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SEZNAM ZKRATEK

DMF — dimethylformamid

DMSO - dimethylsulfoxid

TEA - triethylamin

SAR - studie srovnavajici strukturu a aktivitu

TPPTS - 3,3',3"-phosphinidyntris(benzensulfonova kyselina) trisodna sl
TBAF — tetrabutylammoniumfluorid

TBDMSCI — tert.butyldimethylsilyl chloride

HMDS — hexamethyldisilazan

TMS — trimethylsilan

DIPEA - diisopropylethylamin

DMAP - 4-dimethylaminopyridin

TMSOTT — trimethylsilyl trifluoromethansulfonat

1,2-DCE - 1,2-dichloroethan

TBAA — tert.butyl acetoacetate

DMTCI — N,N-dimethoxytrityl chlorid

LC-MS - kapalinova chromatografie — hmotnostni spektroskopie
TLC - thin layer chromatography - chromatografie na tenké vrstvé
NMR - nuklearni magnetické resonance

HIV — Human Immunodeficiency Virus

Ekv — molarni ekvivalent

Ph — fenyl

Et — ethyl

Me — methyl

PPh; — triifenylfosfin

L — ligand



1. Uvod

Cytosin predstavuje jeden ze zakladnich stavebnich kamen( nukleovych kyselin
vyskytujicich se ve vSech zivych organismech. Ve druhé poloviné 20. stoleti byly u
nékolika derivatd cytosinu prokazany antibakterialni a cytostatické ucinky, které
iniciovaly dalSi vyzkum. Béhem poslednich 50-ti let vznikly tisice studii zaméfené na
syntézu cytosinu, jeho derivatd modifikovanych v riznych polohach &i studie zamérené
na biologické ucinky (cytostaticke, antivirotické, antibakterialni, atd.).

Usp&Snym vystupem téchto studii bylo uvedeni nékolika preparat na bazi cytosinu
na trh a jejich vyuziti v mediciné (Obr. 1). Pfikladem takovychto IéCiv mlze byt
Cytarabin 1 (prodavany pod komerénim nazvem Alexan nebo Cytosar), ktery se
pouziva k léCbé& akutni myeloidni leukémie nebo nékterych lymfom0. Dale napf.
Gemcitabin 2 indikovany k lé¢bé nemalobunééného karcinomu plic, Troxacitabin 3
uzivany pFi lymfoproliferaénich onemocnénich. Uspé&sné preparaty pro lécbu HIV
pozitivnich pacientll zahrnuji Emtricitabin 4, nukleosidovy inhibitor reverzni
transkriptazy, ktery se rovnéz prodava v kombinaci s tenofovirem pod komerénim
nazvem Truvada. Zalcitabin 5 je rovnéz nukleosidovym inhibitorem reverzni

transkriptazy pouzivanym pfi [é¢bé AIDS.
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Obr. 1: Vybrané struktury IéCivych derivatl cytosinu.

V nékterych studiich bylo zjisténo, Ze modifikace cytosinu v poloze 5 ethynylovym

substituentem ma urcity vliv na stabilitu DNA duplexu. Jeho dalSi derivatizace napf.



triazolovym cyklem pak vyznamné ovliviiuje 1-11 interakce a tim pfispiva k vysSi
termalni stabilité takto modifikovanych latek®.

Vzhledem k vySe uvedenym skuteCnostem bude bakalarska prace zaméfena na
syntézu derivatu cytosinu modifikovanych v poloze 5 rigidnim systémem. Tyto derivaty
budou v budoucnu studovany z hlediska jejich biologické aktivity a rovnéz

inkorporovany do oligodeoxynukleotidu a studovan jejich vliv na termalni stabilitu DNA.



2. Cile bakalarské prace

Predlozena bakalarska prace je zameéfena na pfipravu derivatd cytosinu 7
modifikovanych v poloze C5 heterocyklickym systémem vazanym pfes rigidni linker
(Schéma 1). Tento linker muze byt tvofen trojnou vazbou, popfipadé trojnou vazbou
v kombinaci s benzenovym jadrem. Heterocyklické zbytky jsou voleny podle

dostupnosti vychozich substrata.
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Schéma 1: Navrzené cilové struktury.

Jednotlivé dilCi cile bakalafské prace Ize shrnout nékolika nasledujicimi body:

» Vytvoreni reSerSe popisujici syntézu a reaktivitu znamych derivatl cytosinu
modifikovanych v poloze 5 specifickym rigidnim systémem.

» Syntéza vychoziho substratu a optimalizace podminek jeho pfipravy.

» Sonogashira cross-coupling reakce 5-ethynylcytosinu s variabilnimi substraty a

evaluace jeho reaktivity.
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3. Teoreticka cast

Teoreticka Cast predlozené bakalafské prace je rozdélena do dvou zakladnich
oblasti. V prvni ¢asti bude struéné popsan princip cross-coupling reakci, konkrétné pak
mechanismus zakladni reakce celé bakalaiské prace, a to Sonogashira cross-coupling
reakce. Druha cCast pak bude pojednavat o vybranych derivatech cytosinu

modifikovanych v poloze 5 rigidnim systémem.
3.1. Cross-coupling reakce

Cross-coupling reakce jsou obecné pouzZivanym terminem pro tvorbu novych ,uhlik-
uhlik® (C-C) vazeb, které zahrnuji reakci organometalického reagentu 9 s organickym
elektrofilem 8 za pfitomnosti katalyzatoru, nej¢astéji Ni nebo Pd komplexti (Schéma
2)%*,
katalyzator [M]

R-X + R R-R’
8 9 10
X=1, Br, Cl, OTf, m = Li (Murahashi)
F, CN, OTs, Mg (Kumada-tamao, Corriu)
OMs ... ... B (Suzuki-Miyaura)
Si (Tamao-Kumada, Hiyama-Hatanaka)
[M]= Fe, Co, Ni, Sn (Migita-Kosugi, Stille)
Cu, Pd, Ru, Zn, Zr (Negishi)
Rh ... ... Al (Nozaki-Oshima, Negishi)

Cu (Normant) ... ...

Schéma 2: Obecny popis cross-coupling reakci.

