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Abstrakt

Byl vypracovan rozséahly piehled souc¢asného stavu vyzkumu na poli vyvoje fosfonatt
acyklickych nukleosidl (FAN), ktery cituje 196 praci v abstrahovanych ¢asopisech. Byla
vypracovana nova metodika ptipravy dialkyl-halogenalkylfosfonatt, ktera vyuziva
mikrovinnych reaktorti. Pomoci piisné kontroly reakéni teploty pii ohiivani reakéni smési
(dihalogenalkant s trialkylfosfity) mikrovinnym zéafenim jsme byli schopni snizit mnozstvi
reaktantll az na idedlni pomér 1:1. S vyuzitim pritokového mikrovinného reaktoru jsme byli
schopni ptipravit klicové stavebni bloky pro syntézu FAN v 100 g mnozstvich, coz vyznamné
urychlilo vyzkum v této oblasti. Postup byl patentovan a publikovan.

Pro ptipravy proléciv FAN byla vyvinuta nova vysoce efektivni ptfiprava diamidi FAN.
Nalezeny postup vychazi pfimo z estert FAN, které reaguji s trimethylsilyloromidem za
vzniku bis(trimethylsilyl)estertt FAN, které jsou dobfe rozpustné v organickych
rozpoustédlech a dobte reaktivni pro nasledné zavedeni esterti aminokyselin. Reakci s
trimethylsilylbromidem se navic nasilyluji pfitomné reaktivni skupiny ve zbytku molekuly a
tim se zabrani nezadoucim vedlejSim reakcim. Pomoci tohoto postupu byly navic pfipraveny
nové diamidy FAN s vysokou aktivitou proti HIV. Postup byl patentovan a ptijat

k publikovani.

Pti studiu mikrovinnym zahtivanim urychlenych reakci byl nalezen novy postup pro
hydrolyzu organofosfatli a organofosfonatl na fosfore¢nou kyselinu ¢i prislusné kyseliny
fosfonové. Tohoto postupu bylo vyuzito pro ptipravu uz vice jak tiiceti FAN i

V nékolikagramovych mnozstvich. Velkou vyhodou nalezeného postupu je skutecnost, ze
prubeh samotné reakce je mozné sledovat prakticky okamzit€¢ pouze monitorovanim zmény
tlaku v reakéni nadob€. Reakce se navic provadi pouze pomoci levné kyseliny
chlorovodikové. Zde popsana metodika hydrolyzy diesterti fosfonovych kyselin navic
dovoluje kompletni degradaci a deaktivaci organofosfatovych a organofosfonatovych
pesticidu, insekticida, herbicidl, polutantd, nervové paralytickych latek a jejich prekurzoru.
Postup byl patentovan a vysledky se piipravuji k publikovani.

Hlavnim ukolem této disertacni prace bylo vypracovat alternativni syntézu nové objevenych
PMEO-DAPy (tzv. FAN s ,,otevienym kruhem®). Tento kol byl téZ Gspésné splnén. Byla
vypracovana metodika pfipravy zakladni struktury (PMEO-DAPY) v 100 g métitku bez
pouziti sloZitych Cisticich metod (publikace se piipravuje). Tato syntéza ddle umoznila
ptipravu velké série modifikovanych derivatl se zajimavymi protivirovymi aktivitami. Byly
vypracovany tii alternativni postupy pro piipravu kyzenych 5-substituovanych PMEO-DAPY.
Prvni postup vyuZiva postupné vystavby celé struktury PMEO-DAPY jiz z 5-substituovanych
pyrimidinti. Druhd synteticka cesta vyuziva pfimé modifikace polohy 5 pyrimidinového kruhu
pomoci substitu¢nich (elektrofilnich ¢i radikalovych) reakci provadénych na diesteru
samotného PMEO-DAPYy. Pfi tfetim postupu dochazi k pfimé modifikaci polohy 5
pyrimidinového kruhu pfimo na samotném PMEO-DAPYy (tzn na volné fosfonové kyseling).
Ne&které nové derivaty (substituované predevsim v poloze 5 pyrimidinového kruhu) vykazuji
mikromolarni a submikromolarni aktivity proti virim jako HIV, VZV a HSV. Modifikaci
aktivnich latek na lipofilni proléciva bylo dosazeno dramatického zvySeni protivirové aktivity,
kdy nékteré latky vykazovaly aktivity vi¢i VZV pii koncentracich pouhych nékolik desitek
nanomoli na litr (publikace se ptipravuje).



Seznam pouzitych zkratek a symboli™
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Akademie véd Ceské republiky

adenosinmonofosfat

adenosintrifosfat

bod varu

cytosin

cytotoxicka koncentrace, ktera vyvold smrt u 50% bunck v porovnani s
kontrolou

cytomegalovirus

cyklické arylbenzylestery odvozené od kyseliny salicylové
hydroxymethylfosfonatovy analog 2°,3’-didehydro-2’,3’-dideoxy adenosinu
2,6-diaminopurin

2,4-diaminopyrimidin

diethylenglykoldimethylether

4-(dimethylamino)pyridin

N,N-dimethylformamid

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

efektivni koncentrace, ktera vyvola pozadovany 50% efekt viici kontrole
fosfonaty acyklickych nukleosida

fosfonaty cyklickych nukleosida

Americky Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv
N-[3-fluor-2-(fosfonomethoxy)propyl]

guanin

hypoxantin

virus hepatitidy typu B

virus hepatitidy typu C

lidsky cytomegalovirus

2-(hexadecyloxy)ethyl

lidsky herpes virus



HIV virus lidské imunitni nedostateé¢nosti

HPMP N-[3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propyl]
HSV Herpes simplex virus

HSV TK® mutant Herpes simplex viru, ktery uz neprodukuje pivodni thymidinkinazu

in situ z latiny, preklada se jako ,,na misté* (pfimo v reak¢ni bance)
in vitro Z latiny, preklada se jako ,,ve skle*

in vivo Z latiny, preklada se jako ,,v zivém* tedy v organech, resp. celych organizmech
M-A Michaelisovy-Arbuzovovy

MCMV mysi cytomegalovirus

MSV z anglického ,,murine sarcoma virus*

MV mikrovinny

ODE 2-(oktadecyloxy)ethyl

PEE N-[2-(2-fosfonoethoxy)ethy!l]

PME N-[2-(fosfonomethoxy)ethyl]

PMEO 2-(fosfonomethoxy)ethyloxy

PMP N-[2-(fosfonomethoxy)propyl]

POC isopropyloxykarbonyloxymethyl

POM pivaloyloxymethyl

RNA ribonukleova kyselina

SATE S-acylthioethyl

Sekurace viz ¢ast 5.2. Popis procedury sekurace

SIv virus opi¢i imunitni nedostate¢nosti (Simian immunodeficiency virus)
TDF tenofovir disoproxil fumarat

THF tetrahydrofuran

TMP thymidinmonofosfat

vVzZVv Varicella-Zoster virus

XMRV xenotropni mysi virus zpusobujici leukémii

* nékteré zkratky je mozné kombinovat, jako napt. HDE-HPMPC =

2-(hexadecyloxy)ethyl-N*-[3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propyl]cytosin



Obsah

Prehled soucasného stavu ProblemMatiKy ............ccciiiiiiiieiiiiie e 9
1.1.  Fosfonaty muKIOSIAU. ......c.uviiiiiiiiiiiiiiee e 9
1.1.1.  Fosfonaty acyklickych nukleosidil ...........cceeeririeriiiiiiiiie e 12
1.1.1.1. Fosfonaty acyklickych nukleosidii odvozené od hydroxymethylfosfonové
KYSEIINY — tEOTIC @ POUZILT ..e.vveeieieiie et 12
1.1.1.2.  Ostatni fosfonaty acyklickych nukleosidii — ptiklady a pouziti..................... 26
1.1.2.  Fosfonaty cyklickych nukIleosidl...........cccvieiiiiiiiiiiiiiic e 28
1.1.2.1. Fosfonaty cyklickych nukleosidii odvozené od hydroxymethylfosfonové
Kyseliny — priKIady @ POUZILE .......covvveiiieiiieiiie s 29
1.1.2.2.  Ostatni fosfonaty cyklickych nukleosidii — ptiklady a pouziti..............c.ee... 32
Cile dISETTaACNT PIACE ... .vveieiiiiieee ettt e e e e e e s e e e s 33
Vysledky @ diSKUZE.........ovviiiiiiii e 34

3.1. Piipravy dialkyl-halogenalkyloxyalkylfosfonatt a dialkyl-halogenalkylfosfonatt

pomoci mikrovinné zahtivané Michaelisovy-Arbuzovovy reakce...........c.cccceviieninen, 34
3.2. Pripravy fosfonovych kyselin pomoci mikrovinné zahtivané hydrolyzy piislusnych
41T 1 | PO P PP PPUPRR PRI 47
3.3. Kompletni degradace (hydrolyza) organofosfatii pomoci mikrovinné zahiivané
MY ATOLYZY e 55
3.4. Piiprava diamidt fosfonovych kyselin s vyuzitim ptisluSnych bis(trimethylsilyl)estert
a biologické aktivity piipravenych Iatek ...........ooovviiiiiiiiiiii 70
3.5.  Efektivni ptipravy FAN s ,,otevienym kruhem* (PMEO-DAPY).........cccovvevivvrennen. 76
3.5.1.  Obecné postupy pro piipravu PMEO-DAPY ........cccvviiiiiiiiiiiii i 77
3.5.2.  Ptipravy 5-substituovanych PMEO-DAPy postupnou vystavbou..................... 80

3.5.3.  Pfipravy 5-substituovanych PMEO-DAPy pfimou modifikaci polohy 5
pyrimidinového kruhu vychdzejici z ptislusnych diestert ............ccooeveeriiinnene 89

3.5.4.  Pfipravy 5-substituovanych PMEO-DAPy pfimou modifikaci polohy 5

pyrimidinového kruhu pfimo na fosfonovych kyselinach..............ccccccooiiein 94

3.5.5.  Protivirové aktivity pfipravenych 5-substituovanych PMEO-DAPy................. 96
ZIAVET ..ot 102
EXPerimentalng CAST ........uviiiiiiiiiieiii ettt 107
5.1, PEIStroje @ Material .......ccoouiiiiiiiiiiii et 107
5.2. POPIS ProCedury SEKUIACE .......ccciiiiiiie ettt 108

5.3. Ptipravy dialkyl-halogenalkyloxyalkylfosfonatii a dialkyl-halogenalkylfosfonat
pomoci mikrovinng zahtivané Michaelisovy-Arbuzovovy reakce...........ccccooveiiiiiiennnnnnn 108



5.4. Pripravy fosfonovych kyselin pomoci mikrovinné zahtivané hydrolyzy ptislusnych

4T £ | TP P PP PP PPPPRT 114

5.5. Kompletni degradace (hydrolyza) organofosfatti pomoci mikrovinné zahiivané

MY ATOLYZY .t 127

5.6. Ptiprava diamidi fosfonovych kyselin s vyuzitim pfislusnych bis-trimethylsilyl esterti

....................................................................................................................................... 130

5.7. Efektivni ptipravy FAN s ,,otevienym kruhem* (PMEO-DAPY) .......ccoeviiiinrinnene 134
6. Seznam vsech vlastnich (abstrahovanych) publikaci autora..............ccoceevvveiiinieiiinnenn, 180
7. Seznam patentovych prihlaSek autora ...........cccccooiiiiiiiiiii 182
8. Seznam zvanych prednaSek autora...........ccociviiiiiiiiiiiiciii e 182
9. Seznam ziskanych ocenéni udélenych védeckou obCi ........ccccvveiiiiveiiiiiiiiiicci 182
10, LIEEIAEUIA ...eeevieeee ettt ettt n e 183



1. Prehled soucasného stavu problematiky

Predmluva:

Cilem tohoto uvodu neni vyCerpavajici vycet literatury (coz s ohledem na tisice zaznami

V primarni literatui'e uz ani neni mozné), ale systematické a ptehledné shrnuti souc¢asného
stavu problematiky, ¢imz bude nazorn¢ demonstrovan dosah a dopad této prace na
studovanou problematiku. Nazev disertacni prace byl volen prof. Antoninem Holym velmi
obezietné, jak se ukazalo pozdéji také velmi prozietelné, jako ptfiprava purinovych a
pyrimidinovych derivatt s potencialni biologickou aktivitou. Vlastnim cilem prace (popsano
dale) byla ptiprava novych tzv. fosfonatt acyklickych nukleosidi s ,,otevienym kruhem*
(vysvétleno dale), tzn. pyrimidinovych derivati napodobujicich svymi biologickymi
aktivitami pfislu$na purinova analoga. Dle zadani maji byt vS§echny cilové slouc¢eniny
substituovany fosfonatovou skupinou a maji tak pattit do skupiny latek nazyvanych fosfonaty
acyklickych nukleosidii (FAN - vysvétleno dale). Proto bylo zadano vypracovat piehled o
soucasném stavu literatury na téma fosfonaty nukleosidi se zvlastnim diirazem na fosfonaty
acyklickych nukleosidii. Studovana problematika uz byla zpracovana i nékolika piehledovymi
referaty. Tyto publikace se ale vzdy vénuji pouze tzkému okruhu latek (napt. historicky popis
vyvoje tii schvalenych 1¢kt ze skupiny FAN™ nebo popis dosazenych vysledkii na dvou
soucasn¢ vyvijenych FAN[Z]) ¢1 biologickych vlastnosti (napt. popis protivirovych aktivit
znamych FANE 4]) a Vv dnesnich dnech uz jsou téZ pomérné neaktudlni (staii Sest a vice let).
Zde uvadény piehled literatury se snazi byt maximalné obsirny pro nazornost vysoké
dualezitosti popisovaného tématu. Z tohoto ditvodu byly ne€které detailni informace zamérné
vypustény (jako vysledky z preklinickych, klinickych a post-klinickych testl biologickych
aktivit riznych fosfonatt, detailni vysledky biologickych testi v podminkach in vitro,
kompletni popis vSech nové piipravenych fosfonat nukleosidt — tato problematika byla
detailn¢ sledovana a zaznamenana, ale zde z diivodu rozsdhlosti nemiize byt zvetejnéna).

1.1. Fosfonaty nukleosidi
Purinové a pyrimidinové nukleobaze jsou zakladnimi stavebnimi kameny nukleovych kyselin,
tzv. pismena genetického kodu. Tyto slozky nukleovych kyselin (at’ ve formé samotnych
nukleobazi ¢i nukleosidii, nukleotidil a jejich mono a difosfatl) nemaji kli€ovou roli jen pti
replikaci dédicné informace, ale podileji se 1 na fad€ regulacnich a fidicich mechanisml
v zivych systémech. Chemickou modifikaci pfirozenych slozek nukleovych kyselin se pak
ziskavaji tzv. antimetabolity sloZek nukleovych kyselin, které mohou ovliviiovat zakladni
zivotni procesy buiky ¢i zivotni cyklus bunéénych parazitli. Tohoto principu se hojné vyuziva
pro navrh novych cytostatik, antivirotik, antibiotik, antiprotozodlnich preparati ¢i latek
regulujicich dysfunkci €1 hyperfunkci nékterych enzymi (metabolickd onemocnéni).

Asi nejpocetnéjsi skupinou pouzivanych antimetaboliti sloZzek nukleovych kyselin jsou
derivaty nukleosidi. Tyto latky ale ¢asto nejsou vlastnimi biologicky aktivnimi slou¢eninami.
Pro sviij biologicky t€inek vétSinou vyzaduji enzymatickou aktivaci. Zv1asté vyznamné



postaveni mezi enzymatickymi aktivacemi derivati nukleosidii ma fosforylace, kterou se
nasledné ziskéavaji analoga nukleotidli, nukleosid-difosfatt a nukleosid-trifosfatu.
Nukleotidovych analogli se pouziva pro ovlivnéni celé fady fidicich a regulacnich pochodl
Vv cilové buiice ¢i jejim parazitovi (ptiklady uvedeny déle). Latky napodobujici nukleosid
trifosfaty zase ovlivituji replikaci dédicné informace. V celé fosforylacni kaskadé je klicovym
krokem hned prvni zavedeni fosfatového zbytku pomoci nukleosidkinaz. Aktivita vlastniho
nukleosidu pak mize byt snizena ¢i dokonce uplné potlacena vlivem neefektivni fosforylace.
K této situaci mize dojit naptiklad, pokud kli¢ova nukleosidkindza neni v cilové buiice
ptitomna ¢i je jeji aktivita néjak snizena. U onemocnéni, kde je mozna geneticka evoluce,
muze dojit az k vyselektovani rezistentni varianty (nadorového ¢i infekéniho onemocnéni),
ktera uz cilovou nukleosidkinazu viibec neprodukuje (napt. dobie znamy mutant Herpes
simplex viru, ktery uz neprodukuje pivodni thymidinkinazu — oznacovany jako HSV TK).
Cely problém je jesté umocnén faktem, Ze ziskané mono-, di- ¢i trifosfaty se opét zpétné
enzymaticky defosforyluji a koncentrace aktivniho metabolitu tak mize byt v burce velice
nizka a tim se dale snizuje potencidl latek vyzadujicich fosforylaci. Z tohoto diivodu ani neni
mozné nukleosidové antimetabolity aplikovat ve fosforylované formé, protoze okamzité
podléhaji defosforylacim. Dva negativni naboje na fosfatové ¢asti navic brani prostupu latky
pies bunééné membrany. Casteéné fedeni prinasi pouziti neutralnich esterti, amidd &i
smiSenych esterti/amidu cilovych nukleotida, kde jsou obé volné OH skupiny fosfatového
zbytku derivatizovany na ester ¢i amid® . Tato proléciva jsou schopna dopravit nukleotid
pies bunécnou membranu. V intracelularnim prostoru jsou nasledné takovato proléciva
enzymaticky hydrolyzovana za uvolnéni vlastniho nukleotidu, ktery ovSem miize byt dale
hydrolyzovan az znovu na ptisluSny nukleosid.

Uplné feseni stabilizace fosfoesterové vazby vii¢i degradaci chemické &i enzymatické ptinesla
chemické modifikace a ndhrada fosfoesterového zbytku skupinou fosfonovou. Tedy zaména
uskupeni (OH),P(0)-0-C na uskupeni (OH),P(0O)-C. Toto vedlo k piipravé prvnich fosfonatt
nukleosidii (obr. 1), Nehydrolyzovatelnost vazby P-C v molekulach fosfonatii nukleosidi je
navic ¢ini stalymi i pro opravné mechanismy, které se ucastni replikace nukleové kyseliny.
Ptipravené fosfonaty zachovavaji princip stejné disociovatelnosti jako ptvodni fosfaty (dvé
OH skupiny, které mohou byt disociovany — tzv. princip isopolarity).

|O| nukleobaze |O| nukleobaze
HO-P o HO-P
| | (e}
OH OH
OH OH OH OH

Obriazek 1. Prvni fosfonaty nukleosidii

Ptes svou podobnost s pfirozenymi nukleotidy nevykazuji tyto latky prekvapiveé zadné
protivirové ¢i protinadorové aktivity.

Zde je potieba zminit dal$i vyznamnou vlastnost vSech fosfonat nukleosidi. Jako analoga
nukleotidl totiz nepodl€haji katabolickym reakcim, jeZ jsou katalyzovany enzymy
nukleosidového metabolismu. Tim se vyrazné zvySuje intracelularni stabilita takovychto
antimetabolitti, ¢imz vzrusta i jejich terapeuticky potencial (diskutovano dale v sekci 1.1.1.1.).
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Plvodni myslenka fosfonati nukleosidl byla nasledné rozsitena praci prof. A. Holého a Dr. .
Rosenberga o tzv. isoelektronovy princip. Dle této teorie je pro aktivitu latek esencialni stejny
pocet volnych elektronovych parti v molekule antimetabolitu jako se nachazi v ptirozeném
substratu (tyto elektrony totiz vytvareji vlastni interakci s cilovym enzymem). Nova generace
fosfonatd nukleosidt tedy obsahovala uskupeni (OH),P(O)-CH,-O- misto ptivodniho
(OH),P(0)-O-CH.- (obr. 2) a jednalo se tak o derivaty kyseliny hydroxymethylfosfonové.

Q ‘.? ,
HO—P\/O nukleobaze HO—P\/O nukleobaze
! o} ' o}
OH OH
OH OH OH

Obrazek 2. Fosfonaty nukleosidi odvozené od kyseliny hydroxymethylfosfonové

Tyto latky uz prokazatelné inhibuji defosforyla¢ni enzymy a jsou také rozpoznavany jako
substraty nékterych daliich enzymil. Zadny z pfipravenych derivatd, a to ani analog odvozeny
od biologicky aktivnich nukleosidii, nevykazuje Zadnou protivirovou ¢i protinadorovou
aktivitu. Pfipravené latky totiz odporuji dal§imu teoretickému principu a to principu
isosternimu (kde maji byt klicové interagujici skupiny od sebe vzdaleny stejné jako

Vv ptirozeném nukleotidu). Latky na obrazku 2 maji navic jednu methylenovou spojku, ktera
zpusobi to, ze uskupeni (OH),P(O) je déle od pfitomné nukleobaze nez je vhodné pro
klicovou interakci s enzymem. Tyto latky vSak stale obsahuji hemiacetalové (nukleosidické)
uskupeni, které je jednoduSe chemicky a enzymaticky hydrolyzovatelné.

Pro dal8i vyvoj v této oblasti tak bylo nutné pfijmout a zapracovat dal$i mySlenku — teorii tzv.
acyklickych nukleosidl, ktera byla vypracovana prakticky souc¢asné skupinou G. B. Elion™
(piedevsim H. Schaeffer!’®) a A. Holym!™*". Dle této teorie neni nutné zachovévat maximalni
podobnost nového antimetabolitu se strukturou piirozené¢ho nukleosidu, ale je dalezité
zachovat minimalni nutny pocet dilezitych funk¢énich skupin interagujicich s cilovym
enzymem. Ve vlastnich acyklickych nukleosidech je navic cukernd ¢ast molekuly nahrazena
substituovanym alifatickym fetézcem, ktery je konformacné¢ adaptabilni a mize tak zaujmout
konformaci, kterd vyhovuje pozadavkiim aktivniho mista enzymu. Na obrazku 3 je zndzornén

deoxyguanosin a jeho acyklicka analoga (acyklovir a ganciklovir).

(e} e) O

N
4 7
HO <Nf:\ < N/)\NHz HO N N/J\NHz

Lo e ey o) o]

OH OH

acyklovir ganciklovir

deoxyguanosin

Obriazek 3. Deoxyguanosin a jeho acyklicka analoga — acyklovir a ganciklovir (Cervené
znazornéno misto teoretické diskonekce)

Na obrazku 4 je poté znazornén adenosin a jeho acyklicky analog (S)-9-(2,3-dihydroxy-
propyl)adenin ((S)-DHPA, duvira®). Na rozdil od acykloviru &i gancikloviru, (S)-DHPA jiz

11



neobsahuje nukleosidovou vazbu. Misto ni je pfitomna pouze velmi chemicky i enzymaticky
stala N-alkylova vazba, vlivem ¢ehoz je samotna latka velmi stabilni a to i za podminek in
Vivo.

NH, NH;
N BN N NN
¢ ) <)
HO N N/) NN
O.g
OH OH OH OH
adenosin (S)-DHPA

Obrazek 4. Adenosin a jeho acyklicky analog — (S)-DHPA (Eervené znazornéno misto
teoreticke diskonekce)

1.1.1. Fosfonaty acyklickych nukleosidu

Kombinaci vySe uvedenych teorii, principti a myslenek byla objevena velmi dilezita analoga
nukleotidt a to tzv. fosfonaty acyklickych nukleosidii (FAN, v anglicky psané literatuie
oznacovano jako acyclic nucleoside phosphonate - ANP). Obrazek 5 zndzornuje strukturu
jednoho z prvnich publikovanych derivati tohoto druhu. Jedna se o fosfonatovy analog
gancikloviru, ktery vykazuje aktivitu proti HCMV (lidsky cytomegalovirus). Jak je ale
piimo ze samotného obrazku vidét, tato latka odporuje principu isoelektronovému a obsahuje
navic nestalou nukleosidovou vazbu.

(0]
N
NH
0 < By
HO—B/\% A N NH;
| O\,
OH

Obrazek 5. Fosfonatovy analog gancikloviru

1.1.1.1. Fosfonaty acyklickych nukleosidii odvozené od hydroxymethylfosfonové
kyseliny — teorie a pouZiti

Uplné napInéni viech diive zmifiovanych principt a teorii se snoubi Vv latkach, které objevil

A. Holy spolecné s |. Rosenbergem. Protivirovou aktivitu téchto latek nasledné dokazal E.

De Clercq[13]. Zakladni strukturni motiv je zndzornén na obrazku 6. Vlivem pfitomné

fosfonové skupiny jsou tyto latky isopolarni s ptfirozenymi nukleotidy. Diky atomu kysliku

v acyklické ¢asti (ktery je vazan pouze stalymi etherovymi vazbami) jsou latky na obrazku 6 i

isoelektronové s ptirozenymi nukleotidy a vzhledem k tomu, ze vazba acyklické casti

k nukleobazi ma charakter stalé N-alkylové vazby, jsou FAN odvozené od

hydroxymethylfosfonové kyseliny katabolicky zcela stalé. Jak bylo zminéno dfive, jedna se o
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obecnou vlastnost vsech fosfonati nukleosidt, ze nepodléhaji katabolickym reakcim pomoci
enzymu nukleosidového metabolismu. U fady FAN znazornénych na obrazku 6 bylo navic
prokazano, ze jsou stalé i vlii¢i pisobeni enzymu katalyzujicim katabolismus nukleotidii a
podI¢haji tak pouze fosforylacim az na aktivni metabolit™ !, Bylo zaroven prokazano, ze
aktivni metabolity (difosfaty) FAN maji velmi dlouhé polocasy rozpadu (desitky hodin)

V intraceluldrnim prostfedi[ls’ 18] coz dale zvySuje terapeuticky potencial FAN a umoziuje to i
jejich 1ékovou aplikaci pouze 1x denng.

nukleobaze
|
OH R
Obrazek 6. Fosfonaty acyklickych nukleosidi odvozené od hydroxymethylfosfonové
kyseliny— zakladni motiv

Ptitomnost a pozice kyslikového atomu v acyklické ¢asti molekuly ma navic zasadni vliv na
biologickou aktivitu. Nenapliuje totiz pouze podminku isoelektronovou, ale zasadné
ovliviiuje také kyselost a tedy 1 naslednou fosforylaci a protivirovou aktivitu studovanych
FAN. Tabulka 1 demonstruje vliv polohy kysliku v acyklické ¢asti na kyselost FAN a jejich
schopnost byt enzymaticky fosforylovény[17]. Derivaty hydroxymethylfosfonové kyseliny tak
vykazuji velmi podobnou kyselost jako pfirozené nukleotidy a jsou navic prokazatelné
fosforylovany v intracelularnim prostiedi.

Tabulka 1. Vliv polohy atomu kysliku na kyselost a relativni rychlost fosforylace FAN (data
prevzata z lit.!™).

Relativni rychlost

Strukturni motiv

nasledné fosforylace

(@) guanin
|| .
HO—I?\/\/ 7,08 nefosforyluje se
OH
(@) guanin
|| .
HO—I?\/\O) 6,76 nefosforyluje se
OH
(@) guanin
||
HO-P._O._/ 6,52 08
OH
0
HO-P—O .
uanin
OH ;039 6,50 100
OH

Diky dlouholetému V}'/Zkumu[l’ 18] byly identifikovany ¢tyfi hlavni strukturné obdobné fady
sloucenin, liSici se pouze substituci v acyklické ¢asti molekuly (uvadéné zkratky vychéazeji
z anglického nazvoslovi, s ohledem na jejich ¢asté uzivani v primarni literatufe jich budeme
pouZzivat 1 v tomto ¢esky psaném textu):
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1) N-[2-(fosfonomethoxy)ethyl] (PME) derivaty™®?!]

2) N-[2-(fosfonomethoxy)propyl] (PMP) derivaty[??2*!

3) N-[3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propyl] (HPMP) derivaty** 2]

4) N-[3-fluor-2-(fosfonomethoxy)propyl] (FPMP) derivaty!?® %™}

Vybrané dilezité slouceniny s biologickou aktivitou (protivirovou ¢i antiprolifera¢ni) jsou pro

nazornost vyobrazeny spole¢né s jejich generickymi ndzvy ¢i pouzivanymi ozna¢enimi v

obrazku 7.
NH,
N
N
I
NT SN
1]
HO—Fl’\/O\)
OH

adefovir (PMEA)

NH,
Nﬁ
o O&J‘\N
|1
HO-P__ O
OH
OH

cidofovir (S)-HPMC

NH,
N N
4
1)
(0]

tenofovir (R)-PMPA

I
HO-P._
OH

NH,
N \N
%
<N | N/)\

PMEDAP
NH,
N X
N
<)
Q NTON
HO-P_ O
OH
OH
(S)-HPMPA
NH,
N A
N
¢
9 N N/)\
HO_FI’VO
OH
(R)-PMPDAP

o)
N
NH
4
QAL A
C N™ >N” “NH,
HO_FI’\/O\)
OH
PMEG
NH,
N\
<
0 N N/)\NHZ
HO-P.__O
OH
OH

NH,>
N BN
N
<)
Q NTON
HO-P._O
OH
F
(S)-FPMPA

Obriazek 7. Prehled vyznamnych biologicky aktivnich fosfonatl acyklickych nukleosida

odvozenych od hydroxymethylfosfonové kyseliny

Adefovir - PMEA

[18]

Adefovir (obr. 7) je dobrym substratem vSech virovych reverznich transkriptdz a né€kterych
virovych DNA polymeraz. Vlivem toho, Ze postranni fetézec neobsahuje Zddnou OH skupinu,
nemuze po inkorporaci adefoviru do nariistajici dédi¢né informace dojit k navazani dal§iho
nukleotidu a cely proces replikace se tak zastavi. Latka piisobi jako tzv. terminator fetézce.
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Adefovir je aktivni jak proti retroviram (HIV, SIV a FLV), tak i proti nékterym DNA virim
(HBV, VZV, CMV, HHV-6, HHV-7, HHV-8, HSV-1 a HSV-2)I 318 Adefovir byl schvélen
FDA pro 1écbu HBV ve formé svého proléciva (adefovir dipivoxil, obr. 8) v roce 2002 a je
nyni prodavan pod nazvem Hepsera®.

Mimo protivirovych vlastnosti je adefovir jako analog AMP i velmi u¢innym inhibitorem
bakterialnich adenylatcyklazovych toxind produkovanych Bacillus anthracis®! a Bordetella
pertUSSiS[ZQ]. Za zminku stoji jisté zjisténi, ze adefovir difosfat je 10 000X lepSim substratem
obou toxini nez prirozeny substrat ATP. Fosfonaty acyklickych nukleosid tak mohou
poslouzit jako velice i¢inna anti-toxinova terapie v boji S nemocemi jako snét’ slezinna a
davivy kasel.

Adefovir (ale 1 dalsi FAN) je jako analog AMP schopen ovliviiovat intracelularni hladiny
adenosinu®®®. Vlivem toho je schopen ovliviiovat imunitni odpovéd organismu®***%. Bylo
napiiklad prokazano, Ze adefovir je schopen vyrazné sniZit mortalitu a morbiditu mySi béhem
chiipkové infekce®, potlacit nepifimétenou reakci imunitniho systému na transplantovanou
tkai (v mys$im modelu)®?, ¢i dokonce primo snizit (po aplikaci adefovir dipivoxilu) rozsah
zanétlivé reakce v mySim modelu revmatoidni artritidy[35].

Za zminku také stoji fakt, Ze se podafilo nalézt zptsob, jak je mozné adefovir (potazmo 1 dalsi
FAN) aplikovat pies kiizi tfeba ve forme naplasti (které mohou predstavovat velice pohodIny
a pozvolny zptsob davkovani uc¢innych preparatti). FAN vlivem své polarity jen velmi
pomalu a neochotné prostupuji ptes pokozku. Pomoci nalezeného lipofilniho akceleratoru se
ovSem podatilo dosahnout transdermalni aplikaci stejnych koncentraci adefoviru v plazmé,
jako pfti oralni aplikaci adefovir dipivoxilu a FAN je tak v ptipad¢ potieby mozno podat i pres
pokoiku[%].

Tenofovir - (R)-PMPA

Tenofovir (obr. 7) je vybornym substratem vSech virovych reverznich transkriptdz a neni
substratem jinych virovych polymeraz. Vlivem toho inhibuje velice selektivné pouze replikaci
virl vyuZivajicich reverzni transkripci (tzn. HIV, SIV, FLV a HBV)™ ® 8 Mechanismus
ucinku je stejny jako u adefoviru. Tenofovir byl schvdlen FDA ve formé svého proléciva
(tenofovir disoproxil fumarat — TDF, obr. 8) pro 1é¢bu HIV v roce 2001 a pro lé¢bu HBV

v roce 2008 a je nyni prodavan pod nazvem Viread”™, Truvada® (kombinace s nukleosidovym
inhibitorem HIV reverzni transkriptazy - emtricitabinem) a Atripla® (kombinace

s emtricitabinem a s nenukleosidovym inhibitorem HIV reverzni transkriptazy —
efavirenzem). Dalsi dva kombinované preparaty jsou nyni v zavérenych fazich klinickych
zkousek na lidskych pacientech[37]. S blizicim se koncem doby platnosti primarnich patentt
chranicich tenofovir, miizeme ocekéavat brzky vyvoj dal§ich kombinaci obsahujicich TDF,
ktery se stane generikem. V dusledku toho bylo vyvinuto nékolik novych postupti vyrob TDF,
jez byly patentovany a v n¢kterych piipadech se objevily i v abstrahovanych éasopisech[38].

Tenofovir a jeho kombinace jsou nyni nejpouzivangj$imi 1éky pro 1é€bu HIV (uz v roce 2008
bylo zaznamenano vice jak 1 milion pacientt 1é¢icich se TDFEY) a tak jen piehled vysledkt
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klinickych testl tohoto jediného preparatu by obsahoval stovky citaci na primarni literaturu.
Zde se tedy zam¢efime na nékterd nova a predevsim zajimava zjisténi.

V klinickych testech bylo napiiklad zjisténo, ze 1écba HIV pomoci TDF a jeho kombinaci
snizuje hladinu cholesterolu v krvi a ma tak zajimavy pozitivni vedlejsi u¢inek*”. Dale byl
klinicky potvrzen profylakticky u¢inek TDF a jeho kombinaci v prevenci pfenosu HIV
infekce*!, jez byl jiz diive pozorovan ve zvifecim modelul*?. Analogicky profylakticky efekt
TDF a jeho kombinaci byl pozorovan u HIV pozitivnich té¢hotnych zen, které byly schopny
porodit po intenzivni ptfedporodni terapii zdraveé potomky[43]. FAN se vlivem své nizké
rozpustnosti obecné vyznacuji zvySenym rizikem selhani ledvin. V nedavnych klinickych
testech provedenych s TDF byl ale tento efekt identifikovan jako reverzibilni (u pacientti

S ledvinovymi problémy doslo po vysazeni TDF k rychlému obnoveni funkce ledvin)[43].
Dal$imi klinickymi testy bylo prokazano, ze TDF a jeho kombinace nezvySuji riziko
kardiovaskuldrnich chorob v porovnani s ostatnimi léky na HIV (pfedev§im obsahujicim
abakavir)*!!. Diky intenzivnimu vyzkumu se téZ podafilo najit prvni profylakticky u¢inny
vaginalni gel, ktery vyrazné snizuje riziko ndkazy HIV. Jedinou uc¢innou slozkou tohoto gelu
je samotny tenofovirl*.

Testovani biologickych t¢inkii FAN v podminkach in vitro stale intenzivné pokracuje a
piinasi fadu novych a dilezitych vysledk. Nedavno bylo zjisténo, ze adefovir i tenofovir
zabranuji replikaci dal$iho retroviru, a to xenotropniho mysiho viru zptisobujiciho leukémii
(XMRYV). Tento virus je schopen infikovat i ¢lovéka, u kterého je nasledné podeziely

z indukce nadoru prostaty & z indukce chronického tnavového syndromul*®!. Adefovir a
tenofovir inhibuji replikaci i nékterych rostlinnych virti, které vyuzivaji pti své multiplikaci
reverzni transkripci[47]. Na replikaci jinych rostlinnych RNA virtt pak nemaji témét zadny
efekt®!. Adefovir a dalsi FAN predevsim ze skupiny PME derivatd vytvaieji (vlivem
dvojnasobné¢ zaporn¢ nabitého zbytku kyseliny fosfonové, atomu kysliku v acyklické ¢asti a
vlivem ptitomnosti atomi dusiku v nukleobazi) relativné stabilni komplexy s dvojmocnymi
kationty™® jako Ca®*, Mg®*, Mn?*, Co®*, Ni**, Cu**, Zn** nebo Cd*". I z tohoto divodu byl
sledovan vliv tenofoviru pfi terapii HIV na mnozstvi Ca®* v kostech. U studované skupiny
pacientl nebyl pozorovan zadny efekt na odvapnéni kosti®. Dale bylo zjisténo, ze fada
flavonoidil snizuje schopnost adefoviru prostupovat do ledvin, kde mtize vlivem jeho nizké
rozpustnosti dojit az k ledvinovym dysfunkcim. Strava bohaté na nékteré flavonoidy tak muze
snizovat hlavni vedlej$i i¢inek FANPY, Stejné jako adefovir (viz vyse) 1 tenofovir je schopen
ovliviiovat produkci n¢kterych cytokinti a chemokint®? a soucasti jeho vysoké t¢innosti

Vv klinické praxi tak miize byt i stimulace imunitniho systému.

Cidofovir - (S)-HPMPC

Dalsi vysoce protivirové uc¢innou latkou ze skupiny FAN je cidofovir (obr. 7), ktery byl v roce
1996 schvélen FDA pro 1écbu cytomegalovirové retinitidy a je nyni prodavan pod nazvem
Vistide®. Vlivem inhibice DNA polymerazy alfa, delta i epsilon je cidofovir (a fada dalsich
HPMP derivatl) aktivni proti vSem znamym DNA viram™ % %3 Viivem pfitomné OH
skupiny v acyklické ¢asti molekuly nedochazi po inkorporaci cidofoviru do nardstajici DNA
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Kk ptimé terminaci fetézce. Bylo prokazano, ze k vlastnimu zastaveni replikace virové DNA
dojde az po inkorporaci dvou molekul cidofoviru do stejného fetszeel.

PMEG

Guaninovy analog adefoviru — PMEG ma Siroké spektrum protivirovych u¢inka*® %, Jeho
protivirovy potencial je ale siln¢ limitovan jeho vysokou toxicitou. Této ptivodné negativni
vlastnosti je ale nyni naopak vyuzivano a fada derivati a prolé¢iv PMEG je intenzivné
studovana a vyvijena jako potencialni protinadorové preparaty (viz dale). Pii nizkych
koncentracich je hlavnim mechanismem antiproliferacniho u€¢inku pouze terminace syntézy
naristajiciho fetézce DNA, zatimco pii vysSich intracelularnich koncentracich PMEG je tento
efekt silné¢ umocnén navozenim apoptézy[%]. Mechanismus indukce apoptézy pomoci PMEG
je v soucasnosti studovan a i ptes intenzivni studie nebyl tento ziejmé komplexni
mechanismus zatim zcela objasnén. Bylo naptiklad prokazano, ze PMEG zvySuje aktivitu
kaspaz 3, 8 a 9. Inhibice téchto kaspaz pomoci selektivnich inhibitort ale nema zadny vliv na
apoptozu indukovanou pomoci PMEG a apoptoticka aktivita této latky je tak na kaspazach
nezavisla®’. Dalsim ptekvapivym zjiSténim o antiproliferacnich vlastnostech PMEG je
napiiklad fakt, Ze ma schopnost ovliviiovat délku telomer v leukemickych bunkach. Tato
vlastnost je navic specifickd pouze pro urcité typy bunék. Plivodni ptredpoklad, Ze zkracovani
telomer by mohlo souviset s inhibici telomerazy vlivem PMEG se nepotvrdil®® a dle viech
pozorovani je tento jev nezavisly na vlastni telomeraze?,

Pro maximalni vyuziti plného potenciali vSech fosfonatii nukleosidi v mediciné bylo potieba
molekuly a je zodpoveédny za pomaly a omezeny prostup fosfonatii nukleosida do cilové
buiiky a nizkou oralni biodostupnost (5-10%)[60]. Z tohoto diivodu jsou intenzivné zkoumana
a vyvijena lipofilni proléciva fosfonat nukleosidl, které nesou jen jeden negativni naboj Ci
dokonce zadny, k ¢emuz se vyuziva chemicka modifikace piislusné fosfonové kyseliny na
odpovidajici ester ¢i amid (mono-, di- ¢i smiSeny ester/amid). S touto skute¢nosti uz jsme se
setkali u adefoviru a tenofoviru, kde byly ob¢ latky vyvinuty pro oralni podani ve formeé
svych diestera!® (viz obr. 8).

NH2 4( NH,
N ~N o) Nf
o:?L ¢ / h
0 N~y 0= <N | N/) COOH
0 g

|
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O_\O—ll?l\/o\) O_\O_E\/
Oy 0._0 OYO\/(I) HOOC
L !
adefovir dipivoxil Y tenofovir disoproxyl fumarat
bis(POM)-PMEA bis(POC)-PMPA fumarat

TDF

Obrazek 8. Struktura schvalenych ordln¢ dostupnych proléciv adefoviru a tenofoviru.
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Tvorbou vhodnych proléciv je mozné dosdhnou i cileného transportu do pozadovanych tkéni,
¢imz se dale redukuje systémova toxicita ¢i n€které vedlejsi ucinky. Prikladem takového
proléciva je pradefovir (obr. 9)[52, prolécivo adefoviru, ze kterého se uvoliuje vlastni ucinna
latka velice selektivné pouze v jatrech vlivem cytochromu Pgs (tzv. HepDirected
technology®®). Pradefovir je tak idealnim prolé¢ivem adefoviru pro 1é8bu HBV, kde je
potieba dopravit adefovir cilen¢ do jaternich bunsk®¥. Pradefovir je nyni ve druhé fazi
klinického testovani na lidech[® a jiz prvni vysledky jasné prokazaly dramatické zlepseni
distribuce adefoviru v téle, kde bylo dosazeno 12 nasobného zvyseni poméru koncentraci
vlastniho adefoviru v klidovych tkanich (jatra/ledviny) v porovnani s adefovir dipivoxil®®®!.
Timto by mél byt dramaticky redukovan hlavni vedlejsi efekt adefoviru — nefrotoxicita.

NH,
&
o] <N N/)
o/

Cl E,\/

pradefovir

Obrazek 9. Struktura pradefoviru (proléciva adefoviru), ktery selektivné uvoliiuje adefovir
Vv jaternich buiikéch.

Dalsi vysoce sofistikované a velmi nadéjné prolécivo, které je schopno selektivné dopravovat
aktivni latku do jaternich bungk, je latka oznacovana jako LB803 80te"! (obr. 10), ktera je nyni
V druh¢ fazi klinickych testl na lidech®®. V tomto piipadé se jedna dokonce o dvojndsobné
prolécivo %91 1 atka LB80380 je nejdiive v intracelularnim prostoru hydrolyzovéana na latku
LB80331, ktera je nasledné selektivné oxidovana v jaternich buiikach za tvorby latky
LB80317, jenz se dale postupné fosforyluje a slouzi jako terminator fetézce pii replikaci
HBV!®" selektivng v jaternich bufikéach.
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Obriazek 10. Struktura LB80317 a jeho proléciv LB80331 a LB80380 vysoce ucinnych proti
HBYV, ktera jsou selektivné aktivovéana v jaternich bunkéch.

Dalsim prolé¢ivem FAN, které bylo testovano pro 16&bu HBV, byla latka MCC-4781" (obr.
11). Vvoj tohoto preparatu byl i pfes jeho vysoké protivirové aktivity"*! ukonéen v druhé
fazi klinického testovani na lidech. Bylo totiz piekvapivé zjiSténo, Ze odpovidajici fosfonova
kyselina, nepotiebuje byt fosforylovana na to, aby vykazovala aktivitu proti HBVY? a presny
mechanismus protivirového Gc¢inku tak neni znam.
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Obrazek 11. Struktura latky MCC-478, jejiZ klinicky vyvoj byl ukoncen.

Jinym pouZivanym a studovanym prolé¢ivem fosfonatii jsou tzv. bis(SATE) derivéty[73].

Jedna se o S-acylthioethylestery (SATEestery) ptislusnych fosfonatl. Jednou ze studovanych
latek byla i bis(SATE)-PMEA (obr. 12). Tato latka vykazuje protivirové aktivity srovnatelné
se schvalenym bis(POM)-PMEA prolé¢ivem adefoviru (obr. 8). Vyznamnym rozdilem mezi

bis(SATE)-PMEA a bis(POM)-PMEA je dramaticky vétsi stabilita bis(SATE)-PMEA

V lidském séru (polocas 4 h vii¢i 5 minutam u bis(POM)-PMEA)[74]. Tato latka nebyla i pfes

své nadejné vlastnosti dale studovana.

NH,
’ f

s <
N, g

s >0

%O bis(SATE)-PMEA

Obrazek 12. Struktura bis(SATE) derivatu adefoviru.

Dal3i intenzivng studovanou skupinou prolé¢iv FAN jsou piisluiné diarylestery!’®. U bis(o-
ethoxyfenyl)esteru PMEA (obr. 13) bylo napiiklad prokazano, Ze vykazuje vysokou oralni
biodostupnost (okolo 50%) a Ze je téz selektivné aktivovan v jaternich buiikachl™®.
Analogickymi derivaty jsou piislusné dibenzylestery FAN. Jejich biologické aktivity vSak
nedosahuji ani hodnot namétenych pro bis(POM)-PMEA[75].

NH,
N N N
7
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g o-P._O._J

O
©: bis(o-ethoxyfenyl)-PMEA
OEt

Obrazek 13. Struktura bis(o-ethoxyfenyl) derivatu adefoviru.
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Kombinaci aryl- a benzylesterti jsou cyklické arylbenzylestery FAN, tzv. cycloSAL[m
derivaty (latky odvozené od kyseliny salicylové, obr. 14). Rada p¥ipravenym derivatt
cycloSAL-PMEA vykazuje vyssi protivirové aktivity v porovnani s vlastnim adefovirem

in vitrol®. Porovnani aktivit téchto latek se schvalenym bis(POM)-PMEA ovsem chybia u
zadného cycloSAL derivatu nejsou dostupna zadna data z in vivo pokust.
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cycloSAL-PMEA

Obrazek 14. Struktura cycloSAL derivatt adefoviru.

Dalsi intenzivné studovanou skupinou proléciv jsou vysoce lipofilni monoestery FAN
odvozené od linearnich alifatickych alkoholii majicich 16-20 uhlikd, kde je alesponi jedna CH»
skupina v linearnim fetézci nahrazena atomem kysliku (alkoxyalkoholy). Struktura téchto
proléciv byla racionadlné navrzena jako analogie s pfirozenymi fosfolipidy[79]. Prikladem
takového proléciva je napt. 3-(hexadecyloxy)propylester PMPA (obr. 15), ktery je

V soucasnosti v prvni fazi klinického testovani na lidskych pacientech pod ozna¢enim
CMX1578%. Toto prolécivo vykazuje vice nez stonasobny nartist protivirové aktivity viici

HIV a HBV v podminach in vitro v porovnani se samotnym tenofovirem™®.
NH,
N A
¢1 )
CMX157 1o 9 NN
\?\/O
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Obrazek 15. Struktura 3-(hexadecyloxy)propylesteru tenofoviru (CMX157).

Jinym ptikladem proléciva ze skupiny alkoxyalkylestertt FAN je 3-(hexadecyloxy)propylester
cidofoviru (obr. 16), ktery je pod nazvem CMXO001 v druhé fazi klinickych zkousek na lidech
pro lé¢bu infekce zpusobené HCMV. CMX001 vykazuje (stejné jako cidofovir) aktivitu proti

vSem DNA virim, ktera je ovSem o dva az tfi fady vyssi v podminkach in vivo v porovnani

s vlastnim cidofovirem®?. Bylo navic jasné prokazano, Ze toto prolécivo vykazuje minimalné
5x vy$§i koncentraci latky v plazmé a minimalné€ 5x niz8i koncentraci latky v ledvinach nez

samotny cidofovir®, &imz je op&t potlacen hlavni vedlejsi u¢inek FAN — nefrotoxicita.
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Obrazek 16. Struktura 3-(hexadecyloxy)propylesteru cidofoviru (CMX001).

Systematicky vyzkum v této oblasti ptinesl dalsi vysledky ve forme objevu protivirové
aktivnich 5-aza derivati cidofovirul®. Byly ptipraveny i ptislusné alkoxyalkylestery (obr. 17
— 2-(hexadecyloxy)ethylester), které vykazuji nejvyssi znamé aktivity proti DNA virm®® &,
Prvni vysledky z in vitro pokusti naznacovaly vysoky farmaceuticky potenciél[sn, avsak
pozdéji bylo zjisténo, Ze se tyto latky spontanné hydrolyzuji ve vodnych prostiedich (za
otevieni triazinového kruhu)[gg] a jejich aplikovatelnost ve formé oralnich preparati je tak
témet nulova.

NH,
N)\N
HDE-5-aza-HPMPC |
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I
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Obrazek 17. Struktura 2-(hexadecyloxy)ethyl(HDE)esteru 5-azacidofoviru.

Dalsim nadéjnym proléc¢ivem FAN je 2-(oktadecyloxy)ethylester PMEG (Obr. 18). Bylo
zjisténo, ze tato latka je schopna (pti lokalni aplikaci) zptsobit témef GpIné vymizeni nadora
dé¢lozniho ¢ipku v mysSim modelul®.

ODE-PMEG
N | /)\

O
of_o ]

N NN NSNS O
Obrazek 18. Struktura 2-(oktadecyloxy)ethyl(ODE)esteru PMEG.

Analogickym derivatem ptedchazejici latky je 2-(hexadecyloxy)ethylester PMEG (Obr. 19),
ktery velice selektivné inhibuje (v podminkéach in vitro) mnoZeni fady zhoubnych nadorovych
bungk®%, jez byly ziskany z nadort oéi.
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Obrazek 19. Struktura 2-(hexadecyloxy)ethyl(HDE)esteru PMEG.

Vysoce vyznamnou skupinou proléciv FAN jsou jejich diamidy, mezi kterymi maji velky
potencial diamidy odvozené od kodovanych aminokyselin. V tomto ptipadé se totiz po
aktivaci proléciva na vlastni 1€¢ivo uvoliiuje pouze netoxicka kddovana aminokyselina.
Nejnadéjnéjsimi sloueninami z této skupiny jsou dvojitd prolé¢iva PMEG, ktera maji velmi
vysoky potencial v 1é¢bé nadorovych a leukemickych onemocnéni. Latka GS-9219 (diamid

s ethylesterem alaninu, obr. 20) prokazala unikatni schopnost potla¢it rakovinné bujeni bun¢k
(tzv. ne-Hodgkintiv lymfom) v psim zvifecim modelu, kde doslo po jediném injekénim
podéni k uplnému vymizeni rakovinnych bunék®Y. Vyvoj GS-9219 pro 1é&bu ne-
Hodgkinovych lymfomt byl ale ukonéen v prvni fazi klinického testovani na lidech po
pozorovani zavaznych vedlejSich u€inkl. Tato latka je dale vyvijena pro lokalni aplikaci pro
lécbu rakoviny déloZzniho ¢ipku a pro 1é€bu rakovinnych onemocnéni u psti. Analogickou
slouceninou je latka GS-9191 (diamid s isobutylesterem fenylalaninu, obr. 20), ktera vykazuje
unikatni (subnanomolarni aktivity) proti nadortim indukovanym papilomaviry[gzl. Tato latka
je nyni ve druhé fazi klinickych zkousek na lidskych pacientech (pfedevsim pro l€cbu
rakoviny dé¢lozniho ¢ipku). Mechanizmus u¢inku obou latek je spolecny. Diamid FAN je
nejdiive aktivovan pomoci katepsinu A za uvolnéni N°-cyklopropyl-PMEDAPS % ktery je
dale selektivng hydrolyzovéan piisobenim N°-methyl-AMP aminohydrolazy™® na PMEG (jenz
je dale fosforylovan a ptisobi jako terminator fetézce pii replikaci DNA, viz vyse).
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Obriazek 20. Struktura dvojnasobnych proléciv PMEG — latky GS-9219 a GS-9191.

Posledni vyznamnou skupinou proléciv FAN jsou tzv. aryl-fosfonamidaty, zvané také jako
ProTide™.. Jedna se o smisené amidy a estery fosfonovych kyselin. Systematickym
vyzkumem byla nalezena latka oznacovana jako GS-7340 (prolécivo tenofoviru, obr. 21),
kterd je nyni v prvni fazi klinického testovani na lidskych pacientech pro 1é€bu HIV 37, Tato
latka vykazuje priblizné tisicinasobné zvyseni aktivity vici HIV in vitro v porovnani se
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samotnym tenofovirem®. Unikatni vlastnosti GS-7340 je vysoka stabilita v plazmé¢ a
preferen¢ni akumulace v bunikdch imunitniho systému, kde dochazi i k replikaci HIV. I pii
peroralnim podéni je tak néasledn¢ dosazeno az 30x vyssi koncentrace tenofoviru v klicovych
buiikédch imunitniho systému vii¢i hladindm dosazenym aplikaci TDFF (coz dramaticky
zvysuje farmaceuticky potencidl). Jako v pfedchazejicim ptipadé diamidt FAN, je za aktivaci
proléciva odpovédny piedevsim katepsin Al

NH>
N \N

O N </ |
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©/ GS-7340

Obrazek 21. Struktura smiseného esteru/amidu tenofoviru (GS-7340).

Intenzivni vyzkum pokracuje nejen na trovni hledani novych prolé€iv jiz znamych FAN, ale 1
na poli hledani novych strukturnich typti FAN. Za zminku stoji pfedevs$im nové objevena
skupina FAN odvozend od 2,4-diamino-6-hydroxypyrimidinu®®. Tyto latky jsou téz
nazyvany FAN s ,,otevienych kruhem® a jejich teoretickou genezi znazornuje obrazek 22. Jak
je z obrazku 22 vidét, imidazolovy kruh ptivodniho purinu je rozpojen a dusik v poloze 9
purinového kruhu je nahrazen atomem kysliku. K oznaCovani téchto latek se pak v literatute
pouzivaji zkratky pivodnich acyklickych casti (napt. PME), které jsou rozsiteny o symbol
kysliku (potom tedy PMEQO). Pro oznaceni 2,4-diaminopyrimidinu se pak pouziva zkratka
DAPy. PMEO-DAPY vykazuje vysokou protivirovou aktivitu vic¢i HIV a HSV plné
srovnatelnou s piivodnim PMEDAPP. Viigi virim jako jsou VZV a MSV je navic
protivirova aktivita PMEO-DAPy témét o fad vyssi nez u ptislusného PMEDAPF. Bylo téz
prokazano, ze PMEO-DAPy opravdu mimikuje sva purinova analoga (pti inkorporaci do
virové dédi¢né informace se paruje preferencné s uracilem a asi o dva fady méné preferencné
S cytosinem, parovani s guaninem ¢i adeninem nebylo pozorovéno)[loo].
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Obrizek 22. Teoreticka geneze FAN s ,,otevienym kruhem®. Cervenymi vinovkami je
zvyraznéno teoretické rozpojeni imidazolového kruhu. Tyto slou€eniny pak nesou ptivodni
PME fetézec (Cerné), ktery je pies atom kysliku (Cervené) spojen s 2,4-diaminopyrimidinem
(modre).
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Bylo dale zjisténo, ze odpovidajici (R)-HPMPO-DAPYy (obr. 23) vykazuje Siroké spektrum
protivirové aktivity vici vSem testovanym DNA virtim stejné jako cidofovir. Aktivita byla
prokézana i v opiim modelu poxvirové infekce (model pravych nestovic)™™,
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OH
OH

(R)-HPMPO-DAPy

Obrazek 23. Struktura (R)-HPMPO-DAPYy. (R)-HPMP fetézec (Cerné), atom kysliku
(Cervené) a 2,4-diaminopyrimidin (modfe).

Intenzivnim vyzkumem bylo zjisténo, Ze protivirova aktivita FAN s otevienym kruhem muzZe
byt dale zvysena ¢i modifikovana (s cilem vyssi selektivity) pomoci chemické obmény polohy
5 pyrimidinového kruhu. Nékolik ptipravenych derivatl vykazalo velmi vysokou aktivitu
proti HIV, MSV & HBVI%21% 5.Methyl-PMEO-DAPY (obr. 24) je nejucinngjsim znamym
FAN proti HIV a bylo téZ prokazéano, Ze je schopen inhibovat replikaci prakticky vSech
rezistentnich kmenét HIVE®!. Vysoky potencial 5 substituovanych PMEO-DAPYy dal
vzniknout zadani této disertacni prace — pyrimidinové derivaty mimikujici purinova analoga.
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Obrazek 24. Struktura 5-methyl derivatu PMEO-DAPYy.

Pro plny vycet nové objevenych FAN (obsahujicich modifikovanou heterocyklickou cast)
stoji jeSté za zminku FAN nesouci tricyklickou nukleobézi (etheno derivat PMEG, obr 25).
Tato latka vykazuje velmi vysoké aktivity viici HCMV a VZV.
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Obrazek 25. Struktura etheno derivatu PMEG.
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Dalsim nadéjnym FAN byla latka MDL74968 (obr. 26), ktera vykazuje vysoké protivirové
aktivity (ptfedevsim proti HIV) srovnatelné s adefovirem ¢i tenofovirem™®. Vyvoj této latky
byl vSak bez dalSich informaci zastaven.
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Obrazek 26. Struktura protivirové aktivni MDL74968.

Mimo protivirovych aktivit nasly FAN odvozené od hydroxymethylfosfonové kyseliny
uplatnéni 1 v fadé€ dalSich oblasti, kde mohou byt prospésné antimetabolity nukleotidil. Jednim
takovym piikladem jsou FAN s aktivitou proti parazitim jako napt. Plasmodium falciparum
(Cesky zimnicka tropickd, ptivodce malarie). Tento parazit neni schopen vlastni syntézy
purinovych nukleotidl a je tak zcela zavisly na klicovém enzymu hypoxanthinguaninxanthin-
fosforibosyltransferdze, jenz je pro n¢j jedinym zdrojem Zivotné potiebnych stavebnich
kamenti d&di¢né informace®®”). Rada FAN je (jako analoga produktu) velice u€¢innymi
inhibitory zmifiovaného parazitalniho enzymu (napf. (S)-HPMPG, obr. 27)1% 21 Hiedani
novych FAN v této oblasti intenzivné pokracuje a v budoucnu tak mohou byt FAN pouzivany
i jako Iéky proti malarii.
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Obrazek 27. Struktura (S)-HPMPG, ktery je t¢innym inhibitorem
hypoxanthinguaninxanthinfosforibosyltransferazy parazitického prvoka Plasmodium
falciparum.

Jak je uvedeno diive, adefovir a tenofovir maji schopnost zvySovat sekreci fady chemokinti a
cytokinti a ovliviiuji tak imunitni odpovéd’ organismu. Systematickym hleddnim novych FAN
byly identifikovany latky, které vykazuji fddové vyssi aktivity v imunochemickych testech

V porovnani s adefovirem ¢i tenofovirem. Zvlasté vyznamné se v tomto ohledu jevi
NC-substituované derivaty PMEDAP a N°-substituované derivaty (S)-PMPA (obr. 28)53 101,
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Obrazek 28. Struktura N6-substituovan3'10h derivatt PMEDAP a Ne-substituovanych derivati
(S)-PMPA vykazujicich vysoky imunostimula¢ni Géinek in vitro.

Dal$im vyznamnym objevem bylo nalezeni FAN (obr. 29) t¢innych jako inhibitory
thymidinfosforylazy (enzym dilezity pro novotvorbu krevnich kapilar - angiogenezi
Tyto latky tak mohou poslouzit jako doplitkova lé¢ba pii chemoterapii solidnich nadord, kde
maji potencial zabranovat dodatecnému prokrvovani a vyzivovani nadoru.
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Obrazek 29. Struktura FAN inhibujiciho thymidinfosforylazu.

1.1.1.2. Ostatni fosfonaty acyklickych nukleosidii — priklady a pouziti

Latek nesplitujicich podminku isoelektronovou bylo pfipraveno velmi mnoho, ale vétSina

Z nich nevykazovala zadnou vyznamnou biologickou aktivitu. Mezi par vyjimek patii napf. i
latky z obrazku 29, kde X neni kyslik, ale methylenova skupina. Analogické derivaty

s bicyklickou nukleobazi téZ vykazuji inhibi¢ni aktivitu vii¢i thymidinfosforylaze (obr.
30112,
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Obrazek 30. Struktura FAN s bicyklickou nukleobazi inhibujiciho thymidinfosforylazu.

Dalsi vyjimkou mimo derivaty kyseliny hydroxymethylfosfonové jsou FAN nesouci PEE
(2-(2-fosfonoethoxy)ethyl) zbytek v acyklické ¢asti molekuly. PEE derivaty nevykazuji zadné
protivirové aktivity, ale jsou vybornymi inhibitory jiz diive zmifiované hypoxanthinguanin-
xanthinfosforibosyltransferazy prvoka z rodu Plasmodium. PEEH ¢i PEEG (obr. 31) jsou
dokonce vyrazné lep$imi inhibitory tohoto klicového enzymu nez diive uvadény (S)-HPMPG
(obr. 27)%1. O vylepsené syntéze PEE derivatii pojednava i tato disertadni prace.
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Obrazek 31. Struktura PEEH a PEEG, které jsou u¢innymi inhibitory
hypoxanthinguaninxanthinfosforibosyltransferazy prvoka Plasmodium falciparum.

Pro pochopeni biologické aktivity latek z obrazku 30 a 31 je potieba si uvédomit, Zze v obou
piipadech latky ucinkuji pfimo jako analoga nukleotidu a nemuseji tedy byt nejdiive
fosforylovany. Fosforylace u fosfonoethoxy derivati ani nebyla pozorovana (viz tabulka 1).

Jinou moznosti jak dostat podmince isoelektronové je dalsi druh chemické modifikace, a to
zavedeni atomu fluoru na uhlik pfimo sousedici s atomem fosforu. Aplikaci této myslenky se
podatilo nalézt novou skupinu vysoce u¢innych inhibitori purinnukleosidfosforylazy (obr.

32) nesoucich vedle atomu fosforu dokonce dva atomy fluoru™!,
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Obrazek 32. Struktura difluorovanych FAN inhibujicich purinnukleosidfosforylazu.

Podobng aktivni jsou i prislusna 9-deazaguaninové analoga™* **°!. Tyto latky by mohly
poslouzit v 16€b& nddorovych ¢i nekterych parazitarnich onemocnéni. I pfes intenzivni
vyzkum se u té€chto derivati nepodatilo nalézt Zadné vyznamné protivirové aktivity (coZ asi
opét souvisi s omezenou fosforylaci). Problematiku fluorofosfonatti a diflurofosfonatt
komplexné shrnuje jeden rozsahly prehledovy referat!*®].
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Alespon Caste¢na protivirova aktivita byla nalezena u fosfonatového analogu cyclopropaviru
(obr. 33). Tato latka vykazuje aktivitu proti HCMV, MCMV a VZV™. Pislugny derivat
cyclopropaviru nesouci zbytek kyseliny hydroxymethylfosfonové zatim piipraven nebyl
(latka jiz neni zcela acyklickd; v ,,acyklické* ¢asti molekuly obsahuje cyklopropanovy kruh,
nejedna se vSak o derivat furanu a tak je uvedena mezi FAN).

0

Obrazek 33. Struktura protivirové aktivniho fosfonatového analogu cyclopropaviru.

Protivirové aktivity vii¢i VZV a HSV byly nalezeny téz u dal§iho FAN obsahujiciho

v acyklické ¢asti molekuly dvojnou vazbu. U této latky (obr. 34) bylo i prokazano, ze jeji
protivirova aktivita koreluje s jeji schopnosti vystupovat jako substrat lidské TMP kinazy (na
rozdil od fady dalSich derivati, které pak ani nevykazovaly protivirové aktivity)[llsl. U FAN
neobsahujicich zbytek kyseliny hydroxymethylfosfonové je tak jejich omezena fosforylace
stale limitujicim faktorem pro design novych biologicky aktivnich preparatt.

Sap f*
2T

Obrazek 34. Struktura protivirové aktivniho FAN nesouciho fosfonobut-2-enovy zbytek.

1.1.2. Fosfonaty cyklickych nukleosidi

Jak jiz bylo uvedeno diive (v sekci 1.1.), fosfonaty nukleosidii odvozené ptimo od
ptirozenych nukleosidi (obr. 1) nevykazuji zddné biologické aktivity. Zavedenim zbytku
kyseliny hydroxymethylfosfonové dojde k vyhovéni principu isoelektronovému a latky

Z obrazku 2 uz jsou substraty nékterych enzymu nukleotidového metabolismu. Protivirova
aktivita u téchto latek ale pozorovana nebyla, coz se vysvétluje porusenim principu
isosterického, kdy je ve slou¢eninach na obrazku 2 o jednu methylenovou spojku mezi
nukleobazi a fosfonovou skupinou vice. Logickym feSenim tedy bylo odebrani jedné
methylenové spojky, coz vedlo k objevu protivirové aktivnich fosfonata cyklickych
nukleosidt. (FCN).
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1.1.21. Fosfonaty cyklickych nukleosidii odvozené od hydroxymethylfosfonové
kyseliny — priklady a pouZiti

Jedna z prvnich sloucenin této skupiny (hydroxymethylfosfonatovy analog 2’,3’-didehydro-

2°,3’-dideoxy-adenosinu (d4AP)) je znazornéna na obrazku 35. d4AP vykazuje protivirové

aktivity viigi HIV srovnatelné s adefovirem &i tenofovirem™%. Z divodii nroéné syntézy,

s ohledem na uspéchy FAN a s vaznym podezienim na mitochondrialni toxicitu v§ak nebyla

tato latka dale vyvijena. Jako soucast dalsi optimalizace struktury byla pfipravena i

karbocyklicka analoga a latky nesouci jiné nukleobaze, ale k vyznamnému zlepSeni

protivirové aktivity jiz nedoslo™?.

NH,
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Obrazek 35. Struktura protivirové aktivniho hydroxymethylfosfonatového analogu 2°,3’-
didehydro-2’,3’-dideoxy-adenosinu (d4AP).

Velka renezance d4AP nastala az béhem poslednich par let. Bylo totiZ zjisténo, Ze zavedenim
atomu fluoru (latka GS-9148 — oznaCovana téz jako 2’F-d4 AP, obr. 36) do polohy 2’ je
mozné vyrazné zvysit aktivitu proti HIV a HBVI? 4 potlac¢it onu zminovanou
mitochondrialni toxicitu d4 AP, Dalsi dileZitou vlastnosti je, Ze latka GS-9148 vykazuje
témet stejnou protivirovou aktivitu proti vSem dosud testovanym rezistentnim mutantam HIV
(1 proti mutanttim jevicim snizenou citlivost vici tenofoviru)mg]. Jeste dulezitéjSim objevem
bylo zjisténi, ze tyto FCN nejsou akumulovany v ledvinach (jako je tomu u FAN) a jedna se
tedy o latky s potencidln¢ velmi nizkou nefrotoxicitou™¥. Dal§im intenzivnim vyzkumem se
podatilo najit vhodné prolécivo — latku GS-9131, kterd vykazuje aktivitu proti HIV pfiblizné
100x vy33i v porovnani s vlastni GS-9148 v podminkéch in vitro*?!. Prolégivo GS-9131 ma
(stejné jako GS-7340, obr. 21) schopnost dopravovat aktivni latku cilené do poZadovanych
bun&k imunitniho systému, kde dochazi k replikaci HIVI*®!. V t&chto butikach ma navic
aktivni metabolit (difosfat GS-9148) velmi dlouhy biologicky polocas stability (>24 h)1*#2,
Prvni pokusy in vivo naznacuji, Ze i po podani malé davky GS-9131 (3 mg/kg, oralné u psi) je
mozné dosahnout dokonce 20x vyssich intracelularnich hladin GS-9148, nez jakych se
dosahuje pro tenofovir po aplikaci TDF*?*), GS-9131 je tak velkym pfislibem pro 1é¢bu HIV.
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Obrazek 36. Struktura protivirove aktivniho GS-9148 a jeho proléciva GS-9131.

GS-9148
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Jinym ptikladem FCN nesouciho zbytek kyseliny hydroxymethylfosfonové je latka
oznacovana jako PMDTA (obr. 37), kterd vykazuje téz zajimavé aktivity proti HIV
srovnatelné s tenofovirem. PMDTA vsak neni (dle dostupnych informaci) dale vyvijena

v preklinické fazi vyvoje. Jako soucast dal§iho vyzkumu byly pfipraveny nové derivaty, jez

ovSem postradaly protivirové aktivity[lze].
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Obrazek 37. Struktura protivirové aktivni PMDTA.

