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1. UVOD

Purinové a pyrimidinové nukleobaze nebo nukleosidy byvaji casto predmétem
modifikaci a substituci. Tato analoga nukleosidi maji pomérné casto protivirovy,
antileukemicky nebo antineoplasticky ué¢inek. Svou modifikaci mohou ovliviiovat Cetné
metabolické procesy jako syntézu prekurzori nukleovych kyselin de novo, polymerizaci

. , : : . . Cxo w1
monomerQ na nukleové kyseliny, biosyntézu proteini, bunécné regulace a dalsi.

Rada z t&chto derivatl se uplatnila v 1ékaiské praxi. Znaéné zastoupeni maji pravé
pyrimidinové derivaty substituované v poloze 5 (Obr. 1). Jednim z prvnich pyrimidinovych
cytostatik je dodnes velmi pouzivany a dobie prozkoumany 5-fluoruracil, piipraveny jiz
v roce 1957 Charlesem Heidelbergerem. Pro zlepSeni jeho farmakologickych parametri byla
vyvinuta jeho profarmaka jako Floxuridin ¢i Tegafur. V protivirové terapii se pouzivaji
antivirotika Idoxen nebo Aedurid pouZzivana v o¢nim lékaistvi. Lé¢ivo Zidovudin a Stavudin

se zase pouzivaji jako inhibitory reverzni transkripce viru HIV.!

Obrazek 1: Analoga uracilu vyuZivana v 1ékaiské praxi
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k_J " R=
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Dulezitym faktorem ovliviiujicim biologickou aktivitu analog nukleosidi je jejich
aktivace tvorbou 5°- trifosfatd nebo 5°-difosfatli pfimo v bunice. Ty mohou inhibovat rizné
bunééné a virove specifické enzymy jako naptiklad orotidin-5‘-monophosphat dekarboxylasu
nebo thymidilatsyntasu. Problém vSak miZze nastat b&hem tfistupiového procesu
transformace, kdy je nukleosid fosforylovan nukleosidkinasou na nukleosid-5‘-fosfat, dale
nukleosidmonofosfatkinasou na nukleosid-5°-difosfat a nakonec nukleosiddifosfatkinasou
na nukleosid-5°-trifosfat. V ptipad¢ kdy je v hostitelské bunice hladina nukleosidkinas nizka,
nemiize probéhnout fosforylace nukleosidii a tim v téchto buiikach nukleosid ztraci svou
biologickou aktivitu. K vyfeSeni tohoto problému jsou vyvijena nova profarmaka
fosforylovanych forem (nukleotidll), mezi které patii 5-fluoro-2°-deoxyuridin-5‘-monofosfat
a 5-nitro-2¢-deoxyuridin-5¢-monofosfat  inhibujici  thymidylatsynthasu ~ (Obr.  2).!
Vedle biologické aktivity 1ze 5-substituované fosfaty vyuzit napiiklad ke znaceni nukleovych

kyselin k Gemuz se vyuzivaji 5-aminoallyl derivéty uridinu (Obr. 2).?

Obrazek 2: Piiklady nukleosidfosfata

O O
Ri | NH HN™ 2 | NH
N7 N O " " Ll
F-o "0-P-0-P-0-P-0
o o) O O O o
OH OH R,

R, = F; 5-fluoro-2°-deoxyuridin-5‘-monofosfat
R; = NOy; 5-nitro-2°-deoxyuridin-5‘-monofosfat
R, = OH; 5-aminoallyluridin-5¢-trifosfat

R, = H; 5-aminoallyl-2‘-deoxyuridin-5°-trifosfat

Nukleosidy pyrimidinovych bazi poskytuji mnoho moznosti substituci a modifikaci.
Jak bylo vySe zminéno, mnohé z nich vykazuji zajimavé biologické vlastnosti. Z toho divodu
se predlozena bakalafska prace zabyva jak S-substituovanymi derivaty uridinu, tak jejich

fostaty.
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2. CiL BAKALARSKE PRACE

Cilem bakalafské prace je pripravit derivaty uracilu substituované v poloze C5

alkoxymethylovou skupinou a nasledné je pfeménit na odpovidajici nukleosidy (Obr. 3).

Obrazek 3: Znazornéni syntetické cesty

0
R
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H H
OH OH

Posledni moznou modifikaci je syntéza jejich fosfatli v poloze 5°. Pfed samotnou
syntézou je vSak potfebné ochranit volné skupiny, aby se zabranilo navazani skupiny
do nezadouci polohy. Jednotlivé polohy jsou znazornény na obrazku (Obr. 4). Tyto reakce je

nejprve nutné ovetit a optimalizovat.

Obrazek 4: Mista v molekule uréena k ochranéni.

O~ 'N
OH
O
OH OH
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3. TEORETICKA CAST

Teoreticka ¢ast bakalatské prace je rozdélena do dvou podkapitol. V prvni podkapitole
jsou shrnuty vyznamné derivaty S5-substituovanych uridind a jejich syntéza. Ve druhé

podkapitole jsou piiblizeny derivaty 5°-fosfati a jejich hlavni metody piipravy.

3.1. Prehled vyznamnych derivata S-substituovanych uridini

Mezi vyznamné substituované derivaty pyrimidinovych heterocyklickych bazi patii
5-halogenovanéderivaty ¢i analoga thyminu: 5-ethyl, 5-ethynyl a 5-(2-bromvinyl)uracil
(Obr. 5).! Prvnim vyznamnym derivatem uridinu je 5-fluorouridin, derivat dnes pouZivaného
cytostatika 5-florouracilu, ktery rovnéz jako 5-fluorouracil vykazuje protinadorovou aktivitu.?
5-ethynyl a 5-(2-bromvinyl)uracil jsou ucinnymi inhibitory enzymu
dihydropyrimidindehydrogenasy (DHPD), ktery hraje klic¢ovou roli v katabolismu pyrimidint.
Diky inhibici tohoto enzymu se navic zvySuje vyuziti 5-florouracilu a jeho profarmak nebot
inhibice potladuje jejich rozklad." Nasledujici podkapitola se zaméii na syntézu nukleosidi

téchto derivatu.

Obrazek 5: Vyznamné baze S-substituovanych uridint

O
ATy
@) ” O ” @) ” @) ”
5-fluorouracil 5-ethyluracil 5-ethynyluracil 5-(2-bromvinyl)uracil

3.1.1. Hlavni metody pFipravy S-substituovanych uridint

3.1.1.1. Ribosylace 5-substituovanych uracila

Jedna z hlavnich metod pfipravy substituovanych uridint vychazi z modifikace
samotného uracilu a nasledné ribosylace. Cukerné slozky pro tvorbu ribosidii se nejcastéji
pouzivaji 1,2,3,5-tetra-O-acetyl-p-D-ribofuranosa 1, 1-O-acetyl-2,3,5-tri-O-benzoyl-B-D-
ribofuranosa Il a, 1-chloro-2,3,5-tri-O-benzoyl-D-ribofuranosa 111 (Obr. 6). Dle Vorbriiggena

12



Ize tuto syntézu rozdélit na tii typy reakci: fuzni reakce, postup pies soli kovii a Hilbert-

