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Abstrakt

Znédmy glutaminovy antimetabolit 6-diazo-5-oxo-L-norleucin (DON) vykézal
slibnou protinddorovou aktivitu v fad¢ preklinickych i klinickych testii. Problémem
vsak byla jeho toxicita a od ni se odvijejici nezddouci vedlejsi ucinky. Cilem této
bakalaiské prace bylo pfipravit nova proléciva odvozend od struktury této latky, ktera
by mohla mit podobné protirakovinné ucinky a zaroven men$i negativni dopad
na lidsky organismus. Navazujici biochemické a biologické testy byly provedeny

ve spolupraci s kolegy z Johns Hopkins University v Baltimore (USA).

Kli¢ova slova: 6-diazo-5-oxo-L-norleucin (DON), proléciva, antimetabolit, ProTide

Abstract

The 6-diazo-5-oxo-L-norleucine (DON) is a glutamine antimetabolite, which has
shown promissing antitumor activity in preclinical and several clinical studies.
However, its high toxicity leading to gastrointestinal side effects prevented its further
development. The aim of this Bachelor thesis was to prepare DON prodrugs with
similar anticancer activity but less side effects. Biochemical and biological tests
of synthesized prodrugs were performed atJohns Hopkins University in Baltimore

(USA).

Key words: 6-diazo-5-oxo-L-norleucine (DON), prodrugs, antimetabolite, ProTide
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1.Uvod

6-Diazo-5-oxo-L-norleucin (DON, 1) je pfirodni latka izolované z ptidnich bakterii
Streptomyces nalezenych ve vzorku peruanské pady'? jiz v padesatych letech minulého
stoleti. Jeji protirakovinné ucinky byly prokazany v bunéénych kulturach, na zviratech
i v klinickém testu na lidech.””) Zaroveni vSak byly pozorovany nepiiznivé vedlejsi
ucinky, zejména v oblasti gastrointestinalniho traktu, vzhledem k nimz nelze latku
samotnou pouzit jako Ié¢ivo.

DON je antimetabolit L-glutaminu. Zasahuje do biochemickych drah jako je
biosyntéza purinovych a pyrimidinovych bazi ¢i biosyntéza aminokyselin, kde je
L-glutamin vyuzivan jako zdroj dusiku. DON piisobi jako sebevrazedny substrat
(z angl. suicide substrate), tedy ireverzibiln¢ inhibuje enzymy, které dané reakce
katalyzuji. Ptiklady téchto enzymil jsou karbamoylfosfat syntetdza ¢i mitochondridlni
glutaminaza.

Po zablokovani funkci enzym nema buiika moznost se dale délit, coz vede
k apoptoze. Timto jsou vSak ovlivnény nejen rakovinné buiiky, jejichz hlavnim zajmem
je pouze nekontrolovatelné déleni, ale také tkan, ktera je vystavena agresivhimu
prostfedi a musi se obménovat. Proto byly pfi klinické studii pozorovany nezadouci
ucinky v oblasti zazivaciho traktu.

Na zaklad€ téchto poznatkli vznikl ve spolupraci s Johns Hopkins University
(Baltimore, USA) projekt, ktery se zamétuje na piipravu novych proléciv DONu. Jeho
cilem je modifikace struktury proléciva tak, aby bylo prednostné metabolizovano
v rakovinnych buiikkdch a k uvoliovani DONu ve zdravych bunkach dochéazelo
co nejmén¢. DalS§imi faktory, které je tieba vyfesit, je distribuce latky do mista vyskytu

nadoru a jeji dostatecna stabilita béhem cesty na misto urceni.




2. Cile prace

a. Piiprava klicového intermediatu isopropyl (S)-2-amino-6-diazo-5-oxohexanoatu
pomoci metodiky vyvinuté a optimalizované na naSem pracovisti.
(0] (0]
v A~ Ao
NH,
b. Pfiprava dvou intermediatl obsahujicich chranény 4-substituovany butan-1-ol:
(9H-fluoren-9-yl)methyl(4-hydroxybutyl)karbamatu
a (9H-fluoren-9-yl)methyl-9-(4-hydroxybutyl)-9 H-purin-6-yl)karbamatu.

O. OJLH/\/\/OH \\fo/ @( \
o 0

c. Syntéza dvou fosfonati — isopropyl (29)-2-(((4-
-aminobutoxy)(fenoxy)fosforyl)amino)-6-diazo-5-oxohexanoatu a isopropyl
(25)-2-(((4-(6-amino-9 H-purin-9-yl)butoxy)(fenoxy)fosforyl)amino)-6-diazo-5-
-oxohexanoatu. Nalezeni syntetické cesty, optimalizace podminek a pfiprava
dostatecného mnozstvi obou derivatli (cca 50 mg) pro nasledné biologické

testovani.

NS NH
N N 0 peo
O 0-P=0 O\©
|
o NN
N
HoN = N/>

d. Charakterizace vSech pfipravenych derivati pomoci obvyklych spektralnich
metod ('H, 3'P, 3C NMR, IC, MS, HR(MS), teploty tani, optické rotace)
po izolaci produktl z reakénich smési v dostatecné Cistoté (>95%).

e. NavrZeni reak¢nich mechanismu provedenych reakci.
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3. Literarni cast

3.1 Chemické a fyzikalni vlastnosti 6-diazo-5-oxo-L-norleucinu
6-Diazo-5-oxo0-L-norleucin (DON, 1) je svétle zlutd az nazelenald krystalicka

latka, ktera byla poprvé izolovana v krystalické formé¢ v roce 1956 ze Streptomyces

ze vzorku perudnské pidy Henry W. Dionem.!) V této publikaci byla také poprvé

charakterizovéna.

Tato latka je nestabilni pfi vysSich teplotach a v silné bazickém a kyselém
prostiedi. Optimalni pH pro jeho stabilitu je 4,5-6,5. DON je dobfe rozpustny ve vodé,
vodnych roztocich alkoholi (MeOH, EtOH) a acetonu. Naopak v absolutnich
alkoholech je rozpustny velmi Spatné. Specifickd optickd rotace byla stanovena na
[0]*%p +21° (5,4% ve vodg). Infradervené spektrum vykazuje silné signaly v oblastech
3135, 3012, 2646, 2146 (diazoketon), 1629, 1587, 1517 a 1393 cm™. Diky volné
aminoskupiné na o-uhliku ve struktufe DONu Ize vyuzit dikazové reakce
s ninhydrinem za vzniku hnédého zbarveni.

o 5 O

N o
) OH

&7 NH,
1

Maux® studoval chovani O- a N- chranéného DONu za Kkatalyzy
metaloporfyriny (Ru, Fe), které predstavovaly model hemovych enzymt, aby tak docilil
lep$itho pochopeni chovani DONu in vivo. Pomoci téchto katalyzatorti se podafiilo
uskutecnit intermolekularni reakce jako je dimerizace ¢i cyklopropanace. Chovani
samotného DONu bez chréanicich skupin bylo sledovano pti reakci s Ru(CO)(TPPS)

ve vodé za vzniku kyseliny 5-keto-L-pipekolové 2.

Schéma 1: Reaktivita DONu za katalyzy metaloporfyriny.©®

0.
O//
(0]
N Q Q Ru(CO)(TPPS)
2WOH * N
Ha0 HN
NH,
O~ OH
1 2
(ON
/S\\
O O

Ru(CO)(TPPS)
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Pomoci LC-MS analyzy® bylo sledovano chovani DONu v prosttedi 3M HCI.
V ptitomnosti n-butanolu doslo k esterifikaci DONu za vzniku stabilniho chlorovaného
produktu, jehoz molekulovy vzorec byl ze ziskaného hmotnostniho spektra stanoven
na CioHi6CINO2 s navrzenou strukturou 3. Zaclenéni chlorového atomu do struktury
produktu bylo ziejmé z naméfenych hodnot v hmotnostnim spektru, kdy molekulovy
pik [M] (m/z 218,0942) a [M+2] ion (m/z 220,0912) byly v charakteristickém

isotopickém poméru 3:1.

Schéma 2: Reaktivita DONu v kyselém prostfedi v pfitomnosti #n-butanolu

s namé&fenymi hmotnostnimi spektry.®

O
o o n-BuOH
Noso oH O/\/\
3M HCI =N
NH,
Cl
1 3
» %10 6 | ” :<105.
g 12 He Y g 12 2180042
Q 14 =
et 08 8 ']
E 3 0.84
1-_). 064 E 064
2 o4y D 044
w021 n 024
0 I.| e L - A 0 | .
165 170 175 180 210 275 230 e

nvz 'z

Stabilita DONu byla déale studovdana pomoci LC-MS v kyselém vodném
prostiedi bez pfitomnosti n-butanolu. V naméfeném hmotnostnim spektru byla odectena
hodnota m/z 162,0316, kterd odpovida molekulovému vzorci C¢HsCINO». Navrzenou
strukturu 4 potvrzuje hodnota m/z, kterd zaroven odpovida molekulové hmoté¢ latky 3

bez butylu.
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Schéma 3: Derivatizacni reakce DONu v kyselém prostiedi bez pfitomnosti n-butanolu

s naméfenymi hmotnostnimi spektry.®

0 o) 0
N2\ —_—
OH
MOH 3M HCI )
NH,
Cl
1 4
6
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0.21 | ; @ 02
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Reaktivni aminoskupina latky 1 intramolekuldrné nukleofiln¢ atakuje karbonyl
diazoketoskupiny a dochazi kireverzibilnimu vytvofeni cyklického iminu 4

za souCasné¢ho odstoupeni molekuly vody. Mechanismus této pfemény je popsan

ve Schématu 4.

Schéma 4: NavrZeny mechanismus derivatizacni reakce DONu s 3M HCl bez

piitomnostni n-butanolu.®

&, i
©
No© o] o] N® ao 0 NsNC®5 0 o]
A, £ o~ "L,
H NH, NH, H H NH,
1
v
0 o]
H20 9 o]
OH A\ OH cl
ci =N cl =N ) MOH
. (OH H H H NH,
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3.2 Syntetické pristupy k DONu

V odborné literatufe bylo publikovano nékolik riiznych piistupti®® vedoucich
k syntéze 6-diazo-5-oxo-L-norleucinu. V nasledujicich odstavcich je popsano nékolik
znich vcetné¢ publikace, kterd se stala predlohou pro ptipravu zdkladniho skeletu 41
v mé praci. Nejveétsim problémem, se kterym se snazilo mnoho syntetickych skupin
zejména v pocatcich vypotadat, byly nizké vytézky.

DeWald a Moore® vychazeli ve své praci zanhydridu kyseliny
N,N-ftaloyl-L-glutamové 5.

Schéma 5: Syntéza DONu podle DeWalda a Moora s vychozi latkou 5.2 ©

N
\
0 0O 0 N N,
i i iv
O O 1 O O 1
N
N b 0 0
5 o N L
8

OH

o O
(0]
N
(@]
o & & H,N
5 6 7
"Reak¢éni podminky: (i) NaOMe, MeOH, 56%; (ii) a PCls, Et;O; b CH,N»; (iii) N.Hs, DCM;
(iv) a NaOH, MeOH, 0 °C; b HCI, 4%.

1

Latka 5 byla prevedena na methylester kyseliny N,N-ftaloyl-L-glutamové 6
esterifikaci methoxidem sodnym v methanolu. Sloucenina 6 byla dale pfevedena reakci
s PCls na chlorid kyseliny a nasledné na diazoketon 7 reakci s diazomethanem.
Ftaloylova skupina byla z latky 7 odstranéna reakci s hydrazinem v DCM. Vznikly
methylester 8 byl pfeveden na sodnou sl hydrolyzou ve vodném methanolu
obsahujicim NaOH. Naslednym okyselenim pomoci HCI na pH 6,5 byl ziskan DON 1
ve vytézku 4 %.

JinA DeWaldova a Moorova metoda® vychdzi zbenzylesteru kyseliny

2,5-dioxo-4-oxazolidinpropionové 9.
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Schéma 6: Syntéza DONu podle DeWalda a Moora s vychozi latkou 9. ©®

Bn N2 N
/ HO / \
O o)
o 0 o}
i i ii
HN HN ©
HN
HoN
O%\O o O%\O 0 O%\O 0 OH
9 10 1 1

PReakéni podminky: (i) Hz, Pd-C; (ii) a SOCl,; b CH,Np; (iii) H>O, NaOH, 5%.

Benzylester 9 je hydrogenaci za pouziti Pd/C debenzylovan a poskytuje
kyselinu 2,5-dioxo-4-oxazolidinopropionovou 10. Ta je dale pifevedena pomoci SOCl,
na chlorid kyseliny a nasledné reakci s diazomethanem na diazoketon 11.
Oxazolidinovy kruh latky 11 je v poslednim kroku bazicky otevien reakci s vodnym
NaOH za zisku DONu 1 ve vytézku 5%.

