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Abstrakt

Bakalarska prace se zabyva pripravou derivati acyklickych nukleosidfosfonata
s dusikatou bazi favipiravirem. Existuje mnoho piiklada acyklickych nukleosidfosfonatd,
které jsou diky své struktuie pouzivany jako léciva proti virovym onemocnénim.
Favipiravir sdm o sobé vykazuje antiviralni aktivitu proti viru chripky. Cilové slou€eniny
tedy maji potencidl byt biologicky aktivni, coZ bude testovano ve virologickych
laboratorich na KU Leuven v Belgii.

Byly navrzeny postupy pro pripravu 2-(fosfonomethoxy)ethyl derivatu favipiraviru,
dale jeho difosfatu a proléciva s pivaloyloxymethyl skupinami pro zvyseni biologické
dostupnosti latky. Pripraveny tedy byly 2-(fosfonomethoxy)ethyl derivaty favipiraviru a

jeho de-fluor analoga.

Klicova slova: acyklické nukleosidfosfonaty, T-705, favipiravir, T-1105, chripka,

antiviralni aktivita



Abstract

This bachelor thesis deals with the preparation of derivatives of acyclic nucleoside
phosphonates with nitrogenous base favipiravir. There are many examples of acyclic
nucleoside phosphonates that are used as antiviral drugs due to their structure.
Favipiravir shows antiviral activity against the influenza virus. The target compounds
thus might have the potential to be biologically active, which will be tested in virological
laboratories at KU Leuven in Belgium.

First, the methods for preparation of 2-(phosphonomethoxy)ethyl derivative of
favipiravir was designed, then for its diphosphate and a prodrug with pivaloyloxymethyl
groups to increase the  bioavailability @ of the compound. Thus,
2-(phosphonomethoxy)ethyl derivatives of favipiravir and its de-fluoro analogue were

prepared.

Key words: acyclic nucleoside phosphonates, T-705, favipiravir, T-1105, influenza,

antiviral activity
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Pouzité zkratky

ANP
APRT
COSY
DBU
DCM
DEPT

DHPA
DMF

DMSO
DRIFT

ESI

Et
FPMP
HA
HGPRT
HMBC

HPMP
HPMPA
HPMPC
HSQC

IMPDH
iPr

IR

M1

M2

Me

MS

acyklicky nukleosidfosfonat (Acyclic Nucleoside Phosphonate)

adenin fosforibosyltransferaza

korelacni spektroskopie (Correlation Spectroscopy)
1,8-diazabicyklo-[5,4,0]Jundec-7-en

dichlormethan

nezkreslené vylepSeni prenosem polarizace (Distortionless Enhancement
by Polarisation Transfer)

9-(2,3-dihydroxypropyl)adenin

N,N-dimethylformamid

dimethylsulfoxid

infraCervena  spektroskopie  rozptyleného odrazu s Fourierovou
transformaci  (Diffuse  Reflectance Infrared Fourier Transform
Spectroscopy)

ionizace elektrosprejem (Electrospray Ionization)

ethyl

3-fluor-2-(fosfonomethoxy)propyl

hemaglutinin

hypoxantin-guanin fosforibosyltransferaza

heteronukledrni 1H-13C  korelace pres vice chemickych vazeb
(Heteronuclear Multiple-Bond Correlation)
3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propyl
9-[3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propyl]adenin
1-[3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propyl]cytosin

heteronuklearni 1H-13C korelace pres jednu chemickou vazbu
(Heteronuclear Single Quantum Correlation)

inosinmonofosfat dehydrogenaza

isopropyl

infracervené zareni (Infrared)

virovy matrixovy protein

virovy membranovy protein

methyl

hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)
6



MW mikroviny (Microwaves)

NA neuraminidaza

NMR nuklearni magneticka rezonance (Nuclear Magnetic Resonance)
NP virovy nukleoprotein

NS virovy nestrukturni protein

PA virova kysela polymeraza

PB1 virova bazicka polymeraza 1

PB2 virova bazicka polymeraza 2

PME 2-(fosfonomethoxy)ethyl

PMEA 9-[2-(fosfonomethoxy)ethyl]adenin

PMP 2-(fosfonomethoxy)propyl

PMPA 9-[2-(fosfonomethoxy)propyl]adenin
POC isopropyloxykarbonyloxymethyl

POM pivaloyloxymethyl

Pr propyl

RMP ribofuranosyl-5‘-monofosfat

rt laboratorni teplota (room temperature)
RTP ribofuranosyl-5‘-trifosfat

RVO rotacni vakuova odparka

SATE S-acylthioethyl

Tf triflat (trifluormethansulfonat)

THF tetrahydrofuran

TLC chromatografie na tenké vrstvé (Thin Layer Chromatography)
Ts tosyl (p-toluensulfonyl)

uv ultrafialové zareni (Ultraviolet)

VvRNP komplex virovych nukleoproteinti s vVRNA



1. Uvod

Acyklické nukleosidfosfonaty (ANP) jsou farmaceuticky vyznamnou skupinou latek.
Jedna se o analogy nukleotidli, kde je cukerna ¢ast nahrazena acyklickym fetézcem.
Zaroven je fosfatova skupina vazana v pivodnim nukleotidu esterovou vazbou na
sacharid nahrazena fosfonomethoxy skupinou, nebot tato je odolnéjsi vaci
enzymatickému Stépeni v buiice. Patii sem celd Fada sloucenin s antiviralni aktivitou,
které jsou jiZ mnoho let bézné vyuzZivany jako 1éciva proti AIDS, Zloutence typu B
a dal$im onemocnénim?.

Dusikata baze T-705, zvana take favipiravir, vykazuje biologickou aktivitu proti
chripkovému viru a jeji pouZzivani jako 1éciva je jizZ schvaleno v Japonsku. Mechanismem
jejtho plisobeni v buiice je terminace elongace replikovaného tetézce virové RNA nebo
letalni mutageneze viru?2.

Spojenim téchto strukturnich motivi lze oekavat analoga nesouci vyhody obou latek
- ANP, kde je nukleobaze nahrazena bazi T-705. ANP se béZné pouZivaji ve formé
derivatl s lepSimi farmakokinetickymi vlastnostmi. Biologicka aktivita ptivodnich ANP
objevenych profesory Antoninem Holym a Erikem De Clergem byla testovana ve

virologickych laboratorich na KU Leuven v Belgii.



2. Cile prace

Cilem této bakalaiské prace byla priprava acyklickych nukleosidfosfonata
s dusikatymi bazemi 6-fluor-3-hydroxypyrazin-2-karboxamidem (nazyvan téz T-705
nebo favipiravir) a jeho de-fluor analogem (T-1105). Tyto latky by mohly byt
potencialnimi antivirotiky, nebot sama dusikata baze T-705 vykazuje antiviralni
aktivitu. Cilové slouceniny budou dale testovany na biologickou aktivitu ve virologickych
laboratorich na KU Leuven v Belgii. Byly navrZzeny nasledujici derivaty bazi T-705
aT-1105 (obr. 1):

a) 2-(fosfonomethoxy)ethyl derivat (1 a 4);

b) difosfat (2 a 5) fosfonové kyseliny pripravené vbodé a), ktery v buiice
napodobuje trifosfat, a je tak mozné se vyhnout bunécné fosforylaci, ktera nemusi
byt uplné efektivni;

c) prolécivo odvozené zfosfonové Kyseliny pripravené vbodé a) slipofilnimi

pivaloyloxymethyl skupinami, které zvysuji biologickou dostupnost (3 a 6).
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Obr. 1. Cilové slouceniny
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3. Prehled problematiky
3.1. Chripka

Podle odhadti Svétové zdravotnické organizace rocné zemre 290 000-650 000 lidi na
selhani dychaciho systému zpiisobené sezdénni chiipkou3. Rizikovymi skupinami jsou
predevsim déti do 5 let a osoby starsi 65 let. Od zacatku 20. stoleti doslo ke ¢tyrem
chiipkovym pandemiim. Prvni a zaroveii nejvétsi pandemie tzv. Spanélské chiipky, byla
zpusobena virem A/H1N1 a zasahla svét vletech 1918-1920. Navzdory svému jménu
ma svilj plvod nejspiSe v Severni Americe, odtud se $ifila s americkymi vojaky do
Evropy. Pravé diky valetnym operacim mél virus moznost rozsirit se témér po celé
Evropé, odtud dale do Ruska, severni Afriky, Australie, Indie, na Novy Zéland a Filipiny.
Zvlastnosti Spanélské chiipky bylo, Ze kromé rizikovych skupin napadala osoby od 20 do
40 let. Odhaduje se, Ze nakazZeno bylo 50 % populace a zemielo 40-50 miliont lidi*.
Vletech 1957-1958 zpiisobil virus A/H2N2 tzv. asijskou chfipku, kterd se z Ciny
postupné rozsirila do Australie a na tichomorské ostrovy, do Evropy, Afriky a Severni
i JiZni Ameriky. Celosvétova imrtnost se odhaduje na 1,1 milioni osob>. Treti pandemie
zpisobenda virem A/H3N2 - tzv. hongkongska chiipka - propukla mezi lety 1968-1969
hlavné v Asii a Spojenych statech americkych, v druhé viné v letech 1969-1970 zasahla
jeSté intenzivnéji v Anglii, celkovy odhad Uumrti je 1 milioné. Posledni pandemii byla
vroce 2009 tzv. praseci chripka zplisobena subtypem A/H1N1 pochazejici z Mexika.
Rychle se rozsirila ve Spojenych statech, pak dale do celého svéta. Laboratorné bylo
potvrzeno 18 500 umrti, odhaduje se vsak, Ze jich mohlo byt az pies 200 0007.

