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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva ptipravou fluorovanych derivati karbocyklickych nukleosidi,
které by mohly slouzit jako inhibitory replikace flavivri. Byly pfipravovany monofluorované i
gem-difluorované analogy ribo 1 2’-deoxyribonukleosidi. Zatimco pro piipravu
monofluorovanych sloucenin byly nalezeny vhodné a pomérné spolehlivé syntetické cesty,
syntéza gem-difluorovanych latek se ukazala jako velmi komplikovana. Ackoli se vétSina
syntéz prezentovanych v této praci zabyvala ptipravou latek s adeninem jakozto nukleobazi,
obecnd aplikovatelnost vyvinutych postupti byla demonstrovdna piipravou molekuly
guanosinového typu. Po optimalizaci by tedy mélo byt mozné uvedené reakéni sekvence vyuzit

k ptipravé rozsahlejsich sérii latek.
Kli¢ova slova: flaviviry, antivirotika, karbocyklické nukleosidy, fluorované nukleosidy

Abstract

This master thesis is dedicated to the preparation of fluorinated derivatives of carbocyclic
nucleosides, that may serve as flaviviral replication inhibitors. Preparation of both
monofluorinated as well as gem-difluorinated analogs of ribo and 2’-deoxyribonucleoside was
attempted. While a suitable and reliable route for the preparation of monofluorinated
compounds way found, synthesis of gem-difluorinated turned out to be rather challenging.
Although most of the presented work dealt with compounds bearing adenine as a nucleobase,
the universal applicability of the developed procedures, demonstrated on the preparation of a
guanosine-type molecule, suggests that after slight optimization larger series of this type of

compounds could be prepared.

Keywords: flaviviruses, antiviral agents, carbocyclic nucleosides, fluorinated nucleosides



Obsah

POACKOVANT .....eiiiiieiiece ettt sttt ettt et st sbe et eanes 3
AADSITAKE ..ottt h e bttt h et e a e bt et eat e bt e beeanen 4
AADSITACE ...ttt et b et h e bt et s a ettt e a e e bt et eate bt et e eanen 4
Prehled ZKIatek ... ...co.ooiiiiiiieice e e 6

T VO ettt 9
B O 1 1 o) ¢ 1o PSRRI 10
3 Piehled problematiky .......coceouiiiiiiieeee e 11
3.1  Flaviviry a inhibitory jejich replikace .........ccccoevieriiiiiiiiiiieee e, 11
3.1.1  Flaviviry a jejich patogenita..........ccoeiuieriieiiieniieiieeie et 11
3.1.2  Charakteristika virionu, RNA a proteomu flavivirll........c.ccccovveeeveencieenreeennnen. 11

3.2 Fluor a jeho vyuziti v medicindlni chemii..........ccooecvieriiiiiieniieiieieciecie e 14
3.2.1  Zékladni vlastnosti fluoru a ptirodni organické latky obsahujici fluor.............. 14
3.2.2  Vliv zavedeni fluoru na fyzikaIn¢ chemické vlastnosti molekuly ..................... 17
3.2.3  Vliv fluorace na metabolismus [Atek ...........ccooieriiiiiiiiiniiiceee 22
3.2.4  Fluorované strukturni motivy a jejich bioiSOSterie........ccocvvrvvierrreerciieeeireennnenn 24
3.2.5 Metody fluorace vyuzivané v medicinalni chemii..........ccccocovevvviieniieenceeennnnn. 28

3.3 Fluorované derivaty nukleosidil s protivirovymi UCinky.........ccccevvvrvvivenieeneennennnen. 33
3.3.1  Analogy nukleosidli s fluoraci baze ...........ccoovvieiiiiniiiiiiieeeeee e 34
3.3.2  Analogy nukleosidl s fluoraci cukerné Casti.........coocuveveinieeiieniienienieeieeeas 36

4 DisKUSE @ VYSICAKY ..cuviuiiiiiiiiiiiieee ettt 38
4.1  Priprava karbocyklickych nukleosidll ..........cccceeviiiiiiiniiiiiiiiieeee e, 38
4.1.1  Ptiprava gem-diflurovanych derivati nukleosidil ...........cccceveriiniineniincenennne. 38
4.1.2  Ptiprava 6'-monofluorovanych derivatll ..........cceeoveriiieniieiiiinieeiieeeeee e 46

S EXPerimentalng CASt.......cccuviiriiiiiiiie ettt ettt e e e e st e e naee e e 51
5.1  Obecné postupy @ ChemikaAlie ..........covvueiiiiiiiiiiiecieee e 51



7



Prehled zkratek
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1 Uvod

Jednémi z vyznamnych lidskych patogent jsou zastupci rodu Flavivirus. Zéastupci tohoto rodu
jsou ptivodci mnoha zdvaznych onemocnéni, a to piedev§im v tropickych oblastech svéta.
Nemoci zpiisobené témito viry jsou napiiklad horecka dengue, zlutd zimnice, horecka zika a
japonska encefalitida. V prostiedi stfedni Evropy je vyznamny pfedev$im virus klistové
encefalitidy, kdy jen v CR bylo v roce 2016 zaznamenéno 565 piipadi. V soudasnosti neni
znama zadna specificka 1éc¢ba téchto onemocnéni, a tak je vyvoj novych potencialnich
antivirotik zasadni pro omezeni jejich Sifeni. Pro mnoZeni viru v lidskych burnikach je klicovy
virovy enzym RNA dependentni RNA polymerdza (RdRp) umoziujici replikaci genetické
informace viru. Jelikoz se tento enzym vyznamné lisi od lidskych polymeraz, je velmi zajimavy

jako terapeuticky cil.

Pro inhibici RdRp riznych virti lze vyuzit latky, které muzeme rozdélit na nukleosidové a
nenukleosidové. Nukleosidové inhibitory ptsobi tak, ze jsou zaclenény do prodluzujiciho se
fetézce nové RNA, coz vede bud’to k zastaveni replikace nebo k hromadéni chyb v genetickém
kodu. Nenukleosidové inhibitory v mnoha ptipadech piisobi jako alosterické inhibitory. Obecné

vvvvvv

rezistence.

Karbocyklické nukleosidy jsou jednou z vyznamnych skupin modernich antivirotik, v nichz je
atom kysliku furanosového cyklu nahrazen methylenovou skupinou. Tim padem je
glykosidicka vazba nahrazena prostou vazbou C-N, kterd je vyrazné stabilnéj$i nejen pii
syntéze, ale také metabolicky, jelikoZ tyto latky jiZ nejsou substratem hydrolaz §tépicich

glykosidickou vazbu. Uhlik této methylenové skupiny mize byt navic dale funkcionalizovan.

Castou modifikaci uzivanou pii vyvoji novych terapeutik je zavadéni atomu fluoru, ma mnohé
unikatni vlastnosti s ohledem na jeho vysokou polaritu a maly atomovy polomér. Proto mize
v mnoha aplikacich vystupovat jako bioisoster vodikového nebo kyslikového atomu.
Neopomenutelny je také fakt, ze fluor je Spatné odstupujici skupinou, a je tak vhodny pro
pouziti v zivych systémech. Ptipravou fluorovanych derivati karbocyklickych nukleosidii se

zabyva tato diplomova préace.



2 Cile prace

Ptipravit derivaty karbocyklickych nukleosidl s jednim ¢i dvéma atomy fluoru na 6 -uhliku.
Tyto derivaty pfipravit v ribo 1 2’-deoxyribo sérii.

Po nalezeni vhodnych syntetickych postupti ptipravit derivaty v riznymi purinovymi
nukleobazemi.

Studiem literatury i vlastnimi experimenty se seznamit s metodami piiprav a vlastnostmi
karbocyklickych nukleosidi a prohloubit tak své dosavadni znalosti chemie nukleosidt.
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3 Prehled problematiky

3.1 Flaviviry a inhibitory jejich replikace

3.1.1 Flaviviry a jejich patogenita

Rod Flavivirus je jednim zrodi celedi Flaviviridae, zahrnujici dale rody Hepacivirus a
Pestivirus. Jednd se o viry s linearni jednovlaknou RNA s pozitivni polaritou. Tento rod
zahrnuje vice nez 70 virl, z nich jsou nékteré vyznamnymi lidskymi patogeny, projevujici se
v terminalni fazi obvykle hemorhagickou horeckou nebo encefalitidou. Konkrétnimi ptiklady
jsou virus zluté zimnice, virus horecky dengue, virus zdpadonilské horecky, virus horecky zika
nebo virus klistové encefalitidy.! S vyjimkou viru klistové encefalitidy se viechny uvedené
nemoci vyskytuji predevsim v tropickych oblastech Afriky, Ameriky a Asie, nicméné
v dusledku klimatickych zmén dochézi k rozsifeni teritoria jich hlavniho vektoru, kterym jsou
antropofilni koméati (napt. Aedes aegypti nebo Aedes albopictus). Vzacnéji mohou byt tyto
nemoci pienaSeny 1 ostatnimi druhy komart rodu 4edes a Culex. Hlavnim pfenasecem klistové
encefalitidy je klisté Ixodes ricinus. VSechny tyto viry tudiz spadaji do skupiny arbovirt, tedy
vira pienasenych hmyzem.? Clovék je v ptipadé vétsiny virt tohoto rodu kone&nym hostitelem
a az na vyjimky viru zZluté zimnice, horecky dengue a pravdépodobné 1 viru zika neni zdrojem

dalsi nakazy.’

Jedinou v soucasné dobé¢ dostupnou pomoci v boji v uvedenymi viry je ockovani, které je
dostupné proti viru Zluté zimnice, viru japonské encefalitidy a viru klist'ové encefalitidy. Ackoli
byl ale jiz vyvinut tento obecné& velmi mocny nastroj, jeho uziti je komplikovano tim, ze prvni
dva uvedené viry se vyskytuji predev§im v oblastech s obtizné dostupnou kvalitni 1ékatskou
péci.’ Proti ostatnim flavivirim dosud nebylo vyvinuto spolehlivé o¢kovani, ackoli v nedavné
dobé byla pro klinické pouziti schvéalena vakcina proti viru dengue.* Ta sice nedosahuje
optimalni G€innosti, piesto by ale jeji vyuZivani mohlo vést alesponl k ¢astecnému omezeni
vyskytu onemocnéni.’> Po nedavné epidemii viru zika je zna¢na pozornost vénovana také vyvoji

vakciny proti tomuto viru, pfi¢emz prvni vakciny vstoupily do prvni fize klinického testovani.®

3.1.2 Charakteristika virionu, RNA a proteomu flaviviri

3.1.2.1 Struktura virionu

Virion flaviviri je tvofen kaspidou slozenou z kapsidovych proteinii obalenou lipidovou

dvojvrstvou. Tato membrana vznikd upravou membrany hostitelskych bunék, obsahuje vSak
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virové proteiny E a M, pficemz obalkovy protein E je obsazen v takové mite, ze ji zcela

pokryva. Zraly virion je kulovitou ¢astici o priiméru pfiblizné 500 A7

3.1.2.2 Struktura genomu

Kapsida flavivirt obsahuje jednovldknovou molekulu RNA o délce piiblizné 11 kb. Jelikoz se
jedna o pozitivni vlakno RNA, a tedy pfimo slouzi jako templat pfi proteosyntéze, mimikuje
RNA flavivirt mRNA. Ta svém 5’-konci nese ¢epicku typu 1, ktera nejenze vede k rozpoznani
hostitelskymi enzymy a zahdjeni proteosyntézy, ale také chrani virovou RNA pted degradaci
jakozto cizorodé nukleové kyseliny.® Oproti tomu 3’-konec nebyva aZz na vyjimky
polyadenylovan.” RNA obsahuje jediny otevieny &teci ramec s délkou piesahujici 10 kb,
ohrani¢eny na koncich netranslatovanymi useky plnicimi patrné regulaéni funkci. Produktem
translace je jediny polyprotein, ktery je nasledné §tépen jak hostitelskymi enzymy, tak virovou
protedzou. Produktem $tépenti je 7 nestrukturnich a 3 strukturni proteiny.'® Struktura genomu a

produkty jeho translace a nasledného Stépeni jsou uvedeny vyobrazeny nize (Obrazek 1)

Genom (+)-vlakna RNA

5'UTR 3°'UTR

cepicka .—_ Nestrukturni p.

lTra nslace

w3 —{e] [] I e (s ] 22 ] [z8 ] ~ss ] [#A] | [2e][_nss__}—coo

Obrazek 1 - Struktura genomu flaviviri a produkty jeho translace

3.1.2.3 Strukturni proteiny

Jedna se o proteiny podilejici se na stavbé nukleokapsidy a obalu virionu. Polymeraci
kapsidového proteinu (C proteinu) vznika kapsida obalujici RNA. Pravdépodobné se podili také
na skladani virové &astice v disledku interakce s Golgiho apardtem.!! Protein prM brani
predSasné maturaci virové ¢astice, ktera by vedla k pieruseni Zivotniho cyklu.!? Jak jiz bylo
uvedeno vyse, obalkovy protein E zcela obaluje membranu ziskanou z hostitelské buniky a jeho
ukolem je interakce s proteiny na povrchu bunék umoziujici vstup virionu do buriky a je tedy

kli¢ovy pro infekei.’

3.1.2.4 Proteiny NS1, NS2A/B a NS4A/B

Funkce téchto nestrukturnich proteinti neni zcela jasna. Patrné plni pomocnou funkci tim, Ze

jsou soucasti komplexti virovych proteind s enzymatickou funkei.!® Protein NS1 se od ostatnich
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nestrukturnich proteinti odliSuje svym umisténim, jelikoz se nachéazi uvnitt endoplazmatického
retikula. Vazbou na NS4A, kofaktor proteinu NS5, se podili na stavbé replikacniho komplexu.
Dale je NS1 sekretovan a miize se vyskytovat také na povrchu infikovanych bunék. Pak ptisobi

imunogenné a podili se na patogenezi.'*

3.1.2.5 Protein NS3

NS3 je jednim ze dvou proteinti flavivirti s enzymatickou aktivitou a stejn¢ jako druhy z nich,
NS5, vykonava vice enzymatickych funkci. Zatimco N-koncova doména ma proteazovou
aktivitu, vétsi C-koncova ma funkci helikdzy, RNA trifosfatazy a nukleosid trifosfatazy. NS3
protein utvafi heterodimer s transmembranovym proteinem NS2B."° Kromé piichyceni
proteinu NS3 k endoplazmatickému retikulu je tato vazba nezbytnad i pro samotnou
enzymatickou aktivitu. Virova proteaza $tépi ptiblizn€ polovinu z vazeb nutnych pro rozdéleni
polyproteinu a jakozto enzym, jehoz funkce je pro virus nezbytnd, je zajimavym terapeutickym
cilem.'® Helikdzova aktivita druhé domény tohoto proteinu je nezbytna pro zahdjeni syntézy
komplementarniho (-)-RNA vlakna, jelikoz 3 -konec (+)-vlakna je zakonc¢en smyckou, a také
k oddéleni komplementdrnich vldken pifi syntéze (+)-RNA. Pfi tomto procesu je
spotiebovavano ATP (proto nukleosid trifosfatdzova aktivita). C-koncovd doména také
odstraituje 5'-koncovy fosfat z RNA, coz je proces nutny pro syntézu 5°-Cepicky (RNA
trifosfatazova aktivita). NS3 protein je soucasné nositelem neenzymatickych funkeci, jelikoz

ovliviuje také nékteré procesy v hostitelské buiice a ma vyznam i pii sklddani virionu.'®

3.1.2.6 Protein NS5

Nejvétsim proteinem flaviviri je dvoudoménovy NS5 protein zastavajici funkci RNA-
dependentni RNA-polymerazy (RdRp) (vétsi, N-koncovd doména) a methyltransferazy. Jde
také o nejvice konzervovany z proteind flavivirti.®> Spoluutvaii replikaéni komplex zahrnujici
vSechny nestrukturni virové, a také nékteré hostitelské, proteiny. Jedind vazba na komplex je
tvofena s proteinem NS3. Z diivodu ochrany replika¢niho komplexu pied degradaci bunéénymi
enzymy utvaii virové proteiny jednomembranové vacky uvniti endoplazmatického retikula,

spojené s cytoplazmou jen malym otvorem. '

RdRp je kli¢ovym enzymem pfi replikaci flavivird. Jeho tlohou je de novo syntéza virové RNA.
Podobné jako dalsi RdRp je i tato typicka svym tvarem. Tti subdomény utvafeji strukturu
podobnou pfiviené pravé ruce a z toho vyplyva také jejich oznadeni: palec, dlaii a prsty.'
Nachdazi se na nich celkem 7 konzervovanych motivi, které se podileji naptiklad na vazb¢ a
orientaci nové piistupujicich NTP, deprotonaci 3 -koncového hydroxylu nebo stabilizaci de

.....
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produkce vldken s pozitivni polaritou slouzicich bud’ jako templat pti proteosyntéze nebo jsou

obalovany kapsidovym proteinem a stavaji se zdkladem novych virovych &astic.'®

Druhou, pro virus rovnéz klicovou funkci proteinu NS5, je methyltransferazova aktivita. Jejim
projevem je methylace 5'-Cepicky v polohach N-7 guaninu a 2" -O adedosinu, pfi¢emz vysledna
podoba &epicky je m’GpppAm-RNA. Timto zpiisobem jsou falaviviry schopny napodobovat
mRNA.'"® Zatimco methylace guaninu je naprosto nezbytnd pro zahdjeni translace a
nepfitomnost methylu v této poloze vede k RNA, ktera nemiize slouzit jako templat, chybéjici
methylace adenosinu neni nutné fatalni. Jeji Glohou je zabranéni rozeznani imunitnim
systémem, a tak v builkdch s nedostatecnou produkci interferonu nedojde k jejich rozeznani

jakozto cizorodé RNA.!7

NS5 je tedy zodpovédny za nékolik esencidlnich funkci a je proto logickym cilem, na néjz je

sméfovano usili pii vyvoji novych inhibitora replikace flavivird.
3.2 Fluor a jeho vyuziti v medicinalni chemii

3.2.1 Zakladni vlastnosti fluoru a prirodni organické latky obsahujici fluor
Jiz z letmého pohledu na periodickou tabulku prvki je ziejmé, Ze fluor je nositelem zajimavych
a mnohdy unikatnich vlastnosti, které je mozno vyuzit pfi navrhu novych 1é¢iv. Nicméné po
dlouh4 léta byla piitomnost tohoto prvku v lé¢ivech povazovana za naprosto nevhodnou.!
Nejvyssi elektronegativita a oxidacni potencial byly pfic¢inou toho, ze ackoli je fluor 13.
nejcastéji se vyskytujicim prvkem v zemské kife a nékteré jeho slouceniny byly vyuzivany
v metalurgii nebo pfi leptani skla, byl izolovan az v roce 1886 francouzskym chemikem Henri
Moissanem jako 75. prvek.?’ Jeho objevu ocenénému vroce 1906 Nobelovou cenou
pfedchazela fada umrti jinych chemikl pokousSejicich se o jeho pfipravu. Pozoruhodné je, Ze
Jjim vyvinutd metoda pfipravy elektrolyzou smési fluoridu draselného a fluorovodiku je do
dnes$nich dni principem primyslové vyroby. Po tomto objevu nicméné nendsledoval nijak
rychly rozvoj vyuzivani fluoru. Casteéné kvili nevelkému mnoZstvi lidi schopnych s nim
pracovat ale také nedostupnosti vhodného laboratorniho vybaveni.!” Ke skute¢nému rozvoji
pfispéla az potieba ziskavani uranu obohaceného o izotop U-235. Optimalni vlastnosti pro
separaci centrifugaci vykazoval UFg, jehoz extrémné korozivni vlastnosti vedly k nutnosti
vyvoje novych materialfl, z nichZ patrné nejznaméjsim je Teflon.?! Doslo tak k rozvoji této
postupy. Nicméné az do 50. let byly fluorované latky povazovany za vhodné pro pouZiti pouze

pro vojenské ucely a vyvoj materialii. Tento pohled se nicméné zasadn€¢ zménil po uvedeni
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fludrokortisonu (1) (objeven 1953) jakoZto prvniho léCiva obsahujiciho fluor na trh v roce 1954,
které bylo nasledovano v roce 1962 5-fluorouracilem (2) (objeven 1957) (Obrazek 2- Piiklady
fluorovanych latek vyuzivanych jako 1é¢iva).?>?* Od té doby se zfluoru stal ,druhy
nejobliben€jsi prvek medicindlnich chemikd® (po dusiku) a dalSi rozvoj metod fluorace a
vyzkum vlivu fluoru na vlastnosti latek vedl az k sou¢asnému stavu, kdy ptiblizné 20-25 %
1é¢iv uvadénych na trh obsahuje alespoti jeden atom tohoto prvku.?* Z 30 nejpiedepisovangjsich
1é¢iv v USA jich obsahuje fluor 5 a az do doby vyprSeni patentové ochrany v roce 2011 byl
lé¢ivem s nejvetsSimi trzbami atorvastatin (3), znamy pod komercnim nazvem Lipitor,

vyuzivany k prevenci kardiovaskularnich chorob.?

OH OH O

< N/\)\/'\)J\OH
| Ni’*o QN/ O

0]

F

Obrazek 2- Priklady fluorovanych latek vyuzivanych jako léciva

Jednim z diivodii, pro¢ nebyla modifikace latek zavedenim atomt fluoru povazovédna za
metodu, jiz by bylo moZzné dosdhnout zlepSeni vlastnosti 1éCiv, byl 1 velmi ojedinély vyskyt
pfirodnich fluorovanych latek. Ackoli je fluor zdaleka nejzastoupenéjSim halogenidem
v zemské kiife, je obsaZen jen asi ve 20 z vice nez 5000 piirodnich organickych halogenidt."
Navic 1 téchto malo latek bylo znamo piedevs§im pro svou toxicitu. Prvni izolovanou pfirodni
latkou se stala sodna siil kyseliny fluoroctové, ktera byla identifikovana jako zdroj toxicity
nékterych ket v Australii, Brazilii a Africe.?® Jeji toxicita spo¢iva v tom, Ze nasleduje stejné
metabolické cesty jako kyselina octova. Krom toho, ze muze byt zaclefiovana do mastnych
kyselin za vzniku o-fluoro mastnych kyselin (fluoroacetat je tedy vyuZivan jen jako prvni
stavebni jednotka, a ne k prodluzovani fetézce) rovnéz vykazujicich toxicitu, dochazi pti vstupu
fluoroacetatu do Krebsova cyklu k inhibici akonitazy.?’ Hlavni pfi¢inou nizkého vyskytu
fluorovanych latek v ptfirod¢ je faktickd nemoznost vyuziti obvyklych cest biochemické
halogenace a také velmi nizkd rozpustnost hlavnich minerali fluoru (fluoritu a kryolitu) ve
vod¢. Jednou z moZnosti pro enzymatickou halogenaci je vyuziti halogenidl v oxidaénim ¢isle
+1 vznikajicich jejich oxidaci H>O» enzymem obsahujicim vanad. S ohledem na nejvyssi
oxida¢ni potencial fluoru ovS§em tato varianta neni mozna. Dalsi béZné enzymatické zaclenéni

fluoru probiha naopak jako nukleofilni otevirani epoxidu. V tomto piipad¢ je ovSem na
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piekazku neobvykle vysoka hydrata¢ni energie fluoridového aniontu.!” Ten je tedy dobie
solvatovan a jeho nukleofilita je velmi nizka. Zda se proto, Ze vSechny znamé pftirodni latky
obsahujici fluor pochazeji z jediné metabolické drahy. V ni dochazi k substituci methioninu
v S-adenosylmethioninu fluoridovym aniontem za vzniku 5’-fluoro-5'-deoxyadenosinu

v reakci katalyzované fluorindzou.?’