Schéma 7: Syntéza DONu podle DeWalda a Moora s vychozi latkou 7.%©)

(0]

N,

O~/ 0 N HoN N,
\
3 0 - 2HCI e}
o 0 i o 0 ii jii
N N
0— 0— 0 o
(6] (6]

HoN HoN

OH
7 12 13 1

OH

‘Reakéni podminky: (i) HCI; ftalimid draselny; (ii) HCl, H,O; (iii) NaOH, NaNO,, H,O, 8%.

DeWald a Moore publikovali® také piipravu racemické smési DONu. Pro tento
ucel byla aplikovana prvni z vySe uvedenych metod, kdy pouzitou vychozi latkou byl
methylester kyseliny N, N-ftaloyl-DL-glutamové 6 ptipraveny z DL- formy anhydridu S.
DON 1 byl také syntetizovan kyselou hydrolyzou methylesteru kyseliny
5-oxo-DL-diftalimidohexanové 12 za vzniku 2,6-diamino-5-oxohexanové kyseliny 13.
Naslednou diazotaci koncové aminoskupiny byla pfipravena latka 1 ve vytézku 8%.

Pettit a Nelson® popsali postup piipravy DONu vychazejici z komeréné

dostupného benzylesteru kyseliny glutamové 14 (viz Schéma 8). Volna a-aminoskupina

15



latky 14 byla nejprve ochranéna pomoci methylesteru kyseliny trifluoroctové a reakci
s tetramethylguanidinem byla karboxylova skupina pfevedena na methylester 15.
Hydrogenaci benzylesteru latky 15 katalyzovanou Pd/C doslo k deprotekci karboxylové
funkéni skupiny, a naslednym pifidavkem dicyklohexylaminu byla vytvofena
dicyklohexylamoniova stl 16. Ta byla plisobenim s oxalylchloridu pievedena na chlorid
kyseliny, ktery nasledné reakci s diazomethanem vytvofil diazoketon 17. Poslednim
krokem této syntézy byla deprotekce a-aminoskupiny a odstranéni methylesteru

v bazickém prostredi, naslednym okyselenim smési vznikl produkt 1.

Schéma 8: Syntéza DONu podle Pettita a Nelsona.? ©
o o _ 0 o
OWOH | owo/
NH, HN__O
14 15 F I F

F

o) o) O\ o) o)
(6] O N ® ©
Cow U Ul e I
No iv iii
OH | =— HN (0] HN O
FIF FIF

1 17 F 16
dReakéni podminky: (i) a methylester kys. trifluoroctové, TMG, 0 °C; b CH:N,, EtO, 0 °C, 90%;

(ii) a H», Pd/C, EtOH; b dicyklohexylamin, Et,O, 95%; (iii) oxalylchlorid, DCM, CH:N», 0 °C, 16%; (iv)
a NaOH, MeOH, 0 °C; b HCIl, 88%.

Coutts a Saint” optimalizovali podminky ptipravy DONu z vychozi latky
strukturniho typu 18. Jejich snahou bylo nalézt co nejvhodnéjsi chranici skupinu X
pro a-aminoskupinu, tedy takovou, ktera je odstranitelnd za podminek, které budou

kompatibilni se zachovanim diazo a ketoskupiny.
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Bylo vyuZito chranicich skupin #Boc a Fmoc v kombinaci s riznymi
substituenty R. Pyrrolidinonovy kruh latky 18 byl vzdy otevien pomoci lithné soli
TMSD v THF pfi nizkych teplotich kolem -100 °C za vzniku odpovidajici latky 19.
Vytézky téchto reakei byly velmi dobré, vétSina piekrocila 60%. Piehled pouzitych

substituentll a dosazenych vytézkl je uveden v Tabulce 1.

Tabulka 1: Pouzité substituenty a chranici skupiny pfi syntéze derivati DONu.* ()

R H H CO,Et | CO2CH,Ph | CO2t-Bu | COzEt | CO,CH2Ph
X t-Boc | Fmoc | #Boc t-Boc t-Boc Fmoc Fmoc
Vytézek (%) 60 69 66 71 75 72 61

“Vytézky jsou uvedeny po kapalinové chromatografii.

Nésledna deprotekce aminoskupiny probihala nejlépe pro latku 19
s navazanou chranici skupinou Fmoc, kdy substituent R pfedstavoval COzEt. Reakci

s piperidinem byl piipraven DON 1 ve vysokém vytézku 81%.

Schéma 9: Syntéza DONu podle Couttse a Sainta za vyuziti optimalizovanych

podminek.®

o _ o o ) o 0
A~ . Nay A~ " | Nay
I (6] (0] OH
(0] N\ _NH NH,
Fmoc Fmoc
20 21 1

'Reakéni podminky: (i) TMSD, BuLi, THF, -100 °C; (ii) a piperidin; b H,O.

Walker® ptipravil DON a jeho analogy, které byly dale testovany jako mozné
inhibitory glukosamin syntetazy (L-glutamin:D-frukt6za-6-fosfat amidotransferazy).
Vychazel zy-t-butylesteru kyseliny N-Fmoc-glutamové 22. Volnd a-karboxylova
skupina byla diazomethanem pievedena na methylester 23. V dal$im kroku byla ferc-
butylova skupina odstranéna v kyselém prostiedi TFA za vzniku latky 24. Reakci této
latky s isopropenyl-chlorformidtem v pfitomnosti baze N-methylmorfolinu byl vytvoten
pfislusny chlorid kyseliny, ktery byl bez izolace okamzité déle preveden reakci
s diazomethanem na diazoketon 25. Ten po deprotekci a-aminoskupiny a odstranéni

methylesteru pomoci 4M NaOH poskytl DON 1.
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Schéma 10: Syntéza DONu podle Walkera.& ®

(0] O . (0] (0] (0] O
Ao o AN i A
Fmoc/NH Fmoc/NH Fmoc/NH
22 23 24

(0] (0] (0] (@]
NZWOH iv Nzwo/
NHz Fmoc/NH
1 25

¢Reakéni podminky: (i) CHoN»; (ii) TFA/DCM, 1:1; (iii) a N-methylmorfolin, isopropenyl-chlorformiat,
0 °C; b CH2Ny; (iv) 4M NaOH.

3.3 Biologicka aktivita DONu

3.3.1 Metabolismus zdravé a rakovinné bunky

Strukturné je DON analog L-glutaminu. Jako takovy figuruje v mnoha
biochemickych drahach, v syntéze purinovych a pyrimidinovych bazi a v syntéze
proteint, kde je jako zdroj dusiku vyuZivan glutamin.® DON plisobi jako inhibitor
enzym, které vyuZivaji glutamin. A pravé na zaklad€ tohoto zjisténi je vysvétlovana
jeho protinadorova aktivita.

V roce 1924 vyslovil Warburg hypotézu,®'? dnes znamou jako Warburgiv
efekt, o rozdilném metabolismu zdravych a rakovinnych bun€k. Pro oba typy bunék je
hlavnim zdrojem dusiku glutamin a zdrojem uhliku, kysliku a vodiku glukéza.

Glukéza je vtéle odbourdvana glykolyzou na dv€é molekuly pyruvatu
za produkce dvou molekul ATP a dvou molekul NADH na jednu molekulu glukézy.
Pyruvat je dale pfenesen do mitochondrie, kde je vyuZit v Krebsové cyklu ke tvorbé
dalstho ATP a redukovanych forem koenzymi NADH a FADH». Ty jsou nasledné
vyuZity v respiraénim fetézci pro vytvoreni protonového gradientu a pro tvorbu dalSich
molekul ATP. V pribéhu procesu odbourani jedné molekuly glukézy, tedy spojenim
glykolyzy, Krebsova cyklu a dychaciho fetézce, je vytvoreno 36 molekul ATP. Glukoza

muze byt také pfesmerovana ve formé glukéza-6-fosfatu do pentdézofosfatového cyklu,
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kde dochédzi k vytvoreni NADPH, dilezit¢tho pro tvorbu mastnych kyselin,
a glukoza-5-fosfatu, ktery je vyuzit pro syntézu nukleotidi.

Glutamin je v mitochondrii pfeménén pies glutamat na o-ketoglutarat, cozZ je
jeden z meziproduktli Krebsova cyklu. Je také zdrojem dusiku pfi syntéze aminokyselin
a nukleotida.

Zdravé bunky tvoii energii pravé spfazenim glykolyzy, Krebsova cyklu a hlavné
dychaciho fetézce, ve kterém je vytvorena vétSina molekul ATP. U rakovinnych bunck
je tomu ale jinak. Jejich spotfeba glukozy i1 glutaminu je nékolikandsobné vyssi
ve srovndni se zdravou buitkou, kdy az 60% ATP vytvafi anaerobni glykolyzou,
zatimco Cinnost Krebsova cyklu a dychaciho fetézce je témét potlacena. Aktivuje se
tedy mechanismus anaerobni glykolyzy i1 pfesto, ze rakovinné bunky maji dostatek
kysliku. A€ se tato varianta miiZze zdat z pocatku energeticky nevyhodna, je tfeba vzit
v uvahu, Ze rychlost glykolyzy odptazené od Krebsova cyklu je az stonasobné vyssi,
proto i zisk ATP je ve vysledku vétsi. K tomu je vSak potieba jiz zminény vysoky
pijem glukézy. Cast&j§i vyuziti pentézofosfatového cyklu méa také vyhodu v tom,
ze se tvoii vice NADPH, které je nutné pro ¢innost glutathionu chrénicicho rakovinnou

bunku pted velkym mnozstvim uvoliujicich se radikala.

Obrizek 1: Schéma metabolismu zdravé buiiky.(!?

© o Metabolismus zdravé burnky

oxidativni

e stres
glukéza
5 ., pentdzofosfatovy nukleové
glukoza-6-fosfat cyklus / £ kyseliny
«Q o
Na, Q = / )-. lutamin
3 NADPH NADP g
ADP = NAD
H+ ATPD E (;NADH aminokyseliny

M1 glutamin
) -

pyruvat . =
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Obrizek 2: Schéma metabolismu rakovinné buiiky.?

& & Metabolismus rakovinné bunky

glukéza () g— o
= oxidativni
gukéza stres 4

=

. ., pentozofosfatovy nukleové
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Na* © 2_ s i
3, uopH Naoe g glutamin
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pH,L/ oH A At KL R lipidy ol
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NAD NADH

HCO,

nuklegvé
\_\kk_ysellnir)_/
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4 CO, + H,0= HCO + H*
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Glutamin potiebuje rakovinnd builka nejen pro syntézu aminokyselin
a nukleotidd, ale také pro udrzeni alespon ¢aste¢ného vyuzivani Krebsova cyklu, nebot’
nema piisun pyruvatu z glykolyzy. a-Ketoglutarat miize byt pfeménén na citrat a ten
pak na acetyl-CoA nutny pro syntézu lipidd. Zaroven si také zajisti ptisun NADH
a FADH; nutnych pro mitochondrialni respiraci.

DON v organismu ptsobi mimo jiné jako inhibitor enzymu s glutaminazovou
aktivitou.!V Tyto enzymy patfti do tfidy amidohydroldz a katalyzuji hydrolyzu
glutaminu (Gln) na kyselinu glutamovou (Glu) a amoniak. Struktura aktivnich mist
glutaminazovych domén se lisi u jednotlivych typi enzymii.

Jednim z ptikladii je glutaminaza z bakterii Pseudomonas Ptedpokladany
mechanismus navazani substratu enzymem je zobrazen v Obrazku 3. Aktivni misto této
glutaminazy je tvofeno kyselinou asparagovou, lysinem (Lys), dvéma threoniny (Thr)
a tyrosinem (Tyr). Asp a Lys udrzuji tvar aktivniho mista, naproti tomu Thr a Tyr
se pfimo ucastni reakce se substratem. Thr nejprve aktivuje diazoketon donaci protonu
ze své hydroxylové skupiny za tvorby diazoniového iontu (b) a nasledné nukleofilné
atakuje karbonyl takto aktivované latky 1 za vzniku tetraedrického intermediatu (c).
Vzapéti voda nukleofilné substituuje a-uhlik za odstoupeni molekuly dusiku ve formé

plynu. Inhibitor tak zlistane kovalentné navazan na enzymu (d,e).
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Obriazek 3: Pfedpokladany mechanismus inhibice glutaminazy z bakterii Pseudomonas

latkou 1.1V

Lys

o N N
.07 0 _--07 70 H - 0
HN-""5 HoN""g HzN""eo
The—~_H © 9 Th—_H © 9 Th—_ H © O
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Jinym ptikladem je glutamin-dependentni NAD" synthetdza,1? ktera obsahuje
celkem 8 glutamindzovych domén. V aktivnim misté kazdé zté&chto domén
(viz Obrazek 4) je mimo jinych aminokyselin pfipojen také cystein (Cysl76),
ktery nukleofiln¢ atakuje diazoketon 1 za odstoupeni molekuly dusiku. Tim vznika
kovalentni vazba mezi atomem siry cysteinu a uhlikovym atomem DONu a enzym je
tak DONem ireverzibiln€é inhibovan. Reakéni mechanismus této ireverzibilni inhibice

je uveden ve Schématu 11.
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Obriazek 4: Aktivni misto glutaminidzové domény glutamin-dependentni NAD"

synthetazy.(?

