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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva syntézou proléciv analogli nukleosidfosfonati
odvozenych od 6-fluor-3-hydroxypyrazin-2-karboxamidu (T-705) a 3-hydroxypyrazin-2-
karboxamidu (T-1105). Latky T-705 a T-1105 vystupuji jako inhibitory RNA polymerazy
chiipkového viru. Obé latky mimikuji pfirozené nukleobdze, takze jejich fluorované nukleosid

fosfonaty mohou byt také biologicky aktivni.

V ramci prace byly pfipraveny derivaty 2-deoxy-2-fluor-D-ribosy (2-FdR). Kviili
komplikacim béhem syntézy derivati 3-deoxy-3-fluor-D-ribosy (3-FdR) byly ptipraveny
derivaty 5-deoxy-5-fluor-D-xylosy (5-FdX). Syntéza vychazela z D-arabinosy (2-FdR) a D-
xylosy (3-FdR a 5-FdX). Po zavedeni vhodnych chranicich skupin byla provedena
deoxyfluorace. Nasledovalo selektivni odchrdnéni a vazba fosfonatu. Poté byly pfipraveny

nukleosidy silyl-Hilbert-Johnsonovou metodou a jejich bis-POM derivaty.

Kli¢ova slova: favipiravir (T-705), T-1105, proléc¢iva, fosfonaty, fluorované nukleosidy
Abstract

This thesis deals with the synthesis of prodrugs based on analogs of nucleoside
phosphonates derived from 6-fluoro-3-hydroxypyrazine-2-carboxamide (T-705) and 3-
hydroxypyrazine-2-carboxamide (T-1105). T-705 and T-1105 act as inhibitors of an influenza
RNA polymerase. Both compounds mimic naturally occurring nucleobases, so their fluorinated

nucleoside phosphonates could also be biologically active.

Derivatives of 2-deoxy-2-fluoro-D-ribose (2-FdR) were prepared in this work. Because
of complications during the syntthesis of 3-deoxy-3-fluoro-D-ribose (3-FdR) derivatives, 5-
deoxy-5-fluoro-D-xylose (5-FdX) derivatives were prepared instead. Deoxyfluorination was
done after incorporation of suitable protecting groups followed by selective deprotection and
phosphonate binding. Furthermore nucleosides were synthetised using silyl-Hilbert-Johnson

method and their bis-POM derivattives were also prepared.

Key words: favipiravir (T-705), T-1105, prodrugs, phosphonates, fluorinated nucleosides
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Pouzité zkratky

(-)ssRNA — jednovldknova RNA negativniho smyslu (Single Strand)
(+)ssRNA — jednovlaknova RNA pozitivniho smyslu

Ac — acetyl

BSA — N,O-bis(trimethylsilyl)acetamid
Bu — butyl

Bz — benzoyl

cRNA — komplementarni RNA (Complementary)
DAST — diethyl(trifluorsulfid)amin

DCE - 1,2-dichlorethan

DCM - dichlormethan

DIPEA — N,N-diisopropylethylamin

DMAP — N,N-dimethylaminopyridin

DMF — dimethylformamid

DMSO — dimethylsulfoxid

ESI — ionizace elektrosprejem (Electrospray lonization)
Et — ethyl

2-FdR — 2-deoxy-2-fluor-D-ribosa

3-FdR — 3-deoxy-3-fluor-D-ribosa

5-FdX — 5-deoxy-5-fluor-D-xylosa

HA — hemaglutinin

HEF — hemaglutinin-esteraza fizni protein

HGPTR — hypoxanthin-guanin fosforibosyltransferaza
HMDS — hexamethyldisilazan

HRMS — hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim (High Resolution Mass
Spektrometry)

konc. HCI — koncentrovana kyselina chlorovodikova (35%)
Me — methyl

mRNA — mediatorovda RNA

MS — hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)
NA — neuraminiddza

nBu — but-1-yl

NMP — N-methyl-2-pyrolidon



NMR - nuklearni magnetické rezonance

POM - pivaloyloxymethyl

Pr — prop-1-yl

RNP — komplex RNA dependentni RNA polymerazy s (-)ssRNA obalenou nukleoproteiny
RP silikagel — reversni silikagel (Reversed Phase)

RVO - rotacni vakuova odparka

sTr — supertrityl (tris(4-ferc-butylfenyl)methyl)

T-705 — 6-fluor-3-hydroxypyrazin-2-karboxamid

T-1105 — 3-hydroxypyrazin-2-karboxamid

TBAF — tetrabutylamonium fluorid

TBAI — tetrabutylamonium jodid

TBDPS — ferc-butyldifenylsilyl

t-Bu — terc-butyl

Tt — triflyl (trifluormethansulfonyl)

THF — tetrahydrofuran

TLC — chromatografie na tenké vrstvé (Thin Layer Chromatography)
UV — ultrafialové zéfeni

WHO — Svétova zdravotnické organizace (World Health Organization)



1. Uvod

Kazdy rok umiraji na celém svété statisice lidi na zdravotni komplikace zplisobené
chiipkovym onemocnénim. Neustale se zvySuje mnozstvi virovych kmena, které jsou imunni
vaci soucasnym lécivim. Stale jsou tedy vyvijeny nové léky, které by piekonaly virovou
rezistenci. Mezi né patii i favipiravir (T-705), ktery je jiz schvaleny v Japonsku pro 1écbu
komplikovanych chfipkovych onemocnéni, a jeho defluoro analog (T-1105).! Obé latky funguji
jako inhibitory virové polymerazy, ¢imz znemoznuji replikaci virové RNA. Pfi pouziti nizsi
davky 1é¢iva nemusi dojit k terminaci replikace, ale mize dojit k zalenéni metabolit téchto

latek do vznikajici RNA a tim zpiisobit mutaci viru.>*

Obé latky maji schopnost mimikovat pfirozené nukleobaze!, takZe je mozné piipravit
jejich nukleosidy a nukleotidy. Prvnim krokem biotransformace je fosforibosylace, kterd ovSem
probihd velmi pomalu, a proto je vhodné baze T-705/T-1105 podéavat rovnou ve formé
fosforibosylovaného nebo fosfonoribosylovaného proléciva.’ Zde je nutné pouzit skupiny, které
jsou snadno odbouratelné bunéénymi mechanismy napi. pivaloyloxymethyl (POM).® POM-
fosfondtova proléciva s bazi T-705/T-1105 by meéla byt schopna snadno proniknout skrz
bunécnou membranu pravé diky maskovani zépornych naboji na fosfonatu. Diky jiz
pritomnému fosfonatu v molekule odpada problematicky prvni krok biotransformace a latka
muze byt dvojnasobn¢ fosforylovana pomoci bunéénych kinas za vzniku biologicky aktivni
slou€eniny. Transformaci T-705/T-1105 na nukleosidové prolécivo by mélo dojit ke zvySeni

jejich biologické dostupnosti.



2. Cile prace
Cile m¢ diplomové prace byly nasledujici (obrazek 1):

I.  Syntéza derivati 2-deoxy-2-fluor- (2-FdR) a 3-deoxy-3-fluor-D-ribosy (3-FdR).
II.  Syntéza fluorovanych nukleosidii obsahujicich fosfonatovou skupinu a baze T-

705/T-1105.
III.  Syntéza proléciv s pivaloyloxymethylovou (POM) skupinou.

Ptipravené latky budou odeslany do védecké skupiny Lieve Naesens v KU Leuven

v Belgii na testovani jejich biologické aktivit vii¢i virim vcetné chiipky.
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Obrazek 1: Cilové slouc¢eniny



3. Prehled problematiky

3.1. Chripka

Na celém svété dochazi kazdy rok ke vzniku sezonnich chiipkovych onemocnéni, ktera
jsou zpusobena chiipkovym virem. Jedna se o (-)ssRNA (jednovldknovd RNA pozitivniho
smyslu) virus z eledi Orthomyxoviridae.” Onemocnéni se projevuje predevsim akutni infekci
dychaciho systému. Podle udajit WHO (Svétova zdravotnicka organizace) kazdy rok viru

podlehne 290 000 az 650 000 lidi.

Existuji 4 zékladni typy chiipkovych viri — A, B, C a D. Viry typu A piedstavuji nejveétsi
hrozbu pro lidi, protoze maji schopnost zptisobovat pandemie. Tyto viry jsou déale déleny do
subtypil podle kombinaci povrchovych proteinii hemaglutininu (HA) a neuraminidasy (NA).
Aktuélné existuje 18 riznych HA subtypt a 11 NA. Podle zdroje, ze kterého piivodné virus
pochazi, mizeme infekci klasifikovat jako napt. ptaci [A(H5N1) a A(HIN2)] nebo praseci
[A(HIN1) a A(H3N2)] chiipku. Subtyp A(HINT1) je zodpovédny za pandemii chiipky z roku
2009. Viry typu B se nedéli na subtypy, ale déli se podle rodokmenu. Momentalné se
vyskytujici viry patii do rodokmenu B/Yamagata nebo B/Victoria. Viry typu C se vyskytuji
ziidka a zptisobuji pouze mén¢ zavazné infekce. Viry typu D napadaji hlavné dobytek a zatim

neni znam jejich pienos na ¢lovéka.®?

3.1.1. Zivotni cyklus viru

Viry se mohou replikovat pouze v Zivé buiice.'® Zivotni cyklus chtipkového viru'!
(obrazek 2) za€ina rozpoznanim (navazdnim na) kyselinu N-acetylneuraminovou (kyselina
sialova), nachézejici se na povrchu buiiky, pomoci glykoproteinu hemaglutininu (HA, chiipka
A a B) nebo hemaglutinin-esterdza fuzniho proteinu (HEF, chiipka C). Navazany virion je
endocytovan do bunky. Kyselé prostiedi endozomu je dilezité pro rozbaleni viru, které mize
probéhnout dvéma zplsoby. Zaprvé, kyselé pH zpisobi konformacéni zménu HA, ¢imZ dojde
k odhaleni fuzniho peptidu, ktery zprosttedkuje spojeni virové obdlky s endozomalni
membranou. Tim dojde k otevieni péru, kterym se uvolni virové RNP (komplex RNA
dependentni RNA polymerazy s (-)ssRNA obalenou nukleoproteiny) do cytoplasmy hostitelské
buniky. Zadruhé, H" ionty prochazi dovnitf virové &astice pomoci M2 kanélu (protein
nachazejici se pouze u virti chiipky A). Acidifikaci vnitiniho prostiedi virionu dojde k poruseni
protein-proteinovych interakci virové obalky a tim k uvolnéni virové RNP do cytoplasmy.'?

Uvolnéné virové RNP jsou dopraveny bunéénymi mechanismy do jadra.
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Obrazek 2: Zivotni cyklus ch¥ipkového viru s vyznaenim mist zasahu nékterych 1é¢iv (pievzato z
literatury'? a upraveno).
V jadte nejprve dochézi k syntéze dvou druhlit RNA za pomoci RNA dependentni RNA
polymerazy a (-)ssRNA. Jednim druhem je medidtorovd RNA (mRNA), ktera slouZi jako
templat pro syntézu virovych proteinti a tim druhym je komplementarni RNA (cRNA), ktera

slouzi jako templat pro syntézu nové (-)ssRNA.!!

Z virové mRNA probiha syntéza virovych proteind na ribozomech do endoplasmatického

retikula. Vzniklé proteiny jsou transportovany k povrchu buriky pies Golgiho aparat.'!

Nasyntetizovand virova (-)ssRNA vytvoii RNP komplex s nukleoproteiny a RNA
dependentni RNA polymerazou. Komplex se spoji s nasyntetizovanymi proteiny a novy virus
zacne pucet z hostitelské buiiky. Vznikajici virus je obalen hostitelskou membranou s vlastnimi
proteiny NA, HA a M2. Nové vznikly virion je pfichycen k membrané hostitelské buiiky
interakci mezi HA a kyselinou N-acetylneuraminovou. Virionova Castice je pak uvolnéna

z povrchu buriky sialiddzovou aktivitou NA proteinu.'!
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3.1.2. Protichripkova léciva

Amantadin'* (obrazek 3) byl objeven v Sedesatych letech minulého stoleti jako prvni 1ék
na chtipku A néasledovany jeho derivatem rimantadinem'> (obrazek 3). Jedn4 se o inhibitory
M2 kanalu, které zabranuji pritoku H" iont dovniti virové ¢astice a tim vyliti obsahu virionu
do cytosolu hostitelské buniky. Od inhibitortt M2 kanalu se v posledni dobé upousti, protoze
velké mnozstvi virli chiipky A je vii€i nim rezistentni a viry chiipky B se témito latkami viibec
1é¢it nedaji.'®

H,N
NH, 2

Amantadin Rimantadin

Obrazek 3: Inhibitory M2 kanalu chripky A.

Inhibitory neuraminidazy tvoii dalsi skupinu protichfipkovych 1é¢iv. Tyto latky zabranuji
uvolnéni nove vzniklého virionu z hostitelské buniky tak, ze nasedaji do aktivniho mista enzymu
neuraminidazy. Tento enzym §tépi glykosidickou vazbu mezi kyselinou sialovou (obrazek 4) a
galaktosou na kterou je navazana, a tim dojde k uvolnéni virionu z membrany hostitelské
butiky.!® Mezi inhibitory neuraminidazy (obrazek 4) patii naptiklad zanamivir'” a oseltamivir'®,
ktery funguje jako prolécivo, u kterého v organismu dochazi k hydrolyze esteru a uvolnéni

aktivniho inhibitoru.

OH O 0]
/7, O O/,
HO/\;/' : oPH  HO H : o
HO
HNT ™ HN™
OH HN_ _NH NH
o) o] 2 o 2
NH
Kyselina sialova Zanamivir Oseltamivir

Obrazek 4: Kyselina sialova a inhibitory neuraminidazy.

Dalsi moznost inhibice chiipkového viru predstavuji latky, které cili na hemaglutinin.'

Jak bylo zminéno v kapitole 3.1.1., HA je zodpovédny za vstup viru do hostitelské buiiky a také
za uvolnéni obsahu virionu do cytosolu buitky. Umifenovir?® (obrazek 5) patii do skupiny

inhibitort HA a je schvélen pro pouziti v Rusku a Ciné pod komerénim nazvem Arbidol.
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Obrazek 5: Umifenovir (Arbidol).

Slibny cil antivirotik pfedstavuje virova polymeraza. Existuje jiz n¢kolik latek, které
inhibuji jeji funkci. Mezi tyto latky patii napiiklad ribavirin?! (obrazek 6), ktery se spise pouziva
pro 1é¢bu hepatitidy C (HCV)?, a 2'-deoxy-2'-fluorguanosin (FdG)** (obrazek 6). Velice
slibnou latkou je fluorovany derivat pyrazinu favipiravir (T-705)! (obrazek 6). Favipiravir byl
objeven (2000)** a schvalen (2014)*° v Japonsku, ale ve zbytku svéta jeho schvaleni brzdi
prokdzany mutagenni efekt na virovy genom.> Mimo jiné i proto je v hleda¢ku mnoha

vyzkumnych tymu v¢etné naseho.

o) 0
N N
N- N
W o W o N~ “NH, \[fj\NHz
b
N~ “OH

OH OH OH F

Ribavirin 2'-Deoxy-2'-fluorguanosin Favipiravir

Obrazek 6: Inhibitory virové polymerazy.

3.2. Nukleosidy

Nukleosidy jsou zdkladni stavebni jednotkou nukleovych kyselin, jejichZz vyznam
nespociva pouze v pienosu genetické informace, ale také se podili na mnoha regula¢nich
procesech v organismech. Proto byly a jsou jejich modifikace, za G¢elem ziskani derivatl pro

pouziti jako cytostatika, antivirotika nebo antibiotika, pfedmétem racionalniho navrhu 1é¢iv.?

Nukleosidy se skladaji z nukleobdze a D-ribdzy (v ptipadé RNA) nebo 2-deoxy-D-ribdzy
(v ptipadé¢ DNA), které jsou spojené pies N-glykosidickou vazbu. Zakladnimi nukleosidy jsou
adenosin, guanosin, cytidin, thymidin a uridin (obrazek 7). Nukleosidy, které¢ maji fosfatovou
skupinu nebo jeji ndhradu na hydroxylu v poloze 5, se nazyvaji nukleotidy. Modifikace
nukleosidli a nukleotidli mtze probihat na kterékoli ¢asti struktury. Nejlepsi je to provést tak,

aby vznikly nukleosidovy nebo nukleotidovy analog mimikoval pfirodni slou¢eninu a mohl tak
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byt rozpoznan bunéénymi nebo virovymi enzymy. Zmény zanesené do struktury pak mohou

vést k znemoznéni replikace piipadné k inhibici jiného biologického procesu.?®

NH,
ol 2l
HOW o <N N/) HOW <N A , X = OH (RNA)

N NH
0o H (DNA)
OH X OH X
Adenosin Guanosin

NH, 0 o)

ﬁN | NH | NH
HO /& HO N/&O HO N/&O

OH X OH OH OH
Cytidin Uridin Thymidin
(RNA) (DNA)

Obrazek 7: Piirodné se vyskytujici nukleosidy.
3.2.1. Fluorované nukleosidy

Fluorované nukleosidy vykazuji Sirokou Skalu biologické aktivity. Jejich derivaty jsou
pouzivany pifi protinddorové a antivirové terapii a také pii PET zobrazovani. Zavedenim
fluorového atomu do molekuly 1ze zlepsit chemické, fyzikalni a biologické vlastnosti molekuly.
Atom fluoru zvysuje lipofilitu molekuly a spolu s jeho malou velikosti, které je podobné atomu
vodiku, zlepSuje membranovou permeabilitu, ¢imz lze zvySit ordlni biologickou dostupnost
latky. Svoji vysokou elektronegativitou ovlivituje acidobazické vlastnosti okolnich funkénich
skupin a tim tedy 1 pKa molekuly jako celku. Vysoce polarizovana vazba C-F casto zvySuje
stabilitu molekuly. Fluor je ¢asto vyuzivan jako ndhrada H nebo OH, kdy dochéazi k minimalnim
sterickym zménam, ale k vyznamnym zménam pii tvorbé vodikovych mustki. Diky tomu mtize

dojit k zablokovani oxidativniho metabolismu a vzniku nezadoucich metabolitii.?’ >

Jednim z 1&¢iv, které maji na cukerné ¢asti fluor, je gemcitabin® (obrazek 8). Byl objeven
v roce 1990 a dodnes se pouziva proti nékolika druhtim nadorovych onemocnéni.*'*? V roce
2009 bylo objeveno prolé¢ivo sofosbuvir®® (obrazek 8), ktery se pouziva pti 1é¢bé hepatitidy C
(HCV). Racivir* (obrazek 8) je nukleosidovy analog, ktery je vyvijen jako inhibitor reversni
transkriptazy. Latka je pfi klinickych zkouSkach pouZivana ve formé racemické smési pro 1écbu

HIV a hepatitidy B.*®
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Obrazek 8: Fluorovana léciva.

3.3. Derivaty pyrazinu T-705 a T-1105

Derivaty pyrazinu T-705 (favipiravir) a T-1105 (obrazek 9) byly vyvinuty firmou
Toyama Chemical Co., Ltd. v Japonsku. Favipiravir vykazuje antivirovou aktivitu proti RNA
virGim, mezi které patfi viry chiipky A (HIN1, H2N2 a H3N2), B i C*¢, Chikungunya virus®’,

Lassa virus®®, Ebola virus*® a dalsi.

O O
F N N
T o
= =
N OH

N OH
T-705 (Favipiravir) T-1105
Obrazek 9: Chemicka struktura latek T-705 (favipiravir) a T-1105.

3.3.1. Ovlivnéni replikace RNA

Derivaty T-705 a T-1105 se mohou chovat jako bézné purinové nukleosidy (adenosin a
guanosin), protoze obsahuji rotujici karboxamidovou skupinu (obrazek 10).! Diky tomu tyto

latky vykazuji mutagenni efekt? 4

, protoZze mohou byt inkorporovany virovou polymerazou
do nov¢ vznikajici RNA misto adenosinu a/nebo guanosinu. Nové vzniklé viry nesouci mutaci
ve své RNA jsou neinfek¢ni a po vysazeni téchto latek dochazi k jejich rychlému amrti. Pt
pouziti vysSich koncentraci latek T-705 nebo T-1105 nebyl mutagenni efekt pozorovan, protoze

dochazi k okamzitému zastaveni replikace virové RNA.
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Obrazek 10: Mimikovani adeninu a guaninu pomoci rotace karboxamidové skupiny.

3.3.2. Aktivace a stabilita

In vitro bylo prokazéno, ze za aktivaci T-705 a T-1105 je zodpovédny enzym
hypoxanthin-guanin ~fosforibosyltransferaza (HGPRT).> Fosforibosylace pyrazinovych
derivath enzymem HGPRT probihd pomérné pomalu. Vznikly nukleosid monofosfat je

nasledné dvojnasobné fosforylovan na nukleosid trifofsfat, ktery jiz predstavuje ucinnou latku

(schéma 1).
o r PR e
OH OH OH OH
Pseudobaze Nukleosid monofosfat Nukleosid trifosfat
R =F nebo H

Schéma 1: Aktivace pseudobazi T-705 a T-1105.

