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Abstrakt

Viry celedi Flaviviridae jsou pivodci mnoha nebezpeénych onemocnéni, pro které
v soucasné dob& nezndme lécbu a vyzkum novych 1éCiv proti nim proto piedstavuje jednu
z vyznamnych vyzev pro moderni medicindlni chemii. Pro boj s viry se nejcastéji vyuziva cileni
na jimi kédované proteiny. U flavivirt se jako jeden z nejvhodnéjsich molekularnich cilt jevi
nestrukturni protein NS5 vykazujici enzymovou aktivitu methyltransferazy (MTaza) a RNA-
dependentni-RNA-polymerdzy (RdRp). Bakalafskd prace pojednava o syntéze novych
potencialnich 1é¢iv schopnych inhibice flavivirové RdRp. Byly ptipravovany C-nukleosidy
obsahujicich dva typy heterocyklické baze: 3-fluoropikolinamid modifikovany v polohach
Snebo 6 a pyrido[3,2-d]pyrimidin-4-amin modifikovany v polohdch 6 nebo 7 pomoci

arylového nebo heteroaromatického substituentu.

Klicova slova: C-nukleosidy, polymerdza, flaviviry, virus klistové encefalitidy, Suzukiho

reakce, Grignardova reakce

Abstract

Viruses of the Flaviviridae family are the causative agents of many dangerous diseases for
which we currently have no known cure, and research into new drugs against them therefore
represents one of the major challenges for modern medicinal chemistry. Targeting the proteins
encoded by viruses is the most common approach to combat them. For flaviviruses, the non-
structural protein NS5 exhibiting methyltransferase (MTase) and RNA-dependent-RNA
polymerase (RdRp) enzyme activity appears to be one of the most suitable molecular targets.
This bachelor thesis deals with the synthesis of new potential drugs capable of inhibition skill
of flaviviral RdRp. C-nucleoside analogues were prepared, containing 2 types of heterocyclical
base: 3-fluoropicolamide modified in positions 5 or 6 and pyrido[3,2-d]pyrimidine-4-amine

modified in positions 6 or 7 using aryl or heteroaromatic substituent

Key words: C-nucleosides, polymerase, flaviviruses, Tick-borne encephalitis virus, Suzuki

reaction, Grignard reaction
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Pouzité zkratky

C — kapsidovy protein (capsid)

DENYV - virus horecky dengue

DMF — N, N-dimethylformamid

DMSO-d6 — hexadeuteriodimethylsulfoxid
dppf — 1,1'-Bis(difenylfosfino)ferrocen
dsRNA — dvouvldknova RNA

E — obalovy protein (envelope)

ECso— koncentrace, pfi které je Zzadany efekt pozorovan u 50 % ptipada
ER — endoplazmatické retikulum

ESI — ionizace elektrosprejem

GTP — guanosintrifosfat

HCV — virus hepatitidy typu C

HPLC — vysokou¢inna kapalinova chromatografie (high-performance liquid chromatography)
IAV — virus chiipky

J — interak¢ni konstanta

JEV — virus japonské encefalitidy

kb — kilobaze

LDA — diisopropylamid lithny

M — membranovy protein

mRNA — mediatorovd RNA

MS — hmotnostni spektrum

MTéza — methyltransferaza

NI — nukleosidové inhibitory

NMP — N-methyl-2-pyrrolidon

NMR — nuklearni magneticka rezonance
NS — nestrukturni protein

NTP — nukleosid trifosfat

PBD — proteinové databanka (protein data bank)
pr-M — prekursor proteinu membrany

RdRp — RNA-dependetni-RNA-polymeraza
RF — replikacni forma

RI — replikujici meziprodukt



ROESY — typ méfeni 2D NMR spektroskopie (rotating frame nuclear overhauser effect
spectroscopy)

RVO - rota¢ni vakuové odparka

SAH — S-adenosylhomocystein

SAM — S-adenosylmethionin

sSRNA — jednovldknova RNA

TBDMSCI — fert-butyldimethylchlorsilan

TBDPSCI — tert-butyldifenylchlorsilan

TBEV — virus klistové encefalitidy (tick-borne encephalitis virus)

TEAB — triethylammonium bikarbonat

THF — tetrahydrofuran

TLC — chromatografie na tenké vrstvé (thin layer chromatography)

TMS — tetramethylsilan

TMP — tetramethylpiperidinyl

UPLC — vysokotcinna kapalinova chromatografie (ultra performance liquid chromatography)
3’-UTR - 3 -neptekladana oblast (untranslated region)

WNV — virus zépadonilské horecky (west nile virus)

YFV — virus Zluté zimnice (yellow fever virus)

ZIKV — virus zika (zika virus)



1. Uvod

Viry jiz od nepaméti zpisobovaly nespocet zdvaznych nemoci, a proto je protivirova terapie
povazovana za enormn¢ dilezitou. Zasluhou farmaceutického a 1ékaiského vyzkumu existuje
proti mnoha virtim specificka 1écba, avsak pro viry z ¢eledi Flaviviridae musi byt vhodna latka
zabranujici jejich Sifeni teprve nalezena. Praveé virGm rodu Flavivirus z Celedi Flaviviridae
a moznym inhibitortim jejich replikace bude vénovana pozornost v mé bakalatské praci.

Mezi zastupce flavivirt pfenaSenych komary v tropickych oblastech svéta se fadi virus zluté
zimnice (YFV), virus japonské encefalitidy (JEV), virus horecky dengue (DENV), virus
zapadonilské horecky (WNV) a zika virus (ZIKV). Viry klistové encefalitidy (TBEV) patii
mezi stfedoevropské piedstavitele.! Pfi hleddni novych antivirotik se jako Usp&$na strategie
uplatiuje cileni na proteiny, které jsou kodovany viry. Pro replikaci flavivira v hostitelskych
bunkdch je nepostradatelny NS5 nestrukturni protein obsahujici doménu jak
s metyhltransferasovou aktivitou (MTdaza) tak slouzici jako RNA dependentni RNA
polymerdza (RdRp).> V lidském organismu nenalezneme funkéni ekvivalent RdRp,

coz z enzymu déla cil pro moZnou inhibici virové replikace.’



2. Cile prace

Hlavnim cilem bakalaiské prace byla ptiprava modelovych C-nukleosidl obsahujicich dva

typy heterocyklické baze:
1) 3-fluorpikolinamid modifikovany v polohdch 5 nebo 6 pomoci arylového nebo
heteroaromatického substituentu (Strukturni motiv A)
2) pyrido[3,2-d]pyrimidin-4-amin modifikovany v polohach 6 nebo 7 pomoci arylového

nebo heteroaromatického substituentu (Strukturni motiv B)

Jako modelové substituenty byly zvoleny p-methoxyfenylovy a 3-thienylovy zbytek.

Strukturni motiv A Strukturni motiv B

Ptipravené nukleosidy budou nasledné¢ podrobeny biologickym testim jejich antivirové

aktivity (TBEV, DENV, SARS-CoV-2).
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3. Prehled problematiky

3.1 Vyznamné patogeny rodu Flavivirus

Viry Celedi Flaviviridae, kam fadime 1 zastupce rodu Flavivirus, jsou malé obalené Castice
zptsobujici celou fadu vaznych nemoci. Celed’ se skladd ze &tyf zakladnich rodd, jimiz jsou
hepaciviry, pestiviry, pegiviry a jiz zminéné flaviviry.'

Rod je tvofen vice nez sedmdesati druhy virdi, jeZ jsou prenaSeny komary a klistaty.*
Primarnimi hostiteli téchto virG jsou savci a ptaci. Infekce u clovéka muze probihat
bez symptom1, ale mize byt 1 smrtelnd. Vazné formy nemoci se projevuji hemoragickou
horeckou nebo neurologickym onemocnénim. Mezi flaviviry napadajici ¢lovéka fadime
naptiklad zika virus (ZIKV), virus horeCky dengue (DENV), virus klistové encefalitidy
(TBEV), virus Zluté zimnice (YFV), virus japonské encefalitidy (JEV) a virus zdpadonilské
hore¢ky (WNV).! Pravé WNV byl roku 1937 popsan jako prvni ¢lovéka napadajici virus.’

Zatimco v Evropé€ je nejrozsitenéjSim zastupcem TBEV, YFV a JEV stéle ohrozuji dnesni
populaci Afriky a Asie. YFV a JEV jsou spolecné se ZIKV piendSeny prostiednictvim komara
zrodu Aedes.’

Virus dengue napadajici ro¢né téméi 390 milionu lidi se povazuje za nejvice prominentni
virus mezi flaviviry, pfiemz zhruba u dvaceti tisic piipadli ro¢né je infekce letalni.’
Pti vazném prabéhu nemoci je nezbytna pokrocila Iékaiska péce, coz miize byt velky problém
v oblastech rozvojovych zemi. Moznost ockovani by ptinesla velkou pomoc, a proto je vyvoj
vakciny v poslednich letech velmi intenzivni. Jelikoz u viru dengue existuji Ctyfi velmi
podobné sérotypy (DENV1-DENV4), na které by vakcina méla byt u¢inna, je hledani spravné
latky obtizné z divodu mozné interference mezi vyvolanymi imunitnimi reakcemi. V roce 2016
byla uvedena komeréné dostupna tetravalentni Zivéa oslabena chimérické vakcina proti DENV.?
Ackoli proti YFV, JEV a TBEV jiZ vakciny existuji piipady ndkazy jsou stile velmi Casté.
Nanestésti nejsou dostupnd zZadna antivirotika, ktera by poskytla specificky kratkodoby tcinek

a v ptipad¢ zika viru i minimalizovala neurologické poruchy plodu.

3.2 Struktura flavivira

Kulovité viriony flavivirli maji primér asi 500 A (~50 nm) a jsou chranény lipidovym
obalem. Skladaji se z nukleové kyseliny, kapsidy a dvou aZz tfi obalovych proteinii. Geneticka
informace je nesena pomoci nesegmentovaného jednovldknového RNA fetézce s pozitivni
polaritou (+ssRNA) obsahujici asi 11 kb (kilobazi). Genom obsahuje jeden dlouhy otevieny

Steci rAmec kodujici jediny polyprotein.® N-koncova ¢4ast genomu kéduje tii strukturni proteiny
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— kapsidu (C), membranu (M, vznikajici z prekurzoru prM) a obal (E), které tvoti ¢astici viru.
C-koncova ¢ast koduje sedm nestrukturnich proteini  (NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B a NS5)° nezbytnych pro replikaci viru. Protein C tvorici nukleokapsidu je
slozen asi z 120 aminokyselin nezbytnych pfi zabaleni virového genomu. Glykoprotein PrM
tvofeny asi 165 aminokyselinami a E slozeny asi z 495 aminokyselin obsahuji kazdy dva
transmembranové helixy.” Protein E je hlavni strukturni slozkou piitomnou ve virové &éstici
aucastni se klicovych krokti béhem zivotniho cyklu viru, jako je navédzani a vstup
do hostitelskych bun&k.’ Iniciace translace je umoznéna &epickou typu 1 (m7GpppAmp)
nachazejici se na 5" konci.® 3" konec neni ukoncen polyadenylatovou sekvenci vyjma

par kmenti TBEV.?

3.3 Zivotni cyklus

Flaviviry se vazi kpovrchu hostitelskych bunék a prostfednictvim receptorem
zprostfedkované endocytdzy vstupuji do buiiky.’ Kyselé pH v ¢asnych endozomalnich vaécich
spousti nevratnou konformacni zménu virionu — trimerizaci proteinu E vedouci k fuzi
membrany virové a bunécné. Po zaniku kapsidy je genom viru uvolnén do cytoplazmy. Nejprve
dochazi k translaci. RNA se pfevede do jediného polyproteinu, ze kterého vznika komplex
umistény na intracelularnich membréanach obsahujici vSechny potiebné enzymy pro spravnou
virovou replikaci. Polyprotein se zpracovava kotranslacni a posttranslacni cestou pomoci
virovych a hostitelskych protedz: dochazi k disociaci C kapsidového proteinu 1 RNA a je
zahajena replikace probihajici na intracelularnich membranach. Replikace flavivira probiha
pomoci dvou transkripénich krokd. Produktem prvniho kroku je fetézec RNA s negativni
polaritou, ktery je déle transkribovan na vysledny fetézec RNA s pozitivni polaritou.® Nové
nezralé neinfekcni viry se nejprve tvoti v lumenu endoplazmatického retikula (ER). Neinfek¢ni
z diivodu, ze nemohou indukovat fizi hostitelskych buniek. Tyto ¢astice obsahuji proteiny E a
prM. Po rozstépeni prM na M v trans-Golgi siti dochazi ke vzniku zralych jiz infekénich virg.
V napadené bunice dochdzi v ER téz ke vzniku subvirovich ¢astic. Z divodu chybéjici
genomové RNA a kapsidového proteinu C nejsou infekéni. Subvirové Castice a infekéni viry
jsou uvolnény z bufiky exocytézou a miize dojit k napadeni dal$ich bufiek.” VSechny kroky

zivotniho cyklu flavivirli jsou popsany na obrazku 1.
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Obrazek 1: Klicové kroky flavivirového zivotniho cyklu: 1) Navazani virionu na receptor v bunécné
membrané a endocytdéza, 2) transport v Casnych endozomech kde se snizuje pH, 3) uvolnéni genomu
do cytoplazmy, 4) translace a zpracovani polyproteinu hostitelem a proteiny kédovanymi virem (mista Stépeni
a topologie strukturnich proteinti zndzornéna zelen¢ a nestrukturalnich proteinti cervené) na endoplazmatickém
retikulu, 5) sestaveni replikacniho komplexu a piepsani templatu RNA (-) na RNA (+), 6) baleni virionQ
na povrchu ER po kterém néasleduje puceni strukturalnich proteinii a nové syntetizované RNA do lumen ER, 7)
transport viriont do trans-Golgiho aparatu, kde je furinem zprostfedkované st€épeni prM na M, ¢imZ vznikaji zralé

infekéni Eéstice, 8) uvolnéni exocytézou. (Obrazek i popis byl prevzat od Fernandez-Garcia, M. D. a dalsich)'’

3.4 Strukturni a nestrukturni proteiny

Jak jiz bylo feceno, genomy flavivirti (viz Obrazek 2) koéduji jediny polyprotein, ktery
po Stépeni vede ke tfem strukturnim proteinim (obalovy protein E, kapsidovy protein C
a prekurzorovy membranovy protein prM) a sedmi nestrukturnim proteiniim (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B a NS5).2 Znazornéni jednotlivych proteinii v membrané ER je

naznaceno na obrazku 3.

