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Abstrakt

Tato bakalaiska prace pojednava o ptipraveé proléciv odvozenych od 2'-C-methyladenosinu,
ktery je potentnim inhibitorem RNA dependentni RNA polymerazy flavivird. Byla
piipravovana proléciva s modifikaci hydroxyskupinna 3" a 5" uhlicich schopna zacilit tuto latku
do mozku a centrdlni nervové soustavy. Jako cilici skupiny byly vyuzivan tropin a redoxni
systém trigonellin/1,4-dihydrotrigonellin. V pfipad¢ tropinu se podafilo vyvinout vhodnou
metodu pripravy proléciv, zatimco spolehlivy postup pro provedeni posledniho kroku syntézy

latek vyuzivajicich zminéného redoxniho systému musi byt teprve objeven.

Kli¢ova slova: flaviviry, antivirotika, hematoencefalicka bariéra, proléciva, cileni 1éciv

Abstract

This bachelor thesis is dedicated to preparation of prodrugs derived from 2’'-C-
methyladenosine, which is a potent inhibitor of the RNA dependent RNA polymerase of
flaviviruses. Prodrugs modifying 3" and 5" hydroxy groups able to deliver the drug to brain and
were prepared. As targeting moieties tropine and the redox system trigonelline/1,4-
dihydrotrigonelline were used. In the case of tropine a suitable method for the preparation of
prodrugs was developed. Reliable procedure for performing the last step of synthesis of

compounds utilizing the trigonelline redox system is yet to be discovered.

Keywords: flaviviruses, antiviral agents, blood-brain barrier, prodrugs, drug targeting
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Pouzité zkratky

2’-CMA 2’-C-methyladenosin

2’-CMU 2’-C-methyluridin

ACN Acetonitril

BBB Hematoencefalicka bariéra (blood-brain barrier)
BSA Bis(trimethylsilyl)acetamid

Bz Benzoyl

Cbz Benzyloxykarbonyl

CCso Cytotoxicka koncentrace, pti niz dojde k umrti 50 % bunck
CDS Chemicky pfepravni systém

CNS Centralni nervova soustava

DBU 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en

DCC N,N'-Dicyklohexylkarbodiimid

DENV Virus dengue

DIPEA N,N-Diisopropylethylamin

DMAP N,N-dimetylaminopyridin

DMF N,N-dimethylformamid

DCM Dichlormethan

DMSO Dimethylsulfoxid

dsRNA Dvojvldknova RNA

ECso Koncentrace, pfi niz je pozadovany efekt pozorovan u 50 % pozorovani
EDC 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid
ER Endoplazmatické retikulum

EtOAc Ethylacetat



GABA
HBV
HCV
HIV
HILIC
HOBt
iPAW
JEV
MTaza
NI

NNI
NTP
NTPaza
NOAEL
NS
ORF
RdRp
ssRNA
TEA
TEAAc
TBAF
TBDMS
TBEV

Tt

y-aminomaselnd kyselina

Virus hepatitidy B

Virus hepatitidy C

Virus lidské imunitni nedostate¢nosti
Hydrofilni interakéni chromatografie
1-hydroxybenzotriazol

Smés isopropanolu, 25% NH4OH a vody
Virus japonské encefalitidy
Methyltransferaza

Nukleosidové inhibitory
Nenukleosidové inhibitory
Nukleosidtrifosfat
Nukleosidtrifosfatdza

Uroven expozice latce, pfi niz nejsou pozorovany zadné vedlejsi Gginky
Nestrukturni protein

Otevfeny Cteci ramec

RNA dependentni RNA polymeraza
Jednovlaknova RNA

Triethylamin

Triethylamonium acetat
Tetra-n-butylamonium fluorid
Tert-butyldimethylsilyl

Virus klistové encefalitidy

Trifluormethansulfonyl



TFA Trifluoroctova kyselina

THF Tetrahydrofuran

TLC Chromatografie na tenké vrstve
TMS Trimethylsilyl

Tol Toluoyl

Ts p-toluensulfonyl

UTR Netranslatovany isek RNA
YFV Virus Zluté zimnice

WNV Virus zapadonilské horecky

ZIKV Virus zika



1 Uvod

Viry rodu Flavivirus jsou vyznamnymi lidskymi patogeny vyskytujicimi se predevsim
v tropickych oblastech. Dulezitymi zastupci jsou napiiklad viry zluté zimnice, dengue, zika a
ve stfedoevropském prostfedi predevsim virus klistové encefalitidy. Jelikoz na 1écbu
flavivirovych infekci neexistuje zadna specificka 1écba, je vyvoj novych antivirotik nezbytny
pro zvladani sifeni téchto virt. Flaviviry jakozto RNA viry vyuzivaji pro replikaci své genetické
informace RNA dependentni RNA polymerazu (RdRp), ktera nema v lidskych bunkéch funkcni

ekvivalet a ktera je tak velmi atraktivnim cilem pro pfipravu novych antivirotik.