Johnsonova reakce.*

Obrazek 6: Derivaty ribofuranosy pouzivané k ribosylaci

AcO OAG BzO OAc BzO
(@) O O
Cl
OAc OAc OBz OBz OBz OBz
| 11 111

Prvni metoda spociva v taveni kyselého heterocyklu s acetylovanou ribosou I pii 150-
155°C. Pies tranzitni stav soli dojde k tvorbé ribosidu za uvolnéni kyseliny octové. Reakei lze
urychlit pfidavkem Lewisovy kyseliny, kterd podporuje tvorbu elektrofilniho cukerného
kationtu.* Ve druhé metod& spolu nejéastdji reaguje rtutnata sil heterocyklu s halogenidem
cukru. Treti typ reakci zahrnuje syntézy ribosidi z chranénych heterocykli. V roce 1930
Hilbert a Johnson provedli ribosylaci 2,4-diethyloxypyrimidinu, kde kysliky chranila klasicka
etherova skupina. Toto pojeti vSak mélo zna¢né nevyhody. Tvorba chranéného derivatu byla
provadéna ponékud slozit€¢ zuracilu pres mezistav 2,4-dichloropyrimidinu. Nasledné
odchranéni bylo navic doprovazeno znaénymi komplikacemi. Obménou se zacalo pouZzivat
chranéni OH skupin uracilového kruhu trimethylsilylovou skupinou reakci heterocyklu
s hexamethyldisilazanem. Tato skupina je velmi snadno hydrolyzovatelna. Pro katalyzu
samotné ribosylace je nutnd Lewisova kyselina, nejcastéji popisovany je chlorid cinicity

SnCl, nebo slabsi a v mnohych ptipadech vyhodn&jsi trimethylsilyltriflat TMSOTH.*

Poslednim zptisobem byl naptiklad ptipraven S-fluorouridin  VIII. Samotny
5-fluorouracil V je komeréné dostupny. Synteticky vSak byl piipraven napi. fluoraci uracilu
IV pomoci fluoroxytrifluormethanu.” Pfed ribosylaci byl 5-fluorouracil V ochranén
silylovymi skupinami a nasledné pfeveden na ribosid reakci s 1-O-acetyl-2,3,5-tri-O-benzoyl-
D-ribosou Il za katalyzy SnCly. Na zavér bylo provedeno odchranéni benzoylovych skupin

chranéného 5-fluorouridinu V11 pomoci methanolatu sodného (Schéma 1).°
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Schéma 1: Syntéza 5-fluorouridinu

TMS
(0] O O/
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i) CFsOF, FsCCOOH, H,0, -78°C, 15 h: ii) HMDS, (NH,),SO,, 140°C, 3 h: iiii) SnCl,, MeCN,
10°C, 1 h = RT, 2 h; iv) MeONa, RT, 10 h

3.1.1.2. Modifikace 5-substituovanych uridinu

Druha moznost, jak ziskat derivaty substituovanych uridint, je ptima modifikace
uridinu. Jedna skupina takto pfipravovanych derivatt vychazi z 5-chloromerkuriuridinu 1X.
Ten Ize piipravit zahfatim uridinu XXV1 s octanem rtutnaty a naslednym ptidanim solanky.’
Reakce 5-chloromerkuriuridinu 1X s Li,PdCl4 a monosubstituovanym olefinem v methanolu
vede ke wvzniku 5-alkenyluridin X. Vedlejsim produktem téchto reakci byva C-5
a-methoxyalkyl nukleosid XI, ovsem v ptipadé reakce s ethenem je 5-(1-methoxyethyl)uridin
IXa hlavnim produktem. Katalytickou hydrogenaci l1ze smés ptevést na 5-alkyluridin XII
(Schéma 2).2
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Schéma 2: Piiprava 5-alkyluridind

(H: o CI)Me
Cl | NH RHC | r RH,C | NH
N’go i NSO + N’go
HO — > HO HO
o) O o)
OH OH OH OH OH OH
IX X a-b lii XI a-b
H, O
N’&o
HO
a) R=H ©
b) R=Me OH OH
XII a-b

i) Li,PdCl;, MeOH, RCH=CHy; ii) H,, Pd/C

5-(2-bromvinyluridin  XVI byl syntetizovan chemickou transformaci vychazejici
z 5-jodouridinu  XI1l. Obdobné¢ jako v pfedchozi metodé reaguje 5-jodouridin XIII
s methylakrylatem v dioxanu za piitomnosti octanu paladnatého, fenylfosfinu a triethylaminu.
Varem vznika (E)-5-(2-karbomethoxyvinyl)uridin X1V, ktery alkalickou hydrolyzou piechazi
na  (E)-5-(2-karboxyvinyl)uridin ~ XV.  Reakci s N-bromosukcinimidem v N,N-
dimethylformamidu nasledn& vzniké vysledny (E)-5-(2-bromvinyl)uridin XVI (Schéma 3).°

15



Schéma 3: Ptiprava 5-(2-bromvinyl)uridinu

o)
9 meococ _H @ HOOC\HC,E
[ NH HC 7 NH N
N’J*o i N/&O B N’go
HO HO 1 HO
o) > o > o
OH OH OH OH OH OH
XIII XIV XV
i1l
H O
Br
~Hc=C %
N’J*o
HO
o
OH OH
XVI

i) CH;COOPd, TEA, PPhs, methylakrylat, reflux, 1 h; ii) NaOH/H,O, RT, ON; iii) NBS,
DMF, K,COs, RT, 45 min

3.2. Prehled vyznamnych 5¢-fosfati

Mezi vyznamné derivaty S-substituovanych-5°-fosfati bezesporu patii fluorované
derivaty, dale se sem ftadi derivaty obsahujici ve skupiné v poloze 5 dusik: 5-kyano,
E-5-aminoallyl a 5-(4-pyridylmethyl)-karboxyimid (Obr. 7). Na nasledujicich tadcich jsou

jednotlivé derivaty stru¢né pfibliZeny.
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Obrazek 7: Vyznamné 5°-fosfaty

o) o)
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Jak jiz bylo vyse zminéno i tady hraji vyznamnou roli 5°-fosfaty s halogenem v poloze
C5. Nejprozkoumangjsim derivatem je 5-fluorouridin-5‘-monofosfat XVII. Spolu s jeho
dal§imi derivaty odvozenymi od 5-fluorouracilu své uplatnéni nachazi pfi 16¢b& rakoviny.™
V nedavné dobé bylo zaméfeno pouziti téchto derivati pro 1é¢bu koznich nemoci
zpusobenych sluncem. Patentovan byl vedle 5-fluorouridin-5¢-monofosfatu i Fosfuridin
Tidoxil, 5-fluorouridin-5°¢-

systematicky  (3-dodecylmerkapto-2-decyloxy)propylester

fosfore¢né kyseliny XVI1II. Tato latka byla patentovana k 1é€be aktinické keratosy, coz je

. « s 1o . . iy 11,12
rakovinné onemocnéni ktize vyvolané slune¢nim zafenim.™™

Dale jsou derivaty pyrimidinovych bazi nukleosid-5‘-monofosfatu navrhovany jako
inhibitory orotidin-5°-monophosphat dekarboxylasy (ODCasy). ODCasa je zodpovédna
na UMP XXIII

za dekarboxylaci orotidin-5‘-monofosfatu  (OMP) XXII V biosyntéze

pyrimidinovych bazi de novo (Schéma 4). Inhibici tohoto enzymu je mozné vyuzit pii 16€bé
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rakovinovych, virovych a parazitickych onemocnéni. Mezi tyto derivaty patii napiiklad

5-kyanouridinmonofosfat XI1X.*

Schéma 4: Dekarboxylace OMP

O 0
NH NH
X ()
) ODCasa
0 O 0O0C” N0 > 00O N/&O
F=Oo~_o Y PO,
co,
OH OH OH OH
XXnu XXIII

Dal$i mozZnosti vyuZiti téchto derivatl 1ze nalézt v efektivnim znaceni RNA. K tomuto
ucelu se vyuzivd E-5-aminoallyluridin trifosfat XX. Ten se pomoci enzymu T7 RNA
polymerasy inkorporuje do RNA a nasledné reakci s biotinem ¢i fluorescenénim barvivem

vytvoii zna¢enou RNA. Oproti znaceni radioaktivnimi prvky mé tato metoda n¢kolik vyhod,

24

5-substituované derivaty maji i své syntetické uplatnéni. Bylo prokazano, ze 5-(4-
pyridylmethyl)-karboxamid UTP XXI po zaclenéni do RNA katalyzuje Diels-Alderovu

reakci.'*

3.2.1. Hlavni metody syntézy

Tato Cast je zaméfena na popis hlavnich metod piipravy 5°-fosfati. Jsou zde uvedeny
klasické postupy syntézy v roztoku i rozsifujici se syntéza na pevné fazi. Jednotlivé piiklady
jsou uvedeny na 5-substituovanych derivatech i na samotném uridinu. Na zavér je popsana

syntéza 5-substituovaného 5°-fosfatu modifikaci samotného 5’fosfatu.

