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(57) Anotace:

Imobilizované derivaty biotinu obecného vzorce 7, kde n
predstavyje pocet ethylenoxy jednotek anabyva hodrot 1-5 a
symbol Pol pfedstavuje polystyrenovou pryskyfici tvofenou
kopolymerem styrenu adivinylbenzenu, a zplisob jejich
piipravy syntézou napevné fizi.
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Efektivni zpusob biotinylace sloucenin s karboxylovou skupinou pomoci syntézy na

pevné fazi pro potieby afinitni chromatografie.
Oblast techniky:

Vynilez se tyka ptipravy a pouZiti imobilizovanych derivatd biotinu s rizn¢ dlouhymi Fetézci
polyethylenglykolu s vyuzitim principu syntézy na pevné fézi. Popsany koncept syntézy na
pevné fizi umoZriuje efektivni piipravu danych deriviti a jejich nésledné pouZiti pro
jednoduchou derivatizaci sloucenin obsahujicich ve své struktufe karboxylovou skupinu.
Takto derivatizované latky mohou byt po odstépeni z pevné faze pouZity pro zachyceni na
staciondrn{ fizi pokryté avidinem Komplex vznikly specifickou vazbou avidin-biotin
pfipadné streptavidin-biotin je pak metodou afinitni chromatografie vyuZivan predev$im ve

farmaceutickém vyzkumu pfi identifikaci molekuldrnich cili potencidlnich 1é¢iv.

Dosavadni stav techniky

Derivatizace biologicky aktivnich sloucenin molekulou biotinu je znamy prostredek
pro jejich studium za ucelem identifikace enzymu, s kterymi dané slouéeniny interaguji, coz
vyrazn¢ prispivi ke zjiSténi mechanismu uéinku tw@chto latek v bunétném systému.
Biotinylované derivaty Ize snadno imobilizovat metodou nekovalentni biospecifické interakce
na chromatografické koloné vybavené stacionarni fazi pokrytou avidinem/streptavidinem. Pfi
nésledném pouziti mobilni fize obsahujici bunétny lyzat dochdzi k zachyceni cilovych
enzyml na kolong. jejich nasledné eluci a identifikaci. Tento druh separadni metody se
nazyva afinitni chromatografie a patt{ mezi nejfrekventovanéj$i metody studia molekulérnich
cilil novych typi biologicky aktivnich slouéenin (t]. potencidlnich 1é¢iv).

Za nejvhodngjsi typ derivath biotinu pouZivanych pro modifikaci latek za tcelem
jejich studia afinitni chromatografif jsou povaZovany derivaty obecné struktury 1, kde linedmi
fetézec (tzv. raménko) sestévajici se z riizného poctu ethylenoxy jednotek je na jednom konci
derivatizovan biotinem, pficemz druhy konec fetézee je zakonéen vhodnou funkéni skupinou
umoZiujici derivatizaci piislusné latky. Vhodny pocet cthylenoxy jednotek (. délka
raménka) neni pfesné definovan, nebot’ se jedna o proménlivou veli¢inu zavislou na zpfisobu

interakee mezi studovanou latkou a cilovym enzymem,
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1
Pro derivatizaci latek obsahujicich ve své struktufe karboxylovou skupinu jsou
v literatufe nejcastéji popisovany derivaty 1 (nebo jejich analoga s alternativni strukturou
raménka) obsahujici terminalni primérni aminoskupinu. Nize jsou uvedeny nékteré priklady
takovych derivata.
V literatufe je hojné popsdna piiprava a pouZiti derivati 2 pomoci syntézy v roztoku,

Nékteré z téchto derivatd jsou i komeréné dostupné,
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Znéazornény typ raménka (tj. pouze na bazi uhlikatého skeletu) viak neni povazovan pro ucely
afinitni chromatografie za zcela vhodny z divodd jeho efektivntho zkraceni zpiisobeného
hydrofobnimi interakcemi methylenovych skupin a nebude mu proto zde vénovana dalsi
pozornost. Uvedeny budou pouze nékteré konkrétni pfiklady derivati s raménkem na bazi
ethylenoxy jednotek nebo derivaty s raménky podobné struktury, kiera jsou prosta

hydrofobnich interakei a jsou obecné povazovana z pohledu struktury za optimalni.

