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Seznam zkratek

BaPanK panthothenat kinaza typ-111 z Bacillus anthracis

BARAC biaryl-aza-cyklooktynon

BCN bicyklononan

Boc,0O di-tert-butylbikarbonat

BODIPY ,,boro-dipyrromethene‘* (4,4-difluoro-4-boro-3a,4a-diaza-s-
indacen)

BPL biotin protein ligaza

BSA N,O-bis(trimetyhlsilyl)acetamid

CMV cytomegalovirus

DBCO dibenzocyklooktyn

DBU 1,8-diazabicykloundec-7-en

DEAD dietyl azodikarboxylat

DIAD diisopropyl azodikarboxylat

DIBO dibenzocyklooktyn

DIFBO difluorobenzocyklooktyn

DIFN difluorcyklononyn

DIFO difluorcyklooktyn

DMAP 4-N,N-dimethylaminopyridin

DMF N,N-dimethylformamid

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

DPPA difenylfosforyl azid

HBV virus Hepatitis B

HCV virus Hepatitis C



HIV virus lidské imunitni nedostateé¢nosti

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
HSV Herpex simplex virus

KHMDS hexamethyldisilazan draselny

LCMS kapalinova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem
LDA lithium diisopropyl amid

LHMDS lithium bis(trimethylsilyl)amid

m-CPBA meta-chloroperoxybenzova kyselina

MW mikrovinné zafeni

NMP N-methylpyrrolidon

NMR nuklearni magneticka resonance

NTP nukleosid trifosfat

OCT cyklooktyn

ON over night (pfes noc)

PEG polyethylenglykol

PET positron emisni tomografie

PNA peptid nucleic acid (peptid nukleova kyselina)
p-TSA para-toluensulfonova kyselina

RNA ribonukleova kyselina

RT pokojova teplota (room temperature)

SaBPL Staphylococcus aureus biotin protein ligdza
SAH S-adenosyl-L-homocystein hydrolaza
SPAAC strain-promoted alkyne-azide cycloaddition (alkyn-azidova

cykloadice podnécovana pnutim)

STN sugar-triazole-nucleoside (cukr-triazol-nukleosid)



TBAF
TBS
TESCI
TFA

THF

TLC
TMDIBO
TMSCHN,
TMSOTF
UAA
UDP
UV-VIS

VZV

tetramethyl amonium fluorid
tert-butyldimethylsilyl éter

chlortriethylsilan

trifluoroctova kyselina

tetrahydrofuran

kapalinova chromatografie na tenké vrstve
tetramethoxy dibenzocyklooktyn

trimethylsilyl diazomethan

trimethylsilylester trifluoromethan sulfonové kyseliny
nepfirodni aminokyselina (unnatural amino-acid)
uridin difosfat

ultrafialovo-viditelna spektroskopie

Varicella zoster virus
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1. UVOD

Studiem modifikovanych slozek nukleovych kyselin se zabyvali, a zabyva,
nespocet védct, ale 1 pfesto je toto téma stale aktudlni a zatim se zda byt nevycCerpatelné
pro vyzkum biologicky aktivnich latek, jako jsou zejména antivirotika a protinadorova
1é¢iva. Jak je znamo, modifikace, které vedou k pozadované biologické aktivité, mohou

probihat jak na bazi, tak na cukerné slozce nukleové kyseliny.

Piikladem nukleosidového antivirotika je Acyclovir. Jeho primarni pouziti je
proti herpes simplex viru (HSV), a dale pak proti viru varicella zoster (VZV) a herpes
zoster. Mnoho dalSich nukleosidovych analog bylo vyvinuto proti viru hepatitidy B
(HBV), viru hepatitidy C (HCV), cytomegaloviru (HMV), pro 1écbu HIV a rtznych

nadorovych onemocnéni.

NH, NH

SN 0 PN
o fN\/&O ﬂ\l\ |N\> HO o " °
H
PR =

Lamivudin (HBV) Acyclovir (HSV, VZV) Zidovudin (HIV)
0 NH,
”\(LNH SN
i 2
HO NJN RO | N&O
o] o}
F
OH OH OH F
Ribavirin (HCV) Gemcitabin (cancer drug)

Obr. 1 Nukleosidové antivirotika a protirakovinné 1é¢ivo
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Krom¢ terapeutického pouziti maji nukleosidova analoga velky vyznam v oblasti
diagnostiky. Znac¢enim biomolekul lze napt. studovat expresi proteini v jednotlivych
¢astech buiky. Ackoliv je znama celd fada zptusobli znaceni biomolekul, jsou hledany
studovanych technik je znaceni pomoci tzv. Cu-free “‘click‘‘ chemie. Copper-free click
chemie je mirna, rychld a selektivni technologie pro konjugaci oligonukleotidi bez
nutnosti pouzivani toxickych médnych iontd. Vyvoj této techniky se demonstruje na
kultivovanych bunkach nebo zivych organismech, jako je napf. zebrafish, my$ ci

Caenorhabditis elegant.

X ® B
- ‘@f;

Obr. 2 Znaceni Zivych organismi pomoci Cu-free click chemie

V piedlozené diplomové praci se vénujeme modifikacim na cukerné slozce, kde
je studovana konverze 5°-azidonukleosidii na pfislusny 5°-triazolovy derivat pomoci

katalyzovanych a nekatalyzovanych click reakci.
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2. CIL PRACE
Cilem ptedlozené diplomové prace je studie katalyzovanych a nekatalyzovanych
click reakci na 5°‘-azidouridinu, 5°‘-azido-2°,3°-isopropylidenuridinu a 5°-azido-2¢,3°-

isopropylidenadenosinu za vzniku ptislusnych triazolt (Obr. 3).

R2
+ )5\ B
v N. N
B B = R2? N o

HO Ns

O (@] OR OR

. _|
—
OR OR OR OR
N=

L N B
. . N\ __N
= N
B = uracil, adenosin N o
R = H, isopropyliden se

R?=

Obr. 3 Navrzena syntéza triazolovych derivata

Dil¢imi cili prace jsou:
Provéfit zndmou syntézu 5°‘-azidonukleosidil odvozenych od adenosinu a uridinu

Provérit reaktivitu pripravenych 5°-azidonukleosidii za podminek katalyzované click

reakce s vybranymi alkyny (Obr. 3)

Provéfit reaktivitu pfipravenych 5°-azidonukleosidl za podminek nekatalyzované click

reakce s cyklooktaselendiazolem. (Obr. 3)
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3. TEORETICKA CAST

Teoreticka ¢ast diplomové prace je zaméfena na sumarizaci poznatkt z literatury
a je slozena ze dvou podkapitol. Prvni podkapitola se zabyva pfipravou a biologickou
aktivitou triazol nukleosidii pomoci katalyzovanych click reakci a druha podkapitola
pfipravou a biologickou aktivitou 5°-triazol nukleosidii pomoci nekatalyzovanych click

reakci.

3.1 Katalyzované click reakce

Jako prvni se ““click‘‘ reakcemi zacal zabyvat americky chemik Sharpless®*>.
Click reakce se vyznacuji predevsim svou stereospecifitou, vysokou chemickou
vytéznosti, vysokou rychlosti reakce — bez vzniku vedlejSich produktl a Sirokospektrym
pouzitim nejraznéjSich ligandi. Dale plati pravidla — reakce probiha ve snadno
odstranitelnych rozpoustédlech, chemikalie, material a Cinidla jsou snadno dostupna,
produkt reakce je jednoduse izolovatelny a jeho ¢isténi nevyzaduje slozitéjsich technik,
napt. chromatografie. Mezi takovéto reakce patfi napf. tvorba triazolli z azidi a
terminalnich alkynt.® Tyto reakce mohou byt katalyzovany pomoci médnych soli.
Médny kation tvofi komplex s pfislusnym alkynem, ktery dale reaguje s azidem za
vzniku triazolového skeletu.’(Obr.4)

=

- R'—=

NH,,N,NHF‘. [Cul, J¥
H+
H+

Obr. 4 Mechanismus Cu (1) click reakce
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3.1. 1. Tvorba triazol derivati pyrimidinovych bazi a jejich
biologicka aktivita

Ptiprava triazol derivati byla jiz dfive zkoumdna béhem mého bakaléaiského
studia. Byly pfipraveny triazol derivaty uridinu jako prekurzory pro nepravé
oligonukleotidy spojené triazolovym mistkem. Vychazelo se z komeréné dostupného
2,3 -isopropylidenuridinu I, ktery reagoval s jodem. Vznikly jodderivat Il dale reaguje
s azidem sodnym za vzniku 5°-azidouridinu I11. Tento 5°-azidoderivat byl dale vyuzit
pro pfipravu triazol derivatu pomoci click reakci s pfisluSnymi alkyny za katalyzy
méd’nych iontl generovanych ze siranu méd’natého v ptitomnosti askorbatu sodného.
Takto byly pfipraveny ctyfi derivaty (fenyltriazol derivat, cyklopentyltriazol derivat, 4-
tert-butylfenyltriazol derivat a benzaldehydtriazol derivat) IVa-d ve vytézku 33-46 %
(Schéma 1).°

Schéma 1: Ptiprava 5°-triazol derivatl isopropylidenuridinu

O
R @
>§\ N o
N«
\N/N a: R = fenylacetylen
(0] b: R = cyklopentylacetylen
c: R = 4-tert-butylfenylacetylen
d: R = 2-ethynylbenzaldehyd
>
IV a-d

(i) PPhs, imidazol, I, THF, RT, 1 hod; (ii) NaNs;, DMF, 90°C, 24 hod; (iii)
Askorbat sodny, CuSO4-5H,0, isopropanol/voda 1:1, 40°C, 2 hod

V dalsi praci byly popsiany click reakce na derivatu 5-methyluridinu V.’

Vychazelo se z ptislusnych 5°- azidi pripravenych z iod nebo chlorderivati. Azidy byly
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ptipraveny reakci azidu sodného v DMF pii 90°C. Nésledné byly takto ptipravené azidy

pouzity pro syntézu 5°-triazolovych derivata Vla-d, VIlla-d, Xa-d, Xlla-d. Za

katalyzy modré skalice, askorbatu sodného a ptridavkem daného alkynu pii 45°C byly

pfipraveny tyto triazoly v 22-90 % vytézku (Schéma 2).

Schéma 2: Piiprava triazol derivata 5-methyluridinu

o)

| NH
o

OH OH
Vil

BzO

HO

OH OH
Xl

o)
R \EmNH
N N0
N
W
oxo
Vlad
0
R \fJ\NH
N\ N0
S
o
OH OH
Vill a-d

Xl a-d

a: R = fenylacetylen
b: R = cyklopentylacetylen

c: R = 4-tert-butylfenylacetylen
d: R = 2-ethynylbenzaldehyd

(i) CuSQ,, askorbat sodny, isopropanol/voda 1:1, 45°C

Piipravou 5-azidometyl-2°-deoxyuridinu

jednokrokovou syntézou z

5-hydroxymetyl-2‘-deoxyuridinu XIII a jeho detekci pomoci click reakci se zabyvali
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Xu a kol.*? 5-Hydroxymethyl-2‘-deoxyuridin X111 byl rozpustén v TFA a nasledné byl
pomalu pfidavan azid sodny. Azidometyl-2‘-deoxyuridin X1V byl takto pfipraven v 85
% vytézku. Tento azid byl nasledné vyuzit pro piipravu zna¢eného triazolu XV. Jako
fluorofor R byly vybrany 7-acetylen kumarin, BODIPY a anhydrid kyseliny naftalové
(Schéma 3). Vytézek click reakce Cinil 85 %.

