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Seznam zkratek
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1.UVOD

Chemickd modifikace nukleovych kyselin ma vyznamny vliv na zménu
konformace téchto latek, coz mé za nésledek zménu jejich biologickych vlastnosti, a to
jak zvySeni ¢i sniZzeni exprese vyznamnych proteinti spojenych se vznikem ¢i
potlacenim patologickych procesti Vbuiice a nasledné¢ v organismu, tak snizeni
schopnosti reprodukce bunék. Na ovlivnéni téchto procest je zalozeno studium mnoha

biologicky aktivnich slou¢enin vyvijenych jako 1é¢iva proti nejriznéj$im onemocnénim.

Jednoduchymi zménami ve struktufe pfirodnich nukleosidl jsou pfipravovany
tzv. antimetabolity. Ty jsou Casto natolik podobné svym pravym ptirodnim analogim,
ze dochézi do urcitého stupné k jejich pfirozené metabolizaci. Nasledné ale dochézi
Kk pieruSeni biochemickych procest, coz ma vétSinou za nasledek negativni ovlivnéni

bunécnych procesii vedouci az k vyvolani bunééné smrti.

Mnoho nukleosidovych analog bylo uspésné vyvinuto pro 1écbu HIV, viru
hepatitidy B (HBV), viru hepatitidy C (HCV), herpes simplex viru (HSV),
cytomegaloviru (HMV) nebo viru Varicella Zoster (VZV) a riznych druhti nadorovych

onemocnéni (Obr. 1).
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Obr. 1 Priklady nukleosidovych analog vyuzivanych v chemoterapii

Ackoliv existuje na trhu jiz celd fada 1é¢iv zaloZzenych na modifikovanych strukturdch
nukleosidil, jejich potencidl neni zdaleka vycerpan. Dalsi uplatnéni téchto latek je
mozné vidét jednak v 1é€eni chorob, kde soucasna chemoterapie neni dostatecné u€inna,
ackoliv, jako napt. v pfipadé¢ AIDS, vyznamné prodluzuje zivot pacienta ¢i zpomaluje

rozvoj onemocnéni.

Kromé vyvoje novych chemoterapeutik ma modifikace ptirodnich nukleosidi velky
vyznam i v oblasti diagnostiky. Znaeni oligonukleotiddi ¢i nukleovych kyselin na
pfesné stanovenych sekvencich pomoci chemickych znacek ma velky vyznam pii studiu
vlivu jednotlivych gend na expresi vyznamnych proteint, vlivu zmény konformace
nukleovych kyselin na jejich pfirozené funkce, atd. Ackoliv fada metod pro znaceni
téchto biomolekul je jiz v praxi zavedena, soucasna chemie je zaméfena na hledani
metod s vyssi citlivosti, metod poskytujicich stabilnéj$i pozorovatelné zmény a dale

metod pro pozorovani specifickych zmén funkci nukleovych kyselin.

Modifikace slozek nukleovych kyselin se tak potfad stavi na ¢elni misto v soucasné
medicinalni chemii. Pfistupy vedouci k takovymto produktim jsou zaméfeny jak na
modifikaci na ¢asti nukleobaze, tak na cukerné slozce. Druhy typ modifikace se stal

praveé i ndmétem na piedkladanou bakalatskou préci.
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2. CIL BAKALARSKE PRACE

Modifikace cukerné slozky uridinu a adenosinu pro studium

click reakeci

Cilem bakalatské prace je ovéfit vhodné syntetické metody pro ptipravu 5°-
azidoadenosinu a 5’-azidouridinu a metody pro jeho pfeménu na derivaty triazolu
pomoci katalyzovanych click reakci. Tyto click reakce mély byt ovéfeny na

modelovych substratech za vzniku derivati uvedenych na obr. 2.

R B

o) e e
N

OH OH OH OH OH O

B = Uracil-1-yl ; adenosin-9-yl

S O IOV OCQ; XCQ

Obr. 2 Cilové slouceniny a studované reakce bakalarské prace

Bakalafska prace je soucasti SirSiho tématu zaméfeného na pfipravu a studium
biologickych vlastnosti nepravych oligonukleotidti, kde fosfatovy miustek je nahrazen

jinou spojovaci skupinou, v naSem ptipad¢ triazolovym cyklem (Obr. 3).
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Obr. 3 Nepravé oligonukleotidy spojené triazolovym cyklem.

Click reakce na nukleosidovém konci Ize rovnéz vyuzit ke znaceni koncovych
sekvenci nukleovych kyselin, ¢imz se vyzkum v této oblasti profiluje do oblasti vyvoje

novych diagnostik.

Bakalatsk4 prace je zamé&fena na tyto dil¢i ukoly:

» Vybrat a ovéfit vhodnou ptipravu 5°-azidoderivatu u adenosinu a uridinu.

vvvvv

» Studium katalyzovanych click reakci s riznymi alkyny.
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3. Teoreticka c¢ast

Teoreticka ¢ast bakalarské prace je zaméfena na sumarizaci poznatku z literatury
a je slozena ze dvou podkapitol. Prvni podkapitola se zabyva piipravou a biologickou
aktivitou 5° — triazoladenosinu a druha podkapitola ptipravou a biologickou aktivitou 5

— triazoluridinu.

3.1. 5¢-Triazol adenosin

3.1.1. P¥iprava 5¢- azidoadenosinu

A. Piiprava z N® - benzoyladenosinu

Jedna z moznych pfiprav 5°-azidoadenosinu (5°-AA) VI popsanych v literatute
spociva v pouziti komerén& dostupného N° — benzoyladenosin 1, ktery byl
transformovan s 2,2 — dimethoxypropanem a acetonem za katalyzy kyseliny sirové za
RT po dobu 30 minut na 2,3 — isopropyliden derivat 11.> Poté mesylaci mesyl chloridem
a naslednou reakci s azidem sodnym v DMF pii 60°C béhem 3 hodin se v dobrém
vytézku podatilo pfipravit derivat IV. Produkt 1V byl dale odchranén vodnym roztokem
kyseliny trifluorooctové na slouceninu V a nasledné¢ methoxidem sodnym na 5°-

azidoadenosin VI.
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Schéma 1. Syntéza 5¢ azidoadenosinu z N° - benzoyladenosinu.
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(i) 2,2 — dimethoxypropan, aceton, H,SOy, rt, 30 min; (ii) MsClI, pyridin, rt, 30 min; (iii)
NaN3z, DMF, 60°C, 3h; (iv) 50% aq CF3CO-H, rt, 1 h; (v) NaOMe, MeOH, rt, 24 h

B. Piiprava z adenosinu

5 — Azidoadenosin je popsan téz jako meziprodukt pro pfipravu

chloroethylamino — 5¢ — deoxyadenosinu.’