3.2.1.1. Syntéza 5‘-monofosfati

V roztokové syntéze se K fosforylaci uridint k ptipravé uridin-5°-monofosfatt pouziva
fosforylchlorid v kombinaci s vhodnym rozpoustédlem, jako napiiklad trimethylfosfatu nebo
acetonitril. V ptipad¢ ptimé fosforylace nechranéného uridinu vSak vedle 5°-monofosfatu
vznikaji 1 2°- a 3‘-monofosfaty. Bylo dokazano, ze tvorbu téchto produktli lze inhibovat
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ptidavkem vody nebo alkoholu. I pfesto vSak vysledné vytézky byly niz$i nez v ptipadé

chran&nych 2¢,3¢-O-isopropylidenuridinii, které dosahovaly az 98 % vyt&znosti."

Jako piiklad jednoho z derivatt UMP, kdy se vychazelo z nechrdnéného derivatu
uridinu, byla popsana piiprava 5-kyanouridin-5‘-monofosfatu XIX. Reakci piislusného
uridinu XXI1V s fosforylchloridem v acetonitrilu za teploty 0°C, ktera byla nasledné¢ zvysSena
na teplotu laboratorni, a néslednou hydrolyzou byla tato slouCenina ptipravena v 75 %

vyt&zku (Schéma 5).2

Schéma 5: Priprava 5-kyanouridin-5‘-monofosfatu

O o)
NC NC
| /’\J: | NH
N o 1 -O\ /O- N/KO
HO —_— P—O
%
0] O 0
OH OH OH OH
XXIV XIX

i) POCI3, Pyridine, CH;CN, H,0, 0°C, 3 h; RT, 2 h; ii) NH,OH

Alternativni moznosti ptipravy UMP XXIII, ktera nevyzaduje chranéni hydroxylu, je
vyuziti syntézy na pevné fazi. Tato metoda je vhodna pro piipravu knihoven latek, jelikoz
nevyzaduje rozsahlé ¢isténi findlnich produktl, jak tomu je u roztokové syntézy. V literatufe
byly popsany selektivni monofosforylace nechranénych uridind. Jeden z nich vyuzival linker,
vazany na aminomethylovou skupinu polystyrenové pryskyfice, na ktery byl napojen
fosforamidit, jakoZto donor fosfatu XXV. Nasledovala vazba uridinu XXVI, nékolik stupni

uprav a kone¢né odstépeni uridin-5‘-monofosfatu XX (Schéma 6).1°
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Schéma 6: Tvorba UMP pomoci syntézy na pevné fazi

~ NH
0—P—N lN/&O
O AT wo
N f o}
Boc AcO NG
OH OH
XXV XXVI
1-v
o)
| NH
HO OH NAO OH
PO S e
o o N
AC HO
OH OH
XXVII
XXIII

i) THF, DMSO, 1H-tetrazol; ii) tBuOOH, THF; iii) DBU, THF; iv) TFA/DCM; v) H,O

3.2.1.2. Syntéza 5°-di a 5‘-trifosfatu

Ptiprava 5°-di a S5’trifosfath mlZe vychéazet z jiz popsané syntézy 5‘-monofosfatu.
Konkrétni priklad v literatufe uvadi reakci 5-bromouridinu XXVIII s fosforylchloridem
v trimethylfosfatu za vzniku 5-bromouridin-5°-dichlorofosfatu XXIX. Tento intermediat byl
pouzit K tvorbé obou derivati. Pro pfipravu 5°-difosfatu XXX byla provedena reakce
intermediatu  XXIX s tri-n-butylammonium fosfatovym pufrem v dimethylformamidu.
K syntéze 5°-trifosfatu intermediat XXI1X reagoval s tri-n-butylaminem a nadbytkem bis(tri-n-
butylammonium) pyrofosfatového pufru Vv dimethylformamidu. Tim vznikl cyklicky
intermediat XXXI, jehoz hydrolyzou vznikl 5-bromouridin-5°-trifosfat XXXII (Schéma 7).
V obou piipadech vSak hydrolyzou vznika S5-bromouridin-5°‘-monofosfat jako vedlejsi
produkt.’’
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Schéma 7: Syntéza 5°-di a 5°-trifosfath

O (0] 0]
Br | iH o Br | iH Br | iH
NSo i I NSo| idiii (S NS0
HO — - -
o C|/P\ o) o HO/ I\O/ o o
ol Oy  OH
OH OH OH OH OH OH
XXVIII S XXIX  —© XXX
X
_ o -
o S HO_ Y, o
o) O (@) NH 2 Br
A N T I A
HO/T\O/ I\O/ \ o ; \/P\O, \O N O
OH OH OH HO 0
OH OH
OH OH
XXXII - XXXI -

i) (CH3;0);PO, POCIl;, 1,8-bis(dimethylamino)naftalen (,,Protonova houba®), 0°C, 5 h; ii) tri-n-
butylammonium fosfatovy pufr, DMF, 0°C, 5 min; iii) triethylamonny hydrogenuhli¢itanovy
pufr, pH 7,4-7,6, RT, 1 h; iv) bis(tri-n-butylammonium) pyrofosfatovy pufr, DMF, 0°C, 5 min

3.2.1.3. Modifikace uridin-5¢-fosfata

Posledni moznosti piipravy 5-substituovanych uridin-5°-fosfati je jejich piima
modifikace. Timto zpisobem byl syntetizovan 5-aminoallyluridin-5°-trifosfat XXXV.
Vyznamnou metodou byla reakce UTP XXXIIl soctanem rtutnatym a nasledné
s allylaminem. Vazny problém v této reakci je v§ak pouziti toxického octanu rtutnatého, proto
byl vyvinut jiny zpasob. Prvnim krokem byla substituce UTP XXXIII jodem, druhym
Heckova reakce s allylaminem za katalyzy palladiem. Vysledny 5-aminoallyluridin-5¢-
trifosfat XXXV byl ziskan v 71 % vyt&zku ve vysoké &istoté (Schéma 8).2
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Schéma 8: Syntéza 5-aminoallyl-UTP

o) o)
|
NH | NH
O 0O O fﬁ& i O 0O O N’J*o
1" " " N O —> _ L} 1" "
-0-P-0-P-0-P-0 0-P-0-P-0-P-0
O O O o o O O o
OH OH "NH(Et)3 OH OH
XXXIII XXXIV
i
o)
HN™ ™~ | NH
0 o o N0
0-P-0-P-0-P-0
] ]
O O O O
OH OH
XXXV

i) N-jodosukcinimid, NaNs, H,O, 60 C, 15 h; ii) allylamin, K,PdCl,, RT, 15 h
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4. DISKUZE A VYSLEDKY

4.1. Priprava 5-alkoxyderivatu

4.1.1. Priprava vychozich 5-alkoxymethyluracili

Piiprava vychozich 5-alkoxymethylderivati uracilu 4a-d spocivala v konverzi
5-chloromethyluracilu 3, ktery bylo nejprve potieba syntetizovat. Prvnim krokem syntézy
5-chloromethyluracilu 3 byla ptiprava 5-hydroxymethyluracilu 2, ktera vychazela z jiz
osvédcené reakci uracilu 1 s paraformaldehydem ve vodném prostiedi, jako katalyzator byl
zvolen hydroxid barnaty.’® V druhém kroku byl hydroxyderivat 2 michan s kyselinou
chlorovodikovou®® za laboratorni teploty po dobu dvou hodin a tim byl pieveden
na 5-chloromethyluracil 3. Po filtraci, promyti HCI a vysuseni byl ziskan produkt s vytézkem
78% (Schéma 9).