Chtipka je zplisobovana RNA virem z Celedi Orthomyxoviridae8. Existuji tii typy - A, B
a C. Typ A je nejzavaznéjsi, jak epidemiologicky, tak i samotnym priibéhem onemocnéni.
Infikuje vSechny vékové skupiny a kromé lidi také dalSi savce a ptaky. Prasata jsou
,mixazni nddobou“, kde se setkavaji rizné subtypy viru a mohou zde vznikat nové®.
Virus prochazi dvéma formami evoluce, dochazi k antigennimu driftu a shiftu. Drift je
zplUsoben bodovymi mutacemi a vede jen k drobnym modifikacim viru jako odpovéd’ na
imunitni systém hostitele. Tyto zmény pfri replikaci virové RNA se déji béZné a neustale
amohou vést k menSim epidemiim. Naopak pfi shiftu dochazi k vyméné velké casti
genomu a vznika novy subtyp chripky, ktery miiZe zpisobit az pandemiil®. K tomuto

jevu vsak dochazi v radech desitek let. Chiipka typu B ma mirnéjsi priibéh, vyskytuje se
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hlavné u ¢lovéka a dochazi pouze k antigennimu driftu. Nejméné zavazny je typ C, ktery

se projevuje jen u malych déti®.

3.1.1. Struktura a Zivotni cyklus chripkového viru A

Virova castice chripky All (obr. 2) méri 80-120 nm v priméru. Obal je tvoren
fosfolipidovou dvojvrstvou, kterd je odvozena z cytoplazmatické membrany hostitelské
buiiky. Pod obalem se nachazi vrstva sloZena ze strukturnich matrixovych M1 protein.
Skrz obal prochazi M2 proteiny, které maji funkci kanalti pro H* ionty. Na povrchu
membrany se vyskytuji dva druhy obalovych proteini - hemaglutinin (HA)
aneuraminiddza (NA). Bylo popsdno 18 subtypli hemaglutininu (H1 - H18) a1l
subtypil neuraminidazy (N1 - N11)12, Ty se spolu mohou rtizné kombinovat, a lze tedy
teoreticky dosdhnout az 198 subtypi viru. Podle proteinového sloZeni obalu se
ijednotlivé subtypy nazyvaji, napt. virus HIN1 byl plivodcem posledni chiipkové
pandemie. UvnitF virionu (funk¢éni virové castice) se nachazi jednovlaknova RNA
s negativni polaritou ((-)ssRNA), tzn. jeji orientace je 3° = 5'. Je rozdélena do osmi
segmenti a je nesena nukleoproteiny (NP). Kazdy ze segmentli kdduje syntézu jiného
virového proteinu (PB2, PB1, PA, HA, NP, NA, M1 + M2, NS (nestrukturni protein)) a ma
také sviij polymerazovy komplex sloZzeny ze tii proteini - PA, PB1 a PB2. Aby byl virion
virulentni, musi obsahovat vSech 8 segmentli RNA. Je-li v buiice ptitomno vice riiznych
virion®, mlize pri vzniku nové generace dojit k primichani cizich segmenti do genomu
(tzv. reassortment), protoze zaclenovani téchto segmentli do nové generace jedinci je
z Casti nahodné. Pravé v ten moment mohou vznikat nové subtypy viru (antigenni shift).
Jejich virulence miZe byt niZs$i a nové generace neinfekéni nebo naopak vyssi a vést az
k pandemii. Pti té posledni vroce 2009 doslo ke smichani dvou riiznych prasecich,

ptacich a lidskych segmentli genomu?!3.
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Obr. 2. Struktura virové ¢astice chiipky - virova partikule je sloZena z molekul matrixového
proteinu (M1), mezi které jsou vmezefeny membranové proteiny (M2), na svém povrchu ma
obalové proteiny hemaglutinin (HA) a neuraminidazu (NA) a uvnitr 8 segmentti VRNA, z nichz

kazdy nese polymerazovy komplex a kéduje jeden z virovych proteinti!+

Zivotni cyklus viru!s (obr. 3) za¢ind jeho vstupem do buriky endocytézou.
Hemaglutinin na povrchu viru se navaze na kyselinu sialovou na receptorech na
hostitelské cytoplazmatické membrané. Virova castice je uzaviena do endozému, ktery
se pohybuje v bunice smérem od membrany. Uvniti endozoému dochazi ke sniZeni pH, H*
ionty prochazi skrz M2 kandly dovniti virionu. Acidifikace vyvola zménu konformace
hemaglutininu. Hydrofobni fazujici peptid, ktery je soucasti HA a byl dosud ukryt ve
struktuie proteinu, je vysunut, spoji se s membranou endozému, dochazi k fuzi
membran a vytvaii se poér, ktery umoziuje volny priichod komplexii nukleoproteinii
svirovou RNA (VvRNP) do cytosolu hostitelské buiiky. vRNP jsou diky jadernému
lokaliza¢nimu signalu dopraveny do jadra. Zde dochazi k transkripci do mediatorové

RNA (mRNA) a replikaci virové RNA (VRNA)16:17,
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Obr. 3. Zivotni cyklus viru chfipky - virion vstupuje do buiiky, po sniZeni pH unika z endozému
do cytoplazmy, virové nukleoproteiny s vVRNA vstupuji do jadra, zde dochazi k transkripci a
replikaci vVRNA, mRNA je translatovana za vzniku novych virovych proteind, dochazi k sestaveni

nové generace viriona a jejich puceni z burnky ven

Transkripce vRNA zac¢ina tim, Ze doména PB2 virové polymerazy navaze do svého
aktivniho mista 5° cepicku hostitelské pre-mRNA, pocatecnim nukleosidem je
7-methylguanosin. Za 10.-13. nukleotidem dochazi k odStépeni zbytku retézce
prostrednictvim endonukleazy - podjednotky PA. Toto vyuziti bunécné RNA jako
primeru se nazyva cap-snatching. Vznikly 3 konec hostitelské pre-mRNA a templat
VvRNA nasednou na sva aktivni mista na podjednotce PB1. Dochazi k elongaci retézce -
postupnému navazovani jednotlivych nukleotidii na vznikajici vldkno komplementarni
k templatu. BliZi-li se jiZ elongace ke konci, dochazi kopakované reakci

s uridintrifosfatem a to ze stérickych divodi, 5° konec vRNA je po celou dobu elongace
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také vazan k PB1. Tato polyU sekvence vyvola uvolnéni ¢epicky z PB1 a terminujici
polyadenylaci vznikajici virové mRNA15.

Replikace vRNA probiha ve dvou krocich. Nejdrive se syntetizuje komplementarni
vlakno (cRNA) s pozitivni polaritou (5° = 3°), které dale slouZzi jako templat pro syntézu
novych vRNA. Replikace je zprostfedkovana PB1 podjednotkou virové polymerazy
a nezavisi na bunécném primeruls.

VirovdA mRNA vznikla transkripci je transportovana do cytoplazmy, dale
translatovana a vzniklé proteiny modifikovany na endoplazmatickém retikulu a Golgiho
aparatu. HA, NA a M2 proteiny jsou potom dopraveny k cytoplazmatické membrané.
Polymerazovy komplex, M1, NP a NS putuji zpét do jadra, kde se podileji na vzniku
novych vRNP a jejich transportu do cytoplazmy az k cytoplazmatické membrané. Z ni
poté vypuci nova generace virionti obalena hostitelskou membranou, na jejimz povrchu
jsou syntetizované HA a NA. Virion opoustéjici buriku je navdzan svymi HA na kyselinu
sialovou na povrchu bunécnych receptorii. Tuto vazbu rozstépi NA a virion opousti

bunku?s.

3.1.2. Antivirotika

Kazdorocné jsou vyvijeny vakciny proti sezénni chiipcel8. Pacientlim se podavaji
usmrcené nebo oslabené viry. Antivirotika se podavaji bud’ jako prevence pri sezénnich
epidemiich a na pocatku propuknuti pandemie, nebo pifimo jako 1éc¢ivo. Proti mnoha
znich si jiZz virus vybudoval rezistenci, je proto velkd snaha najit nova ucinna
antivirotika. Zivotni cyklus viru méZe byt blokovan v riznych fazich inhibici jednoho

z virovych proteint.