Dalsim piikladem latky, kde je mozné vysledovat strukturni motiv hydroxymethylfosfonové
kyseliny (uskupeni (OH),PO-C-0), je sloucenina na obrazku 38, ktera jevi vysoké aktivity i
proti jinak resistentnim mutantim HCMV™, Tato latka byla vzhledem ke své toxicité
nasledné testovana (pod oznacenim BCH-1868) jako potencidlni protinddorovy preparat a
vykazovala dobré aktivity in vitro. Jedna se vlastné o ethylenem pfemostény PMEG (obr. 7).
Vysledky provedenych in vivo studii viak nenaplnily oSekavani™?®.
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Obrazek 38. Struktura latky BCH-1868, ktera jevi protivirovou a protinadorovou aktivitu.

Dalsi optimalizace struktury vedla az k objevu velice silnych antiproliferanich preparatt
G&innych v podminkach in vitro. Nejaktivngjsi latka je znazornéna na obrazku 3912%), Aktivity
in vivo bohuzel znamé nejsou.
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Obrazek 39. Struktura derivatu BCH-1868, ktery jevi vysokou antiproliferacni aktivitu.
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Jinou skupinou latek, kde je mozné vysledovat strukturni motiv hydroxymethylfosfonové
kyseliny (uskupeni (OH),PO-C-0), jsou latky na obrazku 40, které byly vyvinuty jako velmi
ucinné inhibitory fruktoso-1,6-bisfosfatazy pro potencidlni 1écbu diabetu typu II. Nékolik
uspésnych generaci téchto inhibitort (obr. 40) vedlo az k identifikaci 1ékového kandidata
MB05032 (obr. 40)™%3 Mechanismem G&inku téchto latek je navazani do vazebného mista
pro AMP, které¢ funguje u tohoto enzymu jako pfirozeny regulator aktivity. Jedna se tedy opét
0 antimetabolity nukleotidi!**!.

NH; NH,

MB05032

Obrazek 40. Schéma postupné optimalizace struktury u¢inného inhibitoru fruktoso-1,6-
bisfosfatazy, identifikace latky MB05032.

Systematickym hledanim vhodného proléciva latky MB05032 byla identifikovana latka
MBO06322 (obr. 41)[132' B34 g vhodnymi farmakokinetickymi parametry, ktera byla nasledné
testovana pro 1é¢bu diabetu typu Il dokonce v druhé fazi klinickych zkousek na lidech. Jedna
se opét o diamid fosfonové kyseliny s ethylesterem alaninu (jako latky na obr. 20). Po
odkoupeni spolecnosti (a rozpraSeni celé pracovni skupiny), kterd latky vyvijela, doslo zfejmé
k zastaveni tohoto projektu a latka se jiz dale nezkouma.
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Obrazek 41. Struktura ¢inného a oraln¢ dostupného proléciva vyselektovaného inhibitoru
fruktoso-1,6-bisfosfatazy, identifikace prolé¢iva MB06322.

Velkou vyjimkou mezi fosfonaty nukleosidl jsou latky na obrazku 42, které vykazuji aktivitu
vici HCVI®® 281 jedna se o derivaty d4AP (obr. 35). Léba HCV (RNA virus) je nyni
velkou vyzvou a ve skupiné fosfonatii nukleosidii se zatim podaftilo nalézt pouze velmi malo
latek, které by byly schopny inhibovat replikaci jakychkoliv RNA virti (navic vzdy pouze s
mirnymi aktivitami).
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Obrazek 42. Struktura fosfonatti nukleosidii vykazujicich alespon slabou aktivitu viiéi HCV.

1.1.2.2. Ostatni fosfonaty cyklickych nukleosidi — priklady a pouZiti

Biologicke aktivity této skupiny latek jsou velmi sporadické a mezi par vyznamnych piikladi
patii uhlikatéd analoga latek na obrazku 42. Tyto derivaty (obr. 43) vykazuji také alespoinl
nizkou aktivitu vigi HCVH®,

HO-P o _N""N HO-P 0O _N""N
|

Obrazek 43. Struktura uhlikatych analogii fosfonatti nukleosidii vykazujicich alespon slabou
aktivitu vici HCV.

Posledni latkou tohoto piehledu je cyklicky derivat (obr. 44) jiz dive uvadénych inhibitora
purinnukleosidfosforylazy (obr. 32) nesoucich vedle atomu fosforu dva atomy fluoru.
Zavedenim kruhu do acyklické ¢asti molekuly bylo v tomto piipadé dosazeno mirného
zvyseni inhibicni aktivity vici purinnukleosidfosforyléze[137].
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Obriazek 44. Struktura cyklického inhibitoru purinnukleosidfosforylazy.

! Po doplnéni konkrétnich idajii o biologickych aktivitach a po doplnéni piehledu o syntetickych postupech pro
ptipravy fosfonatt nukleosidti chce autor této prace publikovat zde uvadény piehled formou piehledového
referatu (review) v nékterém zahrani¢nim impaktovaném casopise.

32



2. Cile diserta¢ni prace

Zakladnim cilem diserta¢ni prace bylo vypracovani nového vyhodného syntetického ptistupu
k tzv. fosfonatim acylickych nukleosidu s ,,otevienym kruhem* (PMEO-DAPYy). Prvnich
nékolik latek z této skupiny vykazuje velmi nadéjné protivirové aktivity, predevsim viuci HIV,
VZV, MSV a HCMVI2 2% - jednou z hlavnich komplikaci p¥i vjzkumu PMEO-DAPY je
jejich naro¢na priprava, ktera vyzaduje opakovana ¢isténi sloupcovou chromatografii.
Nalezeni nového syntetického ptistupu a ptiprava série novych derivatt je nyni kli¢ovym
faktorem pti dalsim preklinickém vyvoji téchto sloucenin.

Cile této prace:

1) Vypracovat obsirny a aktualni ptehledovy referat o souc¢asném stavu vyvoje na poli
fosfonath nukleosidl se zvlastnim diirazem na acyklické fosfonaty nukleosidi.

2) Vyvinout novou syntetickou cestu pro piipravu fosfonatt acylickych nukleosidii s
»otevienym kruhem®, kterd by byla aplikovatelna 1 v priimyslovém métitku.

3) Ptipravit sérii 5-substituovanych derivatt PMEO-DAPY a sledovat vztahy mezi
strukturou a biologickou aktivitou.

4) Ptiprava prolé¢iv nejnadéjnéjSich derivata PMEO-DAPYy.

5) Vyvinuti nové, vyhodné a originalni procedury pro piipravu diamida fosfonovych
kyselin s estery kddovanych aminokyseliny.

6) Zkoumani potencialu novych technologii organické syntézy pti piipravé a vyrobé
fosfonatii nukleosida.

Obecnym cilem této disertacni prace byl vyvoj novych potencialn¢ biologicky aktivnich latek
odvozenych od fosfonati nukleosidt, nukleosidii ¢i samotnych nukleobazi. Déle pak ziskani
udajti o téch strukturnich parametrech, které ovliviiuji jejich biologickou aktivitu.
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3. Vysledky a diskuze

3.1. Pripravy dialkyl-halogenalkyloxyalkylfosfonati a dialkyl-
halogenalkylfosfonati pomoci mikrovinné zahrivané Michaelisovy-
Arbuzovovy reakce

Prvnim logickym krokem pro feseni zadaného tématu byla optimalizace ptiprav klicovych
stavebnich blokt (tzv. synthonil) pro zavadéni fosfonatové ¢asti molekuly.

Pti pripravach a vyrobach fosfonatti nukleosidi obsahujicich zbytek kyseliny
hydroxymethylfosfonové se nejcastéji pouziva dialkylesteri kyseliny
tosyloxymethylfosfonové[ls] (vice nez 250 zaznamti v Chem. Abstr.). Pfiprava téchto
sloucenin vSak vyzaduje (pro dosazeni maximalni ¢istoty) ¢iSténi sloupcovou chromatografii
a je tak pomérn€ narocna pti pripravach vétSich mnozstvi tohoto klicového synthonu.
Syntetickym ekvivalentem dialkylestert kyseliny tosyloxymethylfosfonové jsou dialkylestery
kyselin halomethylfosfonovych. Jejich ptiprava je teoreticky jednoduse mozna s vyuzitim tzv.
Michaelisovy-Arbuzovovy (M-A) reakce (piehledovy referat™®), kde nasledné reaguje
trialkylfosfit s ptislusnym dihalomethanem. M-A reakce je Siroce pouZzivana pro ptipravu fady
fosfonatal™*®. Pro piipravu libovolnych dialkylestert kyselin halogenalkylfosfonovych ma
tento piistup ale jednu zasadni nevyhodu. Pii reakci trialkylfosfita s dihalogenalkany totiz
molekula produktu obsahuje stéle jeden reaktivni atom halogenu, ktery mize reagovat ve
smyslu M-A reakce dale. Kone¢nym produktem tak jsou az piislu§né bisfosfonaty. Tento
problém je mozné ¢asteéné potlacit vysokym nadbytkem dihalogenalkanu v reakéni smési,
kde je nasledné statisticky pravdépodobnéjsi reakce trialkylfosfitu s dihalogenalkanem. Toto
feSeni ale vyrazné zvySuje naklady na provedeni reakce (vlivem vysokych nadbytka
dihalogenalkant) a Casto téz ztézuje izolaci pozadovanych produktd. I pes uvedené
nedostatky se tohoto uspofadani vyuziva i pro vyroby vysoce dulezitych dialkyl-
halogenalkylfosfonatd. Jednim piikladem je optimalizovana piiprava diisopropyl-2-
chlorethylfosfonatu!*®!, kde se vyuziva reakce dvou ekvivalentt 1,2-dichlorethanu

s triisopropylfosfitem. M-A reakce s chloralkany je obecné velmi pomala a tak i tato reakce
vyzaduje zahfivani reak¢ni smési k varu po dobu 48 dni. Pozadovany produkt byl nasledné
izolovan v 54% vyt&zkul***. Diisopropyl-2-chlorethylfosfonat slouzi jako meziprodukt pii
vyrob¢ velmi dilezité 2-chlorethylfosfonové kyseliny (ethephon). Ethephon je jednim

Z nejhojné&ji pouzivanych stimulatort ristu rostlin a stimulatort dozravani ovoce a zeleniny
(slouzi jako zdroj ethylenu)™°!,

Bé&hem poslednich par let bylo pro urychleni pribéhu M-A reakce n€kolikrate Gispesné
pouzito mikrovlnné (MV) ohtivani reakéni smési, kdy doslo vzdy k vyraznému zvySeni
rychlosti reakce™ 24, V literatute se vyskytuje jediny piiklad vyuziti MV ohfevu reakéni
smési pii M-A reakci dihalogenalkani™?. V této praci byly zkoumany pouze reakce
dibromalkanti a problém reaktivity druhého atomu bromu byl opét feSen vysokym prebytkem
(vice jak 6 ekvivalentll) vychoziho dihalogenalkanu vi¢i pouzitému trialkylfosfitu.
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Publikované feSeni je laboratorné pouzitelné, ale znacné ekonomicky naro¢né a neekologické
pii prumyslové vyrobé vlivem vysokého nadbytku dihalogenalkanu v reakéni smési (ktery
Casto neni mozné u¢inné regenerovat). Reakce byly navic vzdy provadény pouze v oteviené
reak¢ni nddobé za varu reakéni smési, coz dovoluje provést M-A reakci pouze idedlné
vroucich vychozich latek. V tomto provedeni jsou vSak dichloralkany ptilis t€kavé a
nereaktivni, zatimco dibromalkany a dijodalkany jsou Casto az ptili§ reaktivni a poskytuji
bohatou smés vedlejsich produkta.

Nasim cilem proto bylo rozsifeni platnosti a optimalizace publikovaného protokolu. Jako
modelova reakce byla zvolena ptiprava diive zminovaného diisopropyl-2-chlorethylfosfonatu
reakci triisopropylfosfitu s 1,2-dichlorethanem (Schéma 1).
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Schéma 1. Pfiprava diisopropyl-2-chlorethylfosfonatu (1) reakei 1,2-dichlorethanu s
triisopropylfosfitem za soucasného vzniku diisopropyl-fosfonatu, triisopropyl-fosfatu a
tetraisopropyl-ethylenbisfosfonatu jako vedlejSich produkta.

Pro optimalizaci této reakce byl pouzit MV reaktor typ I (s reakénimi zkumavkami o objemu
10 ml, viz experimentalni ¢ast — 5.1.). Do MV zkumavky byly ptedloZeny triisopropylfosfit
(2,0 ml; 8 mmol) a odpovidajici mnozstvi 1,2-dichlorethanu (viz Tabulka 2). Navazka 20 byla
provedena z polovi¢niho mnozstvi tak, aby nedoslo k piepIlnéni 10 ml zkumavky — 1,0 ml
triisopropylfosfitu (4 mmol) a 2,7 ml 1,2-dichlorethanu (40 mmol). Navazka 30 byla z divodu
nizkého mnozstvi 1,2-dichlorethanu provedena z dvojnasobného mnozstvi — 4,0 ml
triisopropylfosfitu (16 mmol) a 1,3 ml 1,2-dichlorethanu (19 mmol).

Nejprve byl studovan efekt reakcni teploty za konstantniho reak¢niho Casu (tabulka 2,
navazka 1, 2, 5 a 6). Vznik pozadovaného produktu nebyl pti teplotach 130 a 150 °C viibec
pozorovan (navazka 1 a 2). Pii teplotach 180 a 200 °C jiz vSak diisopropyl-2-
chlorethylfosfonat (1) prokazatelné¢ vznika (navdzka 5 a 6). ProdluZovanim reakéni doby se
nasledné dosdhne logicky vyS$si konverze (navazka 10). Dal§im zvySovanim reakcni teploty
nad 200 °C bylo sice primarné¢ dosazeno vyssi konverze, ale pti vzniku niz§iho mnozstvi
pozadovaného produktu (navazky 9 a 10). Toto sniZeni je vyvolano urychlenim vedlejsi
elimina¢ni reakce vedouci ke vzniku diisopropyl-fosfonatu (v tabulce oznacéen jako latka C)
za vy$si teploty. Tato vedlejsi elimina¢ni reakce vSak pfi teploté 180 °C prakticky nebyla
pozorovana (navazka 11 a 18). Dalsi vedlejsi reakci je oxidace vychoziho triisopropylfosfitu,
kteréd vede ke vzniku triisopropyl-fosfatu (v tabulce oznacen jako latka D) a je téZ vyznamné
urychlena pti vyssi reakéni teploté (navazky 9 a 10). Oxidaci vychozi latky vlivem
ptitomného kysliku v reakéni smési je ale logicky moZzné potlacit velice jednoduse vysycenim
reakéni smési inertnim plynem, coz bylo udélano a vedlo to i K vyraznému potlaceni oxidace
vychoziho triisopropylfosfitu (navazky 10 a 13). I kratky kontakt reakéni smési se vzduchem
op¢t vede ke zvySeni mnoZstvi oxidované vychozi latky (navazky 13 a 14). Zde je potieba
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jesté zminit, ze samotnd vychozi latka uz v originalnim baleni obsahovala ptiblizné 1%
triisopropyl-fosfatu. Pti vyssich reak¢nich teplotach (>200 °C, navazka 9) je téZ mozné
jednoznacéné pozorovat urychleni tvorby piislusného bisfosfonatu (v tabulce oznacen jako
latka E), ktery pfedstavuje nejhtie oddélitelny vedlejsi produkt pii ptiprave latky 1.

Tabulka 2. Podminky optimalizace ptipravy diisopropyl-2-chlorethylfosfonatu (1).

slozeni reakéni smési dle GC/MS (%)

navazka ¢. c¢as (min) teplota (°C) molarni pomér A:B B C D 1 E poznamka

1 20 130 4:1 98,7 0,0 1,3 0,0 |00 a
2 20 150 4:1 986 0,0 1,4 00 |00 a
3 20 130 4:1 9%,0 0,0 4,0 0,0 | 0,0 a+b
4 20 150 4:1 982 0,0 1,8 0,0 | 0,0 a+b
5 20 180 4:1 93,0 0,0 3.1 39 |00 a
6 20 200 4:1 852 0,0 35 | 114 | 0,0 a
7 20 180 4:1 97,3 0,0 2,7 0,0 |1 0,0 a+b
8 20 200 4:1 95,5 0,0 4,5 0,0 | 0,0 a+b
9 80 210 4:1 86 155 28,7 | 46,7 | 05 a
10 80 200 4:1 155 10,1 20,4 | 54,0 | 0,0 a
11 80 180 4:1 781 00 219 00 |00 a+b
12 80 200 4:1 81,2 00 188 | 0,0 | 0,0 a+b
13 80 200 4:1 00 134 32 | 834 | 0,0 c
14 80 200 4:1 00 139 50 | 811 0,0 d
15 80 190 4:1 195 53 13 | 739 | 0,0

16 80+80 190 4:1 00 120 33 | 848 | 00

17 80 190 4:1 989 0,0 1,1 0,0 | 0,0 c+f
18 160 180 4:1 442 19 14 | 52,6 | 0,0 c
19 160 190 4:1 00 103 22 | 875 0,0 c
20 160 190 10:1 0,0 8,5 2,3 1892100 c
21 160 190 4:1 87,9 00 3,3 8,8 | 0,0 c+g
22 160 190 4:1 853 0,3 35 | 109 | 0,0 c+h
23 160 190 4:1 00 739 237 24 |00 c+i
24 160 190 4:1 829 0,6 3,7 | 128 | 0,0 C+j
25 160 190 4:1 153 130 59 | 658 | 0,0 c+k
26 160 190 4:1 0,0 220 86 [ 695 | 0,0 c+l
27 160 190 3:1 14 112 108 | 76,1 | 05 a
28 160 190 2:1 0,1 135 128 | 723 | 1,3 a
29 160 190 1:1 44 158 143 | 631 | 24 a
30 190 190 1,2:1 00 157 29 | 791 | 23 c

Kde A = 1,2-dichlorethan, B = triisopropylfosfit, C = diisopropyl-fosfonat, D = triisopropyl-fosfat a E =
tetraisopropyl-ethylenbisfosfonat. Poznamka: a (bez sekurace), b (+20 molarnich ekvivalent toluenu), ¢ (5x
sekurovano, viz experimentalni ¢ast), d (5x sekurovano, otevieno pro pristup vzduchu a znovu uzavieno), €
(navazka 15 po reakci oteviena pro piistup vzduchu, uzaviena a zahiivana dal$ich 80 min.), f (+1 molarni
ekvivalent toluenu), g (+10 molarnich ekvivalentt p-xylenu), h (+10 molarnich ekvivalentd tetrahydrofuranu -
THF), i (+10 molarnich ekvivalentt pyridinu), j (+10 molarnich ekvivalentd diglymu), k (+10 molarnich
ekvivalenti CH3;CN), | (+10 molarnich ekvivalentit DMF). Vliv ptidavku organického rozpoustédla byl studovan
pro potieby prutokového MV reaktoru, kde byla nasledné testovana tlakova tésnost celé soustavy pomoci
vhodného rozpoustédla (nesnizujiciho vytézek provadéné MV reakce — tj. CH3CN ¢&i DMF), které bylo pied
pfipojenim reakéni smési z reaktoru vypusténo. Tlakova tésnost reaktoru tedy nemusi byt testovana relativné
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nebezpecénou a toxickou reakéni smési, ale pouze vhodnym rozpoustédlem, jehoz zbytky v MV reaktoru nijak
nesnizuji vytézek reakce.

Pro maximalni potlaceni vedlejsich reakci tak byly dalsi optimalizace provadény vzdy nejvyse
pti teploté 190 °C. Snizeni reakéni teploty bylo logicky spojeno se zpomalenim reakce
(navazky 13 a 15). Prodlouzenim reak¢nich Casti se ale dospélo k vyznamné vys$Sim vytézkim
pozadovaného produktu v porovnani s experimenty pii vyssich teplotach (navazky 13 a 19).
Dal$im snizovanim reak¢ni teploty na 180 °C je mozné vedlejsi reakce jesté vice potladit.
Samotny vznik pozadovaného produktu pak ovSem probiha velice pomalu a po 160 minutach
zahtivani reak¢ni smés obsahuje stale velké mnozstvi vychoziho triisopropylfosfitu (navazka
18). Konec¢na faze optimalizace tak byla délana uz jen pii teploté 190 °C, ktera odpovida
piijatelné reaktivité ve smyslu M-A reakce a nizké tendenci k vedlej$im reakcim. Dalsi tazi
optimalizace bylo sledovani vlivu nadbytku 1,2-dichlorethanu na prib¢h a selektivitu
zkoumané reakce. Bylo pfekvapivé zjisténo, Ze zvySeni nadbytku 1,2-dichlorethanu (navazka
19) vede piekvapivé pouze k mirnému narustu tvorby diisopropyl-2-chlorethylfosfonatu (1).
Toto nas vedlo k myslence vyrazné snizit nadbytek 1,2-dichlorethanu v reakéni smési. Byly
proto vykondny dalsi optimalizacni kroky a bylo zjiSténo, Ze 1 pf1 molarnim poméru
1,2-dichlorethanu ku triisopropylfosfitu 3:1, 2:1 ¢i dokonce 1:1 dochazi k tvorbé
pozadovaného produktu ve vysokém mnozstvi (navazky 27, 28 a 29), pii nijak velké tvorbé
prislusného bisfosfonatu. Pfi molarnim poméru obou reaktantii 1:1 bylo pozorovéano ¢astec¢né
snizeni reak¢ni rychlosti (coZ je logické s ohledem na fakt, Ze se rychlost reakce fidi kinetikou
druhého tadu). Optimalni reakce tedy byla provedena pti 190 °C pod inertni atmosférou pti
poméru reaktantli témét 1:1 (nadbytek 20% u 1,2-dichlorethanu byl pouzit k potlaceni ztraty
této latky béhem syceni reak¢ni smési argonem, k ¢emuz evidentné u této tékave latky
dochazelo). Pti nalezenych optimalnich podminkach dochézi k tvorbé pozadovaného
diisopropyl-2-chlorethylfosfonatu (1) v uspokojivém vytézku 79%, coz predstavuje i pii
pouhém jednom ekvivalentu 1,2-dichlorethanu zvyseni vytézku o 25% a zkraceni reakéni
doby priblizné 360x vii¢i optimalizovanému postupu z literatury™! (ve kterém byl navic 1,2-
dichlorethan pouzit v nadbytku a mnozstvi odpovidajiciho, t€zko odstranitelného,
bisfosfonatu nebylo viibec sledovano). Postup dle navazky 30 (tabulka 2) tak predstavuje
vyrazné zlepseni piipravy diisopropyl-2-chlorethylfosfonatu (1), ktery je klicovym
meziproduktem pii ptipravé (agrochemicky velmi diilezité) 2-chlorethylfosfonové kyseliny
(ethephon — diskutovano vyse). Pokusy dle navazek 19 a 30 byly opakovany v preparativnim
méfitku a po vakuové destilaci byl izolovan diisopropyl-2-chlorethylfosfonat (1) v ¢istoté
>99,9% (dle GC/MS) a ve vytézku 83% (navazka 19) a 74% (navazka 30).

Predevsim pro potieby zjiStovani tésnosti pii potencialni aplikaci pritokového reaktoru byl
studovan vliv ptfitomnosti riznych organickych rozpoustédel na pribeh sledované reakce
(toluen —navazky 11 a 12, xylen — navazka 21, THF — navazka 22, pyridin — navazka 23,
diglym — navazka 24, acetonitril — navazka 25 a DMF navazka 26). U pritokového reaktoru je
vyhodné nejdiive otestovat tlakovou tésnost celé aparatury pied samotnou reakci pomoci
ohfevu vhodného organického rozpoustédla (namisto potencidlné ¢i redln€ jedovaté reakéni
smési), které ovsem neni nutné nasledné€ uplné odstranit z reakcni aparatury, nebot’ jeho
ptitomnost neovliviiuje prubeh studované M-A reakce. Bylo zjisténo, ze reakci je mozné bez
vyrazné zmény provést v DMF ¢i acetonitrilu (navazky 26 a 25). Reakce v DMF je
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prokazatelné rychlejsi (navazka 26), ale pouziti acetonitrilu (navazka 26) vede evidentné

k tvorbé niz§iho mnozstvi vedlejSich produktt. Proto byl acetonitril vybran pro nasledovné
zjisStovani tlakové tésnosti aparatury (¢i miize poslouzit pii reakcich pevnych nerozpustnych
sloucenin). Velkym ptekvapenim bylo Uplné zastaveni sledované reakce pridanim toluenu do
reak¢ni smési (navazky 11 a 12). Pozorovany efekt ptidavku toluenu je tak silny, ze staci
pridavek jediného ekvivalentu toluenu do reak¢éni smési na uplné zastaveni tvorby latky 1
(navazka 17), kde za jinak identickych podminek vznika vice jak 73% pozadovaného
produktu (navazka 15). Tento efekt toluenu je jesté vice piekvapujici po prozkoumani
literatury, ktera uvadit?® 3 e toluen byl n¢kolikrate ispé$né pouzit jako vhodné
rozpoustédlo pi1 M-A reakcich (které vSak byly ohfivany olejovou ldzni a ne tedy pomoci
MV). S ohledem na vysoké reakéni teploty nebylo mozné udélat dostate¢né vérohodny
kontrolni experiment pfi zahfivani pomoci olejové 1azné a studovat tak vlastni efekt MV
zateni (studovan pfi ptipravé latky 5, viz dale).

Pro zjiSténi reprodukovatelnosti tohoto postupu pro rizné MV reaktory byl stejny pokus
opakovan za jinak identickych reakénich podminek v MV reaktoru typ 11 (viz experimentalni
¢ast —5.1.). Dle GC/MS analyzy obsahovala tato nova reakéni smés prakticky stejna mnozstvi
vSech komponent. Jedinym rozdilem bylo to, ze pro dosazeni stejné miry konverze bylo
potieba prodlouzit reakéni dobu o 40 minut, coz je v logickém souladu s konstrukénimi
rozdily obou reaktort. Typ II (na rozdil od typu I) neposkytuje sousttedény MV vykon do
centra reakéni nddoby a tak je pro stejnou miru MV zéieni potieba delsi reakcni Cas.

Dalsi studovanou M-A reakci byla piiprava diisopropyl-2-(2-chlorethoxy)ethylfosfonatu (2),
ktery je klicovym synthonem pro piipravu tzv. PEE derivatt (obr. 31). PEEH a PEEG jsou
vysoce uc¢innymi inhibitory hypoxanthinguaninxanthinfosforibosyltransferazy prvoka
Plasmodium falciparum a mohou tak poslouZit jako potencialni 1¢ky na malérii™®®. Popsana
piiprava latky 2 (diethylesteru) poskytuje pozadovany produkt ve velmi variabilnim a
neuspokojivém vytézku (0-50%)[144]. Pro ziskani Cisté latky je navic potiebna precizni
chromatograficka separace.
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Schéma 2. Piiprava diisopropyl-2-(2-chlorethoxy)ethylfosfonatu (2) reakci 2,2'-
dichlordiethyletheru s triisopropylfosfitem za sou¢asného vzniku diisopropyl-fosfonatu a
triisopropyl-fosfatu jako vedlejsich produkta.

Vlivem analogie s predchazejici reakci byly bez jakékoliv optimalizace aplikovany podminky
odpovidajici navazkam 19 a 30 (z tabulky 2) v preparativnim métitku. Pozadovany
diisopropyl-2-(2-chlorethoxy)ethylfosfonat (2) byl po vakuové destilaci izolovan v ¢istoté
>99,9% (dle GC/MS) a ve vytézku 81% (analogie navazky 19, tabulka 2) a 73% (analogie
navazky 30, tabulka 2, tento pokus byl proveden ve vétsi reakéni nadobé o objemu 80ml), coz
demonstruje Sirokou aplikovatelnost nalezenych optimalnich podminek.
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Vlivem vysoké dilezitosti latky 2 pti hledani novych PEE derivatl jako potencialnich €kt na
malarii bylo zadano ptipravit minimalné 200 g diisopropyl-2-(2-chlorethoxy)ethylfosfonatu
(2). Proto byla stejna reakce provedena i v MV pritokovém reaktoru, jehoz tlakova tésnost
byla nejdiive testovana pomoci zahtivani samotného acetonitrilu (viz vyse). Pomér vychozich
latek byl opét volen v analogii s navazkou 30 (tabulka 2, tzn. 1:1,2). Reak¢ni smés byla poté
MYV zahtivéna tak, ze reakéni teplota postupné vzrustala ze 120 °C na 210 °C v krocich po 10
°C behem 7 h pti pratoku 40 ml/min, kdy se ¢astecné zreagovana reakéni smés vracela zpét
do zasobni banky. Po kazdém navyseni byl odebran vzorek reakéni smési opoustéjici MV
reaktor na GC/MS analyzu (viz Tabulka 3). Po 20 minutach pti 210 °C doslo dle GC/MS
analyzy reak¢éni smési k plné konverzi. Pozadovany diisopropyl-2-(2-chlorethoxy)ethyl-
fosfonat (2) byl po vakuové destilaci izolovan v ¢istoté >99,9% (dle GC/MS) a ve vytézku
70% (249 g). Namétena data v tabulce 3 jsou opét v souladu s predchazejicimi pozorovanimi,
kdy samotna reakce probihd uspokojivou rychlosti od teploty 180 °C.

Tabulka 3. Podminky optimalizace ptipravy diisopropyl-2-(2-chlorethoxy)ethylfosfonatu (2)
Vv pritokovém mikrovlnném reaktoru.

slozeni reakéni smési dle GC/MS (molarni %)

vzorek teplota (°C) B C D 2
1 120 91,0 3,7 15 3,8
2 140 88,0 3,1 1,6 7,3
3 150 83,4 4,5 1,9 10,2
4 160 78,9 54 2,4 13,4
5 170 64,6 7,3 2,3 25,8
6 180 38,6 9,2 2,3 50,0
7 190 19,2 11,6 2,6 66,5
8 200 11,2 12,8 2,2 73,9
9 210 0,0 15,5 2,4 82,0

Kde B = triisopropylfosfit, C = diisopropyl-fosfonat a D = triisopropyl-fosfat.

Dalsi otdzkou byla ptenositelnost nalezenych podminek na dihalogenalkany obsahujici jiné
atomy halogent. Z tohoto diivodu byla provedena optimalizace ptipravy diisopropyl-2-
bromethylfosfonatu (3) s vyuzitim opét MV reaktoru typ I (schéma 3).
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Schéma 3. Piiprava diisopropyl-2-bromethylfosfonatu (3) reakci 1,2-dibromethanu s
trissopropylfosfitem za soucasného vzniku diisopropyl-fosfonatu, triisopropyl-fosfatu a
tetraisopropyl-ethylenbisfosfonatu jako vedlejSich produkta.

Pomér vychozich latek byl volen v analogii s navazkou 30 (tabulka 2, tzn. 1:1,2). Jak ukazuje
tabulka 4, byl opét sledovan vliv reak¢ni teploty na rychlost studované reakce. Dle oc¢ekavani
bylo zjisténo, Ze reakce probiha jiz pti 130 °C, pti kterych je potieba 120 minut pro dosazeni
plné konverze. Dobrych vytézki latky 3 bylo prekvapivé dosazeno i pti vyssich teplotach
(navazka 5 a 6), kde nebyl pozorovan vyznamny naruast tvorby vedlejSich produkti. Ptipravu
diisopropyl-2-bromethylfosfonatu (3) je tak mozné uskute¢nit diky MV zahtivani za 10 minut
pii teploté 170 °C. Pokus pti 170 °C byl opakovan v preparativnim métitku, kde byl po
nasledné vakuové destilaci ziskan pozadovany produkt ve vytézku 84%. Dle GC/MS analyzy
obsahoval izolovany produkt tetraisopropyl-ethylenbisfosfonat v mnozstvi 2,6% (v tomto
piipadé€ se tedy nepodatilo ziskat jednou vakuovou destilaci absolutné Cisty produkt).

Tabulka 4. Podminky optimalizace ptipravy diisopropyl-2-bromethylfosfonatu (3).

slozeni reakéni smési dle GC/MS (molarni %)

navazka ¢. teplota (°C) ¢as (min) B C D 3 E
1 130 30 41,5 2,6 2,0 53,4 0,4
2 130 60 9,7 2,1 2,5 83,8 2,0
3 130 90 2,5 2,9 3,3 89,0 2,3
4 130 120 0,0 2,7 3,8 90,5 31
5 150 30 0,7 4,0 4,9 87,3 3,0
6 170 10 0,0 44 44 88,7 2,5

Kde B = triisopropylfosfit, C = diisopropyl-fosfonat, D = triisopropyl-fosfat a E =
tetraisopropyl-ethylenbisfosfonat.

Dalsi studovanou M-A reakci (schéma 4) byla piiprava diisopropyl-brommethylfosfonatu (4),
ktery je syntetickym ekvivalentem dfive zminovaného tosyloxymethylfosfonatu a je tak
alternativnim synthonem pro piipravu derivati hydroxymethylfosfonové kyseliny (viz
teoreticky ivod).
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Schéma 4. Ptiprava diisopropyl-brommethylfosfonatu (4) reakcei 1,2-dibrommethanu s
trissopropylfosfitem za soucasného vzniku diisopropyl-fosfonatu, triisopropyl-fosfatu a
tetraisopropyl-methylenbisfosfonatu jako vedlejsich produktu.

Vlivem analogie s prechazejici reakci byly bez jakékoliv optimalizace aplikovany podminky
odpovidajici navazce 5 (z tabulky 4) v preparativnim métitku. PoZzadovany diisopropyl-
brommethylfosfonat (4) byl po vakuové destilaci izolovan v Cistoté >99,9% (dle GC/MS) a ve
velmi uspokojivém vytézku 78%, coz opét demonstruje Sirokou aplikovatelnost nalezenych
optimalnich podminek vzdy pro jednotlivé halogeny. Ziskana latka 4 byla nasledné
mnohokrate pouzita pii feSeni zadané disertacni prace. Postup popsany v sekci 5.3.4. tak byl
vicekrat opakovan a bylo zjisténo, ze uvadény vytézek je vysoce reprodukovatelny (75-80%).

Pro zjisténi celé Sitky aplikovatelnosti MV zahtivané M-A reakce byla studovana ptiprava
diisopropyl-jodmethylfosfonatu (5) reakci dijodmethanu s triisopropylfosfitem (schéma 5).
Nejdiive jsme se snazili provést kontrolni experiment (pro studium vlastniho efektu MV
zéateni) pomoci ohievu reakéni smési klasickou metodou (pomoci olejové 14zné€). Tento
experiment byl jiz popsan v literature™™*!, ale nase opakované snazeni poskytlo pozadovany
diisopropyl-jodmethylfosfonat (5) ve vytézku maximalné 14% (5-14%; oproti publikovanym
47%, nasim hlavnim produktem byl tetraisopropyl-methylenbisfosfonat).
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Schéma 5. Piiprava diisopropyl-jodmethylfosfonatu (5) reakci dijodmethanu s

trissopropylfosfitem za soucasného vzniku diisopropyl-fosfonatu, triisopropyl-fosfatu a
tetraisopropyl-methylenbisfosfonatu jako vedlejSich produktii.

Vlivem pfitomnosti reaktivnéj$iho halogenu byla opét provedena optimalizace reakénich
podminek s vyuzitim MV reaktoru typ I (viz tabulka 5). Studovana reakce probiha (v souladu
S ocekavanim) jiz pfi vyrazné nizsi teploté (90-100 °C) nez piedchazejici zameény atomu
chloru a bromu. Vyrazné&jsi byla i tendence k tvorbé piislusného bisfosfonatu (a to i pfi
Ctyfnasobném piebytku dijodmethanu, navazka 2, tabulka 5). Pribéh reakéni teploty pii
navazce 2 (tabulka 5) vykazoval dramaticky skokovy narlist métené teploty po prohtati
reakéni smési ptiblizn€ na 90 °C. Tento jev byl nasledné intenzivné zkouman. Nejprve bylo
zjiSté€no, Ze tvorbu prisluSného bisfosfonatu a i ono skokové prehiati reakéni smési je mozné
castecné potlacit snizenim hodnoty maximélniho aplikovaného MV vykonu (snizeni z 300 W
na 50 W, navazky 2 a 3, tabulka 5), kdy dochazi k pomalej$imu a rovnomérnéjSimu
prohfivani reakéni smési. Efekt maximalniho MV vykonu byl studovan vzhledem k moznosti
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lokaIniho piehtivani pti aplikaci maximalniho dosazitelného MV vykonu. Pro studium onoho
skokového prehrati reakéni smési byly pripraveny dvé modelové reakce. V obou reak¢énich
smésich byl identicky pomér vychozich latek (1:1). Obé navic byly prohiivany absolutné
identickou rychlosti pomoci nastaveni konstantniho MV vykonu (30W). Obrazek 45
znazornuje prabéh reakéni teploty u tohoto prvniho kontrolniho pokusu, ve kterém je jasné
pozorovatelny teplotni Sok (exploze) pti 90 °C, ktery vede k nekontrolovatelnému ohifevu
reakéni smési az na 115 °C (coz nasledné zplisobuje onu vétsi tendenci k tvorbé piislusného
bisfosfonatu). Pti ptipravé samotnych reakénich smési byl pozorovan lom svétla na rozhrani
dvou ,,nemisitelnych* kapalin. Vychozi latky se totiz vyznacuji velmi vysokym rozdilem
hustot a tak i po intenzivnim rozmichani dojde béhem par minut opét k vytvoieni dvou
(organickych) vrstev. Toto pozorovani vsak nabizi logické vysvétleni pozorovaného
fenoménu skokového prehtati reakéni smési. Dveé nemisitelné kapaliny jsou nejdiive
zahtivany MV zafenim. Vlivem velmi nizké pravdépodobnosti setkani obou reaktantti (dveé
faze) dochazi 1 pti jinak dostatecné reakeni teploté k téméf nulové tvorbé pozadovaného
produktu. Reakéni smés je nasledné zahiivana dale na vyssi a vyssi teplotu, béhem ¢ehoz
dojde k tvorbé dostate¢ného mnozstvi pozadovaného produktu nato, aby pomohl vytvofrit
homogenni reak¢ni smes. Tato prehiatd homogenni reakéni smés nasledné bouflive reaguje a
vlivem exotermniho pribéhu dochéazi ke skokovému prehrati reakéni smési, coz vede

ke zvysené produkci nezadouciho bisfosfonatu.
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Obrazek 45. Prub¢h reakeni teploty modelové reakce pii piipraveé diisopropyl-
jodmethylfosfonatu (5) s vyuzitim konstantniho MV vykonu 30W — teplotni Sok (explozi) pti
90 °C, ktery vede k nekontrolovatelnému ohievu reakéni smési az na 115 °C.

Pro potvrzeni této myslenky bylo do reakéni smési druhého kontrolniho pokusu ptidano i
malé mnozstvi (3%) diisopropyl-jodmethylfosfonatu (5). Na obrazku 46 je mozné vidét
potvrzeni navrzené teorie, kde jiz nedochazi ke skokovému piehtati reakéni smési za jinak
identickych podminek kontrolniho experimentu.

Tohoto elegantniho feSeni ,,zhomogenizovani reakéni smési pomoci pouhych 3% latky 5
bylo nasledné vyuzito pro dal$i optimalizaci reakénich podminek ptipravy diisopropyl-
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jodmethylfosfonatu (5). Z porovnani vysledki navazky 3 a 5 (tabulka 5) je vidét vyznamné
zlepSeni vytézku pozadovaného produktu.
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Obrazek 46. Prib¢h reakéni teploty modelové reakce pii ptipravé diisopropyl-
jodmethylfosfonatu (5) s vyuzitim konstantniho MV vykonu 30W — ptidavek 3% produktu do
reak¢ni smési vede k hladkému pritbéhu reakce.

Tabulka 5. Podminky optimalizace ptipravy diisopropyl-jodmethylfosfonatu (5).

slozeni reak¢ni smési dle GC/MS (molarni %)

Cas teplota molarni

navazka ¢.  (min) (°O) pomér |:B B C D 5 J pozn.
1 15 80 4:1 93,8 0,6 15 4,1 0,0 a
2 120 90 4:1 49 8,9 7,4 73,5 5,3 a
3 120 90 4:1 57 6,4 6,7 79,3 1,9 a+b
4 120 90 4:1 9,6 0,7 2,3 87,4 0,0 a+b+c
5 150 90 4:1 2,3 1,2 4,1 92,4 0,0 a+b+c
6 60 100 4:1 0,0 2,2 2,1 95,5 0,2 a+b+c
7 180 90 2:1 0,5 1,6 3,2 94,6 0,1 a+b+c
8 180 90 1:1 6,7 2,7 3,4 87,1 0,1 a+b+c
9 200 90 1:1 0,2 3,1 3,6 92,8 0,3 a+b+c

Kde B = triisopropylfosfit, C = diisopropyl-fosfonat, D = triisopropyl-fosfat a J =
tetraisopropyl-methylenbisfosfonat. Poznamka: a (5x sekurovano), b (max. vykon 50W), ¢
(+0,1 ml latky 5).
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Kombinaci sniZzeni maximalniho aplikovaného MV vykonu a ptidanim latky (5) do reakéni
smési se tak dosahne zvyseni vytézku latky (5) o ptiblizné¢ 20% (navazky 2 a 5, tabulka 5).
Ptidanim pozadovaného produktu do reakéni smési se ale predevsim docili ipIného zamezeni
tvorby tézko odstranitelného tetraisopropyl-methylenbisfosfonatu. Pii zvySeni reakéni teploty
na 100 °C doslo k logickému urychleni pozadované reakce, které ovsem bylo provazeno opét
urychlenim tvorby nezadouciho bisfosfonatu (navazky 5 a 6, tabulka 5). Pro dalsi optimalizaci
tak byla vybrana teplota 90 °C. Stejn¢ jako u predchazejicich reakcei byl nasledné studovan
vliv pfebytku dihalogenalkanu (navazky 7, 8 a 9; tabulka 5). Pii 90°C, sniZzeni maximalniho
aplikovaného vykonu na 50 W a pfi pridavku 3% diisopropyl-jodmethylfosfonatu bylo mozné
snizit pom¢&r reaktantd az na 1:1 pii dosazeni velmi vysokého vytézku >92% (navazka 9,
tabulka 5). Navazka 9 byla nasledné opakovana ve vétsim métitku. Pozadovany diisopropyl-
jodmethylfosfonat (5) byl po vakuové destilaci izolovan v Cistoté >99,9% (dle GC/MS) a ve
velmi uspokojivém vytézku 86%.

Pro zjiSténi reprodukovatelnosti predkladdaného feSeni pro riizné MV reaktory byl tento pokus
opakovan za jinak identickych reakénich podminek v MV reaktoru typ 11 (viz experimentalni
¢ast — 5.1.). Dle GC/MS analyzy obsahovala tato nova reakéni smés prakticky stejna mnozstvi
vSech komponent. Jedinym rozdilem bylo to, ze pro dosazeni stejné miry konverze bylo
potieba prodlouzit reakéni dobu o 40 minut, coz je v logickém souladu s konstrukénimi
rozdily obou reaktorti. Typ II (na rozdil od typu I) neposkytuje soustiedény MV vykon do
centra reakéni nddoby a tak je pro stejnou miru MV zéieni potieba delsi reakcni Cas.

Byl téz znovu proveden kontrolni experiment se zahfivanim reakéni smési pomoci olejové
lazné. Pti podminkach identickych navazce 9 (tabulka 5, tzn. i s ptidanim 3% latky 5) bylo po
vakuové destilaci ziskdno pouhych 37% pozadovaného produktu, coz je vyrazné nizsi vytézek
nez po experimentu s MV ohfevem (86% viz vySe). Tato hodnota uz 1épe odpovida uda;ji

z literatury™**®! (analogicky pokus bez piidavku latky 5, tak jak je uveden v literatuie, oviem
vedl jiz k dfive zmiflovanému vytézku 14%). Studované reakce tedy poskytuji pti
mikrovinném zahtivani vyrazn¢ vyssi vytézky pozadovanych dialkyl-fosfonatt (bez
vyznamné tvorby piislusnych bisfosfonatli) oproti experimentiim ohiivanym klasickym
pienosem tepla. Vysvétlenim toho pozorovani je spise zajisténi homogenniho prohiivani
reakéni smési (kde nedochdzi ani k lokalnimu pfehfivani reakéni smési — jako napft. na
sténach baiiky pfi ohfevu olejovou lazni) nez néjaky ,,specidlni mikrovinny efekte46-148]

Ke zvyseni kapacity ptipravy byla provedena optimalizace reakce dijodmethanu

s triisopropylfosfitem s vyuzitim MV reaktoru typ 111 s 250 ml reakéni nadobou (viz
experimentalni ¢ast — 5.1.). Triisopropylfosfit (113 ml; 470 mmol) a dijodmethan (38 ml; 470
mmol) byly ptedloZzeny do MV reakéni nddoby o objemu 250 ml, reakéni smés byla nasledné
sekurovana vzdy 5x a poté MV zahtivana dle Tabulky 6 vzdy po dobu 160 minut. Bylo
zjiSté€no, Ze reakce probihd uspokojivou rychlosti aZ pfi teploté 110°C (navazka 2, tabulka 6).
Zdanlivé zvyseni potfebné reakeni teploty v rektoru typ III (tabulka 6) vi¢i hodnotam
ziskanym s reaktorem typ I (tabulka 5) je mozné vysvétlit rozdilnou technikou méteni reakéni
teploty. V reaktoru typ III je reak¢ni teplota méfena pomoci vnitiniho ¢idla, zatimco u
reaktoru typ I je méfena pomoci infracerveného ¢idla, které méti predevsim teplotu na
povrchu reakéni nddoby a v samotné reakéni smési je tak teplota vyssi (pfiblizné o 20 °C). Pfi
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120°C dochéazi k tvorbé pozadované latky v uspokojivém vytézku (navazka 3, tabulka 6).
Dalsi zvySovani reakéni teploty uz opét vedlo k urychleni tvorby ptislusného bisfosfonatu
(navazky 5 a 6, tabulka 6). Byl téz proveden jeden kontrolni pokus, kde nebyla ptidana latka
5, coz vedlo k vyraznému poklesu vytézku pozadovaného produktu a urychleni tvorby vSech
vedlejSich produkti (navazky 3 a 4, tabulka 6). Byl také opét studovan efekt maximalniho
MV na slozeni reakéni smési vzhledem k moznosti lokalniho piehiivani. Bylo zjisténo, ze
aplikaci MV zafeni o maximalnim vykonu 100 W se vyznamné zvysuje vytézek diisopropyl-
jodmethylfosfonatu (predevsim vlivem ptiblizn¢ dvojnasobného snizeni tvorby tetraisopropyl-
methylenbisfosfonatu). Po vakuové destilaci navazky 5 (tabulka 6) byl izolovan diisopropyl-
jodmethylfosfonat (5) v Cistoté >99,9% (dle GC/MS) a ve velmi uspokojivém vytézku 80%.

Tabulka 6. Podminky optimalizace ptipravy diisopropyl-jodmethylfosfonatu (5) ve vétsim
métitku s vyuzitim MV reaktoru typ III.

slozeni reakéni smési dle GC/MS (molarni %)

navazka maximalni vykon  teplota

& (W) (°C) B C D 5 J  poznamka
1 200 100 51,2 15 32 43,9 0.2 a+b

2 200 110 12,5 23 46 80,1 05 a+b

3 200 120 0,0 41 6,0 85,4 45 a+b

4 200 120 0,0 10,4 11,4 70,5 7.7 a

5 100 120 0,0 38 6,2 87,9 2,1 a+b

6 100 130 0,0 48 5.2 84,5 55 a+b

Kde B = triisopropylfosfit, C = diisopropyl-fosfonat, D = triisopropyl-fosfat a J =
tetraisopropyl-methylenbisfosfonat. Poznamka: a (5x sekurovano), b (1 ml latky 5).

Dalsim pokusem bylo otestovani pouzitelnosti triethylfosfitu pro studované reakce. Pii jeho
reakci ve smyslu M-A reakce totiz vznika ethylhalogenid, ktery je ovSem stejné dobrym
substratem pro M-A reakce jako pouzivané dihalogenalkany. Tento pokus byl tedy proveden
spiSe pro demonstraci vyhodnosti pouziti triisopropylfosfitu (u kterého nasledné vznika
isopropylhalogenid, ktery je vlivem sterického branéni $patnym substratem této M-A reakce
probihajici mechanismem Sn2). Byl proto ucinén pouze jediny pokus, do kterého byl
nadavkovan triethylfosfit spole¢né se ¢tyfmi ekvivalenty 1,2-dichlorethanu. Tato reakéni smés
byla po vysekurovani zahtivana pomoci MV reaktoru typ I na teplotu 190°C po dobu 120
minut (analogie navazky 19, tabulka 2). Dle o¢ekavani byla obdrzena bohatd smés produktii
obsahujici mimo dfive uvadénych vedlejsich produkti také diethyl-ethylfosfonat v mnoZstvi
15%. U této reakce byla i pfi vysokém nadbytku (3 ekvivalenty) 1,2-dichlorethanu
pozorovana vyznamna tvorba piislusného bisfosfonatu (3%). I ptes vyse uvedené skutecnosti
obsahovala reakéni smés (dle GC/MS) minimaln€ 77% pozadovana latky 6. Po opatrné
vakuové destilaci ziskané reakéni smési byl izolovan diethyl-2-chlorethylfosfonat (6) v Cistoté
>99% (dle GC/MS) a v akceptovatelném vytézku 62%. Vlivem podobné tékavosti 1,2-
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dichlorethanu s chlorethanem neni mozné tento vznikajici vedlejsi produkt z reakéni smési
jednoduse odstranovat a ani dalsi optimalizace tak nemuze pfili§ potlac¢it vznik diethyl-
ethylfosfonatu (dalsi pokusy tak délany nebyly).

0]
j + \/'g:g\/

Schéma 6. Piiprava diethyl-2-chlorethylfosfonatu (6) reakci 1,2-dichlorethanu s
triethylfosfitem za souc¢asného vzniku diethyl-fosfonatu, triethyl-fosfatu, diethyl-
ethylfosfonatu a tetraethyl-ethylenbisfosfonatu jako vedlejSich produktu.

Dalsi studovanou reakci byla potencialni reakce dibrommethanu s tris(2-chlorethyl)fosfitem,
kde se dalo ptedpokladat, Ze vlivem vysokého rozdilu reaktivity riznych halogent dojde
preferencné k intermolekularni M-A reakci (schéma 7). Dle vySe uvadénych pozorovani totiz
reaguji dibromalkany ve smyslu M-A reakce uz pii 130 °C, zatimco dichloralkany az pti
teplotach nad 180 °C. Pti aplikovani podminek analogickych optimalnim podminkam pro
piipravu latek 3 a 4 (navazka 6, tabulka 4) vSak byl pozorovan vznik jediného majoritniho
produktu, kterym byl bis(2-chlorethyl)-2-chlorethylfosfonat (7). Dle GC/MS analyzy
obsahovala ziskana surova reakéni smés bis(2-chlorethyl)-2-chlorethylfosfonat v mnozstvi
>90%. Po vakuové destilaci byl izolovan bis(2-chlorethyl)-2-chlorethylfosfonat (7) v Cistoté
>99,9% (dle GC/MS) a ve velmi vysokém vytézku 83%. Intramolekularni substitu¢ni reakce
chloru (ve smyslu M-A reakce), tak je vyrazné rychlejsi nez intermolekularni substituce
bromu.
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Schéma 7. Tvorba bis(2-chlorethyl)-2-chlorethylfosfonatu (7) pii MV zahtivani smési tris(2-
chlorethyl)fosfitu a dibrommethanu.
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Pro dokonceni celé série diisopropyl-2-halogenalkylfosfonati byl pfipraven i diisopropyl-2-
jodethylfosfonat (8). U této latky bylo vlivem vysoké ceny 1,2-dijodethanu ptistoupeno

k jinému zptsobu piipravy. Vlivem vysoce optimalizované a levné piipravy latky 1 bylo
vyuzito Finkelsteinovy reakce diisopropyl-2-chlorethylfosfonatu (1) se susenym jodidem
sodnym v suchém acetonu (Schéma 8). Pozadovany diisopropyl-2-jodethylfosfonat (8) byl po
nasledné vakuové destilaci ziskan ve vysoké Cistoté >99,9% (dle GC/MS) a ve velmi
vysokém vytézku 88%.

o
b-© Nal O
c \OT >0

1 8

Schéma 8. Piiprava diisopropyl-2-jodethylfosfonatu (8) reakci diisopropyl-2-
chlorethylfosfonatu (1) s jodidem sodnym.

3.2. Pripravy fosfonovych kyselin pomoci mikrovinné zahrivané hydrolyzy
prisluSnych diestertu

Pomoci latek ptipravenych v sekci 3.1. je mozné piipravit celou paletu riznych diestert
fosfonovych kyselin. Dal§im logickym stupném optimalizaci piiprav fosfonatt nukleosidi (a
fosfonovych kyselin obecn¢) je hydrolyza ptislusnych diesterii na odpovidajici fosfonové
kyseliny. Bazicka hydrolyza diesteri fosfonovych kyselin skyta fadu tskali. Prvnim je fakt, Ze
vlivem tetrahedralniho uspofadani na atomu fosforu je téméi nemozna hydrolyza
mechanismem Bac2. Jedinou schiidnou moznosti je hydrolyza mechanismem B 2, které
ovSem podléhaji pouze estery s primarnimi alkoholy (nejlépe methyl estery). I v tomto
piipadé€ se ale hydrolyza diesteru zastavi ve stadiu stabilniho monoesteru, ktery uz dalsi
hydrolyze (vlivem piftomného zaporného naboje) nepodléha™). Stericky bransné
diisopropylestery se hydrolyzuji na ptislusné monoestery pouze za drastickych podminek a to
jen silnymi nukleofily (jako napf. azidy)[lsol.

Jinym Siroce pouzivanym feSenim je kyseld hydrolyza, kterd umoziuje plnou hydrolyzu
dialkyl-fosfonat az na ptislusné fosfonové kyseliny (vice jak 90 tis. citaci v databazi
Chemical Abstracts). Pii vlastni reakci se pak vyuziva hydrolyzy (Stépeni) katalyzované
riznymi Lewisovymi ¢i minerdlnimi kyselinami. V literatufe je popsano pouziti n€kolika
¢inidel a postupil. Prvnim a Siroce laboratorné pouzivanym postupem je reakce s
trimethylsilylbromidem, chloridem & jodidem 18 8% **31%% Trimethylsilylhalogenidy se
pouZzivaji i primyslové, ale jejich aplikace ma fadu zasadnich nevyhod, jako jsou vysoka
cena, korozivni vlastnosti, jedovatost, t€kavost, tendence reagovat se vzduSnou vlhkosti a
Vv neposledni fad€ i tvorba tézko odstranitelnych necistot (ukdzano dale).

Druhou moznosti je hydrolyza katalyzovana silnymi mineralnimi kyselinami. Nej€astéji
pouzivané jsou v tomto ohledu kyseliny halogenovodikové (vice jak 40 tis. citaci v databazi
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Chemical Abstracts). Kyselina bromovodikova je u¢inn&jsi nez kyselina chlorovodikova™®,

ale jeji cena je fadove vyssi. Pti pouziti HBr (stejn€ jako pii pouziti trimethylsilylbromidu)
navic z odstupujici esterové funkce vzniké alkylbromid, ktery je vysoce reaktivnim
alkyla¢nim ¢inidlem. Kyselina chlorovodikova je ¢inidlem nejlevnéj$im, ale jeji reaktivita je
nizka a reakce proto vyzaduji vysoké reakéni teploty a dlouhé zahtivani (desitky az stovky
hodin)™** ¥ vyhodou déle je, Ze vznikajici alkylchlorid je slabsi alkylagni ¢inidlo

Vv porovnani s alkyloromidem, tim se snizuje pravdépodobnost vzniku vedlejSich produktt
(vysoce reaktivni alkyla¢ni ¢inidlo mize vytvaret vedlejsi produkty alkylaci reaktivnich
skupin jako NH; ¢i OH). Mechanismus kysele katalyzované hydrolyzy dialkyl-fosfonatt a
trialkyl-fosfat byl intenzivng studovan™® **! a bylo zjisténo, Ze pti hydrolyze isopropyl &
terc-butyl esterti vznikaji ptislusné stabilni karbokationty. Pribéh reakce je tak mozné oznacit
jako hydrolyzu typu Aai1, kdy nejdfive dochazi k protonaci atomu kysliku esterové funkce.
Tento protonovany ester nasledné odstépuje v rychlost urcujicim kroku ptislusny
karbokationt, ktery dale rekombinuje s ptitomnym chloridovym aniontem za vzniku
alkylchloridu (Schéma 9).

H
(0] O | O | - O |
1_O. + |/Ot §¥e) Cl ' O
R1/|I:>\O R2 —H; R»]/'ID\O R2 —_—— R1/ ||:)\O -+ R2+ ~— R /#:O + R2C|
I I i 1

R2 R2 R2 éz

Schéma 9. Mechanismus kysele katalyzované hydrolyzy dialkyl-fosfonatt (pro alkyly
vytvaiejici stabilni karbokationty).

Dle piedpokladu, Ze je reakce urychlena stabilizaci karbokationtu, mize dojit k urychleni této
hydrolyzy zvySenim polarity prostiedi (jez méa schopnost jesté vice stabilizovat vznikajici
karbokationt). U mikrovinnych ohievii organickych reakci je jako jeden mozny Cinitel, ktery
je zodpoveédny za necekané urychleni studovanych reakci, oznacovan efekt tzv. super-
polarniho prosttedi (které je hypoteticky navozeno oscilujicim magnetickym polem uvnitf
magnetronu)4® 147 1601,

Z tohoto ditvodu bylo logické otestovat moznost urychleni kysele katalyzované hydrolyzy
pomoci mikrovinného zatfeni. Navrhovany postup skyta jesté jednu velkou vyhodu. Pokud se
totiZ pouzije pouze odpovidajici mnozstvi ekvivalentiit HCI na kazdou esterovou funkci, dojde
béhem reakce k uplnému pievedeni kyseliny chlorovodikové na ptislusny alkylchlorid.
Reakci tak neni nutné neutralizovat a nasledné odsolovat. Bylo tedy pracovano s kyselinou
chlorovodikovou o definované molarni koncentraci, tak aby bylo mozné piesné€ a jednoduse
davkovat ekvivalenty HCI (byly pfipraveny roztoky o koncentracich 0,5M a 1M). UZ béhem
prvnich pokusi byla zjiSténa dalsi vyhoda tohoto ptistupu pro hydrolyzu dialkyl-fosfonata.
Pokud je totiz reakce provadéna v uzaviené reakéni nadob¢, dochdzi pti vzristajici teploté
nejdrive (logicky) k nariistu tlaku par kapaliny (obzvlasté pfi teplotach nad bodem varu
kapaliny pfi atmosférickém tlaku). Po dosaZeni nastavené reakéni teploty se ale rychle ustali i
tlak uvnitt reak¢ni nddoby. Pokud ale dochéazi v poZzadované reakci k tvorbé velmi t€kavého
alkylchloridu, je mozné sledovat priib¢h samotné reakce okamzité jen pouze pomoci zmény
tlaku v reakéni nadobé. Toto pozorovani demonstruje zaznam prubéhu reakéni teploty a tlaku
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(jak ho pfimo zaznamenéava pouzity MV reaktor typ I). Obrazek 47 reprezentuje métené
veli¢iny pfi hydrolyze (R)-diisopropyl-1-(2,6-diamino-9H-purin-9-yl)propan-2-
yloxymethylfosfonatu (1 mmol) ve 4 ml 0,5M kyseliny chlorovodikové (tzn. 2 mmol HCI)
pomoci MV reaktoru typ I vedouci k tvorbé (R)-1-(2,6-diamino-9H-purin-9-yl)propan-2-
yloxymethylfosfonové kyseliny (9, schéma 10). Jak je z obrazku 47 jasné vidét, po piiblizné
dvou a pil minutach doslo vlivem MV zahtivani k dosazeni nastavené reakéni teploty (130
°C, teplota znazornéna ¢arkovang). Po této dobé ale stale dochazi k pozvolnému nartstu tlaku
uvniti aparatury (tlak znazornén ¢arou plnou) vlivem vznikajiciho isopropylchloridu. Po
priblizné 7 minutach se nartst tlaku zastavi, coz znamena, ze reakce dospéla do plné
konverze. Toto bylo potvrzeno i opakovanim stejného experimentu, kdy byla reakéni smés
zahtivana bud’ na 4, 5, 6 ¢i 7 minut. Dle provedenych analyz obsahoval vzorek zahfivany na 6
minut jesté stopy vychozi latky. Ve vzorku zahiivaném na 7 minut uz vychozi latka
pozorovana nebyla.
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Obrazek 47. Prubéh tlaku (plnou carou) uvnitt reakéni nddoby pii ptiprave latky 9 (schéma je
znazornéno ve schématu 10). Od sedmé minuty nedochazi k nardstu tlaku, coz znamena, Ze
reakce dospé€la do plné konverze. Pribéh reakéni teploty je znazornén ¢arkované.

Bez zdlouhavych optimalizaci tak bylo mozné provést hydrolyzy celé fady estert S moznosti
okamzitého sledovani pribc¢hu reakce. Schéma 10 znazornuje provedené reakce, kde jsou téz
uvedeny nastavené reakéni teploty, nastavené reakcni Casy, tuéné ¢islo slouceniny

Vv experimentalni ¢asti a v zavorce izolovany vytézek. Bylo tak velmi rychle ptipraveno 8
FAN (ve vysokém vytézku), mezi kterymi byly naptiklad 1 dfive zminované latky jako
PMEG, adefovir ¢i tenofovir. U derivatit DAP byla pozorovana ¢astecna hydrolyza
aminoskupiny Vv poloze 6 za ziskani piislusného guaninového derivatu (pii 140 °C v 1M HCI
vznika ptiblizné 10% tohoto vedlejsiho produktu). Tuto vedlejsi reakci se podafilo vyrazné
potlacit snizenim reak¢ni teploty na 130 °C (pfi prodlouZeni reakéniho ¢asu) a pouzitim 0,5M
HCI.
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Schéma 10. Ptiprava vybranych FAN hydrolyzou ptisluSnych diisopropylesterti (1 mmol)
Vv ptitomnosti kyseliny chlorovodikové (ménici se funkéni skupiny jsou zvyraznény Cerveng).
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Za téchto podminek pak piislusny guaninovy derivat vznika v mnozstvi, které je mensi jak
5%. Zminovanou necistotu je navic mozné jednoduse oddélit od pozadovaného produktu (viz
dale). V pripad¢ adeninovych derivatt bylo t€zké hydrolyzu aminoskupiny v poloze 6 viibec
pozorovat (pii 140 °C v 1M HCI). Odpovidajici hypoxanthinovy derivat totiz vznika

vV mnozstvi mensim jak 2% a jeho separace od pozadovaného produktu je téz jednoducha jako
Vv ptipad¢ guaninového derivatu (viz dale).

Dalsi vyhodou tohoto zptisobu hydrolyzy dialkyl-fosfonatl je moznost provadét hydrolytické
modifikace ve zbytku molekuly (schéma 11). Vlivem toho mohou byt napt. derivaty 6-
chlorpurinu transformovany na ptislusné derivaty hypoxanthinu (latka 17). Derivaty 2-amino-
6-chlorpurinu je pak mozné hydrolyzovat na piislusné derivaty guaninu (latky 11, 18, 19 a 20)
které jsou jinak synteticky tézko dostupné vlivem neochoty guaninu se ptimo a
regioselektivné alkylovat do pozadované polohy 9. Derivaty 2,6-dichlorpurinu je mozné timto
postupem pievést na derivaty xanthinu (latka 21), které jsou synteticky jinak jesté huie
dostupné) ¢i pti opatrném fizeni reakce relativné selektivné dokonce na piislusné derivaty 2-
chlorhypoxanthinu (latka 22). Dalsi vyhodou je, Ze pfi téchto transformacich sta¢i pouzit
pouze jediny ekvivalent HCI na hydrolyzu obou isopropyl estert. Druhd molekula HCI se
totiz generuje sama kysele katalyzovanou hydrolyzou atomu chloru v poloze 6 purinového
kruhu (k této hydrolyze dochézi i pti nizsi teploté nez kterd je potfebna pro hydrolyzu
isopropyl estertt). Pfi hydrolyze derivatl 2,6-dichlorpurinu je teoreticky moZné pouZit pouze
katalytické mnozstvi HCI. Pokusem ale bylo prokéazéano, ze katalytické mnozstvi HCI pro
reakci nestaci vlivem toho, Ze ke kysele katalyzované hydrolyze atomu chloru v poloze 2
purinového zbytku dochézi az pti vyssich teplotach, nez jaké jsou potiebné k hydrolyze
isopropyl esterti. Jeden vznikly ekvivalent (z chloru v poloze 6) tak reaguje spole¢né

s pouzitym katalytickym mnoZzstvim HCI ve smyslu reakce zndzornéné ve schématu 9.
Vsechen HCl se tak spotfebuje na reakci s isopropyl estery (ktera ani nedosdhne vlivem
nedostatku HCI pIné konverze) a neni poté piitomen pro katalyzu hydrolyzy atomu chloru

Vv poloze 2 purinového kruhu. Pfi pouziti jednoho ekvivalentu HCI je ale mozné pozadovanou
reakci uskutecnit (pii zahtivani reak¢ni smési na 150 °C po dobu 20 minut) a piipravit tak
piislusny xanthinovy derivat (latka 21).

Zde je potieba uvést dalsi zajimavy fakt. I ptes 20 let intenzivniho vyvoje FAN a to
pfedevsim v oblasti syntézy derivati adefoviru a tenofoviru je toto prvni zdznam piipravy
latek 20, 21 a 22. U vSech latek byla testovana jejich protivirova aktivita a prekvapivé bylo
zjisténo, ze latka 21 a 22 vykazuji zajimavé (mikromolarni) protivirové aktivity predevSim
viici HSV. Ob¢ latky jsou nyni déle testovany v mySim modelu HSV infekce. Byla tedy
objevena nova podskupina protivirové aktivnich FAN, které nebyly diive zkoumany
pfedevsim vlivem syntetické naro¢nosti. Pro demonstraci byla pfipravena latka 21 pomoci
postuptl analogickych s literaturou. Pod vedenim autora této disertacni prace vypracovala tuto
syntézu studentka (v té dobé druhého ro¢niku bakalarského studia) Pfirodovédecké fakulty
UK — Eliska Prochazkova. Tato syntéza je detailné popsana v jeji bakalatské praci (Zivotni
cyklus a metabolické drahy piivodce malarie a navrh syntézy potencialniho inhibitoru
hypoxanthin-guanin-xanthin-fosforibosyltransferasy; obhajeno na UK v roce 2009) a zde tedy
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uvedeme pouze fakt, Ze se jedna o naro¢nou ¢tyikrokovou syntézu s celkovym vytézkem
necelych 14%.
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Schéma 11. Ptiprava vybranych FAN hydrolyzou ptisluSnych diisopropylesterii (1 mmol)
Vv ptitomnosti kyseliny chlorovodikové za souc¢asné hydrolyzy atomt chloru na purinovém
kruhu (ménici se funkéni skupiny jsou zvyraznény cervene).
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DalSimi pokusy bylo prokazano (schéma 12), ze je tohoto postupu mozno pouzit obecné pro
ptipravu dalSich fosfonovych kyselin. Z latky 1 byl naptiklad pfipraven ve vysokém vytézku
jiz diive zminovany ethephon (23). Dale byla testovana moznost hydrolyzy diethylesterd
FAN (schéma 12). Dle o¢ekavani bylo zjisténo, ze podminky dostacujici pro plnou hydrolyzu
diisopropyl esterti nedostacuji pro uplné odreagovani odpovidajicich diethyl esterti. Vlivem
daleko méné stabilniho ethylového karbokationtu - ethylia (v porovnani s isopropylovym —
prop-2-yliem) je nutno pro dosazeni plné konverze prodlouzit reakéni ¢as priblizné tiikrat.
Popisovany postup byl téz uspésné vyuzit pro hydrolyzu FAN odvozenych od kyseliny
2-hydroxyethylfosfonové (latka 24).
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Schéma 12. Testovani §irSi platnosti popisovaného postupu. Hydrolyza riiznych druht
dialkyl-fosfonatd.

Jinou velmi vyznamnou vlastnosti tohoto postupu jsou moznosti velmi jednoduché izolace
ptipravenych latek. Pracuje se totiz v relativné hodné koncentrovanych roztocich (0,25M az
1M). Vlivem toho, Ze je vS§echen HCI béhem reakce spotiebovan, dochézi casto

k samovolnému a kvantitativnimu vylouéeni poZzadovaného produktu (FAN obsahujici
bazickou nukleobazi jsou totiz latky tvofici vlivem pfitomnosti kyselého zbytku kyseliny
fosfonové dobie znamé obojetné ionty — FAN se V literatufe vzdy zapisuji ve forme své
dikyseliny a proto i v tomto textu je zminovany zvyk zachovan, a¢ jsme si védomi toho, ze
popisované FAN se ¢asto vyskytuji ve formé ptislusného obojetného iontu a kreslené
struktury tak presn€ neodpovidaji realit¢). FAN vytvarejici obojetné ionty vykazuji okolo
neutrdlniho pH velmi nizkou (Casto témét nulovou) rozpustnost ve vod¢. Pripravené latky se
tak Casto samovoln€ vylucuji z reakéni smési a nasledné je staci pouze odsat na frit€ a promyt
vodou, ethanolem a acetonem, ¢imz se ziskaji FAN s Cistotou > 98%. Jiz dfive bylo uvedeno,
ze pii hydrolyzach derivati DAP a adeninu byla pozorovana ¢aste¢na hydrolyza
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aminoskupiny Vv poloze 6 purinového kruhu. Vznikajici derivaty hypoxanthinu a guaninu ¢i
dokonce xanthinu jsou latky s mnohonasobné vyssi rozpustnosti ve vod¢ a tak i pfi jejich
castecném vzniku dochédzi k samovolnému vylu¢ovani Cistych (pozadovanych) derivati DAP
¢i adeninu.

