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1. Uvod

Monosacharidy jsou klicovym intermedidtem pro piipravu oligosacharida,
glykopeptidli ¢i modifikovanych nukleosidii, kde jsou glykosidické struktury
zakomponovany v DNA, RNA nebo v kofaktorech jako je napiiklad ATP nebo NAD.
Rada t&chto cukernych derivatd nasla uplatnéni zejména ve farmacii, dale pak
v potravinaiské, biotechnologické nebo biochemické sféfe. Zajimavou skupinou jsou
také glykosidy vykazujici chromoforni vlastnosti, mezi néz patii napiiklad
O- arylribofuranosidy, které se vyuZzivaji pro detekci enzymatické aktivity genovych
markerti. AvSak nejvétsi vyuziti nachazi predev§im v Iékarstvi jako terapeutika diky
svému antivirovému, antileukemickému nebo antidiabetickému ucinku a fad¢ dalSich.
Jednim z nich je naptiklad 4- (hydroxymethyl)fenyl-S-D-glukopyranosid znamy také
pod nazvem Gastrodin, ktery se vyuziva k 1é¢bé demence nebo migrén. K 1€¢bé rakoviny
se naopak pouzivd Galdenamycin. Jednd se o benzochinonovy derivat navazany
na ansamycin, kdy zavedenim f-D-galaktosy do polohy C"17 se zvysi rozpustnost a tim

tak u¢inek dané latky -2,

Latek vykazujici biologickou aktivitu je celd skala, avSak jednou z hlavnich
piekazek pii syntéze téchto slou¢enin muze byt jejich nizka rozpustnost ve fyziologickém
prostiedi. Jednim z moZznych zpusobl, jak tomuto problému piedejit, je zavedeni
monosacharidovych jednotek na danou organickou molekulu, ¢imz by se zvysila

rozpustnost ve fyziologickém prostiedi.

Metod, jak zavést cukerny zbytek na organickou molekulu, je celd fada, nicméné
vétSina téchto reakci vyzaduje, aby byl dany monosacharid chranény, coz muize vést
k zdlouhavému piecistovani ¢i deprotekci hydroxyskupin. Z tohoto pohledu se zda byt
vyhodna Mitsunobu reakce, pfevazné diky svym mirnym reakénim podminkam,

jednoduché proveditelnosti, stereoselektivité reakce ¢i vysokym vytézkim.

Jelikoz zavadéni nechranénych monosacharidii na aglykon za Mitsunobu
podminek nebylo doposud podrobné probadano, bylo cilem této diplomové prace ovéfit
moznost a najit optimalni podminky pro zavedeni nechranénych monosacharidi

na slouceniny obsahujici kysely vodik na atomu dusiku, sife a kysliku.



Ze zastupci nechranénych monosacharidil byla vybrana D-ribosa (I), D-glukosa

(IT), D- galaktosa (IIT) a D-manosa (IV), z disacharidd byla vybrana laktéza (XXIII).

D-ribofuranosa D-glukopyranosa D-galaktopyranosa D-manopyranosa

1 I m v

Obr. 1 Zvolené nechranéné monosacharidy pro Mitsunobu reakci

HO O._,.OH
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HO o OH
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OH OH

Obr. 2 Zvoleny disacharid pro Mitsunobu reakci

Pii optimalizaci podminek Mitsunobu reakce byl zvolen jako vychozi derivat
5- brom-pyridin-3-karboxylova kyselina (V), jelikoz se acidita vodiku na karboxylové
skuping¢ zdala pro tuto metodu dostacujici. DalSim z divoda byla také pritomnost atomu

bromu, ktery mél usnadnit detekci produktu na LC/MS.

Reakce byly déle provadény na slouceninach obsahujici kysely vodik na atomu
kysliku, mezi néz patfily: benzoova kyselina, fenol (IX) a izomery nitrofenolu.
Ze sloucenin obsahujici kysely vodik na atomu siry byly zvoleny izomery nitrothiolu.
Stejné experimentdlni podminky byly také aplikovany na heterocyklické slou€eniny,
obsahujici kyselé vodiky na atomu dusiku, mezi néZz patfily pfevadzné derivaty

6- azauracilu.



2. Teoreticka cast

Jelikoz je tato prace zaméfend na Mitsunobu reakci a zplisob zavadéni
monosacharidovych jednotek do organickych molekul, jsou v této kapitole uvedeny
obecné informace tykajici se Mitsunobu reakce. Dale je v této kapitole uveden strucny

piehled obecnych moznosti glykosylace organickych sloucenin.

2.1 Mitsunobu reakce

2.1.1 Obecné informace

Mitsunobu reakce byla poprvé popsana v roce 1967 chemikem Oyo Mitsunobem
(1934-2003), podle ne¢hoz byla také pojmenovana. Na uplném pocatku byla reakce
pouzivana pro syntézu esteri karboxylovych kyselin za pouziti diethylazodikarboxylatu
(DEAD) a trifenyl- ¢i trialkyl fosfinu. S postupem casu se vSak zacaly objevovat rizné

modifikace reakce, které¢ vedly k tvorb¢ thioesteri, amint, azidl, ethert, thiokyanidi

apod.
R1 HO O R2
DEAD
)_OH * >:O RsP g R3)J\O)\R1
R2 R3 3
1 2 3
Schema 1

Reakce predstavuje v souCasné dobé metodu, pomoci které lze pfipravit
nepfeberné mnozstvi slouéenin za mirnych podminek s relativné dobrymi vytézky > 4.
Dal8im diivodem, pro¢ ma reakce Siroké vyuziti v organickych syntézach ¢i medicinalni

>. Dochazi zde totiz k nukleofilni substituci

chemii je také jeji stereospecifita
mezi primarnim ¢i sekundarnim alkoholem a nukleofilem za pfitomnosti trojmocného
fosforu. Pokud zde figuruje jako substrat opticky aktivni sekundarni alkohol, dochazi

zde k Uplné inverzi na stereogennim centru.
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Vyznamnou roli zde také hraje mira kyselosti vodiku, ktery je vazan na nukleofilu
Nu, kdy by hodnota pK neméla byt vyssi jak 15, je vSak doporuceno, aby se pK
pohybovalo pod hodnotou 11 &7,

Rs;P RsP=0
R R
"N <OH + Nu—H \/4 > 1>~Nu
R2 /‘\‘ R2
HH
0O,CR-N=N-CO,R O,CR-N-N-CO,R

Schéema 2

2.1.2 Reakéni komponenty

2.1.2.1  Substrat

Jak uz bylo zminéno, jako substrat zde vystupuje primarni ¢i sekundarni alkohol,
avSak pfi pouziti primarniho alkoholu zde neni vyuzita stereoselektivita reakce. Obecné
je v8ak znamé, ze reakce probihd mnohem lépe pro alkoholy, které jsou stericky méné
branéné. Co se tyce sekundarnich chiralnich alkoholii, pokud nejsou stericky branéné,
dochazi zde ke kompletni inverzi konfigurace na chirdlnim centru. Nelze ani vyloucit

reakce s tercidarnimi alkoholy, ackoliv reaktivita téchto alkoholti neni pfilis velka °.

2.1.2.2  Nukleofil

Nukleofilem je zde sloucenina obsahujici kysely vodik nejlépe pti pK<11, to se
tyka sloucenin tvotici vazbu O-H, N-H a S-H. Z ¢ehoz tedy vyplyva, ze pii pouziti
Mitsunobu podminek dochazi k tvorbé vazby C-O, C-S, C-N, muze vSak dojit
1 k intramolekularni reakci, ktera vede k tvorbé laktond, laktamt, cyklickych etherti

&i tvorbé vazby C-C &,

11



2.1.2.3  Rozpoustédlo

Obvykle se pro reakci pouzivaji aproticka rozpoustédla jako je tetrahydrofuran
(THF), toluen, diethylether, dichlormethan, n¢kdy se vSak vyuzivaji 1 polarné;si
rozpoustédla jako je naptiklad dimethylformamid (DMF), ethyl acetat nebo acetonitril.

2.12.4 Cinidla

Pro provedeni Mitsunobu reakce jsou potiebné dva typy €inidel. Derivaty fosfinu

a azodikarboxylaty.

Cinidlo obsahujici P

Mezi nejastéji pouzivané slouceniny zde patii trifenylfosfin = (4)

nebo tributylfosfin (5), prevazné diky jejich komeréni dostupnosti a nizké toxicité > °.

n-Bu.__n-B
P ul?n u
n-Bu
4 5

Schéema 3

Kromé toho se také Casto vyuziva difenyl(2-pyridyl)fosfin (6) ¢i (4- dimethyl-
aminofenyl)bifenylfosfin (7) umoznujici lepsi zpracovani reakéni smési. Béhem reakce
totiz vznika nezadouci fosfin-oxid, av§ak volbou vhodného fosfinu se mizeme vyhnout
zdlouhavému chromatografickému ¢isténi, kdy nezddouci meziprodukt oddélime

promytim zfedénou HCl, extrakci ¢i pouhou filtraci ' !,

12
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K dal§im velice pouzivanym fosfinilm také patii ferrocenyl-fosfin (8).
Po skonéeni reakce je totiz mozné Fe oxidovat na Fe', to vede k nerozpustnosti fosfinu

v méné polarnich rozpoustédlech a usnadni tak déleni reakéni smési .

(2

O J o

Schema 5

Cinidlo obsahujici azo-skupinu

Vzhledem k snadné komercni dostupnosti patfi mezi nejpouzivanéjsi Cinidla
diethylazodikarboxylat (DEAD) (9) a diisopropylazodikarboxylat (DIAD) (10).
Kvili relativné vysoké toxicit¢ DEADu (9) je postupné toto c¢inidlo nahrazovano

DIADem (10), ktery neni tak nebezpecny.

13



Schéma 6

Pro nukleofily kyselejsiho charakteru s pK<11 se zda byt nejvhodnéjsi systém
v kombinaci PhsP-DEAD/DIAD, pro ty které jsou méné kyselé, vSak existuje celd fada
navrzenych systémi, jejichz kombinace mtize mit velky vliv na vytézek reakce. Mezi né
lze zaradit naptiklad systém 1,1'-(azodikaronyl)dipiperidin = (ADDP) (11)
nebo N, N, N’, N’- tetramethylazodikarboxamid (TMAD) (12) v kombinaci

s tributylfosfinem (n-BusP) (5), ktery mimo to umoziiuje tvorbu vazby C-C 312,

OiNﬁNTQ Ao
O

11 12

Schéma 7

Volbou vhodného oxida¢niho ¢inidla jako je naptiklad H>O: ¢i PhI(OAc), lze
vznikly derivat hydrazinu (14) regenerovat zpatky na azodikarboxylat (13) 2.

14



Mitsunobu reakce

PhI(OAC),

Schema 8

2.1.3 Mechanismus reakce

Ptfestoze Mitsunobu reakce je Siroce wuzivana v organické chemii, jeji
mechanismus neni doposud zcela probadan, to se tyka zejména jednotlivych mezistupia
reakce. Existuje fada teorii, jakym smérem se reakce mtize ubirat. Pro pfedstavu je zde

znazornén piiklad esterifikace za Mitsunobu podminek ve Schématu 9.

V prvnim kroku zde dochézi kireverzibilni reakci trifenylfosfinu s danou
azoslouceninou (15), to vede k tvorbé Morrison-Brunn-Husigen (MBH) betainu (16),
jehoz struktura byla ovéfena pomoci NMR 3!P a ESI-MS !4, Nasledné do reakéni smési
vstupuje karboxylova kyselina, ktera je deprotonovana danym betainem za uvolnéni
hydrazinoderivatu (17). V dalsim kroku dochazi k Sx alkoholem (18) za vzniku
alkoxyfosfoniové soli (20) a redukované formy azodikarboxylatu (19). Alkoxyfosfoniova
sul (20) pak pusobenim karboxylatu ptfechdzi na konecny produkt (21), coz je
také doprovazeno tvorbou fosfin-oxidu. Vznikly produkt ma opacnou konfiguraci
nez vychozi latka. Tento mechanismus je vSak uvazovan pro stericky nebranéné

alkoholy &,

15



N=N . o NN
ROOC Ph,P COOR
15 16
R,COOH
R,
\\‘\‘OH 18 o
H
RZT\H N ROOC, R,CO0
R.COO 3 ROOC, PhsP
! 20 HN-NH 17
1o COOR
Ry _H
o™
0
21
Schéma 9

Ve fazi 2, kdy do reakeéni smési vstupuje kyselina za vzniku fosfoniového kationtu (22),
zde muze dojit kdegradaci, kdy vznika trifenylfosfin-oxid (24) a dany
hydrazinoderivat (23) 8.

R302C, R30,C
N—NH o N-NH + PhsP=0
PhP®  CORs| ReCOO /7 N~ Ra~( Lo,
CO, O
- 22 - 23 24
Schéma 10
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Dalsi moZznou alternativou reakce je skutecnost, ze pii tvorbé Morrison-Brunn-
Husigen (MBH) betainu (25) do reakéni smési nevstupuje jako prvni kyselina ale dva
ekvivalenty alkoholu, pfi¢emz vznikd fosforan (27) a hydrazinovy derivat (26). Poté
interaguje pentakoordinovany fosforan s danou kyselinou (28), kdy dochazi stejné jako
ve vySe zminéném mechanismu k tvorbé alkoxyfosfoniové soli (29). V tomto pfipadé
nastava urcitd rovnovaha mezi danou soli (31) a fosforanem (30), jestlize do reakce
vstupuje dalsi molekula kyseliny (32), vznik4 anhydrid (33). Pokud vSak ne, dochazi
k rozpadu intermediatu na ester s retenci konfigurace (34). Prib¢h reakce je znazornén

ve Schématu 11.

o H
PPh; o 2 R;-OH He RO,
N—N —_— N—N + PPh
/ \ / \ / 3 27
RO,C CO,R RO,C CO,R RO
25 26
l R,COOH
28
@ 5 R,0C0,_ @ o
PPh3—OCOR2] [R1O ] PPhy - [ PPh3—OR1] [choo ]
R0
31 30 29
R,COOH
2 //O ,%
32 % g
N Y
< o}
I x
33 34
Schema 11

K retenci mize také dojit, pokud je alkohol (38) stericky branén, kdy je prednostné
atakovan acyl acyloxyfosfoniové soli (37), ktera je vrovnovéze s fosforanem (41)

viz Schéma 12 519,

17



©

R;CO0
R3OZC\ R302C\@ ®
N—NH —_— N—NH + RsCOO—PPh;
\
PhsP®  COsR; CO5R;
35 36 37
R30zC\@ R R, R302C\ R R2
N-NH + / ———= HN-NH * oy
\ “H \ (@)
CO,R; HO CO,R;
36 38 39 40
® R OCOR Ri
R1 2 , 3 O
R3COO_PPh3 + @ >/'/ N Ph3P\OCH,R1 - R3_r _H{\R
o H ‘R o)
2
37 40 41 42

Schéma 12

2.1.4 Rozsah reakce

vewr

Jak uz bylo zminéno, Mitsunobu reakce patii mezi nejuziteCnéjsi
a nejuniverzalngjsi reakce v organické syntéze, s jejiz pomoci lze vytvofit vazbu C-O,
C-S, C-N i C-C. Slouzi také jako klicovy krok pfi syntéze mnoha pfirodnich latek,

17, 18

mezi které patii napiiklad mycalamide A nebo murisolin .V néasledujicich

kapitolach budou uvedeny jednotlivé priklady téchto reakci.

