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Abstrakt

Bakalarska prace se zabyva piipravou acyklickych nukleosidfosfonati odvozenych od
heterocyklické baze T-1105 (3-hydroxypyrazin-2-karboxamid). Tato baze je stabilngjSim
analogem T-705 (6-fluor-3-hydroxypyrazin-2-karboxamid, taktéz favipiravir). Ob¢ latky
vykazuji antiviralni aktivitu proti fadé RNA virii. Piepoklada se, ze cilové slouceniny jsou také
biologicky aktivni, coz bude dal zkoumano na spolupracujicim pracovisti v Belgii.

Byly navrzeny postupy pro piipravu 2-(fosfonomethoxy)ethyl derivatu T-1105, a jeho proléciva

s pivaloyloxymethyl skupinami pro zvyseni biologické dostupnosti latky.

Kli¢ové slova: acyklické nukleosidfosfonaty, syntéza, T-1105, 3-hydroxypyrazin-2-

karboxamid, antiviralni aktivita, SARS-CoV-2, favipiravir



Abstract

The bachelor thesis deals with the preparation of acyclic nucleoside phosphonates derived from
the heterocyclic base T-1105 (3-hydroxypyrazine-2-carboxamide). This base is a more stable
analogue of T-705 (6-fluoro-3-hydroxypyrazine-2-carboxamide, also favipiravir). Both
substances show antiviral activity against a number of RNA viruses. The target compounds are
also thought to be biologically active, which will be further investigated at a collaborating site
in Belgium.

Procedures have been proposed for the preparation of 2- (phosphonomethoxy)ethyl derivative
T-1105, and its prodrug with pivaloyloxymethyl groups to increase the bioavailability of the

substance.

Key words: acyclic nucleoside phosphonates, synthesis, T-1105, 3-hydroxypyrazine-2-

carboxamide, antiviral activity, SARS-CoV-2, favipiravir
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1. Uvod

Zoonoticky pienos opakované zavadel a zavadi do lidské populace RNA viry. V historii je
znamo nemalo piikladi, kdy tyto viry byly pomérné efektivné ptfenaSeny mezi lidmi a zptisobily
velka ohniska onemocnéni, jako pandemie chiipky v roce 1918 nebo v posledni dob¢ vypuknuti
Eboly a COVID-19 (koronavirové onemocnéni 2019). Nebezpeci téchto a moznych novych
virovych onemocnéni siln¢€ zdlirazituje naléhavou potfebu antivirotik. Zejména v soucasné dobé
intenzivné probihd vyzkum nového koronaviru SARS-CoV-2 (tézky akutni respiracni syndrom
zpusobeny koronavirem-2) s cilem najit 1éky, které¢ by mohly byt proti tomuto viru Gcinné.
Jednim z 1éka, kterému se v posledni dob¢ dostava velké pozornosti je antivirotikum piivodné
vyvinuté k 1écbé chiipky zvané favipiravir (T-705). De-fluor analog favipiraviru — T-1105 také
prokazal svoji antivirovou aktivitu, je pro design 1é¢iv slibnéjsi diky vétsi chemické stabilité a

mensi ekonomické naro¢nosti.

T-1105 a T-705 jsou latky mimikujici ptirozené nukleobdze. V intracelularnim prostiedi se
pfeméni fosforibosylaci a dvojnasobnou fosforylaci na ribofuranosyl-5°‘-trifosfat, ktery je
aktivnim metabolitem zastavujicim replikaci viru. Ovsem, kvili vysoké specifi¢nosti
bunééného enzymu hypoxantin-guanin fosforibosyltransferaza, proces fosforibosylace casto
neprobiha efektivné!. Dalsim faktorem snizujicim biologickou dostupnost je enzymaticka
nestabilita fosfatové skupiny?. ReSeni danych problému pravdépodobné lezi v konceptu
acyklickych nukleosidfosfonatti (ANP). Jde o analogy nukleotidl s nahrazenou cukernou ¢asti
acyklickym fetézcem. Fosfatova skupina je nahrazena enzymaticky stabilni fosfonomethoxy
skupinou. Timto zptisobem modifikované nukleotidy, objevené Antoninem Holym (UOCHB,
Praha, Ceska republika) a Erikem De Clercqem (Rega Institute for Medical Research, K.U.
Leuven, Belgie), plisobi G¢inngji a déle’*. Do ANP patii celd fada sloucenin s antiviralni
aktivitou, z nichz nékteré jsou jiz dlouho uspésné pouzivany jako 1éciva proti velké fadé vird.
Predpoklada se, Ze acyklické nukleosidfosfonaty s dusikatou bazi T-1105 by také mohly mit

vyznamny farmaceuticky potencial.
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2. Cile prace

Cilem této bakalatrské prace bylo vypracovat syntézu novych nukleosidfosfonatti s dusikatou
bazi T-1105 (3-hydroxypyrazin-2-karboxamid) a odpovidajiciho proléciva. Diky tomu, ze
samotnd baze T-1105 je virostatikem, ocekava se, ze jeji derivaty také budou biologicky aktivni.
Testovani ptipravenych latek na antivirdlni aktivitu bude pak provadét spolupracujici
virologicka laboratot v Belgii.

Byly zvoleny nésledujici derivaty baze T-1105 (Obr. 1):

a) 2-(fosfonomethoxy)ethyl derivat
b) difosfat 2-(fosfonomethoxy)ethyl derivatu

c) prolécivo s pivaloyloxymethyl skupinami odvozené od 2-(fosfonomethoxy)ethyl

derivatu
o) o)
N N N
[ fNHz [ i\\fJ\NH2 [ i\\fj\NH2
T\o l\\l\‘o l\\l\‘o
o) O\I o\I

HO=P=0 HO—P=0 _/O—Il3=0
OH (l) 0 o\I
HO=F=0 ; ;o‘ 0.0
: X
HO—P=0
OH

Obr. 1. Cilové slouceniny
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3. Prehled problematiky

Lécba nove vzniklého virového onemocnéni COVID-19, vyvolaného betakoronavirem SARS-
CoV-2, je v soucasnosti aktudlnim tématem oteviené diskuse. Naléhava potieba specifického a
ucinného 1éC¢iva se stala pficinou vyzkumi po celém svéte. Bylo hlaSeno nékolik jiz znamych
antivirotik, kterd vykazuji antivirovou aktivitu proti SARS-CoV-2 in vitro. Mezi n¢ patii i
favipiravir (T-705). Diky chemické ptibuznosti jeho de-fluor analogu Ize predpokladat, ze T-
1105 je také ucinnou latkou proti SARS-CoV-2.

3.1. SARS-CoV-2

Za poslednich 19 let se v lidské populaci postupné objevily az tii nové vysoce patogenni viry z
rodu fS-coronavirus, ¢eledi Coronaviridae. Poprvé v roce 2002 byl v ¢inském mésté Fo-San
registrovan nulovy pacient infikovany betakoronavirem SARS-CoV (té¢Zky akutni respiracni
syndrom zptisobeny koronavirem)’. Do ervence roku 2003 se nova infekce zvana SARS (tézky
akutni respira¢ni syndrom) objevila u vice nez 8 000 lidi ve 27 zemich®. Mezi hlavni pfiznaky
onemocnéni patfila horecka, bolesti hlavy, tfes a prijem. NaStésti, Sifeni infekce skoncilo
rychle. Mezi prosincem 2003 a lednem 2004 doslo jen k nékolika ptipadiim ndkazy’. Nicmén,
10 let po vypuknuti infekce zpisobené SARS-CoV byl v Saudské Arabii diagnostikovan prvni
piipad nakazeni druhym betakoronavirem MERS-CoV (blizkovychodni respiraéni syndrom
zplisobeny koronavirem) s téméf stejnymi symptomy®. Od roku 2012 do biezna 2021 bylo
zaznamenano 2574 piipadt ndkazy MERS (blizkovychodni respiraéni syndrom)’. Na rozdil od
SARS, MERS zptisobuje vétsi smrtnost, ale §$ifi se mnohem pomaleji. Diky pfijatym opatfenim
proti Sifeni infekci a nizké nakazlivosti, SARS-CoV a MERS-CoV nemély tak velky dopad na
svét jako treti betakoronavir - SARS-CoV-2 .