Nizkou efektivitu fosforibosylace 1ze obejit pouzitim derivatu ve formé ribonukleosidu.
Chvili poté, co byla piipravena latka T-1105, byl ptipraven i jeji ribonukleosid (T-1106).!
Ovsem v ptipad¢ T-705 to trvalo o néco déle (ribonukleosid pfipraven v roce 2017), protoze
atom fluoru je nachylny k nukleofilni substituci pokud je latka N-alkylovéna. V bazickém
prostiedi dochazi k zdmeéné€ atomu fluoru za hydroxylovou skupinu, ktera podléha presmyku do
laktimové formy (schéma 2), a ndsledn€ dochézi k hydrolyze ve vodném prostiedi a k destrukci

nukleobaze.*?
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Schéma 2: Rozklad ribonukleosidu latky T-705 v bazickém prostiedi.

3.4. Proléciva

Koncept prolé¢iva byl poprvé definovan Albertem*® (1958) jako latky, ktera se pomoci
chemickych nebo enzymatickych transformaci in vivo pfeméni na aktivni 1é¢ivo. Albert navrhl,
ze preména léCiva na prolécivo mize byt vyuzita k optimalizaci jeho fyzikalné-chemickych,
farmakologickych a toxikologickych vlastnosti. Proléiva mohou byt ve form& molekuly
slozené z prenasece (piipadné i spaceru) a 1é¢iva (obrazek 11), nebo se miize jednat o inaktivni

formu 1éku, kterd musi byt aktivovana napt. transformaci funkénich skupin in vivo.**

enzymatické nebo
enzymatické nebo

samovolné
Stépeni

@B

Obrazek 11: Dvoudilny (nahote) a trojdilny (dole) pristup k designu proléciv. (vytvoieno podle

literatury*4).

3.4.1. Dvoudilna proléciva

Dvoudilna proléciva se skladaji z prenasece a farmakologicky aktivniho l1é¢iva (obrazek
11 nahote). PfenaseC zajistuje, aby se sloucenina dostala do mista urceni. Prolécivo je zde
rozpoznano specifickym enzymem, ktery rozStépi vazbu prenaSec-1é¢ivo a dojde tak k uvolnéni

aktivni latky. Neuspéch tohoto designu mize spocivat v nizké stabilité vazby prenasec-1écivo.
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Pfipadné¢ muze byt enzymu znemoznén pfistup k rozStépeni vazby kvuli elektronickym a

sterickym vliviim molekuly jako celku.**
Schéma 3 zobrazuje in vivo Sté€peni proléCiva y-glutamylsulfamethazolu, které ma

ucinkovat v ledvinach. Doruceni 1éCiva je zaloZzeno na pomérné vysoké aktivité enzymu y-

glutamyltranspeptidasy v ledvindch.*’

sulfamethazol

0]
HZNMN‘@*g—NH y-glutamyltranspeptidasa

COOH

H,N COOH
y-glutamylsulfamethazol
COOH

kyselina glutamova

Schéma 3: In vivo §tépeni proléiva y-glutamylsulfamethazolu.*s

3.4.2. Trojdilna proléciva

Zminéné komplikace dvoudilného designu v kapitole 3.4.1. Ize obejit pfidanim spaceru
mezi pfenaSe¢ a 1éCivo (obrazek 11 dole), takze bude probihat enzymatické §tépeni vazby
pienasec-spacer. Jakmile dojde krozstépeni této vazby, vazba spacer-léCivo podlehne

samovolné hydrolyze za fyziologickych podminek a uvolni se aktivni 1é¢ivo.*

3.4.3. Fosfonaty a fosfaty

Derivaty 1éCiv obsahujici fosfaty a fosfonaty maji vysoky negativni néboj za
fyziologickych podminek. Latka ma pak nizkou biologickou dostupnost a Spatné pronika do
buniky skrz bunénou membranu, a proto neni mozné dosahnout vysoké koncentrace 1é€iva
v misté u¢inku. Fosfatové derivaty jsou dale omezeny jejich nizkou stabilitou ve mnoha
biologickych tekutinach kvili pfitomnosti enzymu fosfatasy. Navzdory zminénym nevyhodam
patii nukleosid fosfaty a fosfonaty mezi diilezité derivaty v oblastech protinadorové a antivirové

terapie.®
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3.4.3.1. Prunik nukleosidi do buniky

Obrazek 12 zobrazuje vstup nukleosidu do buniky. Volny nukleosid (A) muze byt
transportovan do buiky ptes nukleosidovy transportér. Molekula mtize byt dale fosforylovana

za vzniku nukleotidu.*®

Molekula nukleosidu, kterd jiz obsahuje fosfatovou nebo fosfonatovou skupinu (B),
nemuze pouzit nukleosidovy transportér ani neni schopna volné projit skrz membranu, protoze
kysliky na fosfatu/fosfonatu maji zaporny naboj pii fyziologickém pH. Je tedy vhodné tento

zaporny naboj maskovat snadno odstranitelnymi skupinami za fyziologickych podminek.*¢

Maskovany nukleosid monofosfat/monofosfonat (C) mulze projit skrz bunécnou
membranu. Jakmile se sloucenina dostane do buiky, dojde k chemickému a/nebo
enzymatickému odstépeni maskujicich skupin. Takto odchranény nukleosid je nasledné 2x
fosforylovan za vzniku nukleotid trifosfdtu nebo nukleosid fosfonodifosfatu a jiz vykazuje

farmakologickou aktivitu.*®
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X = O (fosfat) nebo CH, (fosfonat)
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&) = nukleosid

\
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O/\x’z\o o] O@ trifosfat/fosfonodifosfat
©

Obrazek 12: Prinik nukleosidi bunéénou membranou a jejich osud v buiice. (vytvoi‘eno podle

literatury*9).

3.4.3.2. Acyloxyalkylestery od fosf(on)ati

Acyloxyalkylestery jsou jedny znejbéznéjSich proléciv od fosfati a fosfonatd.
Enzymatickym S$tépenim karboxyladtového nebo karbondtového esteru dochazi ke vzniku
oxymethylového intermediatu, ktery rychle ztrdci formaldehyd za  vzniku
acyloxyalkylmonoesteru (schéma 4). Hydrolyza monoesteru miize probéhnout za stejnych

podminek, nebo miize byt katalyzovana fosfodiesterasou.®
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R = Me, t-Bu, O-i-Pr d O@

O = nukleosid

Schéma 4: Aktivace acyloxyalkylesterovyvh prolé¢iv.°

Esterasy, kter¢ jsou zodpovédné za transformaci téchto proléciv spolu
s karboxylesterasou, paraoxonasou a cholinesterasou*’, se nachazeji ve mnoha tkanich
v lidském téle ve vysokych koncentracich. Oralni biologickd dostupnost miize byt limitovana
nezddoucim S$tépenim proléciva v tenkém stfevé kvuli pfitomnosti esteras. Jakmile dojde
k absorpci, proléciva jsou rychle rozstépena esterasami v krvi a ostatnich tkanich za uvolnéni
aktivniho 1éku.® Obrazek 13 zobrazuje dvé prolégiva pouzivana v antivirové terapii. Adefovir

dipivoxil se pouziva na hepatitidu B* a tenofovir disoproxil na HIV¥.

0 NH, )\ j\ NH,
§ < 1) L <)
SN NS A U W YN
@) O
adefovir dipivoxil tenofovir disoproxil

Obrazek 13: Acyloxyalkylesterova proléciva pouzivana p¥i antivirové terapii.
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3.5. Syntéza

3.5.1. Syntéza fluorovanych cukri

Pro syntézu 2-deoxy-2-fluor-D-ribosy 1-3 a 3-deoxy-3-fluor-D-ribosy lze pouzit reakce
zalozené na nukleofilni substituci s inverzi konfigurace (schéma 5). Jednim z nejbéznéji
pouzivanych ¢inidel je diethyl(trifluorsulfanyl)amin (DAST). DAST nejprve vytvori
s ochranénym alkoholem 1-1 intermediat 1-2, ktery okamzit¢ reaguje s HF uvolnénym pfti
vzniku intermediatu 1-2 in situ. Reakce se obvykle provadi v bezvodém nepolarnim
rozpoustédle (DCM) za pfitomnosti baze (pyridin) pfi teplotach od -20 °C do 25 °C. 333
Nevyhodou pouziti tohoto Cinidla je, ze Casto dochéazi ke vzniku eliminacnich produkta,
pfipadné i produkti Sn1 reakce. DAST neni pfili§ stabilni, prudce reaguje s vodou a pfi
zahfivani na vy3$8i teploty milZe vybuchovat>® Dalsi moZznosti je pouziti
trifluormethansulfonatu jako dobfe odstupujici skupiny, kterd pak mize byt nukleofilng
substituovana fluoridovym aniontem z tetra-N-butylamonium fluoridu (TBAF). Pro esterifikaci
volného hydroxylu se pouzivad anhydrid kyseliny trifluormethansulfonové (Tf20) v bezvodém
aprotickém rozpoustédle (DCM) za pfitomnosti baze (pyridin, 2,6-lutidin). Vlastni nukleofilni

substituce se provadi v polarnim aprotickém rozpoustédle (THF).3>-

o)

O _.OPG
OPG PGO O0._..OPG
DAST | HF
PGO _PAast R % L -TeTo)
\\~ - HF /___F \“
PGO  OH F—S PGO F
11 N

Tf,0 TBAF

PG = chranici skupina

Schéma 5: Zpisob pripravy deoxyfluorovanych sacharidu.
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3.5.2. Syntéza fosfonata

Fosfonat 2-3 lze pfipravit reakci mezi vhodné ochranénym sacharidem 2-2, ktery
vystupuje jako nukleofil, a dialkylmethylfosfonatem s dobie odstupujici skupinou 2-1 (schéma
6). Reakce se obvykle provadi v pfitomnosti siln¢ baze (NaH) a v aprotickych rozpoustédlech
(THF, Et,0) pii teplotach kolem 0 °C.>78

('P)' LG HO/\Q‘B &, RO—(IP?/\O/\@‘B
RO 17 * / . /
PGO  OPG OR Lpco  opG
2-1 22 2-3

R = Et nebo iPr

PG = chranici skupina

LG = odstupujici skupina (Tf, Ts)
B = nukleobaze

Schéma 6: Zpisob pripravy fosfonatu.

Chranici skupiny z fosfonatu je mozné odstranit transsilylaci s naslednou hydrolyzou®’

nebo pfimou hydrolyzou v mikrovinném reaktoru vodnym roztokem kyseliny
chlorovodikové.” U star$i metody transsilylace se pouzivaji trimethylsilylhalogenidy, které

jsou toxické a citlivé na vlhkost.

3.5.3. Syntéza N-nukleosidi — silyl-Hilbert-Johnsonova metoda

Nejroz8ifenjSim  zplsobem piipravy pyrimidinovych, purinovych a jinych
heterocyklickych N-nukleosiddl je silyl-Hilbert-Johnsonova metoda (schéma 7).4%%%% Pro
syntézu nukleosidli se pouzivaji cukry s vhodnymi chrénicimi skupinami, které mohou
participovat pfi reakci. Timto zplisobem se da zvysit selektivita pro f anomer viici o anomeru.
Jako participujici skupiny se béZzné pouzivaji acetyly (Ac) nebo benzoyly (Bz). NejcastéjSim
donorem cukerné ¢asti je 1-O-acetyl sacharid (napt. 3-2), ktery reaguje s per-silylovanou
heterocyklickou bazi (napt. 3-1). Reakce vyZaduje stechiometrické mnoZstvi silné Lewisovské

kyseliny (napt. SnCls, TMSOT{ nebo BF3.0OEt) pro zajisténi vysokého vytézku N-glykosylace.
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Schéma 7: Priprava T-705 nukleosidu silyl-Hilbert-Johnsonovou metodou.

Schéma 8 zobrazuje mozné cesty Hilbert-Johnsonovy reakce. V ptipad¢ cesty A, kdy se
necha pentaacetylovana ribosa (3-4) reagovat s SnCls, vznikd intramolekularni cyklizaci
oxoniovy ion (3-5). Ten mize byt nukleofilné atakovan silylovanou bazi (3-6). Pfidanim vody
dojde k odstranéni silylovych skupin za vzniku produktu (3-8). Béhem cesty B se nejprve
vytvoii peracetylribofuranosyl chlorid (3-7), ktery nasledné poskytne cyklicky kation (3-5).

Ten miZze byt opét nukleofilng atakovan silylovanou bazi (3-6) za vzniku produktu (3-8).%*

o OTMS
Cl \ N7
OTMS . Q I 3.6
S N
36 N7 |
AcO
o Ccl TMSO)\\N AOS 4
N (39 0
O 029 OAc & wf(?'
37 3-5 H/I/'\'\ |
cesta B AcO 0 N
o)
SnCly | -SnCI30Ac
cesta A OTMS OAc OH
S) -SnCl, 3-8
- .
snCl, SnCl40Ac )N\ | -(CH3)3SiOAc
OTMS XY 3.6

=0 N
o 36 N)E/ |

AcO o O/%J\ )\

\
TMSO N o
(50

OAc o\fo OAc O

3-4

Schéma 8: Mechanismus silyl-Hilbert-Johnsonovy reakce.®
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3.5.4. Syntéza POM proléciv

Pomémé rozsifenou metodou ptipravy bis-POM derivati je reakce odchranéného
fosf(on)atu s POM-CI (schéma 9). Reakce se provadi v polarnich aprotickych rozpoustédlech
(DMF, NMP) v ptitomnosti baze (EtsN, DIPEA). Smés musi byt Casto zahiivana, nebo se musi
pocitat s dlouhymi reakénimi €asy. Bis-POM produkty byvaji izolovany za vyuziti standardnich

chromatografickych metod bud’ na klasickém silikagelu nebo za pouziti reverzniho.5>-¢7

N < L
7 0 bz
o <N:Q\NH POM-CI, EtsN 1 N™ N UNH,

o: J
_n 2 NMP, 25 °C, e
HO—P_O 48 h. 39 % o @
A h

o) 0__0

Schéma 9: P¥iprava bis-POM prolégiv.®

Kang a kol.®® aktivovali fosfat 4-3 pievedenim na tributylcinovou stl 4-4 za pouziti
methoxy dibutylcinu (schéma 10). Nésledny kapling s POM-I v ptitomnosti TBABr poskytl
bis-POM derivat 4-5 ve slusném vytézku 75 %. Omezeni této metody spociva predevSim
v pouziti cinovych sloucenin, které jsou toxické a zbytky jejich soli ve findlnim produktu pak

mohou zkreslovat vysledky pii biologickém testovani.
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4-5

Schéma 10: Priprava bis-POM proléciva aktivaci fosfitu pres slouéeninu cinu.%
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4. Vysledky a diskuse

4.1. Koncept syntézy

Cilem této diplomové prace byla syntéza proléciv od deoxy-fluorovanych nukleosida bazi
T-705 a T-1105. Pavodné mely byt pfipraveny derivaty 2-deoxy-2-fluor-D-ribosy (2-FdR,
schéma 11) a 3-deoxy-3-fluor-D-ribosy (3-FdR), ale v ptipadé 3-fluor derivatu doslo ke
komplikacim, které se nepodafilo vyiesit, a tak byly misto toho syntetizovany derivaty 5-deoxy-
5-fluor-D-xylosy (5-FdX). Koncept syntézy 5-FdX je podobny 3-FdR, pouze se fluor nachézi
v molekule v poloze 5 a fosfondt v poloze 3. Nukleosidy byly syntetizovany pomoci silyl-

Hilbert-Johnsonovy metody.

O ~OH ochranéni O\ ..OPG
HO OH HO OPG deoxyfluorace
D-Arabinosa
(0] (0]
ochranem OPG deoxyfluorace OPG
3-FdR HOAS_T‘ PGO . pcO
pco  OH PGO F
D-Xylosa (F) (OPG)
selektivni
odchranéni
vazba vazba
@;\ baze @;\ fosfonatu 0 OPG
A~ e o~
PGO P60 F PGO F
(F) (OPG) (F) (OPG) (F) (OPG)
lodchrénéni
o vazba POM o
(0) k @)
Y B s upm X B
HO—I?/\O/\U o No- IID/\ /\QA
OH Y] <O HO  F
(F) (OH) o (F) (OH)

o
() = plati pro 3-FdR

PG = chranici skupina (Bn, TBDPS, Me, isopropyliden)
B = baze T-705 nebo T-1105
POM = pivaloyloxymethyl

= diisopropyl(oxymethyl)fosfonat

Schéma 11: Koncept syntézy 2-FdR (a 3-FdR).
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4.2. Syntéza triflatu od fosfonatu

Vychozi latkou pro syntézu diisopropyl(hydroxymethyl)fosfondtu 1 byl
diisopropylfosfonat, ktery byl pfipraven kolegyni® (Mgr. Ema Chaloupeckd) v ramci jeji
diplomové prace. Latka 1 tedy byla piipravena reakci’® diisopropylfosfonatu
s paraformaldehydem (schéma 12). Produkt byl ¢istén pouze extrakci, protoze ptipadna

pritomnost nedoreagované vychozi latky nevadila pfi nasledné triflaci.

Q  CH,0, Et,N Q
OPH ———~ 7 /O P\
110 °C, 4 h, 5 OH

)\ 79%

Schéma 12: P-alkylace fosfonatu paraformaldehydem.

Piiprava latky 3 byla nejdiive vyzkouSena podle literatury’’ sn-BuLi a chloridem
kyseliny trifluormethansulfonové (reakce I, schéma 13). Autofi dostali jako hlavni produkt
latku 3 a jejich produkt neobsahoval ani stopy latky 2. V mém ptipadé to bylo pfesné naopak.
Reakce poskytla jako hlavni produkt dimer 2 spolu se stopami latky 3. Latky 2 a 3 byly urceny
pomoci MS. Problém bude pravdépodobné v publikovaném postupu prace, kdy se k velkému
nadbytku organolithné slouceniny ptridava Tf,0. Vznikly fosfonotriflat rovnou reaguje
s pfitomnou organolithnou slou¢eninou za vzniku dimeru 2. Triflace tedy byla provedena za
pouziti anhydridu kyseliny trifluormethansulfonové a baze 2,6-lutidinu (reakce II, schéma
13).”! Reakce byla hotovd za 2 hodiny a nedochazelo ke vzniku dimeru 2, ale pouze

poZadovaného fosfonotriflatu 3.
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Schéma 13: Triflace volného hydroxylu fosfonatu.

4.3. Syntéza derivati 2-deoxy-2-fluor-D-ribosy (2-FdR)

Pro syntézu derivatu 2-deoxy-2-fluor-D-ribosy byla jako vychozi latka pouzita D-
arabinosa. Prvnim krokem syntézy bylo selektivni ochranéni primarniho hydroxylu (latka 4).
Jako chranici skupina byl pouzita objemny ferc-butyldifenylsilyl (TBDPS). Silylové skupina
byla zavedena do molekuly reakci D-arabinosy s ferc-butyldifenylsilyl chloridem (TBDPSCI)

v piitomnosti imidazolu (schéma 14) za vzniku latky 4.7

HO o TBDPSO
0] OH TBDPSCI, imidazol @) OH
o DMF, 50 °C, R
HO OH 12 h, 68 % HO OH
D-arabinosa 4

Schéma 14: Chranéni hydroxylu v poloze 5 objemnou silylovou skupinou (TBDPS).

Dalsim krokem syntézy bylo ochranéni hydroxylt v poloze 1 a 2 (schéma 15). Zde byla
vyuzita isopropylidenova chranici skupina. Ta byla do molekuly zavedena reakci latky 4 s 2,2-

dimethoxypropanem, ktera byla katalyzovéna kafrsulfonovou kyselinou, za vzniku latky 5.7
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TBDPSO 2,2-dimethoxypropan, TBDPSO

0 OH kaprosulfonova kyselina _ e) o
R CH,Cl,, 4 °C, : )(
HO  OH 12 h, 52 % HO o)
4 5

Schéma 15: Chraneni hydroxyla v poloze 1 a 2 isopropylidenovou skupinou.

Latka 6 byla pfipravena reakci, pfi které byla nahrazena silylova chréanici skupina
(TBDPS) z latky 5 benzylovou (Bn) spolu s ochranénim hydroxylu v poloze 3 (schéma 16).

Reakce byla provedena s &erstvé nadrcenym KOH za varu v THF.*

TBDPSO BnO
0.__o BnCl,KOH o.__o
R ){ THF, 80 °C, 12 h, )(
HO 6] 75 % BnO (0)
5 6

Schéma 16: Odstranéni silylové chranici skupiny (TBDPS) a ochranéni volnych hydroxyli benzyly (Bn).

V nasledujici reakci byla latka 6 rozpusténa v methanolu a za katalyzy kafrsulfonovou
kyselinou doslo k odchranéni hydroxylu v poloze 2 a vzniku methyl-arabinofuranosidu 7

(schéma 17).%

BnO BnO
o) o kafrsulfonova kyselina o) o
N
\ ){ MeOH, 80 °C, 12 h, A
BnO (o) 94 % BnO OH
6 7

Schéma 17: Odstranéni isporopylidenové skupiny a tvorba methyl-arabinofuranosidu.