V ptipadé, Ze je pozadovanym produktem FAN nesouci jako nukleobézi guanin, hypoxanthin
¢i xanthin, je mozné provést izolaci téz velice jednoduse a to jen pfidanim acetonu do reakéni
smési. FAN a itada dalsich fosfonovych kyselin (jako napft. ethephon 23) jsou latky prakticky
nerozpustné v acetonu a jeho ptidavek tak vede ke kvantitativnimu vylouceni pozadovaného
produktu. Jak je uvedeno vyse, pii ptipravach xanthinovych derivata je potfeba pouzit 1
ekvivalent HCI. Dva dalsi ekvivalenty se béhem hydrolyzy 2,6-dichlorpurinovych derivatt
vytvoii a po reakci tak reak¢ni smés obsahuje stale jeden ekvivalent HCI. Xanthin a jeho
derivaty ale nejsou dostate¢né bazické pro tvorbu prislusnych hydrochloridﬁ[ml] atak po
piidani acetonu opét dochazi k vylouceni ¢istého FAN nesouciho xanthinovou nukleobézi.
Bylo téZ zjisténo, Ze pro iniciaci krystalizace xanthinovych FAN je lepsi misto acetonu pouZzit
kyselinu octovou.

Jiz diive bylo zminéno, Ze pii pouZiti trimethylsilylbromidu dochézi k tvorbé€ velmi tézko
odstranitelnych necistot. Pomoci detailni elementarni analyzy bylo zjisténo, ze FAN 9
ptipraveny pomoci trimethylsilylbromidu (dle literaturym]) obsahuje az pét hmotnostnich
procent kiemiku. Latka 9 pfipravena dle schématu 10 neobsahuje dle detailni elementarni
analyzy ani kiemik ¢i chlor a dle HPLC vykazuje Cistotu > 98%. Po rekrystalizaci z vody byla
po pridani acetonu izolovana latka 9 ve farmaceutické Cistoté (> 99,5% dle HPLC). Citovana

multiprvkova analyza byla provedena pomoci rentgenového fluorescencéniho analyzatoru
SPECTRO iQ Il (SPECTRO Analytical Instruments).

S ohledem na relativné drastické podminky hydrolyzy byla testovana i opticka Cistota latky 9
(1 ptes skutecnost, ze asymetricky uhlik se nachézi v alifatické ¢asti molekuly a pro
racemizaci tak neni diivod). Byl pouzit novy postup popsany v literatufe vyuzivajici pro
analyzu optické Cistoty FAN kapilarni elektroforézul*®?. Opticka Cistota latky 9 byla jiz

Vv tomto ¢lanku zkoumana. Proto mohlo byt vyuzito jiz popsanych podminek a opticka Cistota
latky 9 (ptipravené dle schématu 10) byla stanovena na 99,2%. K racemizaci studovanych
FAN tedy nedochazi.

Zavérem této Casti je potieba uvést, Ze diskutovany postup byl uspésné pouzit (s vyuzitim MV
reaktoru typ III) i pro piipravu fady FAN (9, 11, 12, 13, 14, 21 a 22) v multigramovém
mnozstvi (jako zdroj FAN pro dalsi vyzkum, viz zavér). Pozorované vytézky byly v dobré
shod¢ s vytézky pozorovanymi pii pokusech provedenych z 1 mmol vychozi latky (viz 5.4.).
Jedna latka byla dokonce ptipravena v mnozstvi 250 g (jednalo se o zakazkovou syntézu a
struktura slou€eniny tak zde nemize byt zvefejnéna).
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3.3. Kompletni degradace (hydrolyza) organofosfatii pomoci mikrovinné
zahrivané hydrolyzy

Specifickou skupinou fosfonatii jsou tzv. organofosfonaty (halogenidy, estery, thioestery a
amidy fosfonovych kyselin). Spole¢né s organofosfaty (halogenidy, estery, thioestery a amidy
kyseliny fosfore¢né) maji n€které tyto latky schopnost nevratné (ireverzibiln¢) inhibovat
enzym acetylcholinesterazu, ktery na nervovych zakoncenich katalyzuje rozklad nervového
prenasece acetylcholinu na cholin a kyselinu octovou. Toto vede ke zvySeni hladiny
acetylcholinu na nervovych zakoncenich. Organofosfaty a organofosfonaty tedy zptsobuji
neustalé nervové drazdéni v téch ¢astech organismu, kde se acetylcholin vyskytuje (jako jsou
dfen nadledvin, nervosvalové ploténky a centralni nervovy systém). Z tohoto divodu se
organofosfaty a organofosfonaty pouzivaji a vyvijeji jako pesticidy a tzv. nervov2 paralytické
zbran¢ hromadného nic¢eni.

Mezi nejznaméjsi pesticidy a insekticidy patti: malathion, parathion, paraoxon, azinphos-
methyl, chlorpyrifos, diazinon, dichlorvos, fenitrothion, fenthion, pirimiphos-methyl a
temefos.

Mezi nejznamé;jsi nervove paralytické zbrang patii: sarin, soman, tabun, latky VX, tj. S-(2-
(diisopropylamino)ethyl)-O-(ethyl)-methylfosfonothioat, VG, tj. S-(2-(diethylamino)ethyl)-
0O,0-(diethyl)-fosfonothioat, VM, tj. S-(2-(diethylamino)ethyl)-O-(ethyl)-methylfosfono-
thioat, VR, tj. S-(2-(diethylamino)ethyl-O-(isobutyl)-metylfosfonothioat™*®® a tzv. Novichok
agents, tedy organofosfaty s ptipojenou dihalogenformaldoximovou skupinou, substituované
na atomu fosforu alkylem, alkoxylem, alkylaminoskupinou, nebo halogenem a na
aldoximovém uhliku halogenem (F, Cl, Br) ¢i pseudohalogenem (CN).

Dalsimi aplikacemi organofosfatii a organofosfonati jsou: léky pro o¢ni Iékarstvi:
echothiophate a diisopropyl-fluorfosfat™®:

; prostiedky proti parazitickym ¢erviim jako:
trichlorfon™®!: herbicidy jako: tribufos, merphos &i bensulide™®®.

Organofosfaty a organofosfonaty pronikaji do téla dobie tfemi cestami: pii vdechnuti
(inhalaci) se prvni ptiznaky objevuji béhem nekolika minut, pti poziti usty béhem desitek
minut, pii absorpci kiizi béhem nékolika hodin. Zptsobuji nadmérné slinéni, neklid, zaskuby
a kieCe svalu. Coz se projevuje az selhanim srdce, ochrnutim dychacich svalii a nasledné vede
az ke smrti. Vlivem masivni aplikace téchto latek (pfedevsim v zeméd¢€lstvi) dochazelo a
dochazi k zamotovani Zivotniho prostfedi vysoce jedovatymi latkami. Zamoteni nékterych
ekosystémil je tak vyrazné, Ze cely tento jev ziskal i své vlastni oznaceni tzv. otrava
organofosfaty (organophosphate poisoning)™¢”).

Pro ucely odmotovani (pesticidll i nervové-paralytickych zbrani) byla vypracovana Siroka
paleta technik a postupt degradaci a rozkladl organofosfati a organofosfonatii (prehledovy
referat™®). Pro ucely dekontaminace ptredevSim nervové-paralytickych zbrani byla piivodné
vyvinuta rizné oxidacni ¢inidla na bazi chlornanu vapenatého a chlornanu sodného!'®®],
Pouzivana oxida¢ni ¢inidla maji ale fadu praktickych nevyhod, jako napf.: jejich aktivita
dramaticky klesé béhem skladovani, pro plnou degradaci je zapotiebi vysokych nadbytki
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téchto Cinidel a v neposledni fad€ jsou tato ¢inidla vysoce korozivni a sama dosti nebezpecna.
Dalsi skupinou ¢inidel jsou silné bazické roztoky hydroxidi ve smési s alifatickymi aminy a
hydroxyalkylethery™®l. Tato &inidla jsou stale dosti agresivni (napf. viiéi pokozce) a
nezanedbatelné toxicka. Navic napft. pti bazické hydrolyze latky VX vznikaji stale vysoce
toxické produkty hydrolyzy. Bazicka hydrolyza navic umoziuje pouze ¢aste¢ny rozklad, kdy
k hydrolyze do prvniho stupné dochazi jesté rychle, ale nasledna reakce fosfatového ¢i
fosfonatového monoaniontu s hydroxidovym aniontem uz témé¥ neprobiha®*®. V posledni
dob¢ je této problematice vénovana zvysena pozornost z obav pred pouzitim organofosfatl a
organofosfonatt pro ucely chemického terorismu. Pro u¢ely maximalni ptipravenosti bylo
vyvinuto n€kolik novych metodik degradace organofosfatli a organofosfonatti, jako napf-.:
enzymaticka degradace[leg], degradace pomoci plasmatu generované¢ho radiovymi
frekvencemil™™® ™ & mikrovinnymi frekvencemil ™, degradace ptisobenim riznych
mikroorganismi"®, degradace fotochemické za ucasti ultrazvuku™™* &i na povrchu TiO,*",
degradace s vyuzitim modifikovanych oxida kova™® &i zeolita!™"™.

S ohledem na vypracovani velmi rychlého a praktické postupu hydrolyzy dialkyl-fosfonatt
(sekce 3.2.) bylo dalsim logickym krokem otestovani této metodiky pii degradacich
organofosfatli. Velkou vyhodou zvoleného feseni je fakt, ze kone¢nym produktem kompletni
hydrolyzy je pouze (environmentalné kompatibilni) kyselina fosfore¢na. Vlivem velmi
vysoké nebezpecnosti a jedovatosti nervoveé-paralytickych organofosfatti a organofosfonatt
byly pouzity dvé modelové slou¢eniny (diethyl-chlorfosfat 25 a diisopropyl-chlorfosfat 26),
které se jako modelové slouceniny pro sledovani rozkladu nervové-paralytickych
organofosfatli a organofosfonati bézné pouzivaji (tzv. “nerve agent mimics” ¢i “chemical
warfare simulants”)[l78]. Tyto latky jsou stale velmi toxické nervove-paralyticke jedy. V
porovnani s latkami jako sarin, soman a tabun jsou vsak tyto latky piiblizn¢ fadové méné
toxické a nebezpecné (jejich LDsg je ptiblizné fadove vyssi). Pro moznost piimé detekce
pomoci nuklearni magnetické rezonance (*H NMR a*'P NMR) byly reakce provadény ptimo
Vv D,0 (misto H,0) a ptipadné s ptidavkem DCI (misto HCI).

3.3.1. Mikrovlnné zahfivana hydrolyza (MV) diethyl-chlorfosfatu (25)

Prvni zkoumanou reakci byla mikrovinné zahiivana hydrolyza diethyl-chlorfosfatu (25).

V prvnim kroku této reakce (schéma 13) dochazi k tvorbé diethylfosforeéné kyseliny (25.A),
ktera nasledné dale hydrolyzuje za vzniku ethylfosforecné kyseliny (25.B), jez déle
hydrolyzuje az na kyselinu fosfore¢nou (25.C).

o MV o MV o MV O
EtO-P-OEt — FEtO-P-OEt —— EtO-P-OH —— HO-P-OH
Cl H>O OH H,O OH H,0 OH

25 25.A 25.B 25.C

Schéma 13. Mikrovinné zahiivana hydrolyza (MV) diethyl-chlorfosfatu (25) vedouci pies
diethylfosfore¢nou kyselinu (25.A), ethylfosfore¢nou kyselinu (25.B) az ke kyseliné
fosforecné (25.C).

56



Jako prvni byl zkouman vliv mnozstvi ptitomného HCI na priibéh reakce (zde je potieba
zduraznit, ze jeden ekvivalent HCI se uvoliiuje v prvnim kroku hydrolyzy z 25 na 25.A). Byly
proto nachystany Ctyi'i experimenty s riiznymi koncentracemi HCI — pokus v samotné vodé
(5.5.1., kde se jeden ekvivalent HCI generuje v prvnim kroku hydrolyzy), pokus v 0,5M
vodné HC1 (5.5.2., tzn. ptidavek jednoho ekvivalentu HCI na diethyl-chlorfosfat 25, kde se
druhy ekvivalent HCI generuje v prvnim kroku hydrolyzy), pokus v 1M vodné HCI (5.5.3.,
tzn. pridavek dvou ekvivalentti HCI na diethyl-chlorfosfat 25, kde se tieti ekvivalent HCI
generuje v prvnim kroku hydrolyzy) a pokus koncentrované HC1 (5.5.4., kde je vysoky
nadbytek HCI). Takto pfipravené roztoky byly nasledné postupné zahiivany v MV reaktoru
typ I na 10 minut pfi teploté od 100 °C az po 160 °C (po 10 °C). Po kazdém navysSeni reakéni
teploty byl odebran vzorek (0,2 ml) reakéni smési a po piidani 0,3 ml DMSO-ds byla méfena
'H a *'P NMR spektra pro analyzu sloZeni reakéni smési. Obrazky 48-51 zachycuji pribsh
reakce pro jednotlivé koncentrace HCI pii riznych teplotach (zde je potieba zduraznit, Ze se
jedna o kumulativni vysledky — stejna reak¢éni smés byla po odebrani vzorku pro analyzu
zahtivana dale na o 10 °C vyssi teplotu). Vysledek pokusu 5.5.1. (¢ista voda) je znazornén na
obrazku 48 z kterého je zfejmé, ze k hydrolyze zacina dochazet pti 110 °C, pti 140 °C je
vyrazn¢ urychlena a po zahtivani pti 160 °C dojde k plné konverzi na kyselinu fosfore¢nou
(25.0).
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Obrazek 48. Prubéh reakce hydrolyzy latky 25 v Cisté vodé (5.5.1.) zaznamenany na zakladé
integrace signali v *'P NMR spektru reakéni smési.

Vysledek pokusu 5.5.2. je ndzorné zobrazen na obrazku 49, z kterého je ziejmé, Ze
k hydrolyze za¢ina dochazet uz pti 100 °C, pti 140 °C je vyrazné urychlena a po zahfivani pti
150 °C dojde k plné konverzi na kyselinu fosfore¢nou (25.C).
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Obrazek 49. Pribéh hydrolyzy latky 25 v 0,5M HCI (5.5.2.) zaznamenany na zakladé
integrace signali v 3'p NMR spektru reakéni smési.

Vysledek pokusu 5.5.3. je znazornén na obrazku 50, ze kterého je zfejmé, ze k hydrolyze
za¢ina dochazet uz pii 100 °C, pii 140 °C je vyrazné urychlena a po zahiivani pti 150 °C
dojde k plné konverzi na kyselinu fosfore¢nou (25.C).

latka
o 25.A
B 25.B

o 25.C

25.C
25.B

zastoupeni v reakéni smési (molarni %)
[8)]
o

120 130 i
teplota (°C) 150

Obrazek 50. Prubéh hydrolyzy latky 25 v 1M HCI (5.5.3.) zaznamenany na zaklad¢ integrace
signali v *'P NMR spektru reakéni smési.
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Namgfena data z pokusu 5.5.4. jsou znazornéna na obrazku 51, z kterého je jasné vidét, ze
k hydrolyze za¢ina dochazet uz pii 100 °C, pii 120 °C je vyrazn¢ urychlena a pii 140 ° C
dojde k plné konverzi na kyselinu fosfore¢nou (25.C).
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Obrazek 51. Pribéh hydrolyzy latky 25 v koncentrované HC1 (5.5.4.) zaznamenany na
zéklad¢ integrace signala v 3'p NMR spektru reak¢ni smési.

Z Obrazk 48-51 je tedy evidentni, ze je mozné diky MV zareni docilit plné hydrolyzy latky
25 a7z na kyselinu fosfore¢nou. Porovnanim dat pro jednotlivé koncentrace HCI pfi stejnych
teplotach byl jednozna¢né prokézan urychlujici efekt ptfidaného HCI na studovanou
hydrolyzu. Kdy napt. v koncentrované kyseliné chlorovodikové dojde k téméf tplné
hydrolyze po zahiivani na pouhych 130 °C. Bylo ale zaroveil jednozna¢né prokazano, Ze 1
ptes pozitivni efekt HCI na rychlost hydrolyzy je mozné provést Giplnou degradaci
organofosfatu 25 v Cisté vode (Obr. 48).

3.3.2. Mikrovlnné zahfivana hydrolyza (MV) diisopropyl-chlorfosfatu (26)

Druhou zkoumanou reakci byla mikrovinné€ zahtivana hydrolyza diisopropyl-chlorfosfatu
(26). V prvnim kroku této reakce (schéma 14) dochazi k tvorb¢ diisopropylfosfore¢né
kyseliny (26.A), ktera nasledné dale hydrolyzuje za vzniku isopropylfosfore¢né kyseliny
(26.B), jez dale hydrolyzuje az na kyselinu fosfore¢nou (26.C=25.C).
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Schéma 14. Mikrovinné zahtivana hydrolyza (MV) diisopropyl-chlorfosfatu (26) vedouci
pres diisopropylfosfore¢nou kyselinu (26.A), isopropylfosfore¢nou kyselinu (26.B) az
ke kyselin¢ fosforecné (26.C).

Zde byl téz zkouman vliv mnozstvi pitomného HCI na pribéh reakce. S ohledem na
predpoklad vyrazné rychlejsi hydrolyzy vlivem tvorby stabilnéj$iho (isopropylového)
karbokationtu byly nachystany pouze dva experimenty s riznymi koncentracemi HCI — pokus
v samotné vod¢ (5.5.5., kde se jeden ekvivalent HCI generuje v prvnim kroku hydrolyzy),
pokus v 0,5M vodné HCI (5.5.6., tzn. piidavek jednoho ekvivalentu HCI na diisopropyl-
chlorfosfat 26, kde se druhy ekvivalent HCI generuje v prvnim kroku hydrolyzy). Tyto
piipravené roztoky byly nasledné postupné zahiivany v MV reaktoru typ I na 10 minut pii
teploté od 80 °C az po 130 °C (po 10 °C — vlivem rychlejsi hydrolyzy isopropylestert byla téz
snizena i pocatecni teplota z 100 °C na 80 °C). Po kazdém navyseni reakéni teploty byl znovu
odebran vzorek (0,2 ml) reakéni smési a po pridani 0,3 ml DMSO-ds byla méfena 'H a p
NMR spektra pro analyzu sloZeni reakéni smési. Obrazky 52 a 53 zachycuji pribeh reakce
pro jednotlivé koncentrace HCI pii riznych teplotach. Vysledek pokusu 5.5.5. (Cista voda) je
znazornén na obrazku 52, z kterého je zfejmé, ze k hydrolyze za¢ina dochéazet uz pii 80 °C,
pii 110 °C je vyrazn¢ urychlena a po zahtivani pti 120 °C dojde k téméf tipIné konverzi na
kyselinu fosfore¢nou (26.C).
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Obrazek 52. Prubéh hydrolyzy latky 26 v Cisté vodé (5.5.5.) zaznamenany na zakladé
integrace signali v *'P NMR spektru reakéni smési.
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Ptidavek HCI1 pak ma opét pozitivni efekt na urychleni studované hydrolyzy. Vysledek tohoto
pokusu (5.5.6.) je znazornén na obrazku 53, ze kterého je ziejmé, ze k hydrolyze zacina
dochazet uz pti 80 °C, pti 100 °C je vyrazn¢ urychlena a po zahtivani pti 110 °C dojde

k téméf pIné konverzi na kyselinu fosforecnou (26.C).
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Obrazek 53. Pribéh hydrolyzy latky 26 v 0,5M HCI (5.5.6.) zaznamenany na zakladé
integrace signalli v 3'p NMR spektru reak¢ni smési.

Bylo opét prokazano, Ze 1 pies pozitivni efekt HCI na rychlost hydrolyzy je moZzné provést
uplnou degradaci organofosfatu 26 v Cisté vode a to 1 pod bodem varu vody (Obr. 52).
Ziskand data (vyznamné vyssi rychlost hydrolyzy isopropyl esteri vii¢i ethyl estertim) jsou
v souladu s navrzenym mechanismem reakce zahrnujicim tvorbu karbokationtu (schéma 9).

3.3.3. Mikrovinné zah¥ivana hydrolyza (MV) diethyl-(4-nitrofenyl)-fosfatu (27 -
pesticid paraoxon)

Posledni studovanou reakci byla hydrolyza vybraného zéstupce ze skupiny organofosfatovych
pesticidi. Zde bylo velmi ptekvapivé zjisténo, ze hydrolyza v Cisté vodé ma velmi selektivni
prubéh (schéma 15), pfi niz vznika nejdiive ethyl-(4-nitrofenyl)fosfore¢na kyselina (27.A),
ktera nasledné dale hydrolyzuje na ethylfosforecnou kyselinu (27.B = 25.B), jejiz hydrolyzou
se ziska finalni produkt degradace — kyselina fosfore¢na (27.C — identické s 25.C a 26.C).
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Schéma 15. Mikrovinné zahtivana hydrolyza (MV) diethyl-(4-nitrofenyl)-fosfatu (27 -
pesticid paraoxon) v ¢isté vodé vedouci ptes ethyl-(4-nitrofenyl)fosforecnou kyselinu (27.A),
ethylfosfore¢nou kyselinu (27.B) az ke kyseliné fosforecné (27.C).

Vznik diethylfosfore¢né kyseliny nebyl v tomto ptipade viibec pozorovan. Detailni sloZeni
reakcnich smési pii pokusu 5.5.7. znazoriuje obrazek 54 z kterého je ziejmé, ze k hydrolyze
za¢ina dochazet uz pii 100 °C, pii 140 °C je vyrazné urychlena a po zahiivani pii 160 °C
dojde k plné konverzi na kyselinu fosfore¢nou (27.C).
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Obrazek 54. Prubéh hydrolyzy latky 27 v Cisté vodé (5.5.7.) zaznamenany na zaklade
integrace signali v *'P NMR spektru reakéni smési.

Analogické reakce v 1M kyselin€ chlorovodikové uz neposkytuje tak ¢isty prubeh reakce
(pokus 5.5.8.). Tato skute¢nost je vyjadiena ve schématu 16, z kterého je vidét, Ze se vychozi
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latka hydrolyzuje ve vétsi mife na ethyl-(4-nitrofenyl)fosforeénou kyselinu (27.A). Cast
vychozi latky je ale pfimo hydrolyzovana téz na diethylfosfore¢nou kyselinu (27.D = 25.A).
Néslednou hydrolyzou obou latek (27.A a 27.D) vznikd pouze ethylfosfore¢nd kyselina
(27.B). Vznik (4-nitrofenyl)fosforecné kyseliny nebyl pozorovan ani v jenom experimentu
(5.5.7. ¢15.5.8.).

27.A
0
EtO—P—OH
0 o
EtO-P-OEt MV W\
0 H,0 H,0
NO, i Mv i
\ EtO-P-OH —= HO-P-OH
MV OH H,0 OH
NO
2 HO ™ MY 27.C=25.C=26.C
9 H,0 27.B
o7 EtO—P—OFEt
OH
27.0

Schéma 16. Mikrovinné zahfivana hydrolyza (MV) diethyl-(4-nitrofenyl)-fosfatu (27 -
pesticid paraoxon) v 1M HCI vedouci pies ethyl-(4-nitrofenyl)fosforecnou kyselinu (27.A) a
diethylfosfore¢nou kyselinu (27.D) na ethylfosfore¢nou kyselinu (27.B), ktera dale
hydrolyzuje aZ na kyselinu fosfore¢nou (27.C).

Detailni slozeni reak¢énich smési pii pokusu 5.5.8. znazoriiuje obrazek 55 z kterého je ziejmé,
ze k hydrolyze za¢ind dochazet uz pii 100 °C, pti 130 °C je vyrazn¢ urychlena a po zahiivani
pii 140 °C dojde k pIné konverzi na kyselinu fosfore¢nou (27.C).

Pozorovany pribéh hydrolyzy latky 27 je mozné logicky vysvétlit opét na zékladé vzniku
ethylového karbokationtu. V pokusu 5.5.7. neni pfitomna zadna HCI a tak nedochazi

k protonaci vychozi latky 27. Pisobenim MV zafeni nasledné dochazi k disociaci pouze na
ethylesterové funkci (vlivem stabilizace ethylového karbokationtu). Vznik alternativniho
nitrofenylového karbokationtu je velmi nepravdépodobny. V prvnim kroku hydrolyzy v Cisté
vod¢ tak vznika pouze ethyl-(4-nitrofenyl)fosfore¢na kyselina (27.A). Tato latka uz ale nese
kysely vodik, ktery nasledné ziejmé protonuje kyslik 4-nitrofenylesterové funkce, ¢imz
vznika velmi dobré odstupujici skupina (4-nitrofenol), coz vede k dal§imu velmi selektivnimu
prubéhu nasledné hydrolyzy za vzniku ethylfosfore¢né kyseliny (27.B).

V ptipadé, Ze je v reakéni smési pritomna 1 HCI dochézi k protonaci vychozi latky 27 a to ve

vvvvvv

funkce). V prvnim kroku hydrolyzy se tak ziska smés ethyl-(4-nitrofenyl)fosforecné kyseliny
(27.A) a diethylfosforecné kyseliny (27.D). Diethylfosfore¢na kyselina mize podléhat dalsi
hydrolyze pouze na kyselinu ethylfosfore¢nou (27.B).
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Obrazek 55. Pribéh hydrolyzy latky 27 v 1M HCI (5.5.8.) zaznamenany na zakladé integrace
signali v 3'p NMR spektru reakéni smési.

Pozorovana selektivni hydrolyza ethyl-(4-nitrofenyl)fosfore¢né kyseliny (27.A) vzdy pouze
na ethylfosfore¢nou kyselinu (27.B) zistava stale malou zahadou (vznik (4-
nitrofenyl)fosfore¢né kyseliny nebyl pozorovan ani v pokusu 5.5.7 ¢i 5.5.8.). K hydrolyze
latky 27.A navic dochazi i bez pritomnosti HCL. Logickym vysvétlenim zde mize byt
stabilizace ptisluSného aniontu latky 27.A rezonanci zdporného naboje do elektronové
deficitniho 4-nitrofenylového kruhu. Vlivem toho vzrusta elektronova hustota na atomu
kysliku 4-nitrofenylesterové funkce a tim vzrista i tendence tohoto atomu kyslikl pfijimat
kysely proton. Schéma 17 zndzorfuje teoreticky mozné struktury, které se mohou uplatnit

Vv rychlost uréujicim kroku selektivni hydrolyzy ethyl-(4-nitrofenyl)fosforecné kyseliny
(27.A) na kyselinu ethylfosfore¢nou (27.B).

27.A1 27.A.2 27.A3

Schéma 17. Teoretické struktury, které se mohou uplatnit v rychlost urcujicim kroku
selektivni hydrolyzy ethyl-(4-nitrofenyl)fosforeéné kyseliny (27.A) na kyselinu
ethylfosfore¢nou (27.B).
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Prvni moznosti je jednoducha protonace atomu kysliku 4-nitrofenylesterové funkce (27.A.1),
druhou moznosti je participace molekuly vody (27.A.2) a tieti navrzenou moznosti je tvorba
tésného paru (27.A.3) dvou molekul latky 27.A (analogie s karboxylovymi kyselinami).

Pro presnéjsi vysvétleni podstaty této selektivni hydrolyzy by bylo potieba provést detailnéjsi
mechanistickou studii, coz nebylo zadanim této disertacni prace. Dal§i moznosti jak zkoumat
efekty ovliviujici selektivitu této reakce je studovani pritbéhu hydrolyzy novych derivati
latky 27.A (predevsim derivati nesoucich rtizné substituenty v poloze 4 fenylového kruhu).
Tyto mechanistické pokusy budou soucasti dalsiho vyzkumu (uvazované latky jsou casto
komercné dostupné).

3.3.4. Studium vlastniho efektu MV zareni

Uz v pfedchazejicich kapitolach byl studovan vlastni efekt MV zéfeni v porovnani

S experimenty zahtivanymi olejovou lazni. Vlivem moznosti jednoduché analyzy detailniho
sloZeni reakcni smési, byly provedeny srovnavaci experimenty pro zvolené MV pokusy
(5.5.1. a5.5.5.). Detailni popis experimentti je zaznamenan V ¢asti 5.5.9. (analogie 5.5.1.
ohtivana olejovou lazni) a 5.5.10. (analogie 5.5.5. ohfivana olejovou lazni). Obrazek 56
zachycuje pozorované rozdily ve slozeni reakéni smési pti hydrolyze latky 25 v ¢isté vodé pti
zahiivani pomoci MV zafeni (5.5.1.) ¢i pfi zahfivani olejovou lazni (5.5.9.).
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Obriazek 56. Porovnani priibéhu reakce znazornéné ve schématu 13 pfi zahfivani pomoci
mikrovinného zafeni (MV) ¢i pti zahi'ivani olejovou lazni (lazet).

Obrazek 56 jasn¢ demonstruje vyrazné urychleni hydrolyzy organofosfatth pomoci
mikrovinného zafeni. Pro dosazeni stejné konverze je v ptipad€ pouziti bézného konvenéniho
zahtivani olejovou lazni potieba minimaln€ o 20 °C vyssi teplota oproti zahiivani pomoci
mikrovin. Pozorovany rozdil je potteba interpretovat velmi opatrné. Pro jednozna¢nost
vysledku by bylo potfeba méfit reakéni teplotu za absolutné identickych podminek (coz
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nebylo s ohledem na pfistrojové vybaveni mozné). Reakéni teploty u pokusu oznaceného jako
MV (viz 5.1. MV reaktor typ I) jsou méfeny na povrchu reakéni nadoby pomoci tepelného
vyzafovani. Skute¢na teplota reakéni smési je tak urcité vyssi. U experimentu zahiivaného
olejovou lazni byla zase teplota méfena v samotné olejové lazni. Samotna teplota reakéni
smési tak byla jisté nizsi. Proto z tohoto pokusu neni mozné jednoznacné tici, zda se pti
studované hydrolyze uplatiuje néjaky ,,specialni mikrovinny efekt* (jeho ptipadna existence
je nyni intenzivné diskutovana a studovéanal*® 148 160]). Byl proto opakovan i pokus 5.5.5. za
podminek ohievu reakéni smési olejovou lazni. U latky 26 totiz bylo pozorovano dramatické
urychleni hydrolyzy, kdy samotna reakce probihd i pti 80 °C za podminek MV ohtevu.
Teoretickym pfedpokladem zde bylo, ze vlivem ptipadného ,,superpolarniho* prostredi
generované¢ho v MV reaktoru by se tento efekt mél nejvice uplatnit pravé u latky, ktera
disociuje na stabilni karbokationt (tzn. latka 26 poskytuje isopropylovy karbokationt).
Obrazek 57 zachycuje pozorované rozdily ve slozeni reakéni smési pti hydrolyze latky 26

v Cisté vode pfi zahfivani pomoci MV zafeni (5.5.5.) ¢i pfi zahtivani olejovou lazni (5.5.10.).
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Obrazek 57. Porovnani pritbéhu reakce zndzornéné ve schématu 14 pti zahtivani pomoci
mikrovinného zateni (MV) ¢i pti zahiivani olejovou lazni (lazet).

Tento obrazek jasné demonstruje vyrazné urychleni hydrolyzy organofosfatii pomoci
mikrovin. Pro dosaZeni stejné konverze je v piipad¢ pouziti bézného konvenéniho zahtivani
olejovou lazni potieba o 40 °C vyssi teplota oproti zahfivani pomoci mikrovin. Porovnanim
obrazkl 56 a 57 je také jasn€ ukazano vyssi urychleni rozkladi sekundéarnich esterti (snizeni
reakéni teploty o ptiblizné 40 °C) oproti esteriim primarnim (sniZeni reakéni teploty o
ptiblizné 20 °C). Jak uZ bylo uvedeno vyse pii vlastni interpretaci vysledki je potieba brat

Vv ivahu rozdilné techniky méteni reakcni teploty. Zjistény rozdil 40 °C uz je ovSem prilis
vysoky na to aby se dal vysvétlit chybou stanoveni. Samotna chyba by navic méla byt pro oba
srovnavaci pokusy stejné (obr. 56 a 57), protoZze méteni teploty bylo pro oba pokusy stejné.
Pokud tedy pfedpokladame, Ze je chyba méteni onéch 20 °C pozorovanych na obrazku 56,

66



zbyva ndm vysvétlit urychleni hydrolyzy latky 27 o dalSich 20 °C. Dle téchto pozorovani je
tedy mozné, ze se u hydrolyzy latky 27 uplatiiuje néjaky ,,specidlni mikrovinny* efekt a tato
reakce si tak zasluhuje dalsi zkoumani (po dovybaveni MV reaktoru typ I ¢idlem pro ptimé
méteni reakeni teploty uvnitt reakéni nadoby, budou tedy provedeny dalsi porovnavaci
pokusy).

3.3.5. Rozklad organofosfatii pomoci kuchynské mikrovinné trouby

Vzhledem k tomu, Ze k hydrolyze diisopropyl-chlorfosfatu (26) v ¢isté vodé dochazi uz pii 80
°C (viz ptiklad 5.5.5.), byl tento pokus opakovan i s pouzitim b&Zzn¢ dostupné kuchyniské
mikrovinné trouby (Daewoo typ - KOR 6105 s vykonem 800W) s pouzitim komercné
dostupného mikrovinného tlakového hrnce (Tescoma). Do tohoto mikrovinného tlakového
hrnce byla umisténa ¢ista voda s kadinkou (jako stojankem) ve které byla umisténa 10 ml
reak¢ni kyveta naplnéna stejnou reakéni smési, jaka je popsana v pokusu 5.5.5. Voda v hrnci
obklopujici kadinku slouzi pro udrzovani tlaku pary, ktery vyrovnava narist tlaku uvnit
reak¢ni zkumavky (ktera je utésnéna septem). Toto provedeni dovoluje pracovat

S minimalnim mnozstvim rozkladanych latek i v tomto neutésnéném reakénim uspotadani
(¢imz se snizuje nebezpecnost provedeného pokusu). Cely hrnec byl nasledné zahtivan pii
maximalnim vykonu mikrovinné trouby po dobu 15 minut. Nésledna analyza prokézala, Ze
pro hydrolyzu sekundarnich alkyl esterti postacuje kuchyiiskd mikrovinna trouba. Reak¢éni
smés obsahovala dle 'P NMR 0% latky 26, 14% latky 26.A, 65% latky 26.B a 21% kyseliny
fosforecné (schéma 14). Pro dosazeni pIlné konverze na kyselinu fosforecnou byla tato smés
dale zahiivana za stejnych podminek po dobu 20 minut.

3.3.6. Prokazani biologické dekontaminace

Pro ovéfeni biologické nezavadnosti rozlozenych organofosfatti bylo vyuzito metodiky
popsané v literature! ™. Musky rodu Drosophila (octomilky, zde bych rad pod&koval
pracovnikiim biologického servisniho tymu na UOCHB, kteii dodali potiebny podet musek
pro vSechny pokusy — jmenovité tedy p. Hovorkovi a pi. Titzenthalerové) byly vystaveny
pusobeni pivodnich organofosfatl (jako pozitivni kontrola). Jiné skupiny poté byly vystaveny
pusobeni rozlozenych smési (z pokust 5.5.1., 5.5.2., 5.5.3., 5.5.7. a 5.5.8. — takovych, kde
doslo dle NMR k plnému rozkladu na kyselinu fosfore¢nou). Latka 25 prokdzala svou
vysokou toxicitu (vlivem své tékavosti = bojovy plyn), kde po 880 sekundach doslo k umrti
v§ech 20 pokusnych jedinct (zndzornéno na obrdzku 58). Zdanliva nulova zména mezi 110 a
360 sekundou (zadny novy mrtvy jedinec) je dana tim, Ze prvnich 8 jedincii bylo v okamziku
aplikovani latky v dolni ¢asti nadoby (kam byl jed nanesen), zatimco zbylych 12 bylo v horni
¢asti nadoby. V 360 vtefing tedy bojovy plyn difundoval az do horni ¢asti nadoby a vyvolal
umrti zbytku jedinci.
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Obrazek 58. Toxicky efekt latky 25 na musky rodu Drosophila (octomilka) po aplikaci latky
na dno nddoby obsahujici 20 jedincii (as 0).

Jak je vidét z obrazku 59, organofosfat rozlozeny dle ptikladu 5.5.1., 5.5.2. @ 5.5.3. nejevi uz
zadnou toxicitu ani v faddu mnoha desitek hodin.
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Obriazek 59. Netoxi¢nost vzorkl ptipravenych v pokusech 5.5.1., 5.5.2. a 5.5.3. (aplikovana
byla vzdy reakéni smés po dosaZeni plné konverze dle NMR). Pro ilustraci je vynesen i efekt
latky 25 do stejného grafu (do grafu se stejnym métitkem).

Latka 27 (pesticid paraoxon) také prokazala svij insekticidni charakter (obrazek 60). V tomto
ptipad¢ doslo k umrti vSech 20 pokusnych jedincti do 10 hodin (latka funguje jako kontaktni
jed, proto nema tak rychly ucinek jak latka 25). Jak je vidét z obrazku 60, organofosfat
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rozlozeny dle ptikladu 5.5.7. a 5.5.8. nejevi uz také zaddnou toxicitu ani v fadu mnoha desitek
hodin.
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Obrazek 60. Netoxi¢nost vzorkt piipravenych v pokusech 5.5.7. a 5.5.8. (aplikovana byla

vzdy reakéni smés po dosazeni plné konverze dle NMR). Pro ilustraci je vynesen i efekt latky
27 do stejného grafu.

Zde popsany zpusob kompletni degradace a deaktivace organofosfatovych a
organofosfonatovych pesticidi, insekticidl, herbicidii, nervove paralytickych latek a
polutantii pomoci mikrovinné zahiivané hydrolyzy miize byt oznacen jako ,,zeleny* nebo
»ekologicky Setrny*, nebot se reakce provadi ve vod¢ jako rozpoustédle a to 1 ve vysokych
koncentracich vychozi latky (desitky hmotnostnich procent ve vodném roztoku). Tim je velice
nizka 1 spotteba vody. Prub¢h vlastni reakce je navic mozné sledovat opét okamzité na
zaklad¢é zmény reak¢niho tlaku (viz 3.2.). Po dokonc¢eni reakce se zadny alkylhalogenid dale
neuvoliluje (tzn., Ze nedochazi k dal§imu narastu tlaku v reak¢ni aparatufe) a reakci je tak
mozné zastavit okamzit€ po dosazeni maximalni konverze. Timto se dosahne i maximalni
energetické efektivnosti a ekonomické vyhodnosti celého postupu, kdy reakce neni zbyte¢né
zahtivana déle, nez je potteba. Ziskané vodné roztoky kyseliny fosfore¢né jsou dle
provedenych testl biologické aktivity netoxické a mohou byt tedy bez dalsi ipravy vraceny
zpét do ekosystému. Cely postup je efektivnéjsi, rychlejsi, levnéjsi a Setrnéjsi k Zivotnimu
prostiedi nez postupy dosud popsané v literature. MoZnost provedeni popisovaného postupu i
Vv pritokovém mikrovlnném reaktoru dovoluje velkotondzni aplikace s minimalnimi naroky
na optimalizaci reakénich podminek pro vétsi navazky, eliminuje néktera bezpecnostni rizika,
dramaticky snizuje prostorové naroky a redukuje nutnost pouziti velkotonaznich
pramyslovych reaktort.
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3.4. Priprava diamidi fosfonovych Kkyselin s vyuZitim prisluSnych
bis(trimethylsilyl)esteri a biologické aktivity pripravenych latek

V piehledu soucasného stavu literatury (1.1.) byly nékolikrate zminény vysoce nadéjné
diamidy FAN (obr. 20 a 41). Pro ptipravu a vyrobu téchto proléciv fosfonovych kyselin byly
vypracovany dva syntetické postupy. Oba ovSem vychazeji ptimo z ptislusnych fosfonovych
kyselin. Prvnim postupem je aktivace (volné) fosfonové kyseliny pomoci smési 2,2°-
dithiodipyridinu (Aldrithiol™) a trifenylfosfinu, ktera je nasledovéana reakei s pFislusnym
aminem (esterem aminokyseliny)™**!. Timto postupem se po chromatografické separaci ziska
pozadovany diamid FAN ve vytéZcich 10-44%. Druhym pfistupem je ptevedeni fosfonovych
kyselin na odpovidajici dichloridy, které nasledné reaguji s ptisluSnymi aminy (estery
aminokyselin)™4. Tento postup poskytuje pozadované diamidy FAN ve vytézcich 20-55%.

Znamé postupy ovSem maji fadu zédsadnich nedostatki. Napt. vychozi fosfonové kyseliny
(jejichz ptiprava, izolace a ¢iSténi samy o sobé¢ skytaji mnoho technologickych komplikaci)
jsou v organickych rozpoustédlech Casto velice omezené rozpustné, coz zvysuje naroky na
mnozstvi rozpoustédla, reak¢ni Cas a teplotu. Volné fosfonové kyseliny ¢asto krystaluji ve
formé hydrat (s jednou ¢i vice molekulami vody), coz dramaticky zvySuje naroky na
mnozstvi pouzitého dehydratac¢niho ¢inidla a tim se celd vyroba znateln¢ prodrazuje.

Dalsim cilem této diserta¢ni prace taky bylo vypracovat novou originalni
(patentovatelnou) metodiku piipravy diamidtt FAN. Ustfedni myslenkou nového piistupu je
pouziti bis(trialkylsilyl)esterti fosfonovych kyselin, které se ziskavaji velice jednoduse
pomoci postupt popsanych v literatute (¢i jejich vhodné kombinace) ze synteticky snadno
dostupnych dialkylestert fosfonovych kyselin (viz téz napi. 3.1.). Tyto bis(trialkylsilyl)estery
FAN jsou dobie znamy, ovSem jejich pouziti se zatim prekvapivé omezuje pouze na piipravu
samotnych fosfonovych kyselin pomoci rozkladu vodou ¢i nékterym alkoholem (viz téz napf.
uvod k 3.2.). Navrzeny postup ma n¢kolik klicovych vyhod:

1) Silylované fosfonové kyseliny (at’ uz vlastni diestery ¢i dokonce jesté vyhodnéji latky
nesouci dalsi trialkylsilylové funkce na dalsich reaktivnich skupinach v molekule, jako
jsou napt. NH; ¢i OH), jsou velice dobfe rozpustné v organickych rozpoustédlech, coz
umoznuje dalsi jednoduchou derivatizaci i pfi pouZziti malych mnozstvi rozpoustédel za
mirnych reakénich podminek.

2) Zavedeni trialkylsilylovych skupin i na dal$i reaktivni skupiny (napf. na NH, ¢i OH)

v molekule se dramaticky redukuje vznik vedlejsich produktd, vytvafenych
konkuren¢nimi reakcemi na téchto skupinéch.

3) Ptidanim vhodné organické baze se piednostné aktivuji (disociuji) trialkylsilylové skupiny
na fosfonové funkci, coz dovoluje selektivni transformaci fosfonové funkce za souc¢asného
zachovani dobré rozpustnosti v organickych rozpoustédlech (i pfi ¢aste€ném vylouceni
vzniklé soli vznika velice jemn4 a stale dobfe reaktivni suspenze).

4) Nepritomnost vody pii pouziti bis(trialkylsilyl)esterti fosfonovych kyselin (at’ uz
krystalické ¢i vznikajici pfi neutralizaci fosfonové kyseliny nebo vody pfitomné v reakéni
smési €1 na sténdch reakéni nddoby - tato vlhkost je odstranéna mirnym piebytkem ¢inidla
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pro zavadéni trialkylsilylové funkce) dramaticky a zdsadné snizuje naroky na mnozstvi
reaktantl ¢i dehydratacnich ¢inidel a cely proces se tak ekonomicky zefektiviuje.

Byla tedy zkoumana piiprava diamidi FAN vychazejici piimo z ptislusnych dialkylestert.
Zvolené dialkylestery byly ptevedeny reakci s trimethylsilylbromidem na odpovidajici
bis(trimethylsilyl)estery, které byly dale (pouze po odpaieni ptebytku trimethylsilylbromidu)
podrobeny nasledné reakei s 2,2¢-dithiodipyridinem (Aldrithiol™) a trifenylfosfinem.

K ziskané smési byl dale ptidan zvoleny ester aminokyseliny a pti 50 °C doslo béhem 2-3
hodin k pIné konverzi na pozadovany diamid FAN. Cela reakce tak probiha (sekvencngé)

V jedné reakéni nadob¢ a mlize tak byt oznacena jako multi-slozkova syntéza v jedné nadobé
(multi-component one-pot synthesis). Uvahy o detailnim mechanismu reakce vychazeji ze
znalosti znamych reakei diestert FAN s trimethylsilylbromidem™" (schéma 18) a ze
zndamého mechanismu reakcee 2,2¢-dithiodipyridinu (Aldrithiol™) s trifenylfosfinem™®!
(schéma 19).

0 o BrSiMe; O\O,Si\
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\
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Schéma 18. Tvorba bis(trimethylsilyl)estert FAN reakci prislusnych dialkylestert
s trimethylsilylbromidem.

N. S—S_ N N g @
| N 2 |+ phyp N PhsP—S__N
Jo e = (T4 g
= X

Schéma 19. Reakcee 2,2¢-dithiodipyridinu (Aldrithiol™) s trifenylfosfinem.

Piedpokladany mechanismus reakce (schéma 20) pak vychazi jesté ze znalosti tvorby
bis(pyridin-2-yl)thioestert pfi reakci smési 2,2°-dithiodipyridinu a trifenylfosfinu

se samotnymi fosfonovymi ¢i fosfore¢nymi kyselinami[lgol.

Tento postup (viz 5.6.) byl s vybornymi vysledky aplikovan na n¢kolik vybranych
dialkylestertt FAN (tabulka 7). Byla téZ vyvinuta efektivni metoda izolace spocivajici v
extrakci surové reakéni smési Ctyi-slozkovou smési rozpoustédel (hexan, toluen, methanol,
voda - viz 5.6.). Po nasledné filtraci ziskanych extraktt pies malou vrstvu silikagelu byly
ziskany pozadované diamidy FAN ve vybornych vytéZcich. Tabulka 7 pfehledné znazornuje
ptipravené diamidy FAN spole¢né se ziskanymi izolovanymi vytézky.
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Schéma 20. Tvorba diamidii FAN z ptislusnych bis(trimethylsilyl)esterd FAN za pomoci
2,2¢-dithiodipyridinu a trifenylfosfinu.

Bylo téZ testovano ovlivnéni priabéhu a vytézku reakce pii zvyseni navazky. Pro tento pokus
byla vybrana latka 32, ktera byla jiz diive zminovana (obr. 20, GS-9219) v souvislosti s jejim
vysokym potencialem pii 1é€bé leukemickych onemocnéni. Pfi provedeni pokusu 5.6.5. s 10x
vétsimi navazkami (5.6.6.) bylo dokonce dosazeno zvyseni vytézku reakce téméf aZz na
hodnoty teoretického vytézku (tabulka 7).

S ohledem na vysoky biologicky potencial ptipravenych latek byla testovana téz jejich
biologicka aktivita. Prvnim krokem bylo otestovani cytotoxickych vlastnosti pfipravenych
sloucenin. Dle ocekavani bylo zjisténo, ze ob¢ proléciva PMEG (latky 29 a 32) vykazuji

Vv antiprolifera¢ni aktivitu proti leukemickym bunéénym liniim. Latka 32 je jiz dfive uvadénou
(zndmou latkou GS-9219, ktera je dale zkoumana pro své anti-leukemické aktivity). Latka 32
je dvojnasobnym prolé¢ivem vlastniho cytotoxického PMEG (viz 1.1.1.1.). Je az s podivem,
ze (1 pres intenzivni vyzkum v této oblasti) samotny diamid PMEG (latka 29) zatim ptipraven
nebyl. Jak je z tabulky 8 ziejmé, latka 32 vykazuje vyznamné vyssi antiproliferaéni aktivitu
na vSech méfenych nadorovych liniich v porovnani s latkou 29. Toto pozorovani pomaha
vysvétlit velmi vysoky terapeuticky potencial latky 32. Pro vlastni transport (selektivitu 1 jeho
rychlost) proléciva do cilové buiiky je rozhodujici diamidova ¢ast prolécivt®® ktera je ovSem
V obou latkéach absolutné totozna. Lze tedy pfedpokladat, Ze i rychlost transportu obou latek
do intracelularniho prostiedi bude podobnd. Zasadni rozdil ale nastava v dalSim kroku
metabolické aktivace. Zatimco latka 29 okamzité vytvaii vysokou intracelularni koncentraci
PMEG (jenZ je dale fosforylovan a pisobi jako vlastni cytotoxicky €initel), latka 32 uvoliuje
PMEG pomaleji vlivem druhého proléiva (aktivovaného N°-methyl-AMP aminohydrolazou -
viz 1.1.1.1).
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Tabulka 7. Struktury a vytézky ptipravenych diamidi FAN.
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%zolovany vytézek (latky jsou hygroskopické a tak byly suseny jeden tyden pii teploté 30 °C
a tlaku 0,1 mbar); °pfi navazce z 1 mmol vychozi latky, °pfi navazce z 10 mmol vychozi latky

Zdanlivy paradox, Ze vys$$i intracelularni hladina PMEG vede k nizsi antiprolifera¢ni aktivité,
ma ovSem logické vysvétleni. Jak uz bylo uvedeno v 1.1.1.1., PMEG ma pfi vysSich
intracelularnich koncentracich schopnost indukovat apoptézu. Mechanismus tohoto plisobeni
neni znam, ale je logické, ze se tedy PMEG pfi vysokych intracelularnich koncentracich
»Sspotfebovava“ jesté na jiné interakce nez je pozadovand inkorporace do DNA (kterd je
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zodpovédna za antiproliferacni aktivitu). Druhym a jesté vice pravdépodobnym vysvétlenim
pozorovaného paradoxu je zndma veéc, ze FAN maji schopnost prochdzet bunéénou sténou i
jako samotné fosfonové kyseliny (ne tedy jen jako proléciva; aktivita noveé pripravenych FAN
se u nich testuje nejcastéji ve forme jejich volné fosfonové kyseliny a az poté se ptipadné
ptipravuji prolé¢iva). Pokud se aplikaci latky 29 dosahuje vysokych intracelularnich
koncentraci PMEG, je tim ale také urychlen eflux (vyluc¢ovani) PMEG z vlastni buriky.
Vznikajici PMEG se tak nestaci fosforylovat a inkorporovat do DNA. Vci latce 32 tak latka
29 poskytuje niz§i mnozstvi difosforylovaného PMEG, coz vede k nizsi antiproliferaéni
aktivits. Ziskané vysledky zdiraziuji vyznam N°-methyl-AMP aminohydrolézy pro vyvoj a
vyzkum nadéjnych 1ékovych kandidati odvozenych od PMEG.

Tabulka 8. Antiprolifera¢ni aktivity dvou vybranych latek.

antiprotiferatni aktivita* — ECs (umol.1™)

latka
HepG2 HL60 HelLa S3 CCRF-CEM
29 2,32+0,17 3,02 +0,08 3,94 +£0,37 1,22 +0,15
32 1,74 £ 0,16 0,78 £0,01 2,15 10,16 0,48 £0,03

*detailni popis testovani je uveden v publikaci 20. viz sekce 6.

Latky 28 a 31 ptedstavuji prolé¢iva dvou znamych FAN s vysokou protivirovou aktivitou
vuci HIV. Byla proto méfena i aktivita téchto dvou latek proti viru HIV. Jak demonstruje
tabulka 9, bylo zjisténo, Ze latka 28 vykazuje vyznamné (pfiblizné tfinasobné) zvyseni
aktivity proti viru HIV (latka 28 tak dosahuje zajimavych submikromolarnich aktivit viici
HIV). Ptipravou prolééiva jiz diive zminované latky PMEO-DAPY (obr. 22), bylo naopak
dosazeno snizeni protivirové aktivity viici HIV. Tento zvlastni paradox (Ze pomoci obecné
pouzivanych typti proléciv se u téchto latek dosahuje nizsich aktivit vici HIV) mé obecné;jsi
platnost a je dale diskutovan v sekci 3.5.

Tabulka 9. Aktivita dvou vybranych latek vaci HIV*.

latka ECso (uM) CCso (uM) | ECs (LM) CCso (M)
28 0,29 >100 odpovidajici 0,94 >100
31 1,13 73,30 kyselina 0,93 97,70

*detailni popis testovani je uveden v publikaci 20. viz sekce 6.

Samotna fosfonova kyselina odpovidajici latce 30 byla jiz dfive zkoumana pro své vysoké
imunostimulacni aktivity (méfené pomoci sledovani tvorby oxidu dusnatého a fady
chemokinti a cytokinii v mysich makrofazich). Imunostimulagni aktivity N°-substituovanych
derivati PMEDAP a N°-substituovanych derivatii (S)-PMPA jsou téz diskutovany v sekci
1.1.1.1. (obr. 28). Latka 30 proto byla studovana ve stejném testovacim modelu
imunomodula¢nich vlastnosti. Bylo piekvapivé zjisténo, Ze latka 30 nevykazuje absolutné
zadné imunostimulacni vlastnosti. Mozné vysvétleni pro toto pozorovani jsou v zasadé dve.
Prvnim je moZnost, ze prolécivo 30 neni v mySich makrofazich aktivovano na samotnou
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fosfonovou kyselinu (jenz vykazuje imunostimulaéni vlastnosti). Druhé vysvétleni je ve svétle
dalsich zjisténi jesté pravdépodobnéjsi. Diivejsi zplsoby izolaci FAN vyuzivaly Cisténi
finalnich produktd pomoci série chromatografii na iontoménicich (ne tak uz nas postup viz
sekce 3.2.). Béhem téchto operaci se pracuje s velkymi objemy vody (ktera se pouziva jako
mobilni fdze). Pokud se ale nepouzije ve vSech Cisticich krocich absolutné ¢ista (apyrogenni
voda), muze dojit ke kontaminaci FAN bakterialnim lipopolysacharidem (¢i jinymi slozkami
bunéénych stén mikroorganismi, coz bylo i experimentalné potvrzen0[33]). Zde je potieba
uvést, ze pouzivané metody testovani imunomodulacnich vlastnosti jsou extrémné citlivé na
ptitomnost bakteridlniho lipopolysacharidu a podobnych sloucenin (uz pti kontaminaci okolo
tisicin molarnich procent). Samotny lipopolysacharid je mozné jednoduse detegovat, ale dalsi
latky (které mohou téZ vyrazné ovlivnit vysledky provedenych testi) uz se stanovuji velmi
obtizné. Je tedy mozZné, ze fada FAN u kterych byla diive zjiSténa imunostimula¢ni aktivita, je
pouze kontaminovéna néjakou komponentou bakterialnich stén. Pro potvrzeni této teorie byla
volna fosfonova kyselina odpovidajici latce 30 pripravena dle literatury znoval™Y ale za
striktniho vyuzivani apyrogenni vody a vyzihaného laboratorniho nadobi. Takto ptipraveny
vzorek (v pfimém kontrastu s diive piipravenou identickou slouc¢eninou) uz zadné
imunostimula¢ni aktivity nevykazuje. S ohledem na toto zjisténi jsme ve spolupraci s Dr.
Zidkem z Ustavu experimentalni mediciny AV CR vypracovali metodiku jednoduchého
pieciSténi vSech nizkomolekularnich slouc¢enin pro imunochemické testy pomoci filtraci pies
filtry odstranujici latky dle molekulové hmotnosti (slozky bakterialnich stén, které maji
moznost ovliviiovat vysledky testd maji molekulovou hmotu v fadech desitek tisict).
Pouzitim filtru pro odstranéni vSech latek s molekulovou hmotou nad tfi tisice je tak mozné
vérohodné zkoumat nizkomolekularni slouceniny v testech imunomodulac¢nich vlastnosti
(publikace se ptipravuje).

Druhou moznosti jak obejit potencialni kontaminace ptipravenych FAN, je pfima piiprava
proléciv (zvlasté vyhodné dle postupu uvedeného v této sekci). Pfiprava samotnych FAN ¢i
diamidu dle této sekce vychazi v obou pripadech z estert FAN a pokusem bylo ovéteno, Ze
piiprava proléciva dle postupu 5.6. je Casové méné narocna nez piiprava samotné fosfonové
kyseliny. Finalni Cistici operaci pfi ptipravach diamida dle postupu 5.6. je filtrace pies malou
vrstvu silikagelu za pouziti organického rozpoustédla, coz vylucuje kontaminaci ptipravenych
proléciv necistotami ptipadné pritomnymi ve vodé.
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3.5. Efektivni pripravy FAN s ,,otevienym kruhem* (PMEO-DAPYy)

Ustiedni &asti predkladané disertaéni prace je tato kapitola o novych efektivnich p¥ipravach
FAN s ,,otevienym kruhem® (PMEO-DAPYy). Vysoky protivirovy potencidl téchto latek byl
diskutovan v sekci 1.1.1.1. (obr. 22 a 23). Jednim velkym omezenim pfi vyzkumu novych
PMEO-DAPy byla jejich naro¢na syntéza. V literatutre popsany postup[gg‘ 102] vyuziva zdanliveé
jednoduchou alkylaci 2,4-diamino-6-hydroxypyrimidinu pomoci ¢inidla pro zavedeni celého
PME fetézce. Jak je ze schématu 21 vidét, tato reakce poskytuje smés dvou velmi podobnych
konstitu¢nich isomert (spolecné s velmi bohatou smési di- a trialkylovanych vedlejsich
produkttt), jejichz separace nasledné vyzaduje opakované chromatografie. Izolované vytézky
pozadovaného produktu se navic pohybuji na trovni 10% teoretického mnozstvi.
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Schéma 21. Ptiprava PMEO-DAPY alkylaci 2,4-diamino-6-hydoxypyrimidinu dle
literatury!®® 2% _ vznik O- a N-isomert.

Primarni ukolem bylo vyvinout novy synteticky ptistup pro ptipravu PMEO-DAPYy, ktery by
nevyzadoval chromatografické separace a umoznoval piipravu téchto sloucenin v mnozstvi
desitek az stovek gramti (pro laboratorni vyzkum i preklinicky vyvoj).

Zadaného cile bylo dosazeno pomoci zmény retrosyntetické diskonekce jak ukazuje schéma
22. Touto zdménou z alkyla¢ni reakce na substituci nukleofilni aromatickou je mozné
teoreticky dosahnout jednozna¢ného prabehu reakce, kde vznikd pouze pozadovany O-
substituovany produkt. Reakce 2,4-diamino-6-chlorpyrimidinu s pfisluSnym substituovanym
alkoholem (PME-OH, jenZ je znazornén ve schématu 22) byla intenzivné zkoumana a bylo
zjisténo, ze 2,4-diamino-6-chlorpyrimidin je pfili§ malo reaktivni substrat ve smyslu
nukleofilni aromatické substituce. Jeho reakce s alkoxidy vyzaduje vysoké teploty a silné
bazické prosttedi. Za téchto podminek uz ale neni PME-OH stéaly a podlé¢hé vedlej$im
reakcim.

NH; NH,
T 3¢

N~ N B/O
HzN)\\ NS0 O IE)\o ; HZN)\\ N7 Cl

)\ PME-OH )\

Schéma 22. Alternativni teoretickd diskonekce PMEO-DAPy, kde pomoci nukleofilni
aromatické substituce vznika pouze pozadovany O-isomer.
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3.5.1. Obecné postupy pro pripravu PMEO-DAPy

Plvodni myslenka piiprav PMEO-DAPy tak musela byt pon¢kud obménéna na
dvoustupnovou reakci, kde v prvnim kroku reaguje 2,4-diamino-6-chlorpyrimidin

s ethylenglykolem v ptitomnosti silné baze za vzniku 2,4-diamino-6-(2-
hydroxyethyloxy)pyrimidinu. Vznikly 2-hydroxyethyloxy derivat nasledné reaguje v druhém
kroku s alkyla¢nim ¢inidlem odvozenym od methylfosfonové kyseliny (schéma 23).
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Schéma 23. Nova alternativni syntéza PMEO-DAPy vedouci pies 2,4-diamino-6-(2-
hydroxyethyloxy)pyrimidin (33) k pozadované latce 34 (X je dobra odstupujici skupina
tosyloxy ¢i brom).

Samotna reakce 2,4-diamino-6-chlorpyrimidinu s ethylenglykolem se provadi p¥imo

Vv ethylenglykolu jako rozpoustédle (viz 5.7.1.). Pro generovani ptislusného alkoholatu bylo
vyuzito velmi vyhodné terc-butanolata alkalickych kovu (terc-butylkohol je nenukleofilni a
pii teplotach nad 120 °C, pti kterych se reakce provadi, sam vydestiluje z reakéni smési).
Experimentalné bylo zjisténo, ze vytézek reakce je prakticky identicky pii pouziti terc-
butanolatu sodného ¢i draselného. Vyznamny rozdil byl ale pozorovan v rychlosti samotné
reakce, kde za pouziti terc-butanolatu draselného dochazi k plné konverzi za polovinu ¢asu,
nez je potieba piti pouziti terc-butanolatu sodného. Pii pouziti vice nez dvou ekvivalentu terc-
butanolatu draselného dospéje reakce pii teplotach okolo 120 °C (potiebna reakéni teplota
zavisi na substituci pyrimidinového kruhu, viz dale) vzdy do pIné konverze. Procedura 5.7.1.
VvV experimentalni ¢asti popisuje detailné provedeni této reakce, jez byla nasledné uspésné
aplikovana i pro ptipravu fady dalsi derivatt PMEO-DAPYy (viz dale). Izolovany vytézek je
nasledné¢ ovlivnén hlavné zvolenou metodou izolace. V laboratornich podminkach je vyhodné
provést odstranéni ethylenglykolu pomoci uchyceni ziskaného (bazického) pyrimidinu na
kysely iontoménic. Destilovanou vodou se nejdiive vyplavi vSechen ethylenglykol a samotny
pozadovany produkt se uvolni neutralizaci kyselého iontoménice vodnym amoniakem.
Ziskany roztok ptipravené latky ve vodném amoniaku se odpaii a odparek se rekrystaluje

z vody (timto postupem Se dosahuje maximalniho, téméf kvantitativniho, izolovaného
vytézku). Pro velkotonazni aplikace byly vypracovany dvé metody srdZeni poZadovaného
produktu pfimo z reakéni smési (viz 5.7.1.), které uz nevyzaduji pouziti iontoménica, ale zase
neposkytuji tak vysoké izolované vytézky (pii dalSich ptipravach substituovanych 2-
hydroxyethyloxypyrimidini tak bylo vzdy vyuZito izolace na iontomeénici).

DalSim stupném nov¢ alternativni ptipravy PMEO-DAPY je nasledné zavedeni zbytku
methylfosfonové kyseliny na volnou hydroxy skupinu ptipraveného 2,4-diamino-6-(2-
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hydroxyethyloxy)pyrimidinu (33) (schéma 23). Podobné reakce jsou v literatuie znamy, ale
popisované vyt&zky se pohybuji jen okolo 20-40% teoretického mnozsty{®> 1 1541551

V tomto kroku navic opét dochazi k vedlej$im alkyla¢nim reakcim na pfitomnych atomech
dusiku (exocylickych ¢i endocyklickych). Dle teoretického predpokladu, ale vSechny N-
alkylované vedlejsi produkty obsahuji volnou hydroxy skupinu (celé 2-hydroxyethyloxy
uskupeni). Jejich chemické vlastnosti (polarita a rozpustnost) se tak mohou zasadné 1isit od
pozadovaného produktu. Tento piedpoklad byl potvrzen hned béhem prvnich orientacnich
experimentl, kde se retencni faktor téchto N-alkylovanych vedlejsich produktt lisi od
pozadované latky az o hodnotu 0,6. DalSimi pokusy bylo dokonce zjisténo, Ze vlivem
ptitomné hydroxyskupiny je mozno vSechny tyto N-alkylované vedle;jSi produkty odd¢lit od
latky 34 pouhou extrakci reakéni smési mezi vodu a organické rozpoustédlo (N-alkylované
vedlejsi produkty zlstavaji kvantitativné ve vodné vrstve a latka 34 béhem Ctyi extrakci
kvantitativné prejde do organické faze). Toto kliCove zjiSténi tak umoznuje oddélit N-
alkylované vedlejsi produkty od latky 34 pouhou extrakei reakéni smési, coZ umoziuje
vyuziti tohoto syntetického pfistupu pro piipravu pozadovanych latek i v primyslovém
métitku. Pokusy o presnou identifikaci N-alkylovanych vedlejSich produktli nebyly Gspésné,
bylo totiZ zjisténo, Ze se jedna 0 velmi bohatou smés (minimalné Sesti 1atek), ktera obsahuje 4
isomerni latky s molekulovou hmotou odpovidajici latce 34.

Dale bylo piistoupeno k vlastni optimalizaci studované O-alkylace 2,4-diamino-6-(2-
hydroxyethyloxy)pyrimidinu (33) za vzniku latky 34 (viz schéma 23). Jak bude zfejmé

zZ dalsiho textu, jedna se mozna o nejdulezitejsi reakci celé disertace. Vlivem toho byly pti
optimalizaci sledovany efekty fady moznych faktora, kter¢ mohou ovlivnit vytézek (jako
efekt rozpoustédla, teploty, baze, pouzitého alkyla¢niho ¢inidla, poméru reaktantu,
koncentrace reakéni smési a casového davkovani). Celkové bylo provedeno 86
optimaliza¢nich experimentl vychazejicich vzdy z 1 mmol latky 33. Z prostorového diivodu
zde nejsou uvedeny vysledky vSech provedenych pokust (ziskany optimalizovany postup je
popsan v experimentalni ¢asti 5.7.2.). Pti optimalizaci bylo vyuzito dvanacti-pozicového
reaktoru umoznujiciho paralelni syntézu (zatizeni Carousel 12 od firmy Radleys Discovery
Technologies). Pritb¢h reakce byl primarné¢ monitorovan pouze na TLC (v soustave
chloroform/methanol, 85/15). Produkty z experimentu, pti kterych doslo k vyznamné
konverzi, byly nasledné izolovany sloupcovou chromatografii (v soustavé
chloroform/methanol, 85/15). Bylo zjisténo, Ze reakce je velmi citliva na pfitomnost vody (at’
uz ptitomné v hydratu ¢i z rozpoustédla). Déle bylo zjisténo, Ze nejvhodnéj$imi rozpoustedly
jsou DMF a DMSO. Nejlepsich vytézkl bylo dosaZeno pti pouziti hydridu sodného jako baze.
Vhodnym alkyla¢nim ¢inidlem jsou diisopropyl-brommethylfosfonat (4) a diisopropyl-
tosyloxymethylfosfonat (pouziti diisopropyl-jodmethylfosfonatu (5) vedlo k bohatsi smési
produktit). Vliv molarnich poméri byl zkouman po 0,05 ekvivalentech (pro alkyla¢ni ¢inidlo
od 1,0 do 1,3 ekvivalentl a pro hydrid sodny od 1,1 do 1,5 ekvivalentt). Bylo zjisténo, Ze
optimalni poméry reaktantii jsou 1,35 ekvivalentl hydridu sodného a 1,05 ekvivalentti
alkyla¢niho €inidla. Déle bylo zjiSténo, Ze reakce probihd uspokojivée pii laboratorni teploté.
Nejlepsich vytézkl bylo dosazeno v experimentech, kde je nejdiive vytvotfena sodna siil latky
33 (pfidanim hydridu sodného do DMF roztoku latky 33 za laboratorni teploty a michani 15
minut) a az poté je ptidano alkyla¢ni ¢inidlo. Bylo zjiSténo, Ze koncentrace nema zasadni vliv
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na vytézek reakce (az do mnozstvi pfi kterém se prestava vytvorena sodna sil latky 33
efektivné michat). Pfi vétSich navazkach se nasledné projevilo pouze to, ze studovana reakce
je exotermni (coz vedlo k samovolnému ohiati reakéni smési az na 55 °C). Narust teploty
vlivem exotermni reakce snizuje rozpustnost ¢asteén¢ rozpusténého molekularniho vodiku
(ktery vznika z hydridu sodného pii tvorbé soli latky 33) a muze (pfi vétSich navazkach) vést
k pom&rné masivnimu vyvoji plynu. Reakéni smés proto byla chlazena vodni 1azni na
laboratorni teplotu. Bylo téz zjisténo, ze ptidavek 4-(dimethylamino)pyridinu (DMAP) ma
pozitivni efekt na rychlost reakce (vytézek vSak neovliviiuje). Béhem optimalizace bylo téz
zjisténo, ze se vytvareji dalsi vedlejsi produkty. K jejich zvysSené tvorbé dochéazelo u reakci

s vice jak 1,1 ekvivalenty alkyla¢niho ¢inidla. Tyto necistoty se nepodafilo jednoznaéné
identifikovat, ale dle hmotnostniho spektra (a i dle NMR) by se mohlo jednat o produkty
dvojnasobné alkylace. Toto koresponduje s pozorovanim, Ze ke zvySené tvorbé téchto necistot
dochazi hlavné u pokust obsahujicich vice nez 1,1 ekvivalentl alkyla¢niho ¢inidla. Tyto
necistoty jsou ale vlivem pfitomnosti minimalnég ¢tyt isopropylovych skupin velmi dobie
rozpustné v diethyletheru (latka 34 v diethyletheru prakticky rozpustna neni). Dialkylované
(polyalkylované) necistoty je tak mozné odstranit rovnéz bez pouziti chromatografie.