O viru SARS-CoV-2 se poprvé svét dozveédél na konci roku 2019. V prosinci nékolik ¢inskych
Iékatskych instituci hldsilo pacienty s pneumonii nezndmé piic¢iny. Po vySetfeni pacientd
specidlnim tymem rychlé reakce byl identifikovan novy koronavirus SARS-CoV-2. Trh s
motskymi plody v ¢inském mésté Wu-chan byl povazovan za vychozi misto infekce pfenesené
z neznamého zvitete!’. Béhem kratké doby se nové onemocnéni, pozdgji nazyvané COVID-19,
rozsifilo z Ciny do dalsich zemi. Uz v bfeznu 2020 roku byla nikaza COVID-19 oznadena

Svétovou zdravotnickou organizaci za pandemii.
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Virus, ktery dosahuje velikosti v priiméru pouze 100 nanometr!!', mél globalni dopad na svét
a nadale neptestava zpisobovat obrovskou zatéz nejen pro zdravi jednotlivce, ale i pro vetejné
zdravi. Bylo zaznamenéno vice nez 198 miliond piipad onemocnéni a 4,2 milionti tmrti'.
Podobné jako jiz znamy koronavirus SARS-CoV, ktery zpiisobil tézky akutni respiracni
syndrom tisicim lidi, fylogeneticky podobny SARS-CoV-2 muze také byt pfenaSen z netopyrt
a zpusobuje shodné symptomy prosttednictvim shodného mechanismu. COVID-19 ma vsak
niz8i zavaznost a smrtnost nez SARS, ale je mnohem nakazlivéjsi, postihuje vice starSich
jedincti nez mladeZ a vice muzii nez zen'?.

V zévislosti na véku a imunitnim systému ¢loveéka infekce SARS-CoV-2 zplisobi Sirokou skalu
pfiznaki od mirnych symptomd az po zivot ohrozujici (respiracni selhani, septicky Sok,
mnohocetna dysfunkce organt).

Virus SARS-CoV-2, stejné jako vétSina koronavirli, se miiZe §ifit jak oralni, tak 1 fekalné-oralni
cestou'*. Po vstupu do téla virus zpiisobuje virémii. Jako nejéastéjsi a pocateéni klinicky projev
vystupuje horecka, kterd mize byt doprovazena i dal§imi symptomy, jako je ztrata ¢ichu, kasel,
unava, ztratu chuti a méné ¢astymi ptiznaky jako jsou bolesti svald a hlavy, dusnost, zvraceni,
prijem!>16, Tento proces zahrnuje inkubaéni fazi a ¢asnou fazi onemocnéni. Inkubace trva 1—
14 dni (bézné 3-7 dni). Ve fazi inkubace nejsou leukocyty a lymfocyty v periferni krvi
vyznamne¢ snizeny. Viry se pak S§iii krevnim fecistém hlavné do plic, gastrointestinalniho traktu
a srdce, tedy se soustfed’uji na tkdn€ majici angiotenzin-konvertujici enzym 2 (ACE2), receptor
SARS-CoV-2. K této fazi dochézi ptiblizn€ 7-14 dni po néstupu pifiznaki onemocnéni. V této
dobé se plicni 1éze zhorSuji a vyznamné se snizuji lymfocyty periferni krve, a to jak T, tak 1 B

lymfocyty!”.

3.1.1. Struktura a Zivotni cyklus SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 patii mezi obalované (+)ssRNA (jednovldknova RNA pozitivniho smyslu) viry.
Virova ¢astice SARS-CoV-2 (Obr. 2) se sklada z genomové RNA a ze 4 typi proteint: spike
protein, membranovy protein, obalovy protein a nukleokapsidovy protein. Virovd RNA je
dobtfe chranéna pred pfirozenou bunécnou imunitou specifickym uspofadanim na svém 5'
konci. Tohle uspotfddani pfipomind nativni mRNA bunék, coZ chrdni virovou RNA pied
rozloZenim bunéénymi enzymy a soucasné zaruéi efektivni zahajeni translace!®!”.

Spike protein tvoii na povrchu virionu strukturu podobnou korunég, charakteristicky rys

koronaviru zodpovédny za jeho ndzev. Spike protein se sklada ze dvou podjednotek, S1 a S2,

zajistujici vazbu virionu na ACE2 receptory, které jsou pritomny v lidskych buiikach hlavné v
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plicich, srdci a stfevech. Afinita vazby SARS-CoV-2 a ACE2 je pfiblizn¢ 10krat vétsi nez u
SARS-CoV, coz objasiiuje Gi¢inng&jsi siteni SARS-CoV-2%,

Na receptor ACE2 se vaze podjednotka spike proteinu S1, zatimco podjednotka S2 usnadiiuje
splynuti mezi hostitelskou buiikkou a membranou virionu, nafez virova RNA spolu
s nukleokapsidem mitize vstoupit do cytoplasmy hostitelské buiikky bud’ endocytézou nebo
pfimo ptes membranu. Jakmile je virion uvniti bunééné cytoplazmy, uvoliiuje RNA. Piekladem
dvoutfetinové casti této RNA do sekvence aminokyselin vzniknou dva polypeptidy (ppl a
pplab), jejichZ Stépeni virovou proteazou poskytne 16 nestrukturnich proteint. Funkce téchto
nestrukturnich proteinti spociva v sestaveni proteinového komplexu tzv. replikdzy, ktera je
nasledné zapojena do procesu replikace a transkripce. Po syntéze virové replikdzy uz mtze
zbyvajici jedna tfetina genomu SARS-CoV-2 byt piepsana do antisense RNA (3’ az 5'). Tato
antisense RNA dalsi replikaci zpét poskytne pozitivni vldkno. Ze stejné¢ antisense RNA
prostfednictvim transkripci vzniknou malé subgenomické medidtorové RNA (mRNA), které
dal translaci budou pievedené do 4 strukturnich proteini: spike protein, membranovy protein,
obalovy protein a nukleokapsidovy protein. Pozitivni vlakno vytvoii s nukleokapsidovym
proteinem nukleokapsid, na ktery dal na endoplasmatickém retikulu nebo na Golgiho aparatu
budou vlozeny membranovy, obalovy a spike proteiny. V poslednim kroku vznikld virova

¢astice bude z hostitelské buiiky uvoliiovana exocytdzou?!.
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Obr. 2. Struktura a Zivotni cyklus SARS-CoV-2 (pievzato z literatury?' a upraveno)

3.1.2. Antivirotika

Kwvili casové naroénému procesu vyvoje novych 1€kd, byly k 1€¢bé zavaznych pacientli pouzity
latky jiz schvalené pro 1é¢bu jinych virovych infekei v akutni fazi*>. Dosud nebylo hlaseno
zadné specifické antivirotikum na lécbu COVID-19, jehoz ucinnost by byla jednoznacné
prokazana velkymi klinickymi studiemi. VSechna potencialni 1é¢iva popsand nize jsou

povazovana za velmi slibnéd a v dobé€ psani této prace jsou ve fazi intenzivniho vyzkumu.
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3.1.2.1. Inhibitory virovych proteaz

Virové proteazy sté€pi ze dvou polypeptidi ppl a pplab nestrukturni proteiny, které hraji
zéasadni role v procesu replikace a transkripce virového genomu. Je ziejmé, ze v soucasnosti
je vénovana velkd pozornost studiu latek, které mohou uc¢inné¢ inhibovat funkci téchto
virovych protedz. Nejvice studovanou v této skupiné je kombinace lopinavir / ritonavir, u
které jiz byla prokazana aktivita proti SARS-CoV-2 in vitro?>. Ritonavir a lopinavir (Obr. 3)
se ptivodné pouzivaly k 1é€bé HIV (virus lidské imunitni nedostatecnosti) infekce. Ritonavir se
v této kombinaci pouziva k potlaceni enzymii zodpovédnych za metabolismus lopinaviru, ¢imz

formélné zvysuje jeho biologickou dostupnost®.