Tyto reakce byly vyvinuty na pocatku 70. let a nyni patfi mezi jedny z
nejpouzivangjsich reakci. O vyznamu cross-coupling reakci svédci také fakt, Ze v roce
2010 byli Richard F. Heck, Ei-ichi Negishi a Akira Suzuki ocenéni Nobelovou cenou za
~palladium-katalyzované cross-coupling reakce v organické syntéze®.

Cross-coupling reakce jsou rozdélovany do dvou hlavnich skupin podle jejich
reakéniho mechanismu®>. Prvni z nich zahrnuje proces -— oxidativni adice,
transmetalace a reduktivni eliminace (Schéma 3). Druhy mechanismus je zaloZzen na

oxidativni adici, inserci a reduktivni eliminaci (Schéma 4).

11



m X = halogen, OTf, OTs, OMs ...

Pd(0)L, R Pi") X M= 2znX, SnBus, B(OH)s, AR, ...

R, R" = alkyl, alkenyl nebo ary|
transmetalace R—M
reduktivni eliminace
MX

R— F'd(II

Schéma 3: Mechanismus oxidativni adice, transmetalace a reduktivni eliminace.

R—X
Wni adice
L

Pd(0)L, R—P&(II)—X X = halogen, OTf, OMs ...
baze /;x L R, R' = alkyl, alkenyl nebo aryl
Rl
L . N\
! inzerce alkenu
H—F'ti:I(II]—X
L
f,-eum‘mace

H:

L
H |
R R., . H' )—Pd(—x
— H i R’ L
o Pd(Il)—X
R’ L J

Schéma 4: Mechanismus oxidativni adice, inserce a reduktivni eliminace.

Jako katalyzatory jsou &asto voleny Ni(0) & Pd(0) komplexy®, Pd(0) komplexy jsou
vSak stabilngjsi, proto jsou vyuzivany nejvice, napf. Pd(PPhs),. Neni nutné vzdy pouzit
katalyzatory v nulovém mocenstvi, Ize rovnéz pouzit Pd(ll) €i Ni(ll) katalyzatory, z nichz
pozadované Pd(0) ¢i Ni(0) komplexy ziskame redukci napf. prebytkem trialkylaminu.
Mezi takovéto slouceniny fadime napf. Ni(PPhjs)4Br,, Pd(PPhs3),4Cl,, Pd(OAc), a PdCls.
Také neni nezbytné nutné pouzivat jako katalyzator komplex, ale mizeme misto toho
pouzit nanocastice palladia. Jejich nevyhodou je ovSem tendence se Casto shlukovat,

¢imz ztraci svoji efektivnost. Tomu se da predejit pfipravou specialnimi metodami.
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Dal$i velmi dulezitou sloZzkou coupling reakci jsou ligandy, které vyznamné ovliviiuji
aktivitu katalytického systému. Nejvice pouzivanym je trifenylfosfin (PPhs) 12 (Obr. 2),
AsPh; 11, derivat 14, P(tert-Bu)s; 13, &i bidetalni ligandy 2,2-bis(difenylfosfanyl)-1,1-
binaftalen (binap) 16 a 1,1-bis(difenylfosfanyl)ferrocen (dppf) 17.

@r% Q;;@ & :C

R
N, O PPh @PPhZ
¥ 2
N’
R

15

Obr. 2: Nékteré vybrané struktury ligandd.
3.1.1. Sonagashira cross-coupling

Sonogashira cross-coupling predstavuje reakci terminalnich alkyna s aryl d&i
vinylhalogenidy za vzniku C-C vazeb (Schéma 5). Tato reakce byla v minulosti
popsana a podrobné diskutovana ve 140-ti souhrnnych ¢&lancich, znichZz dva

nejcitovanéjsi pochazi z roku 2007,

Pd kat.
R-X + H—FR CIbaT: R— R’
8 18 ul, baze 19

X =1, Br, Cl, OTf R = alkenyl, aryl
R’= alkyl, alkenyl, aryl, silyl

Schéma 5: Obecna Sonogashira cross-coupling reakce.
Podrobny mechanismis Sonogashira cross-coupling reakce zahrnuje 2 cykly, a to
Pd cyklus a Cu (kupratovy) cyklus (Schéma 6). V prvnim cyklu nejdfive komplex Pd(0)
katalyzatoru a ligandu 20 reaguije s aryl &i vinyl halogenidem 21 v procesu nazyvaném

oxidativni adice. Vznikly komplex 22 podléha transmetalaci s acetylidem médnym za

13



vzniku komplexu 23. V poslednim kroku komplex 24 podléha reduktivni eliminaci za

vzniku alkynu 25, pfiéemz se regeneruje Pd katalyzator.

Phs— Pdo -Phs Y\

Pd Ph, Phs— Pd Phg

ﬁ

Schéma 6: Mechanismus Sonogashira cross-coupling reakce.

NejCastéji pouzivanymi katalyzatory pfi Sonogashira coupling reakcich jsou bézné
katalyzatory jako Pd(PPhs)s, PdCIy(PPh3),. Vyhodou prvniho z nich je nulovy stav
vstupujiciho palladia, kdezto druhy katalyzator musi byt nejdfive redukovan. Naproti
tomu, PdCI,(PPhs), je stalejsi za vyssich teplot a vici oxidaci.

Mezi nejpouzivangjsi baze fadime triethylamin, diethylamin nebo diisopropylamin.
Méné &asto je vyuzivan také isopropylethylamin.

Jako rozpoustédlo se nejvice pouziva bezvody DMF, ale mohou byt pouZita i jina
rozpou$tédla jako DMSO, THF, toluen, dioxan nebo benzen. Plvodni SonogashirGv
protokol popisuje pouziti samotnych bazi (amin() jako reakéni prostredi. V nékterych
pfipadech muze byt v reakci pouzito aktivujici aditivum, napf. TBAF nebo TBAOH.

Sonagashira cross-coupling mlize probihat i bez katalyzy Cu(l) soli ale tyto reakce
jsou ojedinélé.

Sonogashira cross-coupling reakce nalezly své uplatnéni v mnoha syntetickych
procesech’. Pfedstavuji rychlé a efektivni FeSeni napf. pfi alkynylaci aren(i a
heterocykl, syntéze enynl, enediynl, yonu, karbocyklickych ¢&i heterocyklickych

systému, pfirodnich produktl, atd.
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3.2. Syntéza a reaktivita vybranych 5-substituovanych derivati cytosinu

V této Casti bakalarské prace je pozornost zaméfena na syntézu a reaktivitu 5-
ethynylcytosinu 29, jakoZzto vychoziho substratu pro pfipravu novych derivatu cytosinu.
Dale pak bude popsana pfiprava derivatl cytosinu 30 modifikovanych v poloze 5

znazornénych na Obr. 3.