Schéma 3: Priprava triazol derivati 5-methyldeoxyuridinu

o) R o

=

HO N3 \(\\/N NH
% By N
N/go N o N No

HO _ HO ) HO o

o i O 1l
OH OH OH
Xl XIV XV

(i) TFA, NaNs, RT; (ii) CuSO,, askorbat sodny, RT

Velmi podobnou praci publikovali Kosiova a kol., ktefi zkoumali fluorescen¢ni
vlastnosti derivatti kumarinu.'! Kli¢ovymi reaktanty byly azidonukleosidy a derivéty

kumarinu obsahujici terminalni acetyleny (Obr. 5).
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R—

O (0] O
ch BT Qe
R = X X X
HO oo MeO oo O oo
O, 1
o © oY o oY

Obr. 5 Derivaty acetyl kumarinu pouzivané pro pfipravu triazol derivati uridinu a

thymidinu'* podle schématu 4 a 5

Autoii pracovali s0,15 ekv modré skalice a s 0,30 ekv askorbatu sodného ve
vodném roztoku tert — BuOH/voda 1:1 za vzniku pfislusnych triazolti XIX a XXI v 74-
89 % vytézku. Tento flexibilni pfistup lze pouzit pro ptipravu novych biokonjugata.
Kumarinové derivaty jsou Siroce pouzivany jako fluorescenéni sondy, znacky a
pigmenty. Click katalyzované reakce kombinuji Vtomto piipadé kumarin a
biospecificky nukleosid za Ucelem tvorby novych molekul s perspektivnimi

fluorescen¢nimi vlastnostmi.

Schéma 4: Priprava 5°‘-triazol derivatl uridinu a thymidinu

o]
(@] R2
R? - R m\)kNH
X
SPN % N o
N @] \‘N,N
N3 o) R‘l i o
N —_— >
. XN =,
OH R3
XIX

XVl R?=H,R®=0H XVII R = derivaty kumarin
XVIl R2 = CH,, R3=H X =0, CO-NH

0] CuSO4-5H,0, askorbat sodny, tert-BuOH/voda 1:1
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Schéma S: Priprava 2°-triazol derivati thymidinu

o)
o)
NH YJ\NH
| P Nko
N~ 0
HO . HO 0
@) R{ /\ —
+ X NN
N S N‘N
3 1
X}N
XX XVIIl R = derivaty kumarin R’ XXI

X =0, CO-NH

(i) CuSQO4-5H,0, askorbat sodny, tert-BuOH/voda 1:1

Katalyzované click reakce byly dale pouzity rovnéz pro modifikaci nukleosid
trifosfatti.’® Nukleosid trifosfaty hraji kli¢ovou roli v mnoha biologickych procesech
v rozsahu od proteinové fosforylace a bunécné signalizace az po DNA replikaci. Hlavni
vyzvou pro ptipravu NTP mimetik jako inhibitort NTP-dependentnich enzymu (napf.
kindsy, DNA/RNA polymerdzy) je nahrazeni tetra-aniontového trifosfatového
postranniho fetézce s neutralni nebo podstatné méné nabitym fetézcem. Takovy motiv,
ktery by usnadnil bunéCnou permeabilitu a piitom =zajistil stalou vazbu k jejich
biologickym cilim se srovnatelnou nebo vyssi ucinnosti nez jeho pfirozeny substrat.
V ¢lanku je popsana syntéza paralelni knihovny cukr-triazol-nukleosidd (STNs) jako
inhibitory panthotenat kinazy typ-Il1l z Bacillus anthracis (BaPanK). Panthotenat kinaza

katalyzuje prvni krok biosyntézy Coenzymu A jak je uvedeno na obr. 6.

O (0]
BaPanK
P@J\”/\/COOH MH/\/COOH
OH OH o OH
Panthotenova kyselina ATP app HO~P-OH  panthotenova kyselina-4-fosfat
O

Obr.6 Prvni krok biosyntézy Coenzymu A
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Autofi popisuji pripravu thymidin STNs XXIlla pouzitim Cu (I) katalyzované azido-
alkyn cykloadice mezi propargyl glykosidy a 5°-azido-thymidinem za katalyzy modré
skalice a askorbatu sodného. Derivaty adenosinu XXIIlb, uridinu XXI1Ild a cytidinu
XXIllc byly piipraveny alternativni reakci za pouziti bromidu méd’ného a tris-

(benzyltriazolylmethyl)aminu za ptisobeni ultrazvuku.

Schéma 6: Piiprava STNs

A/T/C/U
N”N‘N
At i nebo i At O
Xxil OH OH (H)
XX a Thymin
R =H nebo OH XXIIl b Adenosin
XXII ¢ Cytosin
XX d Uracil

(i) 5°-azido-thymidin, CuSQ,, askorbat sodny, MeOH/H,O (3:1); (ii) 5°‘-azido-
adenosin nebo 5‘-azido-cytidin nebo 5°-azido-uridin, CuBr, askorbat sodny, TBTA,
MeOH/H,0O/MeCN (1:1:1), rt, ultrazvuk.

Vsechny pfipravené NTP byly testovany proti BaPanK. p — Galacto-triazol adenosyl
XXV ukézal 96% inhibi¢ni BaPanK aktivitu, pfi¢emz detailni analyza ukézala, ze tento
derivat je kompetitivni inhibitor BaPanK. Dale se zjistilo, Ze je velmi dilezita
anomericka konfigurace cukr-triazol postranniho fetézce. a—Galacto-triazol adenosyl
ma totiz jen 3% inhibi¢ni aktivitu. Tudiz tento STN je naprosto nepouzitelny jako

inhibitor BaPanK.
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Syntéza substituovanych 5°-triazolovych derivata uridinu XXVlla-g a XXIXa-g
bylo dosazeno pouzitim Cu (I) katalyzované click chemie z 5°‘-azidouridinu 11l a
propargyl derivati XXVla-g a propargyl derivati kyselin XXVIlla-g jak je popsano

v literatute’”. Vychozi 5¢-azidouridin byl ptipraven z derivatu XXV v 95 % vytézku

(Schéma 7).**

¢TI
N N/)
HO OH N,
% -
HO o~/ OH OH
OH
XXIV

Obr. 7 p — Galacto-triazol adenosyl

Schéma 7: Ptiprava 5°- triazol derivatl isopropylidenuridinu

OH OH

XXV

(i) dimethoxypropan/aceton, p-TSA, 28°C; (ii) p-TsCl, pyridin, 28°C; (iii) NaNs,
DMF, 60°C; (iv)CuSO4-5H,0, askorbat sodny, t-BuOH/voda, 28°C
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Schéma 8: Priprava 5°- kaboxytriazol derivata isopropylidenuridinu

O

o)
| NH RCOO ﬁNH
N/go N)*

— (@]
N3 N\N,N
(0] i (@]
+ RCOO/\\\

< <
n XXVIll a-g XXIX a-g

(i) CuSQO4-5H,0, askorbat sodny, t-BuOH/voda, 28°C

o O o S oL e o

Tyto modifikované nukleosidy byly testovany jako inhibitory chitin synthas.
Chitin synthasa je enzym, ktery katalyzuje chemickou reakci UDP-N-acetyl-D-
glukosaminu na UDP. Hraje velkou roli v biogenesi bunéné stény. Pfirodné se
vyskytujici antifungalni uridin nukleosidy jako je polyoxin, neomycin Z a uridin di-
fosfat (UDP) jsou znamé jako inhibitory chitin synthasy. Zavedeni 1,2,3-triazolového
skeletu do molekuly, u né¢hoz se piedpokladalo mimikovani peptidové vazby, mélo za
cil zvysit afinitu k tomuto enzymu. VSechny pfipravené triazoly byl testovany na
antifungalni aktivitu. U aryl etheri byla zpozorovana antifungalni aktivita s MIC
hodnotami 8-12 pg/ml. U aryl esteri byla zpozorovana antifungalni aktivita s MIC
hodnoty 16-128 ug/ml. Vsechny triazoly byly testovany ve srovnani se tiemi standardy,
a to Fluconazolem, Nikkomycinem a Amphotericinem. Slouc¢eniny XXVlla, XXVIIb,
XXVIIT, XXIXc, XXIXf a XX1Xg vykazovali nejvyssi hodnoty jako inhibitory chitin
synthasy, ve srovnani se vSemi tfemi standardy. Mohou byt potencionalné aplikovany

ve zdravotni péci ¢i v zemed€lstvi.

Francouzsti védci se zabyvali pfipravou novych analog PNA tvotenych oligotriazoly

XXXI pomoci click chemie.'”> PNA XXX jsou nepiirozené oligonukleotidové sekvence,
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ve kterych se nukleobaze vazou neutralni a achiralni vazbou, jez se sklada z polyamidickych
pseudopeptidll v misté ptirozené vazby cukr-fosfat. PNA jsou vyuzivany v molekularni biologii,

diagnostickych testech i v tzv. antisense terapii.

N3 C))L
Base NH

L
- z N‘(\ \Q&O
N 0]
NH[ 7 N~N
. Base

O]
O
R Z p
%; o) \Qﬁo
NH ©
Base
[ NN
o — Y
- 4N N
o) O
O )—NH
NH N ')
0] HO —
XXX _ XXXI
Obr. 8 Nové analogy PNA
3.1.2 Tvorba triazolovych derivati purinovych bazi
3.1.21 Priprava azidoderivati purinovych bazi

5¢-Azidoadenosin byl pfipravovan jako meziprodukt pro studium
potencionalniho inhibitoru SAH 5°‘-deoxy-5°-ureidoadenosinu.'® Vychazelo se
z komer&né dostupného N°-benzoyladenosinu XXXII, ktery byl pieveden na 2¢,3¢-
isopropylidenadenosin XXXII1 pomoci 2,2-dimetoxypropanu. Slouc¢enina XXXII1 byla
podrobena reakci s mesylchloridem a nasledny mesylderivat XXXIV byl zahiivan
s azidem sodnym za vzniku XXXV. Odstranénim isopropylidenové skupiny vodnym
roztokem TFA byl ziskan diol, ktery byl nasledné michan s methoxidem sodnym na
potiebny 5°-azido-5‘-deoxyadenosin XXXVIII.
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Schéma 9: Priprava 5‘-azidoadenosinu

NHBz

NHBz NHBz
< / fN am
- Ny <N|N/) <N|N/J
o i HO ii MsO
{ % —_— :o: —_— :o:
OH OH
o O o O
XXX )< )<
XXX XXXIV
ii
NH; NHBz NHBz
é % N % N
<N|N/J <N|N/) ¢ IN/J

N N
3 N3\ ; N3
o_ O

OH OH OH OH

XXXVII XXXVI ><
XXXV

(i) 2,2 — dimethoxypropan, aceton, H,SQy, rt, 30 min; (ii) MsCI, pyridin, rt, 30 min; (iii)
NaNsz, DMF, 60°C, 3h; (iv) 50% aq CF3COzH, rt, 1 h; (v) NaOMe, MeOH, rt, 24 h

Velmi podobny postup publikovali v ¢lanku o nukleotidovych analozich, kde byl
azid adenosinu pfipravovan jako prekurzor acetamidu adenosinu.’’ N°-benzoyl-2¢3¢-
isopropyliden adenosin XXXII1 byl tosylovan v poloze 5° a nasledné pfeménén na azid
XXXV pouzitim NaN3z v DMF pti 80°C ve vytézku 90%.
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Schéma 10: Piiprava N®-benzoyl-2¢3¢-isopropyliden-5¢-azidoadenosin

NHBz NHBz NHBz
N NH N NH N NH
o ol ol
<N N J <N N y <N N y
HO TsO N
(@] i O i (@]
—_— —_—
o< < N
XXX XXXV XXXV

Q) TsCl, pyridin; (if)NaN3, DMF, 80°C

Dalsi moznou metodou ptipravy 5¢-azidoadenosinu je Mitsunobu reakce,*® ktera
vychazi z 2¢,3‘-isopropylidenadenosinu XXXIX aktivovaného béhem reakce pomoci
DEAD (Schéma 11). Vysledny produkt XL byl po zpracovani ziskan ve vytézku 73 %.