Pro deoxyfluoraci latky 7 byla nejdiive pfeménéna volna hydroxylova skupina na dobte
odstupujici skupinu pomoci anhydridu kyseliny trifluormethansulfonové. Vznikla dobie
odstupujici skupina (TfO) byla nahrazena fluorem z tetrabutylamonium fluoridu (TBAF).>
Reakce (schéma 18) poskytla pouze B-anomer v pomérné nizkém vytézku 33 %. TBAF bylo
pouzivéano jako 1M roztoku trihydratu v THF. Reakce byla vyzkouSena s vysuSenym roztokem
TBAF (pomoci molekulovych sit) a 1 s ,,mokrym* ¢inidlem. Vliv vody na vytéZzek nebyl

pozorovan.
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o) o)
\qo\ 1.Tf,0, pyridin, CH,Clp, 0 °C, 15 min kgo\

2. TBAF, THF, 0-25 °C, 12 h, 33 % N

Schéma 18: Deoxyfluorace methyl-arabinofuranosidu.

V dalsim kroku bylo potfeba selektivné odchranit hydroxyl v poloze 5 u latky 8. Pro
reakci byly vyzkouSeny riizné podminky (schéma 19). Reakce II’* a III” sice vedly
k monobenzylované latce 9b, ale bohuzel se jednalo o nespravny regioisomer. Nezadouci
produkt reakce II byl analyzovan pouze pomoci TLC, podle kterého probéhla s plnou konverzi,
a nezadouci produkt 9b tedy nebyl izolovan. V piipadé reakce IV’® doslo k odstranéni obou
benzylovych skupin (latka 9c¢), coz bylo stanoveno pomoci MS a latka tedy nebyla izolovana.
V této reakci dochazelo k zahtati reakéni smési béhem piidavani Cinidel, coz pravdépodobné
vedlo k dvojnasobnému odchranéni. Nakonec bylo dosazeno selektivniho odchranéni polohy 5
za pouziti katalytické hydrogenace H> na Pd/C (reakce I, schéma 19) ve smési EtOH/EtOAc
2/1 za vzniku latky 9a.7° Reakéni smés byla probublavidna vodikem. Reakci bylo nutné

pribézné sledovat na TLC, aby nedoSlo k odstranéni benzylu v poloze 3.

BnO I HO
O (0]
N EtOH/EtOAc 2/1, S
BnO F 25 OC, 5 h, 56 % BnO F
8 9a

v

Na28205, KBrO3,
DCM, 25 °C,4 h

I

DIBAL,
toluen, 50 °C, 1 h

HO 0.__o
O._o H,, Pd/C, NH3, N
h MeOH, 25 °C, S
s 3 h, 69 % HO F
9b
9c

Schéma 19: Selektivni odchranéni hydroxylu v poloze 5.

Latka 10 byla ptipravena reakci latky 9a a diive pfipraveného fosfonatu 3 (schéma 20)
na zakladé literatury.’” Jedna se o novou latku. Reakce byla nejdfive provadéna v MeCN, kde
byl vytézek 55 %. Zménou rozpoustédla na THF se podafilo zvysit vytézek na 74 %. V reakci

se pouziva nadbytek latky 3, jejiz Cast se da ziskat zpét po precisténi sloupcovou chromatografii.
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o Q ? o
R s G oy G ) g
S 0 THF, 0°C, 2 h, 74 % o Se
BnO  F T ’ )\ BnO F
9a 3 10

Schéma 20: Vazani fosfonatu na volny hydroxyl 2-deoxy-2-fluor-ribosidu.

V nasledujicim kroku (schéma 21) byla latka 10 preménéna na acetyl-ribosid 11. Reakce
probihala ve 2 krocich.>>”” Nejprve byla odstranéna methylova skupina pomoci 80% kyseliny
octové pii 100 °C. Kyselina byla nésledn¢ odpatena z reakéni smési a odparek byl rovnou
pouzit v dalsi reakci bez precisténi. Vlastni acetylace probihala v pyridinu s acetanhydridem za
katalyzy N,N-dimethylaminopyridinem (DMAP). Reakce poskytla pouze B anomer ve vytézku
78 %. Ptipravena latka 11 byla déle vazéna na nukleobaze T-705 a T-1105.

1. 80% CH3COOH, 100 °C,

> 9 0 > Q 0
O_FI)/\O/\Q’O\ 48 h - O_FI)/\O/\O,O o
0o S O S 7?

BhO F BnO F

2. Ac,0O, DMAP, pyridin,
PY 25 °C, 4h, 78 % P{

10 11

Schéma 21: Transformace methyl-ribosidu na acetyl-ribosid.

Fluorované deoxyribonukleosidy 12 a 13 byly pfipraveny silyl-Hilbert-Johnsonovou
reakci (schéma 22). Nejprve byla samotna baze T-705/T-1105 suspendovana
v hexamethyldisilazanu (HMDS) a zahtata na 140 °C po dobu 1 hodiny, béhem ¢ehoZ doslo
k rozpusténi baze a tim jejimu silylovani. Nasledné byl HMDS vakuové oddestilovan pii 30 °C.
Bylo nutné banku nezahtivat, protoZe jinak dochéazelo k sublimaci silylované baze a tim ke
ztratam. V dalSim kroku byla latka 11 rozpusSténa v suchém dichlorethanu (DCE), pfidana
k destilaénimu zbytku a nasledovana postupnym ptidavkem Lewisovy kyseliny SnCls. Reak¢ni
smés bylo po nafedéni DCM a vytfepani s nasyc. NaHCOs nutné piefiltrovat pies kiemelinu,
protoZe vzniklou emulzi se nepodatilo rozdé€lit na jednotlivé faze. Aby se minimalizovaly ztraty
produktu, bylo nutné kifemelinu nékolikrat rozmichat v DCM a ptefiltrovat. Latku 12 bylo nutné
precistit na 2 kolonach, kdy byla nejprve izolovana smés o/p nukleosidi v DCM/MeOH 20/1,
které byly nésledné rozdéleny na kolon¢ v EtOAc/aceton 2/1. Celkovy vytézek reakce doséhl
slusnych 70 %. V ptipadé latky 13 se nepodaftilo rozdélit o/p anomery. Celkovy vytézek reakce
byl pouze 48 % a pomér anomert o/f byl 29/71 podle NMR.
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o)

RN 1. HMDS, 140 °C, 1 h I o
I o o
N on 2. Latka 11, SnCl,, DCE, o \ J

24 h )\ BnO F H,N

12a: R = F, 19 %, alfa anomer
12b: R = F, 51 %, beta anomer
13: R =H, 48 %, smés anomeru

T-705: R=F
T-1105: R=H

Schéma 22: Syntéza 2-deoxyfluorovaného ribonukleosidu s bazemi T-705 a T-1105.

V nasledujici reakci mély byt odstranény chrénici skupiny z fosfonatu a idedlné i benzyl
v poloze 3'. Nejprve byla vyzkouSena reakce v mikrovinném reaktoru za teplot od 80 do
130 °C.>° Pti teplotach nad 100 °C stacilo k pIné konverzi 20 minut, ale pti 80 °C musela reakce
béZet 2 hodiny. Bohuzel dochézelo k destrukcei latky a vzniku nerozpustné sraZeniny. Od reakce
v mikrovinném reaktoru tedy bylo upusténo a nasledné bylo vyzkouseno odchranéni za
pouziti TMSBr v suchém DCM pii 50 °C.>” Analyzou smési na MS bylo zjisténo, Ze sice
k odstranéni isopropylt dochazi, ale zaroveii dochazi k vazb& Br do molekuly pravdépodobné
misto benzylu.”® Jako posledni moZnost byla vyzkousena reakce s katalytickym mnoZzstvim
TfOH v suchém toluenu pii 50 °C.”° Podle MS zde opét doslo k odchranéni isopropyld, ale také

byla benzylova skupina nahrazena triflatem.

Latka 13 tedy nejprve byla hydrogenovana ve smési s 10% Pd/C v EtOH. Podle MS zde
dochazelo pfednostné k redukci nasobnych vazeb v dihydropyrazinovém jadre (1x redukovana

m/z 566 a 2x redukovana m/z 568) pied odstranénim benzylu.

4.4. Syntéza derivati 3-deoxy-3-fluor-p-ribosy (3-FdR)

Jako vychozi latka pro syntézu derivati 3-deoxy-3-fluor-D-ribosy byla pouZzita D-xylosa.
Prvnim krokem bylo ochranéni hydroxylll v poloze 1 a 2 (schéma 23) za vzniku latky 14. Zde
bylo nutné dodrzet reakéni dobu pouze na 30 minutach, protoze pii delSim reakénim Casu

dochazelo k dalsimu zavedeni isopropylidenu do polohy 3 a 5.5

HO HO

ﬁOH 1. H,S0,, aceton, 25 °C, 30 min kﬁ?
.
3 2. Na,COs, 25 °C, 2,5 h, 80 % "’o){
HO OH HO
D-xylosa 14

Schéma 23: Zavedeni isopropylidenové skupiny do molekuly xylosy.
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Dalsim krokem bylo selektivni ochranéni hydroxylu v poloze 5 benzylovou (Bn)
skupinou (schéma 24). Nejprve byla vyzkousena reakce latky 14 s NaH a BnBr (reakce I,
schéma 24).8! Pi této reakci dochazelo k zavedeni benzylu prednostné do polohy 3 (latka 15b)

a vznikala tak smés latek 15a a 15b v poméru 1:10.

Dale byla vyzkousena reakce s oxidem stiibrnym (reakce II, schéma 24).%% Zde bylo

dosazeno lepsiho poméru regioisomert (3:1) nez v predeslé reakci.

Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno pfti pouziti dibutylcinoxidu s toluenem a s Dean-
Starkovym nastavcem pro azeotropické oddestilovani vody (reakce 111, schéma 24).%3 Po této
reakci bylo rozpoustédlo oddestilovano zreakéni smeési a dal§i krok probihal jiz bez
rozpoustédla. Zde se podatilo selektivné pripravit latku 15a, kdy reakéni smés obsahovala

pouze stopy nezadouciho regioisomeru 15b.

15a: 15b
1:10
1
HO BnO HO
o NaH, BnBr, TBAI o o
,,/o -//O + 'I/O
vy THF, -78 -> 25 °C, Y, ",
HO O)( 3h, 40 % HO O)( BnO O)(
14 I 15a 15b
Ag,0, BnBr, DCM,
25°C, 24 h,67 %
11
1. Bu,SnO, Dean-Stark, 15a: 15b
toluen, 140 °C, 12 h 3:1
2. BnBr, TBAI,

bez rozp., 110 °C, 2 h, 62 %

15a + stopy 15b

Schéma 24: Selektivni benzylace hydroxylu v poloze 5.

Deoxyfluorace latky 15a (schéma 25) se ukazala jako pomérné problematicky krok. Pro
reakci byly vyzkouSeny rizné reakéni podminky (tabulka 1), ale nikdy se nepodatilo pfipravit
pozadovanou latku 17. Ve vsech piipadech (experimenty I8!, 1I°°, 1II, IV a V°!; tabulka 1)
dochazelo ke vzniku latky 16. Latka 15a ochotné podléhala eliminaci pravdépodobné kvili

trans orientaci hydroxylu v poloze 3 a vodiku v poloze 4.
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BnO BnO BnO

O ) Reaké&ni podminky o . © ,
ile) - \ "0 "0

15a 16 17

Schéma 25: Deoxyfluorace ochranéné xylosy. Tabulka 1 obsahuje pouzité reakéni podminky.

Tabulka 1: Optimalizace podminek deoxyfluorace.

Experiment Reakéni podminky Vysledek Vytézek
I DAST, pyridin, DCM, -40-25 °C, 12 h eliminace (16) 59 %
1. TEHO, pyridin, DCM, 0 °C, 15 min

.. 0
I 2. TBAF, THF, 0-25 °C, 12 h climinace (16)  59%
1. TEO, pyridin, DCM, 0 °C, 15 min .. . ,
I 2. KF, 18-crown-6, toluen, 25 °C, 12 h eliminace (16) neizolovano
1. TH0, pyridin, DCM, 0 °C, 15 min . . ,
|AY% 2. KHF,, 18-crown-6, THF, 25-60 °C, 12 h eliminace (16) neizolovano
A% PyFluor, DBU, toluen, 25-120 °C, 12 h  eliminace (16) 67 %

Podle literatury®* by latka 20 méla jit pfipravit z TBDPS ochranéné xylosy 18. Bylo tedy
provedeno selektivni ochrdnéni hydroxylu v poloze 5 (latka 14) terc-butyldifenylsilylovou

(TBDPS) skupinou (schéma 26).%° Reakce probéhla velmi dobie ve vysokém vytézku 96 %.

HO TBDPSO
\Si? TBDPSCI, imidazol kﬁ
&) o
DMF, 25 °C, 2 h, 96 %
HO O)( ° HO O)(
14 18

Schéma 26: Zavedeni silylové skupiny do polohy 5.

Jak jiz bylo zminéno, deoxyfluoraci latky 18 by méla vzniknout latka 20. Nejprve bylo
nutné preménit hydroxyl na dobte odstupujici triflat a ten pak nahradit fluorem. Pfi reakci mélo
dojit nejen ke vzniku fluorované latky, ale také rovnou k odstranéni silylové skupiny. BohuZzel

1 v tomto ptipad¢ nedoslo k deoxyfluoraci, ale pouze k eliminaci za vzniku latky 19.
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TBDPSO HO

o) 1.Tf,0, pyridin, DCM, 0 °C, 15 min o)
10 A
"/O% 2. TBAF, THF, 0-25°C, 12 h, 42 % "/O)(
HO

18 19

20

Schéma 27: Deoxyfluorace latky 18.
4.4.1. Pouziti objemné chranici skupiny

Napadlo nds, ze pouzitim stericky naro¢né chranici skupiny hydroxylu v poloze 5 by
mohlo dojit k omezeni pfistupu baze k atomu H v poloze 4, a tim by tedy mohlo byt zabranéno
eliminac¢ni reakci. Jako chranici skupina byl navrzen supertrityl (tris(4-terc-butylfenyl)methyl;
sTr). Jeho syntéza vychazela z 1-brom-4-terc-butylbenzenu (schéma 28) za vzniku supertrityl
alkoholu 21.3¢ V prvnim kroku byla pfipravena organolithna sloucenina, kterd byla posléze
adovana na diethylkarbonat. Produkt 21 byl pfecistén extrakci a poté byl izolovan vysrazenim

z hexanu.

~
X
Br |
7
1. n-BulLi, THF, -78 °C, 45 m|n= / \ L on
2. (EtO),CO, THF, -78-25 °C, —
19 h = |
3. HCI, H,0, 25 °C, 30 min, 69 % _
T~

1-brom-4-terc-butylbenzen

Schéma 28: Syntéza supertrityl alkoholu.

Hydroxylova skupina latky 21 byla v nasledujici reakci nahrazena chlorem z acetyl
chloridu za vzniku latky 22.87 Reakce byla provedena za varu v suchém toluenu. Po ukonéeni
zahiivani jiz vypadéaval produkt zroztoku ve formé sraZeniny, jejiz vznik byl podpoten

pfidanim hexanu. Vysrazena latka jiz nepotiebovala dalsi ¢isténi.
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Schéma 29: Syntéza supertrityl chloridu.

Supertritylovd skupina (sTr) byla zavedena do molekuly xylosy reakci latky 14 a
supertrityl chloridu 22 (sTrCl) v suchém pyridinu pfi 60 °C (schéma 30).%® Zvysené teploty
bylo zapotiebi zejména pro rozpusténi supetrityl chloridu 22. Produkt byl izolovan sloupcovou

chromatografii a latka 23 byla ziskana ve formé bilého prasku.

~

Ej
HO = sTr—o0
Noo  + > Nt 5.
/ 0 / \:/ pyridin, 60 °C, O
”o)( = 3h, 56 % "’o)(

22
(sTrCl)

Schéma 30: Ochranéni primarniho hydroxylu supertritylovou skupinou.

Nasledna reakce® latky 23 s PyFluorem a DBU pfi 60 °C poskytla pouze reakéni
intermediat 24, ktery se nepodatilo dostate¢né vycistit, ale podle NMR mohl byt vytézek reakce
pfiblizné 90 %. Pii této teploté¢ k eliminaci nedochéazelo, ale zaroven ani nedochazelo

k substituci sulfonové skupiny za atom fluoru.
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sTr—O sTr—O

oL PyFluor, DBU oL
"0 -~ "0
u/o){ tO|Uen, 60 C, '//O)v

48 h, 90 % (NMR)

24

Schéma 31: Vznik intermediatu pfi deoxyfluoraci pomoci PyFluoru.

Reakce byla provedena znovu pii 130 °C (schéma 32). Podle TLC doslo k tplIné konverzi
na latku 24, kterd ovSem postupné odreagovavala na elimina¢ni produkt 25, coz bylo ovéteno
pomoci ESI-MS. Nebylo usilovano o probéhnuti reakce do plné konverze, a tedy ani nebyl

stanoven vytézek.

sTr—O sTr—O
oL PyFluor, DBU oL
//O \ //O
"y toluen, 130 °C, “, ){
HO O)( 12 h (0]
23 25

Schéma 32: Deoxyfluorace pomoci PyFluoru za vzniku elimina¢niho produktu.

Dale byla vyzkousena reakce, kdy byl nejprve preménén hydroxyl latky 23 na triflat,
ktery mél byt nasledné substituovan za atom fluoru (schéma 33).%° BohuZel i zde dochazelo ke

vzniku elimina¢niho produktu 25.

sTr—O sTr—O

Kﬁ 1.Tf,0, pyridin, DCM, 0 °C, 15 min \\C?
o - )
0 2. TBAF, THF, 0-100 °C, 24 h, 66 % e

HO

23 25

Schéma 33: Vznik elimina¢niho produktu p¥i deoxyfluoraci.
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4.5. Syntéza derivati 5-deoxy-5-fluor-p-xylosy (5-FdX)

Pro syntézu byl vyuzit pavodné nezadouci produkt 15b (reakce I, schéma 24). Volny
hydroxyl v poloze 5 byl nejprve pfeménén na triflat, ktery byl nasledné nahrazen nukleofilni
substituci za atom fluoru z TBAF (schéma 34).°> BohuZel i v tomto piipadé reakce probéhla

v pomérné nizkém vytézku 35 %.

HO F
kﬁ 1.Tf,0, pyridin, DCM, 0 °C, 30 min KSD
fle > fle
"’o)( 2. TBAF, THF, 0-25°C, 17 h, 35 % "’o)(
BnO BnO
15b 26

Schéma 34: Deoxyfluorace ochranéné xylosy.

Z latky 26 byla odstranéna benzylova chranici v poloze 3.% Narozdil od selektivniho
odstranéni benzylové skupiny (reakce I, schéma 19), kdy byla smés probublavana H» ve smési
EtOH/EtOAc 2/1, byla reakce provedena pouze v EtOH a vodik byl dodavan z balonku (schéma
35).

F F
\\517 H,, 10% Pd/C \\517
:,/O - 'I/O
EtOH, 25 °C, 12 h, 80 %
BnO O)( ° HO O)(
26 27

Schéma 35: Odchranéni hydroxylu v poloze 3.

Na volny hydroxyl latky 27 byl navazan diisopropyl fosfonat. Reakce®’ (schéma 36) byla
provedena s mensim nadbytkem fosfondtu 3 nez v piipad€ syntézy latky 10 (schéma 20).
Podminky pro reakci byly totoZzné kromé reakéni doby, ktera byla zkracena. Bylo dosazeno

lepsiho vytézku.

F o) e}

o I 0
ijwo . >*O—FI’/\OTf NaH L§_7 O)<
"’o)( 0 THF, 0°C,1h,95% 0Oy /O °

Schéma 36: Vazani fosfonatu na fluorovanou xylosu.
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Dalsim krokem bylo odstranéni isopropylidenové chranici skupiny (schéma 37). Reakce
probihala za stejnych podminek, jako ptiprava latky 11, pouze s jinymi reakénimi ¢asy. V tomto

piipadé byla ziskana smés o/B anomert latky 29 v poméru 62/38 (stanoveno pomoci 'H-NMR).

F F
N O_~OAc
"0 1. CH;COOH, 100 °C, 4 h
0. /O O)( 2. Ac,0, DMAP, pyridin, O, /—O  OAc
Ps 25°C, 15 h, 90 % Ps
28 29

Schéma 37: Odstranéni isopropylidenové skupiny a acetylace volnych hydroxyli.

Nukleosidy 30 a 31 byly ptipraveny stejn¢ jako v ptipad¢ 2-FdR (schéma 38). Opét byla
vyuzita silyl-Hilbert-Johnsonova metoda. Diky participujicimu efektu acetylu v poloze 2
vznikal pfednostné preferovany 3 anomer, avSak vytézek reakce dosahl pouze 43 % respektive

50 %.

R
0
R. _N 1. HMDS, 140 °C, 1 h
\[ X7 NH, -
NZ  oH 2. Latka 29, SnCl, DCE, Os, o HzN
25°C, 24 h g
o)
T-705: R=F \<
T-1105: R = H
30:R=F, 43 %
31:R=H,50 %

Schéma 38: Piiprava S-deoxyfluor nukleosidii s bizemi T-705 a T-1105.

V nésledujici reakci mély byt odstranény chranici skupiny z fosfonatu a acetyl v poloze
2' podobné jako v ptipad¢ 2-FdR. Opét reakce v mikrovinném reaktoru ani TMSBr neposkytly
poZadovany produkt. Pfi reakci s TMSBr dochazelo k substituci acetyloxy skupiny za brom.
Bylo tedy provedeno nejprve odchranéni hydroxylu v poloze 2’ latky 31 (schéma 39). Reakce
probéhla ve smé&si MeOH/H>O/EtsN 7/3/1 pii laboratorni teploté.** Vytézek liatky 33 byl
slusnych 76 %. Tento postup ovSem nebylo mozné aplikovat na latku 30, protoze dochazelo
k nukleofilni substituci atomu F na bazi. Pro tuto latku bylo vyzkouSeno odchranéni vodnym
roztokem HCl v MeOH. Zde ovSem opét dochazelo k destrukci baze, nejspi§ kvili pouziti

vodné HCI. Deacetylace latky 30 byla nakonec provedena za pouziti dibutylcin oxidu
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v refluxujicim methanolu (schéma 39) béhem 48 hodin.**. Produkt 32 byl pte¢istén sloupcovou

chromatografii a byl ziskan ve vytézku 66 %.