Pro pochopeni efektu zavedeni fluoru do molekuly na jeji vlastnosti jako jsou lipofilita, pKa,
preferovana konformace nebo také na reaktivitu a metabolismus je vhodné shrnout vlastnosti
atomu fluoru a jeho vazeb a srovnat je s vlastnostmi prvkl a skupin, za néz byva vyuzivan jako
substituce. N¢které z nich jsou uvedeny v Tabulka 1-Vybrané vlastnosti vazby C-F jejich

srovnani s vlastnostmi jinych vazeb 1.2

Elektronegativita , .. van der Waalstv Dipdlovy moment Disqciaém’
Vazba . Délka vazby (A) - energie vazby
prvku (Pauling) polomér (A) (D) i —

C-H 2,2 1,09 1,2 -0,4 98,8

C-F 3,98 1,35 1,47 1,81 (CH3F) 105,4

Cc-Cl 3,16 1,77 1,75 1,87 (CH3Cl) 78,5
Cc=0 3,44 1,23 1,52 2,33 (CH20) 85 (m vazba)
C-OH 3,44 1,43 (CH3-OH) 1,52 2,87 (CH30H) 84
C-C=N 2,22 (HCN) 3,92 (CH3CN)

Tabulka 1-Vybrané viastnosti vazby C-F jejich srovnani s vlastnostmi jinych vazeb

Nejbéznéjsi vyuziti fluoru je jako ndhrada za vodikovy atom. Jak je patrné z tabulky, atom
fluoru ma pfiblizné o 20 % vétsi polomér neZ atom vodiku. Tento relativné maly rozdil vede
k tomu, Ze tato substituce jen zfidka vede k naruSeni interakce molekul s jejim terapeutickym
cilem z divod stérické narocnosti. Z hlediska délky vazby je nejblize dvojné vazbé mezi

kyslikem a uhlikem v karbonylové skupiné.

Zcela zasadni je ale rozdil mezi elektronegativitou fluoru a vodiku vedouci k tomu, Ze dipdlovy
moment je nejen mnohem vétsi, ale predev§im smétuje opacnym smérem. Nicméné s ohledem
na malou délku vazby a miry jeji polarizovatelnosti je citelné nizsi neZ u ostatnich uvedenych
skupin. S nizkou polarizovatelnost souvisi také to, ze fluor se oproti jinym halogenidim jen
ziidka castni halogenovych vazeb. Vyznamna je také vysoka disociacni energie vazby C-F,
kterd je jedna znejvysSich v organické chemii. Diky tomu dochdzi jen ziidka
k substitu¢im/elimina¢nim reakcim, v nichz by fluoridovy aniont vystupoval jako odstupujici
skupina a oproti jinym organickym halogenidiim se chova méné Casto jako alkylacni ¢inidlo

(toto tvrzeni oviem neplati v piipadé nukleofilni aromatické substituce).?
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3.2.2 Vliv zavedeni fluoru na fyzikalné chemické vlastnosti molekuly

3.2.2.1 Lipofilita molekuly

Jednim z obvykle sledovanych parametr molekul slouzicich navrhovanych jako Ié¢iva je jejich
lipofilita. S tou jsou svazany vlastnosti jako je rozpustnost, schopnost prostupovat membranami
nebo také samotnd biologickd aktivita latky. Parametrem vyuZzivanym pro porovnavani
lipofility je logP, tedy rozdé€lovaci koeficient (nejCastéji oktanol/voda) vyjadieny jako
dekadicky logaritmus. Dal$im moznym méfitkem, které 1épe odpovida situaci in vivo, je
distribucni koeficient, obvykle zapisovany rovnéz v podob¢ dekadického logaritmu jako logD.
Zatimco logP vyjadiuje pomér koncentraci latky v neutralnim stavu, logD porovnava soucet
koncentraci latky v neutrdlnim, tak i v rizné nabitych stavech. Jelikoz zastoupeni rtzné
nabitych stavli molekuly zavislé na pH vodné faze, je nutné uvadét i pH, pii kterém byl
distribu¢ni koeficient stanoven. Obvykle se jedna o hodnotu odpovidajici pH lidské krevni
plazmy, tedy 7,4. Podle Lipinského pravidel péti, empirickych pravidel popisujicich idealni
vlastnosti pro 1é¢iva, by logP mél byt niz$i nez 5.3° Zatimco nizké logP vede k dobré
rozpustnosti ve vodném prostiedi, ale komplikuje priichod latky membranami, pokud je latka
velmi lipofilni miize vykazovat pfili§ nizkou rozpustnost. Také na schopnost prostupovat
membranami miize mit pfili§ vysoké logP negativni dopad, jelikoZz takova molekula sice vstoupi
do lipidické dvojvrstvy cytoplazmatické membrany, nicméné je v ni zachycena a neni dale
distribuovana. Je tedy patrné, ze optimalizace logP a respektive logD (souvisejiciho rovnéz

s pKa molekuly) je klicova pro vyvoj latky, kterd ma slouzit jako 1é¢ivo.*!

Substituce vodiku fluorem je obecné povaZovana za krok vedouci k vyssi lipofilité, nicméné
bylo by chybou se domnivat, Ze k tomu dochézi vzdy. Fluorace aromatickych substituentl a
perfluorace zpravidla skute¢né vede k nardstu logP a kupftikladu skupiny CF3, OCF; a SCF3
jsou mezi témi nejlipofilngjsimi. Slozitéjsi je ovSem situace v piipadé fluorace alifatickych
struktur, Jednoduché ale i vicenasobna fluorace mize vést ke snizeni logP. Ptiklady zmény logP
v dtseldku fluorace jsou uvedeny v Tabulka 2- Ptiklady logP vybranych fluorovanych a
nefluorovanych latek 2.2%%° Jisté strukturni motivy jsou pfimo spojovany se snizenim lipofility.
Kuptikladu pokud je fluor v blizkosti kysliku nebo se jedna o vicindlni alkyldifluoridy, kdy je
preferovana konformace vedouci k vétSimu dipoélovému momentu v disledku stabilizace

polarngjsi konformace gauche efektem, jehoz vliv na konformaci molekul bude popsén nize.
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logP logP

CeHs 2,1 CHsCHs 1,81
CeHsF 2,3 CHsCHF; 0,75
CeHs-CH3 2,1 CH3(CH2)3CHs 3,11
CeHs-CFs 3 CH3(CH2)3CH4F 2,33

Tabulka 2- Priklady logP vybranych fluorovanych a nefluorovanych latek

3.2.2.2 Ovlivnéni pKa molekuly

Vliv substituce vodiku fluorem na pKa kyseliny octové a jejich derivati je ucebnicovym
piikladem vlivu silné elektronegativnich substituenti na kyselost latek. pKa je vyznamnym
parametrem latek, ktery v kontextu vyvoje 1éCiv souvisi jak s afinitou molekuly
k terapeutickému cili, tak i s jeji distribuci a biologickou dostupnosti. Afinita a schopnost byt
absorbovana mohou v pfipad¢ ionizovatelnych latek souviset mimo jiné i se zastoupenim
jednotlivych stavl. Pfitomnost fluoru na uhlicich v blizkosti ionizovatelnych skupin vede
k poklesu jejich pKa a jeho zavedeni tedy mize byt vyuzito k Gipravé pKa aminil, heterocykli
obsahujicich dusik, karboxylovych kyselin nebo alkoholt.?! Naptiklad substituce anilini,
fenold a benzoovych kyselin v poloze ortho vede k poklesu pKa o jednotku.? Casto je
vyuzivana substituce v blizkosti aminovych skupin vedouci k niz§i ionizaci pti fyziologickém
pH, ptfi¢emz efekt je moZzno odhadnout na zakladé poctu a polohy atomil fluoru. Velmi vyrazné
se tento efekt projevuje také v pripadé heterocyklickych bazi. Je ovS§em na misté poznamenat,
ze ackoli 1ze snizenim pKa dosahnout lepsi biologické dostupnosti, miize souc¢asné tato zmeéna
vést 1 k poklesu afinity. Je tedy potteba, obdobné jako v ptipad¢ logP, dosahnout hodnoty
vhodné ze vech ohledii.*° Piiklady vlivu fluorace na pKa molekul jsou uvedeny v Tabulka 3 -

Vliv fluorace na pKa nékterych zastupcii nesoucich vybrané funkéni skupiny 3.

Karboxylova Heterocyklicka

Amin pKa Alkohol pKa Paalie pKa béze pKa
CH3CH,NH, 10,6 ~ CHsCH,OH 15,9 CH3;COOH 4,76  imidazol 7,1
CF3CH,NH; 5,7 CF3CH,0OH 12,4 CH,FCOOH 2,59 2-fluoroimidazol 2,45
CsHsNH- 4,6 (CHs)sCOH 19,2 CHF,COOH 1,34 4-fluoroimidazol 2,4
CsFsNH, -0,37  (CF3);COH 51 CFsCOOH 0,52

Tabulka 3 - Vliv fluorace na pK4 nekterych zastupcii nesoucich vybrané funkcni skupiny

3.2.2.3 Vodikové vazby a dipolarni interakce

Vodikové mustky hraji jednu ze zasadnich roli v interakci substrata s biologickym cilem. Timto
cilem je totiZz zpravidla protein, ktery méa ve svém aktivnim misté¢ velké mnoZstvi mist pro

tvorbu vodikovych miistkii nebo vznik dipolarnich inerakci.?’
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Ackoli je fluor velmi elektronegativni, ma k dispozici volné elektronové pary, které by se
teoreticky mohly tcastnit tvorby vodikovych vazeb a fluoridovy aniont vytvari velmi silné
vodikové miistky, je atom fluoru v organickych fluoridech jen velmi Spatnym akceptorem. Toto
je zptisobeno predevsim jeho malou polarizovatelnosti a tedy nizkou mirou pienosu elektronii
do orbitalu vodiku.*® Po letech, kdy panovaly rozpory o existenci vodikové vazby C-F---H-X,
je v soucasné dobg jeji existence povazovana za prokazanou. Jedna se ale o vazbu, jejiz energie
je vyrazné nizsi, neZ je obvyklé u b&nych vodikovych vazeb. Castgji se vyskytuji
intramolekularni interakce, jejichz vznik je snazsi. Disledkem existence takové vazby muze
byt naptiklad preference jedné z moznych konformaci molekuly vedouci k vyssi specificité
interakci, a tedy i rozdilné afinité k riiznym isoformam enzymt.’®> Ackoli samotny fluor
samoziejme nemuze vystupovat jako donor vodikové vazby, difluoromethylova skupina -CHF»
obsahuje vyrazné kysely vodik vytvarejici vazbu naptiklad s kyslikem karbonylové skupiny.
Tato interakce je pomérné dobie prostudovédna, a -CHF. byva vyuzivana mimo jiné jako

skupina bioisosterni k hydroxylu.?®

I ptes neochotu fluoru pfimo se c€astnit vodikovych vazeb ma fluorace vyznamny nepiimy
dopad na vodikové vazby vytvafené skupinami v jeho blizkosti. Jak jiz bylo uvedeno,
pritomnost fluoru i fluoroalkylovych skupin vede k poklesu pKa jinych skupin, ¢imz je
ovlivnén jejich charakter jakozto donorti nebo akceptor. Zatimco nartst kyselosti alkohol
z nich dela lepsi donory, od€erpani elektronové hustoty z karbonylové skupiny nebo aminu

omezi jejich schopnost poskytnout elektrony, a tedy z nich u¢ini horsi akceptory. %

V ptipadé€ organickych fluoridl jsou castéjsi formou nekovalentnich interakcei elektrostatické
dip6l-dipolové interakce. Pomérné velky dipoélovy moment vazby C-F umozZiuje interakci
s dal$imi polarnimi skupinami vazebného mista na terapeutickém cili. Pomérné casté je
napiiklad pozorovani vzajemné blizkosti atomu fluoru a uhliku karbonylové skupiny

nasvédcujici existenci vzdjemného plisobeni.>*

3.2.2.4 Konformaéni zmény v dusledku fluorace

Vé&domosti ohledné energeticky nejvyhodnéjsi konformace latky jsou uzite¢né pro jeji dalsi
vyvoj. Pokud je totizZ zndma konformace molekuly interagujici s biologickym cilem, mohou byt
navrzeny jeji Upravy vedouci ke stabilizaci této nebo blizké konformace. Tim je omezena
potieba entropicky nevyhodné preorganizace molekuly a zvySeno mnozZstvi energie uvolnéné

vazbou ligandu k cili, a tedy jeji afinita.
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Zavedeni jednoho fluoru na misto vodiku zpravidla nevede k vyznamnym zménam konformace
z diivodu stérické narocnosti. Jeho atom je, jak jiz bylo uvedeno vyse, jen mirn€ vétsi nez atom
vodiku. K daleko vyraznéjsim zménam vede zavedeni vice atomt fluoru. Obvyklym ptikladem
je rozdil ve velikosti mezi trifluormethylovou a methylovou skupinou. Vypocitany van der
Waalsiiv objem perfluorované skupiny je piiblizn¢ dvakrat vétsi a je blizky velikosti skupiny
ethylové, od které se ovsem vyznamné li§i tvarem. CF3 byva n¢kdy isosterni isopropylové
skuping. Ta je sice vyrazn¢ vétsi a rovnéz se lisi tvarem, ale jejich vliv na konformaci
cyklohexanu a rotaci bifenylu je srovnatelny, i kdyz v piipadé isopropylu mirné vyssi. Isosterie
CF; tedy patrné zalezi na kontextu. Nize jsou uvedeny parametry popisujici velikost vybranych

skupin (Tabulka 4 - Objem vybranych skupin a veli¢iny vyjadiujici fakticky dopad jejich

velikosti. 28-33-36
. Experimentalni
van der Waalsiv A hodnota .
. 23 zabrana rotace
B (-5 ez il bifenylu (kcal/mol)
H 7,24
F 13,3 0,15 4,4
Me 21,6 1,7 7,4
Et 38,9 1,7 8,7
CF3 39,8 2,1 10,5
iPr 56,2 2,15 11,1
tBu 73,5 >4,5 15,4

Tabulka 4 - Objem vybranych skupin a veliciny vyjadiujici fakticky dopad jejich velikosti
Kromé stérické narocnosti substituentl je konformace ovliviiovana také stereoelektronickymi
efekty, které jsou v piipadé fluorovanych latek mnohdy dominuji. Jednim z ptikladl je rozdil
v konformaci  methoxyfenylové a trifluormethoxyfenylové  skupiny. V piipadé
mehoxyphenylové skupiny je kyslik rehybridizovan tak, aby byla umoZnéna konjugace jeho
nevazebného elektronového paru s w elektrony aromatického systému. Tato zména hybridizace
vede ke stavu, kdy methoxy skupina lezi vrovin€¢ aromatického kruhu. V piipadé
trifluormethoxylové skupiny je ovem situace zcela odlisnd. Kromé nartistu velikosti dochéazi
piredevSim ke snizeni elektronové hustoty na kysliku a ten jiz neni schopen konjugace

s aromatickym systémem. Dusledkem je, ze trifluormethoxylova skupina je pfiblizn¢ kolma

k roviné kruhu.?’

Ptitomnost fluoru v poloze vicinalni k dalsi elektronegativni skupiné mtiZze vést k dramatickym
dopadiim na konformaci molekuly v disledku gauche efektu. Modelovym ptikladem je 1,2-

difluoroethan, ve které fluory zajimaji preferenéné gauche (jinak také synklinalni) konformaci.
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Pivod tohoto efektu je obdobny jako v pfipad¢ anomerniho efektu. Dochazi pii ném k pienosu
elektronové hustoty z C-H ¢ vazebného orbitalu (HOMO) do C-F o* antivazebného orbitalu
(LUMO). Takovyto ptenos je nejefektivnéjsi, pokud jsou dany vodik a fluor uspotadany
antiperiplanarné.*® Aby mohlo dojit k takovému pfenosu elektronové hustoty v piipadé obou
fluort, je jedinou moznosti synklindlni poloha fluort. Tento efekt se ovSem neomezuje jen na
vicinalni difluoridy a projevuje se i pii kombinaci jinych elektronegativnich skupin.* Ptiklady
stabiliza¢ni energie pro kombinaci fluoru s jinymi skupinami jsou uvedeny v Tabulka 5 -
Stabilizaéni energie gauche konformace riznych derivatd fluoroethanu.?® Dobte
prozkoumanym piipadem je rozdilné prohnuti kruhu prolinu v zévislosti na konfiguraci fluoru
v poloze 4 v diisledku synklinalni orientace fluoru a amidového uhliku.*® Dale se gauche efekt
projevuje napiiklad u B-fluoroaminokyselin. Posledné uvedené priklady, spolu s interakci
dipolt v ptipadé a-fluoroamidii vedouci k orientaci fluoru do polohy anti vic¢i kysliku

karbonylu, nazna¢uji moznost kontroly konformace polypeptid.?’

stabiliza¢ni energie F
(kcal/mol) H X

F 0,5-1,0
OH 1,0-2,0 H H
Oac 1,6
NHAC 1,8 H
NH> 0,9-1,0
NH3* 5,8

Tabulka 5 - Stabilizacni energie gauche konformace riznych derivati fluoroethanu

Jelikoz prakticka cast této prace se vénuje piipravé fluorovanych karbocyklickych derivati
nukleosidi, je vhodné také zminit, jaky efekt na konformaci nukleosidu mtze fluorace mit
(Obrazek 3). Je totiz znamo, ze preferovana konformace vyznamné ovliviiuje biologickou
aktivitu NA.*' Fluorace rib6zového kruhu nukleosidu vede ke kombinaci efekti stérickych,
dipol-dipélovych a gauche interakci a patrné také k tvorbé slabych vodikovych vazeb mezi
fluorem a vodiky na rib6ze nebo bazi. Kombinace vsech téchto efektti vede k vyslednému tvaru
molekuly. Efekt fluorace je dobie patrny naptiklad u 3 -deoxyribonukleosidt substituovanych
fluorem v poloze 2. Zatimco 2" -a-fluoro derivaty vyrazné preferuji severni konformaci, 2"-f-
fluoro derivaty se vyskytuji spiSe v jizni konfiguraci. V tomto ptipadé ovSem preference neni

tak vyrazna. Miize byt oviem podpotena piitomnosti fluoru jesté v poloze 3 -a.*?
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Obrazek 3 - Severni a jizni konformery 2 '-fluoro nukleosidu

3.2.3 Vliv fluorace na metabolismus latek

3.2.3.1 Oxidativni metabolismus

Jak ji bylo nastinéno v piedchozi Casti této prace, fluorace mize mit dopad na mnoho vlastnosti
latek. Znalost a predpovidani téchto efektl je vyznamna pro schopnost racionalni optimalizace
molekul. Velmi ¢asto je fluorace vyuzivana pro upravu metabolické stability. Po podani 1é¢iva
a jeho absorpci je obvyklou reakei téla snaha jej opét vyloucit. K jejich vylouceni mize dojit
v nezménené, Castéji ale metabolizované, podobg&. Nejvyznamngj$i skupinou enzymi
podilejicich se na metabolismu xenobiotik jsou enzymy ze skupiny cytochromi P450. Tyto
enzymy se vyskytuji pfedevsim v jatrech. Cilem oxidace je omezeni lipofilniho charakteru
latky, ¢imz je usnadnéno jeji vylou€eni z organismu. Nizkd metabolicka stabilita z diivodu
oxidace, kdy Casto znacnd ¢ast potencialniho 1éciva neptfecka ani prvni priachod jatry po
absorpci, je bé&znym problémem pfi vyvoji novych 1é¢iv.*° Fluorace je obvykle vyuzita k ptimé
blokaci mista nachylného k oxidaci cytochromy. Jako divod lepsi stability byva uvadéna vétsi
sila vazby C-F ve srovnani s C-H, ale predevsim fakt, ze vazba O-F vznika jen velmi obtizné.
Fluorace ovSem nemusi vést jen k zablokovani konkrétniho mista a jeji efekt miize byt i
nepiimy.?’ Kviili tomu miZe nastat jak situace, kdy je metabolismus zcela omezen a vysledna
latka je stabilni, ale také ta, kdy je z diivodu jeho pouhého presmérovani zména jen maléd az
74dna.** Zména metabolismu v diisledku fluorace byla pozorovana i v piipadé viibec prvniho

1é¢iva obsahujiciho fluor, fludrokortisonu.*

Fluorace byva vyuzivana pro zamezeni oxidace aromatickych systémi, k cemuz pfispiva ze
dvou divodu. Prvnim je pfimé zablokovani oxidované pozice a druhym sniZeni elektronové
hustoty m-systému a tim i jeho reaktivity. Nicméné i tak podléhaji fluorované aromatické kruhy
oxidaci, které miize byt provazena presmykem znamym jako NIH-shift.** Piikladem 1é¢iva, u
n¢hoz byla tato fluorace vyuzita, je Ezetimib, 1€k na snizeni hladiny cholesterolu. Zménami
vedoucimi ke vzniku Ezetimibu optimalizaci latky SCH48461 bylo dosaZeno zvySeni aktivity
Styfistakrat (Schéma 1).*° Kromé fluoru byvaji vyuzivany i fluoralkylové skupiny CF», CF3,

CoFs, které jsou vici oxidaci takika inertni.
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Schéma 1 - Optimalizace molekuly vedouci k Ezetimibu

Nevhodny metabolismus nevede vzdy jen k rychlé eliminaci latky a Casto je pozorovan i
vznik toxickych nebo karcinogennich produktii. Klasickym ptikladem je problematika
karcinogenity polycyklickych aromatickych latek, jejichz bioaktivace oxidaci vede ke vzniku
latek schopnych jak iniciace karcinogenese z diivodu tvorby adukti s DNA, tak i jejiho
urychleni z diivodu naruseni regulace riistu bunék. Bylo prokdzano, Ze substituce libovolného
vodiku na aromatickém kruhu benzo[a]pyrenu podléhajicim oxidaci (vodiky ¢islo 7, 8, 9, 10)
(viz Obrazek 4) fluorem vede k zabranéni vzniku diol-epoxidu zodpovédného za karcinogenni
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Obrdazek 4 - Cislovani poloh benzo[a]pyrenu

3.2.3.2 Hyvdrolytickv metabolismus

Také hydrolyticky metabolismus mize byt vyznamné ovlivnén fluoraci. Pficinou je
destabilizace pozitivné nabitych reakcnich intermediati v disledku elektrony odtahujiciho
efektu fluoru. Toto je vyznamné piedevsim u latek citlivych na kyselé prostiedi, které maji byt
podavany oraln&.?’ Nizka stabilita dideoxyinosinu vii¢i hydrolyze v kyselém prostiedi byla
vyrazné vylepSena zavedenim fluoru do polohy 2-B za zachovani protivirové aktivity in vitro.
Tato modifikace vyrazné¢ znevyhodnila vznik oxoniového kationtu vystupujiciho jako

meziprodukt.*” Také vyuziti trifluormethylové skupiny miize vést k podobnému t¢inku.
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3.2.4 Fluorované strukturni motivy a jejich bioisosterie

3.2.4.1 Bioisosterie fluorovanvch skupin ke karbonvlu

3.2.4.1.1 Bioisosterie karbonylové skupiny a sp? hybridizovaného fluorovaného uhliku

Myslenka, ze by sp®> hybridizovany uhlik nesouci jeden atom fluoru mohl napodobit
karbonylovou skupinu, vychazi jist¢ z podobnosti délky vazeb, atomovych poloméri a
dipélového momentu. Takovato zaména by pak mohla vést ke zlepSeni metabolické stability.?®
Priklad takového vyuziti poskytuje vyzkum derivati camptothecinu (4) (Obrazek 5), latky
obsazené v kiife a kmeni stromu Camptotheca acuminata, vykazujici protirakovinny ucinek
v diisledku inhibice topoisomerazy 1.* Jeji biologickd dostupnost je nicméné omezena
z diivodu jeji Spatné rozpustnosti a pritomnosti laktonu nachylného k hydrolyze vedouci
k neaktivni formég. Stabilita obou moznych izomeri (R a S) monofluorovaného derivatu
camptothecinu byla vyznamné vys$§i nez u pfirodni latky. Toto ovSem neplatilo pro
protinadorovou aktivitu. Jeji opétovné nabyti bylo v pripadé aktivnéjsiho S izomeru dosazeno

dalsi modifikaci vedouci k latce (5), jejiz aktivita byla srovnatelna s camptothecinem. #°

3.2.4.1.2 Bioisosterie fluoroalken( k amidtm

Z dtivodu podobnosti tvaru, stérické narocnosti i elektronovych pomért byly fluoro-, chloro- i
trifluormethylalkeny testovany jako bioisosterni k amidim s cilem zvysit jejich biologickou
stabilitu. Zatimco podobnost tvaru skupiny je dobra, dipélovy moment je v ptipad¢ uvedenych

skupin vyrazné niz$i.?®

Prikladem latky, v niZ bylo této bioisosterie vyuzito je latka 7. Ta vychazi z amidu 6, latky
schopné inhibovat dipeptidyl peptidazu IV, enzym, jehoZ inhibice miZe vést k terapii diabetes
melitus typu 2. Ackoli samotnd zaména zminovanych skupin vedla k poklesu aktivity,
biologick4 dostupnost a stabilita se zlepSily. Modifikaci dalSich skupin bylo dosaZeno velmi
potentni latky a bioisosterie fluoroalkenu a amidu byla podloZena krystalovou strukturou.