Tyr127
Glu177_,

Phe180
: "DON Phe130
¢ Glu132
Lys121 g i-ﬁ' O
Cys176 5
Glus2 Tyr58

Schéma 11: Mechanismus ireverzibilni inhibice glutamin-dependentni NAD"

synthetdzy DONem.!?)
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© © ©
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3.3.2 Klinicka studie vyuzivajici DON

Nejstarsi klinickd studie provedena na DONu byla publikovana® v roce 1957.
Pacienti byli lidé s riznymi druhy neodoperovatelnych nadorti ¢i dosud nelécitelnych
forem rakoviny v rtizn¢ pokrocilém stadiu nemoci a v riznych vé€kovych kategoriich
(17-70 let). Zkoumany vzorek populace byl tvofen 28 Zenami a 35 muzi, celkem tedy
63 pacienty. Latka byla pacientim poddvéna intravendézné ve fyziologickém roztoku
v koncentraci 5 nebo 10 mg/ml, nebo oralné v kapslich plnénych laktézou obsahujicich
5 ¢ 10 mg DONu. Pacienti byli schopni tolerovat dlouhodobé davky mezi
0,1-0,3 mg/kg denn¢.
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Tabulka 2: Vysledky klinické studie vyuzivajici DON.®

Pocet Pocet Pocet pacientii
Pocet pacientu acientil s Zadnou Pocet pacientii
Diagnoza . o | s terapii P , regresi ani s
pacientu v . ~ | Sregresi o o
delSi nez . progresi hyperkalcemii*
2 tydny nadoru* nadoru*

Rakovina prsu 18 14 2 10 2
Brogcho genni 12 9 5 7 0
karcinom
Nadory
traviciho 7 6 1 5 0
traktu
Nadory
reproduk¢nich 8 5 1 4 0
organtl
Melanom 5 4 0 4 0
Ostatni nadory 6 4 0 2 2
Hodgkingtv 5 4 1 3 0
lymfom
Leukémie 2 1 0 1 0
Celkem 63 47 7 36 4

*Soucty jsou uvazovany z poctu pacientu s terapii delsi nez 2 tydny.

Tabulka 2 demonstruje vysledky této studie. Z celkového poctu 63 pacientti jich
bylo testovano pouze 47 po dobu del§i nez dva tydny. Zbylych 16 respondentti pak
ukoncilo uzivani DONu dfive vzhledem k velmi pokrocilému stddiu nemoci. U sedmi
jedinct bylo pozorovano zna¢né sniZeni velikosti nddoru. U skupiny 36 pacientl pak
nebyla prokazana Z4dna regrese nemoci, ale ani jeji dalsi vyvoj.

Béhem terapie DONem vSak byly pozorovany také nezadouci vedlejsi uCinky.
Toxicita DONu se projevila nejvyraznéji ve formé poSkozeni sliznice dutiny ustni,
ato v 83% piipadl. Dal$imi Castymi vedlejSimi Gcinky byly prijem (48%), Zaludecni
nevolnosti a zvraceni (30%) a krvaceni do zazivaciho traktu (16%). U ¢tyf pacientil
(6%) se projevila také hyperkalcemie. DalSimi studiemi bylo prokézano, ze adenin
potlacuje oralni toxicitu DONu, zatimco u ostatnich vedlejSich u€inkli toto tvrzeni
prokdzano nebylo. Na zaklad€ této studie nebylo mozné fici, Ze je DON vzhledem
k jeho toxicité idedlnim klinickym kandidatem pro 1écbu rakoviny. Na druhou stranu

vSak byla jasn¢ potvrzena jeho antitumorova aktivita u lidi. Proto byly vypracovany
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dalsi studie, kde je DON vyuzit v kombinaci s jinymi latkami, které by mély potlacit

jeho vedlejsi ticinky. (1319

3.4 Analogy DONu

DON nasel své uplatnéni zejména v kombinaci s jinymi latkami. Methotrexat 26
je znamé chemoterapeutikum.>-19 Piisobi jako inhibitor dihydrofolat reduktazy, ktera
se podili na tvorb¢ kyseliny tetrahydrofolové. Ta je zodpovédna za tvorbu purinovych
bazi, tedy v §ir§im pohledu dochazi k inhibici tvorby DNA. Gangjee'” hledal analogy
methotrexatu, které budou vykazovat vyssi selektivitu a odolnost. Jakakoli modifikace
v a-poloze vedla pouze ke snizeni biologické aktivity dané¢ho derivatu viici samotnému
methotrexatu. Pozitivni vysledky vSak vykazovala substituce y-karboxylu za diazoketon
¢i  chlormethylketon. Byly popsdny dva derivaty methotrexdtu, a to
4-amino-4-deoxy-N'’-methylpteroyl-(6-diazo-5-o0xo)-L-norleucin 27 a
4-amino-4-deoxy-N'’-methylpteroyl-(6-chlor-5-oxo)-L-norleucin ~ 28. U  obou
pripravenych latek byla zjiSténa znac¢na antifolatova aktivita. Latky 27 a 28 inhibovaly
rust leukemickych bun€k L-1210 v kultute z 50% v koncentraci 0,4 uM (27) a 0,2 uM
(28). Tyto dv¢ latky byly také identifikovany jako efektivni inhibitory syntézy
thymidylatu v L-1210 bunkéch in vitro.

H,N” N7 N

O<__OH
Ooﬂv I L}ﬁ
NH N X NH N cl
° N /©)LH o) " ° N @H o
SeN Sen
\ \ \ \
HzN)\N/ N” HZN)\N/ Nig

27 28

Jiné derivaty DONu piipravil Walker.® Tyto ltky se ukéazaly byt vhodnymi
inhibitory glukosamin syntetazy u Escherichia Coli. Glukosamin syntetaza patii mezi
aminotransferazy, které maji v aktivnim misté nukleofilni cystein. Na né¢j muze byt

ptfipojen DON. Walker hledal elektrofilni analogy glutaminu, které by byly vhodné&j$imi
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glutaminu 29, kterd se kovalentn¢ vaze na enzym. Lepsi vysledky nez samotny DON

vykazoval také brommethyl keton 30.

‘ (@] O O (0]
/SMOH BFMOH
NH, NH,
29 30

Ve snaze o snizeni toxicity DONu a zlepSeni distribuce slou¢eniny v organismu
byly v nasi skupiné riiznymi modifikacemi pfipraveny nové derivaty, tzv. proléciva
DONu."® Nejvice reaktivni funkéni skupinou této latky je diazoketon, ktery oviem neni
pro modifikaci vhodny, nebot vede k nestabilnim latkdm (ketaly) ¢i k latkam,
které se nepteméni na DON (cyklicky diazo-imin). Proto byly provadény strukturni
modifikace zbylych dvou funkénich skupin, tedy aminoskupiné a karboxylu.

Nejprve byly pripraveny jednoduché estery (ethyl 31a, isopropyl 31b) DONu,
které ovSem vykazovaly zna¢nou nestabilitu a ireverzibiln€ pfechazely (viz Schéma 12)
na cyklickou diazo-iminovou formu.

Schéma 12: Cyklizace ethylesteru DONu na diazo-imin.™ (1

O O O-R
|
N _R ~
ZWO - = Nox N e)
NH,
3l1aR=Et 32aR=Et
31b R =i-Pr 32bR =i-Pr

"Reakéni podminky: CH;CN, 60 °C, 2 h, 50%.

U Schiffovych bazi je tato preména v kyselém prostiedi reverzibilni. V tomto
pfipad¢ je tomu ale jinak, nebot’ Schiffovy baze 32a-b jsou stabilizovany nejen
vytvofenym pétiClennym cyklem, ale také pfipojenou diazoskupinou. K odstépeni

molekuly N2 dochézi az v extrémné kyselém prostiedi 1M HCI.
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Schéma 13: Stabilita Schiffovych bazi s ptfipojenou diazoskupinou.

N N
Ho N H N H.g+H
AN H* \N+H ;H+£ \N+H
lo) O O
0o (e} )” (e} )"

),_,

Z divodu zjisténé nestability byla tudiz maskovédna kromé karboxylu
1 aminoskupina. Primarné byly pouzity tfi série substituentll - (oxodioxolenyl)methyl
karbamaty (33a-b), dipeptidy (34a-d) a N-(pivaloyloxy)alkoxy-karbonyly (POM)
(35a-c¢). Zatimco vSechny tyto latky byly nestabilni v mysi plazmé&, kde byly zcela
metabolizovany béhem 60 minut, v opi¢i a lidské plazmé byla zkoumand proléiva
mnohem stabilnéjsi, zejména pak latky 35b a 35¢, které po 60 minutach inkuba¢ni doby
zustaly v nezménéné podobé v opici plazmé z 60-75% a v lidské plazmé z 80-90%.
Tyto latky jsou tedy moznymi klinickymi kandidaty pro 1écbu pacientti s multiformnim

glioblastomem (GBM) a jsou dale testovany.

O ? (0] O‘ O C‘)
NZWO/& Nzwo/& Nzwo/&
OYNH (@) NH OYNH
] 7.
HoNT "R, Ra “(O
o 0-._0O
6L
(0]
34a (R, = Et, R, = i-Bu)
34b (R, = i-Pr, R, = i-Bu) 35a (R; = i-Pr, Ry = H)
33a (R, = Et) 34c (R = Et, Ry = -CHp-3-indolyl)  35b (R, = Et, R, = Me)
33b (R4 = i-Pr) 34d (R4 = i-Pr, R, = -CH5-3-indolyl) 35¢ (R = i-Pr, R, = Me)

Vyvoj dalSich sérii proléciv byl zaméfen na neurokognitivni poruchy spojené
s HIV (HAND, HIV-associated neurocognitive disorders)!*2%. Jedna se o neurologické
poruchy rtizného charakteru projevujici se napiiklad poruchami feci ¢i motorickymi
problémy. Dochazi k poSkozeni mozkovych bunék virem HIV v disledku nadprodukce
glutamatu. DON sniZuje syntézu glutamatu v buiikdch postizenych HIV diky své
schopnosti inhibice glutamindzy a je tedy potencidlnim lékem. Diky své toxicité vSak

neni samostatné vyuzivan.
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Pro tucely mozné 1écby bylo navrzeno a syntetizovdno neckolik
N-(pivaloyloxy)alkoxy-karbonyl substituovanych derivati, které by se nemély rozpadat
na DON uz v plazmé, ale k samotné biotransformaci by m¢lo dojit az v mozku. Nejlepsi
vysledky  vykazoval isopropyl  6-diazo-5-oxo-2-(((fenyl(pivaloyloxy)methoxy)-
karbonyl)amino)hexanoat 36, ktery byl stabilni v praseci i lidské plazmé a v prasec¢im
mozkovém homogenéatu byl snadno biotransformovdn na DON 1. V provedenych
finalnich studiich na prasatech byl pfi pfiblizné stejné koncentraci latek 36 a 1 v mozku
pomér mozek:plazma u latky 36 9,3krat vyssi nez u latky 1. To jednoznacné vypovida

o pomalej$im uvoliiovani latky 36 do plazmy.

o?oo\\o/
L~
%oo N ON2

36

Graf 1: A) Koncentrace latek 1 a 36 v mozku prasete 60 min po podani; B) Pomér
mozek:plazma latek 1 a 36 60 min po podani.

A) B) <
Koncentrace v mozku Pomér mozek:plazma

60 min po podani

[DON] mmol/ml

DON (1) 36

DON (1) 36

Tabulka 3: Koncentrace latek 1 a 35 v mozku, plasmé a CSF prasete 60 min po podani
(ekvivalent 1,6 mg/kg).

Mozek Plazma CSF
(nmol/g) (nmol/ml) (nmol/ml)
Latka Celkem volny celkem volny celkem
1 5,15+ 1,40 | 0,464 +0,126 | 412+122 | 32,5+9,64 0,252
36 5,90 + 0,590 | 0,531 +0,053 | 4,88+1,50 | 3,86+ 1,19 1,10
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Tabulka 4: Poméry mozek:plazma u latek 1 a 35 v praseti 60 min po podéni
(ekvivalent 1,6 mg/kg).

, Mozek:plazma

Litka celkem:celkem volny:volny
1 0,148 + 0,078 0,017 £0,001
36 1,38 + 0,544 0,157 + 0,062
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4. Vysledky a diskuse

4.1 ProTide pristup

Pro objasnéni volby pfipravy novych proléciv je tfeba na zacatek vysvétlit
ocekavany metabolismus téchto latek v organismu.