Schéma 11: Piiprava 5°-azidoadenosinu Mitsunobu reakci

NH NH,
| ol
<N e <N e
HO i N3
o) —_— o)
o)<o e
XXXIX XL

(i) DPPA, PPhs, DEAD, THF, 0°C. 36h

V dal§i publikované praci'® je pak pouZit s podobnymi vysledky misto ¢inidla
DEAD reagent DIAD. Isopropylidenova chranici skupina byla nasledné odstranéna

vodnym roztokem TFA.
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3.1.2.2 Piiprava a biologicka aktivita triazol derivati purinovych bazi
Kovalovs, A. et al. *° poukazali na jednu z vlastnosti triazolti v purinové chemii.
1,2,3-Triazol muze byt pouzit jako dobfe odstupujici skupina pro piipravu
6-substituovanych ~ aminoderivati ~ XLIV. Autofi zde popisuji  piipravu
2,6-bis-triazolylpurinovych nukleosida XLIII z 2,6-diazidopurinu XLI, které jsou pak
za velmi mirnych podminek substituovany riznymi aminy za vzniku finalnich derivata

XLV.

Schéma 12: Pfiprava 2,6-bistriazolylpurinovych nukleosidt a jejich substituce

A i At i ana i /NfN
(Iki iy <Nf/)N\N v, <N IN/)\ _w <N L L

N N7 N . NTN_R2 v NTONTYy g2
N N N, e 3 R l\\l:,}_R R l\\l:[}_R
XLI XL XL XLIV
R'= R? = -Ph, -CH,OH, -CMe,OH, n-CsHj 1
AcO N Q &
AcQOm :
— nebo \ O
sz s 3R4 = - - - L)
AcO  OAc AcO  OAc NR'R™= -NHMe, -NMey, -NHy, N~ DN

(i) BSA, TMSOTT; (ii) CuSO45H,0, askorbat sodny; (iii) aminy, H,0 nebo
H,O/THF, rt-40°C

Katalyzované click reakce mohou byt dale vyuzity pro cross-linking DNAZ%?* a
néasledné studium procesti vedoucich k bunééné smrti neboli apoptdze. V literatuie? je
popsana metoda, kde je cross-linking studovan na nukleosidech a oligonukleotidech
nesouci propargyl skupinu na cukerné casti XLV. DNA ligace byla prezentovéana

pomoci bis-azidit XL VI, takzvanou bis-click chemii (Schéma 13).
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Schéma 13: Ptiprava bis-triazol derivati nukleosidi spojené danym linkrem

B
B HO
HO . (0] °
(o) |
+ /XN - OH O
OH O /y

B] HO
N3 N3 N/_XjN
/ /

" 0
\% N’, \‘N
XLV XLvi XLVII

/o\
B = adenin, thymin X= HC Cg;Hz , '§@§_
g

(i) CuS04-5H,0, askorbat sodny, THF/t-BuOH/Voda 3:1:1

Dalsi oblasti, kde se uplatnili triazolové derivaty na cukerné sloZce purinovych
nukleosidti je selektivni inhibice biotin protein ligazy (BPL) z Staphylococus aureus,?
ktera byla vybrana jako potencialni cil antibakterialnich 1é¢iv. Pro tyto Ucely byly
pfipraveny analoga biotinyl-5°‘-AMP XLVIII, kde fosfatovy zbytek byl nahrazen

triazolovou funk¢ni skupinou.

NH»
N A
N
¢
o f,)
1 : 5N
HN™ “NH HO-P-0— o_
HO  OH
S 0
XLVII

Obr. 9 Biotinyl-5°-AMP

Triazol je univerzalni heterocyklus s fadou zadoucich vlastnosti, mezi které zejména
patii jeho stabilita v kyselém i v bazickém prostiedi a rezistence vuci metabolickym
degradacim. Jako prvni sloucenina obsahujici triazol na purinovém nukleosidu byl

pfipraven biotin 1,4-disubstituovany triazol-adenosin XLIX (Obr. 10). Tento triazol byl
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demonstrovan jako kompetitivni inhibitor SaBPL. Isopropyliden chranéna sloucenina L
byla stejné ucinna jako jeji nechranény analog. Dale bylo pozorovano, ze zkraceni ¢i
prodlouzeni fetézce valerové kyseliny na biotinylovém zbytku o jeden uhlik, zpiisobuje
zruSeni inhibi¢ni aktivity. Podobné 1,5-disubstituovany regioisomer triazol-adenosinu
LI byl také inaktivni proti SaBPL, pravdépodobné proto, ze neposkytuje odpovidajici
geometrii ve tvaru V, kterd je potiebna pro aktivni vazby. Biotin triazoly XLIX a L
byly nasledné testovany na inhibiéni aktivitu proti rekombinantni E.coli a lidskych BPL.
Tyto triazolové derivaty jsou prvnimi slouceninami, které vykazuji vyznamnou

selektivitu vuci SaBPL.

NH, NH,
HN” NH < B iy ¢ J
Hu}—{mH N=N NTON HN” “NH NﬁN\N NN
N _o_: Huny—{uH N o
HO  OH ° 0——0
XLIX u N
o NH,
N S
N
HN)J\NH < g
Hue i N:N ’;l N

Obr. 10 Biotin triazolové derivaty adenosinu

Triazolové spojeni, které se velmi podoba fosfodiesterovému, bylo vybrano pro
pfipravu aktivniho ribozymu, tzv. hammerhead ribozyme.”> Ribozym LIV byl
ptipraven z 3°-propargylnukleotidu LIl a z5‘-azid RNA LII. Chemie popsana
v ¢lanku by mohla byt pouzita pro syntézu dilezitych RNA molekul, jako jsou
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naptiklad komponenty ribozom. A také by mohla vést ke stabilnim biologicky

aktivnim ribozomtim, coz by svéd¢ilo o biokompatibilité triazolové spojky.

Schéma 15: Piiprava ribozymu
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3.2 Nekatalyzované click reakce

Nekatalyzované click reakce® jsou jednou z forem bioortogonalnich reakci

(http://en.wikipedia.org/wiki/Bioorthogonal _chemistry; precteno 25.3.2014).
Bioortogonalni reakce umoznuji studium biomolekul, jako jsou polysacharidy, proteiny

a lipidy, vreadlném ¢&ase v Zivych systémech bez bunééné toxicity.?*

Vyzkum
nekatalyzovanych click reakci azidi s acetyleny je provadén z dtvodu toxicity
méd’nych iontt, které se pii téchto reakcich vyuzivaji. Jako reagent v Cu-free reakcich
je vyuzivano rtzné substituovanych cyklooktynli. Cyklooktyny byly vybrany diky
velkému pnuti kruhu. Diky tomu jsou reaktivnéjsi a neni tak potieba katalyzy. Jejich
reaktivita muze byt zvySena vhodnou substituci, napt. fluoraci. NejrozsifenéjSim
pouzitim copper-free click reakci je znafeni biomolekul v zivych bunkach, kdy

biomolekula je derivatizovana azidem a cyklooktyn nese zobrazovaci prostfedek nebo
naopak (Obr.11).
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Eyeinantyme-abelad Covalently conjugated biomolecule

Azide-labeled probe
biomolecule pe= N_N: N
Ny K e .
*
4,.
T T

Obr.11 Mechanismus Cu-free click chemie

3.2. 1. Priprava cyklooktyni

3.2.1. 1. Piiprava difluorovanych cyklooktyni

Difluorované cyklooktyny jsou dilezitym reagentem v znaceni azido-
biomolekul v click chemii. Skupina védct pod vedenim C.R. Bertozzi pouzila pro svij
vyzkum difluorovany cyklooktyn (DIFO) diky své dostupnosti a inertnosti
v biologickych systémech®® a piedeviim jeho zvyiené reaktivité ve srovnani

S nesubstituovanym cyklooktynem.

V ptipravé DIFO se vychazi z 1,5-dihydroxycykloheptanu LV, ktery se redukuje NaH a
dal reaguje s allyl bromidem na LVI. Nasleduje sled reakci k ptipravé meziproduktu
LVII a poté za katalyzy RuCls a reakci s KHMDS, lithium diisopropylamidem vznika
LVIIL.

Schéma 15: Ptiprava DIFO

OH ol 2
F =_F
i ii-ix Eo i .
> —_— —_—
Hooc
HO A_O NP O

Lv LvI Lvi Lvii

(1) NaH, allyl bromid; (i1) pyridinium chlorchromat; (iii) litium hexametyldisilazid
(LHMDS),chlorotrietylsilan (TESCI); (iv) Selectfluor; (v-vii) kat.LHMDS; (viii)
hexametyldisilazid draselny (KHMDS), TESCI; (ix) Selectfluor; (x) kat. RuCls, NalOy;

(xi) KHMDS, N-fenylbis(trifluorometansulfonamid); (xii) litium diisopropylamid
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Ptiprava druhé generace difluorovanych cyklooktynd, DIFO2?® vychéazi z 1,3
cykloheptadionu LIX, ktery reaguje za piidavku uhli¢itanu cesného Cs,CO3; a
selectfluoru za vzniku 2,2-difluoro—1,3—cykloheptadionu LX. Tento derivat byl
pfeveden Witigovou reakci pouzitim fosfoniové soli na slou¢eninu LXI. Poté dochazi
hydrogenaci na LXII, ktery je zahtivan s trimethylsilyl diazomethanem za katalyzy
trimethylaluminiem a poté je hydrolyzovan zahiatim v kyselém prostiedi za vzniku

derivatu LXVIII. Ten je pak pieveden na kone¢ny produkt LXIX.