2.14.1 Tvorba vazby C-O

Ptiprava estert karboxylovych kyselin

Reakce alkoholt s karboxylovymi kyselinami pti laboratorni ¢i nizsi teploté okolo
0 °C vedou k tvorbé estert ve velmi dobrych vytézcich. Pokud pouzity alkohol je chiralni,

vznikd ester s opacnou konfiguraci s vysokou enantiomerni c¢istotou. Hodnota pK

18
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studovano na esterifikaci kyselin (- )- mentolem (43) (Schéma 13) *°.

OH R 0
PhsP + DEAD o
RCOOH

43 44

Schéma 13

Vliv byl pozorovan u substituovanych nitrobenzoovych kyselin a pikolinové
kyseliny za mirnych podminek v pfitomnosti octanu méd’'natého a methanolu. Pii pouziti

vhodné baze naptiklad NaOH, K>CO;3, Ize dany ester hydrolyzovat zpatky na vychozi

alkohol s opa¢nou konfiguraci '%2°,

Dalsi zajimavosti je schopnost reakce rozlisit fenolicky a alkoholicky hydroxyl.

Esterifikace probih4 pfevazné na OH skupiné na alkoholickém hydroxylu, tato vlastnost

se stala pozitivnim pfinosem pro syntézu (-)-oleocanthalu (47) (Schéma 14).

OH
HO 46
HO < - 0.0
5 Ph;P + DEAD + THF
(@) ‘0
45 47
Schema 14
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Jestlize se vsystému vyskytuje vice sekundarnich OH skupin, je vice
jak pravdépodobné, Ze reakce bude prednostné probihat na téch, které jsou stericky méné

branéné. Jako piiklad je zde uvedena syntéza intermediatu pavonininu (49) 2.

OBz

PhCOOH

PhyP+DIAD
BzO"

48 49

Schéma 15

Mize dojit také k intramolekuldrni esterifikaci vedouci k tvorbé laktont. Je
obtizné predem urcit, zda vznikne produkt s opacnou ¢i retencni konfiguraci, opét zde

figuruje prostorové usporadani alkoholu i karboxylu v molekule 2,

Tvorba etherové vazby

Fenoly a alkoholy se siln¢ elektronegativnimi skupinami mohou v Mitsunobu
reakci vystupovat také jako nukleofily. Pokud substraitem je diol, dochazi zde
k dehydrataci na obou OH skupinach. Reakce se tedy miize ubirat dvéma cestami,

dochézi bud’ k tvorbég intra- &i intermolekularni etherické vazby 8.

Intermolekularni reakce se Casto vyuziva pii syntéze alkyl-aryl etheri za mirnych
podminek, ztohoto pohledu se reakce zdd byt uZitecna pro syntézu biologicky
aktivnich ¢i syntetickych latek. Jako ptiklad je uvedena reakce syntézy perfluorovanych

dendronii (51) (Schéma 16) 3.
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PhsP + DIAD, A~OH

Y

THF
HO OH

50 51

Schema 16

Intramolekularni  reakce vedou ktvorbé epoxidovych kruhli, neni
vSak podminkou, aby nukleofil musel byt siln€ kysely, i1 tak vznika produkt ve vysokych
vytézcich. Zvlastni vSak je, Ze volba fosfinu rozhoduje, zda dojde k inverzi nebo retenci

konfigurace, coZ je znazornéno ve Schématu 17 **.

O 0

pn,p+DIAD  HO ~ OH n-BugP + DIAD
w Ph = SPh CHCl, Ph
Ph Ph CHxCl, Ph Ph 2Clz Ph o
53 52 54
Schema 17

2.14.2 Tvorba vazby C-S

Zpusobu, jak vytvoiit C-S vazbu za Mitstunobu podminek, existuje celd fada.
Nukleofilem je v tomto piipad¢ sloucenina obsahujici kysely vodik na atomu siry. Je vSak
nutné, aby byla dand latka aktivovana, proto byvaji preferovany spiSe thiokyseliny

nez thioly. Vyslednym produktem jsou thioestery °.
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Ph
O Ph 1. H* O
o o O 2. PhsP + DIAD %(s O
> ~(CH
Q/ \(CHg)n 3. 0 3 (CHz)n
HS/H<

55 56

Schéma 18

Dalsi moznou cestou, jak pfipravit thioly z primarnich alkoholt, je substituce OH
skupiny za pouziti sirného nukleofilu. Alifaticky alkohol (57), ktery zde vystupuje jako
substrat, reaguje za Mitsunobu podminek s dimethyldithiakarbamatem (Ziram), to vede
k tvorbé substituovaného dimethyldithiakarbamatu (58). Volbou vhodného redukéniho
¢inidla napiiklad LiAlH4 vznika v koneéné fazi thiol (59) (Schéma 19) °.

Ph,P + DEAD
toulen -
HO PhS ZIRAM MezNSCS PhS
OH OH
. 58
LiAIH,
Et,0
HS PhS
OH
59

Schéma 19

Ve velice vysokych vytézcich také vznikaji dithiokarbamaty pomoci tzv. ,,one
pot“ syntézy, kdy je sirnym cinidlem sirouhlik CS,. Jako ptiklad je uvedena reakce

primarniho alkoholu (60) s primarnim aminem (61) za pouziti sirouhliku.
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H
P
PhsP + DEAD/CS,

H
)<R + R1NH2 > H S
H OH DMSO
S” “NHR;
60 61
62
Schéma 20

Na podobném principu se srovnatelnymi vychozimi latkami lze ptipravit také karbamaty,

xanthaty, thiokarbonaty nebo derivaty mogoviny %2’

2.14.3 Tvorba vazby C-C

Pti syntéze 1€Civ ¢i prirodnich produktii byva klicovym stupném tvorba vazby
C- C, neni tedy velkym piekvapenim, Ze se neustale objevuji nové strategie, jak reakci
zdokonalit pro lepsi vytézek. Za Mitsunobu podminek 1ze také vytvoftit vazbu uhlik-uhlik,
avSak zda reakce probéhne ¢i ne a v jakych vytézich, rozhoduje opét mira kyselosti
vodiku vdzaného na nukleofilu. Pro méné kyselé nukleofily se misto PhsP spisSe vyuziva
BusP nebo MesP ze sterickych divodii. Bylo totiz prokdzano, Ze reakce s méné kyselymi
nukleofily probihaly mnohem 1épe u MesP nez u (cyklohexyl);P, u kterého naopak
neprobihaly vibec. Jako piiklad je zde zndzornéna reakce (Schéma 21), kde jako
nukleofilni ¢inidlo vystupuje triethyl-methantrikarboxylat (TEMT). Zminéné Cinidlo se

ptivodné také pouzivalo pro alkylaci priméarnich, benzylovych a allylovych alkoholi %%,

F Me;P + DEAD =
OH = “C(CO,EY)
toluen 2 3
N 53°C N
Br Bn Br Bn
63 64
Schéma 21
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Podobnym zpiisobem probiha i pfeména primarnich ¢i sekundarnich alkoholii
na nitrilovou skupinu, kdy se jako nukleofil vyuzivd kyanid lithny nebo aceton-
kyanhydrin. V tomto piipadé se zda byt vyhodna kombinace
BusP s N, N, N', N'- tetramethylazodikarbonamidem (TMAD) .

n-BugP + TMAD

///J\\\///~\\\///L\\v///\\ Aceton-kyanhydrin ///J\\\///A\\\///L\\v///\\
N N >
OH X X CN

benzen

65 66

Schéma 22

2.14.4 Dals8i moZné¢ reakce za Mitsunobu podminek

Za téchto podminek lze také halogenovat hydroxyderivaty, které obsahuji kromé
OH skupiny i dal$i reaktivni funkéni skupiny. Jako halogenacni ¢inidlo se nejcastéji
pouziva kovova stul (LiX, ZnX: apod.). Tyto podminky byly pouzity napiiklad
pro syntézu prekurzoru levoflotaxinu (69), ktery vykazuje vysoké antibakterialni

Geinky .

OJ MeCN
“"OH

67 L

F F
PhgP + DEAD F
F NH, ZnCl F NH,
- >
Pt
68

Schéma 23

Pokud je v Mitsunobu reakci pouzit oxid uhli¢ity CO; v ptfitomnosti alkyl

amint (70), vznikaji isokyanaty (71) 3!,
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R.NH RsP (R= n-Bu, Ph) DIAD RNCO
2 CO, CH,Cl,

70 71

Y

Schéma 24

vvvvvv

na charakteru daného aminu, kdy mizou vzniknout dalsi vedlej$i produkty,
mezi néz patii napiiklad karbamoylhydrazin (74), triazolin (75) nebo isokyanat (73)
(Schéma 25) *.

-PrO,C CO.Pri  IFPrOC
Ar—NH o ANCO HN-N + )
r— > +
2 CO, CH,Cl, }—NHAr O%\N)\O-i-Pr
0] |
72 73 74 Ar 75

Schéma 25

Oximy obsahujici skupinu =N-OH mohou vystupovat také jako nukleofil,
ve vetsing€ pripadi dochdzi k intramolekularni reakcti, tato vlastnost se vyuziva napiiklad

pii syntéze benzisoxazolinonii ¢i dalSich heterocyklickych sloucenin (Schéma 26) 33.

O

PhsP + DEAD
()
OH O

H

e

76 77

Schéma 26
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2.1.4.5 Tvorba C-N vazby

V soucasné dobé je také pfedmétem velkého zajmu hledani moznych alternativ
syntézy heterocyklickych sloucenin. Divodem je obrovské zastoupeni dusikatych
sloucenin v IéCivech, ve form¢ aminokyselin, nukleovych bazi apod. Z tohoto pohledu se
zda byt vyhodné, vytvoftit vazbu C-N pomoci Mitsunobu ¢inidel. Stejné jak v pfedeslych
piipadech i tady je reakce limitovana aciditou N-H nukleofilu. Za Mitsunobu podminek
1ze N-alkylaci docilit tvorby nejen primarnich, ale i sekundéarnich a terciarnich amind.

Jednotlivé ptiklady reakci budou uvedeny v nasledujicich kapitolach ®.

N-alkylace za pouziti ftalimidu

Allylové aminy byvaji povazovany za dileZitou skupinu latek, jelikoz Casto
vystupuji jako intermediaty v mnoha organickych syntézach. Allylové aminy Ize pfipravit
z odpovidajicich nenasycenych alkoholt reagujicich s ftalimidy. V konecném stadiu
pak dochazi ke Stépeni ftalimidu methylaminem ¢i hydrazinem.
Na rozdil od hydrazinu se methylamin osvédcil jako Setrnéjsi zpUsob, jak odstranit
danou skupinu ¢i zabranit allylovému pfesmyku zejména u heterocyklickych sloucenin.
Tento postup se vyuziva napiiklad u syntézy farnesyl aminu (81), ktery miize vystupovat

jako inhibitor v nékterych biochemickych procesech (Schéma 27) 3*.
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O
/K/\/K/\/K/\OH + ©:I<‘<NH

PhsP + DIAD
THF
(0]
NN
N NN N
80
(0]
MeNH,
MeOH
NN N NN
NH,
81

Schéma 27

V dalsi reakci je zndzornéna konverze allylového alkoholu (82) na aminoallylovy
derivat (83), kdy doslo k inverzi konfigurace, tentokrat byl k deprotekci vyuzit hydrazin
(Schéma 28) ».

i-Pr Me 1. PhyP + DEAD i-Pr Me
Ftalimid, THF . __
H .WOH 2. NoH,, H,0/EtOH H NH
OBn OBn
82 83

Schéma 28

Sulfonamidy jako nukleofilni ¢inidlo

Fukuyama-Mitsunobu reakce je jednou z dal§ich modifikaci této metody
umoziujici pfipravu sekunddrnich amind, kdy jako nukleofil zde vystupuje sekundarni

sulfonamid. Mezi nejCastéji vyuzivané sulfonamidy lze zatradit naptiklad ortho-
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nitrobenzensulfonamid nebo jeho izomer para-nitrobenzensulfonamid
¢i 2,4dinitrobenzensulfonamid *°. Jedna se o dvou krokovou syntézu, kdy po N-alkylaci
je nutné sulfonamidovou skupinu odstranit pouzitim naptiklad vhodného thiolu
v bazickém prostredi (K.CO3, DBU, apod.), findlnim produktem je pak sekundarni amin

viz Schéma 29 %7,

,?\r
HN Ar
~ |
SO, Et0,0._N.g
NO, CO,Et PhsP + DEAD 2
Y - NO;
OH CH,Cl,
84 85 86
PhSK/K,COs4
DMF
EtO,C  Ar
N\
SPh PhS SO,
L . NO, NO,
_Ar
BtO,C” "N * -
K®
89 88 L 87 _

Schéma 29

V posledni dobé byva soblibou vyuzivan jako nukleofilni ¢inidlo
N- trifluormethansulfonamid (91) naptiklad pti syntéze analogu Clavizepinu (93),

divodem je vyssi vytéznosti reakce (Schéma 30) 8.
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HO

Ph
CLC /
o I
OMe 99 PhyP + DEAD OMe  — N
* (LI L O
O
O O
F3C\ 4 OMe
S. OMe
O// H/\l/ 92 OMe 03
OMe
91
Schéma 30
Azidy jako nukleofily

Jako vhodny zdroj azidu, jez se da pouzit pro reakci, Ize zaradit celou fadu latek,
mezi néZ patii naptiklad azidovodikova kyselina (HN3), trimethylsilylazid (Me3SiN3),
difenylfosforylazid (DPPA), azid sodny apod. Reakce probihd relativné snadno, dochazi
zde ke konverzi OH skupiny na -N3 skupinu s opacnou konfiguraci (Schéma 31).
Pouzitim vhodného ¢inidla mize byt nasledné transformovana na jinou funkcéni skupinu.
To je mozna dals§i divodem Sirokého vyuziti této metody v dalSich organickych

syntézach .

0]
EtO. o
P._Ph PhsP + DEAD EtO. 5 ph
EtO \( > / \(
OH CH,Cl, HNj (benzen) EtO \
3
94 95

Schéma 31
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2.2 Metody pro pripravu glykosidi

Glykosidy piestavuji Sirokou oblast sloucenin, které obsahuji ve své molekule
navazany sacharid. Do této skupiny spadaji i nukleosidy, které maji vyuziti hlavné
ve farmaceutickém priimyslu pro 1écbu virovych ¢i naddorovych onemocnéni. Neni tedy

divu, Ze je piipravé glykosidii vénovana tak velkd pozornost .

V téchto ptipadech se nejCastéji zavadi cukerny zbytek na atom dusiku, kysliku
¢i siry, avSak byly publikovany i metody pomoci niz, Ize pfipravit selenoglykosidy
nebo C-glykosidy. Neustale se zde objevuji nové at’ uz enzymaticky ¢i neenzymaticky
katalyzované reakce a jejich modifikace. OvSem fada téchto metod vyuziva jako substraty

protektivni monosacharidy s volnou poloacetalovou skupinou *.

