(:), Fmoc-
-D-Pro-OH (253 mg, 0,75 mmol, 5 ekvivalent(i), Fmoc-D-Val-OH (255 mg, 0,75 mmol, 5
ekvivalentd), Fmoc-Val-OH (255 mg, 0,75 mmol, 5 ekvivalentd), Fmoc-Thr(tBu)-OH
(298 mg, 0,75 mmol, 5 ekvivalentd), Fmoc-D-Val-OH (255 mg, 0,75 mmol, 5
ekvivalentt) a 5-MeHex-OH (98 mg, 0,75 mmol, 5 ekvivalent(l) za pouziti HATU (285
mg, 0,75 mmol, 5 ekvivalent() a DIEA (261ml, 1,5 mmol, 10 ekvivalenttl) v DMF (2,5
ml). Ve vSech pfipadech byly po 90 minutach vazebné reakce ninhydrinovy nebo
chloranilovy (po inkorporaci D-Val) testy negativni. Odstranéni skupiny Fmoc a
promyvani byly provedeny tak, jak je popsano v Obecnych postupech. Na alikvot
peptidyl-pryskyfice bylo plsobeno TFA-H,O (9:1) po dobu 60 minut a HPLC (podminky
A, tgr 17,2 min.) hrubého produktu ziskaného po odpafeni ukdzala >82% C¢istotu.

ESMS, vypocteno pro Ces Hitg N1z 047, 1348,9. Zjisténo: m/z 1350,0 [M+H].



27

Priklad 4. 5-MeHex-D-Val-Thr(tBu)-Val-D-Val-D-Pro-Orn(Boc)-D-allo-lie-D-allo-Thr-
~(Val-Thr-Phe-Alloc)-D-allo-lle- D-Val-O-TrtCl-pryskyfice

Skupina Alloc byla odstranéna pomoci Pd(PPhs)s (17,3 mg, 0,015 mmol, 0,1
ekvivalentu) v pfitomnosti PhSiH; (185 pl, 1,5 mmol, 10 ekvivalentt) pod argonovou
atmosférou. KvySe uvedené peptidyl-pryskyfici (pfikiad 3) byly postupné pridany
Fmoc-Thr-OH (volna hydroxylova skupina) (256 mg, 0,75 mmol, 5 ekvivalent() a Alloc-
-Phe-OH (187 mg, 0,75 mmol, 5 ekvivalent(l) za pouziti HATU (285 mg, 0,75 mmol, 5
ekvivalentt) a DIEA (261ml, 1,5 mmol, 10 ekvivalentd) v DMF (2,5 ml). Ve véech
pripadech byl po 90 minutach vazebné reakce ninhydrinovy test negativni. Odstranéni
skupiny Fmoc a promyvani byly provedeny tak, jak je popsano v Obecnych postupech.
Na alikvot peptidyl-pryskyfice bylo plisobeno TFA-H.O (9:1) po dobu 60 minut a HPLC
(podminky A, tg 17,8 min.) hrubého produktu ziskaného po odpareni ukazala >70%

Cistotu. ESMS, vypocteno pro CzoH152N14O20, 1597,0. Zjisténo: m/z 1598,2 [M+H]*.

Priklad 5: 5-MeHex-D-Val-Thr(tBu)-Val-D-Val-D-Pro-Orn(Boc)-D-allo-lle-D-allo-Thr(Val-
-Z-Dhb-Phe-H)-D-allo-lle-D-Val-O-TrtCl-pryskyfice (prostiednictvim dehydratace na
pevné fazi)

Na vySe uvedenou peptidyl-pryskyfici (pfiklad 4) bylo ptisobeno EDC (2,884, 15
mmol, 100 ekvivalentd), CuCl (891 mg, 9 mmol, 60 ekvivalentl) v CH,Cl,-DMF (10:2)
(12 ml) po dobu 6 dni. Po dikladném promyti DMF, CH.Cl, a DMF, byla skupina Alloc
odstranéna pomoci Pd(PPhs), (17,3 mg, 0,015 mmol, 0,1 ekvivalentu) v pritomnosti
PhSiHs (185 pl, 1,5 mmol, 10 ekvivalentd) pod argonovou atmosférou. Vysledna
ucinnost vazby byla vypoétena na zakladé AAA (analyzy aminokyselin) a byla 0,11
mmol/g (92 % celkoveho vytéZzku. Na alikvot peptidyl-pryskyfice bylo ptsobeno TFA-
H,O (9:1) po dobu 60 minut a HPLC (podminky A, tr 17,2 min.) hrubého produktu

ziskaného po odpafeni ukazala >70% cistotu. ESMS, vypoéteno pro CzsH126N14047,

1495,0. Zjisténo: m/z 1,496,0 [M+H]™*.

Priklad 6: 5-MeHex-D-Val-Thr(tBu)-Val-D-Val-D-Pro-Orn(Boc)-D-allo-lle-D-allo-Thr(Val-
-Z-Dhb-Phe-H)-D-allo-lle-D-Val-OH

Chranény peptid byl odstépen od pryskyfice (0,5 g, 55,9 pmol) pomoci smési
TFA-CH:Cl, (1:99) (5 x 30 s). Spojené fitraty byly odpareny do sucha a lyofilizovany a
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bylo ziskano 80,2 mg (48,5 pymol, 87% vytézek) slouceniny uvedené v nadpisu, ktery
vykazoval Cistotu >70%, jak bylo zjisténo pomoci HPLC (podminky B, tR 25.7 min.).

ESMS, vypocteno pro Cess Hisz Nis O1, 1651,1. Zjisténo: m/z 1652,3 [M+H]*.

Pfiklad 7: Kahalalid F (1)

Chraneény peptid byl (pfiklad 6) (40,0 mg, 24 umol) byl rozpustén v DMF (25 ml)
a byly pfidany pyBOP (37,8 mg, 73 pmol, 3 ekvivalenty) a DIEA (25 ml, 145 umol, 6
ekvivalentl). Smés byla ponechana michat po dobu 1 hodiny a potom bylo
rozpoustédio odstranéno odpafovanim za snizeného tlaku. Chranény peptid byl
rozpustén v TFA-H,O (19:1, 5 ml) a smés byla ponechana michat 1 hodinu.
Rozpoustedlo bylo odstranéno odparenim za snizeného tlaku a potom byla pfidana H,0
(5 ml) a provedena lyofilizace. Hruby produkt byl ¢istén pomoci chromatografie za
stredniho tlaku (Vydac Cis 15-20 ym, 30 nm, 240 x 24 mm), linearni gradient od 20%
do 60% acetonitrilu (+0,05% TFA) ve vodé (+0,05% TFA) po dobu 5 hodin (kazdého
rozpoustédia 300 ml), 120 mi/h, detekce pfi 220 nm, a byla tak ziskana slouéenina
uvedena v nadpisu (5,0 mg, 3,4 pmol, 14% vytézek). MALDI-TOF-MS, vypoéteno pro

C7sH12aN14O16, 1477,9. Zjisténo: m/z 1478,7 [M+H]*, 1500,6 [M+Na]*, 1516,5 (M+K]*.
Produkt byl eluovan pfi HPLC spole¢né [podminky D (tr 12,5 min.), E (tg 17,4 min.) a

F(tr 12,1 min.)] se vzorkem skutetného kahalalidu F. '"H-NMR (500 MHz, d°-DMSO)

spektrum slouceniny bylo identické s pfirodnim produktem (Udaje uvedené v tabulce 1).

Tabulka 1
zbytek N-H Ha HB jiny
(Z)-Dhb 9,69 (s) - 1634(q,J=7,0] 1,26 (d, J =7,5Hz, y-CHs)
Hz)
D-al.lo-lle | 8,82(d,J=10,0 | 4,31 1,73 1,31, 1,02, 0,77 (y-CH,, y-
1 Hz) CHs, 5-CHs)

L-Phe |8,79(d,J=55Hz)| 4,42 2,93 (m) 7,20 (1 H Ar, m)

7,28 (4H Ar, m)
D-al.lo- |8,56(d, J=80Hz)| 4,53 4,96 (m) 1,07 (8, J = 6,5 Hz, y-CH3)

Thr
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D-val3 |8,10(d, J=85Hz)| 4,26 1,94 0,86 (2 y-CH3)

L-Om [7,95(d, J=85Hz)| 449 | 1,48 (2H) 1,67 (y-CH,), 2,74 (bs, -
CH,), 7,69 (e-NH5")

D-al.lo-lle 7,90 (d) 4,37 1,69 1,30, 1,03, 0,77 (y-CH,, y-
2 CHs, 5-CHa)
D-Val 5 7,88 (d) 4,23 1,96 0,84 (2 y-CH,)

L-Thr  |{7,82(d, J=8,0Hz) | 426 3,97 (m) 4,88 (d, J = 5,0 Hz, OH),
0.98 (d, J = 6,5 Hz, y-CHs)

D-val2 [7,62(d, J=85Hz)| 4,46 217 0,77 (y-CH3), 062 (d, J =
7,0 Hz, y-CH,)
L-Val4 |7,57(d,J=85Hz)| 4,28 1,98 0,80 (2 y-CHs3)
L-val1 [6,76(d, J=9,0Hz)| 3,86 1,39 0.62 (d, J = 7,0 Hz, y-CHs5),
0,58 (d, J = 6,0 Hz, y-CHs)
D-Pro - 4,36 |2,03, 1,87, 1,79 (B-CH,, y-CH,), 3,76 (1H, m,
0-CH,), 3,53 (1H, m, -CH,)
5-MeHex - 2,13 | 1,47 (B-CHz, 8-CH), 1,11 (y-CH>), 0,82 (2 ¢-
(2H) CH,)