Inhibitory RdRp mohou byt rozdéleny na nukleosidové a nenukleosidové. Nenukleosidové
ucinkuji pomoci alosterické inhibice proteinu, zatimco nukleosidové jsou zaclenovany do nové
vznikajici RNA, coz vede budto k okamzitému zastaveni polymerace nebo k pozdéjsi

akumulaci chyb v genomu. Diky mens$imu riziku vyvoje rezistenci a vétsi selektivité je

vvvvvv

Jednou ze skupin nukleosidovych inhibitort, ktera vykazuje vysokou aktivitu a zaroven jen
velmi nizkou toxicitu jsou 2’-C-methylnukleosidy. Mezi nimi vynikd svou aktivitou 2'-C-
methyladenosin. Z tohoto diivodu byl zvolen jako tstfedni latka mé prace zaméfené na piipravu

jeho proléciv.

Obecnou vlastnosti nukleosidovych inhibitora je jejich velka polarita, kterd zamezuje jejich
pasivni difuzi do mozku. Jelikoz ale nékteré flaviviry napadaji primarné mozek a centralni
nervovou soustavu, je nezbytné pro UspéSnou terapii zlepSit jejich prostupnost
hematoencefalickou bariérou, ktera oddéluje mozek od systémové cirkulace. Jednou z moznosti
zlepSeni vstupu latek do mozku je ptiprava proléciv, tedy takovych 1é€iv, které musi nejprve
projit enzymatickou reakci in vivo a teprve poté vykazuji i¢inek. Kromé& moznosti maskovani
polarnich skupin, a tedy zlepSeni pasivni difuze skrz hematoencefalickou bariéru, je mozné
pfipravit 1 takova proléciva, kterd budou aktivné transportovana do mozku nebo se do néj sice
dostanou difuzi, ale naslednd enzymaticka reakce jim znemoZzni mozek pasivné opustit. Prave

syntéze proléciv dvou poslednich zminénych typi je vénovana experimentalni ¢ast této prace.
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2 Cile prace

Ptipravit dostate¢né mnozstvi 2’-C-methyladenosinu a seznamit se s metodami chranéni

nukleosidl a dal§imi reakcemi v chemii nukleovych kyselin..

Ptipravit prolé¢iva 2’-C-methyladenosinu s modifikacemi esterovymi vazbami v polohdch 3" a
5" se schopnosti cilit 1é¢iva do mozku a centralni nervové soustavy. Jako cilici skupiny vyuzit

tropin a redoxni systém trigonellin/1,4-dihyrotrigonellin.
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3 Prehled problematiky

3.1 Flaviviry a inhibitory jejich RNA-dependentni RNA-

polymerazy
3.1.1 Flaviviry jako vyznamné lidské patogeny

Rod Flavivirus je rodem vira s jednovldknovou RNA s pozitivni polaritou z celedi
Flaviviridae. Dal§imi rody z této Celedi jsou Hepacivirus a Pestivirus, ovsem co do poctu ¢lenti
je nejvetsim rodem praveé Flavivirus, ktery zahrnuje v souc¢asné dob¢ vice nez 70 viri. Mezi
flaviviry patti mnoho vyznamnych lidskych patogenii, které se v termindlnich fazich
onemocnéni projevuji obvykle encefalitidou nebo hemorhagickou horeckou. Konkrétné to jsou
napiiklad virus zluté zimnice (yellow fever virus, YFV), dengue virus (DENV), virus japonské
encefalitidy (JEV), virus klistové envefalitidy (tick-borne encephalitis virus, TBEV), virus
zapadonilské hore¢ky (WNV) a virus Zika (ZIKV).! Jako typicky zastupce rodu je uvadén
YFV, projevujici se v pokro€ilé fazi Zloutenkou, podle kterého rod ziskal i své oznaceni
(latinsky flavus = zluty). Zaroven byl v roce 1927 i upln€ prvnim lidskym patogennim virem,
ktery byl izolovan.? Odhadem ro¢né prodéla tézkou formu nemoci 170 000 lidi, z nichz az
60 000 nemoci podlehne.? DENV je co do po¢tu nakaZenych nejvyznamnéj$im zastupcem s az
50 miliony nakaZenych ro¢né, pficemz piiblizn€ u jednoho procenta dochéazi k propuknuti
hemorhagické hore¢ky.! TBEV je virus endemicky v Evrop& a ruské Casti Asie. Je
zaznamenano priblizné€ 11 000 piipadl roéné v Rusku a asi 3000 v Evrop€. Projevy mohou byt
rizné zavazné, od chiipce podobnych aZ po ochrnuti a (Castéji v piipad€é kmenii vyskytujicich
se na Dalném vychodé) smrt.* JEV je vyznamnym patogenem v jihovychodni Asii, pfi¢emz je
puvodcem asi 50 000 piipadi encefalitidy ro¢n€ s umrtnosti ptiblizn€ 25 %. U pfiblizné 30 %
pacientli, ktefi prodé€lali zdvaznou encefalitidu dochdzi k vyvoji trvalého fyzického nebo
intelektualniho postizeni.> WNV byl pavodné lokalizovan pouze v Africe, ale v priibéhu
minulého stoleti se rozsifil i do Asie, Evropy, Australie a v roce 1999 i do Ameriky. VéEtSina
nakaz je asymptomaticka nebo se projevuje horeCnatymi stavy. Relativné ziidka (1 ze 150
piipadil) se nemoc miize rozvinout do formy zdvazné encefalitidy nebo meningitidy provazené