Schéma 9: Syntéza 5-chloromethyluracilu

o) o)
iii i
HN | - HN | OH _—— » HN | cl
O)\N O)\N O)\N
H H H
1 2 3

i) (HCHO), Ba(OH),/H,0, reflux, 5min ii) RT, 20h
iii) konc. HCI, RT, 2h

Dal$im krokem byla samotna pfiprava 5-alkoxymethylderivati uracilu 4, kterd
spocivala ve znamé nukleofilni substituci S-chloromethyluracilu 3 (Schéma 10).%°
5-Chloromethyluracil byl smichéan s pfislusnym alkoholem a michan pfi teploté olejové lazné
100°C po dobu dvou hodin. Pro tento krok byly zvoleny alkoholy methanol, propanol,
pentanol a heptanol. Po ochlazeni byly jednotlivé alkoxyderivaty 4a-d zfiltrovany a promyty
ptislusnym alkoholem a nasledné vysuSeny. V pfipad¢ potieby precisténi byla navic
provedena rekrystalizace v toluenu. U 5-heptoxymethyluracilu 4d byla rekrystalizace
provedena automaticky pro odstranéni piebyte¢ného heptanolu, ktery by se samovolné zcela

neodpafil. Vytézek jednotlivych produkti se pohyboval v rozmezi 70-81%.
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Schéma 10: Priprava 5-alkoxymethylderivati uracilu

0 o a) R=-CHj
R
HN Cl i HN : =-
A — = © b) R=-(CHz).CHs;
o ” O H C) R= -(CH2)4CH3
3 4 a-d d) R= -(CHz)BCHg

i) ROH, 100°C, 2h

4.1.2. Priprava 5-alkoxymethylderivati uridinu

Prvnim nezbytnym krokem ribosylace 5-alkoxyuracili 4a-d byla ochrana
karbonylovych kyslikai silylovou skupinou.?’’ Tento krok tzv. silylace spocival v reakci
ptislusného 5-alkoxyderivatu s hexamethyldisilazanem a katalytickym mnozstvim siranu
amonného za reakénich podminek 140°C a 8 hodin (Schéma 11). Obecné lze fict, ze silylace
je ukonce, jakmile je reakéni smés rozpusténa. Ve snaze optimalizovat podminky reakce,
a tim snizit mnozstvi pouzitého rozpoustédla, byly provedeny reakce s poloviénim mnoZstvim
hexamethyldisilazanunez jak uvadi literatura.®® Nicmén& ani po desiti hodinach se
5-alkoxymethylderivat 4a-d zcela nerozpustil. Nejprve tomu nebyl piikladan velky vyznam
a pokracovalo se v dalsi reakci. Izolace ochranéného intermediatu 5a-d spocivala pouze
VvV odpafeni rozpoustédla pomoci rotacni vakuové odparky. VSe muselo probihat v suchych
nadobach, jelikoZ by doslo k hydrolyze a zpétnému odchranéni skupin. Odparek byl déle
rozpustén v bezvodém 1,2-dichlorethanu, k této smési byl pridan 1,1 ekvivalentu 1-O-acetyl-
2¢,3%,5¢-tri-O-benzoyl-B-D-ribofuranosy 6 a trimethylsilyltrifluoromethansulfonat  jako
katalyzator. Reak¢éni smés byla michana za pokojové teploty 24 hodin. (Schéma 11).
Vyslednym produktem této reakce byl ochranény 5-alkoxymethyluridin 7a-d. Pro odstranéni
silylovych skupin se reakéni smés rozmichala ve vod¢ a nasledné se provedla extrakce
do ethylacetatu. Organicka vrstva byla vysuSena bezvodym Na,SO,, piefiltrovan a odpaten
do sucha na rota¢ni vakuové odparce. Pro odstranéni medovité konzistence byl odparek

3x koevaporovan v methanolu.
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Schéma 11: Ribosylace 5-alkoxymethyluracilt

o O/Si(CH3)3
R R
HN | o~ i N)ﬁ/\O/
O/\H (HoChSin, Ay
4 a-d Sad
BZO OAC
T @]
ii, iii
OBz OBz
6
(0]
R
HN | o~
a) R=-CH, O/\N
b) R=-(CH,),CHj; BzO
OBz OBz
7 a-d

i) HMDS, (NH,),SO., 140°C, 8h i) TMSOTH, dichlorethan, RT, 24h iii) H,O, ethylacetat

Timto zpisobem vSak vznikly komplikované smési. Proto byla tomuto kroku
vénovana veEtsi pozornost a pro dalsi studium byl pouzit pouze 5-methoxymethyluracil 4a.
Pro zjisténi  optimdlnitho  pribéhu  silylace bylo  vyzkouSeno né¢kolik  reakci
methoxymethyluracilu 4a sriznym pomeérem této latky v1 ml hexamethyldisilazanu
(24-46 mg/ml), coz shrnuje tabulka 1. Posledni tfi reakce, ve kterych bylo opakované pouzito
24 mg latky na 1 ml hexamethyldisilazanu, vedly k Gspésné silylaci, takze se ukazalo, ze dalsi
optimalizace oproti vysledkiim popsanym v literatuie® jiz nelze doséhnout. V tomto poméru
byla reakce dokoncena jiz po ¢tyfech hodinach a nasledny ribosid 7a byl ziskan jako hlavni
produkt. Cisty ochranény methoxymethyluridin 7a byl ziskan purifikaci za pomoci
kapalinové flash chromatografie s pouzitou mobilni fazi CHCl3/MeCN (5:1). Obdobnym
zpusobem pak byly pfipraveny derivaty 7b-7d.
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Tabulka 1: Pfehled pomérti methoxymethyluracilu 4a a hexamethyldisilazanu

4a HMDS m(4a)/V(HMDS)
m (g) V (ml) (9/ml)
0,463 10 0,046
1,319 30 0,044
0,432 12 0,036
0,150 5 0,030
0,240 10 0,024
0,239 10 0,024
2,130 89 0,024

Kone¢nym krokem syntézy 5-alkoxymethyluridinu 8a-d byla deprotekce
hydroxylovych skupin (Schéma 12). Nejprve byl vyzkousen alternativni postup k deprotekci
popsané v literatuie.”® Tento krok byl proveden jak z pfeisténého ochranéného
5-methoxymethyluridinu 7a, tak z neptecisténych derivati 7a-d kvili moznému vylouceni
jedné série Cisténi. Misto roztoku MeOH-NHj3; zde byl pouzit EtOH-NH3;, ktery byl smichan
S ochranénym ribosidem 7a-d. Smés byla michana 7 dni za pokojové teploty. Podle LC-MS
analyzy za tuto dobu nedoSlo k uplnému odbourdni, ve smési se nachdzel zna¢ny podil
monobenzoylovaného derivatu spolu s dalSimi necistotami, podil necistot pii pouZiti

purifikovaného i surového 5-methoxymethyl derivatu 7a byl porovnatelny.