NH, NH, R
= =
NZ | N7 |
O)\N o)\N
H H
29 30

R = heterocyklus, karbocyklus, cyklus

Obr. 3: Modifikované derivaty cytosinu.

3.2.1. Pfiprava 5-ethynylcytosinu

V literatufe mGZeme nalézt 2 zpUsoby prFipravy 5-ethynylcytosinu®*. V novéjsich
citacich se setkavame s prvnim ze dvou zpusobl pfipravy — Sonogashira cross-
coupling reakce 5-jodocytosinu (Schéma 7). V prvnim kroku dochazi ke couplingové
reakci 5-jodocytosinu 6b s trimethylsilylacethylenem 31 v prostfedi bezvodého DMF pfi
teploté 80°C°. Jako katalyzator autofi zvolili Pd(PPhs),Cl,. Trimethylsilylovy intermediat
je v nasledné reakci s methanolickym roztokem amoniaku pfeveden na cilovy derivat

29. Vysledna konverze 5-jodocytosinu na 5-ethynylcytosin je 79%.

NH, NH, P
N~ | | TMS—= —»i’" N~ | ~
+ e
O)\N O)\N
H 31 H
6b 29

(i) Cul, TEA, Pd(PPh,),Cl,, DMF, 80°C, 1 h: (ii) NH,OH, MeOH, RT, 48 h.

Schéma 7: Priprava 5-ethynylcytosinu z 5-jodocytosinu.

Star$i prace popisuiji druhy zptisob syntézy 5-ethynylcytosinu®®'. Reakce probiha

ve dvou krocich a vychazi z 5-(1-chlorvinyl)-2,4-dichloropyrimidinu 32 (Schéma 8).

15



Tento substrat byl reagovan s ethanolickym amoniakem pfi 0°C. Po 18-ti hodinach
vznikla smés 2-amino-4-chloro-5-(1-chlorovinyl)pyrimidinu 33 a 4-amino-2-chloro-5-(1-
chlorovinyl)pyrimidinu 34. Separaci na silikagelu byly obé latky oddéleny, derivat 33
ziskan ve vytézku 11%. 5-Ethynylcytosin 29 byl ziskan z latky 34 po jeho varu v 2M

roztoku KOH ve smési dioxan:voda (1:1) po dobu 90 minut.

Akf/—’ x&f/ Akf/—’ IZé

(i) MeOH/NHg3, 0°C, 18 h. (ii) 2M KOH, voda:dioxiran (1:1), var, 90 m.

Schéma 8: Pfiprava 5-ethynylcytosinu 29 z 5-(1-chlorovinyl)-2,4-dichloropyrimidin 32.

3.2.2. Reaktivita 5-ethynylcytosinu

Ethynylovy substituent na cytosinu v poloze 5 velmi ochotné podléha dalSim
coupling reakcim s celou Fadou substrat®2. Schéma 9 znézorfiuje jednu z moznosti.
5-Jodo-2’-deoxynukleosidy 35 mohou reagovat s 5-ethynylcytosinem 29 za vzniku
vicejadernych heterocyklickych systémua 36. Autofi popsali 4 rizné reakéni podminky
liSici se vteploté reakce a pouzitém katalyzatoru, které vedly k syntéze cilovych
derivatd 36. Zajimavou zavislost na zvolenych reakénich podminkach prokazal typ
zvoleného nukleosidu. Zatimco 5-jodo-2°-deoxycytidin 35a a deoxy-7-deazaadenosin
35b reagovali s 5-ethynylcytosinem 29 za katalyzy Pd(OAc), nebo Pd(PPh3),Cl, pfi
teploté 80°C po dobu 1 hodiny za vzniku derivatl 36, 5-jodo-2 -deoxyuridin 35c za
stejnych podminek podléhal heterocyklizaci za vzniku furopyrimidinu 37. Slouceninu
36¢ se podafilo pfipravit az snizenim reakéni teploty na 50°C. VSechny zminéné

derivaty byly pfipraveny ve vytéZzku 30-78%.
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/
NH,
~~  dC,dA:ineboii

N dU: iii nebo iv
HO + )\ | -
o 0~ "N
H
OH 29 HO
35a-c o)
OH
dU: i nebo ii 36a-c
baze:
NH2 J\X\I\J NH2 O
L o, oo
a b c

37

(i) Pd(OAC),, TPPTS, Cul, DIPEA, H,O-MeCN (2:1), 80°C, 1 h; (i) Pd(PPhs),Cls,
Cul, Et;N, DMF, 80°C, 1 h; (iii) Pd(OAc),, TPPTS, Cul, Et;N, H,0:MeCN (2:1), 50°C, 1
h; (iv) Pd(PPhs),Cl,, Cul, Et;N, DMF, 50°C, 1 h.

Schéma 9: Reaktivita 5-ethynylcytosinu s nukleosidy.
Stejné reakéni podminky byly aplikovany i na 5-trifosfaty odvozené od zminénych
nukleosidu (Schéma 10). Citlivost trifosfatové skupiny a jeji nachylnost k hydrolyze

vyzadovaly velmi rychlé zpracovani a izolaci pomoci HPLC. Nukleotidy 39 byly
nasledné ziskany ve vytézku 35 (39a), 31 (39b) a 17% (39c).
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OH I I I}
38a-c 29 O—Z_—O—Z_—O—(F;—O

baze: OH
NH, o NHy o 39a-c
N*'f% 2008

oA NP oA
e ~d, A
a) b) c)

(i) Pd(OAC),, TPPTS, Cul, DIPEA,, H,0:CH,CN (2:1), 80°C, 1 h.

Schéma 10: Reakce 5-ethynylcytosinu s 5-jod-2°-deoxynukleosid trifosfaty.