13



I = 3400 aa

/. )

‘ + 2 4 I ¥
e LI I COCIEET wee LI (wwee WEREEN cooH

Strukturnf geny Nestrukturni geny

C pM E NS1 NS2A2B NS3 4A NS4B NS5
¥ ¥
s LI B 1
prm 2A0  RozEtEpeny NS3
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a dalgich)®

ns2e MR nsap

‘E&'L
b E
g ;, ’

%
c
.bﬁ,\ 0
y |

C

M55

0
c

Obrazek 3: Postaveni jednotlivych proteinii v membrané ER. Vlevé ¢asti jsou zobrazené proteiny nezbytné

ke spravnému slozeni virové &astice a v pravé &asti jsou proteiny replikaéniho komplexu.!!

3.4.1 Strukturni proteiny

Kapsidovy protein C se vyznacuje malou velikosti pfiblizné¢ 14 kDa. Sklada se z nabitych
bazickych rezidui na N- a C-koncich a vnitini hydrofobni domény. Po posttranslacni modifikaci
dochazi ke vzniku jeho rozpustné formy.'? C protein je sloZen ze &tyi alfa helixti. Po od3tépeni
hydrofobni domény pomoci virové proteasy pravdépodobné pravé jeden z a helixii hraje

vyznamnou roli pfi vzniku kompaktnich dimert ze kterych se sklada nukleokapsida.'* a Helixy
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obou monomeri spolu asociuji pro vznik kladné nabitého povrchu na N-konci, ktery poméha
stabilizovat RNA molekulu.!?

Flavivirovy glykoprotein E je vdzan na membranu. Jeho velikost se odhaduje na 53 kDa,
¢imz se tadi mezi velké proteiny. Tento komponent zprostfedkovava fizi membrany
anavazovani virionu na receptor hostitelské buriky.® Protein E je syntetizovan
jako membranovy protein skladajici se ze tfi P-barelovych strukturnich domén.!? Vsechny
tii domény se pravdépodobné podili na vytvareni homodimeru paralelniho s obalem viru
pomoci hydrofilnich interakci ve zralych virovych &asticich.® Protein E je nejprve stabilizovan
pomoci pM na luminalnim povrchu ER membrany, avsak tyto vzniklé heterodimery piisobenim
nizkého pH podléhaji konformacéni zméné. Peptid pM je vytiznut a vznika zraly kulovity virion
majici na svém povrchu vystaveny hotovy protein E.!2

Glykoprotein pM, prekurzor membranového proteinu (M) flavivirii ma velikost 26 kDa,’
pfic¢emz samotny M protein je velky maximaln& 10 kDa,'? pii¢emz pM funguje s nejvétsi
pravdépodobnosti jako pomocny protein pii skladani a stabilizaci proteinu E. Jeho dalsi uloha

spodiva v ukryvani fizni smycky proteinu E pii nizkém pH v priib&hu sekre¢nich drah.®

3.4.2 Nestrukturni proteiny (NS)
Flavivirové nestrukturni proteiny jsou nezbytné pro spravnou virovou replikaci. VSech

sedm nestrukturnich proteinii se podili na formaci replikaéniho komplexu.'

3.4.2.1 NS1-NS4

Nestrukturni protein NS1 s velikosti 46 kDa je znamy jiz velmi dlouho. NS1 je translokovan
do lumenu endoplatmatického retikula pomoci proteinu E®, kde je nasledn& zpracovan
hostitelskou peptidazou. Nedlouho po syntéze je protein odstépen z NS2A protedzou zatim
neznamého plvodu. Glykoprotein NS1 vytvafi homodimery a interaguje s membranami
doposud nezndmym mechanismem.'* Nestrukturni protein NS1 miZe tvofit i hexamerni
uskupeni spojené s lipidem.>  Navzdory své lokalizaci mimo cytoplazmu je NSI
nepostradatelnou sloZkou pfi virové replikaci. Pro jeho spravnou funkci je nezbytna interakce
s NS4A.1

Nestrukturni transmembranovy hydrofobni protein NS2A majici velikost 22 kDa je obvykle
asociovan s ER, v némz se podili na virové replikaci vazbou na 3’-UTR ¢asti virové RNA

a dalsi slozky replikaéniho komplexu. NS2A je dileZity pro slozeni virové astice.”? NS2B je
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protein o velikosti 14 kDa asociovany s membranou. Jeho hlavni funkce byla stanovena jako
kofaktor pro serinovou proteazu, ve které figuruje s NS3.!3

Vicedoménovy NS3 (70 kDa) funguje jako hydrolaza, helikdza, serinova protedza
a fosfatiza.'> Jeho N-koncova doména vykazuje aktivitu serinové protedzy zajiStujici
proteolytické St&peni mezi NS2A a NS2B, NS2B a NS3, NS4A a NS4B, NS4B a NS5.2 V C-
koncové Casti se nachazi spolecnd doména helikazy a fosfatdzy, pricemz konkrétné se jedna
o nukleosidtrifosfatizy (NTP4zy) a 5'-RNA-trifosfatizy (RTP4azy).'® Jak jiz bylo zminéno NS3
vyzaduje kofaktor NS2B pro spravnou funkci a slozeni.

O malém NS4A hydrofobnim proteinu s velikosti pfiblizné 16 kDa® existuje jen velmi malo
dostupnych informaci co se struktury a funkce tyce. Znamé schopnosti NS4A jsou tlumeni
interferonové signalizace, vyvolani zmény membran a autofagie.” I NS4B (27 kDa) se fadi mezi
membrinové proteiny.® NS4B interaguje s dal§imi hostitelskymi i virovymi proteiny

a jeho funkce jsou stejné jako u proteinu NS4A .2

3.4.2.2 NSS

Multifunkéni NS5 je nejvetsi (103 kDa) protein zapojeny do replikace RNA flavivirt. NS5
je slozen ze dvou domén propojenych kratkou aminokyselinovou sekvenci.? N-terminalni
oblast obsahuje methyltransferazovou (MTazovou) doménu, kde se nachéazi i aktivni misto
pro molekuly guanosintrifosfatu (GTP) vézajicich se pii reakcich katalyzovanych GTPazou.!” C-
koncova ¢ast zahrnuje doménu RNA-dependentni RNA polymerazy (RdRp). Je dokéazéano,

7e NS5 miize podléhat fosforylaci a nasledné asociaci se serin/threoninovymi kinazami.®

3.4.2.2.1 MTazova doména

MTéza v N-termindlni oblasti (60-132 aminokyselin)® ma za tkol methylaci
posttranskripéni modifikace ¢epicky virové RNA, coz je nezbytnd operace, aby se virus vyhnul
reakci imunitniho systému. V pribéhu methylace se virovi RNA a donor methylu, jimz je S-
adenosyl-L-methionin (SAM) navazi na MTazu. Nasledn¢ se vytvoii na 5"-konci ¢epicka typu
1 (m7Gpppm? A), methylaci N7 polohy guaninu a 2'-OH skupiny adenosinu. Tyto methyla¢ni
kroky jsou nezbytné pro replikaci viru, a jejich naruSeni milize proto vést k zastaveni Sifeni
viru.'®
MTéza se sklada z B-fetézcl, jeZ jsou obklopeny CEtyfmi o-helixy, jak miZeme vidét

na obrazku 4. Jelikoz vSechny MTézy flavivirt sdileji obdobnou strukturu a sekvenci, je Sance

16



na vyvoj Sirokospektrého inhibitoru, ktery by mohl inhibovat replikaci velkého poctu téchto

patogenii pomérné vysoka.

SAM vazebné
misto

GTP vazebné misto

RNA vazebné misto

Obrazek 4: DENV-2 MTaza. A) Schématické znazornéni struktury DENV-2 MTézy s vlozenou molekulou GTP
v jejim vazebném misté a snavrzenym inhibitorem (fialové nakreslena struktura-PBD kod 2P1D) v SAM
vazebném mist&. Cervena barva oznaduje N-terminalni ¢4st, modré jadro a zluta C-terminalni subdoménu MTazy.
B) Povrch DENV-2 MTézy. Modra barva oznacuje pozitivni naboj, bila neutralni a ¢ervena negativni. (Obrazek

a popis prevzat od Davidson, A. D. a dalsich)"
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3.4.2.2.2 RdRp doména

NS5 RdRp doména je zodpoveédna za syntézu RNA de novo mechanismem. Béhem infekce
dochazi k syntéze fetézce RNA s negativni polaritou, ktery je pouzit jako templat pro syntézu
+ssRNA. 3

Strukturou RdRp pfipomina pravou ruku a sklada se ze tii subdomén bézné oznaovanych
jako ,,prsty®, ,,dlan“ a ,,palec”. Jednotlivé Casti jsou zndzornény na obrazku 5. Z oblasti prsti
(Obrazek 5B a 5C, oznaceny zelenou, oranzovou, Zlutou) vy€nivaji smycky, které obepinaji
aktivni misto na dlani (Obrazek 5B a 5C, Sedd) a nejspis stabilizuji molekulu RNA. Dale 1ze ve
struktute pozorovat dva vzajemné kolmé tunely. Prvni se nachazi na rozhrani mezi oblasti prsti
a palce (Obrazek 5B a 5C, modrd) a pravdépodobné umoznuje pristup ssRNA k aktivnimu
mistu a jeji koordinaci. Druhy tunel otevira do zadni ¢asti struktury, kde koordinuje vznikajici
dvouvlaknovou RNA' a ziroveni umoziiuje piistup NTP.?® RdRp doména rovnéz vaze dva
zine¢naté ionty, jeden na prstové a druhy na palcové doméné. Spole¢né se dvéma asparagovymi
kyselinami katalyzuji prenos nukleotidu na rostouci RNA fetézec.?! Na dlani se nachazi aktivni
misto polymerazy, které koordinuje dva hofecnaté ionty nezbytné pro katalyzu polymeracni
reakce.? Zajimavosti této polymerace je, ze NTP je pouZit jako primer pro polymeraci.?

Ve struktute RdRp se nachéazi sedm strukturnich motivit A-G zodpovédnych za navazani
a katalyzu vazby NTP. Motivy A a C obsahujici kyselinu asparagovou jsou zodpovédné
za polymeraci nukleotidu. Motiv B napomaha pohybu templatového fetézce v pozdéjSich
stadiich transkripce. Motiv D je nezbytny pro reorganizaci RdARp pro vznik RNA-NTP-UTP
komplexu. Motivy E a C interaguji s kostrou RNA produktu. Funkce motivu F sloZzeného ze tii
az Ctyf submotivli zahrnuje navazani kmenové smycky pied replikaci virové RNA a pomoc
stabilizace vznikajiciho paru bazi. Motiv G, téz nazyvany jako ,,primingova smycka®, vytvari
smycku pro vznik v potadi prvniho dinukleotidu nezbytného pro de novo syntézu. Déle reguluje
piistup ssSRNA substratu do mista pro templat a RdRp translokaci.’? RARP doména je

znazornéna na obrazku 5.
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Tunel umoziujici

o NTP vstupni tunel
pristup ssRNA

Obrazek 5: Struktura RdRp TBEV. A) Schéma RdRp oranzové nakreslené pro TBEV a Sedou barvou zakreslené
pro DENV/WNW. B) Schématické znazornéni struktury RdARp TBEV v pohledu do tunelu umoznujici pristup
ssRNA k aktivnimu mistu. Cervenou barvou je znazornén linker, oblast dlané je znazornéna $edou barvou, N-
terminalni prodlouZeni je oznaceno svétle fialovou. Jednotlivé prsty v prstové oblasti jsou znacCeny zelenou,
oranzovou, Zlutou a palec je znacen modie. Motiv G je oznacen tmavé fialoveé, B-C motiv je oznacen ruzove. C)
Schématické znazornéni struktury RdRp TBEV v pohledu NTP vstupniho tunelu. Jedna se o stejnou strukturu jako
za B) pouze oto¢enou o 180 °. (Obrazek a popis pievzat od Yang, J. a dal$ich)?