Pro jeho pfipravu byl pouzit komeréné dostupny adenosin VII, kde 2¢- a 3¢ —
hydroxylové skupiny byly selektivné odchranény v kvantitativnich vytéZzcich pomoci
ptislusného acetonidu VIII vzniklého reakci acetonu za katalyzy p-TsOH za RT po

dobu 1h. V dalsim kroku latka IX reagovala s potfebnym difenylfosforyl azidem
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(DPPA) a nasledn¢ s azidem sodnym a crownetherem 15 — crown — 5 pii 110°C 4

hodiny na pozadovany derivat IX.

Schéma 2. Syntéza 5° — azidoadenosinu z adenosinu.

fN\HZ NH, NH,
N

N N N

| ~N ~N
<N N/J Nf\/) </ f\/)
o]

N
HO . N NT N
! HO i, ii N3
— o —_— 0
OH OH o o ha
v X X
Vil IX

(i) Aceton,p — TsOH, rt, 1h; (ii) dppa, dbu, rt, 16h; (iii) NaNs, 15 — crown — 5,
110°C, 4h

Jinou metodou piipravy 5°-AA je Mitsunobova reakce. ® Vychozi 2¢, 3¢ -
isopropylidenadenosin VI reagoval s DPPA, trifenylfosfinem(PPhs),
dietylazodikarboxylatem (DEAD) s 73% vytéznosti na derivat 9 (Schéma 3).

Schéma 3. Syntéza 5° — azidoadenosinu z 2, 3°- isopropylidenadenosinu

NH2
&l 7l
LA AL
O —_— > O
(@) (@) (@) (@)

X X

VIII IX

(i) DPPA, PPhs, DEAD, THF, 36 h, 0°C
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Dalsi moznou piipravou 5°-AA z adenosinu je ptes 5°-chloro-5°-deoxy-2°,3¢-O-
sulfinyladenosin’ , kde tato latka dale reaguje s azidem sodnym v DMF tak, jak je

popsano v literatufe®.

Schéma 4. Piiprava 5°-AA pies chlorderivat

NH, NH, NH;
N N N N AN
N SN N
< ¢ <
N N/J N N/) N N/)
HO i Cl ii N3
(0] —_— 0] > e}
OH OH o.__O OH OH
S
VI l VI
O
X

(i) SOCl,, Py, CH3CN, 0°C; (ii) NaN3,DMF,80°C

3.1.2. Tvorba triazoli pomoci ‘‘click*¢ reakci

Jako prvni se reakci mezi alkyny a azidy zabyval americky chemik Sharpless.
Tyto reakce nazval jako “‘click‘’ reakce.® Tyto reakce se vyznacuji svou
stereospecifitou, modularitou, Sirokospektrym pouzitim, vysokou chemickou vytéznosti
a Vv nejlepsim piipadé bez jakychkoliv vedlejSich produktd. Dale tyto reakce musi
splilovat dvé dllezité podminky:-chemikalie, material a ¢inidla jsou snadno dostupna,
reakce bézi bez rozpoustédla nebo v rozpoustédlech, ktera jsou snadno odstranitelna a
produkt reakce je snadno izolovatelny a jeho Cisténi nevyzaduje pouZiti specialnich
technik, jako je napf. chromatografie, destilace, atd. Reakci je mozné provadét za
pomoci riznych katalyzatord. V piipad€ click reakci mezi azidy a acetyleny se
nejcasteji vyuziva méd’nych soli, které je mozné generovat in-situ napft. reakei siranu
meéd’natého s askorbatem sodnym. Méd'ny kation reaguje s danym alkynem za vzniku

komplexu, ktery dale reaguje s azidem za vzniku triazolového cyklu (Ob. 4).
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N
[L,CuJ R“—=——H

Obr. 4 Mechanismus “‘click‘* reakce s méd’natym katalyzatorem

http://www.namereactions.org/huisgen-13-dipolar-cycloaddition

Ptiprav derivatti adenosinu substituovanych triazolovym skeletem je popsano velice
malo. Jednim z ptikladt je derivat adenosinu nesouci triazol v poloze 2 purinového
skeletu. "® Vychozi latkou je 5'-O-[N-(salicyl)sulfamoyl]adenosine (Sal-AMS) XI a
jeho analog 2-Ph-Sal-AMS XI|I.

17
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Obr 5. Vychozi latka 5'-O-[N-(salicyl)sulfamoyl]adenosine (Sal-AMS) a jeho analog
2-Ph-Sal-AMS

Z azidoderivatu X1l pomoci click reakce za katalyzy Cu(OAc), a askorbatu sodného

s uréitym alkynem v metanolu vznikne triazolovy derivat XIV.