Jelikoz se tento zplsob odbouravani neosvédéil svou dlouhou reakéni dobou ani
kvalitou odbourédni, byl vyzkouSen postup odbourdvani s 1M methoxidem sodnym. Tento
postup jiz byl vyzkouSen pouze na 5-methoxymethyl derivatu uridinu 7a, jako modelové
latce. Zkratila se reak¢éni doba na 1 hodinu a mnozstvi vedlejSich produktii se také snizilo

(Schéma 12).

Schéma 12: metody deprotekce 5-alkoxymethyluridind

0] O
HN o HN o " R=-CH
ey g A
O” 'N . O~ N =
BzO 1 OH b) R=-(CH;).CHs
0] — > o) ¢) R=-(CH),CH3s
d) R= -(CHQ)GCH3
OBz OBz OH OH
Ta-d 8a-d

i) @) EtOH-NH3;, RT, 7 dni; b) MeONa, RT, 1h
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Touto metodou vznikly 5-methoxymethyluridin 8a byl purifikovan pomoci kapalinové
flash chromatografie. Nejprve musela byt vybrana vhodna mobilni faze, to bylo provedeno
pomoci analytické TLC. Bylo vyzkouseno nékolik mobilnich fazi, jelikoz problém se
ukazoval ve $patné hodnoté Rf hlavni skvrny a pfedev§im v nedostate¢né separaci latek, které
byly do sebe rozpité. Jako vhodnd kombinace byla zvolena mobilni fdze o slozeni
CHCI3/MeOH (9:2), pro zaostieni skvrn byla pfidana kyselina mravenéi v poméru
(CHCI3/MeOH)/HCOOH (5:0,125). Po vyfeSeni optimalni mobilni fiaze nastal problém dalsi.
Vzorek nebyl v této mobilni fazi rozpustny. Ke smési bylo pfidano malé mnozstvi vody,
ve kterém se jiz vzorek rozpustil. Takto pfipraveny vzorek nachdzejici se ve dvou fazich
nanesen na kolonu. Pfestoze se piky oddé€lily, pozadovany 5-methoxymethyluridin 8a byl
stale castecné znecistén. K docisténi byla vyuzita preparativni TLC za pouZiti stejné mobilni
faze jako v kapalinové flash chromatografii. Po vyvinuti byla hlavni skvrna seSkrabana
a vyextrahovand do methanolu. Po zfiltrovani a odpafeni jiz byl ziskan Cisty

5-methoxymethyluridin 8a.

4.1.3. Studium stability 5-methoxymethyl-2¢,3¢,5¢-O-tribenzoyluridinu

Pii studiu syntézy tribenzoylovaného 5-methoxymethyluridinu 7a, ribosylaci
5-methoxymethyluracilu 4a za katalyzy TMSOTS, byla zjisténa nestabilita surové latky
na vzduchu pii pokojové teploté. Ackoliv Cerstvé piipravena latka byla zcela Cista (Obr. 8),

po jednom mésici se ukazalo, Ze se latka zcela rozlozila (Obr. 9).

Obrazek 8: Zaznam z LC-MS po izolaci tribenzoylovaného 5-methoxymetyluridinu 7a

RT: 0.00-5.00

279 NL;
80000 8.15E4
E Total Scan
70000 oA
60000 045 SL-KL-
E 7E_1212191707
50000 05
=) 3
< 40000
30000
20000-]
3 o022
100007 3 803'99
o ﬂ(\ 0.79 173 180 191 234 3'M 4.40
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Pomoci preparativniho HPLC se podafilo rozd¢lit ¢tyfi hlavni latky S reten¢nimi Casy
2.11, 2.89, 3.08 a 3.21, které¢ jsme se pokusili identifikovat pomoci NMR spektroskopie.

Komplexni smés a jednotlivé rozdélené podily nazorné zobrazuje (Obr. 9).

Obrazek 9: Rozdéleni rozlozeného methoxymethylderivatu
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Jelikoz mmnozstvi latek, které se nam podafilo pieCistit pomoci kapalinové
chromatografie, bylo velmi malé, nepodafilo se naméfit 'H a BC NMR spektrum
s dostatecnou intenzitou. Vyjimkou byla latka s retenénim casem 2.11, u které mohla byt

pfesné urcena struktura.

V 'H NMR spektru je vidét devét vodiki v oblasti alifatické (4 - 6.5) a Sestnact
vodikli v oblasti aromatické (7.4 — 8.0). Dale je ve spektru jeden vodik 11.31, ktery je
Sirokym singletem a bezesporu patii NH skupiné. Z velkého poctu aromatickych vodiki Ize
usuzovat, Ze se jedna o derivat, ve kterém ziistaly vSechny tfi benzoylové skupiny. Posledni
vodik v aromatické oblasti — singlet pii 7.69 ppm pak mize patiit CH vodiku pyrimidinového

kruhu (Obr. 10).
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Obrazek 10: Aromaticka ¢ast NMR spektra latky s Rt=2.11
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V alifatické oblasti se zminénych devét vodikti rozdélilo do nékolika multipletd
(Obr. 11).

Obrazek 11: Alifaticka ¢ast NMR spektra latky s Rt=2.11
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Pomoci tzv. COSY experimentu v 'H NMR se nam podafilo prokézat interakci
vodiku, ktery je tripletem pii 4,98 ppm s vodikem, ktery je multipletem pii 4,08 ppm
(Obr. 12). V tomto piipadé se musi jednat o §t€peni CH, skupiny, ktera ma diastereotopické

vodiky s jinou skupinou, ktera mé jen jeden vodik.

Obrazek 12: Zaznam COSY experimentu v *H NMR latky s Rt=2.11
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F2 Chemical Shift {ppm}

Nabizi se tedy interakce CH, a OH skupiny vzniklé hydrolyzou methoxyderivatu.
Signaly ostatnich vodikii bylo mozno na zakladé NMR experimentl pfifadit zbyvajicim
alifatickym CH a jedné CH; skupin. Ziskanou latkou je tedy hydroxy derivat 9, ktery je
uveden spolu se svymi posuny alifatickych vodiki a CH, vodiku pyrimidinového kruhu a NH
vodiku v 'H NMR spektru (Obr. 13). Uvedené struktufe odpovida i zjisténa molekulova

hmotnost z LC/MS zaznamu.
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Obrazek 13: Produkt rozkladu 5-methoxymethyl derivatu
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U druhé latky, kterou se podafilo izolovat a kterd méla retencni ¢as 2.89, se podafilo
zméfit jen 'H NMR spektra. Z LC-MS zéznamu vyplyva, Ze jeji molekulova hmotnost je 690.
V alifatické oblasti 'H NMR spektra (Obr. 14) je mozné vidét, Ze ve srovnani
S hydroxyderivatem 9 nedoslo témeét ke zméné posunu vodiki cukerného zbytku, ale zmizel
signal vodiku pii 4.98 ppm odpovidajici hydroxy skupiné vazané na methyl v poloze 5.
Zaroven doslo k posunu CH; methylenové skupiny k vyssim ppm (4.90), coz nasvédcuje

tomu, Ze je hydroxyskupina pokryta néjakym elektronegativnim substituentem.

Obriazek 14: Alifaticka ¢ast NMR spektra latky s Rt=2.89
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Vliv elektronegativni skupiny se projevuje pravdépodobné i na zvySeni posunu CH
vodiku pyrimidinového kruhu na hodnotu 8.11 (Obr. 15). Dalsim rysem ‘H NMR spektra je

snizeni posunu NH vodiku na hodnotu 8.49 ppm, coz nasvédcuje snizeni jeho kyselosti.
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Z integrace aromatické oblasti vyplyva, ze vSechny benzoylové zbytky zistaly vazané

na hydroxylovych skupinach (Obr. 15).