3.5 Replikace flaviviri

Proces replikace probiha v cytoplazmé hostitelskych bunék.?* Syntéza u flavivirG je
semikonzervativni a asymetrickd. Genom viru ma stejnou sekvenci jako vznikly +ssRNA
fetézec. Syntéza +ssRNA vyrazné prevazuje nad syntézou -ssRNA. RNA fetézec s negativni
polaritou je in vivo detekovan pouze jako dsRNA. V pribéhu replikace dochdzi ke vzniku tii
forem RNA: +ssRNA, dsRNA v replikacni form¢ (RF) a dsRNA ve formé replikujiciho
meziproduktu (RI). Pravé RI pravdépodobné obsahuje rodici se RNA na templatu RF, které
stale hybridizuje také s diive existujicim vldknem stejné polarity. Na jedné RF Sabloné
se syntetizuje vzdy jeden az deset vznikajicich fetézctt RNA s pozitivni polaritou.?

Proces replikace probiha nasledovné. Nejprve je genomickd +ssRNA pouzita jako templat
pro NS5 RdRp, ktera vytvori komplementarni -RNA vldkno. To zlstava sparované s +RNA
fetézcem, ¢imz vznika meziprodukt dsSRNA (RF). Podle -RNA vznikne nové komplementarni
vldkno +RNA. Pro uvolnéni dsRNA vlakna je nutnd aktivita NS3 helikazy. Vznikajici +RNA
vlakno nasyntetizované na -RNA teplatu vytésituje jiz existujici +RNA z komplexu (RI). Nové
vytvofend dsRNA je recyklovana jako Sablona pro vznik dalSich kopii. Nasledné je RNA vlakno
methylovéano pro vytvoteni nového kone¢ného genomického +ssRNA vldkna. Jednotlivé kroky

replikace jsou znazornény na obrazku 6.
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(+)5 @ ¥ genomicka +ssRNA
¢ syntéza -RNA (NS5 RdRp)

(+) & 3
(-)3 5 dsRNA meziprodukt (RF)
l syntéza +RNA vlakna (NS5
recyklace (*)S \ RdRp)
"5 —> ° RI
=) 3 5
o Yy ——— 3
(—) 2
J methylace na 5 konci
(NS3 a NSS)

(+)5' @ 3 genomickd +ssRNA

Obrizek 6: RNA syntéza pomoci replikaéniho komplexu flavivirii. Cervené jsou znazornény nezbytné enzymy.

Pro syntézu Cepicky typu 1 jsou vyuzity Ctyii sekvencni enzymatické aktivity RNA, a to
RTpézy, guanylyltransferdzy, guanin-N7-MTéazy a RNA 2'-O-MTazy. Trifosfatdza NS3
pomoci helikdzy uvolnuji konecny fosfat z 5'-trifosfatového konce (+) vldkna RNA.
Guanosinmonofosfat (GMP) z GTP se ptenasi na 5’-konec difosforylované RNA
mechanismem guanylyltransferazy. Vznikla RNA je pak methylovana nejprve na pozici N7
guaninového konce a nasledné na prvnim nukleotidu RNA na riboze v poloze 2'-OH. MTazova
doména NS5 provadi obé methylace pomoci SAM jako donoru methylového zbytku, pficemz

vedlej$im produktem reakce je S-adenosyl-L-homosystein (SAH).

3.6 N- a C-nukleosidy

Bézné nukleosidy jsou podjednotky DNA nebo RNA a vaZzi se pomoci B-N-glykosidické
vazby z uhliku cukru v pozici 1" na dusik pfislusné baze (N pyrimidin, No purin). Tyto bézné
nukleosidy by se daly oznagit jako N-nukleosidy (1).%

C-nukleosidy, na jejichz syntézu je praktickd cast této prace zameéfena, maji vazbu
mezi anomernim uhlikem cukerné skupiny a uhlikem béze (2). Zastupci N- a C-nukleosidi jsou

znazornény na obrazku 7. Obrovskd vyhoda C-nukleosidi je odolnost proti degradaci

hydrolazami, které umi $tépit N-glykosidickou vazbu.?
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Obrazek 7: Zastupce N-nukleosidii uridin (1) a zastupce C-nukleosidti pseudouridin (2)

3.7 Inhibitory RdRp flaviviri

Tradi¢né byvaji jako cil na potencidlni inhibitor brana dvé mista: vstup do tunelu pro RNA
a takzvana ,kapsa N* nachazejici se v palcové doméné pobliz aktivniho mista.'® Latky
vyuzivajici se jako inhibitory jsou bud’ analogy nukleosidl nebo latky nenukleosidové povahy.

Jako nukleosidové inhibitory jsou vyuzivany latky soutézici s endogennimi NTP o navéazani
do nové vzniklého RNA fetézce. Vazba takovychto analogii miize zptisobit predcasné ukonceni
replikace ¢i letalni mutaci virové RNA. Vyvoj novych potencidlnich latek ¢eli dvéma velkym
problémtim, ato intracelularni aktivaci a toxicité. Pfichozi nukleosid musi byt kinazami
aktivovan fosforylaci na trifosfatovou formu. Hostitelské kindzy jsou vSak znacné substratove
specifické. Pouziti jiz monofosfatové formy narazi na problém rozpustnosti a mozné degradace
hostitelskymi enzymy.'®

Nenukleosidové inhibitory vyuzivaji vétSinou alosterického efektu, pficemz dochazi ke

zménam konformace aktivniho mista a tim k deaktivaci RdRp.?’

3.7.1 Nukleosidové inhibitory (NI)

Praveé nukleosidové analogy jsou nejcastéji vyuzivany k inhibici flavivirové RdRp. Lidské
enzymy postradaji aktivitu RdRp, ¢imz by nové slouceniny mély vykazovat méné vedlejSich
Gcinkd.?

NI neni mozné pouzivat ve formé aktivnich trifosfatii. Trifosfatové analogy jsou nabité
molekuly, které neprochédzi pres bunécnou membranu. Vstupujici nukleosid je za pomoci

hostitelskych kinaz intracelularné fosforylovan na trifosfat.

3.7.1.1 4’ Azidonukleosidy

Védci z farmaceutické spolecnosti Roche zaznamenali, Ze n€kolik cytidinovych analogt

s azidovou skupinou v pozici 4" ma velmi silnou schopnost inhibovat replikaci viru hepatitidy
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typu C (HCV).?° Zaroven dle testdi bylo prokazano, Ze latky jsou téZ u¢inné proti henipaviriim.>
Dva znamé modifikované nukleosidové analogy 4’-azidocytidin (3) a 4’-azido-aracytidin (4)
vykazovaly i proti TBEV mikromolarni antivirovou aktivitu in vitro.’!

Proti TBEV byla tspésna inhibice latkou 4 prekvapenim, jelikoz neobsahuje ribézovou
strukturu, coz bylo povazovano za klicovy prvek pro spravnou funkci vodikovych vazeb
pii interakci s RdRp.?

Esterovy derivat 4"-azidocytidin (5) oznaceny jako Balapiravir byl in vitro neaktivni proti
TBEV pravdépodobné z diivodu Spatné interakce s aktivnim mistem ¢i nedostatecné fosforylaci
kindzami v pouzitych bunécnych liniich. Oproti tomu bylo vSak prvni antivirotikum testované
na DENV klinickymi testy, kde byla in vifro potvrzena silnd inhibi¢ni €innost pro rizné
sérotypy.® BohuzZel in vivo nebyla latka proti DENV uéinn4, jelikoZ virus produkuje cytokiny,

které snizuji pfeménu Balapiraviru na jeho trifosfatovou formu.

NH, o o. LN
/ 7 : X

- S o 0
HO/N\ég o HOMOHO \{:o/zco

N

HO OH HO

3 4 5
TBEV 2,7 uM TBEV 0,3 uM DENV (1-4) 1,3-3,2 uM

Obrazek 8: 4" Azidonukleosidy vykazujici aktivitu proti flavivirim a jejich hodnoty ECso: (3) R-1479, (4) RO-
9187, (5) Balapiravir

3.7.1.2 2’-Methylnukleosidy

Vyzkumnou laboratofi spolec¢nosti Merck byly nasyntetizovany 2’-methylnukleosidové
skelety, jez byly potvrzeny jako silné inhibitory replikace HCV.?* Antivirov4 aktivita byla také
zaznamenana u zastupci Celedi Picornaviridae a Caliciviridae, ¢imZ by tyto latky mohly byt
Sirokospektralni vii¢i ssRNA virtim s pozitivné polarizovanym fetézcem.’

U flavivirové rodiny byla velmi dobrd mikromolarni inhibice diky 2’-methylové skupiné
zaznamenana predevsim u TBEV, WNV, DENV a YFV.? U latky 6-O-methyl-2'-
methylguanosinu (8) byla zaznamendna nanomoldrni inhibi¢ni aktivita proti DENV-2
(ECso 14,2 nM), ptiCemz kombinace této latky a Iéku ribavirin vedla ke zna¢né inhibici DENV
in vitro.** Prvnim popsanym nukleosidovym inhibitorem proti ZIKV byl 7-deaza-2'-

methyladenosin (7),*® pficemz prisluiné trifosfatové analogy vykazovaly silnou inhibici ZIKV

polymerazy.?
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TBEV 1,4 uM TBEV 1,1 uM ZIKV 22,25 uM
WNV 5,1 uM WNV 4,5 uM DENV-2 0,0142 uM
DENV-2 4 uM DENV-2 15 uM

YFV 3,2 uM YFV 15 uM

ZIKV 5,26 uM ZIKV 1,3-20 pM

Obrazek 9: 2'-methylnukleosidy vykazujici aktivitu proti flaviviram a jejich hodnoty ECso: (6) 2'-
methyladenosin, (7) 7-deaza-2 "-methyladenosin (u ZIKV zalezi na sérotypu), (8) INX-08189

3.7.1.3 Nukleosidy s modifikovanou heterocyklickou bazi

U této skupiny nukleosidii bylo prokazano ptsobeni proti flavivirové replikaci latkami T-
1106 (9), 6-methyl-7-deazaadenosinem (10) a dalSimi N6- alkyl/aryl substituovanymi
nukleosidy. T-1106 je ribosylovany derivat T-705 (Favipiravir- 13) jeZ v enzymovém testovani
inhibuje HCV RdRp.? Derivét vykazoval piiznivou Gi¢innost, biologickou dostupnost a nizkou
toxicitu na infekci virem YFV.3¢

Latka 10 je hydrofobni kopie adenosinu majici nanomolarni inhibi¢ni aktivitu proti DENV-
2 bez cytotoxického ucinku. Studie odhalily, ze 5’trifosfat této latky je velmi dobrym
substratem pro RdRp, kde se snazi napodobit jak ATP tak GTP.?’

N6-Alkyl/aryl substituované nukleosidy (11 a 12) byly ptivodné navrZeny proti viru
Marburg ¢&i enteroviru A71, nicméné byla potvrzena i mikromolarni aktivita proti TBEV.3®
Mechanismus inhibice vstupu do buiiky neni dosud diikladné prozkouman, avSak pii pouziti
objemnych aromatickych substituenti pravdépodobné dochazi k interakci s virovou

membranou, ¢imz dochazi k blokaci vstupu viru do buiiky.’
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Obrazek 10: Imino-C-nukleosidy vykazujici aktivitu proti flavivirim a jejich hodnoty ECso: (9) T-1106, (10) 6-

methyl-7-deazaadenosin, (11) N6-benzyl-5"-O-trityladenosin, (12) N6-benzyl-5"-O-triisopropylsilyladenosin, (13)

T-705 (Favipiravir)

3.7.1.4 Imino-C-nukleosidy

Analog imino-C-nukleosidu zvany BCX4430 (14) objeveny spolecnosti BioCryst

Pharmaceuticals Inc., byl ptivodné zaznamenan jako inhibitor filovirovych infekei. Ackoli bylo

prokazano, e vykazuje antivirovou specifitu proti celé fadé ssRNA virim.** BCX4430 je

aktivni proti infekcim flavivirové rodiny, a to zejména proti WNV a ZIKV. Slibné vysledky

prineslo i testovani na viry YFV, JEV, TBEV a DENV-2, pficemz uc¢innost na YFV byla

prokéazana téz in vivo.>

14

TBEV 1,48 M
WNV 2,33 uM
DENV-2 32,8 uM
YFV 14,1 pM
ZIKV 3,8-11,7 uM
JEV 43,6 uM

Obrazek 11: Imino-C-nukleosid vykazujici aktivitu proti flavivirim a hodnota ECso: (14) BCX4430
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3.7.1.5 1’-Kyanonukleosidy

Mezi 1’-kyanonukleosidy tadime latku GS-441524 (15) a jeji prolécivo 4-aza-7,9-

).%% Agkoli jejich ptivodnim cilem byly filoviry, latky vykazuji pomérng

dideazaadenosinu (16
piiznivou antivirovou aktivitu i proti paramyxoviriim a pneumovirim.*' Remdesivir prosel
do druhé faze klinickych testd proti Ebole, ale kvuli horSim vysledkim nez vykazuji
monoklonalni protilatky, byl vyzkum ukoncen. Zaroveii v dob¢ pandemie SARS-CoV-2 byl 1¢k
Remdesivir podavan pacientlim s t&zkym priibéhem nemoci.*? P¥i testovani u¢innosti proti
flavivirovym infekcim na bunéénych systémech byla potvrzena u latky 16 mikromolarni
inhibi¢ni schopnost proti YFV (ECso 11 uM) a DENV-2 (ECs0 9,46 uM). Méné& tspésné bylo
testovani proti WNV a TBEV (30-51,2 uM) in vitro.?