V literatufe je popséna priprava derivatu 3 s dvéma ethylenoxy jednotkami. Sloucenina je
piipravovana pomoci syntézy v roztoku a to biotinylaci pfisluiného mono-Boc chranéného
diaminu s vytézkem az 83%. Derivét 3 byl nasledné pouzit pro derivatizaci a studium riznych
typl latek pomoci afinitni chromatografic (Zhong, Chun-Long; Yao, Zhu-Jun, Huaxue
Xuebao 2008, 66(9), 1074-1078; Sekine, Mitsuo; Okada, Kazuhisa; Seio, Kohji; Obata,
Tohru; Sasaki, Takuma; Kakeya, Hideaki; Osada, Hiroyuki, Bioorganic & Medicinal
Chemistry 2004, 12(24), 6343-6349).



......

wnom e e LR *rE  re

Popsdna je rovnéZ priprava derivétu 4 s tiemi ethylenoxy jednotkami pripraveného biotinylaci
2-[2-[2-(2-azidoethoxy)ethoxy]ethoxy]-ethanaminu a naslednou redukei termindlniho azidu
trifenylfosfinem. Syntéza je opét provadéna v roztoku (Fusz, Stefan; Srivatsan, Seergazhi G.;
Ackermann, Damian; Famulok, Michael, Jowrnal of Organic Chemistry 2008, 73(13).
5069-5077).
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Dale je popsina pfiprava a pouziti derivitu 5 s raménkem v kombinaci ethylenoxy a
propylenoxy jednotek. Dany derivat je pfipravovén biotinylaci odpovidajiciho diaminu v
roztoku s vytéZkem pouhych 22% (Zhang, 7hidong; Edwards, Patrick J.; Roeske, Roger W.;
Guo, Lili, Bioconjugate Chemistry 2008, 16(2), 458-464).
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Podobny derivat 6 s kombinaci ethylenoxy a propylenoxy jednotek byl rovnéz ptipraven
syntézou v roztoku a pouzit ke studiu derivat nitrolotrioctové kyseliny (Huang, Zhaohua;
Park, Joshua I.; Watson, Douglas S.; Hwang, Peter; Szoka, Francis C., Jr., Bioconjugate

Chemistry 2006, 17(6), 1592-1600).
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Podstata vynédlezu

Predmétem predlozeného vynalezu jsou imobilizované derivaty biotinu obecného vzorce 7

kde n pfedstavuje pocet ethylenoxy jednotek a nabyva hodnot 1-5 a symbol Pol predstavuje

polystyrenovou pryskyfici tvofenou kopolymerem styrenu a divinylbenzenu.

Podstatou vynalezu je ddle pfiprava danych derivati pomoci syntézy na pevné fazi, pri¢emz

tato syntéza zahrnuje nasledujici kroky (viz. Schema 1):

. Imobilizaci 2-(2-aminoethoxy)-ethanolu pomoci reduktivni aminace na polymerni
pryskyfici obsahujici navazany 4-oxy-2-methoxybenzaldehyd za vzniku derivatu 8

. Derivatizaci imobilizovaného 2-(2-aminoethoxy)-ethanolu
fluorenylmethoxykarbonylovou protektivni skupinou za vzniku derivatu 9

. Acylaci hydroxyskupiny v derivatu 9 biotinem a néslednou deprotekei aminoskupiny

za vzniku derivatu 7a



. Esterifikaci  hydroxyskupiny ve slouceniné 9 pomoci chloridu kyseliny
methansulfonové, p-toluensulfonové nebo  trifluoromethansulfonanhydridem  za
vzniku slouceniny 10

. Reakei esteru sulfonové kyseliny 10 s alkalickymi solemi diethylenglykolu,
triethylenglykolu nebo tetracthylenglykolu za vzniku slouceniny 11

Derivatizaci slou¢eniny 11 fluorenylmethoxykarbonylovou protektivni skupinou, nslednou

acylaci hydroxyskupiny biotinem a deprotekei aminoskupiny za vzniku derivatu 7b-d
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Schema 1

Ve schématu bych prehodil comF za Fmoc — bylo-li by to v ChemDraw, udélal bych to.