30
Bu,SnO, MeOH, 80 °C,
48 h, 66 %

5 31
o. /~0  0acOHN MeOH/H,0/EtsN (7/3/1)

P 25°C. 18 h, 76 %
Y

R=F
R=H

32:
H 33:
Schéma 39: Odchranéni hydroxylu v poloze 2’ za pouZiti rozdilnych reakénich podminek kviili nizké
stabilité baze T-705.

Odstranénim acetylu z polohy 2' latky 31 byla eliminovana moznost vazani Br na kruh
xylosy. Bylo tedy mozné pouzit pro odstranéni isopropylit TMSBr v DCM (schéma 40).°
Vznikly bis-TMS ester byl hydrolyzovan vytiepanim mezi vodu a DCM. Voda byla nasledné
odpatena na RVO pfi 60 °C. Latku 34 se nepodafilo dostate¢né precistit na RP silikagelu pro
naméteni NMR a tak bylo zméfeno pouze ESI-MS.

TMSBr

>

DCM, 25 °C, 48 h,
56 %

0]

34

Schéma 40: Uvolnéni fosfonové kyseliny z diisopropylesteru.
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5. Experimentalni prace

5.1. Obecné postupy a chemikalie

Bézné chemikalie byly zakoupeny od firem Lach-Ner a Penta, specialni chemikalie pak
od firem Sigma-Aldrich a Fluorochem. Rozpoustédla pouzivana v reakcich byla pfed pouzitim
predestilovana. Voda byla pouzivana deionizovana. Rozpoustédla byla odpafovéana na rotacni
vakuové odparce (RVO) firmy Biichi nebo Heidolph pii teplotach do 50 °C. Pro detekci latek

na TLC byla pouzita nasledujici ¢inidla:

DI1:  ponofeni do 50% roztoku H2SO4 s néslednym zahtatim horkovzdusnou pistoli
na 250 °C

D2:  ponofeni do bazického roztoku KMnO4 (1,5 g KMnOy4, 10 g KoCOs3, 1,25 ml
10% NaOH ve 250 ml H>O) s naslednym zahtatim horkovzdusnou pistoli na 250
°C

D3:  ponotfeni do 1% roztoku 4-(4-nitrobenzyl)pyridinu v ethanolu s néaslednym
zahtatim horkovzdusSnou pistoli na 250 °C a ponofeni do vodného roztoku NH3

D4:  detekce pomoci UV lampy pii vinové délce 254 nm (latky zhasejici fluorescenci)

a 366 nm (fluoreskujici latky)

D5:  ponofeni do roztoku p-anisaldehydu (7,5 g p-anisaldehydu, 125 ml EtOH, 1,25

ml konc. H2SO4) s ndslednym zahtatim horkovzdusnou pistoli na 250 °C

Preparativni sloupcova chromatografie byla provadéna na Silikagelu 60 (40—63 pm) a na
reversnim silikagelu LiChroprep RP-18 (40—63 pum), které byly zakoupeny od firmy Merck.
Flash chromatografie byla provadéna na sypanych kolonach za pouziti ptistroje Compact

Preparative System od firmy Ecom.

Pro monitorovani reakci byly pouzivany hlinikové TLC desticky pokryté silikagelem 60
F254 nebo reversnim silikagelem 60 RP-18 F254S, oboje od firmy Merck.

MS spektra byla métena na ptistroji LCMS 2020 Shimadzu, jako rozpoustédlo byl pouzit
methanol nebo acetonitril (oboje HPLC kvalita). HRMS spektra byla méfena na pftistroji
Agilent 6530Q-TOF MS.

NMR spektra byla méfena na pfistroji Bruker Avance III HD 400. Struktury produktd,
uvedené v popisech jejich piipravy, jsou ¢islovany pro pfifazeni signald 'H a '3C NMR. Ve

vypisu spekter jsou pouzity desetinné tecky (.) misto desetinné ¢arky (,) pro lepsi ptehlednost.
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'H a 13C spektra jsou referencovana na zbytkovy signal rozpoustédla — CDCls (7.26 a 77.16
ppm). Pro referenci '°F spekter byl pouzit hexafluorbenzen (-163.9 ppm).

Opticka rotace byla méfena na pfistroji Rudolph Research AUTOPOL III pti 589 nm
(sodikovd vybojka). Hodnoty [0]*p jsou udavany spolu s koncentraci (c, g/100 ml) a

rozpoustédlem.

IC spektra byla méfena metodou DRIFTS smisenim vzorku s KBr na piistroji Thermo

Nicolet AVATAR 370 FT-IR.

5.2. Syntéza fosfonomethyl triflatu
Diisopropyl(hydroxymethyl)fosfonat (1)

Diisopropylfosfonat (20 g; 120,37 mmol) byl smichan s paraformaldehydem

>7O—I|:||’—\ (3,9 g; 132,4 mmol) pod argonovou atmosférou. Smés byla zahfivana na

)O\ o 140 °C po dobu 4 hodin. Po vychladnuti na pokojovou teplotu byla smés

nafedéna EtOAc (200 ml) a vytfepana s nasyc. NaCl (100 ml). Organicka

frakce byla vysusena MgSO4. Susidlo bylo odfiltrovano a filtrat byl odpatfen na RVO pfi 40 °C.

Bylo ziskano 18,6 g lehce nazloutlého oleje ve vytézku 79 %. Latka byla dale pouzita bez
precisténi.

Rr =0.10 (hexan/EtOAc 4/1).

'H NMR (400 MHz, CDCls): 5 = 4.80 — 4.68 (m, 1H), 3.89 — 3.76 (m, 3H), 1.33 (dd, J = 6.2,
1.4 Hz, 7H) ppm. Spektrum je shodné s literaturou.”

3P NMR (162 MHz, CDCls) § = 22.43 ppm. Spektrum je shodné s literaturou.”®
Pro [C7H2104P+Na]" vypoéteno Mr: 219.076; ESI-MS: m/z 219 [M+Na]".
Tetraisopropyl(oxybis(methylen))bis(fosfonat) (2)

o o Latka 1 (79,5 mg; 0,41 mmol) byla rozpusSténa v suchém Et,O (0,5
>7O_|CI.DI)_\O/_ (Ili—04< ml) pod argonovou atmosférou. Vznikla smés byla ochlazena na -78

)\ )\ °C. Postupné bylo pfikapano nBuLi (0,17 ml; 0,43 mmol; 2,5M
roztok v toluenu) a nasledné chlorid kyseliny trifluormethansulfonové (45 pl; 43 mmol).
Reakéni smés byla michana hodinu pii -78 °C. Reakce byla sledovana na TLC ve smési
hexan/EtOAc 3/1 (detekce D2). Byl pfidan nasyc. NH4Cl (1,5 ml). Organicka frakce byla
vytfepana s vodou (1,5 ml) a nasyc. NaCl (1,5 ml). Organické frakce byla odpafena na RVO
pii 30 °C. Odparek (38,9 mg) byl analyzovan na ESI-MS.
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Pro [C14H3,07P>+Na]" vypoéteno Mr: 397.152; ESI-MS: m/z 397 [M+Na]".

Diisopropylfosfonomethyl-trifluormethansulfonat (3)

0 Latka 1 (8,19 g; 41,72 mmol) byla rozpusténa v suchém DCM (140 ml) pod

|l
>7O_g_\OTf argonovou atmosférou. Nasledné byl pfidan 2,6-lutidin (7,4 ml; 62,58 mmol)
)\ a smes byla vychlazena na -78 °C. Postupné byl ptikapan TH0 (7,0 ml; 41,72

mmol) a vznikld smés byla michana 1 hodinu pii této teplote. Poté byla odebrana chladici lazen
a reakéni smés byla michana 1 hodinu pii 25 °C. Reakce byla sledovana na TLC v EtOAc
(detekce D2). Po dobéhnuti reakce byla pfidana voda (50 ml). Faze byly odd€leny a organicka
byla vytfepana s 1M HCI (50 ml), nasyc. NaHCO3 (50 ml) a nasyc. NaCl (50 ml). Organicka
frakce byla vysuSena Na,COs. Susidlo bylo odfiltrovano a filtrat byl odpafen na RVO pti 40
°C. Odparek byl ptecistén na koloné (100 g silikagelu) ve smési hexan/EtOAc 3/1. Frakce
s produktem byly odpateny pii 40 °C a dosuSeny pomoci rota¢ni olejové pumpy pii 40 °C. Bylo
ziskano 7,95 g zlutého oleje ve vytézku 58 %.

Rr = 0.77 (EtOAc).

"H NMR (400 MHz,CDCl3) § = 4.80 (dp, J = 12.4, 6.2 Hz, 2H), 4.54 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 1.37
(dd, J= 6.2, 3.6 Hz, 12H) ppm. Spektrum je shodné s literaturou.”’

3P NMR (162 MHz, CDCl3) § = 10.03 ppm.

5.3. Syntéza derivati 2-deoxy-2-fluor-D-ribosy

5-O-terc-Butyldiphenylsilyl-D-arabinofuranosa (4)
O _oH D-Arabinosa (20,1 g; 133,88 mmol) byla smichana se suchym DMF
TBDPSO (420 ml) pod argonovou atmosférou. Byl pfidan imidazol (13,8 g;
HO OH 200,83 mmol) a smés byla zahtata na 50 °C. Po rozpusténi veskeré
arabinosy byl postupné ptidan TBDPSCI (39,1 ml; 147,27 mmol) pfikapavaci nalevkou béhem
15 minut. Reakce byla ponechéna pti 50 °C 24 hodin. Reakce byla priibézné sledovana na TLC
ve smési PrOH/H>O/EtOAc/NH3 v poméru 6/3/1/1 (detekce D1 a D4). Prebyte¢né DMF bylo
oddestilovano za sniZzeného tlaku pii 50 °C. Destilacni zbytek byl rozpustén ve DCM (400 ml)
a postupné vytiepan s 1M HCI (400 ml) a nasyc. NaHCO;3 (300 ml). Organicka frakce byla
vysuSena MgSO4. Susidlo bylo odfiltrovano a filtrat byl odpaten na RVO pti 40 °C. Odparek
byl nanesen na kolonu z 1,2 kg silikagelu, kde byl pfecistéen v MF DCM/MeOH 20/1. Frakce
s produktem byly odpafeny. Odparek byl dosuSen pomoci rotacni olejové pumpy pii 60 °C.

Bylo ziskéno 35,4 g smési a a B anomerti ve formé nazloutlého oleje o vytézku 68 %.
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Ry =0.43 (DCM/MeOH 20/1).

'"H NMR (400 MHz, CDCl3): § = 7.76-7.61 (m, 4H), 7.51 — 7.33 (m, 6H), 5.43 (s, 1H), 5.30 (s,
1H), 4.34 —3.66 (m, 6H), 1.15-0.99 (m, 9H) ppm. Spektrum je shodné s literaturou.”

Pro [C21H2305Si+Na]" vypocéteno Mr: 411.160; ESI-MS: m/z 411 [M+Na]".

5-O-terc-Butyldiphenylsilyl-1,2-O-isopropyliden--D-arabinofuranosa (5)
o} Latka 4 (554,2 mg; 1,43 mmol) byla rozpusténa v suchém DCM (10
TBDPSOAg_Z—g( ml). Pod argonovou atmosférou byl pfidan 2,2-dimethoxypropan
HO © (0,36 ml; 2,85 mmol) nasledovany piidanim (15)-(+)-10-
kafrsulfonové kyseliny (34 mg; 0,14 mmol). Smés byla michana ptes noc pii 4 °C. Prubéh
reakce byl sledovan na TLC ve smési DCM/MeOH 20/1 (detekce D1 a D4). Reakéni smés byla
neutralizovana pfidanim Et;N (kontrola pH papirkem) a nasledné¢ byla michana 15 minut. Poté
bylo odpateno rozpoustédlo na RVO pii 40 °C. Odparek (1,37 g) byl adsorbovén na silikagel
(7 g). Latka adsorbovana na silikagelu byla precisténa na koloné (60 g silikagelu). Jako mobilni
faze byla pouzita smés hexan/EtOAc 8/2. Frakce s produktem byly odpatfeny a dosuseny
pomoci rotacni olejové pumpy pii 60 °C. Bylo ziskano 315,2 mg nazloutlého oleje ve vytézku

52 %.
Rr=0.51 (hexan/EtOAc 8/2).

"H NMR (400 MHz, CDCl3): § = 7.69 — 7.64 (m, 4H), 7.46 — 7.35 (m, 6H), 5.88 (d, J = 4.1 Hz,
1H), 4.55 (d, J=4.1 Hz, 1H), 4.43 (t, /= 3.1 Hz, 1H), 4.05 (m, 1H), 3.87 — 3.78 (m, 2H), 1.89
(d, J=4.3 Hz, 1H), 1.60 (s, 1H), 1.33 (s, 3H), 1.29 (s, 3H), 1.06 (s, 9H) ppm. Spektrum je

shodné s literaturou.”
Pro [C24H3,05Si+Na]” vypoéteno Mr: 451.192; ESI-MS: m/z 451 [M+Na]" a 467 [M+K]".

3,5-Di-0O-benzyl-1,2-0O-isopropyliden-B-D-arabinofuranosa (6)
0 Latka 5 (818,5 mg; 1,91 mmol) byla rozpusténa v suchém THF (20 ml)
O
BnOAQ )( pod argonovou atmosférou. KOH (4,75 g; 17,19 mmol) byl nadrcen na
. o .

N

BnO jemny prasek a pidan k roztoku. Nasledn& byl pfidan BnCl (1,33 ml;

11,46 mmol). Vysledna smés byla zahfivana na 80 °C ptes noc. Reakce byla sledovana na TLC
ve smési DCM/MeOH 20/1 (detekce D1 a D4). Smé&s byla prefiltrovana a filtraéni kola¢ byl
promyt THF (3 x 20 ml). Filtrat byl odpafen na RVO piti 40 °C. Odparek (2,51 g) byl rozpustén
v CHCI3 (100 ml), adsorbovan na silikagel (12,5 g) a nasledné piecistén na koloné (125 g
silikagelu) s mobilni fazi hexan/EtOAc 7/3. Frakce s produktem byly odpatfeny a odparek byl
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dosusen pomoci rotacni olejové pumpy pii 60 °C. Bylo ziskano 525,6 mg lehce nazloutlého

oleje ve vytézku 74 %.
Rr = 0.17 (hexan/EtOAc 8/2).

'"H NMR (400 MHz, CDCls): = 7.37 — 7.26 (m, 10H), 5.90 (d, J = 4.0 Hz, 1H), 4.65 (d, J =
4.1 Hz, 1H), 4.63 — 4.52 (m, 4H), 427 (td, J = 6.3, 3.0 Hz, 1H), 4.03 (d, J = 2.9 Hz, 1H), 3.64
(d, J= 6.2 Hz, 2H), 1.44 (s, 3H), 1.33 (s, 3H) ppm. Spektrum je shodné s literaturou.>

Pro [C22H2605+Na]" vypocteno Mr: 370.178; ESI-MS: m/z 393 [M+Na]" a 409 [M+K]".

Methyl-3,5-di-O-benzyl-D-arabinofuranosid (7)
o o Latka 6 (0,4953 g; 1,34 mmol) byla rozpusténa v MeOH (10 ml). Byla
Bno/\f_zw h pridana (15)-(+)-10-kafrsulfonova kyselina (10 mg; 0,04 mmol). Smés

BnO OH byla zahfivana pfes noc pod argonovou atmosférou. Reakce byla

sledovana na TLC ve smési hexan/EtOAc 8/2 (detekce D1 a D4). Smés byla neutralizovana
kapkou Et;N. Rozpoustédlo bylo odpateno na RVO pti 40 °C. Odparek (0,68 g) byl adsorbovan
na silikagel (3,5 g) a ptecistén na kolon¢ (35 g silikagelu) ve smési hexan/EtOAc 6/4. Frakce
s produktem byly odpafeny a odparek byl dosusen pomoci rotacni olejové pumpy pii 60 °C.

Bylo ziskano 386,2 mg lehce nazloutlého oleje ve vytézku 84 %.
Rr =0.20 (hexan/EtOAc 8/2).

"H NMR (400 MHz, CDCl3): § = 7.69 — 7.64 (m, 4H), 7.46 — 7.35 (m, 6H), 5.88 (d, J= 4.1 Hz,
1H), 4.55 (d, J=4.1 Hz, 1H), 4.43 (t, /= 3.1 Hz, 1H), 4.05 (m, 1H), 3.87 — 3.78 (m, 2H), 1.89
(d, J=4.3 Hz, 1H), 1.60 (s, 1H), 1.33 (s, 3H), 1.29 (s, 3H), 1.06 (s, 9H) ppm. Spektrum je

shodné s literaturou.>”
Pro [C24H3,05Si+Na]” vypoéteno Mr: 451.192; ESI-MS: m/z 451 [M+Na]" a 467 [M+K]".

Methyl-2-deoxy-2-fluor-3,5-di-O-dibenzyl-B-D-ribofuranosid (8)
o Latka 7 (3,26 g; 9,46 mmol) byla rozpusténa v suchém DCM (60 ml) pod
BnO/\S—Z’O\ argonovou atmosférou. K roztoku byl ptidan suchy pyridin (3,0 ml; 37,82
Bno mmol) a smes byla vychlazena na 0 °C. Postupné byl ptikapan T£,0 (2,02
ml; 12,29 mmol) a smés byla michdna 15 minut. Reakce byla sledovana na TLC ve smési
hexan/EtOAc 8/2 (detekce D1, D3 a D4). Nadbytek anhydridu byl hydrolyzovéan pfidavkem
vody (10 ml). Faze byly oddé€leny a organicka byla odpafena na RVO pfi 40 °C. Odparek byl

dosuSen pomoci rota¢ni olejové pumpy pii 40 °C béhem 1 hodiny. Nasledné byl rozpusStén

v THF (60 ml). Vznikla smés byla vychlazena na 0 °C. Béhem 20 minut byl piikapan TBAF
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(47,3 ml; 47,3 mmol; 1M roztok v THF). Smés byla michana pii 25 °C ptes noc. Reakce byla
monitorovana na TLC ve stejné smési se stejnou detekci. Reakéni smés byla nafedéna Et,O
(100 ml) a vytfepana s nasyc. NH4Cl (3 x 100 ml). Etherova frakce byla vysusena MgSOa.
Susidlo bylo odfiltrovano a filtrat byl odpafen na RVO pii 30 °C. Odparek (4,05 g) byl
adsorbovan na silikagel (20 g) a pfecistén na koloné (100 g silikagelu) ve smési hexan/EtOAc
9/1. Frakce s produktem byly odpateny a odparek byl dosusen pomoci rotaéni olejové pumpy

pti 60 °C. Bylo ziskano 1,08 g lehce nazloutlého oleje ve vytézku 33 %.
Rr =0.51 (hexan/EtOAc 8/2).

'H NMR (400 MHz, CDCL3): § = 7.38 — 7.27 (m, 10H), 5.01 (d, J = 10.6 Hz, 1H), 4.84 — 4.52
(m, 5H), 4.34 — 4.26 (m, 1H), 4.08 (ddd, J = 24.6, 7.7, 3.7 Hz, 1H), 3.68 — 3.49 (m, 2H), 3.33

(s, 3H) ppm. Spektrum je shodné s literaturou.>
F NMR (376 MHz, CDCls): 8 = -209.50 (ddd, J = 53.3, 24.5, 10.6 Hz) ppm.
Pro [C20H23FO4+Na]" vypocteno Mr: 369.148; ESI-MS: m/z 369 [M+Na]".

Methyl-3-0O-benzyl-2-deoxy-2-fluor-p-D-ribofuranosid (9a)
. 5000 10% Pd/C (0,9 g; 0,85 mmol) bylo zalito EtOH (90 ml). Vznikla suspenze
HOA&_?; N7 byla probubléavana H» po dobu 1 hodiny. Latka 8 (2,94 g; 8,48 mmol) byla
rozpusténa ve smési EtOH/EtOAc 2/1 (90 ml) a pfidana k suspenzi Pd/C.
o Smés byla probublavana H> po dobu 8 hodin pii 25 °C. Reakce byla
pribézné sledovana na TLC ve smési hexan/EtOAc 7/3 (detekce D1 a
D4). Katalyzator byl odfiltrovan a promyt EtOH (300 ml). Filtrat byl
odpafen na RVO pii 50 °C. Odparek (2,16 g) byl adsorbovan na silikagel (11 g) a pteciStén na
koloné (70 g silikagelu) ve smési hexan/EtOAc 7/3. Frakce s produktem byly odpatfeny pii 40
°C a odparek byl dosuSen pomoci rotacni olejové pumpy pii 60 °C. Bylo ziskano 1,45 g

bezbarvého oleje ve vytézku 67 %.