3.2.3. Syntéza derivati odvozenych od 5-ethynylcytosinu

Nékteré z reakci popisujici pfipravu 5-substituovanych derivatd cytosinu jsou jiz
znazornény v predchozi kapitole, avSak syntéza takovychto derivati neni vzdy
zalozena na reaktivitt samotného 5-ethynylcytosinu. Né&které zreakci vyuzivaji
opadného pristupu, tedy reakci 5-jodocytosinu s r(izné substituovanymi acetyleny™**>.
Jednim z pfikladl je i syntéza znazornéna na Schématu 11. Hudson a kol. popsali
Sonogashira coupling reakci 5-jodocytosinu 6b s rizné substituovanymi aromatickymi
substraty 40 za vzniku fenyl, p-nitrofenyl a p-methoxyfenyl derivatd 41a-c ve vytézcich

82, 71 a 84%*3,

R
NH, NH>
Ly =0 — X
0] N [0) N
H H
6b b) NO,
c) MeO

(i) Pd(PPhs),, Cul, TEA, CH,Cl,, RT, 16 h.

Schéma 11: Priprava derivatl 41.
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Dalsi ukazkou syntézy ethynyl-substituovanych derivatd cytosinu je prace
popisujici pfipravu fosforamidatu 46 (Schéma 12) za uéelem studia vlivu modifikace
vpoloze 5 na stabilitu DNA'. 5-Jodocytosin je nejprve persilylovan
hexamethydisilazanem. Takto ochranény substrat podléhd Sonogashira cross-
coupling reakci s 1°-ethynyl-2°-deoxyribosou 42 za vzniku nukleosidu 43 ve vytézku
55%. Nasledna deprotekce chranicich skupin vede k pfipravé deoxyribosidu 44
s vytézkem 73%. Pozadovany fosforamidat 46 je koneCné& ziskan po tritylaci 5°-
hydroxylové skupiny, ochranénim amino skupiny cytosinu a reakci s 2-cyanoethyl-

N,N’-(diisopropyl)-phosphoramidochloridatem ve vytézku 44%.

H,N__N__O H,N__N__O

i,ii ™ iii .
TBDMSO/\Q/ W, o F i, o F

42 TBDMSO" 43 HO

46 45

(i) 5-jodocytosin, HMDS, (NH,),SO., 127°C; (i) Cul, DIPEA, (PPh,),Pd, DMF, RT,
12 h; (iif) 80% AcOH, H,0, 40°C, 3 dny; (iv) DMTCI, DMAP, pyridin, RT, 6 h; (v)
MeO,CHNMe,, DMF, RT, 3 h; (vi) 2-cyanoethyl-N,N"-(diisopropyl)-
phosphoramidochloridat, DIPEA, DCM, RT, 3 h.

Schéma 12: Syntéza fosforamidatu 46 odvozeného od 5-ethynylcytosinu.

3.2.4. Vliv substituce cytosinu v poloze 5 na DNA helix
Methylace cytosinu v pozici C5 se nachazi pfiblizné u 1% vSech bazi sav&iho
geonomu. Tato epigeneticka modifikace, ktera je stalou obménou v DNA, ovliviiuje

strukturu chromatinu a regulaci genové exprese. Cytosin je methylovan na
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dinukleotidech CpG, které se vyskytuji v opakujicich se sekvencich. Tyto tzv. CpG
ostrivky, vyskytujici se <&asto voblasti promotoru, jsou u aktivnich gena
nemethylovany. Pokud dojde k metylaci (Obr. 4), mize dojit k inaktivaci gena, a to
napf. umoznénim vazby inhibi¢nich komplextd nebo zabranénim vazbé transkripCnich

faktoru.
m
Obr. 4: Methylace DNA.

Poruchy v procesu metylace jsou asto spojeny s malignimi procesy. Cela fada
tumort vykazuje zmény vtomto procesu, které vedou k aktivaci protoonkogenda,
riznym genetickym mutacim a genové nestabilité. Napf. je prokazano, ze
methylované CG oblasti v kédujici Casti tumor-supresorového genu p53 jsou znamé
mutacni hot-spoty (mista, kde mutace vznikaji s nejvétsi frekvenci, respektive mista,
ktera jsou nachylnéjsi k mutacim) plicniho karcinomu.

Také bylo prokazano, Ze methylovany cytosin ovliviiuje reaktivitu sousedniho
guaninu ke karcinogenum a DNA alkylacnim latkam. Otazkou ovSem zUstava detailni
mechanismus pUsobeni methylovaného cytosinu. Proto bylo navrzeno nékolik riznych
substituci C5 cytosinu, jejichz studium by pfispélo k objasnéni tohoto mechanismu'®.
Moser a kol. vypracovali podrobnou studii zaméfenou na sledovani vlivu riznych C5
modifikaci cytosinu zahrnujici napf. alkylovy €i aromaticky substituent nebo také
ethynylovy zbytek. Nebyl bran v potaz jen samotny cytosin, pfihlizelo se k celym
parovym bazim CG, tedy ovlivnéni guaninu i ovlivnéni celého cytosin-guaninového
paru. Mezi sledované vlastnosti patfi: struktura vazaného hydrogenu, elektronovy
efekt, atomovy naboj, dale pak polarita, PA a v neposledni fadé GPB.

Autofi dospéli k zavéru, ze karcinogen vlivem elektronovych zmén modifikovaného
cytosinu pravdépodobné ovliviiuje pre-kovalentni vazbu do velkého Zlabku. Tyto zmény
v reaktivité jsou zaloZzeny na elektronovych efektech pfenesenych ze substituentu

cytosinu pfes karbonyl na amino skupinu guaninu.
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4. Vysledky a diskuze

Diskusni ¢ast bakalarské prace je zaméfena na vyvoj syntetickych metod vedoucich
k pfipravé derivatd cytosinu modifikovanych v poloze C5 rigidnim systémem
substituovanym heterocyklickym zbytkem (Schéma 11). Jako vychozi latka byl zvolen
5-bromocytosin 6a nebo  5-jodocytosin 6b, které  jsou reagovany
s trimethylsilylacetylenem. V této €asti prace bude porovnana reaktivita bromo a
jodocytosinu. Silylovany derivat 47 je dale odchranén za vzniku 5-ethynylcytosinu 29.
Tento substrat 29 je nasledné podroben coupling reakcim s heterocyklickymi halogen
derivaty za vzniku cilovych struktur 30. Silylovany derivat 47 muze byt rovnéz preveden
na odpovidajici ribosid 48 a nasledné modifikovan za vzniku nukleosidu 49. Jednotlivé

kroky této syntézy budou podrobné diskutovany dale.