K odparku po extrakci (viz vyse) se piida hexan a cela smés se vystavi pisobeni ultrazvuku
po dobu 10 minut. B€hem toho dojde k prokrystalovani ziskané¢ho odparku (kde do hexanu
pfejde mineralni olej, ktery pochézi z pouzité suspenze hydridu sodného v mineralnim oleji).
Hexan se nédsledné dekantuje a tato operace s hexanem se jesté jednou zopakuje. K ziskanym
krystalim (vedlejsi dialkylované produkty nejsou krystalické) se nasledné ptida diethylether a
cela smés se opét vystavi ptisobeni ultrazvuku po dobu 10 minut (béhem kterych dojde ke
kvantitativnimu pievedeni dialkylovanych a polyakylovanych vedlej$ich produktd do etheru).
Obdrzené krystaly pak staci odsat na frit¢ a promyt dvakrat etherem pro ziskani
pozadovaného produktu v Cistoté vyssi jak 95% (bez pouziti jakékoliv chromatografie).

V experimentalni ¢asti (viz 5.7.2.) je detailn¢ popsan nalezeny optimalni postup pro piipravu
latky 34. Tento postup byl nasledné vicekrat GspéSné pouzit pro piipravu fady derivatt latky
34.

Pro ptipravy vlastnich PMEO-DAPYy je jesté potieba provést hydrolyzu ptitomnych
isopropylestert. Jako prvni byl testovan postup dle sekce 3.2. vyuzivajici mikrovlnné
zahtivané hydrolyzy diestert fosfonovych kyselin ve vodné kyseliné chlorovodikové.
Ptekvapivé bylo zjisténo, Ze tohoto postupu neni mozné pro ptipravu PMEO-DAPy vyuzit. Za
podminek popsanych v sekci 3.2. totiz dochazi velmi rychle k hydrolyze v acyklické ¢asti
molekuly za odstépeni 2,4-diamino-4-hydroxypyrimidinu (viz schéma 24), jehoz vznik byl
potvrzen smésnych *C NMR spektrem s komer&nim 2,4-diamino-4-hydroxypyrimidinem.
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Schéma 24. Degradace acyklické ¢asti molekuly pii MV hydrolyze latky 34 za vzniku 2,4-
diamino-4-hydroxypyrimidinu.
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Pro hydrolyzu vsech pfipravenych diesteri derivatt PMEO-DAPYy na piislusné fosfonové
kyseliny tak byla vybrana klasicka metoda vyuzivajici dobfe zndmou reakci diestert FAN s
trimethylsilylbromidem!®-84 1511551 kter4 byla modifikovéna s ohledem na jiz dfive uvadéné
nedostatky (jako je zdlouhavé a naro¢nd izolace pomoci iontoménict a mozna kontaminace
ptipravenych FAN zbytky z pouzitého trimethylsilylbromidu). Ziskané bis(trialkylsilyl)estery
(viz schéma 25 a postup 5.7.3.) se po dikladném odstranéni nezreagovaného
trimethylsilylbromidu (kodestilaci ziskaného odparku s toluenem) rozpusti v ethanolu, ke
kterému se ptidd objemovy dil vody.

BrSiMe TSI~
§/0R1 3 Q3 H,O + EtOH E/OH N _(?_H
Ro Plor, — " | R’ — R P, §=
1 ultrazvuk

R, = alkyl

Schéma 25. Rozklad bis(trialkylsilyl)esteri pomoci vody a ethanolu za vzniku
trimethylhydroxysilanu.

Ziskana smés se vystavi ptisobeni ultrazvuku po dobu 10 minut, béhem kterych dojde ke
kvantitativnimu vylou¢eni pozadovaného FAN za soucasné tvorby trimethylhydroxysilanu,
ktery se nasledné odstrani dikladnym odpafenim ziskané smési, kdy trimethylhydroxysilan
kodestiluje s ptitomnou vodou a ethanolem. Ziskany odparek se suspenduje v 50% vodném
ethanolu a ziskana smés je opét vystavena pusobeni utrazvuku, kdy vSechen ptipadné
ptitomny trimethylhydroxysilan piejde do roztoku. Ziskana fosfonova kyselina se odsaje na
frit¢, promyje ethanolem a acetonem a susi ve vakuové susarné (piipravené latky je mozné dle
potieby rekrystalovat z vody ¢i rozpustit ve vod¢ a srazit ethanolem). Samotna PMEO-DAPy
(35) byla timto postupem piipravena prakticky v kvantitativnim vytézku v Cistoté vyssi jak
95%. Tento postup byl téz Gispésné aplikovan na vétsinu piipravenych diesterti
modifikovanych PMEO-DAPY.

3.5.2. Pripravy 5-substituovanych PMEO-DAPy postupnou vystavbou

3.5.2.1.  Pripravy substituovanych chlorpyrimidinii pro postupnou vystavbu

Dalsim zadanym dil¢im tikolem bylo ptipravit vét§a mnozstvi jiz dfive zmifiovaného 5-methyl
derivatu PMEO-DAPY, ktery je neju¢inéjSim zndmym FAN proti HIV (obr. 24). Potiebny
2,4-diamino-6-chlor-5-methylpyrimidin byl ptipraven z komeréniho 2,4,6-trichlor-5-
methylpyrimidinu reakci s methanolickym amoniakem Vv autoklavu pti zahfivani na 100 °C
(schéma 26 a sekce 5.7.4.). Tato reakce poskytla smés tii latek, kde byla pozadovana latka 38
zastoupena jako majoritni produkt. Po rozdé€leni ziskané smesi sloupcovou chromatografii
byly izolovany latky 36 (12%), 37 (20%) a 38 (63% teorie). Pfi opakované priprave latky 38 z
2,4,6-trichlor-5-methylpyrimidinu bylo nasledné pouzito ethanolického amoniaku a byl téz
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prodloucen reakéni Cas. Za téchto podminek byla ziskéna pouze latka 38 v izolovaném
vytézku 89% teorie (ktera byla pouzita v dalsim kroku syntézy viz 3.5.2.2.).

~N

NH> (e NH,
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Cl N Cl Cl N Cl HoN N Cl H,oN N Cl
36 37 38

Schéma 26. Ptiprava 2,4-diamino-6-chlor-5-methylpyrimidinu (38) reakci 2,4,6-trichlor-5-
methylpyrimidinu s amoniakem (v methanolu) za souc¢asného vzniku 4-amino-2,6-dichlor-5-
methylpyrimidinu (36) a 2-amino-4-chlor-6-methoxy-5-methylpyrimidinu (37).

Dalsi vyzadanou latkou byl 5-fluor derivat PMEO-DAPY. Z tohoto diivodu byl ptipraven 2-
amino-5-fluor-4,6-dichlorpyrimidin (39) kondenzacni reakci diethyl-fluormalonatu

s guanidinem poskytujici 2-amino-5-fluor-4,6-dihydroxypyrimidin, jenz byl bez dalSich
izolaci pfeveden rovnou na 2-amino-5-fluor-4,6-dichlorpyrimidin (39) reakci s POCl;

Vv piitomnosti 2-methylpyridinu (schéma 27 a sekce 5.7.5.). Celkov¢ byl ziskan pozadovany
produkt 39 v uspokojivém vytézku 78% teorie (po obou reakénich krocich).

Cl
NH, EtO F MeONa* NZNT POCI; NZNT
H N/gNH T MeOH PN 2 metnylpyridn ]
2 Et0” SO H,N" SN~ OH yipy HNT N7 el
HCl

39

Schéma 27. Ptiprava 2-amino-5-fluor-4,6-dichlorpyrimidinu (39) reakci vychazejici z
diethyl-fluormalonatu.

Ziskana latka 39 byla nasledné pfevedena na 2,4-diamino-5-fluor-6-chlorpyrimidin (40) opét
reakci s ethanolickym amoniakem (jako pfii pfiprave latky 38) ve vytézku 86% teorie (Schéma
28 a sekce 5.7.6.).
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Schéma 28. Piiprava 2,4-diamino-5-fluor-6-chlorpyrimidinu (40) z 2-amino-5-fluor-4,6-
dichlorpyrimidinu (39) reakci s ethanolickym amoniakem.

Dalsim ptiravenym chlorpyrimidinem byl 2,4-diamino-6-chlor-5-nitropyrimidin (41), jenz byl
ptipraven dle postupu popsaného v literature!*®# vytézkem 42% teorie (schéma 29 a sekce
5.7.7).
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Schéma 29. Ptiprava 2,4-diamino-6-chlor-5-nitropyrimidinu (41) nitraci 2,4-diamino-6-
chlorpyrimidinu.

Poslednim vyzadanym 5-substituovanym PMEO-DAPYy, jenz mél byt pfipraven ve vét§im
mnoZstvi, m&l byt prislusny 5-chlor derivat (téZ velmi aktivni viigi HIVE®?). Pro piipravu
pottebného pyrimidinu byl vyuzit komeréni 2,4,6-trifluor-5-chlorpyrimidin (schéma 30 a
sekce 5.7.8.). Pro opétovnou substituci atomi halogenu amoniakem byl vyuZzit methanolicky
amoniak (analogie reakce ve schématu 26, provedena dle postupu 5.7.4.). Tato reakce
poskytla bohatou smés produktti, jak ukazuje schéma 30. Po rozdéleni ziskané smési
sloupcovou chromatografii byly izolovany latky 42 (17%), 43 (9%), 44 (40%) a 45 (32%
teorie). Pro efektivni pfipravu pozadovaného 5-chlor PMEO-DAPY je tak lepsi vyuzit pfimo
chloraci snadno dostupné latky 34 (diskutovano dale v sekci 3.5.3.). Po porovnani reaktivity
byla ptesto latka 45 vyuzita pro postupnou vystavbu.

F NH, NH,
N)IC' NH; )\/[C' )ji )j: | cl
—_—
F)\\N F  MeOH )\ )\ F

Schéma 30. Reakce 2,4,6-trifluor-5-chlorpyrimidinu s methanolickym amoniakem.

Pro ptipravu 5-alkyl a 5-fenyl PMEO-DAPy bylo téz vyuzito postupné vystavby. Praveé 5-
alkyl derivaty se jen tézko ptipravuji ptimou modifikaci polohy 5 pyrimidinového kruhu, jak
je popisovano ve dvou nasledujicich kapitolach. Pro pfipravu vychozich pyrimidint byla
vyuzita analogie reakce zachycené ve schématu 27. V tomto piipadé¢ se jedna o pifimou
piipravu 5-substituovanych 2,4-diamino-6-chlorpyrimidind. V prvnim kroku reakce dochazi
ke kondenzaci guanidinu s komeréné dostupnymi substituovanymi ethyl-kyanacetaty. Ziskané
5-substituované 2,4-diamino-6-hydroxypyrimidiny jsou bez dalsi izolace pievedeny reakci

s POCl; v pfitomnosti 2-methylpyridinu rovnou na pozadované 5-substituované 2,4-diamino-
6-chlorpyrimidiny (schéma 31 a sekce 5.7.9.). Takto byla piipravena cela skupina
substituovanych 2,4-diamino-6-chlorpyrimidind v uspokojivych vytézcich 62-83% teorie (viz
sekce 5.7.9.).

46, R = ethyl
47, R = propyl

NHz 48 isopropyl
NH2 MeO Na* N7 R POCl, N7 R 49 R=allyl
+ j/i | 50, R = butyl
H2N OEt MeOH N)\\N OH 2-methylpyridin H, N)\ cl 51, R = sec-butyl
HCI 52, R = benzyl

53, R = fenyl

Schéma 31. Piiprava 5-substituovanych 2,4-diamino-6-chlorpyrimidint ze substituovanych
ethyl-kyanacetatu.
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3.5.2.2.  Pripravy substituovanych (2-hydroxyethyloxy)pyrimidinii a odpovidajicich
derivatii pro postupnou vystavbu

Série ptipravenych 5-substituovanych 2,4-diamino-6-halogenpyrimidinti byla nasledné
uspésné pievedena nalezenou reakci s ethylenglykolem (sekce 3.5.1. a 5.7.1.) na odpovidajici
5-substituované 2,4-diamino-6-(2-hydroxyethyloxy)pyrimidiny ve vysokych vytézcich
(schéma 32 a sekce 5.7.10.). Dle o¢ekavani bylo zjisténo, Ze tato nukleofilni aromaticka
substituce probiha vyrazné rychleji pfi substituci atomu fluoru neZ pii substituci atomu chloru.
Latka 45 tak poskytuje pozadovany produkt 57 (dle postupu 5.7.1.) béhem nékolika desitek
minut, zatimco latky 46-53 vyzaduji pro plnou konverzi zahtivani minimaln¢ na ¢tyfi hodiny.
V souladu s elektronovymi efekty v alternujicich polohach bylo zjisténo, ze reaktivita latek 40
a 41 je vlivem ptitomnych elektronakceptornich substituentii v poloze 5 pyrimidinového
kruhu téZ vyznamné urychlena. Celkové tak byla ptipravena série dvanacti 5-substituovanych
2,4-diamino-6-(2-hydroxyethyloxy)pyrimidind s vyuzitim univerzalniho postupu ve vytézcich
85-97%.

38, X=Cl, R = methyl gg R = methyl
40, X=CI,R=F ,R=F

41, X= CI, R = nitro 56, R = nitro

45 X=F, R=Cl NH; oK+ NH, 57,R=Cl

46, X=Cl, R = ethyl N7 R HO NZ R gg, E = ethyl |
47, X=Cl, R = propyl \L  — , R = propy
48, X= Cl, R = isopropyl N)\\N | X + OH H N)\\N | o ~OH 60, R = isopropyl
49, X=CI, R =allyl 2 61, R = allyl

50, X= CI, R = butyl 62, R = butyl

51, X=Cl, R = sec-butyl 63, R = sec-butyl
52, X=CI, R = benzyl 64, R = benzyl
53, X=CI, R =fenyl 65, R = fenyl

Schéma 32. Ptiprava 5-substituovanych 2,4-diamino-6-(2-hydroxyethyloxy)pyrimidint
z prislusnych 2,4-diamino-6-halogenpyrimidind.

Nalezena procedura pro zavadéni 2-hydroxyethyloxy skupiny byla nésledné aplikovana i

s vyuzitim jinych dihydroxyalkant. Zde byl postup pouze mirné upraven s ohledem na
dihydroxyalkanu jako rozpoustédle. Misto toho byla vychozi latka spole¢né s deseti
ekvivalenty zvoleného diolu rozpusténa v DMF a nasledné podrobena reakci dle procedury
5.7.1. Bylo pozorovéano ¢astecné snizeni izolovanych vytézkl a vyznamné zpomaleni reakce,
kde bylo pro plnou konverzi potieba zahiivat reak¢éni smés minimalné 10 hodin. Schéma 33
zndzorfiuje pfipravené slouceniny, jez byly ziskany ve vytézcich 69-81% (latky jsou popsany
v sekci 5.7.11.).

Vlivem snizené reaktivity byly konany pokusy o urychleni zkoumanych reakci pomoci
mikrovinnych ohievii. Schéma 34 znazornuje ziskané slouceniny pro dva provedené pokusy.
Bylo zjiSténo, Ze MV zafeni vyrazné urychluje rozklad DMF na dimethylamin a oxid
uhelnaty. Vznikly dimethylamin pfi pouZitych 160 °C okamzZit€ substituuje pfitomny atom
chloru a produktem jsou tak pouze 2,4-diamino-6-(dimethylamino)pyrimidiny. Izolaci dle
postupu 3.7.1. byla ziskana latka 70 ve vytézku 86% a latka 71 ve vytézku 83% teorie (latky
jsou popsany v sekci 5.7.12.).
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Schéma 33. Ptiprava 2,4-diamino-6-(hydroxyalkoxy)pyrimidina z 2,4-diamino-6-
chlorpyrimidinu.

Tuto problematiku mikrovinnych rozkladit DMF nésledné¢ (pod vedenim autora této disertacni
prace) rozpracovala studentka prvniho ro¢niku VSCHT (Lucie Cechova). Byly podrobné
popsany efekty ovliviiujici rozklad DMF v MV reaktoru a uvolnény dimethylamin (a dalsi
aminy, z raznych formamida) byl synteticky vyuzit. Tato studie byla nasledné publikovana
formou samostatného &lankul*®*],

NH, oK NH,
R=H N7 R N7 R 70, R=H
52, R = benzyl N )\\ | 71, R = benzyl
’ V' HNTSNT>er MV.DME g NSNTNT ’

Schéma 34. Vznik 2,4-diamino-6-(dimethylamino)pyrimidinii mikrovinnym rozkladem
DMF.

Pro zjisténi plné Sitky aplikovatelnosti nalezeného postupu pro zavadéni hydroxyalkoxy
skupin byly ¢inény pokusy s jednim vybranym slozitéjSim alkoholem (sorbitolem — levny a
symetricky). Bylo zjiSténo, Ze za podminek zahtivani na 120 °C v DMF pfi reakci sorbitolu s
2,4-diamino-6-chlorpyrimidinem vznika velmi bohata smés produktd. Pro tuto reakci tak bylo
vyuzito diive zjisténé vysoké reaktivity latky 45 ve smyslu studovanych nukleofilnich
aromatickych substituci. Jak ukazuje schéma 35 (postup 5.7.13.), s vyuzitim latky 45 se
podaftilo docilit pozadované reakce i s takto slozitym alkoholem, jakym je sorbitol (a to bez
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chranéni pfitomnych OH skupin). Latka 72 byla izolovana dle postupu 5.7.1. ve vytézku 73%
teorie.

NH,»
N of
CH,OH
NH 2 o+
> HO——H "‘OK H N)\\N N
N7 HO—+H ————
PR + HO——H
2 o on 72 HO—H
H——OH
CH,OH

Schéma 35. Reakce latky 45 se sorbitolem.

Byl téZ proveden orienta¢ni pokus pro pfipravu 2-amino-6-(2-hydroxyethyloxy)-4-
methoxypyrimidind. Dfive izolovany vedlejs$i produkt (37) byl podroben reakci dle obecného
postupu (sekce 3.5.1. a 5.7.1.) s ethyleglykolem jako rozpoustédlem (schéma 36 a sekce
5.7.13.). Piekvapivé bylo zjisténo, ze pozadovany produkt (latka 73) je v reak¢ni smési
zastoupen vV minoritnim mnozstvi (izolovany vytézek 14%). Za pouzitych podminek reakce se
methoxy skupina chova téz jako dobra odstupujici skupina pii nukleofilni aromatické
substituci. Latka 74, ktera vznika primarnim atakem alkoxidu na methoxy skupinu, byla

v reakéni smési zastoupena prakticky ve stejném mnozstvi (izolovany vytézek 11%) jako
pozadovany produkt 73. Hlavnim produktem reakce byla latka (75) nesouci dokonce dvé 2-
hydroxyethyloxy skupiny (izolovany vytézek 63%). Latka 75 byla pouzita spolupracovnici
Petrou Dolédkovou (nyni Bfehovou) pro dalsi V}'/zkum[155].

>0 ~ cl o ™>OH

4’—O'K+

NT g g o

B ——

HZNJ\\N cl HZNJ\\N O/\/OH HZNJ\\N O/\/OH , )\\ O/\/OH

HO  OH
37 73 74 75

Schéma 36. Reakce latky 37 s ethylenglykolem vedouci az ke tvorb¢é dvojnasobné
substituovaného produktu 75.

Dalsi zkoumanou moznosti modifikace zakladniho PMEO-DAPY byla piiprava polohového
isomeru PMEO-DAPYy, ktery by nesl cely PME fetézec v poloze 2 pyrimidinového kruhu
(aminoskupiny pak v poloze 4 a 6). Pro tuto modifikaci bylo vyhodné vyuzito dtive
ptipraveného vedlejSiho produktu 44, ktery byl dle postupu 5.7.1. pfeveden ve vysokém
vytézku (95% teorie) na pozadovanou latku 76 (schéma 37 a sekce 5.7.14.). Timto postupem
byl pfipraven polohovy izomer diive uvadéné latky 57.
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NH, oK NH,
cl L _ci
I . 1]
H
Sy NH, g oH O~y NH,
44 76

Schéma 37. Reakce latky 44 s ethylenglykolem vedouci ke tvorbé latky 76 - pozadovany
polohovy izomer latky 57.

3.5.2.3.  Pripravy substituovanych PMEO-DAPYy esterii a samotnych volnych Kyselin
postupnou vystavbou

Ziskané hydroxyalkoxypyrimidiny byly nasledné ptrevedeny reakci s latkou 4 (dle obecného
postupu viz sekce 3.5.1. a 5.7.2.) na ptislusné diestery PMEO-DAPY Vv uspokojivych
vytézcich 39-62% teorie. Pripravené diestery byly podrobeny reakci s trimethylsilyloromidem
(dle obecného postupu viz sekce 3.5.1. a 5.7.3.) za vzniku pozadovanych fosfonovych kyselin.
Schéma 38 znazornuje reakci latek pripravenych dle schématu 32 (tzn. 5-substituovanych 2,4-
diamino-6-(2-hydroxyethyloxy)pyrimidini) s alkylaénim ¢inidem 4 pro zavedeni zbytku
kyseliny methylfosfonové. Detailni popis slou¢enin a izolovanych vytézku je uveden v sekci
5.7.15.

gg R = methyl 77, R = methyl
,R=F 78, R=F
56, R = nitro O\O( 79, R = nitro
57,R= I =
58Y R = Cl \H Bro__PC 80,R=Cl
, R =ethyl 2 (0] NH, 81, R = ethyl
59, R = propyl =
S.R=popyl R a L R ~ 82, R = propyl
61’ isopropy J\ ‘ N* | (o) S 83, R = isopropyl
, R=allyl X ~_-OH V- 84, R = allyl
62, R=butyl 2N N0 NaH, DMF HZNJ\\ N OO0 g5 R = butyl
63, R = sec-butyl )\ 86, R = sec-butyl
64, R = benzyl 87, R = benzyl
65, R =fenyl 88, R = fenyl

Schéma 38. Piiprava diesterdt PMEO-DAPY z pfipravenych 5-substituovanych 2,4-diamino-
6-(2-hydroxyethyloxy)pyrimidint.

Ziskané¢ estery byly po pIn¢ identifikaci pfevedeny na odpovidajici 5-substituované PMEO-
DAPy pomoci reakce s trimethylsilylbromidem (dle obecného postupu viz sekce 3.5.1. a
5.7.3.) ve vytézcich 76-98% teorie, jak je znazornéno ve schématu 39. Detailni popis
sloucenin a izolovanych vytézki je uveden v sekci 5.7.16.
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77, R = methyl 89, R = methyl

78,R=F 90, R=F
79, R = nitro g; E = Q:iltro
80,R=Cl , R=
81, R = ethyl 1) BrSiMe; NH 93, R =ethyl
82, R = propyl CH-CN 2 94, R = propyl
‘ 3 R 95, R =isopropyl

83, R = isopropyl IB O NZ , Yy
84, R = allyl )\ | Q on 96, R=alyl
8 ) y H,N O/\/ ~~ \ ~_0 \/||:> 97, R =butyl

5, R =butyl )\ 2) H,0 + EtOH HzN 0 H g moo
86, R = sec-butyl , = sec-buty
87, R = benzyl ultrazvuk 99, R =benzyl
88, R = fenyl 100, R = fenyl

Schéma 39. Prevedeni ziskanych diestert PMEO-DAPY na ptislusné fosfonové kyseliny
(cilové 5-substituované PMEO-DAPY).

Vysokou ¢istotu takto piipravenych slou¢enin demonstruji namefené elementarni analyzy (viz
sekce 5.7.16.). Pfi rekrystalizaci latky 95 se navic podafilo vypéstovat monokrystal vhodny
pro rentgenovou strukturni analyzu. Obrazek 61 reprezentuje nalezenou strukturu latky 95

v obdrzeném Krystalu. I pfes mnohalety vyzkum v oblasti FAN jsou do dne$nich dnd zndmé
pouze dv¢ vyresené krystalové struktury FAN[84,

Obrazek 61. ORTEP diagram znazornujici latku 95, reprezentujici pozice tézkych atomii
s pravdépodobnosti 90% (data namétila Blanka Klepetafova PhD. na pfistroji popsaném v
literatuiel™).
Ptipravené hydroxyalkoxypyrimidiny (dle schématu 33) byly téz pobrobeny této alkyla¢ni
reakci. V piipad¢ pouziti latky 69 nebyl pozorovan vznik zadného produktu. Reakce byla
opakovana v nékolika provedenich za mirné zménénych podminek, ale ani jeden pokus
neved] ani ke stopé€ jakéhokoliv diesteru FAN. Pro piipravu HPMPO-DAPY postupnou
vystavbou tak bude potieba pouzit chranici skupiny (pro chranéni primarni OH skupiny,
nejlépe tedy trityl). Piiprava HPMPO-DAPy ale nebyla zaddnim této disertacni prace a tak
jsme se ji dale nevénovali. Schéma 40 znazorfiuje GspéSné pievedeni pripravenych
hydroxyalkoxypyrimidint (66-68) na odpovidajici diestery FAN ve vytézcich 51-60% teorie.
Tyto estery byly nasledné (bez jakékoliv analyzy) podrobeny reakci s trimethylsilylbromidem
(dle obecného postupu viz sekce 3.5.1. a 5.7.3.), ¢imz byly ziskany pozadované fosfonové
kyseliny 101-103 ve vytézcich 87-93% teorie (pocitano z diesterd, viz sekce 5.7.17.).
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66
N - N -
)\\ | N )\\ | N /\(IF?VOR 101, R=H
H.N" SN" 0 OH O\o( H,N" N7 0 0P n :
|
NH, Bre_ 5% NH, .
67 1) BrSiMe;
’ ’
N | 4 )\ N o} CH4CN
)\\ A~ ~_-OH )\\ | A0 L-OR —  » 102,R=H
H,N” °N” "0 H,N™ °N” "0 ~"OOR
NaH, DMF
NH, NH, 2) H,O + EtOH
NZ 68 N7 ultrazvuk

o)
PS | s | ~1_OR 103, R=H

Schéma 40. Ptiprava modifikovanych ,,PMEO“-DAPY z ptipravenych 2,4-diamino-6-
(hydroxyalkoxy)pyrimidint.

Ptipraveny polohovy izomer latky 57 (oznacen jako 76) byl téz podroben reakci s latkou 4
(dle obecného postupu viz sekce 3.5.1. 2 5.7.2.). V tomto piipadé byla ziskana smés dvou
latek. Sloupcovou chromatografiii byly obé latky oddéleny (viz sekce 5.7.18.). Takto byla
ziskana latka 104 (vytézek 37% teorie) a latka 105 (29% teorie). Struktura obou sloucenin
byla jednozna¢né prokazana pomoci NMR a je zndzornéna ve schématu 41.

.0 NH,
Br\/'t’ NH,

cl
104 o 105 N)\/[ N
C' ‘ )\ EEL) J‘\/ + HO\/\O)\\N| N/\(IP?(O
)\ o O H o

NH, NaH, DMF /K NH, )\

Schéma 41. Reakce latky 76 s latkou 4 za vzniku pozadovaného produktu 104 a izolované¢ho
vedlejSiho produktu 105.

Oba takto ziskané estery byly nasledné ptevedeny reakci s s trimethylsilylbromidem (dle
obecného postupu viz sekce 3.5.1. a 5.7.3.) na ptislusné fosfonové kyseliny ve vytézku 93%
(pro latku 106) a 86% (pro latku 107), jak ukazuje schéma 42 (viz téz sekce 5.7.19.).

NH,

Y 104 al NH,
N
IJ’\/O\/\ )\ NH, HOF; s |
)\ 1) BrSiMes Oy NH,
CH5CN
B —
NH, NH
105 | cl 2) H,0 + EtOH . 2 N
N/
HO\/\ /k\ PRPe) ultrazvuk | o
N N Pl
(0] N o HO\/\O)\\N /\lg/OH

A o
Schéma 42. Ptiprava fosfonovych kyselin 106 a 107 z ptislusnych diestert 104 a 105.
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Dalsim zadanym cilem této disertacni prace bylo ptipravit lipofilni proléciva od vybranych
PMEO-DAPy. Ptiprava a protivirové aktivity prvniho proléciva PMEO-DAPy byly jiz
popsany v ¢asti 3.4. (latka 31). S vyuzitim dvou pfipravenych 2-hydroxyethoxypyrimidint a
alkyla¢niho ¢inidla popsaného v literatuie™® se ndm podatilo efektivné ptipravit dvé vysoce
lipofilni proléc¢iva FAN (schéma 43) v uspokojivych vytézcich (latku 108 ve vytézku 43% a
latku 109 ve vytézku 39% teorie). Detailni postup pfipravy je popsan v ¢asti 5.7.20.

33, R=H 108, R=H

N, O R=Me NH, 109, R =Me

P R X NE R o

g A oM
NaH, DMF N <
HyN \N O/\/OH HoN N O ~ OO
o}
_O'Na*
X= Tso_bPl "

\O\/\/O\/\/\/\/\/\/\/\/

Schéma 43. Ptiprava lipofilnich prolé¢iv 108 a 109 (odpovidajicich kyselinam 35 a 89).

3.5.3. Pripravy 5-substituovanych PMEO-DAPy piimou modifikaci polohy 5
pyrimidinového kruhu vychazejici z pfislusnych diesteru

Vysoka reaktivita polohy 5 pyrimidinového kruhu ve smyslu substituci elektrofilnich a
radikalovych nas vedla k domnénce, Ze budeme moci s vyuzitim (nyni lehce dostupné) latky
34 rychle a efektivné ptipravit celou sérii 5-substituovanych derivata latky 34 ptimou
derivatizaci. Tento piedpoklad byl zahy nékolikrat Gispé$né potvrzen. Schéma 44 ukazuje
prvni sérii pfimych derivatizaci latky 34 v poloze 5 pyrimidinového kruhu. Prvnim zastupcem
elektrofilni aromatické substituce byla azokopulace. Pomoci benzendiazoniové soli (Viz
5.7.21.) byl pfipraven ve vysokém vytézku (92%) pozadovany 5-fenylazo derivat 110 (tzn.
produkt C-azokopulace). Vznik ptisluSného triazenu (produktu N-azokopulace) pozorovan
nebyl. Latka 110 pak byla dle univerzalniho postupu 5.7.3. Gispésné ptevedena na 5-fenylazo-
PMEO-DAPYy (111) ve vytézku 76% (viz 5.7.22.). Dalsi Gspésné testovanou reakci byla
oxidace polohy 5 pyrimidinového kruhu pomoci (NH4),S,0g (Vviz 5.7.23.) za vzniku aduktu
112 v izolovaném vytézku 62% teorie (dle postupu popsané¢ho v literatufe[l%]). Tato latka se
ovSem ukézala jako velmi nestabilni a v§echny pokusy o pfevedeni latky 112 na ptisluSnou
fosfonovou kyselinu skonéily vzdy tvorbou 2,4-diamino-5,6-dihyroxypyrimidinu. Jinou
testovanou elekrofilni aromatickou substituci byla nitrosace latky 34, ktera poskytla velmi
rychle a kvantitativné pozadovany 5-nitroso derivat 113 (viz 5.7.24.). Reakrystalizaci této
latky se podatilo vypéstovat monokrystal vhodny pro rentgenostrukturni analyzu (viz obrazek
62). Pokusy o ptevedeni latky 113 na volnou fosfonovou kyselinu nebyly tspésné. Misto toho
se ale podafilo pfitomnou nitrososkupinu zredukovat na aminoskupinu za tvorby latky 114 (ve
vytézku 84%). Tato latka je pfekvapive nestabilni a podléha oxidacim vzdusnym kyslikem.
Ptislusny hydrochlorid pak uz bylo mozné dlouhodobé¢ skladovat (viz 5.7.25.).
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Schéma 44. Substitu¢ni reakce v poloze 5 pyrimidinového kruhu vychazejici z ptipravené
latky 34.

Obriazek 62. ORTEP diagram znazoriiujici latku 113, reprezentujici pozice tézkych atomii
S pravdépodobnosti 90% (data namétila Blanka Klepetafova PhD. na pfistroji popsaném v

literatuie

[152])
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Latka 114 byla podrobena postupu 5.7.3. pro hydrolyzu diisopropyl esteri (viz 5.7.26.).
Jedinym produktem této reakce je latka 115 (izolovany vytézek 89%). Struktra produktu byla
jednoznacéné potvrzena pomoci rentgenostrukturni analyzy (viz obrazek 63). Vysoka
nukleofilita aminoskupiny v poloze 5 (zapfi¢inéna piitomnosti tii elektron donornich
substituentt v alternujicich polohach) tak nedovoluje ptipravit pozadovany 5-amino-PMEO-
DAPy (vznikajici isopropylbromid okamzité substituuje tuto aminoskupinu v poloze 5). Tato
alkylace aminoskupiny nebyla pro aminoskupiny v poloze 2 a 4 nikdy pozorovana
(aminoskupiny v poloze 2 a 4 jsou totiz deaktivovany pro alkyla¢ni reakci rezonanci do
pyrimidinového kruhu).

Obrazek 63. ORTEP diagram znazornujici latku 115 (monohydrat latky 115), reprezentujici
pozice tézkych atomil s pravdépodobnosti 90% (data namétila Blanka Klepetafova PhD. na
pristroji popsaném v literatuie™*?),

Dalsi provedenou substitu¢ni reakci byla jodace polohy 5 pyrimidinového kruhu latky 34
pomoci N-jodsukcinimidu (izolovany vytézek 93%, viz 5.7.27.). Vznikla latka 116 jiz byla

[102]

drive ptipravena’ “, zde nam ale nasledn¢ poslouzila jako vyborna vychozi surovina pro C-C

,,Cross-coupling* reakce.

Jinou variantou ptimé modifikace polohy 5 pyrimidinového kruhu (latky 34) byla tspé$na
radikalova substituce pomoci in situ generovaného dithiokyanatu (schéma 45). Vznikly 5-
thiokyanato derivat 117 byl ziskan ve vysokém vytézku 97% teorie (viz 5.7.28.). Ptevedeni
této slouCeniny na volnou fosfonovou kyselinu vSak nebylo tspé$né (nejspis vlivem
nestability ptitomné SCN skupiny pfi reakci s trimethylsilylbromidem). Latka 117 byla
nasledné vyuzita jako dalsi vyborna vychozi slou¢enina pro nasledné.
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BrSiMe;
121, R=iPr, R%=methyl ———125, R=H, R%=methy|
122, R=iPr, R%=ethyl "7 126, R=H, R%=ethyl
KSCN, Br, 123, R=/Pr, R2=2-hydroxyethyl 127, R=H, R2=2-hydroxyethyl
H,O, DMF 124, R=iPr, R?=benzyl 128, R=H, R%=benzyl
NH2 2
NH, R
N 2 !
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)\ O/\/O\/ ~0 P(Bu); )\\ | '5 OR
117 /K H2N O/\/ N
NaZS N328203
H,O, DMF H,O, DMF

| Il:) OR1 | i O
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118, R=iPr, R'=Na 73" 119, R=R'=H 120

Schéma 45. Dalsi substitu¢ni reakce v poloze 5 pyrimidinového kruhu vychazejici
zZ ptipravené latky 34 a vyuzivajici latku 117 jako kli¢ovy meziprodukt.

Prvni studovanou reakci byla zamyslena hydrolyza thiokyanatové skupiny az na skupinu
thiolovou pomoci reakce se sulfidem sodnym. Prvni pokus o realizaci této reakce poskytl
smes dvou produktt (smés latek 118 a 120). Ob¢ latky byly izolovany a plné
charakterizovany. Vznik latky 120 byl nejdiive velkou zdhadou. Pouzity sulfid sodny byl
hydrat, jehoz datum vyroby spadalo do ptedminulého stoleti. Je znamo, Ze hydrat sulfidu
sodné¢ho mtze podléhat oxidaci vzdusnym kyslikem az na thiosiran sodny, coZ by mohlo
vysvétlovat vznik pozorovanych produktl. Reakce tedy byla nejdiive opakovana s novym
sulfidem sodnym (viz 5.7.29.). A poté byla ziskana pouze latka 118 a to ve vysokém vytézku
73% teorie (migrace isopropylové skupiny je analogii vzniku latky 115 viz schéma 43, kde je
in situ vznikla thiolova skupina evidentné tak nukleofilni, Ze si vynuti migraci isopropylové
skupiny z fosfonatové ¢asti molekuly). Latka 118 byla Gspésné pievedena na piislusnou
fosfonovou kyselinu 119 ve vytézku 81% teorie (viz 5.7.30.). Nasledné byla zkoumana reakce
latky 117 pouze s thiosiranem sodnym. Prekvapivé bylo zjisténo, Ze dochdzi pouze ke vzniku
latky 120 a to ve velmi vysokém vytezku 87% teorie (viz 5.7.31.). Piiprav arylthiosirand je

Vv literatufe znamo relativné jen malo™®”), Nalezena reakce reprezentuje (dle ditkladného
prozkoumani literatury) Gplné€ novou chemickou reakci. Vlivem toho byla intenzivné
zkoumana na dalSich arylthiokyanatech a bylo zjisténo, Ze se jedna o obecnou metodu
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piipravy arylthiosirani. Cast téchto pokusti vykonala (pod vedenim autora této disertacni
prace) studentka prvniho roéniku VSCHT Lucie Cechova. Tato studie nebyla zadanim
predkladané disertacni prace, proto zde neuvadime dalsi ziskané vysledky (které se ptfipravuji
Kk publikovani, jako navrzeny mechanismus, identifikace klicového intermediatu nesouciho tii
atomy siry vedle sebe atd.). Samotnou latku 120 se ale nepodafivo pievést na odpovidajici
fosfonovou kyselinu (reakce poskytla velmi bohatou a nedélitelnou smés produktti). Pro dalsi
modifikace thiokyanato skupiny byla pouzita metodika popsana v literatuie*®®), ktera vyuziva
aktivaci SCN skupiny pomoci trialkylfosfinu. Pfi této reakci slouzi pouzity trialkylfosfin téz
jako ¢inidlo jez generuje z ptidaného alkoholu odpovidajici alkyla¢ni ¢inidlo in situ.
Produktem reakce pak jsou piislusné alkylsulfidy 121-124 (viz schéma 45 a sekce 5.7.32.)
izolované ve vysokych vytézcich (75-92%). Piipravené alkylsulfidy pak byly uspésné
prevedeny na odpovidajici fosfonové kyseliny 125-128 pomoci univerzalniho postupu 5.7.3.
(ve vytézcich 71-90%, viz 5.7.33.).

Drive ptipravena latka 116 byla nasledné vyuzita pro modifikace polohy 5 pyrimidinového
kruhu s vyuzitim C-C ,,cross-coupling® reakci katalyzovanych ptechodnymi kovy (schéma
46).
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Schéma 46. Modifikace polohy 5 pyrimidinového kruhu pomoci C-C ,,cross-coupling* reakci
vychazejicich z drive ptipravené latky 116.

Prvni testovanou reakci byla zamySlend ptiprava ptislusného 5-ethynyl derivatu za podminek
Sonogashirovy reakce. V tomto piipadé byl jedinym izolovanym produktem ptislusny 5-
acetyl derivat PMEO-DAPYy (latka 129, schéma 45). Tento pokus byl opakovan a bylo
zjisténo, ze v samotné reakéni smési latka 129 ptitomna neni (dle TLC obsahuje reakéni smés
pouze jediny produkt, dle hmotnostniho spektra extrahované reakéni smési odpovida
nejintenzivnéjsi signal ve spektru molekulové vaze piislusného 5-ethynyl derivatu). Pii
studované reakci tak zfejmé dochdzi primarné ke vzniku ptislusného 5-ethynyl derivatu. Tato
latka ovSem podléhd okamzité hydrataci za tvorby slouceniny 129 pti chromatografiii na
silikagelu (ktery vodu obsahuje). Reakce tak poskytuje dalsi zajimavou slou¢eninu 129

V uspokojivém vytézku 64% teorie (viz 5.7.34.), jeZ byla pievedena dle univerzalniho postupu
5.7.3. na ptislusnou fosfonovou kyselinu ve vytézku 87% teorie (viz 5.7.35.). V dalsim
pokusu se pomoci podminek pro Ullmanovu reakci podaftilo docilit pfedpokladaného zdvojeni
celé molekuly PMEO-DAPy vytvofenim C-C vazby mezi uhliky v polohach 5
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pyrimidinovych kruhti za tvorby latky 131 ve vytézku 63% teorie (viz 5.7.36.). Tento
tetraester difosfonové kyseliny byl nasledné opét uspésné preveden na odpovidajici
fosfonovou kyselinu dle obecného postupu 5.7.3. ve vytézku 90% teorie. Po rekrystalizaci
ziskané slouceniny z vody se dokonce podatilo vypéstovat monokrystal vhodny pro
rentgenostrukturni analyzu. Naméfena data (obrazek 64) jednoznacné potvrzuji strukturu
latky 132 (po rekrystalizaci z vody latka obsahuje v krystalové miizce 7 molekul vody na
kazdou molekulu latky 132, potvrzeno i elementarni analyzou, viz 5.7.37.).

Obrazek 64. ORTEP diagram znazornujici latku 132 (heptahydrat), reprezentujici pozice
tézkych atomil s pravdépodobnosti 90% (data namétila Blanka Klepetaifova PhD. na pfistroji
popsaném v literatuie™?).

3.5.4. Pripravy 5-substituovanych PMEO-DAPy primou modifikaci polohy 5
pyrimidinového kruhu primo na fosfonovych kyselinach

Vysoka reaktivita polohy 5 pyrimidinového kruhu, pozorované vysoké konverze a témet
kvantitativni vytézky pii reakcich popsanych v sekci 3.5.4. nas vedly k avaham provést
nékteré tyto reakce ptimo na (volné) fosfonové kyselin¢ 35. Pfi pfipravé latky 113 bylo
pozorovano vyrazné snizeni rozpustnosti ziskaného produktu vii¢i rozpustnosti vychozi latky
34. Nasi tvahou tedy bylo provést stejnou reakci ptimo na latce 35 za podminek, kdy bude
alespon ¢ast této slouceniny rozpusténa. Teoretickym piredpokladem pak bylo, ze vlivem
(mozné) nizsi rozpustnosti produktu nitrosace dojde k postupnému kvantitativnimu pievedeni
latky 35 na pozadovany nitroso derivat (ktery se kvantitativné vylou¢i z reak¢éni smési).

Tento teoreticky piedpoklad byl nasledné velmi Gispé$né potvrzen. Latka 35 byla
suspendovana ve vodné kyseliné octové (dle TLC se alespon ¢ast latky 35 rozpustila). K této
suspenzi byl pomalu ptikapan isoamylnitrit jako zdroj NO™ a reakce byla michana za
postupného vylucovani modré latky 133 (schéma 47). Po Sesti hodinach jiz reakéni smés
neobsahovala vychozi latku a kvantitativniho vylouceni latky 133 bylo dosazeno ptidanim
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acetonu k reakéni smési (v acetonu jsou FAN prakticky nerozpustné). Nizka rozpustnost FAN
se zde ukdzala dokonce vyhodou. Vylouceny produkt totiz bylo mozné promyt vodou,
methanolem a acetonem za ziskani velmi ¢istého produktu 133 v kvantitativnim izolovaném
vytézku (viz 5.7.38.). Pti dikladném vysusSeni latka 133 méni barvu z modré na zelenou. Bylo
zjisténo, ze latka 133 je prekvapiveé pIné stala.

NHz 35 NH, @O 135
’
)N\\ | o) E/OH /NL/ | . I|C3|)0H
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H,N” N" 0 OH N~ SN 0O P

ONO | h.cooH, H,0
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133 H, Pd/C NH3* CI
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Schéma 47. Efektivni modifikace polohy 5 pyrimidinového kruhu provadéné pfimo na
fosfonovych kyselinach.

Dalsi aspésnou primou derivatizaci byla nasledna redukce latky 134, kde byl pti hydrogenaci
Vv ptitomnosti HCI (primarné pro rozpusténi latky 133) ziskdn rovnou stabilni hydrochlorid
134 (viz 5.7.39.). Jeho kvantitativniho vylouceni bylo opét dosazeno pouhym ptidanim
acetonu k reakéni smési (po dekantaci pouzitého hydrogena¢niho katalyzatoru). Vysoka
reaktivita aminoskupiny v poloze 5 pyrimidinového kruhu (viz vyse) byla nasledné vyuzita
pii reakci latky 134 s triethyl-orthoformiatem, kde doslo k jednoznaéné konverzi latky 134 na
latku 135 nesouci v poloze 5 pyrimidinového kruhu N-formylamino skupinu. I1zolace byla
op¢t provedena pouhym piidanim acetonu k reakéni smési za ziskani latky 135 ve vytézku
93% teorie (viz 5.7.40.).

Vysoké konverze, snadna izolace a skutecnost, ze se potencidln€ biologicky aktivni latky
ptipravuji v jednom jediném syntetickém kroku (z lehce dostupné vychozi slouéeniny) ¢ini
tuto strategii vysoce piinosnou pro dalsi budouci modifikace celé skupiny FAN. Vysoky
potencial reakei pfimo na (volnych) fosfonovych kyselinach demonstruje i fakt, ze zadna ze

slou¢enin 133-135 nemohla byt pfipravena s pouzitim ptislusnych esterii substituovanych
PMEO-DAPYy (viz vyse, napt. vznik latky 115).
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3.5.5. Protivirové aktivity pripravenych 5-substituovanych PMEO-DAPy

Vsechny latky ptipravené v sekci 3.5. byly zkoumany pro své potencialni protivirové aktivity.
Byly testovany biologické aktivity nejen samotnych (volnych) kyselin, ale i vS§ech
meziproduktil (pfedev§im upln€ vSech hydroxyalkoxypyrimidind, jez mohou byt
fosforylovany na piitomné OH skupiné a ucinkovat tak jako acyklickd analoga nukleosidd,
viz sekce 1.1.). Tabulka 10 uvadi naméfené protivirové aktivity (pro maximalni ptehlednost
jsou v tabulce uvedeny pouze slouceniny, které vykazovaly alespon n¢jakou protivirovou
aktivitu). U zddného monohydroxyalkoxypyrimidinu nebyla pozorovana zadna protivirova
aktivita. U pfipraveného derivatu sorbitolu (latka 72) byla pozorovana alespon nizka aktivita
vuci VZV.

Tabulka 10. Naméfené protivirové aktivity ptipravenych 5-substituovanych PMEO-DAPY*.

ECso (uM)  CCso (uM) ECsp (MM) CCso (uM) ECsp (1M) ECso (M)  CCsp (HM)
latka [[HIV-1 HIV-2 HIV  [[VZV-OKA VZV-YS VZV-07/1 VZV-YSIR vzv HSV-1 HSV-2 HSV-1 TK|[ Coxsackie Coxsackie
72 >308 >308 >308 308 242 >308
89 0,7 0,7 8 18 42 49 23 >360 >360 >360 >360 >360
20 10 4,2 262 39 110 >350 212 >352 >352 >352 >352
91 >323 184 >323 >323 >323 >323 >324 >324 >324 >324 >324
108 7 19 40 0,08 0,07 0,05 0,1 153 >40 >40 >40 4 172
109 0,2 0,2 6 0,1 0,5 0,3 0,4 41 >34 >34 >34 18 172
111 >272 >272 >272 18 43 >272 >272 >272 >272 >272 >272
115 >311 >311 >311 58 130 >311 >311  >311 >311 >311 >311
119 >296 >296 >296 233 263 >296 >296 >296 >296 >296
127 >294 116 >294 79 59 >294 >294  >294 >294 >294
132 >190 >190 >190 52 89 >190 >190 >190 >190 >190
133 1,1 0,5 13 5,7 2,8 11 >285 >285
134 18 15 145 3,6 6,4 >266 63 25 63 >266
135 83 24 >280 7 21 >280 >280 >280 >280 >280
35 51 2,3 42 4,5 4,2 9,8 45 25 91 36
adefovir || 7,1 7,8 121 35 35 24 24

*samotné testovani biologické aktivity bylo provedeno v souladu s literaturou™ 1% (v této literatufe je téz
detailn€ vysvétlen smysl pouzitych zkratek a symboli). Prazdna pole znamenaji, Ze tato aktivita nebyla
testovana. V tabulce jsou uvedeny pouze slouceniny, které vykazovaly alespoii néjakou méfitelnou protivirovou
aktivitu.

U latky 89 byla potvrzena jeji vysoka aktivita viici HIV. Tento vzorek byl testovan pro
ovéfeni diive zjisténé biologické aktivity. Latka popsana v literatuie totiz byla pfipravena

S pouzitim organokovové chemie®®? a tak zde bylo potfeba vyvratit moznou variantu, zZe za
vysoké protivirové aktivity je zodpoveédna ptipadnd necistota pochazejici z pouzitého
palladiového katalyzatoru. Jak je ale z tabulky 10 vidét, latka 89 je také pomérné cytotoxicka
a tak je jeji vysoka protivirova aktivita diskutabilni. Bylo piekvapivé zjisténo, Ze i samotna
latka 35 vykazuje nezanedbatelnou cytotoxicitu. Pfipraveny 5-fluor derivat (latka 90) uz je
vyrazné mén¢ cytotoxicky. Samotna protivirova aktivita (vi¢i HIV 1 VZV) vSak téz
vyznamné poklesla (v porovnani s latkou 35). Pfipraveny 5-nitro derivat (latka 91) vykazuje
jen mizivou aktivitu a to jen vaci HIV-2. Ziskan4 proléciva 108 a 109 byla primarné
zklamanim, kdy proléc€ivo latky 35 (sloucenina 108) vykazuje dokonce nizsi aktivity viici
HIV nez samotna fosfonova kyselina. Piipravou proléciva 109 doslo jen k ¢astecnému
zvySeni aktivity viici HIV (dle literatury se timto typem proléciva dosahuje az o tfi fady vyssi
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protivirova aktivita). Ob¢ proléciva se ovSem ukdzala opravdu velmi u€¢inna proti VZV (a to i
proti vSem testovanym kmendm). U obou latek doslo k pfiblizn€ stonasobnému zvyseni
protivirové aktivity vi€i VZV v porovndmi se samotnymi fosfonovymi kyselinami. Latka 108
tak vykazuje aktivity proti VZV v koncentracich desitek nanomolt na litr. Pfekvapivé bylo
téz pozorovano (transformaci latky 35 na prolécivo 108) vyznamné sniZeni cytotoxicity.
Dramatické zvyseni protivirové aktivity a ¢astecné snizeni cytotoxicity vedlo k nartstu indexu
selektivity na hodnotu okolo dvou tisic, coz uz je hodnota zajimava pro praktickou
protivirovou terapii. Dal$im velice ptekvapivym zjisténim byla aktivita latky 108 vuci viru
Coxsackie (typ B4). Toto zjisténi je vysoce zajimavé s ohledem na fakt, ze zminovany virus
patii do rodiny RNA virti a do této doby nebyla pozorovana zadna aktivita jakéhokoliv FAN
vici tomuto viru.

Dalsi protiviroveé aktivni slou¢eninou se ukazal byt ptipraveny 5-fenylazo derivat latky 35
(latka 111). Tato latka jevi velmi selektivni ucinek proti VZV (abolutné neaktivni vuci HIV),
kdy nebyl pozorovan ani naznak cytotoxicity. Podobné selektivné aktivni se ukazal byt 1
ptipraveny S-isopropylamino derivat latky 35 (latka 115). Analogicky 5-isopropylthio derivat
latky 35 vykazuje uz jen velmi slabou aktivitu viici VZV (latka 119). Ziskany 5-(2-
hydroxyethoxythio) derivat latky 35 vykazuje téz selektivni aktivitu pouze viici VZV.
Opravdu velkym ptekvapenim byla latka 132 (bis-5,5’-PMEO-DAPY), ktera i ptes svou
vysokou molekulovou hmotu a pfitomnost dvou PME zbytkt vykazuje relativné zajimavou
aktivitu vaci VZV. Jako velmi protivirové ucinnou latkou se ukazala byt slouc¢enina 133 (5-
nitroso derivat latky 35), ktera je vysoce aktivni proti HIV 1 HSV (aktivita vii¢i VZV se teprve
testuje). Latka 133 vykazala téZ nezanedbatelnou cytotoxicitu pii testovani HIV a jeji
skute¢ny potencial je tak potfeba dale zkoumat. Latka 134 nesouci v poloze 5 pyrimidinového
kruhu pouze aminoskupinu se ukazala byt rovnéz protivirové uc¢innou. Aktivita viaci HIV a
HSV se sice ¢aste¢né snizila v porovnani s latkou 35. Protivirova aktivita vaci VZV vSak
vyznamn¢ vzrostla. S ohledem na fakt, Ze se jedna o nejui¢innéjsi substituovany PMEO-DAPy
vaci VZV (ktery zaroven nevykazuje v testech VZV ani naznak cytotoxicity), je tato latka
opravdu zajimava pro dalsi vyzkum. Logickym budoucim krokem je tedy piiprava lipofilniho
proléciva (jako u latky 108, kde doslo ke stondsobnému zvySeni aktivity proti VZV, na této
modifikaci se pracuje). Dalsi zamySlenou modifikaci je vyména PME fetézce za HPMP
fetézec (HPMPO-DAPYy je vyrazné aktivngjsi viigi VZV nez PMEO-DAPYP). Jinou
ptipravenou latkou, ktera vykazuje dokonce jesté selektivnéjsi aktivity vici VZV, je ptislusny
5-formylamino derivat latky 35 (latka 135). Zavedenim formyl skupiny na latku 134 doslo
sice k ¢aste¢nému snizeni samotné aktivity vi¢i VZV. Latka 135 ovSem nevykazuje
cytotoxické vlastnosti uz ani v jednom provedeném testu.

Pfi studiu vztahli mezi strukturou a biologickou aktivitou byl jasné vypozorovan spole¢ny
efekt pro fadu latek aktivnich viici VZV. Jedna se o derivaty latky 134 (a latku samotnou).
Tzn. PMEO-DAPYy substituované v poloze 5 pyrimidinového kruhu funkéni skupinou
ptipojenou atomem dusiku. Jedinou pozorovanou vyjimkou z tohoto obecného pravidla je
latka 91 (5-nitro derivat). Obecné pravidlo tedy mtze spiSe vyzadovat ptitomnost
elektronového paru na atomu dusiku (ktery je ptipojen K poloze 5 pyrimidinového kruhu).
Toto pravidlo mé pak i logickou souvislost s vlastni koncepci téchto FAN ,,s otevienym
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kruhem®. Elektronovy par na atomu dusiku, jenz je pfipojen k poloze 5 pyrimidinového
kruhu, pak napodobuje volny elektronovy par, jenz nese ptuvodni purinovy analog v poloze 7
(viz obraek 65). Takto vhodné substituované PMEO-DAPYy jsou tak lepSimi isoelektronovymi
analogy purinovych nukleotidi nez samotna latka 35 (PMEO-DAPY). Dilezitost pfitomnosti
elektronového paru v poloze 7 purinového kruhu (pro aktivitu PME derivati vi¢i VZV)
potvrzuje i skuteénost, ze 7-deaza-PMEDAP je az 50x mén¢ ucinny proti VZV nez PMEDAP

samotny[21].

NH20 NH;
102 PMEDAP
|_OH
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Obrazek 65. Pritomnost klicového elektronového paru. Isoelektronova struktura vhodné
substituovanych PMEO-DAPY s ptivodnimi purinovymi analogy.

Pfi interpretaci namétenych aktivit viiéi HIV nebyl tento spolecny efekt elektronového paru
pozorovan. Pfi studiu ziskanych aktivit viici HIV byl rozpoznan jiny zajimavy efekt
ovliviiujici biologickou aktivitu ptipravenych 5-substituovanych PMEO-DAPYy. Zjednodusené
feceno se zda, ze aktivitu proti HIV vykazuji pouze PMEO-DAPYy nesouci v poloze 5
pyrimidinového kruhu objemové maly substituent. Samotny fakt, ze 5-methyl PMEO-DAPyY
je nejacinngjsim FAN proti HIV a analogicka slou¢enina nesouci pouze o jednu
methylenovou spojku vice (5-ethyl PMEO-DAPY) je absolutné neaktivni (stejné jako vSechny
dalsi alkylem substituované PMEO-DAPYy) jasn¢ demonstruje vysoké ,,naroky* na vlastnosti
substituentu v poloze 5 pyrimidinového kruhu. Pro pfesnéjsi védeckou interpretaci byly
pouzity techniky kvantitativniho studia vztahti mezi strukturou a biologickou aktivitou
(parametrické vlastnosti substituentt). Jako parametr vhodn¢ popisujici objem substituentu
byla pouzita molarni refrakce (molekularni refraktivita, stéricky komplexni strukturni
parametr zahrnujici pravé i schopnost substituentu interagovat s dalsi molekulou -
enzymem)[lgg]. Obrazek 66 znazoriuje zavislost aktivity viici HIV na parametru popisujici
»efektivni® molekulovy objem substituentu v poloze 5 pyrimidinového kruhu (na obrazku
jsou znazornény aktivity latek piipravenych dle této disertace spolecné s latkami popsanymi
v literaturel® 102 1041y,

Dle tohoto zjiSténi tedy nemé smysl pfipravenou sérii S-substituovanych PMEO-DAPy dale
bezmyslenkovité rozsifovat. Pro design novych 5-substituovanych PMEO-DAPY (jako
inhibitortt HIV replikace) jsou tak velmi nadéjné substituenty, jejichZ molarni refrakce je
men3i jak 7 m*/mol. Pozorovana aktivita pouze u substituentt s malym molekulovym
objemem musi mit i néjakou molekularni podstatu na urovni interakce 5-substituovanych
PMEO-DAPYy s klicovym enzymem.
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Obrazek 66. Zavislost namétené aktivity viici HIV na molarni refrakci (parametru popisujici

»efektivni molekulovy objem) substituentu v poloze 5 pyrimidinového kruhu — modré body

(Cerna kiivka znazoriuje orienta¢ni prolozeni). Hodnota 0,5 na ose y reprezentuje neaktivitu
latky 1 v nejvyssi testované koncentraci.

Pro hlubsi pochopeni vztahti mezi strukturou a biologickou aktivitou jsme proto studovali
moznou konformaci PMEO-DAPyY v komplexu s HIV reverzni transkriptazou a narustajici
provirovou DNA. Pro tyto studie a uvahy byla pouzita namétena struktura stejného komplexu
tenofoviru™. I pro pIn& védecky vérohodnou analyzu zde neni potieba vyuZivat zadné
slozité kvantové-chemické simulace. Vazebné misto pro trifosfatovou ¢ast molekuly je totiz
piesné dano a vlivem jasného parovani s nukleobazi z druhého fetézce, je vazebné misto
vSech FAN pfesn¢ definované. V nedavno uveiejnéné publikaci[loo] jiz byla pouzita identicka
metodika studia konformace PMEO-DAPYy pii inkorporaci do narustajici provirové DNA.
Obrazek 67 znazoriuje publikovanou strukturu mozné konformace PMEO-DAPY v cilovém
misté tcinku.

Obrazek 67. Publikovana*® struktura mozné konformace PMEO-DAPYy v cilovém misté
enzymu. Bile je zndzornéna struktura zndmého komplexu s tenofovirem™. Cervens je pak
zndzornéna predikce (v které byl tenofovir nahrazen PMEO-DAPYy), kterd méa zaroven
potvrzovat teorii, Ze PMEO-DAPYy jsou opravdu purinovymi analogy.
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Pozorované biologické aktivity jsou ovsem v rozporu s touto predikci. Pro nazornost je na
obrazku 68 vyobrazeny stejny komplex tenofoviru jako na obrazku 67, kde jsou zndzornény
pouze molekuly, jez se pfimo Uc¢astni interakci s purinovym kruhem (ptivodniho tenofoviru).
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Obrazek 68. Schématicky znazornéna naméiena*®” struktura tenofoviru v cilovém mistg.

Bylo zjisténo, ze v samotné HIV reverzni transkriptaze je jedna dilezita aminokyselina, ktera
se nachdzi velmi blizko purinového kruhu. Jedna se o aminokyselinu tyrosin, ktera je

V obrazku 68 znazornéna jako elipsa s napisem Tyr. Aromaticky kruh této aminokyseliny
uzavird prostor, do kterého se vaze vlastni purinova baze (rovina tyrosinového kruhu je pfesné
kolma na rovinu tvofenou kruhem purinovym). Obréazek 69 pak ve stejném formatu popisuje
strukturu publikované¢ho komplexu[100] (obrazek 67) PMEO-DAPY s HIV reverzni
transkriptazou a nartstajici provirovou DNA. Konformace dle obrazku 69 opravdu
reprezentuje teorii, ze PMEO-DAPYy jsou piesnymi analogy purinovych FAN. V této
konformaci ale smétuje substituent v poloze 5 do vnitini kavity enzymu, ktera je pomérné
velka (znazornéno teckovanym kruhem).
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Obriazek 69. Schématicky znazornénd napredikovana struktura PMEO-DAPy v cilovém
misté, dle literatury%°,

Zde je potieba si uvédomit, Ze molekula PMEO-DAPy obsahuje (na rozdil od purinovych
FAN) jednu jednoduchou vazbu, okolo které miize dochazet k volné rotaci (vazba mezi
pyrimidinovym kruhem a atomem kysliku acyklické ¢asti molekuly). Ptirotaci o 180° okolo
této vazby ziskdme strukturu vyobrazenou na obrazku 70. Je moZzné pfedpokladat, ze vlivem
stejného parovani je energie této konformace prakticky identicka s konformaci vyobrazenou
na obrazku 69. Jedinym rozdilem je velikost kavity, do které smétuje substituent v poloze 5
pyrimidinového kruhu. Velikost tohoto prostoru mezi pyrimidinovym kruhem a aromatickou
Casti tyrosinu odpovida velmi dobfe nalezené zavislosti na obrazku 66 (kdy naptiklad methyl
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velmi pékné vyplni vytvotfeny prostor, zatimco napiiklad ethyl neni mozné do této kavity
vitbec umistit).

Pro vysvétleni pozorovani na obrazku 66 je mozné podat fadu dalSich moznych vysvétlenti,
jako napiiklad omezena fosforylace PMEO-DAPy nesoucich velké substituenty v poloze 5.
Rada PMEO-DAPY s velkymi substituenty ale vykazuje protivirové aktivity vii¢i jinym viram
a tyto latky jsou tak ztejmée stale ucinné fosforylovany (jako napft. latka 111 nesouci celou
fenylazoskupinu). Je tedy vysoce pravdépodobné, ze fosforylace neni onim selekénim

Cinitelem.
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Obrazek 70. Schématicky zndzornéna nami napredikovana struktura PMEO-DAPYy v cilovém
misté korespondujici s naméfenymi protivirovymi aktivitami.

Nasi finalni hypotézou tak je, Ze PMEO-DAPy nejsou pfesnymi analogy purinovych FAN.
Jejich mechanismus inkorporace do provirové DNA pomoci HIV reverzni transkriptazy je
jiny (u replikace VZV se zda, Ze je situace jina; viz obr. 65). Tuto teorii se nyni snazime
jednoznacné prokazat vypéstovanim monokrystalu (vhodného pro rentgenostrukturni analyzu)
latky 89 v komplexu s HIV reverzni transkriptazou a nardstajici provirovou DNA. Nase teorie
nas ovSem vedla déle az k navrhu nové generace FAN. Navrzené latky byly piipraveny a
jejich protivirova aktivita je natolik zajimava, ze tyto slou¢eniny nemohou byt z ditvod
patentové ochrany zatim uvetejnény (patentova piihlaska se ptipravuje, hlavni devizou téchto
novych FAN je predevsim jejich nulova cytotoxicita).
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4. 7.avér

Byl vypracovan rozsahly piehled souc¢asného stavu vyzkumu na poli vyvoje fosfonatt
acyklickych nukleosidti (FAN), ktery cituje 196 praci v abstrahovanych ¢asopisech. Vsech
cil disertacni prace bylo uspésn¢ dosazeno. V pribéhu disertacni prace bylo feseno né¢kolik
témat:

1) Mikrovinng urychlena ptiprava dialkyl-halogenalkylfosfonatt

Pro ucely zavedeni hydroxyalkylfosfonatové funkce se pouziva v chemii fosfonata
acyklickych nukleosidi (FAN) nejcastéji prislusnych tosyloxyalkylfosfonati. Odpovidajici
syntetické analogy — halogenalkylfosfonaty jsou latky teoreticky dobie dostupné pomoci tzv.
Arbuzovovy reakce, kdy reaguji dihalogenalkany s trialkylfosfitem. V tomto ptipadé je ale

Vv molekule produktu pfitomen stale reaktivni atom halogenu a reakce tak pokracuje dale za
vzniku ptislusnych bisfosfonatt. Tento problém se nam podatilo uspé$né vytesit pomoci
aplikace mikrovinnych (MV) reaktord, kde za ptisné kontroly reak¢ni teploty reaguje
selektivné pouze prvni atom halogenu. Obrazek 71 schematicky znazoriuje ptipravu téchto
sloucenin spole¢né s jejich potencialnimi aplikacemi pii vyvoji a vyrobé 1é¢iv odvozenych od
FAN, ¢i pti vyrobé kli¢ového stimulatoru ristu a dozravani ovoce a zeleniny (ethephonu).

Obrazek 71. Mikrovinné urychlena piiprava dialkyl-halogenalkylfosfonata a jeji aplikace.

Pomoci piisné kontroly reakéni teploty pii ohfivani reakéni smési mikrovinnym zaienim jsme
byli schopni snizit mnozstvi reaktanti az na idedlni pomér 1:1. Reakce se navic provadi bez
rozpoustédla a je tak velmi Setrnd k Zivotnimu prostfedi. Pomoci pritokového mikrovlinného
reaktoru jsme byli schopni pfipravit klicové stavebni bloky pro syntézu FAN v 100 g
mnozstvich, coz vyznamné urychlilo vyzkum v této oblasti. Postup byl patentovan (PV 2010-
583 viz sekce 7.) a publikovan v prestiznim éasopise[lgll. Metodika ma potencialn¢ dopad na
zlevnéni vyroby FAN a zrychleni vyzkumu pii hledani novych FAN. Ptipraveny diisopropyl-
brommethylfosfonat (4) byl také zahy pouzit pro pfipravu celé fady strukturné riznorodych
FANM? (plus v sekci 6. publikace 20, 21 a 22).

Nalezeny postup byl tispé$né aplikovan i pro piipravu vybranych arylfosfonatd. Tuto
problematiku rozpracoval pod vedenim autora pfedkladané disertacni prace student prvniho
roéniku VSCHT (Ondiej Hradil). Mezi pfipravenymi slouéeninami se podaiilo identifikovat
slouceninu s protivirovymi aktivitami proti vS§em testovanym kment chiipky (publikace
odeslana redakci).
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2) Nova vysoce efektivni metodika ptipravy diamida FAN, tzv. bisamidatd FAN

FAN jsou latky vysoce polarni vlivem ¢ehoz je snizena jejich schopnost prostupovat do
bunék, kde inhibuji napf. mnoZeni vird. Pro pfekonani této komplikace se ptipravuji lipofilni
proléciva. Zvlasté vyznamnou skupinou latek jsou diamidy FAN s estery esencidlnich
aminokyselin (tzv. bisamidaty), kde se po uvolnéni aktivniho FAN vytvoii pouze ona
esencialni aminokyselina a tyto proléciva tak nezvySuji zat€z organismu. V soucasnosti jsou
tfi tyto latky v klinickych testech na lidskych pacientech a dalsi latky jsou ve fazi
preklinického vyvoje. Piiprava a vyroba bisamidati FAN je ale zna¢n€ naro¢na a zndmé
postupy poskytuji pozadované latky v nizkych vytézcich (20-40%) a nizké Cistote (Cisténi
sloupcovou chromatografii v kombinaci s HPLC). Aplikaci jednoduché, ale efektivni
myslenky se nam podatilo docilit témét kvantitativnich vytézkt pozadovanych prolé€iv ve
vysoké Cistote, kde je finalni Cistici operaci (pro ziskani farmaceuticky ¢istého produktu)
pouze filtrace pres malou vrstvu silikagelu. N&s novy postup vychazi piimo z esterit FAN
(které se primarné ptipravuji napt. pomoci Arbuzovy reakce viz vyse), které reaguji

s trimethylsilylbromidem za vzniku bis(trimethylsilyl)estert FAN, které jsou dobie rozpustné
v organickych rozpoustédlech (na rozdil od FAN) a dobte reaktivni pro nasledné zavedeni
esterti aminokyselin (oblazek 72).
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Obrazek 72. Efektivni metodika ptipravy diamidi FAN s vyuzitim piislusnych
bis(trimethylsilyl)estert.