Rr = 0.34 (hexan/EtOAc 7/3).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) § = 7.40 — 7.27 (m, 5H, 5xCH, H-10, H-11 a H-12), 5.01 (d, J =
10.9 Hz, 1H, CH, H-1), 4.77 (dd, J=53.2, 3.2 Hz, 1H, CH, H-2), 4.63 (dd, J=43.1, 11.6 Hz,
2H, CH, H-8), 4.28 —4.12 (m, 2H, 2xCH, H-3 a H-4), 3.84 (dt, /= 12.1, 2.9 Hz, 1H, 0.5xCHa,
H-8), 3.60 (ddd, J=12.2, 8.5, 3.4 Hz, 1H, 0.5xCH2, H-8), 3.41 (s, 3H, CH3, H-7), 1.85 (s, 1H,
OH, H-6) ppm.
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13C NMR (101 MHz, CDCl3) § = 137.39 (C-9), 128.69 (2xC, C-11), 128.29 (C-12), 128.06
(2xC, C-10), 106.17 (d, J=29.8 Hz, C-1), 91.46 (d, J = 185.6 Hz, C-2), 81.94 (C-4), 76.40 (d,
J=15.7 Hz, C-3), 73.06 (C-8), 62.37 (C-5), 55.91 (C-7) ppm.

1F NMR (376 MHz, CDCL3): & = -210.99 (ddd, J= 53.1, 24.1, 10.9 Hz) ppm.
Pro [C13H7FO4+Na]* vypoéteno Mr: 279.1003; ESI-HRMS: m/z 279.1004 [M+Na]".

IC (KBr): vmax = 3458, 3088, 3067,3031, 2995, 2926, 2872, 2836, 1455, 1401, 1362, 1308,
1263, 1198, 1132, 1102, 1081, 1045, 970, 949, 931, 893, 863, 833, 785, 743, 701 cm™.

Methyl-5-0O-benzyl-2-deoxy-2-fluor-p-p-ribofuranosid (9b)
o a) 10% Pd/C (7,1 mg; 0,01 mmol) bylo v baiice evakuovano a nasyceno
Bno/\\go\ H> (celkem 3x). Nasledné byl pfidan roztok MeOH (0,5 ml) obsahujici
RO latku 8 (23,2 mg; 0,07 mmol) a koncentrovany vodny roztok amoniaku (5
ul; 0,03 mmol). Smés byla michana 2 hodiny pod H> atmosférou z balonku. Reakce byla
monitorovana na TLC ve smési hexan/EtOAc 7/3 (detekce D1 a D4). Smés byla prefiltrovana
a filtracni kol&€ byl promyt MeOH (10 ml). Filtrat byl odpafen na RVO pfti 50 °C. Odparek byl
adsorbovan na silikagel (100 mg) a ptecistén na koloné (1 g silikagelu) ve smési hexan/EtOAc

7/3. Frakce s produktem byly odpafeny. Bylo ziskano 12 mg bezbarvého oleje ve vytézku 69
%.

b) Latka 8 (13,8 mg; 0,04 mmol) byla rozpusténa v suchém toluenu (0,2 ml) pod argonovou
atmosférou. K roztoku byl pfidan DIBAL-H (0,4 ml; 0,4 mmol; 1M roztok v toluenu). Vznikla
smés byla michana 4 hodiny pfi 50 °C. Reakce byla monitorovdna na TLC ve smési
hexan/EtOAc 7/3 (detekce D1 a D4). Podle TLC dochazelo ke vzniku nezadouciho

regioisomeru, proto reakce nebyla dale zpracovana.
Rr = 0.46 (hexan/EtOAc 7/3).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) § = 7.38 — 7.27 (m, 5H), 5.00 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 4.75 (dd, J =
53.5,3.9 Hz, 1H), 4.62 (s, 2H), 4.27 (dtd, /= 23.7, 7.9, 4.0 Hz, 1H), 4.10 (ddd, J=7.5, 6.0, 4.0
Hz, 1H), 3.71 — 3.57 (m, 2H), 3.35 (s, 3H), 2.09 (d, J = 8.0 Hz, 1H) ppm. Spektrum je shodné

s literaturou.”!

Pro [Ci3Hi7FO4+Na]" vypocteno Mr: 279.101; ESI-MS: m/z 279 [M+Na]".
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Methyl-2-deoxy-2-fluor-p-p-ribofuranosid (9¢)

O _o Latka8 (25,6 mg; 0,07 mmol) byla rozpusténa v DCM (0,5 ml). Postupné
1T T™ byt pridin vodns
— byl pfidan vodny roztok KBrOs (24,7 mg; 0,15 mmol; v 0,2 ml vody) a
HO  F
° vodny roztok Na>S>0s (28,1 mg; 0,15 mmol; v 0,3 ml vody). Vznikla smés
byla michdna 4 hodiny pii 25 °C. Reakce byla monitorovana na TLC ve smési hexan/EtOAc
7/3 (detekce D1 a D4). Podle TLC doslo k nezddoucimu odchranéni obou hydroxylt a reakce

tedy nebyla dale zpracovana.
Rr =0.08 (hexan/EtOAc 7/3).
Pro [C¢H11FO4+Na]" vypoéteno Mr: 189.054; ESI-MS: m/z 189 [M+Na]".

Methyl-2-deoxy-2-fluor-5-O-diisopropylfosfonomethyl-p-p-ribofuranosid (10)
"\, 92 2.09.o0 Latky 9a (1,43 g; 5,58 mmol) a 3 (3,66 g, 11,16 mmol) byly
>ﬁo_|u3 O e rozpustény v suchém THF (30 ml) pod argonovou atmosférou.

3 2
O N “
b )Q Q F Vznikly roztok byl vychlazen na 0 °C. Postupné byl ptfidan
7
oo é NaH (0,27 g; 6,70 mmol; 60% disperze v mineralnim oleji).

Smés byla michana pti 0 °C 1,5 hodiny. Reakce byla priibézné
sledovana na TLC ve smési hexan/EtOAc 1/4 (detekce D1 a
D4). Pti 0 °C byla postupné ptfidana voda (30 ml). Vznikld smés byla extrahovana CHCIl; (3 x
60 ml). Chloroformova frakce byla vysusena Na>COs. Susidlo bylo odfiltrovano, filtracni kola¢
byl promyt CHCI3 (100 ml) a filtrat byl odpaten na RVO pii 40 °C. Odparek (4,95 g) byl
adsorbovan na silikagel (25 g) a pfecistén na koloné¢ (100 g silikagelu) ve smési hexan/EtOAc
1/3. Frakce s produktem byly odpareny a odparek byl dosuSen pomoci rota¢ni olejové pumpy

pii 60 °C. Bylo ziskano 2,00 g lehce nazloutlého oleje ve vytézku 82 %.
Rr = 0.54 (hexan/EtOAc 1/4).

'H NMR (400 MHz, CDCl3): § = 7.39 — 7.27 (m, 5H, 5xCH, H-9, H-10 a H-11), 4.98 (d, J =
10.6 Hz, 1H, CH, H-1), 4.81 — 4.53 (m, 5H, 3xCH a CH», H-2, H-7 a H-13), 4.29 — 4.21 (m,
1H, CH, H-4), 4.02 (ddd, J=24.4, 7.8, 3.6 Hz, 1H, CH, H-3), 3.84 —3.75 (m, 3H, 1.5xCH>, H-
5 a H-12), 3.67 — 3.59 (m, 1H, 0.5xCHz, H-5), 3.35 (s, 3H, CHs, H-6), 1.36 — 1.29 (m, 12H,
4xCHs3, H-14) ppm.

B3C NMR (101 MHz, CDCls): § = 137.43 (C-8), 128.64 (2xC, C-10), 128.21 (C-11), 128.04
(2xC, C-9),105.83 (d,J=29.3 Hz, C-1),91.06 (d, J=185.3 Hz, C-2), 80.13 (C-4), 77.83 (d, J
=15.7 Hz, C-3), 74.30 (d, J = 10.1 Hz, C-5), 72.92 (C-7), 71.18 (d, J = 6.7 Hz, 2xC, C-13),
66.41 (d, J=166.9 Hz, C-12), 55.26 (C-6), 24.41 —23.98 (m, 4xC, C-14) ppm.
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19 NMR (376 MHz, CDCls): & = -211.69 (ddd, J = 53.2, 24.4, 10.6 Hz) ppm.
3P NMR (162 MHz, CDCl3) § = 19.09 ppm.
Pro [C20H32FO7P+Na]" vypoéteno Mr: 457.1762; ESI-HRMS: m/z 457.1769 [M+Na]".

IC (KBr): 3085, 3067, 3034, 2977, 2929, 2875, 2836, 1452, 1374, 1308, 1254, 1201, 1177,
1141, 1108, 1069, 1039, 988, 905, 890, 785, 749, 701 cm’'.

[a]*°p =-8.5° (¢ = 0.071, CHCI3).
1-O-Acetyl-2-deoxy-2-fluor-5-O-diisopropylfosfonomethyl-p-pD-ribofuranosa (11)

Latka 10 (1,60 g; 3,82 mmol) byla rozpusténa v 80%

] O 13 S 4 0] 1
17N o
>ﬁO—g O/\g_?; %O CH3COOH (30 ml) pod argonovou atmosférou. Vznikly
15 N v
w9 F " roztok byl zahiivin 51 hodin na 100 °C. Reakce byla
8
1 10 9 sledovana pomoci ESI-MS. Reak¢éni smés byla odpatena na

RVO pii 60 °C. Odparek byl rozpustén v pyridinu (30 ml).
Byl ptfidan AcoO (12 ml; 125,9 mmol) a DMAP (10 mg;
0,08 mmol) a smés byla michdna pod argonovou atmosférou pti 25 °C 3 hodiny. Prubéh reakce
byl opét sledovan pomoci ESI-MS. Pyridin byl z reakéni smési vakuové oddestilovan pti 30
°C. Destila¢ni zbytek byl rozpustén v EtOAc (100 ml) a vytfepan postupné¢ 1M HCI (50 ml),
nasyc. NaHCO; (50 ml) a nasyc. NaCl (50 ml). Spojené vodné frakce byly vytfepany s EtOAc
(50 ml). Organické frakce byly vysuSeny Na>COs. SuSidlo bylo odfiltrovano a filtrat byl
odpatfen na RVO pii 40 °C. Odparek (1,89 g) byl ptecistén na koloné (40 g silikagelu) ve smési
hexan/EtOAc 1/5. Frakce s produktem byl odpateny na RVO pii 40 °C. Bylo ziskdno 1,37 g

zlutého oleje ve vytézku 78 %.
Rr =0.43 (hexan/EtOAc 1/4).

'H NMR (400 MHz, CDCLs): § = 7.40 — 7.28 (m, 5H, 5xCH, H-10, H-11 a H-12), 6.22 (d, J =
10.4 Hz, 1H, CH, H-1), 4.88 (d, J = 3.6 Hz, 0.5H, 0.5xCH, H-2), 4.79 — 4.59 (m, 4.5H, 3xCH
a CHa, H-2, H-14 a H-8), 4.31 — 4.24 (m, 1H, CH, H-4), 4.16 (ddd, J = 23.9, 8.0, 3.6 Hz, 1H,
CH, H-3), 3.86 — 3.69 (m, 4H, 2xCHa, H-5 a H-13), 2.07 (s, 3H, CHs, H-7), 1.31 (t, J=5.9 Hz,
12H, 4xCHj, H-15) ppm.

13C NMR (101 MHz, CDCls): § = 169.01 (C-6), 137.14 (C-9), 128.56 (2xC, C-11), 128.18 (C-
12), 127.84 (2xC, C-10), 97.80 (d, J = 31.9 Hz, C-1), 90.82 (d, J = 188.0 Hz, C-2), 81.03 (C-
4y, 76.44 (d, J = 15.9 Hz, C-3), 72.95 (C-8), 72.37 (d, J = 10.0 Hz, C-5), 71.04 (t, J = 6.1 Hz,
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2xC, C-14), 66.46 (d, J = 167.5 Hz, C-13), 24.06 (dq, J = 6.6, 2.6, 2.0 Hz, 4xC, C-15), 21.05
(C-7) ppm.

9F NMR (376 MHz, CDCl3): § = -211.24 (ddd, J = 52.5, 23.9, 10.5 Hz) ppm.

3P NMR (162 MHz, CDCl5): § = 18.96 ppm.

Pro [C21H3,FOgP+Na]" vypocéteno Mr: 485.1711; ESI-MS: m/z 485 [M+Na]".

IC (KBr): vmax = 3085, 3058, 3031, 2980, 2929, 2872, 1751, 1377, 1234, 1180, 1144, 1126,
1105, 988, 905, 890, 788, 749, 698 cm.

[0]%p = +3.5° (¢ = 0.087, CHCL;).

1-(2'-Deoxy-2'-fluor-5'-O-diisopropylfosfonomethyl-a-D-ribofuranosyl)-3-karbamoyl-5-
fluor-2-oxopyrazin (12a) a 1-(2’-Deoxy-2'-fluor-5'-O-diisopropylfosfonomethyl-p-D-
ribofuranosyl)-3-karbamoyl-5-fluor-2-oxopyrazin (12b)
F Fluorovana baze T-705 (59,2 mg; 0,37 mmol) byla
zalita HMDS (1 ml). Smés byla zahtfivdna hodinu na

O N
>ﬁ l/\ /\QM W 140 °C pod argonovou atmosférou. Nésledn¢ bylo

)\ HzN rozpoustédlo vakuové oddestilovano pii 30 °C. Latka
1 19 - 11 (142,7 mg; 0,31 mmol) byla rozpusténa v suchém
14 DCE (3 ml) a pfidana k destila¢nimu zbytku. Postupné

16 45

bylo ptfidano SnCls (0,74 ml; 0,74 mmol; 1M roztok
v DCM). Smés byla michéna 24 hodin pii 25 °C. Reakce byla monitorovana na TLC ve smé&si
DCM/MeOH 20/1 (detekce D4 a DS5). Reakéni smés byla nafedéna DCM (20 ml) a vytiepana
nasyc. NaHCO3 (20 ml). Vznikla srazenina byla ptefiltrovana pres kiemelinu. Filtracni kola¢
byl intenzivn€ promyt DCM (60 ml). Faze ve filtratu byly oddéleny v délici nalevce a vodna
byla extrahovdna DCM (2 % 20 ml). Spojené organické frakce byly vysuSeny MgSOs. Susidlo
bylo odfiltrovano a filtrat byl odpafen na RVO pii 40 °C. Odparek (220 mg) byl pfecistén na
kolon¢ (22 g silikagelu) ve smési DCM/MeOH 20/1. Frakce s produktem byly odpatfeny na
RVO piti40 °C. o/p anomery byly rozdéleny na koloné (12 g silikagelu) ve smési EtOAc/aceton
2/1. Frakce s produkty byly odpaieny na RVO pii 40 °C. Odparky byly dosuSeny pomoci
rotacni olejové pumpy pii 40 °C. Bylo ziskano 33 mg a anomeru (19 %) a 88,8 mg [ anomeru

(51 %). Oba byly ve formé Zlutého oleje.

Rr = 0.48 (DCM/MeOH 20/1).
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"H NMR (400 MHz, CDCl3, 12a): § = 9.07 (s, 1H, 0.5xNHa, H-11), 7.70 (d, J = 5.8 Hz, 1H,
CH, H-9), 7.41 — 7.28 (m, 5H, 5xCH, H-14, H-15 a H-16), 6.37 (dd, J=15.1, 3.6 Hz, 1H, CH,
H-1), 6.32 (s, 1H, 0.5xNH>», H-11), 5.43 (dt, J = 53.2, 3.7 Hz, 1H, CH, H-2), 4.82 — 4.68 (m,
4H, 2xCH a 0.5xCHz, H-12 a H-18), 4.60 (d, /= 11.5 Hz, 1H, 0.5xCH;, H-12), 4.54 (dd, J =
6.2,2.5 Hz, 1H, CH, H-4), 4.34 (ddd, J = 18.5, 6.9, 3.8 Hz, 1H, CH, H-3),3.91 (dd, J=11.3,
2.0 Hz, 1H, 0.5xCHa, H-5), 3.81 — 3.76 (m, 3H, 1.5%xCH», H-5 a H-17), 1.33 (m, 12H, 4xCHjs,
H-19) ppm.

3C NMR (101 MHz, CDCls, 12a): & = 162.05, 154.70, 148.13 (d, J = 224.5 Hz, C-8), 136.64
(C-13), 128.85(2xC, C-15), 128.63 (C-16), 128.10 (2xC, C-14), 115.53 (d, J = 55.9 Hz, C-9),
87.60 (d, J=198.3 Hz, C-2), 87.27 (d, J = 15.9 Hz, C-1), 82.70 (C-4), 76.68 (d, J = 15.9 Hz,
C-3), 73.39 (C-12), 71.76 — 71.28 (m, 3xC, C-5 a C-18), 66.71 (d, J=168.2 Hz, C-17), 24.47
—23.93 (m, 4xC, C-19) ppm.

F NMR (376 MHz, CDCls, 12a): 6 = -105.31 (d, J = 5.8 Hz, T-705), -213.94 (dt, J = 52.8,
16.7 Hz) ppm.

3P NMR (162 MHz, CDCls, 12a): § = 18.53 ppm.

'H NMR (400 MHz, CDCls, 12b): § = 9.11 (s, 1H, 0.5xNH,, H-11), 8.22 (d, J= 5.5 Hz, 1H,
CH, H-8), 7.35 (m, 4H, 4xCH, H-14, H-15 a H-16), 6.32 (s, 1H, 0.5xNHa, H-11), 6.25 (d, J =
15.3 Hz, 1H, CH, H-1), 5.04 (dd, J=51.3, 2.7 Hz, 1H, CH, H-2), 4.82 — 4.68 (m, 3H, 0.5xCH,
a2xCH, H-12 a H-18), 4.57 (d,J= 11.5 Hz, 1H, 0.5xCH,, H-12), 4.41 (d, J= 8.6 Hz, 1H, CH,
H-4), 4.24 —4.09 (m, 2H, CH a 0.5xCH,, H-3 a H-5), 3.84 — 3.80 (m, 1H, 0.5xCH,, H-5), 3.78
(dd, J= 7.6, 2.4 Hz, 2H, CH,, H-17), 1.37 — 1.26 (m, 12H, 4xCHs, H-19) ppm.

13C NMR (101 MHz, CDCls, 12b): § = 154.84, 136.79 (C-13), 128.80 — 128.00 (m, 8xC, C-6,
C-7, C-8, C-14, C-15 a C-16), 114.96 (C-9), 91.05 (d, J = 193.9 Hz, C-2), 90.08 (d, J = 33.7
Hz, C-1), 81.56 (C-4), 73.75 (d, J = 16.4 Hz, C-3), 73.20 (C-12), 71.72 — 71.43 (m, 2xC, C-
18), 69.49 (d, J= 8.0 Hz, C-5), 66.34 (d, J=166.9 Hz, C-17), 24.14 (q, J=4.7 Hz, 4xC, C-19)
ppm.

F NMR (376 MHz, CDCl;, 12b): § = -102.82 (d, J = 5.7 Hz, T-705), -204.71 (ddd, J = 51.4,
22.2,15.5 Hz) ppm.

3P NMR (162 MHz, CDCl3, 12b): § = 18.42 ppm.

Pro [C24H3,F2N30sP+Na]* vypocteno Mr: 582.1787; ESI-HRMS: m/z 582.1785 [M+Na]".
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IC (KBr, 12b): vmax = 3606, 3356, 3194, 3074, 3032, 2981, 2935, 2873, 2789, 1695, 1558,
1495, 1456, 1435, 1387, 1377, 1329, 1308, 1228, 1180, 1120, 1093, 993, 920, 906, 891, 827,
808, 754, 717, 700, 687, 638, 629, 615, 553, 542, 509, 482 cm’".

1-(2'-Deoxy-2'-fluor-5'-O-diisopropylfosfonomethyl-p-ribofuranosyl)-3-karbamoyl-2-
oxopyrazin (13)

o /s Baze T-1105 (53,3 mg; 0,38 mmol) byla zalita HMDS

? . 9 Py O N /N (1 ml). Smés byla zahtivana hodinu na 140 °C pod
19>70—(|'D) O/\\g—ZjA 60 100 argonovou atmosférou. Nasledn¢ bylo rozpoustédlo
){ 2 1 i H121N vakuové oddestilovano pti 30 °C. Latka 11 (151,2 mg;
von 3 0,35 mmol) byla rozpusténa v suchém DCE (3 ml) a
165 " ptidana k destilacnimu zbytku. Postupné bylo ptidano

SnCls (0,80 ml; 0,80 mmol; 1M roztok v DCM). Smés byla michana 24 hodin pti 25 °C. Reakce
byla monitorovana na TLC ve smé&si DCM/MeOH 20/1 (detekce D4 a D5). Reakéni smés byla
nafedéna DCM (20 ml) a vytfepana nasyc. NaHCO3 (20 ml). Vznikld srazenina byla
ptefiltrovana ptes kfemelinu. Filtraéni kold¢ byl intenzivné promyt DCM (60 ml). Faze ve
filtratu byly oddé€leny v délici nalevce a vodna byla extrahovana DCM (2 x 20 ml). Spojené
organické frakce byly vysuSeny MgSO4. Susidlo bylo odfiltrovano a filtrat byl odpafen na RVO
pti 40 °C. Odparek byl ptecistén pomoci flash chromatografie v gradientu DCM/MeOH 100/0
az 90/10. Frakce s produktem byly odpafeny na RVO pii 40 °C. Odparek byl dosuSen pomoci
rotacni olejové pumpy pii 40 °C. Bylo ziskano 92 mg smési o/f anomerd v poméru 29/71 ve

formé nazloutlého oleje ve vytézku 48 %.
Rr=0.39 (DCM/MeOH 20/1).