NH, NH,

N . 0 o

\N—’J K /\P\O h

I\ N\

. SN J\/O\(\No . SN
HO  ©OH HO  ©OH

H
15
16

TBEV 51,2 uM
WNV 30 uM TBEV 2,1 uM
DENV-2 9,46 uyM

Obrazek 12: 1 'Kyanonukleosidy vykazujici aktivitu proti flavivirim a jejich hodnoty ECs: (15) GS-441524, (16)

Remdesivir

3.7.1.6 C-nukleosidy s amido skupinou

Latka 17 byla navrZena podle 1€ka ribavirinu ¢i favipiraviru, které jsou testovany jako
Sirokospektralni 1éky proti chiipce (IAV). Latka 17 obsahujici tézZ amidovou skupinu vykazuje
velmi dobré vysledky proti IAV (ECso 1,9 uM). Inhibice spoc¢ivd v napodobovani adenosinu
a guanosinu prostfednictvim orientaci amidové skupiny. Po zaclenéni do vznikajiciho RNA
fetézce pravdépodobné dochézi k letalnim virovym mutacim.*® Pravé sloucenina 17 byla

inspiraci pro praktickou ¢ast mé bakalarské prace.
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HO \ / ¢ O

NH,

~
N

HO  OH
17
TAV 1,9 uM

Obriazek 13: C-nukleosid (17) obsahujici amidovou skupinu vykazujici aktivitu proti chfipce a hodnota ECs
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4. Vysledky a diskuse

Strategie syntézy cilovych latek je zalozena na reakci vhodné ochranéného ribonolaktonu
s ptihodné substituovanym pyridinem na principu Grignardovi reakce. Touto reakci byly
ziskany klicové chranéné C-nukleosidové intermediaty. Naslednou derivatizaci byly

pak ptipraveny cilové latky v obou smérech/vétvich vyty¢enych v Cilech bakalaiské prace

4.1 Syntéza chranéného ribonolaktonu

Ptiprava pln¢€ ochranéného ribonolaktonu 19 je zndzornéna na schématu 1. Jako vychozi
latka byla pouzita komercné dostupnad sloucenina 18, ktera byla silylovana v poloze 5 pomoci
tert-butyldifenylchlorsilanu (TBDPSCI) v DMF za ptfitomnosti imidazolu podle publikovaného

protokolu.**

A(_/\é TBDPSO/\q
e <

18 19
90 %

Schéma 1: a) imidazol, TBDPSCI, DMF, 0 °C—l.t., 24 h

4.2 Priprava 6-brom-3-fluorpikolinonitrilu

Dilezity meziprodukt pro zavedeni nukelobaze do cilovych nukleosidi je 6-brom-3-
fluorpikolinonitril 23, ktery ovSem neni komeréné dostupny. Byl pfipraven podle
publikovaného postupu®’ z bromo derivatu 20. Kyano skupina v poloze 2 byla zavedena sledem
reakci uvedenych na schématu 2. Nejprve byl piipraven N-oxid 21, ktery byl dale O-
methylovan a vzniklad latka 22 poté snadno poskytla Zadany derivat 23 reakci s kyanidem

sodnym ve vysokém vytézku 90 %.%

Br Br
—_
= Z>eN
F F
) - 23
78 % 90 %

Schéma 2: a) anhydrid kyseliny trifluoroctové, H2O2, CH2Cl, L.t., 48 h, b) Me2SOs, L.t., 5 d, ¢)
NaCN, H;O, 0 °C, 20 min
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4.3 Syntéza halogenovanych C-nukleosidi s 3-fluorpikolinamidovym skeletem

substituovanym v poloze 6

Zavedeni nukleobaze na cukerny skelet bylo provedeno pomoci Grignardovy reakce mezi
laktonem 19 a pyridinovy derivatem 23 (Schéma 3). Prvotni pokusy o syntézu latky 24 pomoci
LDA nebyly tsp&sné.* Pouziti komplexu TMPMgCI-LiCl vedlo ke zdarnému provedeni této
reakce a bylo docileno vytézku 54 %.Y

Vznikly nukleosid 24 byl deoxygenovan na pozici 1° pomoci Et3SiH v pfitomnosti silné
Lewisovy kyseliny BF3-Et,0.% Pii reakci dochdzi ke vzniku dvou anomert a a B (25), pii¢emz
poZadovany B-anomer je v nadbytku asi 1:9 (dle UPLC-MS chromatogramu). V této fazi neni
mozné anomery oddélit, ale pro dalS$i zpracovani to neptfedstavuje Zadnou komplikaci.
V pritbéhu reakce dochézi také k samovolnému odchranéni 2°- a 3'-OH skupin na cukerné ¢asti
z divodu, Ze isopropylidenova chranici skupina je labilni v kyselém prostiedi. Opétovné
ochranéni 2'- a 3’- hydroxylovych skupin pomoci tert-butyldimethylchlorsilanu (TBDMSCI)*8
nebylo uspésné. Reakce vedla ke vniku smési latek monosilylovanych pouze na jednom
hydroxylu. Tato reakce nebyla dale optimalizovéna, jelikoz jak bude déale ukazano chranéni

OH skupin v poloze 2'- a 3’- nebylo nutné. Cely postup syntézy je znazornén na schématu 3.

Br
Br
Br oo o | ~N §
Sy . TBDPSO” X\ NoN | N
| ) a TBDPSO b o
_— N v —_— A OHF —_— = CN
CN o) 0 N TBDPSO
>< O o o ., F
F >< HO  ©OH
23 19
24 25
54 % 35%

Schéma 3: a) TMPMgCI-LiCl, THF, -78 °C, 5,5 h, b) Et:SiH, BFs-Et,0, CH,Cl, 0 °C—l.t.,
20 h

4.4 Syntéza halogenovanych C-nukleosidii s 3-fluorpikolinamidovym skeletem
substituovanym v poloze 5
Zcela obdobné bylo postupovano u ptipravy latek, kde brom byl navdzan na pyridinu
v pozici 5. Reakéni kroky jsou popsany na schématu 4. Vychozi sloucenina 26 byla komercné

dostupna.
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0o | ~N Br
AN
B Sy, TBDPSO” X O A AN N
| 1 a _TBDPSO b o} P
P S — \—/ OH — CN
CN o_ 0O s o F TBDPSO
>< SR
F >< HO  ©OH
26 19 - 28
23% 60 %

Schéma 4: a) TMPMgCl-LiCl, THF, -78 °C, 7 h, b) Et;SiH, BF;-Et:O, DCM, 0 °C—l.t., 16 h

4.5 Syntéza finalnich C-nukleosidi s 3-fluorpikolinamidovym skeletem

substituovanym v poloze 6

4-Methoxyfenylovy a 3-thienylovy substituent byly zavedeny na nukleobazi pomoci
Suzukiho reakce mezi boronovou kyselinou a bromo derivaitem 25 =za katalyzy
Pd(dppf)Clo-CH2Cl.* Nasledné byly kyano skupiny u latek 29 a 30 pievedeny oxidativni
hydrolyzou na piislusné amidy 31 a 32.* Tato reakce neprobihala s vysokymi vytézky (45 resp.
29 %). Cast vychozich latek 29 a 30 se ale podaiilo izolovat zpét.

Finélni odchranéni silylové skupiny z 5’-hydroxylového zbytku probihala pomoci NH4F
v refluxujicim methanolu.** Po reverzni chromatografii a nasledné rekrystalizaci nebyl
v produktu pozorovan zadny a-anomer. V pribchu celé syntézy nebyl zadny z a-anomert
izolovéan. Nukleosidy 33 a 34 jsou velmi stalé a mohou byt skladovany za laboratorni teploty.
Veskery sled reak¢nich kroki je znazornén na schématu 5.

U nukleosidu 33 byla rovnéz ovétena B-konfigurace pomoci ROESY spektroskopie.
V ROESY spektrech byly pozorovéany cross-piky mezi vodikovymi atomy v polohach
5 (nukleobaze) a 2" a zaroven mezi vodikovymi atomy v polohéach 5 a 5"-hydroxylem. Timto
zjisténim byla jednoznacn€ podpofena skuteCnost, ze byl pfipraven B-anomer zddané¢ho

nukleosidu.
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XN R R
(0] | _ N _a _ | N b s | XN C
TBDPSO \ / L (o) _ (0] _ NH,
HO  OH TBDPSO/\Q CN  TBDPSO
\\, ,,/ F \; .,/ F O
25 HO OH HO OH
29, R= 4-methoxyfenyl , 43 % 31, R=4-methoxyfenyl , 45 %
30, R= 3-thienyl, 53% 32, R=3-thienyl, 29%
R
—_— NS N
o
P NH,
HO
s+~ F O
HO OH

33, R= 4-methoxyfenyl , 20 %
34, R= 3-thienyl, 32%

Schéma 5: a) 4-methoxyfenyl/thiofen-3-boronova kyselina, Na,CO3, Pd(dppf)Cl>-CH2Cl,
dioxan/H>0, 95 °C, 4-16 h, b) 10 % NH3, H202, MeOH, 1.t., 1-2 d, ¢) NH4F, MeOH, reflux,
16 h

4.6 Syntéza finalnich C-nukleosidia s 3-fluorpikolinamidovym skeletem
substituovanym v poloze 5

Syntéza finalnich nukleosidi s bazi modifikovanou v poloze 5 byla provedena obdobnym

zpusobem nastinénym vyse. Reakce jsou znazornény na schématu 6. Vytézky Suzukiho reakce
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ptistupnosti polohy 5 na pyridinovém kruhu. Nukleosidy 39 a 40 jsou také stalé za laboratorni

teploty.
Br
B R
~O e T o O
TBDPSO \__/ L (o) _ (0] _ NH,
s - F s - F (0]
28 HO OH HO OH
35, R=4-methoxyfenyl , 14 % 37, R=4-methoxyfenyl , 42 %
36, R= 3-thienyl, 14% 38, R= 3-thienyl, 56%

R S
0 N _NH,
HO
S F O
HO  ©H

39, R=4-methoxyfenyl , 50 %
40, R= 3-thienyl, 72%

Schéma 6: a) 4-methoxyfenyl/thiofen-3-boronova kyselina, NaxCOs, Pd(dppf)Cl,-CH2Cly,
dioxan/H>0, 95 °C, 5-24 h, b) 10 % NH3, H202, MeOH, L.t., 16 h, ¢c) NH4F, MeOH, reflux, 16-
24 h

4.7 Syntéza C-nukleosidu s 4-aminopyrido[3,2-d]pyrimidinovym skeletem

substituovanym v poloze 6

Ptiprava latek s 4-aminopyrido[3,2-d]pyrimidinovou nukleobazi byla zalozena vybudovani
druhého pyrimidinového kruhu. Byla pouzita znadmé cyklizacni reakce s acetdtem
formanidinu.’® Oproti ptivodni praci bylo potfeba tuto reakci optimalizovat, vyrazn& zvysit
mnozstvi ¢inidla (10 ekvivalentll) a zaroven bylo pouzito NMP (misto DMF) jako zcela inertni
rozpoustédlo.

V pribéhu reakce dochazi také k desylilaci v pozici 5°'- kviili odstupujicimu fluoridovému
aniontu. Zcela obdobné, jako v ptipadé latek napt. 29, 30, jiZz neni potieba op&tovné chranit
hydroxylové skupiny. Findlni nukleosidy 42 a 43 byly pfipraveny opét pomoci Suzukiho
reakce*® s 4-methoxyfenylboronovou a thiofen-3-boronovou kyselinou. Ivtomto piipadé

po reverzni chromatografii a rekrystalizaci v ethanolu jsou ziskany pouze p-anomery
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jednotlivych nukleosidovych analogti, které jsou stabilni za laboratorni teploty. Sled reakénich

krokt je ukdzan na schématu 7.

Br R
| N b N
—_—
O AN NH, o _L_ nu,
TBDPSO/\Q /\Q I HO I
\‘" ~, N& N —,
o Ho o' N
25 41 42, R= 4-methoxyfenyl , 40 %
32% 43, R= 3-thienyl, 16%

Schéma 7: a) formamidin acetat, NMP, 100 °C, 24 h, b) 4-methoxyfenyl/thiofen-3-boronova
kyselina, Na>xCOs, Pd(dppf)Clz-CH:Cl», dioxan/H>O, 95 °C, 3-16 h

4.8 Syntéza C-nukleosidi s 4-aminopyrido[3,2-d]pyrimidinovym skeletem
substituovanym v poloze 7
C- nukleosidové analogy s pyrido[3,2-d]pyrimidinovym cyklem modifikované v poloze
S byly pfipraveny zcela stejnym zpiisobem jako je ukdzdn vySe. Reakce probihaly

dle schémata 8.