Pfiklad 7bis: 5-MeHex-D-Val-Thr-Val-D-Val-D-Pro-Orn-D-allo-lle-cykio(D-allo-Thr-D-
-allo-lle-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

Byl ziskan jako vedlej$i produkt v pribé&hu pfipravy (racemizace béhem
cyklizacniho kroku) v pfikladu 7. Produkt byl charakterizovan pomoci HPLC (tr 17,4
min., podminky B) a ESMS, vypoéteno pro CrsH124N14016, 1477,9. Zjisténo: m/z 1501,3

[M+Na]*, 1,517,3 [M+K]*,

Kahalalid F (1)
Priklad 8: Alloc-Phe-Thr-OtBu

H-Thr-OtBu-HCI (3,1 g, 15 mmol, 1,3 ekvivalentu) byl rozpustén v CH,Cl, (30 ml)
a bylo pridano DIEA (2,9 mi, 17 mmol, 1,5 ekvivalentu) a smés byla ponechana michat

po dobu 30 min. Potom byly pfidany Alloc-Phe-OH (2,8 g, 11 mmol, 1 ekvivalent) a
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EDC (2,8 g, 15 mmol, 1,3 ekvivalentu) v CH.Cl, (35 ml) a reakce byla michana po dobu
18 hodin. Organicka reakéni smés byla promyta H,O (3 x 25 mi), susena (MgS0,) a
koncentrovana ve vakuu. Vysledny olej (4,12 g) byl chromatograficky &istén [CHCls-
-MeOH-HOAc (9:1:0,2)] a poskytl produkt uvedeny v nadpisu (3,25 g, 8 mmol, 71%
vytézek), ktery byl charakterizovan analytickou HPLC (tr 20,9 min, >98% C(istota;

podminky C); ESMS, vypocteno pro C,1H3N,Os, 406,2. Zjisténo: m/z 408,0 [M+H]*: 'H-
NMR (200 MHz, CDCls): 7,1 az 7,3 (5 H, m, Ar); 6,89 (1 H, d, J = 8,8 Hz, NH); 5,7 a2
5,9 (1 H, m, CH allyl); 5,56 (1 H, d, J = 8,0 Hz, OH); 5,2 az 5,3 (2 H, m, CH, g-allyl);
4,52 (2 H, d, J = 5,4 Hz, CH; a-allyl); 4,45 (1 H, dd, J = 8,4 Hz, 2,8 Hz, a-CH Thr); 4,22
(1 H, dg, J = 6,2 Hz, J = 3,0 Hz, b-CH Thr); 3,0 a2 3,2 (2 H, m, b-CH, Phe); 1,47 (9 H,
s, tBu); 1,15 (3 H, d, J = 6,6 Hz, g-CH; Thr); °*C-NMR (50 MHz, CDCls): 172,2 (CO),
169,5 (CO); 156,0 (CO); 136,1 (Cq, Ar); 132,5 (CH, allyl); 129,3 (CH, Ar); 128,5 (CH,
Ar); 126,9 (CH, Ar); 117,7 (CH, allyl); 82,7 (Cq, tBu); 68,5 (b-CH Thr); 65,9 (CH,, allyl);
58,0 (a-CH Thr); 56,2 (a-CH Phe); 38,3 (b-CH, Phe); 28,0 (CH3, tBu); 20,8 (g-CHs Thr).

Priklad 9: Alloc-Phe-Z-Dhb-OtBu

Alloc-Phe-Thr-OtBu (3,25 g, 8,0 mmol), EDC (9,90 g, 52 mmol, 6,5 ekvivalentu)
a CuCl (2,14 g, 22 mmol, 2,7 ekvivalentu) bylo rozpusténo ve smési CH,Cl,-bezvody
DMF (65 ml, 12:1) v atmosféfe N, a smés byla ponechana michat po dobu 2 dni v
atmosféfe N,. Organické rozpoustédlo bylo odstranéno ve vakuu a zbytek byl dan do
nasyceného roztoku EDTA (100 ml), ktery byl extrahovan EtOAc (3 x 50 ml). Spojeny
organicky roztok byl promyvan solankou (3 x 60 ml), susen (MgS0.,) a koncentrovan ve
vakuu, CimZ byla ziskana svétle Zlutd pevna latka (2,8 g), ktera byla &isténa
chromatografii [CHCl;-MeOH-HOAc (9:1:0.1)] a byl ziskan produkt uvedeny v nadpisu
(2,6 g, 6,7 mmol, 84% vytézek), ktery byl charakterizovan pomoci analytické HPLC (trR
23,1 min., >95% Cistota, podminky C); ESMS, vypoéteno pro Ca; Hps N, Os, 388,2.
Zjisténo: m/z 389,6 [M+H]*; "H-NMR (200 MHz, CDCls): 7,2 a2 7,4 (5 H, m, Ar); 6,69 (1
H, q, J = 7,4 Hz, CH Dhb); 5,8 a2 6,0 (1 H, m, CH allyl); 5,2 az 5,3 (2 H, m, CH. g-allyl);
4,5az4,6 (2H, m, a-CH; allyl); 3,1 az 3,3 (2 H, m, b-CH, Phe); 1,67 (3H, d, J = 7,2 Hz,
CHs Dhb); 1,47 (9 H, s, tBu); C-NMR (50 MHz, CDCl;): 168,9 (CO); 163,1 (CO); 156,0
(CO); 136,0 (Cq, Ar); 132,6, 132,3 (CH, allyl; b-CH Dhb}; 129,3 (CH, Ar); 128,7 (CH,
Ar);, 127,0 (CH, Ar); 117,9 (CH,, allyl); 81,7 (Cq, tBu); 66,0 (CH,, allyl); 56,3 (a-CH
Phe); 38,2 (b-CH, Phe); 28,0 (CHs, tBu); 14,7 (CH5 Dhb).
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Priklad 10: Alloc-Phe-Z-Dhb-OH

Alloc-Phe-Z-Dhb-OtBu (2,6 g, 6,7 mmol) byl rozpustén v TFA-CH,ClI>-H,0
(90:8:2, 5,5 ml) a smés byla ponechdna michat po dobu 3 hodin. Organicka reakce
byla koncentrovana ve vakuu a byl ziskan produkt uvedeny v nadpisu (2,2 g, 6,6 mmol,
99% vytézek), ktery byl charakterizovan pomoci analytické HPLC (tr 17,0 min., >95%
Cistota; podminky C); ESMS, vypoéteno pro Ci7HxN,0s, 332,1. Zjisténo: m/z 333,7
[M+H]*; "TH-NMR (200 MHz, CD;0D): 7,2 a2 7.3 (5H, m Ar);, 684 (1H,q, J=72Hz
CH Dhb); 5,8 a2 6,0 (1 H, m, CH allyl); 5,1 a2 5,3 (2 H, m, CH, g-allyl); 4,4 a3 4.5 (2 H,
m, a-CH; allyl); 3,2 a2 3,3 (1 H, m, b-CH, Phe); 2,8 az 3,0 (1 H, m, b-CH, Phe); 1,66 (3
H, d, J = 7,4 Hz, CH; Dhb); >C-NMR (50 MHz, CD;0D): 1731 (CO); 138,5 (Cq, Ar);
136,7, 134,1 (CH, allyl; b-CH Dhb); 130,3 (CH, Ar); 129,4 (CH, Ar); 127,7 (CH, Ar);
117,4 (CH,, allyl); 66,6 (CH;, allyl); 57,8 (a-CH Phe); 39,1 (b-CH. Phe); 14,1 (CHs Dhb).

Priklad 11: 5-MeHex-D-Val-Thr(tBu)-Val-D-Val-D-Pro-Orn(Boc)-D-allo-lieD-allo-
-Thr(Val-Alloc)-D-allo-lle-D-Val-O-TrtCl-pryskyfice

CI-TrtCl-pryskyfice (0,45 g, 1,35 mmollg) byla umisténa do 10 ml
polypropylenovych injekénich stiikacek, ukon&enych poréznim polypropylenovym
filtraCnim diskem. Peptidyl-pryskyfice byl ziskan pomoci stejného postupu, ktery je
popsan v pfikladech 1 az 3 stou vyjimkou, Ze pfi pfipojovani prvni aminokyseliny
(Fmoc-D-Val-OH) k pryskyfici bylo pouzito 0,3 ekvivalentu namisto 0,2 ekvivalentu.
Pocate¢ni napln, jak bylo vypocteno na zékladé aminokyselinové analyzy, byla 0,29
mmol/g. Jakmile byly aminokyseliny navazany, na alikvot peptidyl-pryskyfice bylo
pasobeno TFA-H,O (9:1) po dobu for 60 minut a HPLC (podminky B, tg 17,3 min.)

hrubého produktu, ziskaného po odpareni vykazovala &istotu >80%. ESMS, vypocteno

pro CGGH116 N12017, 1348,9 Zjléténo m/z 1350,1 [M+H]+

Priklad 12 5-MeHex-D-Val-Thr(tBu)-Val-D-Val-D-Pro-Orn(Boc)-D-allo-lle-D-allo-
-Thr(Val-Z-Dhb-Phe-Alloc)-D-allo-lle-D-Val-O-TrtCl-pryskyfice (pomoci  inkorporace
dipeptidu)

Na peptidyl-pryskyfici bylo kvili odstranéni skupiny Alloc piisobeno Pd(PPhs),
(15,1 mg, 0,013 mmol, 0,1 ekvivalentu) v pfitomnosti PhSiH; (161 pl, 1,3 mmol, 10
ekvivalentu) v atmosféfe Ar. Alloc-Phe-Z-Dhb-OH (217 mg, 0,65 mmol, 5 ekvivalent() a
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HATU (249 mg, 0,65 mmol, 5 ekvivalent() byly rozpustény v DMF (1,25 ml) a pridany k
peptidyl-pryskyfici, potom byl pfidan DIEA (228 pi, 1,3 mmol, 10 ekvivalentl) a smés
byla michana pfes noc. Po promyvanich bylo, pokud byl ninhydrinovy test negativni,
pripojovani opakovano se stejnym mnozstvim chemikalii po dobu for 3 hodin. Po
promyvanich pomoci DMF a CH.Cl,, bylo na alikvot peptidyl-pryskyFice ptsobeno TFA-
H>O (8:1) po dobu 60 minut a po HPLC (podminky B, tr 18,3 min.) vykazoval hruby
produkt, ziskany po odpafeni, &istotu >80%. MALDI-TOF-MS, vypoéteno pro
C79H130N14016, 1579,0. Zjisténo: m/z 1,580,3 [M+H]*, 1602,2 [M+Na]*, 1618,2 [M+K]*.