ritonavir lopinavir

Obr. 3. Inhibitory virovych proteaz: ritonavir a lopinavir

3.1.2.2. Inhibitory virového vstupu

Chlorochin® a hydroxychlorochin (Obr. 4) byly ptivodné vyvinuty k 1é¢b& malérie. Tyto latky
maji schopnost proniknout do buné¢nych endozomti a tam se pfemeénit na protonovanou formu.
Kvili této transformaci se zvysi pH endozomalniho média. ProtoZe k uvoliovani viru
z endozomu je nutné nizké pH, virové Castice pak nemohou piejit do bunééného prostiedi.
Kromé toho, chlorochin a hydroxychlorochin inhibuji glykosylaci ACE2. Neglykosylovana
forma ACE2 pak uz nemuze interagovat se spike proteinem SARS-CoV-2, coz chrani bunku
pred vstupem viru. Bylo in vivo prokézano, ze hydroxychlorochin je znaéné méng (~40%)

toxicky, a in vitro je Gi¢inné&j§i nez chlorochin®’,
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Cl N

\
F
NH
N chlorochin, R = H
) hydroxychlorochin, R = OH

Obr. 4. Inhibitory virového vstupu: chlorochin a hydroxychlorochin

3.1.2.3. Inhibitory funkce RNA-dependentni RNA polymerazy

Jako nadéjné v terapii COVID-19 se také jevi latky, schopné inhibovat funkci virové RdRp
(RNA-dependentni RNA polymeraza). Mezi tyto latky patii remdesivir?®, T-705% a T-1105°°
(Obr. 5). Remdesivir, pivodn¢ pouzivany na 1é¢bu Eboly, prokazal aktivitu in vitro proti SARS-
CoV-2 a ucinnost in vivo proti ostatnim betakoronavirim u zvifecich modeld. Jedna se o
prolécivo, které se preméni v hostitelské bunice na analog adenosintrifosfatu, ktery pak
interferuje s RNA-dependentni RNA polymerdzou, coz zptisobuje zpozdéni ukonceni fetézce
a tim 1 zastaveni viroveé replikace.

T-705, antivirotikum schvalené k 16¢bé chiipky (rok 2002)*!' v Cing, také prokézal svou aktivitu
in vitro proti SARS-CoV-2. V intracelularnim prostfedi se pfeméni fosforibosylaci na analog
nukleotidu. Tento analog nukleosidu je pak RdRp rozpoznavan jako substrat, ktery selektivné
a ucinné potlacuje jeji funkci nebo zplsobi virovou mutagenezi netoxickou pro hostitelskou
butiku, ale smrtelnou pro virovou &astici*?. Mezi dalsi inhibitory funkce virové RdRp patii T-
1105, de-fluor analog T-705. Diky chemickeé ptibuznosti baze T-1105 s jeho fluor analogem lze
predpokladat, Zze T-1105 je také ucinnou latkou proti SARS-CoV-2. Svoji silnou aktivitu proti

chfipce jiz prokazal®>.

"’//O\llfN -0 N7 NoH
HO o =

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

remdesivir

Obr. 5. Inhibitory funkce RNA-dependentni RNA polymerazy: remdesivir, T-705, T-1105
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3.2. Dusikaté baze T-705 a T-1105

Dusikaté baze T-705 a T-1105 jsou odvozené od pyrazin-2-karboxamidu. T-705 (favipiravir)

vyvinula japonska spolecnost Toyama Chemical Co., Ltd. jako 1ék na chiipku. Poprvé proti

SARS-CoV-2 byl favipiravir pouzit v samém epicentru pandemie ve Wu-chanu. Poté, co se

pandemie rozsitila, ziskala tato latka schvaleni pro nouzové pouziti v fad¢ zemi.

T-705 a T-1105 napodobuji purinové bazi (adenin a guanin). Princip antivirové aktivity T-705

a T-1105 zéavisi na davce. V nizsich koncentraci, diky rotaci karboxamidové skupiny (Obr. 6),

mohou tyto latky byt zac¢lenéné do nove vznikajici virové RNA bud’ misto adeninu nebo misto

guaninu. Dlsledkem této nahlé zmény genetického virového materialu je neinfekénost a rychle

tmrti nové vzniklych virt*2. P¥i podani vyssich koncentraci téchto latek dochazi k okamzZitému

ukonéent replikace virové RNA,

X N\ o </N | NN
T A
N~ SOH H N
adenin

rotace
karboxamidu

O

0
X\[Nj\)LNHZ </N | NH
N7 oH N N)\NHZ

T-705, X = F guanin
T-1105, X = H

Obr. 6. Napodobovani T-705 a T-1105 purinovych bazi diky rotaci karboxamidu

3.2.1. Bunécna aktivace dusikatych baze T-705 a T-1105

Nejprve budou v buiice tyto baze fosforibosylaci pfevedené na ribofuranosyl-5‘-monofosfat

(RMP) hostitelskym enzymem hypoxantin-guanin fosforibosyltransferazou.

Vznikly

monofosfat pak bude dvojnasobné fosforylovdn na trifosfat, ktery uz bude aktivnim

metabolitem.
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Avsak enzymatickymi testy bylo prokazano, ze T-705 a T-1105 nejsou dobré substraty pro
lidskou hypoxantin-guanin fosforibosyltransferazu'. Proces fosforibosylace tedy nebude
probihat piili§ efektivné, coz vynucuje podani vyssich davek bazi. V tomto ohledu je vhodné
hledat derivaty, které¢ by u¢inné fungovaly pii nizsi koncentraci. Jako slibné se jevi acyklické

nukleosidfosfonaty T-705 a T-1105, které nemusi prochazet problematickou fosforibosylaci.

3.3. Acyklické nukleosidfosfonaty

Terapeutické pouziti jak modifikovanych, tak i pfirozenych nukleosidii a nukleotidl se ukdzalo
jako nedostate¢né efektivni pro 1écbu virovych infekci. U nukleosidti problém nastava jiz pfi
prvnim kroku bunééné fosforylace, ktera kvili vysoké specifité virovych kinaz Casto nebyva
(¢innd*. Nukleotidy nemusi prochdzet problematickym prvnim krokem fosforylace, nicméng,
kvuli enzymatické nestabilité fosfatové skupiny, se hydrolyzuji bunéénymi enzymy zpét na

nukleosidy?.

Velky pokrok v feseni t&chto problémi pfinesla (v roce 1986)° spoluprace Antonina Holého
(UOCHB, Praha, Ceska republika) a Erika De Clercqa (Rega Institute for Medical Research,
K.U. Leuven, Belgie), ktera vedla k objevu (8)-9-[3-hydroxy-2-
(fosfonomethoxy)propyl]adenin  ((S)-HPMPA,  Obr. 7),  prvniho  acyklického
nukleosidfosfonatu. Jde o fosfonomethyletherovou skupinu spojenou s postrannim fetézcem
metabolicky inertniho acyklického nukleosidového analogu 9-(5)-(2,3-
dihydroxypropyl)adenin ((S)-DHPA, Obr. 7).