Schéma 16: Ptiprava DIFO2

O F
o O F @/—@COOMe F
F PhP” ©
o i 0 Br i R =
—_—

LIX LX LXI COOMe
jii
(0]
o F F
F F
\Y iv
0 T
COOMe LXVII COOMe LXII COOMe

(i) Cs,COg3, Selectfluor; (ii) DBU; (iii) Hy, Pd/C; (iv) TMSCHN,, AlMes, HCI; (v)
KHMDS, Tf,0, LDA

Treti generace difluorovanych cyklooktyni, DIFO3?’ vychazi z difluorketonu
LXX, ktery byl syntetizovan z trifluoroetanolu. Piipraveny benzyl ether byl po
preCisténi odchranén za vzniku alkoholu LXXI, ktery byl nasledné ochranén TBS
protektivni skupinou za vzniku derivatu LXXII. Derivat enol triflat LXXIII byl
ptipraven pomoci N—(5-chloro—2—pyridyl)triflimidu. Poté dochazi k eliminaci za vzniku
alkynu LXXI1V a odstranéni TBS skupiny LXXV ve vytézku 85%.
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Schéma 17: Ptiprava DIFO3

i iii iv
FO O oTf
BnO F RO F F F RO F F

TBSO F

7 LXXI R =H LXXIV: R = TBS
LXX : XX :
"X Lxxi: R = TBS Lxxi Y\ LXxv; R = H

(i) Hz, Pd/C; (it) TBSCI, N-methylimidazol, I,, CH.Cly; (iii) NaHMDS, THF,
N-(5-chloro-2-pyridyl)triflimid; (iv) LDA, THF, -20°C; (v) TBAF, THF

Bylo ptipraveno dalSich nékolik derivati difluorovanych cyklooktynt, jako je
DIFN LXXVIII piipraveny z LXXVI zahtatim s trimethylsilyl diazometanem
Vv trimethylaluming v kyselém prostiedi, kdy dojde k odstranéni trimethylsilyl skupiny
(Schéma 18).%°

Schéma 18: Priprava DIFN

COOMe COOMe COOMe

LXXVI LXXVII LXXVIII

(i) TMSCHN,, AlMes, HCI: (i) KHMDS, TFA, LDA

Jinym ptikladem je derivat DIFBO?® LXXXIII pfipraveny sledem reakci uvedenych ve
schématu 19, zahrnujici rozsifeni cykloheptanového kruhu za pomoci trimethylsilyl

diazomethanu.
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Schéma 19: Priprava DIFBO

0 o F ™S O T™MS ~ OTf
F F F —_ F

LXXIX LXXX LXXXI LXXXII LXXXHI

(i) hexylamin, Selectfluor, HCI; (ii) AlMe3, TMSCHNjy; (iii) KHMDS, TFA; (iv)
CsF

3.2.1.2 Piiprava dalSich cyklooktynii
Dalsi Casto pouzivané cyklooktyny v Cu-free chemii jsou OCT-cyklooktyn,

DIBO-dibenzocyklooktyn®?, BCN-bicyklononyn®* a BARAC-biaryl-aza-
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cyklooktyn.

Piiprava DIBO LXXXVII vychazi z 3-hydroxy-1,2:5,6-dibenzocyklookta-1,5,7-
trienu LXXXIV, ktery se nejprve ochrani TBS skupinou za vzniku derivatu LXXXV.??
Sloucenina je dale bromovana na dibromid LXXXVI a nasledné¢ dochazi k

dehydrobromaci pouzitim LDA v THF pfti 0°C v 45% vytézku.

Schéma 20: Piiprava DIBO

Br. Br
- -
RO HO HO

, C LXXXIVR =H LXXXVI LXXXVII
|

LXXXV R = TBS

(i) TBSCI, pyridin; (ii) Br,, CHCIs; (iii) LDA, THF
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Syntéza BCN** zagina piikapavanim ethyl diazoacetatu k 1,5-cyklooktadienu
LXXXVIII za katalyzy acetatu rhodia za vzniku smési diastereomerti exo-5 LXXXIX a
endo-5 XC vpoméru 2:1. Smés byla rozdélena kapalinovou chromatografii na
silikagelu pro ziskani endo-5 XC. Nasleduje tii krokova syntéza, kdy dochazi k redukci

esterové skupiny, bromaci a eliminaci za vzniku slouc¢eniny XCI v 61 % vytézku.

Schéma 21: Ptiprava BCN
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(1) Rh(OAC)2, CH.CIy, 0°C; (ii) LiAlHg4, Et,0, 0°C; (iii) Brp, CH,Cly; (iv) tBuOK,
THF, 0°C-reflux

BARAC byl pfipraven nasledujicim postupem. Fischer-indolovou syntézou byl
ptipraven indol XCIII. Ten byl dale alkylovan a chranén TMS chrénici skupinou za
vzniku derivatu XCIV. Indolovy derivat je oxidovan m-CPBA za soucasného otevieni
cyklu za vzniku keto-amidu XCV, ktery reagoval s trifluorometansulfonyl anhydridem
za vzniku derivatu XCVI. Reakci s chloroximem a dale pak s fluoridem cesnym byl

ziskan v 18 % vytézku dany cyklooktynovy systém XCVIII.>*
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Schéma 22: Ptiprava BARAC
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(1) PANHNH,, EtOH, AcOH, HCI, reflux; (ii) KOH, TBABTr, H,0, toluen, n-BuLi,
Et,O, TMSCI; (iii) m-CPBA, NaHCO3, CH,Cl; (iv) KHMDS, Tf,0, THF; (v) EtsN,
CH,Cly; (vi) CsF, CHsCN

3.2.2 Biologicka aktivita sloucenin pripravenych
nekatalyzovanou click chemii

Click reakce mezi azidy a cykloalkyny snadno probiha pii pouziti cyklickych
systému, ve kterych trojna vazby zplsobuje velké pnuti a od toho tedy nazyvame tyto
reakce jako strain-promoted azide-alkyne cycloadition (SPAAC). Jejich vyvoj je

predev§im zaméien na znaceni cukrii, peptidl, nukleotidl a lipidi.

Tilman a jeho spolupracovnici®* se zabyvaji inkorporaci neptirozenych
aminokyselin (UAA) do nukleovych kyselin. Cilend inkorporace UAA by méla
fungovat tak, aby bylo mozné pozménit geneticky kod tak, aby se produkovaly proteiny
obsahujici funkéni skupiny cykloalkyn nebo azid. Védci se zaméfili na genetické
zakodovani produkce cykloalkanovych proteinit do E.coli. Proteiny produkované

bakteriemi byly pomoci SPAAC chemie fluorescenéné vizualizovany. Timto
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experimentem bylo zjiSténo, Ze tato chemie mize mistné specificky a neinvazivné

modifikovat proteiny v zZivych bunkach.

\ /
Qj\ @)

O” °NH
BN

H,N~ "COOH

H,N~ "COOH

Obr. 12 Nepfirozené aminokyseliny

Nekatalyzované click reakce mohou byt diky svym vlastnostem vyuZivany jako
znadici sondy v PET zobrazovaci technice.’” PET, positron emisni tomografie, je
roz§itenou technikou v boji proti riznym chorobam, jako je Parkinsonova choroba a
rakovina. Na tento vyzkum se zamé&fili napf. Evans a spol., ktefi nechali reagovat radio
znaeny azid, [‘®F]-2-fluoroethylazid, s riznymi cyklooktyny, z nichZ jako nejlepsi se
jevil TMDIBO. V dne$ni dobé pravé probiha vyzkum kombinace tohoto azidu

s TMDIBO pro in vivo testovani urcitych druhii rakoviny v PET zobrazovani.

Click nekatalyzovana chemie byla vyuzita i pro derivatizaci a imobilizaci
membranové dvojvrstvy.>* K vyhodnoceni této derivatizace bylo pouzito mikrodesticky
potazené streptavidinem. V ¢lanku se uvadi konverze azido-lipid konjugétu ptipojené¢ho
na liposom s ¢inidly dibenzocyklooktynu. Imobilizace a derivatizace liposomu se métila

pomoci fluorescence.
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Streptavidin-coated microplate

3) Washes and fluorescence detection

Obr. 13 Schéma derivatizace a imobilizace liposomu na streptavidin potazené

mikrodesti¢ce>*

V dnesni dobé velmi popularni véda o nanomaterialech se nevyhla ani oblasti
Cu-free click reakci. Korejsti védci prezentuji uspésné vysledky v nové in vivo strategii
v cileni nanogastic pouzitim pravé Cu-free click reakce.?> Nepiirozené sialové kyseliny
nesouci azid byly vpraveny do rakovinové bunky, kde dochazi k metabolickému
glykoinzenyrstvi a vysledné metabolity se agreguji na povrchu buniky. Jako nanocastici
nesouci cyclooktynovy systém pouzili PEG liposom, ktery je modifikovan DBCO. Ke
spojeni obou systému za pomoci click reakce tak dochdzi na bunééném povrchu
kancerogenni buiiky. In vivo studie byly provadény na mysSich modelech. Tato studie
ukazuje, Ze tento postup je uplatitelny pro intraceluldrni transport 1é¢iv. V dalSim
vyzkumu je mozné zvysit uc¢innost na zaklad€ vyvoje novych bioorthogonalnich skupin

S vyssi reaktivitou.
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* NIRF dye, Cy5 DBCO-conjugated liposome (DBCO-lipo)

d
DBCO group for
copper-free click chemistry
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AcO

OODIDIDIIIC  IOOISIOIOISICNI seeese
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Obr. 14 Ilustrace in vivo znaceni rakovinovych bunék nanocasticemi pomoci Cu-free

click chemie®®

Modifikace nukleovych kyselin s oligonukleotidy, které nesou né&jaky reportér,
se mize vyuzivat v oblasti diagnostiky, napt. fluorescen¢ni znaceni. Click chemie se
také vyuziva pro syntézu konjugati oligoribonukleové kyseliny pouzitim cyklooktyn
fosforamidat.>® 16-Mer RNA substituovany pfislusnym cyklooktynem byl piipraven
syntézou na pevné fazi. Cykloadici alkynu s azidem nesouci zbytek hyaluronové
kyseliny a penetratinu vznikaji dané konjugaty RNA. Tyto konjugaty se mohou

vyuzivat jako znacici sondy.

Schéma 23: Ptiprava konjugati RNA

: ! N
| o O R-Nj N
O)J\N 0-P-0 N
W W
R = tetramer hyaluronové kyseliny, penetratin
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Jak uz bylo vyse psano, vénovali jsme se pfipravé 5°-azidonukleosidd, které
jsme dale pouzili pro vznik triazol derivati v poloze 5° pomoci katalyzované a

nekatalyzované click chemie.