V nasledujicich
stranach této diplomové prace je uveden struény piehled moznosti modifikace

organickych sloucenin cukernym zbytkem.

2.2.1 Glykosylace na atomu kysliku

Jak uz bylo zminéno glykosidy ptedstavuji Sirokou skupinu latek vyskytujici se
hojn¢ v ptirodé. Uz v minulosti bylo zavadéni sacharidii na atom kysliku pomérné
populdrni zejména také kvuli tomu, ze fada téchto sloucenin vykazuje biologickou
aktivitu. Postupem Casu se tedy zacaly objevovat nové a nové postupy, jak ptipravit dané
O-glykosidy, které figurovaly jako finalni produkt pfi totdlnich syntézach 2.
Mezi nejznaméjSi a zaroven nejstarSi reakci lze zaradit Fischerovu glykosylaci,

kdy sacharid reaguje s alkoholem za pfitomnosti silné kyseliny (Schéma 32) 4> %,

Schema 32
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Tato strategie je vhodnd pro pfipravu jednoduchych O-glukosidi,
kdy jako nukleofil vystupuje alifaticky alkohol. Vyhodou této metody je, Ze nevyzaduje
pokryti volnych OH skupin a neni Casov€ narofna. Nicméné se také ukazalo,
ze tento postup neni stereoselektivni, jelikoz dochéazi Casto k tvorbé smési anomerd.
Pivodn¢ byla tato metoda vyuzivand pro pfipravu alifatickych glukosidd,
mezi n¢z patiily naptiklad n-oktyl-f-D-glukosid (Schéma 33) nebo n-dodecyl-f-D-

maltosid, u nichz se mimo jiné také ukazalo, ze zvysSuji rozpustnost membranovych

proteind *> #,
HO
o H*, CgH1,OH
[ —_—_—-
H,O
99 100 101

Schéma 33

Jako prakticky zptisob, jak provést Fischerovu glykosylaci, se osvédc¢ila i metoda,
kdy dochazi k ochranéni nejprve alkoholu ¢i kyseliny trimethylsilyl chloridem (TMSCI)

za vyloudeni HCI, ktery funguje jako katalyzator reakce (Schéma 34) +.
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§ + S ®
R-OH /> —>=  R-O-Si— — o ROS—
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102U | H50 [ 104
A 103
H,O
4~ H,0 R
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- . - LU
HO oH ~HO HO “OH HO™ Y OH &/ ©
OH OH OH Cl
107

105 106
HO o. OR /
HO™ “OH

OH

108

Schéma 34

Obdobou Fisherovy reakce je Koenigs-Knorrova syntéza. V tomto piipadé
figuruje jako  substrat chranény glykosyl-halogenid reagujici s arylovym
nebo alifatickym hydroxyderivatem za pfitomnosti stfibrné soli, kterd mize byt také
nahrazena CaCl,, CaSOs nebo Lewisovou kyselinou (BF;.OEt,, ZnF,, apod.)
(Schéma 35) %,

1. Ag,COs/benzen

2. MeONa/MeOH

Schéma 35
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Kviili komplikované separaci produktu se zacal pouzivat také Li>COs, ktery je

vhodny i pro nenasycené nebo aromatické hydroxyslouceniny viz Schéma 36 *°.

CH,CH,0H  AcO
+ AcOr

112 113 114

Schema 36

Co se tyCe stereoselektivity reakce, pokud je na C’2 acetatovd skupina,
pii odstoupeni halogenidu muze dojit k intramolekularni reakci. Acetdtova skupina
na C2 s C’l vytvafi orthoester, tento intermedidt pak zptisobuje zaclenéni nukleofilu

prednostné do polohy g (Schéma 37).

Acob Br — > AcO- Br - . Acob A) — Acob

Al OAc Al DA~
®

116 117

AcO AcO l
0 o
AcObOR + Acob',
, e
K AcO

OR
AcO  OAc 0 ﬁ/

119 118

ROH

115

T R-OH/H® ‘

Schema 37

Postupné se vSak zacaly objevovat nové zplisoby, jak 1ze stereoselektivné ziskat
o- anomery. Jednim znich je ochranéni hydroxyskupiny na uhliku v pozici 2

(18)- fenyl- 2- (fenylsulfanyl)ethylovou skupinou, kterd se sousedni hydroxyskupinou
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vytvaii tzv. neklasicky sulfoniovy iont (122), ktery je posléze vytésnén atakem

nukleofilu, ¢imz vznika stereoselektivné a- anomer (123) viz Schéma 38 *'.

AcO ® AcO
D 0 0 S-Ph
AcO X — = AcO X e AcOn (N 3—» AcO' /9
" Ph

AcO O AcO ©O
Phi .
Ph* SPh Ph‘”& R-OH
- 122
Sph SPh
120 121
AcO
o)
AcO" 10OR
AcO b
Ph-'-~<\
SPh
123
Schéma 38

Koenigs-Knorrovou syntézou byl také uspésné piipraven [-D-glukopyranosid

hydrochinonu, kdy doslo k tvorb& C-O vazby na obou hydroxyskupinach 4 4%,

OH
AcO
+ AcO' OAc _ BFsBLO _
AcO OA CreCh
OH c c
124 125 126
Schéma 39

Ovsem ne vzdy za téchto podminek muze dojit k diglykosylaci. Je zvlastni, Ze pfi reakci
chranéného monosacharidu s dal§imi derivaty odvozenymi od hydrochinonu reakce

neprob¢hla. Bylo nutné nejprve danou anomerni skupinu aktivovat vhodnym cinidlem,
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v piipad¢ pentalongin hydrochinonu (129) doslo k aktivaci pomoci trichloracetonitrilu

za ptitomnosti DBU na trichloracetimidat (128) (viz Schéma 40) *°.

NH AcO
< &N acon OH
DBU, CH,Cl, 3
AcO OAc
128 127

CHyCly

OH
1. CH,Cly N
° v 909
P 2. BF3 Et,0 =
OH

129 OAc

Schéma 40

Timto zplisobem lze piipravit i malo reaktivni manosidy, jejichz anomerni
skupinu bylo také nutné prevést na trichloracetimidatovy derivat (131), ktery posléze
za katalyzy Lewisovou kyselinou poskytl s 4-nitrobenzylalkoholem (132)
o- mannosid (133). Pokud v systému neni pfitomna Lewisova kyselina, vznika opacny

anomer (134) (Schéma 41) *7-°.
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132

Schéma 41

Aromaticky aglykon Ize zavést na cukerny zbytek Michaelovou reakei
(Schema 42), kdy dochazi ke kondenzaci a-glykosyl halogenidu (135) s draselnou soli
daného aromatu  (136). V disledku plsobeni sousednich hydroxyskupin vznika

vyhradné B-O-glykosid (137) #'.

NO,

oo
®

1. DMF

2. MeONa/MeOH

NO,

135 136

Schéma 42

Velkda skupina at’ uz synteticky piipravenych ¢i ptirodnich nukleosidi
nebo oligonukleotidl je zastoupeno spiSe v f-formé, vyuziti jejich a-anomert napiiklad

jako potencialni terapeuticka Cinidla je vyrazné limitovano, zejména kvuli obtizné
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syntéze ¢i komplikované separaci téchto anomert. U enzymatickych reakci Ize znaéné
usnadnit separaci anomert, pokud je dany sacharid nejprve ochranén vhodnou skupinou,
pouzitim vhodného enzymu dojde pak k deprotekci anomerni hydroxyskupiny,
ktera interaguje s nukleofilem. Po tvorbé vazby mezi sacharidem a necukernym zbytkem,

je pak smé&s anomerl Iépe separovatelna pouzitim vhodného enzymu viz Schéma 43 >!.

O o 0}
OCOR
Ho Y OH B0 goge Y OH o0 roco” ()"

HO\\ ”/OH CAIg-SB; CTHF HO\; (’/OH pyridin, RT ROCd //O COR

138 139 140
CHj3

© 141
CHj

CHs CH, : OH

© © Lipozyme TL IM (@)

o O + 0o DIPE, n-butanol ©
o o haend ROCO
ROCO ROCO/\Q
/ ROCO  OCOR
ROCO OCOR ROCO  ©OCOR
142

144 143

Schéma 43

Jelikoz transformace vychozich latek na glykosid ¢asto zahrnuje vice chemickych
operaci, pouziti riiznych katalyzatoru, rozpoustédel apod., miize pfi té€chto transformacich
vznikat mnoho nezadoucich vedlejsich produkti, které jsou tézko separovatelné. Dalsi
piekazkou miize byt dvoufazovy systém, kdy je organicka latka rozpustna v organickém
rozpoustédlé a reagent ve vodé, dochdzi tak ke znaénému zpomaleni reakce, kterd probiha
jen u fazového rozhrani. Tomuto problému se dé predejit katalyzou fdzovym pienosem,
jehoz princip spociva v pienosu generovaného aniontu z vodné nebo pevné faze do faze
organické pomoci lipofilniho kationtu, kde reakce probihd (Schéma 44). NejCastéji
pouzivanymi  prenase¢i  byvaji  kvarterni  amoniové  soli,  crown-ethery

nebo kryptandy % %,
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NO,

AcO
(@)
+ AcO Br
OH AcO OAc
145 146
Schema 44

Dalsi zajimavou glykosylacni metodou je tzv. IAD metoda, kdy dochazi

k intramolekularni reakci na pétiClennych cyklech mezi uhlikem C’2 a anomernim

uhlikem C’1. Jedna seo

hydroxyskupinou na uhliku C'2, kdy se aglykonovy zbytek ptenese z uhliku C'2

na anomerni uhlik (Schéma 45) 3*.

BnO
0]

BTEAB

CHC|3’ H20, NaOH
60°C,3h

1,2-cis glykosylaci

ROH, Me,SiCl, DMAP

chranéného

BnO
BnO S(O)Ph

148

Schéma 45

imidazol, THF
BnO
BnO
BnO HO
150
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sacharidu s volnou



2.2.2 Glykosylace na atomu dusiku

N-glykosidy jsou generovany piipojenim sacharidového zbytku na aglykon
pies atom dusiku. Metod jak 1ze piipravit N-glykosidy je cela fada, mezi klasické metody
patii opét Michaelova reakce (Schéma 46), pomoci niz lze ziskat v bazickém prostiedi

furanosové derivity navazané na atom dusiku *.

OCH
3CH3 H3C OCH3
N7
PR 2/\/(k N
H,cS” "N~ N
3 H NaH/DMF N \NJ\SCHe,
151 A@’
BnO
+ .
BnO ©0OBn
(0)
o 153
BnO  ©OBn

152

Schéma 46

Dalsi alternativou glykosylace je fuzni reakce, ktera probiha v kyselém prostiedi,
podstata této metody spocivd v interakci kyselého heterocyklického systému (154)
s peracylovanym sacharidem (155) pfi 150 — 155 °C, pficemz lze reakci podpofit

pouzitim katalytického mnozstvi Lewisovy kyseliny *°.

Cl Cl
NN N XN
/“\ \> )l\ =~ ®\> T
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oAc AO 5N 158
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Reakei chranénych glykosylhalogenidii s danym heterocyklickym systémem
za ucasti stiibrnych soli nejcastéji v prostiedi dusikatych bazi, dochazi k formaci
na pozadované N-glykosidy, tato metoda je znamé jako Fischer-Helferichova reakce
(Schéma 48). Plivodni uspotradani reakce spocivalo v zahrati acetobromglukosy (160) se

stiibrnou soli 2,6,8-trichlorpurinu (159) v xylenu *’.

Cl

=
0T
Cl AcO AcO N I
\ o o N>l
X il |
)Nl\ = D—Cl + AcO ' Br xylen AcO '
CI” N N@ AcO OAc AcO OAc
Ag

159 160 161

Schéma 48

Kwvli vSak nizsi polarité, rozpustnosti a reaktivité zacala byt sttibrna stl postupné
nahrazovana za soli rtuti *>*. Tato modifikovana reakce je znama jako Davol-Lowyho
reakce (Schéma 49). Na zédklad¢ téchto podminek byly pfipraveny chlorpurinové
nukleosidy, kdy bylo zjisténo, Ze usporddani glykosyl halogenidu mtize ovlivnit
regioselektivitu reakce. Pfi reakci s acetobromglukosou (165) vznikal N-7 regioizomer
(166), zatimco za stejnych podminek s acetochloribosou (163) vznikal N-9

regioizomer (164) *4.

0 N(CHz),
«Cl
BzO N =
~O ST
BzO OBz N )
o N
BZO/\d 164
N BzO OBz
N len AcO
N Xy
] D o)
N/ NHgCI MeONa/MeOH AcO' - Br \
H . 165 N
162 AcO  OAc ¢ T
AcO N—X-N 166
o)
AcO'- N(CHa),
A0  OAc
Schéma 49
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Pii reakci rtutné soli wuracilovych ¢i cytosinovych derivati s glykosyl
halogenidem vznikd ptednostné¢ O-glykosid (169), ktery vSak mulze presmykem
nebo dalS$im sledem reakci interagovat s jinym halogen sacharidem vedouci k formaci

pozadovaného N-glykosidu (Schéma 50) >°.

OMe
)N\/| 167
0" "N MeO
Ho/2 N>/_\>— O
e e v
+ N R 5
BzO 0Bz
169 170

171 172

Schéma 50

Kromé sttibrné nebo rtutné soli se vyuziva také sodna stl (173), pomoci niz lze

provést syntézu 2 -deoxy-f-D-ribofuranosylovych derivatii viz Schéma 51 °.
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Schéma 51

Dalsi velice vyznamnou reakci je Hilbert-Johnsnova reakce (Schéma 52),
jejiz pocatky sahaji az do roku 1930. Reakce probiha pomérné snadno, kdy dochazi
k zahtati obou slozek za sniZzeného tlaku. Pivodni metoda vychéazela zreakce
chranéného halogen sacharidu (178), ktery zde zaujimal pozici jako -elektrofil

s heterocyklickym nukleofilem (177) °’.

—OAc
OEt
50 °C, 48 h EtO 4 _/
AcOr- N /
)\ AcO OAc
177 179

Schéma 52

Reakce nemusi byt vzdy stereoselektivni, pii reakci 2,4-dimethoxy-
pyrimidinu (180) s 1- chlor-2’-deoxy-3,5-di-O-p-toluoyl-a-D-erytro-penta-
furanosou (181) vznikd smés anomert, kdy prevladd spiSe a-anomer (182).
Je pravdépodobné, ze v tomto piipadé reakce probihala spiSe mechanismem Sn1 viz
Schéma 53. Pro¢ se reakce ubirala touto drahou si Ize odtivodnit dvéma faktory: prvnim
faktorem je, Ze objemna p-tolylova skupina na C’S stericky brani nukleofilnimu ataku
zpolohy p. Druhym faktorem je tvorba tzv. cyklického iontu, ktery reaguje

stereospecificky za tvorby a-anomeru ®
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Schéema 53

Postupem cCasu se zacaly objevovat rtizné variace reakce. Diky tomu doslo
k objevu velice zndmé Vorbriiggenovy metody (Schéma 54). Jako iniciator reakce se
vyuziva trifluormethansulfonat (TMSOTf) v 1,2-dichlorethanu nebo acetonitrilu,
jehoz  katalytické mnoZzstvi vytvafi intermediat. Princip spocivd v interakci
peracylované¢ho sacharidu (185) nejcastéji s pyrimidinovou bazi pokrytou silylovou
skupinou (186). Bylo zjisténo, ze silylace nukleofilu vede k vysSi rozpustnosti
v organickych rozpoustédlech, mimo jiné silylované heterocykly jsou také silnéjSimi

nukleofily nez alkoxyheterocykly *.