Prolé¢iva oznacovana jako ProTide®! jsou nukleosidové analogy monofosfati
a monofosfonat. Hydroxyly jejich monofosfatovych ¢i monofosfonatovych skupin jsou
maskovany aromatickym substituentem a esterem aminokyseliny, ktery je pak v buiice

enzymaticky Stépen za uvolnéni nukleosid monofosfatu, resp. nukleosid monofosfonatu.

X
( nukleosidovy analog) o Q
Y-p-0
HN R4
Y =0/C o:]/io/ R

Koncept struktury a metabolismu ProTide proléciv poprvé publikoval
prof. McGuinan.®? Piikladem latek zaloZenych na tomto principu jsou antivirové
ProTidy Tenofovir Alafenamid (Tenofovir je latka pfipravend ceskym védcem
prof. Holym a jeho vé&deckou skupinou)@! a Sofosbuvir, které byly isp&$né schvéleny

FDA (Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv) a uvedena na trh.

LD 0
WS
_ 0,0 NH
9 o\) SN WS
o:F:—/ O:(\N\ 0— o N0
”NI S e
Tenofovir Alafenamid Sofosbuvir
ProTide prolécivo vstoupi do bunkky za pomoci pienasece ¢i pasivni difuzi.

Vné buniky k jeho St€peni nedochazi, nebot’ esterdzy lidské plazmy nejsou schopny

hydrolyzovat ester sekundarniho alkoholu. Uvnitf bunky je latka jiz esterdzami
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atakovana a jeji esterova vazba v aminokyselinovém fetézci je Stépena. Jako hlavni

esterdza ucastnici se hydrolyzy esterd ProTidu byl identifikovan katepsin A.

Schéma 14: Postulovany reak¢éni mechanismus ProTide proléCiv ukazany na ptikladu

ProTidu 2°,3"-didehydro-2",3"-dideoxythymidinu (d4T).?"

(0] (0]
; NH
e \fL/JN: esteriza _ . 30 \fi&
O~ vTo N™ 7O (katepsin A) :0__~ B g N~ 0 H
RN o =N o 1 o
H H :0-H
(0] . @] a: NH
. . 0 O\(P | /&
ProTide metabolit A

b-/l 'P\O
(d4T) -0 NH w
(@] O

o eo o | NH o o |
N2 z o\ /7
O & .o M o _enaym o L N
J= 0 9o N" 9o
O NH, o H
volny monofosfat metabolit C

Ve Schématu 14 je naznafen reakéni mechanismus metabolismu ProTidu
2",3’-didehydro-2’,3"-dideoxythymidinu (d4T). Po odstépeni esteru z molekuly ProTide
proléc¢iva dochdzi k nukleofilnimu ataku karboxylatu na fosfat za odstoupeni
aromatického substituentu a vytvofeni vysoce nestabilniho cyklického anhydridu B.
Ptistupujici voda mize s metabolitem B interagovat dvéma riznymi zptsoby, a to bud’
nukleofilnim atakem na fosfat (varianta a), nebo na karbonyl (varianta b). V obou
pfipadech miZeme ocekavat stejny produkt C, ktery je nasledné enzymaticky St€pen
za uvolnéni nukleosid monofosfatu.

Analogicky zplisob metabolismu je predpokladan 1 u naSich proléciv 50 a 58
(viz Schéma 15). Katepsin A ods$tépi isopropylester navazaného DONu. Poté dojde
k cyklizaci latky na nestabilni anhydrid A za odstoupeni aromatického substituentu -
fenolatu. Nasleduje nukleofilni atak vody na metabolit B za otevieni cyklu. Metabolit C
je enzymaticky Stépen za uvolnéni DONu 1. Zatimco u¢innou latkou je u ProTide

proléciv volny monofosfat, u naSich proléciv je to naopak odStépena aminokyselina.
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Volny fosfat je pouze pomocnou molekulou a G¢innou latkou je volny DON. Jedna se
tedy o tzv. reverzni ProTide.

Proléciva S50 a 58 se liSi navazanymi skupinami R. Oba substituenty
jsou zakonceny volnou aminoskupinou, kterd mize byt navazana na biologickou adresu,
coz je mala molekula, kterd se vaze na receptor ¢i transportér a pusobi pienos latky
dovnitt buniky. K pfednostnimu pienosu proléciva do rakovinnych buné¢k dochézi kvili

vysoké metabolické aktivité rostouci rakovinné tkane.

Schéma 15: Predpokladany mechanismus metabolismu latek 50 a 58.
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4.2 Priprava isopropylesteru 6-diazo-5-oxo-L-norleucinu

Pro pfipravu zamyslenych derivati DONu bylo potfeba nejprve syntetizovat
klicovy intermediat isopropylester 6-diazo-5-oxo-L-norleucinu 41. V néslednych
transformacich byla substituovana jeho volna aminoskupina.

Syntéza latky 41 byla inspirovéna jiz zmin&nou publikaci Couttse a Sainta.(”)
Vychozi latkou byla kyselina L-pyroglutamova (37), kterd byla nejprve pievedena
na isopropyl ester Fisherovou esterifikacii Ta byla provedena v 2-propanolu
za pritomnosti katalytického mnozstvi kyseliny p-toluensulfonové. Reakéni rovnovaha
byla posunuta ve prospéch produktu 38 pouzitim molekulovych sit vychytavajicich

vznikajici molekuly vody, které by mohly ester zpétn¢ hydrolyzovat na volnou kyselinu.
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Ocekavany produkt byl potvrzen naméfenim "H NMR spekter, kde byly pozorovany
charakteristické signaly isopropylové skupiny, a to dublet schemickym posunem
1,24 ppm a heptet s chemickym posunem 5,03 ppm a vzajemnou interakcni konstantou

6,3 Hz.

Schéma 16: Syntéza isopropylesteru 6-diazo-5-oxo-L-norleucinu 41.1
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iReakéni podminky: (i) kys. p-toluensulfonova, i-PrOH, lab. tep. az 100 °C, mol. sita, reflux, 17 h, 73%;
(ii) LIHMDS, Fmoc-Cl, THF, -78 °C, 6 h, 92%; (iii) trimethylsilyldiazomethan, BuLi, THF, -116 °C az
-78 °C, 3 h, 85%; (iv) piperidin, DCM, lab. tep., 4,5 h, 72%.

V dal§im kroku bylo tfeba ochranit pyrolidinonovy dusik latky 38
9-fluorenylmethyloxykarbonylovou chranici skupinou. Pro deprotonaci NH skupiny
1sopropylesteru 38 byl pouzit LIHMDS. Pro samotné ochranéni pak byl pouzit nadbytek
(5 ekvivalentl) Fmoc chloridu. Tento pomér pridané baze a Fmoc chloridu je velmi
dilezity pro zachovani rovnovéhy reakce ve prospéch produktu 39, nebot’ navazana
Fmoc skupina je v bazickém prostfedi nestabilni a mohlo by dochézet ke zp&tnému

odchranéni produktu 39.

32



Schéma 17: Navrzeny mechanismus ochranéni sekundarniho aminu latky 38.
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Struktura ocekavaného produktu 39 byla potvrzena podle charakteristickych

signalti navazané Fmoc skupiny v 'H a *C NMR spektru.

Schéma 18: NavrZzeny mechanismus otevieni pyrrolidinonového kruhu latky 39
trimethylsilyldiazomethanem.
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Otevieni pyrrolidinonového kruhu latky 39 bylo provedeno pouZzitim lithné soli
trimethylsilyldiazomethanu. Na jeji pfipravu byla pouzita silnd béaze, n-BuLi.
Néslednym nukleofilnim atakem aniontu trimethylsilyldiazomethanu na karbonylovou
skupinu pak doSlo k vytvofeni acyklické struktury, jak je naznaceno v reakénim

Schématu 18. Trimethylsilylovd skupina byla z molekuly odstranéna ve formé
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trimethylsilanolu pfiddnim vody na konci reakce. Vytvofeny produkt 40 byl potvrzen
napiiklad naméfenym 'H NMR spektrem, kdy vodik mezi diazoskupinou a karbonylem
reprezentuje charakteristicky Siroky signal s chemickym posunem 5,25-5,35 ppm
(v CDCl3).

Klicovy intermediat isopropylester 6-diazo-5-oxo-L-norleucin (41) byl v dalSim
kroku ziskan odchranénim Fmoc skupiny latky 40 v bazickém prostiedi piperidinu
s uspokojivym vytézkem 72%. Piperidin nejprve deprotonuje uhlik na fluorenylovém
kruhu. Nasledn¢ dojde ke spontanni eliminaci, vzniku dibenzofulvenu 42 a oxidu
uhlic¢itého. Vedlejsi produkt 42 by mohl znovu reagovat s odchranénou aminoskupinou.
Prednostné ale dochazi k jeho dalsi reakci s piperidinem za vzniku vedlejsiho produktu
1-((9H-fluoren-9-yl)methyl)piperidinu (43), jak je naznaCeno ve Schématu 19.
Piitomnost latky 41 byla potvrzena 'H NMR spektrem, kde chybi signaly
charakteristické pro Fmoc skupinu v aromatické oblasti spektra kolem 7 ppm a objevuje

se Siroky signal primarni aminoskupiny s posunem 2,36 — 2,53 ppm.

Schéma 19: Navrzeny mechanismus odchranéni aminoskupiny intermediatu 40.
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4.3 Cyklizace isopropylesteru 6-diazo-5-o0xo-L-norleucinu

Vzhledem ke znalosti nestability latky 1 v kyselém prostiedi byla provedena
jednoduché kineticka studie sledujici stabilitu latky 41 pomoci NMR spektroskopie.
Byly pfipraveny 2 vzorky, jeden v CDCIl; a druhy v de-DMSO, a ty byly ponechany
v NMR kyveté za laboratorni teploty. Z takto pfipravenych vzorkli byla méfena
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"H NMR spektra v ¢asovych intervalech 30 min, 60 min, 18 h, 24 h, 2 dny, 3 dny, 5 dni,
6 dni a 1 mésic.

Vzorek rozpustény v deuterovaném dimethylsulfoxidu vykazoval stabilitu
1 po 6 dnech (viz Ptiloha 1). Urcity rozklad latky 41 byl pozorovan teprve ve spektru
méfené latky po 1 mésici stani v roztoku. Naproti tomu vzorek rozpusStény
v deuterovaném chloroformu byl znacné nestabilni. Jak je patrné z naméfenych
"H NMR spekter (viz Pfiloha 2), jiz po nékolika hodinach dochazi k transformaci latky

41 na cyklicky diazo-imin 44. Navrh mechanismu cyklizace je uveden ve Schématu 20.

Schéma 20: Navrzeny mechanismus ireverzibilni cyklizace latky 41 v kyselém

prostiedi.

Timto experimentem byla potvrzena hypotéza o nestabilit¢ analogu 41
v kyselém prostiedi, nebot” CDCl; se pomalu rozkladda za uvolnéni DCI, coZ je s nejvetsi

pravdépodobnosti ptficina cyklizace latky 41 v tomto vzorku.

4.4 Syntéza derivati isopropylesteru 6-diazo-5-oxo-L-norleucinu

Jak jiz bylo zminéno v pfedchozi kapitole, samotné latka 41 je diky reaktivni
aminoskupiné zna¢né nestabilni a velmi ochotné se transformuje na cyklicky
diazo-imin. Proto musela byt uchovéavana pti nizsi teploté (obvykle -80 °C) a nejlépe
okamzit€ pouzita do dalSich krokt, v tomto ptipadé¢ pro ptipravu novych proléciv.

Prvni cesta je zaloZena na pfipojeni 4-aminobutanolu pies fosfonatovou spojku

na isopropylester 41 (viz Schéma 21).
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Vychozi latkou byl jiz zminény 4-aminobutanol (45). Jeho volna aminoskupina
musela byt nejprve ochranéna 9-fluorenylmethyloxykarbonylovou skupinou. Dusik
aminoskupiny je nukleofilnéjsi ve srovnani s kyslikem hydroxylu, tedy je i reaktivnéjsi

vuci fenyl dichlorofosfatu v nasledujicim kroku, coz je v tomto piipadé nezadouci.

Schéma 21: Syntéza proléciva 50
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iReakéni podminky: (i) Fmoc-Cl, NaHCOs3, dioxan, 0 °C, 2 h, 67%; (ii) a K,COs, acetonitril, 0 °C, 24 h;
b H>0, 73%; (iii) (COCl)2, DMF, DCM, lab. tep., 2h (iv) DIEA, pyridin, -20 °C aZz lab. tep., 12 h (v)
collidin, THF, 0 °C az lab. tep., 5 h, 41%; (vi) piperidin, DCM, lab. tep., 2,5 h, 73%.