4.1 Katalyzované click reakce

4.1.1. Priprava a studium 5¢-triazol-1-yl-uridinu

4.1.1.1. Priprava z 5¢-azido-2¢,3¢-O-isopropylidenuridinu

Pii ptipravé 5°-triazol-1-yl-uridind 3a-d jsme vychazeli z 5°-azidouridin ketalu 1
pfipraveného podle postupu uvedeného v bakalafské praci.® Nasledné byl tento azid
reagovan s prislusnymi acetyleny za katalyzy siranu méd’natého a askorbatu sodného pii
50°C za vzniku cilovych triazolderivati. Takto vzniklé triazoly byly izolovany z reakcni
smési rozmichanim s vodou, ¢imz doslo k odstranéni anorganickych soli, a nasledné
byla provedena filtrace. Dalsim krokem bylo odstranéni isopropyliden protekéni
skupiny 70%-nim vodnym roztokem trifluoroctové kyseliny za laboratorni teploty, jak
je popsano v literatufe®’. V tomto kroku dochéazelo k ¢asteénému §tépeni triazolového

zbytku 4a-d, ktery byl identifikovan na zakladé LC/MS (Schéma 24).
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Schéma 24: Piiprava derivata 5°-triazoluridinu

o) o) o
NH R NH R NH
NAO N>§\ N N>§\ N/go

/&O
N3 N ,N N /N
IEN {Oﬂ P {"ﬂ
I ]
Oo. 0 O. O

A
NH
N:N’

x OH OH
1 2a: M.h.= 411 3a: M.h.= 371 4a: M.h.= 145
2b: M.h.= 467 3b: M.h.= 427 4b: M.h.= 201
2c: M.h.= 403 3c: M.h.= 363 4c: M.h.=137
2d: M.h.= 439 3d: M.h.= 399 4d: M.h.=173
R= a b: c d

o 0 7 .

(i) CuSO,, askorbat sodny,DMF, 50°C, 2h; (i1))30%TFA, rt, ON
Yy

Nase snaha piedejit tomuto Stépeni, byla smérovana na pisobeni riznych koncentraci

roztoku TFA (Tab.1), a také na moznost pouziti jinych kyselin (Tab. 2).

V 30%-nim roztoku TFA vznikal triazolovy derivat 4 obecné v nejmensim zastoupeni.
Velké rozdily byly pozorovany v zavislosti na substituci triazolu. Zatimco u slouc¢eniny
3c vznikalo jen asi 2% odstépeného triazolu 4c, pti deprotekci slouceniny 3d az 47%
odstépeného triazolu 4d. Se vzristajici koncentraci TFA dochazelo k nartstu St€pného

produktu 4 a v piipadé sloucenin 2¢ a 2d k netiplnému zreagovani vychozi latky.

40



Tabulka ¢. 1 : Deprotekce TFA v danych koncentracich

VLW Cistota podle LC/PDA
30% TFA 50% TFA 70% TFA Konc. TFA
’a 370 (M-1) 3a 73% 53% 51% 42%
144 (M-1) 4a 27% 47% 49% 58%
% 426 (M-1) 3b 67% 55% 52% 47%
200 (M-1) 4b 33% 45% 48% 53%
362 (M-1) 3c 98% 97% 95% 75%
2c | 136(M-1)4c | 2% 3% 3% 8%
402 (M-1) 2¢ - - 2% 17%
398 (M+1) 3d 53% 66% 51% 52%
y 414 (M+1) ? - 26% 31% 18%
172 (M-1)4d | 47% 5% 6% 5%
440 (M+1) 2d - 2% 12% 22%

Deprotekce dalsimi dostupnymi kyselinami byly studovany zatim jen na jediné latce 2D,
kterou jsme vybrali jako modelovou. Sloucenina 2b byla podrobena reakci s tfemi
riznymi kyselinami o riznych koncentracich pfes noc. Experimenty ukazaly vznik
vznik dvou dalSich latek, jejichz molekulovou hmotnost nebylo mozné odecist z ditvodu
Spatné ionizace (Tab. 2). Zamér posunout syntézu ku prospéchu produktu 3b byl
neuspésny. Pro deprotekci uridinu jsme proto zvolili puvodni roztok 30% TFA, kdy

odstépeného triazolu vznikalo nejméné.

Tabulka €.2: Deprotekce dalSimi kyselinami

Cistot
Kyselina 15rod
3b 4b ? ?
HCl 1:1 35% 35% 14% 15%
H,S0, 50% 52% 39% 6% 3%
H,S0O, 10% 27% 53% - 20%
TFA 20% 42% 51% 7% =
Konc. HCI 36% 35% 9% 11%
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Slouceniny 3a-d a 4a-d byly piecistény na semipreparativnim HPLC. U sloucenin 3a-
3d byla potvrzena struktura pomoci NMR. Podle NMR jsou latky ¢isté, vyjimkou je
derivat 3d, ktery vznika ve smési s dalsi latkou, ktera nebyla identifikovana. Derivaty
4a-c byly izolovany ve velmi malém mnozstvi, ze kterého se nepodaiilo potvrdit
strukturu pomoci NMR. Derivaty 3a-c byly podrobeny studiu fluorescen¢nich
vlastnosti, které by mohly naznacit jejich budouci pouziti jako fluorescen¢nich znacek.
Dale jsme se pokusili u derivati 3a-c stanovit pK pomoci UV/VIS spektrometrie a
hodnotu logP pomoci UV-VIS spektrometrie, coz jsou dilezité parametry pro vyvoj
latek sméfujicich ke studiu uvnité bunééného systému. Sloucenina 4d nebyla izolovana
z diivodu rozkladu smeési béhem ptipravy vzorku na HPLC. Z ¢asovych diivoda nebylo

mozné reakci opakovat.

4.1.1.2. Priprava z 5¢-azidouridinu
5¢-azidouridin 5 jsme pfipravili z pfislusného 5°-azido-2°,3°-O-isopropyliden
uridinu 1 reakci s 30%-nim roztokem TFA za laboratorni teploty pies noc. Nasledné

byla provedena zkuSebni “‘click‘‘ reakce v analytickém mnozstvi.®

Schéma 25: Piiprava 5°-triazol uridinu

(@] O O
NH NH NH
N N3 N”N
O i O ii o
—_— P —
OXO OH OH OH OH
1 5 3a

(1) 30% TFA, rt, ON; (i) fenylacetylen, askorbat sodny, CuSO4-H0O,
isopropanol/voda 1:1, 50°C, 3h

Tato reakce byla pouze zkuSebni. Zjistili jsme, ze 1 na odchranéném uridinu 5 probihaji

katalyzované ‘‘click‘‘ reakce ve vytézku 93% v 70%-ni Cistoté, kterd byla urcena

42



pomoci LC/MC. Jelikoz zde nedochazi k hydrolyze tento postup by mohl byt
do budoucna lepsi pro ptipravu latek 3.

4.1.1.3. Fluorescence, logP, UV-VIS a pK derivata 5¢-triazol-1-yl-uridinu
Fluorescence

Fluorescencni  vlastnosti  derivatt 3a-c, byly nejprve méfeny
v dimethylsulfoxidu, jako rozpoustédlo zarucujici nejlep$i rozpustnost téchto derivatd.
Pfi porovnéni jednotlivych derivati se jako nejlepsi latka vykazujici nejvyssi intenzitu
fluorescence ukazala slouCenina 3a. Pfesto 1 u této slouceniny byla intenzita
fluorescence pfili§ nizka pro relevantni stanoveni kvantového vytézku. Pro budouci
studium z toho plyne pozitivni zavér, ze fluorescence triazolového derivatu bude dana

pouze intenzitou fluorescencni slouceniny pouZzité namisto substituentu R (Schéma 23).

Graf 1: Fluorescence latky 3a
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Graf 2:

Graf 3:

Fluorescence latky 3b
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LogP

Pro stanoveni hodnoty-parametru logP jsme pouzili zasobni roztok latek 3a-c
v methanolu o vychozi koncentraci 1mg/Iml, ktery byl nafedén do 0,1M fosfatového
pufru 0 pH 7,4 na finalni koncentraci 0,5mg/1ml. Roztok byl tiepan pies vikend se
stejnym objemem 1-octanolu. Po tiepani bylo nutné provést centrifugaci, aby doslo
k dokonalému rozdé€leni vrstev. Distribuce latek mezi jednotliva rozpoustédla byla
stanovena na zakladé¢ zméfenych absorbanci pted a po tfepani z vodné vrstvy roztoku.
Bohuzel podle zjisténych absorbanci latky vibec do oktanolové vrstvy nepiesly. Tento
experiment nebyl provadén u latky 3d, jelikoZ neni ¢ista. V blizké budoucnosti se timto

experimentem budeme nadale zabyvat.

UV-VIS a pK

U sloucenin 3a-c jsme se pokusili stanovit hodnotu pK za pomoci UV-VIS
spektroskopie. UV-VIS spektra studovanych latek byla zmétena pii hodnotach pH 2.2,
3.2,44,5.4,6.3,7.3,8.8,9.7,10.2,11.2, 12.1.

Ptesnou hodnotu pK se nepodailio z UV/VIS grafu odecist, jelikoz v alkalické oblasti
nedochazi k limitaci hodnoty absorbance. UV/VIS spektra je proto nutné doméfit jeste

za vy$§ich hodnot pH.

Otazkou rovnéz zlstava, zda z namétenych grafli bude mozné pii presnéjSim meéteni
zachytit vSechny tfi inflexni body kolem pH 5, 7 a 12 odpovidajici hodnotam vSech tii

pK, tak jak je nepatrné naznaceno na grafech latek 3a a 3c.
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Graf 4: Graf zavislosti absorbance na pH pii 198nm latky 3a
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Graf 5: Graf zavislosti absorbance na pH pfti 222nm latky 3b
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Graf 6: Graf zavislosti absorbance na pH pti 198nm latky 3c
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4.1.2. Priprava a studium 5¢-triazol-1-yl-adenosinu

4.1.2.1. Priprava z 5¢-azido-2¢,3¢-O-isopropylidenadenosinu
Podobné jako v pfipad¢ uridinového derivatu jsme se chtéli pokusit porovnat

reakci isopropylidenového derivatu a nechranéného ribosidu odvozeného od adenosinu.

Byla vybrana varianta pfemény hydroxyskupiny v poloze 5'na halogenderivat, ktery by
pak mohl reagovat s azidem sodnym. Pfiprava 5'-chlorderivatu je v literatufe popsana
ptimou reakci s thionylchloridem®® (Schéma 26). Nicméng, i kdyz touto reakci

pozadovany produkt vznikd, vytéZzky jsou nizké a latka je obtizné Cistitelna.
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Schéma 26: Piiprava 5°-chlorderivatu podle literatury

NH, NH, NH,
¢ f) ¢ f) ¢ AL
N & N “ N =
HO N cl N Cl N
o} i o} i :o:
—_— > e

OH OH 0,0 OH OH

N Om

(i) SOCI,, Py, MeCN: (ii) NHs, H,0, MeOH

Jelikoz problém v ptitomnosti necistot byl pravdépodobné zplisoben reaktivitou
aminoskupiny v poloze 6, chtéli jsme porovnat reaktivitu adenosinového derivatu
S ochranénou N6-aminoskupinou. Jako chrénici skupinu jsme chtéli pouzit benzoyl,

benzensulfonyl a fluorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc).

Pied zavedenim chranici skupiny na dusik v poloze 6 jsme nejprve museli ochranit

hydroxyl v poloze 5".