3.1.2.1. Antivirotika blokujici funkci M2 kanalu

Funkci M2 kanalu je dopravovat H* z endozému dovnitf virionu. SniZeni pH vyvola
konformacni zménu hemaglutininu a virion miiZe z endozému uniknout. Nedojde-li ke
snizeni pH, zlistane uzaviren v endozému a nerozmnoZi se. Existuji lé¢iva odvozena od
adamantanu - amantadin a rimantadin (obr. 4), kterd se vaZou do vnitrku kanalu
a zabranuji tak prichodu iontdi. Mechanismy prenosu iontli, vazby léc¢iva a inhibice

zUstavaji  stdle nejasnél®. Bodovd mutace M2 proteinu znemoziujici vazbu
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adamantanovych léciv uz je vSak velmi rozsifend, rezistence viru A/H3N2 se uvadi
v nékterych zemich az 100 %, u typu A/H1N1 je to celosvétové 15,5 %?20. Aktivitu proti

chripce B tato antivirotika dokonce viibec nevykazuji. Amantadin se pouziva také pri

NH
ﬁ @2

Obr. 4. Amantadin a rimantadin

1é¢bé parkinsonismu?l,

3.1.2.2. Antivirotika blokujici funkci NA

NA uzavira Zivotni cyklus viru, odsStépuje posledni molekulu kyseliny sialové na
povrchu bunécného receptoru, na kterou je virion navazan prostirednictvim
hemaglutininu. Umoznuje tak viru opustit buiiku a dale se Sirit. LéCiva oseltamivir
azanamivir byla navrzena jako analoga Kkyseliny sialové (obr. 5) podle krystalové
struktury NAZ22, Vazou se do aktivniho mista NA, ta proto nemiize odstépit kyselinu
sialovou s navazanym HA, virion zlstava pripojen k povrchu buiky, a nemize tak
infikovat dalsi. Modifikace 1éCiv oproti strukture kyseliny sialové jsou nutné ke sniZeni
cytotoxicity a optimalizaci farmakokinetiky. Oseltamivir je poddvan oralné ve formé
kapsli pod komerénim ndzvem Tamiflu®, zatimco zanamivir se v podobé prasku
vdechuje a prodava se pod nazvem Relenza®323. Obé latky jsou aktivni proti vSem
subtypiim NA i chripce typu B. V roce 2009 vsak doslo k celosvétovému rozsireni kmene
chripky A/H1N1, ktery je rezistentni vici oseltamiviru24 Zaroven musi byt tyto
inhibitory NA podany pacientovi do 48 hodin od prvnich priznaki onemocnéni, jinak je
jejich efektivita vyrazné sniZena?>. Na vyvoji dalSich inhibitori NA se stale pracuje,

naptiklad peramivir a laninamivir jsou testovany, v nékterych zemich jiz schvaleny?¢.
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Obr. 5. Kyselina sialova a jeji analogy - inhibitory neuraminidazy

3.1.2.3. Antivirotika blokujici funkci HA

HA ma v Zivotnim cyklu viru dvé funkce - vazbu virionu k povrchu bunky a fuzi virové
membrany s membranou endozému, ¢imZ umozni uvolnéni vRNP do cytoplazmy burky.
HA je homotrimer, kazdy z jeho monomert je syntetizovan jako prekurzor HAO, ktery je
Stépen hostitelskou proteazou na dva fragmenty (HA1 a HA2) a tim je aktivovan. Funkci
HA1 je vazba na receptor, HA2 ma na svém N-konci tzv. fazujici peptid. SniZenim pH
dochazi ke zméné konformace HA2, fuzujici peptid se navaZze na membranu endozému
a dojde k fizi obou membran??.

V soucasnosti jsou zkoumdany dva zptsoby blokovani funkce HA. Pouzivaji se bud’
protilatky jak proti ,hlavé“ (HA1), tak proti ,kmeni“ (HA2)28, nebo nizkomolekularni
latky, které jsou mnohdy limitované pouze na specifické druhy HA. V Rusku a Ciné bylo

schvaleno pouZivani tzv. umifenoviru prodavaného pod nazvem Arbidol® (obr. 6)2°.

Obr. 6. Umifenovir blokujici fizi membran

3.1.2.4. Antivirotika blokujici funkci virové polymerazy

Funkce virové polymerazyl¢ je pro preziti viru naprosto zasadni. ZajiStuje jak
transkripci, tak replikaci virové RNA a jeji struktura je pro vSechny subtypy relativné
stejnd a neménna. Diky tomu je polymeraza velmi vhodnym cilem vyzkumu antivirotik.
Blokovany mohou byt funkce kazdé z podjednotek polymerazy - PA, PB1 i PB2.
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3.1.2.4.1. Antivirotika blokujici funkci PA

Podjednotka PA je endonukleazou odstépujici bunéény primer nutny k syntéze viroveé
RNA. Prvni moZnosti blokovanti jeji funkce je navazani malé molekuly do jejiho aktivniho
mista. To obsahuje také ionty kovl, ziejmé Mg2+* nebo Mn?2*, probihd tedy vyzkum
vhodnych chelata¢nich cinidel, ktera by vytvarela vazbu s témito kovylt. Ve fazi

Klinickych testi je nyni naptiklad sloucenina zvana L-742,001 (obr. 7)30,

QL

Obr. 7. Sloucenina L-742,001 - inhibitor PA

HO
) /) COOH

Cl

3.1.2.4.2. Antivirotika blokujici funkci PB2

Podjednotka PB2 vaze do svého aktivniho mista cepicku bunécné mRNA. Inhibice
probihd podobné jako u PA, molekula antivirotika se vaze do aktivniho mista enzymu
a zabranuje tak jeho spravné funkcilé. Ve fazi klinickych testi je napriklad latka VX-787
(obr. 8)31.

F
h N\-OH
T NN,
N v
—N
F
B
~
N
NT

Obr. 8. Sloucenina VX-787 - inhibitor PB2

3.1.2.4.3. Antivirotika blokujici funkci PB1

Podjednotka PB1 ma na starost samotnou syntézu vlakna RNA. Inhibice ¢asto probiha
analogy ribonukleotidii nebo jinymi slouceninami, které se chovaji jako alternativni
substrat polymerazy. Tim dochazi k mutagenezi viru nebo k tplnému zastaveni elongace

fetézce. Mezi tyto latky patii ribavirin (obr. 9), ktery byl objeven uz vroce 1972
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a pouziva se také k1écbé hepatitidy C. V burice zaroven zpisobuje tzv. GTP depleci -
inhibuje inosinmonofosfat dehydrogenazu (IMPDH), ktera se podili na syntéze GTP, coZ
vede ke sniZeni jeho koncentrace v butice a tim k nepfimému zastaveni transkripce
areplikace virové RNA. DalSim alternativnim substratem mize byt favipiravir neboli

T-70516,

N\H\\NHZ
o SN
N~
0]
OH OH

Obr. 9. Ribavirin

3.2. Dusikaté baze T-705 a T-1105

Dusikaté baze T-705 (favipiravir) a T-1105 (obr. 10) jsou derivaty
pyrazin-2-karboxamidu. Byly objeveny japonskou spole¢nosti Toyama Chemical Co., Ltd.
Vykazuji antiviralni aktivitu proti celé radé virli, vyznamna je ptredevsim inhibice viru

chripky derivatem T-70532,

0 0
FeN N
\[ Y7 TNH; [ Y7 TNH;
b b
N~ ~OH N~ ~OH

Obr. 10. Dusikaté baze T-705a T-1105

Pfi experimentech s T-705 in vitro i in vivo byly zjistény nizké efektivni koncentrace
a zaroveh nizka cytotoxicita, coz ukazuje na vysokou selektivitu inhibice viru. U¢innost
byla prokazana i proti vysoce patogennimu chripkovému viru A/H5N1, tzv. ptaci a proti
subtypiim s rezistenci vici oseltamiviru33.

Po vstupu do bunky je baze T-705 fosforibosylovana enzymem hypoxantin-guanin
fosforibosyltransferazou (HGPRT) nebo adenin fosforibosyltransferazou (APRT).
Ukazalo se, Ze fosforibosylace HGPRT je 40krat uc¢innéjsSi, ani ta ovSem neni prilis

efektivni34. Z tohoto divodu jsou tyto derivaty syntetizovany a dale laboratorné
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testovany s cilem zvySit ucinnost inhibice35. Prekurzor T-705-RMP je bunécnymi

nukleotid kinazami dale fosforylovan na T-705-RTP (obr. 11).

0
N HGPRT
~ PRib-PP PPi -O—P—
N~ ~OH o o o)

;
o
OH OH
T-705 T-705-RMP

Obr. 11. Aktivace baze T-705 v cytosolu butiky

O
F N
o
N~ "0 —

T-705-RTP

Dalsi zkoumani mechanismu piisobeni odhalilo, Ze T-705 inhibuje virovou replikaci,

pii které se chova jako purinova baze3¢. Diky rotaci karboxamidu miZe byt virovou

polymerazou rozpoznana jako guanin nebo adenin, jak je ukazano na obrazku 12.