AcO

M AcO! (\)
L ) 0
AcO o]
To" | NH
184 185 /g
+ (CH),Clp N~ 0
80 °C
OTMS
N™X
P
TMSO N
186 187

Schéma 54

Reakci 1ze také katalyzovat dal$imi silylovanymi Lewisovymi kyselinami

TMSCIO4 (trimethylsilyl chloristan),) TMSCI (trimethylsilyl chlorid) apod.,
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které v porovnani sbéznymi Lewisovymi kyselinami, poskytovaly mnohem vyssi

vytézky viz Schéma 55 ©°.

i ()
O\ o Pl CIe L
, M€
|+ _\Q, - BzO o
- 2. MeOH, NH;

N BzO OBz

188 189

Schéma 55

Zajimavou metodou jak lze ptipravit nukleosidy piedstavuje tzv. ,,one pot* reakce
(Schema 56), ktera zahrnuje kombinaci nékolika odliSnych reakei probihajici v polarnim

prostiedi v jednom kroku mezi né patii naptiklad:

a) Silylace heterocyklu.

b) Silylace triflatové nebo  nonflatové soli za tvorby TMSOTf
nebo  (CH3)3SiOSO2(CF»)sCF3  pokud  vreakci  nevystupuje  SnCly
jako katalyzator.

¢) Syntéza nukleosidu za pfitomnosti Lewisovy kyseliny °!.

O
O
HN J\I SnCl, TMSCI
N F HMDS, MeCN 193
@) N
H
191 192

Schema 56
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Metod, kdy lze ptipravit glykosidy z nechranénych monosacharidd, neni mnoho,
jednou z nich je jiz zminéna pivodni Fischerova syntéza ¢i enzymaticky katalyzovana
reakce. Pro predstavu jsou zde zndzornény kroky enzymatické premény in situ z uridinu
na dany purin nukleosid (197) (Schéma 57). V prvnim kroku dochdzi k fosforylaci
uridinu  (194) pomoci uridinfosforylasy. Odpovidajici pentosa-1-fosfat (195) po té

reaguje s purinovou bazi (196), za ucasti enzymu purinnukleosid fosforylasy vznika

pak purinovy nukleosid (197) .

- O
O N in fosforyi O\ ..0PO4*
HO/\g \77/NH uridin fosforylasa HO/\Q
y oH© "POs> HO  OH
"o OF 195
194 R,
N%N»
Ry purinnukleosid R )lN/ N
}:N fosforylasa 2 H

197

Schema 57

Touto metodou lze provést stejnym  zplsobem  transglykosylaci
2- deoxy- thymidinu  (198) s 6-dimethylaminopurinovu bazi (200) za vzniku
odpovidajiciho 2’- deoxypurin nukleosidu (201) .
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Schema 58

2.2.3 Glykosylace na atomu uhliku

Formace C-glykosidové vazby spocivd v navazani siln¢ nukleofilniho uhliku
na elektrofilni centrum daného sacharidu. Nukleofilem miizou byt nej¢astéji nitrilove,
organokovové, vinyl silylové slouceniny ¢i aktivované aromaty. Vhodnym elektrofilem
byvaji napiiklad sacharidy s dobfe odstupujici skupinou, 1,2-anhydridy sacharidd,
laktony, glykaly apod. Avsak reakéni podminky mohou znacné ovlivnit pribéh reakce,
kdy jako konkurencéni reakce probihda O-glykosylace. Ptikladem je zde syntéza
C- a O- flavonoidu, kdy za katalyzy Lewisovou kyselinou doslo spise k formaci vazby

na uhliku (204). Pokud vsak reakce probihala za stejnych podminek v kyselém prostredi

) 44.

pievazoval spise O-flavonoid (205

Schéma 59
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Na jiném principu jsou zalozeny reakce s laktony (206), kdy nejprve reakci
s organokovovym ¢inidlem, dochazi k tvorbé tercialniho alkoholu (208), ktery je posléze

plisobenim Lewisovy kyseliny redukovan (Schéma 60) **.
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Schema 60

Tvorba vazby C-C nemusi probihat pouze mezi sacharidem a aroméatem,
na cukerny zbytek lze pomérné snadno zavést i alifaticky zbytek, ktery vSak musi

obsahovat skupinu se zdpornym indukénim efektem viz Schéma 61 **.

BnO BnO o
BnO 0 Bmcooa
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BnO o
BnO OBn
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Schéma 61
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wrwe

otevieni cyklického kruhu za vzniku nenasyceného meziproduktu (218), ktery je nestaly
a cyklizuje se zpatky na sacharid. Vysledkem reakce jsou dva anomerni produkty

viz Schéma 62.

OH
218

217
HsC H3;C
3 m O PhP=cHCOMe mOH
0 - 0 _
HO OH HO OH

216

KOH/MeOH

mcﬁo Hscﬁo
O /O + O /O
CO,Me
HO OH HO OH
COzMe

219 220

Schéema 62

Pro ptipravu biologicky aktivnich C-glykosida (glycerolipidii, aromatickych
aminokyselin apod.) se vyuzivd Ramberg-Bicklundova metoda (Schéma 63).
Tento pomérné novy postup vychdzi z pokrytého S-glykosidu, kdy je atom siry sledem
reakci oxidovan na sulfonovy derivat. Béhem reakce dochdzi k presmyku, ktery je

doprovazen vytésnénim sulfonové skupiny *.
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Schéema 63

2.2.4 Glykosylace na atomu siry

V posledni dobé byla vénovéana také velkd pozornost ptipravé S-glykosidi,
jelikoz pfedstavuji potencionalni antimikrobialni a antivirové Cc¢inidlo, ¢i 1éCivo
proti HIV-1. Dal§$im diivodem z4jmu o tyto slouceniny byl ten, Ze pfitomnost thiofilni
skupiny zajistuje regioselektivni prubéh reakce, navic diky své stabilit¢ mohou slouzit
jako glykosylovy donor béhem chemickych transformaci. Jednou z nich byla jiz zminéna
Ramberg-Bicklundova metoda. Bohuzel je pouziti téchto latek limitovano jejich zna¢nou

toxicitou, vysokou cenou nebo obtiznou manipulaci.

Glykosylace probiha Iépe, pokud je thio skupina aktivovana v bazickém prostiedi
za tvorby soli nebo pouzitim silylacniho ¢inidla, naslednou reakci s furanosovym
¢i pyranosovym sacharidem dochdzi kinverzi konfigurace na anomernim uhliku

viz Schéma 64 a Schéma 65 *+ %4,
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2.2.5 Glykosylace pomoci Mitsunobu reakce

Velké mnozstvi farmaceuticky dualezitych molekul obsahuji ve své struktuie
nuklobaze. Klicovym parametrem tedy byva tvorba vazby mezi nukleobdzi a danym
sacharidem. Samoziejmé je nutné brat také v potaz vhodné reakéni podminky, aby findlni
produkt vykazoval co nejlepsi vlastnosti. Z tohoto pohledu se nabizi jako vhodna metoda
Mitsunobu reakce, jelikoz probihd za mirnych reakénich podminek. Existuje 1 fada

publikaci, kde je potvrzeno, ze touto technikou lze ziskat O, C i1 N-glykosidy.
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Avsak u drtivé vétSiny téchto reakci je nutné v aktivovat chranény 1-hydroxysacharid

Mitsunobu &inidly, ktery posléze reaguje s vhodnou bazi 6.
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MeO: OH H -~ HO OMe
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Med  OMe THF Mes ~ OMe
233 235

Schema 66

Pokud jsou v systému ptitomny na C'1 a C’5 volné hydroxyskupiny, muize
Mitsunobu ¢inidlo vytvofit s témito skupinami cyklicky 1,5-fosfatovy intermediat (238),
ktery s cinatymi derivaty heterocyklickych sloucenin (239) poskytuji nukleosidy

v relativné vysokych vytézcich (Schéma 67) .
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236 X 237 3 b
238

Schéma 67
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Za Mitsunobu podminek Ize ziskat C-glykosidy reakci pies O-glykosidy,
kdy v ptfitomnosti Lewisovy kyseliny BF3 EtcO dochézi k pfesmyku cukerného zbytku
z kysliku na uhlik (schéma 68).

MeO OH MeO OO
MeO 0 + DEAD, PhsP MeO )
T o
OMe

MeO OH MeO OMe
243
241 242
BF3.Et,0
MeO
ye=viO®
MeO OMe
OH
244

Schéma 68

Regio- a stereoselektivita reakce se odviji od prostorového usporadani
¢i chemickych vlastnosti vychozich komponent, to muize pribéh reakce znacné
zkomplikovat a Casto vést k tvorb¢ isomerti, které neni tak jednoduché od sebe separovat.
Dal§i nevyhodou je pomérné¢ pracnda a zdlouhava reakce, jelikoz je nutné dany
monosacharid ochranit vhodnymi skupinami, poté aktivovat anomerni skupinu a az poté
je mozné zavést sacharid do organické molekuly. A aZz poté ndsleduje deprotekce
hydroxyskupin. Tato né¢kolika krokova operace byva doprovézena tvorbou fady
meziprodukti ¢i vedlejSich slozek, které je n€kdy obtizné separovat z reakcni smési. Dalsi
negativum této metody muze byt neptiznivy vliv Mitsunobu Cinidel na rozpustnost

danych sacharidii a nukleobazi **.

Uz v minulosti se objevilo par publikaci, kde byla vénovana pozornost, zavadéni
nechranénych cukernych zbytkli do organickych sloucenin Mitsunobu cestou. Jednou
znich je reakce nechranéné D-ribosy s isopropanolem, jez byla katalyzovana
chloristanem lithnym, z Mitsunobu c¢inidel byla pouzita kombinace trifenylfosfinu

a tetrabrommethanu. Dochazi zde k otevirani kruhu a ustaveni urc¢ité rovnovahy
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mezi furanosovym a pyranosovym derivatem. Jako majoritni produkt zde vznikal

pyranosid ve formé 8 anomeru (Schéma 69) .

HO i
O ~OH . PhsP+CBr, O pOPro
+ IPOH ———  »
— MeCN - “

\ g HO ; ‘OH
HO OH = 247

245 246

Schéma 69

Dalsi ptikladem je zavedeni nechranéného cukerené¢ho zbytku na samotny fenol,
kdy jako c¢inidla byly zvoleny (nBu);P s DEADem, i vtomto piipad¢ pievazoval

S anomer viz Schéma 70.

OH HO
nBu)sP+DEAD
. _nBUPPEAD o
HO
248 249 250 251
Schéma 70
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3. Vysledky a diskuze

Ukolem této prace bylo ovéfit moznost a nasledné se pokusit najit podminky
pro zavedeni nechranénych cukernych zbytkl na organickou molekulu obsahujici kysely
atom vodiku za Mitsunobu podminek. M¢lo jit zejména o reakce D-ribosy (I), D-glukosy
(IT), D-galaktosy (III) a D-manosy (IV) se slou¢eninami obsahujici karboxyl, fenolickou
OH skupinu, kysely vodik na atomu dusiku v heterocyklech a SH skupinu vazanou

na aromat.

Toto téma se muze zdat jako hodné odvazné, jelikoz se do reakci za Mitsunobu
podminek vyuzivaji substraty, které obsahuji vice OH skupin nez je bézné. Zakladni
predpoklad pro tyto reakce byl, Ze by reaktivnéj$i mohly byt poloacetalové hydroxyly,
které by se primarn¢ Ucastnily reakci. Pfedbézné experimenty s derivaty 6-azauracilu,
4- nitrofenolem (XI) a 5-brompyridin-3-karboxylovou kyselinou (V) se jevily velice
slibn¢€. LC/MS spektra totiz potvrdily, ze se podafilo ziskat ¢isté latky. To bylo hlavnim

divodem, pro¢ se problematika uchylila touto cestou.

3.1 Optimalizace Mitsunobu reakce s S-brompyridin-

3-karboxylovou kyselinou (V) a D-ribosou (I)

Prvotni  experimenty byly provadény s 5-brompyridin-3-karboxylovou
kyselinou (V), jez byla zvolena jako modelova, a na které také probihaly optimaliza¢ni
experimenty. Byla zvolena z diivodu obsahu bromu, ktery mé¢l slouzit jako znacka pii
identifikaci produktu ¢i meziproduktt syntéz. Volba heterocyklického systému pak méla
usnadiiovat ionizaci produktu pifi LC/MS analyzach. Ze zastupci monosacharidi byla

zvolena D-ribosa (I).

Hlavni podstatou této optimalizace bylo ziskat jednotny produkt (VI), ktery by
na LC/MS me¢l molekulovou hmotnost 332,98, za ptredpokladu vzniku ribosidu
(Schéma 71). Prubéh reakce, procentudlni konverze a Cistota latky byla sledovana
pomoci LC/MS, kdy se urcovala HPLC Cistota. Ta byla vyjadiena dle relativniho

zastoupeni vSech latek obsahujici atom bromu za ptedpokladu, ze pozadovany jednotny
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produkt mél vzhledem k ostatnim reakénim vedlejSim slozkdm nejvySsi intenzitu.
Ukolem bylo zjistit, zda typ rozpoustédla, pofadi a latkové mnozstvi komponent a pozdgji
1 teplota ovlivni pribéh reakce. Z cinidel byly vybrany nejpouzivan€j$i komponenty
pro Mitsunobu reakci DIAD a trifenylfosfin. Z rozpoustédel byl testovan THF, dioxan

a vzhledem k niz§i rozpustnosti monosacharidti také DMF.

Prvotni reakce probihala v THF, kdy po piidani Mitsunobu ¢inidel trifenylfosfinu
(0,4 mmol) a DIADu (0,4 mmol) doslo zhruba po 5-10 minutach tvorbé MBH komplexu,
ktery se vizualn€ projevil vysrazenim z THF roztoku. Poté byla pfidana kyselina (V)
(0,25 mmol) a zhruba po dal$ich 5 minutach byla ptidana ribosa (I) (0,25 mmol). Vzorek
byl odebran po 24 h. Pomoci LC/MS bylo zjisténo, ze se v reakéni smési vyskytuje pik
s molekulovou hmotnosti naSeho Z4daného produktu, kdy HPLC c¢istota byla 50 %.
V dal$im experimentu byly ponechdny stejné reakéni podminky i typ rozpoustédla,
avSak s tim rozdilem, ze po tvorbé MBH komplexu, byla zaroven piidana kyselina (V)
1 D-ribosa (I). HPLC c¢istota zde byla o néco nizsi 40 %. Nésledujici pokus spocival
v zameén¢ poradi komponent, kdy po tvorbé MBH komplexu, byl nejprve piidan
sacharid (I) a po cca 5 min kyselina (V). Reakéni podminky, typ rozpoustédla i poméry
latkovych mnozstvi jednotlivych slozek byly stejné jako v pifedchozich experimentech.