Priklad 13:  5-MeHex-D-Val-Thr(tBu)-Val-D-Val-D-Pro-Orn(Boc)-D-allo-lle-D-allo-
-Thr(Val-Z-Dhb-Phe-H)-D-allo-lle-D-Val-OH

Skupina Alloc byla z peptidyl-pryskyfice (piiklad 12) odstranéna pomoci
Pd(pPhs)s (15,1 mg, 0,013 mmol, 0,1 ekvivalentu) v pfitomnosti PhSiH (161 ul, 1,3
mmol, 10 ekvivalentl) v atmosféfe Ar. Zavéreéna naplr, jak bylo vypodteno na zakladé
aminokyselinové analyzy, byla 0,16 mmolig (79% vytézek). Chranény peptid byl
z pryskyfice odstépen (235 mg, 37,5 mmol) pomoci smési TFA-CH,Cl, (1:99) (5 x 30
sec). Spojené filtraty byly za snizeného tlaku odpareny dosucha a lyofylizovany, ¢imz
bylo ziskano 40,5 mg (24,5 mmol, 65%) slouceniny uvedené v nadpise v &istoté >80%,
jak bylo zjisténo pomoci HPLC (podminky B, tR 24,3 min.). MALDI-TOF-MS, vypoéteno

pro CasH142N14019, 1651,1. Zjisténo: miz 1674,8 [M+Na]*, 1690,8 [M+K]*.

Priklad 14: Kahalalid F (1)

Chranény peptid (pfiklad 13) (38,5 mg, 23 umol) byl rozpustén v DMF (25 mi) a
byly pridany pyBOP (36,4 mg, 70 pmol, 3 ekvivalenty) a DIEA (24 ml, 140 pmol, 6
ekvivalenti). Smés byla ponechana michat po dobu 1 hodiny a potom bylo
rozpoustedio odstranéno odparovanim za snizeného tlaku. Chranény cyklicky peptid
byl rozpustén v TFA-H,O (19:1, 5 ml) a smés byla ponechana michat 1 hodinu.
Rozpoustédlo bylo odstranéno odpafenim za snizeného tlaku a potom byla pfidana H,0
(5 ml) a provedena lyofilizace. Hruby produkt byl ¢istén tak, jak bylo popsano v piikladu
7 a byla ziskana sloucenina uvedena v nadpisu (3,6 mg, 2,4 umol, 10% vytézek), ktery
byl identicky s produktem ziskanym v pfikladu 7.

5-MeHex-D-Val-Thr-D-Val-Val-D-Pro-Orn-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-
-D-Val-Phe-Z-Dhb-Val) (struktura urend pro kahalalid F Goetzem, G. a kol
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Tetrahedron, 1999, sv. 55, str. 7739-7746)

Priklad 15: 5-MeHex-D-Val-Thr-D-Val-Val-D-Pro-Orn-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-D-allo-
-lle-D-Val-Phe-Z-Dhb-Val) (pomoci dehydratace na pevné fazi)

Experimentélini postupy byly provedeny jak bylo popséno v piikladech 1 az 7
pouze stou vyjimkou, Zze v pfikladu 3, Fmoc-Val-OH byl inkorporovan do D-Pro-
-peptidyl-pryskyfice a potom po odstranéni skupiny Fmoc by! inkorporovan Fmoc-D-
-Val-OH. Zavére¢na napln, jak bylo vypocteno na zakladé aminokyselinové analyzy,
byla 0,106 mmo/g (87% celkovy vytézek), vytéZzek $tépeni byl 83%, a bylo ziskano 4,7
mg slouceniny uvedené v nadpise, coZ predstavuje 13% celkovy vytézek ve tfech
krocich — cyklizaénim kroku, kroku odstrafiovani chranicich skupin a purifikaénim
kroku. Tento produkt byl eluovan v HPLC o 0,8 az 1,9 min. pozdéji nez vzorek pravého
kahalalidu F [podminky D (tg 13,3 oproti 12,5 min.), E (tr 18,8 oproti 17,4 min.), a F(tR
14,0 oproti 12,1 min.)]. MALDI-TOF-MS, vypoéteno pro CrsH24N14016, 1477.9. Zjisténo:
m/z 1478,7 [M+H]*, 1500,7 [M+Na]*, 1516,6 [M+K]*.

"H-NMR (500 MHz, d°-DMSO} spektrum slouceniny (tabulky Il a Iil) bylo odlisné
od spektra, ziskaného u vzorku skute¢ného kahalalidu F. Nejvétsi odchylka byla v tom,
Ze ziskana synteticka slougenina vykazovala dvé konformace, coz bylo zptsobeno cis-
trans rovnovahou mezi L-Val-D-Pro zbytky, kterd nebyla pozorovéana ani v pfirodnim

produktu ani v isomeru ziskaném v pfikladu 7.

Tabulka Il (hlavni, trans isomer)

Zbytek N-H Ha HB jiny
(2)-Dhb 9,67 (s) - 6,33 (q) 1,27 (d, J = 7,0 Hz, y-CHs)
D-al.lo-lle 8,80 (d) 4,31 1,73 1,32, 0,77 (y-CH,, y-CH;, &-
1 -CHa)
L-Phe |8,78(d,J=55Hz)| 4,43 2,93 (m) 7,20 (1 HAr, m)

7,28 (4H Ar, m)

D-allo- |8,58(d, J=9,0Hz)| 4,53 4,95 (m) 1,07 (d, J = 6,5 Hz, y-CH3)
-Thr

L-Val3 [7,97(d, J=8,5Hz)| 4,34 1,94 0,84 (2 y-CHs)
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L-Omn |7,77(d, J=85Hz)| 4,47 1,46 (2H) 1,66 (y-CH>), 2,72 (bs, &-
-CH,), 7,66 (¢-NH5")
D-al.lo-lle |7,87 (d, H=8,5 Hz))| 4,37 1,68 0,75 (5-CH; nebo d-CHs a
2 y-CHs)
D-Val 5 7,90 4,22 1,95 0,85 (2 y-CHg)
L-Thr 7,90 (d) 4,24 4,02 4.98 (OH),1,02(d, J=6,5
Hz, y-CHj3)
D-val2 |763(d, J=85Hz)| 4,45 2,18 0,77 (y-CH3), 0,62 (y-CHs)
D-vVal4 |7,56(d, J=9,0Hz)| 4,34 2,02 0,84 (y-CHa), 0,79 (y-CHs),
L-Val 1 6,75 (d) 3,86 1,39 0,62 (2 y-CHs)
D-Pro - 4,30 |2,03, 1,81, 1,73 (B-CH,, y-CH,), 3,73 (1H, m,
0-CH,), 3,52 (1H, m, 5-CHy)
5-MeHex - 2,08 | 1,48 (b-CH,, 5-CH), 1,11 (y-CH,), 0,82 (2 ¢-
(1H) -CHs)
2,15
(1H)
Tabulka lll (vedlejsi, cis isomer)
zbytek N-H Ha HpB jiny
(Z2)-Dhb 9,63 (s) - 6,33 (q) 1,278 (d, J = 6,5 Hz, y-CHs)
D-al.lo-lle 8,76 (d) 4,30 1,71 1,33, 0,76 (y-CH,, y-CHs, -
1 -CH3)
L-Phe |8,78(d,J=55Hz)| 4,43 2,93 (m) 7,20 (1 H Ar, m)
7,28 (4H Ar, m)
D-al.lo- |8,58(d, J=9,0Hz)| 4,53 4,95 (m) 1,00 (y-CHa)
-Thr
L-Val3 |8,06(d, J=85Hz)| 4,11 1,81 0,71 (y-CHgs), 0,60 (y-CHa)
L-Orn |8,37(d,J=9,0Hz)| 4,62 1,52 (2H) 1,64 (y-CHy), 2,78 (bs, 5-
-CH,), 7,66 (¢-NH5")
D-al.lo-lle | 8,09 (d, H= 9,0 Hz))| 4,42 1,64 0,77 (5-CHs nebo d-CHs a
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2 y-CHs)

D-Val 5 7,90 4,22 1,95 0,85 (2 y-CHs)
L-Thr 7,88 (d) 4,23 3,99 4.93 (OH), 1,02 (y-CHs)
D-Val2 |7.63(d, J=85Hz)| 445 2,18 0,77 (y-CH3), 0,62 (y-CHs)
D-Val4 |7.49(d, J=9,0Hz)| 4,34 1,94 0,79 (y-CH), 0,73 (y-CHs),

L-Val 1 6,72 (d) 3,84 138 0,62 (2 y-CHs)
D-Pro - 493 | 2,06, 1,89, 1,75 (B-CH,, y-CH>), 3,3 (m, &-
_CH,)
5-MeHex - 2,08 | 1,48 (B-CH,, 5-CH), 1,11 (y-CH>), 0,82 (2 ¢-
(1H) -CHs)
2,15
(1H)

Piiklad 15bis: 5-MeHex-D-Val-Thr-D-Val-Val-D-Pro-Orn-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-D-
-allo-lle-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

Byl ziskén jako vedlej$i produkt v prdbéhu pripravy (racemizace béhem
cyklizaéniho kroku) v pfikladu 15. Produkt byl charakterizovan pomoci analytické HPLC
(tr 17,6 min., podminky B) a MALDI-TOF-MS, vypocteno pro CzsH:24N14O1e, 1477.9.