(S)-HPMPA, ktery se pak stal prototypem série dalSich ANP, se ukézal jako U¢inny 1€k
s aktivitou proti velké fadé DNA viril a retrovirti. Navzdory své silné antivirove aktivité nebyl
(S)-HPMPA nikdy komercializovan pro klinické pouZiti, a to ani pro ty virové infekce, pro
které neexistovala alternativni 1é¢ba’¢. Misto (S)-HPMPA byl pro dalsi klinicky vyvoj vybran
jeho analog s cytosinem (S)-1-[3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propyl]cytosin ((S)-HPMPC;
cidofovir, Obr. 7), pak schvalen pro 1é€bu cytomegaloviru u pacientli se syndromem ziskané
imunodeficience. = K dalsSim  ANP, schvdlenym pro  klinické  pouziti, patii
9-[2-(fosfonomethoxy)ethyl]adenin ~ (PMEA,  adefovir, Obr. 7) a  (R)-9-[2-
(fosfonomethoxy)propyl]adenin ((R)-PMPA, tenofovir, Obr. 7). Adefovir se vyuziva v podob¢
proléciva adefoviru-dipivoxilu na Ié€bu chronické hepatitidy typu B. Tenofovir byl schvalen ve

formé tenofovir-disoproxyl-fumaratu hlavng pro 1é¢bu HIV?’. B&hem poslednich pétatiiceti let
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studia ANP byly popsany desitky dalSich aktivnich sloucenin, kter¢ ale zatim nebyly zkoumany

klinickymi studiemi.

NH,
NH,
N7 XN N7 N\
NN "\):[\> L~ )
II\N/ N> " N\\(\OH " N\\(
\\ﬁH

(0] (0]
\\ JOH \\ OH

OH o”P\OH O//P\OH
(S)-DHPA (S)-HPMPA (R)-PMPA, tenofovir
HoN NHz
/N N
= U
\ N N N
OH k\
(0]
O// o/’P\OH
(S)-HPMPC, cidofovir PMEA, adefovir

Obr. 7. Struktura (S)-DHPA, (S)-HPMPA, (R)-PMPA, (S)-HPMPC a PMEA

Objev Holé¢ho a De Clercqa poslouzil jako koncept pro novou generaci vysokoucinnych 1€k,
které se staly Casti zakladni terapie mnohych virovych infekci. Prvni pfi¢ina G¢innosti ANP je
ptitomnost fosfonatové skupiny: nemusi probihat prvni krok fosforylace a fosfonatova skupina
oproti fosfatové je mnohem stabilngj$i, nebot’ se nedegraduje bunénymi enzymy. Druha
pfic¢ina Ucinnosti ANP spociva v zachovani podobné chemické struktury ANP s pfirozenymi
nukleotidy: isopolarita (schopnosti disociace dvou protonti), stejny pocet volnych
elektronovych part, stericka ptibuznost a stejny pocet funkénich skupin, nutnych pro interakcei
s bunéénymi enzymy. Tato podobnost s pfirozenymi nukleotidy umoziuje optimalni

rozpoznavéni acyklickych nukleosidfosfonatdi enzymy?.
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Diky tomu, ze ANP maji fosfonatovou skupinu, nemuseji prochazet prvnim krokem

fosforylace, kterd je doprovéazena specifickymi kindzami, kédovanymi virem. Obejiti tohoto

kroku zaruCuje acyklickym nukleosidfosfonatim ucinnost proti Siroké Skéle virt.

V intracelularnim prostiedi budou tyto latky dvojnasobné fosforylovany bunéénymi kindzami

na difosfat fosfonatu, ktery je analogem trifosfatu a aktivnim metabolitem. Zaclenéni aktivniho

metabolitu do nové vznikajicitho fetézce virové nukleové kyseliny zplsobi ukonceni

replikace®.

3.3.1. Syntéza ANP

K hlavnim metoddm syntézy ANP patii’:

Dvoukrokovy postup (Obr. 8). Nejprve je dusikata baze alkylovana za vzniku
ptislusného hydroxyalkyl derivatu, ktery je nésledné etherifikovan diesterem

methylfosfonové kyseliny s vhodnou odstupujici skupinou.

Y o Y @
. N I N \
dusikata OH + X/\ IT_OR - dusikata O0~—SpP—0R

baze baze

OR OR

Obr. 8. Prvni pfistup k syntéze ANP (X = odstupujici skupina, Y = alkyl)

Kondenzaéni reakce dusikaté baze s fosfonomethyletherem nesoucim vhodnou

odstupujici skupinu (Obr. 9).

o Y. e
dusikata + /Y\ A~ I - dusikata \O/\\I!’—OR
baze X O 'T —OR baze |
OR OR

Obr. 9. Druhy pfistupy k syntéze ANP (X = odstupujici skupina, Y = alkyl)

Ptiprava hydroxyalkyl derivatu dusikaté baze mtze byt provadéna rliznymi zpiisoby: alkylace

dusikaté baze 1,3-dioxalan-2-ony*, hydroxyalkyl halogenidy®’, nebo epoxidy*'. Vznikly

hydroxylalkyl fetézec dusikaté baze se deprotonuje silnou bazi, napt. hydridem sodnym, a

nasledné se etherifikuje dialkyl tosyloxymethylfosfonatem. Misto tosylatove (TsO") odstupujici
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skupiny se vyuziva také triflatova (TfO") nebo jodidova odstupujici skupina®®. Schéma 1
demonstruje pfipravu ANP etherifikaci hydroxylethylového derivatu (vzniklého alkylaci
adeninu 1,3-dioxalan-2-onem) dialkyl tosyloxymethylfosfonatem, ptipravenym reakci dialkyl

fosfitu a formaldehydu s naslednou tosylaci tosylchloridem .

NH, NH,

)I Et3N )i
\
\_/ s CH3CN 125°C, 14 h N >

Mg(Ot-Bu), B
DMEF, 80°C, 12 h

3
RO-P=
)Ol\ + RO-P-H — RO—(IF?’—\ a8 R
-P- RO-P—\
° [}
H” ~H OR 90°C,3h OR OH EtN,DCM,4h,rt. (IDR OTs

Schéma 1. Piiprava ANP etherifikaci hydroxyethyl derivatu adeninu (R = ethyl, isopropyl)

Dalsi moznost piipravy ANP spociva v pitimé alkylaci dusikaté baze slou€eninou, kterd na
jednom konci fetézce nese vhodnou odstupujici skupinu, a na druhém konci ma
fosfonomethoxy skupinu chrdnénou isopropyly nebo ethyly . Pfed alkylaci je ptisluSna dusikata
baze deprotonovéana nejCastéji NaH nebo K>COs. Jako dalsi bazi k deprotonaci lze pouZit
Cs2CO;3 nebo 1,8-diazabicyklo-[5,4,0Jundec-7-en (DBU).>**? Jako alkyla¢ni ¢inidlo se pouziva
napiiklad 2-(fosfonomethoxy)ethyl (PME), 2-(fosfonomethoxy)propyl (PMP), 3-fluor-2-
(fosfonomethoxy)propyl (FPMP) a 3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propyl (HPMP) (Obr. 10).

Q q
1]
P (0]
OR OR
PME PMP
O (0]
" E_o
RO/I?\/O\(\X RO~ 1\ \(\X
OR OR
F OH
FPMP HPMP

Obr. 10. Slouceniny pouzivané k ptimé alkylaci dusikaté baze (R = ethyl, isopropyl;
X = OTs, L, Br, C1)*»*#%
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Poslednim krokem v ptipravé ANP u obou metod je hydrolyza alkylovych chranicich skupin.
Standardni a Casto pouzivanou metodou odchranéni ethylovych a isopropylovych skupin je
transsilylace s naslednou hydrolyzou. Transsilylace*' se provadi v acetonitrilu pfi pokojové
teploté. Jako silyla¢ni Cinidla se pouzivaji trimethylsilyl jodid, trimethylsilyl bromid a
trimethylsilyl chlorid. Nasledna hydrolyza probiha ve vod¢ nebo v methanolu. Nevyhody dané
metody spocivaji v toxicité pouzivanych silylaénich ¢inidel, jejich tékavosti a také v citlivosti
na pfitomnost vody. Dnes se k odchranéni alkylovych skupin radgji pouzivéa alternativni
metoda, zalozend na hydrolyze vodnymi roztoky mineralnich kyselin. Obecné se pouziva
kyselina chlorovodikova. Kyselina bromovodikova je ¢innéjsi nez chlorovodikova, ale
v pribéhu hydrolyzy kyselinou bromovodikovou jako vedlejsi produkt vznika alkylbromid,
ktery je silnym alkyla¢nim €inidlem, interagujicim s molekulou produktu. Oproti tomu kyselina
chlorovodikova je levnéj$i moznosti a alkylchlorid, vznikajici v pribéhu hydrolyzy kyselinou
chlorovodikovou, je méné nachylny k nezddoucim alkylacim. Kviili niZsi reaktivité¢ HCI se

hydrolyza provadi za vysokych teplot a ¢asto v mikrovinném reaktoru**.