Obrazek 15: Aromatickd ¢ast NMR spektra latky s Rt=2.89
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Na otazku, co muze byt elektronegativni skupinou vazanou na hydroxymethylenovou
skupinu v poloze 5, jsme se snazili odpovédét s piihlédnutim k pouzitym reaktantim.
Katalyzatorem  pro  ribosylace  5-substituovaného  wuracilu byl  trimethylsilyl-
trifluoromethansulfonat, ktery se pifi zpracovani vysledného produktu zhydrolyzoval
na trifluoromethansulfonovou kyselinu. Tato velmi silna kyselina, kterou se ziejmé
nepodafilo zcela odstranit z vysledného produktu, pak mohla reagovat s methoxyskupinou
podle uvedeného mechanismu (Schéma 13) za vzniku nového esteru 10. Hydrolyza tohoto

esteru muze byt pric¢inou vzniku vySe zminéného hydroxyderivatu 9 (Schéma 13).
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Schéma 13: Reakce 5-methoxymethyl derivatu uridinu s kyselinou
trifluoromethansulfonovou
FsC
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Molekulova hmotnost esteru 10 je vSak 718 misto zjisténych 690. Rozdil
molekulovych hmotnosti ¢ini 28 jednotek, coz miiZze odpovidat odStépeni CO skupiny. Tento
fakt by podporovalo snizeni kyselosti NH vodiku (vznik amidického misto imidického

vodiku). Pti¢inou této dekarbonylace pak mize byt opét reakce s triflatem (Schéma 14).

Schéma 14: Navrh reakce esteru 10 s kyselinou trifluoromethansulfonovou
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V tuhle chvili se samozifejm¢ jednad spiSe o spekulaci. Pro jednoznacné potvrzeni
struktury bude muset byt derivat s Rt=2.89 pfipraven ve véEtSim mnozstvi a podroben

specidlnim NMR experimentiim.

U treti latky s retenénim casem 3.08, kterou se podafilo izolovat v Cistém stavu, je
velmi $patnd ionizace na MS, proto lze jen stézi odhadnout jeji strukturu. Jediné, co je mozno
V tomto pripadé fici, je, ze hydroxyskupiny ribosy zustaly pokryté benzoyly (Obr. 16).
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Obrazek 16: Aromaticka ¢ast NMR spektra latky s Rt=3.08
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Alifatické vodiky odpovidaji pifitomnosti ribosy (Obr. 17), latka dale neobsahuje

hydroxymethylenovou skupinu v poloze 5 a ve spektru chybi posun NH vodiku.

Obrazek 17: Alifaticka ¢ast NMR spektra latky s Rt=3.08
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Ptredpokladame, Ze se jedna o derivat, kde je misto hydroxy skupiny v poloze 5 vazan

jiny substituent. Konec¢nou strukturu v§ak nemiizeme v této chvili ani naznacit.

Ctvrta latka, kterd byla izolovana, ma reten¢ni &as 3.21. Ani v tomto piipadé viak
nebylo mozné vidét ionizaci jak v kladném tak zaporném médu. Z *H NMR spekter vyplyvaji

obdobné zavéry jako v pfedchozim ptipadé€. Alifatickou oblast je mozné vidét na Obr. 18.
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Obrazek 18: Alifaticka ¢ast NMR spektra latky s Rt=3.21
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Aromatickd oblast opét ukazuje na pfitomnost vSech tii benzoylovych skupin. CH

vodik pyrimidinového kruhu je pravdépodobné schovan v multipletu 7.59 — 7.63 ppm.

Obrazek 19: Aromaticka ¢ast NMR spektra latky s Rt=3.21
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Kazdopadné je mozné fici, ze v zadné z izolovanych necistot, které tvotili dominantni
produkty smési, nebyla pfitomna methoxyskupina vazand na methyl v poloze 5.
Pravdépodobnou  pfiinou  rozkladu  byla  pfitomnost  zbytkového  mnozstvi

trifluormethansulfonové kyseliny.

4.2. Priprava prekurzori k syntéze 5¢-fosfatu

Pted samotnou piipravou 5°‘-fosfatli je potieba provést ochranéni hydroxylovych
skupin a volného atomu N®. Pro ové&feni metod a pro uSetfeni nove nasyntetizovanych

derivatu 8 byly reakce odzkouseny na komeréné dostupném uridinu 14.

4.2.1. Syntéza 2¢,3¢-O-Isopropylidenuridinu

Prvnim krokem byla ochrana hydroxylovych skupin v poloze 2° a 3. Syntéza
2¢,3¢-O-isopropylidenuridinu 15 spoc¢ivala v kysele katalyzované tvorbé ketalu (Schéma 15).
Uridin 14 se smichal s nadbytkem acetonu, pfidalo se katalytické mnozstvi monohydratu
kyseliny p-toluensulfonové a michalo se 48 hodin za pokojové teploty. K neutralizaci byl

pouzit triethylamin a nésledné byla smeés odpafena.21

Pro optimalizaci postupu byla tato reakce vyzkouSena za jinych reakénich podminek
(Schéma 15). Byla zvySena teplota reakce na bod varu rozpoustédla a tim byla zkracena
reak¢ni doba ze 48 hodin na pét a pil hodiny, coz bylo monitorovano pomoci LC-MS. Latka
ziskand po odpafeni rozpoustédla se nachdzela v medovité konzistenci. Pro vyzkouSeni
odstranéni soli byla latka rozmichana v acetonitrilu, témef okamzité¢ se pfeménila na bily
prasek. K rozpusténi doslo po ptivedeni k varu, ¢astecky soli vSak nebyly pozorovany, proto
po ochlazeni byl roztok odpatfen. Vznikly 2°,3°-O-isopropylidenuridin 10 byl ziskan v 99 %
vytéZzku. Pritomnost soli kyseliny p-toluensulfonové jsme se rozhodli v této fazi nefesit

a uSetfit tak jednu cistici operaci.

36



Schéma 15: Priprava 2°,3°-O-isopropylidenuridinu
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i) aceton, PTSA, a) RT, 48 h; b) reflux, 5,5 h
ii) TEA

4.2.2. Metody chranéni N-3 uridinu

Nejprve byla vyzkousSena reakce 2°,3°-O-isopropylidenuridinu 15 s benzoylchloridem
v dusikové atmosféie?? (Schéma 16). Benzoyl se viak podle vysledki LC-MS kromé
pozadovaného N-3 navdzal i na volnou hydroxylovou skupinu. Tim se ve smési na konci
reakce  nachazely  ti  latky:  N3-benzoyl-2¢,3¢-O-isopropylidenuridinu 16
a 2¢,3*-O-isopropyliden-5°-benzoyluridin 17 a samotna vychozi latka
2¢,3°-O-isopropylidenuridinu 15, jelikoz se vychozi komponenty pfidavaly pouze v mirném
nadbytku. Pro kompletni ochranéni se k surové smési piidalo stejné mnozstvi reaktanti jako
na pocatku reakce a 2°,3°-O-isopropylidenuridin 15 byl do dvou hodin zcela spotfebovan.
Jelikoz se vSak oba benzoylderivaty vyskytovaly v poméru 2:3, je jasné, Ze bude nutné najit

alternativni metodu.