Reakei s trimethylsilylbromidem se navic nasilyluji pfitomné reaktivni skupiny ve zbytku
molekuly a tim se zabrani nezddoucim vedlej$Sim reakcim. Pomoci tohoto postupu se ndim
navic podafilo identifikovat nové bisamidaty FAN s vysokou aktivitou proti HIV. Postup byl
patentovan (PV 2011-103 viz sekce 7.) a piijat k publikovani (viz sekce 6. publikace 20).
Metodika ma potenciadln¢ dopad na zlevnéni vyroby bisamidati FAN i zrychleni vyzkumu pti
hledani novych proléciv FAN.

3) Mikrovinné zahtivana hydrolyza organofosfatli a organofosfonati

Pti studiu mikrovinnym zahtivanim urychlenych reakci byl nalezen novy postup pro
hydrolyzu organofosfatli a organofosfonatli na fosfore¢nou kyselinu ¢i ptislusné kyseliny
fosfonové. Tohoto postupu je mozné vyuZit pro ptipravu a vyrobu FAN, kde byl tento postup
uspésné pouzit pro nyni uz vice jak 30 FAN i v n€kolikagramovych mnozZstvich. Velkou
vyhodou nalezeného postupu je skutecnost, ze prubéh samotné reakce je mozné sledovat
prakticky okamzit€ pouze monitorovanim zmény tlaku v reakéni nddobé. Reakce se navic
provadi pouze pomoci levné kyseliny chlorovodikové, kdy sta¢i pouze ekvimolarni mnozstvi
HCl na pocet pritomnych esterovych funkci. Reakéni smés pak neni nutné ani neutralizovat a
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nasledné slozité odsolovat. Piipravené FAN se nasledné ¢asto samovolné€ vylucuji ptimo

z reak¢ni smési. Izolace je pak provedena pouze odfiltrovanim vylou¢eného produktu. Tohoto
postupu bylo velmi aspé$né vyuzito pro piipravu (jinak synteticky tézko dostupnych) FAN
odvozenych od guaninu, hypoxanthinu, 2-chlorhypoxanthinu a xanthinu. Pti pfipravach téchto
slouc¢enin je navic mozné pouzit pouze jeden ekvivalent HCI na hydrolyzu obou esterovych
funkci (druhy ekvivalent se generuje pfimo v reakéni smési hydrolyzou pouzité chlorpurinové
vychozi latky). Piekvapivé bylo zjisténo, ze dosud neznama latka PMEX, vykazuje vysoké
aktivity vaci HSV. Potencial této latky je nyni zkouman v mys$im modelu HSV infekce.
Vybrané FAN byly pomoci tohoto postupu pfipraveny v mnozstvi az desitek gramti. Tyto
latky jsou nyni vyuzivany pro dalsi vyzkum (pfedevs§im pro ptipravu novych typa proléciv jiz
znamych FAN - navazana spoluprace s prof. C. E. McKennou, kterému jsme dodali sérii FAN
v gramovych mnozstvich pro vyvoj novych proléciv FAN). Jedna latka byla dokonce
piipravena v mnozstvi 250 g (jednalo se o zakazkovou syntézu a struktura slou¢eniny tak zde
nemuze byt zvetejnéna, tato sloucenina je vyvijena jako potencidlni veterinarni preparat).

Zde popsana metodika hydrolyzy diesteri fosfonovych kyselin navic dovoluje kompletni
degradaci a deaktivaci organofosfatovych a organofosfonatovych pesticidu, insekticidu,
herbicidl, polutantd, nervove paralytickych latek a jejich prekurzort. Postup byl patentovan
(PV 2011-325 viz sekce 7.) a vysledky se ptipravuji k publikovani v prestiznim ¢asopise.
Obrazek 73 schematicky zachycuje potencial nalezeného postupu, kdy je mozné pouze
pomoci vody a mikrovinného zateni provést hydrolyzu nebezpecnych organofosfati az na
kyselinu fosfore¢nou (jeji zfedény roztok).

Obrazek 73. Kompletni hydrolyza organofosfatovych pesticidi, insekticidl, herbicidd,
polutanti, nervové paralytickych latek a jejich prekurzorii az na kyselinu fosforecnou.

4) Efektivni ptipravy substituovanych PMEO-DAPY (tzv. FAN s ,,otevienym kruhem®)

Hlavnim tkolem této disertacni prace bylo vypracovat alternativni syntézu nové objevenych
PMEO-DAPy. Tento kol byl téZ Gspésné€ splnén. Byla vypracovana metodika pfipravy
zakladni struktury (PMEO-DAPY) v 100 g méfitku bez pouZiti slozitych ¢isticich metod
(publikace se ptipravuje). Tato syntéza dale umoznila pfipravu velké série dale
modifikovanych derivati se zajimavymi protivirovymi aktivitami. Byly vypracovany tii
alternativni postupy pro piipravu kyzenych 5-substituovanych PMEO-DAPYy. Prvni postup
vyuziva postupné vystavby celé struktury PMEO-DAPY jiZ z 5-substituovanych pyrimidind.
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Druha synteticka cesta vyuziva ptimé modifikace polohy 5 pyrimidinového kruhu pomoci
substitucnich (elektrofilnich ¢i radikalovych) reakei provadénych na diesteru samotného
PMEO-DAPy. Pti tietim postupu dochazi k pfimé modifikaci polohy 5 pyrimidinového kruhu
ptimo na samotném PMEO-DAPY (tzn. na fosfonové kyselin¢). Vysoké konverze, snadna
izolace a skutecnost, ze se potencialné biologicky aktivni latky pfipravuji v jednom jediném
syntetickém kroku (z lehce dostupné vychozi slouc¢eniny) ¢ini tuto strategii vysoce ptinosnou
pro dalsi budouci modifikace celé rodiny FAN. Vysoky potencial reakei piimo na (volnych)
fosfonovych kyselindch demonstruje i fakt, Ze se pomoci tohoto postupu podatilo ptipravit i
latky, jejichz syntéza z odpovidajicich diesterti fosfonovych kyseliny neni mozna.

Nekteré nové derivaty (substituované piedevsim v poloze 5 pyrimidinového kruhu) vykazuji
mikromolarni a submikromolarni aktivity proti virim jako HIV, VZV a HSV. Modifikaci
aktivnich latek na lipofilni proléciva bylo dosazeno dramatického zvySeni protivirové aktivity,
kdy nékteré latky vykazovaly aktivity vii¢i VZV pti koncentracich pouhych nékolik desitek
nanomoli na litr (publikace se ptipravuje).

Peclivou interpretaci namétenych protivirovych aktivit viiéi VZV byla formulovana teorie o
vyhodnosti pfitomnosti volného elektronového paru na atomu dusiku, ktery je ptimo ptipojen
k poloze 5 pyrimidinového kruhu zakladniho PMEO-DAPY (tento elektronovy par tak ziejmé
napodobuje ptivodni elektronovy par atomu dusiku v poloze 7 kruhu purinového). Pfi inhibici
replikace VZV tak pravdépodobné¢ PMEO-DAPYy ucinkuji jako prava analoga purinovych
FAN.

Systematickou studii vztahii mezi strukturou a protivirovou aktivitou vici HIV v sérii
piipravenych 5-substituovanych PMEO-DAPy byla zformulovéana teorie o mozné alternativni
konformaci 5-substituovanych PMEO-DAPY v komplexu s HIV reverzni transkriptazou a
nartistajici provirovou DNA. Tato teorie méla zasadni vliv na design uplné nové generace
FAN. Navrzené latky byly pfipraveny a jejich protivirova aktivita je natolik zajimava, Ze tyto
slouc¢eniny nemohou byt z ditvodli patentové ochrany zatim uvetejnény (patentova piihlaska
se ptipravuje, hlavni devizou téchto novych FAN je pfedevsim jejich nulova cytotoxicita).

5) Mikrovinny rozklad DMF a jeho vyuziti

Pii ptipravach zadanych FAN bylo zjisténo, Ze se pti zahtivani DMF v mikrovinném reaktoru
uvoliuje dimethylamin, ktery mtize byt pfimo synteticky vyuzit. Tuto problematiku (pod
vedenim autora této disertaéni prace) nasledné rozpracovala Lucie Cechova (studentka
prvniho roéniku VSCHT). Pro urychleni tohoto rozkladu byl studovan vliv teploty a riiznych
aditiv a nalezenych vysledkt bylo vyuzito pro ptipravu celé série purinovych derivata
substituovanych dimethylamino skupinou[183].

6) Experimentalni dikaz nového tautomeru uracilu a dalSich pyrimidinovych derivata

Bé&hem preklinické faze vyvoje diive zmitiovanych fosfonatl acyklickych nukleosidi

s otevienym kruhem bylo zjisténo, ze latka nesouci v poloze 5 pyrimidinového kruhu atom
tritia neni stala a samovolné se hydrolyzuje na isotopem neznacenou latku. Toto zajimavé
zjiSténi jsme podrobili (ve spolupraci s Dr. M. Dracinskym, na feSeni této problematiky se
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nam podafilo ziskat i juniorskych grant) intenzivnimu zkoumani. Diky tomu byl nalezen novy
tautomer uracilu™®? nesouci v poloze 5 pyrimidinového kruhu dva atomy vodiku (majici tedy
hybridizaci sp®, viz obrazek 74).
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Obrazek 74. Tautomerni rovnovaha vedouci k tvorbé dosud nepopsané tautomerni formy
uracilu nesouci v poloze 5 pyrimidinového kruhu dva atomy vodiku (majici hybridizaci sp®).

Systematickym Vyzkumem[l%]

se nam podafilo zjistit, Ze vznik tohoto tautomeru je
dramaticky urychlen pomoci nukleofilnich katalyzatori (napt. pyridinu), ¢ehoz bylo vyuZito
pro rychlé a levné isotopové znaceni uracilovych derivati tritiem pomoci vymény v T,0 za

katalyzy pyridinem (pfijato K publikovani, viz sekce 6. publikace 23).

Dalsi aktivity spojené s védeckou ¢innosti:

V roce 2006 jsem dostal za tkol naplanovat, zafidit a vybavit novou laboratot prof. Hol¢ho na
UOCHB (pro 5 lidi). Jesté ten samy rok uz zacala laboratot ¢. 180 produkovat nové vysledky
a ja jsem byl povéien prof. Holym vedenim této laboratofe.

V roce 2010 jsem prakticky sam piipravil zadost (¢itajici i s ptilohami 120 stran) o grant
(Cileny vyvoj 1é¢iv pouzitelnych k ochrané obyvatelstva pied bioterorismem. Vyvoj a
studium ucinnych inhibitort adenylatcyklasového toxinu patogenti Bordetella pertusis a
Bacillus anthracis.) s rozpoétem okolo 45 mil. K¢. Tento grant nam byl nasledné udélen
Ministerstvem vnitra CR (na$ projekt byl dokonce vyhodnocen jako nejlepsi ze viech
predlozenych projektt, dle pouzité metodiky hodnoceni).
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5. Experimentalni ¢ast

5.1. Pristroje a material

Body tani byly méfeny na ptistroji Biichi B-540. Analyticka chromatografie na tenké vrstvé
(TLC) byla provadéna na foliich s fluorescen¢nim indikatorem Silica gel 60 F254 foils
(Merck). Pro preparativni chromatografii byl pouzit Silikagel 60 (Merck). N,N-
dimethylformamid, acetonitril a pyridin byly destilovany od P,Os a skladovany nad
molekulovymi sity. Pokud neni uvedeno jinak, rozpoustédla byla odpafovana na vakuoveé
rotacni odparce pii 2 kPa a teploté lazn€ v rozmezi 40-45 °C, latky byly suSeny pti 100 Pa pti
teploté 30 °C pomoci vakuové suSarny (Thermo). Hmotnostni spektra byla méfena na
nékolika instrumentech: 1) na spektrometru ZAB-EQ (VG Analytical) — ionizace FAB
(ionizace pomoci Xe, urychlujici napéti 8 kV, jako matrice pouZita smés thioglycerolu a
glycerolu (3:1) nebo bis(2-hydroxyethyl)disulfid), 2) na pfistroji LTQ Orbitrap XL (Thermo
Fisher Scientific) — ionizace ESI, 3) na pfistroji GCT Premier (Vodas) — ionizace EI. *H NMR
spektra byla méfena na spektrometru Bruker Avance 11-600 nebo Bruker Avance 11-500
instruments (600.1 resp. 500.0 MHz pro *H a 150.9 resp. 125.7 MHz for **C). Jako
rozpoustédlo byl pouzit hexadeuteriodimethylsulfoxid (DMSO-ds) - méfeni vztazeno

k signalu rozpoustédla 6 2,50 ppm) a deuteriochloroform (CDCl3) s vnitinim standardem
tetramethylsilanem (TMS). Chemické posuny jsou uvedeny v ppm, interakéni konstanty (J)
v Hz. Elementarni analyzy byly méfeny na piistroji Perkin—Elmer CHN Analyzer 2400,
Series Il (Perkin—Elmer). Multiprvkova analyza byla provedena pomoci rentgenového
fluorescencniho analyzatoru SPECTRO iQ II (SPECTRO Analytical Instruments).

Mikrovinné (MV) zahtivani bylo provadéno v nasledujicich komer¢nich mikrovinnych
reaktorech: Typ | — Discover s modulem Explorer (CEM), zatizeni se soustiedénym MV
zahiivanim (MV vykon 0-300 W, navy3ovéani po 1 W, infraderveny (IC) teplotni senzor,
moznost prace v oteviené ¢i uzaviené nadob¢, rozmezi pracovnich tlakt 0-20 bar, objem
reak¢ni nadoby 10 ml ¢i 80 ml); Typ II — Initiator (Biotage), zafizeni s nesoustfedénym MV
zahtivanim (MV vykon 0-400 W, navy$ovani po 1 W, IC teplotni senzor, moZnost prace
pouze v uzaviené nddob¢, rozmezi pracovnich tlakli 0-20 bar, objem reakéni nadoby 5 ml);
Typ 1l — BatchSYNTH (Milestone), zatizeni pro poloprovozni vyroby (MV vykon 0-1000
W, navySovani po 10 W, vnitini teplotni senzor, vsadkovy mdd, rozmezi pracovnich tlaki 0-
30 bar, objem reakéni nadoby 250 ml); Typ IV — FlowSYNTH (Milestone), pratokovy
poloprovozni reaktor (MV vykon 0-1000 W, navySovani po 10 W, vnitini teplotni senzor,
pritokovy mod, rozmezi pracovnich tlak 0-30 bar, objem reakéni cely 200 ml, pritok 1-100
ml/min). GC/MS analyzy byly méfeny na plynovém chromatografu 6890N (Agilent)
ptipojeném ke kvadrupdlovému hmotnostnimu detektoru. Pro analyzy byla pouZita kapilara s
oznacenim HP 5ms (30 m x 0,25 mm; 0,25 um; Agilent). Nosnym plynem bylo hélium s
pritokem 1 ml/min. Vakuové destilace byly provadény s vyuzitim chemické hybridni pumpy
RC6 (VACUUBRAND). Velikost vakua byla métena pomoci detektoru VAPS
(VACUUBRAND) s deklarovanou chybou méteni £10%.
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5.2. Popis procedury sekurace

Uzaviené reakéni zkumavky ¢i reakéni nddoby s namichanou reakéni smési byly
prostfednictvim septa s jehlou pfipojeny k lince pro aplikaci vakua a inertni atmosféry. Za
intenzivniho michéni magnetickym michadlem byl nejprve pfipojen zdroj vakua, ktery byl
udrzovan v ¢innosti, dokud se nepiestaly objevovat bublinky vzduchu/plynu. Nésledné byla
reak¢ni smés sycena argonem. Tento cyklus stfidavé aplikace vakua a argonu byl nékolikrat
opakovan (viz detailni popis reakéniho postupu).

5.3. Pripravy dialkyl-halogenalkyloxyalkylfosfonati a dialkyl-
halogenalkylfosfonati pomoci mikrovinné zah¥ivané Michaelisovy-
Arbuzovovy reakce

5.3.1. Pripravy diisopropyl-2-chlorethylfosfonatu (1)
Priprava diisopropyl-2-chlorethylfosfonatu (1) (viz Tabulka 2, navazka 19)

Triisopropylfosfit (2,0 ml; 8 mmol) a 1,2-dichlorethan (2,2 ml; 32 mmol) byly piedlozeny do
MYV zkumavky o objemu 10 ml, celd reak¢éni smés byla sekurovana (5x) a za michdni MV
zahtivéana v reaktoru typu I na 190 °C po dobu 160 min (max. vykon 300 W). Nasledné byl
postup opakovan devétkrat. VSech 10 takto ziskanych reakénich smési bylo spole¢né
odpaieno na vakuové rotacni odparce (65 °C; 2 mbar). Dle GC/MS analyzy obsahovala tato
surova reakéni smés pozadovany produkt ve velkém mnozstvi (> 90 %) a hlavni necistotou
byl triisopropyl-fosfat. Cisty diisopropyl-2-chlorethylfosfonat (1) byl izolovan v 83%
teoretickém vytézku (15,2 g) vakuovou destilaci pii teploté 74-75 °C a tlaku 0,056 mbar.

Priprava diisopropyl-2-chlorethylfosfonatu (1) (viz Tabulka 2, navazka 30)

Triisopropylfosfit (4,0 ml; 16 mmol) a 1,2-dichlorethan (1,3 ml; 19 mmol) byly piedlozeny do
MYV zkumavky o objemu 10 ml, celd reakéni smés byla sekurovédna (5x) a za michdni MV
zahtivana v reaktoru typu I na 190 °C po dobu 190 min (max. vykon 300 W). Tento postup
byl opakovan devétkrat. Vsech 10 takto ziskanych reakénich smési bylo nasledné spole¢né
odpateno na vakuové rotacni odparce (65 °C, 2 mbar). Dle GC/MS analyzy obsahovala tato
surova reakéni smés pozadovany produkt ve velkém mnozstvi (> 88 %) a hlavnimi
neéistotami byly triisopropyl-fosfat a tetraisopropyl-ethylenbisfosfonat. Cisty diisopropyl-2-
chlorethylfosfonat (1) byl izolovan v 74% teoretickém vytézku (27,2 g) vakuovou destilaci pii
teploté 72-73 °C a tlaku 0,051 mbar.
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Diisopropyl-2-chlorethylfosfonat (1): bezbarvy olej, bod varu (b.v.) 74-75 °C pti tlaku 0,056
mbar, nebo 72-73 °C pii tlaku 0,051 mbar. GC/MS-EI (Rt 16,75 min), m/z (%): 145 [volna
kyselina®] (100). FABMS, m/z (%): 229 [M*] (26), 191 (19), 145 [voln4 kyselina*] (100). *H
NMR (DMSO-dg): 4,58 dsept, 2 H, J(1',2) = 6,2, J(1',P) = 7,9 (H-1'); 3,69 dm, 2 H, J(2,P) =
11,0 (H-2); 2,26 dm, 2 H, J(1,P) = 18,3 (H-1); 1,25 d, 12 H, J(2',1") = 6,2 (H-2). *C NMR
(DMSO-ds): 70,03 d, J(1',P) = 6,4 (C-1'); 38,66 (C-2); 30,50 d, J(1,P) = 136,3 (C-1); 23,92 d
223,86 d, J(2',P) = 3,9 a J(2',P) = 4,8 (C-2'). Pro CgH1sCIO3P (228,7) vypodteno (%): C
42,02; H 7,93; Cl 15,51; P 13,55; nalezeno (%): C 41,95; H 8,04; Cl 15,47; P 13,43.

5.3.2. Pripravy diisopropyl-2-(2-chlorethoxy)ethylfosfonatu (2)

Piiprava diisopropyl-2-(2-chlorethoxy)ethylfosfonatu (2) (odpovidajici navazce 19
z Tabulky 2)

Triisopropylfosfit (2,0 ml; 8 mmol) a 2,2'-dichlordiethylether (3,8 ml; 32 mmol) byly
piedlozeny do MV zkumavky o objemu 10 ml, cela reakéni smés byla sekurovana (5x) a za
michani MV zahtivana v reaktoru typu [ na 190 °C po dobu 160 min (max. vykon 300 W).
Tento postup byl opakovan devétkrat. VSech 10 takto ziskanych reakénich smési bylo
nasledn¢ spole¢né odpafeno na vakuové rotacni odparce (70 °C, 2 mbar). Dle GC/MS analyzy
obsahovala tato surova reakéni smés pozadovany produkt ve velkém mnozstvi (> 90 %). Cisty
diisopropyl-2-(2-chlorethoxy)ethylfosfonat (2) byl izolovan vakuovou destilaci pfi teploté
102-104 °C a tlaku 0,5 mbar v 81% teoretickém vytézku (17,7 g).

Pro zvysSeni kapacity ptipravy byly pouzity nasledujici postupy:

Piiprava diisopropyl-2-(2-chlorethoxy)ethylfosfonatu (2) (odpovidajici navazce 30
z Tabulky 2)

Triisopropylfosfit (32,0 ml; 130 mmol) a 2,2'-dichlordiethylether (18,3 ml; 156 mmol) byly
ptedlozeny do MV zkumavky o objemu 80 ml, celd reakéni smés byla sekurovana (5x) a za
michdni MV zahtivana v reaktoru typu I na 190 °C po dobu 190 min (max. vykon 300 W).
Reak¢ni smés byla nasledné odpatena na vakuové rotacni odparce (70 °C, 2 mbar). Dle
GC/MS analyzy obsahovala tato surova reakéni smés pozadovany produkt ve velkém
mnoZstvi (> 90 %) a byla kontaminovéana pfedevsim odpovidajicim bisfosfonatem. Cisty
diisopropyl-2-(2-chlorethoxy)ethylfosfonat (2) byl izolovan vakuovou destilaci pii teploté
101-102 °C za tlaku 0,47 mbar v 73% teoretickém vytéZku (25,9 g).

Optimalizace pripravy diisopropyl-2-(2-chlorethoxy)ethylfosfonatu (2) v pritokovém
mikrovinném reaktoru

Triisopropylfosfit (320 ml; 1,30 mol) a 2,2'-dichlordiethylether (183 ml; 1,56 mol) byly
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predlozeny do bariky s obsahem 1000 ml. Reakéni smés byla sekurovana (5x) a ptipojena ke
kontinualnimu priatokovému MV reaktoru — typu IV, ktery byl napustén CH3CN (pro kontrolu
tlakové tésnosti). Teplota reakéni smési v 1000 ml banice byla udrzovana na 60 °C olejovou
lazni. Pti této teploté byl nasledné destilaci odstranén vznikajici isopropylchlorid (ktery se
vraci z MV reaktoru spolu s ¢aste¢né zreagovanou reakcéni smési). Reakéni smés byla poté
MYV zahtivana (max. vykon 500 W) tak, ze reakcni teplota postupné vzriistala ze 120 °C na
210 °C v krocich po 10 °C béhem 7 h pti prutoku 40 ml/min, kdy se ¢asteéné zreagovana
reakcni smés vracela zpét do zasobni 1000 ml banky. Po kazdém navyseni byl odebran vzorek
reakéni smési opoustejici MV reaktor na GC/MS analyzu (viz Tabulka 3). Pti 210 °C doslo
dle GC/MS analyzy reakéni smési k plné konverzi. Reakéni smés byla nasledné odpatena na
vakuové rotacni odparce (70 °C, 2 mbar). Dle GC/MS analyzy tato surova reakéni smés
obsahovala pozadovany produkt ve velkém mnozstvi (> 80 %). Cisty diisopropyl-2-(2-
chlorethoxy)ethylfosfonat (2) byl izolovan vakuovou destilaci pti teploté 85-87 °C za tlaku
0,32 mbar v 70% teoretickém vytézku (249 g).
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Diisopropyl-2-(2-chlorethoxy)ethylfosfonat (2): bezbarvy olej, b.v. 85-87°C pii tlaku 0,32
mbar, nebo 102-104°C pfi tlaku 0,5 mbar, ¢i 101-102°C pti tlaku 0,47 mbar. GC/MS-EI (Rt
16,60 min), m/z (%): 189 [volna kyselina*] (76), 125 [volna kyselina® -C,H,Cl] (100).
FABMS, m/z (%): 295 [M+Na'] (49), 273 [M*] (81), 189 [voln4 kyselina*] (100). '"H NMR
(DMSO-dg): 4,56 dsept, 2 H, J(1",2") = 6,2, J(1",P) = 8,0 (H-1"); 3,57-3,74 m, 6 H, (H-2; H-
1, H-2"; 2,01 dm, 2H, J(1,P) = 18,7 (H-1); 1,23 d,6 Ha 1,23 d, 6 H, J(2",1") = 6,2 a J(2",1")
= 6,2 (H-2"). *C NMR (DMSO-ds): 70,34 (C-1'); 69,60 d, J(1",P) = 6,2 (C-1"); 64,80 (C-2);
43,79 (C-2; 27,42 d, J(1,P) = 138,2 (C-1); 24,03d a 23,97 d, J(2",P) = 3,7 a J(2",P) = 4,9 (C-
2"). Pro CyoH22CIO4P (272,7) vypocteno (%): C 44,04; H 8,13; C113,00; P 11,36; nalezeno
(%): C 43,93; H 8,18; Cl 13,11; P 11,38.

5.3.3. Priprava diisopropyl-2-bromethylfosfonatu (3)
Piiprava diisopropyl-2-bromethylfosfonatu (3) (viz Tabulka 4, navazka 6)

Triisopropylfosfit (4,0 ml; 16 mmol) a 1,2-dibromoethan (1,7 ml; 19,2 mmol) byly
pfedlozeny do MV zkumavky o objemu 10 ml, celd reakéni smés byla sekurovana (5x) a za
michani MV zahtivana pomoci reaktoru typu I na 170 °C (max. vykon 300 W). Tento pokus
byl nésledné opakovan devétkrat. VSech 10 takto ziskanych reakénich smési bylo nasledné
spole¢né odpateno na vakuové rotacni odparce (65 °C, 2 mbar). Dle GC/MS analyzy
obsahovala tato surova reakéni smés poZzadovany produkt ve velkém mnoZstvi (> 95 %) a
hlavnimi neéistotami byly triisopropyl-fosfat a odpovidajici bisfosfonat. Cisty diisopropyl-2-
bromethylfosfonat (3) byl izolovan vakuovou destilaci pti teploté 82-83 °C za tlaku 0,053
mbar v 84% teoretickém vytézku (36,6 g). Dle GC/MS analyzy obsahoval kone¢ny produkt
odpovidajici bisfosfonat v mnozstvi 2,6%.
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Diisopropyl-2-bromethylfosfonat (3): bezbarvy olej, b.v. 82-83 °C/0,053 mbar. GC/MS-EI
(Rt 13,93 min), m/z (%): 191 a 189 [volna kyselina®] (100). FABMS, m/z (%): 297 a 295
[M+Na’] (9), 275 a 273 [M*] (23), 191 a 189 [volna kyselina*] (100). *H NMR (DMSO-de):
4,58 dsept, 2 H, J(1',2") = 6,2, J(1',P) = 7,9 (H-1"); 3,52 dm, 2 H, J(2,P) = 10,1 (H-2); 2,36 dm,
2 H, J(1,P) = 18,5 (H-1); 1,24 d, 12 H, J(2',1) = 6,2 (H-2'). *C NMR (DMSO-dg): 70,21 d,
J(1',P) = 6,4 (C-1; 30,90 d, J(1,P) = 133,8 (C-1); 25,81 (C-2); 23,99 d a 23,93 d, J(2',P) = 3,9
a J(2',P) = 4,7 (C-2'). Pro CgH1sBrOsP (273,1) vypocteno (%): C 35,18; H 6,64; Br 29,26; P
11,34; nalezeno (%): C 35,24; H 6,57; Br 29,05; P 11,47.

5.3.4. Priprava diisopropyl-brommethylfosfonatu (4)

Triisopropylfosfit (4,0 ml; 16 mmol) a dibrommethan (1,4 ml; 19,2 mmol) byly piedlozeny do
MYV zkumavky o objemu 10 ml, celd reak¢éni smés byla sekurovana (5x) a za michdni MV
zahtivana v reaktoru typu I na 150 °C po dobu 30 min (max. vykon 300 W). Tento postup byl
opakovan jesté devétkrat. Vsech 10 takto ziskanych reakénich smési bylo nasledné spolecné
odpareno na vakuové rotacni odparce (65 °C, 2 mbar). Dle GC/MS analyzy obsahovala tato
surova reakéni smés pozadovany produkt ve velkém mnozstvi (> 95 %), kde hlavni necistotou
byl odpovidajici bisfosfonat. Cisty diisopropyl-brommethylfosfonat (4) byl izolovan
vakuovou destilaci pti teploté 93-95 °C za tlaku 0,26 mbar v 78% teoretickém vytézku (32,2
9).
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Diisopropyl-brommethylfosfonat (4): bezbarvy olej, b.v. 93-95 °C/0,26 mbar. GC/MS-EI
(Rt 12,76 min), m/z (%): 177 a 175 [volnd kyselina™] (100). FABMS, m/z (%): 261 a 259 [M"]
(11), 177 a 175 [volna kyselina*] (100). *H NMR (DMSO-ds): 4,62 dsept, 2 H, J(1',2") = 6,2,
J1'\P)=71(H-1;3,25d,2 H, J(1,P) =9,7 (H-1); 1,37d,6 Ha 1,37 d, 6 H, J(2'1") = 6,2,
J(2',1) = 6,2 (H-2). *C NMR (DMSO-ds): 72,10 d, J(1',P) = 6,9 (C-1'); 23,96 d a 23,76 d,
J(2'P)=4,1aJ(2'P) =5,3 (C-2"; 18,74 d, J(1,P) = 159,5 (C-1). Pro C;H16BrO3P (259,1)
vypocéteno (%): C 32,45; H 6,22; Br 30,84; P 11,96; nalezeno (%): C 32,57; H 6,20; Br 30,75;
P 11,84,
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5.3.5. Pripravy diisopropyl-jodmethylfosfonatu (5)
Priprava diisopropyl-jodmethylfosfonatu (5) (viz Tabulka 5, navazka 9)

Triisopropylfosfit (4,0 ml; 16,0 mmol), dijodmethan (1,3 ml; 16,0 mmol) a diisopropyl-
jodmethylfosfonat (5) (0,1 ml; 0,5 mmol) byly pifedlozeny do MV zkumavky o objemu 10 ml,
cela reakéni smés byla sekurovana (5x) a za michani MV zahtivana v reaktoru typu I na 90 °C
po dobu 200 min (max. vykon 50 W). Tento postup byl opakovan jesté devétkrat. Nasledné
bylo vSech 10 takto ziskanych reakénich smési spole¢né odpaieno na vakuové rotacni odparce
(65 °C, 2 mbar). Dle GC/MS analyzy obsahovala tato surova reakéni smés poZzadovany
produkt ve velkém mnoZstvi (> 90 %), kde hlavni necistotu tvofil odpovidajici bisfosfonat.
Cisty diisopropyl-jodmethylfosfonat (5) byl izolovan vakuovou destilaci pii teploté 76-77 °C
za tlaku 0,05 mbar v 86% teoretickém vytézku (43,3 g).

Ke zvySeni kapacity pfipravy byla reakce provedena s vyuzitim MV reaktoru typu III.
Pfiprava diisopropyl-jodmethylfosfonatu (5) (viz Tabulka 6, navazka 5)

Triisopropylfosfit (113 ml; 470 mmol), dijodmethan (38 ml; 470 mmol) a diisopropyl-
jodomethylfosfonat (5) (1 ml; 5 mmol) byly pfedlozeny do reakéni nddoby o objemu 250 ml
MYV reaktoru typu III, celd reakéni smés byla sekurovana (5x) a za michani MV zahtivana
pomoci reaktoru typu Il na 120 °C po dobu 120 min (max. vykon 100 W). Reak¢ni smés byla
nasledn¢ odparena na vakuové rotacni odparce (69 °C, 2 mbar). Dle GC/MS analyzy
obsahovala tato surova reakéni smés poZzadovany produkt ve velkém mnozstvi (> 90 %), kde
hlavni neéistotu predstavoval odpovidajici bisfosfonat. Cisty diisopropyl-jodmethylfosfonat
(5) byl izolovan vakuovou destilaci pfi teploté 75-76 °C za tlaku 0,05 mbar v 80%
teoretickém vytézku (116 g).
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Diisopropyl-jodmethylfosfonat (5): bezbarvy olej, b.v. 75-77 °C/0,05 mbar. GC/MS-EI (Ry
14,03 min), m/z (%): 223 [volna kyselina®] (100). FABMS, m/z (%): 329 [M+Na'] (17), 307
[M*] (34), 223 [voln4 kyselina*] (100). 'H NMR (DMSO-ds): 4,76 dsept, 2 H, J(1',2) = 6,2,
J(1',P) = 7,6 (H-1); 3,01 d, 2 H, J(1,P) = 10,3 (H-1); 1,36 m, 12 H, (H-2). *C NMR (DMSO-
de): 71,99 d, J(1',P) = 6,5 (C-1%; 23,97 d a 23,80 d, J(2',P) =3,7a J(2',P) = 5,3 (C-2); 12,70
d, J(1,P) = 156,8 (C-1). Pro C7H16103P (306,1) vypoéteno (%): C 27,47; H 5,27; 1 41,46; P
10,12; nalezeno (%): C 27,58; H 5,34; 1 41,40; P 10,19.

5.3.6. Pfiprava diethyl-2-chlorethylfosfonatu (6)

Triethylfosfit (2,8 ml; 16 mmol) a 1,2-dichlorethan (4,5 ml; 64 mmol) byly pfedlozeny do
MYV zkumavky o objemu 10 ml, celd reakéni smés byla sekurovana (5x) a za michani MV
zahtivana v reaktoru typu [ na 190 °C po dobu 120 min (max. vykon 300 W). Tento postup
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byl opakovan jesté devétkrat. VSech 10 takto ziskanych reakénich smési bylo nasledné
spole¢né odpafeno na vakuové rotacni odparce (65 °C, 2 mbar). Dle GC/MS analyzy tato
surova reak¢ni smés obsahovala pozadovany produkt ve smési s diethyl-ethylfosfonatem.
Diethyl-2-chlorethylfosfonat (6) byl izolovan vakuovou destilaci pfi teploté 74-75 °C za tlaku
0,08 mbar v 62% teoretickém vytézku (19,8 g).
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Diethyl-2-chlorethylfosfonat (6): bezbarvy olej, b.v. 74-75 °C/0,08 mbar. GC/MS-EI (Rt
12,12 min), m/z (%): 145 [volna kyselina*] (90), 138 [M*-C,H4Cl] (100). FABMS, m/z (%):
201 [M*] (100), 145 [volna kyselina*] (38). *H NMR (DMSO-dg): 4,13 m, 4 H, (H-1Y); 3,72
dm, 2 H, J(2,P) = 9,4 (H-2); 2,30 dm, 2 H, J(1,P) = 18,5 (H-1); 1,34 t, 6 H, J(2',1") = 7,0 (H-
2. *C NMR (DMSO-dg): 61,97 d, J(1',P) = 6,5 (C-1'); 37,59 (C-2); 30,29 d, J(1,P) = 136,9
(C-1); 16,37 d, (2',P) =5,9 (C-2"). Pro C¢H14CIO3P (200,6) vypocteno (%): C 35,92; H 7,03;
Cl 17,67; P 15,44; nalezeno (%): C 36,18; H 7,14; Cl 17,49; P 15,53.

5.3.7. Tvorba bis(2-chlorethyl)-2-chlorethylfosfonatu (7) pii MV zahiivani smési tris(2-
chlorethyl)fosfitu a dibrommethanu.

Tris(2-chlorethyl)fosfit (4,3 g; 16 mmol) a dibrommethan (1,4 ml; 19,2 mmol) byly
piedlozeny do 10 ml MV vialky, cel4 reakéni smés byla sekurovana (5x) a za michani MV
zahtivana pomoci reaktoru typ I na 170°C po dobu 60 min (max. vykon 300W). Tento pokus
byl opakovan 9krat. VSech 10 takto ziskanych reakcnich smési bylo nasledné spole¢né
odpaieno na vakuové rotacni odparce (65°C, 2 mbar). Dle GC/MS analyzy obsahuje tato
surova reakéni smés bis(2-chlorethyl)-2-chlorethylfosfonat ve vysokém mnozstvi (>90%).
Tento produkt byl nasledné€ izolovan vakuovou destilaci pii teploté 83-84 °C za tlaku 0,05
mbar v 83% teoretickém vytézku (35,5 g).
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Bis(2-chlorethyl)-2-chlorethylfosfonat (7): bezbarvy olej, b.v. 83-84 °C/0,05 mbar. GC/MS-
El (Ry 17,86 min), m/z (%): 235, 233 [M*-HCI] (100). FABMS, m/z (%): 293, 291 [M+Na']
(13), 271, 269 [M*] (54), 154 (100), 145 [volna kyselina*] (31). *H NMR (DMSO-ds): 4,33
m, 4 H, (H-1"); 3,77 dm, 2 H, J(2,P) = 11,3 (H-2); 3,73 t, 4 H, J(2',1") = 5,5 (H-2"; 2,42 dm, 2
H, J(1,P) = 18,7 (H-1). °C NMR (DMSO-ds): 65,54 d, J(1',P) = 6,3 (C-1'); 42,85 d, J(2',P) =
6,5 (C-2"; 37,10 (C-2); 30,08 d, J(1,P) = 138,3 (C-1). Pro CgH12Cls03P (269,5) vypocteno
(%): C 26,74; H 4,49; Cl1 39,47; P 11,49; nalezeno (%): C 26,53; H 4,51; Cl 39,26; P 11,65.
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5.3.8. Priprava diisopropyl-2-jodethylfosfonatu (8)

Suseny jodid sodny (15 g, 100 mmol) byl pfidan do roztoku diisopropyl-2-chlorethylfosfonatu
(2.3 g, 10 mmol) v suchém acetonu (30ml) a cela reakéni smés byla zahtivana k refluxu po
dobu 16 hodin. Ziskany odparek byl po odpateni acetonu rozsuspendovan v etheru (30ml).
Ethericky roztok byl promyt nasycenym roztokem thiosiranu sodné¢ho (3x10 ml) a suSen
pomoci bezvodého siranu hofecnatého. Po odfiltrovani susidla a odpateni etheru na vakuové
rotacni odparce byl pozadovany produkt izolovan pomoci vakuové destilace pti teploté 89-91
°C za tlaku 0,05 mbar v 88% teoretickém vytézku (2,8 g).

o)
/\/F’iOY
| )O\

Diisopropyl-2-jodethylfosfonat (8): bezbarvy olej, b.v. 89-91 °C/0,05 mbar. FABMS, m/z
(%): 321 [M*] (9), 181 (100). *H NMR (DMSO-de): 4,57 dsept, 2 H, J(1',2") = 6,2, J(1',P) =
7,9 (H-1); 3,21 m, 2 H, (H-2); 2,37 dm, 2 H, J(1P) = 18,4 (H-1); 1,24 d, 12 H, J(2',1) = 6,2
(H-2). °C NMR (DMSO-dg): 70,04 d, J(1',P) = 6,4 (C-1'); 31,92 d, J(1,P) = 132,3 (C-1);
23,89 m (C-2; 5,06 d, J(2,P) = 3,7 (C-2 ); Pro CgH15103P (320,1) vypocteno (%): C 30,02;
H 5,67; 1 39,64; P 9,68; nalezeno (%): C 30,23; H 5,83; 1 39,25; P 9,87.

5.4. Pripravy fosfonovych kyselin pomoci mikrovinné zahiivané hydrolyzy
prislusnych diesteri

Obecny postup pripravy substituovanych fosfonovych kyselin hydrolyzou prisluSnych
esteri:

1 mmol diesteru fosfonové kyseliny (vychozi latka byla ptipravena dle literatury, ktera je
stejna pro naslednou fosfonovou kyselinu, viz jednotlivé ptiklady) byl pfedlozen do 10 ml
reakéni zkumavky spolecné s magnetickym michadlem a ur¢itym mnozstvim kyseliny
chlorovodikové (viz jednotlivé piiklady). Po uzavieni septem byla reakéni smés za michéni
zahtivana pomoci mikrovinného reaktoru typ I na urcitou teplotu po urcitou dobu (viz
jednotlivé ptiklady). Po ochlazeni reakéni smési byla fosfonova kyselina izolovana dle
postupu pro jednotlivé piiklady. Vlivem vysoké rozmanitosti ptipravovanych slou¢enin neni
moZzné popsat univerzalni postup pitipravy a izolace. Pro pfesny popis provedenych
experimentll je potfeba uvést konktrétni postupy, teploty, navazky, sraZeci a krystaliza¢ni
roztoky (tak jak je to uvedeno pro jednotlivé pfipravy; odpovidajici mérou tim nartsta rozsah
experimentalni ¢asti 5.4.).

Pro jednozna¢nou identifikaci znamych fosfonovych kyselin bylo (vlivem pfistupu ke
vzorkiim prof. A. Holého) provedeno méfeni smésnych BBC NMR spekter latky ptfipravené dle
této disertacni prace (2 dily) a latky pripravené dle literatury (1 dil) — odkazy na literaturu jsou
uvedeny u jednotlivych ptikladu.
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5.4.1. Priprava (R)-1-(2,6-diamino-9H-purin-9-yl)propan-2-yloxymethylfosfonové
kyseliny (9)

Vlivem pfitomné ne zcela hydrolyticky stalé DAP skupiny je potfeba snizit reakéni teplotu
pod 150°C (pii které uz ¢aste¢né dochazi k hydrolytické transformaci DAP skupiny na
kyselin€ chlorovodikové. Do 10 ml reakéni zkumavky proto bylo piedlozeno 386 mg (1
mmol) (R)-diisopropyl-1-(2,6-diamino-9H-purin-9-yl)propan-2-yloxymethylfosfonatu a 4 ml
0,5 M vodné¢ kyseliny chlorovodikové (2 mmol HCI). Po uzavieni septem byla reakéni smés
za michani zahtivana pomoci mikrovinného reaktoru typ I na 130°C po dobu 10 minut.
Priibéh reakce pomoci sledovani zmény tlaku v reakéni nddobé je zndzornén na obrazku 47.
Po ochlazeni reak¢ni smési na 0°C doslo ke kvantitativnimu vylouc¢eni pozadovaného
produktu, ktery byl nasledné odséan a rekrystalovan z vody, kde bylo po nasledném ochlazeni
piidano jesté jeden objemovy dil acetonu na mnozstvi pouzité vody za kvantitativniho
vylouceni Cistého produktu, ktery byl odsan a promyt ethanolem a acetonem. Po ditkladném
vysusSeni ve vakuové susarné bylo ziskdno 234 mg (77% teorie) poZzadovaného produktu (pfi
pokusu ze 100 mmol vychozi latky byla pomoci MV reaktoru typ III za jinak analogickych
podminek ziskana latka 9 ve vytézku 23,80 g = 79% teorie).
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(R)-1-(2,6-Diamino-9H-purin-9-yl)propan-2-yloxymethylfosfonova kyselina (9): smésna
13C NMR (viz vy3se) shodnd — standard ptipraven dle 221 Pro CoH1sNgO4P (302,1) vypocteno
(%): C 35,77; H 5,00; N 27,81; nalezeno (%): C 35,54; H 5,23; N 27,59. MS ESI(-), m/z (%):
301 [M7] (100). Opticka ¢istota (%): 99,2 — stanoveno pomoci chiralni kapilarni elektroforézy
dle %% Chemicka éistota byla téz ur¢ena pomoci multiprvkové elementarni analyzy, kde
kontrolni vzorek ptipraveny dle [22] jednoznacné obsahuje kiemik (jenz pochazi z pouzitého
trimethylsilylbromidu). Naproti tomu, vzorek pfipraveny pomoci MV ohiivané hydrolyzy,
kromé ocekéavaného fosforu, Zadny dalsi prvek t€zsi nez sodik neobsahuje (pouzity disperzni
rentgenovy fluorescenéni analyzator SPECTRO iQ Il - SPECTRO Analytical Instruments
detekuje pouze prvky téz$i nez sodik).

5.4.2. Piiprava 2-(2,6-diamino-9H-purin-9-yl)ethyloxymethylfosfonové kyseliny (10)

Do 10 ml reakéni zkumavky bylo piedlozeno 372 mg (1 mmol) diisopropyl-2-(2,6-diamino-
9H-purin-9-yl)ethyloxymethylfosfonatu a 4 ml 0,5 M vodné kyseliny chlorovodikové (2
mmol HCI). Po uzavieni septem byla reakéni smés za michani zahtivana pomoci
mikrovilnného reaktoru typ I na 130°C po dobu 20 minut. Po ochlazeni reakéni smési na 0°C
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doslo ke kvantitativnimu vylouceni pozadovaného produktu, ktery byl nasledné odsan a
rekrystalovan z vody, kde bylo po nasledném ochlazeni ptidano jesté jeden objemovy dil
acetonu na mnoZzstvi pouzité vody za kvantitativniho vylouceni ¢istého produktu, ktery byl
0dsan a promyt ethanolem a acetonem. Po dikladném vysuseni ve vakuové susarné bylo
ziskano 225 mg (78% teorie) pozadovaného produktu.
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2-(2,6-Diamino-9H-purin-9-yl)ethyloxymethylfosfonova kyselina (10): smésna *C NMR
(viz vy3e) shodna — standard pripraven dle *%. Pro CgH13NsO4P (288,1) vypodteno (%): C
33,34; H 4,55; N 29,16; nalezeno (%): C 33,54; H 4,84; N 29,03. MS ESI(-), m/z (%): 287
[M7 (100).

5.4.3. Priprava 2-(2-amino-6-0xo-1H-purin-9(6H)-yl)ethoxymethylfosfonové kyseliny
(11)

Do 10 ml reakéni zkumavky bylo piedlozeno 373 mg (1 mmol) diisopropyl-2-(2-amino-6-
0x0-1H-purin-9(6H)-yl)ethoxymethylfosfonatu a 2 ml 1 M vodné kyseliny chlorovodikové (2
mmol HCI). Po uzavieni septem byla reakéni smés za michani zahfivana pomoci
mikrovinného reaktoru typ I na 140°C po dobu 10 minut. Po ptfidani acetonu a ochlazeni na
0°C doslo ke kvantitativnimu vylou¢eni pozadované¢ho produktu, ktery byl nasledné¢ odsan a
rekrystalovan ze smési voda/ethanol, kde bylo po nasledném ochlazeni piidano jesté jeden
objemovy dil acetonu na mnozstvi pouzité smési za kvantitativniho vylouceni Cistého
produktu, ktery byl odsan a promyt ethanolem a acetonem. Po dikladném vysuseni ve
vakuoveé susarné bylo ziskano 269 mg (93% teorie) pozadované¢ho produktu (pii pokusu z 50
mmol vychozi latky byla pomoci MV reaktoru typ III za jinak analogickych podminek
ziskéana latka 11 ve vytézku 13,15 g = 91% teorie).

2-(2-Amino-6-oxo-1H-purin-9(6H)-yl)ethoxymethylfosfonova kyselina (11): smésna *C
NMR (viz vyse) shodna — standard pfipraven dle 201 pro CgH;1,NsOsP (289,1) vypocteno (%):
C 33,23; H 4,18; N 24,22; nalezeno (%): C 33,43; H 4,37; N 24,16. MS ESI(-), m/z (%): 288
[MT (100), 310 [M'Na] (21); HRMS ESI(-) vypoc¢teno (m/z): 288,0502; nalezeno: 288,0492.
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5.4.4. Priprava 2-(6-amino-9H-purin-9-yl)ethyloxymethylfosfonové kyseliny (12)

Do 10 ml reakéni zkumavky bylo ptedlozeno 357 mg (1 mmol) diisopropyl-2-(6-amino-9H-
purin-9-yl)ethyloxymethylfosfonatu a 2 ml 1 M vodné kyseliny chlorovodikové (2 mmol
HCI). Po uzavieni septem byla reakéni smés za michani zahfivana pomoci mikrovinného
reaktoru typ I na 140°C po dobu 10 minut. Po piidani acetonu a ochlazeni na 0°C doslo ke
kvantitativnimu vylouceni pozadovaného produktu, ktery byl nasledné odsan a rekrystalovan
z vody, kde byl po nasledném ochlazeni piidan jesté jeden objemovy dil acetonu na mnozstvi
pouzité vody za kvantitativniho vylouc¢eni ¢istého produktu, ktery byl odsan a promyt
ethanolem a acetonem. Po dikladném vysusSeni ve vakuové susarné bylo ziskano 250 mg
(92% teorie) pozadovaného produktu (pii pokusu z 100 mmol vychozi latky byla pomoci MV
reaktoru typ III za jinak analogickych podminek ziskana latka 12 ve vytézku 25,90 g = 95%
teorie).

N o’ N
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2-(6-Amino-9H-purin-9-yl)ethyloxymethylfosfonova kyselina (12): smésna *C NMR (viz
vyse) shodna — standard ptipraven dle™*®). Pro CgH12N504P (273,1) vypocteno (%): C 35,17; H
4,43; N 25,64; nalezeno (%): C 35,28; H 4,59; N 25,43. MS ESI(-), m/z (%): 272 [M] (100),
294 [M'Na] (17).

5.4.5. Priprava (S)-1-(6-amino-9H-purin-9-yl)-3-hydroxypropan-2-yloxymethylfosfonové
kyseliny (13)

Do 10 ml reakéni zkumavky bylo ptedlozeno 387 mg (1 mmol) diisopropyl-(S)-1-(6-amino-
9H-purin-9-yl)-3-hydroxypropan-2-yloxymethylfosfonatu a 2 ml 1 M vodné kyseliny
chlorovodikové (2 mmol HCI). Po uzavieni septem byla reak¢éni smés za michani zahtivana
pomoci mikrovinného reaktoru typ I na 140°C po dobu 10 minut. Po ptidani acetonu a
ochlazeni na 0°C doslo ke kvantitativnimu vylouceni poZzadovaného produktu, ktery byl
nasledné odsén a rekrystalovan z vody, kde byl po nasledném ochlazeni ptidan jesté jeden
objemovy dil acetonu na mnoZzstvi pouzité vody za kvantitativniho vylouceni ¢istého
produktu, ktery byl odsan a promyt ethanolem a acetonem. Po dikladném vysuseni ve
vakuové susarné bylo ziskano 267 mg (88% teorie) poZadovaného produktu (pii pokusu z 50
mmol vychozi latky byla pomoci MV reaktoru typ III za jinak analogickych podminek
ziskana latka 13 ve vytézku 13,98 g = 92% teorie).
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(S)-1-(6-Amino-9H-purin-9-yl)-3-hydroxypropan-2-yloxymethylfosfonova kyselina (13):
smésna *C NMR (viz vyse) shodna — standard piipraven dle °!. Pro CoH14NsOsP (303,1)
vypocteno (%): C 35,65; H 4,65; N 23,10; nalezeno (%): C 35,47; H 4,83; N 23,02. MS
ESI(-), m/z (%): 303 [M7] (100).

5.4.6. Priprava (R)-1-(6-amino-9H-purin-9-yl)propan-2-yloxymethylfosfonové kyseliny
(14)

Do 10 ml reakéni zkumavky bylo piedlozeno 371 mg (1 mmol) (R)-diisopropyl-1-(6-amino-
9H-purin-9-yl)propan-2-yloxymethylfosfonatu a 2 ml 1 M vodné kyseliny chlorovodikové (2
mmol HCI). Po uzavieni septem byla reakéni smés za michani zahfivana pomoci
mikrovinného reaktoru typ I na 140°C po dobu 10 minut. Po pfidani acetonu a ochlazeni na
0°C doslo ke kvantitativnimu vylou¢eni pozadované¢ho produktu, ktery byl nasledné odsan a
rekrystalovan z vody, kde byl po nasledném ochlazeni ptidan jesté jeden objemovy dil
acetonu na mnozstvi pouzité¢ vody za kvantitativniho vylouceni Cistého produktu, ktery byl
odsan a promyt ethanolem a acetonem. Po dikladném vysuseni ve vakuové susarné bylo
ziskano 260 mg (91% teorie) pozadovaného produktu (pfi pokusu z 50 mmol vychozi latky
byla pomoci MV reaktoru typ III za jinak analogickych podminek ziskdna latka 14 ve vytézku
12,97 g = 90% teorie).
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(R)-1-(6-Amino-9H-purin-9-yl)propan-2-yloxymethylfosfonova kyselina (14): smésna *C
NMR (viz vyse) shodna — standard pfipraven dle (191 Pro CoH14NsO4P (287,1) vypocteno
(%): C 37,64; H 4,91; N 24,38; nalezeno (%): C 37,49; H 5,17; N 24,27. MS ESI(-), m/z (%):
301 [M] (100).

5.4.7. Priprava (S)-1-(2,6-diamino-9H-purin-9-yl)-3-hydroxypropan-2-yloxymethyl-
fosfonové kyseliny (15)

Do 10 ml reakéni zkumavky bylo ptedlozeno 402 mg (1 mmol) diisopropyl-(S)-1-(2,6-
diamino-9H-purin-9-yl)-3-hydroxypropan-2-yloxymethylfosfonatu a 4 ml 0,5 M vodné
kyseliny chlorovodikové (2 mmol HCI). Po uzavieni septem byla reakéni smes za michani
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zahtivana pomoci mikrovinného reaktoru typ I na 130°C po dobu 20 minut. Po ochlazeni na
0°C doslo ke kvantitativnimu vylou¢eni pozadovaného produktu, ktery byl nasledné odsan a
rekrystalovan z vody, kde byl po nasledném ochlazeni ptidan jesté jeden objemovy dil
acetonu na mnozstvi pouzité vody za kvantitativniho vylouceni ¢istého produktu, ktery byl
0dsan a promyt ethanolem a acetonem. Po dikladném vysuseni ve vakuové susarné bylo
ziskano 230 mg (72% teorie) pozadované¢ho produktu.
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(S)-1-(2,6-Diamino-9H-purin-9-yl)-3-hydroxypropan-2-yloxymethylfosfonova kyselina
(15): smésnd *C NMR (viz vyse) shodné — standard pripraven dle %), Pro CoH14sN5O6P
(318,1) vypocteno (%): C 33,86; H 4,42; N 21,94; nalezeno (%): C 33,65; H 4,67; N 21,72.
MS ESI(-), m/z (%): 317 [M7] (100).

5.4.8. Priprava (R)-1-(6-amino-9H-purin-9-yl)-3-fluorpropan-2-yloxymethylfosfonové
kyseliny (16)

Do 10 ml reakéni zkumavky bylo piedlozeno 389 mg (1 mmol) (R)-diisopropyl-1-(6-amino-
9H-purin-9-yl)-3-fluorpropan-2-yloxymethylfosfonatu a 2 ml 1 M vodné kyseliny
chlorovodikové (2 mmol HCI). Po uzavieni septem byla reak¢éni smés za michani zahtivana
pomoci mikrovinného reaktoru typ I na 140°C po dobu 10 minut. Po pfidani acetonu a
ochlazeni na 0°C doslo ke kvantitativnimu vylou¢eni pozadovaného produktu, ktery byl
nasledn¢ odsan a rekrystalovan z vody, kde byl po nasledném ochlazeni piidan jesté jeden
objemovy dil acetonu na mnozstvi pouzité vody za kvantitativniho vylouceni Cistého
produktu, ktery byl odsan a promyt ethanolem a acetonem. Po dikladném vysuSeni ve
vakuové susarné bylo ziskano 284 mg (93% teorie) poZzadovaného produktu.
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(R)-1-(6-Amino-9H-purin-9-yl)-3-fluorpropan-2-yloxymethylfosfonova kyselina (16):
smésna *C NMR (viz vyse) shodna — standard pfipraven dle 27,1521 prg CqH;3FNsO4P
(305,1) vypocteno (%): C 35,42; H 4,29; N 22,95; nalezeno (%): C 35,63; H 4,48; N 22,81.

MS ESI(-), m/z (%): 304 [M] (100). Tato latka byla ptipravena ve spolupraci s Ondiejem
Baszczyiiskym (pfipravil dle literatury[152] vychozi latku).
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5.4.9. Priprava (R)-1-fluor-3-(6-oxo-1H-purin-9(6H)-yl)propan-2-yloxymethylfosfonové
kyseliny (17)

Vlivem hydrolyzujiciho se atomu chloru v poloze 6 purinového kruhu se béhem reakce
generuje jeden ekvivalent HCI a reakci je tak mozné provést pouze s jednim ekvivalentem
HCI. Do 10 ml reak¢éni zkumavky proto bylo predlozeno 409 mg (1 mmol) (R)-diisopropyl-1-
fluor-3-(6-chlor-9H-purin-9-yl)propan-2-yloxymethylfosfonatu a 1 ml 1 M vodné kyseliny
chlorovodikové (1 mmol HCI). Po uzavieni septem byla reakéni smés za michani zahiivana
pomoci mikrovinného reaktoru typ I na 140°C po dobu 10 minut. Po odpaieni, ptidani
acetonu a ochlazeni na 0°C doslo ke kvantitativnimu vylouc¢eni poZadovaného produktu, ktery
byl nasledné odsan a rekrystalovan ze smési voda/ethanol, kde byl po nasledném ochlazeni
piidan jeste jeden objemovy dil acetonu na mnozstvi pouzité smesi za kvantitativniho
vylouceni ¢istého produktu, ktery byl odsan a promyt ethanolem a acetonem. Po dikladném
vysuseni ve vakuové susarné bylo ziskdno 251 mg (82% teorie) pozadované¢ho produktu.

(R)-1-Fluor-3-(6-0xo0-1H-purin-9(6H)-yl)propan-2-yloxymethylfosfonova kyselina (17):
smésna *C NMR (viz vyse) shodna — standard piipraven dle (27.152] ‘prq CoH1,FN4OsP
(306,1) vypocteno (%): C 35,30; H 3,95; N 18,30; nalezeno (%): C 35,43; H 4,20; N 18,17.
MS ESI(-), m/z (%): 305 [M] (100). HRMS ESI(-) vypoéteno (m/z): 305,0451; nalezeno:
305,0450. Tuto latku ptipravil Ondiej Baszczyiisky — zde ji uvadime pro demonstraci
univerzalnosti nalezené¢ho postupu.

5.4.10. Priprava (R)-1-(2-amino-6-oxo-1H-purin-9(6H)-yl)-3-fluorpropan-2-yloxymethyl-
fosfonové kyseliny (18)

Vlivem hydrolyzujiciho se atomu chloru v poloze 6 purinového kruhu se béhem reakce
generuje jeden ekvivalent HCI a reakci je tak moZzné provést pouze s jednim ekvivalentem
HCI. Do 10 ml reakéni zkumavky proto bylo piedlozeno 423 mg (1 mmol) (R)-diisopropyl-1-
(2-amino-6-chlor-9H-purin-9-yl)-3-fluorpropan-2-yloxymethylfosfonatu a 1 ml 1 M vodné
kyseliny chlorovodikové (1 mmol HCI). Po uzavieni septem byla reakéni smés za michani
zahfivana pomoci mikrovinného reaktoru typ I na 140°C po dobu 10 minut. Po pfidani
acetonu a ochlazeni na 0°C doslo ke kvantitativnimu vylouceni poZadovaného produktu, ktery
byl nasledné odsan a rekrystalovan ze smési voda/ethanol, kde byl po nasledném ochlazeni
pfidan jesté jeden objemovy dil acetonu na mnoZstvi pouzité smési za kvantitativniho
vylouceni ¢istého produktu, ktery byl odsan a promyt ethanolem a acetonem. Po ditkkladném
vysuseni ve vakuové susarné bylo ziskano 266 mg (83% teorie) pozadovaného produktu.
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(R)-1-(2-Amino-6-oxo-1H-purin-9(6H)-yl)-3-fluorpropan-2-yloxymethylfosfonova
kyselina (18): smésna *C NMR (viz vyse) shodna — standard p¥ipraven dle 2" *%2. Pro
CoH13FNsOsP (321,1) vypocteno (%): C 33,65; H 4,08; N 21,80; nalezeno (%): C 33,68; H

4,25; N 21,59. MS ESI(-), m/z (%): 320 [M] (100). Tato latka byla ptipravena ve spolupraci
s Ondiejem Baszezyfiskym (pFipravil dle literatury™? vychozi latku).

5.4.11. P¥iprava 2-(2-amino-6-oxo-1H-purin-9(6H)-yl)ethoxymethylfosfonové kyseliny
(11)

Vlivem hydrolyzujiciho se atomu chloru v poloze 6 purinového kruhu se béhem reakce
generuje jeden ekvivalent HCI a reakci je tak mozné provést pouze s jednim ekvivalentem
HCI. Do 10 ml reakéni zkumavky proto bylo piedlozeno 391 mg (1 mmol) diisopropyl-2-(2-
amino-6-chlor-9H-purin-9-yl)ethoxymethylfosfonatu a 1 ml 1 M vodné kyseliny
chlorovodikové (1 mmol HCI). Po uzavieni septem byla reak¢éni smés za michani zahtivana
pomoci mikrovinného reaktoru typ I na 140°C po dobu 10 minut. Po ptidani acetonu a
ochlazeni na 0°C doslo ke kvantitativnimu vylou¢eni pozadovaného produktu, ktery byl
nasledn¢ odsan a rekrystalovan z vody, kde byl po nasledném ochlazeni piidan jesté jeden
objemovy dil acetonu na mnozstvi pouzité vody za kvantitativniho vylouceni Cistého
produktu, ktery byl odsan a promyt ethanolem a acetonem. Po diikkladném vysuSeni ve
vakuoveé susarné bylo ziskano 260 mg (90% teorie) poZadovaného produktu.
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2-(2-Amino-6-oxo-1H-purin-9(6H)-yl)ethoxymethylfosfonova kyselina (11): smésna *C
NMR (viz vyse) shodna — standard pfipraven dle (201 Smesna *C NMR spektra shodna téz

s latkou ptipravenou dle ptikladu 5.4.3. Pro CgH12NsOsP (289,1) vypocteno (%): C 33,23; H
4,18; N 24,22; nalezeno (%): C 33,17; H 4,43; N 24,07. MS ESI(-), m/z (%): 288 [M] (100),
310 [M'Na] (18).
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5.4.12. Priprava (S)-1-(2-amino-6-oxo-1H-purin-9(6H)-yl)-3-fluorpropan-2-yloxymethyl-
fosfonové kyseliny (19)

Vlivem hydrolyzujiciho se atomu chloru v poloze 6 purinového kruhu se béhem reakce
generuje jeden ekvivalent HCI a reakci je tak mozné provést pouze s jednim ekvivalentem
HCI. Do 10 ml reak¢éni zkumavky proto bylo predlozeno 423 mg (1 mmol) (S)-diisopropyl-1-
(2-amino-6-chlor-9H-purin-9-yl)-3-fluorpropan-2-yloxymethylfosfonatu a 1 ml 1 M vodné
kyseliny chlorovodikové (1 mmol HCI). Po uzavieni septem byla reakéni smés za michani
zahtivana pomoci mikrovinného reaktoru typ I na 140°C po dobu 10 minut. Po pfidani
acetonu a ochlazeni na 0°C doslo ke kvantitativnimu vylouceni pozadovaného produktu, ktery
byl nasledné odsan a rekrystalovan ze smési voda/ethanol, kde byl po nasledném ochlazeni
piidan jesté jeden objemovy dil acetonu na mnozstvi pouzité smesi za kvantitativniho
vylouceni ¢istého produktu, ktery byl odsan a promyt ethanolem a acetonem. Po ditkladném
vysuseni ve vakuové susarné bylo ziskano 274 mg (85% teorie) pozadovan¢ho produktu.
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(S)-1-(2-Amino-6-oxo-1H-purin-9(6H)-yl)-3-fluorpropan-2-yloxymethylfosfonova
kyselina (19): smésna *C NMR (viz vy3e) shodna — standard piipraven dle ¥ **2. Pro
CoH13FN5OsP (321,1) vypocteno (%): C 33,65; H 4,08; N 21,80; nalezeno (%): C 33,57; H
4,23; N 21,64. MS ESI(-), m/z (%): 320 [M7] (100), 342 [M'Na] (26). Tuto latku ptipravil
Ondrej Baszczynsky — zde ji uvadime pro demonstraci univerzalnosti nalezené¢ho postupu.

5.4.13. Priprava 1-(2-amino-6-oxo-1H-purin-9(6H)-yl)-3,3,3,-trifluorpropan-2-yloxy-
methylfosfonové kyseliny (20)

Vlivem hydrolyzujiciho se atomu chloru v poloze 6 purinového kruhu se béhem reakce
generuje jeden ekvivalent HCI a reakci je tak moZzné provést pouze s jednim ekvivalentem
HCI. Do 10 ml reak¢éni zkumavky proto bylo ptedloZzeno 460 mg (1 mmol) diisopropyl-1-(2-
amino-6-chlor-9H-purin-9-yl)-3,3,3-trifluorpropan-2-yloxymethylfosfonatu (pfipraveného dle
literatury viz sekce 6. publikace 22.) a 1 ml 1 M vodné kyseliny chlorovodikové (1 mmol
HCI). Po uzavieni septem byla reakéni smés za michdni zahfivdna pomoci mikrovlnného
reaktoru typ I na 140°C po dobu 10 minut. Po ptidani acetonu a ochlazeni na 0°C doslo ke
kvantitativnimu vylou¢eni poZadovaného produktu, ktery byl nasledné odsan a rekrystalovan
ze smesi voda/ethanol, kde byl po nasledném ochlazeni ptidan jesté jeden objemovy dil
acetonu na mnoZstvi pouZité smeési za kvantitativniho vylouceni ¢istého produktu, ktery byl
odsan a promyt ethanolem a acetonem. Po dikladném vysuSeni ve vakuové susarné bylo
ziskano 312 mg (87% teorie) pozadované¢ho produktu.
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(£)-1-(2-Amino-6-o0xo0-1H-purin-9(6H)-yl)-3,3,3,-trifluorpropan-2-yloxymethyl-fosfonova
kyselina (20): *H NMR (D20): 8,21 s, 1H (H-8""); 4,43 m, 1H (H-1’a); 4,31 — 4,43 m, 2H (H-
1’b, H-2); 3,84 dd, 1H, Jgem = 12,5, J(1,P) = 9,6 a 3,46 dd, 1H, Jgem = 12,5, J(1,P) = 9,3
(CH2P). °C NMR (D,0): 173,46 (C-6"); 156,60 (C-2°"); 153,34 (C-4>"); 137,67 (C-8”);
123,42 q, J(3’,F) = 286,3 (C-37); 116,63 (C-5"); 77,58 qd, J(2°’,F) = 29,6, J(2’,P) = 12,7 (C-
2°); 71,24 d, J(1,P) = 153,1 (C-1); 42,46 (C-1°). Pro CoH1105NsFsP + 1,5 H,0 (348.2)
vypocteno (%): C 24,17; H 4,73; N 15,66; F 12,74; nalezeno (%): C 24,34; H 4,82; N 15,55;
F 12,90%. MS ESI(-), m/z (%): 356 [M] (100); HRMS ESI(-) vypoéteno (m/z): 356,0372;
nalezeno: 356,0368.

5.4.14. Priprava 2-(2,6-dioxo-2,3-dihydro-1H-purin-9(6H)-yl)ethoxymethylfosfonové
kyseliny (21)

Vlivem hydrolyzujiciho se atomu chloru v poloze 6 purinového kruhu se béhem reakce
generuje jeden ekvivalent HCI a reakci je tak mozné provést pouze s jednim ekvivalentem
HCI. Druhy atom chloru se zjevné hydrolyzuje az po esterovych skupinach a tak je pro hladky
prubeh reakce potfeba minimalné€ jeden ekvivalent HCI. Pro uplnou hydrolyzu druhého atomu
chloru je potieba prodlouzit reak¢éni dobu a zvysit reakéni teplotu. Do 10 ml reakéni
zkumavky proto bylo ptedlozeno 411 mg (1 mmol) diisopropyl-2-(2,6-dichlor-9H-purin-9-
yl)ethoxymethylfosfonatu a 1 ml 1 M vodné kyseliny chlorovodikové (1 mmol HCI). Po
uzavieni septem byla reakéni smés za michdni zahtivana pomoci mikrovinného reaktoru typ |
na 150°C po dobu 20 minut. Po odpateni, piidani acetonu a ochlazeni na 0°C doslo ke
kvantitativnimu vylou€eni poZzadovaného produktu, ktery byl ndsledné odsan a rekrystalovan
Z vodného ethanolu. Ke krystalizaénimu roztoku byl po nasledném ochlazeni ptidan jesté
jeden objemovy dil acetonu a ledové kyseliny octové na mnoZstvi pouzitého ethanolu za
kvantitativniho vylouceni ¢istého produktu, ktery byl odsén a promyt ethanolem a acetonem.
Po diikladném vysuSeni ve vakuové suSarné bylo ziskano 234 mg (81% teorie) pozadovaného
produktu.
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2-(2,6-Dioxo-2,3-dihydro-1H-purin-9(6H)-yl)ethoxymethylfosfonova kyselina (21): *H
NMR (D20): 7,84 s, 1H (H-87"); 4,39 t, 2H, J(2°,1) = 5,0 (H-2"); 3,95 t, 2H, J(1°,2") = 5,1
(H-1); 3,80 d, 2H, J(1,P) = 8,5 (CH2P). *C NMR (D,0): 158,78 (C-6"); 151,53 (C-2"");
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141,18 (C-4""); 138,37 (C-8°"); 115,97 (C-57); 71,04 d, J(1°,P) = 10,4 (C-1°); 66,97 d, J(1,P)
= 159,8 (CH,P); 44,58 (C-2"). Pro CsH1:N4OgP (290,0) vypocteno (%): C 33,11; H 3,82; N
19,31; nalezeno (%): C 33,26; H 4,07; N 19,18. MS ESI(-), m/z (%): 289 [MT (100), 311 [M"
Na] (L2).