Predmétem vyndlezu je rovnéz zpisob pouZiti derivétd 7a-d, kdy jsou tyto derivaty
podrobeny reakei se slou¢eninou obsahujici karboxylovou skupinu za vzniku latek 12 a
nasledné plisobenim kyseliny trifluoroctové je odstépen polymer za vzniku sloucenin 13

(viz. Schema 2).

L ”\’PO\/\]\OMIH . HN/\’{’ \/\]\Oh/v\,QNH

7o 0 y o
12 13

Schema 2
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Syntéza na pevné fazi ve srovndni se syntézou v roztoku obecné poskytuje fadu vyhod.
Mezi nejvétdi vyhody patii predev$im jednoduché instrumentalni vybaveni a jednoduché
experimentdlni provedeni syntézy, dale snadna pfiprava malych mnozstvi latek (i pfi
mnohastupiiovych syntézich) a zejména eliminace purifikace jednotlivych meziproduktd
velmi jednoducha izolace produktd syntézy Casto bez nutnosti naslednéhoCisténi. Zvlasté
posledni dvé jmenované vyhody maji zdsadni vyznam pro pouziti syntézy na pevné fazi pro
cel popsany ve vynalezu, nebot bictinylované latky pro studium afinitni chromatografif je
Casto potfeba syntetizovat v omezeném mnozstvi, piiCemz vlivem nepfiznivych vlastnosti
produktil mize dochazet ke znaénym ztrdtm a obtizim pfi jejich izolaci, které se zvySuji pri
nutnosti jejich purifikace.

To, Ze biotinylaéni jednotka je imobilizovana na pevné fazi, tedy piinasi vyhody
predevéim v jednoduché a rychlé pfipravé, snadné manipulaci s pfipravenymi systémy a
jednoduché¢ finalni izolaci cilovych produktd. Vzhledem k tomu, Ze pouze nékteré typy
biotinyla¢nich jednotek pro derivatizaci latek v roztoku jsou komeréné dostupné a to vétSinou
v malém mnoZstvi za nepiiznivou cenu, predstavuje popsany vyndlez efektivii zplsob
alternativniho feSenf dané problematiky.

V neposledni fadé je vyhodou popsané metodiky jeji variabilita. Volbou reaktantil lze
ménit sterické parametry cilovych derivatt, tj. délku raménka, kterd muze pii provedeni
afinitni chromatografie zna¢nym zpusobem ovliviiovat kvalitu interakce mezi studovanou
latkou a cilovym enzymem. Jednoduchym zpiisobem tedy lze pfipravit a kombinovat
jednotlivé typy biotinyla¢nich jednotek.

Popsany koncept syntézy na pevné fazi, ktery piinasi vySe uvedené praktické vyhody

jak pii vlastni piiprave, tak pii pouziti derivatd 7, nebyl dosud v literatuie popsan.

Piiklady provedeni vyndlezu

Podstata ptipravy a pouziti derivatt podle vyndlezu je blize objasnéna v nasledujicich
pifkladech. Tyto piiklady maji pouze ilustrativni charakter a v Zadném pfipadé neomezuji

rozsah vynalezu.



Postup pripravy derivati 7:

Priklad 1

Pfiprava imobilizovaného derivatu 7a (n = 1)

R I NH
N

0 H 0

300 mg Aminomethylové pryskyfice vybavené BAL linkerem (loading systému 0.63 mmol/g)
bylo suspendovano v roztoku 10% kyseliny octové v suchém N, N-dimethylformamidu (DMF)
(3 ml) obsahujictho 1 mmol 2-(2-aminoethoxy)-ethanolu. Reakéni smés byla tiepana pres noc
za laboratorni teploty. Poté byl pfidan 1 mmol triacetoxyborohydridu sodného v roztoku 5%
kyseliny octové v suchém DMF (1.5 ml). Reakeni smés byla tfepana 3 hodiny za laboratorni
teploty, poté promyta 3 x DMF, nésledné tfepdna 10 min. s roztokem 10% piperidinu v DMF
(3 ml), promyta 3 x DMF a 3 x dichloromethanem (DCM). Obdrzend pryskyfice byla trepana
v 0.2M roztoku fluorenylmethoxykarbonyl(hydroxysukcinimidu) (Fmoc-OSu) s ekvivalentem
diisopropylethylaminu (DIEA) v DCM (3 ml) 2 hodiny za laboratorni teploty a pak promyta 3
x DCM. Obdrzend pryskyfice byla tiepana v DMF (3 ml) obsahujici 1 mmol I-
hydroxybenzotriazolu (BtOH). I mmol N N'-diisopropylkarbodiimidu (DIC), 1 mmol biotinu
a 1 mmol DIEA pies noc za laboratorni teploty, poté byla pryskyfice promyta 3 x DMF.
Tento reakéni krok byl nasledné zopakovan za stejnych podminek. Obdrzend pryskyfice byla
suspendovana v roztoku 10% piperidinu v DMF (3 ml), tfepana 15 minut za laboratorni