Vyvoj téchto fluoroalkenii byl nicméné pteruSen z divodu vzniku reaktivnich toxickych

24



metabolitd.>® Podobna schopnost fluoroarent napodobovat laktamy byla rovnéZ pozorovéana a

potvrzena krystalovou strukturou. °!
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3.2.4.1.3 Bioisosterie skupiny CF ke karbonylu

Také gem-difluoromethylenova skupina mutze slouzit jako bioisoster karbonylu, coz bylo
ukéazéano na ptikladu syntézy neimunosupresivniho ligandu FK506-vézajiciho proteinu. FK506
je makrolidové imunosupresivum vyuzivané pii transplantacich. FK506-vazajici protein je
nicméné spojen i s ochranou vici neurodegenerativnim procesim z diivodu indukce exprese
chaperonti.”? Byla pfipravena série ligandfi obsahujicich gem-difluoromethylenovou skupinu
vykazujicich pfinejmensim srovnatelnou aktivitu, jako jejich protéjsky obsahujici keto skupinu.
Ptimé srovnani nejaktivnéjsich, a také piibuznych, derivatl 8 a 9 nicméné vyznélo pro keto-
slouceninu. Za pozornost stoji, ze v krystalové struktuie fluorované latky byla pozorovéna
obdobna blizkost fluoru k vodikovému atomu hydroxylu tyrosinu, jako v ptipadé latky 8,

nasvédceujici moznosti existence alespoii slabé vodikové vazby.>?
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3.2.4.1.4 Bioisosterie fluoroalkend k enoldm

Ackoli se nejedna o ndhradu karbonylové skupiny, ma s ni bioisosterie fluoroalkenti k enoliim
zjevnou souvislost. Enoly totiz mohou vystupovat jako intermediaty enzymatickych reakci
probihajicich na karbonylové skupiné. Imitace tohoto intermediatu a jeho vazba k enzymu pak
muze vést k inhibici dané enzymatické drahy. Jednim z ptipadii, kdy enol vystupuje jako
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intermediat je hydroxylace pregnenolonu (10) vedouci k 17a-hydroxypregnenolonu, ktery je
pekurzorem androstendionu. Jelikoz ma produkce androgenti a estrogenii souvislost
s hormonaln¢ zavislou rakovinou prsu. Inhibice jejich tvorby je proto z terapeutického hlediska

zajimava. Schopnost inhibovat tuto hydroxylaci byla prokazana u fluoroalkenyl derivati 11 a
12.

10 11 12

3.2.4.2 Fluorované motivy bioisosterni k hydroxvlu

3.2.4.2.1 Bioisosterie C-F k hydroxylu

Nahrada hydroxylové skupiny fluorem je, spolu s nahradou vodikového atomu, patrné
nejprozkoumanéj$i moznosti bioisosterie fluoru a stala se béZznou praxi pfi vyvoji 1éciv a
zkoumani metabolismu. Jiz bylo zminéno, Ze je to pifedevsim z diivodu podobnosti polarity a
stérické ndro¢nosti. Fluor nicméné, na rozdil od hydroxylu, mize byt pouze akceptorem
vodikové vazby. Vytvarené vodikové vazby jsou také navic slabsi, nez je bézné pro jiné
akceptory. Dusledky vyuziti této bioisosterie jsou lépe piedvidatelné v piipadé rigidnéjSich
struktur, jako jsou napiiklad cyklické molekuly. V jejich ptipadé sice fluorace mé vliv na
konformaci, neni ale tak dramaticky, jako v pfipad¢ konformacné labilnich molekul, u nichz
ztrata moznosti tvofit vodikové vazby v kombinaci s gauche efektem muze vést k naprosté
zméné konformace a tim i ztraté aktivity.>* Skupinou latek, u nichZ je této bioisosterie Siroce
vyuzivano jsou fluorované derivaty nukleosidd, jimZ bude v této praci vénovan jeSté
samostatny prostor. Dokladem schopnosti fluoru podilet se na specifickych interakcich
s enzymem je srovnani aktivity sofosbuviru s jeho 2’-B-fluoro analogem. Fluor sofosbuviru
interaguje s postrannim fetézcem asparaginu virové polymerazy, k ¢emuz v ptipad¢ analogu

s konfiguraci ara nedochazi. >

3.2.4.2.2 Bioisosterie skupiny CF;H k hydroxylu

Ackoli samotny fluor neni schopen vystupovat jako ndhrada hydroxylu ve smyslu donoru
vodikové vazby, difluormethylova skupina donorem byt mtize. Je to tak diky podobnosti
dipolovych momenti. Vysoka elektronegativita fluoru vede k elektronovému deficitu na atomu

vodiku, podobné jako je tomu v piipadé hydroxylu.>® Agkoli je ale skupina CF,H potencialnim
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donorem vodikové vazby, je nutno poznamenat, Ze takovato vazba je zpravidla slabsi nez
v ptipadé obvyklych donori. Difluormethylova skupina je spoleénym prvkem fady ptibuznych
fungicidu (sedaxan (13), isopyrazam (14), fluxapyroxad (15)). V tomto ptipad¢ se podili na
tvorbé intramolekuldrni vodikové vazby s kyslikem karbonylu amidové skupiny. Dulezitost
této interakce byla prokazana ztratou aktivity v pripadé zavedeni trifluormethylové skupiny na
misto CF>H.”’” Kromé& hydroxylu je skupina CF,H schopna mimikovat také thioly a

hydroxamové kyseliny. >®
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3.2.4.3 Skupina CF: jako bioisoster kysliku

Gem-difluoromethylenova skupina byva vyuzivana nejen jako bioisoster karbonylové skupiny,
ale také kyslikového atomu. V takovych ptipadech se piredpoklada, ze atomy fluoru zapliuji
misto, které v ptipadé kyslikového atomu patii volnym elektronovym partim.?® Je tak dosazeno
obdobnych elektronovych poméri, jako v ptipadé kysliku, a to bez vyznamného naruSeni
geometrie molekuly. Jednim z pfikladii je vyuziti v ptipadé¢ karbocyklickych sacharidi.
Glykosidické vazba tvotena takovymito cukry je totiz odolna vii¢i hydrolyze, ¢ehoz miize byt
vyuzito jak v ptipad¢ oligosacharidd, tak i nukleosidl. Prosta ndhrada kysliku za methylenovou
skupinu ovSem vede k naruSeni stereoelektronickych efekti a ptipadné nemozZnosti utvareni
interakci zavislych na pfitomnosti polarniho centra. Bylo ukdzano, ze nahrada kysliku za
difluromethylenovou skupinu vede k zachovani elektronovych poméru kyslikatého cyklu pii

soucasné vy stabilits.>’

Dalsi priklad této bioisosterie je mozno nalézt v chemii fosfatd, jejichZ bioisostery fosfonaty
jsou odolné vici hydrolyze. Fosfonaty nasSly uplatnéni naptiklad jako inhibitory fosfataznebo
jako nukleotidova 1éCiva, u nichz je tak obejita nutnost biologické aktivace kindzami. Nahrada
kysliku fosfatu za methylen ovSem vede také ke zménam vazebnych uhlt a pKa fosfatové
skupiny, coZ se mliZze negativné projevit na jeji schopnosti skute¢né vystupovat jako bioisoster.
Fluoraci této methylenové skupiny se vlastnosti fosfonatu ptiblizuji ptivodnimu fosfatu a to jak

ve smyslu snizeni pKa, tak i ¢aste¢né opravy vazebnych hli.®*%! Gem-difluorofosfonaty byly
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uspésSné vyuzity pfi vyzkumu inhibitort fosforylazy purinovych nukleosidi. Ta katalyzuje
reverzibilni fosforolyzu guanosinu a inosinu (a jejich 2’-deoxy analogii) za vzniku volné baze
a ribozy-1-fosfatu (respektive deoxoribozy-1-fosfatu). Jeji inhibice tak mize vést mimo jiné k
prodlouzeni uc¢inku jinych 1é¢iv z diivodu jejich pomalejsi metabolizace. Jednim z prozatim
nejucinngjSich inhibitord tohoto enzymu je latka 16, gem-difluoroderivat ortho-

substituovaného 9-benzylguaninu.?
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3.2.5 Metody fluorace vyuzivané v medicinalni chemii

3.2.5.1 Elektrofilni fluorace

V pocatcich organofluorové chemie byl jedinym zdrojem kationtu F* plynny fluor. Extrémni
reaktivita fluoru, mimo jiné pramenici z nizké energie vazby fluorit v molekule F> a naopak
tvorby silnych vazeb s ostatnimi prvky, vedla k nutnosti vyuZzivani specialniho laboratorniho
vybaveni a nasazeni skute¢n¢ dobte proSkoleného osazenstva laboratofe. Vysoka reaktivita
plynného fluoru se projevuje také nizkou selektivitou reakci a rizikem iniciace radikalovych
reakci vedoucich k dal§im vedlej§Sim produktim. Nicméné i tak se fluor osved¢il, a to predevsim
pfii ptipravé jednoduchych fluorovanych uhlikovych fetézcii. S ohledem na moZnosti uplatnéni
fluorovanych organickych latek doslo pfirozené 1 k vyvoji selektivnéjsi a bezpecnéjsi Cinidel.
Zatimco vyuZzivani fluornand, fluoridu perchlorylu nebo fluoru zfedéného inertnim plynem bylo
tak ale jeho silné oxidacni schopnosti do znacné miry omezovaly, jaké skupiny budou
tolerovany. DalSiho roz§ifeni moznosti fluorace z diivodu SirSiho spektra substrati pak bylo

dosazeno vyuzivanim ¢inidel s vazbou O-F, jako byl napiiklad CF3OF nebo AcOF .6

K vyraznému pokroku v oblasti ¢inidel poskytujicich elektrofilni fluor byl uc¢inén v 80. letech
s ptichodem latek s vazbou N-F. Diky vétSimu rozdilu elektronegativit, nez tomu bylo
v ptipad¢ sloucenin s kyslikem, a vétsi sile vazby N-F se jedna o latky stabilni, bezpecné a diky
nizsi elektrofilité také selektivnéjsi. Jednou ze skupin téchto latek jsou soli N-fluoropyridinia

s nenukleofilnimi anionty, jako jsou TfO nebo BF4. Jejich reaktivita je zavisla na elektronové
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hustot¢ vazby N-F a je tedy mozné ji ovlivnit volbou substituce na pyridinu (n€které moznosti

jsou vyobrazeny na Obrazek 5).%°
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Obrazek 5- Priklady soli N-fluoropyridinia vyuzivanych pro fluorace
Dalsi skupinou jsou latky odvozené od N-fluorosulfonamidu a to N-alkyl-N-fluorosulfonamidy
a N-fluorosulfonimidy, které jsou ziskavany z amidi jejich reakci se zftedénym fluorem. Mezi
dnes komercné dostupné latky patii napiiklad N-fluorobenzensulfonimid (17), ktery je krom
vyuziti jako zdroj fluoru pii reakcich enolt a karbaniontll vyuzivan také pii couplingovych
reakcich.%® Piikladem z kategorie N-alkyl-N-fluorosulfonamidi je latka 18.57
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Vyznamnou skupinu elektrofilnich fluora¢nich ¢inidel tvoii Selectfluor (19) a jeho derivaty.
Ten se pro svou vyjimecnou stabilitu, uzivatelskou piivétivost, Siroké moznosti vyuziti a nizkou
cenu stal jednim z nejpopuldrnéjSich Cinidel pro tento typ reakci. Jeho pomérné piimocara
syntéza vychazi z diazabicyklo[2.2.2]oktanu a fluorace plisobenim F> je poslednim krokem.
Reaktivita jeho derivati je urCena schopnosti substituentu na dusikovém atomu odtahovat
elektrony. Reaktivita stoupa od jednoduchych alkylovych skupin, ptes chloromethyl az
k nejreaktivngj$Simu derivatu nesoucimu 2,2,2-trifluorethylovou skupinu, ktery je schopny

fluorovat i benzen.%®
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V ptipad¢ reakci s alifatickymi substraty jsou elektrofilni fluoracni €inidla vyuzivana pro

tvorbu a-fluorokarbonylovych slou¢enin. Substraty takovych reakci byvaji enolaty nebo silyl-

29



enol ethery pochazejici zpravidla z karbonylovych nebo B-keto-karbonylovych sloucenin,
eventudlng 1 allylsilanovych derivatl. Zatimco v piipad¢ starSich a reaktivnéjsi cinidel
dochazelo obvykle ke vzniku produkti difluorovanych, s novéjSimi a nyni také priméarné
uzivanymi ¢inidly je dosahovano monofluorace.®® Byly vyvinuty také metody enantioselektivni
fluorace. Ta je zalozena bud’ na piipravé chiralniho ¢inidla, jako je napiiklad N-fluorochinin
reakci chininu se Selectfluorem, nebo na vyuziti chirdlnich katalyzator.%® Jako ptiklad je
uvedena reakce s derivatem chininu (DHQB). Jako skupina R vystupuji skupiny methylova,
ethylovd a benzylova, u nichZ bylo dosazeno enantiomernich ptfebytkli v rozmezi 54-89 %

(Schéma 2).
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halogenace. Priinou je predev§im extrémni elektronegativita fluoru destabilizujici
halocyklohexadienylovy kationt. Aromatické slouCeniny obsahujici zinek, cin, kfemik,
germanium nebo 1 boronové kyseliny nejsou ptili§ reaktivni a pro jejich fluoraci je zapotiebi
silnych fluoracnich ¢inidel jako je fluor nebo fluorid xenonaty. Oproti tomu reaktivnéjsi
Grignardova c¢inidla a aryllitné slouceniny mohou reagovat regioselektivné 1 s N-F Cinidly.
Problém v jejich ptipadé nicméné pusobi jejich velka bazicita a nukleofilita, omezujici
spektrum vhodnych susbstrati. Nejnovéjsi metodou je fluorace katalyzovand paladiovymi
katalyzatory. Jako substrat mohou slouzit funkcionalizované slou€eniny, jako jsou napiiklad
boronové kyseliny, nebo i1 nefunkcionalizované, které nicméné musi nést vhodnou, napiiklad

dusikatou, fidici skupinu.”®

3.2.5.2 Nukleofilni fluorace

Ackoli jsou nukleofilni fluorace v souc¢asné chemii obvyklymi reakcemi, fluoridovy aniont
obvykle vystupuje jako Spatny nukleofil. Fluorace je sice ztermodynamického hlediska
vyhodnd, ovSem z diivodu velké aktivacni energie tvorby vazby mezi uhlikem a fluorem jsou
¢asto nutné velmi energické podminky a napiiklad i vhodna volba rozpoustédla.’* Fluoridovy

aniont je v protickych rozpoustédlech silné solvatovan, ¢imz je jeho reaktivita minimalizovéna.
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Oproti tomu v nepolarnich rozpoustédlech je vétSina jednoduchych fluoridii nerozpustnych
z divodu tvorby blizkych iontovych part. Vhodnou volbou jsou obvykle polarni aproticka
rozpoustédla tvorici kompromis mezi rozpustnosti a nukleofilitou. V ptipad¢ fluoridu je ovSem
nukleofilita v uzké souvislosti s bazicitou a jeji nartst tedy miize vést ke vzniku vedlejSich
produktl.”! Pozitivni vliv na pomér téchto dvou vlastnosti maji terciarni alkoholy, jako
napftiklad ferc-butanol. Ty nesolvatuji fluoridovy aniont tak dobfe jako jiné alkoholy, a pfitom

jsou schopny snizit jeho bazicitu.”?

Pro substitucni reakce, probihajici obvykle mechanismem Sn2 (s ¢astou moznosti kompetice
E2-eliminace), mohou byt vyzivany naptiklad fluoridy alkalickych kovi, které jsou vyhodné
zejména pro svou nizkou cenu.®> Obvykle se jedna hlavng o KF a CsF. Jejich kombinace
s crown ethery je vyuzivéna pro zvySeni rozpustnosti v disledku komplexace kationtu, a tedy
separace iontll. Jinou moznosti je vyuziti fluoridii s objemnym kationtem, umoziujicim
delokalizaci pozitivniho ndboje a lepsi rozpustnost v organickych rozpoustédlech. Typicky
prikladem je tetrabutylammonium fluorid (TBAF), ktery je dostupny jako trihydrat. Pfitomnost
vody ma vsak negativni vliv na reaktivitu.** Jeho suseni je problematické z diivodii mozné
Hoffmanovy eliminace. Syntéza bezvodého TBAF byla predstavena v roce 2005.° Jinou
moznosti pak je vyuziti tetramethylammonium fluoridu, ktery mize byt pfipraven i suSenim

bez rizika eliminace.®’

Jinym zdrojem fluoridovych aniontl jsou ¢inidla vznikld smisenim fluorovodiku s aminy,
v jejichz ptipad€ jsou omezeny korozivni vlastnosti a reaktivita. Pfiklady takovych smési jsou
triethylamin tris(hydrogenfluorid) Ets3N-3HF nebo pyridinium poly(hydrogenfluorid) (PPHF),
znamy také jako Olahovo ¢inidlo. V disledku snizeni nukleofility aminy vyZaduji tako ¢inidla
pouziti aktivovanych substratd, jako jsou napiiklad epoxidy.®® Jiné vyuziti nachazeji
v kombinaci s oxida¢nimi latkami, jako jsou NIS a NBS v pfipad€ fluorodesulfurizacnich
reakcich. Pfi nich patrné dochazi ke vzniku fluoridii danych halogenidi in situ, aktivaci vazby
C-S a kone¢né substituci siry fluoridovym aniontem.”® Tato kombinace je vyuZzivana také pti
reakcich s alkeny za vzniku vicindlnich dihalogenidi. Reakce pfipominajici béZznou halogenaci

dvojné vazby probih4 podle Markovnikova pravidla.®

V kontextu této prace je nejvyznamnéjsi skupinou latek ta, kterd je vyuzivana na deoxofluoraéni
reakce. Historickym piedchiidcem dnes laboratorné vyuZivanych cinidel je plynny fluorid
sifi¢ity. Ten byl vSak jiz pfed koncem minulého tisicileti nahrazen méné toxickymi a
korozivnimi, kapalnymi, selektivnéjSimi a z hlediska deoxofluoracnich reakci aktivnéjSimi
derivaty. Jejich syntéza vSak stale zahrnuje vyuZiti SF4. Prvnim derivatem SF4, ktery umoznil
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rozsifeni deoxofluoraénich reakei, se stal v roce 1975 diethylaminosulfur trifluorid (DAST).”
Nasledovaly jej objevy dalSich derivatl, jako jsou naptiklad morfolinovy (MOST) a
bis(methoxyethyl)aminovy analog, zndmy pod oznacenim Deoxo-Fluor. Vyznam derivati
DASTu spociva jak v odlisné reaktivité, tak piedevsim ve vyssi tepelné stabilité. DAST totiz
pii teplotach nad 90 °C exploduje. Zminéné latky jsou vyobrazeny na 6 a mechanismus jejich
popisuje Schéma 3. Vzacné muze dochazet také k retenci konfigurace pramenici napiiklad

z participace jinych funké&nich skupin v molekule substratu. 7

0]
/\N/\ /O\/\N/\/O\ [ j
! I
N
F/§\F F/$\F |
F F /S\
F'I F
F
DAST Deoxo-Fluor MOST
Obrazek 6 - DAST a jeho derivaty
NEt OH (“F\s"F“ Et g Et £
_— - 7 ~ e -F- 7 > -
/é\}/+\ : _-HE O N O"CNT —» )\
FIIEE  R7OR, L Et — Rt Ri™ Ry
R R, R XR,

Schéma 3 - Mechanismus deoxofluoracni reakce DASTu s alkoholem

Ackoli pouzivani DASTu a jeho derivatii ptimo nevyzaduje vyuzivani specidlniho
laboratorniho vybaveni, dochazi v ptipadé bézného borosilikatového skla k jeho postupnému
naleptavani v disledku pfitomnosti uvolfiovaného a také toxického HF. Jako krystalicka,
neexplozivni alternativa neprodukujici HF byla vyvinuta ¢inidla XtalFluor-E a XtalFluor-M
(Obrazek 7 - Alternativni ¢inidla k DASTu, aminodifluorsulfiniové soli. Tak jsou
produkovana reakci DASTu (respektive ptisluSného derivatu) s BF3. Oproti vySe uvedenému
mechanismu ovSem neni intermediat vznikly jejich reakci s alkoholy (z diivodu protonace
aminu) schopny uvolnéni fluoridového aniontu a je nutné vyuziti aditiv. Jako ta slouzi bud’

Et3N-3HF nebo DBU.”’
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Obrazek 7 - Alternativni c¢inidla k DASTu, aminodifluorsulfiniové soli

Kromé¢ deoxofluoracni reakce s alkoholy jsou DAST a jemu ptibuzné latky schopny reakce
také s karbonylovymi slouceninami. Z ketont a aldehydu tak vzniké difluoromethylenova
skupina, z kyselin a chloridi kyselin trifluormethylova skupina a z esteri a,o-
difluoroethery.”® Predpoklada se, Ze reakce s karbonylovymi slou¢eninami je zah4jena adici
HF na dvojnou vazbu C=0, nésledovanou béznou deoxofluora¢ni reakci. Pro iniciaci obvykle
sta¢i HF vznikly hydrolyzou fluora¢niho ¢inidla, v ptipad¢ latek typu XtalFluor-E k hydrolyze

dochdzi minimalng, a tak je potieba jeho vnéjsi zdroj.”®

Jednou z metod vyuzivanych pro piipravu fluorovanych aromatickych latek je aromaticka
nukleofilni substituce, jiz je mozno fluor zavést na elektronové deficitni areny. Obvykle se
jedné o tzv. Halex proces, tedy o vyménu halogenil. Jelikoz rychlost uréujicim krokem je
tvorba Meisenheimerova komplexu, probihd nejsndze substituce chloru. Pro tyto reakce
byvaji vyuzivany bezvodé fluoridy alkalickych kovli (KF, CsF) a probihaji ptfi vysokych
teplotach (pfiblizné 200 °C).”® Alternativnimi zdroji fluoridu jsou TBAF a
tetramethylammonium fluorid. Pfi jejich pouziti je mozné substituce dosdhnout i laboratorni
teplote. S vyuzitim tetramethylammonium fluoridu bylo dosaZzeno dokonce fluorace
neaktivovaného substratu.”” Ov§em, jak bylo demonstrovano na reakci 2-bromonaftalenu,
v ptipadé€ tohoto zdroje velmi bazického fluoridového aniontu miiZe reakce probihat
arynovym mechanismem a vést ke smési produktii.®® Alternativou k Halex procesu je
fluorodenitrace. Pfi ni vystupuje jako odstupujici skupina nitroskupina. Pfi soucasné
piitomnosti nitro i chloro skupiny je preferovana substituce prvné jmenované.®! Jesté

efektivnéji probihd substituce trimethyammoniové skupiny.®?