5.4.15. Piiprava 2-(2-chlor-6-oxo-1H-purin-9(6H)-yl)ethoxymethylfosfonové kyseliny
(22)

Vlivem dramaticky rozdilné hydrolytické stability atomu chloru v poloze 2 a 6 purinového
kruhu je moZné dosdhnout volbou reakénich podminek selektivni hydrolyzy pouze méné
stalého chloru v poloze 6. Do 10 ml reakéni zkumavky proto bylo ptedlozeno 411 mg (1
mmol) diisopropyl-2-(2,6-dichlor-9H-purin-9-yl)ethoxymethylfosfonatu a 1 ml 1 M vodné
kyseliny chlorovodikové (1 mmol HCI). Po uzavieni septem byla reakéni smés za michani
zahtivana pomoci mikrovinného reaktoru typ I na 130°C po dobu 20 minut. Po odpateni,
piidani acetonu a ochlazeni na 0°C doslo ke kvantitativnimu vylou¢eni pozadované¢ho
produktu, ktery byl nasledn¢ odséan a rekrystalovan z vodného ethanolu kde byl po nasledném
ochlazeni ptidan jesté jeden objemovy dil acetonu na mnozstvi pouZitého ethanolu za
kvantitativniho vylouceni Cistého produktu, ktery byl odsan a promyt ethanolem a acetonem.
Po dikladném vysuseni ve vakuové susarné bylo ziskano 123 mg (40% teorie) pozadovaného
produktu. Z mate¢ného louhu bylo ziskano jesté 23 mg (8% teorie) latky 21.
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2-(2-Chlor-6-oxo0-1H-purin-9(6H)-yl)ethoxymethylfosfonova kyselina (22): ‘H NMR
(D20): 8,055, 1H (H-8"); 4,32 m, 2H, J(2’-1") = 5,3 (H-2"); 3,92 m, 2H, J(1°-2") = 5,3 (H-
1°); 3,48 d, 2H, J(1,P) = 8,4 (CH,P). *C NMR (D,0): 168,21 (C-6""); 154,39 (C-2""); 151,28
(C-4); 141,97 (C-8"); 122,61 (C-5); 70,73 d, J(1°-P) = 9,9 (C-17); 69,53 d, J(1,P) = 150,0
(CH2P); 40,01 (C-2°). Pro CgH10CIN4OsP (308,0077) vypocteno (%): C 31,13; H 3,27; N
18,15; nalezeno (%): C 30,94; H 3,25; N 17,86. MS ESI(-), m/z (%): 307, 309 [M] (100).
HRMS ESI(-) vypoéteno (m/z): 306,9999; nalezeno: 307,0006. Tuto latku ptipravil Ondie;j
Baszczynsky — zde ji uvadime pro demonstraci univerzalnosti nalezeného postupu.

5.4.16. Priprava 2-chlorethylfosfonové kyseliny (23)

Vlivem ptitomného hydrolyticky ne zcela stalého atomu chloru je vyhodné reakci provést

Vv koncentrované kyselin€ chlorovodikové, kde se maximalné eliminuje riziko hydrolyzy
atomu chloru na skupinu OH. Do 10 ml reakéni zkumavky proto bylo pfedloZeno 2,28 g (10
mmol) diisopropyl-2-chlorethylfosfonatu (1) a 3 g (30 mmol HCI) koncentrované kyseliny
chlorovodikové. Po uzavieni septem byla reakéni smés za michani zahfivana pomoci
mikrovinného reaktoru typ I na 100°C po dobu 10 minut. Dle zmény tlaku v reakéni nadobé
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dojde k ipInému odreagovani vychozi latky pfi této teploté za 9 minut. Pokus byl opakovan
pti riznych reakcnich teplotach. Pti 120°C doslo k tplnému odreagovani vychozi latky (dle
zmény reakéniho tlaku) za 4 minuty a pti 150°C doslo k Giplnému odreagovéani vychozi latky
(dle zmény reakéniho tlaku) za 2 minuty. Pii dal§im zvySovani reakéni teploty dojde

k dosazeni pIné konverze jesté diive, nez se podafi prohfat reakéni smés na tyto vysoké
teploty (pfi kterych uz ale byly pozorovany i vedlejsi reakce — piedevsim eliminace HCI).
Jednotlivé reakéni smési byly nasledné odpareny pomoci rotacni vakuové odparky (40°C a 2
mbar). Ziskany odparek byl nasledné po pfidani acetonu zahtivan k refluxu a vylouc¢eny
produkt byl odsan na frité a promyt acetonem a ledovym ethanolem. Po ditkladném vysuseni
ve vakuové susarné bylo ziskano toto mnoZstvi poZzadovaného produktu: 1,21 g (84% teorie)
pro pokus pii 100°C, 1,26 g (87% teorie) pro pokus pii 120°C a 1,23 g (85% teorie) pro pokus
pii 150°C.

T oH

CI_/_P\OH

2-Chlorethylfosfonova kyselina (23): smésna *C NMR (viz vy3e) shodna — standard
pripraven dle ™%, Pro C,HgCIOsP (144,0) vypocteno (%): C 16,62; H 4,19; C1 24,54;
nalezeno (%): C 16,53; H 4,32; Cl 24,67. MS ESI(+), m/z (%): 145 a 147 [M*] (100).

5.4.17. Priprava 2-chlorethylfosfonové kyseliny (23)

Vlivem pomalejsi hydrolyzy diethyl esterti vii€i diisopropyl esteriim je potfeba pii hydrolyze
diethyl estert prodlouzit reakéni ¢as. Do 10 ml reakéni zkumavky proto bylo piedlozeno 2,00
g (10 mmol) diethyl-2-chlorethylfosfonatu (6) a 3 g (30 mmol HCI) koncentrované kyseliny
chlorovodikové. Po uzavieni septem byla reakéni smés za michani zahtivana pomoci
mikrovinného reaktoru typ I na 100°C po dobu 25 minut. Dle zmény tlaku v reakéni nadobé
dojde k ipInému odreagovani vychozi latky pfi této teploté za 22 minut. Reak¢ni smés byla
nasledn¢ odpatrena pomoci rotacni vakuové odparky (40°C a 2 mbar). Ziskany odparek byl
nasledné po pfidani acetonu zahi'ivan k refluxu a vylou€eny produkt byl odsan na frit¢ a
promyt acetonem a ledovym ethanolem. Po dikladném vysuSeni ve vakuové susarné bylo
ziskano 1,14 g (79% teorie) pozadovaného produktu.
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2-Chlorethylfosfonova kyselina (23): smésna **C NMR (viz vy3e) shodna — standard
ptipraven dle (1391 Smesna **C NMR spektra shodna tézZ s latkou ptipravenou dle 5.4.16. Pro
C2HsCIO3P (144,0) vypocteno (%): C 16,62; H 4,19; C1 24,54; nalezeno (%): C 16,78; H
4,26; Cl 24,71. MS ESI(+), m/z (%): 145 a 147 [M"] (100).
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5.4.18. Piiprava 2-(6-amino-9H-purin-9-yl)ethyloxymethylfosfonové Kkyseliny (12)

Vlivem pomalejsi hydrolyzy diethyl esterti vii¢i diisopropyl esterim je potieba pti hydrolyze
diethyl esterl prodlouzit reakéni €as. Do 10 ml reakéni zkumavky bylo predlozeno 329 mg (1
mmol) diethyl-2-(6-amino-9H-purin-9-yl)ethyloxymethylfosfonatu a 2 ml 1 M vodné
kyseliny chlorovodikové (2 mmol HCI). Po uzavieni septem byla reakéni smés za michani
zahtivana pomoci mikrovinného reaktoru typ I na 140°C po dobu 30 minut. Po pfidani
acetonu a ochlazeni na 0°C doslo ke kvantitativnimu vylou¢eni pozadovaného produktu, ktery
byl nasledné odséan a rekrystalovan z vody, kde byl po nasledném ochlazeni piidan jesté jeden
objemovy dil acetonu na mnozstvi pouzité vody za kvantitativniho vylouceni Cistého
produktu, ktery byl odsan a promyt ethanolem a acetonem. Po diikkladném vysuSeni ve
vakuové susarné bylo ziskano 239 mg (88% teorie) pozadovaného produktu.
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2-(6-Amino-9H-purin-9-yl)ethyloxymethylfosfonova kyselina (12): smésna **C NMR (viz
vyse) shodna — standard piipraven dle (19 Smesna *C NMR spektra shodnd téz s latkou
ptipravenou dle 5.4.4. Pro CgH12NsO04P (273,1) vypocteno (%): C 35,17; H 4,43; N 25,64;
nalezeno (%): C 35,35; H 4,60; N 25,38. MS ESI(-), m/z (%): 272 [M7] (100), 294 [M'Na]
(14).

5.4.19. Priprava 2-(1-fluor-3-(6-oxo-1H-purin-9(6H)-yl)propan-2-yloxy)ethylfosfonové
kyseliny (24)

Vlivem pomalejsi hydrolyzy diethyl esterti viici diisopropyl esteriim je potieba pii hydrolyze
diethyl estert prodlouzit reakéni ¢as. Do 10 ml reakéni zkumavky proto bylo piedlozeno 394
mg (1 mmol) diethyl-2-(1-(6-chlor-9H-purin-9-yl)-3-fluorpropan-2-yloxy)ethylfosfonatu
(ptipravil Ondiej Baszczyiisky) a 1 ml 1 M vodné kyseliny chlorovodikové (1 mmol HCI). Po
uzavieni septem byla reakéni smés za michani zahtivana pomoci mikrovinného reaktoru typ |
na 140°C po dobu 30 minut. Po odpafeni, pfidani acetonu a ochlazeni na 0°C doslo ke
kvantitativnimu vylou€eni pozadovaného produktu, ktery byl ndsledné odsan a rekrystalovan
ze smési voda/ethanol, kde byl po nasledném ochlazeni pfidan jesté jeden objemovy dil
acetonu na mnoZzstvi pouZité smési za kvantitativniho vylou€eni ¢istého produktu, ktery byl
odsan a promyt ethanolem a acetonem. Po dikladném vysuSeni ve vakuové susarné bylo
ziskano 287 mg (90% teorie) pozadovaného produktu.
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2-(1-Fluor-3-(6-oxo-1H-purin-9(6H)-yl)propan-2-yloxy)ethylfosfonova kyselina (24): 'H
NMR (D,0): 8,13 s, 1H (H-2""); 7,99 s, 1H (H-8"); 4,67 ddd, 1H, J(1a’,F) = 46,9, Jgem =
10,6, J(1a’,2°) = 3,0 (H-1a’); 4,33-4,49 m, 3H, H-3" (1°b); 4,08 m, 1H (H-2"); 3,72 a 3,82 m,
2H (H-2); 1,63-1,70 m, 2H (H-1). **C NMR (D,0): 168,36 (C-6""); 154,26 (C-2""); 150,54
(C-4); 141,8 (C-8”); 123,49 (C-57); 82,96 d, J(1°,F) = 167,7 (C-1°); 76,43 d, J(2°,F) = 18,7
(C-2%); 68,47 d, J(2,P)= 4,4, (C-2); 43,72 d, (C-37); 30,98 d, J(1,P) = 123,3 (C-1). Pro
C10H14FN4OsP (320,1) vypocteno (%): C 37,51; H4,41; F 5,93; N 17,50; nalezeno (%): C
37,67; H 4,43; F 5,87; N 17,33. MS ESI(-), m/z (%): 319 [M7] (100). HRMS ESI(-) vypoc¢teno
(m/z): 319,0608; nalezeno: 319,0610. Tuto latku ptipravil Ondiej Baszczynsky — zde ji
uvadime pro demonstraci univerzalnosti nalezeného postupu.

5.5. Kompletni degradace (hydrolyza) organofosfati pomoci mikrovinné
zahrivané hydrolyzy

Obecny postup:

1 mmol organofosfatu byl piedlozen do 10 ml reak¢ni zkumavky spolecné s magnetickym
michadlem a 2 ml D,0O ¢i DCI v D,0 (viz jednotlivé pokusy). Po uzavieni septem byla
reak¢éni smés za michani zahtfivana pomoci mikrovinného reaktoru typu I na urcitou teplotu
vzdy po dobu 10 minut (viz jednotlivé ptiklady). Po ochlazeni reakéni smési byl vzdy odebran
reprezentativni vzorek o objemu 0,2 ml, ktery byl spole¢né s 0,3 ml DMSO-ds predlozen do
NMR kyvety k analyze. Zbyla reakéni smés pak byla zahtivana dale vzdy na teplotu o 10 °C
vyssi a vZdy po dobu 10 minut. NMR spektra byla méfena na FT NMR spektrometru (Bruker
Avance | 400) v deuterovaném dimethylsulfoxidu - DMSO-ds (*H pti 400 MHz a *'P pti 162
MHz). Pro jednozna¢nou identifikaci byly *'P signaly pitazeny pomoci smésnych spekter

S komeréné dostupnymi standardy.

5.5.1. Mikrovinné zahiivana hydrolyza (MV) diethyl-chlorfosfatu (25) v ¢isté D,O

Dle obecného postupu bylo piedlozeno 173 mg diethyl-chlorfosfatu (25) do 10 ml reak¢ni
kyvety spole¢né s 2 ml D,O. Reakéni smés byla postupné zahtivana od 100 °C az do teploty
160 °C vZdy na deset minut (teplota byla navySovéana po 10 °C, poté byl vzdy odebran vzorek
pro analyzu). Vysledek pokusu je zndzornén na obrazku 48.
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5.5.2. Mikrovlnné zahfivana hydrolyza (MV) diethyl-chlorfosfatu (25) v 0,5 M DCI/D,0O

Dle obecného postupu bylo piedlozeno 173 mg diethyl-chlorfosfatu (25) do 10 ml reakéni
kyvety spole¢né s 2 ml 0,5M DCI v D,0. Reakéni smés byla postupné zahiivana od 100 °C az
do teploty 150 °C vzdy na deset minut (teplota byla navySovana po 10 °C, poté byl vzdy
odebran vzorek pro analyzu). Vysledek pokusu je nazorné zobrazen na obrazku 49.

5.5.3. MikrovInné zah¥ivana hydrolyza (MV) diethyl-chlorfosfatu (25) v 1 M DCI/D,O

Dle obecného postupu bylo piedlozeno 173 mg diethyl-chlorfosfatu (25) do 10 ml reak¢ni
kyvety spole¢né s 2 ml 1M DCI v D,0. Reakéni smés byla postupné zahtivana od 100 °C az
do teploty 150 °C vzdy na deset minut (teplota byla navySovana po 10 °C, poté byl vzdy
odebran vzorek pro analyzu). Vysledek pokusu je znazornén na obrazku 50.

5.5.4. Mikrovinné zah¥ivana hydrolyza (MV) diethyl-chlorfosfatu (25) v koncentrované
DCI/D,0O

Dle obecného postupu bylo piedlozeno 173 mg diethyl-chlorfosfatu (25) do 10 ml reakéni
kyvety spole¢né s 2 ml koncentrované DCI1 v D,0. Reakéni smés byla postupné zahiivana od
100 °C az do teploty 140 °C vzdy na deset minut (teplota byla navySovana po 10 °C, poté byl
vzdy odebran vzorek pro analyzu). Vysledek pokusu je znazornén na obrazku 51.

5.5.5. Mikrovinné zahrivana hydrolyza (MV) diisopropyl-chlorfosfatu (26) v ¢isté D,O

Dle obecného postupu bylo piedlozeno 201 mg diisopropyl-chlorfosfatu (26) do 10 ml
reak¢ni kyvety spole¢né s 2 ml D,O. Reakéni smés byla postupné zahiivana od 80 °C az do
teploty 130 °C vzdy na deset minut (teplota byla navySovana po 10 °C, poté byl vzdy odebran
vzorek pro analyzu). Vysledek pokusu je znazornén na obrazku 52.

5.5.6. Mikrovinné zahrivana hydrolyza (MV) diisopropyl-chlorfosfatu (26) v 0,5 M
DCI/D,0O

Dle obecného postupu bylo ptedloZzeno 201 mg diisopropyl-chlorfosfatu (26) do 10 ml
reakéni kyvety spolecné s 2 ml 0,5M DCI v D,0. Reakéni smés byla postupné zahtivana od
80 °C az do teploty 120 °C vzdy na deset minut (teplota byla navySovana po 10 °C, poté byl
vzdy odebran vzorek pro analyzu). Vysledek pokusu je zndzornén na obrazku 53.
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5.5.7. Mikrovinné zah¥ivana hydrolyza (MV) diethyl-(4-nitrofenyl)-fosfatu (27 - pesticid
paraoxon) v ¢isté D,O

Dle obecného postupu bylo piedlozeno 275 mg diethyl-(4-nitrofenyl)-fosfatu (27) do 10 ml
reakéni kyvety spole¢né s 2 ml D,O. Reakéni smés byla postupné zahtivana od 100 °C az do
teploty 160 °C vzdy na deset minut (teplota byla navySovana po 10 °C, poté byl vzdy odebran
vzorek pro analyzu). Vysledek pokusu je zndzornén na obrazku 54.

5.5.8. Mikrovlnné zahiivana hydrolyza (MV) diethyl-(4-nitrofenyl)-fosfatu (27 - pesticid
paraoxon) v 1 M DCI/D,0O

Dle obecného zptisobu bylo predlozeno 275 mg diethyl-(4-nitrofenyl)-fosfatu (27) do 10 ml
reakéni kyvety spoleéné s 2 ml 1M DCI v D,0. Reakéni smés byla postupné zahtivana od 100
°C az do teploty 140 °C vzdy na deset minut (teplota navySovana po 10 °C, poté vzdy
odebran vzorek pro analyzu). Vysledek pokusu je znazornén na obrazku 55.

5.5.9. Hydrolyza diethyl-chlorfosfatu (25) v ¢isté D,O pomoci ohievu olejovou lazni

V analogii s postupem 5.5.1. bylo do 10 ml reakéni kyvety piedloZzeno 173 mg diethyl-
chlorfosfatu (25) spole¢né s 2 ml D,0. Olejova lazen byla nasledné vyhtata na teplotu
odpovidajici pokusu 5.5.1. (od 100 °C az do teploty 150 °C, teplota byla navySovana po 10
°C). Reakeni kyveta byla ponofena do vyhiaté olejové lazné na 15 minut (10 minut jako

v experimentu 5.5.1. + 5 minut na dosazeni této teploty). Obrazek 56 znazornuje rozdily ve
slozeni reak¢nich smési pro pokus 5.5.1. (mikrovlnny pokus — ozna¢eno jako MV) a pro
pokus 5.5.9. (zahtivani olejovou lazni — oznac¢eno jako lazen).

5.5.10. Hydrolyza diisopropyl-chlorfosfatu (26) v ¢isté D,O pomoci ohievu olejovou lazni

V analogii s postupem 5.5.5. bylo do 10 ml reakéni kyvety piedlozeno 201 mg diisopropyl-
chlorfosfatu (26) spole¢né s 2 ml D,0. Olejova lazen byla nasledné vyhiata na teplotu
odpovidajici pokusu 5.5.5. (od 80 °C az do teploty 140 °C, teplota byla navySovéana po 10
°C). Reakeni kyveta byla ponotena do vyhtaté olejové lazné€ na 15 minut (10 minut jako

v experimentu 5.5.5. + 5 minut na dosazeni této teploty). Obrazek 57 znazornuje rozdily ve
slozeni reakénich smési pro pokus 5.5.5. (mikrovinny pokus — oznaceno jako MV) a pro
pokus 5.5.10. (zahtivani olejovou lazni — oznaceno jako lazen).
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5.6. Priprava diamidi fosfonovych kyselin s vyuZitim prisluSnych bis-
trimethylsilyl esteri

Obecny postup:

Do banky se pod argonem piedlozi 1 mmol diesteru fosfonové kyseliny, 5 mmol
trimethylsilylbromidu a 10 ml suchého acetonitrilu. Tato smés se micha pii teploté mistnosti
po dobu 12 hodin. Po odpaieni reakéni smési na vakuové rotacni odparce pii tlaku 2 mbar a
teploté 40 °C se reakéni smés kodestiluje s toluenem (tak, aby se k reakéni smési nedostal
vzduch). Reak¢ni nddoba se znovu nasyti argonem a ptidaji se 4 mmol hydrochloridu esteru
aminokyseliny, 2 ml suchého triethylaminu a 8 ml suchého pyridinu; a reakéni smés se pak
zahtivéa na 50 °C. Nasledn¢ se pod argonem ptida roztok obsahujici 6 mmol 2,2'-
dithiodipyridinu, 6 mmol trifenylfosfinu a 10 ml suchého pyridinu a cela reakéni smés se
zahtiva na 50 °C po dobu 3 hodin. Po ochlazeni se reakéni smés odpaii na vakuové rotacni
odparce (40 °C, 2 mbar) a k ziskanému odparku se ptida 10 ml methanolu, 10 ml vody, 10 ml
toluenu a 10 ml hexanu. Cel4 tato smés se pak prenese do délici ndlevky, pomoci niz se
nasledné odd¢li vrchni vrstva organickych rozpoustédel. Faze obsahujici methanol a vodu se
pro odstranéni necistot 3x extrahuje smési hexan a toluen (pomér rozpoustédel zavisi na
lipofilité pouzité fosfonové kyseliny, napt. v piikladu 5.6.2. byla pouzita smés o objemovém
poméru 1:1 a v piikladu 5.6.3. byl pouzit Cisty toluen). Produkt se z faze, obsahujici methanol
a vodu, ziska extrakci vhodnym organickym rozpoustédlem (vyhodné 3x ethyl-acetatem,
chloroformem ¢i dichlormethanem). Tyto spojené organické frakce se susi pomoci MgSQO4 a
nasledné¢ se po filtraci odpafi. K pevnému odparku se ptidad 20 ml smési hexan/diethylether
(1:1) k odstranéni dal$i neCistoty. Pevny vzorek se ndsledné rozpusti v minimalnim mnozstvi
ethanolu a poté se prida diethylether za vylouceni pyridin-2-thiolu, ktery se po ochlazeni
smési na 0 °C odsaje. Pevny pyridin-2-thiol se jesté promyje ledovou smési ethanolu a
diethyletheru (1:10). Spojené organické frakce se odpafi, odparek rozpusti v ethyl-acetatu a
pozadovany produkt se izoluje filtraci skrze malou vrstvu silikagelu (3 hmotnostni
ekvivalenty vzhledem ke hmoté pevného odparku). Necistoty se vyplavi 100% ethyl-acetatem
a pozadovany produkt se vyplavi smési ethyl-acetat/aceton/ethanol/voda (objem. pomér zalezi
na lipofilité pouzité fosfonové kyseliny, napt. pro ptiklad 5.6.1. = 30/3/4/3). Po rekrystalizaci
ze smési ethyl-acetat/hexan se izolovany produkt susi ve vakuové susarné pii teploté 30 °C a
tlaku 0,1 mbar jeden tyden.

5.6.1. Priprava (2S,2'S)-diethyl-2,2"-((((((R)-1-(2,6-diamino-9H-purin-9-yl)propan-2-
yl)oxy)methyl)-fosforyl)bis(azanediyl))dipropanoatu (28)

Z 1 mmol diisopropyl-(R)-(((1-(2,6-diamino-9H-purin-9-yl)propan-2-yl)oxy)methyl)-
fosfonatu® a 4 mmol hydrochloridu ethyl-alaninu bylo dle obecného postupu ziskéano 430
mg pozadovaného produktu (87% teoretického vytézku).
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(2S,2'S)-Diethyl-2,2"-((((((R)-1-(2,6-diamino-9H-purin-9-yl)propan-2-yl)oxy)methyl)-
fosforyl)bis(azanediyl))dipropanoat (28): bila krystalicka latka, b.t. 145-146 °C. 'H NMR
(DMSO-dg): 7,71 s, 1 H, (H-8); 6,65 bs, 2 H, (6-NH,); 5,75 bs, 2 H, (2-NHy); 4,51 dd, 1 H,
J(NH,P) = 12,1 a J(NH,CH) = 10,3 (NH); 4,37 dd, 1 H, J(NH,P) = 11,5 a J(NH,CH) = 10,4
(NH); 4,13 -4,01 m, 5 H, (COO-CH, a H-1"b); 3,96 dd, 1 H, Jgem = 14,3 2 J(1’a,2”) = 6,0 (H-
1’a); 3,87 - 3,80 m, 3 H, (H-2’ a NH-CH); 3,62 dd, 1 H, Jgem = 13,0 2 J(CH,P) = 8,3 (O-CH-
P); 3,56 dd, 1 H, Jgem = 13,0 2 J(CH,P) = 9,0 (O-CH»-P); 1,25-1,23 m, 6 H, (NH-CH-CHy);
1,19t, 3 H, J(CH3,CH,) = 7,1 (COO-CH,-CHg3); 1,16 t, 3 H, J(CH3,CH,) = 7,1 (COO-CH,-
CHs): 1,01 d, 3H, J(3°.,2°) = 6,3 (H-3"). *C NMR (DMSO-ds): 174,3 — 174,2 m, (COO);
160,5 (C-2); 156,3 (C-6); 152,3 (C-4); 138,4 (C-8); 113,0 (C-5); 75,6 d, J(2°,P) = 12 (C-2°);
65,8 d, J(C,P) = 135 (O-CH,-P); 60,59 a 60,56 (COO-CH,); 48,33 a 48,30 (NH-CH); 46,5
(C-19); 21,0 d, J(C-C-N-P) = 4,6 (NH-CH-CH3); 20,8 d, J(C-C-N-P) = 5,4 (NH-CH-CHj3);
17,0 (C-3%); 14,20 a 14,19 (COO-CH>-CHs). MS (ESI+), m/z (%): 501 [M+H"] (100), 523
[M+Na'] (64). HR-MS (ESI+) pro C19H3406NgP vypodteno: 501,2333; nalezeno: 501,2331.
Pro C19H3306N3gP (500,5) vypoéteno (%): C 45,60; H 6,65; N 22,39; nalezeno (%): C 45,73,
H 6,78; N 22,10. [a*’] = - 55,7° (c 0,3 /100 ml, voda).

5.6.2. Priprava (2S,2'S)-diethyl-2,2'-((((2-(2-amino-6-oxo-1H-purin-9(6H)-yl)ethoxy)-
methyl)fosforyl)-bis(azanediyl))dipropanoatu (29)

Z 1 mmol diisopropyl-((2-(2-amino-6-oxo0-1H-purin-9(6H)-yl)ethoxy)methyl)fosfonatu®"! a 4
mmol hydrochloridu ethyl-alaninu bylo dle obecného postupu ziskano 405 mg pozadovaného
produktu (83% teoretického vytézku).
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(2S,2'S)-Diethyl-2,2'-((((2-(2-amino-6-oxo-1H-purin-9(6H)-yl)ethoxy)methyl)fosforyl)-
bis(azanediyl))dipropanoat (29): bila krystalicka latka, b.t. 189-190 °C. *H NMR (DMSO-
de): 10,57 bs, 1H, (NH); 7,73 s, 1 H (H-8); 6,47 bs, 2 H, (NH>); 4,56 dd, 1 H, J(NH,P) = 12,0
a J(NH,CH) = 10,3 (NHP); 4,48 t, 1 H, J(NH,P) = J(NH,CH) = 10,6 (NHP); 4,11 - 4,02 m, 6
H, (COO-CH;aH-1"); 3,85 3,75 m, 4 H, (H-2’ a CHCOO); 3,61 d, 2 H, J(CH,P) =7,6 (O-
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CH,-P); 1,22 d, 6 H, J(CH3,CH) = 6,9 (NH-CH-CHs3); 1,17 t, 3 H, J(CH3,CH>) = 7,1 (COO-
CH,-CHs); 1,16 1, 3 H, J(CH3,CH>) = 7,1 (COO-CH,-CH3). *C NMR (DMSO-dg): 173,8 —
173,7 m, (COO); 156,7 (C-2); 153,4 (C-4); 151,0 (C-6); 137,6 (C-8); 116,3 (C-5); 70,2 d,
J(2¢,P) =10 (C-2°); 67,4 d, J(C,P) = 136 (O-CH.-P); 60,2 (COO-CH,); 48,0 (NH-CH); 42,1
(C-19); 20,5 d, J(C-C-N-P) = 4,3 (NH-CH-CHs); 20,5 d, J(C-C-N-P) = 5,0 (NH-CH-CHy);
13,8 (COO-CH2-CHs). MS (ESI+), m/z (%): 488 [M+H"] (38), 510 [M+Na'] (100). MS (ESI-
), m/z (%): 486 [M-H"] (100). HR-MS (ESI+) pro C1gH3;07N7P vypoéteno: 488,2017;
nalezeno: 488,2016. Pro CigH3107N7P vypocteno (%): C 44,35; H 6,20; N 20,11; nalezeno
(%): C 44,56; H 6,46; N 20,03. [0*°] = - 42,7° (c 0,3 g/100 ml, voda).

5.6.3. Priprava (2S,2'S)-diethyl-2,2'-((((2-(2-amino-6-(cyklooktylamino)-9H-purin-9-
yl)ethoxy)methyl)-fosforyl)-bis(azanediyl))dipropanoatu (30)

Z 1 mmol diisopropyl-((2-(2-amino-6-(cyklooktylamino)-9H-purin-9-yl)ethoxy)methyl)-
fosfonatu a 4 mmol hydrochloridu ethyl-alaninu bylo dle obecného postupu ziskano 560 mg
pozadovaného produktu (94% teoretického vytézku).

N N Q
ST e
RNTONT R ok
O
" OEt

(2S,2'S)-Diethyl-2,2'-((((2-(2-amino-6-(cyklooktylamino)-9H-purin-9-yl)ethoxy)methyl)-
fosforyl)-bis(azanediyl))dipropanoat (30): bila krystalick4 latka, b.t. 68-70 °C. *H NMR
(DMSO-dg) 7,65 s, 1 H, (H-8); 6,83 bs, 1 H, (6-NH); 5,76 bs, 2 H, (NH,); 4,56 t, 1 H,
J(NH,P) = J(NH,CH) = 10,3 (NHP); 4,48 t, 1 H, J(NH,P) = J(NH,CH) = 10,7 (NHP); 4,33 —
4,19 m, 1 H, (CHCHy); 4,12 —-4,00 m, 6 H, (COO-CH, aH-1°); 3,87 - 3,75m, 4 H, (H-2’ a
CHCOO); 3,61d, 2 H, J(CH,P) =7,8 (O-CH»-P); 1,80 — 1,40 m, 14 H, (7x CHy); 1,22 d, 6 H,
J(CH3,CH)= 7,3 (NH-CH-CH3); 1,18 t, 3 H, J(CH3,CHy) = 7,1 (COO-CH,-CHj3); 1,17 t, 3 H,
J(CH3,CH;,) = 7,1 (COO-CH2-CHs). *C NMR (DMSO-ds) 173,9 — 173,8 m, (COO); 160,0
(C-2); 153,8 (C-4); 137,2 (C-8); 136,5 (C-6); 113,3 (C-5); 70,3 d, J(2°,P) = 10 (C-2%); 67,6 d,
J(C,P) =135 (O-CH,-P); 66,2 (CH,); 60,24 a 60,21 (COO-CHy); 48,00 a 47,97 (NH-CH);
41,8 (C-19); 26,8, 25,0 a 23,6 (3x CHy); 20,6 d, J(C-C-N-P) = 4,8 (NH-CH-CHj3); 20,5 d, J(C-
C-N-P) =5,1 (NH-CH-CH3); 14,52 a 13,36 (COO-CH,-CHj3); 6,42 (CHCHy). MS (ESI+),
m/z (%): 597 [M+H"] (100), 619 [M+Na"] (58). HR-MS pro C,sHs0sNgP vypodteno:
597,3272; nalezeno: 597,3271. Pro CzsH4506NgP vypoéteno (%): C 52,34; H 7,60; N 18,78;
nalezeno (%): C 52,54; H 7,82; N 18,63. [a*°] = - 16,7° (c 0,4 g/100 ml, voda).
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5.6.4. Priprava (2S,2'S)-diethyl-2,2'-((((2-((2,6-diaminopyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)-
methyl)fosforyl)-bis(azanediyl))dipropanoatu (31)

Z 1 mmol diisopropyl-((2-((2,6-diaminopyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonatu®® a 4
mmol hydrochloridu ethyl-alaninu bylo dle obecného postupu ziskano 414 mg pozadovaného
produktu (90% teoretického vytézku).
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(2S,2'S)-Diethyl-2,2"-((((2-((2,6-diaminopyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosforyl)-
bis(azanediyl))dipropanoat (31): bila krystalicka latka, b.t. 150-151 °C. *H NMR (DMSO-
de) 6,02 bs, 2 H, (NH,): 5,87 bs, 2 H, (NH,); 5,03 s, 1 H, (H-5): 4,57 dd, 1 H, J(NH,P) = 11,2
a J(NH,CH) = 10,9 (NHP): 4,50 t, 1 H, J(NH,P) = J(NH,CH) = 10,3 (NHP); 4,20 t, 2 H, (H-
1’); 4,10 - 4,00 m, 4 H, (COO-CH;); 3,88 — 3,82 m, 2 H, (CHCOO), 3,71t, 2 H, (H-2");
3,62d,2H, J(CH,P)=7,8 (0O-CH-P); 1,26 m, 6 H, J(CH3,CH) = 6,9 (NH-CH-CH3); 1,18 t,
3 H, J(CH3,CHy) = 7,0 (COO-CH,-CHs); 1,17 t, 3 H, J(CH3,CHy) = 7,0 (COO-CH,-CHj).
3C NMR (DMSO-dg) 173,9 — 173,8 m, (COO); 169,7 (C-2); 165,8 (C-4); 162,7 (C-6); 76,1
(C-5); 70,7 d, J(2°,P) =9 (C-2); 67,8 d, J(C,P) = 138 (O-CH,-P); 63,54 (COO-CH,); 60,2
(C-19); 48,0 (NH-CH); 20,6 d, J(C-C-N-P) = 4,5 (NH-CH-CH3); 20,4 d, J(C-C-N-P) = 4,8
(NH-CH-CH3); 13,9 (COO-CH,-CHy3). MS (ESI+), m/z (%): 463 [M+H"] (100), 485
[M+Na'] (57). HR-MS (ESI+) pro C17H3,07NgP vypodteno: 463,2065; nalezeno: 463,2064.
Pro C17H3,07NgP vypocteno (%): C 44,15; H 6,76; N 18,17; nalezeno (%): C 44,46; H 6,93,
N 17,96. [0*] = - 20,1° (c 0,3 g/100 ml, voda).

5.6.5. Priprava (2S,2'S)-diethyl-2,2'-((((2-(2-amino-6-(cyklopropylamino)-9H-purin-9-
yl)ethoxy)methyl)fosforyl)bis(azanediyl))dipropanoatu (32)

Z 1 mmol diisopropyl-((2-(2-amino-6-(cyklopropylamino)-9H-purin-9-yl)ethoxy) methyl)-
fosfonatul*®® a 4 mmol hydrochloridu ethyl-alaninu bylo dle obecného postupu ziskéano 485
mg pozadovaného produktu (92% teoretického vytézku).
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(2S,2'S)-Diethyl-2,2'-((((2-(2-amino-6-(cyklopropylamino)-9H-purin-9-yl)ethoxy)-
methyl)fosforyl)bis(azanediyl))dipropanoat (32): bila krystalicka latka, b.t. 127-129 °C. *H
NMR (DMSO-dg) 7,69 s, 1 H, (H-8); 7,26 bs, 1 H, (6-NH); 5,82 bs, 2 H, (NH,); 4,56 dd, 1 H,
J(NH,P) = 12,2 a J(NH,CH) = 10,4 (NHP); 4,48 t, 1 H, J(NH,P) = J(NH,CH) = 10,5 (NHP);
4,12 -4,00m, 6 H, (COO-CH; a H-1°); 3,86 — 3,76 m, 4 H, (H-2> a CHCOO); 3,61 d, 2 H,
J(CH,P) =7,8 (O-CH_-P); 3,08 — 2,96 m, 1H, (CHCHy); 1,24 d, 6 H, J(CH3,CH) = 7,1 (NH-
CH-CHa); 1,17 t, 3 H, J(CH3,CH,) = 7,1 (COO-CH,-CHs); 1,16 t, 3 H, J(CH3,CH,) = 7,1
(COO-CH,-CHs); 0,66 — 0,63 m, 2 H, (CHCH,); 0,57 — 0,55 m, 2 H, (CHCHy,). *C NMR
(DMSO-dg) 174,1 - 173,9 m, (COO0); 160,1 (C-2); 155,8 (C-4); 138,6 (C-8); 136,5 (C-6);
113,2 (C-5); 70,4 d, J(2¢,P) = 11 (C-29); 66,7 d, J(C,P) = 131 (O-CH,-P); 60,59 a 60,56
(COO-CHy); 48,70 a 47,40 (NH-CH); 43,3 (C-19); 21,8 d, J(C-C-N-P) = 4,5 (NH-CH-CHy);
20,0 d, J(C-C-N-P) = 5,3 (NH-CH-CHy); 14,59 a 13,32 (COO-CH,-CHj3); 6,42 (CHCH,).
MS (ESI+), m/z (%): 527 [M+H*] (100), 549 [M+Na'] (74). HR-MS (ESI+) pro C1H3c06NsP
vypocteno: 527,2490; nalezeno: 527,2491. Pro C,1H3506NgP vypocteno (%): C 47,90; H 6,70;
N 21,28; nalezeno (%): C 47,83; H 6,92; N 21,15. [0*°] = - 37,6° (c 0,4 g/100 ml, voda).

5.6.6. Priprava (2S,2'S)-diethyl-2,2'-((((2-(2-amino-6-(cyklopropylamino)-9H-purin-9-
yl)ethoxy)methyl)fosforyl)bis(azanediyl))dipropanoatu (32)

Z 10 mmol diisopropyl-((2-(2-amino-6-(cyklopropylamino)-9H-purin-9-yl)ethoxy)methyl)-
fosfonatul*®® a 40 mmol hydrochloridu ethyl-alaninu bylo dle analogie obecného postupu
ziskano 5150 mg pozadovaného produktu (98% teoretického vytézku).

5.7. Efektivni pripravy FAN s ,,otevienym kruhem* (PMEO-DAPYy)

5.7.1. Priprava 2,4-diamino-6-(2-hydroxyethyloxy)pyrimidinu (33) — zaroven obecny
postup pro piipravu dalsich 2-hydroxyethyloxypyrimidini

40 g (277 mmol) 2,4-diamino-6-chlorpyrimidinu bylo spole¢né s 400 ml suchého
ethylenglykolu ptedlozeno do vyzihané batiky naplnéné argonem. Nasledné bylo ptidano 46,6
g (415 mmol) terc-butanolatu draselného. Reakéni nadoba byla opatiena chlorkalciovym
uzavérem a byla nasledné zahtivana na 120 °C po dobu péti hodin, béhem kterych doslo

k pIné konverzi. Po ochlazeni na laboratorni teplotu bylo pfidano 10 g iontoménice DOWEX
D50x8 v H' cyklu pro neutralizaci reakéni smési. Tato smés byla nanesena na sloupcovou
kolonu 100 g DOWEX D50x8 v H" cyklu. Kolona byla nasledné promyta dvéma litry
destilované vody pro dikladné vyplaveni veskerého ethylenglykolu. PoZadovany produkt byl
nasledné rychle vyplaven 2,5% vodnym amoniakem (kontrolovano pomoci UV detekce).
Pritok vodného amoniaku je nutné maximalné urychlit (natlakovanim prostoru nad kolonou)
vlivem rychlé krystalizace uvolnéného ¢istého produktu (bez tlakovani pfimo na kolong).
Frakce obsahujici poZadovanou latku byly odpatfeny na vakuové rota¢ni odparce. Ziskané
krystaly byly rekrystalovany z vody za pridavku karborafinu. Po ochlazeni krystaliza¢niho
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roztoku na 5 °C doslo ke kvantitativnimu vylouceni ¢istého produktu, ktery byl nasledné
odsat na frit€ a promyt 2x studenou vodou (20 ml) a 1x ledovym ethanolem (10 ml). Po
dikladném vysuseni ve vakuové susarné pti 80 °C a tlaku 0,1 mbar (coz je nutné predevSim
pro naslednou reakci protoze produkt obsahuje krystalovou vodu) bylo ziskano 45,3 g (96%)
latky 33.

Pro primyslovou aplikovatelnost byly vyvinuty dvé alternativni metody izolace
pozadovaného produktu z reakéni smési (odstranéni ethylenglykolu) bez pouziti iontoménica.

1) Po ochlazeni ziskané reakéni smési na laboratorni teplotu bylo ptidano 500 ml destilované
vody a cela smés byla chlazena na -20 °C (v mrazicim boxu) po dobu dvou dnti, béhem
kterych doslo k ptiblizné 80% vykrystalovani poZzadovaného produktu z chlazené smési.
Krystaly byly nasledné rychle odsaty a promyty 2x studenou vodou. Po rekrystalizaci (jak je
popsana vyse) byl ziskan pozadovany produkt ve vytézku o 18% niz§im, nez je popsano vyse.

2) Po ochlazeni ziskané reak¢ni smési na laboratorni teplotu bylo ptidano 500 ml
diethyletheru za vylouceni bilé srazeniny (obsahujici poZadovanou latku a chlorid draselny).
Po ochlazeni na 0 °C byla ziskana srazenina odfiltrovana, promyta 3x diethyletherem a
rekrystalizovana z vody (jak je popsano vyse). Byl ziskan pozadovany produkt ve vytézku o
7% niz$im nez pfi pouZiti iontomenici.
NH>
N~ |
H,N A N o>
2,4-Diamino-6-(2-hydroxyethyloxy)pyrimidin (33): bila krystalicka latka, b.t. 221-22 °C.
'H NMR (DMSO-ds): 7,02 bs, 2 H, (NH>); 5,90 bs, 2 H, (NHy); 5,04 s, 1 H, (H-5); 4,80 t, 1
H, J(OH,CHy) = 5,4 (OH); 4,09 m, 2 H, (H-1°); 3,61 m, 2 H, (H-2"). *C NMR (DMSO-ds):
170,3 (C-6); 166,2 (C-4); 163,14 (C-2); 76,5 (C-5); 66,8 (C-1"); 59,9 (C-2’). Pro CsH1oN4O>
(170,2) vypocteno (%): C 42,35; H 5,92; N 32,92; nalezeno (%): C 42,17; H 6,02; N 32,75.
MS ESI(+), m/z (%): 171 [M*] (100), 193 [M"Na] (85).

5.7.2. Priprava diisopropyl-((2-((2,6-diaminopyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)-
fosfonatu (34) — zaroven obecny postup pro piipravu dalsich diisopropylesterdi PMEO-DAPy

Do vyzihané barnky bylo pod argonem ptedloZeno 17,02 g (100 mmol) latky 33 a 200 ml
such¢ho DMF. Reak¢ni nddoba byla opatiena chlorkalciovym uzavérem. Za intenzivniho
michani magnetickym michadlem bylo ptidano 0,02 g (katal.) DMAP a 5,40 g (135 mmol)
hydridu sodného (60% suspenze v mineralnim oleji). Postupné vznikajici suspenze sodné soli
latky 33 byla dale intenzivné michédna pti laboratorni teploté po dobu 15 minut (za vyvoje
vodiku). Nésledné byla reakéni nddoba opatiena vodni lazni pro udrZzovani reakéni teploty na
laboratorni teploté a k vzniklé soli latky 33 bylo ptidano 27,21 g (105 mmol) diisopropyl-
brommethylfosfonatu (4). Reakéni smés byla ddle michana pfi laboratorni teploté 12 hodin,
béhem kterych se ze suspenze sodné soli latky 33 stal Zluty prizracny roztok latky 34. Cela

135



reakéni smés byla nasledné odpatena na vakuové rotacni odparce a ziskany odparek byl
extrahovan mezi vodu (400 ml) a chloroform (100ml). Vodna vrstva byla extrahovéna jesté
ttikrat 100 ml chloroformu. Spojené organické frakce byly suseny bezvodym MgSQO4. Po
diikladném odpateni veskerého chloroformu byla ziskana pomalu krystalujici bila latka.

K ziskanému odparku bylo ptidano 50 ml hexanu a cela smés byla vystavena ptisobeni
ultrazvuku po dobu 10 minut. Hexan byl dekantovan a cely postup s hexanem byl opakovan
jeste jednou. K ziskanym krystaliim bylo nasledné ptidano 50 ml diethyletheru a celd smés
byla opét vystavena plsobeni ultrazvuku po dobu 10 minut. Ziskané sné¢hové bilé krystaly
byly odsaty na frit¢ a promyty 2x 10 ml diethyletheru. Po vysuSeni ve vakuové susarné bylo
ziskano 20,15 g latky 34 (58% teorie) v Cistoté vyssi jak 95%.

N7 (?\o(
HZN)\\N o/\/o\/ko

A

Diisopropyl-((2-((2,6-diaminopyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonat (34): bila
krystalické latka, b.t. 180-181 °C. 'H NMR (DMSO-ds): 6,01 bs, 2 H, (NH,); 5,87 bs, 2 H,
(NHy); 5,02 s, 1 H, (H-5""); 4,59 dsept, 2 H, J(CH,P) = 7,7, J(CH,CH3) = 6,2 (CH); 4,22 m, 2
H, (H-2°); 3,78 d, 2 H, J(1,P) =8,3 (H-1); 3,74 m, 2 H, (H-1°); 1,24 d, 6 H, J(CH3,CH) = 6,1
(CH3); 1,23 d, 6 H, J(CH3,CH) = 6,1 (CH3). *C NMR (DMSO-ds): 169,9 (C-4"); 166,2 (C-
6°’); 163,1 (C-2""); 76,4 (C-5); 71,1 d, J(1’,P) = 11,7 (C-1"); 70,4 d, J(CH,P) = 6,3 (CH);
65,0 d, J(1,P) = 164,5 (C-1); 63,7 (C-2°); 24,0 d, J(CH3,P) = 3,9 (CHs3); 23,9 d, J(CH3,P) = 4,4
(CHa). Pro C13H25N4OsP (348,3) vypocteno (%): C 44,82; H 7,23; N 16,08; nalezeno (%): C
44.67; H 7,34; N 16,00. MS ESI(+), m/z (%): 349 [M"] (100).

NH,

5.7.3. Priprava ((2-((2,6-diaminopyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonové Kyseliny
(35) — zaroven obecny postup pro piipravu dal$ich volnych PMEO-DAPyY

Do vyzihané banky bylo pod argonem piedlozeno 3,48 g (10 mmol) latky 34, 100 ml suchého
acetonitrilu a 7,65 g (50 mmol) trimethylsilylbromidu. Reakéni nadoba byla tésné uzaviena
silikonovym septem a michana magnetickym michadlem 12 hodin. Poté byla reakéni smés
dikladné odpatena na vakuové rotacni odparce pfi tlaku 2 mbar a teploté 40 °C. Ziskany
odparek byl dvakrat kodestilovan s 50 ml suchého toluenu. Ziskany bis(trialkylsilyl)ester byl
rozpustén v 100 ml ethanolu. Ke vzniklému roztoku bylo ptidano 100 ml vody a celd smés
byla vystavena piisobeni ultrazvuku po dobu 10 minut. Ziskana suspenze pozadovaného
produktu byla diikladné odpatfena na vakuové rotacni odparce pfi tlaku 2 mbar a teploté 60
°C. Vznikly odparek byl suspendovan v 50 ml 50% vodného ethanolu a vystaven plisobeni
ultrazvuku po dobu dal$ich 10 minut. Sné¢hové bila latka 35 byla odséta na frit€¢ a promyta 2x
20 ml ethanolu a 1x 20 ml acetonu. Po dikladém vysuSeni ve vakuové suSarné bylo ziskano
2,45 g (93% teorie) latky 35 v Cistoté vyssi jak 95%. Ziskané fosfonové kyseliny je mozno dle
potteby (pro zvyseni Cistoty ¢i vypéstovani monokrystalu pro rentgenovou strukturni analyzu)
rekrystalovat z destilované vody.
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((2-((2,6-Diaminopyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonova kyselina (35): bila
krystalicka latka, b.t. >250 °C. '"H NMR (D,0+NaOD): 5,37 s, 1 H, (H-57); 4,21 m, 2 H, (H-
2°);3,84m, 2 H, (H-1°); 3,50 d, 2 H, J(1,P) = 8,4 (H-1). *C NMR (D,0+NaOD): 170,8 (C-
4°°); 166,7 (C-67); 162,7 (C-2°"); 76,8 (C-57); 70,3 d, J(1°,P) = 10,7 (C-1°); 69,1 d, J(1,P) =
149,9 (C-1); 66,2 (C-2°). Pro C7H13N4OsP (264,2) vypocteno (%): C 31,83; H 4,96; N 21,21;
nalezeno (%): C 31,69; H 4,86; N 20,95. MS ESI(+), m/z (%): 265 [M*] (100), 287 [M*Na]
(35).

5.7.4. Reakce amoniaku s 2,4,6-trichlor-5-methylpyrimidinem

Do autoklavu bylo ptedlozeno 19,7 g (100 mmol) 2,4,6-trichlor-5-methylpyrimidinu a 300 ml
2M methanolického amoniaku (600 mmol). Po uzavieni byla reakéni smés zahtivana na 100
°C po dobu 4 hodin. Po ochlazeni byla reakéni smes odparena a extrahovana mezi chloroform
a vodu (pro odstranéni chloridu amonného). Organicka vrstva byla navic extrahovana 3x 100
ml chloroformu a spojené organické frakce byly odpateny. Ziskany odparek byl délen
gradientovou sloupcovou chromatografii (silikagel, chloroform/methanol, 99/1 az 90/10).
Postupné byly eluovany latky 36 (2,10 g tzn. 12% teorie), 37 (3,49 g tzn. 20% teorie) a
nakonec pozadovana latka 38 (10,10 g tzn. 64% teorie). Latka 38 byla pro maximalni ¢istotu
rekrystalovana z 96% ethanolu.

Pfi analogické reakci 2,4,6-trichlor-5-methylpyrimidinu s ethanolickym amoniakem byla po
zahtivani na 100 °C po dobu 6 hodin ziskdna pouze latka 38. Izolace byla provedena extrakci
(jak je popsano vyse) a rekrystalizaci opét z 96% ethanolu. Takto bylo ziskano 14,18 g latky

38 (89% teorie).
NH,
CI/I\\N Cl

4-Amino-2,6-dichlor-5-methylpyrimidin (36): bila krystalicka latka, b.t. 157-158 °C. *H
NMR (DMSO-dg): 7,84 bs a 7,37 bs, 2 H, (NH>); 2,04 s, 3 H, (CH3). **C NMR (DMSO-ds):
165,0 (C-4); 156,8 (C-6); 155,7 (C-2); 109,2 (C-5); 12,5 (CH3). Pro CsHsN3Cl, (178,0)
vypocteno (%): C 33,73; H 2,83; N 23,60; nalezeno (%): C 33,91; H 2,85; N 23,41. MS
ESI(+), m/z (%): 178 [M*] (100).

H,N” N7 >cl
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2-Amino-4-chlor-6-methoxy-5-methylpyrimidin (37): bila krystalicka latka, b.t. 112-114
°C. *H NMR (DMSO-dg): 6,76 bs, 2 H, (NH-); 3,84 s, 3 H, (OCHs3); 1,95 s, 3 H, (CH3). °C
NMR (DMSO-dg): 168,9 (C-6); 160,7 (C-2); 158,8 (C-4); 101,5 (C-5); 54,3 (OCHg); 10,8
(CHs). Pro CgHgN3O (173,6) vypocteno (%): C 41,51; H 4,64; N 24,21; nalezeno (%): C
41,56; H 4,46; N 23,97. MS ESI(+), m/z (%): 174 [M*] (100).

NH,

N7 |
HZNJ\\N cl
2,4-Diamino-6-chlor-5-methylpyrimidin (38): bila krystalicka latka, b.t. 214-215 °C. *H
NMR (DMSO-dg): 6,48 bs, 2 H, (NH,); 6,05 bs, 2 H, (NH.); 1,92 s, 3 H, (CH3). *C NMR
(DMSO-dg): 164,2 (C-4); 160,9 (C-2); 157,5 (C-6); 98,0 (C-5); 12,2 (CHs). Pro CsH;N,CI
(158,6) vypocteno (%): C 37,87; H 4,45; N 35,33; nalezeno (%): C 37,71; H 4,47; N 35,48.
MS ESI(+), m/z (%): 159 [M*] (100).

5.7.5. Priprava 2-amino-5-fluor-4,6-dichlorpyrimidinu (39) — zaroven obecny postup pro
ptipravu dal$ich 5-substituovanych 2,4-diamino-6-chlorpyrimidinti viz 3.5.2.1.

V 300 ml absolutniho methanolu bylo pod inertnim plynem (argonem) rozpusténo 12,9 g (560
mmol) kovového sodiku za intenzivniho michéni hiidelovym michadlem. Reak¢éni nadoba
byla opatiena kondenza¢nim chladi¢em s chlorkalciovym uzavérem, tak aby nedochéazelo

k tlakovani reak¢éni smési vlivem masivniho vyvoje vodiku a rychlého ohtivani rozpoustédla,
které ptechazi az ve var. Po rozpusténi veskerého sodiku a po ochlazeni reakéni smési na
teplotu mistnosti bylo za intenzivniho michéani ptidano 21,02 g (220 mmol) hydrochloridu
guanidinu a nasledné 35,63 g (200 mmol) dicthyl-fluoromalonatu (¢i mono-substituovaného
ethyl-kyanacetatu). Reak¢ni smés byla dale intenzivné michana po dobu 4 hodin. Poté byla
reak¢ni smés za michani zahtivana k varu jednu hodinu. Nasledné bylo na vakuové rotacni
odparce odpateno cca 200-300 ml methanolu a k reakéni smési bylo piidano 500 ml vody.
Ziskany roztok byl ndsledné neutralizovéan piikapanim kyseliny octové za okamzitého
vylouceni kyzeného produktu ve formé srazeniny. Ta byla nasledné refluxovdna 10 minut a
poté ochlazena na laboratorni teplotu. Toto refluxovani a chlazeni bylo opakovano jesté 2x za
vzniku dobte filtrovatelného pevného produktu. Po odsati a promyti 2x50 ml vody, 2x50 ml
ethanolu a 2x50 ml acetonu byl produkt suSen ve vakuové susarné pti 60 °C a tlaku 0,1 mbar
dva dny. Ziskana Cistota takto pfipravené¢ho produktu je dostatecna pro néasledujici reakci a
dle analyz obsahuje pouze krystalickou vodu. Po dikladném vysuseni (pti 80 °C a tlaku 0,1
mbar po dobu péti dni) bylo ziskdno 29 g poZadovaného produktu (kvantitativni vytézek).

14,51 g (100 mmol) ziskaného 2-amino-5-fluor-4,6-dihydroxypyrimidinu (¢i 5-
substituovanych 2,4-amino-6-hydroxypyrimidint) bylo piedloZeno pod argonem do reak¢ni
banky spole¢né s 23,28 g (250 mmol) 2-methylpyridinu. Za intenzivniho michani a chlazeni
reak¢ni nadoby (1azni obsahujici vodu a led) bylo velmi pomalu piikapano 91,14 g (600
mmol) POCI;. Nasledn¢ byla odstranéna chladici 1azen a reak¢éni smes byla nasledné ohfivana
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olejovou lazni na 110 °C po dobu 4 hodin. Po této dob¢ byla reakéni smés nalita na drceny led
a nasledn¢ neutralizovana nasycenym vodnym roztokem NaHCO3. Vylouceny produkt byl
odsat a promyt 4x 300 ml vody a 1x 30 ml ledového ethanolu. Po dikladném vysusSeni ve
vakuové susarné bylo ziskano 16,14 g surového produktu (89% teorie). Po rekrystalizaci

Z ethanolu bylo ziskano 14,25 g (78% teorie) velmi Cisté latky 39.

Cl
F

N/
I
H,N™ °N™ ~Cl

2-Amino-5-fluor-4,6-dichlorpyrimidin (39): bila krystalicka latka, b.t. 231-233 °C. '"H NMR
(DMSO-ds): 7,45 bs, 2 H (NH,). *C NMR (DMSO-ds): 158,4 d, J(2,F) = 5,0 (C-2); 147,4 d,
J(4a6,F)=18,2(C-4a6); 141,3 d, J(5,F) = 250,3 (C-5). Pro C4H,N3CI,F (182,0) vypocteno
(%): C 26,40; H 1,11; N 23,09; nalezeno (%): C 26,21; H 1,25; N 23,00. MS ESI(+), m/z (%):
182 [M'] (100).

5.7.6. Priprava 2,4-diamino-5-fluor-6-chlorpyrimidinu (40)

Z 9,06 g (50 mmol) vychozi latky 39 bylo postupem popsanym v sekci 5.7.4. po rekrystalizaci
z ethanolu ziskano 6,98 g (86% teorie) pozadované latky 40.

NH>
N~ F
o
H,N™ °N™ ~Cl

2,4-Diamino-5-fluor-6-chlorpyrimidin (40): bila krystalick4 latka, b.t. 244-245 °C. *H NMR
(DMSO-dg): 6,99 bs, 2 H (NH,); 6,25 bs, 2 H (NHy). **C NMR (DMSO-de): 158,2 d, J(2,F) =
4,5 (C-2); 154,4d, J(4,F) = 12,8 (C-4); 141,4 d, J(6,F) = 14,7 (C-6); 133,3 d, J(5,F) = 243,1
(C-5). Pro C4H4N4CIF (162,6) vypocteno (%): C 29,56; H 2,48; N 34,47; nalezeno (%): C
29,43; H 2,54; N 34,28. MS ESI(+), m/z (%): 163 [M™] (100).

5.7.7. Priprava 2,4-diamino-6-chlor-5-nitropyrimidinu (41)

Pro ptipravu této latky byl pfesné opakovan postup popsany v literatufe!*®? (nitrace 2,4-
diamino-6-chlorpyrimidinu nitra¢ni smési). Ze 7,23 g (50 mmol) vychozi latky bylo ziskano
3,95 g (42% teorie) poZzadovaného produktu 41.

NH»>

NP NO2

PNy
H,N” "N™ Cl
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2,4-Diamino-6-chlor-5-nitropyrimidin (41): bila krystalicka latka, b.t. >250 °C. *H NMR
(DMSO-d): 8,00 bs a 7,80 bs, 2 H (NH,); 7,64 bs a 7,46 bs, 2 H (NH,). **C NMR (DMSO-
de): 160,9 (C-4); 156,2 (C-2); 154,3 (C-6); 110,56 (C-5). Pro C4H4N,0,C1 (189,6) vypocteno
(%): C 25,34; H 2,13; N 36,95; nalezeno (%): C 25,56; H 2,27; N 36,75. MS ESI(+), m/z (%):
190 [M*] (100).

5.7.8. Reakce amoniaku s 2,4,6-fluor-5-chlorpyrimidinem

Pti této reakci byly vyuzity navazky a podminky identické s postupem 5.7.4. jedinym
rozdilem bylo pouziti 2,4,6-fluor-5-chlorpyrimidinu jako vychozi latky. Po extrakci byla
ziskana smés délena gradientovou sloupcovou chromatografii (silikagel; hexan/ethyl-acetat,
90/10 az 50/50). Postupné byly eluovany latky 42 (2,95 g tzn. 17% teorie), 43 (1,56 g tzn. 9%
teorie), 44 (6,45 g tzn. 40% teorie) a nakonec pozadovana latka 45 (5,25 g tzn. 32% teorie).
Latka 44 a 46 byla pro maximalni ¢istotu rekrystalovana v 96% ethanolu.

~o
F)\\N NH,
4-Amino-2-fluor-5-chlor-6-methoxy-pyrimidin (42): bila krystalicka latka, b.t. 134-136 °C.
'H NMR (DMSO-ds) 7,70 bs a 7,30 bs, 2 H, (NH.); 3,89 s, 3 H, (OCH3). *C NMR (DMSO-
de) 166,0 d, J(6,F) = 17,8 (C-6); 162,7 d, J(4,F) = 19,6 (C-4); 159,2 d, J(2,F) = 208,4 (C-2);

90,4 d, J(5,F) =8,1 (C-5); 55,1 (OCHg3). Pro CsHsN3sOCIF (177,6) vypocteno (%): C 33,82; H
2,84; N 23,66; nalezeno (%): C 34,04; H 2,66; N 23,38. MS ESI(+), m/z (%): 178 [M"] (100).

o

NP~ O
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H,N” °N” °F

2-Amino-4-fluor-5-chlor-6-methoxypyrimidin (43): bila krystalicka latka, b.t. 145-146 °C.
'H NMR (DMSO-dg) 7,24 bs, 2 H, (NH,); 3,92 s, 3 H, (OCH3). *C NMR (DMSO-ds) 167,2
d, J(6,F) = 7,6 (C-6); 165,3 d, J(4,F) = 235,8 (C-4); 160,2 d, J(2,F) = 24,8 (C-2); 85,5 d,
J(5,F) = 32,3 (C-5); 55,2 (OCHpgs). Pro CsHsN3sOCIF (177,6) vypocteno (%): C 33,82; H 2,84,
N 23,66; nalezeno (%): C 33,89; H 2,97; N 23,54. MS ESI(+), m/z (%): 178 [M"] (100).

NH,
Nl
Ny

F” "N” "NH,

4,6-Diamino-2-fluor-5-chlorpyrimidin (44): bila krystalicka latka, b.t. 181-182 °C. *H NMR
(DMSO-ds) 6,90 bs, (NH2). *C NMR (DMSO-ds) 161,1 d, J(6 &i 4,F) = 20,4 (C-4 a 6); 160,2
d, J(2,F) = 202,7 (C-2); 86,36 d, J(5,F) = 6,9 (C-5). Pro C4H4N4CIF (162,6) vypocteno (%): C
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29,56; H 2,48; N 34,47; nalezeno (%): C 29,84; H 2,36; N 33,24. MS ESI(+), m/z (%): 163
[M*] (100).

NH»

NSO

o
H,N™ N” °F

2,4-Diamino-6-fluor-5-chlorpyrimidin (45): bila krystalicka latka, b.t. 198-199 °C. *H NMR
(DMSO-dg) 6,99 bs, 2 H (NH5); 6,51 bs, 2 H (NH.). *C NMR (DMSO-dg) 164,5 d, J(6,F) =
232,6 (C-6); 162,9 d, J(4,F) = 5,7 (C-4); 160,6 d, J(2,F) = 23,2 (C-2); 81,33 d, J(5,F) = 31,7
(C-5). Pro C4H4N4CIF (162,6) vypocteno (%): C 29,56; H 2,48; N 34,47; nalezeno (%): C
29,81; H 2,39; N 33,40. MS ESI(+), m/z (%): 163 [M'] (100).

5.7.9. Priprava 5-substituovanych 2,4-diamino-6-chlorpyrimidini (46-53)

Pti téchto reakcich byly vyuzity navazky a podminky identické s postupem 5.7.5. jedinym
rozdilem bylo pouziti substituovanych ethyl-kyanacetatt jako vychozich latek. Ziskané
srazeniny (po reakci vzdy 100 mmol 5-substituovanych 2,4-diamino-6-hydroxypyrimidind

s POCls) byly vzdy rekrystalovany z 96% ethanolu. Dale jsou uvedeny jednotlivé slouceniny
spole¢né s izolovanymi vytézky.

NH,
1' 2'

N/
s
H,N™ °N” ~Cl

2,4-Diamino-5-ethyl-6-chlorpyrimidin (46): ziskano 13,40 g (78% teorie); bila krystalicka
latka, b.t. 183-184 °C. *H NMR (DMSO-ds): 6,49 bs, 2 H, (NH,); 6,04 bs, 2 H, (NH,); 2,41 q,
2 H, J(CH2,CH3) = 7,4 (H-1°); 0,96 t, 3 H, J(CH3,CH>) = 7,4 (H-2"). *C NMR (DMSO-d):
163,6 (C-2); 160,9 (C-4); 157,4 (C-6); 104,0 (C-5); 19,3 (C-1"); 12,9 (C-2’). Pro CgHgN,Cl
(172,6) vypocteno (%): C 41,75; H 5,26; N 32,46; nalezeno (%): C 41,60; H 5,28; N 32,26.
MS ESI(+), m/z (%): 173 [M*] (100).

NH,
1' 2'

N/
g
H,N~ N™ Cl

3!

2,4-Diamino-6-chlor-5-propylpyrimidin (47): ziskano 11,52 g (62% teorie); bila krystalicka
latka, b.t. 177-178 °C. 'H NMR (DMSO-ds): 6,55 bs, 2 H, (NH.); 6,23 bs, 2 H, (NH,); 2,301,
2 H, J(CH,,CHy) = 7,3 (H-1°); 1,30 m, 2 H, (H-2°); 0,87 t, 3 H, J(CH3,CH,) = 7,5 (H-3°). ©*C
NMR (DMSO-dg): 163,2 (C-2); 161,3 (C-4); 157,7 (C-6); 104,9 (C-5); 23,5 (C-1°); 21,6 (C-
2°); 13,4 (C-3’). Pro C7H11N4Cl (186,6) vypocteno (%): C 45,05; H 5,94; N 30,02; nalezeno
(%): C 45,21; H 5,78; N 29,77. MS ESI(+), m/z (%): 187 [M"] (100).
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2,4-Diamino-6-chlor-5-isopropylpyrimidin (48): ziskano 14,96 g (80% teorie); bila
krystalicka latka, b.t. 189-190 °C. *H NMR (DMSO-ds): 6,36 bs, 2 H, (NH,); 6,04 bs, 2 H,
(NH,); 3,19 sept, 1 H, J(CH,CH3) = 7,2 (H-1°); 1,20 d, 6 H, J(CH3,CH) = 7,2 (H-2). **C
NMR (DMSO-ds): 163,5 (C-4); 160,5 (C-2); 157,2 (C-6); 107,1 (C-5); 25,78 (C-1°); 19,9 (C-
2”). Pro C7H11N4Cl1 (186,6) vypocteno (%): C 45,05; H 5,94; N 30,02; nalezeno (%): C 45,20;
H 5,87; N 29,87. MS ESI(+), m/z (%): 187 [M"] (100).

NH,
1' 2 3

N/
.
H,N” N7 ~Cl

5-Allyl-2,4-diamino-6-chlorpyrimidin (49): ziskano 12,51 g (68% teorie); bila krystalicka
latka, b.t. 188-189 °C. "H NMR (DMSO-ds): 6,46 bs, 2 H, (NH,); 6,13 bs, 2 H, (NH,); 5,76
ddt, 1 H, J(2°,1°) = 5,9, J(2°,3’is) = 10,1, J(2°,3’trans) = 17,1 (H-2); 5,00 ddt, 1 H, J(3’trans,1")
=1,7,3(gem) = 2,0, I(3’trans,2”) = 17,1 (H-3’trans); 4,96 ddit, 1 H, J(3°¢is,1°) = 1,7, J(gem) = 2,0,
J(3’cisr2’) = 10,1 (H-3°6is); 3,16 dt, 2H, J(1°,3°) = 1,7, J(1°,2°) = 5,9 (H-1"). *C NMR
(DMSO-dg): 163,8 (C-2); 161,2 (C-4); 158,3 (C-6); 134,8 (C-27); 115,0 (C-3°); 99,9 (C-5);
29,8 (C-1’). Pro C7HgN4Cl1 (184,6) vypoéteno (%): C 45,54; H 4,91; N 30,25; nalezeno (%): C
45,40; H 4,87; N 30,00. MS ESI(+), m/z (%): 185 [M*] (100).

NH,
1' 2' 3

N7 4

HZN)\\N Cl
2,4-Diamino-5-butyl-6-chlorpyrimidin (50): ziskano 14,70 g (73% teorie); bila krystalicka
latka, b.t. 168-169 °C. 'H NMR (DMSO-ds): 6,75 bs, 2 H, (NH.); 6,05 bs, 2 H, (NH,); 2,291,
2 H, J(CH,,CHy) =7,2 (H-1%); 1,29 m, 4 H, (H-2’ a 3”); 0,83 t, 3 H, J(CH3,CH,) = 7,2 (H-4").
3C NMR (DMSO-dg): 163,6 (C-2); 161,5 (C-4); 157,4 (C-6); 105,3 (C-5); 30,8 (C-2""); 22,3
(C-17); 21,5 (C-3); 14,5 (C-4’). Pro CgH13N4Cl (200,7) vypoéteno (%): C 47,88; H 6,53; N
27,92; nalezeno (%): C 47,65; H 6,78; N 27,82. MS ESI(+), m/z (%): 201 [M*] (100).