(0] (@)
F N\ NH H NH
o P
= 7
N~ ~OH N™ >N “NH,
guanin
rotace karboxamidu
NH, H NH,
AD S .y
N\
pZ =
N~ “OH N N/J
adenin

Obr. 12. Napodobovani purinovych nukleovych bazi dusikatou bazi T-705

Bylo také zjisténo, Ze pribéh inhibice zavisi na koncentraci T-705. Pri nizsich

koncentracich ma mutagenni efekt. Replikace retézce vRNA neni zastavena, ale vzniklé

viriony jsou neinfekéni. Je-li koncentrace vyssi a dojde k zaclenéni dvou T-705-RMP za

sebou, probéhne okamzita terminace syntézy retézce?.
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Kromé viru chripky plisobi T-705 na celou tadu dalSich RNA virl z celedi
Arenaviridae, Bunyaviridae a Flaviviridae33. Uspéchy zaznamenava také pfi testovani

proti ebole37, vztekliné38 nebo respira¢nimu syncycialnimu viru3®.

3.3. Acyklické nukleosidfosfonaty

O historii vyzkumu v oblasti acyklickych nukleosidfosfonati (ANP) vysel v roce 2005
pirehledny clanek!. VSe se zacalo vroce 1976, kdy vznikla prvni spoluprace profesori
Antonina Holého zUOCHB AV CR a Erika De Clerqa zbelgického Rega Institute of
Medical Research pod KU Leuven. Uz od zacatku 60. let byly analogy nukleosidl
anukleotidii zkoumany jako potencidlni 1é¢iva. Po dvou letech této spoluprace byla
objevena prvni molekula s - z dneSniho hlediska slabou - antiviralni aktivitou proti radé
DNA a RNA vird - (5)-9-(2,3-dihydroxypropyl)adenin ((S)-DHPA, obr. 13a). Oproti
nukleosidim byl monosacharid v molekule nahrazen acyklickym retézcem. V burice je
molekula aktivovana troji fosforylaci, ta vSak neni prilis efektivni, predevsim jeji prvni
krok. DalSim cilem tedy bylo pripravit latku izopolarni a idealné izosterickou
s nukleotidy, aby mohla byt vynechana prvni problematicka fosforylace. Esterova vazba
P-0-C je vsak snadno Stépitelnd bunécénymi enzymy, byla proto nahrazena izomerni
vazbou P-C-0, ktera je vii¢i enzymlm stabilnéjsi. Tak byl objeven (S)-9-[3-hydroxy-2-
(fosfonomethoxy)propyl]adenin  ((S)-HPMPA, obr. 13b), prvni acyklicky
nukleosidfosfonat s antiviradlni aktivitou proti fadé DNA virG (napi. herpes simplex
virus, lidsky cytomegalovirus, vaccinia virus, nékteré adenoviry a retroviry)#%. Dalsi
vyzkum prinesl tfi nejvyznamnéjsi latky, které jsou v soucasnosti pouzivany jako l1éciva.
Cidofovir (obr. 13c) se od roku 1996 podava pacientim sAIDS pro 1écbu
cytomegalovirové infekce pod obchodnim ndzvem Vistide®. Tenofovir (obr. 13d),
prodavany pod nazvem Viread®, se ve formé proléciva tenofovir-disoproxil-fumaratu
pouzivad klécbé HIV od roku 2001. Adefovirem (obr. 13e) se ve formé proléciva
s pivaloyloxymethyl skupinami pod obchodnim nazvem Hepsera® od roku 2002 léci

hepatitida typu B.
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Obr. 13. a) (5)-9-(2,3-dihydroxypropyl)adenin ((S)-DHPA); b) (S)-9-[3-hydroxy-2-
(fosfonomethoxy)propyl]adenin ((S)-HPMPA); c) (S)-1-[3-hydroxy-2-
(fosfonomethoxy)propyl]cytosin ((S)-HPMPC, cidofovir); d) (R)-9-[2-

(fosfonomethoxy)propyl]adenin ((R)-PMPA, tenofovir); e) 9-[2-(fosfonomethoxy)ethyl]adenin
(PMEA, adefovir)

3.3.1. Mechanismus uc¢inku ANP

ANP se v buiice chovaji jako analogy 2°,3‘-dideoxynukleotidi. Diky své fosfonové
skupiné, ktera nahrazuje fosfat, nemusi prochazet malo efektivni prvni fosforylaci
bunéénymi nukleosid kinazami. Probiha aZ dvojita fosforylace nukleotid kinazami (GMP
nebo AMP kinazou) na difosfat fosfonatu, analog trifosfatu. Takto aktivované molekuly
se pak stavaji substratem pro cilovou polymerazu. Zaclenénim difosfatu acyklického
nukleosidfosfonatu na 3‘ konec vznikajiciho retézce DNA dochazi kterminaci jeho

syntézyl.
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3.3.2. Pristupy k syntéze ANP

Existuji tri hlavni piistupy k syntéze acyklickych nukleosidfosfonatii:

a) priprava hydroxyalkyl derivatu dusikaté baze a nasledna etherifikace diesterem
methylfosfonové kyseliny s vhodnou odstupujici skupinou (obr. 14a);

b) priprava postranniho ftetézce s esterifikovanymi OH skupinami fosfonatu
a vhodnou odstupujici skupinou a jeho nasledna reakce s heterocyklickou bazi
(obr. 14b);

c) modifikace chranéného prekurzoru acyklického nukleosidfosfonatu s reaktivnimi
skupinami na heterocyklické ¢asti molekuly (obr. 14c).

Ve vSech piipadech nasleduje hydrolyza diesteru fosfonové kyseliny?.

X/\P’/O R dusikata Y\O/\ P’/O R
dusikata N + ~A- baze . ~A-
a) béze OH d (0] > baze O/ O

R R
2 0
NS AN , \ Y. y
b (dusika) 4 X "o P~o- R baze \O/\/P/\O’R
baze o\ i O\
R R
2
X o ,\iR
1—
dusikata Y\O/\F{/ R H R o
9 baze /0”7 RVR? dustlatd) YN~ o
O\ —_— baze e
R Q
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Obr. 14. Ptistupy k syntéze ANP (Y - ethylen (PME), 3-hydroxy-1,2-propylen (HPMP), 1,2-
propylen (PMP), 3-fluor-1,2-propylen (FPMP); X - odstupujici skupina)

3.3.2.1. Etherifikace hydroxyalkyl derivati nukleobazi

Prvnim krokem ptipravy ANP pomoci etherifikace je priprava hydroxyalkyl derivatu
prislusné dusikaté baze. Purinové nebo pyrimidinové baze mohou byt alkylovany
chranénymi hydroxyalkyl halogenidy#!, substituovanymi 1,3-dioxalan-2-ony*? nebo
epoxidy#3. V pripadé cytosinu, adeninu a 2,6-diaminopurinu vznikaji specificky cilené
regioisomery#4, v ostatnich pripadech je Casto nutné pouzit vhodné ochranéni funkénich

skupin dusikatych bazi.
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Druhym krokem je pak etherifikacni reakce s dialkyl tosyloxymethylfosfonatem
v pritomnosti silné baze, napriklad hydridu sodného. Pro tento ucCel nejcastéji pouzivany
diisopropyl tosyloxymethylfosfonat lze pripravit reakci diisopropyl fosfitu
s formaldehydem nebo 1,3,5-trioxanem za pritomnosti triethylaminu a néaslednou
tosylaci. Misto diisopropyl tosyloxymethylfosfonatu miize byt také pouzit napriklad
(diethoxyfosforyl)methyl triflat.#* Na obrazku 15 je priklad pripravy ANP odvozeného

od adeninu pomoci etherifikace.