3.3 Fluorované derivaty nukleosidii s protivirovymi ucinky

V poslednich n¢kolika dekadach bylo v oblasti 1écby virovych onemocnéni dosazeno
vyznamnych uspéchll a byla vytvofena terapie nckterych z diive nelécitelnych onemocnéni.

Také ziskéavaji pozornost onemocnéni, ktera byla diive vnimana jen okrajové. Mezi nimi jsou
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napfiiklad onemocnéni zptusobena virem Zika, Ebola, nékterymi kmeny herpes virti a vird
zpusobujicich hepatitidy, pficemz nekteré z t€chto nemoci maji potencial Sirokého rozsifeni.
Problematicky je rovnéz vznik rezistentnich kmenti virti, na néz 1écba jiz existuje. Novy vyvoj
antivirotik tak, ackoli jsou infek¢éni nemoci s piipadnymi fatalnimi disledky v rozvinutém svéte
povazovany za minulost, pfedstavuje oblast, jiz by méla byt vénovana dostate¢nd pozornost.
Nezanedbatelny vyznam ma rovnéz vyvoj bezpeénych 1é¢iv na onemocnéni, jako jsou sezoénni

rymy, jejichZ kazdoroéni negativni dopad na ekonomiku je zasadni.®®

Mezi souCasnymi antivirotiky piedstavuji rizné nukleosidové analogy (NA) pocetnou a
virim. Ackoli jsou do jisté miry podobnd NA cytostatikiim, jejich uzivani zpravidla nevede
k vyvoji tak zadsadnich nezddoucich ucinkt. Tato lepsi tolerance je zaloZena piedevsim na faktu,
ze terapeutickymi cili jsou obvykle virové enzymy a selektivnéjsi lidské enzymy s nimi takika
neinteraguji. Ackoli se NA staly béznou soucasti terapii, jsou s jejich vyvojem obvykle spjaty
jisté problémy. Z divodu vysoké polarity molekul je mechanismus pasivniho vstupu do bun¢k
omezen a vyvoj vhodnych proléciv je nutnosti. Jisté dalsi uskali skytd nutnost NA byt pro svij
ucinek ve formé trifosfatu. Pfedevsim zavedeni prvniho fosfatu je z diivodu vysoké selektivity

endogennich kinaz slozité. Z tohoto divodu byvaji NA nékdy pfipravovany v podobé¢ fosfati,

fosfonati ¢i fosforamiditovych proléciv.*?

VyuZiti substituce vodiku nebo hydroxylu v molekulach nukleosidii se stalo pomérné obvyklou
strategii pi1 optimalizaci jejich G¢inku a stability. Fluorace v polohach 2" a 3" je spojovana
s narustem stability glykosidické vazby, a to jak chemické stability (tedy predevsim odolnosti

vii¢i plisobeni kyselého prostiedi Zzaludku), tak i stability metabolické.®*

3.3.1 Analogy nukleosidu s fluoraci baze

3.3.1.1 Trifluridin

Prvnim schvalenym fluorovanym antivirotikem se v roce 1980 stal trifluridin (22). Ten je
vyuzivan piedev§im pro 1écbu zanétu rohovky zpiisobeného viry Herpes simplex typu 1 a 2,
vaccinia viry a také cytomogaloviry. Ve form¢é monofosfatu tato latka inhibuje Cinnost
thymidylat syntazy a jeji trifosfit miiZze byt za¢lenén do nové vznikajici virové DNA.®
V kombinaci s tipiracilem, inhibitorem thymidinfosforyldzy zpomalujicim jeho metabolismus,

je vyuzivén i pro 1é¢bu metastatického kolorektalniho karcinomu. 3¢
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3.3.1.2 Emtricitabin

Emtriciabin (23) je inhibitorem reverzni transkriptazy HIV, jehoz pouzivéani bylo schvaleno
v roce 2003. Vyuzivan je spolu s dal§imi latkami v kombinacich jako jsou Truvada, Atripla,
Stribild, ¢i Genvoya.?” Pro svijj velky vyznam pii 1é¢bé HIV byl zafazen na seznam esencialnich
1é¢iv WHO.®® Zajimavym strukturnim prvkem je pfitomnost oxathiolanového kruhu, ¢imZ se
velmi podoba lamivudinu, od né&jz se 1isi jen fluoraci. Z tohoto divodu je v jejich ptipadé
vysoké riziko zktizenych rezistenci. Krom¢ HIV je emtricitabin i inhibitorem HBV, nicméné

pro pouziti na 1é&bu onemocnéni zpiisobenych timto virem nebyl dosud schvalen.®’

3.3.1.3 Favipiravir

Favipiravir (24) je fluorovany pyrazinovy karboxamid, ktery byl v roce 2004 schvalen pro 1écbu
chiipky typu A, B 1 C v Japonsku a jeho schvalovéni v dalSich zemich v souc¢asné dobé& probiha.
Ackoli v Japonsku jsou vytvafeny jeho zasoby pro pfipad pandemie chiipky, stile panuji
pochybnosti o jeho skuteéné efektivits.”® Favipiravir je prolé¢ivem a pro svou aktivitu musi byt
nejprve metabolizovan na ribofuranosyl trifosfat. Takto aktivovany nasledné selektivné
inhibuje ¢innost virové RdRp, pficemz napodobuje pyrimidinové baze.** Nové&jsi vyzkumy
rovnéz ukazuji, ze by v jeho ptipadé mohlo dochazet rovnéz k letalni mutagenezi. Toto Sirsi
spektrum mechanismii mize byt také pti¢inou faktu, ze favipiravir vykazuje aktivitu také vaci
jinym RNA virim, jako jsou Zika, Chikungunya a pfedevsim Ebola. Na 1é¢bu onemocnéni
zpiisobeného posledné jmenovanym byl testovan v pribehu epidemie v roce 2014, a ackoli je

potieba dalsiho ovéfeni, zatim bylo dosaZeno slibnych vysledk.”!

3.3.1.4 Elvucitabine

Ptikladem fluorovaného NA, u n¢hoz jesté nebylo dokonc¢eno klinické testovani je Elvucitabin
(25). Jedna se o analog L-cytidinu zkoumany pro svij Uc¢inek proti HIV a HBV, pficemz je
ucinny i proti kmeniim HIV rezistentnim vi¢i zidovudinu a lamivudinu. Aktualné se nachazi
v druhé fazi klinického testovani. V predchozi fazi bylo nicméné zjisténo, ze jeho podavani
vede u nékterych pacientli k potladeni tvorby kostni dfen&. Aktualné vyvoj probiha v Cing,

Hongkongu a na Taiwanu.”>%
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Obrazek 8 - Antivirotika s fluoraci bdze

3.3.2 Analogy nukleosidi s fluoraci cukerné ¢asti

3.3.2.1 Sofosbuvir

Sofosbuvir, zndmy také pod obchodnim oznacenim Sovaldi, je latkou, ktera po svém schvaleni
a uvedeni na trh v roce 2013 zputsobila revoluci v 1écbé HCV. Sofosbuvir je urcen k 1ébé
chronickych infekei zptisobenych HCV genotypu 1, 2, 3 a 4, pti¢emz 80 dni trvajici terapie
vede k vyléceni az u 90 % pacientt. Diky faktu, Ze dochazi zpravidla k naprostému vymizeni
viru mé sofosbuvir vysokou bariéru pro vyvoj rezistence. Sofosbuvir plsobi jako inhibitor
virového proteinu NS5B, ktery slouZi jako RdRp, pfi¢emzZ po biologické aktivaci na analogicky
trifosfat vyuzivan mimikuje ptirozeny uridinovy substrat. Jeho zaclenéni do rostouciho fetézce
vede kterminaci syntézy RNA.”* Pro dosazeni vyrazngjsich 0G¢inkti byva sofosbuvir
kombinovan s inhibitory dalSich virovych enzymi, jako jsou proteaza NS3 nebo multifunkéni
protein NS5A.%7 Sofosbuvir patii do kategorie pro-nukleotidii a jako prolétivo vyuziva
fosforamidovou skupinu. Tento pfistup k proléc¢iviim se stal velmi popularni v poslednich
letech pii vyvoji novych proléciv jiz zndmych latek. Piikladem takového postupu je tenofovir

alafenamid, nové prolécivo tenofoviru schvalené pro 1é¢bu HIV roku 2015.%

3.3.2.2 Mericitabin

Mericitabin je pfikladem latky, kterd dosud nebyla schvélena pro klinické pouZiti a dosahla
druhé faze klinického testovani. Jedna se o latku analogickou sofosbuviru, liSici se od n¢j
cytidinovou bazi.’® Ackoli vysledky klinickych testi potvrzovaly jeho dobrou aktivitu proti
HCV, jeho dalsi vyvoj byl pterusen, jelikoz se nezdalo, ze by ptfinasel zasadni zlepSeni oproti

jiz dostupnym latkam.”’

3.3.2.3 PSI 353661 a PSI 352938

Jedna se o dvé proléCiva vychézejici z velmi podobnych latek. Ta je zastupcem analogii
purinovych nukleosidd. Stejné€ jako predchozi dvé uvedené latky je inhibitorem replikace HCV

a také obsahuje stejnou cukernou jednotku. Lisi se ovSem tim, Ze pro vyvoj rezistence musi
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dojit k viceCetnym mutacim, a jejich vyvoj je tedy zajimavy a nachazeji se ve fazi preklinického

vyvoje.”

28 29

Obrazek 9 - Latky s antivirovymi ucinky s fluoraci cukerné casti molekuly
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4 Diskuse a vvsledky

4.1 Priprava karbocyklickych nukleosidii

4.1.1 Priprava gem-diflurovanych derivati nukleosidu
Pti popisu piipravovanych molekul bylo pouZzito nestandardni ¢islovani uhlikt alicyklické ¢asti
molekuly. Tento systém byl zvolen proto, aby bylo zachovano ¢islovani poloh 1" az 5" tak, jak

je urceno pro nukleosidy. Cislovani je naznaceno v Obrazku 10.

5 6"
1 _.Baze
HO 4’
\—
S3
HO OH/H

Obrdzek 10- Cislovani poloh v pripravovanych karbocyklickych nukleosidech
Jak je patrno z Obrazku 11, zobrazujictho obecny vzorec pfipravovanych latek, byly
syntetizovany karbocyklické nukleosidy s jednim ¢i dvéma atomy fluoru v poloze 6" a to bud’
s 2’-hydroxyskupinou v konfiguraci ribo nebo jako 2’-deoxynukleosidy. Kombinace téchto
variant vede ke ¢tyfem rtiznym pseudocukernym jednotkam, ke kterym je pfipojena vhodna

purinova nukleobaze.

F, FH

N
~

HO OHH

Obrazek 11 - Obecny strukturni vzorec pripravovanych latek

Syntetickd cesta k pfipravovanym karbocyklickym nukleosidim byla zapocata alkylaci
cyklopentadienidu sodného, pfimo nasledovanou enantioselektivni hydroboraci-oxidaci
vyuzivajici chiralni (-)-diisopinan-3-ylboran, ktera byla jiz dfive popsana.”® Tento boran byl
pfipravovan reakci (+)-a-pinenu s komplexem dimethylsulfidu s boranem a s ohledem na jeho
nizkou stabilitu pfi kontaktu se vzduchem byl pouzit po trituraci piimo pro nésledujici reakci.
Sekvence téchto kroka poskytovala intermediat 30 ve vytézku 40 %, ktery byl sice nizsi nez
dosud publikované vysledky, nicméné¢, s ohledem na nepfiili§ vysokou cenu prekurzori,
prijatelny.'%%1% Pro vytézek reakce se ukdzala byt naprosto zdsadni kvalita vstupnich surovin,
ktera se obzvlast’ v piipadée roztoku NaCp s ¢asem skladovani po prvnim otevieni velmi rychle

snizovala. Jist¢ komplikace plsobilo oddéleni produktu zreakéni smési, jelikoz produkt
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ziskany pii chromatografické separaci byl zpravidla kontaminovan benzyl alkoholem. Jako
instrumentaln¢ nejsnazs$i se nakonec ukazala vicenidsobna kodestilace s vodou. Z takto
pripraveného alkoholu 30 byl reakci vyuzivajici VO(acac): jako katalyzator ptfipraven epoxid
31 pii poméru diasteromert 88:12 ve prospéch zadaného produktu.!”’ Reakce bez vyuziti

zminéného katalyzatoru byla nejen vyrazné pomalejsi, ale poskytovala produkt s dr = 6:4.
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Schéma 4- Postup syntézy slouceniny 37 s vyuZitim bidentdtni chranici skupiny a) i) NaCp,
BnOCH:CI, THF, - 45 °C, 1 h; ii) (-)-diisopinan-3-ylboran, - 60 °C -> 5 °C, 19 h; iii) H>O:,
NaOH, 5 °C, 1h; b) t-BuOOH, VO(acac)z, DCE, 25 °C, 3 h; ¢) MsCl, EtsN, DMAP, DCM, 0
°C, 2 h; d)TBAF, THF, 35 °C, 3 d; e) adenin, DBU, DMF, 100 °C, 14 h; f) AD-mix- 5, MsNH.,
H>O/t-BuOH (1:1), 25 °C, 3 d; g) 2,2-dimethoxypropan; TsOH-H>O, aceton , reflux, 2 h; h) i)
DMSO, (COCl);, DCM, -78 °C, 1 h; ii) Et;N, -78 °C -> 25 °C, 2h; i) DMP, t-BuOH, DCM, 0
°C-> 25 °C, 2 h, j) CrOs, pyridin, Ac20, DCM, 25°C

Pro pfipravu 2°,3’-dihydroxy derivatli, byla nejprve zvolena synteticka cesta uvedena ve
Schématu 4. Z epoxidu 31 byla reakci s methansulfonyl chloridem pfipravena latka 32.
Naslednd eliminace mesylové skupiny byla provedena piisobenim TBAF.!? PfestoZe byla tato
baze pouzita ve velikém prebytku, trvala reakce minimaln€ 5 dni. Jelikoz je bazicita
fluoridového aniontu siln€ zavisla na ptitomnosti vody, byl u¢inén pokus s provedenim reakce

za pritomnosti aktivovanych molekulovych sit. Reakce sice probihala piiblizn¢ dvakrat
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rychleji, dochazelo vSak ke vzniku vétSiho mnozstvi vedlejSich produkt. ZvySeni rychlosti
reakce bez naruseni selektivity bylo dosazeno zvySenim reakéni teploty na 35 °C a v takovém

ptipadé probéhla do plné konverze za 2-3 dny.

Reakci DBU soli adeninu s epoxidem 33 byl pfipraven nukleosid 34 ve vytézku 41 %, pficemz
hlavnim vedlej$im produktem byl N7-izomer, ktery je snadno rozpoznatelny diky odliSnému
absorp¢nimu spektru. Jako jedna z moznosti, jak ziskat gem-difluorovanou latku, se nabizela
oxidace hydroxylové skupiny latky 34 a nasledna deoxofluoracni reakce. Tato cesta se ovSem
ukazala jako nevhodna z dvodu migrace dvojné vazby mezi uhliky 3"a 4°, k niz dochazi pti
oxidaci. Karbocyklicky nukleosid byl tedy nejprve cis-hydroxylovan. Reakce s OsO4 nicméné
probihala pomalu a pouze s pomémné nizkou selektivitou (dr=2,5:1) pro ribo-konfiguraci
hydroxylti, a tak bylo pfistoupeno k vyuziti AD-mix-f, komercn€é dostupné¢ smési pro
asymetrickou dihydroxylaci, s niz bylo dosahovdno poméru diastereomerti az 6:1. Bylo
popsano, ze v piipadé podobnych substrati, které neodpovidaji tém, pro néz jsou ¢inidla AD-
mix uréena, piili§ nezileZi na volb& o nebo B.!° Z diivodu nizké konverze pii vyuziti pouze
AD-mix byl do reakéni smési postupné pifiddvan v malych davkach OsOs, coz vedlo ke
spotiebovani substratu bez naruseni selektivity. Takto ziskanou smés izomerd se nepodaftilo
zcela rozdélit, nicméné po ochranéni hydroxyld v polohdch 2 a 3° bidentatni
isopropylidenovou skupinou bylo mozné chromatograficky ziskat jednotlivé izomery. Pro
zavedeni dvou atomi fluoru do polohy 6" bylo nejprve nutné hydroxyl v této poloze oxidovat
na karbonylovou skupinu. Pfekvapivé ani v tomto piipadé€, podobné jako dfive u intermediatu
34, nebyl ziskdn produkt. Pfi vyuziti Swernovy oxidace bylo dosazeno jen velmi nizké
konverze, aniz by byl ziskan kyZeny produkt. Naopak v piipadé reakci s Dessovym-
Martinovym c¢inidlem (DMP) a smési CrOs/pyridin/Ac2O (1:2:1) sice bylo dosaZeno plné
konverze substratu, ovSem bylo ziskéno jen Siroké spektrum vedlejSich produkti. Jejich vznik
byl patrné spojen s labilitou isopropylidenové skupiny. JelikoZz se po této zkuSenosti zdal ptistup
vyuZzivajici bidentatni chranéni vicinalnich hydroxyll nevhodny, byla navrZena jina synteticka

cesta, ktera je vyobrazena na Schématu 5.
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Schéma 5- Postup syntézy latky 41 s vyuzitim deoxofluoracni reakce a) i) NaH, THF, 25 °C,
1h, ii) PMBCI, TBAI, DMF, reflux, 2h; b) adenin, DBU, DMF, 110 °C, 20 h; ¢) DMP, t-BuOH,
NaHCQO3, DCM, 0 °C -> 25 °C, 3 h (pouzito dale ihned po extrakci DCM/H>0), d) DAST,
DCM, 0 °C->25°C, 24 h

Nové€ navrZena cesta byla zaloZena na zméné pofadi provadénych modifikaci molekuly, kdy
oxidace a fluorace predchézeji eliminaci hydroxylu z polohy 3°. Timto postupem, aZ do faze
oxidace podobnym se syntézou entecaviru,'® by navic bylo umoZnéno ziskat jak 2°,3'-
dihydroxy derivat 43 tak 1 2'-deoxy derivat 44 z jediného fluorovaného meziproduktu. Také
odchranény nenasyceny intermediat 44 a pfipadné z n€j odvozeny 2°, 3’-dideoxy derivat by
rovnéZ piedstavovaly latky s potencidlni biologickou aktivitou a prezentovana synteticka cesta

by poskytovala pomérné Siroké spektrum nukleosidovych analogg.

Jako chrénici skupina 3’-hydroxylu byla zvolena 4-methoxybenzylové skupina a to z diivodu
jeji predpokladané inertnosti v planovanych syntetickych krocich a sou¢asné moznosti provést
jeji selektivni odstranéni v pfitomnosti benzyletherové skupiny. Epoxid 38 byl pfipraven podle
publikovaného postupu.'?? Jeho reakci s DBU soli adeninu byl ziskan nukleosid 39 ve vytézku
50-60 %. Podobné jako v pfipadé reakce s epoxidem 33 piedstavoval nejvice zastoupeny
vedlejSi produkt N7-izomer. Problematickym krokem se opét, byt pravdépodobné z jiné
piiginy, stala piiprava ketonukleosidu. Zadouci produkt 40 totiz snadno podléhé p-eliminaci 4-
methoxybenzyl alkoholu, pficem? tato rekce byla jiz diive pozorovéna v ptipadech ptibuznych
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latek. Rizni autofi ji uvadéji jako katalyzovanou kysele, bazicky a také SiO» (pii soucasné
stabilité konkrétni latky v kyselém prostiedi).!? Piesto byl velmi podobny ketonukleosid
sp&sné vyuzit pii syntéze entecaviru.'® Pro oxidaci pfisluného alkoholu na keton bylo
vyuzivano Dessovo-Martinovo ¢inidlo, umoziujici provedeni reakce za mirnych podminek.
Toto ¢inidlo miize byt také kombinovano s terc-butanolem, ktery substituuje jeden z acetatt
v DMP, ¢imz je ziskdna latka s mensi nachylnosti k vedlejSim reakcim. Dal$i moznosti
modifikace reakce s DMP je ptfidavek bdze slouzici k zachyceni uvolnovaného acetétu.
V ptipadé¢ oxidace latky 39 bylo nejlepSich vysledki, tedy nejnizs§i miry eliminace 4-
methoxybenzyl alkoholu, dosazeno pii piidavku NaHCO3, zatimco ptidavek pyridinu vedl ke
vzniku velmi necistého produktu. I po nalezeni vhodnych podminek se nicméné jednalo o latku

nestabilni, a tedy byla vzdy pfipravovana kratce pted pouzitim v nasledujici reakci.