NH, #
2l

N/ ’ 1'
)\\
H,N” N7 >l
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2,4-Diamino-6-chlor-5-(sec-butyl)pyrimidin (51): ziskano 15,34 g (76% teorie); bila
krystalické latka, b.t. 161-162 °C. *H NMR (DMSO-ds): 6,77 bs, 2 H, (NH.); 6,23 bs, 2 H,
(NH2); 2,64 m, 1 H, (H-1°); 1,63 ma 1,44 m, 2 H, (H-2°); 1,17 d, 3 H, J(CH3,CH) = 6,6 (H-
4°): 0,75, 3 H, J(CH3,CH,) = 7,3 (H-3). **C NMR (DMSO-ds): 163,5 (C-2); 161,3 (C-4);
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157,1 (C-6); 105,7 (C-5); 30,8 (C-1"); 27,6 (C-2°); 19,7 (C-4’); 12,1 (C-3). Pro CgH13N4Cl
(200,7) vypodteno (%): C 47,88; H 6,53; N 27,92; nalezeno (%): C 47,97; H 6,47; N 27,68,
MS ESI(+), m/z (%): 201 [M*] (100).

2,4-Diamino-5-benzyl-6-chlorpyrimidin (52): ziskano 19,41 g (83% teorie); bila krystalicka
latka, b.t. 177-179 °C. "H NMR (DMSO-ds): 7,26 m, 2 H, (H-3""); 7,17 m, 2 H, (H-2"); 7,14
m, 1 H, (H-4"); 5,51 bs, 2 H, (NH,); 6,18 bs, 2 H, (NH,); 3,81 s, 2 H, (H-1°). **C NMR
(DMSO-dg): 163,5 (C-2); 161,6 (C-4); 158,5 (C-6); 141,5 (C-1"); 128,3 (C-3"’); 128,0 (C-
27%); 125,8 (C-4"); 100,1 (C-5); 27,9 (C-17). Pro C11H11N4Cl1 (234,7) vypocteno (%): C 56,30;
H 4,72; N 23,87; nalezeno (%): C 56,43; H 4,89; N 23,72. MS ESI(+), m/z (%): 235 [M']
(100).

2,4-Diamino-5-fenyl-6-chlorpyrimidin (53): ziskano 14,05 g (69% teorie); bila krystalicka
latka, b.t. 185-186 °C. "H NMR (DMSO-d): 7,43 m, 2 H, (H-3’); 7,35 m, 2 H, (H-2"); 7,22
m, 1 H, (H-4""); 6,40 bs, 2 H, (NH,); 6,00 bs, 2 H, (NH,). **C NMR (DMSO-ds): 163,3 (C-2);
161,7 (C-4); 156,9 (C-6); 134,3 (C-17); 130,8 (C-3’); 129,0 (C-27); 127,8 (C-4); 105,2 (C-5).
Pro C1oHgN4Cl (220,7) vypocteno (%): C 54,43; H4,11; N 25,39; nalezeno (%): C 54,23; H
4,20; N 25,25. MS ESI(+), m/z (%): 221 [M"] (100).

5.7.10. Piiprava 5-substituovanych 2,4-diamino-6-(2-hydroxyethyloxy)pyrimidini (54-
65)

Pro piipravu téchto latek byl vyuzit univerzalni postup, tak jak je popsan v sekci 5.7.1., vzdy
z 20 mmol vychozi latky. U vSech déle uvadénych 2-hydroxyethyloxy slou¢enin je (bez
ohledu na nazev) pro piehlednost (a konzistenci) zbytek 2-hydroxyethyloxy v NMR spektru
Cislovan jako hlavni vedlejsi (tzn. jedna ¢arka) zatimco substituenty v poloze 5
pyrimidinového kruhu jsou znaceny jako nasledné (tzn. dvé ¢i tii ¢arky). Izolované vytézky
jsou uvadény vzdy u kazdé slouceniny jednotlivée.

NH,

H,N )\\N O/\/OH
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2,4-Diamino-6-(2-hydroxyethyloxy)-5-methylpyrimidin (54): ziskano 3,21 g (87% teorie);
bila krystalicka latka, b.t. 189-191 °C. *H NMR (DMSO-ds) 5,83 bs, 2 H, (NH>); 5,63 bs, 2 H,
(NH,); 4,76 t, 1 H, J(OH,CH,) = 5,1 (OH); 4,14 m, 2 H, (H-1°); 3,63 m, 2 H, (H-2°); 1,745, 3
H, (CHs). *C NMR (DMSO-ds) 166,9 (C-6); 164,1 (C-4); 160,6 (C-2); 83,4 (C-5); 66,9 (C-
1°); 60,0 (C-2°); 8,0 (CHs). Pro C7H12N4O; (184,2) vypodteno (%): C 45,64; H 6,67; N 30,42;
nalezeno (%): C 45,42; H 6,44; N 30,47. MS ESI(+), m/z (%): 185 [M'] (100), 197 [M*Na]
(25).

NH,

N~ F

|
HZNJ\\N O/\/OH

2,4-Diamino-5-fluor-6-(2-hydroxyethyloxy)pyrimidin (55): ziskano 3,60 g (96% teorie);
bila krystalicka latka, b.t. 235-237 °C. *H NMR (DMSO-dg) 6,29 bs, 2 H, (NH,); 5,82 bs, 2 H,
(NH,); 4,82, 1 H, J(OH,CH,) = 5,5 (OH); 4,19, 2 H, J(1°,2") = 5,4 (H-1°); 3,65 q, 2 H,
J(2°,1°) = J(2°,0H) = 5,4 (H-2’). *C NMR (DMSO-ds) 157,6 d, J(2,F) = 5,9 (C-2); 155,9 d,
J(6,F) = 7,5 (C-6); 154,0 d, J(4,F) = 10,0 (C-4); 125,2 d, J(5,F) = 233,6 (C-5); 67,32 (C-1");
59,6 (C-2’). Pro CgHgN4O; (188,2) vypocteno (%): C 38,30; H 4,82; N 29,78; nalezeno (%):
C 38,35; H 4,70; N 29,54. MS ESI(+), m/z (%): 189 [M*] (100).

NH,

N7 | NO,
HZN)\\N o ™>OH
2,4-Diamino-6-(2-hydroxyethyloxy)-5-nitropyrimidin (56): ziskano 3,86 g (90% teorie);
bila krystalicka latka, b.t. >250 °C. *"H NMR (DMSO-ds) 7,90 bs, 2 H, (NH,); 7,17 bs, 2 H,
(NHy); 4,80t,1 H, J(OH,CH,) =5,3 (OH); 4,34t,2 H, J(1’,2’) =5,3(H-1°); 3,69 q, 2 H,
J(2°,1°) = J(2°,0H) = 5,3 (H-2"). *C NMR (DMSO-ds) 164,9 (C-6); 161,0 a 160,2 (C-2 a 4);
109,6 (C-5); 68,7 (C-17); 59,3 (C-2°). Pro CgHgNsO4 (215,2) vypocteno (%): C 33,49; H 4,22;
N 32,55; nalezeno (%): C 33,78; H 4,03; N 32,29. MS ESI(+), m/z (%): 216 [M*] (100), 238
[M*Na] (20).

NH,

NZ O

|
HZN)\\N o ™>OH

2,4-Diamino-6-(2-hydroxyethyloxy)-5-chlorpyrimidin (57): ziskano 3,95 g (97% teorie);
bila krystalicka latka, b.t. 217-219 °C. *H NMR (DMSO-ds) 5,93 bs, 2 H, (NH,): 5,78 bs, 2 H,
(NH,); 4,85, 1 H, J(OH,CH,) = 5,0 (OH); 4,16 m, 2 H, (H-1°); 3,62 m, 2 H, (H-2"). **C
NMR (DMSO-ds) 171,2 (C-6); 164,2 (C-4); 160,9 (C-2); 83,1 (C-5); 66,3 (C-1°); 60,7 (C-2°).
Pro CsHgN4O,Cl (204,6) vypocteno (%): C 35,22; H 4,43; N 27,38; nalezeno (%): C 35,07; H
4,63; N 27,15. MS ESI(+), m/z (%): 205 [M] (100), 227 [M*Na] (35).
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2,4-Diamino-5-ethyl-6-(2-hydroxyethyloxy)pyrimidin (58): ziskano 3,50 g (88% teorie);
bila krystalick4 latka, b.t. 175-176 °C. *H NMR (DMSO-ds): 5,82 bs, 2 H, (NH,); 5,61 bs, 2
H, (NH.); 5,73t, 1 H, J(OH,CH,) = 5,6 (OH); 4,14 m, 2 H, (H-1°); 3,61 m, 2 H, (H-2°); 2,27
q, 2 H, J(CH,,CHs) = 7,3 (H-17); 0,91 t, 3 H, J(CH3,CH,) = 7,3 (H-2""). **C NMR (DMSO-
de): 166,9 (C-6); 163,3 (C-4); 160,6 (C-2); 90,2 (C-5); 66,7 (C-1°); 60,0 (C-2); 15,4 (C-1"");
13,6 (C-2"). Pro CgH14N4O; (198,2) vypocteno (%): C 48,47; H 7,12; N 28,26; nalezeno (%):
C 48,19; H 7,34; N 28,22. MS ESI(+), m/z (%): 199 [M'] (100), 221 [M*Na] (25).

NH,
1 211 3"

H,N )\\N O/\/OH

2,4-Diamino-6-(2-hydroxyethyloxy)-5-propylpyrimidin (59): ziskano 3,90 g (92% teorie);
bila krystalicka latka, b.t. 154-155 °C. *H NMR (DMSO-dg): 5,81 bs, 2 H, (NH); 5,61 bs, 2
H, (NH.); 4,72 t, 1 H, J(OH,CH,) = 5,5 (OH); 4,14 m, 2 H, (H-1°); 3,61 m, 2 H, (H-2°); 2,23
t, 2 H, J(CH,,CH,) =7,5 (H-1""); 1,34 m, 2 H, (H-2""); 0,84 t, 3 H, J(CH3,CH,) = 7,3 (H-3"").
3C NMR (DMSO-dg): 167,2 (C-6); 163,7 (C-4); 160,6 (C-2); 88,2 (C-5); 66,7 (C-1°); 60,0
(C-27); 24,0 (C-1); 21,7 (C-2"); 13,9 (C-3"’). Pro CoH16N402 (212,3) vypocteno (%): C
50,93; H 7,60; N 26,40; nalezeno (%): C 50,87; H 7,55; N 26,19. MS ESI(+), m/z (%): 213
[M™] (100), 235 [M*Na] (40).

2"

NN
HZN)\\N o ™>OH

2,4-Diamino-6-(2-hydroxyethyloxy)-5-isopropylpyrimidin (60): ziskano 3,85 g (91%
teorie); bila krystalicka latka, b.t. 140-142 °C. *H NMR (DMSO-ds): 5,75 bs, 2 H, (NHy);
5,57 bs, 2 H, (NHy); 4,70 t, 1 H, J(OH,CH,) = 5,2 (OH); 4,14 m, 2 H, (H-1"); 3,64 m, 2 H, (H-
2°); 2,89 sept, 1 H, J(CH,CH3) = 6,8 (H-1""); 1,14 d, 6 H, J(CH3,CH) = 6,8 (H-2). *C NMR
(DMSO-dg): 167,5 (C-6); 162,9 (C-4); 160,3 (C-2); 94,0 (C-5); 66,6 (C-1"); 60,0 (C-2); 23,4
(C-1); 21,0 (C-2°"). Pro CgH16N4O; (212,3) vypoéteno (%): C 50,93; H 7,60; N 26,40,
nalezeno (%): C 50,99; H 7,48; N 26,32. MS ESI(+), m/z (%): 213 [M*] (100), 235 [M*Na]
(15).

NH,
1" o "
N 23
H
HNT SN o7 C
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5-Allyl-2,4-diamino-6-(2-hydroxyethyloxy)pyrimidin (61): ziskano 3,80 g (90% teorie);
bila krystalicka latka, b.t. 134-136 °C. "H NMR (DMSO-de): 5,78 bs, 2 H, (NH,); 5,70 bs, 2
H, (NH); 5,73 ddt, 1 H, J(2°,1”") = 6,2, J(2"*,3”¢is) = 10,0, J(2°*,3trans) = 17,1 (H-2"); 5,00
ddt, 1 H, J(3""trans,1°") = 1,6, J(gem) = 2,3, I(3”vrans,2””) = 17,1 (H-3"trans); 4,87 ddit, 1 H,
J(3”6s,17") = 1,6, J(gem) = 2,3, J(3”is,2”") = 10,0 (H-3"¢is); 4,73 t, 1 H, J(OH,CH,) = 5,0
(OH); 4,14 m, 2 H, (H-1°); 3,60 m, 2 H, (H-2°); 3,01 dt, 2H, J(1°,3”") = 1,6, J(1,2”’) = 6,2
(H-1). *C NMR (DMSO-ds): 167,1 (C-6); 163,6 (C-4); 161,0 (C-2); 136,6 (C-2"); 114,2
(C-3""); 86,0 (C-5); 66,8 (C-1°); 60,0 (C-2°); 26,4 (C-1""). Pro CoH14N402 (210,3) vypodteno
(%): C 51,42; H 6,71; N 26,65; nalezeno (%): C 51,28; H 6,64; N 26,38. MS ESI(+), m/z (%):
211 [M*] (100), 233 [M*Na] (30).

NH,»

1|| 2“ 3|| 4"

N
HZN)\\N o ™>OH

2,4-Diamino-5-butyl-6-(2-hydroxyethyloxy)pyrimidin (62): ziskano 3,90 g (86% teorie);
bila krystalicka latka, b.t. 144-146 °C. *H NMR (DMSO-ds): 5,76 bs, 2 H, (NH.); 5,60 bs, 2
H, (NHy); 4,71t, 1 H, J(OH,CH,) = 5,2 (OH); 4,14 m, 2 H, (H-1°); 3,61 m, 2 H, (H-2); 2,25
t, 2 H, J(CH,,CHy) =7,3 (H-1"); 1,28 m, 4 H, (H-2>>a 3"’); 0,86 t, 3H, J(CH3,CH,) = 7,1
(H-4"). 3¢ NMR (DMSO-d): 167,1 (C-6); 163,6 (C-4); 160,6 (C-2); 88,8 (C-5); 66,6 (C-
1°); 60,0 (C-2); 30,8 (C-27"); 22,0 (C-1"); 21,8 (C-3"); 14,2 (C-4""). Pro C1oH18N40, (212,3)
vypocteno (%): C 53,08; H 8,02; N 24,76; nalezeno (%): C 52,89; H 7,86; N 24,67. MS
ESI(+), m/z (%): 227 [M*] (100), 249 [M*Na] (30).
NH, 4

3"
_ 1 2n

N
|
HZN)\\N S

2,4-Diamino-6-(2-hydroxyethyloxy)-5-(sec-butyl)pyrimidin (63): ziskano 3,84 g (85%
teorie); bila krystalicka latka, b.t. 127-129 °C. *H NMR (DMSO-ds): 5,75 bs, 2 H, (NHy);
5,59 bs, 2 H, (NHy); 4,69, 1 H, J(OH,CH,) = 5,0 (OH); 4,13 m, 2 H, (H-1"); 3,62 m, 2 H, (H-
2°);2,61m,1H, (H-1");1,67mal47m,2H, (H-2);1,12d, 3 H, J(CH;,CH) =6,8 (H-
4°): 0,731, 3 H, J(CH3,CH,) = 7,3 (H-3""). **C NMR (DMSO-dg): 167,5 (C-6); 163,7 (C-4);
160,4 (C-2); 92,3 (C-5); 66,6 (C-1"); 60,0 (C-2°); 30,6 (C-1"); 27,5 (C-27°); 19,2 (C-47"); 12,8
(C-3"’). Pro C10H18N40O; (226,3) vypocteno (%): C 53,08; H 8,02; N 24,76; nalezeno (%): C
53,24; H 8,07; N 24,69. MS ESI(+), m/z (%): 227 [M"] (100), 249 [M*Na] (55).
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2,4-Diamino-5-benzyl-6-(2-hydroxyethyloxy)pyrimidin (64): ziskano 5,00 g (96% teorie);
bila krystalicka latka, b.t. 134-136 °C. *H NMR (DMSO-dg): 7,22 m, 2 H, (H-3"""); 7,20 m, 2
H, (H-2>"); 7,11 m, 1 H, (H-4"""); 5,86 bs, 2 H, (NH,); 5,72 bs, 2 H, (NH>); 4,73 t, 1 H,
J(OH,CH,) = 5,2 (OH); 4,16 m, 2 H, (H-1°); 3,63 s, 2 H, (H-1°"); 3,61 m, 2 H, (H-2). **C
NMR (DMSO-dg): 167,3 (C-6); 163,7 (C-4); 161,0 (C-2); 141,6 (C-1"""); 128,3 (C-3*"");
128,1 (C-2""); 125,6 (C-4""); 88,1 (C-5); 66,8 (C-1"); 59,9 (C-2"); 27,7 (C-1"). Pro
Ci13H16N402 (260,3) vypocteno (%): C 59,99; H 6,20; N 21,52; nalezeno (%): C 59,78; H
6,23; N 21,37. MS ESI(+), m/z (%): 261 [M"] (100), 283 [M*Na] (20).

2,4-Diamino-5-fenyl-6-(2-hydroxyethyloxy)pyrimidin (65): ziskano 4,57 g (93% teorie);
bila krystalicka latka, b.t. 169-170 °C. *H NMR (DMSO-de): 7,35 m, 2 H, (H-37"); 7,26 m, 2
H, (H-2°"); 7,23 m, 1 H, (H-4""); 5,99 bs, 2 H, (NH,); 5,56 bs, 2 H, (NH,); 4,64 t, 1 H,
J(OH,CH,) = 5,2 (OH); 4,16 m, 2 H, (H-1°); 3,54 m, 2 H, (H-2"). *C NMR (DMSO-ds):
166,2 (C-6); 162,9 (C-4); 161,4 (C-2); 134,1 (C-1); 130,9 (C-37"); 128,5 (C-2"); 126,3 (C-
4°%); 91,2 (C-5); 66,7 (C-1"); 59,8 (C-2). Pro C12H14N4O; (246,3) vypocteno (%): C 58,53; H
5,73; N 22,75; nalezeno (%): C 58,36; H 5,77; N 22,50. MS ESI(+), m/z (%): 247 [M*] (100),
269 [M*Na] (35).

5.7.11. Priprava 2,4-diamino-6-(hydroxyalkoxy)pyrimidini (66-69)

Pro pfipravu téchto latek byl vyuzit upraveny univerzalni postup 5.7.1. Vychozi 2,4-diamino-
6-chlorpyrimidin (20 mmol) byl spole¢né s deseti ekvivalenty zvoleného diolu rozpustén

v DMF a nasledn¢ podroben reakci dle procedury 5.7.1. Reakce byly pro dosazeni plné
konverze zahtivany vzdy 12 hodin na 120 °C. Izolace byla provedena dle postupu 5.7.1.
Izolované vytézky jsou uvadény u kazdé slouceniny jednotlivé.

NH,
HZN/L\N O/\/\OH

2,4-Diamino-6-(3-hydroxyprop-1-yloxy)pyrimidin (66): ziskano 2,97 g (81% teorie); bila
krystalické latka, b.t. 185-186 °C. 'H NMR (DMSO-ds): 6,80 bs, 2 H, (NH.); 6,69 bs, 2 H,
(NHy); 5,17 s, 1 H, (H-5); 4,61 bs, 1 H, (OH); 4,16t,2 H, J(1°,2’) =6,5 (H-1°); 3,47t, 2 H,
J(3°,2°)=6,3(H-3"); 1,76 p, 2 H, J(2°, 1’) = J(2°, 3°) = 6,4 (H-2"). *C NMR (DMSO-ds):
169,9 (C-6); 163,3 (C-2); 159,9 (C-4); 76,1 (C-5); 63,2 (C-17); 57,4 (C-3"); 32,1 (C-2"). Pro
C7H12N4O; (184,2) vypocteno (%): C 45,64; H 6,57; N 30,42; nalezeno (%): C 45,48; H 6,45;
N 30,19. MS ESI(+), m/z (%): 185 [M™] (100), 207 [M*Na] (65).
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NH»>
HZN/L\N O/\/\/OH

2,4-Diamino-6-(4-hydroxybut-1-yloxy)pyrimidin (67): ziskano 2,73 g (69% teorie); bila
krystalicka latka, b.t. 130-132 °C. *H NMR (DMSO-ds): 6,00 bs, 2 H, (NH,); 5,88 bs, 2 H,
(NH,); 5,02 s, 1 H, (H-5); 4,61 bs, 1 H, (OH); 4,06 t, 2 H, J(1°,2°) = 6,7 (H-1°); 3,41 m, 2 H,
(H-4’); 1,63 m, 2 H, (H-2°); 1,48 m, 2 H, (H-3"). **C NMR (DMSO-ds): 170,4 (C-6); 166,2
(C-2); 163,2 (C-4); 76,3 (C-5); 64,8 (C-1"); 60,7 (C-4); 29,3 (C-3’); 25,6 (C-2°). Pro
CsH14N4O; (184,2) vypocteno (%): C 48,47; H 7,12; N 28,26; nalezeno (%): C 48,59; H 6,95;
N 28,37. MS ESI(+), m/z (%): 199 [M*] (100), 221 [M*Na] (30).

NH,

N ~
H,N” N7 0 OH

2,4-Diamino-6-(2,2-dimethyl-3-hydroxyprop-1-yloxy)pyrimidin (68): ziskano 3,26 g (77%
teorie); bila krystalicka latka, b.t. 175-177 °C. *H NMR (DMSO-ds): 6,14 bs, 2 H, (NH,);
6,01 bs, 2 H, (NHy); 5,06 s, 1 H, (H-5); 4,63 bs, 1 H, (OH); 3,83 s, 2 H, (H-1°); 3,18 bs, 2 H,
(H-3°); 1,43's, 6 H, (CHs). *C NMR (DMSO-dg): 170,7 (C-6); 165,7 (C-4); 162,5 (C-2); 76,2
(C-5); 70,6 (C-17); 67,0 (C-37); 36,3 (C-2°); 21,8 (CHs3). Pro CgH16N403 (212,3) vypocteno
(%): C 50,93; H 7,60; N 26,40; nalezeno (%): C 50,73; H 7,49; N 26,21. MS ESI(+), m/z (%):
213 [M"] (100), 235 [M*Na] (45).

2,4-Diamino-6-(2,3-dihydroxyprop-1-yloxy)pyrimidin (69): ziskano 2,87 g (72% teorie);
bila krystalicka latka, b.t. 217-219 °C. *H NMR (DMSO-dg): 6,03 bs, 2 H, (NH); 5,90 bs, 2
H, (NHy); 5,04 s, 1 H, (H-5); 4,92 bs, 1 H, (2°-OH); 4,64 bs, 1 H, (3’-OH); 4,08 dd, 1 H,
J(1a’,2’) = 4,4, J(gem) = 10,8 (H-1a"); 3,98 dd, 1 H, J(1b’,2’) = 4,4, J(gem) = 10,8 (H-1b");
3,68 m, 1 H, (H-2); 3,39 m, 2 H, (H-3"). °C NMR (DMSO-ds): 170,4 (C-6); 166,2 (C-4);
163,1 (C-2); 76,4 (C-5); 70,2 (C-2°); 67,0 (C-1); 63,1 (C-3). Pro C;H12N403 (200,2)
vypocéteno (%): C 42,00; H 6,04; N 27,99; nalezeno (%): C 42,25; H 6,20; N 27,83. MS
ESI(+), m/z (%): 201 [M™] (100), 223 [M*Na] (85).

5.7.12. Vznik 2,4-diamino-6-(dimethylamino)pyrimidini (70-71) p#i MV zahiivani DMF

Reakéni smés dle postupu 5.7.11. (z 2 mmol vychozi latky) byla zahtivana na 160 °C v MV
reaktoru typ I. Ziskana smés byla izolovana v souladu s postupem 5.7.1. Tento postup byl
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testovan na 2,4-diamino-6-chlorpyrimidinu a 2,4-diamino-5-benzyl-6-chlorpyrimidinu (52).
Izolované vytézky jsou uvadény u kazdé slouceniny jednotlivé.

NH»>
N~ |
)\\N N/

H,N |

2,4-Diamino-6-(dimethylamino)pyrimidin (70): ziskano 263 mg (96% teorie); bila
krystalicka latka, b.t. >250 °C. *H NMR (DMSO-de): 5,61 bs, 2 H, (NH,); 5,40 bs, 2 H,
(NH,); 4,92 s, 1 H, (H-5); 2,86 s, 6 H, (CH3). *C NMR (DMSO-ds): 164,9 (C-2); 164,2 (C-
6); 162,7 (C-4); 73,5 (C-5); 36,9 (CH3). Pro CsH11Ns (153,2) vypocteno (%): C 47,04; H 7,24;
N 45,72; nalezeno (%): C 46,87; H 7,15; N 45,53. MS ESI(+), m/z (%): 154 [M"] (100).

2,4-Diamino-5-benzyl-6-(dimethylamino)pyrimidin (71): ziskano 404 mg (83% teorie);
bila krystalicka latka, b.t. >250 °C. *"H NMR (DMSO-de): 7,26 m, 2 H, (H-3"); 7,15 m, 3 H,
(H-2>a4’); 5,63 bs, 2 H, (NHy); 5,58 bs, 2 H, (NHy); 3,73 s, 2 H, (H-1"); 2,64 s, 6 H, (CH3).
3C NMR (DMSO-dg): 167,6 (C-6); 164,2 (C-4); 160,6 (C-2); 140,9 (C-17); 128,4 (C-2"");
128,0 (C-37); 125,9 (C-4""); 89,2 (C-5); 41,7 (CH3); 31,0 (C-1"). Pro Cy3H17Ns (243,3)
vypoéteno (%): C 64,17; H 7,04; N 28,78; nalezeno (%): C 64,25; H 7,13; N 28,69. MS
ESI(+), m/z (%): 244 [M"] (100).

5.7.13. Priprava (((2,4-Diamino-5-chlor-6-(((2R,3R,4R,5R)-2,3,4,5,6-pentahydroxyhexyl)-
oxy)pyrimidinu

Reakce 2,4-diamino-6-fluor-5-chlorpyrimidinu (45) se sorbitolem byla provedena dle postupu
5.7.11. (z 2 mmol vychozi latky). Po izolaci v souladu s postupem 5.7.1. byla ziskana latka 72
ve vytézku 473 mg (73% teorie).
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CH,OH

(((2,4-Diamino-5-chlor-6-(((2R,3R,4R,5R)-2,3,4,5,6-pentahydroxyhexyl)oxy)pyrimidin
(72): bila krystalické latka, b.t. >250 °C. *H NMR (DMSO-dg): 6,54 bs, 2 H, (NH); 5,75 bs, 2
H, (NH,); 4,41dd, 1 H, J(1a’,2°) = 2,2, J(gem) = 11,2 (H-1a’); 4,19 dd, 1 H, J(1b’,2") = 6,8,
J(gem) = 11,2 (H-1b’); 3,75 ddd, 1 H, J(2’,1a’) = 2,2, J(2°,1b’) = 6,8, J(2°,3) = 9,0 (H-2’);
3,61dd, 1 H, J(6a’,5’) = 3,4, J(gem) = 11,0 (H-6a’); 3,59 m, 2 H, (H-3" a 4’); 3,48 m, 1 H,
(H-5%); 3,39 dd, 1 H, J(6b’,5°) = 6,2, J(gem) = 11,0 (H-6b). **C NMR (DMSO-ds): 164,4 (C-
4);161,1 (C-6); 160,3 (C-2); 83,2 (C-5); 71,4 (C-5’); 69,7 (C-3°); 69,6 (C-17); 69,5 (C-4°);
69,3 (C-2°); 64,1 (C-6’). Pro C19H17N4O6Cl+2H,0 (360,1) vypocteno (%): C 33,29; H 5,87,
N 15,53; nalezeno (%): C 33,18; H 5,95; N 15,39. MS ESI(+), m/z (%): 325 [M"] (80), 347
[M*Na] (100).

5.7.14. Reakce latky 47 s ethylenglykolem

Pro tento pokus byl vyuzit univerzalni postup, tak jak je popsan v sekci 5.7.1., z 10 mmol
vychozi latky. Po odreagovani veskeré vychozi latky byl prebyte¢ny ethylenglykol odstranén
dle postupu 5.7.1. Ziskana smés tti sloucenin byla nasledn¢ délena gradientovou sloupcovou
chromatografii (silikagel; chloroform/ethanol, 95/5 az 85/15). Postupné byly eluovany latky
73 (285 mg tzn. 14% teorie), 74 (220 mg tzn. 11% teorie) a nakonec majoritni produkt reakce
latka 75 (1450 mg tzn. 63% teorie).

~o

N
HZNJ\\N o ™>OH

2-Amino-4-(2-hydroxyethyloxy)-6-methoxy-5-methylpyrimidin (73): bila krystalicka latka,
b.t. 115-116 °C. *H NMR (DMSO-dg) 6,25 bs, 2 H, (NH,): 4,781, 1 H, J(OH,CH,) = 5,5
(OH); 4,20 m, 2 H, (H-1°); 3,78 s, 3H, (OCH3); 3,65 m, 2 H, (H-2");: 1,77 s, 3 H, (CH3). **C
NMR (DMSO-ds) 168,7 (C-6); 168,3 (C-4); 160,4 (C-2); 86,7 (C-5); 67,5 (C-1"); 59,8 (C-2);
53,5 (OCHj3); 7,0 (CHs). Pro CgH13N303 (199,2) vypocteno (%): C 48,23; H 6,58; N 21,09;
nalezeno (%): C 48,10; H 6,71; N 21,24. MS ESI(+), m/z (%): 200 [M*] (100), 222 [M*Na]
(40).
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Cl

N7 |
HZNJ\\N o ™>OH
2-Amino-4-(2-hydroxyethyloxy)-6-chlor-5-methylpyrimidin (74): bila krystalicka latka,
b.t. 134-136 °C. *H NMR (DMSO-dg) 6,70 bs, 2 H, (NH,): 4,82't, 1 H, J(OH,CH,) = 5,6
(OH); 4,26 t, 2 H, J(1°,2°) = 5,1 (H-1°); 3,68 m, 2 H, (H-2°); 1,97 5, 3 H, (CH3). *C NMR
(DMSO-ds) 168,6 (C-4); 160,6 (C-2); 158,9 (C-6); 101,7 (C-5); 68,3 (C-1"); 59,4 (C-2°); 10,8
(CHs). Pro C7H19N305C1 (203,6) vypoéteno (%): C 41,29; H 4,95; N 20,64; nalezeno (%): C
41,51; H 4,74; N 20,49. MS ESI(+), m/z (%): 204 [M*] (100), 226 [M*Na] (17).

O/\/OH

N~ |
HZNJ\\N O/\/OH

2-Amino-4,6-bis(2-hydroxyethyloxy)-5-methylpyrimidin (75): bila krystalicka latka, b.t.
197-199 °C. *H NMR (DMSO-dg) 6,20 bs, 2 H, (NHy); 4,76 t, 2 H, J(OH,CH>) = 5,4 (OH);
4,23t,4H,J(1°,2°) =4,5 (H-1"); 3,61 m, 4 H, (H-2"); 1,87 s, 3 H, (CH3). BC NMR (DMSO-
ds) 168,1 (C-4 a 6); 160,0 (C-2); 86,6 (C-5); 68,1 (C-1"); 59,5 (C-2"); 10,6 (CHg). Pro
CoH15N304 (229,2) vypocteno (%): C 47,16; H 6,60; N 18,33; nalezeno (%): C 47,30; H 6,55;
N 18,06. MS ESI(+), m/z (%): 230 [M] (100), 252 [M*Na] (27).

5.7.14. Priprava 4,6-diamino-2-(2-hydroxyethyloxy)-5-chlorpyrimidinu reakci latky 44 s
ethylenglykolem

Pro tento pokus byl vyuzit univerzalni postup, tak jak je popsan v sekci 5.7.1., vychazejici z
20 mmol vychozi latky. Izolace byla provedena téz v souladu s postupem 5.7.1. Po
rekrystalizaci z 96% ethanolu bylo ziskano 3,91 g (95% teorie) latky 76.

NH,
N7 | Cl
HO\/\O)\\N NH,

4,6-Diamino-2-(2-hydroxyethyloxy)-5-chlorpyrimidin (76): bila krystalicka latka, b.t. 235-
236 °C. *H NMR (DMSO-dg): 6,42 bs, 4 H, (NH,); 4,76 bs, 1 H, (OH); 4,10t, 2 H, J(1°,2°) =
5,3 (H-1°); 3,61t, 2 H, J(2°,1°) = 5,3 (H-2). **C NMR (DMSO-dg): 162,1 (C-2); 160,1 (C-4 a
6); 84,3 (C-5); 68,0 (C-17); 59,7 (C-2’). Pro C¢HgN4O,Cl (240,6) vypocteno (%): C 35,22; H

4,43; N 17,33; nalezeno (%): C 35,20; H 4,37; N 17,26. MS ESI(+), m/z (%): 205 [M*] (100),
227 [M*Na] (30).
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5.7.15. Pripravy diisopropylesteri 5-substituovanych PMEO-DAPy

Pro tyto piipravy byl vyuzit univerzalni postup, tak jak je popsan v sekci 5.7.2., vychazejici z
5 mmol vychozi latky. Izolace byla provedena téz v souladu s postupem 5.7.2. Samotné
vytézky jsou uvadény u kazdé slouceniny jednotlive.

NH,

N7 (i)/
HzN)\\N O/\/O\/I;O\

Diisopropyl-((2-((2,6-diamino-5-methylpyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonat (77):
ziskano 922 mg (51% teorie); bila krystalicka latka, b.t. 154-155 °C. *H NMR (DMSO-d):
5,85 bs, 2 H, (NH>); 5,64 bs, 2 H, (NH,); 4,59 dsept, 2 H, J(CH,P) = 7,7, J(CH,CH3) = 6,2
(CH); 4,26 m, 2 H, (H-2°); 3,80d, 2 H, J(1,P) = 8,4 (H-1); 3,76 m, 2 H, (H-1°); 1,725, 3 H,
(5-CHs); 1,23 m, 12 H, (CHs-iPr). **C NMR (DMSO-ds): 166,6 (C-4°"); 164,1 (C-6""); 160,6
(C-27); 83,2 (C-5); 71,3 d, J(1°,P) = 12,3 (C-1"); 70,4 d, J(CH,P) = 6,2 (CH); 65,1 d, J(1,P)
=163,7 (C-1); 64,1 (C-2°); 24,0 d, J(CH3,P) = 3,3 (CH3-iPr); 23,9 d, J(CH3,P) = 4,2 (CHs-
iPr); 7,96 (57’-CHs). Pro C14H27N4OsP (362,4) vypocteno (%): C 46,40; H 7,51; N 15,46;
nalezeno (%): C 46,43; H 7,46; N 15,49. MS ESI(+), m/z (%): 363 [M'] (100), 385 [M*Na]
(40).

NH,
N7 i ‘?\o(
HZN)\\N o/\/o\/'g\o

A

Diisopropyl-((2-((2,6-diamino-5-fluorpyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonat (78):
ziskano 745 mg (43% teorie); bila krystalicka latka, b.t. 90-91 °C. *H NMR (DMSO-ds) 6,30
bs, 2 H, (NH,); 5,82 bs, 2 H, (NH,); 4,59 dsept, 2 H, J(CH,P) = 7,6, J(CH,CH3) = 6,2 (CH);
4,32m, 2 H, (H-2°);3,79d, 2 H, J(1,P) = 8,3 (H-1); 3,78 m, 2 H, (H-1"); 1,24 d, 6 H,
J(CH3,CH) = 6,2 (CH3); 1,22 d, 6 H, J(CH3,CH) = 6,1 (CH3). **C NMR (DMSO-ds): 157,6 d,
J2”,F)=5,7(C-2); 155,6 d, J(4’,F) = 7,6 (C-4""); 154,1 d, J(6*°,F) = 9,9 (C-6’); 125,1 d,
J(5”’,F) =233,9 (C-5); 70,9d, J(1’,P) = 12,1 (C-1"); 70,4 d, J(CH,P) = 6,3 (CH); 65,0 d,
J(1,P) = 164,1 (C-1); 64,43 (C-2); 24,0 d, J(CH3,P) = 3,5 (CH3); 23,9d, J(CH3,P) = 4,4
(CHa). Pro C13H24N4OsP (366,3) vypocteno (%): C 42,62; H 6,60; N 15,29; nalezeno (%): C
42,55; H 6,73; N 15,14. MS ESI(+), m/z (%): 367 [M"] (93), 389 [M*Na] (100).

NH,
N7 | NO, o\(

| O

HZNJ\\N o/\/o\/'g\o

A
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Diisopropyl-((2-((2,6-diamino-5-nitropyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonat (79):
ziskano 1054 mg (55% teorie); bila krystalicka latka, b.t. 131-132 °C. *H NMR (DMSO-ds):
7,89 bs, 2 H, (NH.); 7,29 bs a 7,18 bs, 2 H, (NH,); 4,57 dsept, 2 H, J(CH,P) = 7,7, J(CH,CH)
=6,2 (CH); 4,45m, 2 H, (H-2°); 3,85d, 2 H, J(1,P) = 8,3 (H-1); 3,83 m, 2 H, (H-1°); 1,22 d,
6 H, J(CH3,CH) = 6,2 (CHs); 1,20 d, 6 H, J(CH3,CH) = 6,2 (CHs). **C NMR (DMSO-ds):
164,7 (C-4’); 160,9 (C-2’"); 160,1 (C-6"); 109,48 (C-5*"); 70,4 d, J(1°,P) = 12,3 (C-1"); 70,1
d, J(CH,P) = 6,4 (CH); 66,4 (C-2"); 65,2 d, J(1,P) = 164,0 (C-1); 24,0 d, J(CH3,P) =3,4
(CH3); 23,8 d, J(CHg,P) = 4,2 (CH3) Pro C13H24N5O7P (393,3) VypOétGl’lO (%)I C 39,70; H
6,15; N 17,81; nalezeno (%): C 39,68; H 6,09; N 17,79. MS ESI(+), m/z (%): 394 [M"] (20),
416 [M*Na] (100).

NH,
NP | cl (ﬂ/
HZN)\\N o>

N

Diisopropyl-((2-((2,6-diamino-5-chlorpyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonat (80):
ziskano 1157 mg (60% teorie); bila krystalicka latka, b.t. 87-88 °C. *"H NMR (DMSO-ds):
6,36 bs, 2 H, (NH,); 6,07 bs, 2 H, (NH,); 4,59 dsept, 2 H, J(CH,P) = 7,7, J(CH,CH3) = 6,2
(CH); 4,33 m, 2H, (H-2°);3,82d,2H, J(1,P) = 84 (H-1); 3,79 m, 2 H, (H-1°); 1,23 m, 12 H,
(CH3-iPr). **C NMR (DMSO-ds): 163,6 (C-47); 161,1 (C-6°"); 160,3 (C-2); 83,0 (C-57);
70,8d,J(1°,P) =12,1 (C-1°); 70,4 d, J(CH,P) = 6,2 (CH); 65,2 d, J(1,P) = 164,2 (C-1); 65,1
(C-2°); 24,0 d, J(CH3,P) = 3,4 (CHs-iPr); 23,9 d, J(CH3,P) = 4,2 (CHs-iPr). Pro
C13H24N4OsPCl (382,8) vypocteno (%): C 40,79; H 6,32; N 14,64; nalezeno (%): C 40,58; H
6,21; N 14,56. MS ESI(+), m/z (%): 383 [M"] (100), 405 [M*Na] (50).

NH, .,
HzN)\\N o/\/o\/'g)o\

Diisopropyl-((2-((2,6-diamino-5-ethylpyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonat (81):
ziskano 856 mg (45% teorie); bila krystalick4 latka, b.t. 87-88 °C. 'H NMR (DMSO-ds): 5,84
bs, 2 H, (NH,); 5,63 bs, 2 H, (NH>); 4,59 dsept, 2 H, J(CH,P) = 7,7, J(CH,CH3) = 6,2 (CH);
4,27 m, 2 H, (H-2");3,80d, 2 H, J(1,P) = 8,4 (H-1); 3,76 m, 2 H, (H-17); 2,26 q, 2 H,
J(CH,,CH3) =7,3 (H-1"""); 1,24 d, 6 H, J(CH3,CH) = 6,1 (CH3-iPr); 1,22 d, 6 H, J(CH3,CH) =
6,1 (CHz-iPr); 0,91t, 3 H, J(CH3,CH,) = 7,4 (H-2""). **C NMR (DMSO-dc): 166,6 (C-4"");
163,4 (C-6); 160,5 (C-2""); 90,1 (C-5"); 71,3 d, J(1’,P) = 12,1 (C-1"); 70,3 d, J(CH,P) = 6,4
(CH); 65,2 d, J(1,P) = 164,4 (C-1); 64,1 (C-2°); 24,0 d, J(CH3,P) = 3,9 (CH3-iPr); 23,9 d,
J(CH3,P) = 4,7 (CH3-iPr); 15,4 (C-1""’); 13,6 (C-2"""). Pro C15H29N4OsP (376,4) vypocteno
(%): C 47,87; H 7,77; N 14,89; nalezeno (%): C 47,57; H 7,81; N 14,63. MS ESI(+), m/z (%):
377 [M'] (100).

153



NH,

o)
e
H,NT SN o0 > O\/'B)o\

Diisopropyl-((2-((2,6-diamino-5-propylpyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonat (82):
ziskano 1010 mg (52% teorie); bila krystalicka latka, b.t. 60-62 °C. *H NMR (DMSO-ds):
5,81 bs, 2 H, (NH>); 5,61 bs, 2 H, (NH,); 4,59 dsept, 2 H, J(CH,P) = 7,7, J(CH,CH3) = 6,2
(CH); 4,26 m, 2 H, (H-2°); 3,80d, 2H, J(1,P) =8,4 (H-1); 3,74 m, 2 H, (H-1"); 2,22 m, 2 H,
(H-1""); 1,34 m, 2 H, (H-2""); 1,23 m, 12 H, (CH3-iPr); 0,85 t, 3 H, J(CH3,CH>) = 7,4 (H-
3°’"). ®C NMR (DMSO-ds): 166,9 (C-4°"); 163,7 (C-6""); 160,6 (C-2""); 88,5 (C-5°"); 71,3 d,
J(1’,P) =12,4 (C-1°); 70,3 d, J(CH,P) = 6,3 (CH); 65,3 d, J(1,P) = 164,5 (C-1); 64,2 (C-2°);
24,1 (C-1); 24,0 d, J(CH3,P) = 3,9 (CHs-iPr); 23,9 d, J(CH3,P) = 4,4 (CHs-iPr); 21,7 (C-
2°%); 13,9 (C-3""’). Pro C16H31N4OsP (390,4) vypocteno (%): C 49,22; H 8,00; N 14,35;
nalezeno (%): C 48,98; H 8,06; N 14,31. MS ESI(+), m/z (%): 391 [M'] (100).

NH, 2
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Diisopropyl-((2-((2,6-diamino-5-isopropylpyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonat
(83): ziskano 773 mg (40% teorie); bila krystalicka latka, b.t. 73-75 °C. *H NMR (DMSO-ds):
6,22 bs, 2 H, (NHy); 6,15 bs, 2 H, (NH,); 4,59 dsept, 2 H, J(CH,P) = 7,7, J(CH,CH3) = 6,2
(CH); 4,30 m, 2 H, (H-2°); 3,80d, 2H, J(1,P) = 8,3 (H-1); 3,78 m, 2 H, (H-1"); 2,90 sept, 1
H, J(CH,CH3) =7,1 (H-1>""); 1,23 m, 12 H, (CH3-QiPr); 1,14 d, 6 H, J(CH3,CH) = 7,0 (H-
2°""). °C NMR (DMSO-ds): 167,6 (C-4>); 162,0 (C-6"); 158,8 (C-27); 93,8 (C-5"); 71,18
d, J(1’,P) =11,9 (C-1°); 70,3 d, J(CH,P) = 6,3 (CH); 65,2 d, J(1,P) = 164,6 (C-1); 64,3 (C-2);
24,0 d, J(CH3,P) = 3,9 (CH3-0iPr); 23,9 d, J(CH3,P) = 4,9 (CH3-0iPr); 23,2 (C-1); 20,8 (C-
2”"). Pro C16H31N4OsP (390,4) vypocteno (%): C 49,22; H 8,00; N 14,35; nalezeno (%): C
49,13; H 7,96; N 14,08. MS ESI(+), m/z (%): 391 [M*] (100).

NHp .,
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Diisopropyl-((2-((5-allyl-2,6-diaminopyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonat (84):
ziskano 1023 mg (53% teorie); bila krystalickd latka, b.t. 89-90 °C. *H NMR (DMSO-ds):
5,78 bs, 2 H, (NHy); 5,69 bs, 2 H, (NH,); 5,73 ddt, 1 H, J(2***,1°**) = 6,1, J(2°”*,3"""is) = 10,0,
J(2°°,3” trans) = 17,1 (H-2°""); 5,01 dq, 1 H, J(3"’trans,21””") = J(gem) = 1,8, J(3*yrans,2””’) =
17,1 (H-3""’rans); 4,87 dq, 1 H, J(3°cis,1°7°) = J(gem) = 1,8, J(3""¢is,2””") = 10,0 (H-3"""¢is);
4,26 m, 2 H, (H-2"); 4,59 dsept, 2 H, J(CH,P) = 7,7, J(CH,CH3) = 6,2 (CH); 3,75 m, 2 H, (H-
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1°);3,79d, 2 H, J(1,P) = 8,4 (H-1); 3,00 dt, 2H, J(1>>°,3°") = 1,5, J(1*,2°) = 6,1 (H-1"");
1,23 m, 12 H, (CHs-iPr). *C NMR (DMSO-dg): 166,8 (C-4""); 163,6 (C-6""); 160,9 (C-2"");
136,4 (C-2°""); 114,2 (C-3°""); 85,9 (C-57); 71,2 d, J(1°,P) = 12,2 (C-1°); 70,3 d, J(CH,P) =
6,3 (CH-iPr); 65,2 d, J(1,P) = 164,1 (C-1); 64,2 (C-2°); 26,4 (C-1°>"); 24,0 d, J(CH3,P) = 3,9
(CH3-iPr); 23,8 d, J(CHg,P) =44 (CHg-iPI’). Pro C16H29N4OsP (388,4) VypOétGIlO (%)Z C
49,48; H 7,53; N 14,43; nalezeno (%): C 49,23; H 7,66; N 14,34. MS ESI(+), m/z (%): 389
[M*] (100).

NH2

"o T
x ko

P

Diisopropyl-((2-((2,6-diamino-5-butylpyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonat (85):
ziskano 964 mg (48% teorie); bezbarva olejovita latka. "H NMR (DMSO-ds): 5,78 bs, 2 H,
(NH,); 5,60 bs, 2 H, (NH); 4,59 dsept, 2 H, J(CH,P) = 7,7, J(CH,CH3) = 6,2 (CH); 4,26 m, 2
H, (H-2°); 3,79d,2 H, J(1,P) = 8,4 (H-1); 3,75 m, 2 H, (H-1°); 2,24 t, 2 H, J(CH,,CH) = 7,0
(H-1°"); 1,28 m, 4 H, (H-2">> a 3””’); 1,24 d, 6 H, J(CH3,CH) = 6,1 (CH3-iPr); 1,23 d, 6 H,
J(CH3,CH) = 6,1 (CHs-iPr); 0,86 t, 3 H, J(CH3,CH,) = 7,1 (H-4>"). *C NMR (DMSO-ds):
166,8 (C-4"’); 163,6 (C-6"); 160,5 (C-2"); 88,7 (C-5"); 70,0 d, J(CH,P) = 6,3 (CH); 69,6 d,
J(1’,P) =11,7 (C-1°); 65,3 d, J(1,P) = 164,5 (C-1); 64,1 (C-2°); 30,9 (C-2°"’); 24,0 d,
J(CH3,P) = 3,9 (CHs-iPr); 23,8 d, J(CH3,P) = 4,4 (CHs-iPr); 22,1 (C-3"°); 21,9 (C-1""); 13,1
(C-47"). Pro C17H33N4OsP (404,4) vypocteno (%): C 50,48; H 8,22; N 13,85; nalezeno (%): C
50,46; H 8,36; N 13,68. MS ESI(+), m/z (%): 405 [M*] (100).

4lll
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Diisopropyl-((2-((2,6-diamino-5-(sec-butyl) pyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonat
(86): ziskano 795 mg (39% teorie); bezbarva olejovita latka. 'H NMR (DMSO-de): 5,73 bs, 2
H, (NH,); 5,58 bs, 2 H, (NH,); 4,59 dsept, 2 H, J(CH,P) = 7,7, J(CH,CH3) = 6,2 (CH); 4,25
m, 2 H, (H-2); 3,78 d, 2 H, J(1,P) = 8,3 (H-1); 3,76 m, 2 H, (H-1°); 2,62 m, 1 H, (H-1""*);
1,66 mal1,47m,2H, (H-2"); 1,24 d, 6 H, J(CH3,CH) = 6,1 (CH3-iPr); 1,23 d, 6 H,
J(CH3,CH) = 6,2 (CH3-iPr); 1,11 d, 3 H, J(CH3,CH) = 7,0 (H-4°""); 0,74 t, 3 H, J(CH3,CH,) =
7,4 (H-3"""). *C NMR (DMSO-dg): 167,2 (C-4""); 163,8 (C-6"); 160,3 (C-2"’); 92,3 (C-5");
71,4d,J(1°,P) =11,7 (C-1°); 70,3 d, J(CH,P) = 6,3 (CH); 65,2 d, J(1,P) = 165,0 (C-1); 63,8
(C-2%); 30,5 (C-1"); 27,5 (C-2""); 24,0 d, J(CH3,P) = 3,4 (CH3-iPr); 23,9 d, J(CH3,P) =4,4
(CH3-iPr); 19,1 (C-4""); 12,8 (C-3""). Pro C17H33N4OsP (404,4) vypocteno (%): C 50,48; H
8,22; N 13,85; nalezeno (%): C 50,39; H 8,33; N 13,79. MS ESI(+), m/z (%): 405 [M'] (100).
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Diisopropyl-((2-((2,6-diamino-5-benzylpyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonat (87):
ziskano 1246 mg (57% teorie); bezbarva olejovita latka. *H NMR (DMSO-dg): 7,22 m, 2 H,
(H-3°""); 7,20 m, 2 H, (H-2""""); 7,12 m, 1 H, (H-4""""); 6,06 bs, 2 H, (NH); 5,95 bs, 2 H,
(NH>); 4,56 dsept, 2 H, J(CH,P) = 7,6, J(CH,CH3) = 6,2 (CH); 4,30 m, 2 H, (H-2"); 3,625, 2
H, (H-1°""); 3,36 d, 2 H, J(1,P) = 8,3 (H-1); 3,28 m, 2 H, (H-1°); 1,22 d, 6 H, J(CH3,CH) =
6,2 (CHa-iPr); 1,20 d, 6 H, J(CHs3,CH) = 6,2 (CHz-iPr). *C NMR (DMSO-ds): 167,1 (C-4"");
162,9 (C-6"’); 160,2 (C-27"); 141,2 (C-1°"""); 128,3 (C-3°"""); 128,1 (C-2°""); 125,6 (C-4>");
87,9 (C-5); 71,2d, J(1°,P) = 11,6 (C-1°); 70,3 d, J(CH,P) = 6,3 (CH); 65,2 d, J(1,P) = 164,6
(C-1); 64,3 (C-27); 27,5 (C-1""’); 24,0 d, J(CH3,P) = 3,9 (CH3-iPr); 23,8 d, J(CH3,P) = 4,9
(CH3-iPr). Pro Cz0H31N4OsP (438,5) vypoéteno (%): C 54,79; H 7,13; N 12,78; nalezeno (%):
C 54,65; H 7,00; N 12,59. MS ESI(+), m/z (%): 439 [M*] (100).

Diisopropyl-((2-((2,6-diamino-5-fenylpyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonat (88):
ziskano 1003 mg (47% teorie); bezbarva olejovita latka. *H NMR (DMSO-d): 7,35 m, 2 H,
(H-3""); 7,24 m, 2 H, (H-2""’); 7,23 m, 1 H, (H-4’"’); 6,12 bs, 2 H, (NHy); 5,63 bs, 2 H,
(NHy); 4,52 dsept, 2 H, J(CH,P) = 7,6, J(CH,CH3) = 6,2 (CH); 4,27 m, 2 H, (H-2"); 3,68 s, 2
H, (H-1"); 3,67 d, 2 H, J(1,P) = 8,2 (H-1); 1,20 d, 6 H, J(CH3,CH) = 6,2 (CHs-iPr); 1,17 d, 6
H, J(CH3,CH) = 6,2 (CH3-iPr). *C NMR (DMSO-ds): 166,0 (C-4"°); 162,5 (C-6""); 160,9 (C-
2%); 133,7 (C-1""); 130,8 (C-3°7"); 128,5 (C-2"""); 126,5 (C-4""); 91,1 (C-5"); 71,0 d,
J(1°,P) = 12,3 (C-1"); 70,2 d, J(CH,P) = 6,3 (CH); 65,2 d, J(1,P) = 164,6 (C-1); 64,4 (C-2");
24,0 d, J(CH3,P) = 3,9 (CH3-iPr); 23,8 d, J(CH3,P) = 4,9 (CH3-iPr). Pro C19H29N4OsP (424,4)
vypocteno (%): C 53,77; H 6,89; N 13,20; nalezeno (%): C 53,54; H 7,11; N 13,12. MS
ESI(+), m/z (%): 425 [M*] (100).

5.7.16. Pripravy 5-substituovanych PMEO-DAPYy z prislusSnych diestert (viz 5.7.15.)

Pro tyto pfipravy byl vyuzit univerzalni postup, tak jak je popsan v sekci 5.7.3., vychazejici z
1 mmol vychozi latky. Izolace byla provedena téz v souladu s postupem 5.7.3. Samotné
vytézky jsou uvadény u kazdé slouceniny jednotlive.
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((2-((2,6-Diamino-5-methylpyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonova kyselina (89):
ziskano 229 mg (82% teorie); bila krystalick4 latka, b.t. >250 °C. *H NMR (D,O+NaOD):
4,36 m, 2 H, (H-2°); 3,91 m, 2 H, (H-1°); 3,57 d, 2 H, J(1,P) = 8,4 (H-1); 1,83 s, 3 H, (5-CH5).
3C NMR (D,0+NaOD): 168,0 (C-4""); 164,4 (C-6""); 160,9 (C-2’); 87,6 (C-5°"); 71,4 d,
J(1°,P) =9,9 (C-1°); 69,8 d, J(1,P) = 149,2 (C-1); 66,4 (C-2"); 7,6 (5’-CHj3). Pro CgH15N4OsP
(278,2) vypocteno (%): C 34,54; H 5,43; N 20,14; nalezeno (%): C 34,40; H 5,31; N 19,89.
MS ESI(+), m/z (%): 279 [M*] (100), 301 [M*Na] (65).

NH,
F
’
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((2-((2,6-Diamino-5-fluorpyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonova kyselina (90):
ziskano 276 mg (98% teorie); bila krystalicka latka, b.t. >250 °C. *H NMR (D,O+NaOD):
4,42 m, 2 H, (H-2°); 3,91 m, 2 H, (H-1°); 3,64 d, 2 H, J(1,P) = 8,6 (H-1). *C NMR
(D,O+NaOD): 157,9d, J(2*’,F) =5,5(C-2"); 156,9 d, J(4*’,F) = 8,3 (C-4""); 154,5d, J(6*",F)
=11,7(C-6); 126,7d, J(5’,F) = 233,9 (C-5*); 71,2 d, J(1°,P) = 10,6 (C-1°); 68,6 d, J(1,P) =
153,3 (C-1); 66,63 (C-2’). Pro C7H12N4OsP (282,2) vypocteno (%): C 29,80; H 4,29; N 19,86;
nalezeno (%): C 29,57; H 4,42; N 19,58. MS ESI(+), m/z (%): 283 [M"] (100), 305 [M*Na]
(10).
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NZ N0
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((2-((2,6-Diamino-5-nitropyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonova kyselina (91):
ziskano 295 mg (95% teorie); Zluta krystalicka latka, b.t. >250 °C. *H NMR (D,0+NaOD):
4,57 m, 2 H, (H-2°);3,96 m, 2 H, (H-1°); 3,66 d, 2 H, J(1,P) = 8,4 (H-1). *C NMR
(D,0+NaOD): 166,2 (C-4""); 161,7 (C-2"); 161,2 (C-6""); 110,6 (C-5*"); 70,8 d, J(1°,P) =
10,3 (C-1°); 68,7 d, J(1,P) = 153,0 (C-1); 67,9 (C-2’). Pro C;H12Ns07P (309,2) vypoclteno
(%): C 27,19; H 3,91; N 22,65; nalezeno (%): C 36,92; H 3,74; N 22,44. MS ESI(+), m/z (%):
310 [M'] (100), 332 [M*Na] (65).

NH,
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((2-((2,6-Diamino-5-chlorpyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonova kyselina (92):
ziskano 280 mg (94% teorie); bila krystalicka latka, b.t. >250 °C. *H NMR (D,0+NaOD):
4,31 m, 2 H, (H-2");3,99m, 2 H, (H-1°); 3,53 d, 2 H, J(1,P) = 8,3 (H-1). *C NMR
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(D,O+NaOD): 168,8 (C-4"); 164,4 (C-6"); 160,6 (C-2"); 86,7 (C-5*"); 71,1 d, J(1°,P) = 9,7
(C-17);69,5d, J(1,P) = 153,2 (C-1); 66,9 (C-2). Pro C;H12N4OsPCl (298,6) vypocteno (%):
C 28,15; H 4,05; N 18,76; nalezeno (%): C 27,97; H 4,26; N 18,58. MS ESI(+), m/z (%): 299
[M*] (100), 321 [M*Na] (40).
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((2-((2,6-Diamino-5-ethylpyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonova kyselina (93):
ziskano 267 mg (91% teorie); bila krystalicka latka, b.t. >250 °C. *H NMR (D,O+NaOD):
4,32 m,2H, (H-2°); 3,90 m, 2 H, (H-1°); 3,61d, 2 H, J(1,P) = 8,5 (H-1); 2,31q, 2 H,
J(CH2,CHs) = 7,5 (H-1°""); 0,98 t, 3 H, J(CH3,CH,) = 7,5 (H-2"""). **C NMR (D,0+NaOD):
168,3 (C-4"’); 161,1 (C-6""); 158,8 (C-2*"); 93,4 (C-5"); 71,4 d, J(1°,P) = 10,9 (C-1"); 69,7 d,
J(1,P) = 150,9 (C-1); 66,9 (C-2°); 15,8 (C-1"""); 12,6 (C-2""). Pro CoH17N4OsP (292,2)
vypocteno (%): C 36,99; H 5,86; N 19,17; nalezeno (%): C 36,87; H 5,80; N 19,03. MS
ESI(+), m/z (%): 293 [M™] (100), 315 [M*Na] (35).
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((2-((2,6-Diamino-5-propylpyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonova kyselina (94):
ziskano 259 mg (85% teorie); bila krystalicka latka, b.t. >250 °C. *H NMR (D,O+NaOD):
4,39 m, 2 H, (H-2); 3,90 m, 2 H, (H-1°); 3,53 d, 2 H, J(1,P) = 8,1 (H-1); 2,34 m, 2 H, (H-
1°°); 1,38 m, 2 H, (H-2"""); 0,89 t, 3 H, J(CH3,CH,) = 7,3 (H-3"""). *C NMR (D,0+NaOD):
168,3 (C-4""); 163,7 (C-6"); 161,2 (C-2"°); 97,6 (C-5°*); 71,3 d, J(1°,P) = 8,0 (C-1°); 69,4 d,
J(1,P) = 154,3 (C-1); 66,7 (C-2°); 23,8 (C-1°"); 21,3 (C-2°"); 13,7 (C-3""). Pro C1oH19N4OsP
(306,3) vypocteno (%): C 39,22; H 6,26; N 18,29; nalezeno (%): C 39,17; H 6,18; N 18,03.
MS ESI(+), m/z (%): 307 [M'] (100), 329 [M*Na] (55).
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((2-((2,6-Diamino-5-isopropylpyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonova kyselina (95):
ziskano 240 mg (79% teorie); bila krystalicka latka, b.t. >250 °C. *H NMR (D,O+NaOD):
4,37 m, 2 H, (H-2°); 3,94 m, 2 H, (H-1°); 3,59 d, 2 H, J(1,P) = 8,0 (H-1); 2,99 sept, 1 H,
J(CH,CH3) = 7,1 (H-1""); 1,22 d, 6 H, J(CH3,CH) = 7,1 (H-2""). **C NMR (D,0+NaOD):
168,7 (C-4); 163,6 (C-6""); 160,8 (C-2’); 98,0 (C-5>*); 71,4 d, J(1°,P) =8,1 (C-1"); 69,8 d,
J(1,P) = 149,5 (C-1); 66,2 (C-2°); 24,1 (C-1"""); 20,3 (C-2"""). Pro C1oH19N4OsP (306,3)
vypoéteno (%): C 39,22; H 6,26; N 18,29; nalezeno (%): C 39,45; H 6,39; N 18,14. MS
ESI(+), m/z (%): 307 [M™] (100), 329 [M*Na] (15).
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((2-((5-Allyl-2,6-diaminopyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonova kyselina (96):
ziskano 256 mg (84% teorie); bila krystalick4 latka, b.t. >250 °C. *H NMR (D,O+NaOD):
5,90ddt, 1 H, J(2>°,1*>°) = 5,5, J(2”*,3"cis) = 10,2, J(2°°",3**trans) = 17,2 (H-2"""); 5,05 dq,
1H,J3 " s1") =J(gem) = 1,7, I(3""¢is,2””") = 10,2 (H-3""¢is); 5,01 dg, 1 H, J(3**"trans,1°”7)
=J(gem) = 1,9, J(3"’trans,2”"") = 17,2 (H-3’"trans); 4,38 m, 2 H, (H-2); 3,90 m, 2 H, (H-1");
3,56 d, 2 H, J(1,P) = 8,2 (H-1); 3,16 dt, 2H, J(1>*,3*) = 1,8, J(1"*,2°*) = 5,5 (H-1"""). 1*C
NMR (D,O+NaOD): 168,5 (C-4""); 164,4 (C-6’); 161,5 (C-2’); 135,9 (C-2"’); 115,2 (C-
3%); 89,4 (C-5); 71,3d, J(1’,P) =9,1 (C-1"); 69,8 d, J(1,P) = 149,8 (C-1); 66,5 (C-2°); 26,5
(C-1""). Pro C1oH17N4OsP (304,3) vypocéteno (%): C 39,48; H 5,63; N 18,42; nalezeno (%): C
39,40; H 5,66; N 18,27. MS ESI(+), m/z (%): 305 [M*] (100), 327 [M*Na] (30).
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((2-((2,6-Diamino-5-butylpyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonova kyselina (97):
ziskano 243 mg (76% teorie); bila krystalicka latka, b.t. >250 °C. *H NMR (D,O+NaOD):
4,36 m, 2 H, (H-2"); 3,91 m, 2 H, (H-1°); 3,57 d, 2 H, J(1,P) = 8,1 (H-1); 2,31t, 2 H,
J(CH,,CH3) =7,5(H-1""); 1,39 m, 2 H, (H-2"""); 1,31 m, 2 H, (H-3"*); 0,89 t, 3 H,
J(CH3,CHy) = 7,3 (H-4"""). **C NMR (D,O+NaOD): 168,4 (C-4>); 164,1 (C-6>); 161,0 (C-
2);92,8 (C-5); 71,4d, J(1’,P) = 8,7 (C-17); 69,8 d, J(1,P) = 149,7 (C-1); 66,3 (C-2"); 30,5
(C-2"); 22,5 (C-3"); 22,2 (C-1"""); 14,1 (C-4""). Pro C11H21N4OsP (320,3) vypocteno (%):
C 41,25; H 6,61; N 17,49; nalezeno (%): C 40,97; H 6,72; N 17,55. MS ESI(+), m/z (%): 321
[M'] (100), 343 [M*Na] (45).
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((2-((2,6-Diamino-5-(sec-butyl)pyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonova kyselina
(98): ziskano 297 mg (93% teorie); bila krystalicka latka, b.t. >250 °C. *H NMR
(D,O+NaOD): 4,38 m, 2 H, (H-2°); 3,91 m, 2 H, (H-1°); 3,58 d, 2 H, J(1,P) = 7,9 (H-1); 2,72
m, 1 H, (H-1"’); 1,71 ma 1,60 m, 2 H, (H-2"’); 1,21 d, 3 H, J(CH3,CH) = 7,1 (H-4"""); 0,78
t, 3H, J(CH3,CH,) = 7,4 (H-3""). **C NMR (D,0+NaOD): 168,9 (C-4>); 164,2 (C-6"");
160,9 (C-2’); 96,4 (C-5"); 71,4 d, J(1°,P) = 8,1 (C-1"); 69,8 d, J(1,P) = 149,6 (C-1); 66,1 (C-
2°); 31,4 (C-17); 27,7 (C-2"°); 18,6 (C-47"); 12,7 (C-3""). Pro C11H2:N4OsP (320,3)
vypocteno (%): C 41,25; H 6,61; N 17,49; nalezeno (%): C 41,22; H 6,80; N 17,37. MS
ESI(+), m/z (%): 321 [M™] (100), 343 [M*Na] (15).

159



((2-((2,6-Diamino-5-benzylpyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonova kyselina (99):
ziskano 284 mg (80% teorie); bila krystalick4 latka, b.t. >250 °C. *H NMR (D,O+NaOD):
7,34 m, 2 H, (H-3"); 7,28 m, 2 H, (H-2"""); 7,25 m, 1 H, (H-4>"); 4,39 m, 2 H, (H-2");
3,88m, 2 H, (H-1°); 3,77 s, 2 H, (H-1°>); 3,55 d, 2 H, J(1,P) = 8,1 (H-1). *C NMR
(D,O+NaOD): 168,7 (C-4""); 164,3 (C-6"); 161,5 (C-2""); 140,6 (C-1""""); 129,4 (C-37");
128,6 (C-2"°""); 127,0 (C-4°>"); 91,0 (C-5""); 71,2 d, J(1’,P) = 8,6 (C-1"); 69,8 d, J(1,P) =
149,6 (C-1); 66,4 (C-27); 28,1 (C-1"""). Pro C14H19N4OsP (354,3) vypocteno (%): C 47,46; H
5,41; N 15,81; nalezeno (%): C 47,26; H 5,48; N 15,62. MS ESI(+), m/z (%): 355 [M*] (100),
377 [M*Na] (50).

0
o _boH
H,NT N7 07 7" 0H

((2-((2,6-Diamino-5-fenylpyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonova Kkyselina (100):
ziskano 298 mg (88% teorie); bila krystalicka latka, b.t. >250 °C. *H NMR (D,O+NaOD):
751 m,2H, (H-3);7,42m, 1 H, (H-4’"’); 7,36 m, 2 H, (H-2"""); 4,38 m, 2 H, (H-2"); 3,78
m, 2 H, (H-1°); 3,44 d, 2 H, J(1,P) = 8,1 (H-1). *C NMR (D,0+NaOD): 167,5 (C-4""); 164,0
(C-6); 162,1 (C-2°); 132,8 (C-1"); 131,6 (C-2""); 129,9 (C-3’*"); 128,5 (C-4>""); 94,4 (C-
57);71,1d, J(1°,P) = 8,7 (C-1°); 69,7 d, J(1,P) = 149,7 (C-1); 66,3 (C-2’). Pro C13H17N4OsP
(340,3) vypocteno (%): C 45,89; H 5,04; N 16,47; nalezeno (%): C 46,66; H 5,00; N 16,31.
MS ESI(+), m/z (%): 341 [M"] (100), 363 [M"Na] (35).