NH NH TMS NH NH R
2 2 _ 2 _ 2 //
N)j/x i N7 ~ i T N~ |
U o —
O)\N O%\N O)\N OZ\N
H H H H
6 47 29 30
a) X =Br v, ii
b) X = | lv, iii
NH NH R
2 = 2 2
[N | N* |
O)\N iv OéJ\N
HO HO
©) 0
OH OH OH OH
48 49
R: | S @75 72\
RO &

(i) HMDS, (NH,4),S0O,4, 140°C; (ii) TMS-acetylen, Cul, TEA, (PPh3),Pd, DMF, RT, 16

h; (iii) NH,OH, MeOH, RT, 16 h; (iv) Cul, TEA, (PPH3)4Pd, DMF, R-X, rt, 16 h; (v)

HMDS, (NH,4),S0O,, 140°C, potom 1-O-acetyl-2,3,5-tri-O-benzoyl-B-D-ribofuranose,
TMSOTTf, DCE, rt, 16 h.

Schéma 11: NavrZzend strategie syntézy.
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4.1. Priprava 4-amino-5-((trimethylsilyl)ethynyl)pyrimidin-2(1H)-onu

K pfipravé derivatu 47 (Schéma 12) byly k dispozici 2 substraty. 5-Bromocytosin
6a a 5-jodocytosin 6b. Nejprve byl jako vychozi substrat pouzit 5-bromocytosin 6a,
ktery je levnéjSi nez jeho jod analog 6b. Rovnéz také nebyly doposud popsany reakce,
kde by brom derivat 6a figuroval jako vychozi latka pfi syntézach provadénych
metodou Sonogashira coupling, proto jsme chtéli zjistit jeho reaktivitu. Naproti tomu

reakce 5-jodocytosinu jiz zname jsou®*2.

NH, NH, T™MS
N | i,ii ;\l\ |
O)\N 07 >N
H H
6 47
a) X =Br
b) X = |

() HMDS, (NH,4),S04, 140°C, 3h; (ii) TMSacetylen, Cul, baze, Pd katalyzator, DMF
nebo DMSO (viz. Tabulka 1)

Schéma 12: Syntéza slouceniny 47.
4.1.1. Syntéza z bromocytosinu

Prvnim zvolenym vychozim substratem byl 5-bromocytosin 6a, ktery byl podroben
Sonogashira  cross-coupling reakci s trimethylsilylacetylenem za  podminek
znazornénych na Schématu 12. Brom derivat se ukazal jako velmi nereaktivni, proto
bylo vyzkouseno mnoho experimentu.

VSechny provedené experimenty jsou shrnuty v Tabulce 1. Reakce byly
uskutecnény za pouziti 0,2 ekv Cul, 0,1 ekv (PPh,) Pd nebo (PPh;),PdCl, a 0,3 ekv

TMS-acetylenu. Reak&nim prostfedim byl suchy DMF pfipadné DMSO, jako baze byl
pouzit TEA nebo DIPEA. VSechny reakce byly provadény v inertni atmosféfe (N,).
Charakteristickym rysem vSech reakci byla barevna zména roztoku ihned po smichani
vSech reagentd z Sedo-hnédé na hnédo-Cernou. Po ukonceni reakce byla smés
odpafena na rotacni vakuové odparce a zbytky DMF & DMSO vysuSeny pomoci
lyofilizatoru.

Jednotlivé reakce byly monitorovany pomoci LC-MS a TLC vzdy po prvni, druhé a

tfeti hodiné a pfed ukon€enim reakce.
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Prvni dvé reakce 47a-b popisuji pfimou reakci 5-bromocytosinu 1 s TMS-
acetylenem. Syntéza probihala 24 h za laboratorni teploty, bohuZel se v3ak cilovy
substrat nepodafilo pfipravit a pomoci LCMS byla identifikovana pouze vychozi latka.
K této syntéze byly pouzity dvé rizné baze, TEA a DIEPA, avS8ak zvolena baze na
prabéh reakce neméla zadny vliv.

Ostatni reakce uvedené v Tabulce 1 byly obménény, kdy vychozi 5-bromocytosin
byl nejprve silylovan v HMDS pfi teploté 140°C. Vizualnim pozorovanim byla reakce
ukon¢ena po 3 hodinach, a to v okamziku, kdy vSechen vychozi material pfesel do
roztoku. Nasledné byl HMDS odparen a takto ziskany chranény substrat byl podroben
Sonogashira cross-coupling reakci s TMS-acetylenem. Reakce 47c¢ uskuteCnéna za
laboratorni teploty poskytla po 24 h pouze vychozi derivat, stejné jako reakce 47d
provedena pfi teploté 80°C. Jestlize byla reakéni teplota zvySena na 100°C (reakce
47e), produkt byl patrny jiZ po 1 hodiné. Kdyz vSak byla reakéni smés ponechana
reagovat do druhého dne, aby doslo ke kompletni konverzi vychozi latky, doSlo
k rozkladu jak produktu, tak vychozi latky na smés neidentifikovatelnych derivatd. U
reakci 47f-g byly zaménény Pd katalyzator a rozpoustédlo, avSak podle TLC tato

zména nepomohla a cilovy derivat se nepodafilo timto postupem ziskat.

Tabulka 1: Sumarizace reakénich podminek k pripravé derivatu 47.

8 3 X! ~'§ ?é o 3 %)
e D g 53 ) 2 =
x e

a - TEA (PPhs),Pd DMF 24 h RT VL

b - DIPEA (PPhs),Pd DMF 24 h RT VL

c HMDS DIPEA (PPhs),Pd DMF 24 h RT VL

d HMDS DIPEA (PPhs),Pd DMF 6h 80°C VL
1h - 50%

e HMDS DIPEA (PPhs),Pd DMF 6h 100°C 2h — 50%

1d-rozloZeno
f HMDS TEA Pd(PPhs;),Cl, DMF 24 h RT VL
g HMDS TEA (PPhj),Pd DMSO 3h 80° VL

Vzhledem k tomu, zZe 5-bromocytosin prokazal velmi nizkou reaktivitu k provedenym
cross-coupling reakcim, rozhodli jsme se dale pouzit komercné dostupny 5-
jodocytosin.
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4.1.2. Syntéza z jodocytosinu

5-Jodocytosin 6b reagoval ve srovnani s 5-bromocytosinem 6a velmi ochotné za

podminek, které jsou znazornény na Schématu 13 a podrobné budou popsany dale.