'H NMR (400 MHz, CDCls): 8 =9.10 (s, 1H), 0.5xNH,, H-11B), 9.03 (s, 0.34H, 0.5xNH,, H-
11p), 8.36 (d, J = 4.0 Hz, 1H, CH, H-8B), 7.91 (d, J= 3.6 Hz, 1H, CH, H-9B), 7.77 (d, J= 3.9
Hz, 0.4H, CH, H-8q), 7.72 (d, J= 4.0 Hz, 0.4H, H-90)), 7.40 — 7.29 (m, 8.9H, 10xCH, H-14, H-
15 a H-16), 6.36 (dd, J= 16.4, 3.4 Hz, 0.4H, CH, H-10), 6.27 (d, J = 15.6 Hz, 1H, CH, H-1p),
6.22 (s, 1.35H, 0.5xNHa, H-11), 5.38 (dt, J = 53.4, 3.6 Hz, 0.4H, CH, H-20), 5.02 (dd, J=51.4,
3.5 Hz, 1H, CH, H-2B), 4.81 — 4.68 (m, 3.2H, 4xCH a 0.5xCHa, H-120. a H-18), 4.61 (dd, J =
78.5, 11.5 Hz, 2H, CHa, H-12p), 4.60 (d, J = 11.5 Hz, 0.4H, 0.5xCH,, H-120)), 4.40 (d, J = 8.9
Hz, 1H, CH, H-4p), 4.37 — 4.25 (m, 0.8H, 2xCH, H-30 a H-40), 4.18 — 4.05 (m, 3H, CH a CHa,
H-3B a H-5B), 3.95 — 3.90 (m, 0.4H, 0.5xCH,, H-5a), 3.82 — 3.71 (m, 3.2H, 2.5xCH,, H-50 a
H-17), 1.37 - 1.21 (m, 16.8H, 8xCHs, H-19) ppm.
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BCNMR (101 MHz, CDCl3): 6 =163.19, 155.52 (C-7p), 143.50 (C-7a), 136.78 (C-13), 129.08
—127.74 (m, 12xC, C-8f, C-9a, C-14, C-15 a C-16), 126.05 (C-9p), 124.75 (C-8a), 91.15 (d,
J=193.5 Hz, C-2), 89.30 (d, /= 34.0 Hz, C-1§), 87.45 (d, J=199.4 Hz, C-2a), 86.54 (d, J =
13.8 Hz, C-1a), 82.28 (C-4a), 81.08 (C-4P), 76.63 (C-3m), 73.79 (d, J = 16.5 Hz, C-3P), 73.29
(C-12w), 73.13 (C-12P), 71.72 — 71.25 (m, 5xC, C-5a a C-18), 69.75 (d, J = 12.4 Hz, C-5p),
66.84 (d, J=167.9 Hz, C-17a), 66.24 (d, J = 169.4 Hz, C-17P), 24.33 —24.11 (m, 8xC, C-19)
ppm.

YF NMR (376 MHz, CDCls): & = -204.57 (ddd, J = 51.6, 23.4, 15.8 Hz, p-anomer), -214.27
(dt, J=53.3, 19.0 Hz, a-anomer) ppm.

3P NMR (162 MHz, CDCl;): § = 18.58 (0-anomer), 18.37 (B-anomer) ppm.

Pro [C24H33FN303P+H]" vypocteno Mr: 542.2062; ESI-MS: m/z 542.2062 [M+H]".

5.4. Syntéza derivati 3-deoxy-3-fluor-D-ribosy

1,2-O-Isopropyliden-a-D-xylofuranosa (14)

HQ 0 D-Xylosa (20,0 g; 133,22 mmol) byla smichana se smési acetonu (520 ml)
\5_7 a96% H>SO4 (20 ml; 359,69 mmol). Vznikld smés byla michdna 30 minut.
/O)( Za externiho chlazeni na 0 °C byl postupné ptfidan vodny roztok (220 ml)
Na;COs3 (26 g, 245,12 mmol). Smés byla michana 2,5 hodiny pti 25 °C. Postupné byl ptidan
pevny Na,COs (14 g, 131,89 mmol). Smés byla prefiltrovana a filtrat byl odpafen na RVO pfii
50 °C. Odparek (30,5 g) byl ptecistén na koloné (400 g silikagelu) s mobilni fazi CHCls/MeOH
20/1 a 9/1. Frakce s produktem byly odpafeny a odparek byl dosuSen pomoci rotacni olejové
pumpy pii 60 °C. Bylo ziskano 19,6 g lehce nazloutlého oleje ve vytézku 77 %, ktery pozdéji
vykrystalizoval.

Re = 0.54 (CHCl3/MeOH 9/1).

'"H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 =5 .99 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 4.52 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 4.33 (s,
1H), 4.20-3.92 (m, 4H), 2.60 (s, 1H), 1.49 (s, 3H), 1.32 (s, 3H) ppm. Spektrum je shodné

s literaturou.®®

Pro [CsH140s+Na]” vypocéteno Mr: 213,074; ESI-MS: m/z 213 [M+Na]".
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5-0-Benzyl-1,2-0-isopropyliden-a-D-xylofuranosa (15a)

BnO o Latka 14 (16,9 g; 88,9 mmol) byla smichana s toluenem (300 ml). Byl

k5_7"'0 pridan dibutylcin oxid (23,7 g; 93,3 mmol). Smés byla zahtivana 19 hodin

HO 0 na 140 °C v Dean-Starkové aparatuie pro odstranéni vznikajici vody.
Toluen byl oddestilovan. Smés byla vychlazena na 100 °C. Byl pfidan TBAI (16,7 g; 44,4
mmol) a BnBr (16,1 ml; 133,28 mmol). Smés byla zahfivana na 110 °C. Reakce byla
monitorovana na TLC ve smési CHCls/aceton 9/1 (detekce D1 a D4). Po 2 hodinach bylo
ukonceno zahtivani a smés byla ponechana k vychladnuti na pokojovou teplotu. Byl piidan
EtOAc (300 ml) a nasyc. NaHCO3 (300 ml) smés byla intenzivné michana 1 hodinu. Vznikla
srazenina byla odfiltrovana. Faze byly rozdéleny a organicka faze byla vytfepana s nasyc. NaCl
(300 ml). Organicka frakce byla odpafena na RVO pii 40 °C. Odparek (30,3 g) byl ptecistén na
koloné¢ (500 g silikagelu) ve smési CHCls/aceton 10/1. Frakce s produktem byly odpateny a
odparek byl dosuSen pomoci rotacni olejové pumpy pii 60 °C. Bylo ziskano 15,5 g naZloutlého

oleje ve vytézku 62 %, ktery pozdéji vykrystalizoval.
Rr = 0.63 (CHCls/aceton 9/1).

'H NMR (400 MHz, CDCls): = 7.39 — 7.27 (m, 5H), 5.98 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 4.68 — 4.55 (m,
2H), 4.51 (d,J=3.7 Hz, 1H), 4.29 (t, /= 3.0 Hz, 1H), 4.25 (q, J=3.7 Hz, 1H), 3.98 — 3.89 (m,
2H), 3.59 (d, J=3.3 Hz, 1H), 1.48 (s, 3H), 1.32 (s, 3H) ppm. Spektrum je shodné s literaturou.

Pro [Ci5sH2005+Na]" vypocteno Mr: 303.121; ESI-MS: m/z 303 [M+Na]".

5-0-Benzyl-3-deoxy-1,2-O-isopropyliden-a-D-glyceropent-3-enofuranosa (16) — pokusy o
pripravu 5-O-benzyl-3-deoxy-3-fluor-1,2-O-isopropyliden-a-D-xylofuranosy (17)

12 a) Latka 15a (18,4 mg; 0,07 mmol) byla rozpusténa suchém DCM
(0,5 ml) pod argonovou atmosférou. Byl pfidan suchy pyridin

(0,106 ml; 1,31 mmol) a smés byla vychlazena na -40 °C.

5\\4@”/0 Nasledné byl ptikapan DAST (37 pl; 0,26 mmol) a smés byla
3 2vg )6{ " hodinu michana pfi -40 °C. Chlazeni bylo odebrano a reakce byla

7 michana pres noc pii 25 °C. Reakce byla monitorovana na TLC ve

smési hexan/EtOAc 6/4 (detekce D1). Reakéni smés byla postupné piikapana do nasyc.
NaHCO:s (0,5 ml), ktery byl vychlazen na 0 °C. Faze byly oddé€leny a organicka byla odpaiena
na RVO pii 40 °C. Odparek (0,1036 g) byl adsorbovan na silikagel (0,5 g) a piecistén na koloné
(10 g silikagelu) ve smési hexan/EtOAc 9/1. Frakce s produktem byly odpafeny a odparek byl
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dosusen pomoci rotacni olejové pumpy pii 60 °C. Bylo ziskano 10,9 mg lehce nazloutlého oleje

ve vytézku 59 %.

b) Latka 15a (20,3 mg; 0,07 mmol) byla rozpusténa v suchém DCM (0,5 ml) pod argonovou
atmosférou. Byl ptfidan suchy pyridin (23 ul; 0,29 mmol) a vznikla smés byla vychlazena na
0 °C. Nasledn¢ byl ptikapan anhydrid kyseliny trifluormethansulfonové (16 pl; 0,09 mmol) a
smés byla michana 15 minut pfi 0 °C. Reakce byla monitorovdna na TLC ve smési
hexan/EtOAc 1/1 (detekce D1, D3 a D4). Nasledné byla pfidana voda (0,5 ml). Faze byly
odd€leny a organicka byla odpafena na RVO piti 40 °C. Odparek byl dosuSen pomoci rotacni
olejové pumpy pii 40 °C béhem 1 hodiny. Nasledn¢ byl rozpustén v suchém THF (0,5 ml) pod
argonovou atmosférou a smés byla vychlazena na 0 °C. Béhem 10 minut byl ptikapan TBAF
(0,36 ml; 0,36 mmol; 1M roztok v THF). Reakce byla hodinu michana pti 0 °C a nasledné¢ 4
hodiny pfi 25 °C. Priibéh reakce byl sledovan na TLC ve smési hexan/EtOAc 8/2 (detekce D1,
D3 a D4). Reak¢ni smés byla odpafena na RVO pti 25 °C. Odparek byl adsorbovan na silikagel
(0,6 g) a precistén na koloné (5 g silikagelu) ve smési hexan/EtOAc 9/1. Frakce s produktem
byly odpateny pfti 40 °C a odparek byl dosusen pomoci rotacni olejové pumpy pii 60 °C. Bylo

pfipraveno 12 mg lehce naZloutlého oleje ve vytézku 59 %.

c) Latka 15a (15,0 mg; 0,05 mmol) byla rozpusSténa v suchém DCM (0,5 ml) pod argonovou
atmosférou. Byl pfidan suchy pyridin (17 pl; 21 mmol) a roztok byl vychlazen na 0 °C.
Nasledné byl ptikapan T>0 (12 ul; 0,07 mmol) a vznikla smés byla michdna 15 minut pii 0 °C.
Reakce byla monitorovana na TLC ve smési hexan/EtOAc 1/1 (detekce D1, D3 a D4). Nasledné
byla pfidana voda (0,5 ml). Faze byly oddéleny a organicka byla odpafena na RVO pii 40 °C.
Odparek byl dosuSen pomoci rotacni olejové pumpy pii 40 °C behem 1 hodiny. Odparek byl
rozpustén v toluenu (0,2 ml). Nasledn¢ byl ptidan 18-crown-6 (28,3 mg; 0,11 mmol) a fluorid
draselny (44,4 mg; 0,54 mmol). Smés byla michéana pti 25 °C 12 hodin. Reakce byla sledovéana
na TLC ve smési hexan/EtOAc 8/2 (detekce D1 a D4). Podle TLC reakce jest¢ uplné
nedoreagovala, ale ve smési jiz vznikal ve velkém mnoZstvi elimina¢ni produkt. Reakce byla

ukoncena a nebyla dale zpracovana.

d) Latka 15a (12,1 mg; 0,03 mmol) byla rozpusténa v suchém DCM (0,5 ml) pod argonovou
atmosférou. Byl pfidan suchy pyridin (14 pl; 17 mmol) a roztok byl vychlazen na 0 °C.
Nasledné byl ptikapan T£20 (9 pl; 0,06 mmol) a vznikla smés byla michana 15 minut pii 0 °C.
Reakce byla monitorovana na TLC ve smési hexan/EtOAc 1/1 (detekce D1, D3 a D4). Nasledné
byla ptiddna voda (0,5 ml). Faze byly oddéleny a organické byla odpafena na RVO pii 40 °C.
Odparek byl dosusen pomoci rota¢ni olejové pumpy pii 40 °C béhem 1 hodiny. Odparek byl
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pak rozpustén v suchém THF (0,2 ml) pod argonovou atmosférou. Nasledn¢ byl ptidan 18-
crown-6 (15,5 mg; 0,06 mmol) a KHF; (4,6 mg; 0,06 mmol). Vznikla smés byla michéna 1
hodinu pfi 25 °C. Néasledné byla teplota zvySena na 2 hodiny na 40 °C. Poté pies noc na 60 °C.
Reakce byla sledovana na TLC ve smési hexan/EtOAc 8/2 (detekce D1 a D4). Podle TLC

dochazelo k eliminaci. Reakce byla ukonc¢ena a nebyla déle zpracovana.

e) Latka 15a (152,8 mg; 0,55 mmol) byla rozpusténa v toluenu (0,5 ml). K roztoku byl pfidan
PyFluor (123 mg; 0,76 mmol) a DBU (0,17 ml; 1,09 mmol). Reak¢éni smés byla michdna pies
noc pii 25 °C. Reakce byla sledovana na TLC ve smési hexan/EtOAc 1/1 (detekce D1 a D4).
Protoze nedochazelo k zadné reakci, reakéni smés byla zahtivana na 60 °C 2 hodiny. Stale
nedochdzelo k zadné reakci, tak byla smés zahtata na 80 °C na 2 hodiny a pak na 120 °C pies
noc. Nasledn¢ byla reakéni smés odparena na RVO pii 40 °C. Odparek byl adsorbovan na
silikagel (2,25 g) a ptecistén na koloné (10 g silikagelu) ve smési hexan/EtOAc 8/2. Frakce
s produktem byly odpafeny a odparek byl dosuSen pomoci rotaéni olejové pumpy pii 60 °C.

Bylo pfipraveno 103,6 mg lehce nazloutlého oleje ve vytézku 67 %.

Rr =0.55 (hexan/EtOAc &/2).

'"H NMR (400 MHz, CDCls): § = 7.38 — 7.27 (m, 5H, 5xCH, H-10, H-11 a H-12), 6.09 (d, J =
5.3 Hz, 1H, CH, H-1), 5.32 - 5.29 (m, 1H, CH, H-2), 5.23 (dt, /= 2.2, 1.0 Hz, 1H, CH, H-3),
4.59 (s, 2H, CH», H-8), 4.05 (t,J = 1.0 Hz, 2H, CH», H-5), 1.48 (s, 3H, CH3, H-7), 1.45 (s, 3H,
CHs3, H-7) ppm.

3C NMR (101 MHz, CDCls) § 158.86 (C-4), 137.68 (C-9), 128.59 (2xC, C-11), 127.99 (C-
12), 127.92 (2xC, C-10), 112.31 (C-6), 106.51 (C-1), 100.03 (C-3), 83.63 (C-2), 73.20 (C-8),
64.98 (C-5), 28.27 (C-7), 27.98 (C-7) ppm.

IC (KBr): vmax = 3111, 3087, 3062, 3030, 2989, 2937, 2860, 2810, 2762, 2629, 1955, 1873,

1815, 1724, 1668, 1604, 1585, 1496, 1412, 1383, 1373, 1319, 1250, 1211, 1182, 1157, 1078,
1045, 1007, 951, 924, 897, 850, 823, 739, 698, 669, 606, 577, 559, 538, 503, 469 cm.

Pro [Ci1sH1904+H]" vypoéteno Mr: 263.1278; ESI-HRMS: m/z 263.1270 [M+H]".

5-O-(terc-Butyldifenylsilyl)-1,2-O-isopropyliden-a-D-xylofuranosa (18)

TBDPSO o Smés latky 14 (2,12 g; 11,19 mmol) a imidazolu (1,92 g; 27,96
e} mmol) byla rozpusténa v suchém DMF (50 ml) pod argonovou
HO 0 atmosférou. Postupné byl ptikapan TBDPSCI (3,85 ml; 14,54 mmol).

Vznikla smés byla michana 2 hodiny pii 25 °C. Reakce byla monitorovan na TLC ve smési
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hexan/EtOAc 10/1 (detekce D1 a D4). Pot¢ byla reakéni smés nalita do smési drceného ledu a
vody. Byl pfidan EtOAc (100 ml) a faze byly odd¢leny. Organicka faze byla postupné vytiepana
nasyc. NH4Cl (100 ml), nasyc. NaHCOs3 (100 ml) a nasyc. NaCl (100 ml). Organicka frakce
byla vysuSena Na>SOs. SusSidlo bylo odfiltrovano a filtrat byl odpafen na RVO pii 40 °C.
Odparek (6,35 g) byl adsorbovan na silikagel (30 g) a pfecistén na kolon¢ (120 g silikagelu) ve
smési hexan/EtOAc 7/3. Frakce s produktem byly odpafeny a odparek byl dosusen pomoci

rotacni olejové pumpy pii 60 °C. Bylo ziskano 4,6 g lehce nazloutlé¢ho oleje ve vytézku 96 %.
Rr =0.14 (hexan/EtOAc 10/1).

'H NMR (400 MHz, CDCLs): § = 7.72 (dt, J = 6.5, 1.6 Hz, 2H), 7.69 — 7.66 (m, 2H), 7.48 —
7.37 (m, 6H), 6.01 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 4.55 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 4.37 (t, J= 2.6 Hz, 1H), 4.16
—4.09 (m, 3H), 4.04 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 1.47 (s, 3H), 1.33 (s, 3H), 1.05 (s, 9H). Spektrum je

shodné s literaturou.®

Pro [C24H3,05Si+Na]” vypocéteno Mr: 451.192; ESI-MS: m/z 451 [M+Na]".

3-Deoxy-1,2-O-isopropyliden-a-D-glyceropent-3-enofuranosa (19) — pokus o pripravu 3-

deoxy-3-fluor-1,2-0-isopropyliden-a-D-xylofuranosy (20)

HO o Latka 18 (49,9 mg; 0,12 mmol) byla rozpusténa v suchém DCM (0,5 ml)
\\@"’O pod argonovou atmosférou. Byl pfidan suchy pyridin (38 pl; 0,47 mmol)
0 a vznikla smés byla vychlazena na 0 °C. Postupné byl ptikapan Tf,0

(25 pl; 0,15 mmol). Smés byla michana 15 minut pii 0 °C. Reakce byla monitorovana na TLC
ve smési hexan/EtOAc 8/2 (detekce D1, D3 a D4). Byla ptidana voda (0,5 ml) pro pferuSeni
reakce. Faze byly oddéleny a organicka byla odpatfena na RVO pfii 30 °C. Odparek byl dosusen
pomoci rotacni olejové pumpy pii 25 °C béhem 1 hodiny. Nasledné byl rozpustén v suchém
THF (0,5 ml) a vznikl4 smés byla vychlazena na 0 °C. Ke smési bylo potupné ptikapano TBAF
(0,58 ml; 0,58 mmol; 1M roztok v THF). Poté byla smés hodinu michana pti 0 °C a pak hodinu
pii 25 °C. Reakce byla sledovana na TLC ve smé&si hexan/EtOAc 8/2 a 1/1 (detekce D1, D3 a
D4). Reak¢ni smeés byla odpatena na RVO pii 30 °C. Odparek (205 mg) byl adsorbovan na
silikagel (1 g) a pteciStén na koloné (5 g silikagelu). Frakce s produktem byly odpatfeny pfi
40 °C. Bylo ziskano 9,5 mg lehce nazloutlého oleje ve vytézku 42 %.

Rr = 0.66 (hexan/EtOAc 1/1).

'H NMR (400 MHz, CDCls): § = 6.09 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 5.33 — 5.28 (m, 1H), 5.19 (dt, J =
2.2, 1.0 Hz, 1H), 4.18 (s, 2H), 1.78 (s, 1H), 1.47 (s, 3H), 1.44 (s, 3H). Spektrum je shodné

s literaturou.”?
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5.4.1. Syntéza supertritylové chranici skupiny
Tris(4-terc-butylphenyl)methanol (21)

L 1-Brom-4-terc-butylbenzen (2,27 ml; 12,70 mmol) byl rozpustén v THF
N (30 ml, Cerstvé nadestilované) pod argonovou atmosférou. Roztok byl
| ; vychlazen na -78 °C. Béhem 10 minut bylo pfikapano nBuLi (5,08 ml;
7N\ on 12,70 mmol; 2,5M roztok v toluenu). Vznikld smés byla michéna 45

~
X

minut. Nasledn¢ byl ptikapan diethylkarbonat (0,52 ml; 4,23 mmol) a

7 N\

smés byla michdana 15 minut pii -78 °C. Poté byla odebrana chladici
lazen a reakéni smés byla michéana ptes noc pii 25 °C. Do reakéni smési
byla ptiddna 1M HCI (30 ml) a sm¢s byla michana 30 minut. Nasledné
byla extrahovana Et;O (60 ml). Vodna frakce byla znovu extrahovana Et;O (30 ml). Spojené
etherové frakce byly vytiepany s nasyc. NaHCO3 (30 ml), vodou (30ml) a nasyc. NaCl (30 ml).
Organicka frakce byla vysusena MgSOa. Susidlo bylo odfiltrovéno a filtrat byl odpafen na RVO
pti 30 °C. Odparek byl vysrazen ledovym hexanem (2 x 15 ml). Vznikla srazenina byla
odfiltrovana a vysusena pomoci rota¢ni olejové pumpy pii 60 °C. Bylo ziskéno 1,26 g bilého
prasku ve vytézku 69 %.