4. Vysledky a diskuse

4.1. Koncept syntézy

Cilem této prace bylo pfipravit nové acyklické nuklesidfosfonaty s dusikatou bazi T-1105
(Schéma 2). Jako zdkladni acyklicky nukleosidfosfonat pro syntézu byl zvolen 2-
(fosfonomethoxy)ethyl derivat T-1105, ze kterého bylo navrZeno syntetizovat dva dalsi
derivaty: jeho difosfat, ktery pfedstavuje aktivni metabolit, a proléCivo s lipofilnimi
pivaloyloxymethyl skupinami, které zvySuji schopnost transportu ANP pies cytoplazmatickou

membranu.
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A AcCl 1. (EtO);P EtO. L2

O O — »
CI/\o/\/OAc - = /P\/O\/\OH
II. Dowex (H") / HCI EtO
TsC/ NEO
(e}
! 5o
Eto/ﬁ)\/o\/\OTS EtO/I\/ \/\OTf
OEt OEt

Schéma 2. Koncept syntézy (Piv — pivaloyl, Ac — acetyl, Ts — tosyl, Tf — triflyl)

4.2. 2-(Chloromethoxy)ethyl acetat

Reakei 1,3-dioxolanu 1 s acetylchloridem 2 byl pfipraven 2-(chloromethoxy)ethyl acetat 3
(Schéma 3)*. Reakce probih4 v pfitomnosti chloridu zine¢natého jako katalyzatoru. Kviili

nachylnosti acetylchloridu k hydrolyze za vzniku kyseliny octové byla reakce provedena za
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suchych podminek. Po ukonceni reakce byl hexan odpaien na vakuové odparce, vysledny

produkt 3 byl vy¢istén destilaci za snizeného tlaku.

A (@) ZnCl,
O O + _— N OAc
_/ )J\CI hexan, 2 h, r.t. Cl O/\/
1 2 3,80 %

Schéma 3. Ptiprava 2-(chloromethoxy)ethyl acetatu

4.3. Fosfonat s hydroxylovou skupinou

Ptiprava fosfonatu s hydroxylovou skupinou 5 byla provedena ve dvou krocich (Schéma 4).

P /\/OAC —>(Et0)3P (I? 0 Hel (I? e}
_P _ P
¢~ o 110°C, 1 h EtO" 1" OAc  MeOH. 70°C. 24 1 Et0” 1 "~ 0H
OFEt ,70°C, OFt
3 4,86 % 5,91%

Schéma 4. Ptiprava fosfonatu s hydroxylovou skupinou

V prvnim kroku reakci®® slouceniny 3 s triethylfosfitem vznikd acetoxyfosfonat 4.
Mechanismus reakce je uveden nize (Schéma 5). Nejprve dochdzi k nukleofilnimu ataku
fosforu na latku 3 za vzniku fosfoniové soli. Odstépeny chloridovy anion nasledné reaguje
v dal$i SN2 reakei s jednim z elektrofilnich Et uhliki, coz vede k tvorbé kone¢ného produktu 4
a chlorethanu. Jde o tzv. reakci Michaelis—Arbuzov*®, typicky pouZivanou pro syntézu

fosfonatu z fosfitu.

_.P/OEt RN
Et0” “OEt o) cr o o et + EtG
o_fCl —m— O_*P-OEt ——> O~ R-OEt )
AcO” N AcO” NN AcO OEt
3 4

Schéma 5. Mechanismus ptipravy acetoxyfosfonatu reakci Michaelis—Arbuzov

V druhém kroku za ucelem ziskani lepsi odstupujici skupiny byla acetylova skupina pteménéna
na hydroxylovou, kterou Ize nasledné ptevést na dobie odstupujici tosylatovou nebo triflatovou

skupinu.

Kyselou hydrolyzou acetoxyfosfonatu 4 byl pfipraven hydroxyfosfonat 5. Nejprve byla tato

reakce vyzkousena v pfitomnosti katexu v H' cyklu*?. Jako katex byl pouzit Dowex S0WXS,
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ktery byl aktivovan pievedenim do H" formy. I pfesto, ze Dowex pied aktivaci byl nékolikrat
promyty ethanolem, po skonceni reakce v reakéni smési byl detekovan nejen produkt, ale i
necistoty, které se nepodatilo tipln€ odstranit ani piecisténim sloupcovou chromatografii. Kvuli
tomu byla vyzkouSena alternativni metoda ptipravy hydroxyfosfonatu 5 hydrolyzou latky 4
v pfitomnosti koncentrované kyseliny chlorovodikové*’. Kyselina octova, vedlejsi produkt
reakce, byla azeotropni destilaci s toluenem odstranéna na rota¢ni vakuové odparce. Vysledny

produkt 5 byl vysusen za sniZzené¢ho tlaku.

4.4. Fosfonat s tosylatovou skupinou

Za Ucelem ziskani dobfe odstupujici skupiny byla hydroxylovd skupina na fosfonatu 5
pfeménéna na tosylatovou za vzniku latky 6 (Schéma 6). Byla pouzita standardni metoda
tosylace volného alkoholu p-toluensulfonylchloridem*?. Reakce byla provedena v piftomnosti
triethylaminu jako baze. Po skonceni reakce byla provedena extrakce a ndsledné docisténi

produktu pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu.

0 ) Et;N ) o) /©/
EtO. ~ I 3 EtO. « “
\/O\/\OH + O:S@— —_— (0] P\/O\/\O,S

Etd Cl DCM, 24 h, r.t. Etd

Schéma 6. Piiprava fosfonatu s tosylatovou skupinou

4.5. Fosfonat s triflatovou skupinou

K ptipravé latky 7 (Schéma 7) byla pouzita standardni metoda triflace volného alkoholu

anhydridem kyseliny trifluormethansulfonové*.

Reakce byla provedena pfi teploté -78 °C. Jako baze byl pouzit 2,6-lutidin. Oproti pyridinu a
triethylaminu je 2,6-lutidin vice stericky branény, coz pii tak nizkych teplotach zmensuje

pravdépodobnost nezadouci triflace dané baze.
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F
idi F
EtO. //O Tt,0, 2,6-Iutidin N EtO. //O O\\ )<
P~O~"0H . > P OoS F
EtO THF, 30 min, -78 °C EtO @)

5 7
Schéma 7. Ptiprava fosfonatu s triflatovou skupinou

Kviili velké citlivosti latky 7 a anhydridu kyseliny trifluormethansulfonové na vodu byla reakce
provedena za suchych podminek, jako rozpoustédlo byl pouzit bezvody THF a detekce
vysledného produktu 7 nebyla provedena pomoci NMR ani MS. Reakce byla provedena
nekolikrat a vznik latky 7 byl vzdy vizualizovan na TLC v p-nitrobenzylpyridinu. Po provedeni
triflace a po detekci fosfonatu s triflitovou skupinou byla do reakéni smési hned pridavana

deprotonovana dusikata baze.