Latka 47 byla piipravena nukleofilni substituci chloru na fenyl dichlorofosfatu
alkoholem 46. Tento krok se ovSem zpocatku nedafilo provést s dostatecné vysokym
vytézkem. Pfi snaze o optimalizaci reak¢nich podminek bylo vyzkousSeno nékolik
riznych experimenti, kdy se meénilo rozpoustédlo, pouzitd baze a také pomeéry
jednotlivych reagentli v reakéni smési. Prehled reak¢énich podminek pro jednotlivé
experimenty je uveden v Tabulce 5. Priibéh reakce byl monitorovan pomoci TLC
(mobilni faze: aceton/EtOH/EtOAc/H20O, 6:5:36:3) a ocekavany produkt 47 mél
Rr = 0,15. U vétsSiny zvolenych podminek nebyl produkt detekovan vibec, ¢i jen ve

velmi nizké koncentraci. NejlepSich vysledkii dosahovala reakce, ve které bylo pouzito

36



2 ekvivalenti K2COs jako baze a 2 ekvivalentli fenyl dichlorofosfatu v acetonitrilu

pfi teplote 0 °C. Produkt 47 byl za téchto podminek izolovan ve vytézku 73%.

Tabulka 5: Reak¢ni podminky pfi optimalizaci ptipravy latky 47.%

Baze Pocet
Experiment Nizev l?oéet 0 ekvglallﬁntu Rozpoustédlo | Teplota (°C)
ekvivalentu dichlorofosfatu
1 TEA 1,1 1,05 THF 0
2 TEA 1,1 1,05 DCM 0
3 TEA 4 1,05 THF 0
4 TEA 5 2 THF 0
5 DEA 5 2 THF 0
6 DIEA 5 2 CH3;CN 0
7 DIEA 1 1 THF -78
8 DIEA 5 2 DCM 0
9 DIEA 5 2 DMF 0
10 DBU 5 2 THF 0
11 DBU 3 2 DCM 0
12 K>CO3 2 2 DCM 0
13 K2CO3 2 2 DMF 0
14 K>COs3 2 2 CH3;CN 0

kTeplota je uvedena pro okamzik smichani jednotlivych komponent. Zmény teploty v dal§im prib&hu

reakce jsou popsany v experimentalni ¢asti.

V dal$im reakénim kroku bylo mym cilem vygenerovat in situ chlorid 48, ktery
mél reagovat s volnou aminoskupinou latky 41 za vzniku produktu 49. Za uvedenych
podminek se vSak zamyslenou latku 49 nepodatilo ptipravit.

Z diivodu neuspeéchu predchozi reakéni sekvence byla testovdna alternativni
cesta, kdy byla sloucenina 46 postupné smichéna s fenyl dichlorofosfatem a latkou 41
za vzniku produktu 49. Po optimalizaci podminek byl produkt 49 izolovan v relativné
dobrém vytézku 41%. Navrzeny reak¢éni mechanismus je zobrazen ve Schématu 22.
Nejprve dochézi k neukleofilni subtituci chloru na fenyl dichlorofosfatu alkoholem 46.
Uvolnujici se molekula chlorovodiku okamzité vytvaii s collidinem ptisluSnou sil.
Vznikly intermediat dale reaguje s isopropylesterem 6-diazo-5-oxo-L-norleucinu 41,
jehoz volnd aminoskupina nukleofilné substituuje druhy atom chloru na fenyl

dichlorofosfatu. Odstupuje druhd molekula chlorovodiku, kterd je opét zachycena
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collidinem za vzniku 2.4,6-trimethylpyridinium chloridu. Pfitomnost latky 49
byla potvrzena naméfenymi 'H a *'P NMR spektry a pomoci LC/MS spektra,
kde byla pozorovana hmota latky se sodikem 685 g/mol. Pribéh reakce byl sledovan
pomoci TLC (CHCI3/MeOH, 15:1), kdy produkt mé¢l Rr = 0,67.

Schéma 22: Navrzeny reakéni mechanismus syntézy intermediatu 49.
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Standardnimi podminkami pak byla pomoci sekundarniho aminu (diethylaminu)
odstranéna Fmoc chranici skupina latky 49 za vzniku priméarniho aminu latky 50. Tento
derivat se ukazal byt zna¢né nestabilni, nebot’ pfipravena latka se velmi rychle rozklada
na komplikovanou smés produkti. Aby mohl byt produkt viibec izolovan z reakéni
smési, musi byt chromatografie provedena velmi rychle a ziskanou latku je nutné
skladovat pfi teploté -80 °C. Pro dal$i pouziti (biochemické experimenty) je lepsi
uchovavat stabilni derivat 49, ktery je po pievedeni na produkt 50 v surovém stavu
bez Cisténi okamzité pouzit pro nésledujici reakce.

Cistotu prolégiva 50 po rychle provedené sloupcové chromatografii, odpafeni
rozpoustédel a nasledném okamzitém zméfeni 'H NMR spektra naznacuje nize

vyobrazené spektrum (viz Pfiloha 3). Jiz zde je patrné, jak dochazi k ¢aste¢nému
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rozkladu latky, ukazujicimu na jeji nestabilitu. *C NMR spektrum z tohoto diivodu
nebylo viibec méteno.
Druhy zptisob substituce volné aminoskupiny latky 41 je opét proveden

pies fosfat, na ktery je pfipojen adeninovy skelet ptes alkylovy linker.

Schéma 23: Syntéza fosfatového proléciva s pripojenym adeninovym skeletem pies

alkoxylovy linker.!
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'Reakéni podminky: (i) K2COs;, DMF, 140 °C, 16 h, 34%; (ii) MeONa, MeOH, lab. tep., 0,5 h, 36 %;
(iii) TMS-CL, Fmoc-Cl, pyridin, lab. tep., 4h, 59%; (iv) IM HCI, THF, lab. tep., 0,5 h, kvant.; (v) collidin,
fenyldichlorofosfat, THF, 0 °C, 2,5 h, 35%; (vi) DEA, DCM, lab. tep., 3h, 66%.

V prvnim kroku syntézy dochazi k alkylaci adeninu 51 4-brombutyl acetdtem 52
nukleofilni substituci bromu dusikem za vzniku latky 53. Naslednd transformace

zahrnuje deacetylaci methoxidem sodnym v methanolu, kde dochdzi k nukleofilnimu
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ataku methoxidového aniontu na karbonylovy uhlik za odstoupeni methylesteru
kyseliny octové a vzniku alkoholu 54.

Schéma 24: Navrzeny reak¢ni mechanismus ptipravy latky 54.
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Dale bylo tfeba ochrénit volnou aminoskupinu na adeninovém skeletu. Fmoc
chlorid by vSak mohl atakovat také volny hydroxyl, proto je tfeba ho nejprve pievést
na trimethylsilyloxy skupinu a az poté provést protekci aminoskupiny. Reakce
je provadéna v pyridinu, ktery kromé& tlohy rozpoustédla mé také funkci
vychytavat uvoliiujici se molekulu chlorovodiku za vzniku pyridinium chloridu,
ktery pak 1ze snadno z reakéni smési oddélit extrakei vodou. Trimethylsilylova chréanici
skupina latky 55 byla nasledné odstranéna v prostfedi 1M HCI za vzniku alkoholu 56

a soucasného odstoupeni trimethylsilyl chloridu.
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Schéma 25: Navrzeny reakéni mechanismus syntézy meziproduktii 55 a 56.
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Pti ptipravé intermediatu 57 bylo vyuzito zkuSenosti se syntézou latky 49. Fenyl
dichlorofosfat byl smichan s collidinem. Po chvili byl pfidan intermedidt 56 a vzapéti
latka 41. Reak¢éni mechanismus je obdobny ptipravé intermediatu 49. Chlor na fenyl
dichlorofosfatu je nejprve nukleofilné substituovan alkoholem 56. Uvolnujici
se chlorovodik je pfitom okamzit¢ vazan piebytkem baze za tvorby collidinium
chloridu. Druhy atom chloru je pak substituovan volnou aminoskupinou
isopropylesteru 41. Uvoliluje se druhd molekula chlorovodiku, kterd je ihned vézéna
collidinem jako v pfedchozim pfipad¢. Produkt 57 byl izolovan s vytéZzkem 35%.
Pti analyze reakéni smési byl vedle ocekavaného produktu 57 pozorovan také vznik
latky 59 vytvofené substituci obou atomll chloru u fenyldichlorofosfatu za dvé

molekuly 41.
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Schéma 26: Navrh reakéniho mechanismu syntézy intermediatu 57.
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sekundérniho aminu (diethylaminu) odstranéna Fmoc chrénici skupina latky 57

za vzniku primarniho aminu latky 58 ve vytéZku 66%. Ve srovnani s derivatem 50 byla

tato latka stabilni, proto mohla byt plné& charakterizovana. '"H NMR spektrum je soucasti

piiloh této prace (viz Ptiloha 4).
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5. Experimentalni Cast

5.1 Obecné metody a pouzité chemikalie

Pribéh vétsiny reakci byl sledovan pomoci tenkovrstvé chromatografie
s vyuzitim silikagelovych desek Kieselgel 60 F254 od firmy Merck. Pro detekcei latek
byl pouzit roztok PMA tvofeny Ce(SO4)2-4H20 (1%) a H3P(M03010)4 (2%) v kyseliné
sirové (10%) a ethanolu.

Pouzité chemikélie byly zakoupeny od firmy Sigma Aldrich, TCI nebo
Combi-Blocks a byly pouzity bez predchoziho Ccisténi. Bezvoda rozpoustédla
byla pfipravena podle postupii uvedenych v literatuie® a destilovana pod inertni
atmosférou dusiku.

'"H NMR spektra byla méfena na pristroji Bruker Avance III™ HD 600 MHz
pii pracovni frekvenci 401 MHz nebo 501 MHz, 3C NMR spektra pii 101 MHz
¢i 125,7 MHz, 3'P NMR spektra pfi 101 MHz. Pro standardizaci 'H NMR spekter
byl pouzit interni signdl TMS (& = 0,0 ppm; CDCl3) nebo signaly pouzitych
rozpoustédel (8 =7,26 ppm pro CDCl3 a § =3,31 ppm pro CD;0D). 3*C NMR spektra
byla kalibrovdna na signdly pouzitych rozpoustédel (6 = 77,00 ppm pro CDCI3
a 0 =49,00 ppm pro CD30D). Chemicky posun 8 je uvadén v ppm, interakcni konstanty
J jsou uvedeny v Hz.

ESI hmotnostni spektra byla méfena na hmotnostnim spektrometru Waters
Micromass ZQ. Pro ESI hmotnostni spektra s nizkym rozliSenim byl pouzit tandemovy
hybridni hmotnostni spektrometr Waters Q-Tof micro, ktery obsahuje kvadrupol
a ortogonalni prutokovy hmotnostni analyzator (TOF). Pro méfeni ESI hmotnostnich
spekter s vysokym rozliSenim byl pouzit hybridni hmotnostni spektrometr LTQ
Orbitrap XL s FT kombinujici hmotnostni analyzatory linearni iontovou past a orbitrap.
Vzorky byly rozpoustény v MeOH a aplikovany pfimym néstfikem.

Optické rotace byly méfeny v CHCl3 na pftistroji Autopol IV od spolecnosti
Rudolph Research Analytical.

Cistota jednotlivych slouenin byla stanovovana pomoci HPLC Jasco Inc.
obsahujici kolonu Reprosil 100 C18, Sum, 250 x 4 mm. K analyze byl pouzit gradient
2% CH3CN/ 98% H20 s 0,1% TFA — 100% CH3CN béhem 40 minut. UV detekce byla

provadéna pfi A =210 nm.
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Infracervenad spektra byla méfena v CHCls nebo KBr na FT-IR spektrometru.

Teploty tani byly méfeny na bodotdvku Helmut Hund GmbH H 600/12.

5.2 Pracovni postupy
Isopropyl (S)-5-oxopyrrolidin-2-karboxylat (38)

o Kyselina L-pyroglutamova 37 (12,9 g; 99,0 mmol; 1,0 ekv.) a kyselina
5 /Iﬁ?_{o p-toluensulfonova (1,90 g; 99,0 mmol; 1,0 ekv.) byly rozpustény

v isopropanolu (25 ml). Do reak¢ni smési byla piidana molekulova sita

(20 kulicek) a reakéni smés byla refluxovana (100 °C) pod inertni atmosférou dusiku
ptes noc (16 h). Smés byla poté ochlazena na laboratorni teplotu, byl pfidan EtOAc
(400 ml) a organickd faze promyta nasycenym roztokem NaHCOs; (60 ml) a NaCl
(50 ml). Spojené anorganické podily byly znovu extrahovany EtOAc (200 ml) a spojené
organické c¢asti byly suSeny bezvodym MgSO4. Rozpoustédlo bylo odpafeno pomoci
RVO. Produkt 38 (12,4 g; 73%) byl ziskan ve formé bezbarvé pevné latky.
Teplota tani: 65,5 — 66,5 °C.
TH-NMR (401 MHz, CDCl): 6 1,24 (d; J = 6,3; 6H); 2,08 — 2,23 (m; 1H); 2,24 — 2,50
(m; 3H); 4,17 (ddd; J=8,7; 5,3; 0,7; 1H); 5,03 (hept; J = 6,3; 1H); 6,70 (bs; 1H).
I3C-NMR (101 MHz, CDCls): 5 21,8 (2C); 24,9; 29.4; 55,7; 69.,4; 171,6; 178,2.
Opticka rotace: [a]**p +1,8° (¢ 0,221; MeOH).
IC (CHCl3): 3439, 2986, 2897, 1736, 1707, 1389, 1377, 1241, 1183, 1147, 1040 cm™".
LR CIMS: 172 (M + Na]").
HR ESI MS: vypocteno pro CsHi4O3N 172,0974; nalezeno 172,0975.