Nicméné HPLC cistota zde byla znatelné€ niz8i pouze 5 %.

Ve snaze zvysit rozpustnost sacharidu (I) byl v dalsi reakci pouzit DMF. Latkova
mnozstvi Mitsunobu ¢inidel i vychozich komponent ziistala zachovana. Nejprve byla
pfidana kyselina (V) a poté az sacharid (I), bohuzel HPLC Ccistota byla pouze 5 %.
Vysledek se neliSil ani v piipadé, ze za stejnych reak¢nich podminek byly ptidany
vychozi komponenty zaroveii, HPLC cistota byla opét 5 %. Vzhledem k pfitomnosti
nezreagované ribosy (I), byl pomér ¢inidel ku vychozim latkam zvysen z 1,6:1 na 3,2:1.
Jelikoz se DMF neosvédcil jako vhodnéjsi rozpoustédlo, reakce probihala opét v THF.
HPLC Ccistota produktu zde byla 45 %. Jelikoz bylo zpozorovano, Ze zména poméri
jednotlivych slozek hraje wurcitou roli, byl tentokrdt zménén pomér na 1:1
(Cinidla:vychozi latky), av§ak HPLC Ccistota zde byla pouze 5 %. VSechny reakce byly

provadény za laboratorni teploty v inertni atmosféte za vylouceni vzdusné vlhkosti.

Ze zvolenych rozpoustédel bylo doséhnuto vysSich vysledki s THF. Bylo také
zjisténo, ze potadi jednotlivych komponent hraje vyznamnou roli pro ziskéni jednotného

zaddaného produktu o zminéné molekulové hmotnosti. Jako startovaci bod byla tvorba
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MBH komplexu, pokud byl nejprve piidan sacharid (I) a poté az nukleofil (V), konverze

v

piidany zaroven. Pii pozorovéani vlivu latkového mnozstvi na prabéh reakce, byla
dosahnuta nejvyssi konverze pii pouziti 0,4 mmol Ph3P a DIADu a 0,25 mmol vychozich

latek, tedy za podminek A (Tabulka ¢. 1).

N ~ Via M (VD)= 332,98 Vib

Schéma 71 (i) DIAD+Ph;P/THF, RT, 24 h

Tabulka ¢. 1 Optimalizace reakce D-ribosy (1) s kyselinou (V)

Exper. Cinidla Rozp. 1. komponenta 2. komponenta *HPLC

(mmol) (mmol) (mmol) Cistota

A) 0,4 DIAD + 0,4 PhsP | THF 0,2 kyseliny 0,2 ribosy 50 % **
B) 0,4 DIAD + 0,4 PhsP | THF 0,2 kys.+ 0,2 rib. - 40 %
C) | 0,4DIAD+ 0,4 PhsP | THF 0,2 ribosy 0,2 kyseliny 5%
D) 0,4 DIAD + 0,4 PhsP | DMF 0,2 kyseliny 0,2 ribosy 5%
E) 0,4 DIAD + 0,4 PhsP | DMF 0,2 kys.+ 0,2 rib. - 5%
F) 0,8 DIAD + 0,8 PhsP | THF 0,2 kyseliny 0,2 ribosy 45 %
G) 0,4 DIAD + 0,4 PhsP | THF 0,4 kyseliny 0,2 ribosy 5%
H) 0,4 DIAD + 0,4 PhsP | THF 0,2 kyseliny 0,3 ribosy 10 %
CH) 0,4 DIAD + 0,4 Ph3P | dioxan 0,2 kyseliny 0,2 ribosy 35%
D 0,4 DIAD + 0,4 BusP | THF 0,2 kyseliny 0,2 ribosy 25%

* HPLC Cdistota byla urcena na zéklad¢ vztahu x; ()= (Ai/ZA;)- 100 Aj-zastoupeni vSech reakénich slozek
obsahujici atom bromu, A;- zastoupeni pozadovaného produktu M=332,98 (nejintenzivnéjsi pik o této
molekulové hmotnosti).

** Vytézek preparativni reakce po purifikaci na HPLC 8 %.
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Jelikoz byly reakce provadény s nechranénym monosacharidem, bylo zde riziko,
ze kreakci miZze dojit i na dal§ich OH skupinéch, coz bylo navic patrné i z LC/MS
analyzy ptitomnosti dalSich minoritnich latek o stejné molekulové hmotnosti. Proto se tu
nabizela moznost provést reakci pii nizsich teplotach, ¢imz by sice doslo ke zpomaleni
pribéhu reakce, ale také ke sniZeni reaktivity dalSich hydroxyskupin a tim tak podpoteni
reakce na poloacetalové hydroxyskupin€. Reakce byly provedeny za podminek A
(viz Tabulka ¢.1), za laboratorni teploty, pii 0 °C, - 10 °C a pti -20 °C. Jako modelova
reakce byla opét zvolena reakce s S-brompyridin-3-karboxylovou kyselinou (V) a D-
ribosou (I). Bylo zjisténo, ze pii 0 °C byla konverze vychozi latky o poznani vyssi nez
za laboratorni teploty. Nicméné u nizsich teplot pod 0 °C, nastival problém

s rozpustnosti D-ribosy (I), coz neptiznivé ovlivnilo pribéh reakce (viz Tabulka ¢.2).

Tabulka ¢. 2 Viv teploty na pritbéh reakce *

Exper. 1. komponenta 2. komponenta | Rozp. | Teplota | HPLC ¢istota **
a) 5-brompyridin-3-karb.kys. D-ribosa THF RT 50 %
b) 5-brompyridin-3-karb.kys. D-ribosa THF 0°C 60 %
) 5-brompyridin-3-karb.kys. D-ribosa THF | -10°C 5%
d) 5-brompyridin-3-karb.kys. D-ribosa THF | -20°C 3%

* Podminky A) z Tabulky ¢.1

** HPLC Cistota byla urena na zakladé€ vztahu x; )= (Ai/ZA;)- 100 Aj-zastoupeni vSech reakénich slozek
obsahujici atom bromu, A;- zastoupeni pozadovaného produktu M=332,98 (nejintenzivnéjsi pik o této
molekulové hmotnosti).

Na zaklad¢ optimaliza¢nich parametri bylo pfikroceno k preparativni syntéze
ve snaze ziskat Cistou latku z reakéni smési. Nabizela se tu moZznost pouzit sloupcovou
chromatografii, bylo tu vSak riziko, Ze béhem purifikace by byl produkt znecistén
vedlejSimi produkty, coz by vedlo k dal§im procesiim precistovani vzorku. Proto byla
nejprve zvolena extrakéni metoda, kterd méla reakéni smés zjednodusit a jednoduchym
postupem oddélit nepolarni latky od polarnich, jez by byly ve vodé rozpustné. Z toho
divodu byla provedena nejprve extrakce odparku reakéni smési v systému voda:DCM.
Jelikoz byl produkt polarniho charakteru, predpokladalo se, ze bude ptechazet do vodné
¢asti, a naopak nepolarni slozky, mezi které¢ patfil naptiklad trifenylfosfin-oxid, budou

pfechazet do DCM c¢asti. Vodna ¢ast byla extrahovédna 3x. V kazdém extrakénim kroku
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byla provedena na LC/MS analyza DCM extraktt, kdy bylo zjiSténo, Ze béhem extrakce
produkt ptechdzi do DCM faze. Za Gcelem sniZeni polarity byl v dalSich operacich DCM
nahrazen za toluen. Pomoci extrakce se sice podaiilo reakéni smés znacné zjednodusit,
coz také potvrdil zaznam z LC/MS, v némz se vyskytoval viceméné jednotny produkt.
Nicméné pomoci TLC, kdy byl k detekci pouzit orcinol s kyselinou sirovou, bylo patrné,
ze b&hem extrakce do polarni ¢asti neptechdzi nejen produkt, ale 1 nezreagovana
ribosa (I), kterou na LC/MS nelze detekovat. K ziskani Cistého produktu, bylo dosazeno
az po pouziti preparativni HPLC. Vytézek této preparativni reakce po purifikaci byl
8 %.

3.1.1 Studium struktury pomoci NMR

Ve snaze urcit presnou strukturu (VIa, VIb) nebo (VIe) vzniklého glykosidu, byla
zméfena na NMR 1-D i1 2-D spektra. AvSak vzhledem k spin-spinovym interakcim
vodikovych atomt v cukerném zbytku bylo velice obtizné strukturu urcit. Pro snazsi
interpretaci spektra, byla pfiddna kapka deuterované vody, aby doslo k eliminaci OH
skupin ve spektru. AvSak kapka D>O meéla destruktivni G€inek, jelikoz byl vznikly
produkt velice citlivy na hydrolyzu.

Experiment byl zopakovan, tentokrat vSak byly zméteny i spektra pfes prostor
pomoci 'H-'H ROESY. Velkym piekvapenim bylo, e produkt nebyl ve formé
furanosidu (VIa, VIb), jak se ptivodné predpokladalo, ale ve formé pyranosidu (VIc),
coz bylo zjisténo na zéklad¢ chybéjicich cross pikit vodiku na uhliku v pozici 6
s vodikem na OH skupiné dle Schématu 73, které se naopak u furanosidii vyskytuji
(Schéma 72). Déle bylo ze spektra patrné, ze dochazi k interakcim vodikl, vazanych
na uhlicich v pozici 3,4,5 (Schéma 73), z ¢ehoz 1ze usoudit, Ze se nachazi na stejné stran¢.
Avsak vyskytla se tu urcita nejasnost ve smyslu urceni typu anomeru z vodikového
spektra. Na zakladé¢ zndmych poznatkli se hodnota interakéni konstanty a anomeru
pohybuje v rozmezi od 2-5 Hz a u f anomeru od 7-9 Hz. Bohuzel vSak nebylo mozné
z interak¢ni konstanty, kterd méla hodnotu J= 5.7 Hz, urcit, zda se jedna o a nebo f
anomer. Z 'H-'"H ROESY taky neni moc ziejmé na zakladé intenzit cross piksi zda se
jedna o nebo f anomer. Na zaklad¢ ziskanych poznatkl lze ptredpokladat, Ze se jedna

spiSe o f anomer D-ribopyranosidu (VId)
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Via

Schéma 72 Znazornéni struktury hypotetického furanosidu (VIa nebo VIb) se §tépenim danych vodikt

ptes prostor

6 O 2
3 VIid
Ho\\‘S I//
<

ve (]
<3

Schéma 73 Znazornéni hypotetické (VIc) a skuteéné (VId) struktury pyranosidu se §tépenim danych

vodikd pfes prostor

Béhem tfeseni diplomové prace bylo zjiSténo, Ze se touto oblasti zajima i pan prof.
Michal Hocek, ktery se zabyval zavadénim nechranéné ribosy na purinové derivaty.
Tato publikace uvadi, ze reakce s D-ribosou mizou byt komplikovanéjsi, jelikoz dochazi

za danych podminek k otevirdni kruhu a wustaveni rovnovahy mezi furanosovym
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a pyranosovym derivatem, pficemz vznikéd jako majoritni produkt pyranosovy derivat
v poloze B (Schéma 74) 7. Srovnanim naméfenych APT spekter slouceniny (VI) s APT
spektry sloucenin s furanosovym a pyranosovym cyklem, publikovanych v této praci,
byla zpozorovéana zna¢na podobnost v cukerné ¢asti prislusnych pyranosidi. Naopak se
APT spektra slouceniny (VI) dosti lisily od spekter furanosidi. To byl dalsi fakt,
ktery potvrdil, ze latka (VI) ma strukturu ve formé pyranosového cyklu (VId).

N
[~ N\—Cl /=N
N/ Ny cl
cl N o
o O N/~ + /\QJAN N
OH . NS
N| )\IN\> . HO/\QW 0 U HO \J
kN/ N W' on HO - OH HO  ©OH
d
1,5 eq 15 eq 6% 3%
a b

Schéma 74 (j) 1,5 eq P(n-Bu)s+1,5 eq DEAD+DBU/MeCN ¢’

To ze reakce s D-ribosou (I) mohou byt takto komplikovanéjsi, bylo ovéfeno zméfenim
NMR spekter v DMSO-ds, kde diky rovnovaze bylo pozorovano v '>*C NMR spektru

misto 5 20 signdll viz Schéma 75.

Schema 75
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3.2 Reakce hexos s S5-brompyridin-3-karboxylovou

kyselinou (V)

Zpocatku bylo centrum naseho zajmu zaméfeno na syntézu ribosidli. Vzhledem
ke komplikovanym rovnovaham D-ribosy (I), byla pozornost vénovana spiSe reakcim

s hexosami, kde rovnovaha tak komplikovana neni.

Za vySe zminénych nalezenych optimélnich podminek byly provedeny podobné
reakce 5-brompyridin-3-karboxylové kyseliny (V) sD-glukosou (II) a D-
galaktosou (III) (Schéma 76). Na zakladé¢ LC/MS analyzy byly v reakéni smési produkty
o0 zadané molekulové hmotnosti detekovany. Nicméné béhem zpracovani reak¢énich smési

doslo pravdépodobné k jejich hydrolyze, protoze dale produkt nebyl detekovan.

HO

HO o =N
0
. HO' - o>—<\‘—/2
0 “

, HO  OH vii

Br N COOH
P

N

I

HO
v + HO%:O)«OH \ HO 0 —N
o OH HO%:O)AOw
1 nd’  on Br
VIII

Schéma 76 (i) DIAD+Ph;P/THF, RT, 24 h

Touto reakci nebyly bohuzel ziskdny cenné derivaty s navazanou glukosou (II)
¢i galaktosou (III), které by mohly na zakladé¢ pokrocilych NMR méfeni objasnit pfesnou
polohu navazani hexosy na karboxylu, at uz z pohledu anomerti tak i polohy OH

skupiny. Podobné vysledky byly ziskany i reakci s kyselinou benzoovou.
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Z pohledu $patné rozpustnosti hexos, je zde nutné fici, Ze pouzité rozpoustédlo
THF pro hexosy neni pfili§ optimdlni, kvtli jejich malé rozpustnosti v THF. AvSak
ani DMF se neukézalo jako lepSi rozpoustédlo pro dané reakce viz Optimalizace
podminek Mitsunobu reakce s S-brompyridin-3-karboxylovou kyselinou (V) a D-

ribosou (I) v kapitole 4.1.

3.3 Reakce hexos s fenolem (IX) a jeho nitroizomery

Vzhledem k tomu, ze produkty reakce hexos s kyselinami byly nestabilni a citlivé
k hydrolyze, byla provedena série experimentli se slouceninami majici kyselé¢ vodiky

ve fenolech.