4.6. Alkylace T-1105

K reakéni smési predchozi reakce byla pifiddna deprotonovana dusikatd baze T-1105

v bezvodém DMF (Schéma 8).

o)
F = NH,
F N NaH, DMF [
EtO. A o k™ 4 [ S ONH, o |
N T P THF, 2,6- lutidin, -60 °C N™ "0
o) N~ OH

P_©O .S
FNCENN0 EtO. OEt \)
OIIP\/O

EtO
7 8,0%
Schéma 8. Alkylace T-1105 fosfonatem s trifllatovou skupinou

Reakce byla provedena nékolikrat, avSak vznik produktu 8 nikdy nebyl pozorovan pomoci TLC
a MS. Pocatek reakce byl pfi teploté -60 °C. Kvili tomu, Ze pii -60 °C vysledny produkt 8 nebyl
detekovan a vychozi fosfonat 7 zlstaval v reakéni smési nezreagovany, teplota reakce se
postupné zvySovala o 10 °C. Vychozi fosfonat 7 zlistaval v reakéni smési nezreagovany az do
zvyseni reakéni teploty na 23 °C. Pii tak vysoké teploté pravdépodobné dochdzelo k triflaci 2,6-
lutidinu.

Z casovych divodi nebylo zjisténo za jakych podminek by dochéazelo k triflaci T-1105. Ov§em
pokud by modifikaci reakce (napiiklad pouzitim stericky vice chranéné baze a provadénim

reakce pti vyssi teploté) se ziskal produkt 8, mohla by se dand modifikovana metoda dal pouzit
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pro alkylaci T-1105 fosfonatem s pivaloyloxymethyl skupinami misto ethylovych. V slabé

bazickém prostfedi by nemélo dochazet k rozkladu pivaloyloxymethyl skupin.

Dalsi alkylace deprotonované baze T-1105 byla vyzkousena s fosfonatem s tosylatovou

skupinou 6 (Schéma 9).
EtO_ // NaH(] 1 ekv.) [ r‘\ f‘\NHz
~_°
NN [ DMSO, 85 °C, 16h /ﬁ o
\ ,OEt
// \/ oA
OEt
1,3 ekv.
6 8,52 % 8b

Schéma 9. Alkylace T-1105 fosfonatem s tosylatovou skupinou

Jako rozpoustédlo byl pouzit DMSO z diivodu rozpustnosti T-1105. Reak¢ni teplota byla
nastavena na 110 °C, jako deprotonacni baze byl pouzit NaH. Kvili malému objemu reakce a
slabé chemické aktivit¢ dusikaté baze T-1105 bylo rozhodnuto pouzit dvojnadsobny nadbytek
T-1105 vici fosfonatu 6. Po skonceni reakce v reakéni smési bylo detekovano malé mnozstvi

produktu 8 a nebyl detekovéan vychozi fosfonat 6, pravdépodobné dochéazelo k jeho rozkladu.

Byly provedeny tfi dal$i orienta¢ni pokusy s cilem najit optimalni reakéni podminky a zvysit
reakéni vytézek. K deprotonaci T-1105 byly vyzkouSeny v orientacnich reakcich 3 baze: NaH,
K>COs a Et3N. Optimalni teplota pro naslednou alkylaci deprotonované baze byla zjiSténa jako
80 - 90°C. Vysledny produkt alkylace 8 vznikl v kazdé orientaéni reakci, avSak podle TLC a
MS reakce v ptitomnosti NaH poskytla nejmensi pocet vedlejSich produkti. V kazdé reakci
vznikl s N-izomerem 8 také O-izomer 8b, tyto dva izomery se od sebe nepodatilo odd¢lit.
AvSak oproti reakcim v pfitomnosti K2COs a EtsN, reakce s NaH poskytla jen neparné mnozstvi
vedlejsiho izomeru.

Po zjiSténi optimalni reakeni teploty a optimalni deprotonacni béaze byla reakce dal
modifikovana pouzitim mensiho mnozstvi dusikaté baze. Jako optimalni se ukazal 1,3 nadbytek
(Schéma 9). Z divodu citlivosti fosfonatu 6 na rozklad v reakéni smési byla vysledna reakce
nasazena z 0,5 ekvivalentu fosfonatu, po zreagovani bylo znovu ptfidano stejné mnozstvi
fosfonatu.

Optimalizace podminek ptipravy latky 8 je shrnuta v tabulce 1.
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Tabulka 1. Optimalizace podminek pripravy latky 8

cislo pocet pocet
orientacni | ekv. ekv. baze (ekv.) teplota Vysledek

reakce latky 6 T-1105

142 1 2 NaH (1,8) 110 °C | rozklad vychozi latky 6.
2 1 2 Et:N (1,8) g85°C | vznik produktu 8.
Reakce v pritomnosti NaH
3 1 2 KoCOs3 (1,8) | 85°C
poskytla nejmensi pocet
4 1 2 NaH (1.8) 85°C | vedlejsich produktii.
izolovan produkt 8 ve
5 1 1,3 NaH (1,1) 85°C

vytézku 52 %.

* kazda reakce byla provedena v DMSO jako rozpoustédle a ohfivana pies noc.

V ¢&inském patentu® byla publikovana metoda piipravy latky 8, odlisna od vyse zmin&nych.
Takto ptipravend sloucenina ale nebyla v patentu pofadné popséna. Vzhledem k tomu, ze
alkylace T-1105 fosfonatem s tosylatovou skupinou vedla ke vzniku stejné slouceniny, podatilo

se ji nalezité charakterizovat (viz kapitola 5.2.6.).

Identifikace N-izomeru byla provedena za pomoci 2D NMR spekter (COSY, HSQC, HMBC).
Na HMBC spektru byla pozorovana interakce mezi vodiky s posunem 4,17 pmm a uhliky s
posuny 155,12 ppm a 134,34 pmm. Vodiky byly identifikovany jako H-6, uhlik s posunem
155,12 ppm jako C-3 a uhlik s posunem 134,34 pmm jako C-4 (viz Obr. 11). Diky tomu bylo
stanoveno, ze izolovany produkt 8 je N-izomerem. V pifipadé¢ O-isomeru by neméla byt

pozorovana interakce mezi uhlikem C-4 a vodiky H-6.

4.7. Hydrolyza diethylfosfonatu

Odchréanéni ethylovych skupin se provadi bud’ transsilylaci s ndslednou hydrolyzou produktu
nebo reakci s vodnym roztokem mineralni kyseliny v mikrovinném reaktoru.
Po ptedchozich zkuSenostech v nasi skupiné byla pro orienta¢ni reakci zvolena metoda

odchranéni v mikrovinném reaktoru**. K vychozi latce 8 bylo ptidano 0,5 M HCI. Smés se
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zahtivala 20 min pfi 130 °C (Schéma 10). Reak¢ni produkty byly analyzovany pomoci TLC,
NMR a MS. Metoda odchranéni v mikrovinném reaktoru se ukézala jako nedostatecné
efektivni nebot’ nedochdzelo k uplnému odchranéni ethylovych skupin. Separace produktu 9

nebyla z casovych diavodii provedena.

o) o)
N\]:‘\NHz s NH
[ HCL, H,0 _ [
N~ 0 o N” 0
o) o)

EtO. pEt 130 °C (MW), 20 min HO. ,OH
//P\/ IIP\/
o (0]

8 9

Schéma 10. Odchranéni ethylovych skupin

5. Experimentalni cast

5.1. Obecné postupy a chemikalie

Dusikata baze T-1105 byla zakoupena od firmy Fluorochem. Ostatni specialni chemikalie byly
zakoupeny od firem Fluorochem a Merck, béZné chemikalie byly zakoupeny od firem Penta a
Lach-ner. Rozpoustédla byla pied pouzitim destilovana. Voda byla pouzivana deionizovana.

Hydrid sodny byl pouZivan ve formé 60% suspenze v mineralnim oleji.

Odpatrovani rozpoustédel bylo provadéno na rota¢ni vakuové odparce (RVO) firmy Biichi nebo
Heidolph, produkty pak byly dosuSovany na olejové vyvévé VR 1,5/2. K destilaci latky 4 na
kratké draze byl pouzit Kugelrohr znacky Biichi B-585. Méteni MS spekter bylo provedeno za
pouziti pfistroje LCMS 2020 Shimadzu,. NMR spektra byla méfena na pfistroji Bruker
AVANCE III HD 400 v deuterovaném DMSO a methanolu. Pfifazovani signalu se provadélo
za pomoci DEPT a 2D NMR spekter (COSY, HSQC, HMBC).