teploty, promyta 3 x DMF, 3 x DCM, 3 x MeOH a vysusena v proudu dusiku.

Analyza produktu: 10 mg pryskytice bylo tfepéno v 0.5M roztoku Fmoc-OSu a DIEA v DCM
(1 ml) 30 min. za laboratorni teploty, pak byla pryskyfice promyta 3 x DCM a tfepéna v 50%-
nim roztoku kyseliny trifluoroctové (TFA) v DCM (0.5 ml). Poté byl vzorek odpaten dosucha
v proudu dusiku a odparek analyzovan pomoci HPLC-UV-MS, Detekovan produkt 7a jako
odpovidajici Fmoc-derivat, ESI-MS m/z = 554.6, [M+H]'. &istota 98%.
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Priklad 2

Priprava imobilizovaného derivétu 7b (n = 3)

Pols ~\H D
o N\[\/\o%OMH
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0 i Yo

300 mg Aminomethylové pryskyfice vybavené BAL linkerem (loading 0.63 mmol/g) bylo
suspendovano v roztoku 10% kyseliny octové v suchém DMF (3 ml) obsahujiciho 1 mmol 2-
(2-aminoethoxy)-ethanolu. Reakéni smés byla trepana pfes noc za laboratorni teploty. Poté
byl piidan 1 mmol triacetoxyborohydridu sodného v roztoku 5% kyseliny octové v suchém
DMF (1.5 ml). Reakeni smés byla tiepana 3 hodiny za laboratorni teploty, poté promyta 3 x
DMF, nasledn€ tfepana 10 min. s roztokem 10% piperidinu v DMF (3 ml), promyta 3 x DMF
a 3 x DCM. Obdrzend pryskyfice byla suspendovédna v 0.2M roztoku Fmoc-OSu s
ckvivalentem DIEA v DCM (3 ml), tfepana 2 hodiny za laboratorni teploty a pak promyta 3 x
DCM. Obdrzena pryskyfice byla trepana v 0.2M roztoku methansulfonylchloridu v pyridinu
(3 ml) dvé hodiny za laboratorni teploty, pak promyta 3 x DMF. Obdrzend pryskyfice byla
trepana v 1M roztoku diethylenglykolatu lithného v dimethylsulfoxidu (DMSO) (3 ml)
(roztok byl ptipraven smichdnim ekvivalentu BuLi a diethylenglykolu za laboratornf teploty),
trepana pies noc za laboratorni teploty, poté promyta 3 x DMF, tiepana 10 minut s 20%-nim
roztokem kyseliny octové v DMF. 10 minut s 20%-nim roztokem piperidinu v DMF, promyta
3 x DMF a 3 x DCM. Obdrzena pryskyfice byla tfepana v 0.2M roztoku Fmoc-OSu s
ckvivalentem DIEA v DCM (3 ml) 2 hodiny za laboratorni teploty a pak promyta 3x DCM.
Obdrzena pryskyfice byla tiepana v DMF (3 ml) obsahujici 1 mmol BtOH, 1 mmol DIC, 1
mmol biotinu a I mmol DIEA pfes noc za laboratorni teploty, poté byla pryskytice promyta 3
x DMF. Tento reakéni krok byl nasledné zopakovan za stejnych podminek. Obdr¥end
pryskytice byla suspendovéna v roztoku 10% piperidinu v DMF (3 ml), tfepana 15 minut za

laboratorni teploty, pak promyta 3 x DMF, 3 x DCM, 3 x MeOH a vysusena v proudu dusiku.