Schéma 5. Syntéza 2-triazol derivatu

NH, NH;
N D N X
OH O N H N
o\\’/ </ | /)\ 0 i O\/O </ | /)\
_S. N™ N7 TN g NN -R2
50 N">>0 B
0 i S) o N=N
® —_— ®
ENH  oH OH EtNH  OH OH
Xl XIV

R, = alkyl, aryl, heteroaryl

0

R> , Cu(OAc),, Na askorbat, MeOH

Obdobné reakéni podminky byly pouzity pro pfipravu triazolového derivatu
XVIN®  Syntéza vychazi z 2-jodo-N°-methyladenosinu, ktery byl pfipraven
z prislusného 6-chlor-2-jodo-tetraacetylribosidu XV reakci 2M CH3NH, v THF a
nasledné podroben reakci azidem sodnym ve smési H,O/BUOH 1:1 za vzniku 2-azido

derivatu v 66% vytézku. Struktura azido derivat byla ovéfena pomoci 'H a °C NMR
18



spektroskopie pfi¢emz se zjistilo, ze 17% tvofi jeho tautomericka tetrazolova forma
(spontanni cyklizace). Azido/tetrazolova tautomerie byla jiz popsana v &lanku * pro 2-
azidoadenosin. Azidoderivat XVII reaguje sriznymi alkyny v rozpoustédle
voda/butanol za katalyzy Cu®* soli a askorbatu sodného za laboratorni teploty 4 dny

S 40% vytéznosti.
Schéma 6. Syntéza 1,2,3-triazol-1-yl analog N°- methyladenosinu

\

Cl \NH NH
N NN NN
</f & O
N N/)\I <N N/)\ N N/)\Ng

. HO
o ! o) o

_—
OAc OAc OH OH OH OH
XV XVI

! ) HO
Il
v

AcO

XVl
XVIllaR=H

N
NH
N A XVIIl b R= ethyl
¢ N XVIII ¢ R= butyl
N N/)\N’N\ XVIIl d R= 2-dyroxyethyl
"N XVIII e R= dimethylaminomethyl
\<< XVIII f R= phenyl
R VIl R &-proposypheny
= 4-propoxypheny
OH OH XVIIIi R=benzyl
XV XVIIl j R= cyklopentylmethyl
XVIII k R= cyklohexylmethyl

 » (0]

(i) 2 M CH3NH,, THF, 2 dny; (ii) CuSO,4 - 5H,0, askorbat sodny, L-prolin,
Na,COj3, NaN3,voda/butanol 1:1, 60°C; (iii) CuSO, - 5H,0, askorbat sodny,
alkyn, H,O/BUOH 3:1, RT, 4 dny

Dalsi popsanou metodou je vznik triazolového cyklu v poloze 2°. SAutoii vychazeji
z vidarabinu XIX. 3°,5‘-diprotekci vidarabinu s tetraisopropylsiloxovou skupinou a
naslednou 2°-O-triflaci CF3SO,Cl a nukleofilni substituci azidem sodnym vznikne 2°-
azidoderivat XX. 2¢-azidoderivat dale reagoval za laboratorni teploty S riznymi alkyny
Vv 50% vodnym roztoku t-BuOH za katalyzy askorbatu sodného a CuSO4 na 2°-

triazolderivat. Deprotekce siloxanovych skupin byla provedena pies noc pouzitim
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fluoridu amonného a metanolu. Izolace produkti byla provedena pomoci flash

chromatografie v dobrych vytézcich (Schéma 7).

Schéma 7. Syntéza 2°-([1,2,3]triazol-1-yl)-2‘-deoxyadenosin derivatu

NH, NH, NH,
N N
N X N
¢ ) ¢TI N ¢ 1)
N" N7 N~ »
HO N O N \(o N N
> i, i, i }?‘ O - },Si 0
. o o
OH \’/S"O N3 W/Si-o N,N
XIX XX >> Nl
R
XXI
NH,
N— XN Yield
¢ J XXla: R=Ph
N~ >N XXIb: R=MeC(O) XXla: 65%  XXIla: 84%
HO XXlc: R=MeC(CH,) XXI'b: 65% XXl b: 81%
v o) XX d: R= EtC(O)OCH, XXlc: 61% XXl c: 79%
> R XXId: 70%  XXIl d: 81%
XXl e: R= Chz-NHCH, s Lo
OH N Xl Re HOCH XXl e: 68% XXl e: 98%
N l : 2 XXIf: 62%  XXIIf: 87%
N~ R XXlg:  R=Me(CHy)s XXl g: 65%  XXIl g: 95%
XXI'h:  R=EtOC(O) XXl h: 67%  XXIl h: 86%
XXII XXli:  R= MeC(0O)OCH, XXIi: 69%  XXIli: 84%

(i) TIPDS-Cl, , pyridine, RT, 4 h; (ii) CFsSO,Cl, DMAP, DCM, 0°C, 1 h; (iii) NaN3,
DMF, RT, 5 h; (iv) 0.1 eq askorbat sodny, 0.01 eq CuSQOy4, 50% roztok t-BuOH, RT,

12h; (v) NH4F, MeOH, RT, ON.

3.1.3. Biologicka aktivita modifikovanych nukleotidii adenosinu

Riizné modifikace na cukerné slozce adenosinu vykazuji biologické vlastnosti

vétSinou spojené s inhibici uréitych enzymi. Tyto inhibice mohou zabranit replikaci

viru nebo mize dochazet ke zni¢eni napadenych hostitelskych bunck.
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3.1.3.1. Antiviroticka aktivita 5°-azidoadenosinu

5¢ — azido derivat byl syntetizovan vedle 5° — ureido a 5° — amino derivatd jako
dalsi mozny inhibitor S — adenosylhomocystein hydrolazy (SAH).! SAH se hromadi
uvnitf buniky, kde dochazi k inhibici trasmethylace S-—adenosylmethioninu (SAM)
dependentni methyltransferazou. Jako potencialni inhibitor byl vyzkouSen 5 — amino
derivat fluoro — neplanocinu A (Obr. 6), kde se 5° — amino skupina ukazala jako
uctyhodnym donorem vodikovych vazeb v aktivnim misté¢ SAH. Tudiz byly navrZzeny

dalsi obmény samotného adenosinu na uhliku 5°.

OH OH

Obr. 6 5‘-aminofluoro-neplanocinu A

SAH inhibi¢ni u¢inek 5°-azido-, 5°-amino- a 5°-ureido- (Obr.7) derivatu byl zjistén
pouzitim rekombinacni lidské placentalni SAH, ktera byla ziskana z E. coli JM109
s obsahem pPROKcd20 plasmidu. Ackoliv 5°‘-azidoderivat nemtize byt donorem
vodikovych vazeb, mohl by slouzit jako jejich akceptor navazanim v aktivnim misté
S postranim fetézcem hydroxylové skupiny Thr157. Timto zplsobem je dosaZeno

vyznamné enzymatické inhibi¢ni aktivity (ICso = 28,94 uM).