Schéma 16: Benzoylace 2°,3°-O-isopropylidenuridinu
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i) BzCIl, TEA, DCM, RT, 9h
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Proto byla  jako dalsi zpusob protekce vyzkousena ochrana
2¢,3°-O-isopropylidenuridinu 15  pomoci  di-tert-butyldikarbonatu ~ za  katalyzy
4-dimethylaminopyridinu.”® Reakce probshla za laboratorni teploty za jednu hodinu
(Schéma 17). Vysledkem byl produkt s odpovidajici hmotou v 70% Cistoté, coz potvrdila

LC-MS analyza. Nebylo vsak jisté, zda se skutecné jednd o pozadovany derivat 18.
Schéma 17: ochrana 2°,3‘-O-isopropylidenuridinu pomoci chranici skupiny Boc
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i) (BOC),0, DMAP, MeCN, RT, 1 h

Pro potvrzeni této reakce a pro zabranéni vedlejSimu nezadoucimu chranéni
hydroxylové skupiny v ptipadé ochrany benzoylchloridem, byla provedena zdmérna silylace
primarni hydroxylové skupiny pomoci tert-butyldimethylsilylchloridu.*
2¢,3¢-O-isopropylidenuridin 15 byl michan s tert-butyldimethylsilylchloridem a imidazolem
v prostiedi tetrahydrofuranu za laboratorni teploty pies noc (Schéma 18). Vysledny
2¢,3-0O-isopropyliden-5°-O-tert-butyldimethylsilyluridin 20 byl vysrazen pridavkem ledové
vody a nasledné zfiltrovan. Produkt 20 byl ziskan ve vytézku 72%.
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Schéma 18: protekce N-3 s mezistupném ochrany OH skupiny v poloze 5°
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i) TBDMSCI, imidazol, DMF, RT, ON ii) a) BzCl, TEA, CH,Cl,, RT, 19h; b) BzCl, TEA,
CH,Cl,, RT, 9 hiiii) a) (BOC),0, DMAP, MeCN, RT, 5 dni b) DMAP, MeCN, reflux, ON

S timto derivatem 20 byly vyzkousSeny ob¢ vySe zminéné metody chranéni. Obé
metody byly provedeny ve stejném poméru reagencii jako v ptipadé volné OH skupiny
vV poloze 5°. Nejprve byla smés s benzoylchloridem michédna pies noc. Po 19 h smés
obsahovala vysledny produkt 21 v poméru 2:3 k neznamé latce, ktera pomoci LC-MS nebyla
identifikovana, jelikoZ nevykazovala ionizaci. Proto byla reakce zopakovana a michéna
za laboratorni teploty pouze 9 hodin, jako v pfedchozim experimentu. Po této dob& vSak
Vv reak¢éni smési zlstavala pouze vychozi latka a n¢kolik neidentifikovanych necistot. Reakce
chranéni s di-tert-butyldikarbonatem za danych podminek neprobéhla a to ani pii zvySeni
teploty, coz je dikazem nereaktivity Boc skupiny na dusiku pyrimidinového cyklu
(Schéma 18).  Ztoho vyplyva, ze reakce 2°,3°-O-isopropylidenuridinu 15 s di-tert-
butyldikarbonatem za katalyzy DMAP vedla ke vzniku derivatu 19 nikoliv N-3 chranéného

derivatu 18.
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1.Metody

Meéteni NMR spekter bylo provedeno v roztoku DMSO — d6 na JNM-ECA 500 (500
MHz, JEOL) nebo na piistroji 400MR (400 MHz, Varian) s vnitinim standardem TMS.
Hodnoty chemického posunu jsou udany v ppm jednotkach, interakéni konstanty v Hz.
Me¢teni hmotnostnich spekter bylo realizovano na hmotnostnim spektrometru TSQ Quantum
ACCES, THERMO SCIENTIFIC, USA. Silikagel pouzity pii kapalinové chromatografii
Silicagel 60 (0.04-0.063 mm) firmy Merck. LC preparativni chromatografie byla provadéna
S vyuzitim pfistroje Sepacor (Buchi), preparativni HPLC byla provadéna s vyuzitim pfistroje
Agilent 1200 series a preparativni kolony YMC-Pack Pro C18 100x20 mml.D. s-5um, 12nm.
TLC byla provadéna na hlinikovych deskach pokrytych silikagelem 60 F254 znacky Merc.

5.2.Pripravy

Piiprava a nasledny rozklad 5-methoxymethyl-1-(2¢,3¢,5¢-tri-O-benzoyl-p-D-
ribofuranosyl)pyrimidin-2,4-(1H,3H)-dionu 7a

Methoxymethyluracil 4a (0,2385 g, 1,53 mmol) byl michan v hexamethyldisilazanu
(10 ml) za ptidavku katalytického mnozstvi (NH4),SO4 5 hodin za teploty 140°C. Roztok byl
zahustén a rozmichan v bezvodém 1,2-dichlorethanu (20 ml). K tomuto roztoku byl piidan 1-
O-acetyl-2°,3,5¢-tri-O-benzoyl-B-D-ribofuranosa (0,8477 g, 1,68 mmol)
a trimethylsilyltrifluoromethanesulfonat (0,415 ml, 2,29 mmol). Michdno 24 hodin
za laboratorni teploty. Nasledné byl roztok rozmichan ve vodé (20 ml), extrahovéana
do ethylacetatu (3 x 60 ml) a vysuSena bezvodym siranem sodnym. Roztok byl zfiltrovan
a odpaten do sucha. Produkt stal 1 mésic za laboratorni teploty za ptistupu vzduchu. Nasledna

smés byla rozdélena pomoci preparativni HPLC. Izolovany byly 4 podily.
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1. podil s Rt=2.11 (5-hydroxymethy-1-(2¢,3¢,5¢-tri-O-benzoyl-B-D-ribofuranosyl)-
pyrimidin-2,4-(1H,3H)-dion 9):

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 4.09 (m, 2H); 4.63 (m, 2H); 4.72 (q, J=5.6 Hz, 1H);
4.98 (t, J=4.8 Hz, 1H); 5.88 (m, 2H); 6.20 (d, J=4.3 Hz, 1H); 7.41 (m, 4H); 7.47 (t, J=7.73
Hz, 2H); 7.64 (m, 3H); 7.69 (s, 1H); 7.84 (d, J=6.87 Hz, 2H); 7.87 (d, J=7.45 Hz, 2H); 7.98
(d, J=7.45 Hz, 2H); 11.31 (br. s., 1H).

B3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 56.38; 64.23; 71.04; 73.65; 79.24; 89.99; 115.35;
129.00; 129.11; 129.27; 129.29; 129.30; 129.72; 129.82; 129.86; 129.88; 134.07; 134.38;
134.47; 138.73; 150.78; 163.18; 165.15; 165.20; 166.06.

MS m/z pro C3;H26N2010: 586,55, nalezeno 585,11 [M-1].

2. podil s Rt=2.89:

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 4.68 (m, 4H); 4.89 (m, 2H); 5.96 (m, 2H); 6.21 (d,
J=3.5 Hz, 1H); 7.46 (m, 6H); 7.62 (m, 3H); 7.88 (m, 4H); 7.98 (m, 2H); 8.11 (s, 1H); 8.49 (br
s., 1H).

MS m/z nalezeno 689,2 [M-1]

3. podil s Rt=3.08:

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 3.99 (m, 2H) 4.59 (m, 1H): 4.71 (m, 2H); 5.93 (m,
2H); 6.17 (m, 1H); 7.43 (m, 6H); 7.62 (m, 3H); 7.86 (M, 5H); 7.95 (m, 2 H).

4. podil s Rt=3.21:

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 4.53 (m, 2H); 4.56 (dd, J=12.3, 4.5 Hz, 1H); 4.63 (dd,
J=44.8, 45 Hz, 1H): 4.67 (q, J=5.3 Hz, 1H); 5.94 (m, 2H); 6.08 (d, J=3.2 Hz, 1H); 7.38 (m,
4H); 7.43 (t, J=8.6 Hz, 2H); 7.58 (m, 3H); 7.60 (m, 1 H); 7.81 (dd, J=8.6, 1.2 Hz, 2H); 7.83
(dd, J=8.6, 1.2 Hz, 2H); 7.95 (dd, J=8.6, 1.2 Hz, 2H); 11.49 (br s., 1H).