Pro difluoraci ketonu 40 byl zvolen nejprve DAST, jehoZ vyuZivani je pro tento ucel z ditvodu
pfimocarosti nejobvyklejsi. V tomto pifipadé se ovSem ukazal jako nevhodny. Fluorace
karbonylovych sloucenin jeho plsobenim sice v nékterych piipadech mulize probihat i za
nizkych (< 0 °C) teplot, casto je vSak nutno pfistoupit k zahtivani a v ptipad¢ skutecné malo
reaktivnich substratl pfistoupit k zdméné za termicky stabilnéjsi DeoxoFluor. Tyto energictéjsi
podminky ovSem nebyly slucitelné se stabilitou substratu, kdy i pfi teplot¢ kolem 25 °C

dochazelo k eliminaci PMBOH a vznik fluorované slouc¢eniny nebyl pozorovan.

Jelikoz se predpokladanou pficinou nestability zdala byt moZnost B-eliminace vedouci ke
vzniku a,f-nenasyceného ketonu, byl navrzen desulfofluoracni piistup, ktery je naznacen ve
Schématu 6. I v tomto ptipad¢ sice bylo nutno ptipravit ketonukleosid 40, jeho rekce s ethan-
1,2-dithiolem v pfitomnosti Lewisovy kyseliny za vzniku 1,3-dithioldnu vSak slibovala mirng;si
reakéni podminky. Reakce s dithiolem at’ uz za ptitomnosti BF3 nebo Zn(OTf), vSak nevedla
ke vzniku produktu 45, coZ bylo pfisuzovano pfitomnosti nechranéné aminoskupiny adeninu.
Ptitomnost Lewisovych kyselin se ovSem nezddla byt problematickd z pohledu dtive
pozorované eliminacni reakce, kterd probihala jen pomalu. Problém s pfitomnosti volné
aminoskupiny byl snadno vyfeSen jeji benzoylaci. Pti oxidaci této latky se ukazalo, Ze je méné
nachylnd k B-eliminaci, coZz do jist¢ miry potvrdilo dfive publikovanou informaci, Ze k této
nechténé reakci dochéazi v disledku pritomnosti nukleobaze a jeji modifikace tedy mize do jisté
miry ovlivnit i nachylnost k eliminaci.!® Pfesto nebylo mozné vyuzit chromatografickou
separaci a jedinym separacnim krokem tak byla extrakce. Pfevedeni aminoskupiny na amid
vedlo ke zméné¢ reaktivity také pti tvorbe 1,3-dithiolanu. Projevila se totiz schopnost BF3 (ktera

je popsana také v ptipadé jinych Lewisovych kyselin) odstranit 4-methoxybenzyl etherovou
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chranici skupinu, a v reakéni smési tak byl velmi rychle pozorovan vznik latky s volnou
hydroxylovou skupinou v poloze 3. Kyselinou, kterou je rovnéz mozno vyuzit pii reakci
karbonylovych slouCenin s thioly a soucasné Iépe toleruje piitomnost 4-methoxybenzyl
etherovou skupinu, je p-toluensulfonova kyselina. Jeji pfitomnost pravdépodobné zabranovala
nezadouci eliminacni reakci a substrat tak projevoval diive nepozorovanou stabilitu i v piipadé
zvySeni teploty na vice nez 60 °C. Bohuzel ale ani v tomto pfipadé nebyl pozorovan vznik
kyzeného produktu 48. Z divodlii pozorované vyssi stability byla benzoylovana latka 47
testovana také jako substrat pro deoxofluoracni reakci s Deoxo-Fluorem a také Xtal-Fluorem-
E s ptidavkem TEA-2HF jakozto inicidtoru reakce, nicméné v obou piipadech dochézelo k

nezadouci eliminaci a vznik produktu nebyl pozorovan.

NH, NH, NH,
0] «NfN a) nebo b) S/ S\ /NfN RF «NfN
N N//l —X—> N N//l """" > < N N/)
BnO BnO BnO
PMBO PMBO PMBO
40 45 M
NH; HN~ B HN~ B
N
OH ¢ N 0) OH N~"SN d) o N~"™SN
BnO/\Q‘ N 65 % /\QAN N NTON
\ BnO BnO
PMBO PMBO PMBO
39 46 47
a) nebo
e)
HN,Bz
/\ N BN
s8¢ I Y
N N//l
BnO
PMBO
48

Schéma 6 - Postup syntézy latky 41 s vyuzitim desulfofluoracni reakce a) (CH>SH)2, BF3-Et20,
25 °C, 16 h; b) (CH2SH)>, Zn(OTf)2, DCM, 25 °C, 16 h; c) i) TMSCI, pyridin, DCM, 0 °C, 30
min, ii) BzCl, 0 °C -> 25 °C, 18h; d) DMP, NaHCO3, DCM, 0 °C -> 25 °C, 5 h (pouzito do
dalsi reakce piimo po extrakci); ) (CH2SH)>, p-TsOH, CHCls, 34 MS, reflux, 3 d

Z divodu vySe popsané nizké stability klicového intermedidtu neumoziujici vyuziti
energictéjSich reakcnich podminek, bylo ptistoupeno k dal§i zméné v syntetické cesté. Zatimco

v ptipad¢ nukleosidi je problematicka B-eliminace popsana, v ptipad¢ podobnych struktur bez
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piitomnosti nukleobaze k ni zpravidla nedochazi.!® Pro nukleofilni atak uhliku oxiranového
kruhu v epoxidu 38 tedy byla vyuzita jind vhodna nukleofilni ¢inidla, kterd by po klicové
fluoraci poskytovala skupiny vhodné pro syntézu nukleosidu. To by umoziovaly jak kyslikaté
nukleofily poskytujici hydroxylovou skupinu, ktera by po zméné konfigurace mohla byt
Mitsunobuovou reakci substituovéana, tak i dusikaté, poskytujici aminoskupinu umoziujici

vystavbu baze.

Jednim z vyuzitych kyslikatych nukleofilti byla sodna stl allyl alkoholu, ktera byla pfipravena
in situ reakci s NaH, poskytujici produkt 49 ve vytézku 79 %, jehoz oxidaci DMP byl ziskan
keton 50. Nasledna deoxofluoracni reakce piisobenim DASTu vSak vedla jen ke vzniku velkého
mnozstvi vedlejSich produktii. Dal§im zvolenym nukleofilem byl benzoat sodny poskytujici
produkt 52 v 70% vytézku. Ackoli i v tomto piipade byl oxidaci ziskéan stabilnéj$i produkt, nez
byly diive pouzivané nukleosidy, deoxofluorace opét poskytovala jen fadu neidentifikovanych
vedlej$ich produktt. Z dusikatych nukleofilti byl nejprve vyuzit azid sodny, jehoz reakci
s epoxidem v piitomnosti salmiaku vznikl azid 54. Jeho oxidace Jonesovym ani Dessovym-
Martinovym ¢inidlem ov§em nevedla k potfebnému ketonu. Azid byl proto nejprve redukovan
Staudingerovou reakci na amin 56, ktery byl nasledné ochranén terc-butoxykarbonylovou
skupinou. Bohuzel ani tento substrat nebyl vhodny pro oxidaci hydroxylu. Poslednim
testovanym nukleofilem byl ftalimid draselny. Podobné¢ jako v pfedchozich pokusech probihala
reakce s epoxidem s dobrym vytéZzkem. Pii samotné oxidaci DMP byl pozorovan vznik
produktu eliminace jen v minimalnim mnoZstvi, nicméné i pifes tento nadéjny fakt nebylo
dosazeno fluorace karbonylové skupiny pisobenim DASTu, kombinace DASTu a Olahova
¢inidla, ani Xtal-Fluorem-E s TEA-3HF jako iniciatorem. Ve vSech uvedenych ptipadech byl

pozorovan predevsim produkt eliminace PMBOH.
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Schéma 7 - Priprava difluorovanych intermediatii a) allyl alkohol, NaH, reflux, 3 d; b)DMP,
DCM, RT, 1h; ¢c) DAST, DCM, 25 °C, 16 h; d) BzONa, HMPA, 110 °C, 3d; e)PCC, DCM, 44
MS, 0 °C -> 25 °C, 14 h, f) NaN3, NHsCIl, DMF, 100 °C, 16 h; g) i)DMSO, (COCl);, DCM, -
78 °C-> 25 °C, 1,5 h, ii) EtsN, -78 °C -> 25 °C, 1 h; h) Jonesovo cinidlo, aceton, 0 °C, 20 min;
i) PPhs, H>O, THF, 25 °C, 14 h; j) (Boc):0, EtsN, DCM, 25 °C, 2 h; k) ftalimid draselny,
ftalimid, DMSO, 150 °C, 4 h, 1) XtalFluor-E, TEA-3HF, DCE, 25 °C ->reflux, 16 h; m) DAST,
Olahovo cinidlo, DCM, 25 °C, 14 h

Po veskerém usili vynaloZeném na vySe popsané pokusy o piipravu 6,6 -difluoro derivati,
které bohuzel nevedly ke kyZzenym produktiim, byla prace na této skupiné latek pterusena.
Nicméné v Cervnu roku 2019 byla publikovana uspesna syntéza téchto latek v enantiomerné
gisté form&.'” Publikovany synteticky postup je uveden ve Schématu 8. Jak je patrné, byl
autory vyuzit zcela odliSny pfistup, kdy bylo vyuZzito ¢inidlo poskytujici elektrofilni atom fluoru
ve dvakrat opakované reakci se silyl enol éterem ziskanym sérii reakci z D-ribézy. Vysledky
biologického testovani jejich protivirové aktivity potvrzuji, ze mySlenka syntézy takovychto

latek byla spravna.
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Schéma 8 - Publikovana syntéza difluorovaného intermediatu vyuzitého pro pripravu
karbocyklickych nukleosidit a) LiCu(CH>0t-Bu)2; b) TESCI, LiIHMDS, THF, -78 °C, 10 min;
c)Selectfluor, DMF, 0 °C, 12 h
4.1.2 Priprava 6 -monofluorovanych derivatu
Druhou ¢asti diplomové prace je piiprava 6 -B-fluorovanych derivati nukleosidii. Vychozi
latkou pro jejich syntézu byl epoxid 38. Jeho reakei s adeninem (viz vySe) pfipraveny nukleosid
39 byl jiz pfimo substratem deoxofluoracni reakce. Reakci s DASTem za obvyklych podminek,
tedy pii -78 °C az 25 °C s vyuzitim DCM jako rozpoustédla, byl ziskan fluorovany nukleosid
62 ve 31% vytézku. Divodem tohoto spiSe nizkého vytézku bylo pravdépodobné velké
zastoupeni nezddoucich reakci (pfedev§im eliminace intermedidtni odstupujici skupiny
pochazejici zreakce s DASTem a dale jeji hydrolyza), které rovnéZ komplikovalo
chromatografickou separaci. Jist¢ho zlepSeni bylo dosaZeno pii vyuziti Deoxo-Fluoru, vedouci
k narGistu vytéZku na 38 %. K vyraznému navySeni U€innosti reakci doSlo pii kombinaci
DASTu s CsF a provedeni reakce v dioxanu.'®® Tato reakce poskytuje latku 62 az v 64%
vytézku. Pro soucasné odstranéni obou chranicich skupin byla nejprve vyuzita katalyticka
transfer hydrogenace s cyklohexenem jako zdrojem vodiku a Pd(OH),/C jako katalyzatorem.
Ukézalo se ovSem, Ze zatimco benzylova skupina je odstranitelnd velmi snadno, 4-
methoxybenzyl ether byl za danych podminek takika inertni. Jelikoz byla ale jiz diive v rdmci
tohoto projektu pozorovana moznost, byt v danou chvili nevhodnd, odstranit tuto skupinu
pusobenim nékterych Lewisovych kyselin a dle literatury jsou schopny odstranit i benzylovou
chranici skupinu z hydroxylu, byl pro ziskani latky 63 vyuzit BCls;. Timto postupem byl ziskan

produkt v téméf kvantitativnim vytézku.
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Schéma 9 - Postup syntézy 6 -a-fluoro-2 "-deoxy derivatu adenosinu a) DAST, CsF, dioxan, RT,
18 h; b) BCl3, DCM, -78 °C, 1h

Témét stejny postup byl vyuzit i pro pfipravu analogického derivatu guanosinu. Pro reakci s 38
byl pouzit upraveny popsany postup vyuzivajici sodnou sl 6-O-benzylguaninu pfipravenou
zahtivanim této baze (64) s NaH.!%* Nasledna fluorace byla provadéna za podobnych podminek
jako v ptipad¢ nukleosidu 39 s vytézky kolem 25 % bez pozorovatelné¢ho vlivu piidavku CsF.
Odstranéni vSech tii benzylovych chranicich skupin bylo opét provedeno pisobenim BCls. Po
3 hodinéach pti — 78 °C byla pfitomna jen monobenzylovana latka a pro pokracovani reakce

bylo nutné ponechat teplotu vystoupat na 25 °C. Takto byl ziskan nukleosid 67 v 69% vytézku.
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Schéma 10-Postup syntézy 6 -a-fluoro-2 "-deoxy derivatu guanosinu a)i) 60-benzylguanin (64),
NaH, DMF, 90 °C, 25 min; ii) 38, 15-crown-35 ether, 100 °C, 22 h; b) DAST, CsF, dioxan, RT,
18 h; ¢c) BCl3, DCM, -78 °C -> 25 °C, 22 h

Fluorovany nukleosid 62 byl zamyslen také jako vychozi latka pro pfipravu 2°,3"-dihydroxy
derivatu a to tak, ze z n¢j nejprve bude pfipraven 2°,3 "-nenasyceny nukleosid, podobné jako
v pfipad€¢ nenasyceného epoxidu 33, a ten nasledné dihydroxylovan. 4-Methoxybenzylova

skupina byla selektivné odstranéna ptisobenim DDQ pfti 0 °C. Z latky 68 byl pfipraven mesylat
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69, ktery jiz byl substratem eliminacni reakce. Pro jeho nizkou stabilitu pfi kontaktu s SiO» byla
pro jeho separaci vyuzivana pouze extrakce. Prvni volbou pfi vybéru baze byl TBAF, ktery byl
jiz dfive v rdmci tohoto projektu pro podobnou reakci pouzit. Oproti pfedchozi zkusSenosti v§ak
v tomto piipadé doslo ke zméné¢ regioselektivity a byla ziskana smés produkti 70 a 71 v poméru
1:3. Jelikoz reakce s TBAF v tomto pfipad¢ neposkytovala ocekavany vysledek, byly pro tuto
eliminaci otestovany i jiné baze. Ukdzalo se ale, Ze reakce s DBU, t-BuOK i MeONa poskytuji

vyluéné produkt 71 s dvojnou vazbou mezi uhliky 3" a 4",

NH, NH, NH,
N N N
<NIN//1_> <NIN/)_> <N|N//1
BnO 64% BnO BnO
PMBO HO' MsO
62 68 69
podminky
c)-f)
NH, NH,
N N
T LT
N N/ N N/
71 70

Schéma 11 - Priprava nenasyceného fluorovaného nukleosidu 70 a) DDQ, H>O, DCM, 0 °C,
5h; b) MsCI, Et;N, DMAP, DCM 0 °C -> 25 °C, 3 h; ¢) TBAF (IM v THF), THF, 25 °C, 3 d
(pomer produktit 70 a 71 1:3),; d) DBU, THF, 25 °C, 16 h (pouze produkt 71), e) t-BuOK, DMF,
70 °C, 7h (pouze produkt 71) f) NaH, MeOH, DMF, 0 °C -> 25 °C, 2 h (pouze produkt 71)

ProtoZze ani zména baze nevedla k ziskdni ofekavaného produktu, byly testovany dalsi
moznosti tvorby pottebné dvojné vazby. Jednou z variant bylo vyuZziti podminek Mitsunobuovy
reakce, nicméné z latky 68 byl pisobenim kombinace DIAD a PPhs pfipraven 71 s nevhodnou
polohou dvojné vazby. ProtoZe dosavadni pokusy o ziskéni latky 70 selhaly, byl navrzen pfistup
vyuZivajici syn-eliminaci. Nejprve bylo potfeba zménit konfiguraci 3"-hydroxylu v 68, ¢ehoz
bylo dosazeno Mitsunobuovou reakci s p-nitrobenzoovou kyselinou a néasledujici alkoholyzou.
Reakce s 1,1-thiokarbonyldiimidazolem vSak ani pii dlouhodobém zahtivani nevedla ke vzniku

o¢ekéavaného produktu.

Dale testovanou moznosti byla fluorace nenasyceného nukleosidu 34. Jeho reakci s DAST
s ptidavkem CsF vedla sice k ziskani 70, ovSem jen v nizkém 18% vytézku. NMR experimenty

navic ukazaly, ze ackoli hlavni separovanou latkou je skute¢n¢ 70, je tato kontaminovéana
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mnoha dal$imi fluorovanymi latkami, jejichz struktura nebyla urc¢ena. Experimenty s vyuzitim
samotného DAST nebo jeho kombinace s pyridinem vedly jen k jesté vétSimu zastoupeni
vedlejsich produktli, mezi nimiz byl nejvyznamnéjsi produkt eliminace vody. Vyuziti sekvence
reakci sestavajicich z premény alkoholu na leps$i odstupujici skupinu (mesyl, triflyl, nonaflyl) a
nasledné reakce se zdrojem fluoridového aniontu (KF, TBAF, TEA-3HF) bohuzel rovnéz

neposkytovalo latku 70, ale jen smés nejriznéjsich vedlejsich produkta.

Protoze pritomnost dvojné vazby byla zjevné nevhodna pro pribéh deoxofluoracni reakce bylo
piistoupeno k postupu vyobrazenému na Schématu 12, ktery kone¢né vedl k ziskani kyzeného
produktu. Tento postup byl navrzen, jelikoz diive provadéna fluorace latky 39 probihala bez
problému a latka 75 se liSi pouze pfitomnosti ochranéné hydroxylové skupiny v poloze 2.
Hydroxylova skupina latky 34 byla selektivné acetylovana acetanhydridem. Pro cis-
hydroxylaci byl nejprve, po vzoru piipravy latky 35, vyuzit AD-mix-p. Ukazalo se vSak, Ze
ptitomnost acetylové skupiny ma zdsadni vliv na stereoselektivitu reakce. Pomér diastereomerti
byl v tomto piipad¢ blizky 1:1. Z diivodu nulové selektivity nemélo smysl dale pouzivat AD-
mix. Prekvapivé se ukdzalo, ze pfi reakci pouze s OsO4 v ptitomnosti NMMO jako reoxidantu
je dr = 2:1 ve prospéch zddaného produktu. Jeho oddé€leni od nezadouciho diastereomeru
vyzadovalo pouziti velkych kolon reverzni faze. Proto bylo k separaci diastereomert
pristoupeno az po benzoylaci volnych hydroxylovych skupin, kdy se reten¢ni ¢asy izomert
vyraznéji liSily. Ackoli byly nejprve jakozto skupiny pro chranéni volnych hydroxylt
zamySleny 4-methoxybenzyl ethery, jejichZ odstranéni by mohlo byt provedeno v jediném
kroku spolu se skupinou v poloze 5°, jejich zavedeni se ukazalo byt problematické. Plisobenim
NaH nutnym pro piipravu sodné soli doslo k ¢astenému odstranéni acetylové skupiny, a tedy
vzniku smési produktl s jednou az tfemi 4-methoxybenzyl etherovymi skupinami. S ohledem
na tuto komplikaci bylo vyuzito benzoylového chranéni. Selektivnim odstranénim acetatu
pusobenim acetyl chloridu v methanolu byla ziskéana latka 75. Zatimco jeji fluorace plisobenim
DASTu v DCM vedla pouze ke smési nezadoucich produktt, pii ptidavku CsF byl produkt
izolovan ve vytézku 54 %. Kone¢né odstranéni chranicich skupin bylo provedeno nejprve
plsobenim NaOH a nasledné BCls. '°*!11° Takto by pfipraven findlni produkt 78, ktery byl

jednim z hlavnich cili této diplomové prace.
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Schéma 12 - Postup syntézy 6 -a-fluorovaného karbocyklického derivatu adenosinu a) Ac>0,
DMAP, TEA, ACN, 25 °C, 30 min,; b) OsOs, NMMO-H->O, THF, H>0, 25 °C, 22 h; ¢) Bz:0,
DMAP, pyridin, 25 °C, 17 h; d) AcCl, MeOH, 0°C ->25 °C, 24 h; e) DAST, CsF, dioxan, 25
°C, 18 h, f) NaOH, H:O/THF (1:1), 25 °C, 30 min, g) BCIl3, DCM, -78 °C -> 25 °C, 20 h
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5 Experimentalni ¢ast

5.1 Obecné postupy a chemikalie

Pouzivané chemikalie byly zakoupeny u béznych komerc¢nich dodavatelii (napt. Sigma-
Aldrich, Fluorochem). Pouzivana rozpoustédla byla zakoupena u spolec¢nosti Lach-Ner. Sucha
rozpoustédla byla suSena destilaci a skladovana nad aktivovanymi molekulovymi sity. Suché

DMF, DMSO a MeOH, byly zakoupeny od komer¢nich dodavatelt.

Pribézna analyza smési byla provadéna bud’ pomoci TLC (Merck, Silikagel 60 F2s4, detekce
UV, KMnO4, p-nitrobynzylpyridinem/NH4OH nebo 2,4-dinitrofenylhydrazinem) nebo
s vyuzitim UPLC-MS (gradient voda-acetonitril, 0,1 % kyseliny mravenci, na kolon¢ Waters
Acquity UPLC BEH C18 1.7 um (2.1x50mm)).

Pro sloupcovou chromatografii a HILIC byl pouzivan 40-63 um silikagel. Pro chromatografii
na reverzni fazi byly vyuzivany kolony RediSep Rf Gold® Reversed-phase C18 od spolecnosti

Isco. Flash chromatografie byla provadéna na systému Isco Combiflash Rf resp. Rf+.

Vodikova, uhlikova a 2D (HSQC, HMBC, COSY) NMR spektra byla méfena na NMR
spektrometru Bruker Avance III™ HD 400 MHz vybaveném Prodigy kryo-sondou ('H pii 400
MHz, *C pti 101 MHz, 'F pti 377 MHz) v CDCl3 nebo DMSO-d®. Spektra byla referencovana
na signal rozpoustédla (CDCl5 § 7,26 ppm pro 'H, DMSO- d° & 2,50 ppm pro 'H a § 39,70 ppm

pro *C), chemické posuny jsou uvadény ve stupnici & v ppm a interakéni konstanty J v Hz.

5.2 Pouzité postupy a namérena data

(-)-diisopinan-3-ylboran

K roztoku (+)-pinenu (14 ml, 86,4 mmol) v THF (10,5 ml) v baice s argonovou atmosférou byl
pii o 0 °C ptikapan komplex BH3-DMS. Po 10 minutach pii 0 °C byla reakéni smés ponechana
stat bez michani 14 hodin pfi teploté 25 °C a nakonec byla na 2 hodiny ponoifena do ledové
lazng€. Kapalina piekryvajici krystaly produktu byla injekéni jehlou odebrana, krystaly byly
rozmélnény na mensi kusu a néasledné promyty 3 x 9 ml Et,O zchlazeného na — 20 °, pfi¢emz
veskerd vymeéna rozpoustédel probihala pouze skrz septum pomoci jehly. Zbytky rozpoustédel
byly odpateny za vysokého vakua. Takto ziskany produkt byl pifimo vyuzit do nasledujici
reakce. Vytézek: 8,507 g (79 %).