NH, NH, NH;
N BN N BN N BN
N N N
</N | /J o) </N | /J </N | /J
H,N N H N/lk N N3 N
o 2 N o o
OH OH OH OH OH OH

Obr. 7 5°-aminoadenosin, 5¢-ureidoadenosin, 5¢-azidoadenosin
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3.1.3.2. Antiviroticka aktivita triazol adenosinu

Rozsahle  byly studovany  substituce na  slouceninach  5'-O-[N-
(salicyl)sulfamoyl]adenosine (Sal-AMS) XI a jeho analoga 2-Ph-Sal-AMS XII s cilem
najit nova antituberkuloticka 1é¢iva.’ Zajimavé je, ze modifikace C2 purinu 4-
substituovanymi triazoly vede k submikromolarni az mikromolarni antituberkulotické
aktivite¢ (MClgg). Takovéto slouceniny vykazuji inhibiéni konstantu adenyla¢niho

enzymu (K*P) v fadu subnanomolarnich hodnot.

N°-substituované 2-(1,2,3-triazolyl)-adenosin analoga XVII1 pfedstavuji novou t¥idu
vysoce potencialnich a selektivnich nukleosidovych bazi AzAR antagonisti, c¢astecnych
agonistd a agonistii. °Adenosin receptory (AR) jsou G-protein vézané receptory a
skladaji se ze Ctyt podtypu klasifikovanych jako Az, AA, AzB, a As. AsAR je posledni

identifikovany receptor.

2-azido prekurzory vykazuji vysokou vazebnou afinitu k AsAR a malou selektivitu ve
srovnani s AjAR. 1,2,3-triazol-1-yl derivaty ziskané 1,3-dipolarni cykloadici z azidu s
acetylenem, butynem a hexynem (derivaty XVIlla-c, Schéma 6) vykazuji vysokou
afinitu k AsAR a zvysenou selektivitu. Aromatické triazoly X maji podobné hodnoty a
dokonce i wvétsi selektivitu. Dusikaté nebo kyslikaté substituenty na pozici 4
triazolového kruhu (derivaty 18d,e,9,h, Schéma 6) vykazuji snizenou AzAR afinitu.
Mezi zkoumanymi analogy, 4-cyclopentylmethyl derivat vystavoval nejvyssi afinitu
KAsAR a 260 nasobné vyssi selektivitu ve srovnani sA;AR. Vyménou
cyklopentylaminového kruhu fenylem nebo cyklohexylem byla nepfiznivé ovlivnéna
AsAR afinita.

3.2. 5 —Triazol uridin

3. 2. 1. Priprava 5¢-azidouridinu

Pfiprava 5°-azidouridinu (5°-AU) vychazi z 2°,3°-isopropyliden — uridinu 23,
jehoz  hydroxyskupina Vv poloze 5° reaguje Vv p-toluensulfonyl esteru sp-
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toluensulfonylchloridem za katalyzy pyridinem. Naslednou nukleofilni substituci

azidem sodny vznika s vysokou vyt&znosti azidovy intermediat XXV.'°

Schéma 8. Priprava 5°-azidouridinu z 2°,3‘-isopropyliden-uridinu

(i) TsCl, pyridin, 40°C, 3h; (ii) NaNs, DMF, 50°C, 16h

Literatura popisuje velice podobnou metodu vychazejici ptimo z uridinu XXVI, ktery
je zde protekovan acetonem za vzniku ketalu XXV a ten je dale pfeveden pomoci TsCI
za laboratorni teploty na tosylderivat XXIV. Tento intermediat reaguje s NaN; v DMF
tentokrat pii 80°C za vzniku azidoderivatu XXV, ktery je odchranén pouzitim 90%
vodnym roztokem trifluorooctové kyseliny.'* K pripravé azidoderivéatu lze pouZit i jiné

azidy, napt. LiNs. 12

Schéma 9. Priprava 5°-AU pouzitim TsCl

o) o] o
NH NH NH
(. (. (,
N’go N/&O NAO
HO : RO i ( XX R=H i N3
0 — ' . 0 XXIVR=Ts ————> o
0._0
OH OH o><o o <

XXVI f‘\NH XXV
N’go
N3 .
(o) \"

OH OH
XXVII

23



(i) aceton, H,SOy, rt; (ii) TsCl, Py, rt, 91%; (iii) NaN3, DMF, 80°C; (iv)
CF;CO5H/H-0, 9:1, rt

K ptipravé 5¢-AU se mimojiné pouziva Mitsunobu reakce.'® Tento zptisob p¥ipravy
vyuziva jako vychozi latku 2°,3°- isopropylidenuridin XXIII, ktera spolu s 1,5 ekv.
DPPA a 1 ekv. DBU byla suspendovana ve 2 ml 1,4-dioxanu. Roztok byl michan za
laboratorni teploty ptfes noc. Poté byl pfidan NaN3 a 15-crown-5 éter. Tato suspenze
byla dale michana pfi 80°C pies noc za vzniku olejovité latky. Autofi latku izolovali
pomoci kolonové chromatografie s gradientovym systémem (z 1:1 hexan/ethyl acetat do

1:5 ethanol/ethyl acetat).