OSA AN NH,
TBDPSO/\Q /\Q I I

N s+ N N
o on ™ HO OH ¥
28 44 45, R= 4-methoxyfenyl , 35 %
30 % 46, R= 3-thienyl, 37 %

Schéma 8: a) formamidin acetat, NMP, 100 °C, 24 h, b) 4-methoxyfenyl/thiofen-3-boronova
kyselina, NaxCOs, Pd(dppf)Cl,-CH:Cl,, dioxan/H>0O, 95 °C, 16-30 h
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5. Experimentalni ¢ast

5.1 Obecné postupy a chemikalie

Pouzivané chemikalie byly pofizeny od béznych dodavateli jako Sigma-Aldrich
¢i Fluorochem. Bézna rozpoustédla byla zakoupena od spole¢nosti Lach-Ner. Od spole¢nosti
Acros-Organics byla zakoupena suchd rozpoustédla NMP, MeOH a THF jiz dodéna
nad aktivovanymi molekulovymi sity. Od spolec¢nosti Sigma-Aldrich bylo zakoupeno suché
rozpouStédlo DMF jiz dodané nad aktivovanymi molekulovymi sity.  Rozpoustédlo
dichlormethan bylo v nasi laboratofi suseno pomoci destilace v ptitomnosti oxidu fosforecného
a skladovano nad molekulovymi sity dodanymi od firmy Acros-Organics (3 A, 8-12 mesh).

Reakce byly analyzovany pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC Merck, Silikagel
60 F254) a detekovany pomoci UV lampy pfi vinové délce 254 nm. Pro prabéznou analyzu
a analyzu findlniho produktu bylo pouzivano UPLC-MS (voda/acetonitril, 0,1 % kyseliny
mravenéi, na koloné Phenomenex Gemini-NX 3 C18 110 A, 100 x 2.00 mm).

Na izolaci produktli zreakénich smési byl pouzivan silikagel 40-63 pum. Flash
chromatografie byla realizovana s vyuzitim Isco Combiflash Rf resp. Rf+. Od spolecnosti Isco
byly pro reverzni chromatografie vyuzity kolony RediSep Rf Gold® Reversed-phase C18.

Na méfteni vodikovych (pti 400 MHz), uhlikovych (pii 101 MHz) a 2 D (HMBC, HSQC,
COSY) NMR spekter byl pouzit NMR spektrometr Bruker Avance I1I™ HD 400 MHz. Spektra
byla méfena v CDCl; (‘H méfeni vztaZeno k signalu rozpoustédla § 7,21ppm, *C méteni
vztazeno k signalu rozpoustédla & 77,23 ppm) nebo v DMSO-ds ('H méfeni vztazeno k signalu
rozpoustédla § 2,50 ppm, '3C méfeni vztazeno k signalu rozpoustédla § 39,52 ppm) s vnitinim
standardem TMS. Chemické posuny & jsou uvadény ve stupnici v ppm a J interak¢éni konstanty

v Hz.

5.1.1 Obecné postupy

Obecny postup A — reakce laktonu s nukleobazi

Halogenovany pyridin (23, 26) (25 mmol) byl rozpustén v suchém THF (44 ml)
pod argonem a roztok byl ochlazen na -78 °C. Do roztoku byl béhem 20 minut po kapkach
pfidan TMPMgCIl-LiCl (26,8 mmol, 1,0 M roztok v THF/toluen). Reakce byla ponechana
michat 15 minut pfi- 78 °C. Sloucenina 19 (49,2 mmol) byla rozpusténa pod argonem
v suchém THF (130 ml) a takto vznikly roztok byl pomalu ptikapéan k reakéni smési po dobu
asi 35 minut. Reakce probihala do spotfebovani vychozi latky pti -78 °C. Pribéh reakce byl

kontrolovan pomoci UPLC-MS. Reakce byla ukoncena pfidanim 140 ml nasyceného roztoku
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NH4Cl. Vznikld smés byla zfedéna ethyl-acetaitem (1,2 1), promyta solankou (2 x 500 ml),
vysusena bezvodym NaSOs a odpafena na RVO. Produkt byl poté izolovan flash

chromatografii.

Obecny postup B — deoxygenace v poloze 1°

Silylovany nukleosid (0,32 mmol) byla pod argonem rozpustén v suchém CH>Cl> (2 ml).
K roztoku vychlazeném na 0 °C byl prikapan Et3;SiH (2,4 mmol) po dobu 5 minut.
Po 15 minutach byl do smési pifikapan béhem 5 minut BF3;-Et20 (0,70 mmol) a reakce
probihala za laboratorni teploty do spotfebovani vychozi latky. Prib¢h reakce byl kontrolovan
pomoci UPLC-MS. Reakce byla zastavena pfidanim 5 ml nasyceného roztoku NaHCO3
pii 0 °C. Po nafedéni ethyl-acetatem (60 ml) byla organicka faze vytfepana NaHCO3 (25 ml),

nasledné solankou (50 ml), vysusSena a odpafena. Produkt byl izolovén flash chromatografii.

Obecny postup C — Suzukiova reakce

Chranény nukleosid (0,19 mmol), boronova kyselina (0,39 mmol) a Na>xCOs3 (0,48 mmol)
byly rozpustény ve smeési dioxan/voda (4 ml, 4:1). Po zavedeni argonové atmosféry byl
do reak¢ni smési prisypan Pd(dppf)Cl,-CH2Cl; (0,019 mmol). Po zavieni baiiky byla argonova
atmosféra obnovena a reakce byla michana pii 95 °C do spotiebovani vychozi latky. Pribéh
reakce byl kontrolovan pomoci UPLC-MS. Po vychladnuti na laboratorni teplotu byla reak¢ni
sm¢s nafedéna ethyl-acetatem (60 ml), vysuSena bezvodym Na>SOs4 a zkoncentrovana na RVO.

Produkt byl poté izolovan flash chromatografii.

Obecny postup D — pfevedeni nitrilové skupiny na amidovou

K roztoku vychozi latky (1,3 mmol) v methanolu (10 ml) byl ptikapan 10 % NH3 (5 ml).
Do vychlazené reakéni smési na 0 °C byl pomalu po dobu 10 minut ptikapan peroxid vodiku
(2 ml). Po dobu 40 minut reakce probihala pti 0 °C a po odstranéni ledové 1azn¢ reakce bézela
dal za laboratorni teploty do spotfebovani veskeré vychozi latky. Pritbéh reakce byl kontrolovan
pomoci UPLC-MS. Reakce byla ukoncena pfiddnim nasycené¢ho roztoku Na>SOs; (10 ml)
pii 0 °C. Vodna faze byla promyta ethylacetitem (2 x 150 ml) a spojené organické faze byly
vyttepany solankou (150 ml). Po vysuSeni bezvodym Na>SO4 bylo rozpoustédlo odpatreno

na RVO. Produkt byl poté izolovéan flash chromatografii.

Obecny postup E — odstranéni TBDPS skupiny v poloze 5°
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Vychozi latka (0,49 mmol) byla smichdna s NH4F (2,03 mmol). Na barnku byl pfipevnén
spirdlovy chladi¢ a nasledné byla do aparatury zavedena argonova atmosféra. Pres chladic byl
pridan suchy methanol (18 ml) a teplota v olejové lazni byla zvysena na 80 °C. Reflux probihal
5 hodin a nésledné reakce bézela pfi teplote 60 °C pies noc. Po odpateni byl produkt izolovan

flash chromatografii a reverzni chromatografii.

Obecny postup F — vystavba 4-aminopyrido[3,2-d]pyrimidinového skeletu

Chranény nukleosid (3,7 mmol) a formamidin acetat (37,1 mmol) byly rozpustény
v suchém NMP (9,6 ml) pod argonem. Teplota v hnizdé¢ byla zvySena na 100 °C a reakce
probihala pfi této teploté 24 h. Nasledné byla reakéni smés zfedéna methanolem a po adsorpci

na silikagel byla provedena reverzni chromatografie.

5.2 Postupy syntézy a namérena data
(3aR,6R,6aR)-6-(((tert-Butyldifenylsilyl)oxy)methyl)-2,2-dimethyldihydrofuro[3,4-
d|[1,3]dioxol-4(3aH)-on (19)

O__o Lakton 18 (20 g, 106 mmol) a imidazol (13,9 g, 204 mmol) byly
TBDPSO/\<__/V/ " : , NI
R rozpustény v suchém DMF (154 ml). Po ochlazeni reakéni smési

O\ 7,
na 0 °C byl pomalu ptikapan TBDPSCI (29,4 ml, 113 mmol). Reakce
probihala za laboratorni teploty 24 hodin. Reak¢ni smés byla zahusténa
na RVO. Odparek byl rozpustén v ethyl-acetatu (1,1 I) a promyt vodou (2 x 500 ml). Organicka
faze byla vytfepana solankou (2 x 500 ml), vysuSena bezvodym Na>SO4 a odpatfena na RVO.
Po rekrystalizaci surového produktu v pentanu byla ziskédna pevné bilé latka 19 (41 g, 90 %).

NMR spektrum bylo shodné s publikovanymi hodnotami.”!
2-Brom-5-fluorpyridin-1-oxid (21)

Br Halogenovany pyridin 20 (10 g, 56,9 mmol) byl rozpustén v suchém CH>Cl,

| \IJ\rl/”O (87 ml) a roztok byl ochlazen 0 °C. Do roztoku byl po dobu 10 minut pomalu
ptikapéan anhydrid kyseliny trifluorooctové (23,7 ml, 170 mmol). Za stdlého michani

F byl pomalu po dobu 15 minut pfikapan 30 % roztok peroxidu vodiku (6,9 ml,
14 mmol) a reakce probihala 48 h za laboratorni teploty. Reakce byla ukoncena ptidanim
100 ml nasyceného roztoku NaHCOs pii 0 °C. Nésledné byl do roztoku ptidan pevny NaHCO3

do neutralniho pH. Vodna faze byla promyta dichlormethanem (2 x 200 ml). Spojené organické
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faze byly vysuSeny bezvodym Na>SOs a odpareny. Byly ziskany bil¢ krystaly latky 21 (8,48 g,
78 %). NMR spektrum odpovidalo publikovanym hodnotam.>?

6-Brom-3-fluorpikolinonitril (23)

Br Latka 21 (8,48 g, 44,2 mmol) byla rozpusténa v dimethylsulfatu (5 ml,
| >N 48,5 mmol) a reakce probihala za laboratorni teploty po dobu 5 dni. Vysrazena
¥

CN pevna zlutd latka 22 byla rozpusténa ve vodé (44 ml) a roztok byl vychlazen
F na 0 °C. Ke smési byl ptidan roztok NaCN (8,8 g ,172 mmol) ve vodé (44 ml)
a reak¢ni smés byla ponechana michat dalSich 20 minut pti 0 °C. Vznikly pevny produkt byl
odsan na frit€¢ a nasledné rozpustén v ethyl-acetatu (600 ml). Organicka faze byla extrahovana
solankou (2 x 200 ml), vysuSena pomoci bezvodého Na,SOs, zfiltrovana a rozpoustédlo bylo
odpafeno na RVO. Nasledné byla provedena flash chromatografie (cyklohexan/ethyl-acetat, 0-
20 %). Byly ziskany nazloutlé krystaly latky 23 (9,85 g, 90 %). 'H NMR (400 MHz, CDCls)
57,69 (dd, J= 8.9, 3,8 Hz, 1H), 7,46 (dd, J = 8,9, 7,5 Hz, 1H). "°F NMR (376 MHz, CDCls)
5 -118,77. 3C NMR (101 MHz, CDCls) § 161,25 (d, J = 270,8 Hz), 136,98 (d, J = 2,9 Hz),
134,08 (d, J= 4,8 Hz), 127,48 (d, J= 19,3 Hz), 122,90, 111,82. ESI-MS, m/z: 202,4 [M+H]"

6-Brom-4-((3aR,6R,6aR)-6-(((tert-butyldifenylsilyl)oxy)methyl)-4-hydroxy-2,2-
dimethyltetrahydrofuro|3,4-d][1,3]dioxol-4-yl)-3-fluorpikolinonitril (24)

Br Latka 24 byla ptfipravena podle obecného postupu A

o | SN z latek 23 a 19. Reakce probihala 5,5 h pti -78 °C. Flash

TBDPSO -, OHF/ CN chromatografie byla provedena v soustavé cyklohexan/ethyl-
o 0 acetat, 0-10 %. Byla ziskana nazloutl4 péna latky 24 (4,02 g,

>< 54 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO-d5s) 6 7,98 (s, 1H), 7,47 (m,

10H), 4,94 (dd, J = 12,9, 5,4 Hz, 1H), 4,76 (d, J = 30,8 Hz, 2H), 4,34 (s, 1H), 3,81 (m, 2H),
1,19 (s, 6H), 1,04 (s, 9H). '’F NMR (376 MHz, DMSO-d;) § -132,31. '3C NMR (101 MHz,
DMSO-ds) & 158,54 (d, J = 270,9 Hz), 142,16, 135,08 (d, J = 14,1 Hz), 135,16, 132,60 (d,
J=8,2 Hz), 131,62, 130,05 (d, J= 11,1 Hz), 128,02, 121,63, 112,3 (d, J = 14,1 Hz), 104,32,
86,14, 82,57, 78,01, 75,10, 64,33, 63,37, 26,63, 18,77. ESI-MS, m/z: 627,9 [M+H]"