5.7.17. Pripravy modifikovanych ,,PMEQO*“-DAPy 101-103 z latek 66-68

Ptipravené hydroxyalkoxypyrimidiny 66-68 byly pobrobeny reakci s alkyla¢nim ¢inidlem dle
postupu 5.7.2. (vzdy z 5 mmol vychozi latky). Odpovidajici diestery byly pro latky 66, 67 a
68 izolovany ve vytéZzcich 51%, 57%, respektive 60% teorie. Izolované estery byly nasledné
(bez jakékoliv analyzy) prevedeny (1 mmol) na odpovidajici fosfonové kyseliny reakei s
trimethylsilylbromidem (dle obecného postupu viz sekce 3.5.1. a 5.7.3.), ¢imZ byly ziskany
latky 101-103. Izolace byla provedena téz v souladu s postupem 5.7.3. Samotné vytézky jsou
uvadény u kazdé slouCeniny jednotlive.
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((3-((2,6-Diaminopyrimidin-4-yl)oxy)propoxy)methyl)fosfonova kyselina (101): ziskano
241 mg (87% teorie); bila krystalicka latka, b.t. >250 °C. *H NMR (D,0+NaOD): 5,20 s, 1 H,
(H-5°); 4,18, 2 H, J(3°,2°) = 6,7 (H-3°): 3,541, 2 H, J(1”, 2°) = 6,5 (H-1°); 3,46 d, 2 H,
J(1,P) = 8,8 (H-1); 1,85 p, 2 H, J(2°, 1°) = J(2°, 3°) = 6,6 (H-2’). °C NMR (D,0+NaOD):
170,0 (C-4"’); 161,9 (C-2""); 158,5 (C-6"); 75,9 (C-5"); 68,9 d, J(1°,P) = 11,5 (C-1"); 67,6 d,
J(1,P) = 159,1 (C-1); 63,9 (C-3°); 28,9 (C-2’). Pro CgH15N4OsP (278,2) vypoéteno (%): C
34,54; H 5,43; N 20,14; nalezeno (%): C 34,67; H 5,31; N 20,02. MS ESI(+), m/z (%): 279
[M'] (100), 301 [M*Na] (65).

NH,
N/
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((4-((2,6-Diaminopyrimidin-4-yl)oxy)butoxy)methyl)fosfonova kyselina (102): ziskano
273 mg (93% teorie); bila krystalicka latka, b.t. >250 °C. *H NMR (D,0+NaOD): 5,25's, 1 H,
(H-5); 4,13t,2H, J(1°,2") =6,3 (H-1"); 3,49 d, 2 H, J(1,P) = 8,6 (H-1); 3,42 m, 2 H, (H-4");
1,67 m, 2 H, (H-2°); 1,40 m, 2 H, (H-3"). *C NMR (D,0+NaOD): 170,3 (C-4""); 161,0 (C-
2”’); 158,7 (C-6"); 75,2 (C-5); 68,7 d, J(1°,P) = 11,3 (C-1"); 67,0 d, J(1,P) = 164,5 (C-1);
60,7 (C-4’); 29,3 (C-3°); 25,6 (C-27). Pro CyH17N4OsP (292,2) vypocteno (%): C 36,99; H
5,89; N 19,17; nalezeno (%): C 36,78; H 5,83; N 19,09. MS ESI(+), m/z (%): 293 [M'] (100),
315 [M*Na] (35).
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((3-((2,6-Diaminopyrimidin-4-yl)oxy)-2,2-dimethylpropoxy)methyl)fosfonova kyselina
(103): ziskano 233 mg (88% teorie); bila krystalické latka, b.t. >250 °C. 'H NMR
(D,0+NaOD): 5,48s, 1 H, (H-5"); 4,03 s, 2 H, (H-3"); 3,57 d, 2 H, J(1,P) = 8,3 (H-1); 3,35 s,
2 H, (H-1°); 0,95 s, 6 H, (CH3). *C NMR (D,0O+NaOD): 169,1 (C-4"); 159,4 (C-6"); 154,9
(C-2);77,9d, J(1°,P) =9,5 (C-1°); 75,9 (C-57"); 72,7 (C-3"); 67,6 d, J(1,P) = 160,4 (C-1);
35,6 (C-2"); 21,2 (CHs). Pro C;H13N4OsP (264,2) vypoéteno (%): C 34,54; H 5,43; N 20,14;
nalezeno (%): C 34,67; H 5,31; N 20,02. MS ESI(+), m/z (%): 279 [M*] (100), 301 [M*Na]
(65).
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5.7.18. Alkylace latky 76 slou¢eninou 4 za tvorby dvou izomernich slouc¢enin

Tento pokus byl proveden s vyuzitim univerzalniho postupu, tak jak je popsan v sekci 5.7.2.,
vychazejici z 5 mmol vychozi latky. Izolace byla provedena téz v souladu s postupem 5.7.2.
Takto byla ziskdna smés dvou sloucenin, jez byla dé¢lena pomoci gradientové sloupcové
chromatografie (silikagel; chloroform/methanol, 95/5 az 85/15). Postupné byly eluovany latky
104 a 105. Vytézky jsou uvadény u kazdé slouceniny jednotlivé.

Diisopropyl-((2-((4,6-diamino-5-chlorpyrimidin-2-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonat (104):
ziskano 702 mg (37% teorie); bila krystalicka latka, b.t. 137-138 °C. *H NMR (DMSO-d):
6,43 bs, 4 H, (2x NHy); 4,58 dsept, 2 H, J(CH,P) = 7,8, J(CH,CH3) = 6,2 (CH); 4,21 m, 2 H,
(H-2°); 3,79d, 2 H, J(1,P) = 8,3 (H-1); 3,75 m, 2 H, (H-1°); 1,23 d, 6 H, J(CH3,CH) = 6,2
(CHs-iPr); 1,22 d, 6 H, J(CH3,CH) = 6,2 (CH3-iPr). *C NMR (DMSO-ds): 162,0 (C-2"");
160,2 (C-4* a6’’); 84,4 (C-5); 71,5d, J(1°,P) = 12,0 (C-1°); 70,4 d, J(CH,P) = 6,2 (CH);
65,2 d, J(1,P) = 164,4 (C-1); 65,2 (C-2’); 24,0 d, J(CH3,P) = 3,1 (CHs-iPr); 23,9 d, J(CH3,P) =
4,2 (CHs-iPr). Pro C13H24N4O0sPCl (382,8) vypocteno (%): C 40,79; H 6,32; N 14,64,
nalezeno (%): C 40,86; H 6,40 N 14,59. MS ESI(+), m/z (%): 383 [M"] (100), 405 [M"Na]
(80).
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Diisopropyl-(((6-amino-5-chlor-2-(2-hydroxyethoxy)pyrimidin-4-yl)amino)methyl)-
fosfonat (105): ziskano 554 mg (29% teorie); bila krystalicka latka, b.t. 143-144 °C. '"H NMR
(DMSO-dg): 6,51 bs, 2 H, (NH,); 6,41t, 1 H, J(NH,CH,) = 6,2 (NH); 4,79t, 1 H, J(OH,CH,)
= 5,6 (OH); 4,57 dsept, 2 H, J(CH,P) = 7,6, J(CH,CH3) = 6,2 (CH); 4,14 m, 2 H, (H-2""); 3,76
dd, 2 H, J(1,P) = 10,5, J(1,NH) = 6,1 (H-1); 3,63 m, 2 H, (H-1""); 1,23 d, 6 H, J(CH3,CH) =
6,2 (CH3-iPr); 1,18 d, 6 H, J(CH3,CH) = 6,2 (CHz-iPr). **C NMR (DMSO-dg): 162,0 (C-2*);
159,9 (C-4"); 157,9 (C-6"); 85,0 (C-5”); 70,3 d, J(CH,P) = 6,5 (CH); 68,1 (C-1""); 59,7 (C-
2”); 37,2 d, J(1,P) = 157,9 (C-1); 24,1 d, J(CH3,P) = 3,4 (CH3-iPr); 23,8 d, J(CH3,P) = 4,5
(CHs-iPr). Pro C13H24N4OsPCl (382,8) vypocteno (%): C 40,79; H 6,32; N 14,64; nalezeno
(%): C 40,68; H 6,26 N 14,39. MS ESI(+), m/z (%): 383 [M*] (100), 405 [M*Na] (10).
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5.7.19. Pripravy modifikovanych PMEO-DAPy 106 a 107 z prisluSnych diesteri 104 a
105

Pro tyto pfipravy byl vyuzit univerzalni postup, tak jak je popsan v sekci 5.7.3., vychazejici z
1 mmol vychozi latky. Izolace byla provedena téZ v souladu s postupem 5.7.3. Ziskané
vytézky jsou uvadény u kazdé slouceniny jednotlive.

NH,
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((2-((4,6-Diamino-5-chloropyrimidin-2-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonova kyselina (106):
ziskano 311 mg (93% teorie); bila krystalicka latka, b.t. >250 °C. *H NMR (D,O+NaOD):
4,35m, 2 H, (H-2°); 3,87 m, 2 H, (H-1°); 3,54 d, 2 H, J(1,P) = 8,4 (H-1). *C NMR
(D,O+NaOD): 162,6 (C-2""); 160,8 (C-4> a 6"); 86,7 (C-5); 71,0 d, J(1°,P) = 9,9 (C-1°);
69,6 d, J(1,P) = 149,9 (C-1); 69,9 (C-2’). Pro C7H12N4OsPCI+2H,0 (334,7) vypocteno (%): C
25,12; H 4,82; N 16,74; nalezeno (%): C 25,14; H 4,63; N 16,63. MS ESI(+), m/z (%): 335
[M*] (100), 357 [M"Na] (80).

NH,
Cl
N~ | o

(((6-amino-5-chlor-2-(2-hydroxyethoxy)pyrimidin-4-yl)amino)methyl) fosfonova
kyselina (107): ziskano 287 mg (86% teorie); bila krystalicka latka, b.t. >250 °C. *H NMR
(D,0+NaOD): 4,36 m, 2 H, (H-2"); 3,87 m, 2 H, (H-1""); 3,37 d, 2 H, J(1,P) = 12,8 (H-1).
3C NMR (D,0+NaOD): 163,0 (C-2°); 159,9 (C-6°); 159,6 (C-4’); 86,8 (C-5); 68,9 (C-1"");
60,8 (C-2); 40,7 d, J(1,P) = 137,0 (C-1). Pro C;H12N4OsPCI+2H,0 (334,7) vypocteno (%):
C 25,12; H 4,82; N 16,74; nalezeno (%): C 25,07; H 4,74; N 16,59. MS ESI(+), m/z (%): 335
[M™] (100), 357 [M*Na] (90).

5.7.20. Priprava lipofilnich proléciv 108 a 109 (odpovidajicich kyselinam 35 a 89)

Pouzité alkylacni ¢inidlo bylo pfipraveno dle literatury[185]. Samotnd alkylace byla provedena
v souladu s postupem 5.7.3. z 1 mmol vychozich latek (33 a 54). Pozadované produkty byly
izolovany (z odpatené reakéni smési) pomoci grandientové sloupcové chromatografie
(silikagel; chloroform/methanol, 90/10 az 70/30). Latka 108 byla ziskana v mnozstvi 247 mg
(43% teorie). Latka 109 byla izolovana v mnozstvi 225 mg (39% teorie).

NH,
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3-(Hexadecyloxy)propyl-((2-((2,6-diaminopyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)-fosfonat
sodny (108): ,,pevna“ bila latka, b.t. 86-98 °C. '"H NMR (CDCls): 5,21 s, 1 H, (H-5""); 4,32
m, 2 H, (H-2°); 4,02 m, 2 H, (H-1°); 3,83 m, 2 H, (H-1°); 3,75 d, 2 H, J(1,P) = 7,0 (H-1);
3,52m, 2 H, (H-3>); 3,41 m, 2 H, (H-1"); 1,91 m, 2 H, (H-2"); 1,55 m, 2 H, (H-2"">);
1,23 m, 26 H, (CH2>>>); 0,88 t, 3 H, J(CH3,CH,) = 7,0 (H-16>>"). **C NMR (DMSO-d):
171,1 (C-4>"); 157,0 (C-6""); 154,9 (C-2); 76,1 (C-57); 71,1 (C-17>>); 70,8 d, J(1°,P) = 11,7
(C-1"); 67,0 (C-3"); 66,3 (C-2°); 61,9 (C-1""); 30,9 (C-2"""); 29,8 (C-2"""); 29,5, 29,4, 29,2,
25,9a22,5 (CHy*’’); 13,9 (C-16""") — signal pro C-1 nenalezen. Pro CysHsoN4sOgPNa (568,7)
vypocteno (%): C 54,91; H 8,86; N 9,85; nalezeno (%): C 54,78; H 8,99; N 9,57. MS ESI(+),
m/z (%): 569 [M(Na)*] (100).
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3-(Hexadecyloxy)propyl-((2-((2,6-diamino-5-methylpyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy) methyl)-
fosfonat sodny (109): ,,pevna“ bila latka, b.t. 80-97 °C. *H NMR (CDCls): 4,35 m, 2 H, (H-
2°);4,00m, 2 H, (H-1""); 3,79 m, 4 H, (H-1a1°); 3,47 m, 2 H, (H-3°"); 3,35 m, 2 H, (H-
1”°°);1,85m, 2 H, (H-2"""); 1,73 s, 3H, (5-CHs); 1,52 m, 2 H, (H-2""""); 1,25 m, 26 H,
(CH,”); 0,88, 3 H, J(CH3,CH,) = 7,1 (H-16""""). *C NMR (DMSO-dg): 171,3 (C-4");
157,2 (C-6"); 154,8 (C-2""); 84,0 (C-5*); 71,1 (C-1"""*); 70,9 d, J(1°,P) = 11,9 (C-17); 67,3
(C-3"); 66,3 (C-27); 62,2 (C-1"""); 31,2 (C-2""); 29,4 (C-2°""); 29,3, 29,1, 28,6, 26,3 a 22,0
(CHy”’); 14,1 (C-16"""); 7,1 (57-CHj3) — signal pro C-1 nenalezen. Pro C,7Hs,N;,OsPNa
(582,7) vypoéteno (%): C 55,65; H 9,00; N 9,62; nalezeno (%): C 55,39; H 9,24; N 9,48. MS
ESI(+), m/z (%): 583 [M(Na)] (100).

5.7.21. Priprava diisopropyl-((2-((2,6-diamino-5-fenylazopyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)-
methyl)fosfonatu (110)

696 mg (2 mmol) latky 34 bylo ropusténo v 20 ml DMF. K tomuto roztoku byly nasledné
ptidany 2 g octanu sodného spole¢né s 7 ml kyseliny octové a 11 ml vody. Do této smési byl
ptikapan roztok fenyldiazoniové soli (2,6 mmol) ptipraveny dle literatury[197]. Reakéni smés
byla michéna pfii laboratorni teploté 5 hodin, béhem kterych doslo k plné konverzi. Po
odpateni byl ziskany odparek suspendovéan na vodé¢ a extrahovan 3x 50 ml chloroformu.
Spojené chloroformové frakce byly odpateny na vakuové rotaéni odparce. Ziskany odparek
byl Cistén gradientovou sloupcovou chromatografii (silikagel; chloroform/methanol, 98/2 az
95/5). Po odpafteni frakci obsahujicich poZadovany produkt bylo k odparku pfidano 20 ml
hexanu a tato smes byla vystavena ptisobeni ultrazvuku po dobu 10 minut. Ziskané modro-
fialové krystaly byly odsaty a promyty 2x 10 ml hexanu. Po dikladném vysuSeni ve vakuové
susarn¢ bylo ziskano 831 mg (92% teorie) latky 110.
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Diisopropyl-((2-((2,6-diamino-5-fenylazopyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonat
(110): modro-fialové krystalicka latka, b.t. 139-140 °C. *H NMR (DMSO-dg): 9,48 d, 1 H,
J(gem) = 4,7 (6°’-NHaz); 7,67 d, 1 H, J(gem) = 4,7 (6”’-NHa,); 7,66 m, 2 H, (H-2""); 7,43 m,
2 H, (H-3"); 7,30 m, 1 H, (H-4"""); 6,94 bs, 2 H, (NH>); 4,56 dsept, 2 H, J(CH,P) = 7,8,
J(CH,CH3) = 6,2 (CH); 4,53 m, 2 H, (H-2°); 3,91d, 2 H, J(1,P) = 8,4 (H-1); 3,91 m, 2 H, (H-
1°); 1,18 d, 6 H, J(CH3,CH) = 6,1 (CH3); 1,16 d, 6 H, J(CH3,CH) = 6,0 (CH3). *C NMR
(DMSO-dg): 168,0 (C-4"°); 162,3 (C-2"’); 156,3 (C-6"); 152,9 (C-1""); 129,2 (C-3°’); 128,1
(C-47); 121,1 (C-2°’); 111,4 (C-5); 70,8 d, J(1°,P) = 12,5 (C-1°); 70,3 d, J(CH,P) = 6,4
(CH); 65,6 (C-2"); 65,4 d, J(1,P) = 164,0 (C-1); 23,9 d, J(CH3,P) = 3,8 (CH3); 23,8 d,
J(CH3,P) = 4,5 (CH3). Pro C1gH29NgOsP (452,4) vypocteno (%): C 50,44; H 6,46; N 18,57,

nalezeno (%): C 50,35; H 6,40; N 18,54. MS ESI(+), m/z (%): 453 [M'] (100), 475 [M*Na]
(95).

5.7.22. Priprava diisopropyl-((2-((2,6-diamino-5-fenylazopyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)-
methyl)fosfonatu (111)

Pro tuto pfipravu byl vyuzit univerzalni postup, tak jak je popsan v sekci 5.7.3., vychazejici z
1 mmol vychozi latky 110. Izolace byla provedena téZ v souladu s postupem 5.7.3. Bylo
ziskano 292 mg (76% teorie) latky 111.
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((2-((2,6-Diamino-5-fenylazopyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonova kyselina (111):
modro-fialové krystalicka latka, b.t. >250 °C. *H NMR (D,0+NaOD): 7,58 m, 2 H, (H-2"");
7,46 m, 2 H, (H-3""); 7,39 m, 1 H, (H-4""); 4,50 m, 2 H, (H-2"); 3,96 m, 2 H, (H-1"); 3,57 d,
2 H, J(1,P) = 8,3 (H-1). *C NMR (D,0+NaOD): 168,5 (C-4"); 162,4 (C-2""); 156,6 (C-6"");
152,9 (C-1"); 129,8 (C-37"); 129,7 (C-4>""); 121,9 (C-2°""); 112,2 (C-5"); 70,8 d, J(1°,P) =
9,2 (C-1); 69,6 d, J(1,P) = 149,6 (C-1); 66,7 (C-2°). Pro C13H17NsOsP (368,3) vypoéteno
(%): C 42,40; H 4,65; N 22,82; nalezeno (%): C 42,45; H 4,90; N 22,67. MS ESI(-), m/z (%):
367 [M] (100).

5.7.23. Piiprava 2,4-diamino-6-(2-((diisopropoxyfosforyl)methoxy)ethoxy)pyrimidin-5-
ylsulfatu sodného (112)

Pro tuto reakci byl puzit obecny postup pro oxidaci pyrimidinti (do polohy 5) popsany
v literatuie™®®. Do banky bylo pfedlozeno 696 mg (2 mmol) latky 34, 502 mg (2,2 mmol)
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(NH4)2S20s, 20 ml DMF a 10 ml vody. Tato smés byla zahtivana na 60 °C po dobu 4 hodin,
béhem kterych doslo k plné konverzi. Ziskana reakéni smés byla po odpaieni délena
gradientovou sloupcovou chromatografii (silikagel; chloroform/methanol, 90/10 az 70/30). Po
odpareni frakci obsahujicih pozadovany produkt bylo k odparku ptidano 20 ml diethyletheru a
tato smés byla vystavena ptsobeni ultrazvuku po dobu 10 minut. Ziskané snéhove bilé
krystaly byly odsaty a promyty 2x 10 ml diethyletheru. Po dikladném vysuSeni ve vakuové
susarné bylo ziskano 625 mg (62% teorie) latky 112.
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2,4-Diamino-6-(2-((diisopropoxyfosforyl)methoxy)ethoxy)pyrimidin-5-ylsulfat sodny
(112): bila krystalicka latka, b.t. >250 °C. *H NMR (DMSO-ds): 7,66 bs, 2 H, (NH,): 7,26 bs,
2 H, (NH,):; 4,58 dsept, 2 H, J(CH,P) = 7,7, J(CH,CHs) = 6,2 (CH): 4,43 m, 2 H, (H-1°); 3,81
d,2H,J(1”,P)=8,1(H-1"); 3,80 m, 2 H, (H-2°); 1,24 d, 6 H, J(CH3,CH) = 6,2 (CH3); 1,22
d, 6 H, J(CH3,CH) = 6,2 (CHs). *C NMR (DMSO-d¢): 164,1 (C-4); 159,4 (C-6); 151,3 (C-2);
109,3 (C-5); 70,5 d, J(2’,P) = 11,4 (C-27); 70,3 d, J(CH,P) = 6,4 (CH); 66,2 (C-1"); 65,3 d,
J(1,P) = 163,8 (C-1""); 24,0 d, J(CH3,P) = 3,8 (CHj3); 23,8 d, J(CH3,P) = 4,5 (CH3). Pro
C13H24N4OgPSNa+2H,0 (502,4) vypocteno (%): C 31,08; H 5,62; N 11,15; S 6,38; nalezeno
(%): C 31,22; H 5,43; N 11,07; S 6,14. MS ESI(+), m/z (%): 445 [M*(-Na)] (10), 467
[M*(Na)] (100), 489 [M*(Na)Na] (40).

5.7.24. Priprava diisopropyl-((2-((2,6-diamino-5-nitrosopyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)-
methyl)fosfonatu (113)

Do barky bylo piedlozeno 1392 mg (4 mmol) latky 34, 321 mg (4,64 mmol) NaNO; a 40 mli
vody. Tato smés byla ochlazena na 0 °C ledovou lazni. Nasledné bylo pomalu ptikapano 6 ml
kyseliny octové v 40 ml vody. Po 2 hodinach doslo k plné konverzi za vylouceni
pozadovaného produktu piimo z reakéni smési. Pevny produkt byl odsat a promyt 3x 50 ml

vody. Po dukladném vysuseni ve vakuové susarné bylo ziskano 1504 mg (kvantitativni
vytézek) latky 113.
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Diisopropyl-((2-((2,6-diamino-5-nitrosopyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonat (113):
modra krystalické latka, b.t. 75-76 °C. *H NMR (DMSO-dg): 10,06 bd, 1 H, J(gem) = 4,2 a
8,00 bd, 1 H, J(gem) = 4,2 (NH,); 7,82 bsa 7,78 bs, 2 H, (NH,); 4,64 m, 2 H, (H-2’); 4,57
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dsept, 2 H, J(CH,P) = 7,6, J(CH,CH3) = 6,2 (CH); 3,99 d, 2 H, J(1,P) = 8,3 (H-1); 3,94 m, 2
H, (H-1°); 1,21 d, 6 H, J(CHs,CH) = 6,2 (CHs); 1,18 d, 6 H, J(CHs,CH) = 6,2 (CH5). *C
NMR (DMSO-dg): 170,9 (C-4>"); 163,6 (C-2"); 151,0 (C-6"); 139,7 (C-5°"); 70,5 d, J(1°,P) =
12,0 (C-1°); 70,4 d, J(CH,P) = 6,1 (CH); 66,0 (C-2°); 65,2 d, J(1,P) = 164,1 (C-1); 24,0 d,
J(CHg,P) =3,3 (CHg); 23,8 d, J(CHg,P) =44 (CHg). Pro C13H24N506P (377,3) Vypoéteno
(%): C 41,38: H 6,41; N 18,56; nalezeno (%): C 41,33; H 6,32; N 18,36. MS ESI(+), m/z (%):
378 [M*] (25), 400 [M*Na] (100).

5.7.25. Priprava diisopropyl-((2-((2,5,6-triaminopyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)-
fosfonatu (114)

Do bariky bylo ptedlozeno 755 mg (2 mmol) latky 113 a 10 ml methanolu za vzniku temné
modrého roztoku. Za intenzivniho michani byl ptikapan roztok obsahujici 1392 mg (8 mmol)
NazS;04 a 20 ml vody. Béhem ptikapani doslo ke kompletnimu odbarveni reakéni smési (plna
konverze). Reakce byla dale michana 1 hodinu a poté byla pfimo extrahovana chloroformem
(6x 40 ml). Spojené organické frakce byly suseny bezvodym MgSQO4. Po odpateni
chloroformu bylo k ziskanému odparku ptidano 20 ml diethyletheru a tato smés byla
vystavena pusobeni ultrazvuku po dobu 10 minut. Ziskané snéhov¢ bilé krystaly byly odsaty a
promyty 2x 10 ml diethyletheru. Po dikladném vysuseni ve vakuové susarné bylo ziskano
612 mg (84% teorie) latky 114. Produkt podléha degradaci vzdusnym kyslikem. Pro
dlouhodobé¢ skladovani byla latka 114 pievedena na hydrochlorid, ktery uz je pIn¢ staly.
Samotna latka 114 byla rozpusténa v acetonu a k vzniklému roztoku byl ptidan jeden
ekvivalent HCI v diethyletheru za kvantitativniho vylouéeni ptislusného hydrochloridu.
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Diisopropyl-((2-((2,5,6-triaminopyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonat (114): na
vzduchu nestal4 bila krystalické latka (pIng stala jako hydrochlorid), b.t. 65-66 °C. '"H NMR
(DMSO-dg): 5,68 bs, 2 H, (NH,); 5,27 bs, 2 H, (NH,); 4,59 dsept, 2 H, J(CH,P) =7,7,
J(CH,CH3) = 6,2 (CH); 4,27 m, 2 H, (H-2"); 3,80 d, 2 H, J(1,P) = 8,2 (H-1); 3,79 m, 2 H, (H-
17); 3,34 bs, 2 H (NHy); 1,24 d, 6 H, J(CH3,CH) = 6,2 (CH3); 1,23 d, 6 H, J(CH3,CH) = 6,2
(CHs). *C NMR (DMSO-ds): 157,5 (C-4>); 155,7 (C-2”); 155,6 (C-6"); 100,3 (C-5°"); 71,3
d, J(1°,P) =11,9 (C-1°); 70,4 d, J(CH,P) = 6,3 (CH); 65,1 d, J(1,P) = 164,2 (C-1); 64,2 (C-2);
24,0 d, J(CH3,P) = 3,5 (CHs); 23,9 d, J(CH3,P) = 4,4 (CH3). Pro C13H26NsOsP (363,4)
vypocéteno (%): C 42,97; H 7,21; N 19,27; nalezeno (%): C 42,82; H 7,11; N 19,17. MS
ESI(+), m/z (%): 364 [M™] (100), 386 [M*Na] (60).

167



5.7.26. Priprava ((2-((2,6-diamino-5-(isopropylamino)pyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)-
methyl)fosfonové kyseliny (115)

Pro tuto ptipravu byl vyuzit univerzalni postup, tak jak je popsan v sekci 5.7.3., vychazejici z
1 mmol vychozi latky 114. Izolace byla provedena téZ v souladu s postupem 5.7.3. Bylo
ziskano 287 mg (89% teorie) latky 115.
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((2-((2,6-Diamino-5-(isopropylamino) pyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonova
kyselina (115): bila krystalicka latka, b.t. >250 °C. *"H NMR (D,0+NaOD): 4,38 m, 2 H, (H-
27);3,92m, 2 H, (H-1°); 3,56 d, 2 H, J(1,P) = 8,0 (H-1); 3,12 sept, 1 H, J(CH,CH3) = 6,4 (H-
1°°*); 1,07 d, 6 H, J(CH3,CH) = 6,4 (H-2">"). *C NMR (D,0+NaOD): 165,1 (C-4"); 161,4
(C-277); 159,3 (C-67"); 101,2 (C-5); 71,1 d, J(1’,P) = 8,3 (C-1"); 69,5 d, J(1,P) = 149,8 (C-
1); 66,2 (C-2°); 49,1 (C-1"""); 22,3 (C-2""). Pro C1oH20Ns0sP (321,3) vypocteno (%): C
37,39; H 6,27; N 21,08; nalezeno (%): C 37,43; H 6,24; N 20,87. MS ESI(+), m/z (%): 322
[M*] (100).

5.7.27. Priprava diisopropyl-((2-((2,6-diamino-5-jodpyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)-
fosfonatu (116)

Tato slouCenina byla pfipravena piesn¢ dle postupu popsané¢ho v literature!%?. 7 1392 mg (4
mmol) latky 34 bylo ziskano 1760 mg (93% teorie) latky 116.
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Diisopropyl-((2-((2,6-diamino-5-jodpyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonat (116):
bila krystalicka latka, b.t. 183-184 °C. 'H NMR (DMSO-de): 6,22 bs, 2 H, (NH.); 6,15 bs, 2
H, (NHy); 4,59 dsept, 2 H, J(CH,P) = 7,7, J(CH,CH3) = 6,2 (CH); 4,31 m, 2 H, (H-2"); 3,85 d,
2H,J(1,P)= 8,4(H-1);3,79m, 2H, (H-1"); 1,24 d, 6 H, J(CH3,CH) =6,3 (CH3); 1,23 d, 6
H, J(CH3,CH) = 6,3 (CH3). *C NMR (DMSO-ds): 167,3 (C-4""); 164,6 (C-6""); 162,5 (C-
2’);70,9d,J(1°,P) =12,2 (C-1"); 70,4 d, J(CH,P) = 6,2 (CH); 65,6 (C-2); 65,4 d, J(1,P) =
163,8 (C-1); 43,1 (C-5); 24,1 d, J(CH3,P) = 3,2 (CH3); 24,0 d, J(CH3,P) = 4,2 (CHg). Pro
C13H24N4O5PI (474,2) vypocteno (%): C 32,92; H 5,10; N 11,81; nalezeno (%): C 32,98; H
5,07; N 11,73. MS ESI(+), m/z (%): 475 [M"] (100).

NH,
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5.7.28. Priprava diisopropyl-((2-((2,6-diamino-5-thiokyanatopyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)-
methyl)fosfonatu (117)

Do banky bylo piedlozeno 10,45 g (30 mmol) latky 34, 11,66 g (120 mmol) KSCN, 100 ml
DMF a 8 ml pyridinu. Tato smés byla ochlazena na 0 °C ledovou lazni. Nasledn¢ byl pomalu
ptikapan roztok obsahujici 6,71 g (42 mmol) Br, v 30 ml DMF. Po 2 hodinach doslo k pIné
konverzi za caste¢ného vylouceni pozadovaného produktu piimo z reakéni smési. K reakéni
smési bylo ptidano 200 ml vody a ziskana smés byla piimo extrahovana chloroformem (6x
100 ml). Spojené chloroformové extrakty byly prefiltrovany pies vrstvu silikagelu (3 cm),
ktera byla jesté promyta 50 ml smési chloroform/methanol (85/15). Spojené organické frakce
byly odpateny na vakuové rotac¢ni odparce. K ziskanému odparku bylo ptidano 50 ml
diethyletheru a tato smés byla vystavena ptisobeni ultrazvuku po dobu 10 minut. Ziskané
sn¢hove bilé krystaly byly odsaty a promyty 2x 20 ml diethyletheru. Po dikladném vysuseni
ve vakuové suSarné bylo ziskano 11,85 g (97% teorie) latky 117.
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Diisopropyl-((2-((2,6-diamino-5-thiokyanatopyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonat
(117): bila krystalicka latka, b.t. 78-80 °C. *H NMR (DMSO-dg): 6,94 bs, 2 H, (NH,); 6,64 bs,
2 H, (NHy); 4,59 dsept, 2 H, J(CH,P) = 7,7, J(CH,CH3) = 6,2 (CH); 4,40 m, 2 H, (H-2); 3,84
d,2H,J(1,P)=8,3(H-1);3,83m, 2 H, (H-1°); 1,24 d, 6 H, J(CH3,CH) = 6,2 (CH3); 1,23 d, 6
H, J(CH3,CH) = 6,2 (CH3). **C NMR (DMSO-ds): 169,2 (C-4°"); 165,9 (C-6"); 163,2 (C-
2); 112,3 (C-5’); 70,9 d, J(1°,P) = 12,1 (C-1°); 70,4 d, J(CH,P) = 6,2 (CH); 65,6 (C-2");
65,3 d, J(1,P) = 164,0 (C-1); 24,1 d, J(CH3,P) = 3,1 (CHs3); 23,9 d, J(CH3,P) = 4,2 (CHj).
Signal pro uhlik z SCN skupiny nebyl nalezen. Pro C14H24Ns0sPS (405,4) vypocteno (%): C
41,48; H5,97; N 17,27; S 7,91; nalezeno (%): C 41,54; H 6,00; N 17,21; S 7,82. MS ESI(-),
m/z (%): 404 [M] (100).

5.7.29. Priprava isopropyl-((2-((2,6-diamino-5-(isopropylthio)pyrimidin-4-yl)oxy)-
ethoxy)methyl)fosfonatu sodného (118)

Do banky bylo ptedlozeno 8§10 mg (2 mmol) latky 117, 624 mg (8 mmol) nového Na,S a 100
ml vody. Tato suspenze byla zahiivana k varu po dobu 1 hodiny (béhem které doslo

k rozpusténi a plné konverzi). Po odpafeni byla ziskana reakéni smés ¢isténa gradientovou
sloupcovou chromatografii (silikagel; chloroform/methanol, 90/10 az 70/30). Frakce
obsahujici pozadovany produkt byly spojeny a odpateny. K ziskanému odparku bylo ptidano
10 ml diethyletheru a tato smés byla vystavena plisobeni ultrazvuku po dobu 10 minut.
Ziskané sn¢hové bilé krystaly byly odsaty a promyty 2x 10 ml diethyletheru. Po dikladném
vysuseni ve vakuové susarné bylo ziskano 586 mg (73% teorie) latky 118.
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Isopropyl-((2-((2,6-diamino-5-(isopropylthio)pyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonat
sodny (118): bila krystalicka latka, b.t. >250 °C. 'H NMR (DMSO-dg): 6,24 bs, 2 H, (NHy);
6,17 bs, 2 H, (NH>); 4,29 dsept, 1 H, J(CH,P) = 8,5, J(CH,CH3) = 6,2 (OCH); 4,26 m, 2 H,
(H-2°); 3,69 m, 2 H, (H-1°); 3,38 d, 2 H, J(1,P) = 8,0 (H-1); 2,99 sept, 1 H, J(CH,CH3) = 6,7
(SCH); 1,11 d, 6 H, J(CH3,CH) = 6,7 (SCH-CH3); 1,09 d, 6 H, J(CH3,CH) = 6,2 (OCH-CHy3).
3C NMR (DMSO-ds): 169,9 (C-4°"); 167,3 (C-67); 162,0 (C-27); 78,6 (C-57); 71,0 d,
J(1’,P) =9,9 (C-17); 68,7 d, J(1,P) = 154,0 (C-1); 65,9 d, J(CH,P) = 5,2 (CH); 64,8 (C-2°);
37,6 (SCH); 24,8 d, J(CH3,P) = 3,6 (OCH-CHj3); 22,9 (SCH-CHj3). Pro Ci3H24N4OsPSNa
(402,4) vypocteno (%): C 38,80; H 6,01; N 13,92; nalezeno (%): C 38,59; H 6,24; N 13,78.
MS ESI(-), m/z (%): 379 [M'(-Na)] (80), 401 [M"(Na)] (100); ESI(+), m/z (%): 381 [M*(-Na)]
(10), 403 [M*(Na)] (15), 425 [M*Na(Na)] (100).

5.7.30. Priprava ((2-((2,6-diamino-5-(isopropylthio)pyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)-
fosfonové kyselin (119)

Pro tuto pfipravu byl vyuzit univerzalni postup, tak jak je popsan v sekci 5.7.3., vychazejici z
1 mmol vychozi latky 118. Izolace byla provedena téz v souladu s postupem 5.7.3. Bylo
ziskano 273 mg (81% teorie) latky 119.
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((2-((2,6-Diamino-5-(isopropylthio)pyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonova kyselina
(119): bila krystalick4 latka, b.t. >250 °C. *H NMR (D,0+NaOD): 4,42 m, 2 H, (H-2’); 3,91
m, 2 H, (H-1°); 3,55 d, 2 H, J(1,P) = 8,2 (H-1); 3,11 sept, 1 H, J(CH,CH3) = 6,7 (H-1""); 1,16
d, 6 H, J(CH3,CH) = 6,7 (H-2"). **C NMR (D,0+NaOD): 170,4 (C-4""); 167,1 (C-6"");
161,8 (C-2); 80,7 (C-5"); 70,4 d, J(1°,P) =9,0 (C-17); 69,0 d, J(1,P) = 149,7 (C-1); 65,7 (C-
2°); 38,3 (C-1""); 21,9 (C-2""). Pro C1oH19N4OsPS (338,3) vypocteno (%): C 35,50; H 5,66;
N 16,56; nalezeno (%): C 35,71; H 5,73; N 16,53. MS ESI(+), m/z (%): 339 [M*] (100), 361
[M*Na] (10).
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5.7.31. Priprava S-(2,4-diamino-6-(2-((diisopropoxyfosforyl)methoxy)ethoxy)pyrimidin-
5-yl)thiosulfatu sodného (120)

Do baiky bylo piedlozeno 810 mg (2 mmol) latky 117, 1986 mg (8 mmol) Na,S;03.5H,0 a
100 ml vody. Tato suspenze byla zahtivana k varu po dobu 2 hodin (b&éhem kterych doslo

k rozpusténi a plné konverzi). Po odpateni byla ziskana reakéni smés ¢isténa gradientovou
sloupcovou chromatografii (silikagel; chloroform/methanol, 90/10 az 70/30). Frakce
obsahujici pozadovany produkt byly spojeny a odpafeny. K ziskanému odparku bylo ptidano
10 ml diethyletheru a tato smés byla vystavena ptisobeni ultrazvuku po dobu 10 minut.
Ziskané sn¢hove bilé krystaly byly odsaty a promyty 2x 10 ml diethyletheru. Po dikladném
vysuseni ve vakuové susarné bylo ziskano 898 mg (87% teorie) latky 120.

S-(2,4-Diamino-6-(2-((diisopropoxyfosforyl)methoxy)ethoxy)pyrimidin-5-yl)thiosulfat
sodny (120): bila krystalickd latka, b.t. >250 °C. "H NMR (DMSO-ds): 6,78 bs, 2 H, (NH,);
6,70 bs, 2 H, (NH>); 4,58 dsept, 2 H, J(CH,P) = 7,7, J(CH,CH3) = 6,2 (CH); 4,32 m, 2 H, (H-
1%);3,83d,2H,J(1°,P) =8,2 (H-1); 3,77 m, 2 H, (H-2); 1,23 d, 6 H, J(CH3,CH) = 6,2
(CHs); 1,22 d, 6 H, J(CH3,CH) = 6,2 (CH3). *C NMR (DMSO-ds): 169,3 (C-4); 164,4 (C-6);
159,7 (C-2); 81,4 (C-5); 70,8 d, J(2’,P) = 12,0 (C-2"); 70,4 d, J(CH,P) = 6,3 (CH); 65,5 (C-
1%); 65,3 d, J(1”°,P) = 163,6 (C-1""); 24,1 d, J(CH3,P) = 3,7 (CH3); 24,0 d, J(CH3,P) =4,5
(CHa). Pro C13H24N40gPS;Na+2H,0 (518,5) vypoéteno (%): C 30,12; H 5,44; N 10,81;

S 12,37; nalezeno (%): C 30,23; H 5,52; N 10,76; S 12,20. MS ESI(+), m/z (%): 461 [M"(-
Na)] (30), 483 [M*(Na)] (85), 505 [M*(Na)Na] (100). HR-MS ESI (+) pro Ci3sH»sN40gPS;
vypocteno: 461,0930; nalezeno: 461,0941; pro Ci3H25N4OsPS;Na vypoéteno: 483,0749;
nalezeno: 483,0751; pro Ci13H24N4OsPS,Na, vypoéteno: 505,0569; nalezeno: 505,0561.

5.7.32. Pipravy diesterd 5-(alkylthio)-PMEO-DAPy (121-124)

Do vyzihavé a vysekurované reakéni banky bylo pod natokem argonu piedlozeno 810 mg (2
mmol) latky 117, 809 mg (4 mmol) P(Bu)s; a 10 ml piislusného suchého alkoholu. Reakéni
smés byla nasledné michdna 12 hodin za laboratorni teploty (béhem ¢ehoz doslo k plné
konverzi). Prebytek alkoholu byl v piipadé methanolu a ethanolu odstranén odpafenim
reakéni smési. V pripad€ pouziti ethylenglykolu a benzylalkoholu bylo vyuZzito zachyceni
pozadovaného produktu na iontoméni¢i DOWEX D50x8 v H' cyklu (jak je popsano v sekci
5.7.1.). Pfebytek alkoholu byl vyplaven 50% vodnym ethanolem. Pozadovany produkt byl
nasledné eluovan 5% amoniakem v 50% vodném ethanolu. Ziskany roztok byl odparen na
vakuové rotacni odparce. Tyto ziskané odparky (dva dle tohoto postupu a dva ziskané pfimym
odpafenim reak¢ni smési) byly Cistény gradientovou sloupcovou chromatografii (silikagel;
chloroform/methanol, 98/2 az 90/10). Frakce obsahujici pozadovany produkt byly vzdy
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spojeny a odpafeny. Po dikladném vysuseni ve vakuové susarné bylo ziskano: 724 mg (92%
teorie) latky 121 (pfi reakci s methanolem), 726 mg (89% teorie) latky 122 (pii reakci s
ethanolem), 641 mg (75% teorie) latky 123 (pii reakei s ethylenglykolem) a 741 mg (79%
teorie) latky 124 (pfi reakci s benzylalkoholem).
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Diisopropyl-((2-((2,6-diamino-5-(methylthio)pyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonat
(121): bezbarva olejovita latka. "H NMR (DMSO-ds): 6,32 bs, 2 H, (NH,); 6,14 bs, 2 H,
(NH>); 4,59 dsept, 2 H, J(CH,P) = 7,7, J(CH,CH3) = 6,2 (CH); 4,33 m, 2 H, (H-2"); 3,85, 2
H, J(1,P) = 8,4 (H-1); 3,80 m, 2 H, (H-1°); 2,04 5, 3 H, (H-1"""); 1,23 m, 12 H, (CH3-iPr). *C
NMR (DMSO-ds): 169,2 (C-4’’); 166,3 (C-6"); 161,9 (C-2°); 80,6 (C-5"); 71,0 d, J(1°,P) =
12,1 (C-1°); 70,3 d, J(CH,P) = 6,2 (CH); 65,3 d, J(1,P) = 164,2 (C-1); 64,9 (C-2°); 24,0 d,
J(CH3,P) = 3,4 (CHs-iPr); 23,9 d, J(CH3,P) = 4,4 (CH3-iPr); 17,9 (C-1""). Pro C14H27N4OsPS
(394,4) vypocteno (%): C 42,63; H 6,90; N 14,20; nalezeno (%): C 42,50; H 6,91; N 14,14,
MS ESI(+), m/z (%): 395 [M™] (100), 417 [M*Na] (40).
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Diisopropyl-((2-((2,6-diamino-5-(ethylthio)pyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonat
(122): bezbarva olejovita latka. "H NMR (DMSO-ds): 6,29 bs, 2 H, (NH,); 6,15 bs, 2 H,
(NHy); 4,59 dsept, 2 H, J(CH,P) = 7,7, J(CH,CH3) = 6,2 (CH); 4,31 m, 2 H, (H-2"); 3,85d, 2
H, J(1,P) = 8,3 (H-1); 3,79 m, 2 H, (H-1"); 2,48 q, 2 H, J(CH,,CH3) = 7,4 (H-1""’); 1,23 m,
12 H, (CHs-iPr); 1,07 t, 3 H, J(CH3,CH>) = 7,4 (H-2>>). **C NMR (DMSO-dg): 169,6 (C-4");
167,0 (C-6"); 161,9 (C-2""); 78,3 (C-5"); 71,0 d, J(1°,P) = 12,0 (C-1"); 70,3 d, J(CH,P) = 6,2
(CH); 65,3 d, J(1,P) = 164,3 (C-1); 64,3 (C-2); 28,0 (C-1"); 24,0 d, J(CH3,P) = 3,5 (CHj3-
iPr); 23,9 d, J(CH3,P) = 4,3 (CHs-iPr); 14,5 (C-2""). Pro C15H29N4OsPS (408,5) vypoéteno
(%): C 44,11; H 7,16; N 13,72; nalezeno (%): C 43,99; H 7,10; N 13,64. MS ESI(+), m/z (%):
409 [M*] (100), 431 [M*Na] (20).
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Diisopropyl-((2-((2,6-diamino-5-(2-hydroxyethylthio)pyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)-
fosfonat (123): bezbarva olejovita latka. 'H NMR (DMSO-dg): 6,35 bs, 2 H, (NH>); 6,16 bs, 2
H, (NH); 4,70 t, 1 H, J(OH,CH,) = 5,7 (OH); 4,60 dsept, 2 H, J(CH,P) = 7,7, J(CH,CH3) =
6,2 (CH): 4,32 m, 2 H, (H-2"); 3,85d, 2 H, J(1,P) = 8,3 (H-1); 3,79 m, 2 H, (H-1°); 3,41 m, 2
H, (H-2"); 2,52, 2 H, J(CH2,CHy) = 6,9 (H-1°""); 1,23 m, 12 H, (CH3-iPr). *C NMR
(DMSO-ds): 169,6 (C-4"); 167,2 (C-6’); 162,0 (C-2**); 78,4 (C-5); 71,0 d, J(1°,P) = 12,0
(C-1°); 70,4 d, J(CH,P) = 6,3 (CH); 65,3 d, J(1,P) = 164,3 (C-1); 64,9 (C-2°); 60,2 (C-2’"");
37,5(C-1"""); 24,0 d, J(CH3,P) = 3,5 (CHs-iPr); 23,9 d, J(CH3,P) = 4,3 (CH3-iPr). Pro
C15H29N4O6PS (424,5) vypocéteno (%): C 42,45; H 6,89; N 13,20; nalezeno (%): C 42,48; H
6,94; N 13,11. MS ESI(+), m/z (%): 425 [M'] (100), 447 [M*Na] (75).
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Diisopropyl-((2-((2,6-diamino-5-(benzylthio)pyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)-fosfonat
(124): bezbarva olejovita latka. '"H NMR (DMSO-dg): 7,25-7,15 m, 5 H, (Ph); 6,13 bs, 4 H,
(2x NHy); 4,59 dsept, 2 H, J(CH,P) = 7,7, J(CH,CH3) = 6,2 (CH); 4,23 m, 2 H, (H-2"); 3,85 d,
2H,J(,P)=83(H-1);3,75m, 2 H, (H-1"); 3,70 s, 2 H, (1°’); 1,21 d, 6 H, J(CH3,CH) = 6,0
(CH3-iPr); 1,20 d, 6 H, J(CH3,CH) = 6,3 (CH3-iPr). *C NMR (DMSO-dg): 169,6 (C-4");
166,6 (C-6’); 161,0 (C-2"’); 138,5 (C-1°""); 129,1 (C-2°""); 128,2 (C-3"""); 126,8 (C-47""");
78,6 (C-5); 71,0d, J(1°,P) = 12,1 (C-1°); 70,4 d, J(CH,P) = 6,4 (CH); 65,4 d, J(1,P) =
164,34 (C-1); 64,9 (C-27); 38,3 (C-1""’); 24,0 d, J(CH3,P) = 3,7 (CH3-iPr); 23,9 d, J(CH3,P) =
4,5 (CHs-iPr). Pro CzoH31N4OsPS (470,5) vypoéteno (%): C 51,05; H 6,64; N 11,91; nalezeno
(%): C 51,04; H 6,61; N 11,85. MS ESI(+), m/z (%): 471 [M*] (100), 493 [M"Na] (15).

HoN

5.7.33. Piipravy 5-(alkylthio)-PMEO-DAPYy (125-128)

Pro tyto ptipravy byl vyuzit univerzalni postup, tak jak je popsan v sekci 5.7.3., vychazejici z
1 mmol vychozi latky 121-125. Izolace byla provedena téz v souladu s postupem 5.7.3.
[zolované vytézky jsou uvedeny u kazdé slouceniny jednotlivé.

NH, |1
S
~
AL o B
H,N7 N7 Y07 """ 0H

((2-((2,6-Diamino-5-(methylthio) pyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonova kyselina
(125): ziskano 272 mg (88% teorie); bila krystalické latka, b.t. >250 °C. *H NMR

(D;0+NaOD): 4,41 m, 2 H, (H-2°): 3,92 m, 2 H, (H-1°); 3,63 d, 2 H, J(L,P) = 8,5 (H-1); 2,11
s, 3 H, (H-1"). *C NMR (D,0+NaOD): 170,1 (C-4"): 165,5 (C-6"); 161,1 (C-2"); 83,1 (C-
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5);70,8d, J(1’,P) = 10,4 (C-1); 68,9 d, J(1,P) = 151,5 (C-1); 66,4 (C-2"); 17,2 (C-1""). Pro
CgH15N4OsPS (310,3) vypocteno (%): C 30,97; H 4,87; N 18,06; nalezeno (%): C 30,78; H
4,94; N 17,87. MS ESI(+), m/z (%): 311 [M™] (100), 333 [M*Na] (35).

0
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((2-((2,6-Diamino-5-(ethylthio) pyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy) methyl)fosfonova kyselina
(126): ziskano 276 mg (85% teorie); bila krystalické latka, b.t. >250 °C. *H NMR
(D,0+NaOD): 4,38 m, 2 H, (H-2°); 3,90 m, 2 H, (H-1"); 3,66 d, 2 H, J(1,P) = 8,5 (H-1); 2,56
g, 2 H, J(CH,,CHs) = 7,4 (H-1°>); 1,10 t, 3 H, J(CH3,CH,) = 7,4 (H-2"""). °C NMR
(D,O+NaOD): 171,0 (C-4""); 164,8 (C-6’"); 160,9 (C-2°); 81,1 (C-5*"); 71,3 d, J(1°,P) = 10,9
(C-1°); 68,7 d, J(1,P) = 153,3 (C-1); 66,9 (C-2°); 28,5 (C-1"""); 14,7 (C-2"*). Pro
CoH17N4OsPS (324,3) vypocteno (%): C 33,33; H 5,28; N 17,28; nalezeno (%): C 33,42; H
5,28; N 17,17. MS ESI(+), m/z (%): 325 [M"] (100), 347 [M*Na] (20).

N7 0
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((2-((2,6-Diamino-5-(2-hydroxyethylthio)pyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonova
kyselina (127): ziskano 241 mg (71% teorie); bila krystalicka latka, b.t. >250 °C. *H NMR
(D,0+NaOD): 4,41 m, 2 H, (H-2); 3,91 m, 2 H, (H-1°); 3,65d, 2 H, J(1,P) = 8,6 (H-1); 3,62
t, 2 H, J(CH2,CHy) = 6,4 (H-2°"); 2,70 t, 2 H, J(CH,,CH,) = 6,4 (H-1""). *C NMR
(D,0+NaOD): 171,0 (C-47"); 166,2 (C-6"); 161,4 (C-2""); 80,7 (C-5*); 71,2 d, J(1°,P) = 10,9
(C-17); 68,8d, J(1,P) = 152,7 (C-1); 66,8 (C-2); 60,7 (C-2"""); 36,9 (C-1"""). Pro
CyH17N4O6PS (340,3) vypocteno (%): C 31,77; H 5,04; N 16,46; nalezeno (%): C 31,75; H
5,19; N 16,37. MS ESI(+), m/z (%): 341 [M™] (100), 363 [M*Na] (45).

3I||l

((2-((2,6-Diamino-5-(benzylthio)pyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonova kyselina
(126): ziskano 349 mg (90% teorie); bila krystalické latka, b.t. >250 °C. *H NMR
(D,O+NaOD): 7,27-7,21 m, 3 H, (H-3>>>a4’*’); 7,08 m, 2 H, (H-2>""); 4,08 m, 2 H, (H-2’);
3,72s,2 H, (H-1>"); 3,71 m, 2 H, (H-1°); 3,58 d, 2 H, J(1,P) = 8,5 (H-1). *C NMR
(D,O+NaOD): 171,2 (C-4""); 166,6 (C-6"); 161,8 (C-2"); 138,7 (C-1""); 129,7 (C-2"");
128,8 (C-3°"’); 127,7 (C-4""); 80,2 (C-5*); 70,9 d, J(1°,P) = 10,5 (C-1); 69,2 d, J(1,P) =
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151,6 (C-1); 66,5 (C-2); 38,1 (C-1"""). Pro C14H19N4OsPS (386,4) vypocteno (%): C 43,52; H
4,96; N 14,50; nalezeno (%): C 43,43; H 4,93; N 14,26. MS ESI(+), m/z (%): 387 [M"] (100),
409 [M*Na] (60).

5.7.34. Vznik diisopropyl-((2-((5-acetyl-2,6-diaminopyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy) methyl)-
fosfonatu (129)

Do vyzihané a vysekurované reakéni baiky bylo pod natokem argonu piedlozeno 950 mg (2
mmol) latky 116, 491 mg (5 mmol) trimethylsilylacetylenu, 280 mg (0,4 mmol)
[PACI>(PPhs)2], 190 mg (1 mmol) Cul, 20 ml suchého DMF a 1 ml suchého NEt;. Reakéni
smés byla nasledné michéana 12 hodin pfi zahfivani na 70 °C. Poté byla odpafena na vakuové
rotacni odparce. Ziskany odparek byl ¢istén gradientovou sloupcovou chromatografii
(silikagel; chloroform/methanol, 99/1 az 90/10). Frakce obsahujici poZzadovany produkt byly
spojeny a odpateny. K ziskanému odparku bylo pfidano 10 ml hexanu a tato smes byla
vystavena plisobeni ultrazvuku po dobu 10 minut. Ziskané snéhové bilé krystaly byly odsaty a
promyty 2x 10 ml hexanu. Po dikladném vysuSeni ve vakuové susarné bylo ziskano 498 mg
(64% teorie) latky 129.
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Diisopropyl-((2-((5-acetyl-2,6-diaminopyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonat (129):
bila krystalicka latka, b.t. 104-106 °C. *H NMR (DMSO-dg): 8,97 bs a 7,15 bs, 2 H, (NH,);
6,83 bs, 2 H, (NHy); 4,57 dsept, 2 H, J(CH,P) = 7,7, J(CH,CH3) = 6,2 (CH); 4,42 m, 2 H, (H-
2°);3,84m,2H, (H-1°);3,79d, 2 H, J(1,P) = 8,3 (H-1); 2,41s,3H, (H-2""); 1,22 d, 6 H,
J(CHs,CH) = 6,2 (CH3-iPr); 1,20 d, 6 H, J(CH3,CH) = 6,2 (CH3-iPr). **C NMR (DMSO-ds):
195,5 (C-1"); 170,0 (C-4"’); 165,7 (C-2""); 161,9 (C-6"); 91,7 (C-57"); 70,7 d, J(1°,P) = 11,9
(C-17); 70,2 d, J(CH,P) = 6,3 (CH); 65,0 d, J(1,P) = 164,7 (C-1); 64,8 (C-2"); 33,2 (C-2"");
23,9 d, J(CH3,P) = 3,7 (CHs-iPr); 23,8 d, J(CH3,P) = 4,3 (CH3-iPr). Pro C;5H,7N4Og6P (390,4)
vypoéteno (%): C 46,15; H 6,97; N 14,35; nalezeno (%): C 46,35; H 6,80; N 14,27. MS
ESI(+), m/z (%): 391 [M™] (100), 413 [M*Na] (90).

NH,

5.7.35. Piiprava ((2-((5-acetyl-2,6-diaminopyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonové
kyseliny (130)

Pro tuto reakci byl vyuzit univerzalni postup, tak jak je popsan v sekci 5.7.3., vychazejici z 1
mmol vychozi latky 129. Izolace byla provedena téz v souladu s postupem 5.7.3. Bylo
ziskano 297 mg (87% teorie) latky 130.
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((2-((5-Acetyl-2,6-diaminopyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonova kyselina (130):
bila krystalicka latka, b.t. >250 °C. *"H NMR (D,O+NaOD): 4,50 m, 2 H, (H-2"); 3,98 m, 2 H,
(H-1°); 3,56 d, 2 H, J(1,P) = 8,0 (H-1); 2,54 s, 3 H, (H-2"""). *C NMR (D,0+NaOD): 200,9
(CO); 172,1 (C-4""); 166,4 (C-6""); 163,0 (C-27"); 93,4 (C-5*); 70,9 d, J(1°,P) = 8,2 (C-1");
69,6 d, J(1,P) = 149,5 (C-1); 66,8 (C-2’); 33,1 (C-1"""). Pro CyH15sN4OsP+2H,0 (342,2)
vypocteno (%): C 31,58; H 5,60; N 16,37; nalezeno (%): C 31,63; H 5,43; N 16,28. MS
ESI(+), m/z (%): 343 [M"] (100), 365 [M"Na] (60).

5.7.36. Priprava tetraisopropyl-(((((2,2',6,6'-tetraamino-[5,5'-bipyrimidin]-4,4'-
diyl)bis(oxy))bis(ethan-2,1-diyl))bis(oxy))bis(methylen))bis(fosfonatu) (131)

Do vyzihavé a vysekurované reakéni bainky bylo pod natokem argonu piedlozeno 950 mg (2
mmol) latky 116, 952 mg (5 mmol) Cul, 291 mg (5 mmol) suchého KF a 20 ml suchého
DMEF. Reakéni smés byla nasledné michana 48 hodin pii zahfivani na 90 °C. Nasledn¢ byla
odparena na vakuové rotacni odparce. Ziskany odparek byl suspendovan ve vod¢ a
extrahovan 3x 50 ml chloroformu. Po vysusSeni a odpateni spojenych chloroformovych frakci
byla ziskana smés Cisténa gradientovou sloupcovou chromatografii (silikagel;
chloroform/methanol, 99/1 az 90/10). Frakce obsahujici poZadovany produkt byly spojeny a
odpaieny. Po dikladném vysusSeni ve vakuové susarn¢ bylo ziskano 435 mg (63% teorie)
latky 131.

Tetraisopropyl-(((((2,2',6,6'-tetraamino-[5,5'-bipyrimidin]-4,4'-diyl)bis(oxy))bis(ethan-
2,1-diyl))bis(oxy))bis(methylen))bis(fosfonat) (131): bezbarva olejovita latka. *H NMR
(DMSO-dg) 4,93 bs, 8 H, (NH,); 4,69 m, 6 H, (CH a 2’a); 4,18 ddd, 2 H, Jgem = 12,1,
J(2’b,1’a) =5,0, J(2°b,1°b) = 3,7 (2°b); 3,68-3,84 m, 8 H, (1 a 1°); 1,30 m, 24 H, (CHs). °C
NMR (DMSO-ds) 167,5 (C-4’); 163,5a 161,2 (C-2’ a6”); 82,32 (C-5); 71,5d, J(1’,P) =
12,8 (C-1°); 71,1da71,0d, J(CH,P) = 6,4 (CH); 65,8 d, J(1,P) = 168,2 (C-1); 64,5 (C-2");
24,0 m, (CH3). Pro CzsHsNgO10P2 (694,7) vypoéteno (%): C 44,95; H 6,95; N 16,13;
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nalezeno (%): C 44,71; H 6,73; N 15,86. MS ESI(+), m/z (%): 695 [M*] (80), 717 [M*Na]
(100).

5.7.37. Priprava (((((2,2',6,6'-tetraamino-[5,5'-bipyrimidin]-4,4'-diyl)bis(oxy))bis(ethan-
2,1-diyl))bis(oxy))bis(methylen))difosfonové kyseliny (132)

Pro tuto reakci byl vyuzit univerzalni postup, tak jak je popsan v sekci 5.7.3., vychazejici
z 0,5 mmol vychozi latky 131. Izolace byla provedena téz v souladu s postupem 5.7.3. Bylo
ziskano 295 mg (90% teorie) latky 132.
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(((((2,2',6,6'-Tetraamino-[5,5'-bipyrimidin]-4,4'-diyl)bis(oxy))bis(ethan-2,1-
diyl))bis(oxy))bis(methylen))difosfonova kyselina (132): bila krystalicka latka, b.t. >250 °C.
'H NMR (D,0+NaOD): 4,58 ddd, 2 H, J(gem) = 11,9, J(2’a,1°) = 6,5 a 3,6 (H-2’a); 4,19 ddd,
2 H, J(gem) = 11,9, J(2°’b,1’) =5,4a 3,6 (H-2°b); 3,79 m, 4 H, (H-1°); 3,45 m, 4 H, (H-1). ®*C
NMR (D,O+NaOD): 168,7 (C-4"’); 165,0 (C-2""); 162,9 (C-6"); 82,56 (C-5*); 71,2 d,
J(1’,P) =9,0 (C-1°); 69,8 d, J(1,P) = 149,9 (C-1); 66,3 (C-2"). Pro C14H24NgO10P2+7H,0
(652,4) vypocteno (%): C 25,77; H 5,87; N 17,17; nalezeno (%): C 25,57; H 5,83; N 17,09.
MS ESI(+), m/z (%): 527 [M*] (50), 549 [M"Na] (100).

5.7.38. Priprava ((2-((2,6-diamino-5-nitrosopyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonové
kyseliny (133)

Do banky bylo piedlozeno 985 mg (4 mmol) latky 35 a 40 ml 20% vodné kyseliny octové.
Tato smés byla ochlazena na 0 °C ledovou lazni. Nasledné bylo pomalu ptfikapano 516 mg
(4,4 mmol) isoamylnitritu (kazd4 kapka okamzité barvi reakéni smés do modra) a reak¢ni
smés byla michana a chlazena na 0 °C dale za vylu¢ovani modrého pevného produktu. Po 6
hodinéch jiz reakéni smés neobsahovala Zadnou vychozi latku. V reakéni smési bylo nésledné
pfidano 100 ml acetonu a pevny vylouceny produkt byl odsat a promyt 2x 10 ml vody, 2x 40
ml ethanolu a 2x 40 ml acetonu. Po dikladném vysuseni ve vakuové susarné bylo ziskano
1168 mg (kvantitativni vytézek) latky 133.

NH,
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((2-((2,6-Diamino-5-nitrosopyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonova kyselina (133):
zelena krystalickd latka (hydrat modry), b.t. >250 °C. *H NMR (D,O+NaOD): 4,67 m, 2 H,
(H-2"); 4,02 m, 2 H, (H-1°); 3,56 d, 2 H, J(1,P) = 8,3 (H-1). *C NMR (D,0O+NaOD): 171,2
(C-4); 164,7 (C-27’); 153,0 (C-6"); 138,5 (C-5’); 70,4 d, J(1°,P) = 9,5 (C-1°); 69,6 d, J(1,P)
= 149,8 (C-1); 67,8 (C-2’). Pro C7H12N506P (293,2) vypocteno (%): C 28,68; H 4,13; N
23,89; nalezeno (%): C 28,67; H 4,30; N 23,70. MS ESI(+), m/z (%): 294 [M'] (100), 316
[M*Na] (20).

5.7.39. Priprava hydrochloridu ((2-((2,5,6-triaminopyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)-
fosfonové kyseliny (134)

Do baiky bylo ptedlozeno 880 mg (3 mmol) latky 133, 3,5 ml 1M vodné kyseliny
chlorovodikové a 50 ml vody. Tato smés byla ochlazena na 0 °C ledovou lazni. Nasledné byla
reak¢ni nddoba vysycena argonem a pod natokem argonu bylo pfidano 60 mg hydrogena¢niho
katalyzatoru (10% Pd/C). Reak¢ni smés byla nasledné vysycena vodikem a cela nadoba byla
piipojena k zasobnimu gumovému balonku, jenz byl naplnén vodikem (hydrogenace
prakticky za atmosférického tlaku). B€hem jedné hodiny doslo k pIné konverzi. Hydrogenac¢ni
katalyzator byl odstranén dekantaci (opakovana 2x). Ziskany roztok byl bez zahiivani
zahustén na vakuové rotacni odparce na objem cca. 5 ml. K ziskané smési bylo ptidano 100
ml acetonu za vylouceni poZadovaného produktu. Ten byl ndsledné odsan na frit¢ a promyt 2x
30 ml acetonu a 2x 20 ml diethyletheru. Po dikladném vysuseni ve vakuové susarné bylo
ziskano 913 mg (91% teorie) latky 134.

Hydrochlorid ((2-((2,5,6-triaminopyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonové kyseliny
(134): bila krystalicka latka, b.t. >250 °C. 'H NMR (D,0+NaOD): 4,63 m, 2 H, (H-2"); 3,96
m, 2 H, (H-1°); 3,74 d, 2 H, J(1,P) = 8,6 (H-1). °C NMR (D,0+NaOD): 165,8 (C-4""); 154,8
(C-2); 151,8 (C-6"); 84,3 (C-5"); 70,9 d, J(1°,P) = 10,6 (C-1°); 67,9 (C-2°); 67,2 d, J(1,P) =
157,2 (C-1). Pro C;H15N50sPCI+H,0 (333,7) vypocteno (%): C 25,20; H 5,14; N 20,99;
nalezeno (%): C 25,43; H 5,18; N 20,89. MS ESI(+), m/z (%): 280 [M*] (100), 302 [M*Na]
(35).

5.7.40. P¥iprava ((2-((2,6-diamino-5-formylaminopyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)-
fosfonové kyseliny (135)

Do bartiky bylo ptedloZzeno 334 mg (1 mmol) latky 134, 296 mg (2 mmol) triethyl-
orthoformiatu a 20 ml vody. Tato smes byla michéna za laboratorni teploty dvé hodiny,
béhem kterych doslo k plné konverzi na pozadovany produkt. Ziskany roztok byl bez
zahtivani zahusStén na vakuové rotacni odparce na objem cca. 5 ml. K ziskané smési bylo
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pridano 100 ml acetonu za vylouc¢eni pozadovaného produktu. Ten byl nasledné odsan na frité
a promyt 2x 30 ml acetonu a 2x 20 ml diethyletheru. Po dikladném vysuSeni ve vakuové
susarné bylo ziskano 285 mg (93% teorie) latky 134.
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((2-((2,6-Diamino-5-formylaminopyrimidin-4-yl)oxy)ethoxy)methyl)fosfonova kyselina
(135): bila krystalicka latka, b.t. >250 °C. 'H NMR (D,0+NaOD): 8,23 s, 1 H, (CHO); 4,39
m, 2 H, (H-2°); 3,86 m, 2 H, (H-1°); 3,60 d, 2 H, J(1,P) = 8,5 (H-1). *C NMR (D,0+NaOD):
165,8 (C-4"’); 165,5 (CHO); 161,9 (C-2"’); 161,3 (C-6"); 89,0 (C-5*); 71,2 d, J(1°,P) = 10,5
(C-1°);69,0d, J(1,P) = 152,8 (C-1); 66,7 (C-2°). Pro CgH14N5O6P (307,2) vypocteno (%): C
31,28; H 4,59; N 22,80; nalezeno (%): C 31,46; H 4,37; N 22,64. MS ESI(-), m/z (%): 306
[MT (100), 328 [M'Na] (15).
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Abstract

An extensive overview of the current state of the research in the field of the development of
acyclic nucleoside phosphonates (ANPs) was elaborated, which quotes from 196 publications
in abstracted journals. A new microwave-assisted methodology for the preparation of dialky!l
haloalkylphosphonates was developed. Through strict control of the reaction temperatures in
microwave reactor, it was possible to lower the amount of the reactants all the way to the
ideal ratio of 1:1. With the use of a continuous-flow microwave reactor, it was possible to
prepare the key building blocks for the subsequent syntheses of ANPs in large quantities (100
g), which significantly accelerates research in this area. The new method was patented and
published.

While studying various ANP prodrugs, a new highly effective methodology for the
preparation of the diamides of ANPs was developed. The method starts directly from

ANP diesters, which react with trimethylsilyloromide to form the corresponding
bis(trimethylsilyl)esters of ANPs, which are well soluble in organic solvents and react
smoothly during the subsequent introduction of aminoacid esters. Moreover, the reaction with
trimethylsilylbromide protects the reactive groups present in the rest of the molecule and thus
prevents undesired side reactions. Furthermore, using this method new highly active diamides
of ANPs against HIV were prepared. The method was patented and accepted for publication.
While studying effect of the microwave irradiation on the reaction speed, a new method was
discovered for the hydrolysis of organophosphates and organophosphonates to the
corresponding phosphoric and phosphonic acids. This method has already been utilized for
the preparation of more than thirty ANPs even on multigram scales. The great advantage of
the method discovered is the fact that the course of the reaction can be followed practically
immediately by simple monitoring of the pressure changes in the reaction vessel. Moreover,
the methodology for the hydrolysis of diesters of phosphonates allows complete degradation
and deactivation of organophosphate and organophosphonate pesticides, insecticides,
herbicides, pollutants and nerve agents. The method has been patented and it will be
published soon. The main task of this work was to elaborate an alternative synthesis of
recently discovered PMEO-DAPY analogues (so-called ‘open-ring” ANPs). This task was also
successfully completed. A new method for the preparation of the parent PMEO-DAPy on

the 100 g scale was developed while eliminating laborious purification methods (the
publication is being prepared). Three alternative methods for the preparation of the desired 5-
substituted derivatives of PMEO-DAPY were developed. The first method exploits the gradual
building of the entire structure of the PMEO-DAPy from 5-substituted pyrimidines. The
second, synthetic way used direct modification of the position 5 of the pyrimidine ring by
substitution (electrophilic or radical) reactions carried out on the diester of the PMEO-DAPYy.
In the third method, the direct modification of position 5 of the pyrimidine ring occurs
directly on the PMEO-DAPY analogues themselves (i.e. on free phosphonic acids). Some of
the new derivatives (substituted in position 5 of the pyrimidine ring) exhibit micromolar and
submicromolar activities against viruses like HIV, VZV and HSV. A dramatic increase of the
antiviral activities was achieved by the transformation of the active compounds to their
lipophilic prodrugs, where some compounds showed activity towards VZV in concentrations
of tens of nM (the publication is being prepared).

195