3.3.1 Reakce D-glukosy (IT) s fenolem (IX)

Pti zavadéni nechranéného monosacharidu na samotny fenol (IX) dle obecného
postupu ani postupu prevzatého z literatury *’ nebyl produkt detekovan. Netspéch reakce
si 1ze vysvétlit tim, ze kyselost vodiku na OH skupiné nebyla dostacujici. Z toho diivodu
bylo pfistoupeno ke zméné Mitsunobu reagentd, které se bézn¢ pouzivaji pro slouceniny
s mén¢ kyselym vodikem. VyzkouSena byla kombinace ADDP/BusP a TMAD/BusP.
Vysledna reakéni smés byla velice komplikovana, kromé minoritniho obsahu latky
s pozadovanym molekularnim iontem zde byly ve vétsi mife patrné i adukty glukosy

s TMADem ¢i ADDP. Z toho diivodu nemélo v reakci smysl pokracovat (Schéma 77).

OH HO

HO
° i/ii
+ HO1- OH —_— HOI -
HO  ©OH
X n

Schéma 77 (ii) ADDP+BusP/THF, RT, 24 h, (iii) TMAD+BusP/THF, RT, 24 h
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3.3.2 Reakce hexos s 4-nitrofenolem (XI)

Komplikace v ptipadé¢ fenolu (IX) vedly k myslence zvysit kyselost fenolick¢ OH
skupiny pouzitim izomert odvozenych od nitrofenolu. Je totiz obecné znamé, Ze pritomné
siln¢ elektronegativni skupiny odCerpavaji elektrony, ¢imz se tak zvysi kyselost danych

vodikd.

Prvni sled reakci byl zahajen s D-glukosou (IT) a 4-nitrofenolem (XI). Reakce byla
provedena dle obecného postupu. Vytézek reakce byl 16 %. Po zpracovani a precisténi
vzorku, byla struktura slouceniny ovéfena pomoci NMR. Kvtili riziku reakce i na dalSich
nechranénych OH skupinach, zejména na primarni OH skupiné v poloze 6 glukosy (II),
bylo nutné porovnat NMR spektra produktu se spektry komercéné ziskaného standardu
4- nitrofenyl-S-D-glukopyranosidu. Srovnanim NMR spekter bylo zjisténo, ze jsou
shodnd, coz bylo dilezity dikaz toho, ze doSlo k tvorbé C-O vazby na anomerni
hydroxyskupiné v poloze f. Tento S anomer (XIIa) byl také potvrzen interakéni
konstantou poloacetalového vodiku pii 5.08 ppm hodnotou J= 7.27 Hz. V NMR spektru
byla ale 1 patrné necistota. Z interakcni konstanty vodiku této necistoty J= 3.11 Hz pfi

5.61 ppm bylo usouzeno, ze se jedna a- anomer (XIIb) viz Schéma 78.

NO,

OH

XI

Schéma 78 (i) DIAD+PhsP/THF, RT, 24 h, 16 %, a8 byl 2:25

Jelikoz vytézek reakce nebyl prilis vysoky, reakce byla zopakovana za reak¢nich
podminek pievzatych z literatury, které byly pouzity prof. Hockem pro reakci s D-
ribosou (viz postup v experimentalni &4sti) ¢, Je zajimavé, Ze produkt nebyl na LC/MS

detekovan.

Ptislusny galaktosid (XIIIa) byl ptipraven za stejnych podminek jako glukosid
(XIIa), vytézek reakce byl 20 %. Podle vyse uvedené reakce s D-glukosou (II) Ize

z interak¢ni konstanty NMR spektra predpokladat, Ze i v tomto piipadé se jednalo o smés
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dvou anomerd, z nichz ptevladal f-anomer (XIIlIa) viz Schéma 79. Opét se potvrdilo,
ze pokud byla reakce zahajena v bazickém prostiedi dle postupu pievzatého z literatury,

produkt nebyl detekovan ©7.

NO,

OH

XI

Schéma 79 (i) DIAD+PhsP/THF, RT, 24 h, 20 %, ;8 byl 3:10

V ptipad¢é syntézy produktu 4-nitrofenolu (XI) s manosou (IV) byl vytézek
produktu, nicméné béhem separace na preparativni HPLC se zacaly objevovat dva piky
blizko sebe, jejichz integralni plocha byla velice podobna. Vzhledem k tomu izolace
¢istého produktu byla velice obtizna. Frakce byly zméfeny pouze na LC/MS, jelikoz obé
mély stejny molekularni iont, 1ze se domnivat, ze se jednalo o polohové izomery

nebo nejpravdépodobnéji o anomery (XIVa, XIVb)( (Schéma 80).

OH OH
NO, OH
O H 0o
Q : HO- 20 HO! 10
+ HOw OH — ' » + »
HO  OH HO
OH HO  OH Q OHQ

NO, NO,
XI v XIVa XIVb

Schéma 80 (i) DIAD+Ph;P/THF, RT, 24 h

3.3.3 Reakce hexos s 3-nitrofenolem (XV)

Jelikoz se podafilo piipravit O-glykosidy u 4-nitrofenolti (XI) a potvrdit i jejich
strukturu, byla provedena dalsi série experimentl s derivaty fenolu, kdy byla -NO»

skupina v poloze meta.
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Za obdobnych podminek byla provedena reakce 3-nitrofenolu (XV)
s glukosou (II) (Schéma 81). 1 v tomto piipadé se v izolovaném produktu vyskytoval f
anomer (XVIa) se zanedbatelnymi stopami a anomeru (XVIb). Vytézek reakce byl 7 %.

NO,
H
~0
/ +

HO!

o
.,,O
H

P

HO OH

XV 11 XVIa XVIib

Schéma 81 (i) DIAD+PhsP/THF, RT, 24 h, 7 %, a:f byl 1:10

Reakce byla zopakovana i s dalsi hexosou tentokrat s D-galaktosou (III). Vytézek
reakce se bohuzel pfili$ nelisil. Pomoci LC/MS byl produkt detekovan, nicméné z NMR
spekter bylo zjisténo, Ze se jedna opét o smés izomert, kdy prevazoval f anomer (XVIla)

viz Schéma 82.

XV I XVIIa XVIIb

Schéma 82 (i) DIAD+PhsP/THF, RT, 24 h, 16 %, a8 byl 1:20

Jako dal$i monosacharid byla zvolena D-manosa (IV). Reakce byla provedena
za standardnich podminek jako u ptedeslych sacharidi. I v tomto ptipadé byla izolace
produktu zna¢né¢ komplikovana, opét se béhem purifikace na preparativni HPLC
objevovaly prekryvajici se dva signaly, které nebylo mozné od sebe izolovat. Lze tedy

predpokladat, ze se jednalo op€t o smés dvou anomerti (Schéma 83).
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OH OH OH
NO, NO,
o) Q H NO,
e i HO:! >
+ HO OH — » o +  HO" e}
HO  OH

H
HO OH HO OH

XV 1A% XVIIla XVIIIb
Schéma 83 (i) DIAD+Ph;P/THF, RT, 24 h
3.3.4 Reakce hexos s 2-nitrofenolem (XIX)

Na  zakladé¢  uaspésn¢  pripravenych  O-glykosidi s 4-nitro  (XI)
a 3- nitrofenoly (XYV), byl zvolen jako dalsi nukleofil 2- nitrofenol (XIX) reagujici s D-
glukosou (II). Dlvodl bylo hned nékolik, jednak sledovat vliv polohy nitroskupiny
na benzenovém jadie na vytézek a selektivitu reakce a dalSim divodem mélo byt
usnadnéni interpretace spekter. Srovnanim NMR spekter izolované latky s komercéné
ziskanym standardem 2-nitrofenyl-S-D-glukopyranosidem. Jak se pozdéji ukazalo,
poloha nitroskupiny zde nehrala dtlezitou roli, jelikoz vytéZzek reakce se od piedchozich
experimentl prilis neliSil. Pfi porovnani spekter produktu a standardu, bylo jednoznaéné
potvrzeno, ze se skuteCné jedna o 2-nitrofenyl-f-D-glukopyranosid (XXa), pficemz
produkt opét obsahoval nepatrné mnozstvi a anomeru (XXb). Vytézek reakce byl 5 %

viz Schéma 84.

v ' N02
YA

XIX 11 XXa XXb

Schéma 84 (i) DIAD+PhsP/THF, RT, 24 h, 5 %, a8 byl 1:10

Reakce byla provedena i1 s D-galaktosou (III). Vytézek reakce zde byl 12 %.
Z NMR spekter bylo patrné, ze se jedna o smés dvou anomert, kdy pievlada p
anomer (XXlIa).
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> N02 ! N02
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e Rlat's

XIX 111 XXIa XXIb

Schéma 85 (i) DIAD+PhsP/THF, RT, 24 h, 12 %, a:8 byl 1:10

Déle byla provedena za standardnich podminek reakce i s D-manosou (IV).
Obecné lze tici, ze reakce s manosou (I'V) probihaji podstatné hiife, nejen ze vytézky jsou
v porovnani s ostatnimi sacharidy nejnizsi, ale uz i béhem procesu precistovani produktu
bylo obtizné latku izolovat. Neni tedy prekvapenim, Ze ani zména polohy skupiny NO»
na aromatickém derivatu nepftispéla k lepSim vysledkiim reakce a ani neulehcila separaci

produktu (Schéma 86).

OH OH
NO, OH . .
OH H
O . HO! .‘\O HQ )
©/+ HO - OH — 1 » NOz, Ho NO:
HO OH@ HO OH@

HO OH

XIX v XXIIa XXIIb

Schéma 86 (i) DIAD+Ph;P/THF, RT, 24 h

3.4 Reakce f-D-galakto-(1,4)-D-glukopyranosidu

(XXIII) s izomery nitrofenolu

Jelikoz se podatilo zavést nechranéné monosacharidy na izomery nitrofenolu,
jevila se jako velice zajimava reakce s nechranénym disacharidem f- D-galakto-(1,4)-D-
glukopyranosidem (XXIII) neboli laktézou. Jako nukleofily obsahujici kysel¢ O-H
vazby byly opét testovany izomery nitrofenolu v poloze ortho, meta a para. Postup
piipravy byl stejny jako v ptipadé monosacharida. Vytézky reakci se u jednotlivych
experimentl nepatrné liSily, z toho lze usoudit, Ze poloha -NO; skupiny neméla vliv
na vytézek reakce. Reakéni smési byly zméteny na LC/MS, kdy spektra potvrdila, Ze se

v reakéni smési skutecné vyskytuje pozadovany produkt. Dané piecisténé latky byly
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zméfeny na NMR. Pocet uhliku z * C NMR spektra odpovidal poétu uhliki
pozadovaného produktu, avsak kviili komplikovanosti 'H NMR spekter nebylo mozné
jednoznaéné urCit o jaky izomer se jednd. Na zaklad¢ predeslych vysledkli reakce
monosacharida s izomery nitrofenolu, 1ze usoudit, ze reakce opét probihala na reaktivnim

poloacetalovém uhliku.

Ho~~\ O~ OH Hor N O~yO
| AR . Q"™ "oH | 0" oH
_ HO\@ OH i Ho \@ OH
OH HO™ S Ho
XI,XV, XIX, OH OH OH OH
XXIII XXIIIa, XXIIIb, XXIIIc

Schéma 87 R=NO,, (i) DIAD+PhsP/THF, RT, 24 h, 5 %

3.5 Reakce hexos s izomery nitrothiofenolu

Na zéklad¢ relativné uspésnych reakci nitrofenolové tady, bylo velkou vyzvou

provést experimenty i se sirnymi analogy nitrofenolu.

Prvni reakce byla zahdjena s 2-nitrothiofenolem (XXVI), ktery byl pfipraveny
z disulfidu (XXIV) podle navodu z literatury . Z fady sacharidi byla zvolena D-
glukosa (II). Pro reakci byly pouzity standardni podminky, bohuzel dle zdznamu LC/MS,
se vreakéni smeési vyskytovala pouze vychozi latka, produkt nebyl detekovan

viz Schéma 88.
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Schéma 88 (k) NaBH4THF, RT, (XXVI) 70 %; (I) NaBH#/MeOH, RT, (XXVII) 65 %;
(i) DIAD+Ph;P/THF, RT, 24 h

V druhém pokusu byl 2-nitrothiofenol (XXVI), zaménén za 4-nitro-
thiofenol (XXVII), ktery byl pfipraven redukci 1,2-bis(4-nitrofenyl)disulfidu (XXV)
(Schéma 88) ®. Avsak ke konverzi vychozi litky nepomohla ani zména polohy

nitroskupiny na aromatickém jadre.

3.6 Reakce hexos s derivaty 6-azauracilu

Dalsi myslenkou byla moznost zavést nechranény monosacharid na heterocyklus,
obsahujici kysely atom vodiku na N-H vazbé. Ze zéstupci 6-azauracilu byl zvolen
1- fenyl-5-(2-hydroxyfenyl)-6-azauracil (XXIX) a 5-(2-acetoxyfenyl)-1-fenyl-6-
azauracil (XXXI).

3.6.1 Reakce D- glukosy (II) s 1-fenyl-5-(2-hydroxyfenyl)-6-
azauracilem (XXIX)

Mezi prvotni reakci patfila reakce nechranéné D-glukosy (II) s 1- fenyl-5-(2-
hydroxyfenyl)-6-azauracilem  (XXIX). Reakce probihala za  standardnich

optimalizovanych podminek. Po zpracovani reak¢ni smési byl vzorek zméien na LC/MS.
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Z LC/MS zaznamu byl detekovan jednotny pik o molekulové hmotnosti pozadovaného
produktu. Nicméné béhem purifikace na preparativnim HPLC se objevovaly 2 signaly,
které se prekryvaly, tudiz bylo témétf nemozné je od sebe oddélit. Tomu také odpovida
NMR spektrum, kde byl dvojnésobny pocet uhlikli, nezZ méa pozadovany produkt. To si
1ze vysvétlit dvéma zplisoby. Prvni teorii bylo, Ze dany heterocyklus tvoii dvé reaktivni
centra. Jako prvni centrum zde vystupuje volna OH skupina na aromatu a druhd N-H
vazba dan¢ho heterocyklu. Predpokladalo se vsak, Ze vodik na atomu dusiku vykazuje
vyssi aciditu, tudiz by mélo dojit primarné k tvorbé vazby C-N. Dalsi alternativni
vysvétleni je, ze se jednalo o smés dvou anomert. AvSak vzhledem ke komplexnosti
vodikového spektra, nebylo mozné urcit, zda se jedna o smés anomerti nebo riznych

latek (Schéma 89).Vytézek reakce byl 14 %.