'"H NMR (400 MHz, CDCls): § = 7.34 — 7.29 (m, 6H), 7.22 — 7.16 (m, 6H), 2.72 (s, 1H), 1.31

(s, 27H) ppm. Spektrum je shodné s literaturou.’’

Pro [C31H4O+Na]"™ vypoéteno Mr: 451.298; ESI-MS: m/z 451 [M+Na]® a 483
[M+Na+CH3;0H]".
Tris(4-terc-butylphenyl)methyl chlorid (22)

~}~  Latka 21 (1,26 g; 2,94 mmol) byla rozpusSténa v suchém toluenu (8 ml)

(j pod argonovou atmosférou. Nasledn¢ byl pfidan Cerstvé nadestilovany

=~ acetyl chlorid (2,1 ml; 29,36 mmol). Vznikld smés byla zahfivana na

130 °C 24 hodin. Po vychladnuti smé&si na laboratorni teplotu byl ptidan

| hexan (10 ml) a banka byla umisténa do lednice na 24 hodin. Vznikly
precipitat byl odfiltrovan a dosusen pomoci rotacni olejové pumpy pii
60 °C. Bylo ptipraveno 1,09 g bézového prasku ve vytézku 83 %.

'H NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 7.33 — 7.28 (m, 1H), 7.18 — 7.14 (m, 1H), 1.33 (s, 5H) ppm.

Spektrum je shodné s literaturou.®’
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1,2-O-Isopropyliden-5-0-tris(4-terc-butylfenyl)methyl-a-D-xylofuranosa (23)

Latky 14 (127,2 mg; 0,67 mmol) a 22 (328,9 mg; 0,74
mmol) byly zality suchym pyridinem (2 ml) pod
argonovou atmosférou. Vznikla suspenze byla zahtata
na 60 °C, aby doslo k jejimu rozpusténi. Roztok byl
nasledné zahtivan 3 hodiny. Reakce byla sledovana na
TLC ve smési hexan/EtOAc 7/3 (detekce D1 a D4).
Reakéni smés byla nafedéna Et,O (10 ml) a vytfepana

postupné s 1M HCI (2 x 10 ml), nasyc. NaHCO3 (10 ml)

a nasyc. NaCl (10 ml). Etherova frakce byla vysusena Na>COs. Susidlo bylo odfiltrovano a
filtrat byl odpaien na RVO pti 40 °C. Odparek byl ptecistén na koloné (10 g silikagelu)
v CHCIs. Frakce s produktem byly odpafeny a odparek byl dosuSen pomoci rotacni olejové

pumpy pii 60 °C. Bylo ziskano 226,5 mg bilého prasku ve vytézku 56 %.
Rr = 0.80 (hexan/EtOAc 7/3).

'"H NMR (400 MHz, CDCl3): § = 7.41 — 7.27 (m, 12H, 12xCH, H-11 a H-12), 6.02 (d, J = 3.7
Hz, 1H, CH, H-1),4.54 (d,J=3.7 Hz, 1H, CH, H-2),4.27 (dq, J=11.5, 2.8 Hz, 2H, 2xCH, H-
3 aH-4),3.63 -3.42 (m, 3H, CH, a OH, H-5 a H-8), 1.48 (s, 3H, CH3, H-7), 1.33 (s, 3H, CH3,
H-7), 1.30 (s, 27H, 9xCH3, H-15) ppm.

3C NMR (101 MHz, CDCl3) § 149.94 (3xC, C-13), 140.54 (3xC, C-10), 128.31 (6xC, C-11
nebo C-12), 124.94 (6xC, C-11 nebo C-12), 111.61 (C-6), 105.14 (C-1), 87.31 (C-9), 85.32 (C-
2), 78.59 (C-3), 76.58 (C-4), 61.87 (C-5), 34.58 (3xC, C-14), 31.48 (9xC, C-15), 26.96 (C-7),
26.33 (C-7) ppm.

Pro [C39Hs20s+Na]" vypocteno Mr: 623.3712; ESI-HRMS: m/z 623.3713 [M+Na]".

IC (KBr): vmax = 3446, 3091, 3034, 2956, 2899, 2863, 1509, 1455, 1401, 1359, 1269, 1213,
1162, 1108, 1075, 1015, 1006, 923, 887, 863, 845, 824, 755, 704, 588 cm’'.

[0]*p = +17.3° (c = 0.075 mg, CHCI3).
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1,2-O-Isopropyliden-3-O-(pyridin-2-ylsulfonyl)-5-O-tris(4-terc-butylfenyl)methyl-a-D-
xylofuranosa (24)

Latka 23 (13,4 mg; 0,02 mmol) a PyFluor (5,0 mg; 0,03
mmol) byla rozpusténa v toluenu (0,3 ml). Bylo pfidano
DBU (7 ul; 0,04 mmol). Vznikla smés byla michana 48
hodin pifi 60 °C. Reakce byla monitorovana na TLC ve
smési hexan/EtOAc 9/1 (detekce D1 a D4). Reakéni smés
byla odpafena na RVO pii 40 °C. Odparek byl adsorbovan
na silikagel (0,14 g) a piecistén na koloné (0,7 g silikagelu).
Frakce s produktem byly odpafeny a odparek byl dosusen

pomoci rota¢ni olejové pumpy pii 60 °C. Bylo ziskano 16

mg Zlutého oleje ve vytéZzku 96 %.

'H NMR (400 MHz, CDCls): 5 = 8.45 (ddd, J=4.7, 1.7, 0.8 Hz, 1H), 7.95 (dt, J=7.9, 1.0 Hz,
1H), 7.83 (td, J= 7.8, 1.7 Hz, 1H), 7.41 (ddd, J= 7.7, 4.7, 1.1 Hz, 1H), 7.28 — 7.19 (m, 15H),
5.91(d,J=3.8 Hz, 1H), 5.22 (d, J=2.9 Hz, 1H), 4.84 (d, J=3.8 Hz, 1H), 4.26 (td, J= 5.8, 2.9
Hz, 1H), 3.35 (ddd, J=71.6, 10.4, 5.9 Hz, 2H), 1.48 (s, 3H), 1.31 (s, 27H), 1.26 (s, 3H).

Pro [C44HssNO7S+H+Na]" vypoéteno Mr: 765.367; ESI-MS: m/z 765 [M+H+Na]".

1,2-O-Isopropyliden-5-O-tris(4-terc-butylfenyl)methyl-a-D-glyceropent-3-enofuranosa
(25)

a) Latka 24 (18,6 mg; 0,03 mmol) byla rozpusténa
v toluenu (0,3 ml). Byl pfidan PyFluor (7 mg; 0,04 mmol)
a DBU (9 ul; 0,06 mmol). Smé&s byla zahtivana 15 hodin
na 130 °C. Reakce byla monitorovana pomoci TLC ve
smési hexan/EtOAc 7/3 (detekce D1 a D4). Pomoci ESI-
MS bylo zjisté€no, Zze vznikd pouze eliminacni produkt a

reakce nebyla dale zpracovana.

b) Latka 24 (20,2 mg; 0,03 mmol) byla rozpusténa v suchém DCM (0,5 ml) pod argonovou
atmosférou. Byl ptfidan suchy pyridin (11 pl; 0,13 mmol) a vznikla smés byla vychlazena na
0 °C. Nasledné byl piikapan anhydrid kyseliny trifluormethansulfonové (7 pl; 0,04 mmol) a
smés byla michdna 15 minut pfi 0 °C. Reakce byla monitorovana na TLC ve smési
hexan/EtOAc 7/3 (detekce D1, D3 a D4). Nasledn¢ byla pfidana voda (0,5 ml). Faze byly
odd¢€leny a organika byla odpafena na RVO pfii 40 °C. Odparek byl dosuSen pomoci rotacni
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olejové pumpy pii 40 °C béhem 1 hodiny. Nasledné¢ byl rozpustén v suchém THF (0,5 ml) pod
argonovou atmosférou a smés byla vychlazena na 0 °C. Béhem 10 minut byl pfikapan TBAF
(0,168 ml; 0,168 mmol; 1M roztok v THF). Reakce byla hodinu michéana pti 0 °C a néasledné
12 hodin pii 25 °C. Podle TLC nedochazelo k zadné reakci. Smés byla zahtivana 3 hodiny na
60 °C a poté 20 hodin na 100 °C. Nasledn¢ byla reak¢ni smés odpatena pii1 40 °C. Odparek byl
precistén na koloné (2 g silikagelu) v DCM. Frakce s produktem byly odpateny pii 40 °C.
Odparek byl dosusen pomoci rotaéni olejové pumpy pii 60 °C. Bylo ziskdno 13 mg bezbarvého

oleje ve vytézku 66 %.

"H NMR (400 MHz, CDCl3): § = 7.37 — 7.27 (m, 12H), 6.05 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 5.38 (dt, J =
2.3, 1.2 Hz, 1H), 5.33 (dq, /= 3.7, 1.1 Hz, 1H), 3.66 — 3.60 (m, 2H), 1.51 (s, 3H), 1.46 (s, 3H),
1.30 (s, 27H) ppm.

Pro [C39Hs004+Na]" vypocteno Mr: 605.360; ESI-MS: m/z 605 [M+Na]".

5.5. Syntéza derivati 5-deoxy-5-fluor-D-xylosy
3-0-Benzyl-1,2-O-isopropyliden-o-D-xylofuranosa (15b)

HO o NaH (2,14 g; 53,41 mmol; 60% disperze v mineralnim oleji) byl zalit
\5_7"'0 suchym THF (120 ml) pod argonovou atmosférou. Vznikld smés byla
BnO e vychlazena na -78 °C. Latka 11 (9,23 g; 48,55 mmol) byla rozpusténa

v suchém THF (100 ml) a postupné pfikapana k suspenzi hydridu. Nasledn¢ byl ptidan TBAI

(9,15 g; 24,28 mmol) a béhem 10 minut byl pfikapan BnBr (6,5 ml; 53,41 mmol). Vznikla smés

byla michana 10 minut pfi -78 °C. Smés byla volné ohtata na 25 °C a michana 5 hodin. Reakce

byla monitorovana na TLC ve smési DCM/MeOH 9/1 (detekce D1). Poté byla vychlazena na

0 °C. Pomalu byl pfidan nasyc. NH4ClI (50 ml) a smés byla michdna 15 minut. Nésledné byla

pfidana voda (100 ml) a smés byla extrahovana EtOAc (3 x 150 ml). Organické frakce byla

vysuSena MgSQq, susidlo bylo odfiltrovéano a filtrat byl odpafen na RVO pii 40 °C. Odparek

(25 g) byl adsorbovan na silikagel (125 g) a ptecistén na kolon¢ (400 g silikagelu) ve smési

hexan/EtOAc 3/2. Frakce s produktem byly odpateny na RVO pii 40 °C a odparek byl dosusen

pomoci rotacni olejové pumpy pii 60 °C. Bylo ziskano 5,45 g bezbarvého oleje ve vytézku 40

%, ktery pozd¢ji vykrystalizoval.
Rr =0.57 (hexan/EtOAc 9/1).

'H NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.40 — 7.28 (m, 5H), 5.99 (d, J = 3.9 Hz, 1H), 4.72 (d, J =
12.0 Hz, 1H), 4.64 (d, J=3.9 Hz, 1H), 4.49 (d, J= 12.0 Hz, 1H), 4.28 (q, J = 4.9 Hz, 1H), 4.02
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(d, J=3.5 Hz, 1H), 3.99 — 3.91 (m, 1H), 3.91 — 3.80 (m, 1H), 2.17 (s, 1H), 1.49 (s, 3H), 1.33

(s, 3H) ppm. Spektrum je shodné s literaturou.”

Pro [CisH200s5+Na]" vypocteno Mr: 303.121; ESI-MS: m/z 303 [M+Na]".
3-0-Benzyl-5-deoxy-5-fluor-1,2-O-isopropyliden-a-D-xylofuranosa (26)

F o Latka 15b (2,80 g; 9,99 mmol) byla rozpusténa v suchém DCM (50 ml) pod
w"’o argonovou atmosférou. Byl pfidan suchy pyridin (3,22 ml; 39,94 mmol).
BnO 0 Smés byla vychlazena na 0 °C. Postupné byl ptikapan TH,0 (2,18 ml; 12,98
mmol). Smés byla michana 15 minut pfi 0 °C. Reakce byla sledovana na TLC ve smési
hexan/EtOAc 3/2 (detekce D1 a D4). Do reak¢ni smési byla ptidana voda (10 ml). Faze byly
odd¢leny a organicka byla odparena na RVO pti 30 °C. Odparek byl dosusen na rota¢ni olejové
pumpé pii 30 °C béhem 1 hodiny. Nasledné¢ byl rozpustén v suchém THF (50 ml) pod
argonovou atmosférou. Roztok byl vychlazen na 0 °C. Postupné byl pfikapan TBAF (49,9 ml;
49,93 mmol; 1M roztok v THF) béhem 30 minut. Poté byla smés voln¢ ohiata na 25 °C a
michéna 17 hodin. Reak¢éni smés byla odpafena na RVO pii 30 °C. Odparek (37 g) byl
adsorbovan na silikagel (150 g) a precistén na koloné (400 g silikagelu) ve smési hexan/EtOAc
8/2. Frakce s produktem byly odpateny na RVO pii 40 °C. Odparek byl dosuSen na pomoci
rotacni olejové pumpy pii 60 °C. Bylo ziskano 0,983 g naZzloutlého oleje ve vytéZzku 35 %.

Rr = 0.54 (hexan/EtOAc 8/2).

'H NMR (400 MHz, CDCls): § = 7.40 — 7.28 (m, 5H), 5.96 (d, /= 3.7 Hz, 1H), 4.72 — 4.43 (m,
6H), 4.02 (d,J=3.4 Hz, 1H), 1.50 (s, 3H), 1.33 (s, 3H) ppm. Spektrum je shodné s literaturou.’*

F NMR (376 MHz, CDCls): § = -231.33 (dd, J = 46.9, 14.1 Hz).
Pro [Ci1sH19FOs+Na]* vypocteno Mr: 305.117; ESI-MS: m/z 305 [M+Na]".

5-Deoxy-5-fluor-1,2-O-isopropyliden-a-D-xylofuranosa (27)

F o Latka 26 (927,1 mg; 3,28 mmol) byla rozpusténa v EtOH (20 ml). Bylo
K5_7"’0 ptidéno 10% Pd/C (93 mg; 0,09 mmol). Smés byla hydrogenovana H»
HO i z balonku po dobu 12 hodin. Reakce byla monitorovana na TLC ve smési

hexan/EtOAc 8/2 (detekce D1 a D4). Katalyzator byl odfiltrovan a promyt EtOH (150 ml).
Filtrat byl odpaien na RVO pii 50 °C. Odparek (0,65 g) byl adsorbovan na silikagel (3,2 g) a
precistén na koloné (15 g silikagelu) ve smési hexan/EtOAc 6/4. Frakce s produktem byly
odpateny na RVO pii 40 °C. Odparek byl dosuSen pomoci rotacni olejové pumpy pii 60 °C.
Bylo ziskéno 504,6 mg bezbarvého oleje ve vytézku 80 %, ktery pozdéji vykrystalizoval.
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Rr =0.57 (hexan/EtOAc 6/4).

'H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 5.97 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 4.72 (dddd, J = 46.7, 18.6, 10.0, 5.2
Hz, 2H), 4.52 (dd, J = 3.6, 1.3 Hz, 1H), 4.39 (dtd, J = 16.5, 5.2, 2.9 Hz, 1H), 4.32 (d, /= 2.9
Hz, 1H), 2.07 (s, 1H), 1.50 (s, 3H), 1.32 (s, 3H) ppm. Spektrum je shodné s literaturou.”

Pro [CsHi3FO4+Na]" vypoéteno Mr: 215.070; ESI-MS: m/z 215 [M+Na]".

5-Deoxy-5-fluor-3-O-diisopropylfosfonomethyl-1,2-O-isopropyliden-a-D-xylofuranosa
(28)

E Latky 27 (480 mg; 2,50 mmol) a 3 (984 mg; 3 mmol) byly
SK@%O rozpustény v suchém THF (10 ml) pod argonovou atmosférou.
0. }\03 2"’0)63(7 ' Smés byla vychlazena na 0 °C. Postupné byl piiddn NaH (120
o P Oy 10 mg; 3,00 mmol; 60% disperze v mineralnim oleji). Vznikla smés
10\9< Z/ byla michdna 1 hodinu pii 0 °C. Reakce byla monitorovana
h pomoci TLC ve smési hexan/EtOAc 1/1 (detekce D5). Opatrné
byla pfidana voda (20 ml) a smés byla extrahovana CHCI; (3 x 20 ml). Spojené organické
frakce byly vysuseny Na,COs. Susidlo bylo odfiltrovano a filtrat byl odpafen na RVO pti 40
°C. Odparek (1,16 g) byl piecistén na koloné (23 g silikagelu) ve smési hexan/EtOAc 1/4.
Frakce s produktem byly odpateny na RVO pfi 40 °C. Odparek byl dosusen pomoci rotacni
olejové pumpy pii 60 °C. Bylo ziskano 882 mg zlutého oleje ve vytézku 95 %.
Ry =0.51 (hexan/EtOAc 1/4).
'H NMR (400 MHz, CDCls): § =5.92 (d, J=3.7 Hz, 1H, CH, H-1), 4.78 — 4.43 (m, 6H, 4xCH
a CHz, H-2, H-4, H-5 a H-9), 4.06 (d, /= 3.3 Hz, 1H, CH, H-3), 3.78 (ddd, J=39.2, 13.8, 9.1

Hz, 2H, CH, H-8), 1.49 (s, 3H, CH3, H-7), 1.34 (s, 3H, CH3, H-7), 1.33 — 1.30 (m, 12H, 4xCHj3,
H-10) ppm.

B3BC NMR (101 MHz, CDCl3): § = 112.28 (C-6), 105.36 (C-1), 84.72 (dd, J=9.6, 5.6 Hz, C-3),
82.05 (C-2), 81.10 (d, J = 166.0 Hz, C-5), 78.60 (d, J = 23.5 Hz, C-4), 71.47 (t, J = 6.8 Hz,
2xC, C-9), 65.04 (d, J=169.0 Hz, C-8), 26.98 (C-7), 26.44 (C-7), 24.28 - 23.07 (m, 4xC, C-
10) ppm.

F NMR (376 MHz, CDCl3): § = -231.14 (td, J = 46.3, 14.1 Hz) ppm.

3P NMR (162 MHz, CDCl3): § = 17.89 ppm.

Pro [CisH2sFO7P+Na]" vypoéteno Mr: 393.1449; ESI-MS: m/z 393 [M+Na]".
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5-Deoxy-5-fluor-1,2-0-diacetyl-3-O-diisopropylfosfonomethyl-D-xylofuranosa (29)

E 0 ; Latka 28 (442,0 mg; 1,19 mmol) byla rozpusténa v 80%
6
st ONn0 CH3COOH (10 ml) pod argonovou atmosférou. Vznikly roztok
2 O v s . ° . ,
o /8\ J° o ,6< byl zahtivan 4 hodiny na 100 °C. Reakce byla sledovana pomoci
O’P\O 7 TLC ve smési hexan/EtOAC 1/4 (detekce D5). Poté byla reakéni
10
10\9< ° smés odpafena na RVO pii 50 °C. Odparek byl rozpustén
10
10 v pyridinu (10 ml). Byl ptidan Ac>O (4 ml; 41,77 mmol) a DMAP

(10 mg; 0,08 mmol) a smées byla michana pod argonovou atmosférou pti 25 °C 15 hodin. Prib¢h
reakce byl sledovan na TLC ve stejné smési. Pyridin byl z reak¢ni smési vakuové oddestilovan
pti 50 °C. Destilacni zbytek byl rozpustén v EtOAc (50 ml) a vytfepan postupné 1M HCI (50
ml), nasyc. NaHCO3 (50 ml) a nasyc. NaCl (50 ml). Spojené vodné frakce byly vytfepany
s EtOAc (50 ml). Organické frakce byly vysuSeny MgSO4. Susidlo bylo odfiltrovano a filtrat
byl odpaien na RVO pti 40 °C. Odparek (0,65 g) byl ptecistén pomoci flash chromatografie v
gradientu EtOAc/hexan 50/50 az 100/0. Frakce s produktem byl odpateny na RVO pii 40 °C.
Bylo ziskano 445,6 mg smési a/f anomerd ve formé Zlutého oleje ve vytézku 90 %. Podle 'H

NMR se ve smési nachazelo 62 % o anomeru a 38 % p.
Rr =0.37 (hexan/EtOAc 1/4).