NH,

NH, AN ~

N* | N\> + & —_— k\ | N\> NH2
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Obr. 15. Priklad syntézy ANP pomoci etherifikace hydroxyalkyl derivatu adeninu

3.3.2.2. Alkylace dusikaté baze fosfonoalkylovym postrannim retézcem

Dal$i mozZnosti pripravy ANP je prima alkylace dusikaté baze vhodnym synthonem.
Ten by mél nést na jedné strané odstupujici skupinu a na druhé fosfonomethoxy skupinu
chranénou alkyly, nejcastéji isopropylovymi nebo ethylovymi skupinami. Ptipravuji se
predevsim Ctyfi druhy téchto postrannich fetézci: 2-(fosfonomethoxy)ethyl (PME),
3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propyl (HPMP), 2-(fosfonomethoxy)propyl (PMP)
a 3-fluor-2-(fosfonomethoxy)propyl (FPMP) (obr. 16)44.
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Obr. 16. Synthony pouZzivané k pripravé ANP piimou alkylaci dusikaté baze

Jako odstupujici skupiny se pouzivaji halogenidy, tosylat nebo mesylat. Reakce
probiha v pritomnosti baze, nejcastéji NaH, ktera nejprve deprotonuje dusikatou bazi. Ta
pak ve formé sodné soli reaguje s prisluSnym synthonem. Jako baze mohou byt téz
pouzity K2C0s3, Cs2C03 nebo 1,8-diazabicyklo-[5,4,0]Jundec-7-en (DBU). Tyto reakce jsou
Casto provadény za vysokych teplot v DMF jako rozpoustédle44-46,

3.3.2.3. Modifikace funk¢nich skupin na heterocyklické ¢asti ANP

Tretim moZnym pristupem ksyntéze ANP je transformace funkcnich skupin na
heterocyklické casti jiz pripravenych ANP. Provadéji se deaminace adeninu, guaninu
nebo cytosinu, alkylace NH-skupin v kruhu nebo halogenace. Halogenace probihaji
v pozici C-5 u pyrimidinovych bazi a u purinovych bazi v pozici C-8, ale nejcastéji
v pozici C-6. Napriklad 6-chlorpurin nebo 2-amino-6-chlorpurin jsou vyznamnymi
prekurzory v pripravé novych ANP. Atom chloru v molekule miiZze byt nahrazen

napriklad aminem (obr. 17), sulfanylovou skupinou nebo oxo-skupinou#34446:47,
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Obr. 17. Priklad ptipravy nového ANP z derivatu 2-amino-6-chlorpurinu

3.3.2.4. Hydrolyza alkylovych chranicich skupin

Standardni metodou odchranéni ANP je transsilylace pomoci trimethylsilyl chloridu,
bromidu nebo jodidu nasledovana hydrolyzou vodou ¢i methanolem. Jako rozpoustédlo
se pouziva acetonitril a reakce probiha pri pokojové teploté. PrestoZe je tato metoda
volena velmi Casto, ma celou fadu nevyhod. Trimethylsilyl halogenidy jsou latky velice
toxické, korozivni a jejich vysoka citlivost na vodu ¢asto sniZuje vytézky reakci.

Alternativni metodou je pouZziti vodnych roztoki halogenovodikovych kyselin.
Kyselina bromovodikova je oproti kyseliné chlorovodikové efektivnéjsi. Pfi hydrolyze
vSak vznika jako vedlejSi produkt alkyl bromid, ktery je silnym alkyla¢nim cinidlem,
amize tak dale reagovat s molekulami produktu. PouZziva se tedy hydrolyza kyselinou
chlorovodikovou naptiklad v mikrovinném reaktoru.

Hydrolyza pomoci HCl v mikrovinném reaktoru se da svyhodou pouzZit také
k pripravé derivati guaninu, které jsou jinak obtiZzné dosazitelné kvili nizké
regioselektivité. Pii hydrolyze diestertt ANP s 2-amino-6-chlorpurinem jako bazi dochazi

totiZ také k vymeéné atomu chloru za oxo-skupinu (obr. 18)48.
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Obr. 18. Priprava ANP odvozeného od guaninu pomoci hydrolyzy HCI v mikrovinném reaktoru

3.3.2.5. Priprava proléciv ANP

Biologicka aktivita ANP silné zavisi na jejich transportu pres cytoplazmatickou
membranu bunék. ProtoZe se jedna o latky velice polarni, je tfeba sniZit jejich polaritu
esterifikaci fosfonové skupiny. Vznikla esterova vazba musi byt dostatec¢né stabilni, aby
vydrZela transport k cilové butice a pres jeji cytoplazmatickou membranu, ale zaroven
musi byt snadno Stépitelna bunéénymi enzymy v cytoplazmé burky. PrestoZe i dialkyl
estery nékterych latek vykazuji jistou biologickou aktivitu?, jako vhodnéjsi se ukazala
proléciva s acyloxyalkyl skupinami, jejichZ degradace v burice probiha ve dvou krocich.
Nejprve je enzymaticky Stépen acyl ester a poté nasleduje spontanni rozklad proléciva
na volnou fosfonovou kyselinu44.

Priklady lipofilnich skupin pouzivanych pro pripravu proléciv jsou pivaloyloxymethyl
(pivoxil, POM), isopropyloxykarbonyloxymethyl (disoproxil, POC) a S-acylthioethyl
(SATE) skupiny. Z POM skupiny je v burtice nejprve odStépena kyselina pivalova a poté je
eliminovan formaldehyd za vzniku volné fosfonové kyseliny (obr. 19a)3°. Tuto skupinu
miiZeme najit v prolécivu adefoviru, ktery se pacientlim podava jako adefovir dipivoxil
(bis(POM)-PMEA)L. Tato modifikace zvysSuje jeho UCinnost proti nékterym virim az
stopadesatkrat>l. Bunéc¢na hydrolyza POC skupiny poskytuje isopropanol, oxid uhlicity
a formaldehyd (obr. 19b)>2. Tenofovir disoproxil fumarat (bis(POC)-PMPA fumarat) je
prolécivo tenofoviru podavané pacientim!. Rozkladem SATE skupiny vznika opét

pivalova kyselina a episulfid (obr. 19c¢)>953.
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Obr. 19. Hydrolyza proléciv POM (a), POC (b) a SATE (c) v cytosolu buriky
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4, Vysledky a diskuse
4.1. Koncept syntézy

Cilem této bakalaiské prace bylo pripravit 2-(fosfonomethoxy)ethyl derivat dusikaté
baze T-705 a znéj nasledné dalsi derivaty. Byl navrzen analog trifosfatu -
fosfonat-difosfat, abychom obesli problematickou fosforylaci v bunce, a dale prolécivo
s lipofilnimi pivaloyloxymethyl skupinami pro optimalizaci priichodu molekuly ptes
cytoplazmatickou membranu bunky. Vzhledem kekonomické narocnosti a nizsi
chemické stabilité dusikaté baze T-705 byla priprava téchto derivatii nejprve zkoumana

s jejim de-fluor analogem, T-1105 (obr. 20).

T-705 R=F -
T-1105 R=H HO/ ) \OH

Obr. 20. Koncept syntézy

28



4.2. Diisopropyl [(2-chlorethoxy)methyl]fosfonat

Piiprava [(2-chlorethoxy)methyl]fosfonatu ochranéného isopropylovymi skupinami
(schéma 1) byla provedena analogicky podle publikovaného postupu pripravy fosfonatu
chranéného ethylovymi skupinami>#. Reakce byla nasazena s nadbytkem vychozi latky 7,
abychom se vyhnuli separaci produktu pomoci sloupcové chromatografie. Po skonceni
reakce byla provedena hydrolyza tohoto nadbytku a produkty hydrolyzy (vznikajici

vymeénou atomu chloru za hydroxylovou skupinu) byly separovany pomoci extrakce.

CI/\/ N~ + )\ P R o p”
0" 0 125°c,16h  CI7 > \04<

7,1,1 ekv. 8 9,85 %

Schéma 1. Priprava diisopropyl [(2-chlorethoxy)methyl]fosfonatu

4.3. Diisopropyl {|2-(3-karbamoyl-2-oxopyrazin-1-yl)ethoxy]methyl}
fosfonat
Reakce fosfonatu s dusikatou bazi T-1105 (schéma 2) byla provedena za rtznych

podminek, které jsou uvedeny v tabulce 1. Stupen konverze byl pozorovan na TLC,

z reakci 3, 15 a 16 byl izolovan Cisty produkt.

0]
N™ O
O\j)/ | Ny NH, NaH (1,6 ekv.) H
AN I
O R * [ Z 0

cl 04< NZ NoH DMSO0, 120 °C, 16 h Oj

0-P=0
OY

9,2,4 ekv. 10 11,18 %

Schéma 2. Priprava fosfonatu s T-1105

29



Tabulka 1. Optimalizace podminek pripravy ldatky 11

cislo pocet rozpous- baze (ekv.) teplota doba vytézek*
reakce ekv.9 tédlo reakce

1 1 DMF NaH (1) 70°C 16 h

2 1 DMF NaH (1) 90 °C 16 h

3 1 DMF NaH (1,6) 70 °C 16 h 0,34 %
4 1 DMF K2CO0s3 (2) rt 16 h @

5 1 DMF NaH (2) 70°C 48 h

6 1 DMF NaH (4) 70 °C 48 h

7 1 DMF K2CO0s3 (2) 70°C 48 h

8 1 DMSO NaH (2) 90 °C 16 h

954 1 DMF NaH (2) 90 °C 16 h
1055 1 DMF K2COs3 (2)** 70°C 16 h
1156 1 DMF K2COs3 (1) 100°C 4h

12 1,2 DMSO NaH (5) 80 °C 4d

13 2,4 DMSO NaH (1,6) 140 °C 6d

14 2,4 DMSO K2CO0s3 (1,6) 140°C 6d

15 2,4 DMSO NaH (1,6) 120 °C 16h 18 %
16 1,2 DMSO NaH (1,6) 120 °C 4d 13 %

* @ - zadna konverze; neni-li vytézek uveden, produkt byl pozorovan na TLC, ale nebyl
separovan kvili prili§ malé konverzi
** pridavek KI (1 ekv.) s cilem vymény atomu chloru za atom jodu v molekule 9