6-Brom-4-((3R,4S,5R)-5-(((tert-butyldifenylsilyl)oxy)methyl)-3.4-
dihydroxytetrahydrofuran-2-yl)-3-fluorpikolinonitril (smés o a p anomeru) (25)
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Br Latka 25 byla ptipravena podle obecného postupu B
o | >N z latky 24. Reakce probihala 20 h za laboratorni teploty. Flash
TBDPSO/\<_7 ZCN chromatografie byla provedena v soustavé cyklohexan/ethyl-
HO\\‘ “OH F acetat, 10-60 %. Byl ziskan prihledny olej latky 25 (0,201 g,
35 %). Pomér anomert je ptiblizng 1:9 (dle UPLC-MS spektra). 'H NMR (400 MHz, DMSO-
ds) 6 7,97 (dd, J = 4,9, 0,9 Hz, 1H), 7,67 (m, 4H), 7,47 (m, 6H), 5,51 (d, J = 5,4 Hz, 1H),
5,17 (m, 1H), 4,99 (d, J=4,5 Hz, 1H), 4,02 (m, 4H), 3,93 (dd, J = 11,5, 2,0 Hz, 1H), 3,78 (dd,
J =114, 3,1 Hz, 1H), 1,01 (s, 9H). ’F NMR (376 MHz, DMSO-ds) § -131,98. '3C NMR
(101 MHz, DMSO-ds) 6 159,21 (d, J = 268,6 Hz), 143,20 (d, /= 12,9 Hz), 136,30, 135,15 (d,
J=18,5Hz), 132,63 (d, /= 13,8 Hz), 130,67, 130,08, 128,09, 121,42 (d, J = 18,2 Hz), 112,55,
84,60, 77,35, 76,99, 70,90, 63,73, 26,73, 18,90. ESI-MS, m/z: 572,5 [M+H]"

5-Brom-4-((3aR,6R,6aR)-5-(((tert-butyldifenylsilyl)oxy)methyl)-4-hydroxy-2,2-
dimethyltetrahydrofur|3,4-d][1,3]dioxol-4-yl)-3-fluorpikolinonitril (27)

Br NN Latka 27 byla piipravena podle obecného postupu A z latek
0 | ¥z 26 a 19. Reakce probihala 7 h pti -78 °C. Flash chromatografie
TBDPSO CN
O\C ", ,(;)HF byla provedena v soustavé cyklohexan/ethyl-acetét, 0-10 %. Byla
>< ziskana bila péna latky 27 (2,461 g, 23 %). 'H NMR (400 MHz,

DMSO-ds) & 8,82 (s, 1H), 7,65 (m, 4H), 7,48 (m, 6H), 4,93 (m,
1H), 4,32 (dd, J = 9,3, 5,0 Hz, 1H), 3,79 (m, 3H), 1,20 (d, J = 22,5 Hz, 6H), 1,04 (s, 9H).
19F NMR (376 MHz, DMSO-ds) & -123,75. 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 154,59 (d,
J =270,3 Hz), 138,77 (d,J=9,5 Hz), 136,49, 135,27 (d, J= 1,7 Hz), 134,62, 129,37, 128,23 (d,
J =35 Hz), 127,69, 113,47, 112,07, 81,89, 78,24, 75,17, 63,52, 62,49, 60,54, 26,69, 26,04,
24,85, 18,83. ESI-MS, m/z: 628,4 [M+H]"

5-Brom-4-((3R,4S,5R)-5-(((tert-butyldifenylsilyl)oxy)methyl)-3.,4-

dihydroxytetrahydrofuran-2-yl)-3-fluorpikolinonitril (smés o a p anomeru) (28)

Latka 28 byla pfipravena podle obecného postupu B

Br X
0 I;\l\ z latky 27. Reakce probihala pies noc za laboratorni teploty.
TBDPSO/\Q L CN Flash  chromatografie byla provedena v  soustavé

HO OH cyklohexan/ethyl-acetat 0-60 %. Byl ziskén bily olej latky 28
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(108 mg, 60 %). Pomér o a P anomerd je piiblizné 1:11 (dle UPLC-MS spektra). 'H NMR
(400 MHz, DMSO-ds) 5 8,86 (s, 1H), 7,64 (m, 4H), 7,42 (m, 6H), 5,33 (d, J= 5,9 Hz, 1H), 5,19
(d, J=5,8 Hz, 1H), 5,11 (m, 1H), 4,27 (m, 1H), 4,09 (d, J = 5,7 Hz, 1H), 3,94 (dd, J = 9,0,
3,4 Hz, 1H), 3,83 (m, 1H), 3,76 (dd, J = 11,2, 5,4 Hz, 1H), 0,99 (s, 9H). '%F NMR (376 MHz,
DMSO-ds) § -123,88. 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 158.93 (d, J = 272,5 Hz), 149.39 (d,
J=4.3Hz), 135.44, 133.45, 131.16 (d, J= 10.7 Hz), 129.88, 128.37, 121.72 (d, J = 18.1 Hz),
121.23 (d, J = 2.6 Hz), 110.81, 82.80, 80.33, 76.10, 75.73, 64.48, 26.95, 19.17. ESI-MS,
m/z: 572,2 [M+H]*

4-((3R,4S,5R)-5-(((tert-Butyldifenylsilyl)oxy)methyl)-3,4-dihydroxytetrahydrofuran-2-
yl)-3-fluor-6-(4-methoxyfenyl)pikolinonitril (smés a a ) (29)

~0 Latka 29 byla pfipravena podle obecného postupu C
z latky 25 a 4-methoxyfenylboronové kyseliny. Reakce
probihala 4 h pii 95 °C. Flash chromatografie byla provedena

| N v soustavé cyklohexan/ethyl-acetat, 0-30 %. Byla ziskana bila

(@) _ ;12 0 1 _
TBDPSO A(_j cN bevna latka 29 (49 mg, 43 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds)
Ho “OH F o 8,23 (d, J = 4,5 Hz, 1H), 7,87 (m, 2H), 7,69 (m, 10H),

7,01 (m, 2H), 5,47 (d, J=5,1 Hz, 1H), 5,27 (d, J= 4,4 Hz, 1H),
5,05 (d, J=5,0 Hz, 1H), 4,03 (m, SH), 3,78 (s, 3H), 0,99 (s, 9H). "°F NMR (376 MHz, DMSO-
ds) & -132,12. *C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 8 160,84, 155,34 (d, J = 247,6 Hz), 151,09,
138,32 (d, J= 11,9 Hz), 136,50, 135,04 (d, J = 8,3 Hz), 134,95, 132,68 (d, J= 6,7 Hz), 129,97,
128,38, 127,92, 125,39, 120,98, 115,67, 114,43 (d, J = 28,0 Hz), 113,73, 85,45, 81,50, 76,91,
71,04, 63,41, 55,33, 26,56, 18,86. ESI-MS, m/z: 599,4 [M+H]"

4-((3R,4S,5R)-5-(((tert-Butyldifenylsilyl)oxy)methyl)-3,4-dihydroxytetrahydrofuran-2-
yl)-3-fluor-6-(thiofen-3-yl)pikolinonitril (smés a a §) (30)

f S Latka 30 byla pfipravena podle obecného postupu C

z latky 25 a thiofen-3-boronové kyseliny. Reakce probihala

o | >N pfes noc pfi 95 °C. Produkt 30 byl ziskdn po flash
TBDPSO/\<_7 ZcN chromatografii  (cyklohexan/ethyl-acetat, 0-35%). Byla
HO\\‘ ',/OH F ziskana pevna bila latka 30 (56 mg, 53 %). 'H NMR (500 MHz,

DMSO-ds) § 8,11 (d, J = 4,4 Hz, 1H), 7,80 (t, J = 1,6 Hz, 1H), 7,62 (m, 4H), 7,58 (dd, J= 5.8,
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1,7 Hz, 1H), 7,38 (m, 7H), 5,27 (dd, J = 5,8, 3,7 Hz, 1H), 4,78 (d, J = 5,7 Hz, 1H), 4,43 (d,
J=5,3 Hz, 1H), 3,93 (m, 5H), 1,04 (s, 9H). ’F NMR (376 MHz, DMSO-ds) & -132,62.
3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 156,11 (d, J = 249 Hz), 149,34, 138,55, 135,44, 133,45,
131,07 (d, J = 11,9 Hz), 129,88, 129,72, 128,37, 127,58, 126,67, 122,88, 121.72 (d,
J=19.8 Hz), 110,29, 82,76, 79,69, 76,75, 75,62, 64,47, 26,95, 19,17. ESI-MS, m/z: 575,3
[M+H]"

4-((3R,4S,5R)-5-(((tert-Butyldifenylsilyl)oxy)methyl)-3,4-dihydroxytetrahydrofuran-2-
yl)-3-fluor-6-(4-methoxyfenyl)pikolinamid (smés a a ) (31)

~0 Latka 31 byla pfipravena podle obecného postupu D

z latky 29. Reakce probihala za laboratorni teploty

pies noc. Flash chromatografie byla provedena v soustavé

N dichlormethan/ethyl-acetat, 0-70 %. Byla ziskéana bila péna

TBDPSO/\C7 | % NHz latky 31 (0,317 g, 45 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO-dy)
" “OH F O 08,14 (d,J=4,8 Hz, 1H), 8,01 (d,/=4,2 Hz, 1H), 7,84 (m,

2H), 7,70 (m, 5H), 7,43 (m, 6H), 6,80 (m, 2H), 5,38 (d,
J=6,0 Hz, 1H), 5,11 (d, J = 4,9 Hz, 1H), 5,05 (d, J = 5,7 Hz, 1H), 4,03 (ddd, J = 11,7, 9,2,
4,9 Hz, 5H), 3,77 (s, 3H), 0,95 (s, 9H). '%F NMR (376 MHz, DMSO-ds) & -132,25. 3C NMR
(101 MHz, DMSO-ds) 6 164,91, 155,38 (d, J = 254,8 Hz), 147,93, 139,85 (d, J = 10,1 Hz),
135,03 (d, J = 11,4 Hz), 134,97, 132,79 (d, J = 33,1 Hz), 129,93, 129,53, 128,18, 127,92,
125,61, 119,75, 115,42, 113,81, 84,51, 77,06, 70,97, 64,14, 55,19, 26,57, 18,87. ESI-MS,
m/z: 617,5 [M+H]"

4-((3R,4S,5R)-5-(((tert-Butyldifenylsilyl)oxy)methyl)-3,4-dihydroxytetrahydrofuran-2-
yl)-3-fluor-6-(thiofen-3-yl)pikolinamid (smés a a ) (32)

j S Latka 32 byla pfipravena podle obecného postupu D
7 z latky 30. Reakce probihala za laboratorni teploty 2 dny.
| NN Flash chromatografie byla provedena v soustavé
O
TBDPS O/\<_7 = NH; dichlormethan/ethyl-acetat, 0-50 %. Byl ziskédn nazloutly
oo omt © olej latky 32 (158 mg, 29 %). "H NMR (400 MHz, DMSO-

ds) § 8,19 (d, J = 3,9 Hz, 1H), 7,92 (m, 2H), 7,70 (m, 5H), 7,57 (dd, J = 5,0, 1,3 Hz, 1H),
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7,52 (dd, J=5,0, 2,9 Hz, 1H), 7,42 (m, 6H), 5,38 (s, 1H), 5,11 (s, 1H), 5,03 (d, /=5,3 Hz, 1H),
4,03 (m, 5H), 0,97 (s, 9H). 'F NMR (376 MHz, DMSO-ds) & -132,53. *C NMR (101 MHz,
DMSO-dy) 6 164,66, 154,86 (d, J=270,1 Hz), 147,74 (d, J = 20,1 Hz), 140,05, 138,67, 135,09,
132,85 (d, J=32,7 Hz), 129,93, 127,95 (d, /= 6,9 Hz), 127,92, 126,95, 126,42, 124,64, 120,77,
84,53, 77,48, 76,83, 71,03, 64,23, 26,60, 18,88. ESI-MS, m/z: 593,3 [M+H]"

4-((2S,3R,45,5R)-3,4-Dihydroxy-5-(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-2-yl)-3-fluor-6-(4-
methoxyfenyl)pikolinamid (33)

~o Latka 33 byla ptipravena podle obecného postupu E z latky
31. Flash chromatografie byla provedena v soustavé z ethyl-

acetdtu do roztoku obsahujici 1:1 ethyl-acetit a smeés

| N rozpoustédel  (ethyl-acetat/aceton/ethanol/voda v pomeérech
HO © % NHy 20:3:1,2:0,8) s gradientem 0-50 %. Pro finalni purifikaci byla
HO\C “OH F O provedena reverzni chromatografie (voda/acetonitril, 5-25 %).

Rekrystalizaci v ethanolu byly ziskany bilé krystaly  anomeru
latky 33 (37 mg, 20 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO-dy) & 8,36 (d, J = 4,2 Hz, 1H), 8,11 (m,
3H), 7,68 (s, 1H), 7,03 (m, 2H), 5,32 (s, 1H), 5,09 (s, 1H), 5,00 (m, 2H), 3,93 (m, 3H), 3,82 (s,
3H), 3,77 (d, J = 12,4 Hz, 1H), 3,63 (m, 1H). "°’F NMR (376 MHz, DMSO-ds) & -132,28.
3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 164,99 (d, J = 4,8 Hz), 160,27, 154,21 (d, J = 266,7 Hz),
150,81, 140,53 (d, J= 12,6 Hz), 138,55 (d, /= 8,7 Hz), 129,71, 128,29, 120,50, 114,09, 84,10,
77,66, 76,91, 70,23, 60,73, 55,26. HRMS (ESI+) vypocteno m/z pro CisH2006N2F: 379,1300
(M+H)*, nalezeno: 379,1296. [a]p*’= -72,8 (c 0,265, DMSO)

4-((28,3R,45,5R)-3,4-Dihydroxy-5-(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-2-yl)-3-fluor-6-
(thiofen-3-yl)pikolinamid (34)

Latka 34 byla pfipravena podle obecného postupu E z latky
32. Flash chromatografie byla provedena v soustavé z ethyl-
acetatu do roztoku obsahujici 1:1 ethyl-acetit a smés
rozpoustédel  (ethyl-acetat/aceton/ethanol/voda v pomérech

20:3:1,2:0,8) s gradientem 0-50 %. Pro finalni purifikaci byla

provedena reverzni chromatografie (voda/acetonitril, 0-50 %).