'"H NMR (400 MHz, CDCl3): § = 6.41 (d, J= 4.6 Hz, 1H, CH, H-10), 6.16 (s, 0.61H, CH, H-
1B), 5.23 - 5.18 (m, 1.6H, 2xCH, H-2), 4.81 —4.42 (m, 9.55H, 5xCH a 2xCH>», H-30, H-4, H-
5aH-8),4.21(d, J=5.4 Hz, 0.65H, CH, H-3p), 4.00 — 3.73 (m, 3.42H, 2xCHa, H-8), 2.11 (s,
1.75H, CHs, H-7p), 2.09 (s, 2.76H, CHs, H-7a), 2.08 (s, 1.91H, H-6a), 2.06 (s, 2.76H, CHs, H-
6a), 1.33 (m, 20.48H, 8xCH3, H-10) ppm.

13C NMR (101 MHz, CDCL): § = 169.79 (C-68), 169.69 (C-6), 169.63 (C-6p), 169.41 (C-60),
99.58 (C-1B), 93.56 (C-1c), 83.40 (dd, J= 9.6, 6.2 Hz, C-3B), 82.95, 82.19 (dd, J=9.9, 4.4 Hz,
C-30), 81.64, 81.42, 81.28, 80.43 (d, J = 171.0 Hz, C-8), 79.33 (C-2B), 77.21 (d, J = 20.6 Hz,
C-4), 76.36 (C-2a), 71.55 (t, J = 6.3 Hz, 2xC, C-9a), 71.40 (dd, J = 6.6, 2.8 Hz, 2xC, C-9p),
65.74 (d, J = 168.4 Hz, C-50), 64.47 (d, J = 168.8 Hz, C-5p), 24.33 — 24.01 (m, 8xC, C-10),
21.24 (C-7P), 21.03 (C-7a), 20.91 (C-7P), 20.63 (C-7c) ppm.

F NMR (376 MHz, CDCl3): & = -225.76 (dd, J = 45.4, 13.6 Hz), -228.37 (dd, J = 46.5, 22.2
Hz) ppm.

3P NMR (162 MHz, CDCls): § = 17.86 (B), 17.60 (o) ppm.
Pro [C16H2sFO9P+H]" vypocteno Mr: 415.1528; ESI-HRMS: m/z 415.1526 [M+H]".
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IC (KBr): vmax = 3637, 3460, 3280, 2981, 2937, 2881, 1755, 1658, 1558, 1468, 1452, 1435,
1375, 1238, 1221, 1178, 1142, 1105, 1084, 1003, 991, 937, 891, 837, 802, 781, 760, 721, 609,
575, 552, 534, 509, 451, 426 cm™".

1-(2'-0-Acetyl-5'-deoxy-5'-fluor-3'-O-diisopropylfosfonomethyl-$-D-xylofuranosyl)-3-
karbamoyl-5-fluor-2-oxopyrazin (30)

F Fluorovana baze T-705 (66,1 mg; 0,41 mmol) byla zalita
9/4@,\] HMDS (1 ml). Smés byla zahtivana hodinu na 140 °C pod
s OUUN_ I,

o argonovou atmosférou. Nasledn€ bylo rozpoustedlo

N

6
o. /0" o OmN vakuové oddestilovano pii 30 °C. Latka 16 (117,6 mg; 0,34

S

~

OP 0 016 1213 mmol) byla rozpusténa v suchém DCE (2 ml) a pfiddna
16\15& 76{ k destilaénimu zbytku. Postupné byl pidan SnCls (0,83 ml;
0,83 mmol; 1M roztok v DCM). Smés byla michana 24
hodin pfi 25 °C. Reakce byla monitorovana na TLC ve smési DCM/MeOH 20/1 (detekce D4 a
D5). Reak¢ni smés byla natedéna DCM (15 ml) a vytfepana nasyc. NaHCO3 (10 ml). Vznikla
srazenina byla pftefiltrovdna ptes kiemelinu. Filtra¢ni kol4¢ byl intenzivné promyt DCM (60
ml). Faze ve filtratu byly oddéleny v délici ndlevce a vodna byla extrahovana DCM (2 x 20
ml). Spojené organické frakce byly vysuseny MgSO4. Susidlo bylo odfiltrovano a filtrat byl
odpatfen na RVO pfii 40 °C. Odparek (161 mg) byl ptecistén pomoci flash chromatografie v
gradientu DCM/MeOH 100/0 az 80/20. Frakce s produktem byl odpafeny na RVO pfti 40 °C.
o/B anomery byly rozdéleny opét pomoci flash chromatografie v grafientu EtOAc/aceton 100/0
az 50/50. Frakce s produktem byly odpafeny na RVO pfii 40 °C. Odparek byl dosuSen pomoci
rotacni olejové pumpy pii 40 °C. Bylo ziskano 75,6 mg zlutého oleje ve vytézku 43 %.

Re = 0.40 (DCM/MeOH 20/1).

'H NMR (400 MHz, CDCls): 5 =9.07 (s, 1H, 0.5xNHa, H-11), 7.74 (d, J= 5.7 Hz, 1H, CH, H-
9), 6.50 (s, 1H, 0.5xNH,, H-11), 6.15 (s, 1H, CH, H-1), 5.29 (d, J= 1.6 Hz, 1H, CH, H-2), 5.01
—4.56 (m, 5H, 3xCH a CH,, H-4, H-5 a H-15), 4.20 (d, J= 3.5 Hz, 1H, CH, H-3), 3.79 (d, J =
8.4 Hz, 2H, CH,, H-14), 2.20 (s, 3H, CHs, H-13), 1.32 — 1.23 (m, 12H, 4xCHj, H-16) ppm.

13C NMR (101 MHz, CDCls): § = 169.53 (C-12), 162.37 (C-10), 155.00 (C-6), 148.17 (d, J =
224.0 Hz, C-8), 139.01 (d, J= 17.7 Hz, C-7), 115.00 (d, J = 56.3 Hz, C-9), 91.20 (C-1), 82.81
(dt, J=17.7,5.5 Hz, C-3), 82.55 (d, J = 22.1 Hz, C-4), 80.38 (d, J = 170.5 Hz, C-5), 78.75 (C-
2), 71.84 (dd, J = 12.0, 6.7 Hz, 2xC, C-15), 65.19 (d, J = 168.5 Hz, C-14), 24.48 — 23.67 (m,
4xC, C-16), 20.90 (C-13) ppm.
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F NMR (376 MHz, CDCl3): § = -104.57 (d, J = 5.8 Hz, T-705), -231.10 (td, J = 47.4, 46.6,
17.0 Hz) ppm.

3P NMR (162 MHz, CDCl3): § = 17.27 ppm.
Pro [C19H2sF2N300P+H]" vypoéteno Mr: 512.1604; ESI-MS: m/z 512.1605 [M+H]".

IC (KBr): vmax = 3575, 3363, 3195, 3116, 2980, 2930, 1755, 1689, 1559, 1496, 1466, 1435,
1375, 1344, 1311, 1228, 1180, 1122, 1103, 1084, 999, 939, 891, 870, 823, 810, 768, 690, 644,
606, 561, 521, 455 cm™.

1-(2'-0-Acetyl-5'-deoxy-5'-fluor-3'-O-diisopropylfosfonomethyl-$-D-xylofuranosyl)-3-
karbamoyl-2-oxopyrazin (31)

F 9/4\8N Béaze T-1105 (45,1 mg; 0,32 mmol) byla zalita HMDS (1

s OGN 1], o ml). Smés byla zahtivana hodinu na 140 °C pod argonovou

/2 6 10 , , v viv v

o /14\ d° o O H2l:l1 atmosférou. Nasledn¢ bylo rozpoustédlo vakuove

OP\O O16 12 oddestilovano pii 30 °C. Latka 16 (122 mg; 0,29 mmol)

16?< 7{ b byla rozpustétna vsuchém DCE (2 ml) a pfidana
16 16

k destila¢nimu zbytku. Postupné byl ptidan SnCl4 (0,68 ml;
0,68 mmol; IM roztok v DCM). Smés byla michdana 24 hodin pii 25 °C. Reakce byla
monitorovana na TLC ve smési DCM/MeOH 20/1 (detekce D4 a D5). Reakéni smés byla
nafedéna DCM (15 ml) a vytfepana nasyc. NaHCO3 (10 ml). Vznikld srazenina byla
prefiltrovana ptes kiemelinu. Filtra¢ni kola¢ byl intenzivné promyt DCM (60 ml). Faze ve
filtratu byly oddéleny v d€lici nalevce a vodné byla extrahovana DCM (2 x 20 ml). Spojené
organickeé frakce byly vysuseny MgSO4. Susidlo bylo odfiltrovano a filtrat byl odpaifen na RVO
pii 40 °C. Odparek (158 mg) byl ptecist€én pomoci flash chromatografie v gradientu
DCM/MeOH 100/0 az 90/10. Frakce s produktem byl odpafeny na RVO pti 40 °C. Odparek
byl dosuSen pomoci rotacni olejové pumpy pii 40 °C. Bylo ziskdno 72,7 mg nazloutlého prasku

ve vytézku 50 %.
Rr=0.33 (DCM/MeOH 20/1).

'H NMR (400 MHz, CDCls): 5 = 9.03 (s, 1H, 0.5xNH,, H-11), 7.85 — 7.76 (m, 2H, 2xCH, H-
8 a H-9), 6.32 (s, 1H, 0.5xNH,, H-11), 6.19 (s, 1H, CH, H-1), 5.21 (s, 1H, CH, H-2), 5.01 —
4.55 (m, SH, 3xCH a CHa, H-4, H-5 a H-15), 4.23 (d, J = 3.5 Hz, 1H, CH, H-3), 3.76 (d, J =
8.0 Hz, 2H, CH,, H-14), 2.19 (s, 3H, CHs, H-13), 1.32 — 1.23 (m, 12H, 4xCHj, H-16) ppm.

67



13C NMR (101 MHz, CDCL): § = 169.55 (C-12), 163.20 (C-10), 155.55 (C-6), 143.61 (C-7),
127.38 (C-9), 124.96 (C-8), 90.26 (C-1), 82.73 (t, J= 6.7 Hz, C-3), 82.24 (d, J = 22.1 Hz, C-
4y, 80.56 (d, J=169.9 Hz, C-5), 79.00 (C-2), 71.61 (dd, J= 18.3, 6.7 Hz, 2xC, C-15), 64.91 (d,
J=168.4 Hz, C-14), 24.58 — 23.68 (m, 4xC, C-16) ppm.

19 NMR (376 MHz, CDCls): § = -231.08 (td, J = 47.7, 47.1, 16.3 Hz) ppm.
3P NMR (162 MHz, CDCl3): § = 17.51 ppm.
Pro [C19H20FN309P+Na]" vypoéteno Mr: 516.152; ESI-MS: m/z 516 [M+Na]".

IC (KBr): vmax = 3371, 3178, 3089, 3033, 2981, 2931, 2877, 1689, 1564, 1489, 1456, 1387,
1375, 1319, 1238, 1176, 1126, 1101, 1049, 993, 906, 891, 870, 810, 752, 717, 700, 648, 625,
588, 552, 509 cm.

1-(5'-deoxy-5'-fluor-3’-O-diisopropylfosfonomethyl-f-p-xylofuranosyl)-3-karbamoyl-2-

oxopyrazin (32)
F Latka 30 (22,4 mg; 0,04 mmol) spolu s Bu,SnO (4,5 mg;
F QKQN 0,02 mmol) byla zalita suchym MeOH (1,0 ml). Smés byla

5\\45171"\]@7//@/40 zahifivana pod argonovou atmosférou na 80 °C 48 hodin.
O\\P)io ’ ‘EO1I-2| o H;l; Reakce byla monitorovana na TLC ve smési DCM/MeOH

o ~o 15 20/1 (detekce D4 a D5). Rozpoustédlo bylo odpateno na
1571 75{ RVO pii 40 °C. Odparek byl precistén na koloné (2 g
silikagelu) v mobilni fazi DCM/MeOH 20/1. Frakce

s produktem byly odpateny na RVO pii 30 °C. Odparek byl dosusen pomoci rotacni olejové

pumpy pii 30 °C. Bylo ziskanu 13,5 mg nazloutlého prasku ve vytézku 66 %.

Rr =0.33 (DCM/MeOH 20/1).

'"H NMR (400 MHz, CDCl3): § = 8.97 (s, 1H, 0.5xNH,, H-11), 7.78 (d, J= 5.6 Hz, 1H, CH, H-
9), 7.01 (s, 1H, 0.5xNH,, H-11), 5.97 (s, 1H, CH, H-1), 4.97 — 4.57 (m, 5H, 3xCH a CH», H-4,
H-5 a H-14), 4.51 (s, 1H, CH, H-2), 4.21 (s, 1H, CH, H-3), 3.78 (d, J = 7.1 Hz, 2H, CH>, H-
13), 1.37 = 1.21 (m, 12H, 4xCHs3, H-15) ppm.

3C NMR (101 MHz, CDCls): & = 162.95 (C-10), 155.20 (C-6), 147.99 (d, J = 223.7 Hz, C-8),
138.12 (C-7), 115.73 (d, J= 56.8 Hz, C-9), 94.46 (C-1), 85.18 (dd, J=9.3, 4.6 Hz, C-3), 82.10
(d, J=21.2 Hz, C-4), 80.94 (d, J=170.2 Hz, C-5), 78.46 (C-2), 71.81 (t, J= 7.3 Hz, 2xC, C-
14), 65.07 (d, J = 168.8 Hz, C-13), 24.42 — 23.87 (m, 4xC, C-15) ppm.

F NMR (376 MHz, CDCl3): § = -104.96, -231.11 (dd, J = 45.9, 23.4 Hz) ppm.
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3P NMR (162 MHz, CDCl3): § = 17.95 ppm.
Pro [C17H26F2N30sP+Na]* vypocteno Mr: 492.1318; ESI-MS: m/z 492 [M+Na]".

1-(5'-Deoxy-5'-fluor-3'-O-diisopropylfosfonomethyl-p-p-xylofuranosyl)-3-karbamoyl-2-
oxopyrazin (33)

. o /é\SN Latka 31 (46,4 mg; 0,09 mmol) byl.a rozpusténa ve smesi

5, OULN_ [, MeOH/H20O/EtzN 7/3/1 (1 ml). Vznikly roztok byl michan

/\ EO 60 H;l(\)l © pod argonovou atmosférou 18 hodin pii 25 °C. Reakce byla

\ 12 1 monitorovana na TLC ve smési DCM/MeOH 20/1 (detekce

\<O 7/ D4 a D5). Reak¢ni smés byla odpatena na RVO pii 40 °C.
15

Odparek byl piecistén pomoci flash chromatografie
v gradientu DCM/MeOH 100/0 az 50/50. Frakce s produktem byly odpateny na RVO pfti 40
°C. Odparek byl dosusen pomoci rota¢ni olejové pumpy pii 40 °C. Bylo ziskano 32,1 mg
nazloutlé sklovité latky ve vytézku 76 %.

Re = 0.22 (DCM/MeOH 20/1).

"H NMR (400 MHz, CDCl3): § = 8.98 (s, 1H, 0.5xNH,, H-11), 7.87 (s, 1H, CH, H-8), 7.78 (s,
1H, CH, H-9), 6.78 (s, 1H, 0.5xNH>, H-11), 5.97 (s, 1H, CH, H-1), 4.94 — 4.59 (m, 5H, 3xCH
a CHy, H-4, H-5 a H-14), 4.43 (s, 1H, CH, H-2), 4.27 (s, 1H, CH, H-3), 3.77 (d, J= 8.2 Hz, 2H,
CH,, H-13),3.37 (d, J=2.4 Hz, 1H, OH, H-12), 1.26 (dt, /= 15.7, 5.9 Hz, 12H, 4xCH3, H-15)
ppm.

3C NMR (101 MHz, CDCls): § = 163.83 (C-10), 155.93 (C-6), 142.81 (C-7), 128.02 (C-9),
124.97 (C-8), 93.58 (C-1), 85.25 (dd, J = 9.1, 4.3 Hz, C-3), 81.57 (d, J = 21.0 Hz, C-4), 81.05
(d, J=170.1 Hz, C-5), 79.00 (C-2), 71.71 (dd, J = 6.7, 2.7 Hz, 2xC, C-14), 65.14 (d, J= 168.7
Hz, C-13), 24.39 — 23.88 (m, 4xC, C-15) ppm.

F NMR (376 MHz, CDCl3): § = -163.90, -231.02 (dd, J = 47.5, 22.3 Hz) ppm.

3P NMR (162 MHz, CDCl3): § = 18.05 ppm.

Pro [C17H27FN303P+Na]" vypoéteno Mr: 474.142; ESI-MS: m/z 474 [M+Na]".
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1-(5'-Deoxy-5'-fluor-3’-O-fosfonomethyl-p-D-xylofuranosyl)-3-karbamoyl-2-oxopyrazin
(34)

F 9/4\8N Latka 33 (10,7 mg; 0,02 mmol) byla rozpusténa v suchém DCM

5\\4517/ NG Itz o (0,3 ml) pod argonovou atmosférou. Byl ptidan TMSBr (32 pl;

o /13\ J° EO12H o} H;’;ﬂ 0,24 mmol) a smés byla michdna pti 25 °C 48 hodin. Reakce
P

G \O1|4'| byla monitorovana pomoci TLC ve smési DCM/MeOH 20/1

" (detekce D4 a D5). Nasledné byla reakéni smés odpafena na
RVO pii 30 °C. Odparek byl rozdélen mezi DCM (1 ml) a vodu (1 ml). Po rozdé€leni byla
organickd frakce znovu vytiepana s vodou (3 x 1 ml). Spojené vodné frakce byly odpaieny na
RVO pii 60 °C. Odparek byl precistén pomoci flash chromatografie na RP koloné v gradientu
MeOH/H>0 0/100 az 20/80. Frakce s produktem byly odpaieny na RVO pfti 60 °C a odparek
byl dosuSen pomoci rotaéni olejové pumpy pii 60 C. Bylo ziskano 4,9 mg bilého prasku ve

vytézku 56 %, ktery ovSem nebyl dostatecné Cisty pro NMR.

Rr = 0.00 (DCM/MeOH 20/1).Pro [C11H14FN3OsP] vypocteno Mr: 366.0508; ESI-MS: m/z
366 [M].
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6. Zavér

V ramci této diplomové prace byly piipraveny derivaty 2-deoxy-2-fluor-D-ribosy (2-FdR)
a 5-deoxy-5-fluor-D-xylosy (5-FdX). Pivodné planované derivaty 3-deoxy-3-fluor-D-ribosy se
nepodafilo pfipravit, protoze béhem deoxyfluorace dochazelo neustale ke vzniku elimina¢nich
produktt. 5-FdX byly pfipraveny za vyuziti pivodné nezddouciho vedlejsiho produktu béhem
syntézy 3-FdR.

Od latek 2-FdR a 5-FdX byly syntetizovany fosfonaty, které byly néasledné vazany na
baze T-705 a T-1105. V ptipadé derivatu 2-FdR s bazi T-1105 se nepodatilo rozdélit o/p

anomery, ale u ostatnich latek se to podafilo.

Jako kdmen urazu se ukdzalo nasledné odstranovani chranicich skupin. Derivaty nesouci
bazi T-705 byly velmi nestabilni, ale pfeci jen se nakonec podaftilo odstranit acetyl v poloze 2.
Kwvili nedostatku ¢asu se jiz nepodaftilo odstranit isopropyly z fosfonatu a tedy ani ptipravit bis-

POM prolécivo.

V ptipadé T-1105 bylo odchranéni uspésné pouze u derivatu 5-FdX, protoze u 2-FdR
bylo nutné odstranit benzylovou skupinu, kterd se nejbéznéji odstraniuje katalytickou
hydrogenaci, pti ¢emz dochdzelo k redukci nasobnych vazeb v dihydropyrazinovém jadru.

Ovsem ani zde se kvili nedostatku ¢asu jiz nepodatilo ptipravit bis-POM prolécivo.

Resenim problému s odstrandnim benzylu v poloze 3 u derivati 2-FdR by mélo byt jeho
nahrazeni za acetyl jesté¢ pred syntézou nukleosidu s bazi T-705/T-1105. Acetyl by se pak
nasledné odstranil stejné jako v ptipadech 5-FdX.

Z ptipravenych latek by se mohla pro testovani biologické aktivity pouzit pouze 43

(derivat 5-FdX), ale kvtli komplikacim pfi ¢isténi se ji nepodaftilo ziskat Cistou.
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7. Podékovani

V prvni fadé bych rad podékoval svému Skoliteli doc. RNDr. Jindfichu Jindfichovi, CSc.
za vedeni této diplomové prace a za cenné rady pfi feSeni problému. Dale kolegtim z laboratofi
135 a 131 za vytvoreni ptijemného pracovniho prostfedi. Mgr. Petrovi Kasalovi za praktické
rady v laboratofi a asistenci s interpretaci 2D-NMR spekter. Také bych chtél podékovat RNDr.
Martinu Stichovi za méfeni HRMS spekter, Mgr. Michalu Urbanovi za méfeni UV a IC spekter

a Mgr. Bohunce Sperlichové za méteni optické otacivosti.

Na zavér bych chtél podékovat mé roding a pratelim za podporu a trpélivost béhem mého

studia a pfi vypracovani této prace.
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