Zjigténo: miz 1479,3 [M+H]*; 1501,2 [M+Na]*, 1517,2 [M+K]*.

Pfiklad 16: 5-MeHex-D-Val-Thr-D-Val-Val-D-Pro-Orn-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-D-allo-
-lle-D-Val-Phe-Z-Dhb-Val) (pomoci inkorporace dipeptidu)

Experimentalni postupy byly provedeny jak bylo popsano v prikladech 8 az 14
pouze stou vyjimkou, Ze v piikladu 14, Fmoc-Val-OH byl inkorporovan do D-Pro-
-peptidyl-pryskyfice a potom po odstranéni skupiny Fmoc byl inkorporovan Fmoc-D-
-Val-OH. Zavére&na napln, jak bylo vypolteno na zékladé aminokyselinové analyzy,
byla 0,16 mmol/g (79% celkovy vytéZek), vytézek Stépeni byl 78%, a bylo ziskano 3,4
mg sloudeniny uvedené v nadpise, coz predstavuje 10% celkovy vytézek ve tfech
krocich — cyklizaénim kroku, kroku odstrariovani chranicich skupin a purifikacnim
kroku. Vy¢istény produkt byl identicky s produktem ziskanym v prikladu 15.

Hamann a kol., Kahalalid B [5-MeHex-Tyr-cyklo(D-Ser-Phe-D-Leu-Pro-Thr-Gly)]
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Ptiklad 17: H-Thr(tBu)-O-TrtCl-pryskyfice

CI-TrtCl-pryskyfice (0,5 g, 1,35 mmol/g) byla umisténa do 10 ml
polypropylenovych injekénich stiikacek, ukoncenych poréznim polypropylenovym
filtraénim diskem. Pryskyfice byla potom promyta CH,Cl, (6 x 0,5 min.), byly pfidany
roztoky Fmoc-Thr(tBu)-OH (54 mg, 0,135 mmol, 0,2 ekvivalentu) a DIEA (235 ml, 1,35
mmol, 2 ekvivalenty) v CH,Cl, (1,25 ml) a smés byla michana po dobu 1 hodiny.
Reakce byla ukonéena pridanim MeOH (400 ml) po patnéctiminutovém michani. Fmoc-
-Thr(tBI:t)-O-TrtCl-pryskyfica byla podrobena nasledujicim promyvanim a opracovanim:
CH.Cl (3 x 0,5 min,), DMF (3 x 0,5 min.), piperidin-CH,Cl,-DMF (1:9,5:9,5, 1 x 10 min.),
piperidin-DMF (1:4, 1 x 15 min.), DMF (5 x 0,5 min.), isopropanol (2 x 1 min.), DMF (5 x
0,5 min.), MeOH (2 x 1 min.) a su$ena ve vakuu. Napin jak bylo vypo&teno na zakladé

aminokyselinové analyzy, byla 0,15 mmol/g.

Pfiklad 18: 5-MeHex-Tyr-D-Ser(Gly-H)-Phe-D-Leu-Pro-Thr-OH

Fmoc-Pro-OH (178 mg, 0,53 mmol, 7 ekvivalent), Fmoc-D-Leu-OH (187 mg,
0,53 mmol, 7 ekvivalenttl), Fmoc-Phe-OH (204 mg, 0,53 mmol, 7 ekvivalent), Fmoc-D-
-Ser-OH (volna hydroxylova skupina) (173 mg, 0,53 mmol, 7 ekvivalentd), Fmoc-
-Tyr(tBu)-OH (243 mg, 0,53 mmol, 7 ekvivalent() a 5-MeHex-OH (69 mg, 0,53 mmol, 7
ekvivalentt) byly postupné pfidany k vySe ziskanému H-Thr(tBu)-O-TrtCl-pryskyfice
pomoci DIPCDI (82 pl, 0,53 mmol, 7 ekvivalentl) a HOBt (81 mg, 0,53 mmol, 7
ekvivalent) v DMF (1,25 mi). Ve véech pfipadech kromé u D-Ser, byl po 90 minutach
vazebné reakce ninhydrinovy test negativni. Fmoc-D-Ser-OH (173 mg, 0,53 mmol, 7
ekvivalenttl) byl znovu pfipojovan s HATU (201 mg, 0,53 mmol, 7 ekvivalentl) v
pfitomnosti DIEA (184 pl, 1,06 mmol, 14 ekvivalentl) v DMF po dobu 90 min.
Odstranéni skupiny Fmoc a promyvani byly provedeny tak, jak bylo popséno
v obecnych postupech. Boc-Gly-OH (119 mg, 0,68 mmol, 9 ekvivalent() byl pfipojovan
pomoci DIPCDI (105 pl, 0,68 mmol, 9 ekvivalentll) v pfitomnosti DMAP (8,3 mg, 68
pmol, 0,9 ekvivalentu) po dobu 2,5 hodiny. Pfipojovani bylo opakovéano s Cerstvymi
reagenciemi po dobu 1,5 hodiny. Vysledna naplii byla 0,10 mmol/g, coz pfedstavuje
77% vytézek syntézy. Nechranény peptid byl z pryskyfice odstépen (525 mg, 54 pmol)
pGsobenim TFA-H,O (92:8) po dobu 2 hodin. Spojené filtraty byly za snizeneho tiaku
odpateny do sucha, byla pfidana H,O (5 ml), roztok byl lyofilizovan a byly ziskany 43,0
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mg (48,0 umol, 89% vytézek) slouceniny uvedené v nadpisu, ktera vykazovala Cistotu

>85% a byla kontrolovana pomoci HPLC (podminky A, {r 18,5 min.). ESMS, vypocteno

pro C45H55N7O12, 895,5 Zjléténo m/z 896,6 [M+H]+

Piiklad 19: Kahalalid B [5-MeHex-Tyr-cyklo(D-Ser-Phe-D-Leu-Pro-Thr-Gly)]
Nechranény peptid (pfiklad 18) (40,5 mg, 45 umol) byl rozpustén v DMF (48 ml)
a byly pridany PyBOP (70 mg, 0,135 mmol, 3 ekvivalenty) a DIEA (47 ml, 0,271 mmol,
6 ekvivalentl). Smés byla ponechana michat po dobu 2 hodin a potom bylo
rozpous$tédlo odstranéno odpaienim za snizeného tlaku, byla pfidana H,O (5 ml) a
roztok byl lyofilizovan. Hruby produkt byl ¢istén pomoci chromatografie za stredniho
tlaku (Vydac Cqs 15-20 um, 30 nm, 240 x 24 mm), linearni gradient od 20% do 60%
acetonitrilu (+0,05% TFA) ve vodé (+0,05% TFA) po dobu 5 hodin (kazdého
rozpoustédla 300 ml), 120 mi/h, detekce pfi 220 nm, a byla tak ziskana slouCenina
uvedena v nadpisu (8,7 mg, 9,9 umol, 22% vytézek). Produkt byl charakterizovan
pomoci HPLC (podminky A, tr 21,6 min.) a MALDI-TOF-MS, vypocteno pro

CasHesN;Oy1, 877,5. Zjisténo: m/z 8787 [M+H]*, 900,6 [M+Na]*, 916,5 [M+K]*. AAA:
Gly 1,02 (1), Thr 0,95 (1), Phe 0,99 (1), Ser 1,00 (1), Pro 1,20 (1), Leu 1,00 (1), Tyr
0,87 (1).

Pfiklad 20: 5-MeHex-D-Val-Thr-Val-D-Val-D-Pro-Orn-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-D-allo-
-lle-D-Vali-Phe-Etg-Val)

Vychazelo se z 200 mg pryskyfice a experimentalni postupy byly provedeny tak,
jak bylo popsano v piikladech 1 az 4 a 6 az 7, pouze s tou vyjimkou, Ze v piikladu 4 byl
Fmoc-Thr-OH zaménén za Fmoc-Etg-OH. Produkt byl charakterizovan pomoci HPLC
(tr 16,8 min., podminky B) a MALDI-TOF-MS, vypocteno pro CzsHi26N14O1s, 1479,0.

Zjigténo: m/z 1480,2 [M+H]*, 1502,2 [M+Na]*, 1518,0 (M+K]*.

Piiklad 20b: 5-MeHex-D-Val-Thr-Val-D-Val-D-Pro-Orn-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-D-
-allo-lie-D-Vai-Phe-D-Etg-Val)

Vychézelo se z 200 mg pryskyfice a experimentalni postupy byly provedeny tak,
jak bylo popsano v piikladech 1 az 4 a6 az 7, pouze s tou vyjimkou, ze v piikladu 4 byl
Fmoc-Thr-OH zaménén za Fmoc-Etg-OH. Produkt byl charakterizovan pomoci HPLC
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(tr 17,0 min., podminky B) a MALDI-TOF-MS, vypocCteno pro CsH126N14046, 1479,0.

Zjisténo: m/z 1501,0 [M+Na]*, 1517,9 [M+K]*.