K tomuto uéelu jsme vyuzili postupu popsaného v literatute®®, kdy 2¢,3°-O-
isopropylidenadenosin 9 reaguje s TBDMSCI v suchém DMF (Schéma 26). Tato
reakce byla bohuzel neuspésna. Podle LCMS produkt 10 vznikal v 5% Cdistoté a

Vv reakéni smési se vyskytovala pfevazné vychozi latka.
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Schéma 27: Piiprava 5°-tert-butyldimetylsilyl derivatu adenosinu

NH,

NH,
NSy /NfN
(0] i\/= o

9 10

(1) 2¢,3°-O-isopropylidenadenosin, imidazol, TBDMSCI, dry DMF, 0°C - rt, 2 h — ON,
N2

Jelikoz byla predchozi reakce netispésnd, vyzkouseli jsme dalsi zptisob protekce.
Opét se vychazelo z adenosin ketalu 9, ktery reagoval s trityl chloridem v pyridinu pfi
laboratorni teploté pod dusikem. Produkt 11 vznikal podle LCMS v 48% a sm¢s také
obsahovala kation tritylu s molekulovou hmotnosti 243 v 28%, zbytek tvofila vychozi
latka. Déle jsme zkusili reakci provést pii 60°C po dobu 7 hodin®’. Po zahtati vznikal
produkt 11 v 55% cistoté. Po odpateni byl derivat 11 vystaven podminkam popsanych

v literatute®®, kdy mél vzniknout piislusny N°-chranény derivat 12 (Schéma 28).

Schéma 28: Priprava derivatu 5°-trityl-N°-substituovaného adenosinu

gf 0 Q > %p%%f)

(1) 2¢,3°-O-isopropylidenadenosin, TrCl, pyridin, N2, RT; (ii) Boc,O, DMAP, Et;3N,
DMF, Ny, 0°C, 4h

Bohuzel pokus piipravit N°-chranény adenosin derivat 12 byl netisp&ny. Prozatim byl
tento vyzkum pozastaven.
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4.1.2.2. Pfiprava z adenosinu
Jako prekurzor pro vznik azidoadenosinu jsme se pokusili pfipravit 5°-

iodadenosin 14. Vychazeli jsme z postupu uvedeném v literatufe.** Komeréné dostupny
adenosin 13 byl rozpustén s PPhs, iodem a imidazolem v suchém THF. Reakce byla
michdna pies noc za laboratorni teploty (Schéma 29). Podle LCMS reakcéni smeés
obsahovala 8% produktu. Mnozstvi produktu se nepodafilo zvysit ani pifidavkem iodu

ani prodlouzenim reakéni doby.

Schéma 29: Piiprava 5°-iodadenosinu

NH, NH,
N A N
¢ 1 ) <1}
; N
O o
OH OH OH OH
13 14

(i) 1, PPhs, imidazol, THF, rt, 4 dny

4.1.2.3. Priprava 2¢,3¢-isopropyliden-5¢-azidoadenosinu
2¢,3*-isopropyliden-5°-azidoadenosin 15 byl piipraven Mitsunobu reakci podle

postupu popsaného v literatute'® z 2¢,3‘-isopropylidenadenosinu 9 s tim rozdilem, Ze

bylo pouZzito 2,5¢kv. DPPA a byla zménéna metoda purifikace (Schéma 30).

Pro c¢iSténi produktu jsme pouzili dle popsaného postupu mobilni fazi
chloroform/metanol 12:1. V této mobilni fazi se nepodafilo produkt vycistit od
trifenylfosfin oxidu, ktery vznika béhem reakce. Proto byly vyzkouSeny rtizné mobilni
faze pomoci TLC. Nejvhodnéjsi se jevila smés chloroform/etylacetat 1:1. Tato mobilni
faze byla pouzita pro pieCisténi produktu na kolong, kde jsme se zbavili necistot
s retencnim ¢asem 0,8-0,9, coz odpovida trifenylfosfin oxidu. Pfi této separaci produkt
zUstava na koloné i s dal$imi necistotami, jako je vychozi nezreagovana latka. Poté byla
kolona promyta methanolem a eluat byl odpafen dosucha. K odparku byla ptidana

mobilni faze chloroform/methanol 12:1, kdy dochazelo k vysrazeni nezadoucich latek,
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kterych jsme se zbavili filtraci. Filtrat, ktery obsahoval pfevazné zaddouci produkt 15,
byl pfenesen na kolonu a pfecistén vV mobilni fazi chloroform/methanol 12:1. Celkovy

vytézek po tomto procesu byl 49%.

Schéma 30: Piiprava 5°-azido-2°,3°-O-isopropylidenadenosinu

NH, NH,
7 | 7
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9 15

(i) DPPA, DIAD, PPhs, THF,rt

4.1.2.4. Priprava derivatia 2¢,3¢-isopropyliden-5¢(1,2,3-triazol-1-yl)adenosinu

Na ptipraveném 5°-azido adenosinu 15 byla vyzkousena katalyzovana ‘‘click‘
reakce.® 5¢-azidoadenosin byl rozsuspenzovan v roztoku isopropanol/voda 1:1, k némuz
bylo pfidano katalytické mnozstvi CuSO4-H,0, askorbatu sodného a fenylacetylen.
Reakce probihala pii 50°C. Po hodin€ byla vychozi latka zcela odreagovana a jako
produkt byl podle LC/MS identifikovan triazol 16.

Schéma 31: Piprava substituovaného 5°-(1,2,3-triazol-1-yl)adenosinu

NH; NH,
NN N—"SN
2 | 2 |

N <N N/) N\\ <N N/)

’ 0- N 0
|
B ———

0.__O 0_O
< >
15 16

(i) fenylacetylen, CuSO,4-H,0 , askorbat sodny, isopropanol/voda 1:1, 50°C, 1 h
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Tato reakce byla jako zkusebni provedena pouze v analytickém mnozstvi. Latka proto
nebyla izolovana a plné charakterizovana. V blizké budoucnosti se ji budeme nadale

veénovat.

4.2 Nekatalyzované click reakce

Jako nekatalyzované click reakce jsme v této diplomové praci zkouseli cykloadi¢ni
reakci mezi azidy a cyklooktynem generovanym in-situ z cyklooktaselenadiazolu. Tato
reakce objevena nedavno® byla studovana za pouZiti vysokych teplot na azidovych

derivatech 5-methyluridinu.

4.2.1. Priprava selendiazol cyklooktynu
Selen diazol cyklooktyn 20 byl piipraven podle postupu popsaného v literatuie®
za vzniku semikarbazonu 19, ktery dale reagoval s oxidem seleni¢itym pii laboratorni

teploté za vzniku selendiazol cyklooktynu 20 ve vytézku 93%.

Schéma 32: Ptiprava selen diazol cyklooktynu

(i) octova kyselina/voda 1:1, rt, 2h; (ii) SeO, octova kyselina, rt, 2h

4.2.2 Priprava triazol derivati

Nekatalyzované click-reakce s cyklooktaselendiazolem byly provedeny na 5°-
azido-2¢,3*-isopropyliden  uridinu 1, 5°-azidouridinu 5 a 5°‘-azido-2°,3‘-
isopropylidenadenosinu  15. Byla zkoumana jejich konverze se selendiazol
cyklooktynem v N-methyl-pyrolidinu (NMP) pii riznych teplotach a nasledné za

pomoci mikrovinného zafeni.’
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Schéma 33: Piiprava 5°-(cykloocta-1,2,3-triazol-1-yl)uridin derivati

Q O
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1: R = isopropyliden 21b: R = isopropyliden

(i) selendiazol cyklooktyn, NMP, At

Pii 180°C byl chranény uridin 1 pfeménén na derivat 21b béhem 10 minut. Se
snizovanim teploty se reak¢éni doba prodluzovala az na vice nez 72 hodin, coz odpovida
teploté 90°C. U odchranéného uridinu 5 byl pribéh konverze téméi analogicky kromé
teploty 130°C, kdy reakce trvala 5 hodin (Tabulka 3).

Derivat adenosinu 15 reagoval analogicky jako odchranény uridin, nicméné

reakéni doba pii 130°C se prodlouzila o jednu hodinu (Schéma 34).
Schéma 34: Piiprava 5°-(cykloocta-1,2,3-triazol-1-y1)2¢,3“-O-isopropylidenadenosinu

NH, NH,
ST o G
NT >N \ NT SN
N3 , N\_N
:o: ' :o:

15 22

(i) selendiazol cyklooktyn, NMP, At
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Tabulka 3: Zavislost reakéni doby na teploté piislusnych derivata

Teplota Reakcni doba 100% konverze
21a 21b 22
90°C >75h >72 h >72 h
110°C overnight overnight overnight
130°C 5h overnight 6h
150°C 90 min 90 min 80 min
180°C 10 min 10 min 10 min

Produkty byli nasledné zlyofilizovany. Produkt 21b byl pifecistén na HPLC.
Odparky 21a a 22 byly extrahovany vodou, zfiltrovany a usuSeny. Produkty 21a, 21b,
22 byly identifikovany pomoci LCMS. Produkt 21a byl také identifikovan pomoci
NMR.

Z ditvodu zkraceni reakéni doby pfi nizSich teplotach, jsme se rozhodli provést
reakci za asistence mikrovinného zareni. Reakce probihaly pii 50 W. Chranény
azidouridin 1 byl zreagovan pti 110°C za 40 minut (Graf 7). Zatimco, odchranény
azidouridin 5 pfi téze teploté byl zreagovan za 20 minut (Graf 8), tudiz jsme se rozhodli
snizit teplotu na 90°C, kdy dany azidouridin 5 byl zreagovan za 50 minut (Graf 8) a
chranény azidouridin 1 byl zreagovan v 64% za 80 minut (Graf 7). Derivat adenosinu
15 byl vystaven stejnym podminkam jako u ptedchozich derivat uridinu. Ukézalo se,
ze jeho reaktivita je mnohem niz§i. Pfi 110°C byl za 90 minut zreagovan pouze z 25%
snizit teplotu na 70°C, coz je teplota pifi které dochazi k rozpleteni Sroubovice
DNA/RNA, a mohla by tudiz tato reakce byt vyuzita pro znaeni jednotlivych vlaken
DNA, ale reakce po 2 hodinach nezacala ani probihat. Podle LCMS vsechny reakénich
smési obsahovaly nerozlozeny selendiazol. Konec reakce se da dobte vizualizovat, diky

menici se barve roztoku, ze svétle hnédé az na tmave hnédou ¢i Cernou.
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Graf 7: Zavislost vznikajiciho produktu 21a na case pii 110°C a 90°C za pouziti

mikrovlnného zafeni
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Graf 8: Zavislost vznikajiciho produktu 21b na case pti 110°C a 90°C za pouziti

mikrovlnného zareni
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Graf 9: Zavislost vznikajiciho produktu 22 na case pii 110°C a 90°C za pouziti

mikrovlnného zafeni
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Z ptislusnych grafii je jasné, Ze adenosin reaguje pomaleji neZ derivaty uridind. Reakci
je mozné urychlit, napf. zvySenim vykonu mikrovinky a tedy i moznym sniZenim

teploty. V blizké budoucnosti se timto budeme nadale vénovat.
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1. Metody

Meteni NMR spekter bylo provedeno v roztoku DMSO — d6 na JEOL spektrometru
(500 MHz). Hodnoty chemického posunu jsou udany v ppm jednotkach a jsou
kalibrovany na zbytkovy signal rozpoustédla, interakéni konstanty jsou uvedeny v Hz.
M¢éfteni hmotnostnich spekter bylo realizovano na hmotnostnim spektrometru Acqiuity
UPLC (Waters) s PDA detektorem a kolonou X Select (HSS T3 2.5 mikront,
3.0x50mm). Silikagel pouzity pfi kapalinové chromatografii Silicagel 60 (0.04-0.063
mm) firmy Merck. LC preparativni chromatografie byla provadéna s vyuzitim pfistroje
Sepacor (Biichi). Preparativni HPLC byla provadéna s vyuzitim piistroje Breeze
(Waters) a preparativni kolony YMC-Pack Pro C18 100x20 mml.D. s-5um, 12 nm.
TLC chromatografie byla provadéna na hlinikovych deskach pokrytych silikagelem 60
F254 znacky Merck. Lyofilizace byla provadéna na lyofilizatoru SCANVAC CoolSafe
110-4Pro. Fluorescencni spektra byla méfena na fluorescencnim spektrometru Cary

Eclipse, Varian.