Analyza produktu: 10 mg pryskyfice bylo tiepano v 0.5M roztoku Fmoc-OSu a DIEA v DCM
(1 ml) 30 min. za laboratorn{ teploty, pak byla pryskyfice promyta 3 x DCM a tiepédna v 50%-
nim roztoku TFA v DCM (0.5 ml). Poté byl vzorek odpaten dosucha v proudu dusiku a



odparek analyzovén pomoct HPLC-UV-MS. Detekovan produkt 7b jako odpovidajici Fmoc-
derivat, ESI-MS m/z = 642.7, [M+H]". &istota 95%.

Piiklad 3

Ptiprava imobilizovaného derivatu 7¢ (n = 4)
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300 mg Aminomethylové pryskyfice vybavené BAL linkerem (loading 0.63 mmol/g) bylo
suspendovéno v roztoku 10% kyseliny octové v suchém DMF (3 ml) obsahujictho 1 ramol 2-
(2-aminoethoxy)-ethanolu. Reakéni smés byla tfepana pres noc za laboratorni teploty. Poté
byl pfiddn 1 mmol triacetoxyborohydridu sodného v roztoku 5% kyseliny octové v suchém
DMEF (1.5 ml). Reakéni smés byla tfepana 3 hodiny za laboratorni teploty, poté promyta 3 x
DMF, ndsledné tfepana 10 min. s roztokem 10% piperidinu v DMF (3 ml), promyta 3 x DMF
a 3 x DCM. Obdrzend pryskytice byla suspendovana v 0.2M roztoku Fmoc-OSu s
ckvivalentem DIEA v DCM (3 ml), tfepna 2 hodiny za laboratorni teploty a pak promyta 3 x
DCM. Obdrzena pryskytice byla tfepana v 0.2M roztoku methansulfonylchloridu v pyridinu
(3 ml) dve hodiny za laboratorni teploty, pak promyta 3 x DMF. Obdrzen4 pryskyfice byla
suspendovana v 1M rozioku triethylenglykolatu lithného v DMSO (3 ml) (rozrok byl
pfipraven  smichénim ekvivalentu BuLi a triethylenglykolu 7a laboratorni teploty), tfepana
pies noc za laboratorni teploty, poté promyta 3 x DMF, tepana 10 minut s 20%-nim
roztokem kyseliny octové v DMF, 10 minut s 20%-nim roztokem piperidinu v DMF, promyta
3 x DMF a 3 x DCM. ObdrZend pryskyfice byla tiepana v 0.2M roztoku Fmoc-OSu s
ekvivalentem DIEA v DCM (3 ml) 2 hodiny za laboratorni teploty a pak promyta 3 x DCM.
Obdrzend pryskyfice byla tfepina v DMF (3 ml) obsahujici 1 mmol BtOH, 1 mmol DIC, 1
mmol biotinu a 1 mmol DIEA pres noc za laboratorni teploty, poté byla pryskytice promyta 3
x DMF. Tento reakéni krok byl ndsledné zopakovén 2x za stejnych podminek. Obdrzena
pryskyfice byla suspendovana v roztoku 10% piperidinu v DMF (3 ml), tfepana 15 minut za

laboratorni teploty, pak promyta 3 x DMF, 3 x DCM, 3 x MeOH a vysusena v proudu dusiku.



Analyza produktu: 10 mg pryskyfice bylo tfepéno v 0.5M roztoku Fmoc-OSu a DIEA v DCM
(1 ml) 30 min. za laboratorni teploty, pak byla pryskyfice promyta 3 x DCM a tiepana v 50%-
nim roztoku TFA v DCM (0.5 ml). Poté byl vzorek odpaten dosucha v proudu dustku a
odparek analyzovén pomoci HPLC-UV-MS. Detekovan produkt 7e jako odpovidajici Fmoc-
derivét, ESI-MS m/z = 686.8, [M+H]". tistota 95%.