NH, NH, ™S
| =
N7 | i N7 |
—
O)\N O)\N
H H
6b 47

(i) TMSacetylen, Cul, TEA, Pd katalyzator, DMF, RT, 24 h.
Schéma 13: Syntéza 47 z 5-jodcytosinu.

Kreakei bylo pouzito 0,1 ekv Pd katalyzatoru ((PPhs).PdCl, nebo (PPh,),Pd),
0,2ekv Cul TEA, DMF, 2ekv TMS-acetylenu. Prvni z pokusU probihal kvantitativné za

laboratorni teploty pod dusikem 16 hodin. Po ukonceni reakce byla reakéni smés
vytfepana do ethylacetatu a vody s 10% NaCl. K organické fazi byl pfidan pevny
Na,SO, na vysuSeni zbytkové vody a smés byla filtrovana a filtrat byl odpafen. Tato
reakce byla provadéna pouze s malym mnoZstvim vychozi latky a proto i mnoZstvi
ziskaného produktu nepatrné.

U dalSiho experimentu bylo zjiténo, Zze reakéni doba 3 hodiny je dostacujici. Proto
byla reakce ukoncena po této dobé, dale 2 hodiny odpafovana na rotaCni vakuové
odparce a nakonec vysu$ena na lyofilizatoru. VysuSena smés byla rozsuspendovana
v DCM a filtrovana pfes filtracni papir. Vytézek Cinil 91% Cisté latky.

U nékolika dalSich experimentt byl oboménén zpUsob izolace, kdy byla surova smés
filtrovana pfes filtraCni papir a promyta destilovanou vodou. Takto bylo dosazeno

vytézku v rozmezi 75%-81%.
4.2. Odbouravani protektivni skupiny TMS
K pfipravé 5-ethynylcytosinu 29 byla pouzita sucha a Cista latka 47 z pfedchozi

reakce, kdy byly vyzkouSeny dvé ruzné metody popsané ve Schématu 14. Jako

nejlepsi Cinidlo pro odbourani TMS se osvédcil roztok vodného amoniaku a metanolu.
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NH, T™S NH,

N~ & N~ &
| i nebo ii |
A —
(0] ” (@) N
47 29

(i) TBAF, THF, RT nebo (i) MeOH/NH,OH, RT.

Schéma 14: Odstranéni protektivni skupiny.

4.2.1 Odchranéni silylové skupiny pomoci TBAF

Tento zpusob deprotekce byl provadén za laboratorni teploty, kdy byl k vychozi
latce pfidan roztok TBAF v THF. Smés byla michana po dobu 2 hodin. Po této dobé
byla reakéni smés odpafena a purifikovana pomoci kapalinové chromatografie za
pouziti mobilni faze chloroform:methanol v poméru 9:1. | pfesto, ze surova latka byla
ziskana ve vytézku 91%, tato reakce byla provadéna v malém mnozstvi, abychom
zjistili reaktivitu vychozi latky, a po purifikaénim procesu bylo ziskano pouze neparné
mnozstvi produktu. Kone¢na analyza pomoci LC-MS prokazala pfitomnost nedistot i

v Cisténém derivatu, proto jsme tuto metodu opustili.

4.2.2 Odchranéni silylové skupiny pomoci MeOH/NH,OH

Pouziti methanolického roztoku amoniaku patfi k nejbé&zné&jSim metodam
vyuzivanym k deprotekci silylovych skupin, proto byla tato metoda pouZita i v naSem
pfipadé.

K TMS-ethynylcytosinu 47 byl pfidan methanolicky amoniak. Tato smés byla
michana za laboratorni teploty po dobu 24 hodin a posléze na vakuové odparce
odparena do sucha. Vytézek v8ech provedenych reakci byl 87% - 93% Cisté latky bez

potfeby dalSi purifikace.
4.3 Sonogashira coupling 5-ethynylcytosinu s variabilnimi heterocykly

Metodou Sonogashira coupling byly v poslednim kroku pfipraveny tfi derivaty 30
zakonCené heterocyklem z vychoziho substratu 29. Jejich syntéza je znazornéna ve

Schématu 15 a pfiprava konkrétnich derivatli je pak blize popsana nize v jednotlivych

podkapitolach.
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NH, NH,
a =
——
O%N O)\N
H H

29 30
R= S S 72\
G O
& e
a b c

() R-X, Cul, TEA, Pd - katalyzator, DMF

Schéma 15: Syntéza cilovych produktd.

4.3.1 Reakce s 2-bromopyridinem

Coupling reakce 5-ethynylcytosinu 29 s 2-bromopyridinem probihala 16 hodin za
laboratorni teploty v inertnim prostfedi dusiku. Reakce byla monitorovana pomoci LC-
MS kazZdou hodinu po dobu 5 hodin a nakonec po ukonéeni reakce. JelikoZ reakce
zcela neprobéhla a ve smési byla metodou LC-MS detekovana vychozi latka, byl
proveden dalSi experiment, ve kterém bylo zvySeno mnozstvi bromopyridinu ze 3 ekv
na 7 ekv. Po této reakci, ktera probihala 16 hodin, byla smés vysu$ena na lyofilizatoru.
Purifikace probéhla na Sepacoru za pouziti mobilni faze 9:1,5 chloroform:metanol,

separace poskytla produkt 30c ve vytézku 48%.

4.3.2 Reakce s 2-jodothiofenem

Reaktivita pétiClennych heterocykll je ve srovnani s SestiClenymi mnohem nizsi,
¢emuz nasveédcoval i prabéh coupling reakce s 2-jodothiofenem. Pokud byly aplikovany
reakéni podminky z pfedchozi reakce s bromopyridinem, ke vzniku produktu 30b
nedos$lo ani po 24 hodinach.

Posléze byla reakce provedena pfi teploté 80°C po dobu 6 hodin. U této reakce byla
reak&ni smé&s monitorovana pomoci LC-MS, a to po hodiné az do ukonCeni reakce.
Latka byla nejprve izolovdna na semipreparativnim HPLC, ale bohuzZel se smés
zadrhavala na pfedkoloné a filtru pfistroje, proto byl zbytek smési purifikovan pomoci
kapalinového chromatografu Sepacor. Jako mobilni faze byl pouzit chlorform:metanol
(9:1) a latka 30b ziskana ve vytéZku 18%.