5.2. Priprava vzorki a méreni fluorescence
Pro méfeni fluorescence jsme pouZzili roztok latek 3a-c v DMSO v piiblizné
koncentraci 4 mg/1 ml. Latky byly zfedény 10x dimethylsulfoxidem a pfeneseny do

fluorescenéni kyvety. Poté bylo zméfeno emisni a excitacni spektrum latek.

5.3. Postup pripravy roztoki pro zjiSténi logP

Byl pfipraven zasobni roztok latek 3a-c o koncentraci Img/1ml v ethanolu. Bylo
odebrano 500 pl a ptidano k 500 pl fosfatového pufru o pH 7.4. 1 ml tohoto zasobniho
roztoku a 1 ml 1-oktanolu byly tfepany 2 dny. Poté byla zméfena absorbance vodné faze

pted a po tfepani.
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5.4. Postup pripravy vzorki pro zméieni UV-VIS spekter

Byl pfipraven etanolovy roztok latek 3a-C o koncentraci 1mg/Iml. Dale byl
ptipraven 0,01 M roztok KH,PO, (zakladni pufr), roztok kyseliny fosforecné a roztok
hydroxidu draselného. pH pufru bylo nastaveno pomoci ptidavku kyseliny fosfore¢né ¢i
hydroxidu sodné¢ho na hodnoty 2.2, 3.2, 4.4, 54, 6.3, 7.3, 8.8, 9.7, 10.2, 11.2, 12.1.
Nasledné bylo odebrano 4 ul roztoku latky a 396 ul pufru o daném pH do UV-VIS
kyvety, a bylo zméfeno UV-VIS zafeni latek pti danych pH.

5.5. Postup odbéru a analyzy pri mikrovinném zareni
5¢-Azido-derivaty 1, 5, 15 (10 mg) byly smichany s cyklooktaselendiazolem 20
(30 mg; 0,1395 mmol) v NMP (5 ml). Reakéni smés byla michana za teploty 90°C a
110°C pii 50 W. Zreakéni smési latek bylo odebrano 50 ul v danych casovych
intervalech a nafedéno methanolem na objem 1 ml. Poté bylo zméfeno LC/MS
spektrum kazdého odebraného podilu a vyneseny kiivky v zavislosti procentualniho

pomeéru produktu (velikost plochy piku pfi PDA odezvé detektoru) k reakénimu Casu.

5.6. Pripravy
5¢-(4-fenyl-1,2,3-triazol-1-yl)uridin (3 a)

5¢-azido-2°,3‘-isopropylidenuridin 1 (103 mg, 0.33 mmol) byl suspendovan ve
smési isopropanol/voda 1:1 (4 ml). K roztoku byl ptidan pentahydrat siranu méd’natého
(30 mg, 0.12 mmol), askorbat sodny (41 mg, 0.21 mmol) a fenylacetylen (0.1 ml, 0.83
mmol). Vse bylo michano 2 hodiny pii 50°C. Po odpateni byla k produktu ptidana
voda, vznikla srazenina byla zfiltrovana a ususena. Produkt 2a byl ziskan ve formé

zlutého prasku. Vytézek 67,4 mg (49%).

Derivat 2a (100 mg, 0.24 mmol) byl rozpustén v 5 ml 30% TFA a smés byla michana za
laboratorni teploty ptes noc. Produkt byl odpaien pod dusikem. Vytézek surového

produktu 179 mg (198%). Poté ptecistén na HPLC v gradientu acetonitril/acetatovy pufr
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z 20% do 50% acetonitrilu béhem 5 minut. Produkt byl ziskan ve formé svétle zeleného

prasku. MS m/z pro C17H17Ns0s: 371. 35, nalezeno 370 [M-1].

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & ppm 8.4 (s, 1 H) 7.76 (d, J=7.4 Hz, 2 H) 7.35 - 7.46
(m, 3 H) 7.29 (t, J=6.3 Hz, 1 H) 5.44 - 5.73 (m, 4 H) 4.58 - 4.75 (m, 2 H) 4.17 (br. s., 1
H) 3.99 (m, 2 H)

C NMR 163.82; 151.10; 147.03; 141.64; 130.80; 129.53; 128.65; 125.71; 122.74;
102.58; 89.50; 82.06; 72.64; 70.95; 51.87

5¢-(4-(4-tert-butylfenyl)-1,2,3-triazol-1-yl)uridin (3 b)

5¢-azido-2°,3‘-isopropylidenuridin (111 mg, 0.36 mmol) byl suspendovan ve
smé&si isopropanol/voda 1:1 (4 ml). K roztoku byl ptidan siran méd’naty pentahydrat (41
mg, 0.16 mmol), askorbat sodny (37 mg, 0.19 mmol) a 4-tert-butylfenylacetylen (0.16
ml, 0.84 mmol). Vse bylo michano 2 hodiny pii 50°C. Po odpaieni byla k produktu
ptidana voda, vznikla srazenina byla zfiltrovana a ususena. Produkt 2b byl ziskan ve

formé zeleného prasku. Vytézek 130,7 mg (78%).

Derivat 2b (96.4 mg, 0.21 mmol) byl rozpustén v 5 ml 30% TFA a smés byla michana
za laboratorni teploty pfes noc. Produkt byl odpaten pod dusikem. Vytézek surového
produktu 114 mg (130%). Poté piecistén na HPLC v gradientu acetonitril/acetatovy pufr
z 10% do 40% acetonitrilu béhem 6 minut. Produkt byl ziskan ve formé svétle zeleného

prasku. MS m/z pro C,1H25N50s: 427.35, nalezeno 426 [M-1]'.

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 8.46 (s, 1 H) 7.72 (d, J=8.0 Hz, 2 H) 7.50 (d,
J=8.6 Hz, 1 H) 7.42 (d, J=8.0 Hz, 2 H) 5.71 (d, J=5.2 Hz, 1 H) 5.55 (d, J=8.6 Hz, 1 H)
5.49 (d, J=5.2 Hz, 1 H) 5.38 (d, J=5.2 Hz, 1 H) 4.61 - 4.76 (m, 2 H) 4.15 - 4.21 (m, 1 H)
4.02 - 4.08 (M, 1 H) 3.94 - 4.01 (m, 1 H) 1.26 (s, 9 H)

3C NMR 163.52; 151.15; 150.94; 146.92; 141.66; 128.35; 126.16; 125.51; 122.31;
102.56; 89.38; 82.19; 72.60; 71.07; 51.91; 34.88; 31.59

59



b)

b)

5¢-(4-cyklopentyl-1,2,3-triazol-1-yl)uridin (3 c)

5¢-azido-2°,3“-isopropylidenuridin (100 mg, 0.34 mmol) byl suspendovan ve
smési isopropanol/voda 1:1 (4 ml). Kroztoku byl pfidan siran pentahydrat siranu
médnatého (56 mg, 0.22 mmol), askorbat sodny (40 mg, 0.20 mmol) a cyklopentyl
acetylen (0.105 ml, 0.84 mmol). VSe bylo michéno 2 hodiny pti 50°C. Po odpafeni byla
Kk produktu pfidana voda, vznikla srazenina byla zfiltrovana a ususena. Produkt 2c byl

ziskan ve form¢ oranzového prasku. Vytézek 110,7 mg (85%).

Derivat 2¢ (93,8 mg, 0.23 mmol) byl rozpustén v 5 ml 30% TFA a byl michan za
laboratorni teploty pfes noc. Produkt byl odpafen pod dusikem. Vytézek surového
produktu 128,8 mg (153%). Poté piecistén na HPLC v gradientu acetonitril/acetatovy
pufr z 30% do 60% acetonitrilu béhem 5 minut. Produkt byl ziskan ve formé¢ svétle
zeleného prasku. MS m/z pro C16H2:NsOs: 363, nalezeno 362 [M-1].

'H NMR (DMSO-ds ,500MHz): d = 7.77 (s, 1 H), 7.40 (d, J=8.0 Hz, 1 H), 5.69 (d,
J=5.2 Hz, 1 H), 5.57 (d, J=8.0 Hz, 1 H), 4.57 (m, 2 H), 4.07 - 4.11 (m, 1 H), 3.98 (t,
J=5.4 Hz, 1 H), 3.90 - 3.93 (m, 1 H), 3.04 (dt, J=15.6, 7.9 Hz, 1 H), 1.89 - 1.97 (m, 2
H), 1.53 - 1.66 ppm (m, 4 H)

Cast spektra je piekryta §irokym pikem vody v oblasti 3.1-3.8 ppm.

5¢-(4-(2-benzaldehyd)-1,2,3-triazol-1-yl)uridin (3 d)

5¢-azido-2°,3‘-isopropylidenuridin 1 (99 mg, 0.32 mmol) byl suspendovan ve
smési isopropanol/voda 1:1 (4 ml). K roztoku byl pfidan siran méd’naty pentahydrat (45
mg, 0.18 mmol), askorbat sodny (37 mg, 0.19 mmol) a 2-benzaldehydacetylen (53 mg,
0.41 mmol). Vse bylo michano 2 hodiny pii 50°C. Po odpareni byla k produktu pfidana
voda, vznikla srazenina byla zfiltrovana a usuSena. Produkt 2d byl ziskan ve formé

zeleného prasku. Vytézek 93 mg (66%).

Derivat 2d (88 mg, 0.20 mmol) byl rozpustén v 5 ml 30% TFA a byl michan za

laboratorni teploty pies noc. Produkt byl odpafen pod dusikem. Vytézek surového
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produktu 178 mg (223%). Poté ptecistén na HPLC v gradientu acetonitril/acetatovy pufr
Z 20% do 50% acetonitrilu béhem 6 minut. Produkt byl ziskan ve formé svétle zeleného

prasku. MS m/z pro C1gH17N506: 399, nalezeno 400 [M+1]".