Piiklad 20c: 5-MeHex-D-Val-Thr-Val-D-Val-D-Pro-Orn-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-D-
-allo-lle-D-Val-Phe-D-Thr-Val)

Vychazelo se z 200 mg pryskyfice a experimentéini postupy byly provedeny tak,
jak bylo popsano v piikiadech 1 az 4 a 6 az 7, pouze s tou vyjimkou, ze v pfikladu 4 byl
Fmoc-Thr(tBu)-OH zaménén za Fmoc-D-Thr(tBu)-OH. Produkt byl charakterizovan
pomoci HPLC (tr 19,9 min., podminky B) a MALDI-TOF-MS, vypocteno pro

CrsH126N14O17, 1494,9. Zjiéténo: m/z 1517,4 [M+Na]*, 1533,4 [M+K]*.

Priklad 20d: 5-MeHex-D-Val-Thr-Val-D-Val-D-Pro-Orn-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-D-
-allo-lle-D-Val-Phe-D-allo-Thr-Val)

Vychazelo se z 200 mg pryskyfice a experimentaini postupy byly provedeny tak,
jak bylo popséno v piikladech 1 aZz 4 a 6 az 7, pouze s tou vyjimkou, Ze v pfikladu 4 byl
Fmoc-Thr(tBu)-OH zaménén za Fmoc-D-allo-Thr-OH. Produkt byl charakterizovan
pomoci HPLC (tr 18,0 min., podminky B) a MALDI-TOF-MS, vypocteno pro

CrsH126N14O17, 1494.9. Zjisténo: m/z 1496,6 [M+H]*, 1518,6 [M+Na]*, 1534,6 [M+K]*.

Priklad 20e: 5-MeHex-D-Val-Thr-Val-D-Val-D-Pro-Orn-D-allo-lle-cykio(D-allo-Thr-D-
-allo-lle-D-Val-Phe-D-Phe-Val)

Vychazelo se z 200 mg pryskyfice a experimentalni postupy byly provedeny tak,
jak bylo popsano v pfikladech 1 az 7, pouze s tou vyjimkou, ze v pfikladu 4 byl Fmoc-
-Thr-OH zaménén za Fmoc-D/L-(b-OH)Phe-OH. Produkt byl charakterizovan pomoci
HPLC (tr 22,2 min., podminky B) a MALDI-TOF-MS, vypotteno pro CsoHi26N14O1e,

1538,95. Zji&téno: m/z 1540,3 [M+H]*, 1562,4 [M+Na]*, 1578,4 [M+K]*.

Ptiklad 21: 5-MeHex-D-Val-Thr-Val-D-Val-D-Pro-Orn-D-allo-lle-cyklo(D-Dpa-D-allo-lle-
-D-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

Vychazelo se z 200 mg pryskyfice a experimentalni postupy byly provedeny tak,
jak bylo popsano v pfikladech 1 a2 7, pouze s témi vyjimkami, Ze v pfikladu 2 byl Fmoc-

-D-allo-Thr-OH zaménén za Fmoc-D-Dpa(Alloc)-OH a Ze pied inkorporaci Alloc-Val-
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-OH, ktery byl inkorporovan jako posledni z chranénych aminokyselin, byla Alloc

skupina z Dpa odstranéna, jak je ukazano vySe. Produkt byl charakterizovan pomoci

HPLC a ESMS, vypocteno pro CreHizsN1sO1s, 1461,9. Zjiéténo: m/z 1463,3 [M+H]*.

Priklad 22: But-D-Val-Thr-Val-D-Val-D-Pro-Orn-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-D-
-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

Vychazelo se z 200 mg pryskyfice a experimentalni postupy byly provedeny tak,
jak bylo popséno v piikladech 1 aZ 7, pouze s tou vyjimkou, Zze v prikladu 3 byl 5-
-MeHex zaménén za But-OH. Produkt byl charakterizovan pomoci HPLC (tg 14,7 min.,
podminky B) a MALDI-TOF-MS, vypoéteno pro CrHi1sN14O1se, 1435,9. ZjiSténo: m/z

1459,6 [M+Na]*, 14756 [M+K]*.

Pfiklad 22bis: But-D-Val-Thr-Val-D-Val-D-Pro-Orn-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-
-Val-Phe-Z-Dhb-Val)
Byl ziskan jako vedlej$i produkt v pribéhu pripravy (racemizace béhem

cyklizaéniho kroku) v piikladu 22. Produkt byl charakterizovan pomoci HPLC (tr 16,0
min., podminky B) a MALDI-TOF-MS, vypocteno pro Cz;H11sN14O1s, 1435,9. Zjisténo:
miz 1459,5 [M+Na]*, 1475,5 [M+K]*.

Pfiklad 23: 5-MeBut-D-Val-Thr-Val-D-Val-D-Pro-Orn-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-D-allo-
-lie-D-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

Vychazelo se z 200 mg pryskyfice a experimentaini postupy byly provedeny tak,
jak bylo popsano v piikladech 1 az 7, pouze s tou vyjimkou, ze v piikladu 3 byl 5-
-MeHex zaménén za 3-MeBut-OH. Produkt byl charakterizovan pomoci HPLC (g 15,9
min., podminky B) a MALDI-TOF-MS, vypoéteno pro CrzsHi20N14O1s, 1449,9. Zjisténo:

m/z 1473,2 [M+Na]*, 1489,9 [M+K]*.

Priklad 23bis: 5-MeBut-D-Val-Thr-Val-D-Val-D-Pro-Orn-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-D-
-allo-lie-Val-Phe-Z-Dhb-Val)
Byl ziskan jako vedlejsi produkt v pribéhu pfipravy (racemizace béhem

cyklizaéniho kroku) v piikladu 23. Produkt byl charakterizovan pomoci HPLC (g 17,0
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min., podminky B) a ESMS, vypocteno pro Cz3H120N14O16, 1449,9. Zjisténo: m/z 1473,3
[M+Na]*, 1489,4 [M+K]*.

Piiklad 24: 3,3-DiMeBut-D-Val-Thr-Val-D-Val-D-Pro-Orn-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-D-
-allo-lle-D-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

Vychézelo se z 200 mg pryskyfice a experimentalni postupy byly provedeny tak,
jak bylo popsano v piikladech 1 az 7, pouze s tou vyjimkou, Ze v prikladu 3 byl 5-
-MeHex zaménén za 3,3-DiMeBut-OH. Produkt byl charakterizovan pomoci HPLC (iR
16,3 min., podminky B) a MALDI-TOF-MS, vypotteno pro Cz4Hi2N14016, 1463,9.

Zjisténo: m/z 1487,4 [M+Na]*, 1503,6 [M+K]*.

Pfiklad 24bis: 3,3-DiMeBut-D-Val-Thr-Val-D-Val-D-Pro-Orn-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-
-D-allo-lle-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

Byl ziskan jako vedlej$i produkt v pribéhu piipravy (racemizace béhem
cyklizaéniho kroku) v piikladu 24. Produkt byl charakterizovan pomoci HPLC (fg 17,6
min., podminky B) a MALDI-TOF-MS, vypocteno pro CrzsH122N14O16, 1463,9. Zjisténo:
m/z 1487,3 [M+Na]*, 1503,3 [M+K]*.

Pfiklad 25: 4-MePen-D-Val-Thr-Val-D-Val-D-Pro-Orn-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-D-allo-
-lle-D-Val-Phe-Z-Dhb-Val) '

Vychdazelo se z 200 mg pryskyfice a experimentaini postupy byly provedeny tak,
jak bylo popséno v prikladech 1 az 7, pouze s tou vyjimkou, Ze v pfikladu 3 byl 5-
-MeHex zaménén za 4-MePen-OH. Produkt byl charakterizovan pomoci HPLC (tg 16,5
min., podminky B) a MALDI-TOF-MS, vypocteno pro CrsHi22N14O1s, 1463,9. Zjisténo:

m/z 1487,7 [M+NaJ*, 1503,6 [M+K]*.

Pfiklad 25bis: 4-MePen-D-Val-Thr-Val-D-Val-D-Pro-Orn-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-D-
-allo-lle-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

Byl ziskan jako vedlej§i produkt v prGbéhu pfipravy (racemizace béhem
cyklizaéniho kroku) v piikladu 25. Produkt byl charakterizovan pomoci HPLC (fg 17,8
min., podminky B) a MALDI-TOF-MS, vypocteno pro CzsH122N14O1s, 1463,9. Zjisténo:
m/z 1487 8 [M+Na]*, 1503,6 [M+K]*.
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Pfiklad 26: Hep-D-Val-Thr-Val-D-Val-D-Pro-Orn-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-
-D-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

Vychazelo se z 200 mg pryskyfice a experimentalni postupy byly provedeny tak,
jak bylo popsano v piikladech 1 az 7, pouze s tou vyjimkou, Ze v piikladu 3 byl 5-
-MeHex zaménén za Hep-OH. Produkt byl charakterizovan pomoci HPLC (tg 17,5 min,,
podminky B) a MALDI-TOF-MS, vypocteno pro CzsHi24N14O1e, 1477,9. Zjisténo: m/z

1501,4 [M+Na]*, 1517,5 [M+K]*.

Piiklad 26bis: Hep-D-Val-Thr-Val-D-Val-D-Pro-Orn-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-D-allo-
-lle-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

Byl ziskan jako vedlej$i produkt v priib&hu pfipravy (racemizace béhem
cyklizaéniho kroku) v prikladu 26. Produkt byl charakterizovan pomoci HPLC (tg 18,9
min., podminky B) a MALDI-TOF-MS, vypocteno pro CrsHi24N14O1s, 1477,9. Zjisteno:
m/z 1501,6 [M+Na]*, 1517,7 [M+K]*.1463,9. Zjisténo: m/z 1487,8 [M+Na]*, 1503,6
[M+K]*.