26



4.3.3 Reakce s 3-bromothiofenem

Cross-coupling reakce 3-bromothiofenu s 5-ethynylcytosinem byla provadéna
analogicky jako pfedchozi reakce s 2-jodothiofenem pfi teploté 80°C po dobu 6 hodin
za stalého sledovani metodou LC-MS po hodiné. Latka 30a byla izolovana na
Sepacoru v mobilni fazi chlorform:metanol (9:1) ve vytéZzku 14%. Podle LCMS byla
latka 30a po purifikaci ziskana v 98% &istoté, avak *H NMR bylo zkreslené mnozstvim

rozpoustédel, proto bude latka znovu vysusena NMR méfeno znovu.

4.4 Syntéza derivata cytidinu

VedlejSim cilem této prace bylo pfevedeni ziskanych derivatll cytosinu na jejich
nukleosidova analoga. Nejdfive byla snaha o ribosylaci vychoziho substratu 47, ktera
je shrnuta ve Schématu 16.

Chranény derivat cytosinu 47 byl nejdfive michan v HMDS v olejové lazni pfi 140°C
az do rozpusténi vychozi latky. Poté byla smés odpafena, pfidana 1-O-acetyl-2,3,5-tri-
O-benzoyl-B-b-ribofuranosa, TMSOTf a 1,2-dichlorethan a michana za laboratorni
teploty po dobu 48 hodin. Podle LCMS v3ak bylo zjisténo, Ze k ribosylaci doslo pouze z
15%.

NH, ™S NH, ™S
Z Z
N | HN™ ™S
i,ii
o)\N OéI\N
H BzO
47 o
OBz OBz
50

(i) HMDS, (NH,4),S0,, 140°C, 3h; (ii) 1-O-acetyl-2,3,5-tri-O-benzoyl-B-D-ribofuranosa,
TMSOTf, 1,2-DCE, RT, 48h.

Schéma 16: Syntéza derivatu cytidinu.
Druhy pfistup vychazel z ochranéni aminoskupiny benzoylaci. Reakci silyl
derivatu 47 s benzoyl chloridem vznikl po 1 hodiné derivat 51. Ten byl dale michan

v HMDS v olejové lazni pfi 140°C az do rozpusténi vychozi latky. Poté byla smés
odpafena, pfidana 1-O-acetyl-2,3,5-tri-O-benzoyl-B-D-ribofuranosa, TMSOTf a 1,2-
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dichlorethan a michana za laboratorni teploty po dobu 48 hodin. LCMS analyzy v8ak

ukazaly smés produktl beze stop vychozi latky i produktu.

NH, T™MS
_
X
NH, ™S 07 >NH T™MS HN
N* i NZ ii O N
A — 1 — &0
0” >N 0“ >N S
H H
47 51 OBz OBz
50

(i) benzoyl chlorid, TEA, CHCIl;, DMAP, RT, 1h; (i) HMDS, (NH4),SO,, 140°C, 3h;
potom 1-O-acetyl-2,3,5-tri-O-benzoyl-B-D-ribofuranosa, TMSOTTf, 1,2-DCE, RT, 48h.

Schéma 17: Syntéza derivatu cytidinu.

4.5 Vyhledy do budoucna

Latky pfipravené v ramci této bakalarské prace budou v budoucnu pfevedeny na
odpovidajici ribosidy ¢&i deoxyribosidy, inkorporovany do DNA a studovan vliv

modifikace na termalni stabilitu DNA (Schéma 18).

NH, R
_
NH R N~ |
NH R 2
2 = w Z OZ\N
N~ — DMTO
A ——. S 0
0“ >N
0” >N
H HO .
30 2 )\ (F'3 j CN
OH R N" 0T
52 53
R= S S 7 N\
| Df
E/e Van B ]
Ny Ao

a b c \

Schéma 18: Budouci plany.
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5. Experimentalni ¢ast

5.1. Metody

Teploty tani byly méfeny na Boetiové bloku a nejsou korigovany. Méfeni NMR
spekter bylo provedeno v roztoku DMSO — d6 na Brucker AMX-300 spektrometru (300
MHz) s vnitfnim standardem TMS. Hodnoty chemického posunu jsou udany v ppm
jednotkach, interakéni konstanty v Hz. Méfeni hmotnostnich spekter bylo realizovano
na hmotnostnim spektrometru TSQ Quantum ACCES, THERMO SCIENTIFIC, USA.
Silikagel pouzity pfi kapalinové chromatografii Silicagel 60 (0.04-0.063 mm) firmy
Merck. TLC chromatografie byla provadéna na hlinikovych deskach pokrytych
silikagelem 60 F254 znacky Merck. Preparativni HPLC byla provadéna s vyuZitim
pristroje Agilent 1200 series a preparativni kolony YMC-Pack Pro C18 100x20 mml.D.
s-5um, 12 nm. LC preparativni chromatografie byla provadéna s vyuzitim pfistroje
Sepacor (Buchi).

5.2. Pfipravy

4-Amino-5-(thiophen-2-ylethynyl)pyrimidin-2(1H)-one (30b)

ST
NH2 ~
Z
o)\N
H

Krok A:

Do bariky bylo k 5-jodocytosinu 6b (1g, 4,22 mmol) pfidano (PPhs),Pd (487.6mg, 0,42
mmol) a Cul (161mg, 0,84 mmol), banka uzaviena septem pod dusik. Nasledné byl
pfidan suchy DMF (20 mL), TEA (14 mL) a TMS-acetylen (1,79 mL, 12,38 mmol).
Reakce probihala za laboratorni teploty pod dusikem 16 hodin. Po ukonceni reakce
byla smés pfrefiltrovana pies filtracni papir a promyta vodou. Svétle Zluta latka byla
vysu$ena pod lampou. Vytézek 81%.