Schéma 10. Piiprava 5°-AU Mitsunobu reakci

NH NH
fj\ | f‘\NH
N /go N /go N /go

HO thOg(O)PO N3

O i S o i :o:

—_—
OXO OXO o><o
XXIII XXVIII XXV

(i) DPPA,DBU, p-dioxan, 80°C, ON; (ii) NaNs, 15-crown-5 éter, RT, ON

Azidouridin  lze pfipravit 1 pres S5°‘-halogenderivaty. Tyto intermediaty byly
pripraveny se vSemi halogeny. Chlor, jod, brom reaguji vétSinou ve vysokych vytézcich
s pouzitim levnych chemikalii. Chlorderivat byl pfipraven rozpusténim 2°¢,3°-O-
isopropylidenuridinu v DMF s pouzitim PPh; jako baze s pridavkem CCl, (94%)™* nebo
s piidavkem N-chlorosuccinimidu (89%)."> Autofi tohoto &lanku timto postupem
ptipravili bromderivat (79%) pouzitim bromosuccinimidu i jodderivat (67%) pouzitim
jodosuccinimidu. Fluoroderivat je publikovan ve vice ¢lancich, ale postup je v podstaté
vzdy stejny. Opét jako vychozi latka byl pouzit 2°,3°-O-isopropylidenuridin, ktery
v roztoku heptanu za plsobeni mikrovinného zatreni zreagoval béhem 10 min s N,N-
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diethyl-a,a-difluoro- (m-methylbenzyl)aminem na fluoroderivat v 55% vyt&zku.'**®

Hlavnim reagentem pro piipravu jodderivatu byl methyltriphenoxyphosphonium jodid,
ktery reagoval s 2¢,3°-O-isopropylidenuridinem v DMF. Po 15 minutich byl pfidan
metanol, kdy poté vznika Cisty 5°-deoxy-5°-jodo-2¢,3‘-O-isopropylidenuridin, ktery byl

. . L sy 19
isolovan v 96,5% vytézku.

3.2.2. Priprava 5¢- triazoluridinu

Piiprava 5°-triazoluridinu je popsana pouzitim ‘‘click‘‘ reakce 5°-AU
s propargyl derivaty fenolu a propargyl derivaty kyselin za katalyzy CuSO4 - 5H,0 a
askorbatu sodného.’ Vse bylo rozpusténo ve smési rozpoustédel t-BuOH/voda a

reagovano piti 28°C.

Schéma 11. Syntéza aryl esteru 1,2,3-triazolyl uridinu

(0] O
fj\ﬁ ArO% fj\/'i"
. NS0 NN N"~0
O ArO i o
k 7‘ + /\\\ = i 7
XXV XXIX XXX

(i) CuSO, - 5H,0, askorbat sodny, t-BuOH/H,0 , 28°C
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Schéma 12. Syntéza aryl etheru 1,2,3-triazolyl uridinu

o 0
B R S
N~ 0 N\\ N~ 0
N3 . \N/N
0o RCOON i _ O
+ AN >
O5° O>C
XXV XXXI XXXII

(i) CuSO, - SH,0, askorbat sodny, t-BuOH/H,0 , 28°C

Literatura dale popisuje vznik triazolového skeletu reakci mezi 5°-azido uridinu
s propargyl glykosidy.'* Ekvimolarni mnozstvi propargyl glykosidu XXXII1 s 5‘-azido
uridinem XXVII se necha michat ve smési 1:1 t-BuOH/H,0 katalyzou 1mol% CuSOy -
5H,0 a 10 mol% askorbatu sodného po dobu 8-24 hodin za vzniku glyco-triazolu
XXXV ve velmi dobrych vytézcich (Schéma 13).

Schéma 13. Piiprava 5°-triazoluridinu z propargyl nukleosidu

0] R1 .OH
fl\NH Ry Q o
(o}
R H
N/go 1.OH Rso f‘\NH
N3 O . ﬁ\\
o . R, i = o
o) N.
W NN
OH OH R 7 0
30\//
XXVII XXX OH OH

(i) CuSO4- 5H,0, askorbat sodny, t-BuOH/H,0 1:1, RT
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3.2.3. Biologicka aktivita 5¢-triazoluridinu

1,2,3 — triazolova jednotka mize byt pouzita jako nahrada za peptidovou vazbu.
20 Tyto triazoly maji stérické a elektronické vlastnosti podobné jako v peptidové vazbé.
1,2,3-Triazolové jadro vykazuje biologické vlastnosti diky silné interakci vodikovych
vazeb k dusikovym atomim a jejich velkému dipdlovému momentu. Pfiprava 1,2,3-
triazolu je reakci substituovaného azidu s derivaty alkyni za pfitomnosti Cu(l)
katalyzatoru pouzitim “‘click‘‘ chemie, ktera ma uplatnéni v biomedicinském vyzkumu,

kombinatorialni chemii a DNA vyzkumu.

Popsana byla syntéza 1,2,3-triazol derivatd uridinu ‘‘click® reakci mezi 5°-
azidouridinem a propargyl estery nebo propargyl ethery. Vysledné derivaty triazolu
byly testovany na fungalni aktivitu vedle nikkomycinu a fluconazolu proti C.
neoformans, C. albicans a C. neoformans. Aryl ethery 1,2,3 — triazolyl navazané na
uridinu méli vyssi aktivitu nez nikkomycin a fluconazol. Aktivity aryl esteri 1,2,3-
triazolyl uridinu byly srovnatelné s nikkomycinem a fluconazolem. Dale tyto latky byly

testovany na inhibici chitin syntasy. Slouceniny inhibuji chitin syntasu od 60-95%.
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4. Vysledky a diskuze

4.1. Priprava vychoziho 5¢ — azidoadenosinu

Vychozi latkou pro navrzenou syntézu adenosinu nesouciho triazol v poloze 5°
byl 5° — azidoadenosin, ktery mél byt piipraven z komeréné dostupného adenosinu 1.
Prvnim krokem syntézy je konverze tohoto adenosinu na 2°, 3°—isopropylidenadenosin

2. Pro pteménu 5°-hydroxyskupiny na azid 3 jsme chtéli vyuzit Mitsunobu reakce.

Literatura popisuje vice reakci k vyrobé meziproduktu 2°, 3 — isopropylidenadenosinu
2. Z divodu dostupnosti chemikalii, jednoduchosti a ekonomické zatézi reakce byla
vybrana reakce, kde adenosin byl rozpustén v acetonu za katalyzy p — TSOH po dobu
1,5 hod za laboratorni teploty (Schéma 14). Tato reakce probihala naprosto bez

problémi a piecisténim kapalinovou chromatografii jsme ziskali produkt s vytézkem
97%.