Priklad 4

Pfiprava imobilizovaného derivatu 7d (n = 5)
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300 mg Aminomethylové pryskyfice vybavené BAL linkerem (loading 0.63 mmol/g) bylo
suspendovéno v roztoku 10% kyseliny octové v suchém DMF (3 ml) obsahujiciho 1 mmol 2-
(2-aminoethoxy)-ethanolu. Reakéni smés byla tfepana pies noc za laboratorni teploty. Poté
byl ptidan 1 mmol triacetoxyborohydridu sodného v roztoku 5% kyseliny octové v suchém
DMF (1.5 ml). Reakéni smés byla tiepana 3 hodiny za laboratorni teploty, poté promyta 3 x
DMF, nésledn¢ tfepana 10 min. s roztokem 10% piperidinu v DMF (3 ml), promyta 3 x DMF
a 3 x DCM. Obdrzend pryskyfice byla suspendovana v 0.2M roztoku Fmoc-OSu s
ekvivalentem DIEA v DCM (3 ml), tfepdna 2 hodiny za laboratorni teploty a pak promyta 3 x
DCM. Obdrzend pryskyfice byla tiepana v 0.2M roztoku methansulfonylchloridu v pyridinu
(3 ml) dvé hodiny za laboratorni teploty, pak promyta 3 x DMF. Obdrzend pryskyiice byla
suspendovana v 2M roztoku tetracthylenglykolatu sodného v DMSO (3 ml) (roztok byl
pfipraven smichanim ekvivalentu NaH a tetraethylenglykolu za laboratorni teploty), tfepana
pfes noc za laboratorni teploty, poté promyta 3 x DMF, tiepana 10 minut s 20%-nim
roztokem Kyseliny octové v DMF, 10 minut s 20%-nim roztokem piperidinu v DMF, promyta
3 x DMF a 3 x DCM. Obdrzena pryskyfice byla tfepana v 0.2M roztoku Fmoc-OSu s
ckvivalentem DIEA v DCM (3 ml) 2 hodiny za laboratorni teploty a pak promyta 3 x DCM.
ObdrZena pryskyfice byla tiepana v DMF (3 ml) obsahujici 1 mmol BtOH, 1 mmol DIC, 1
mmol biotinu a 1 mmol DIEA pes noc za laboratorni teploty, poté byla pryskyfice promyta 3

x DM Tento reakéni krok byl ndsledné zopakovan 3 x za stejnych podminek. Obdrzena
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pryskyfice byla suspendovana v roztoku 10% piperidinu v DMF (3 ml), tfepana 15 minut za

laboratorni teploty, pak promyta 3 x DMF, 3 x DCM, 3 x MeOH a vysuSena v proudu dusiku.

Analyza produktu: 10 mg pryskytice bylo tfepano v 0.5M roztoku Fmoc-OSu a DIEA v DCM
(1 ml) 30 min. za laboratorni teploty, pak byla pryskyfice promyta 3 x DCM a tfepéna v 50%-
nim roztoku TFA v DCM (0.5 ml). Poté byl vzorek odpafen dosucha v proudu dusiku a
odparek analyzovan pomoci HPLC-UV-MS. Detekovan produkt 7d jako odpovidajici Fmoc-
derivat, ESI-MS m/z = 730.8, [M+H] . ¢istota 90%.

Ptiklad S

Postup pouziti derivati 7:

Obecny postup derivatizace sloucenin s karboxylovou skupinou pouZitim imobilizovanych

derivatt 7:

250 mg Vychozi aminomethylové pryskyfice bylo podrobeno syntéze derivata 7 dle vyse
uvedenych postupl. Vyslednd pryskyfice byla tfepana s roztokem 0.5 mmol piistusné
karboxylové kyseliny, 0.5 mmol BtOH a 0.5 mmol DIC ve smési DMF a DCM (1:1, 2.5 ml)
pres noc za laboratorni teploty. Obdrzena pryskyfice byla promyta 3 x DMF, 3 x DCM a poté
tiepana v 50%-nim roztoku TFA v DCM (2.5 ml). Poté byla pryskyftice odfiltrovana, filtrat
odpaten dosucha v proudu dusiku a odparek sonifikovan v diethyletheru. Vysrazena pevna
latka byla odsita a promyta diethyletherem. V pfipadé, Ze vzhledem k rozpustnosti latky
nebylo mozné produkt vysrazet diethyletherem, byl odparek rozpustén v chloroformu (5 mil) a
protfepan s 5%-nim roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného (5 ml). Organickd vrstva byla
oddélena, vysuSena siranem sodnym a zahu$téna dosucha. V obou pfipadech se vytézky

pohybuji v rozmezi 70-90% teorie.