Krok B:

K derivatu 47 (400mg, 1,9 mmol) byl pfidan roztok NH,OH/MeOH (15 mL) a smés
michana za laboratorni teploty 12 hodin. Poté byl roztok odpafen na rota¢ni vakuové

odparce za vzniku svétle Zluté latky ve vytéZku 93%.
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Krok C:

5-Ethynylcytosin 29 (100mg, 0,74 mmol) byl smichan s (PPhs),Pd (128mg, 0,11 mmol),
Cul (423mg, 2,22 mmol) a pfidan DMF (6 mL), TEA (3,9 mL) a 2-jodthiofen (0,5 mL,
4,91 mmol). Smés byla michana v olejové lazni na 80°C 6 hodin. Po ukonéeni reakce
byla smés odpafena na lyofilizatoru do sucha. Surovy produkt byl purifikovan na
kapalinovém chromatografu Sepacor s pouZzitim MeOH v CHCI; (1:9) za vzniku bilo-
Zluté latky ve vytézku 18%. Teplota tani >360°C. *H NMR (300MHz ,DMSO) & 11.03
(br. s., 1 H, NH), 7.83 (s, 1 H, H6), 7.69 (br. s., 1 H, NH,), 7.61 (dd, J=1.2,5.2 Hz, 1
H, Ar-H), 7.40 (dd, J = 1.2, 3.6 Hz, 1 H, Ar-H), 7.09 (dd, J = 3.7, 5.1 Hz, 1 H, Ar-H),
6.93 (br. s., 1 H, NH,). MS m/z pro C,,H;N30S: 217,03, nalezeno 217,94 [M+H]".

4-Amino-5-(thiophen-3-ylethynyl)pyrimidin-2(1H)-one (30a)

Krok A a B viz. vySe

Krok C:

5-Ethynylcytosin 29 (100mg, 0,74 mmol) byl smichan s (PPh3),Pd (128mg, 0,11 mmol),
Cul (423mg, 2,22 mmol) a pfidan DMF (6 mL), TEA (3,9 mL) a 3-bromothiofenem (0,5
mL, 5,27 mmol). Smés byla michana v olejové lazni na 80°C 6 hodin. Po ukonceni
reakce byla smés odpafena na lyofilizatoru do sucha. Surovy produkt byl purifikovan na
kapalinovém chromatografu Sepacor s pouzitim MeOH v CHCI; (1:9) za vzniku bilo-
Zluté latky ve vytézku 14%. Teplota tani >360°C. MS m/z pro C;oH;N3;0S: 217,03,
nalezeno 217,94 [M+H]".

4-amino-5-(pyridin-2-ylethynyl)pyrimidin-2(1H)-one (30c)

<
NH2 \N
=Z
N7 |
o)\N
H

Krok A a B viz. vy3e
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Krok C:

5-Ethynylcytosin 29 (100mg, 0,74 mmol) byl smichan s (PPhs)4Pd (128mg, 0,11 mmol),
Cul (423mg, 2,22 mmol) v bance uzaviené septem pod dusikem. Poté byl pfidan suchy
DMF. Poté byl pfidan suchy DMF (6 mL), TEA (3,9 mL) a 2-brompyridin (0,5 mL, 5,12
mmol). Reakce probihala za laboratorni teploty pod dusikem 16 hodin. Po ukonceni
reakce byla smés odparena na lyofilizatoru do sucha. Surovy produkt byl purifikovan na
kapalinovém chromatografu Sepacor s pouzitim MeOH v CHCI; (1,5:9) za vzniku bilé
latky ve vytézku 48%. Teplota tani > 360°C. *H NMR (300MHz,DMSO) & 11.08 (br. s.,
1 H, NH), 8.56 (br. s., 1 H, Ar-H), 7.91 (s, 1 H, H6), 7.87 - 7.72 (m, 2 H, Ar-H), 7.66 (br.
s., 1 H, NHy), 7.42 - 7.30 (m, 1 H, Ar-H), 6.94 (br. s., 1 H, NH,). MS m/z pro
C1:HgN,O: 212,07, nalezeno 213,00 [M+H]".
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6. Zaveér

Tato bakalarska prace je zaméfena na syntézu derivatl 5-ethynyl cytosinu, studium
jejich reaktivity a biologické aktivity.

Prvni Cast této bakalarské prace struéné popisuje mechanismus cross-coupling
reakci, podrobnéji se pak vénuje mechanismu Sonogashira cross-coupling reakci,
ktera hraje klicovou roli pfi vyvoji syntetickych metod pro pfipravu derivata 5-ethynyl
cytosinu. Dale je zde popsana syntéza a reaktivita samotného 5-ethynylcytosinu,
nasledné se pak teoreticka Cast bakalarské prace vénuje syntéze vybranych derivatd
5-ethynyl cytosinu a vlivu modifikace cytosinu v poloze 5 na DNA duplex.

V experimentalni Casti je popsana syntéza derivatd cytosinu modifikovanych
v poloze C5 rigidnim systémem substituovanym heterocyklickym zbytkem. K syntéze
byli pouzity 5-bromocytosin 6a a 5-jodocytosin 6b, které se v prvni kroku nechali
zreagovat pomoci Sonogashira cross-couplingu s TMS-acetylenem. 5-Bromocytosin 6a
prokazal velmi malou reaktivitu, proto byl ke vS§em dalSim reakcim vyuzit 5-jodocytosin
6b. Vdalsim kroku byla odstranéna silylovd projektivni skupina pomoci
methanolického roztoku amoniaku. Tyto reakci probihaly ve vysokém vytéZzku bez
nutnosti Cisténi.

V poslednim kroku syntézy byl ziskany 5-ethynylcytosin 29 reagovan s 2-
bromopyridinem, 2-jodthiofenem a 3-bromthiofenem a ziskany cilové derivaty 4-amino-
5-(thiophen-3-ylethynyl)pyrimidin-2(1H)-one 30a, 4-amino-5-(thiophen-2-
ylethynyl)pyrimidin-2(1H)-one 30b a 4-amino-5-(pyridin-2-ylethynyl)pyrimidin-2(1H)-one
30c. Reakce s 2-brompyridinem probihala za laboratorni teploty s vytéZkem 48%,
derivaty thifenu reagovaly az po zahrati.

VedlejSim cilem bakalarské prace byla konverze pfipravenych derivatli na jejich
odpovidajici nukleosidova analoga, ktera by byla nasledné inkorporovana do DNA,
avSak zde se vzhledem k asovym moznostem nepodafilo dosahnout pozitivnich
vysledka.

V bakalaiské praci se podafilo pfipravit 3 nové slou€eniny.
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