Schéma 14. Ptiprava 2°, 3°-isopropylidenadenosinu

NH, NH;
N N N N
7 N 4 | N
<N IN/J <N e
HO : HO
:o: : . o
OH OH ¢]

(i) Aceton, p-TsOH, 1,5h, RT

Pro ptipravu 5°-AA jsme nejprve zvolili reakci derivatu 2 na mesylat ¢i tosylat 4 s

naslednou substituci sulfonové skupiny azidem sodnym (Schema 15).
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Schéma 15. Syntéza 5°-AA z 2°,3*-isopropylidenadenosinu pies tosylat ¢i mesylat

NH, NH, NH,
N ~N N A N A
2 N N
S ¢ ¢ J

X =Ts-, Ms-

(i) Pyridin, TsCI(MsCI); (ii) NaN3,DMF

Pti prvnim kroku reakce, kde jsme predpokladali vedle mesylace pozadované
hydroxyskupiny v poloze 5° rovnéz mesylaci na aminoskupiné v poloze 6 doslo
k eliminaci vody za vzniku dvojné vazby mezi uhlikem 5 a 4° za vzniku derivatu 6

(Schéma 16). Tato sloucenina byla ovéfena na LC/MS.

Schéma 16. Piiprava slouceniny 6.

INH2 NH;
</N|\JN O ON
NN P

HO N . NT N
o —I> | O
o_ O

o_ O
X
6

(i) MsCl,pyridin,rt, 72 h; (ii) TsCl, pyridin,rt, 2 h
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Spektra ukdzali, ze je latka velice zneciSténa, jak bylo predpokladano diky vysokym

vytézkiim. Prozatim jeji ¢iSténi jsme pozastavili a vénovali se dalSim slou¢eninam.

Jako alternativni metodu jsme pouZili tosylaci derivatu 2 popsanou V literatuie” za
pomoci tosylchloridu. Tento zptisob piipravy popisuje reakci pii laboratorni teploté
nebo pii -20°C. Byly vyzkouSeny oba zpusoby, ale oba byly netspésné. Produktem
syntézy provadéné za laboratorni teploty byl opét produkt eliminace 6 (Schéma 16),
syntéza provadéna pii -20°C poskytla zpét pouze vychozi latku.

Dal§i vyzkouSenou metodou byla halogenace adenosinu thionylchloridem®”.
Suspenze adenosinu 1 s acetonitrilem byla chlazena v ledové lazni pii 0°C a poté byl
pfidan thionylchlorid s pyridinem a smés byla michana pii 0°C 3 hodiny. Nasledn¢ byla
smés odstavena a dale michana pfi laboratorni teploté pies noc. Vysledkem nebyl podle
LC/MS popsany 5°-chloro-5°-deoxy-2°,3-O-sulfinyladenosin, ale pouze nezreagovana

vychozi latka.

Dale jsme provedli halogenaci jodem 2°, 3°-isopropylidenadenosinu 2 na piislusny
jodderivat v poloze 5% Intermediat 2 byl rozpustén spolu s PPhs, I, a imidazolem
(baze) v suchém THF a michan tyden za laboratorni teploty. Pomoci LC/MS jsme

zjistili, Ze v roztoku se nachéazi pouze nezregovana latka.

Schéma 17. Ptiprava jodderivatu

NH, NH,
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(i) PPhs, imidazol, I, THF, RT
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Dal8imi moznymi postupy k piipravé 5° — azidoadenosinu se budeme zabyvat v blizké

budoucnosti.

4.2. Priprava 5¢-azidouridinu

Pro ptipravu 5°-azidouridinu jsme se pokusili vyuzit pfemény pfislusnych 5¢-halogen ¢i

5¢-tosylderivati.

Jako vychozi latku jsme pouzili uridin 8, ktery byl v polohach 2¢ a 3° preveden na ketal
dle postupu z literatury. Uridin se rozpustil v acetonu a za katalyzy H,SO;, se tato smés
nechala michat po dobu 3,5 hodiny v atmosféte argonu za RT. Poté byl roztok
zneutralizovan pfidavkem pyridinu, odpafen, promyt metanolem a opét odpafen do
sucha. Produkt byl pfecistén jednoduchou kolonovou chromatografii, kde mobilni fazi
byla smés DCM/MeOH 12:1. Reakce probéhla ve velmi vyborném vytézku 93%
(Schéma 18).

Schéma 18. Ptiprava 2°,3-isopropylidenuridinu.

o 0
fJ\NH fj\NH
NAO NAO
HO i HO
0] > (0]
OH OH 0.0
8 o
9

(i) Aceton, H,SOy, Py, 3.5 hod, RT

Tento intermediat dale reagoval s TSCI v pyridinu, ktery slouzi jako rozpoustédlo i jako
baze. Reakce probihala 3 hod za RT. Produkt byl odpafen, lyofilizovan a nasledné
pfimo konvertovan s azidem sodnym v DMF na 5°‘-azidouridin 11 po dobu 2 hodin pfi
80°C (Schéma 19).
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Schéma 19. Priprava 5°-azidouridinu pfes tosylderivat.

0 0 0
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fJ\NH f‘\NH fk
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(i) TsCl, Py, 3 hod, RT; (ii) NaN3, DMF, 80°C, 2 hod

Ackoliv podle LC/MS 1 podle NMR tato reakce probihd, vytézky a Cistota surového

produktu byly pfili§ malé. Proto jsme vyzkouseli dal$i metodu pfipravy 5°-azidouridinu.