Priklad 27: Pal-D-Val-Thr-Val-D-Val-D-Pro-Orn-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-D-
-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

Vlychazelo se z 200 mg pryskyfice a experimentaini postupy byly provedeny tak,
jak bylo popséno v pfikladech 1 az 7, pouze s tou vyjimkou, 2e v piikladu 3 byl 5-
-MeHex zaménén za Pal-OH. Produkt byl charakterizovan pomoci HPLC (tg 22,1 min.,
podminky G) a MALDI-TOF-MS, vypocteno pro CesH12N14sOe, 1603,1. Zjisténo: m/z

1626,9 [M+Na]*, 1642,9 [M+K]*.

Pfiklad 27bis: Pal-D-Val-Thr-Val-D-Val-D-Pro-Orn-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-
-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

Byl ziskan jako vedlej$i produkt v prabéhu pripravy (racemizace béhem
cyklizadniho kroku) v pfikladu 27. Produkt byl charakterizovan pomoci HPLC (fg 18,9
min., podminky G) a MALDI-TOF-MS, vypocteno pro CzsH124N14O1s, 1603,1. Zjisténo:

m/z 1626,8 [M+Na]*, 1642,8 [M+K]*.
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Priklad 27a: 4-DiMeABut-D-Val-Thr-Val-D-Val-D-Pro-Orn-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-D-
-allo-lle-D-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

Vychazelo se z 200 mg pryskyfice a experimentalni postupy byly provedeny tak,
jak bylo popséano v prikladech 1 aZz 7, pouze s tou vyjimkou, ze v pfikladu 3 byl 5-
_MeHex zaménén za 4-DiMeBut-OH. Produkt byl charakterizovan pomoci HPLC (tr
12,0 min., podminky B) a MALDI-TOF-MS, vypotteno pro C74H123N1s046, 1477,9.

Zjisténo: m/z 1478,6 [M+H]*, 1500,6 [M+Na]*, 1516,6 [M+K]*.

Piiklad 27b: 2-Hedo-D-Val-Thr-Val-D-Val-D-Pro-Orn-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-D-allo-
-lle-D-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

Vychazelo se z 200 mg pryskyfice a experimentaini postupy byly provedeny tak,
jak bylo popséano v piikladech 1 az 7, pouze s tou vyjimkou, ze v prikladu 3 byl 5-

_MeHex zaménén za 2-Hedo-OH. Produkt byl charakterizovan pomoci HPLC (tr 15,8
min., podminky B) a MALDI-TOF-MS, vypoc':teno pro C74H113N14016, 1458,9 Zjléténo
m/z 1460,0 [M+H]*, 1482,0 [M+Na]*, 1497,9 [M+K]*.

Priklad 27c: 4-AcBut-D-Val-Thr-Val-D-Val-D-Pro-Orn-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-D-allo-
-lle-D-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

Vychazelo se z 200 mg pryskyfice a experimentalni postupy byly provedeny tak,
jak bylo popséano v pfikladech 1 az 7, pouze s tou vyjimkou, ze v pfikladu 3 byl 5-
MeHex zaménén za 4-AcBut-OH. Produkt byl charakterizovan pomoci HPLC (fR 18,2

min., podminky B) a MALDI-TOF-MS, vypocteno pro C74H120N1404s, 1492,9. Zjisténo:
m/z 14937 [M+H]*, 1515,8 [M+Na]*, 1531,7 [M+K]*.

Priklad 27d: 4-HOBUt-D-Val-Thr-Val-D-Val-D-Pro-Orn-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-D-
-allo-lle-D-Val-Phe-Z-Dhb-Val).

Vychazelo se z 200 mg pryskyfice a experimentaini postupy byly provedeny tak,
jak bylo popséno v pfikladech 1 az 7, pouze s tou vyjimkou, ze v pfikladu 3 byl 5-
_MeHex zaménén za 4-HOBut-OH. Produkt byl charakterizovan pomoci HPLC (fr 16,6

min., podminky B) a MALDI-TOF-MS, vypocteno pro C2H118N14047, 1450,9. Zjisteno:
m/z 14516 [M+H]*, 1473,6 [M+Na]*, 1489,6 [M+K]*.
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Pfiklad 27e: Ac-D-Val-Thr-Val-D-Val-D-Pro-Orn-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lie-D-
-Val-Phe-Z-Dhb-Val)
Vychazelo se z 200 mg pryskyfice a experimentalni postupy byly provedeny tak,
jak bylo popsano v pfikladech 1 az 7, pouze s tou vyjimkou, ze v piikladu 3 byl 5-
-MeHex zaménén za HOAc. Produkt byl charakterizovan pomoci HPLC (tr 17,0 min.,
podminky B) a MALDI-TOF-MS, vypocéteno pro CzH114N1401s, 1406,9. Zjidténo: m/z
1407,8 [M+H]*, 1429,8 [M+Na]*.

Priklad 27f. TFA-D-Val-Thr-Val-D-Val-D-Pro-Orn-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-
D-Val-Phe-Z-Dhb-Val)
Byl ziskan jako vedlej$i produkt v prabéhu pripravy (trifluoroacetylace béhem

cyklizacniho kroku) v pfikladu 27e. Produkt byl charakterizovan pomoci HPLC (tg 14,7
min., podminky B) a MALDI-TOF-MS, vypocteno pro CzoHq11F3N14046, 1460,8. Zjiténo:
m/z 1462,0 [M+H]*, 1484,1 [M+Na]*, 1500,0 [M+K]™.

Pfiklad 27g: AcButBut-D-Val-Thr-Val-D-Val-D-Pro-Orn-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-D-
-allo-lle-D-Val-Phe-Z-Dhb-Val).

Vychazelo se z 200 mg pryskyfice a experimentaini postupy byly provedeny tak,
jak bylo popsano v piikladech 1 az 7, pouze s tou vyjimkou, ze v prfikladu 3 byl 5-
-MeHex zaménén za AcButBut-OH. Produkt byl charakterizovan pomoci HPLC (tg 14,1
min., podminky B) a MALDI-TOF-MS, vypoéteno pro CrzsH126N14020, 1578,9. Zjisténo:

m/z 1581,2 [M+H]*, 1602,2 [M+Na]*, 1618,2 [M+K]*.

Piiklad 27h: IBut-D-allo-lle-D-Val-Thr-Val-D-Val-D-Pro-Orn-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-
-D-allo-lle-D-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

Vychazelo se z 200 mg pryskyrice a experimentalni postupy byly provedeny tak,
jak bylo popsano v piikladech 1 az 7, pouze s tou vyjimkou, Zze v pfikladu 3 byl 5-
-MeHex zaménén za Fmoc-D-allo-lle-OH, odstranéni skupiny Fmoc a acylaci pomoci

Ibut-OH. Produkt byl charakterizovan pomoci HPLC (tp 15,3 min., podminky B) a

MALDI-TOF-MS, vypocteno pro CzsHi2sN15047, 1548,0. Zjisténo: m/z 1548,8 [M+H]*,
1570,8 [M+Na]*, 1586,8 [M+K]™.
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Ptiklad 27i: Lit-D-Val-Thr-Val-D-Val-D-Pro-Orn-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lie-D-
-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

Vychazelo se z 200 mg pryskyfice a experimentalni postupy byly provedeny tak,
jak bylo popsano v pfikladech 1 az 7, pouze s tou vyjimkou, Ze v prikladu 3 byl 5-

-MeHex zaménén za Lit-OH. Produkt byl charakterizovan pomoci HPLC (tg 13,1 min.,
podminky H) a MALDI-TOF-MS, vypoéteno pro CeHisoN14O17, 1723,1. Zjisténo: m/z
1724,6 [M+H]t, 1746,6 [M+Na]*, 1761,5 [M+K]*.

Piiklad 27j: TFA-Lit-D-Val-Thr-Val-D-Val-D-Pro-Orn-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-D-allo-
-lle-D-Val-Phe-Z-Dhb-Val)
Byl ziskan jako vedlej$i produkt v pribéhu pfipravy (trifluoroacetylace béhem

cyklizaéniho kroku) v pfikladu 27i. Produkt byl charakterizovan pomoci HPLC (tg 17,1
min., podminky H) a MALDI-TOF-MS, vypocteno pro CasHisoF3N14O1s, 1819,1. Zjisténo:
m/z 1820,6 [M+H]*, 1842,6 [M+Na]*, 1858,6 [M+K]*.

Piiklad 27k: Tlco-D-Val-Thr-Val-D-Val-D-Pro-Orn-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-
-D-Val-Phe-Z-Dhb-Val).

Vychazelo se z 200 mg pryskyfice a experimentalni postupy byly provedeny tak,
jak bylo popsano v pfikladech 1 az 7, pouze s tou vyjimkou, Ze v prikladu 3 byl 5-
-MeHex zaménén za Tlco-OH. Produkt byl charakterizovan pomoci HPLC (tr 16,8

min., podminky H) a ES-MS, vypotteno pro Ce2HissN14O1s, 1715,2. Zjisténo: m/z 858,2
[M+H]*/2, 1171,8 [M+H]*.

Piiklad 28: H-D-Val-Thr-Val-D-Val-D-Pro-Orn-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-D-
-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

Vychazelo se z 200 mg pryskyfice a experimentalni postupy byly provedeny tak,
jak bylo popsano v piikladech 1 az 7, pouze s tou vyjimkou, ze v pfikladu 3 nebyl
inkorporovan 5-MeHex a Fmoc-D-Val byl zaménén za Fmoc-D-Val. Produkt byl

charakterizovan pomoci HPLC (tr 11,6 min., podminky B) a MALDI-TOF-MS,

vypoéteno pro CesH112N14O1s, 1364,8. Zjisténo: m/z 1388,3 [M+Na]*, 1404,3 [M+K]*.
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Priklad 28bis: H-D-Val-Thr-Val-D-Val-D-Pro-Orn-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-
-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

Byl ziskan jako vedlej$i produkt v prGbéhu pfipravy (racemizace béhem
cyklizaéniho kroku) v piikladu 28. Produkt byl charakterizovan pomoci HPLC (fg 12,9
min., podminky B) a MALDI-TOF-MS, vypocteno pro CesH112N1401s, 1364,8. Zjisténo:

m/z 1388,4 [M+Na]*, 1404,4 [M+K]*.