Silikagel 60 (40—-63 pum) pouZivany pro sloupcovou chromatografii byl zakoupen u firmy
Merck. Flash chromatografie byla provadéna na pfistroji Compact Preparative System od firmy
Ecom za pouziti sypanych kolon. Pro tenkovrstvou chromatografii byly pouZzivany hlinikové
desticky, zakoupené od firmy Merck, pokryté silikagelem 60 F254. Pouzivané mobilni faze
byly nésledujici:
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S1: CHCl3/MeOH 5/1

S2: EtOAc /hexan 15/1
S3: CHCl3/MeOH 15/1
S4: CHCl3/MeOH 10/1

Pro detekci latek na TLC byla pouzivana UV lampa (vlnové délky 254 a 366 nm), KMnO4
(roztok 1,5 g KMnOs, 10 g K2COs a 1,25 ml 10% NaOH ve 200 ml H2O) a p-nitrobenzylpyridin
(1% roztok v EtOH). Detekce latek v p-nitrobenzylpyridinu byla provadéna ponofenim TLC
desticky do roztoku, zahiatim horkovzdusnou pistoli a naslednym ponofenim do vodného

roztoku amoniaku.

Na obr. 11 je uveden ptiklad ¢islovani atomil ve vypisech NMR spekter.

O
*SNT30
6 7

Oys

10\’0_P:O
9 [}
O

T
10

Obr. 11. Priklad ¢islovani atomt ve vypisech spekter

5.2. Pracovni postupy

5.2.1. 2-(Chloromethoxy)ethyl acetat (3)

o> o/\/OAC Do 50 ml tfihrdl¢ banky s kulatym dnem vybavené ptikapavaci nalevkou,

3 chladi¢em, teplomérem a magnetickym michadlem byl pfidan 1,3-
dioxolan 1 (5 g, 67,5 mmol) a chlorid zine¢naty (16 mg, 0,11 mmol). Pod
argonovou atmosférou za stdlého michani k reakéni smési byl po kapkach piidavan roztok
acetylchloridu 2 (4,8 ml, 67,5 mmol) v bezvodém hexanu (5 ml). Reakéni teplota byla pomoci

chlazeni ledovou lazni udrzovéana pod 50 °C. Po pfidani acetylchloridu v hexanu reakéni smés
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byla michana 2 hodiny pfi laboratorni teploté. Po 2 hodinach reakéni smés byla zkoncentrovana
na RVO pii 40 °C, vysledny produkt 3 byl vydestilovan za snizeného tlaku (60 °C, 0,6 mbar).
Bylo ziskéano 8,2 g (80 %) bezbarvé kapaliny.

Rr=10,3 (S1), detekce: p-nitrobenzylpyridin.
Pro 3 vypoétena Mr = 152.578, ESI-MS: m/z 154 [M + H]"

Naméiena 'H NMR spektra odpovidaji publikaci*’:
'"H NMR (400 MHz, CDCls): § = 5.52 (s, 2 H, 5-H); 4.72 (m, 2 H, 3-H); 3.90 (m, 2 H, 4-H);
2.10 (s, 3 H, 1-H) ppm.

5.2.2. 2-[(Diethoxyfosforyl)methoxy]ethyl acetat (4)

o Metoda A: 2-(Chloromethoxy)ethyl acetat 3 (4 g, 26 mmol) byl pfidan

1]

e OAc pod argonovou atmosférou do 50 ml tfihrdl¢ baiiky s kulatym dnem

4 vybavené piikapavaci nalevkou, chladi¢em, teplomérem a
magnetickym michadlem. Za stalého michani byl k latce 3 po kapkach ptridavan triethylfosfit
(4,5 g, 27 mmol). Po ptikapani triethylfosfitu byla reakéni smés 1 hodinu zahtivana na 110 °C.
Vysledny produkt 4 byl vycistén destilaci na kratké draze (157 °C, 0,7 mbar). Destilace
poskytla bezbarvou kapalinu o hmotnosti 5,7 g (86 %).

Metoda B: Piiprava latky 4 byla také vyzkousena bez izolace meziproduktu 3*’. K dioxolanu
1(10 g, 0,135 mol) v 37,5 ml bezvodného hexanu bylo ptidano ZnCl, (34 mg, 0,25 mmol). Pod
argonovou atmosférou za stalého michani byl k reakéni smési po kapkach pfidavan roztok
acetylchloridu 2 (11 g, 0,14 mol) v 12,5 ml bezvodého hexanu. Reak¢ni teplota byla pomoci
chlazeni ledovou lazni udrZzovéana pod 50 °C. Po pfidani acetylchloridu v hexanu byla reakéni
smés michdna 2 hodiny pfi laboratorni teplot€. Po 2 hodinach byla reakéni smés
zakoncentrovana na RVO pii 40 °C. Pfitomnost meziproduktu 3 byla ovéfena na TLC.
K reakéni smési byl postupné ptfidan triethylfosfit (29,25 g, 0,175 mol) a po pfidani
triethylfosfitu byla smés zahtata na 85 °C. Po prob&hnuti exotermické reakce byla reakéni smés
2 hodiny zahtivana na 120 °C. K odstranéni nezreagovaného triethylfosfitu a vedlejSich
produktu bylo pouZito suSeni na olejové vyveéve pii 80 °C. Produkt 4 (24 g, 70 %) byl docistén

destilaci na kratké draze.
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Rr=10,2 (52) detekce: KMnO4.
Pro 4 vypoétena Mr = 254.22, ESI-MS: m/z 255 [M + H]"

Spektrum je shodné s literaturou®’:

"H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 =4.24 (t, J=4.7 Hz, 2 H, 3-H); 4.23-4.17 (q,J= 7.6 Hz, 4 H,
6-H); 3.86 (d, J= 8.1 Hz, 2 H, 5-H); 3.81 (t, /=4.7 Hz, 2 H, 4-H); 2.09 (s, 1 H, 1-H); 1.36 (t,
J=7.1Hz, 6 H, 7-H) ppm.

5.2.3. Diethyl [(2-hydroxyethoxy)methyl]fosfonat (5)

0} 2-[(diethoxyfosforyl)methoxy]Jethyl acetat 4 (15 g, 0,06 mol) byl

i
EtO’gEt/o\/\OH rozpoustén v 50 ml methanolu. Pod argonovou atmosférou a za stalého

5 michéni bylo k vychozi latce 4 rozpusténé v methanolu ptidéano 3,7 ml
HCI. Reakéni smés byla za stdlého michéni zahtivana 24 hodin na 70 °C. Po vymizeni vychozi
latky na TLC byl methanol odpaien na RVO. Odparena reakéni smés byla dvakrat rozpusSténa
v toluenu a odpafena na RVO. Vysledny produkt 5 byl dosusen na olejové vyveéve pii 70 °C.

Bylo ziskano 11,24 g (91 %) oranZového oleje.