Ve vSech reakcich (kromé reakce 4) byl pozorovan vznik produktu. Nejprve byl pouzit
DMF jako rozpoustédlo a hydrid sodny jako baze (reakce 1-3), bohuzel bylo dosazeno
pouze malych vytézki. Byla vyzkouSena zména baze - hydridu sodného za uhlic¢itan
draselny (reakce 4, 7, 10, 11 a 14), hydrid jakoZto silnéjsi baze se vSak ukazal jako lepsi
moznost. Zaroven byly zkouSeny rtzné ekvivalenty bazi (reakce 5, 6 a 12), nadbytek 5
ekvivalentli hydridu vreakci 12 vSak zptlisoboval rozklad vychozi latky 9. Nejlepsi
konverze na produkt bylo dosazeno pri reakcich v DMSO (reakce 8, 12-16), protoZe se
v ném baze 10 lépe rozpousti. Do reakce 10 byl pridan KI s cilem vymény atomu chloru

za atom jodu v molekule 9, a tim ziskani lepsi odstupujici skupiny. PrestoZe byla
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v literature>> reakce provadéna se stejnou dusikatou bazi, pouze s ethylovymi
chranicimi skupinami na fosfonatu, nebylo pozorovano zvysSeni konverze. Také reakce 9
a 11 byly provedeny analogicky s literaturou>4°¢, v ¢lancich vSak byly pripravovany
derivaty purinovych bazi. Z diivodu citlivosti fosfonatu 9 na rozklad v reak¢ni smési byly
reakce 13, 14 a 15 nasazeny nejdrive z 1,2 ekvivalentli fosfonatu a po cca poloviné

reakcni doby bylo piidano stejné mnoZzstvi znovu.

4.4. Diisopropyl {[2-(3-karbamoyl-5-fluor-2-oxopyrazin-1-yl)ethoxy]
methyl}fosfonat

Reakce fosfonatu s dusikatou bazi T-705 (schéma 3) byla provedena analogicky jako
reakce s T-1105. DelsSim reak¢nim c¢asem se nepodarilo zvysit konverzi, po 5 dnech
zahrivani na 120 °C dochazelo krozkladu produktu pozorovaného na TLC, ale také

¢aste¢nému rozkladu zbyvajici baze 12.

0]
NaH (1,6 ekv.
o) Y F N ( : > H
W\ /O + N NH2 -
o O R » DMSO0, 120 °C, 3 d o
e N OH D
0-P=0

9 12 13,15 %*

*30 % netistot dle 'H NMR

Schéma 3. Priprava fosfonatu s T-705

Pri separaci sloupcovou chromatografii byl izolovan vedlejsi produkt, ktery mohl byt
stejné jako hlavni produkt detekovan pomoci UV zateni. Nepodaftilo se ho vSak oddélit
uplné ani pri druhé sloupcové chromatografii s pomalejsi mobilni fazi. Bylo zméfreno
NMR spektrum, ze kterého bylo zjiSténo, Ze pripravena latka 13 obsahuje asi 30 %
necistoty. Podle naméreného MS spektra odpovidd vedlejSimu produktu hodnota

m/z = 582, coz naznacuje dvojitou substituci baze acyklickym retézcem a zaroven ztratu
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produktu pomoci HPLC nebylo z ¢asovych a technickych (porucha HPLC pumpy) diivodi

dokonceno.

4.5. Diisopropyl [(2-hydroxyethoxy)methyl]fosfonat

Diisopropyl [(2-hydroxyethoxy)methyl]fosfonat byl pripraven za ucelem ziskani lepsi
odstupujici skupiny (schéma 4), nebot’ hydroxylovou skupinu je moZné dale pievést na
velmi dobfte odstupujici trifluormethansulfonat. Hydrolyzu alkylhalogenidi lze provadét
za pritomnosti stiibrnych iont a vody>’. Reakce byla provedena za riiznych podminek,

které jsou uvedeny v tabulce 2.

h h

O\\ .0 AgNO;3 (2 ekv.) O\\ .0
C|/\/O\/ R > HO/\/O\/ R
o H,0, 1,4-dioxan, 100 °C, 4 d o
9 14,15 %

Schéma 4. Hydrolyza chloridu fosfonatu

Tabulka 2. Podminky pripravy ldtky 14

Cislo zdroj rozpoustédlo teplota doba vytézek
reakce Ag* reakce

1 Ag20 H20/THF 1/1 70°C 11d @

2 AgNOs H20/THF 1/1 70°C 11d @

3 AgNOs H.0/DMF 1/1 80 °C 2d @

4 AgNOs H20/butanol 2/1 90 °C 6d <10%
5 AgNOs H20/ethylenglykol 2/1 90 °C 6d <10%
6 AgNOs  H20/1,4-dioxan 2/1 100°C 4d 15 %

Pfi prvnich dvou reakcich (reakce 1 a 2) nebyl pozorovan vznik produktu. Pri reakci 3
vDMF byl pomoci MS pozorovan vznik produktu reakce vychozi latky 9
s rozpousStédlem. Vreakci 4 vznikalo malé mnoZstvi produktu. Produkt vznikal také
vreakci 5, ale opét zde byl MS potvrzen majoritni produkt reakce s rozpoustédlem.

Optimalnim rozpoustédlem byl 1,4-dioxan. Nejvys$si pouZitelna teplota byla 100 °C, pri

32



110 °C zacinalo dochazet krozkladu vychozi latky i produktu na produkty
nedetekovatelné na TLC pomoci KMnO4. Reakce byla zastavena po vymizeni vychozi

latky z reakcni smési.

4.6. 2-[(Diisopropoxyfosforyl)methoxy]ethyl trifluormethansulfonat

Triflace hydroxyfosfonatu byla provedena béZnou metodou>® pouZitim anhydridu
kyseliny trifluormethansulfonové (schéma 5). Jako baze byl misto triethylaminu nebo
pyridinu pouzit 2,6-lutidin, protoZe je vice stericky branény, a tim je sniZena
pravdépodobnost jeho reakce striflacnim Ccinidlem. Jako rozpoustédlo byl pouZit
bezvody THF a reakce byla provedena za chlazeni suchym ledem pri teploté -78 °C.

o) Y Tf,0, 2,6-lutidin 0.0 o) Y

o \\P/O _ E \\S// o \\P/O
AU o - N Tl
HO 04< THE, -78 °C, 30 min FT 0 04<

14 15

Schéma 5. Triflace diisopropyl [(2-hydroxyethoxy)methyl]fosfonatu

Pro vysokou citlivost produktu na vodu nebyl vznik produktu ovérovan klasickymi
metodami (TLC, MS, NMR) a ihned byla pridana dusikaté baze 10 pro provedeni

nasledujici reakce.

4.7. Diisopropyl {[2-(3-karbamoyl-2-oxopyrazin-1-yl)ethoxy]|methyl}

fosfonat pripraveny z fosfonatu s triflatovou skupinou

Roztok deprotonované baze v bezvodém DMF byl pridan k reakéni smési z predchozi
reakce (schéma 6). Vznik produktu 11 vSak nebyl pozorovan pomoci TLC, MS ani
1H NMR. Ke vzniku meziproduktu 15 bud’ viibec nedoslo, mohl byt hydrolyzovan, nebo
nedoslo k reakci s dusikatou bazi 10. VSechny tyto hypotézy budou dale zkoumany. Dals{
pokusy budou provedeny modifikaci pouZitych podminek (rozpoustédlo, reakéni doba,

koncentrace vychozich latek v reakéni smési).
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Vs

0 N
0. 0 O\j)/ N NaH (1,6 ekv.)
\\ /7 N h
Fa Sc i~ O R * S NH 7N —
FT 0 5 < | THF, DMF, -60 °C, 30 min o

OH
0-P=0
4<O
15 10 11

Schéma 6. Reakce T-1105 s fosfonatem s triflatem jakou odstupujici skupinou

4.8. {[2-(3-Karbamoyl-2-oxopyrazin-1-yl)ethoxy]methyl}fosfonova Kkyselina

Hydrolyza isopropylovych chranicich skupin za Uucelem ziskani cilového
2-(fosfonomethoxy)ethyl derivatu baze T-1105 byla nejprve zkouSena metodou casto
citovanou v literature>?:69, reakci s trimethylsilyl bromidem v acetonitrilu za laboratorni
teploty pres noc. Na TLC vsak byla pozorovana nizka konverze. Byla-li reakce ponechdna
michat dva dny, produkt jiZ nebyl pozorovan na TLC. Kromé vzniku volné fosfonové
kyseliny byl pozorovan vznik vedlejSiho produktu, ¢astecné odchranéného monoesteru.
Tento jev je téZ zminovan v literature4s.