Pfiklad 29: 5-MeHex-D-Val-Thr-Val-D-Val-D-Pro-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-
-D-Val-Phe-Z-Dhb-Val)
Experimentalni postupy byly v podstaté provedeny tak, jak bylo popsano v

piikladech 1 az 7, ale podle schématu 2.
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Vychazelo se z 200 mg pryskyfice a Fmoc-Orn(Boc)-OH neby! inkorporovan.

Produkt byl charakterizovan pomoci HPLC (tg 23,9 min., podminky A) a MALDI-TOF-
MS, vypodteno pro CrH11aN1201s, 1362,9. Zjisténo: m/z 1386,4 [M+Na]t, 14024
[M+K]*.

Pfiklad 29bis: 5-MeHex-D-Val-Thr-Val-D-Val-D-Pro-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-D-allo-
-lle-D-Val-Phe-Z-Dhb-Val)
Byl ziskan jako vedlej§i produkt v prib&hu pfipravy (racemizace béhem

cyklizadniho kroku) v pfikladu 29. Produkt byl charakterizovan pomoci HPLC (tr 12,9
min., podminky B) a MALDI-TOF-MS.

Priklad 30 5-MeHex-D-Val-Thr-Val-D-Val-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-D-Val-
-Phe-Z-Dhb-Val)

Experimentalni postupy byly v podstaté provedeny tak, jak bylo popsano Vv
piikladech 1 az 7, ale podle schématu 2. Vychazelo se z 200 mg pryskyfice a Fmoc-
-Orn(Boc)-OH a Fmoc-D-Pro-OH nebyly inkorporovany. Produkt byl charakterizovan
pomoci HPLC (tgr 20,3 min., podminky B) a MALDI-TOF-MS, vypocteno pro

CesHiorN11014, 1265,8. Zjisténo: m/z 1288,5 [M+Na]*, 1304,5 M+K]*.

Piiklad 31: 5-MeHex-D-Val-Thr-Val-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-D-Val-Phe-Z-
-Dhb-Val)

Experimentaini postupy byly v podstaté provedeny tak, jak bylo popsano v
prikladech 1 aZ 7, ale podle schématu 2. Vychazelo se z 200 mg pryskyfice a Fmoc-
-Orn(Boc)-OH, Fmoc-D-Pro-OH a Fmoc-D-Val-OH nebyly inkorporovany. Produkt byl
charakterizovan pomoci HPLC (tg 20,0 min.,, podminky B) a MALDI-TOF-MS,

vypoéteno pro CeoHgsN10O43, 1166,7. Zjidténo: m/z 1190,9 [M+Na]*, 1206,9 [M+K]*.

Piiklad 32: 5-MeHex-D-Val-Thr-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-D-Val-Phe-Z-Dhb-
-vVal)

Experimentalni postupy byly v podstaté provedeny tak, jak bylo popséano v
prikladech 1 az 7, ale podle schématu 2. Vychéazelo se z 200 mg pryskyfice a Fmoc-
-Orn(Boc)-OH,  Fmoc-D-Pro-OH,  Fmoc-D-Val-OH  a Fmoc-Val-OH  nebyly
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inkorporovany. Produkt byl charakterizovan pomoci HPLC (fg 24,6 min., podminky A) a
MALDI-TOF-MS, vypoéteno pro CssHssNeO12, 1067,7. Zjisténo: m/z 1068,7 [M+H]*,
1090,6 [M+Na]*, 1106,5 [M+K]*.

Ptiklad 33: 5-MeHex-D-Val-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-D-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

Experimentalni postupy byly v podstaté provedeny tak, jak bylo popsano v
prikladech 1 az 7, ale podle schématu 2. Vychazelo se z 200 mg pryskyfice a Fmoc-
-Orn(Boc)-OH, Fmoc-D-Pro-OH, Fmoc-D-Val-OH, Fmoc-Val-OH a Fmoc-Thr(tBu)-OH
nebyly inkorporovany. Produkt byl charakterizovan pomoci HPLC (fr 19,8 min,,
podminky B) a MALDI-TOF-MS, vypo&teno pro CsiHgNsO1o, 966,6. ZjiSténo: m/z 990,7

[M+Na]*, 1007,2 [M+K]*.

Priklad 34: 5-MeHex-D-allo-lle-cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-D-Val-Phe-Z-Dhb-Val)
Experimentalni postupy byly v podstaté provedeny tak, jak bylo popsano v
prikladech 1 a2 7, ale podle schématu 2. Vychazelo se z 200 mg pryskyfice a Fmoc-
-Orn(Boc)-OH, Fmoc-D-Pro-OH, Fmoc-D-Val-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH a
Fmoc-D-Val-OH nebyly inkorporovany. Produkt byl charakterizovan pomoci HPLC (fR
22,0 min., podminky B) a MALDI-TOF-MS, vypoéteno pro CssH73sN7Oq, 966,6. Zjisténo:

m/z 890,6 [M+Na]*, 906,6 [M+K]*.

Priklad 35: 5-MeHex-cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-D-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

Experimentalni postupy byly v podstaté provedeny tak, jak bylo popsano v
ptikladech 1 az 7, ale podle schématu 2. Vychazelo se z 200 mg pryskyfice a Fmoc-D-
allo-lle-OH, Fmoc-Orn(Boc)-OH, Fmoc-D-Pro-OH, Fmoc-D-Val-OH, Fmoc-Val-OH,
Fmoc-Thr(tBu)-OH a Fmoc-D-Val-OH nebyly inkorporovany. Produkt byl
charakterizovan pomoci HPLC (tr 17,1 min., podminky B) a MALDI-TOF-MS,

vypo&teno pro CaoHeNeOs, 754,5. Zjisténo: m/z 755,7 [M+H]*, 777,7 [M+Na]*, 793,7
[M+K]*.

Biologicka aktivita
Biologicka aktivita sloudenin predlozeného vynalezu je predvedena na

vysledcich v nasledujicich tabulkach, které byly ziskany podle metodologie Berjeron a
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kol., Biochem and Bioph Res. Comm., 1984, 121, 3, 848-854. BunéCnymi liniemi jsou
P388, mysi lymfom; A549, lidsky plicni karcinom; HT-29, lidsky karcinom tlustého

streva; MEL-28, lidsky melanom; DU-145, lidsky karcinom prostaty.

Tabulka slou¢enin obdobnych

kahalalidu F
. . V. molekulova
sloucenina cyklus retézec
hmotnost
27j cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-D- | koncova skupina: TFA-Lit- 1820
-Val-Phe-Z-Dhb-Val)
27i cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-D- koncova skupina: 1724
-Val-Phe-Z-Dhb-Val) lithocholoyl (Lit).
27 cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-D- | koncova skupina: paimitoyl 1604
-Val-Phe-Z-Dhb-Val) Palm
27bis cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle- koncova skupina: palmitoyl 1604
-Val-Phe-Z-Dhb-Val) Palm
279 cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-D- koncova skupina: 4-(4- 1579
-Val-Phe-Z-Dhb-Val) -acetoxybutanoyloxy)-butyryl
(AcButBut-)
27h cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-D- | |But-D-allo-lle-D-Val-L-Thr- 1548
-Val-Phe-Z-Dhb-Val) -L-Val-D-Val-D-Pro-L-Orn-D-
-allo-lle-
20e cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-D- | 5-MeHex-D-Val-L-Thr-L-Val- 1539
-Val-Phe-D-Phe-Val)-D-Phe: | -D-Val-D-Pro-L-Orn-D-allo-
a,b-didehydrofenylalanin -lle-
20c cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-D- | 5-MeHex-D-Val-L-Thr-L-Val- 1495
-Val-Phe-Thr-Val) -D-Val-D-Pro-L-Orn-D-allo-
-lle-
27c cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-D- koncova skupina: 4- 1493

-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

-acetoxibutyryl (4-AcBut)
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20 cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-D- | 5-MeHex-D-Val-L-Thr-L-Val- 1479
-Val-Phe-L-Etg-Val) -D-Val-D-Pro-L-Orn-D-allo-
-lle-
20b cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-D- | 5-MeHex-D-Val-L-Thr-L-Val- 1479
-Val-Phe-D-Etg-Val) -D-Val-D-Pro-L-Orn-D-allo-
-lle-
27a cyklo(D-allo-Thr-D-alio-lle-D- koncova skupina: N,N- 1478
-Val-Phe-Z-Dhb-Val) -dimethyl-4-aminobutyry! (4-
-DiMeABuULt)
(jako cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-D- 5-MeHex-D-Val-L-Thr-D-Val- 1477
Scheuer) -Val-Phe-Z-Dhb-Val) -L-Val-D-Pro-L-Orn-D-allo-
15 -lle-
15 bis cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle- | 5-MeHex-D-Val-L-Thr-D-Val- 1477
-Val-Phe-Z-Dhb-Val) -L-Val-D-Pro-L-Orn-D-allo-
-lle-
26 cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-D- | koncova skupina: Heptanoyl 1477
-Val-Phe-Z-Dhb-Val) (Hep)
26 bis cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle- | koncova skupina: Heptanoyl 1477
-Val-Phe-Z-Dhb-Val) (Hep)
(Rinehart) | cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-D- 5-MeHex-D-Val-L-Thr-L-Val- 1477
7 -Val-Phe-Z-Dhb-Val) -D-Val-D-Pro-L-Orn-D-allo-
-lle-
7 bis cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle- | 5-MeHex-D-Val-L-Thr-L-Val- 1477
-Val-Phe-Z-Dhb-Val) -D-Val-D-Pro-L-Orn-D-allo-
-lle-
24 cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-D- koncova skupina: 3,3- 1463
-Val-Phe-Z-Dhb-Val) -dimethylbutyryl (3,3-
-DiMeBut)
24 bis cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lie- koncova skupina: 3,3- 1463