Rr=10,3 (S3) detekce: KMnOg.
Pro 5 vypocétena Mr = 212.183, ESI-MS: m/z 235 [M + Na]*

Spektrum je shodné s literaturou*’:
'H NMR (400 MHz, CDCLs): § = 4.2 (q, J = 7.3 Hz, 4 H, 4-H); 3.25 (s, 1 H, OH); 3.88 (d, J =

8.1 Hz, 2 H, 3-H); 3.75 (m, 4 H, 1,2-H); 2.09 (s, 1 H, 1-H); 1.37 (t, J= 7.1 Hz, 6 H, 5-H) ppm.

5.2.4. 2-[(Diethoxyfosforyl)methoxy]ethyl 4-methylbenzenesulfonat (6)

O K roztoku latky 5 (3 g, 14 mmol) a EtsN (4 ml, 29mmol) byl v suchém
EtO’gEt/o\/\OTs DCM (15 ml) pod argonovou atmosférou ptidan TsCl (3,2 g, 24 mmol)
6 rozpus$tény v suchém DCM (17 ml). Smés byla michana 24 hodiny pii

laboratorni teploté. Po 24 hodinéach byl pfidan 4-dimethylaminopyridin (16 mg, 0,13 mmol) a
reakéni smés byla michana dalsi 4 hodiny, naceZ byla promyta 1M HCI (15 ml) a nasycenym
roztokem NaHCO; (15 ml). Organickd faze byla vysuSena bezvodym MgSOs, piefiltrovana

ptes fritu S4 a dosuSena na olejové vyveéveé. Vysledny produkt 6 byl precistén flash
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chromatografii v gradientu mobilni faze MeOH v DCM 0-10 %. Bylo ziskdno 2,78 g (54 %)

oranzového oleje.

Rr=0,6 (S3) detekce: KMnOg4, UV.
Pro 6 vypoétena Mr = 366.372, ESI-MS: m/z 389 [M + Na]"

Spektrum je shodné s literaturou®?:

'"H NMR (400 MHz, CDCls): 8 =7.82 (d, J= 8.4 Hz, 2 H, 4-H); 7.37 (d, J = 8.4 Hz, 2 H, 3-H);
4.13-4.20 (m, 6 H, 6,9-H); 3.79-3,83 (m, 4 H, 7,8-H); 2.47 (s, 3 H, 1-H); 1.35 (. J=7.1 Hz, 6
H, 10-H) ppm.

130 NMR (100 MHz, CDCl3): 5 =144.96 (5-C); 132.87 (2-C); 129.94 (3-C); 127.98 (4-C): 70.46
(d, ] = 10.7 Hz, 7-C); 68.76 (6-C); 66.32-64.66 (d, J = 165.1 Hz, 8-C); 62.54 (d, ] = 6,5 Hz, 9-
C); 21.66 (1-C); 16.44 (10-C) ppm.

5.2.5. 2-[(Diethoxyfosforyl)methoxy]ethyl trifluormethansulfonat (7)

0 K roztoku latky 5 (20 mg, 80 pmol) a 2,6-lutidinu (9,3 pl, 80 pmol) v
EtO’gEt/o\/\OTf suchém THF (1,5 ml) pod argonovou atmosférou a za chlazeni suchym

7 ledem na teplotu -78 °C byl pfidan T£0 (13,0 pl, 80 pmol). Reakéni
smés byla chlazena za stalého michani 30 min. Vznik produktu 7 byl detekovan jen pomoci

TLC kvuli velké citlivosti latky na vlhkost.

Rr=0,7 (S1), detekce: p-nitrobenzylpyridin.

5.2.6. Diethyl {[2-(3-karbamoyl-2-oxopyrazin-1-yl)ethoxy]methyl} fosfonat (8)

] Metoda A: k dusikaté bazi T-1105 (167 mg, 1,2 mmol) v 5 ml
S NH, suchého pod argonovou atmosférou byl piidan hydri
|N hého DMSO pod férou byl ptidan hydrid
eio. OFt N~ ~0 sodny (41 mg, 1,03 mmol). Reakéni smés byla michéna 1 hodinu
O'/P\/O\) pii laboratorni teploté. Déle byla ptfidana latka 6 (154 mg, 0,42

8 mmol), smés byla zahtata na 85°C a ponechana michat na 3 h.

Potom byla znovu pfidéna latka 6 (184 mg, 0,50 mmol) a smés byla ponechiana michat pies
noc. Reakce byla ukoncena pfiddnim 40 ml vody a extrahovana do vrouciho chloroformu (6x50

ml). Organicka faze byla vysuSena bezvodym MgSOQy, ptefiltrovana pies fritu S4 a dosuSena na
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olejové vyveévé. Produkt reakce 8 (319 mg, 52 %) byl vycistén pomoci sloupcové

chromatografie za pouziti 50 g silikagelu a gradientu mobilni faze MeOH v DCM 0-10 %.

Rr=0,4 (S4) detekce: UV.
Pro 8 vypo&tena Mr = 333.28, ESI-MS: m/z 356 [M + Na]"

'H NMR (400 MHz, DMSO): 5 = 8.42 (s, | H, N-H); 7.82 (d, J=4.1 Hz, 1 H, 5-H); 7.73 (s, 1
H,N-H); 7.5 (d, J=4.1 Hz, 1 H, 4-H); 4.17 (t, J= 5.2 Hz, 2 H, 6-H); 3.97 (¢, J=7.1 Hz, 4 H,
9-H); 3.81-3.86 (m, 4 H, 7,8-H); 1.18 (t, /= 7.0 Hz, 6 H, 10-H) ppm.

13C NMR (100 MHz, DMSO): § = 164.41 (1-C); 155.12 (3-C); 146.99 (5-C); 134.34 (4-C);
122.97 (2-C); 69.35 (d, J = 11.1 Hz, 7-C); 63.48-65.09 (d, J = 161.6 Hz, 8-C); 62.17 (d, J =
6.13 Hz, 9-C); 49.13 (6-C); 16.70 (10-C) ppm.

Metoda B: k dusikaté bazi T-1105 (50 mg, 0,36 mmol) v 5 ml suchého DMF pod argonovou
atmosférou byl ptfidan hydrid sodny (8,6 mg, 0,215 mmol). Reak¢éni smés byla michana 1
hodinu pfi laboratorni teploté. Po 1 hodiné byl roztok deprotonované baze piidan do chlazené
reakéni smési s latkou 7. Teplota reakce byla postupné zvySovéna z -60 °C na 23 °C. Vznik

produktu nebyl detekovan pomoci TLC ani MS.

5.2.7.{[2-(3-Karbamoyl-2-oxopyrazin-1-yl)ethoxy]methyl}fosfonova kyselina (9)

o] K vychozi latce 8 (10 mg, 0,03 mmol) bylo pfidano 0,12 ml 0,5M

[N\ NH, HCI. Reakéni smés byla zahiivana 20 minut pfi teploté 130 °C v

Ho. OH N™ S0 mikrovinném reaktoru. Podle TLC byl ptedpokladan vznik
O//P\/O\) produktu 9, ale isolace a dostate¢na identifikace produktu nebyly

z Casovych diivoda provedeny.

Rr=0,4 (PrOH/H20/NHj3 6/3/1), detekce: UV.
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6. Zaveér

Pro alkylaci dusikaté baze T-1105 za ucelem ziskani novych acyklickych nukleosidfosfonati

byla nejprve ptipravena alkyla¢ni €inidla:

e (ethoxymethyl)fosfonat s ethylovymi chranicimi skupinami a tosylatovou odstupujici
skupinou.
e (ethoxymethyl)fosfonat s ethylovymi chranicimi skupinami a triflaitovou odstupujici

skupinou.

Alkylaci dusikaté baze T-1105 postrannim fetézcem s tosylatovou odstupujici skupinou byl
ptipraven acyklicky nukleosidfosfonét — 2-(fosfonomethoxy)ethyl derivat T-1105 s ethylovymi
chranicimi skupinami. Byla provedena modifikace dané reakce s cilem zvySeni vytézku.

Byla provedena také alkylace dusikaté baze T-1105 postrannim fetézcem s triflatovou

odstupujici skupinou. V tomto ptipadé vSak nebyl vznik produktu pozorovan.
Byla provedena hydrolyza ethylovych skupin s cilem pfipravit acyklicky nukleosidfosfonat —
2-(fosfonomethoxy)ethyl derivat dusikaté baze T-1105 ve formé volné kyseliny. Separace a

identifikace produktu nebyla z ¢asovych diivodu provedena.

Souhrnné: byl vypracovan novy postup pro ptipravu novych potencialné biologicky aktivnich

ANP s bazi T-1105, byly ziskany pokroc¢ilé intermediaty, ale finalni latky nebyly syntetizovany.
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