HO
HO o) Q HO le) Q HO o Q o) Q—«O
Q N, 0 o N .+ HO! o
HO! N N HO! eN HO! NN § NH
£ OH OH OH HO ©OH N%o
HO OHO HO ©OHO HO OHO

XXXa XXXb XXXa, XXXb XXXe

Schéma 89 (i) DIAD+PhsP/THF, RT, 24 h, 14 %

3.6.2 Reakce D-glukosy (II) s 5-(2-acetoxyfenyl)-1-fenyl-6-

azauracilem (XXXI);

Kvtli mozné tvorbé izomert liSici se vazbou na atomu kysliku nebo na atomu
dusiku, byla OH skupina ochranéna acetoxyskupinou, ¢imz se snizil pocet reakénich
center a tim se tak méla usnadnit cesta objasnéni navazani D-glukosy (II) na N-nukleofil.
V 13C uhlikovém spektru byl opét pfitomen dvojnasobny pocet uhliki. I piestoze se

piedpokladalo, ze dojde k zjednoduseni vodikového spektra z NMR, opét nebylo mozné
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vzhledem ke komplexnosti spektra urcit, jestli se jedna o anomery nebo izomery. Vytézek

reakce byl 9 % (Schéma 90).

e HO

I

Schéma 90 (i) DIAD+PhsP/THF, RT, 24 h, 9 %

3.7 Reakce D-glukosy (II) se sacharinem (XXXIII)

Z tady heterocyklickych sloucenin byl jako dalsi derivat vybran
sacharin (XXXIII), jelikoz se ptedpokladalo, Zze acidita vodiku navazaného na atom
dusiku, by mél byt pro Mitsunobu dostacujici. Jako monosacharid byla zvolena D-
glukosa (II), jelikoz z fad reakci poskytovala ve srovnani s dalSimi monosacharidy lepsi
vysledky. Reakce byla provedena za standardnich podminek, bohuzel po zpracovani
reakéni smési, produkt na LC/MS nebyl detekovan. Konverzi vychozich slozek

nepomohla ani zména rozpoustédel za dioxan nebo DMF.
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4. Experimentalni ¢ast

Obecné informace

Vsechny reakce byly provadény v inertni atmosféfe za vylouceni vzdusné
vlhkosti. Jednotlivé sacharidy byly vysuSené pii vhodné teploté¢ odpovidajici pro dany
sacharid. K méteni NMR spekter byl pouzit NMR spektrometr JEOL pii 400 MHz
(‘H: 399,78 MHz; 13C: 100,53 MHz) nebo pii 500 MHz (*H: 500 MHz; '3C: 121 MHz).
Me¢teni byla provadéna za laboratorni teploty, pficemz vzorky byly rozpustény a nasledné
méieny v DMSO-ds. Chemické posuny signali (8) byly referencovany na stied signalu
daného rozpoustédla (DMSO-ds: 2,50 ppm; 39,51ppm), pomoci softwaru JEOL Delta
v5.0.5. VSechny vzorky byly analyzovany na LC-MS a vyhodnoceny pomoci softwaru
Excalibur. Méfeni hmotnostnich spekter bylo realizovano na pfistroji TSQ Quantum
Acces (Thermo Scientific, USA) a ACQUITY UPLC, PDA/QDA (Waters, USA). K
TLC chromatografii byly pouzity aluminiové desky pokryté silikagelem 60 F254 znacky
Merck. Purifikace vzorkt byla provadéna na preparativni HPLC Agilent za pouziti C18
reverzni faze (sloupec 19x100 mm; Sum ¢astic), narust gradientu 10% - 50%

CH3CN/H20-6 min.

Priprava f-D-ribopyranosyl-5-brompyridin-3-karboxylatu (VId)

Do michaného roztoku trifenylfosfinu (104 mg; 0,4 mmol) v bezvodém THF
(2 ml) byl pfidan pies septum za inertnich podminek prostiednictvim kalibrované
stiikacky s jehlou DIAD (80 pl; 0,4 mmol). Po tvorbé MBH betainu, ktery se vizualné
projevil vysrdzenim z THF roztoku (cca 5-10 min), byla piidana 5-brompyridin-3-
karboxylova kyselina (V) (51 mg; 0,25 mmol). Zhruba po dalSich 5 minutach byla pfidana
D-ribosa (I) (37 mg; 0,25 mmol). Reakce probihala v inertni atmosféte za vylouceni
vzdusné vlhkosti. Po 24 h byla reakéni smés zahuSténa na vakuové odparce. Poté byla
k odparku ptidana H>O (5 ml). Vodna faze pak byla extrahovéna toluenem (3x3 ml).
Vzhledem k pomalé separaci slozek, extrakce trvala cca 30 min. Ziskany vodny extrakt
byl zmrazen a néasledné lyofilizovan v lyofilizdtoru. Vysledny produkt byl ve formé bilé

vaticky. Po vysuSeni byl vzorek zvaZzen a rozpustén v systému MeCN a voda v poméru
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(1:1, V/V) tak, aby vysledna koncentrace vzorku byla (30 mg/ml). Vzorek byl pak
purifikovan na preparativnim HPLC. Ziskané homogenni frakce byly spojeny a ¢astecné
zahustény na RVO (na odstranéni MeCN), zmrazeny a ndasledné lyofilizovany
v lyofilizatoru.

Tento postup byl opakovan i ve vétsim meftitku za pouziti 14,5x mnozstvi vstupnich latek

s vytézkem 8 % (49 mg).

C11H12BrNOs (M=332,98)
Struktura byla ov&fena na MS (APCI, m/z): 333,91 [M+H]"; 374,91 [M+41(MeCN)+H)]"
HRMS (HESI, m/z) spo¢itano pro C1iHi3BrNOs" 333,9921 [M+H]"; nalezeno 333,9926

"HNMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 3.60, 1 H, m, HC?; 3.63, 1 H, m, 10.2, H.C®; 3.68,
1 H, m, HC?; 3.74, 1 H, dd, 10.2, 2.8, H,C®; 3.92, 1 H, m, HC* 4.96, 1 H, d, 5.7, HO";
497, 1H,d,5.7, HO*; 530, 1 H, d, 5.7, HO*; 5.91, 1 H, d, 5.6, HC%; 8.51, 1 H,t,2.0,
HC'®;8.97,1H,d, 2.0, HC'%9.07, 1 H, d, 2.0, HC'.

13C NMR (125 MHz, DMSO-de) 5 ppm 65.76 (C6); 68.22 (C5); 68.34 (C4); 69.96 (C3);
95.55 (C2); 120.88 (C17); 127.39 (C13); 139.85 (C18); 149.34 (C14); 155.34 (C16);
163.07 (C8).

Obecny postup pripravy glykosidi v bazickém prostiredi

Tento postup byl proveden na zakladé prevzaté literatury ®’. Experiment byl
provadén za laboratorni teploty v inertni atmosféfe za vylouCeni vzdusné vlhkosti.
Do michaného roztoku bezvodého MeCN (10 ml) byl za inertnich podminek ptidan dany
nukleofil (1 mmol). Zhruba po 5 min bylo pfiddno pfes septum prostfednictvim
kalibrované stiikacky s jehlou DBU (150 ul; 2,1 mmol). Reakéni smés byla michdna
cca 15 min, poté byla smés ochlazena v ledové lazni na 0 °C. Pomoci stiikacky s jehlou
byl pak pies septum do reakéni smeési nejprve pridan DIAD (420 ul) a poté BusP (530 pl).
Po 10 minutach byl pfidan dany monosacharid (2 mmol). Smés byla michana 24 h, poté
byla zneutralizovana HCI. V dalS§im kroku byl vzorek zahus$tén na vakuové odparce.
Nasledn¢ byla k odparku ptidana H>O (15 ml). Vodna faze byla extrahovédna toluenem

(3x8 ml). Extrakce trvala cca 30 min. Ziskany vodny extrakt byl zmrazen a nasledné
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lyofilizovan v lyofilizatoru. Po vysuSeni byl vzorek zvazen a rozpustén v systému
MeCN:voda vpoméru (1:1, V/V) tak, aby vyslednd koncentrace vzorku byla
(30 mg/ml). Vzorek byl pak purifikovan na preparativnim HPLC. Slou¢ené homogenni
frakce byly ¢astecné zahustény na RVO (kvili odstranéni MeCN), zmrazeny a nasledné
lyofilizovany v lyofilizatoru (timto zpiisobem byla zkouSena reakce 4-nitrofenolu (XI)

s D-glukosou (II), D-galaktosou (III) a reakce fenolu (IX) s D-glukosou (II)).

Obecny postup pripravy glykosidi s izomery nitrofenolu

Do michaného roztoku trifenylfosfinu (104 mg; 0,4 mmol) v bezvodém THF
(2 ml) byl pfidan pies septum za inertnich podminek prostiednictvim kalibrované
sttikacky s jehlou DIAD (80 pl; 0,4 mmol). Po tvorbé MBH betainu, ktery se vizualné
projevil vysrazenim z THF roztoku (cca 5-10 min), byl pfidan dany izomer nitrofenolu
(35 mg; 0,25 mmol). Zhruba po dalSich 5 minutach byl pfidin dany monosacharid
(45 mg; 0,25 mmol) ¢i disacharid (86 mg; 0,25 mmol). Reakce probihala v inertni
atmosféte za vylouceni vzdu$né vlhkosti. Po 24 h byla reakéni smés zahusténa
na vakuové odparce. Poté byla k odparku ptidana H,O (5 ml). Vodna faze pak byla
extrahovana toluenem (3x3 ml). Vzhledem k pomalé separaci vrstev, trvala extrakce
cca 30 min. Ziskany vodny extrakt byl zmraZen a nasledn¢ lyofilizovan v lyofilizatoru.
Po vysuSeni byl vzorek zvdzen a rozpusStén v systému MeCN:voda v poméru (1:1,
V/V) tak, aby vysledna koncentrace vzorku byla (30 mg/l ml). Vzorek byl
pak purifikovan na preparativnim HPLC. Ziskané homogenni frakce byly slity a ¢astecné
zahuStény na RVO (kvili odstranéni MeCN), zmraZzeny a ndsledné lyofilizovany

v lyofilizatoru.

Priprava 4-nitrofenyl-g-D-glukopyranosidu (XIIa)

Ptiprava glukosidu (XIIa) byla provedena podle obecného postupu. Vzorek byl
po vysuSeni v lyofilizatoru ve formé zlutého medu (64 mg), ktery byl rozpustén
v systému MeCN:voda (2,4 ml). Nasledné byl produkt pfeciStén pomoci preparativni
HPLC. Jednotlivé frakce byly sbirany od 3,8 — 4,15 min.

Vytézek reakce byl 16 % (12 mg). Pomér anomert a:f byl 2:25.

C12H1sNOs (M= 301,08)
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Struktura byla ovétena na MS (APCI, m/z): 346,02 [M+46-H] (stejny molekularni iont

byl naméten i u komercné ziskaného standardu).

'"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm (chybici protony se pravdépodobné vyskytuji
v piku H20), 3.68 (d, J=10.9 Hz, 1 H), 4.58 (s, 1 H), 5.08 (d, /= 7.27 Hz 1 H), 5.45 (s,
1 H), 7.21 (d, /= 8.82 Hz 2 H), 8.20 (d, J= 9.34 Hz 2 H).

3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) § ppm 60.7, 69.7, 73.3, 76.6, 77.4, 100.0, 116.8, 125.9,
141.7, 162.7.

Priprava 4-nitrofenyl-g-D-galaktopyranosidu (XIIIa)

Galaktosid (XIIIa) byl pfipraven dle obecného postupu. Vzorek byl po lyofilizaci
ve formé bilo-zluté vaticky (47,8 mg), kterd byla rozpusSténa v roztoku MeCN:voda
(2,4 ml). Nasledné byl vzorek purifikovan na preparativni HPLC, kdy byly frakce sbirany
od 3,7- 4,7 min.

Vytézek reakce byl 20 % (15 mg). Pomér anomert a.:f byl 3:10.

C12H1sNOs (M= 301,08)
Struktura byla ovérena na MS (APCI, m/z): 346,07 [M+46-H]

'"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm (chybici protony se pravdépodobné vyskytuji
v piku H20), 4.03 — 4.53 (m, 6 H), 5.71 (d, /= 7.79 Hz 1 H), 7.91 (d, J= 9.34 Hz 2 H),
8.90 (d, J/=9.34 Hz 2 H).

3C NMR (101 MHz, DMSO-de) § ppm 59.9, 67.9, 69.9, 72.7, 75.9, 100.3, 116.3, 125.5,
141.6, 162.6.

Piiprava 3-nitrofenyl- f-D-glukopyranosidu (XVIa)

Postup ptipravy byl stejny jako u ptfedchozich izomerti. Po vysuseni byl vzorek
ve formé zluté vaticky (27 mg). Nasledné byl vzorek rozpustén v syst¢ému MeCN:voda
(1,5 ml) a pfipraven k purifikaci. Béhem separace na HPLC byla sbirdna frakce
ve 4,2- 4,65 min.

Vytézek reakce byl 7 % (5 mg). Pomér anomert a.:f 1:10.

C12H1sNOs (M= 301,08)
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Struktura byla ovétena na MS (APCI, m/z): 346,07 [M+46-H]

'"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm (chybici protony se pravdépodobné vyskytuji
v piku H20), 3.68 (d, J=11.45 Hz 1 H), 5.00 (d, J/=7.33 Hz 1 H) 7.49 (d, J= 8.70 Hz
1 H),7.59 (t,J=824Hz1H),7.80(t,J=2.29 Hz 1 H), 7.87 (d, J= 6.87 Hz 1 H).

BCNMR (101 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 60.4, 69.4, 76.3, 77.1, 100.4, 110.6, 116.5, 122.7,
130.3, 148.5, 157.6, 172.2.

Priprava 3-nitrofenyl- f-D-galaktopyranosidu (XVIla)

Dany galaktosid (XVII) byl ptipraveny dle obecného postupu. Po lyofilizaci byl
vzorek ve formé oranzovo-zluté vaticky (27 mg). Produkt byl nasledné pfipraven
k purifikaci na preparativni HPLC, kdy byl rozpustén v systému MeCN:voda (1,5 ml).
Frakce byla sbirana ve 4,3-5,1 min.

Vytézek reakce byl 16 % (12 mg). Pomér anomert a..f byl 1:20.
Ci12H1sNOs (M= 301,08)
Struktura byla ovétena na MS (APCI, m/z): 346,10 [M+46-H]

'"H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm (chybici protony se pravdépodobné vyskytuji
v piku H20), 4.95 (d, J= 7,79 Hz 1 H), 7.48 (d, J= 595 Hz 1 H), 7.57 (t, J= 8.24 Hz
1 H),7.80 (t,J=1.83 Hz 1 H), 7.86 (d, /= 9.62 Hz 1 H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) § ppm 60.0, 67.8, 69.8, 72.8, 75.4, 101.0, 110.7, 116.3,
123.1. 130.4, 148.4, 157.8.

Priprava 2-nitrofenyl-f-D-glukopyranosidu (XXa)

Glukosid (XXa) byl ptipraven standardnim zptisobem jako u ptedeslych izomert.
Po zpracovani reakéni smési byl vzorek ve formé zluté vaticky (36 mg). Ten pak byl
rozpu$tén v systému MeCN:voda (1,8 ml). Pfi pfeciStovani vzorku na preparativnim
HPLC, byla frakce sbirdna v 3,8-4,35 min.
Vytézek reakce byl 5 % (3,6 mg). Pomér anomert a4 byl 1:10.