11
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Priklady pouZiti:

Studovand o Slou¢enina 13 Slou¢enina 13
karboxylova Bl.otmy]aém' m/z ((M-H]") Cistota (%
kyselina Jednotke (HPLC-UV-MS) (HPLC-UV-MS)

Fmoc-L-Ala 7a 625.7 95
Benzoové kyselina 7a 436.2 95
Nikotinova kyselina 7a 4374 93
Propionova kyselina 7a 388.2 95
Fmoc-L-Ala Th 713.8 92
Benzoova kyselina 7b 524.6 93
Nikotinova kyselina 7b 526.6 91
Propionova kyselina 7b 490.6 92
Fmoc-L-Ala Te 757.8 93
Benzoova kyselina Te 568.7 90
Nikotinova kyselina Te 569.7 89
Propionova kyselina ! Te 534.6 90
Fmoc-1.-Ala 7d 801.8 88
Benzoova kyselina 7d 612.7 84
Nikotinova kyselina 7d 613.7 85
: Propionova kyselina 7d 578.7 85

Struktura vybranych derivata 13 byla potvrzena pomoci '"H a °C NMR spektroskopie.

Primyslova vyuzitelnost

Imobilizované derivaty obecného vzorce 7 jsou vhodné pro efektivni derivatizaci sloucenin
obsahujicich ve své struktute karboxylovou skupinu a mohou tak slouZit k rutinni derivatizaci
takovych slouenin a néslednému studiu jejich vlastnosti pomoci afinitni chromatografie. To
je vyuzitelné zejména ve farmaceutickém vyzkumu pfi ur¢ovani molekularniho cile

biologicky aktivnich latek.
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Patentové naroky

1. Imobilizované derivaty biotinu obecného vzorce 7 vyznacujicich se tim,

EX\/\/O\/\\/ ~

N
Pol/\ﬁ S\
"o T

Pol\ = _~H S

N
0 H O

7e n piedstavuje pocet ethylenoxy jednotek a nabyva hodnot 1-5 a symbol Pol piedstavuje

polystyrenovou pryskyfici tvofenou kopolymerem styrenu a divinylbenzenu.

2. Zplsob piipravy derivati podle naroku 1 vyznadujici se tim, Ze slouCeniny obecného

vzorce 7 se piipravuji syntézou na pevné fazi (polymeru),
3. Zpuisob piipravy podle naroku 2 vyznacujici se tim, Ze syntéza zahrnuje kroky:

. Imobilizaci 2-(2-aminoethoxy)-ethanolu pomoci reduktivni aminace na polymerni
pryskyfici obsahujici navazany 4-oxy-2-methoxybenzaldehyd za vzniku derivatu 8

. Derivatizaci imobilizovan¢ho 2-(2-aminocthoxy)-cthanolu
fluorenylmethoxykarbonylovou protektivni skupinou za vzniku derivatu 9

J Acylaci hydroxyskupiny v derivitu 9 biotinem a naslednou deprotekci aminoskupiny
za vzniku derivétu 7a

. Esterifikaci  hydroxyskupiny ve slouceniné 9 pomoci chloridu kyseliny
methansulfonové, p-toluensulfonové nebo  trifluoromethansulfonanhydridem za

vzniku slouceniny 10



. Reakci esteru sulfonové kyseliny 10 s alkalickymi solemi diethylenglykolu,
triethylenglykolu nebo tetraethylenglykolu za vzniku sloudeniny 11

* Derivatizaci slouceniny 11 fluorenylmethoxykarbonylovou protektivni skupinou,
naslednou acylaci hydroxyskupiny biotinem a deprotekei aminoskupiny za vzniku

derivatu 7Th-d,

4. Zplsob pouZiti derivatd podle ndroku 1 vyznacujici se tim, Ze slouteniny typu 7 jsou
podrobeny reakci se slou¢eninou obsahujici karboxylovou skupinu za vzniku latek 12 a

nasledn¢ plisobenim kyseliny trifluoroctové je oditépen polymer za vzniku slouéenin 13.
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