5-methoxymethyluridin 8a

K 5-methoxymethyl-1-(2¢,3°,5-tri-O-benzoyl-p-D-ribofuranosyl)pyrimidin-2,4-
(1H,3H)-dionu 7a (0,0872 g, 145,2 mmol) byl ptidan roztok NaH (0,024 g, 1 mmol) v 1 ml
methanolu. Smés byla michdna 30 minut za laboratorni teploty. Nasledné byl roztok odpaten,

odparek rozpustén v 1,5ml acetonitrilu a roztok zfiltrovan. Po odpatfeni byl odparek
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lyofilizovan. Bily praSek byl precistén na chromatografické kolon¢ a nasledné na preparativni
TLC spouzitim mobilni faze CHCIl3/MeOH/HCOOH (45:10:0,625). Po odbourani byl
izolovan bily prasek ve vytézku 0,037 g (88 %).

MS m/z pro Cy1;H16N,0O7: 288,2, nalezeno 287,3 [M-1].

2¢,3¢-O-isopropylidenuridin 15

Uridin 9 (1,0 g, 4,095mmol) byl rozmichan v 30ml acetonu, nasledné bylo ptidano
katalytické mnozstvi PTSA.H20 (0,080g, 0,1ekv). Vysledna smés byla refluxovana po dobu
5,5 hodiny. Nasledn¢ bylo piidano 5 kapek triethylaminu a roztok byl odpafen. Odparek byl
promichan v 22 ml acetonitrilu, po zahtati zfiltrovan. Filtrat odpafen a lyofilizovan. Vznikl
bily prasek ve vytézku 1,16g (99 %).

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 1,25 (s, 3H); 1,45 (s, 3H); 3,52-3,56 (m, 2H); 4,03
(dd, J=4 Hz, 1H); 4,71 (dd, J=6.3, 3.4 Hz,1H); 4,86 (dd, J=6.3, 2.3 Hz, 1H); 5,04 (t, 1H); 5,6
(dd, J=8, 1.7 Hz, 1H); 5,8 (d, J=2.8 Hz, 1H); 7,75 (d, J=8 Hz, 1H), 11,33 (s, 1H). MS m/z pro
Ci12H16N20¢: 284,27, nalezeno 282,93 [M-1].

5¢-O-(tert-butyldimethylsilyl)-2¢,3¢-O-isopropylidenuridin 20

2¢,3°-0O-isopropylidenuridinu 10 (200 mg, 0,704 mmol) bylo smichano s TBDMSCI
(0,1114 g, 1,05ekv) a s imidazolem (0,0954 g, 2ekv) ve 2 ml DMF. Sm¢s byla michana za RT
pfes noc. Nasledné bylo pfidano 2,5 ml ledové vody. Vznikld sraZenina byla zfiltrovana

a vysusena lyofilizaci. 1zolovan byl bily prasek ve vytézku 202 mg (72 %).

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 0.01 (s, 6H); 0.83 (s, 9H); 1.25 (s, 3H); 1.45 (s, 3H);
3.71 (dd, J=11.7, 5.2 Hz, 1H); 3.76 (dd, J=11.7, 4.7 Hz, 1H); 4.08 (g, 1H), 4,68 (dd, J=6.5, 3.8
Hz, 1H), 4,88 (dd, J=7.2, 2.1 Hz, 1H); 5,55 (dd, J=8.1, 1.3 Hz, 1H), 5,76 (d, J=2.5 Hz,
1H);7,67 (d, J=8.2 1H), 11,35 (bs, 1H). MS m/z pro C;gH3,N2O¢Si: 398,53, nalezeno 397,09
[M-1].
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6. ZAVER

Tato bakalaiska prace byla zaméfena na syntézu S-alkoxymethyl derivati uridinu

a naslednou syntézu 5°‘-fosfata.

Prvni ¢ast piedkladala poznatky z literatury. Byly v ni shrnuty jednotlivé pichledy
vyznamnych 5-substituovanych derivati uridinu a 5-substituovanych uridin-5°‘-fosfatu.

Ke kazdé skupiné latek byly uvedeny zékladni metody syntézy.

Experimentalni c¢ast popisovala jednotlivé kroky vedouci k pfipravé 5-
alkoxymethyluridind. Synteticka cesta vychazela z uracilu 1, ktery byl popsanymi reakcemi
pfeveden na 5-alkoxymethyluracily. Ptipraveny byly 5-methoxymethyluracil 4a,
5-propoxymethyluracil 4b, 5-pentoxymethyluracil 4c a 5-heptoxymethyluracil 4d. Tyto
derivaty byly pfevedeny na piislusné tribenzoylované uridiny 7. Na vzorovém 5-
methoxymethyluracilu byly vyzkouSeny reakce k optimalizaci mnozstvi hexamethyldisilazanu
pottebného k silylaci, kterd nutn€ predchazi ribosylaci. Bylo zjisténo, Ze dalsi optimalizace
neni mozna a zZe je tudiz nutno dodrzet pomér 24 mg vychozi nukleobaze 4a na 1 ml
hexamethyldisilazanu. Kone¢nym krokem bylo odbourani benzoylovych chranicich skupin.
Vyzkouseny byly dvé metody. Prvni z nich, reakce s amoniakalnim roztokem ethanolu, se
ukézala jako velmi neefektivni. Reakéni doba byla pfili§ dlouhd, po jednom tydnu nebyl
vychozi derivat plné¢ odbouran. Druha metoda spocivala v reakci s 1M methoxidem sodnym.

Jednalo se o uc¢innéjsi metodu, kdy byl reakéni Cas zkracen na 1h.

Béhem této syntézy byl objeven problém s nestabilitou tribenzoxylovaného
5-methoxymethyluridinu 7a. Po jednom mésici se latka zcela rozlozila. Z vysledné smési byly
izolovany 4 latky kapalinovou chromatografii. Kvili malému mnozZstvi vzorku se pomoci
NMR a COSY experimentu podafilo jednoznac¢né identifikovat pouze prvni z nich, jednalo se

0 tribenzoylovany 5-hydroxymethyluridin 9.

Nasledné se experimentalni ¢ast vénovala ovéfeni a optimalizovani chranicich metod,
které jsou nutné pied samotnou syntézou S’fosfati. Z divodu uSetfeni nové
nasyntetizovanych derivati 8 byly tyto metody ovéfeny na komeréné dostupné uridinu 14.
Nejprve byly ochranény 2° a 3° hydroxylové skupiny reakci s acetonem. Reakce byla
optimalizovéna zvySenim teploty z laboratorni na teplotu varu acetonu, tim se zkratila reak¢ni
doba ze dvou dnti na 5,5 hodiny. Reakce prob¢hla kvantitativné a Cisté. Dalsim krokem bylo
ochranéni N-3 dusiku. To se vSak ukézalo jako neefektivni. Nejprve byla vyzkousena reakce

s benzoylchloridem. V tomto pfipadé se vSak benzoyl navazal kromé& pozadovaného N-3
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na volnou 5°‘-hydroxy skupinu. Poté byla vyzkousena reakce s di-tert-butyldikarbonatem.
Reakce probéhla jen na jednom misté, jak se vSak pozdéji ukazalo, ochranéna byla pouze
5¢-hydroxy skupina. K zajisténi ochrany N-3, byla 5‘-hydroxy skupina zamérné ochranéna
tert-butyldimethylsilylchloridem. Reakce probéhla ¢isté a kvantitativné. S timto derivatem 20
byly provedeny ob¢é vySe zminéné reakce. Reakce s benzoylchloridem vedla k ochranénému
produktu 21. Do budoucna vSak bude potieba optimalizovat reakéni dobu. Reakce s di-tert-
butyldikarbonatem vSak za danych podminek usp€snd nebyla. Samotnéd ptiprava 5°-fostata

bude predmétem dal$iho studia téchto latek.
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