C12H1sNOs (M= 301,08)
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Struktura byla ovéiena na MS (APCI, m/z): 346,01 [M+46-H]", 319,07 [M+17(NH3)+H]"

'"H NMR (400 MHz, DMSO-ds, D>0O) & ppm (chybici protony se pravdépodobné
vyskytuji v piku H20), 5.06 (d, J= 7,33 Hz 1 H), 7.14 (t, d, J= 7,33 Hz 1 H), 7.39 (d,
J= 8.79 Hz 1H), 7.59 (t, J= 8.79 Hz 1 H), 7.81 (d, J=8.06 Hz 1 H).

BC NMR (101 MHz, DMSO-ds) & ppm 60.0, 69.1, 72.8, 76.4, 77.4, 100.2, 116.5, 121.6,
124.8, 134.1, 140.1, 149.5.

Priprava 2-nitrofenyl-D-galaktopyranosidu (XXIa)

Reakce byla provedena podle obecného navodu piipravy O-nitrofenylglykosidi.
Po vysuseni byl vzorek ve formé bilé vaticky (29,5 mg). Nasledn¢ byla latka rozpusténa
v systtmu MeCN:voda (1,5 ml) a pfipravena k purifikaci na preparativni HPLC.
Pti separaci na HPLC byla frakce sbirdna v 3,65-4,2 min.
Vytézek reakce byl 12 % (8,7 mg). Pomér anomert a:f byl 1:10.

C12H1sNOs (M= 301,08)
Struktura byla ovéfena na MS (APCL m/z): 346,03 [M+46-H]", 319,07 [M+17(NHs)+H]*

'"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm (chybici protony se pravdépodobné vyskytuji
v piku H20), 3.69 (d, J/=2.75Hz 1 H) 5.03 (d, J=7.79 Hz 1 H) 7.17 (t,J=8.24 Hz 1 H)
7.41(d,J=7.79Hz1H)7.63 (t, J= 8.70 Hz 1 H)7.83(d, J= 6.41 Hz 1 H).

3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) § ppm 59.9, 67.5, 70.0, 73.1, 75.4, 100.8, 116.6, 120.9,
124.4, 133.5, 140.0, 149.4.

Priprava 4-nitrofenyl-f-D-galakto-(1,4)-D-glukopyranosidu (XXIIIa)

Postup zavedeni disacharidu na 4-nitrofenol (XI) byl stejny jako pii zavadéni
monosacharidu na dany nukleofil. Po zpracovani reakéni smési byl vzorek ve formé bilé
vaticky (60 mg). Vzorek byl rozpustén v systému MeCN:voda (3 ml) a pfipraven
na purifikaci pomoci preparativni HPLC. Frakce byly sbirany ve 4,5-5 min.

Vytézek reakce byl 5 % (5,3 mg). Pomér anomert a.f nelze urcit.

CisH2sNO13 (M= 463,13)
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Struktura byla ov&fena na MS (APCI, m/z): 462,84 [M-H]", 480,96 [M+17(NH3)+H]"

'"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm (chybici protony se pravdépodobné vyskytuji
v piku H>0), 4.22 (d, J= 6.87 Hz 1 H), 4.50-4.70 (m, 2 H), 4.82 (s, 1 H), 5.17 (d,
J=17.79 Hz, 1 H), 7.22 (d,J=9.62 Hz2 H), 8.2 (d,J=9.16 Hz 2 H).

BCNMR (101 MHz, DMSO-ds)  ppm 60.5, 68.2, 70.6, 72.9, 73.3, 74.6, 75.1, 75.6, 79.8,
87.5,99.4,103.8,116.6, 125.8, 141.8, 162.1.

Priprava 3-nitrofenyl-#-D-galakto-(1,4)-D-glukopyranosidu (XXIIIb)

Postup piipravy glykosidu byl (XXIIIb) stejny jako v pfedchozich
experimentech. Po zpracovani reakéni smési byl vzorek ve formé bilé vatiCky (43 mg).
Vzorek byl rozpustén v systému MeCN:voda (2,2 ml) a pfipraven na purifikaci pomoci
preparativni HPLC. Frakce byly sbirany ve 4,42-4,84 min.

Vytézek reakce byl 5 % (5 mg). Pomér anomert a.f nelze urcit.
Ci1sH2sNO13 (M= 463,13)
Struktura byla ové&fena na MS (APCIL, m/z): 461,89 [M-H]", 480,96 [M+17(NH3)+H]"

'"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm (chybici protony se pravdépodobné vyskytuji
v piku H20), 4.23 (d, J= 7.33 Hz 1 H), 4.52 (d, J=4.58, 2 H), 4.62-4.67 (m, 4 H), 4.78
(m, 4 H), 5.10 (m, 4 H), 5.56 (d, /= 5.04 Hz 2 H), 7.49 (d, J= 5.95 Hz, 1 H), 7.59 (t,
J=8.24Hz 1 H), 7.81 (t,J=2.29 Hz 1 H), 7.88 (d, /= 5.95 Hz, 1 H).

BCNMR (101 MHz, DMSO-de) § ppm 60.1, 60.5, 68.2, 70.6, 72.9, 73.3, 74.6, 75.1, 75.6,
80.0, 100.0, 103.8, 110.9, 116.8, 123.2, 130.6, 148.5, 157.9.

Priprava 2-nitrofenyl-f-D-galakto-(1,4)-D-glukopyranosidu (XXIIIc)

Ptiprava daného glykosidu (XXIIIc) byla stejna jako u ptedchozich izomerti.
Po zpracovani reakéni smeési byl vzorek ve formé bilé vaticky (72,7 mg). Vzorek byl
rozpustén v systému MeCN:voda (3,6 ml) a pfipraven k piecisténi na preparativni HPLC.
Jednotlivé frakce byly sbirany ve 4,55-4,69 min.

Vytézek reakce byl 5 % (5 mg). Pomér anomert a.f nelze urcit.
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Ci1sH25sNO13 (M= 463,13)

Struktura byla ovéfena na MS (APCI, wm/Zz): 46291 [M-H], 521.92
[M+60(CH3COOH)- HJ", 480,94 [M+17(NH3)+H]".

"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm (chybici H se pravdépodobné vyskytuji v piku
H>0), 4.23 (d,J/=6.87 1 H). 4.52 (d, J=4.58 Hz 1 H), 4.58-4.73 (m, 2 H), 4.80 (s, 1 H),
5.09 (d, J=3.66 Hz 1 H), 5.18 (d, J= 7,79 Hz 1 H), 5.48 (d, J=5.04 Hz 1 H), 7.16 (t,
7.79 Hz, 1 H), 7.43 (d, J= 8.70 Hz 1 H), 7.62 (t, J= 8.70 Hz, 1 H), 7.83 (d,

9.62 Hz, 1 H).

J:

T
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5. Seznam zkratek

ADDP
BTEAB
DBU
DCM
DEAD
DIAD
DMF
DTBMP
DPPA
EtOAc
HMDS
TEMT
THF
TMAD
TMSCI
TMSOTf
TMSCIO4
MBH betain
mCPBA
MeCN
MeOH
n-Bu
t-BuOH
PhoPMe
ZIRAM

1,1-(Azodikarbonyl)dipiperidin
Benzyltriethylamonium bromid
1,8-Diazobicykloundec-7-en
Dichlormethan
Diethyl-azodikarboxylat
Diisopropyl-azodikarboxylat
Dimethylformamid
2,6-Di-terc-butyl-4-methylpyridin
Difenyl-fosforylazid

Ethyl-acetat
Hexamethyldisililazan
Triethyl-methantrikarboxylat
Tetrahydrofuran
N,N,N’,N’-Tetramethylazodikarboxamid
Trimethylsilyl chlorid
Trimethylsilyl-trifluormethansulfonat

Trimethylsilyl chloristan

Morrison-Brunn-Huisgen betain
3-Chlorperoxybenzoova kyselina

Acetonitril

Methanol

n-Butyl

Terc-butanol

Difenyl-(methyl)-fosfin

Sloucenina zinku s dimethyldithiakarbamatem
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6. Zaveér

Ukolem této prace bylo ovéfit moZnost a nasledné se pokusit najit podminky
pro zavedeni nechranénych cukernych zbytkl na organickou molekulu obsahujici kysely

atom vodiku za Mitsunobu podminek.

Pii hledani optimalnich podminek pro zamyslené reakce s monosacharidy
za Mitsunobu podminek bylo u modelové slouceniny (V) s D-ribosou (I) zjisténo,
ze nejen pomér jednotlivych reakcnich slozek, ale 1 potfadi vychozich komponent hraje
vyznamnou roli pro ziskani zddaného produktu. Pokud po tvorbé MBH komplexu bylo
potadi komponent zaménéno a byl nejprve ptidan sacharid (I) a poté az nukleofil (V)
nebo komponenty byly ptfidany zaroven, vytézek reakce byl vyrazné nizsi. Za ucelem
snizeni reaktivity volnych hydroxyskupin na monosacharidu (I) a naopak podpoteni
reakce na poloacetalovém hydroxylu byl zkoumdn vliv teploty na pribéh
reakce. Na zaklad¢ vyhodnocenych vysledkl byl vytézek reakce pii 0 © o poznani vyssi
nez za laboratorni teploty. AvSak u reakci, které probihaly pfi nizSich teplotach, se
zvyraziioval problém s rozpustnosti daného sacharidu (I). Je totiz obecné znamo,
ze sacharidy jsou htife rozpustné v organickych rozpoustédlech, tudiz pak i nizsi teploty
pod 0 °C nepfispivaly ptiznivé ke konverzi vychozi latky. Ze zkouSenych rozpoustédel,
se zdal byt vhodnéjsim rozpoustédlem THEF. V souvislosti optimalizace Mitsunobu
reakce byla mimo jiné vyvinuta metoda umoziujici zjednoduseni reakéni smési,
ktera byla zaloZena na extrakci v dvoufazovém systému. Tato metoda se opirala o fakt,
ze cilené produkty prechazely do vodné faze, zatimco nezadouci vedlejsi produkty
ptechazely do faze organické, ¢imz se cely proces purifikace produktu na preparativni

HPLC znacné zjednodusil.

K velkému piekvapeni béhem studia struktury vzniklého produktu (VI) bylo
z 'H- "H ROESY spekter zjiténo, Ze pii reakci s D-ribosou (I) dochazi k otevirani cyklu
anastavda zde wuréitda rovnovdha mezi furanosovym a pyranosovym derivatem.
Jako majoritni produkt zde vznikal pyranosovy cyklus (VId) viz Schéma 73, tento fakt
1ze odivodnit chybéjicimi cross piky vodiku na uhliku v pozici 6 s vodikem na OH
skupiné dle Schématu 73, které se naopak u furanosidi bézné vyskytuji. DalSim
dilezitym poznatkem bylo, Ze se hydroxylové skupiny na uhlicich v pozici 3, 4, 5,

vyskytuji na stejné stran€, coz se také projevovalo silnymi interakcemi mezi jednotlivymi
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vodiky. Avsak zavadéjici bylo ur€eni polohy vodiku na anomernim uhliku. Z interakéni
konstanty vodiku na atomu uhliku v poloze 2 (Schéma 73) totiz nebylo mozné

jednoznacné urcit, zda se jedné o a nebo S anomer.

I kdyz optimalizace byla provadéna s D-ribosou (I) a 5-brompyridin-3-
karboxylovou kyselinou (V), tak reakce D-ribosy (I) s dal$imi substraty byla hodné
problematickd ve smyslu bohatosti reakéni smési a komplikovanosti izolace produktu.
Z toho divodu pak byly optimalizované podminky aplikovany na vybrané zastupce
organickych slou¢enin majici ve své struktute kysely atom vodiku vazany na dusik, kyslik
a siru. Z monosacharidt byla zvolena D-glukosa (II), D-galaktosa (IIT) a D-manosa (IV),
z disacharidii byla testovéana laktdza (XXIII).

Pti zavadéni nechranénych monosacharidli na samotny fenol (IX) nebyl produkt
detekovan, ackoliv se ptedpokladalo, Ze kyselost vodiku pro Mitsunobu reakci je
dostacujici. Ani zména Mitsunobu cCinidel néjak obzvlast nepiispéla k lepsi konverzi
vychozi latky, jelikoz se vreakéni smési vyskytovaly krom¢ minoritniho mnozstvi
pozadované latky také ve vétsi mife adukty monosacharidu s Mitsunobu ¢inidly. Bylo
tedy nutné zvysit kyselost vodiku na -OH skupiné, pfitomnosti siln¢ elektronegativniho
substituentu na aromatickém jadfe. Proto byly pouzity izomery nitrofenolu v poloze
ortho, meta a para. Srovnanim NMR spekter komercné ziskanych standardi bylo
zjisténo, Ze se podafilo pfipravit O-glykosidy vadzané na anomernim uhliku.
U pfipravenych D-glukosidi a D-galaktosidi pievazoval spiSe f anomer. Soucasné se
zde vyskytovalo minoritni mnozstvi o anomeru. Co se tyce reakci s D-manosou (IV),
reakce byly ponékud komplikovanégjsi z pohledu izolace vysledného produktu, jelikoz se
béhem purifikace na preparativni HPLC objevovaly ve vSech ptipadech dva piky s velice
podobnou integralni plochou, které bylo obtizné od sebe odd¢lit. Mohlo se jednat o smés
dvou anomerti nebo polohovych izomera. AvSak na zakladé ziskanych poznatka se 1ze

domnivat, Ze se spiSe jednalo o smés dvou anomerti.

Pii reakci s laktozou byly vytézky u jednotlivych izomerti nitrofenolu témef
stejné, 1 prestoze pocet uhlikli z uhlikovych spekter odpovidal poctu zadaného jednotného
produktu, nebylo mozné z vodikovych NMR spekter zjistit zda se jedna o smes anomert

¢ izomeru.
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Na zéklad¢ ptiznivych vysledkl s izomery nitrofenolu, byly reakce provedeny
za standardnich podminek i s jejich sirnymi analogy a to v poloze para a ortho.

K velkému ptekvapeni vSak ani v jednom piipadé nebyl produkt detekovan.

Testovany byly také heterocyklické slouceniny, obsahujici kyselé N-H vazby,
mezi né¢z patiily pfevazné derivaty 6-azauracilu. Reakce ale byly komplikované z pohledu
komplexni reak¢ni smési, které bylo obtizné zjednodusit. Tomu také odpovidaly i nizké
vytézky jednotlivych reakci. Vzhledem ke komplikovanosti NMR spekter nebylo mozné

urcit, zda se jedna o smés dvou latek nebo anomert.

Pro zavedeni nechranénych sacharidi do organickych molekul se nam zpoc¢atku
jevila Mitsunobu reakce velice slibné. AvSak béhem cesty naSeho badani, jsme se
setkavali sfadou problémil tykajicich se izolace ¢i stability produktu. Ze série
experimentl jsme dosli k zavéru, Ze reakce probihaly nejlépe na izomerech nitrofenolu,
avSak vytézky byly velice nizké. Tuto metodu ¢ekd jesté¢ dlouha cesta, je potieba dale
optimalizovat reakéni podminky a co je nejdilezitéjsi, najit spravné reaktanty,
které svymi vlastnostmi pomohou zjednodusit cely proces od ptipravy az po identifikaci

a interpretaci spekter.
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