1-((9H-Fluoren-9-yl)methyl) 2-isopropyl ($)-5-oxopyrrolidin-1,2-dikarboxylat (39)
0 Latka 38 (2,94 g; 17,2 mmol, 1,0 ekv.) byla rozpusténa v bezvodém
0/1;’?_{ 04< THF (90 ml) pod inertni atmosférou a smés byla ochlazena na -78 °C.

Fmoc

Béhem 10 minut byl pfikapan roztok LIHMDS (1,0 M v THF; 16,3 ml;
16,3 mmol; 0,95 ekv.) a reak¢éni smés byla michéna pfi stejné teploté jesté 15 minut.
Vysledna Zlutd smés byla béhem 15 minut prevedena kanylou k roztoku Fmoc chloridu
(22,2 g; 85,8 mmol; 5,0 ekv.) rozpusténého v bezvodém THF (90 ml) a vychlazen¢ho
na -78 °C. Reak¢ni smés byla michana pfi stejné teploté 2 hodiny. Nasledn¢ byla reakce

ukoncena pozvolnym piidanim nasyceného roztoku NH4Cl (100 ml). Reakéni smés

byla extrahovana EtOAc (3 x 50 ml), spojené organické vrstvy byly promyty vodou (40
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ml), solankou (40 ml) a suSeny bezvodym MgSO4. Rozpoustédlo bylo odpafeno pomoci
RVO. Ziskand smés byla rozdélena sloupcovou chromatografii na silikagelu
(EtOAc/hexan, 1:2) za zisku bezbarvého pevného produktu 39 (6,20 g; 92%).

Teplota tani: 120,4 — 121,2 °C.

TH-NMR (401 MHz, CDCl3): § 1,23 (d; J = 6,3; 3H); 1,26 (d; J = 6,3; 3H); 2,06 — 2,13
(m; 1H); 2,34 — 2,45 (m; 1H); 2,53 — 2,61 (m; 1H); 2,67 — 2,76 (m; 1H); 4,31 (t; J=17,5;
1H); 4,40 — 4,44 (m; 1H); 4,53 — 4,57 (m; 1H); 4,65 (dd; J = 9,4; 2,6; 1H); 5,07 (hept;
J=6,3; 1H); 7,31 — 7,35 (m; 2H); 7,39 — 7,43 (m; 2H); 7,71 — 7,78 (m; 4H).

I3C-NMR (101 MHz, CDCh): § 21,7; 21,8; 22,0; 31,3; 46,6; 59,0; 69,2; 69,8; 120,1;
120,1; 125,4; 125,6; 127,3 (2C); 128,0 (2C); 141,3; 141,3; 143,4; 143.,4; 151,6; 170,6;
172,9.

Opticka rotace: [a]**p -24,1° (c 0,332; CHCl5).

IC (CHCI): 3068, 3029, 2985, 2939, 2883, 1797, 1758, 1739, 1724, 1609, 1580, 1479,
1463, 1452, 1421, 1386, 1377, 1305, 1194, 1105, 1045, 1033, 621, 425 cm™".

LR ESI MS: 416 ([M + Na]").

HR ESI MS: vypocteno pro C23H230sNNa 416,1468; nalezeno: 416,1469.

Isopropyl (8)-2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)karbonyl)amino)-6-diazo-5-
oxohexanoat (40)

Oy Roztok trimethylsilyl diazomethanu (2,0 M v Et.O; 6,00 ml;

11,9 mmol; 1,2 ekv.) byl pfidan k bezvodému THF (55 ml)

Fmot sy Oj/ pod inertni atmosférou a tato smés byla ochlazena na -98 °C

O

pomoci chladici 14zn¢ tvofené methanolem a kapalnym dusikem.

Do reakéni smési byl po kapkach ptfidan roztok »n-BuLi (2,5 M v hexanu; 4,90 ml;

12,2 mmol; 1,2 ekv.). Smés byla michana pifi -98 °C po dobu 30 minut a nésledné

prevedena kanylou do roztoku latky 39 (3,91 g; 9,94 mmol; 1,0 ekv.) v bezvodém THF

(100 ml) vychlazeném na teplotu -116 °C pomoci smési ethanolu a kapalného dusiku.

Reakéni smés byla ponechidna pozvolna ohiat na -78 °C béhem 30 minut a poté

bylareakce ukoncena piidavkem nasyceného roztoku NH4Cl (100 ml). Smés

byla extrahovana EtOAc (3 x 50 ml), spojené organické podily byly promyty vodou

(40 ml), solankou (40 ml) a nésledné¢ suSeny bezvodym MgSOs4. Rozpoustédlo

45



bylo odpateno naRVO a smés byla pieciSténa sloupcovou chromatografii
(aceton/CHCI3, 1:20) za zisku zlutého pevného produktu 40 (3,68 g; 85%).

Teplota tani: 94,8 — 96,2 °C.

'H-NMR (401 MHz, CDCl3): 8 1,25 — 1,28 (m; 6H); 1,95 — 2,04 (m; 1H); 2,17 — 2,26
(m; 1H); 2,31 —2,52 (m; 2H); 4,22 (t; J = 7,1; 1H); 4,29 — 4,43 (m; 3H); 5,06 (hept;
J=6,1; 1H); 5,27 (s; 1H); 5,59 (d; J = 8,2; 1H); 7,30 — 7,34 (m; 2H); 7,38 — 7,42 (m;
2H); 7,59 — 7,62 (m; 2H); 7,75 — 7,77 (m; 2H).

13C NMR (101 MHz, CDCh): § 21,8; 21,8; 27,7; 36,6; 47.2; 53,7; 67,1; 69,6; 120,1;
120,1; 125,2; 125,2; 127,2 (2C); 127,8 (2C); 141,4 (2C); 141,4; 143,8; 144,0; 156,2;
171,5; 193,7.

Opticka rotace: [a]**p +15,1° (c 0,674; CHCl5).

IC (CHCI3): 3428, 3116, 3068, 2985, 2940, 2882, 2110, 1731, 1719, 1641, 1608, 1580,
1509, 1478, 1466, 1451, 1418, 1386, 1377, 1349, 1232, 1105, 1052, 1033, 622, 539,
488,426 cm ™.

LR ESI MS: 458 ([M + Na]").

HR ESI MS: vypocteno pro C24H2505N3Na 458,1687; nalezeno 458,1686.

Isopropyl (S)-2-amino-6-diazo-5-oxohexanoat (41)
ow .. Léatka 40 (900 mg; 2,07 mmol; 1,0 ekv.) byla rozpusSténa v bezvodém
N~
DCM (10 ml). Nasledn¢ byl pfidan piperidin (0,443 mg; 514 pnl;

\N’

HN o 5,17 mmol; 2,5 ekv.) a reakéni smé&s byla michéna po dobu 5 hodin
© za laboratorni teploty pod inertni atmosférou. Poté bylo rozpoustédlo

odpafeno a smés byla rozdélena sloupcovou chromatografii (CHCl3/MeOH, 30:1)

za zisku produktu 41 (316 mg; 72%) ve formé zlutohnédé olejovité latky.

TH NMR (401 MHz, CDCI3): 6 1,21 (d; J = 1,8; 3H); 1,23 (d; J = 1,8; 3H); 1,52 (bs;

2H); 1,74 — 1,85 (m; 1H); 2,02 — 2,10 (m; 1H); 2,36 — 2,53 (m; 2H); 3,37 (dd; J = 8,4;

5,0; 1H); 5,00 (hept; J = 6,3; 1H); 5,27 (s; 1H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3): 6 21,9; 21,9; 29,7; 37,0; 53.9; 54,7; 68,6; 175,2; 194,3.

Opticka rotace: [a]**p +6,5° (c 0,444; CHCI3).

IC (CHCI3): 3390, 3323, 3116, 2984, 2939, 2877, 2109, 1725, 1640, 1467, 1454, 1439,

1388, 1376, 1349, 1199, 1106 cm .

LR CI MS: 236 ([M + Na]").
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HR CI MS: vypocteno pro CoH1503N3Na 236,1006; nalezeno 236,1007.

(9H-Fluoren-9-yl)methyl (4-hydroxybutyl)karbamat (46)

Fmoe.  »~o~_°" 4-Aminobutanol 45 (967 mg; 1,00 ml; 10,8 mmol; 1,0 ekv.)
" byl rozpustén v dioxanu (30 ml) a smés byla ochlazena na 0 °C.

Béhem 5 minut byl pfidan nasyceny roztok NaHCOs3 (15 ml). Nésledné byl pfisypan

Fmoc chlorid (3,08 g; 11,9 mmol; 1,1 ekv.) a reak¢éni smé€s byla michana za laboratorni

teploty 1 hodinu. Reakce byla ukoncena pozvolnym piidavkem nasyceného roztoku

NaCl (50 ml). Ziskand smés byla extrahovana EtOAc (3 x 50 ml), spojené organické

podily byly promyty vodou (40 ml), solankou (40 ml) a vysuseny bezvodym MgSOs.

Rozpoustédlo bylo odpateno na RVO. Smés byla rozdélena sloupcovou chromatografii

(EtOAc/hexan, 1:1) za zisku produktu 46 (2,05 g; 67%) ve formé bezbarvé krystalické

latky.

Teplota tani: 118,9 — 119,8 °C.

TH NMR (401 MHz, ds-DMSO): 5 1,47 — 1,32 (m; 4H); 2,97 (q; J = 6,2 Hz; 2H); 3,38

(d; J=4,7 Hz; 2H); 4,20 (t; J = 6,7 Hz; 1H); 4,28 (d; J = 6,7 Hz; 2H); 4,38 (t;

J=35,0Hz; 1H); 7,27 (s; 1H); 7,33 (d; J = 7,4; 1,1 Hz; 2H); 7,41 (t; J = 7,4 Hz; 2H);

7,68 (d; J= 7,4 Hz; 2H); 7,89 (d; /= 7,4 Hz; 2H).

13C NMR (101 MHz, DMSO): § 26,1; 29,8; 40,2; 46,8; 60,4; 65,2; 120,1 (2C); 125,2

(20); 127,1 (2); 127,6 (2C); 140,7 (2C); 144,0 (2C); 156,0.

IC (CHCls): 3627, 3452, 3352, 2944, 2883, 1718, 1517, 1033 cm”.

LR ESI MS: 334 ([M + Na]").

HR ESI MS: vypocteno pro Ci9H2103NNa 334,1413; nalezeno 334,1414.

(9H-Fluoren-9-yl)methyl (4-((hydroxy(fenoxy)fosforyl)oxy)butyl)karbamat (47)
Q Fenyl dichlorofosfat (48,0 pl; 0,320 mmol; 2,0 ekv.)

byl rozpustén v bezvodém acetonitrilu (2,5 ml) pod argonovou

0O
Fmoc\N /\/\/O\P/
H & “OH

atmosférou. K roztoku byla pfidana latka 46 (50,0 mg;
0,160 mmol; 1,0 ekv.) a reakcni smés byla ochlazena na 0 °C.
Poté byl pfidan uhli¢itan draselny (440 mg; 0,320 mmol; 2,0 ekv.). Smés byla michana
15 minut pfi 0 °C a dale pfi laboratorni teplot¢ do druhého dne. Po 16 hodinich

byla reakce ukoncena ptidavkem vody (9 ml). Reakéni smés byla odpafena na RVO
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arozdélena sloupcovou chromatografii na silikagelu (aceton/EtOH/EtOAc/H>0,
6:5:36:3 a potom MeOH/H;0, 2:1). Takto ziskana latka byla dale rozpusténa v malém
mnozstvi vody a acetonitrilu, okyselena na pH 2 ptidavkem 1M HCI a poté zfiltrovana
za zisku produktu 47 (52,3 mg, 73 %) ve formé bezbarvé pevné latky.

Teplota tani: 191,3 —192,2 °C.

'TH NMR (501 MHz, CD30D): § 1,47 — 1,57 (m; 2H); 1,57 — 1,64 (m; 2H); 3,09 (t; 2H;
J=06,7); 3,94 (q; 1H; Jup =J = 6,2); 4,18 (t; 1H; J = 6,8); 4,33 (d; 2H; J = 6,8); 7,01
(m; 1H); 7,21 (m; 2H); 7,25 (m; 2H); 7,30 (td; 2H; J = 7,5; J = 1,2); 7,38 (t; 2H;
J=1)5);7,64 (d; 2H; J=17,5); 7,79 (d; 2H; J=17.5).