K eluci ¢istého produktu dochazi pti 35 % acetonitrilu. Rekrystalizaci v ethanolu byly ziskany
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bilé krystaly p anomeru produktu 34 (55 mg, 32 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 8,32 (d,
J =4,4 Hz, 1H), 8,30 (dd, J = 3,0, 1,3 Hz, 1H), 8,20 (s, 1H), 7,84 (dd, J = 5,1, 1,3 Hz, 1H),
7,66 (dt, J = 5,0, 2,4 Hz, 2H), 5,33 (d, J = 5,5 Hz, 1H), 5,09 (t, J = 5,4 Hz, 1H), 5,01 (d,
J 4,5Hz, 1H), 4,97 (d, J = 5,7 Hz, 1H), 3,92 (m, 3H), 3,78 (ddd, J = 12,0, 5,5, 3,3 Hz, 1H),
3,63 (ddd, J = 11,9, 53, 3,6 Hz, 1H). ”F NMR (376 MHz, DMSO-ds) & -132,59.
3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 8 164,75 (d, J= 4,9 Hz), 154,27 (d, J = 267,8 Hz), 147,70 (d,
J=5,6 Hz), 140,77 (d, J = 12,5 Hz), 140,39, 138,19 (d, J = 8,2 Hz), 127,17, 126,67, 124,89,
121,51, 84,06, 77,66, 76,87, 70,15, 60,66. HRMS (ESI+) vypoéteno
m/z pro Ci1sHi60sN2FS: 355,0759 (M+H)*, nalezeno: 355,0756. [a]p*’= -73,7 (c 0,274,
DMSO)

4-((3R,4S,5R)-5-(((tert-Butyldifenylsilyl)oxy)methyl)-3,4-dihydroxytetrahydrofuran-2-
yl)-3-fluor-5-(4-methoxyfenyl)pikolinonitril (smés a a ) (35)

Latka 35 byla piipravena podle obecného postupu C
zlatky 28 a 4-methoxyfenylboronové kyseliny. Reakce

o)

BOPSO” Y )

s
N g7

HO OH

probihala 5 h pti 95 °C. Flash chromatografie byla provedena
F v soustavé cyklohexan/ethyl-acetat, 0-40 %. Frakce obsahujici

latku 35 byly spojeny a odpaieny na RVO. Byl ziskan
nazloutly olej latky 35 (18 mg, 14 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8,56 (s, 1H), 7,90 (m,
2H), 7,64 (m, 4H), 7,41 (m, 6H), 7,06 (m, 2H), 5,78 (d, J = 6,5 Hz, 1H), 5,72 (d, J = 5,5 Hz,
1H), 5,33 (t, J = 5,3 Hz, 1H), 4,30 (ddd, J = 9,3, 6,5, 5,1 Hz, 1H), 3,98 (m, 1H), 3,83 (d,
J=1,7Hz, 3H), 3,79 (d, J = 3,0 Hz, 3H), 0,98 (s, 9H). ’F NMR (376 MHz, DMSO-d;) §
-123,92. 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) § 161,70 (d, ] = 121,8 Hz), 160,45, 143,38, 138,66,
135,09, 134,08, 133,01 (d, J= 3,2 Hz), 130,54, 129,84, 127,80 (d, J= 7,7 Hz), 126,34, 115,30,
114,50, 111,68, 87,97, 79,82, 78,93, 71,38, 63,04, 55,35, 26,51, 18,90. ESI-MS, m/z:
599,4 [M+H]"

4-((3R,4S5,5R)-5-(((tert-Butyldifenylsilyl)oxy)methyl)-3,4-dihydroxytetrahydrofuran-2-
yl)-3-fluor-5-(thiofen-3-yl)pikolinonitril (smés a a ) (36)
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s Latka 36 byla ptipravena podle obecného postupu C z latky

28 a thiofen-3-boronové kyseliny. Reakce probihala pfes noc

)

DRSO’ )

.
\\ 7,

HO OH

pii 95 °C. Produkt 33 byl ziskdn po flash chromatografii
F (cyklohexan/ethyl-acetat, 0-35 %). Byl ziskan bezbarvy olej latky

36 (12 mg, 14 %). "H NMR (400 MHz, DMSO-d5) § 8,67 (s, 1H),
7,93 (dd, J = 2,9, 1,3 Hz, 1H), 7,79 (dd, J = 5,0, 2,9 Hz, 1H), 7,63 (m, 4H), 7,41 (m, 7H),
4,90 (dd, J= 6,3, 1,6 Hz, 1H), 4,37 (t, /= 6,2 Hz, 1H), 4,12 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 3,84 (m, 3H),
3,73 (dd, J = 12,2, 6,4 Hz, 2H), 0,99 (s, 9H). ’F NMR (376 MHz, DMSO-ds) & -123,69.
3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 160,59 (d, J =271,8 Hz), 148,11, 138,30, 135,12, 134,04,
133,88 (d, J= 8,4 Hz), 132,83 (d, /= 2,6 Hz), 129,81, 129,33, 128,12, 127,76, 127,58, 120,26
(d, J = 17,2 Hz), 113,49, 84,92, 78,43, 73,89, 70,84, 63,90, 26,55, 18,79. ESI-MS, m/z:
575,1 [M+H]"

4-((3R,4S,5R)-5-(((tert-Butyldifenylsilyl)oxy)methyl)-3,4-dihydroxytetrahydrofuran-2-
yl)-3-fluor-5-(4-methoxyfenyl)pikolinamid (smés a a ) (37)

Latka 37 byla pfipravena podle obecného postupu D
z latky 35. Reakce probihala za laboratorni teploty

o pies noc. Flash chromatografie byla provedena v soustavé

BoPSe” )

N
N

HO  ©OH krystaly latky 37 (0,335 g, 42 %). 'H NMR (400 MHz,
DMSO-ds) & 8,35 (s, 1H), 8,03 (s, 1H), 7,67 (s, 1H), 7,63 (m, SH), 7,40 (m, 7H), 7,06 (m, 2H),
520 (d, J = 5,9 Hz, 1H), 4,98 (d, J = 5,9 Hz, 1H), 4,74 (m, 1H), 4,33 (d, J = 6,1 Hz, 1H),
3,99 (m, 1H), 3,82 (s, 3H), 3,75 (m, 3H), 0,98 (s, 9H). '°F NMR (376 MHz, DMSO-ds) &
-123,86. 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) § 164,77, 159,59, 157,46 (d, J = 240,8), 144,94,
141,23, 139,16, 135,11 (d, J = 2,2 Hz), 133,77 (d, . = 9,3 Hz), 132,93 (d, J = 3,6 Hz), 131,32,
129,81, 127,84, 126,92, 114,03, 84,67, 79,21, 73,58, 71,08, 64,29, 55,29, 26,63, 18,83. ESI-
MS, m/z: 617,4 [M+H]*

dichlormethan/ethyl-acetat, 0-50 %. Byly ziskdny nazloutlé

4-((3R,4S5,5R)-5-(((tert-Butyldifenylsilyl)oxy)methyl)-3,4-dihydroxytetrahydrofuran-2-
yl)-3-fluor-5-(thiofen-3-yl)pikolinamid (smés a a ) (38)
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s Latka 38 byla ptipravena podle obecného postupu D

z latky 36. Reakce probihala za laboratorni teploty
O

BoPse” )

HO  ©OH

NH, pfes noc. Flash chromatografie byla provedena v soustave
F O dichlormethan/ethyl-acetat, 0-50 %. Byla ziskéna bila péna

latky 38 (0,437 g, 56 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO-d5)
o 8.46 (s, 1H), 8.04 (s, 1H), 7,82 (dd, J = 3,0, 1,3 Hz, 1H), 7,75 (dd, J = 4,9, 2,9 Hz, 1H),
7,69 (m, 1H), 7,64 (dq, J = 6,3, 1,5 Hz, 4H), 7,42 (m, 7H), 5,33 (d, J = 5,8 Hz, 1H), 5,06 (d,
J =58 Hz, 1H), 4,88 (dd, J= 6,5, 1,4 Hz, 1H), 4,36 (q, J = 6,0 Hz, 1H), 4,03 (q, /= 7,1 Hz,
2H), 3,83 (m, 1H), 3,73 (m, 1H), 0,99 (s, 9H). ’F NMR (376 MHz, DMSO-ds) § -123,81.
3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) § 164,71 (d, J = 4,4 Hz), 155,44 (d, J = 271,4 Hz), 144,73,
139,41 (d, J=11,0 Hz), 136,26, 135,09, 135,01, 133,76 (d, /= 9,6 Hz), 132,89, 129,80, 129,48,
127,83, 127,08, 126,69, 84,81, 78,84, 73,69, 71,13, 64,32, 26,62, 18,81. ESI-MS, m/z:
593,3 [M+H]"

4-((2S,3R,45,5R)-3,4-Dihydroxy-5-(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-2-yl)-3-fluor-5-(4-
methoxyfenyl)pikolinamid (39)

Latka 39 byla ptipravena podle obecného postupu E z latky
37. Flash chromatografie byla provedena v soustavé z ethyl-
acetatu do roztoku smesi rozpoustédel (ethyl-

acetat/aceton/ethanol/voda v pomeérech 20:3:1,2:0,8)

s gradientem 40-100 %. Finalni purifikace byla provedena
reverzni chromatografie (voda/acetonitril, 5-25 %). Rekrystalizaci v ethanolu byly ziskany bilé
krystaly B anomeru produktu 39 (91 mg, 50 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8,34 (s, 1H),
8,06 (s, 1H), 7,70 (s, 1H), 7,43 (dd, /= 8,2, 1,7 Hz, 2H), 7,09 (dd, J=8,2, 1,6 Hz, 2H), 5,18 (dd,
J=159,1,7Hz, 1H), 4,94 (dd, J=5,4, 1,8 Hz, 1H), 4,74 (t, J= 6,5 Hz, 2H), 4,34 (q, /= 6,3 Hz,
1H), 3,90 (q, J= 5,7 Hz, 1H), 3,84 (s, 3H), 3,62 (t, J= 5,6 Hz, 1H), 3,53 (dt, /= 10,6, 5,4 Hz,
1H). 'F NMR (376 MHz, DMSO-dy) § -123,98. 3C NMR (101 MHz, DMSO-d;) § 164,83 (d,
J =45 Hz), 159,57, 156,88 (d, J = 270,7 Hz), 144,92, 141,28, 139,11 (d, J = 11,1 Hz),
133,99 (d,/=9,4Hz), 131,31, 126,92, 114,04, 85,56, 78,71, 73,55, 71,49, 62,01, 55,29. HRMS
(ESI+) vypoéteno m/z pro C1sH2006N2F: 379,1300 (M+H)*, nalezeno: 379,1298. [o]p*’=+12,1
(c 0,347, DMSO)
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4-((28,3R,45,5R)-3,4-Dihydroxy-5-(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-2-yl)-3-fluor-5-
(thiofen-3-yl)pikolinamid (40)

Latka 40 byla pfipravena podle obecného postupu E z latky
38. Reflux probihal 3 hodiny a nésledn¢ reakce bézela pti teploté
NH, 60 °C pies noc. Jelikoz veskera vychozi latka nebyla preménéna,

teplota v 14zni byla zvednuta na 80 °C a reakce byla ponechana

4 hodiny k refluxu. Po odpafeni rozpoustédla na RVO byla
provedena flash chromatografie z ethyl-acetdtu do roztoku smési rozpoustédel (ethyl-
acetat/aceton/ethanol/voda v pomérech 20:3:1,2:0,8) s gradientem 40-100 % smési
rozpoustédel. Finalni purufikace byla provedena reverzni chromatografie (voda/acetonitril, 5-
25 %). Rekrystalizaci v ethanolu byly ziskany bilé krystaly B anomeru produktu 40 (126 mg,
72 %). "H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8,43 (s, 1H), 8,06 (s, 1H), 7,82 (dd, J= 3,0, 1,3 Hz,
1H), 7,75 (dd, J = 4,9, 2,9 Hz, 1H), 7,71 (s, 1H), 7,38 (dd, J = 4,9, 1,3 Hz, 1H), 5,29 (d,
J=6,0Hz, 1H), 5,00 (d, J= 5,5 Hz, 1H), 4,86 (dd, J = 7,0, 1,5 Hz, 1H), 4,75 (t, J = 5,7 Hz,
1H), 4,34 (q, J = 6,3 Hz, 1H), 3,92 (q, J = 5,4 Hz, 1H), 3,66 (q, J = 5,3 Hz, 1H), 3,53 (dt,
J=11,1, 5,5 Hz, 1H), 3,45 (dt, J = 11,5, 5,8 Hz, 1H). '’F NMR (376 MHz, DMSO-ds) & -
123,76. *C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 164,78 (d, J = 4,3 Hz), 156,87 (d, J = 271,1 Hz),
144,80, 139,31 (d, J= 11,0 Hz), 136,34, 135,04, 134,01 (d, J=9,4 Hz), 129,52, 127,09, 126,74,
85,71, 78,28, 73,67, 71,54, 62,00. HRMS (ESI+) vypocteno m/z pro Ci5sH160sN2FS: 355,0759
(M+H)*, nalezeno: 355,0757. [a]p*’= -31,7 (c 0,297, DMSO)