Byla vyzkouSena alternativni metoda hydrolyzy pomoci mineralnich kyselin,
konkrétné HCI, v mikrovinném reaktoru. Tato metoda je vhodna k hydrolyze rady
diisopropylesterti a diethylester ANP na odpovidajici volné fosfonové kyseliny*8. Za
pouziti této metody (schéma 7) byla konverze pozorovana na TLC vyrazné vysSsi

a zaroven byl omezen vznik vedlejsich produktt.
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H 2 HCl, H,0 NH 0

0 130 °C (MW), 20 min
0-P=0 B _
4< 5 HO—P=0
j/ OH
11
Schéma 7. Odchranénfi acyklického nukleosidfosfonatu s T-1105

Nejprve byla vyzkouSena separace pomoci silného anexu v acetatové formée, coZ je
¢asto pouzivany zplisob*359-61, Tato metoda se vSak ukdzala jako neprilis efektivni
avelmi ¢asové narocna. Produkt bylo tfeba vymyvat velkym mnoZstvim rozpoustédla
anepodarilo se ho vymyt vSechen. Byla tedy provedena separace pomoci sloupcové
chromatografie nasledovana prevodem amonné soli produktu zpét na kyselinu pomoci
silného katexu. Z 1H NMR spektra bylo zjiSténo 25 % necistot, nicméné piitomnost

produktu se potvrdila. Dalsi separace nebyla z ¢asovych diivodi provedena.

4.9. [({[2-(3-Karbamoyl-2-oxopyrazin-1-yl)ethoxy]methyl}fosforyl)bis
(oxy)]bis(methylen) bis(2,2-dimethylpropanoat)

PrestoZe pozZadovana fosfonova kyselina nebyla pripravena v dostatecné cistoté, byla
z Casovych divodi nasazena jedna orientacni reakce s chlormethyl pivalitem 16

(schéma 8). Reakce byla provedena v DMF pri laboratorni teploté za pouzZiti

triethylaminu jako baze®2.
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N\ NH

0 DR
0

N ~O Et;N 5
+ A~ —
H >‘)LO cl DME, rt, 4 d 0 j _
o 0-P=0
-/
o o}
HO—P=0 r
. O/T;O
4 16 6

Schéma 8. Priprava proléciva ANP s T-1105

Pravdépodobné z diivodu interference necistot nedoslo ke vzniku produktu, nebyl
detekovan pomoci TLC ani MS. Po preciSténi vychozi latky 4 bude vyzkouSen jiny
pristup k syntéze za pouZiti silnéjsi baze - DBU a vyssi koncentrace vychozich latek

v reak¢ni smésios.
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5. Experimentalni ¢ast
5.1. Obecné postupy a chemikalie

PouZité chemikalie byly zakoupeny od firem Manchester Organics (T-705),
Fluorochem (T-1105, 1-chlor-2-(chlormethoxy)ethan), Sigma-Aldrich (triisopropyl
fosfit, hydrid sodny, deuterovana rozpoustédla, trimethylsilyl bromid), Penta (AgNOs3,
kyselina octova) a Lach-ner (kyselina chlorovodikova). Hydrid sodny byl pouZit ve formé
60% suspenze v mineralnim oleji. VSechna rozpoustédla byla pred pouzitim destilovana,
voda byla deionizovana.

Pro sloupcovou chromatografii byl pouZit silikagel 60 (40-63 um) od firmy Merck,
silny katex Dowex 50WX8 od firmy Sigma-Aldrich a silny anex Dowex 2X8 od firmy
Fluka. Pro TLC byly pouzity silikagelové desticky 60 Fzs4 od firmy Merck. PouZivané
mobilni faze byly nasledujici:

S1: CHCl3/MeOH 20/1

S2: DCM/MeOH 7/1

S3: DCM/MeOH/NH37/1/0,1

S4: PrOH/H20/NH3 6/3/1.

Aromatické latky byly detekovany pomoci UV zareni o vinové délce 366 nm, alkyla¢ni
¢inidla ponorenim do 1% roztoku 4-(4-nitrobenzoyl)pyridinu v ethanolu, zahratim
horkovzdusnou pistoli a naslednym ponotrenim do vodného roztoku amoniaku. Dale byl
k detekci pouzit bazicky roztok manganistanu draselného (1,5 g KMnO4, 10 g K2COs3
a 1,25 ml 10% NaOH v 200 ml vody).

K odparovani rozpoustédel byla pouZzivana rotacni vakuova odparka Biichi pri teploté
40 °C, nasledné byly produkty dosuSovany za sniZeného tlaku pomoci olejové vyvévy pri
teplotach do 80 °C.

Pro méreni infraCervenych spekter byly vzorky smichany s KBr a byl pouzit pristroj
Thermo Nicolet AVATAR 370 FT-IR s metodou DRIFT.

NMR spektra byla porizena pomoci pristroje Bruker AVANCE III HD 400. Jako
rozpoustédla byly pouZzity CDCls, D20 a CD30D. VSechny chemické posuny jsou uvedeny
v jednotkach ppm. Prifazovani spekter bylo provadéno za pomoci DEPT a 2D spekter
(COSY, HSQC, HMBC). Ve vypisech spekter jsou desetinné ¢arky nahrazeny desetinnymi
teCkami pro vétsi prehlednost. Ptiklad ¢islovani atomi ve vypisech spekter je uveden na

obrazku 21.
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Obr. 21. Priklad ¢islovani atom1 ve vypisech spekter

Hmotnostni spektra byla mérena pomoci pristroje LCMS 2020 Shimadzu s ionizaci

elektrosprejem. Vzorky byly rozpuStény v methanolu.

5.2. Pracovni postupy

5.2.1. Diisopropyl [(2-chlorethoxy)methyl]fosfonat (9)

Y K vychozi latce 7 (7,74 g, 60,0 mmol) byl béhem 90 minut
(@)

W\ /O
C|/\/O\/P\ 4<

9

prikapan triisopropyl fosfit 8 (12,5 ml, 54,6 mmol) pri 90 °C za
stalého michani pod argonovou atmosférou. Poté byla teplota
zvySena na 125 °C a reakce byla michana ptes noc. Nadbytek
vychozi latky 7 byl hydrolyzovan smési 30 ml THF a 30 ml 0,5% HCI. Produkt byl
extrahovan 3 x 100 ml toluenu, organickd faze byla dosuSena siranem hotecnatym.
Rozpoustédlo bylo odpareno na RVO a pomoci olejové pumpy. Produktem byla jemné

Zlutda olejovita kapalina, vytéZek Cinil 85 %.
Rr=0,5(S1)

Nameérena 1H NMR a 13C NMR odpovidaji publikaci®4.
Pro CoH20ClO4P vypoctena M: = 258.08, ESI-MS: m/z 259 [M + H]*, 281 [M + Na]*
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5.2.2. Diisopropyl {|2-(3-karbamoyl-2-oxopyrazin-1-yl)ethoxy]methyl}fosfonat
(11)

o) Dusikata baze 10 (100 mg, 0,719 mmol) byla rozpusténa v 3 ml suchého
[NfNHZ DMSO a za chlazeni ledem a pod argonovou atmosférou byl pridan 60%
N~ ~0 NaH (46 mg, 1,15 mmol) a ponechano 1 hodinu michat. Dale byl pridan
H fosfonat 9 (223 mg, 0,863 mmol), teplota byla zvySena na 120 °C
areakéni smés byla michana dvé hodiny. Bylo pfridano znovu stejné
4{3 _Z:O mnozstvi fosfonatu 9 a reakéni smés byla ponechana michat ptres noc.
Y Poté bylo zahrivani zastaveno a reakce byla ukoncena pridavkem 20 ml
11 vody. Produkt byl extrahovan 3 x 50 ml vrouciho chloroformu. Organicka
faze byla pres noc dosuSena siranem hore¢natym. Rozpoustédlo bylo odpareno na RVO.
Produkt byl preciStén pomoci sloupcové chromatografie za pouZiti 24 g silikagelu
a mobilni faze DCM/MeOH 12/1. Rozpoustédlo bylo odpareno na RVO a produkt byl
dosus$en na olejové vyvévé. Vytézek Cinil 46,3 mg, tedy 18 %.

Rr=0,4 (S2)

IR(KBr): 3372 v(N-H), 2980 v(C-H), 2929 v(C-H), 2875 v(C-H), 1676 v(C=0), 1649
v(C=0), 1242 v(P=0), 1222 v(P=0), 991 v(P-OR) cm!