Dalsi metodou, kterou jsme zvolili byla piiprava a nasledna pfeména jododerivatu 12.
Pro jeho pripravu jsme zvolili halogenaci jodem v poloze 5¢ uridinu.?? Nejprve byl
ptipraven intermediat 2°,3°- isopropylidenuridin 2, ktery byl nasledné rozpustén spolu
s PPhs, I, imidazolem (baze) v suchém THF a michan 1 hod za laboratorni teploty.
Reakce se projevila odbarvenim roztoku. Dale byla tato smés odpafena za vzniku
medovité latky, ktera byla preciSténa pomoci kolonové chromatografie na silikagelovém
nosic¢i vV mobilni fazi tol/AcN 5:2. Timto zplsobem byla ziskana cista latka 12 ve
vytézku 60 %. Cisty jodderivat byl rozpustén v DMF a ptidanim NaN3 michan pii 90°C
po dobu 24 hod. Produkt byl lyofilizovan, poté ptecistén pomoci HPLC. Struktura a
Cistota latky byla ovéfena pomoci MNR.
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Schéma 20. Piiprava 5°-AU pies jodderivat.
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(i) PPhs, imidazol, I, THF, 1 hod, RT; (ii) NaN3, DMF, 90°C, 24 hod

4. 3. Priprava 5¢-triazoluridinu

Ptipraveny azidoderivat 11 byl vyuzit pro pfipravu triazolovych derivatl za pomoci
katalyzovanych click reakci pomoci postupu uvedeného v literatute. > Tyto reakce byly
provadény za pouziti ¢tyf riznych acetylend a to fenylacetylen, cyklopentylacetylen, 4-
tert-butylfenylacetylen, 2-ethynylbenzaldehyd.

Reakce byla provadéna suspendovanim 5°-azidouridinu ve smési isopropanol/voda 1:1,
ktery dale reagoval s jednotlivymi alkyny za katalyzy askorbatu sodného a CuSO4-5H,0
pfi 40°C po dobu 2 hodin. Produkt jsme izolovali odpafenim, naslednym
suspendovanim ve vod¢ a odfiltrovanim. Vytézky se pohybovali od 33-46%.
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Schéma 21. Piiprava 5°-(4-substituovany-1,2,3-triazol-1-yl)-uridin

0 o) o)
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a: R =fenylacetylen

b: R = cyklopentylacetylen

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

(i) Askorbat sodny, CuSO,4-5H,0, isopropanol/voda 1:1, 40°C, 2 hod

Vznik a ¢istota vSech triazolovych derivata 13 a-d byla ur¢ena pomoci LC/MS. Produkt
13d byl znecistén neznamou latkou, proto jsme ho piecistili pies HPLC. Ostatni

produkty vznikaly jako ¢isté latky.

Velmi zajimavy fakt na vzniku triazolovych derivati je skutec¢nost, Ze vznikd pouze
jeden regioisomer, coZ je potvrzeno jak pomoci LC tak i pomoci NMR. Vyjimku tvofi
pouze derivat 13d, ktery podle NMR spekter pravdépodobné obsahuje oba dva isomery
plus tfeti neznamou latku, ktera ziejmé vznikla rozkladem ptivodniho derivatu 13d. Pro
uréeni struktury konkrétniho regioisomeru budou nasledné pouZzity pokrocilejsi NMR

experimenty.

Pro ovéfeni, zda takto provadéné reakce spliuji podminku click reakci, byla zvolena
jednoduchéd metoda izolace a namétena NMR spektra surovych produkti. Ukazalo se,
Ze tyto jsou znec€iStény vychozimi acetyleny. Proto bude nutné dale podminky reakce

jeste modifikovat.
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5 Experimentalni Cast

5.1. Metody

Teploty tani byly méfeny na Boetiove bloku a nejsou korigovany. Méteni NMR spekter
bylo provedeno v roztoku DMSO — d6 na Brucker AMX-300 spektrometru (300 MHz) s
vnitinim standardem TMS. Hodnoty chemického posunu jsou udany v ppm jednotkach,
interakéni konstanty v Hz. Mé¢éfeni 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 vyuZzitim 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, 12 nm. TLC
chromatografie byla provadéna na hlinikovych deskach pokrytych silikagelem 60 F254
znacky Merck.

5.2. Pripravy
5¢-(4-fenyl-1,2,3-triazol-1-yl)-2¢,3¢-isopropylidenuridin (13 a)

5¢-azidouridin? (0.0962 g, 0.31 mmol) byl suspendovén ve smési isopropanol/voda 1:1
(3.33 ml). K suspenzi byl ptfidan askorbat sodny (0.0292 g, 0.15 mmol), CuSO4-5H,0
(0.0166 g, 0.066 mmol), fenylacetylen (0.083 ml, 0.76 mmol) a vSe bylo michano pti
40°C po dobu 2 hod. Produkt byl odpaien, suspendovan ve vod¢, zfiltrovan a ususen

pod lampou. Vytézek 0.0417 g (33%). M.p. 172,3-174,4 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 1.28 (br. s., 3 H) 1.47 (br. s., 3 H) 4.43 (br. s., 1
H) 4.59 - 4.84 (m, 2 H) 4.91 (br. s., 1 H) 5.14 (d, J=5.12 Hz, 1 H) 5.60 (d, J=6.22 Hz, 1
H) 5.78 (br. s., 1 H) 7.33 (d, J=6.40 Hz, 2 H) 7.43 (t, J=6.68 Hz, 4 H) 7.61 (d, J=6.77
Hz, 1 H) 7.69 (d, J=6.95 Hz, 1 H) 7.83 (d, J=6.59 Hz, 3 H) 8.61 (br. s., 1 H) 11.49 (br.
s., 1 H). MS m/z pro CH21NsO0s: 411,41, nalezeno 411.95 [M+1]".
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5¢-(4-cyklopentyl-1,2,3-triazol-1-yl)-2¢,3¢-isopropylidenuridin (13 b)

5¢-azidouridin® (0.1 g, 0.32 mmol) byl suspendovan ve smési isopropanol/voda 1:1
(3.33 ml). K suspenzi byl piidan askorbat sodny (0.03 g, 0.15 mmol), CuSO4-5H,0
(0.0162 g, 0.066 mmol), cyklopentylacetylen (0.086 ml, 0.74 mmol) a v§e bylo michano
pii 40°C po dobu 2 hod. Produkt byl odpaien, suspendovan ve vodé¢, zfiltrovan a ususen

pod lampou. Vytézek 0.0432 g (33%). M.p. 144,9 -149,3°C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 1.28 (s, 4 H) 1.38 - 1.76 (m, 11 H) 1.85 - 2.05
(m, 2 H) 3.07 (br. s., 1 H) 4.37 (d, J=2.74 Hz, 1 H) 4.50 - 4.74 (m, 2 H) 4.81 - 4.91 (m,
1 H) 5.10 (d, J=5.85 Hz, 1 H) 5.62 (d, J=7.50 Hz, 1 H) 5.77 (s, 1 H) 7.64 (d, J=7.87 Hz,
1H)7.82-7.99 (m, 1H) 11.47 (br.s., 1 H). MS m/z pro C19H25Ns0s: 403,43, nalezeno
403,98 [M+1]".