13C NMR (101 MHz, ds-DMSO): § 25,9 (2C); 27,5; 46,8 (2C); 64,6; 65,2; 119,9 (2C);
120,1 (2C); 125,1 (2C); 127,0 (3C); 127,6 (2C); 128,78 (2C); 140,7 (2C); 143.,9 (20);
156,0.

3IP NMR (101 MHz, CDCl3): § -3,57

IC (KBr): 3429, 3066, 3041, 2949, 2926, 2855, 2060, 1953, 1725, 1696, 1654, 1595,
1526, 1492, 1479, 1424, 1450, 1242, 1233, 1105, 1072, 1026, 1007, 921, 901, 759, 741,
692, 620, 507, 426 cm’.

LR ESI MS: 466 ([M - H)).

HR ESI MS: vypocteno pro C2sHasOsNP 466,1425; nalezeno 466,1420.

Isopropyl (25)-2-(((4-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)karbonyl)amino)butoxy)(fenoxy)
fosforyl)amino)-6-diazo-5-oxohexanoat (49)

- Pod inertni argonovou atmosférou byl pfipraven roztok

\A'\+ fenyl dichlorofosfatu (1,05 ml; 7,05 mmol; 1,5 ekv.)

Q © vbezvodém THF (8,5 ml). Reakéni smeés

. 0 0 byla ochlazena na 0 °C a poté byl pomalu pfidan

"IN L_/ 246-trimethylpyridin (9,28 ml; 70,3 mmol; 15 ekv.).

Déle byl ptikapan roztok latky 46 (1,46 g; 4,70 mmol,

Fmoc\N
H

1,0 ekv.) v bezvodém THF (8,5 ml) a reak¢ni smés byla pii stejné teploté¢ michéna jeste
20 minut. Nasledné byl pomalu pfikapan roztok latky 41 (1,00 g; 4,70 mmol; 1,0 ekv.)
v bezvodém THF (3,5 ml), smés byla michdna 30 minut pfi 0 °C, poté ponechana ohtat

na laboratorni teplotu a michéna dalsi 2 hodiny. Rozpoustédlo bylo odpafeno a smés
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byla rozdélena sloupcovou chromatografii (gradient CHCl3/MeOH, 30:1 — 15:1)
za zisku produktu 49 (1,26 g; 41 %) ve formé zluté¢ amorfni latky.

'H NMR (401 MHz, CDCls): 8 1,18 — 1,25 (m; 6H); 1,49 — 1,75 (m; 4H); 1,83 — 1,90
(m; 1H); 2,02 — 2,15 (m; 1H); 2,19 — 2,43 (m; 2H); 2,97 — 3,25 (m; 2H); 3,68 (q;
J=99; 1H); 3,84 — 3,99 (m; 1H); 4,04 — 4,19 (m; 2H); 4,20 (t; J = 6,7; 1H);
4,34 — 4,51 (m; 2H); 4,99 (hept; J = 6,3; 1H); 5,07 — 5,20 (bs; 1H); 7,13 (t; J = 7,2; 1H);
7,18 — 7,24 (m; 2H); 7,27 — 7,34 (m; 4H); 7,39 (t; J = 7,4; 2H); 7,59 (d; J = 7,4; 2H);
7,76 (d; J=17,5; 2H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3): § 21,8; 21,9; 26,2; 27,2 (d; J = 6,8); 29,3; 36,0; 40,5;
47,4; 54,1; 54,2; 66,6 (d; J = 5,8); 67,0; 69,7 (d; J = 6,8); 120,1 (2C); 120,2 (d; J = 4.9);
120,4 (d; J = 3,8); 125,0 (d; J = 6,2); 125,2 (2C); 127,1 (2C); 127,8 (2C); 129,8 (2C);
141,4 (2C); 144,1 (2C); 151,0 (d; J = 3,6); 156,6; 172,2 (d; J = 5,4); 193,6.

3IP NMR (101 MHz, CDCl3): § 5,07; 5,19.

Opticka rotace: [a]**p +6,6° (c 0,151; CHCI3).

IC (CHC3): 3452, 3388, 3115, 2877, 2110, 1725, 1713, 1641, 1610, 1592, 1580, 1517,
1491, 1478, 1467, 1451, 1388, 1382, 1377, 1349, 1327, 1286, 1249, 1164, 1144, 1134,
1105, 1025, 939, 903, 827, 821, 690, 622, 588, 488, 426 cm™

LR ESI MS: 685 ([M + Na]").

HR ESI MS: vypocteno pro C3sH30N4OsPNa 685,2398; nalezeno 685,2399.

Isopropyl (25)-2-(((4-aminobutoxy)(fenoxy)fosforyl)amino)-6-diazo-5-oxohexanoat
(50)

N Latka 49 (340 mg; 0,513 mmol; 1,0 ekv.) byla rozpusSténa

\&'\+ v bezvodém DCM (7 ml) pod inertni atmosférou. Poté

Q ° byl pfidan piperidin (1,00 ml; 10,3 mmol; 20 ekv.)
0 o areakéni smés byla michdna 2 hodiny pfi laboratorni

. /\/\/ O\(’;’)\H 0 teploté. Po vymizeni vychozi latky 49 v reak¢éni smési

sledované pomoci TLC (CHCl3/MeOH, 1:1 + 2% Et:N;
Rr= 0.18) bylo rozpoustédlo odpafeno a smés byla rychle rozdélena sloupcovou
chromatografii (CHCI3/MeOH, 1:1 + 2% Et;:N) za zisku produktu 50 (165 mg; 73 %)
ve form¢ zluté olejovité latky. Pripraveny derivat je velmi nestabilni, proto musi

byt uchovavan pii teploté -80 °C.

49



'H NMR (401 MHz, CDCl3): 6 1,19 — 1,25 (m; 6H); 1,51 — 1,64 (m; 2H); 1,64 — 1,77
(m; 2H); 1,84 — 1,92 (m; 1H); 2,03 — 2,14 (m; 1H); 2,23 — 2,42 (m; 2H); 2,74 (dt;
J=11,8;7,1; 2H); 3,14 — 3,40 (m; 2H); 3,77 — 3,99 (m; 2H); 4,10 (dt; J = 7,6; 6,3; 2H);
4,99 (hept; J = 6,3; 1H); 5,21 (bs; 1H); 7,12 — 7,17 (m; 1H); 7,19 — 7,23 (m; 2H);
7,29 — 7,35 (m; 2H).

3IP NMR (101 MHz, CDCl3): § 5,42; 5,58.

LR ESI MS: 441 (M + H]").

HR ESI MS: vypocteno pro Ci9H30OsN4P 441,1898; nalezeno 441,1899.

4-(6-Amino-9H-purin-9-yl)butyl acetat (53)
Adenin 51 (1,80 g; 13,3 mmol; 1,0 ekv.) byl suspendovéan
/_/—/ ° 0 vbezvodém DMF (23 ml) pod inertni atmosférou a poté
/:L\CN byl do reakéni smési prisypan KoCOs (3,87 g; 28,0 mmol;
N
N 2,1 ekv.). Smés byla zahfivana na teplotu 140 °C po dobu
30 minut. Poté byl pozvolna béhem 5 minut pfikapan roztok
4-brombutyl acetatu 52 (4,55 g; 3,40 ml; 23,3 mmol; 1,75 ekv.) v bezvodém DMF
(3 ml). Vznikla suspenze zlutého zbarveni byla michana pii stejné teplot¢ po dobu
16 hodin. Reak¢éni smés byla ochlazena na laboratorni teplotu, pevny podil odfiltrovan,
promyt EtOAc (20 ml) a rozpoustédlo bylo odpafeno za vakua. Surova reakéni smés
byla ptecisténa sloupcovou chromatografii (CHCl3/MeOH, 20:1), kdy ocekéavany
produkt 53 byl izolovéan ve formé bezbarvé pevné latky (1,78 g; 53%).
Teplota tani: 169,4 — 170,4 °C.
'H NMR (401 MHz, ds-DMSO): § 1,48 — 1,58 (m; 2H); 1,80 — 1,90 (m; 2H); 1,97 (s;
3H); 4,00 (t; J=6,6; 2H); 4,16 (t; J=7,0; 2H); 7,19 (bs; 2H); 8,13 (s; 1H); 8,14 (s; 1H).
13C NMR (101 MHz, de-DMSO): & 20,7; 25,3; 26,1; 42,5; 63,2; 118,7; 140,8; 149,5;
152.,4; 156,0; 170,4.
IC (CHCl:): 3477, 3414, 1733, 1630, 1589, 1473, 1367, 1244, 1050, 649 cm ™"
LR CI MS: 250 ([M + H]").
HR CI MS: vypocteno pro Ci1H1602Ns 250,1304; nalezeno 250,1302.
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4-(6-Amino-9H-purin-9-yl)butan-1-ol (54)
on Latka 53 (1,10 g; 4,41 mmol; 1,0 ekv.) byla rozpusténa
" /_/_/ v bezvodém MeOH (30 ml) za laboratorni teploty pod inertni
XN

N ) atmosférou dusiku a kreakéni smési byla pfisypana navazka
N

H,N methanolatu  sodného (159 mg; 2,94 mmol; 0,67 ekv.).

Po 10 minutach byla reakce ukoncena, vznikld pevnd latka odfiltrovéna, filtrat

byl promyt EtOH (5 ml), Et2O (2 X 5 ml) a vysuSen na vakuu za zisku produktu 54

(756 mg; 68 %) ve forme bezbarvé pevné latky.

Teplota tani: 200,2 — 201,1 °C.

TH NMR (401 MHz, ds-DMSO): 5 1,33 — 1,44 (m; 2H); 1,74 — 1,90 (m; 2H); 3,39 (q;

J=06,2;2H); 4,14 (t; J="7,1; 2H); 4,43 (t; J=5,2; 1H); 7,16 (bs; 2H); 8,12 (s; 1H); 8,13

(s; TH).

13C NMR (101 MHz, ds-DMSO): § 26,3; 29.5; 42,9; 60,1; 118,8; 140,9; 149,6; 152,4;

156,0.

IC (CHCI3): 3306, 2929, 2863, 1684, 1607, 1575, 1420, 1306, 1253, 1204, 1060, 1022,

797,725 cm’.

LR ESI MS: 208 ([M + H]").

HR ESI MS: vypocteno pro CoH14ONs 208,1193; nalezeno 208,1192.

(9H-Fluoren-9-yl)methyl (9-(4-((trimethylsilyl)oxy)butyl)-9H-purin-6-yl)karbamat
(35)
Latka 54 (373 mg; 1,80 mmol; 1,0 ekv.) byla suspendovéna

OTMS
vbezvodém pyridinu (8 ml) pod inertni atmosférou
N
NC/\T E) za laboratorni  teploty. Do reakéni smési byl pfikapan
HN, N trimethylsilylchlorid (587 mg; 685 pul; 5,40 mmol; 3,0 ekv.)
Fmoc

za souCasného odbarveni smési. Po 30 minutach michéani
byl do reakce pfidan Fmoc chlorid (559 mg; 2,16 mmol; 1,2 ekv.) za pozorovaného
zezloutnuti smési. Reakce byla za stejné teploty michana pfes noc. Po 22 hodinach
byl ve smési identifikovan produkt 55 pomoci TLC (EtOAc; Rr = 0,38), rozpoustédlo
bylo odpaieno, residuum bylo rozpusténo v EtOAc (100 ml) a promyto vodou (50 ml)
a nasycenym roztokem NaCl (50 ml). Organicky podil byl vysuSen bezvodym MgSO4

arozpouStédlo bylo odpafeno na RVO. Produkt 55 byl pfecistén sloupcovou

51



chromatografii (EtOAc) a ziskan ve form¢ bezbarvé pevné latky ve vytézku 59%
(574 mg).

Teplota tani: 210,6 —211,5 °C.

'H NMR (401 MHz, CDCls): 8 0,08 (s; 9H); 1,52 (dt; J = 12,6; 6,1; 2H); 2,01 — 1,89
(m; 2H); 3,58 (t; J = 6,1; 2H); 4,27 (t; J = 7,2; 2H); 4,33 (t; J = 6,7, 1H); 4,63 (d;
J=16,7; 2H); 7,26 (t; J = 7,6; 2H); 7,37 (t; J = 7,6; 2H); 7,61 (d; J = 7,5, 2H); 7,73 (d;
J=1,5; 2H); 7,98 (s; 1H); 8,79 (s; 1H); 9,04 (s; 1H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3): 6 -0,5 (3C); 27,0; 29,5; 44.,2; 47,1; 61,8; 67,8; 120,1
(20); 122,1; 125,1 (2C); 127,3 (2C); 127,9 (2C); 141,4 (2C); 142,9; 143,6 (2C); 149,5;
151,5; 151,8; 152,8.