-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

-dimethylbutyryl (3,3-
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_DiMeBut)

25

cykio(D-allo-Thr-D-allo-lle-D-
-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

koncova skupina: 3-

-methylpentanoyl (4-MePen)

1463

25 bis

cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-
-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

koncova skupina: 3-

-methylpentanoy! (4-MePen)

1463

27f

cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-D-
-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

koncova skupina:

trifluoracetyl (TFA)

1461

27b

cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-D-
-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

koncové skupina: 2,4-

-hexadienoyl (Hedo)

1459

27d

cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-D-
-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

koncova skupina: 4-

-hydroxybutyryl

1451

23

cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-D-
-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

koncova skupina: 3-
-methylbutyryl (3-MetBut)

1451

23b

cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-
-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

koncova skupina: 3-
-methylbutyryl (3-MetBut)

1451

22

cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lie-D-
-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

koncova skupina: butyryl
(But)

1435

22b

cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-
-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

koncova skupina: butyryl

1435

27c

cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-D-
-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

koncova skupina: acetyl

1407

28

cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-D-
-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

koncova skupina: nikoli

mastna kyselina

1365

28 bis

cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-
-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

koncova skupina: nikoli

mastna kyselina

1365

29

cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-D-
-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

5-MeHex-D-Val-L-Thr-L-Val-
-D-Val-D-Pro-D-allo-lle-

1363

29 bis

cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-
-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

5-MeHex-D-Val-L-Thr-L-Val-
-D-Val-D-Pro-D-allo-lle-

1363
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31 cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-D- 5-MeHex-D-Val-L-Thr-L-Val- 1167
-Val-Phe-Z-Dhb-Val) -D-allo-lle-

32 cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-D- 5-MeHex-D-Val-L-Thr-D-allo- 1068
-Val-Phe-Z-Dhb-Val) -lle-

19 L-Phe-D-Leu-L-Pro-_-Thr-Gly- 5-MeHex-L-Tyr- 878

-D-Ser

34 cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-D- 5-MeHex-D-allo-lleL-Tyr- 868
-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

35 cyklo(D-allo-Thr-D-allo-lle-D- 5-MeHex- 754
-Val-Phe-Z-Dhb-Val)

** Slouceniny, u kterych je fetézec oznacen _koncové skupina®, maji stejny fetézec jako

ve slougeniné 7, ale s uvedenou substituci za 5-MeHex.

Tabulka cytotoxicity sloucenin obdobnych kahalalidu F,

hodnoty 1C50 (umol) pro derivaty

sloucenina A549M DU145M HT29M MEL28M p388M

27j 5,49E-05 5,49E-05 5,49E-05 5,49E-05 2,75E-03
27i 5,80E-04 5,80E-04 2,90E-05 1,45E-04 1,45E-04
27 1,56E-04 3,12E-05 6,23E-05 6,23E-05 3,12E-05

27bis >3,12E-03 1,56E-03 6,23E-04 6,23E-04 >3,12E-03
279 >6,33E-04 | >6,33E-04 1,58E-03 3,17E-03 >3,17E-03
27h NA NA NA NA NA
20e 3,25E-03 6,50E-04 NA NA NA
20c NA NA NA NA NA
27¢c NA NA 6.70E-04 3,35E-03 NA
20 >3,38E-03 >3 38E-03 | >3,38E-03 | >3,38E-03 >3,38E-03
20b >3,38E-03 3,38E-03 3,38E-03 >3,38E-03 | >3,38E-03




53

*8n

*
sseve
-
soe
.

L3
ery o0

sva
XXX ]

.
as adse

27a NA NA NA NA NA
(jako >3,29E-03 3,29E-03 3,29E-03 >3,29E-03 >3,29E-03
Scheuer) 15
15 bis >3,39E-03 | >3,39E-03 | >3,39E-03 | >3,39E-03 | >3,39E-03
26 >3,39E-04 | >3,39E-05 6,77E-04 1,69E-03 3,39E-03
26 bis >3,39E-03 | >3,39E-03 | >3,39E-04 1,69E-03 >3,39E-03
(Rinehart) 7 | >3,39E-04 1,69E-04 >3,39E-05 | >3,39E-04 | >3,39E-03
7 bis >3,39E-03 | >3,39E-03 | >3,39E-03 | >3,39E-03 | >3,39E-03
24 1,71E-03 3,42E-04 3,42E-04 3,42E-03 >3,42E-03
24 bis >3,42E-03 | >3,42E-03 3,42E-03 >3,42E-03 | >3,42E-03
25 3,42E-03 3,42E-03 3,42E-03 >3,42E-03 | >3,42E-03
25 bis >3,42E-03 | >3,42E-03 | >3,42E-03 | >3,42E-03 | >3,42E-03
27f NA 3,42E-03 >3,42E-03 3,42E-03 >3,42E-03
27b 3,43E-03 6,85E-04 3,43E-03 NA NA
27d NA NA NA NA NA
23 >3 45E-03 | >3,45E-03 | >3,45E-03 | >345E-03 | >3,45E-03
23b >3 45E-03 | >3,45E-03 | >3,45E-03 | >3,45E-03 | >3,45E-03
22 >3,48E-03 1,74E-03 NA NA NA
22b >3,48E-03 | >3,48E-03 1,74E-03 >3,48E-03 | >3,48E-03
27c NA >3,55E-03 | >3,55E-03 | >3,55E-03 | >3,55E-03
28 >3,66E-03 | >366E-03 | >366E-03 | >3,66E-03 | >3,66E-03
28 bis >3,66E-03 | >3,66E-03 NA NA NA
29 >3 67E-03 | >367E-03 | >367E-03 | >367E-03 | >3,67E-03
29 bis >3 67E-03 | >3,67E-03 | >3,67E-03 | >367E-03 | >3,67E-03
31 >4 28E-04 | >428E-05 | >428E-03 | >428E-03 | >4,28E-03
32 NA NA 4,68E-05 4,68E-05 >4,68E-03
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19 >5,69E-03 >5,69E-03 NA NA NA

34 NA NA >5,76E-03 >5,76E-03 >5,76E-03

35 >5 76E-03 >5 76E-03 >5,76E-03 >5 76E-03 >5,76E-03
Citace
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PATENTOVE NAROKY

Sloucenina napodobuijici pfirodni kahalalid, ktera je biologicky aktivni sloueninou
se strukturou zaloZzenou na pfirodnim kahalalidu, ale lisici se v jednom nebo ve
vice z nasledujicich znaku:

alespon jedna aminokyselina, kterd neni stejna jako aminokyselina v ptvodni
slouc¢ening;

alespori jedna methylenova skupina navic vedle methylenovych skupin v acylové
skupiné postranniho fetézce plvodni slouceniny;

alespon jedna methylenova skupina vynechana v acylové skupiné postranniho
fetézce pavodni slouceniny;

alespon jeden substituent pfidany do acylové skupiny postranniho fetézce ptivodni
slouceniny;

alespori jeden substituent vynechany v acylové skupiné postranniho fetézce

puvodni slouéeniny.

Sloucenina podle naroku 1, jejiz struktura je znaéné podobna kahalalidu, ktery je
vybrén ze skupiny zahrnujici kahalalid A, kahalalid B, kahalalid C, kahalalid D,
kahalalid E, kahalalid F, kahalalid G, kahalalid H a kahalalid J.

Slougenina podle naroku 2, ktera napodobuje kahalalid F, ale li$i se od ného

v postrannim fetézci.

Slou¢enina podle naroku 3, kterd obsahuje alespoi jeden dalsi substituent v

postrannim fetézci.
Sloucenina podle naroku 4, ktera obsahuje alespori jeden halogenovy substituent.

Sloucenina podle kteréhokoli z naroku 2 az 5, ktera napodobuije kahalalid F, ale lisi

se od ného aminokyselinou v postrannim fetézci.

Sloucenina podle kteréhokoli z narokd 2 az 5, ktera napodobuje kahalalid F, ale lisi

se od ného aminokyselinou v kruhu.
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8. ZpUsob pripravy slouéeniny napodobujici kahalalid F, vyznacujici se

tim, Ze uzavirani kruhu probiha podle nasledujiciho schématu.

o)
R——N—Aa' |C—N—A32—-Q—N—Aa3
X OH——C—0
0=¢ 0 0 "’T
Aa®*——N ﬂ A2*—N !J; Aa* )
l o)
R——N—Aa'—C—N—222 !,! N——A2®
X C=—
o=—=C o o N
Ag®——n ﬂ A2 ——N L! Aa*

kde R je skupina R-CO-N- nebo jeji prekurzor, kde jedna nebo vice aminokyselin mdze
mit chrénici skupiny a kde -COOH z Aa® alnebo —NH, z Aa® mohou byt voliteiné

chranény, aktivovany nebo derivovany.

9. Farmaceuticky prostiedek, vyznadéujici se tim, Zzeobsahuje slouceninu
napodobuijici kahalalid, spole¢né s farmaceuticky pfijatelnym nosiCem nebo

redidlem.

10. ZpUsob lééeni rakoviny, vyznacéujici se tim, zezahrnuje podavani
acinného mnozstvi  sloudeniny napodobujici  kahalalid nebo kahalalid F,

pfipravenou postupem popsanym v naroku 8.
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