5¢-(4-(4-tertbutylfenyl)-1,2,3-triazol-1-yl)-2¢,3¢-isopropylidenuridin (13 c)

5¢-azidouridin® (0.104 g, 0.34 mmol) byl suspendovéan ve smési isopropanol/voda 1:1
(3.33 ml). K suspenzi byl piidan askorbat sodny (0.03 g, 0.15 mmol), CuSO,4-5H,0
(0.0166 g, 0.066 mmol), 4-tert-butylfenylacetylen (0.135 ml, 0.75 mmol) a vse bylo
michano pti 40°C po dobu 2 hod. Produkt byl odpaten, suspendovan ve vodg, zfiltrovan
a ususen pod lampou. Vytézek 0.0715 g (46%). M.p. 72,3-75.4 °C.

IH NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 1.19 - 1.38 (m, 52 H) 1.48 (s, 8 H) 4.09 (s, 1 H)
4.38 - 450 (m, 2 H) 4.61 - 4.84 (m, 4 H) 4.88 - 4.96 (m, 2 H) 5.15 (d, J=5.85 Hz, 2 H)
5.57 - 5.67 (m, 2 H) 5.80 (s, 2 H) 7.40 (s, 4 H) 7.46 (d, J=8.05 Hz, 4 H) 7.52 (s, 1 H)
7.64-7.80 (m, 3 H) 8.56 (s, 1 H) 11.49 (br. s., 1 H). MS m/z pro CoHasNsOs: 467,52,
nalezeno 468,09 [M+1]".
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5¢-(4-(2-benzaldehyd)-1,2,3-triazol-1-yl)-2¢,3¢-isopropylidenuridin (13 d)

5¢-azidouridin® (0.060 g, 0.19 mmol) byl suspendovan ve smési isopropanol/voda 1:1.
K suspenzi byl pfidan askorbat sodny (0.0175 g, 0.088 mmol), CuSO,4-5H,0 (0.010 g,
0.04 mmol), 2-ethynylbenzaldehyd (0.0258 g, 0.2 mmol) a vSe bylo michano pti 40°C
po dobu 2 hod. Produkt byl odpafen, suspendovan ve vod¢, zfiltrovan a usuSen pod

lampou. Vytézek 0.0385 g (45%). M.p. 82.1-85°C.

'"H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 8 ppm 1.17 - 1.33 (m, 4 H) 1.38 - 1.54 (m, 4 H) 4.36 -
452 (m, 1 H) 4.66 - 4.88 (m, 2 H) 4.89 - 4.98 (m, 1 H) 5.07 - 5.18 (m, 1 H) 5.53 - 5.66
(m,1H)5.77 (br.s., 1 H) 7.32-7.43 (m, 1 H) 7.43 - 7.46 (m, 1 H) 7.47 - 7.49 (m, 1 H)
7.49-752(m,1H)7.53-759 (m,1H)7.65(d, J=4.39 Hz,2H) 7.71 - 7.74 (m, 1 H)
7.99-8.09 (m, 1 H) 8.45-8.53 (m, 1 H) 8.56 - 8.60 (m, 1 H) 9.01 - 9.09 (m, 1 H).MS
m/z pro C1H,1N506: 439,42, nalezeno 439,92 [M+1]".
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6 Zavér

Cilem bakalafské prace bylo ovétit a pripravit pomoci click reakci 5°-

azidoderivaty adenosinu a uridinu jako prekurzory pro vznik derivati triazold.

Na uvod ptedlozené bakalarské prace jsem se vénovala reSerzi, ktera shrnuje
znamé piipravy azidoderivati a triazolli nasich zkoumanych nukleosidi. Reserze se
dale zaméfuje na biologickou aktivitu zminénych latek. Adenosinové derivaty se podle

literatury jevi jako latky s Sirokym rozsahem biologické aktivity.

Experimentalni ¢ast vedla v prvni fadé k pfeméneé komercné dostupného
adenosinu ¢i uridinu na pfislusny 2°¢, 3°-isopropylidenderivat 2 a 9, kdy tyto reakce
bézely zcela bez problémi s velmi dobrymi vytézky. Takto chranény adenosin byl dale
podroben reakcim s tosylchloridem a thionylchloridem. Jak se ukdzalo, tak produktem
této reakce nebyl ptislusny tosylat ani 5°-chloroderivat, nybrz v zavislosti na reakénich
podminkéch produkt eliminace 6 ¢i vychozi latka, ackoliv literatura popisuje syntézy za
bezproblémové. Dalsi zkousenou metodou a opét netispésnou byla halogenace jodem za
pomoci trifenylfosfinu. V roztoku se nachazela pouze nezreagovana vychozi latka.

Dalsi ptipravou prekurzoru 5°-azidoadenosinu se budeme zabyvat v blizké budoucnosti.

Chranény uridin 9 byl pfeménén tosylchloridem za vzniku jen velmi malého mnozstvi
5’- tosyluridinu 10, tudiz jsme zvolili cestu ptes halogenderivat 12, ktery byl ptipraven
s dobrymi vytézky a ktery byl pfeveden na pozadovany 5°-azidouridin 11.

Na zavér této prace jsem se vénovala samotnym click reakcim mezi pfipravenym
azidem a acetyleny. Podafilo se pfipravit ¢tyii modelové triazoly, které byly ovéfeny na
LC/MS a na NMR. K feSeni zlstava otazka regioselektivity téchto reakci, stabilita a
ptipadné zptsob izolace vzniklych triazolti resp. Uprava reakénich podminek, tak aby

spliovaly poZadavky na click reakce.
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