(18,2R)-2-((benzyloxy)methyl)cyklopent-3-en-1-o0l (30)

51



K roztoku benzyloxymethyl chloridu (90% cistota, 23,1 ml, 150 mmol, 1,5 ekv.) v suchém THF
byl pfi — 50 °C ptikapan behem 20 minut 2M roztok NaCp v THF (50 ml, 100 mmol, 1 ekv.).
Po 1 hodin€ michéni pfi teploté -45 °C byla vznikla suspenze ptfenesena jehlou k suspenzi
(-)-diisopinan-3-ylboranu (35,041 g, 122 mmol, 1,22 ekv.) v THF udrzované pfi teploté¢ — 60
°C. Po jedné hoding pfi této teploté byla reakéni smes ponechana pomalu ohiat na 5 °C a dale
michéna po dobu 17 hodin. Pfiblizné polovina objemu reak¢ni smési byla odpatena, zbytek byl
ziedén 100 ml Et2O, a pii teploté 5 °C byl ptikapan nejprve 3M vodny roztok NaOH (37 ml)
nasledovany 30% roztokem H20O; (37 ml). Po 2 hodinach pti 5 °C byly faze oddéleny, vodna
extrahovana 120 ml Et;O, spojené organické frakce pak byly promyty solankou a vysusSeny
NaSOs. Chromatografii (gradient EtOAc v cyklohexanu, 5 — 35%) byl ziskan produkt
kontaminovany benzyl alkoholem. Po trojnasobné kodestilaci s vodou a nasledn¢ ethanolem
byl ziskan produkt 30 v mnozstvi 8,564 g (vytézek 42 %), jehoz NMR charakteristika

odpovidala publikovanym hodnotam.
(18,2R,3S,5R)-2-((benzyloxy)methyl)-6-oxabicyclo[3.1.0|hexan-3-ol (31)

K roztoku 30 (2,00 g, 9,80 mmol) (pfedem kodestilované s toluenem) v DCE (10 ml) byl
prisypan VO(acac)> (26 mg, 1 mol%) a v pribé¢hu 45 minut ptikapan -BuOOH (5,5 M
v dekanu, 3,56 ml). Po pfidani ptiblizn€ poloviny roztoku -BuOOH bylo pfisypdno dalSich 26
mg VO(acac)2 a opét stejnd davka po hodin€é od ukonceni ptikapavani ~-BuOOH. Po dalsi
hodin¢ byla reakce zchlazena na 0 °C a ukoncena pfidanim nasyceného vodného roztoku
NazSOs3 (10 ml). Po 3 hodinach intenzivniho michani pfi teploté 25 °C byly faze oddéleny,
vodna extrahovana 20 ml DCM a spojené organické frakce byly promyty vodou a vysuSeny
NazSO4. Chromatografii (gradient EtOAc v cyklohexanu, 15 — 65%) bylo ziskano 1,886 g
(vytézek 87 %) produktu 31, jehoZ NMR charakteristika odpovidala publikovanym hodnotam.

(18,25,3S5,5R)-2-((benzyloxy)methyl)-6-oxabicyklo[3.1.0| hexan-3-yl methansulfonat (32)

K roztoku latky 31 (1,846 g, 8,39 mmol), DMAP (30 mg, 0,25 mmol, 3 mol%) a EtsN (1,40
ml, 10,1 mmol, 1,2 ekv.) v DCM (40 ml, vysuSeno stanim nad Na>SOs) byl pii 0 °C bé¢hem 5
minut ptikapan MsCl (722 ul, 9,23 mmol, 1,1 ekv.). Po jedné hodiné michani pti 0 °C bylo
ptidano jesté 0,2 ekvivalentu EtsN i MsCl. Po dalsi hodiné byla reakce ukoncena 20 ml vody,
faze byly odd€leny, vodna extrahovana 30 ml DCM, spojené dichloromethanové frakce byly
promyty nasycenym roztokem NaHCO3, solankou a vysuSeny Na>SO4. Po odpaieni DCM byl
olejovity zbytek triturovan Et;O, vytvofené krystaly byly odfiltrovany a promyty dalSim
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etherem. Bylo ziskano 2,027 g (vytézek 81 %) latky 32. NMR charakteristika se shodovala

s publikovanymi hodnotami.
(1R,45,55)-4-((benzyloxy)methyl)-6-oxabicyklo[3.1.0]hex-2-en (33)

Sloucenina 32 (2,24 g, 7,51 mmol) byla rozpusténa v 5 ml suchého THF a pii teploté 25 °C k ni
byl piilit IM roztok TBAF v tetrahydrofuranu (37,5 ml, 37,5 mmol, 5 ekv.). Po 12 hodinach pfi
teploté okoli byla reakcni smées zahtata na 35 °C a pii této teploté udrzovana dalSich 36 hodin,
dokud nebylo dosazeno uplné konverze. Po odpateni THF byl zbytek zifedén dichlormethanem
(50 ml) a vodou (30 ml), faze byly oddé€leny a ta organicka ctyfikrat promyta 15 ml H»>O,
jednou solankou a nakonec vysuSena Na>SOs4. Po odpafeni dichlormethanu byla takto
ptipravena latka (1,43 g, 94 %) pouzita piimo do dalsi reakce. Podle NMR obsahoval produkt
<1% vychozi latky a jeho Cistota byla 90-95 %. NMR produktu se shodovalo s publikovanymi

hodnotami.
(18,25,55)-2-(6-amino-9H-purin-9-yl)-5-((benzyloxy)methyl)cyklopent-3-en-1-ol (34)

Adenin (523 mg, 3,87 mmol, 2,5 ekv.), kodestilovany s 8 ml DMF, byl suspendovan v DMF
(8ml) a byl k nému ptfiddn DBU (701 pl, 4,66 mmol, 3 ekv.). Smés byla zahfivana pod
atmosférou argonu pii 90 °C po dobu 1 hodiny. Po jejim zchladnuti na ptiblizné 50 °C, byl
pridan epoxid 33 (314 mg, 1,04 mmol, 1 ekv.) rozpustény ve 2 ml DMF. Teplota byla zvysSena
na 100 °C a udrZzovana 14 h. Po odpafeni rozpoustédla byl produkt izolovan flash
chromatografii (gradient MeOH v DCM, 2 — 15 %). Bylo ziskano 216 mg produktu (vytéZek
41 %). '"H NMR (401 MHz, DMSO-ds) 6 8.13 (s, 1H), 8.02 (s, 1H), 7.37 — 7.25 (m, 5H), 7.21
(s, 2H), 6.04 (dt, J=6.1, 2.1 Hz, 1H), 5.83 (dt, J=6.1, 2.1 Hz, 1H), 5.57 (d, /= 5.9 Hz, 1H),
5.34 (dq, J=6.0, 2.1 Hz, 1H), 4.52 (d, /= 1.5 Hz, 2H), 4.27 (q, /= 5.9 Hz, 1H), 3.64 (dd, J =
9.3, 4.8 Hz, 1H), 3.52 (dd, J = 9.3, 6.7 Hz, 1H), 2.82 (dddt, J = 8.7, 6.5, 4.3, 2.0 Hz, 1H) *C
NMR (101 MHz, DMSO) 6 156.18, 152.46, 149.77, 139.32, 138.64, 135.16, 128.84, 128.43,
127.60, 127.58, 119.19, 80.30, 72.34, 70.64, 67.35, 52.68. HRMS ESI m/z: vypocteno pro
CisH200 2Ns"[M + H]": 338.16115, nalezeno: 338.16125.

(1R,28,3R,4S5,55)-3-(6-amino-9H-purin-9-yl)-5-((benzyloxy)methyl)cyklopentan-1,2,4-
triol (35)

K roztoku latky 34 (181 mg, 0,536 mmol) ve smési vody (10 ml) a terc-butanolu (10 ml) byl
pfisypan amid kyseliny methansulfonové (204 mg, 2,14 mmol, 4 ekv.) a nasledn¢ také AD-
mix-B (751 mg, 1,4 g/mmol). Smés byla michéana pfti teploté 25 °C 3 dny, jelikoz jesté reakce
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nebyla hotova, byl ptfidan 4% vodny roztok OsO4 (22 pul) a 560 mg AD-mix-f. Po 24 hodinach
bylo ptidano opét 22 ul roztoku oxidu osmicelého a po 16 hodinach byl substrat spotfebovan.
Reakce byla ukoncena piidavkem 5 ml nasyceného roztoku NaHSOs a po odpareni
rozpoustédel byla pfimo provedena chromatografie na reverzni fazi (gradient ACN ve vodé¢, 10
— 75 %). Byla ziskana smés isomer v poméru 4:1 ve prospéch latky 35 v mnozstvi 162 mg

vytézek 81 %). NMR smési neni z duvodu komplikované interpretace uvedeno.
(vy ) p Ip

(3aS,4R,55,65,6aR)-4-(6-amino-9H-purin-9-yl)-6-((benzyloxy)methyl)-2,2-
dimethyltetrahydro-4H-cyklopenta[d][1,3]dioxol-5-0l (36)

Smés 35 (155 mg, 0,417 mmol), monohydratu kyseliny p-toluensulfonové (80 mg, 0,420 mmol,
1 ekv.) a 2,2-dimethoxypropanu (511 pl, 4,17 mmol, 10 ekv.) v 10 ml acetonu byla 2 hodiny
refluxovana. Po zchladnuti na 25 °C byl do smési prisypan NaHCO3 (53 mg, 0,631 mmol, 1,5
ekv.) a ta byla jeste 90 minut michdna. Pevné Céstice byly odfiltrovany a filtrat byl odpaten.
Latka 36 byla ziskana chromatografickou separaci (gradient smési EtOAc, acetonu, ethanolu a
vody (20:3:1,2:0,8) v EtOAc, 50 - 90 %) a to ve mnozstvi 132 mg (vytézek 77 %). 'H NMR
(401 MHz, DMSO-dg) 6 8.15 (s, 1H), 8.12 (s, 1H), 7.41 — 7.26 (m, SH), 7.19 (s, 2H), 5.35 (d, J
= 6.8 Hz, 1H), 4.71 (t, J= 5.5 Hz, 1H), 4.62 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 4.59 — 4.55 (m, 1H), 4.55 —
4.50 (m, 2H), 4.28 (td, J=10.3, 6.8 Hz, 1H), 3.74 (t, J=9.6 Hz, 1H), 3.67 (dd, J=9.0, 4.1 Hz,
1H), 2.18 (tt, J=10.0, 4.5 Hz, 1H), 1.40 (s, 3H), 1.20 (s, 3H). '*C NMR (101 MHz, DMSO) §
156.32, 152.72, 150.57, 140.58, 139.05, 127.92, 127.82, 118.85, 109.73, 76.53, 75.09, 72.89,
72.63, 71.33, 67.23, 61.68, 46.83, 40.20, 25.96, 24.13. HRMS ESI m/z: vypocteno pro
C21H2604N5" [M + H]': 412.19793, nalezeno: 412.19808.

(18,2R,3S,5R)-2-((benzyloxy)methyl)-3-((4-methoxybenzyl)oxy)-6-
oxabicyklo[3.1.0]hexan (38)

Epoxid 31 (3,055 g, 13,87 mmol) byl rozpustén v suchém tetrahydrofuranu (6 ml) a pfi teploté
25 °C prikapan k suspenzi NaH (60% v mineralnim oleji, 610 mg, 15,3 mmol, 1,1 ekv.) ve 12
ml suchého THF ptekryté atmosférou argonu. Po 1 hodinég byl pfidan 4-methoxybenzyl chlorid
(2,068 ml, 15,26 mmol, 1,1 ekv.), tetrabutylamonium chlorid (51 mg, 0,139 mmol, 1 mol%) a
3 ml DMF. Smés byla refluxovana po dobu 2,5 hodiny. Po zchlazeni byla odpafena
rozpoustédla, zbytek ziedén 40 ml Et,O, promyt 3 x 15 ml vody a 10 ml solanky. Organicka
faze byla vysuSena Na>SOs4 a odpafena. Po sloupcové chromatografii (gradient EtOAc v
cyklohexanu, 5 — 30 %) bylo ziskano 3,903 g (vytézek 83 %) produktu 38. NMR charakteristika

byla shodna s diive publikovanou.'!!
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(15,25,35,55)-5-(6-amino-9H-purin-9-yl)-2-((benzyloxy)methyl)-3-((4-
methoxybenzyl)oxy)cyklopentan-1-ol (39)

Adenin (2,50 g, 18,5 mmol, 2,5 ekv.) (pfedem kodestilovany s DMF) byl suspendovan
v suchém DMF (40 ml) a spolu s DBU (3,34 ml, 22,2 mmol, 3 ekv.) byl 1 hodinu zahfivan na
90 °C a pak jesté 10 minut na 110 °C (¢imz bylo dosazeno rozpusténi baze). Po zchladnuti na
piiblizn¢ 80 °C byl ptidan epoxid 38 (2,515 g, 7,4 mmol) rozpustény ve 2 ml DMF. Teplota
byla opét zvySena na 110 °C a to po dobu 23 hodin. Po zchladnuti reakéni smési bylo
rozpoustédlo odpaieno a produkt izolovan flash chromatografii (gradient MeOH v DCM, 2 -
15 %). Latka 39 byla ziskana v mnozstvi 2,094 g (60 %). 'H NMR (401 MHz, DMSO-ds) &
8.20 (s, 1H), 8.12 (s, 1H), 7.40 — 7.28 (m, 5H), 7.28 — 7.22 (m, 2H), 7.19 (s, 2H), 6.91 — 6.84
(m, 2H), 5.42 (s, 1H), 4.72 (ddd, J=11.7, 9.2, 7.7 Hz, 1H), 4.54 (s, 2H), 4.47 — 4.37 (m, 2H),
4.30 (t,J=8.9 Hz, 1H), 3.94 (ddt, /= 7.0, 4.3, 2.1 Hz, 1H), 3.74 (s, 3H), 3.65 (dd, /=9.5, 3.9
Hz, 1H), 3.55 (dd, J=9.5, 6.6 Hz, 1H), 2.49 — 2.38 (m, 1H), 2.24 — 2.15 (m, 1H), 2.14 — 2.06
(m, 1H). 1*C NMR (101 MHz, DMSO) & 159.08, 156.47, 152.49, 150.16, 140.73, 139.02,
130.94, 129.68, 128.70, 127.86, 127.83, 119.86, 114.03, 76.52, 74.61, 72.65, 69.78, 69.35,
60.99, 55.51, 52.58, 34.42. HRMS ESI m/z: vypocteno pro CzsH004sNsNa" [M + Na]'
498.21118, nalezeno: 498.21093.

(2R,38,55)-5-(6-amino-9H-purin-9-yl)-2-((benzyloxy)methyl)-3-((4-
methoxybenzyl)oxy)cyklopentan-1-on (40)

K suspenzi Dessova-Martinova ¢inidla (116 mg, 0,273 mmol, 2,6 ekv.) v 1,5 ml suchého DCM
byl ptidan suchy ~-BuOH (26 pl, 0,273 mmol, 2,6 ekv.) a tato smés byla michana 40 minut pti
25 °C, procez byla pii 0 °C ptidana k suspenzi 39 (50 mg, 0,105 mmol) a NaHCOs3 (46 mg,
0,546 mmol, 5,2 ekv.) v DCM (2ml). Teplota reakce byla ponechana stoupnout na 25 °C béhem
2 hodin. Jelikoz do té doby reakce neprobéhla do plné konverze a nebyla jiZ pozorovana zména
zastoupeni produktu a vychozi latky, byla pfiddna sm&s DMP a t-BuOH ve stejném mnoZstvi
jako na zac¢atku. Po 1 hodinég pti 25 °C byla reak¢ni smés ziedéna 6,5 ml chloroformu a reakce
ukoncena pfidavkem 10 ml smési tvofené 5 ml nasyceného roztoku NaHCO; a 5 ml 10%
roztoku NaxSOs. Tento dvoufazovy systém byl hodinu intenzivné michan. Faze byly rozdéleny
a vodné extrahovéna chloroformem. Spojené organické frakce byly vysuseny a odpateny. Takto
pfipravena latka 40 byla rovnou pouzita do naslednych reakci. NMR spektrum latky 40 nebylo
zmefeno a jako dostateCny dikaz jeji identity byla povazovana reakce s 2,4-

dinitrofenylhydrazinem a detekce latky s odpovidajici hmotnosti na UPLC-MS.
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N-(9-((1S5,2S,35,45)-3-((benzyloxy)methyl)-2-hydroxy-4-((4-
methoxybenzyl)oxy)cyklopentyl)-9H-purin-6-yl)benzamid (46)

Nukleosid 39 (475 mg, 1,00 mmol) byl kodestilovan se suchym pyridinem A poté rozpustén ve
smési suchého dichlormethanu (6 ml) a pyridinu (3,2 ml) po atmosférou argonu. Pti 0 °C byl
ptidan TMSCI (635 pl, 5,00 mmol, 5 ekv.). Po 30 minutich byl pfidan chlorid kyseliny
benzoové (232 ul, 2,00 mmol, 2 ekv.) a reakce dale probihala 18 hodin, pficemz teplota byla
ponechana stoupnout na 25 °C. Reakce byla ukoncena ptidavkem 25 ml methanolu, 20 ml
tetrahydrofuranu, 5 ml vody a 400 mg NaOH. Po 30 minutach bylo pH upraveno na neutralni
pridavkem kyseliny octové. Po odpaieni rozpoustédel byla smés adsorbovana na SiO; a produkt
byl izolovan flash chromatografii (gradient MeOH v DCM, 2-10 %). Bylo ziskano 379 mg
(vytézek 65 %) latky 46. 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 11.12 (s, 1H), 8.71 (s, 1H), 8.58 (s,
1H), 8.07 — 8.01 (m, 2H), 7.67 — 7.61 (m, 1H), 7.55 (ddt, /= 8.2, 6.5, 1.2 Hz, 2H), 7.40 — 7.28
(m, 4H), 7.28 — 7.23 (m, 2H), 6.92 — 6.86 (m, 2H), 5.45 (d, J= 6.2 Hz, 1H), 4.87 (dt, J=11.7,
8.5 Hz, 1H), 4.55 (s, 2H), 4.48 — 4.39 (m, 2H), 4.35 (td, /= 8.9, 6.1 Hz, 1H), 3.98 (t, /= 6.0
Hz, 1H), 3.74 (s, 3H), 3.66 (dd, J=9.5, 3.9 Hz, 1H), 3.57 (dd, J=9.5, 6.6 Hz, 1H), 2.25 (dd, J
=13.4,7.8 Hz, 1H), 2.18 — 2.08 (m, 1H).

N-(9-((18,3R,4S5)-3-((benzyloxy)methyl)-4-((4-methoxybenzyl)oxy)-2-oxocyklopentyl)-
9H-purin-6-yl)benzamid (47)

K roztoku latky 46 (58 mg, 0,10 mmol) v suchém dichlormethanu (3 ml) byl ptisypan NaHCO3
(44 mg, 0,520 mmol, 5,2 ekv.) a DMP (111 mg, 0,260 mmol, 2,6 ekv.) Reakce probihala pod
atmosférou argonu pii teploté 0 — 25 °C po dobu 2 hodin. Jelikoz byla pozorovéana jen nizka
konverze, byla do reakéni smési tfikrat ve dvouhodinovych intervalech pfidavéna stejna
mnozstvi DMP 1 NaHCO3, a to v mnozZstvi stejném, jako na zac¢atku. Po spottebovani veskerého
substratu byla reak¢ni smés zfedéna 20 ml DCM a tento roztok byl dvakrat promyt vodou,
jednou solankou a vysuSen Na>SOj4 a odpaten. Takto pfipravend latka 46 byla rovnou pouZita
do naslednych reakci. NMR spektrum latky 46 nebylo zméteno a jako dostatecny dikaz jeji
identity byla povazovana reakce s 2,4-dinitrofenylhydrazinem a detekce latky s odpovidajici

hmotnosti na UPLC-MS.

(18,25,35,55)-5-(allyloxy)-2-((benzyloxy)methyl)-3-((4-methoxybenzyl)oxy)cyklopentan-
1-ol (49)

K michanému roztoku latky 39 (250 mg, 0,735 mmol) v suchém allyl alkoholu (10 ml) byl pii
25 °C ptidan NaH (60% v mineralnim oleji, 74 mg, 1,84 mmol, 2,5 ekv.) a vznikla smés byla
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po dobu 3 dni pod argonem zahiivana k refluxu. Po odpaieni pfebytecné¢ho alkoholu byl
chromatografii na reverzni fazi (gradient ACN ve vodég, 10 — 90 %) ziskan produkt 49 (231 mg,
79 %). '"H NMR (401 MHz, DMSO-ds) & 7.39 — 7.24 (m, 5H), 7.22 — 7.14 (m, 2H), 6.89 — 6.81
(m, 2H), 5.86 (ddt, J = 17.3, 10.5, 5.3 Hz, 1H), 5.22 (dq, J=17.3, 1.8 Hz, 1H), 5.10 (dq, J =
10.4, 1.6 Hz, 1H), 5.04 (d, J = 5.7 Hz, 1H), 4.52 — 4.41 (m, 2H), 4.40 — 4.28 (m, 2H), 4.04 —
3.93 (m, 2H), 3.77 - 3.67 (m. 2H) 3.72 (s, 3H), 3.61 (dt, J= 7.6, 5.7 Hz, 1H), 3.55 — 3.41 (m,
2H), 1.98 — 1.91 (m, 1H), 1.91 — 1.85 (m, 1H), 1.71 (dt, J=13.8, 7.1 Hz, 1H). '*C NMR (101
MHz, DMSO) 6 138.77, 135.82, 130.82, 129.26, 128.37, 127.53, 127.50, 116.03, 113.69, 83.55,
76.86, 76.31, 72.29, 69.66, 69.10, 55.19, 52.36, 35.15.