IC (CHCIL3): 3405, 1759, 1732, 1614, 1587, 1528, 1472, 1405, 1253, 1154, 1106, 1094,
990, 870, 844 cm™'.

LR ESI MS: 524 ([M + Na]").

HR ESI MS: vypocteno pro C27H3103NsNaSi 524,2088; nalezeno 524,2088.

(9H-Fluoren-9-yl)methyl (9-(4-hydroxybutyl)-9H-purin-6-yl)karbamat (56)
on Latka 55 (117 mg; 0,233 mmol; 1,0 ekv.) byla rozpusténa v THF
N /_/_/ (3 ml) za laboratorni teploty. Do reakéni smési byla ptidana
N/;I'} IM HCI (0,5 ml). Po 45 minutach byl ve smé&si detekovan pomoci
HN TLC (EtOAc/MeOH, 10:1) pouze produkt 56 (Rr = 0,25),
rozpousStédlo bylo odpateno na RVO a produkt 56 byl ziskan
v kvantitativnim vytézku (100 mg) ve formé bezbarvé pevné latky.
Teplota tani: 138,1 —139,0 °C.
'H NMR (401 MHz, ds-DMSO): & 1,37 — 1,48 (m; 2H); 1,88 — 1,97 (m; 2H); 3,41 (t;
J=06,3; 2H); 4,34 — 4,42 (m; 3H); 4,51 (d; J=7,3; 2H); 6,11 (bs; 2H); 7,35 (td; J = 7.5;
1,2; 2H); 7,43 (t; J=7.,5; 2H); 7,84 (d; J=7,4; 2H); 7,91 (d; J = 7,4; 2H); 8,82 (s; 1H);
9,26 (s; 1H).
13C NMR (101 MHz, ds-DMSO): § 25,8; 29,3; 44,4; 46,2; 60,0; 67,5; 117,4; 120,2
(20); 125,5 (20); 127,2 (2C); 127,9 (2C); 140,8 (2C); 141,0; 143,4 (2C); 147,6; 151,1;
151,5; 152.,9.
IC (CHCI3): 3424, 3260, 2947, 2876, 1745, 1653, 1622, 1597, 1552, 1527, 1469, 1421,
1407, 1253, 1217, 1034, 988, 761, 742, 609 cm’".
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LR ESI MS: 452 ([M + Na]").
HR ESI MS: vypocteno pro C24H2303NsNa 452,1693; nalezeno 452,1693.

Isopropyl (25)-2-(((4-(6-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)karbonyl)amino)-9H-purin-9-
yl)butoxy)(fenoxy)fosforyl)amino)-6-diazo-5-oxohexanoat (57)

Fenyl dichlorofosfat (400 mg; 280 ul; 1,90 mmol; 1,0 ekv.)

Y byl rozpustén vbezvodém THF (8 ml) pod inertni

ﬂ atmosférou dusiku a reakéni smeés byla ochlazena na 0 °C.
N7 NH Byl piidan collidin (2,30 g; 2,5 ml; 19,0 mmol; 10 ekv.)

ﬁﬂ 6@ apo 10 minutach michani byl piikapan roztok latky 56
N
»

N/// N\—N (500 mg; 1,16 mmol; 0,6 ekv.) v bezvodém THF (4 ml).
— 7

" N Po 30 minutach byl do reakéni smési pozvolna ptikapan
“Fmoc

roztok latky 41 (250 mg; 1,17 mmol; 0,6 ekv.) v bezvodém
THF (4 ml). Smés byla michéna jest¢ 1,5 hodiny pii stejné teplot¢ a nasledné
byla reakce ukoncena a rozpoustédla odpafena na RVO. Produkt 57 byl ve smési
detekovan pomoci TLC (CHCI3/MeOH, 15:1; Rr = 0,35). Reak¢ni smés byla rozpuSténa
v DCM (100 ml) a promyta vodou (100 ml). Organicky podil byl vysusen bezvodym
MgSOs arozpoustédlo bylo odpafeno. Produkt 57 (518 mg; 35%) byl ze smési
izolovén sloupcovou chromatografii (CHCl3/MeOH, 40:1) ve formé Zluté amorfni latky.
'H NMR (401 MHz, CDCls): 1,17 — 1,22 (m; 6H); 1,60 — 1,73 (m; 2H); 1,82 — 1,99
(m; 3H); 2,02 — 2,14 (m; 1H); 2,27 — 2,42 (m; 2H); 3,79 — 3,88 (m; 1H); 3,88 — 4,00 (m;
1H); 4,03 — 4,17 (m; 2H); 4,17 — 4,27 (m; 2H); 4,31 (t; J = 6,8; 1H); 4,61 (d; J = 6.,8;
2H); 4,97 (hept; J = 6,3; 1H); 5,13 (bs; 1H); 7,08 — 7,14 (m; 1H); 7,16 — 7,22 (m; 2H);
7,24 — 7,31 (m; 4H); 7,37 (t; J = 7,4; 2H), 7,62 (d; J = 7,5; 2H); 7,73 (d; J = 7,6, 2H);
7,97 (d; J=13,0; 1H); 8,76 (d; J=4,7; 1H); 8,97 (bs; 1H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3): 21.8; 21,8; 26,3; 27,2 (d; J = 2,7); 29,2; 36,0; 43,5 (d;
J=3,6);47,0; 54,1; 54,2; 66,3 (d; J=5,4); 67,8; 69,7 (d; J = 3,2); 120,1 (2C); 120,2 (d;
J=4)9); 1204 (d; J = 4,8); 122,1 (d; J = 3,0); 125,0 (d; J = 6,2); 125,1 (2C); 127,2
(20); 127,9 (2C); 129,8 (2C); 141,4 (2C); 142,9; 143,6 (2C); 149,5; 150,9 (d; J = 2,1);
151,4; 151,7; 152,7; 172,2 (d; J = 5,6); 193,4.

3IP NMR (101 MHz, CDCl3): § 5,44; 5,63.

Opticka rotace: [a]**p +4,1° (c 0,122; CHCI3).
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IC (CHCl3): 3435, 3200, 3067, 2104, 1733, 1702, 1635, 1616, 1585, 1466, 1452, 1401,
1386, 1213, 1106, 990, 761, 743, 646 cm ™"

LR ESI MS: 803 ([M + Na]").

HR ESI MS: vypocteno pro C3oHs1OsNgNaP 803,2677; nalezeno 803,2679.

Isopropyl (25)-2-(((4-(6-amino-9H-purin-9-yl)butoxy)(fenoxy)fosphoryl)amino)-6-
diazo-5-oxohexanoat (58)

Y Latka 57 (102 mg; 130 pumol, 1,0 ekv.) byla rozpusténa

O v bezvodém DCM pod inertni atmosférou za laboratorni
NF NH teploty. Do reakéni smési byl pozvolna ptikapan
(0] O0—P=0
/_/_/ ) diethylamin (84,5 mg; 119 pl; 650 umol; 5,0 ekv.) a smés
/fN\ N \© byla michédna 3 hodiny pii stejné teploté. Produkt 58
= N byl v reakéni smési detekovan ~ pomoci TLC

(CHCI3/MeOH, 20:1; Rr = 0,20). Rozpoustédlo
bylo odpafeno a produkt 58 (48 mg; 66%) byl izolovan sloupcovou chromatografii
(gradient CHCIz3/MeOH,  20:1 — 10:1) ve form¢ amorfni svétle Zluté latky.

'H NMR (401 MHz, CDCl3): 1,16 — 1,23 (m; 6H); 1,61 — 1,77 (m; 2H); 1,82 — 2,02
(m; 3H); 2,03 — 2,15 (m; 1H); 2,18 — 2,42 (m; 2H); 3,84 — 4,00 (m; 1H); 4,04 — 4,28 (m;
5H); 4,97 (hept; J = 6,3; 1H); 5,14 (bs; 1H); 5,99 (bs; 2H); 7,09 — 7,15 (m; 1H);
7,16 — 7,22 (m; 2H); 7,26 — 7,32 (m; 2H); 7,78 (d; J = 12,6; 1H); 8,33 (d; J=5,8; 1H).
13C NMR (101 MHz, CDCl3): 21.8; 21.8; 26,5; 27,3 (d; J = 3,3); 29,3; 36,1; 43,3 (d;
J=1,6); 54,2; 66,3 (d; J = 5,7); 67,8; 69,6 (d; J = 2,8); 119,7 (d; J = 2,8); 120,2 (d;
J=4)9); 1204 (d; J = 4,8); 125,0 (d; J = 5,4); 129,8 (2C); 140,6; 150,1; 150,9; 152,9;
155,6; 172,3 (d; J=5,3); 193,5.

3IP NMR (101 MHz, CDCl3): § 5,56; 5,75.

Opticka rotace: [a]**p +8,8° (¢ 0,272; CHCI3).

IC (CHCI3): 3525, 3484, 3254, 2110, 1731, 1644, 1633, 1591, 1507, 1491, 1473, 1456,
1448, 1376, 1327, 1301, 1105, 650, 616 cm™".

ESI MS: 581 ([M + Na]").

HR ESI MS: vypocteno pro C24H3106NgNaP 581,1996; nalezeno 581,1997.
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6. Zavér

V prvni ¢asti mé experimentdlni prace jsem uspésné zopakovala piipravu
klicového intermediatu isopropyl (S)-2-amino-6-diazo-5-oxohexanoatu 41, pro ktery
byla na naSem pracovisti jiz diive vyvinuta a optimalizovana metoda. Jednalo se o Ctyt
krokovou syntézu vychézejici z komer¢né dostupné kyseliny L-pyroglutamové (37),
ktera byla nejprve pievedena na isopropylester 38, jehoz pyrolidinonovy dusik byl poté
ochranén 9-fluorenylmethyloxykarbonylovou skupinou za vzniku derivatu 39.
Pyrolidinonovy cyklus byl nasledné otevien pomoci in situ generované lithné soli
trimethylsilyldiazomethanu za piipravy latky 40. V poslednim kroku pak doslo
v ptitomnosti sekundarniho aminu k odchranéni aminoskupiny za vzniku produktu 41.
Celkovy vytézek této syntézy Cinil 41%.

Na zaklad¢ dfive pozorované nestability latky 41, kdy dochazi k pfeméné
na cyklicky diazo-imin 44, byl tento intermedidt zkoumdn v jednoduchém NMR
experimentu. Vzorek latky byl rozpustétn ve dvou rlznych deuterovanych
rozpoustédlech - CDCl3 a de-DMSO a ponechén stat v ptisluSnych roztocich v NMR
kyvetach pii laboratorni teploté. V rtiznych ¢asovych intervalech (30 minut az 1 mésic)
pak byly méfeny 'H NMR spektra téchto vzorkil. Z naméfenych dat byla poté
porovnavana stabilita latky. V ptipadé¢ CDCls, ktery obsahuje malé mnozstvi DCI,
dochéazi jiz béhem prvnich minut k pozorované tvorbé cyklického diazo-iminu 44.
Vychozi latka prakticky zmizi béhem jednoho dne a méfené spektrum se pak v prubchu
Casu jiz dale neméni. Oproti tomu je latka 41 vyrazné stabilnéjsi v ds-DMSO, kdy urcita
mira rozkladu/cyklizace je pozorovéna teprve ve spektru meéfeném po mesici od jejiho
rozpusténi.

Z takto ptipravené latky 41 byly nasledné uspésné syntetizovany dva fosfonaty,
isopropyl (25)-2-(((4-aminobutoxy)(fenoxy)fosforyl)amino)-6-diazo-5-oxohexanoat
(50) a isopropyl (25)-2-(((4-(6-amino-9H-purin.9-yl)butoxy)(fenoxy)fosforyl)amino)-6-
diazo-5-oxohexanoat (58), které jsou v soucasné dob& pouzivany pro rizna biologicka
testovani na naSem spolupracujicim pracovisti (Johns Hopkins University, USA).

V obou ptipadech bylo pouzito podobnych dvou krokovych syntéz zahrnujicich
v prvnim kroku dvojnasobnou substituci atomu chloru u dichlorofosfatu za amin latky
41 a hydroxy skupinu intermediati 46 nebo 56. Tyto slouceniny jsem si pfedné

ptipravila na zakladé literarni predlohy®® nebo jejich obmén. Vytézky prvniho kroku
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se pohybovaly vrozmezi 35-41%. Ve druhém kroku jsem poté opét pouzila
sekundarniho aminu pro shozeni chranici skupiny a tim pro pfipravu volného aminu
latek 50 a 58 ve vytézku 73% respektive 66%. Zatimco prvni zminény derivat S50
byl zna¢n¢€ nestabilni a okamzité se rozkladal na smés riznych latek, finalni produkt 58
byl mnohem stabilnéjsi.

Vsechny syntetizované derivaty byly po izolaci zreakénich smési plné
charakterizovany pomoci dostupnych spektralnich metod (viz Experimentalni cast)

a u vsech popisovanych reakci byly navrzeny reak¢ni mechanismy.
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