1H NMR (400 MHz, CDCls): & = 1.27 (d, ] = 6.2 Hz, 6 H, 10-H, 11-H); 1.30 (d,/ = 6.2 Hz, 6
H, 10-H, 11-H); 3.71 (d, J = 8.3 Hz, 2 H, 8-H); 3.93 (t,/ = 4.9 Hz, 2 H, 6-H); 4.25 (t,J = 4.5
Hz, 2 H, 7-H); 4.69 (m, 2 H, 9-H); 6.18 (bs, 1 H, N-H); 7.61 (d, ] = 3.9 Hz, 1 H, 5-H); 7.70 (d,
J=4.0 Hz, 1 H, 4-H); 9.20 (bs, 1 H, N-H)

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 24.01 (C1o, C11); 24.05 (C10, C11); 50.16 (Ce); 66.11 (d, ] =
168.5 Hz, Cs); 69.58 (d, J = 10.3 Hz, Cv); 71.28 (d, ] = 6.6 Hz, C7); 124.35 (C4); 133.92 (Cs);
143.81 (C2); 156.06 (C3); 163.29 (C1)

Pro C14H24N306P vypocCtena My = 361.14, ESI-MS: m/z 362 [M + H]*, 384 [M + Na]*

39



5.2.3. Diisopropyl {|2-(3-karbamoyl-5-fluor-2-oxopyrazin-1-yl)ethoxy]methyl}
fosfonat (13)

Dusikatd baze 12 (100 mg, 0,636 mmol) byla rozpusténa v 3 ml

Fe N i suchého DMSO a za chlazeni ledem a pod argonovou atmosférou byl
\[ fNHZ pridan 60% NaH (41 mg, 1,02 mmol) a ponechano 1 hodinu michat.
N\ ° Déle byl pridan fosfonat 9 (187 mg, 0,863 mmol), teplota byla zvysSena

0 na 120 °C a reakc¢ni smés byla michdna pfes noc. Bylo priddno znovu
o-p=o Stejné mnoZstvi fosfonatu 9 a reak¢ni smés byla ponechana michat
(IJY dalSi dva dny. Poté bylo zahrivani zastaveno a reakce byla ukonc¢ena

13 pridavkem 20 ml vody. Produkt byl extrahovan 3 x 50 ml vrouciho
chloroformu. Rozpoustédlo bylo odpareno na RVO. Produkt byl preciStén pomoci
sloupcové chromatografie za pouziti 24 g silikagelu a mobilni fdze DCM/MeOH/NHs3
25/1/0,1. Rozpoustédlo bylo odpareno na RVO a produkt byl dosuSen na olejové vyvéve.
Produkt musel byt znovu preciStén sloupcovou chromatografii za pouZiti 2,5 g silikagelu

a mobilni fAze DCM/MeOH/NH3 50/1/0,1. Proméirenim NMR spekter vSak byla zjisténa

necistota*, neseparovany vytézek Cinil 10,5 %.

Re=0,7 (S3)

1H NMR (400 MHz, CDCl3): & = 1.30 (d, ] = 6.8 Hz, 6 H, 10-H, 11-H); 1.33 (d,/ = 7.1 Hz, 6
H, 10-H, 11-H); 3.80 (m, nedistota*) 3.84 (d, ] = 8.2 Hz, 2 H, 8-H); 4.01 (t, ] = 4.7 Hz, 2 H,
7-H); 4.63 (t,] = 4.6 Hz, 2 H, 6-H); 4.73 (m, 2 H, 9-H); 6.12 (bs, 1 H, N-H); 7.69 (bs, 1 H, N-
H); 8.11 (d,/ = 7.9 Hz, 1 H, 4-H)

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 8 = 24.11 (C1o, C11); 66.20 (d, J = 167.9 Hz, Cs); 67.17 (Co);
70.84 (d, ] = 10.2 Hz, C7); 71.31 (d, ] = 6.7 Hz, Co); 75.21 (d, J = 9.2 Hz, C4); 131.70 (d, ] =
41.3 Hz, Cs); 153.41 (C2); 155.86 (C3); 162.91 (C1)

Pro C14H23FN306P vypottena M: = 379.13, ESI-MS: m/z 380 [M + H]*, 402 [M + Na]*

*vytéZek zneliSténého produktu (po separaci na druhé koloné) ¢inil 15 %, z NMR spektra byla

zjiSténa 30% necistota, teoreticky vytézek produktu bez finalni separace byl 10,5 %
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5.2.4. Diisopropyl [(2-hydroxyethoxy)methyl]fosfonat (14)

OY Chlorid fosfonatu 9 (20 mg, 78 pumol) byl rozpustén v 0,2 ml
HO/\/O\/\\P\;)OA< 1,4-dioxanu a 0,4 ml vody. Byl ptidan AgNOs (26 mg, 155 umol)
areak¢ni smés byla za stdlého michani zahtivana 4 dny na 100 °C.

14 Po vymizeni vychozi latky na TLC byla rozpoustédla odparena.
Reak¢ni smés byla absorbovana na 100 mg silikagelu a produkt byl preciStén pomoci
sloupcové chromatografie za pouZiti 2 g silikagelu a mobilni faze CHCl3/MeOH 50/1.

Rozpoustédlo bylo odpareno na RVO a produkt byl dosusen na olejové vyvévé. Vytézek

¢inil 15 %.

Rr=0,2 (S1)
Pro C9H210sP vypoctena Mr = 240.11, ESI-MS: m/z 241 [M + H]*, 263 [M + Na]*

5.2.5. Diisopropyl {[2-(3-karbamoyl-2-oxopyrazin-1-yl)ethoxy]methyl}fosfonat

(11) pripraveny z fosfonatu s triflatovou skupinou (15)

Y Fosfonat s hydroxylovou skupinou 14 (2 mg, 8 umol) byl
@)
\// (0]

[\
F S< /\\/O\Ji(
SRR

15 suchym ledem na teplotu -78°C byl pridan anhydrid

rozpus$tén v 0,15 ml bezvodého THF a byl pridan 2,6-lutidin

(4,1 pl, 42 pmol). Pod argonovou atmosférou a za chlazeni

o kyseliny trifluormethansulfonové (7,0 pl, 42 pmol). Dusikata baze 10
NﬁNHz (5 mg, 14 umol) byla rozpusténa v 0,5 ml bezvodého DMF a byl piidan
[N o NaH (2,3 mg, 58 pmol). Po 30 minutach byl roztok deprotonované
H dusikaté baze 10 pridan do chlazené reakéni smési. Teplota byla
Oj zvySena na -60 °C, aby nedoSlo ke zmrznuti DMF. Vznik produktu

o—ezo
< O\r/
11

nebyl detekovan pomoci TLC ani MS.
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5.2.6. {[2-(3-Karbamoyl-2-oxopyrazin-1-yl)ethoxy]methyl}fosfonova kyselina (4)

O Acyklicky nukleosidfosfonat s isopropylovymi skupinami 11 (36 mg,

[N\ NH, 0,1 mmol) byl rozpustén v 0,4 ml 0,5M HCl a byla provedena reakce
N~ =0 v mikrovinném reaktoru pri teploté 130 °C po dobu 20 minut. Produkt
H byl precistén pomoci sloupcové chromatografie za pouZiti 3,6 g silikagelu
Oj a mobilni faze PrOH/H20/NHs 10/3/1. Rozpoustédlo bylo odpareno na
HO—Z:O RVO a produkt byl dosuSen na olejové vyvévé. 1 ml silného katexu byl

4 promyt 5 ml 5% NaOH, deionozovanou vodou do neutralniho pH, 5 ml

5% HCI a znovu vodou do neutralniho pH. Produkt rozpustény v 1 ml vody byl nanesen
na katex a vymyt cca 10 ml vody. Rozpoustédlo bylo odpaireno na RVO a produkt byl
dosusen na olejové vyvéve. Z 1H NMR spektra bylo zjiSténo 25 % necistot. DalSi separace

nebyla z ¢asovych divodi provedena.
Rr=0,4 (54)

Z divodu interference necistot nebylo mozné zmérit MS spektrum ani latku

charakterizovat pomoci 1H NMR a 13C NMR.
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6.Zaver

Vramci této bakalarské prace byly pripraveny derivaty acyklickych

nukleosidfosfonatu.

Byl pripraven postranni retézec - (ethoxymethyl)fosfonat s isopropylovymi
chranicimi skupinami a chlorem jako odstupujici skupinou.

Byl pripraven 2-(fosfonomethoxy)ethyl derivat dusikaté baze T-1105
s isopropylovymi chranicimi skupinami. Byl proveden pokus o zvySeni vytézku
reakce vymeénou odstupujici skupiny na postrannim ftetézci - chloru za
triflitovou skupinu. V tomto pripadé vSak nebyl vznik produktu pozorovan.
Byl pripraven 2-(fosfonomethoxy)ethyl derivat dusikaté baze T-705
s isopropylovymi chranicimi skupinami. Finalni ¢isténi produktu pomoci HPLC
nebylo z diivodu poruchy stroje dokonceno.

Hydrolyzou isopropylovych skupin byl ziskdn 2-(fosfonomethoxy)ethyl
derivat dusikaté baze T-1105 ve formé volné kyseliny. Pomoci 1H NMR bylo
zjisténo asi 25 % necistot, separace vsSak nebyla z casovych divodu
dokoncena.

Byla provedena orientacni reakce fosfonové kyseliny s chlormethyl pivalatem

pro pripravu proléciva. Vznik produktu vSak nebyl pozorovan.
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