(2R,38,55)-5-(allyloxy)-2-((benzyloxy)methyl)-3-((4-methoxybenzyl)oxy)cyklopentan-1-
on (50)

K roztoku 49 (80 mg, 0,2 mmol) (pfedem kodestilovaného s toluenem) ve 2 ml DCM bylo
ptidano Dessovo-Martinovo ¢inidlo (170 mg, 0,4 mmol, 2 ekv.). Po jedné hoding byla reakce
ukoncena piidavkem 2 ml nasyceného roztoku NaHSO3 a 2 ml nasyceného roztoku NaHCOs3,
procez byla jesté hodinu ponechana intenzivné michat. Po ziedéni DCM a vodou byly faze
oddéleny a vodnd jednou extrahovana dichlormethanem. Dichlormethanové frakce byly
promyty solankou a vysuSeny Na;SOs. Chromatografii (gradient EtOAc v cyklohexanu, 0 — 30
%) byla ziskédna latka 50 v mnozstvi 74 mg (93%). Podle NMR m¢éteni vSak dosahovala jen
85% ¢istoty. "H NMR (401 MHz, DMSO-de) § 7.39 — 7.17 (m, 7H), 6.94 — 6.85 (m, 2H), 5.91
—5.80 (m, 1H), 5.25 (dq, J = 17.3, 1.8 Hz, 1H), 5.14 (ddt, /= 10.4, 2.0, 1.3 Hz, 1H), 4.50 —
4.37 (m, 4H), 4.21 — 4.08 (m, 4H), 4.05 (ddt, J=13.1, 5.5, 1.5 Hz, 1H), 3.74 (s, 3H), 3.67 (dd,
J=9.4,5.1 Hz, 1H), 3.61 —3.57 (m, 1H), 2.61 (dh, J=5.2, 1.7 Hz, 1H), 2.37 (dddd, J = 12.9,
7.8, 3.0, 1.8 Hz, 1H), 1.98 (ddd, J = 13.3, 9.7, 5.8 Hz, 1H). '3C NMR (101 MHz, DMSO) §
214.04, 158.88, 138.30, 135.07, 130.32, 129.52, 128.39, 127.40, 116.89, 113.79, 78.71, 75.10,
72.38,70.33, 69.57, 67.67, 55.22, 52.70, 34.21.

(15,28,35,45)-3-((benzyloxy)methyl)-2-hydroxy-4-((4-methoxybenzyl)oxy)cyklopentyl
benzoat (52)

Epoxid 39 (282 mg, 0,83 mmol) byl rozpustén v hexamethylfosfortriamidu (10 ml) a po pfidani
benzoatu sodného (597 mg, 4,15 mnol, 5 ekv.) byla smés zahtivana 4 dny na 110 °C. Po ziedéni
EtOAc a H>O, oddéleni fazi a extrakci vodné faze EtOAc bly spojené organické frakce spojeny
a vysuseny. Chromatografii (gradient EtOAc v cyklohexanu, 10 — 35 %) bylo izolovano 268
mg latky 52 (vytézek 70 %). '"H NMR (401 MHz, DMSO-ds) & 7.99 — 7.87 (m, 2H), 7.69 — 7.59
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(m, 1H), 7.56 — 7.45 (m, 3H), 7.37 — 7.14 (m, 7H), 6.91 — 6.83 (m, 2H), 5.34 (d, J = 5.6 Hz,
1H), 5.11 (td, J= 7.2, 6.0 Hz, 1H), 4.55 — 4.43 (m, 2H), 4.43 — 4.33 (m, 2H), 3.90 (ddt, J =
12.6, 7.1, 5.5 Hz, 2H), 3.72 (s, 3H), 3.55 (h, J = 5.2 Hz, 2H), 2.17 (ddd, J = 13.7, 7.3, 4.5 Hz,
1H), 2.04 — 1.97 (m, 1H), 1.88 (dt, J = 14.0, 7.2 Hz, 1H). '3C NMR (101 MHz, DMSO) &
165.66, 158.81, 138.68, 133.51, 133.05, 130.67, 129.95, 129.36, 128.89, 128.40, 127.58,
127.56, 113.75, 79.77, 76.62, 74.85, 72.36, 69.87, 68.65, 55.21, 51.77, 35.03.

(185,3R,4S5)-3-((benzyloxy)methyl)-4-((4-methoxybenzyl)oxy)-2-oxocyklopentyl  benzoat
(33)

K roztoku latky 52 (69 mg, 0,15 mmol) v DCM (2 ml) byla piisypana drcena 4A molekulova
sita (100 mg) a nasledné pii 0 °C PCC (81 mg, 0,375 mmol, 2,5 ekv.). Teplota byla ponechéna
stoupnout na 25 °C a po 14 hodinach byly do reakéni smési pftility 2 ml Et;O. Po
dvouhodinovém michani byla smés piefiltrovana pres kiemelinu a filtra¢ni kola¢ byl promyt
DCM. Filtrat byl odpaten a ziskana olejovita latka byla pouZzita do nasledujici reakce. NMR
spektrum latky 52 nebylo zméfeno a jako dostateny diikaz jeji identity byla povazovana reakce

s 2,4-dinitrofenylhydrazinem a detekce latky s odpovidajici hmotnosti na UPLC-MS.

(18,25,35,55)-5-azido-2-((benzyloxy)methyl)-3-((4-methoxybenzyl)oxy)cyklopentan-1-ol
(34

K epoxidu 39 (340 mg, 1 mmol) rozpusténému v DMF byly piidany NaN3 (780 mg, 12 mmol,
12 ekv.) a NH4Cl (642 mg, 12 mmol, 12 ekv.). Vznikl4 suspenze byla zahtivana pod argonem
na 100 °C po dobu 16 hodin. Po zchlazeni byla smé&s piefiltrovana pies kiemelinu a filtra¢ni
kola¢ byl promyt DCM. Po odpafteni filtratu byl odparek zftedén DCM a vodou. Po oddéleni
vrstev byla dichlormethanové frakce odpafena a produkt byl izolovan flash chromatografii
(gradient EtOAc v cyklohexanu, 15 — 50 %), ¢imz byl ziskan produkt 54 (293 mg, 76 %). 'H
NMR (401 MHz, DMSO-ds) 6 7.38 — 7.24 (m, 6H), 7.22 — 7.17 (m, 2H), 6.88 — 6.82 (m, 2H),
5.45(d,J=6.3 Hz, 1H), 4.47 (d, J=2.2 Hz, 2H), 4.34 (q, /= 11.6 Hz, 2H), 3.79 (dt, J=10.2,
7.7 Hz, 1H), 3.77 — 3.70 (m, 1H) 3.72 (s, 3H), 3.61 — 3.55 (m, 1H), 3.54 — 3.49 (m, 1H), 3.46
(dd, J=9.5,5.9 Hz, 1H), 2.05 — 1.96 (m, 1H), 1.96 — 1.87 (m, 1H), 1.60 (ddd, J = 13.6, 10.2,
7.1 Hz, 1H). *C NMR (101 MHz, DMSO) § 158.78, 138.67, 130.60, 129.34, 128.40, 127.52,
113.71, 76.27, 72.34, 69.58, 68.76, 65.85, 55.20, 52.37, 34.00.

(18,25,35,55)-5-amino-2-((benzyloxy)methyl)-3-((4-methoxybenzyl)oxy)cyklopentan-1-ol
(56)
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Azid 54 (329 mg, 0,859 mmol) byl rozpustén v 5 ml THF a pti 25 °C byla ptidana voda (100
ul) a PPhs (271 mg, 1,032 mmol) 1,2 ekv.). Po 12 hodinach pfi teploté laboratote bylo piidano
jesté 56 mg PPhs (0,25 ekv.). Po 90 minutach byl pfiddn 1 ml vody a smés jesté 30 minut
michéna. Po odpateni byl chromatografii (gradient MeOH v DCM, 5 — 20 %) izolovan produkt
56 (144 mg, 47 %). '"H NMR (401 MHz, DMSO-ds) 6 7.37 — 7.24 (m, 5H), 7.22 — 7.13 (m, 2H),
6.88 — 6.78 (m, 2H), 4.46 (s, 2H), 4.38 — 4.27 (m, 2H), 3.72 (s, 3H), 3.72 — 3.68 (m, 1H), 3.53
(dd, J=9.4,4.0 Hz, 1H), 3.42 (dd, /=9.4, 6.3 Hz, 1H), 3.20 (q, /= 9.3, 8.7 Hz, 1H), 3.01 (dt,
J=10.3,7.5 Hz, 1H), 1.94 — 1.79 (m, 2H), 1.42 (ddd, J = 13.4, 10.3, 7.1 Hz, 1H). *C NMR
(101 MHz, DMSO) 6 158.68, 138.81, 130.96, 129.18, 128.37, 127.53, 127.49, 113.68, 79.00,
77.21, 72.30, 69.63, 69.43, 57.40, 55.20, 52.94, 37.21.

terc-butyl((15,28,35,4S5)-3-((benzyloxy)methyl)-2-hydroxy-4-((4-
methoxybenzyl)oxy)cyklopentyl)karbamat (57)

Sloucenina 56 (138 mg, 0,389 mmol) byla spole¢né¢ s TEA (108 pl, 0,773 mmol, 2 ekv.) a
(Boc)20 (121 pl, 0,580 mmol, 1,5 ekv.) rozpusténa ve 3 ml dichlormetanu a byla michéna pfti
laboratorni teplot¢ po dobu 2 hodin. Dichlormethan byl odpafen a chromatografii (gradient
EtOAc v cyklohexanu, 10 — 40 %) byl izolovan produkt 57 (159 mg, 89 %). 'H NMR (401
MHz, DMSO-ds) 6 7.38 — 7.24 (m, 5H), 7.23 — 7.14 (m, 2H), 6.91 — 6.82 (m, 2H), 6.76 (d, J =
8.0 Hz, 1H), 4.88 (d, J = 6.2 Hz, 1H), 4.46 (s, 2H), 4.40 — 4.26 (m, 2H), 3.72 (s, 3H), 3.71 —
3.66 (m, 2H), 3.55 — 3.46 (m, 2H), 3.41 (dd, J=9.4, 6.2 Hz, 1H), 1.89 (h, J= 6.4, 4.8 Hz, 2H),
1.55 — 1.42 (m, 1H), 1.37 (s, 9H). '*C NMR (101 MHz, DMSO) & 158.70, 155.60, 138.76,
130.86, 129.20, 128.36, 127.53,127.49, 113.69, 77.59, 76.43, 75.25, 72.30, 69.36, 69.19, 56.19,
55.20, 52.45, 39.07, 35.35, 28.47.

2-((1S8,25,35,45)-3-((benzyloxy)methyl)-2-hydroxy-4-((4-
methoxybenzyl)oxy)cyklopentyl)isoindoline-1,3-dion (59)

K roztoku epoxidu 39 (170 mg, 0,5 mmol) ve 4 ml suché¢ho DMSO byl ptidan flalimid (276
mg, 1,875 mmol, 3,75 ekv.) a draselna siil ftalimidu (278 mg, 1,5 mmol, 3 ekv.) a vznikla smés
byla pod atmosférou argonu zahtivana na 150 °C po dobu 3 dni. Po zchlazeni byla zfedéna
diethyletherem a vodou. Po odd¢leni f4zi byla vodna vrstva extrahovdna Et2O (3x 40 ml) ,
spojené¢ organické frakce byly spojeny a vysuSeny Na>SOs. Latka 59 byla izolovédna
chromatografii na reverzni fazi (gradient ACN ve vodé¢, 0 — 30 %) v mnozstvi 128 mg (53%).
'H NMR (401 MHz, DMSO-de) § 7.89 — 7.80 (m, 4H), 7.40 — 7.26 (m, 5H), 7.25 — 7.19 (m,
2H), 6.93 — 6.83 (m, 2H), 5.21 (d, J = 5.1 Hz, 1H), 4.51 (d, J = 2.2 Hz, 2H), 4.47 — 4.30 (m,

59



4H), 3.92 (ddd, J=7.3, 4.9, 2.6 Hz, 1H), 3.73 (s, 3H), 3.59 (dd, J = 9.5, 3.8 Hz, 1H), 3.50 (dd,
J=9.5,5.9 Hz, 1H), 2.41 —2.30 (m, 1H), 1.99 (dq, J= 9.1, 4.8 Hz, 1H), 1.94 — 1.84 (m, 1H).
13C NMR (101 MHz, DMSO) & 168.28, 158.78, 138.77, 134.57, 131.71, 130.71, 129.34,
128.40, 127.50, 123.08, 113.75, 76.02, 72.34, 71.34, 69.60, 68.60, 55.95, 55.21, 51.89, 31.50.

2-((18,3R,45)-3-((benzyloxy)methyl)-4-((4-methoxybenzyl)oxy)-2-
oxocyklopentyl)isoindolin-1,3-dion (60)

K roztoku 59 (60 mg, 0,123 mmol) (pfedem kodestilované s toluenem) v DCM (2ml) bylo
ptisypano DMP (105 mg, 0,246 mmol, 2 ekv.) a reakce byla michana 30 minut pii 25 °C nez
byla ukoncena ptidavkem 2 ml NaHSOs3 (nasyceny roztok) a 2 ml NaHCOs3 (nasyceny roztok).
Po zfedéni DCM a vodou byly faze oddéleny, vodna faze byla extrahovana DCM, spojené
dichlormethanové frakce byly vysuseny Na>SO4 a odpateny. Takto pfipravena latka 60 byla
bez dalSiho zpracovani pfimo pouzita do naslednych reakci. NMR spektrum latky 60 nebylo
zméfeno a jako dostatecny dikaz jeji identity byla povazovdna reakce s2,4-

dinitrofenylhydrazinem a detekce latky s odpovidajici hmotnosti na UPLC-MS.

9-((18,2R,3R ,45)-3-((benzyloxy)methyl)-2-fluoro-4-((4-methoxybenzyl)oxy)cyklopentyl)-
9H-purin-6-amin (62)

Latka 39 (473 mg, 1 mmol) byla spolu s CsF (683 mg, 4,50 mmol, 4,5 ekv.) kodestilovana se
suchym dioxanem. Nasledné byl odparek suspendovéan ve 12 ml suchého dioxanu a vznikla
smés byla ponechana 15 minut v ultrazvukové lazni pod argonovou atmosférou. Poté byl do
michané suspenze pii 25 °C piiddn DAST (667 pl, 5,00 mmol, 5 ekv.) a reakce byla michan 18
hodin. Reakce byla ukoncena ptidavkem vodného roztoku NaHCOs (potieba ptidavat opatrné,
dochazi ke vzpénéni smési). Po ukonceni vyvoje bublin byla rozpoustédla odpafena a odparek
byl ziedén DCM a vodou. Po oddéleni fazi byla vodna jednou extrahovéna dichlormethanem,
organické frakce byly spojeny, vysuseny Na>SOj4 a odpafeny. Chromatografii (gradient MeOH
v DCM, 2-10 %) byl ziskan produkt 62 v mnozstvi 307 mg (64 %). 'H NMR (401 MHz, DMSO-
ds) 0 8.19 (d, J=2.0 Hz, 1H), 8.15 (s, 1H), 7.40 — 7.19 (m, 8H), 6.92 — 6.85 (m, 2H), 5.30 (dt,
J=553,3.4 Hz, 1H), 5.14 (dddd, J = 30.5, 11.6, 8.3, 3.0 Hz, 1H), 4.53 (d, J = 1.9 Hz, 2H),
447 (d,J=11.5Hz, 1H), 4.40 (d, J=11.5 Hz, 1H), 3.98 (ddd, J= 7.5, 5.4, 1.9 Hz, 1H), 3.74
(s, 3H), 3.65 (t, J=9.1 Hz, 1H), 3.57 (ddd, /= 9.4, 5.6, 1.7 Hz, 1H), 2.67 — 2.77 (m, 1H), 2.58
—2.76 (m, 1H), 2.45 — 2.36 (m, 1H). '*C NMR (101 MHz, DMSO) & 158.88, 156.17, 152.64,
149.85, 139.84 (d, J = 3.7), 138.49, 130.32, 129.47, 128.42, 127.65, 127.61, 118.71, 113.78,
94.12 (d,J=182.1), 77.77, 72.25, 70.28, 66.68 (d, J= 10.1), 55.25, 55.23, 55.08, 49.86 (d, J =
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17.4), 33.27. 'F NMR (377 MHz, DMSO-ds) & -207.23 (dt, J = 55.5, 32.1 Hz). HRMS ESI
m/z: vypoéteno pro C26H2303NsFNa' [M + Na]": 500.20684, nalezeno: 500.20666.

(1S,2R,3R 4S5)-4-(6-amino-9H-purin-9-yl)-3-fluoro-2-(hydroxymethyl)cyklopentan-1-ol
(63)

K roztoku 62 (143 mg, 0,3 mmol) v dichlormethanu pod ochrannou atmosférou argonu byl pfi
— 78 °C ptikapan 1M roztok BCls3 v heptanu (2,4 ml, 2,4 mmol, 4 ekv. na 1 etherovou
skupinu). Po 1 hodiné pti — 78°C bylo DCM odpareno a produkt izolovan flash
chromatografii na reverzni fazi (gradient ACN ve vod¢, 0 — 30 %). Bylo ziskdno 98 mg latky
63 (vytézek 98 %). '"H NMR (401 MHz, DMSO-ds) § 8.18 (d, J= 1.9 Hz, 1H), 8.15 (s, 1H),
7.24 (s, 2H), 5.23 (dt, J=55.2, 3.3), 5.16 (dddd, J = 30.6, 11.8, 8.8, 3.1), 4.05 (ddd, J = 8.6,
6.3,2.6 Hz, 1H), 3.64 (ddd, J=10.6, 5.8, 1.9 Hz, 1H), 3.57 (t, /= 10.1 Hz, 1H), 2.73 (ddd, J
=13.3,11.2, 8.2 Hz, 1H), 2.15 (ddd, J = 13.6, 8.7, 2.5 Hz, 1H). '*C NMR (101 MHz, DMSO)
0 156.16, 152.62, 149.85, 139.89 (d. J=3.4), 118.75, 94.27 (d, J = 181.6), 69.85, 57.94,
57.85,54.93 (d, J=17.5), 54.92 (d, J = 17.6), 36.69. '°F NMR (377 MHz, DMSO-ds) & -
207.86 (ddd, J = 55.0, 34.6, 30.8 Hz). HRMS ESI m/z: vypo&teno pro C11Hi4O2NsFNa™ [M +
Na]": 290.10237, nalezeno: 290.10256.

06-benzylguanin (64)

Benzyl alkohol (6 ml, 58 mmol, 10 ekv.) byl spolu s hydroxidem sodnym (466 mg, 11,6 mmol,
2 ekv.) zahtivan na 140 °C tak dlouho, dokud se veSkery hydroxid sodny nerozpustil. Roztok
byl ponechén zchladnout a byl do néj pfisypan 2-amino-6-chloropurin (1,00 g, 5,83 mmol).
Smés byla michdna pii 85 °C 17 hodin. Po zchladnuti byla reakéni smés zfedéna 20 ml
methyl(ferc-butyl)etheru a extrahovéna 2 x 17 ml 1% roztoku NaOH. Spojené vodné frakce
byly promyty toluenem a pH nésledné¢ upraveno konc. HCI na pfiblizné 7. Tim doslo
k precipitaci produktu, ktery byl odfiltrovan a vysusen. Ziskano bylo 1,217 g O6-benzylguaninu
(vytézek 87 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 12.43 (s, 1H), 7.83 (s, 1H), 7.54 — 7.47 (m,
2H), 7.43 — 7.29 (m, 4H), 6.27 (s, 2H), 5.49 (s, 2H).

(18,25,35)-5-(2-amino-6-(benzyloxy)-9H-purin-9-yl)-2-((benzyloxy)methyl)-3-((4-
methoxybenzyl)oxy)cyklopentan-1-ol (65)

06-benzylguanin (362 mg, 1,50 mmol, 1,50 ekv.) byl kodestilovdn s DMF a nasledn¢ v DMF

(5 ml) suspendovan. Po ptidani NaH (60% v mineralnim oleji, 40 mg, 1 mmol, 1 ekv.) byla
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smes 25 minut zahtivana na 90 °C pod argonovou atmosférou. Po zchladnuti smési na piiblizné
50 °C byl ptidan 15-crown-5 ether (28 pl) a epoxid 38 rozpustény ve 2 ml DMF. Reak¢ni teplota
byla zvySena na 100 °C po dubu 22 hodin a poté jesté na 4 hodiny na 110 °C. Po zchladnuti
bylo DMF odpateno a produkt 65 byl izolovan chromatografii (gradient MeOH v DCM, 2-10
%) v mnozstvi 238 mg (vytézek 41 %). '"H NMR (401 MHz, DMSO-de) & 7.97 (s, 1H), 7.53 —
7.46 (m, 2H), 7.43 — 7.26 (m, 8H), 7.26 — 7.21 (m, 2H), 6.90 — 6.85 (m, 2H), 6.41 (s, 2H), 5.49
(s, 2H), 5.42 (d, J = 5.8 Hz, 1H), 4.63 (ddd, J=11.8, 9.2, 7.5 Hz, 1H), 4.53 (s, 2H), 4.40 (s,
2H), 4.13 (td, /= 8.8, 5.8 Hz, 1H), 3.87 (ddd, J = 6.5, 3.8, 1.7 Hz, 1H), 3.74 (s, 3H), 3.63 (dd,
J=9.5,4.1 Hz, 1H), 3.52 (dd, J= 9.5, 7.3 Hz, 1H), 2.29 — 2.04 (m, 3H). 1*C NMR (101 MHz,
DMSO) 6 160.16, 159.53, 158.81, 154.95, 138.70, 138.65, 136.92, 130.62, 129.47, 128.59,
128.57, 128.43, 128.18, 127.59, 127.56, 114.21, 113.75, 76.47, 74.82, 72.36, 69.41, 66.91,
59.56, 55.23, 52.30, 34.64. HRMS ESI m/z: vypocteno pro C33H3sOsNsNa® [M + Na]™:
604.25304, nalezeno: 604.25321.

6-(benzyloxy)-9-((2R,3R,45)-3-((benzyloxy)methyl)-2-fluoro-4-((4-
methoxybenzyl)oxy)cyklopentyl)-9H-purin-2-amin (66)

Nukleosid 65 (250 mg, 0,430 mmol) byl kodestilovan spolu s CsF (294 mg, 1,93 mmol, 4,5
ekv.) se suchym dioxanem. Poté byl pfidam dalsi dioxan (5 ml) a smés byla pod atmosférou
argonu na 15 minut umisténa do ultrazvukové laznég. Posléze byl za michéni ptidan DAST (284
ul, 215 mmol, 5 ekv.) a smés byla michana 18 hodin pii teploté 25 °C. Reakce byla ukoncena
piidanim nasyceného roztoku NaHCOs3. Po odpateni dioxanu byl odparek zitedén DCM a vodou
a po rozdéleni fazi byla vodna faze extrahovana 10 ml DCM. Dichlormethanové frakce byly
spojeny, vysuSeny Na>SOg4 a odpateny. Produkt 66 byl izolovan flash chromatografii (gradient
EtOAc v cyklohexanu, 20 — 70 %) v mnoZstvi 55 mg (22 %). 'H NMR (401 MHz, DMSO-dj)
0793 (d,J=2.1Hgz, 1H), 7.55-7.47 (m, 2H), 7.45 — 7.28 (m, 8H), 7.27 — 7.21 (m, 2H), 6.92
— 6.85 (m, 2H), 6.51 (s, 2H), 5.51 (d, J = 1.5 Hz, 2H), 5.27 (dt, J = 55.1, 3.4 Hz, 1H), 4.99
(dddd, J =30.9, 11.7, 8.1, 2.9 Hz, 1H), 4.53 (s, 2H), 4.48 — 4.37 (m, 2H), 3.95 (ddd, J = 7.3,
5.0, 1.7 Hz, 1H), 3.75 (s, 3H), 3.65 (t, J=9.1 Hz, 1H), 3.56 (ddd, J=9.8, 7.0, 1.7 Hz, 1H),2.68
—2.50 (m, 1H), 2.64 (td, J = 13.1, 7.5 Hz, 1H), 2.39 — 2.30 (m, 1H). "’F NMR (377 MHz,
DMSO0-ds) & -207.38 (dt, J = 56.0, 32.0 Hz). HRMS ESI m/z: vypoc¢teno pro C33H3404NsFNa*
[M + Na]": 606.24870, nalezeno: 606.24894.