(3R,4S5,5R)-2-(4-Amino-6-brompyrido[3,2-d]pyrimidin-8-yl)-5-
(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-3,4-diol (smés a a ) (41)

Br Latka 41 byla pfipravena podle obecného postupu F z latky

o | >N 25. Reakce probihala 24 h pti 100 °C. Reverzni chromatografie

H OA(_] Z I NH byla provedena v soustavé voda/acetonitril, 0-20 %. Byla

he onnsN ziskana nazloutla pevna latka 41 (0,424 g, 32 %). 'H NMR

(400 MHz, DMSO-ds) 6 8,46 (s, 1H), 8,21 (d, /= 1,0 Hz, 1H), 8,01 (d, J= 52,8 Hz, 2H), 5,49

(m, 1H), 5,45 (s, 1H), 5,08 (s, 1H), 4,83 (s, 1H), 3,93 (d, J = 13,7 Hz, 3H), 3,75 (dt, J = 12,2,

3,5 Hz, 1H), 3,59 (dt, J= 12,1, 4,2 Hz, 1H). *C NMR (101 MHz, DMSO-dy) § 161,13, 155,66,

151,06, 142,15, 138,84, 130,94, 129,12, 83,63, 79,62, 76,62, 70,21, 60,65. ESI-MS, m/z: 358,2
[M+H]"
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(25,3R,45,5R)-2-(4-Amino-6-(4-methoxyfenyl)pyrido[3,2-d]pyrimidin-8-yl)-5-
(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-3,4-diol (42)

O Latka 42 byla pripravena podle obecného postupu C z latky 41

a 4-methoxyfenylboronové kyseliny. Reakce probihala 3 hodiny

pti 95 °C. Flash chromatografie byla provedena v soustavé z ethyl-

o | SN acetdtu do smeési rozpoustédel (ethyl-acetat/aceton/ethanol/H>O

= | NHz pomeérech 20:3:1,2:0,8) s gradientem 70-100 %. Nakonec byla

HO\\‘ on V>N jeste provedena reverzni chromatografie (voda/acetonitril, 0-20 %).

Rekrystalizaci v ethanolu byly ziskany bilé krystaly B anomeru produktu 42 (27 mg, 40 %).
"H NMR (400 MHz, DMSO-dy) 6 8,67 (s, 1H), 8,38 (m, 3H), 8,09 (s, 1H), 7,96 (s, 1H), 7,06 (m,
2H), 5,54 (d, J = 3,5 Hz, 1H), 5,48 (d, J = 3,9 Hz, 1H), 5,30 (t, J = 5,4 Hz, 1H), 4,80 (d,
J=15,3 Hz, 1H), 4,03 (dq, /= 8,7, 4,8 Hz, 2H), 3,96 (dt, J= 6,0, 3,1 Hz, 1H), 3,85 (s, 3H), 3,81
(m, 1H), 3,67 (ddd, J = 12,0, 5,8, 3,4 Hz, 1H). *C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 162,06,
160,71, 154,62, 153,61, 147,80, 141,08, 130,25, 130,04, 128,81, 121,01, 114,10, 83,56, 80,33,
76,50, 70,15, 60,71, 55,30. HRMS (ESI+) vypo¢teno m/z pro Ci9H210sN4: 385,1507 (M+H)",
nalezeno: 385,1503. [a]p?’=-37.5 (c 0,248, DMSO)

(25,3R,4S,5R)-2-(4-Amino-6-(thiofen-3-yl)pyrido[3,2-d|pyrimidin-8-yl)-5-
(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-3,4-diol (43)

Latka 43 byla pfipravena podle obecného postupu C z latky
41 a thiofen-3-boronové kyseliny. Reakce probihala pfes noc
pfi 95 °C. Flash chromatografie byla provedena v soustavé
z ethyl-acetatu do smeési rozpoustédel (ethyl-

acetat/aceton/ethanol/H,O v pomérech 20:3:1,2:0,8)

s gradientem 70-100 %. Nakonec byla jesté provedena reverzni
chromatografie (voda/acetonitril, 0-20 %). Rekrystalizaci v ethanolu byly ziskany bilé krystaly
B anomeru produktu 42 (11 mg, 16 %). "H NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 8,61 (s, 1H), 8,47 (dd,
J=3,0,1,3 Hz, 1H), 8,40 (s, 1H), 8,11 (dd, J= 5,1, 1,2 Hz, 2H), 7,98 (s, 1H), 7,69 (dd, J= 5,0,
2,9 Hz, 1H), 5,52 (dd, J = 3,6, 0,9 Hz, 1H), 5,46 (d, J = 3,9 Hz, 1H), 5,31 (t, J= 5,4 Hz, 1H),
4,80 (d, J= 5,5 Hz, 1H), 4,03 (td, /= 5.9, 2,6 Hz, 2H), 3,95 (dd, J = 6,0, 3,1 Hz, 1H), 3,83 (m,
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1H), 3,68 (m, 1H). *C NMR (101 MHz, DMSO-d;) § 162,04, 154,80, 150,59, 147,90, 141,56,
141,19, 130,00, 127,19, 127,09, 125,75, 122,10, 83,52, 80,27, 76,46, 70,06, 60,65. HRMS
(ESI+) vypoéteno m/z pro Ci16H1704N4S: 361,0965 (M+H)", nalezeno: 361,0964. [a]p*’=-42,8
(c 0,278, DMSO)

(3R, 4S5,5R)-2-(4-Amino-7-brompyrido|3,2-d|pyrimidin-8-yl)-5-
(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-3,4-diol (smés o a ) (44)

Br N Latka 44 byla ptipravena podle obecného postupu F z latky
o | 28. Reakce probihala 24 h pti 100 °C. Reverzni chromatografie
% NH, p p g
no Y )

NN byla provedena v soustavé voda/acetonitril, 0-40 %. Byla ziskdna

HO  ©OH
#lutohnéda latka 44 (0,28 g, 30 %). "H NMR (400 MHz, DMSO-

ds) § 8,90 (s, 1H), 8,35 (s, 1H), 8,25 (s, 1H), 8,22 (s, 1H), 5,79 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 5,55 (d,
J=17,8 Hz, 1H), 4,98 (s, 2H), 4,73 (t, J = 6,9 Hz, 1H), 4,15 (s, 1H), 3,97 (q, J = 3,2 Hz, 1H),
3,66 (m, 1H), 3,56 (m, 1H). '3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 8 162,72, 155,63, 150,19, 143,97,
142,29, 130,07, 126,44, 87,17, 81,91, 74,38, 72,43, 62,43. ESI-MS, m/z: 358,9 [M+H]"

(25,3R,4S,5R)-2-(4-Amino-7-(4-methoxyfenyl)pyrido[3,2-d]pyrimidin-8-yl)-5-
(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-3,4-diol (45)

Latka 45 byla ptipravena podle obecného postupu C
z latky 44 a 4-methoxyfenylboronové kyseliny. Reakce
probihala 30 hodin pii 95 °C. Flash chromatografie byla

provedena v soustavé z ethyl-acetatu do smési rozpoustédel

(ethyl-acetat/aceton/ethanol/H,O v pomérech 20:3:1,2:0,8)
s gradientem 30-100 %. Nakonec byla je$t€ provedena reverzni chromatografie
(voda/acetonitril, 0-50 %). Rekrystalizaci v ethanolu byly ziskany hn&dé krystaly B anomeru
produktu 45 (25 mg, 35 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8,65 (s, 1H), 8,35 (s, 1H),
8,13 (d, J=32,2 Hz, 2H), 7,49 (m, 2H), 7,09 (m, 2H), 6,10 (dd, J = 9,3, 2,0 Hz, 1H), 5,08 (m,
1H), 4,92 (m, 2H), 4,78 (m, 1H), 4,12 (d, J= 6,2 Hz, 1H), 3,86 (m, 1H), 3,84 (s, 3H), 3,61 (m,
1H), 3,52 (td, J= 10,7, 2,7 Hz, 1H). 3*C NMR (101 MHz, DMSO-ds) § 162,84, 159,36, 154,90,
149,72, 142,99, 142,29, 139,41, 131,55, 129,94, 128,49, 113,91, 86,98, 79,43, 74,16, 72,66,
62,58, 55,26. HRMS (ESI+) vypocteno m/z pro CioHz1OsNs: 385,1507 (M+H)", nalezeno:
385,1507. [a]p*’=-52,7 (c 0,260, DMSO)
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(25,3R,45,5R)-2-(4-Amino-7-(thiofen-3-yl)pyrido[3,2-d]|pyrimidin-8-yl)-5-
(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-3,4-diol (46)

Latka 46 byla ptipravena podle obecného postupu C z latky
44 a thiofen-3-boronové kyseliny. Reakce probihala pies noc
NH, pii95 °C. Flash chromatografie byla provedena v soustavé

z ethyl-acetatu do smési rozpoustédel (ethyl-

acetat/aceton/ethanol/H,O v pomérech 20:3:1,2:0,8)
s gradientem 40-100 %. Nakonec byla jest€¢ provedena reverzni chromatografie
(voda/acetonitril, 0-50 %). Rekrystalizaci v ethanolu byly ziskdny hnédé krystaly B-anomeru
produktu 46 (25 mg, 37 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO-d6) § 8,74 (s, 1H), 8,35 (s, 1H),
8,14 (d, J=29,7 Hz, 2H), 7,90 (dd, J= 3,0, 1,4 Hz, 1H), 7,75 (m, 1H), 7,47 (dd, J=4.9, 1,4 Hz,
1H), 6,15 (dd, J=9,8, 2,2 Hz, 1H), 5,24 (d, /= 8,2 Hz, 1H), 5,10 (d, J= 6,4 Hz, 1H), 4,91 (m,
1H), 4,84 (d, J = 4,2 Hz, 1H), 4,34 (t, J = 5,1 Hz, 1H), 4,13 (ddd, J = 5,5, 4,0, 2,6 Hz, 1H),
3,89 (q, J = 2,7 Hz, 1H), 3,59 (m, 1H). 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) § 162,81, 154,94,
149,45, 143,01, 139,60, 137,35, 136,52, 130,03, 129,98, 126,89, 126,73, 87,08, 78,96, 74,27,
72,72, 62,53. HRMS (ESI+) vypoéteno m/z pro Ci6H1704N4S: 361,0965 (M+H)", nalezeno:
361,0965. [a]p**=-28,5 (¢ 0,277, DMSO)
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6. Zavér

Flavivirové infekce piedstavuji vyznamnou hrozbu pro dnesni globalizovanou spolecnost,
a to jak v rozvojovych, tak i rozvinutych zemich. Fatalni nedostatek vhodnych terapeutik
ucinnych proti témto patogentim a nase soucasna zkuSenost se SARS-CoV-2 je padnym
divodem pro intenzivni vyzkum a vyvoj novych 1é¢iv proti onemocnénim, které tyto viry
zpusobuji. Cileni na viry kodované proteiny je osvédéenou a tcinnou metodou, jak zastavit
Sifeni virti a vyrazné ovlivnit zdravotni stav pacienti. NS5, nestrukturni protein majici
MTézovou i RdRp aktivitu, je jednim z hlavnich cili pro navrh novych terapeutik s potencidlni
Sirokospektrou u¢innosti proti celé skale onemocnéni zpisobenych flaviviry. V mé bakalarské
praci jsem se soustiedila na RdARp doménu, konkrétné na syntézu nukleosidovych inhibitort.
Modifikované nukleosidové analogy se po fosforylaci v bunkéch zaclenuji do noveé vzniklé
RNA, ¢imz dochazi k terminaci syntézy nove vznikajici nukleové kyseliny a ukonceni replikace
viri pfipadné se knahromadi letalni mutace v jejich genomu. Trifosfatové analogy
syntetizovanych latek by mély v aktivnim centru soutézit o navazani s hostitelskymi NTPs.

V ramci bakalaiské prace bylo piipraveno celkem 8 finalnich C-nukleosidii a to s dvéma
typy heterocyklické baze, s 3-fluoropikolinamidem a s pyrido[3,2-d]pyrimidin-4-aminem. Byla
ovéfena moznost zavedeni nukleobaze na chranény ribonolakton pomoci piimé reakce obou
bromovanych 3-fluoropikolonitrilti s komplexem TMPMgCI.LiCl regioselektivné do polohy
4 za velmi mirnych podminek a zaroven s uspokojivymi vytézky (23-35%). Takto ptipravené
derivaty slouzily jako klicové meziprodukty pro dals$i syntézu analogli nukleosidii a jejich
nasledné modifikace pomoci Suzukiho cross-couplingovych reakci.

Vsechny ptipravené cilové nukleosidy budou testovany v ramci spoluprace s laboratoiemi
Doc. Riizka na Veterinarnim tGstavu, Brno a Biologickém centru AV CR, Ceské Budgjovice
na aktivitu proti flaviram (TBEV, ZIKV, WNV). Dalsi rozsifenim této prace bude piiprava
trifosfatovych analogti od vSech cilovych nukleosidl a jejich nasledné vyuZiti pro testovani

proti virovym polymerazam a k dalSim aplikacim v chemické biologii.
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