'H NMR (DMSO-ds ,500MHz): d = 10.27 (s, 0,6 H), 8.99 (d, J=12.6 Hz, 0,6 H), 8.58
(s, 1H), 8.38 (d, J=8.0 Hz, 0,6 H), 7.9 (d, J=7.4 Hz, 0,6 H), 7.85 (d, J=7.4 Hz, 1H),
7.71 (d, J=4.0 Hz, 0,6 H), 7.32-7.64 (m, 7.2H), 5.68 - 5.73 (M, 2 H), 5.43- 5.59 (m, 3,2
H), 4.65-4.81 (m, 4.2), 4.15 - 4.24 (m, 2 H), 3.96-4.09(m, 3.8H)

BC NMR: 193.01; 163.61; 151.13; 144.38; 141.81; 134.50; 133.88; 133.37; 130.20;
129.07; 128.15; 125.89; 102.60; 89.67; 81.99; 72.62; 71.01; 51.97

4-fenyl-1H-1,2,3-triazol (4a)

Derivat 2a (100 mg, 0.24 mmol) byl rozpustén v 5 ml 30% TFA a byl michan za
laboratorni teploty pies noc. Cistota surového produktu 23% podle odezvy PDA
detektoru. Produkt byl odpafen pod dusikem a ptecistén na HPLC v gradientu
acetonitril/acetatovy pufr z 20% do 50% acetonitrilu béhem 6 minut. MS m/z pro
CgH;N3: 145.16, nalezeno 144 [M-1]". Sloucenina byla izolovana ve velmi malém

mnozstvi, ze kterého se nepodarilo naméfit NMR spektra.

4-(4-(tert-butyl)fenyl)-1H-1,2,3-triazol (4b)

Derivat 2b (96,4 mg, 0.21 mmol) byl rozpustén v 5 ml 30% TFA a byl michan za
laboratorni teploty pres noc. Cistota surového produktu 33% podle odezvy PDA
detektoru. Produkt byl odpafen pod dusikem a precistén na HPLC v gradientu
acetonitril/acetatovy pufr z 10% do 40% acetonitrilu béhem 7 minut. MS m/z pro
Ci2HisN3: 201.27, nalezeno 200 [M-1]. Sloucenina byla izolovana ve velmi malém

mnozstvi, ze kterého se nepodafrilo namétit NMR spektra.
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2-(1H-1,2,3-triazol-4-yl)benzaldehyd (4c)

Derivat 2c¢ (93,8 mg, 0.23 mmol) byl rozpustén v5 ml 30% TFA a byl michan za
laboratorni teploty pres noc. Cistota surového produktu 2% podle odezvy PDA
detektoru. Produkt byl odpafen pod dusikem a pieCistén na HPLC v gradientu
acetonitril/acetatovy pufr z30% do 60% acetonitrilu béhem 6 minut. MS m/z pro
CsH11N3: 137.18, nalezeno 136 [M-1]. Sloucenina byla izolovana ve velmi malém

mnozstvi, ze kterého se nepodaftilo namétit NMR spektra.

5¢-azido-2¢,3¢-O-isopropylidenadenosin (15)

Komeréné dostupny 2°,3°-O-isopropylidenadenosin 9 (300 mg, 0.97 mmol) a PPh3 (300
mg, 1.17 mmol) byly rozpustény v THF (9 ml). DPPA (3 ml, 2.49 mmol) a DIAD
(0.375 ml, 1.92 mmol) byly smichany v THF (6 ml). Oba roztoky byly vlozeny na pul
hodiny do mrazdku a poté byly spojeny do jedné reakéni smési, ktera byla michana 5
hodin za laboratorni teploty. Produkt byl odpafen do medového charakteru latky.
Dalsim krokem byla latka rozpusténa v mobilni fazi CHCI3/EtOAc 1:1 (4 ml) a
piecisténa kolonovou chromatografii na silikagelu. Po odpafeni bylo ke smési pridano
25 ml mobilni faze CHCI3/MeOH (12:1). Vysrazena latka byla zfiltrovana a promyta
mobilni fazi. Filtrat byl pfecistén kolonovou chromatografii a poté odpaten. Produkt
jsme ziskali ve formé bilé krystalické latky. Vytézek 165 mg (49%). MS m/z pro
Ci13H16Ng03: 332.32, nalezeno 331 [M-1] .

NMR spektru bylo identické se spektrem publikovanym v literatufe.*®

1-(6-((4,5,6,7,8,9-hexahydro-1H-cycloocta[d][1,2,3]triazol-1-yl)methyl)uridin (21a)

5¢-azidouridin 5 (60 mg, 0.22 mmol) byl rozpustén v NMP (5ml). K roztoku byl pfidan
cyklooktaselendiazol 20 (120 mg, 0.56 mmol). Smés byla michana pfi teploté¢ 180°C po
dobu 15 min. Po ochlazeni byla reakéni smés lyofilizovana. Odparek byl suspendovan
ve vode, zfiltrovan a ususSen. Produkt jsme ziskali ve form¢ tmavé hnédého prasku.
Vytézek 30 mg (36%). MS m/z pro C17H23NsOs: 377.40, nalezeno 377 [M-1].
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1-(6-((4,5,6,7,8,9-hexahydro-1H-cycloocta[d][1,2,3]triazol-1-yl)methyl)-2¢,3¢-O-
isopropylidenuridin (21b)

5¢-azido-2°,3“-isopropylidenuridin 1 (88 mg, 0.29 mmol) byl rozpustén v NMP (8 ml).
K roztoku byl pfidan cyklooktaselendiazol 20 (153 mg, 0.71 mmol). Smés byla michana
pii teploté¢ 180°C po dobu 15 min. Po ochlazeni byla reakéni smés lyofilizovana.
Vytézek surového produktu byl 214 mg (178%). Odparek byl ptecistén pomoci HPLC
v gradientu acetonitril/acetatovy pufr z 20% acetonitrilu do 50% b&hem 6 minuty.
Produkt jsme ziskali ve formé svétle hnédého prasku. MS m/z pro CyoH27NsOs: 417.46,
nalezeno 416 [M-1]".

'H NMR (500 MHz) & ppm 7.84 (d, J=8 Hz, 1 H) 5.93 (d, J=1.7 Hz, 1 H) 5.82 (d, J=8
Hz, 1 H) 5.33 (dd, J=5.7, 1.0 Hz, 1 H) 5.12 (dd, J=6.3, 4.6 Hz, 1 H) 4.64 - 4.83 (m, 2 H)
4.46 - 455 (M, 1 H) 2.91 - 2.99 (m, 2 H) 2.79 - 2.90 (M, 2 H) 1.72 - 1.87 (m, 4 H) 1.66
(s, 3H) 1.42 - 1.60 (m, 7 H)

3C NMR 164.19; 151.20; 144.62; 144.12; 134.85; 114.24; 102.60; 94.46; 86.94; 84.39;
82.12; 49.46; 28.80; 27.60; 26.67; 26.20; 25.83; 24.97; 24.41; 21.49

1-(6-((4,5,6,7,8,9-hexahydro-1H-cycloocta[d][1,2,3]triazol-1-yl)methyl)2¢,3¢-O-
isopropylidenadenosin (21)

5¢-azido-2°,3‘-isopropylidenadenosin 15 (40 mg, 0.12 mmol) byl rozpustén v NMP (3
ml). K roztoku byl pfidan cyklooktaselendiazol 20 (80 mg, 0.37 mmol). Smés byla
michédna pii teplot¢ 180°C po dobu 15 min. Po ochlazeni byla reakéni smés
lyofilizovana. Odparek byl suspendovan ve vod¢, zfiltrovan a ususen. Produkt jsme
ziskali ve formé& Cerné¢ho prasku. Vytézek 48 mg (90%). MS m/z pro CigH24NgOs:
440.50, nalezeno 440 [M-1].
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6. ZAVER
Cilem diplomové prace bylo porovnat prabéh katalyzovanych a

nekatalyzovanych click reakci u 5°-azidouridinu a u 5‘-azidoadenosinu.

V prvni ¢asti diplomové prace jsem se vénovala feSerzi priprav znamych triazol
nukleosidii a jejich biologické aktivité, které byly ptipraveny katalyzovanou click
chemii. Dale jsem se vénovala Cu-free click reakcim, kde jsem zminila ptipravy jiz
znamych cyklooktynli pouZzivanych pro tyto ti¢ely a biologickou aktivitu triazol derivatt

ptipravenych danou metodou.

Ve vlastni ¢asti diplomové prace jsme se zaprvé zaméfili na piipravu 5°-triazol
uridini pomoci katalyzovanych click reakci. Reakce byla provddéna u 27, 3'-
nechranénych derivatd 5 -azidouridinu 1 a u jejich 27,3 -isopropylenovych derivati 5 a
15. Zatimco prtiprava 5’-azidouridini 1 a 5 probé&hla podle postupu popsaného
Vv literatuie bez problému, postupy vedouci k tvorbé 5’-azidoadenosinu pfili§ dobie
nefungovaly. Analogicky 2°,3-isopropylidenovy derivat adenosinu 15 se nakonec
podaftilo pfipravit pomoci Mitsunobu reakce popsané v literatufe s modifikovanym

zpusobem CiSténi produktu.

Samotna click reakce u uridinovych derivati 3a-d probihala velmi dobfe.
Problém nastal pfi odstranovani isopropylidenové skupiny. Zde jsme se setkali
s problémem béhem deprotekce triazol wuridini, kdy dochazelo vedle vzniku
hydrolyzovaného produktu rovnéz ke Sté€peni substituovaného triazolu. S cilem sniZzit
produkci vznikajicich triazold byly vyzkouseny ruzné koncentrace trifluoroctové
kyseliny 1 dalsi bézné¢ dostupné kyseliny, jako je kyselina chlorovodikova a kyselina
sirova. Nejlépe probihala reakce v 30% TFA, kdy triazol vznikal v zastoupeni 2-43% u
jednotlivych derivati. Dale byla u pfislusnych triazol nukleosidi zmétfena fluorescence,
UV-VIS a log P. Nejlépe fluoreskoval triazol 3a, nicméné jeho intenzita nebyla natolik
vysoka, aby bylo mozné zjistit kvantovy vytézek. Z UV-VIS spekter jsme se pokusili
zjistit hodnoty pK danych latek. Pro zjisténi pfesnych hodnot bude nutné tato spektra
jesté pfemétit ve vetSim rozsahu pH. Log P latek 3a-c nebylo zjiSténo, nebot’ piislusné
slouceniny neprosli do oktanolové vrstvy. Podle NMR spekter triazol derivat 3d je

zneCistén dalsi latkou, ktera nebyla prozatim identifikovana.
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Zaveérem této prace jsme se zamcfili na piipravu 5°-triazol uridinGi a 5°-
triazoladenosinu Cu-free click chemii. Cilem experimentu bylo zjistit moznost pouziti
cyklooktaselenadiazolu pro tvorbu 5°-triazola pii riznych teplotach. Pii 180°C vznikali
triazoly 21a, 21b, 22 béhem 10 minut v dobrych vytézcich. Se snizujici teplotou se
reakéni ¢as snizoval az na vic jak 3 dny. Proto byla vyzkousena reakce v mikrovinné
troubé pii 110°C a 90°C za vykonu 50W. Reakéni Cas se diky této metodé snizil na
nekolik desitek minut. Prostorem pro dals$i optimalizaci se zde jevi provedeni reakce za

niz8i teploty a vyssiho vykonu mikrovinné pece.

V budoucnu se budeme naddle zabyvat pfipravou 5°-triazoladenosinu pomoci
katalyzované click chemie a dal§im studiem Cu-free click chemie s vyuzitim

cyklooktaselenadiazolu.
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