2-amino-9-((2R,3R,4S5)-2-fluoro-4-hydroxy-3-(hydroxymethyl)cyklopentyl)-1,9-dihydro-
6H-purin-6-on (67)
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Latka 66 (48 mg, 0,082 mmol) byla kodestilovdna s toluenem a rozpusSténa v suchém
dichlormethanu v baiice naplnéné argonem. Po zchlazeni na — 78°C byl piikapan roztok 1M
roztok BCl3 v heptanu (0,741 ml, 0,741 mmol, 3 ekv. na 1 etherovou skupinu). Teplota byla
udrzovana na — 78 °C po dobu 4 hodin a pak byla ponechéna stoupnout na 25 °C, pii niz reakce
probihala dalSich 17 hodin, nez doslo k jejimu ukonceni 1 ml methanolu. Po odpaieni
rozpoustédel byl produkt izolovan flash chromatografii na reverzni fazi (gradient ACN ve vode,
0 — 30 %). Bylo ziskano 16 mg (67%) latky 67. 'H NMR (401 MHz, DMSO-de) & 10.60 (s,
1H), 7.73 (d, J= 2.1 Hz, 1H), 6.47 (s, 2H), 5.14 (dt, J=55.1, 3.2 Hz, 1H), 5.10 (d, J = 5.0 Hz,
1H), 4.90 (dddd, /=309, 11.6, 8.5, 2.9 Hz, 1H), 4.71 (t, /= 5.2 Hz, 1H), 4.00 (q, J= 7.5, 6.2
Hz, 1H), 3.68 — 3.49 (m, 2H), 2.67 — 2.52 (m, 1H), 2.24 — 2.02 (m, 1H), 2.05 (ddd, J = 13.4,
8.6, 2.6 Hz, 1H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) § 156.97, 153.77, 151.43, 136.29 (d, J = 3.8),
116.49, 94.15 (d, J = 181.5), 69.67, 57.84 (d, J=9.1), 55.04 (d. J=17.6), 54.63 (d, J = 17.7),
36.61. F NMR (377 MHz, DMSO-de) & -208.50 (dt, J = 55.4, 32.8 Hz). HRMS ESI m/z:
vypocteno pro Ci1H14O3NsFNa* [M + Na]*: 306.09729, nalezeno: 306.09737.

(1S,2R,3R,4S5)-4-(6-amino-9H-purin-9-yl)-2-((benzyloxy)methyl)-3-fluorocyklopentan-1-
ol (68)

Nukleosid 62 (133 mg, 0,279 mmol) byl rozpustén v DCM (10 ml) a byla k nému pfidana voda
(0,75 ml). Za intenzivniho michani bylo pfi 0 °C pfisypano DDQ (126 mg, 0,557 mmol, 2 ekv.).
Po 2 hodinach pti 0 °C byl pfidan jeste jeden ekvivalent (63 mg) DDQ a po 90 minutach byla
reakce ukoncena pfidanim nasyceného roztoku NaHCOs. Po oddé€leni fazi by vodna faze znovu
extrahovana DCM, dichlormethanové frakce byly spojeny, promyty solankou a vysuSeny
NazSO4. Produkt byl izolovan flash chromatografii (gradient MeOH v DCM, 5 — 20 %). Bylo
ziskano 63 mg (64%) latky 68. 'H NMR (401 MHz, DMSO-ds) 6 8.18 (d, /= 1.9 Hz, 1H), 8.16
(s, 1H), 7.38 = 7.26 (m, 5SH), 7.24 (s, 2H), 5.33 — 5.13 (m, 3H), 4.57 — 4.46 (m, 2H), 4.10 (td, J
=8.2,3.0 Hz, 1H), 3.67 — 3.56 (m, 2H), 2.73 (ddd, J=13.6, 11.3, 8.2 Hz, 1H), 2.53 — 2.57 (m,
1H) 2.17 (ddd, J = 13.0, 8.9, 2.7 Hz, 1H). 1*C NMR (101 MHz, DMSO) & 156.15, 152.61,
149.85, 139.89 (d, J=3.6), 138.57,128.41, 127.62, 127.58, 118.72,94.34 (d, J = 182.1), 72.23,
69.98, 66.61 (d, J = 8.6), 54.83 (d, J = 14.4), 52.08 (d, J = 17.3), 36.61. '°F NMR (377 MHz,
DMSO-ds) 6 -207.25 (dt, J= 55.1, 32.7 Hz). HRMS ESI m/z: vypoéteno pro CisH210:NsF" [M
+ H]": 358.16738, nalezeno: 358.16754.

(15,2R,3R 45)-4-(6-amino-9H-purin-9-yl)-2-((benzyloxy)methyl)-3-fluorocyklopentyl
methansulfonat (69)
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Substrat 68 (54 mg, 0,151 mmol) byl spolu s DMAP (2 mg, 12 mol%) a triethylaminem (25,2
ul, 0,181 mmol, 1,2 ekv.) rozpustén ve 2 ml DCM. Do smési zchlazené na 0 °C a chranéné
argonovou atmosférou byl ptidan MsCl (13 pl, 0,166 mmol, 1,1 ekv.). Po 2 hodinach bylo do
reakce pridano jesté 26 ul MsCl a 50 ul Et3N a teplota byla zvySena na 25 °C. Po 1 hodiné byla
reakce ukonCena 1 ml vody. Po zifedéni byly faze odd€leny a vodnd byla extrahovéana
dichlormethanem. Spojené organické frakce byly promyty nasycenym roztokem NaHCOs,
solankou a vysuSeny Na>SOs. Po odpafeni DCM byla latka 69 pouzita do dalSich reakci bez
dalsiho zpracovani. 'H NMR (401 MHz, DMSO-ds) 6 8.21 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 8.16 (s, 1H),
7.38 — 7.28 (m, SH), 7.28 (s, 2H), 5.36 (dt, J = 54.8, 3.5 Hz, 1H), 5.34 — 5.19 (m, 1H), 5.14
(ddd, J = 8.2, 5.8, 2.3 Hz, 1H), 4.62 — 4.47 (m, 2H), 3.77 — 3.65 (m, 2H), 3.21 (s, 3H), 3.03
(ddd, J=14.6, 11.7, 8.2 Hz, 1H), 3.02 — 2.86 (m, 1H) 2.61 (ddd, J = 14.6, 8.5, 2.2 Hz, 1H). 1°C
NMR (101 MHz, DMSO) 6 156.18, 152.65, 149.86, 139.82 (d, J=3.5), 138.26, 128.44, 127.72,
127.69, 118.69, 93.50 (d, J= 183.2), 80.60, 72.41, 65.70 (d, J = 8.7), 54.57 (d, J = 17.2), 49.26
(d, J=17.6), 37.63,34.29. ’F NMR (377 MHz, DMSO-ds) § -206.94 (dt, J = 54.8, 31.7 Hz).

(18,25,55)-2-(6-amino-9H-purin-9-yl)-5-((benzyloxy)methyl)cyklopent-3-en-1-yl  acetat
(72)

K suspenzi substratu 34 (337 mg, 1 mmol) v 10 ml suchého ACN byly ptfidany DMAP (15 mg,
0,12 mmol, 12 mol%) a TEA (418 pl, 3 mmol, 3 ekv.) a anhydrid kyseliny octové (283 pl, 3
mmol, 3 ekv.). Po 30 minutdch michani pfi 25 °C pod argonem byla reakce ukoncena 2 ml
methanolu. Po odpateni té¢kavych slozek smési byl zbytek ziedén ethylacetitem a vodou. Po
odd¢leni fazi byla vodna faze extrahovana EtOAc, organické frakce byly promyty solankou a
vysuseny Na>SOs. Chromatografii (gradient MeOH v DCM, 2 — 10 %) bylo ziskédno 353 mg
latky 72 (94 %). "H NMR (401 MHz, DMSO-de) & 8.09 (s, 1H), 7.98 (s, 1H), 7.39 — 7.24 (m,
5H), 7.21 (s, 2H), 6.11 (dt, /= 6.0, 2.1 Hz, 1H), 5.89 (dt, /= 6.0, 2.2 Hz, 1H), 5.57 (dd, J=4.2,
2.0 Hz, 1H), 5.33 (t, /= 4.4 Hz, 1H), 4.50 (s, 2H), 3.67 (dd, J=5.5, 2.3 Hz, 2H), 3.12 - 3.04
(m, 1H), 2.00 (s, 3H). '*C NMR (101 MHz, DMSO) § 170.13, 156.16, 152.56, 149.57, 139.18,
138.43, 135.68, 128.43, 127.63, 127.55, 119.04, 81.40, 72.38, 70.19, 65.33, 51.46, 20.90.
HRMS ESI m/z: vypocteno pro C20H2103NsNa* [M + Na]*: 402.15366, nalezeno: 402.15371.

(18,25,35,4R,5R)-2-(6-amino-9H-purin-9-yl)-5-((benzyloxy)methyl)-3.,4-
dihydroxycyklopentyl acetat (73)

K roztoku substratu 72 (72 mg, 0,19 mmol) ve smési THF (8 ml) a vody (1ml) byl pfisypan
NMMO-H20 (64 mg, 0,475 mmol, 2,5¢ekv.) a nasledn¢ ptidan 4% vodny roztok OsO4 (121 pl,
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10 mol%). Po 3 hodinach pti 25 °C byla do reakce ptiddna dal§i porce NMMO-H>O (64 mg,
0,475 mmol, 2,5¢ekv.) a OsO4 (121 pl, 10 mol%) a smés byla michéna dalSich 18 hodin. Reakce
byla ukoncena 2 ml nasyceného roztoku NaHSO4. Po odpateni rozpoustédel a chromatografii
na reverzni fazi (gradient ACN ve vodé, 10 — 40 %) bylo ziskdno 39 mg (49 %) latky 73. 'H
NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 8.16 (s, 1H), 8.10 (s, 1H), 7.42 — 7.26 (m, 5H), 7.18 (s, 2H),
5.44 (dd, J=8.1,5.7 Hz, 1H), 5.21 (d, /= 5.6 Hz, 1H), 5.07 (d, /= 3.6 Hz, 1H), 4.82 (dd, J =
9.7, 8.1 Hz, 1H), 4.57 — 4.49 (m, 2H), 3.97 — 3.93 (m, 1H), 3.72 — 3.59 (m, 2H), 2.27 - 2.16 (m,
1H), 1.87 (s, 3H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) § 170.06, 156.15, 152.30, 150.05, 140.72,
138.61, 128.41, 127.58, 127.54, 119.51, 74.60, 72.34, 72.02, 71.07, 69.50, 64.61, 49.95, 20.77.
HRMS ESI m/z: vypocteno pro C20H230sNsNa* [M + Na]™: 436.15914, nalezeno: 436.15900.

(1R,25,3R,4S5,55)-4-acetoxy-3-(6-amino-9H-purin-9-yl)-5-
((benzyloxy)methyl)cyklopentan-1,2-diyl dibenzoat (74)

Substrat 73 (216 mg, 0,523 mmol) (pfedem kodestilovany se suchym pyridinem) byl rozpustén
v 10 ml suchého pyridinu. Po pfidani DMAP (26 mg, 0,21 mmol, 0,4 ekv.) a anhydridu kyseliny
benzoové (478 mg, 2,09 mmol, 4 ekv.) byla reakéni smés prekryta argonem michéna 15 hodin
pti teploté 25 °C. Pro dosazeni plné konverze bylo pfidano 60 mg Bz>O (0,5 ekv.). Po dvou
hodinach byla reakéni smés odpatena, zfedéna DCM, promyta roztokem NaHCOs3, organické
frakce vysuSeny Na>SO4 a odpareny. Chromatografii (gradient MeOH v DCM, 2 — 10 %) bylo
ziskano 303 mg (vytézek 93 %) produktu. '"H NMR (401 MHz, DMSO-ds) § 8.30 (s, 1H), 8.13
(s, 1H), 8.00 — 7.92 (m, 2H), 7.76 — 7.71 (m, 2H), 7.70 — 7.64 (m, 1H), 7.60 — 7.48 (m, 3H),
7.44 —7.28 (m, 7H), 7.27 (s, 2H), 6.17 (dd, J=9.2, 5.7 Hz, 1H), 5.83 (dd, /= 8.1, 6.5 Hz, 1H),
5.78 (dd, J=5.6,4.1 Hz, 1H), 5.47 (dd, J=9.1, 8.1 Hz, 1H), 4.63 (s, 2H), 3.92 — 3.83 (m, 2H),
2.83 (dt, J = 9.6, 4.8 Hz, 1H), 1.95 (s, 3H). *C NMR (101 MHz, DMSO) § 170.05, 165.06,
164.61, 156.23, 152.65, 149.78, 140.57, 138.42, 133.95, 133.92, 129.51, 129.31, 129.19,
128.97, 128.81, 128.51, 128.42, 127.62, 127.48, 119.30, 73.02, 72.87, 72.50, 71.92, 68.09,
62.67, 47.75, 20.71. HRMS ESI m/z: vypoéteno pro C34sH31O7NsNa" [M + Na]": 644.21157,
nalezeno: 644.21146.

(1R,28,3R,4S5,55)-3-(6-amino-9H-purin-9-yl)-5-((benzyloxy)methyl)-4-
hydroxycyklopentan-1,2-diyl dibenzoat (75)

K roztoku 74 (297 mg, 0,479 mmol) v suchém methanolu (21 ml) v banice vyplnéné argonem
byl pii 0 °C ptikapan acetylchlorid (479 pl, 6,71 mmol, 14 ekv.). Teplota byla ponechana
stoupnout na 25 °C a po 7 hodinach bylo pfidano dalSich 240 pl acetylchloridu. Reakce
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pokracovala dalSich 17 hodin, nez byla ukon¢ena ptidavkem roztoku NaHCO3 (do dosaZeni
neutrdlniho pH) a odpatena. Po ziedéni DCM a roztokem NaHCOs3 byly faze odd€leny a vodna
faze extrahovana dvakrat dichlormethanem. Spojené organické frakce byly vysuseny Na>SO4 a
odpateny. Produkt 75 (218 mg, 79 %) byl izolovan flash chromatografii (gradient MeOH v
DCM, 2 — 10 %). '"H NMR (401 MHz, DMSO-ds) & 8.34 (s, 1H), 8.15 (s, 1H), 7.96 — 7.90 (m,
2H), 7.73 — 7.68 (m, 2H), 7.68 — 7.61 (m, 1H), 7.58 — 7.51 (m, 1H), 7.48 (t, J = 7.8 Hz, 2H),
7.44 —7.38 (m, 2H), 7.33 (td, J= 7.7, 3.5 Hz, 4H), 7.29 — 7.25 (m, 1H), 7.24 (s, 2H), 6.03 (dd,
J=09.1, 6.4 Hz, 1H), 5.79 (d, J = 6.1 Hz, 1H), 5.71 (dd, J = 6.3, 5.2 Hz, 1H), 5.09 (t, J=9.1
Hz, 1H), 4.68 (td, J = 8.6, 6.1 Hz, 1H), 4.62 (s, 2H), 3.84 — 3.70 (m, 2H), 2.26 — 2.48 (m, 1H).
3C NMR (101 MHz, DMSO) § 165.14, 164.69, 156.23, 152.51, 149.90, 141.01, 138.60,
133.81, 133.77, 129.43, 129.31, 129.26, 128.88, 128.74, 128.68, 128.40, 127.54, 127.40,
119.53, 72.41, 72.30, 71.21, 69.62, 67.89, 65.36, 49.88. HRMS ESI m/z: vypocteno pro
C32H2006NsNa" [M + Na]": 602.20100, nalezeno: 602.20077.

(1R,28,35,4R,5R)-3-(6-amino-9H-purin-9-yl)-5-((benzyloxy)methyl)-4-
fluorocyklopentan-1,2-diyl dibenzoat (76)

Pti ptiprave latky 76 vychazejici z 75 (213 mg, 0,368 mmol) bylo postupovano podle postupu
popsaného vyse pro ptipravu latek 62 a 66. Bylo ziskano 115 mg (vytézek 54%) latky 76. 'H
NMR (401 MHz, DMSO-ds) 6 8.37 (d, J=2.3 Hz, 1H), 8.15 (s, 1H), 7.92 — 7.87 (m, 2H),
7.74 —7.69 (m, 2H), 7.65 — 7.59 (m, 1H), 7.55 (ddt, J = 8.8, 7.2, 1.3 Hz, 1H), 7.43 (tt, J = 7.7,
1.6 Hz, 2H), 7.36 — 7.21 (m, 10H), 6.33 (dd, /=9.0, 7.2 Hz, 1H), 5.71 (t, /= 7.0 Hz, 1H),
5.71 = 5.59 (m, 1H), 5.41 (dt, J=54.3, 3.9 Hz, 1H), 4.60 — 4.50 (m, 2H), 3.91 — 3.74 (m, 2H),
3.37 - 3.19 (m, 1H). *C NMR (101 MHz, DMSO) § 165.02, 164.73, 156.22, 152.86, 150.14,
140.10 (d, J = 4.0), 138.33, 133.94, 133.87, 129.33, 129.01, 128.83, 128.78, 128.48, 128.39,
127.62, 118.42,91.27 (d, J=183.1), 73.13, 72.37, 71.24, 66.29 (d, /= 8.7), 59.64 (d, J =
16.5), 46.82 (d, J=17.9). ’F NMR (377 MHz, DMSO-d) & -202.68 (dt, J = 54.3, 31.4 Hz).
HRMS ESI m/z: vypoéteno pro C32H2gOsNsFNa™ [M + Na]"™: 604.19667, nalezeno:
604.19691.

(1R,28,35,4R,5R)-3-(6-amino-9H-purin-9-yl)-5-((benzyloxy)methyl)-4-
fluorocyklopentan-1,2-diol (77)

Latka 76 (110 mg, 0,189 mmol) byla rozpusténa v 10 ml methanolu a za michani z ni byl pfi
teplot¢ 25 °C najednou pfilit 0,1M vodny roztok hydroxidu sodného. K hydrolyze obou

benzoyli doslo za 25 minut a reakce byla ukonc¢ena 9 ml 0,1M roztoku HCI. Po odpateni
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rozpoustédel a chromatografii (gradient MeOH v DCM, 5 — 15 %) byla ziskana latka 77 (47
mg, 67%). 'H NMR (401 MHz, DMSO-ds) & 8.20 (d, J= 2.0 Hz, 1H), 8.15 (s, 1H), 7.38 — 7.26
(m, 5H), 7.25 (s, 2H), 5.25 (d, J=7.1 Hz, 1H), 5.22 — 5.06 (m, 1H), 5.05 (d, /= 5.2 Hz, 1H),
4.86 (ddd, J =30.2, 9.8, 3.5 Hz, 1H), 4.66 (dt, J=9.1, 6.5 Hz, 1H), 4.52 (d, J = 1.9 Hz, 2H),
3.88(q,J=5.5Hz, 1H), 3.67 - 3.56 (m, 2H), 2.60 — 2.44 (m, 1H). *C NMR (101 MHz, DMSO)
0 156.15,152.65, 150.26, 139.92 (d, J=2.5), 138.55, 128.43, 127.66, 127.61, 118.66, 90.92 (d,
J=181.6), 72.24,71.59, 69.67, 66.87 (d, J = 10.3), 61.31 (d, J = 17.0), 49.36 (d, J= 17.8). °F
NMR (377 MHz, DMSO-ds) 6 -204.52 (dt, J = 54.9, 31.1 Hz). HRMS ESI m/z: vypocteno pro
CisH2103NsF" [M + H]": 374.16229, nalezeno: 374.16253.

(1R,28,35,4R,5R)-3-(6-amino-9H-purin-9-yl)-4-fluoro-5-(hydroxymethyl)cyklopentan-
1,2-diol (78)

K suspenzi latky 77 (12 mg, 0,032) v suchém dichlormethanu (2 ml) byl pfi - 78 °C ptidan 1M
roztok BClz v DCM (129 pl, 0,129 mmol, 4 ekv.) a reakce byla pti uvedené teploté udrzovana
3 hodiny, nez k ni byla ptiddna dalsi ddvka BClz (129 pl) a teplota byla ponechana zvolna
stoupnout na 25 °C. Po 12 hodinach bylo pfidano opét stejné mnozstvi BClz a o dvé hodiny
pozd¢ji byla reakce ukoncena ptidavkem 3 ml methanolu. Po chromatografii (gradient smési
EtOAc, acetonu, ethanolu a vody (18:3:2,5:1,5) v EtOAc, 60 — 100 %) bylo ziskano 9 mg 78
(kvantitativni vytézek). 'H NMR (401 MHz, DMSO-ds) 6 8.22 (d,J=2.0 Hz, 1H), 8.15 (s, 1H),
7.25 (s, 2H), 5.24 (d, J= 6.8 Hz, 1H), 5.11 (dt, J = 54.8, 4.0 Hz, 1H), 4.99 (d, /= 4.4 Hz, 1H),
4.82 (ddd, J=30.7, 10.2, 3.9 Hz, 1H), 4.76 — 4.73 (m, 1H), 4.69 — 4.57 (m, 1H), 3.83 (q, J =
5.1 Hz, 1H), 3.60 (dd, J= 7.8, 5.0 Hz, 2H), 2.32 (ddq, J=30.8, 7.7, 4.5, 3.9 Hz, 1H). *C NMR
(101 MHz, DMSO) & 156.15, 152.65, 150.26, 139.95 (d, J=2.9), 118.68, 90.89 (d, J = 181.0),
71.65, 69.50, 61.41 (d, J=17.0), 58.19 (d, J = 105), 52.11 (d, J=17.7). ’F NMR (377 MHz,
DMSO-ds) 8 -205.05 (dt, J = 54.8, 31.2 Hz). HRMS ESI m/z: vypoéteno pro C11His03NsF" [M
+ H]": 284.11534, nalezeno: 284.11541.
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6 Zavér

Byly nalezeny syntetické postupy vhodné pro pfipravu 6’-fluorovanych derivati
karbocyklickych nukleosidl, a to jak pro derivaty s ribo konfiguraci hydroxyll, tak pro 2'-
deoxyribo slouceniny. Zatimco vétSina experimentl byla provadéna s analogy aristeromycinu,
aplikovatelnost postupu pro ptipravu 2’-deoxynukleosidi byla ovéfena vyuzitim guaninu jako
nukleobaze. Syntéza 6,6 -gem-difluoro derivatii bohuzel nebyla Gspé$na. Hlavni pfi¢inou se
zda byt nizka stabilita klicového intermediatu v kombinaci s jeho nizkou reaktivitou pii
deoxofluoracnich reakcich. Ziskané poznatky budou vyuzity pro rozsifeni série latek s vyuzitim
jinych nukleobazi a pfipadné také syntézou 2,3 -dideoxy a 2’,3"-dideoxy-2",3"-didehydrogen
derivati 6 -fluorovanych karbocyklickych nukleosidi. Biologicka aktivita ptipravenych latek

bude v nejblizsi dobé& otestovana ve spolupracujicich laboratofich.
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