ztuhlosti nebo paralyzou.®

Vétsina flavivirii (a vSechny vySe jmenované) patii mezi arboviry (z anglického artropod-borne
viruses), tedy viry jejichz vektorem je hmyz. Ve vétSin¢ piipadi je clovék koncovym

hostitelem, ze kterého se tedy uz dal$i hmyz nenakazi a ani nepfenese nemoc piimo na dalsiho
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cloveéka. Toto ale neplati tieba u YFV a DENV, kter¢ jsou pienaSeny piedevsim antropofilnim
komarem Aedes aegypti. Dal$imi Castymi pienaseci jsou komati rodu Culex (WNV, JEV) a
klistata Ixodes ricinus (TBEV). V ptipadé¢ TBEV je ndkaza mozna i pii poziti mléka a mléénych

produktii od nakazeného zvifete.*

V soucasné dobé& neexistuje specifickd protivirova 1é€ba na zadny z flavivirt, kterd by jiz byla
pouzivéana v klinické praxi. NejvyznamnéjSich uspéchti bylo dosazeno vyvinutim vakcin ve
form¢ oslabeného YFV a inaktivovaného JEV a TBEV. Piesto jsou i1 tyto nemoci stale
vyznamnou hrozbou a to piedevsim proto, ze se YFV a JEV vykytuji pfedevsim v oblastech
s niz8i dostupnosti kvalitni 1ékai'ské péce.” Snahy o vytvofeni vakcin proti ostatnim flavivirim
byly dlouho netspésné. Jedna z komplikaci spocivala naptiklad v tom, Ze DENV ma 4 ptibuzné
ale piesto velmi odli$né sérotypy, pficemZ vSechny mohou zpisobit zdvazné onemocnéni.®
Nicméné v neddvné dob¢ byla pro klinické pouziti schvélena vakcina proti DENV, které sice

ma znaéna omezeni, ale pfesto ma potencial ovlivnit rozsifeni tohoto viru.’
3.1.2 Molekularné-biologicka charakteristika

3.1.2.1 Virion a struktura genomu

Zraly virion flaviviri m4 hladky povrch a tvar koule o priméru 500 A. Genom je obaleny
kapsidou tvofenou kapsidovym (C) proteinem. Ta je déale obalena lipidovou dvojvrstvou
odvozenou od hostitelskych membran, ve které jsou ukotveny virové strukturni proteiny M a
E. Ty z vnéjsi strany pokryvaji lipidovou dvojvrstvu do té miry, Ze neni pfistupnd z vnéjSiho
prostiedi.! Uvniti kapsidy je jednovldknova RNA dlouha ptiblizné 11 kilobazi (kb). Jelikoz se
jedna o RNA s pozitivni polaritou, je uz sama o sob¢ infekéni. Na 5" konci je RNA ukoncena
cepickou typu 1 (m7GpppAmp), kterd nejenze umoziuje iniciaci translace, ale také brani
degradaci RNA endogennimi exonukledzami.!® Na 3" konci neni RNA, s vyjimkou nékterych
kmenit TBEV, ukonéena poly(A) usekem.'! Vyraznym znakem RNA flavivird je jediny
otevieny &teci ramec (ORF), ktery svou délkou presahuje 10 kb. Zadny jiny ORF neni piitomen
ani na komplementarnim vlaknu. ORF je na koncich ohrani¢en netranslatovanymi tiseky o délce
piiblizn& 130 bazi na 5" konci a 400-700 bazi na 3" konci.* Nicméné& v posledn& jmenovaném
parametru se od virt pienaSenych komary vyrazné odliSuje TBEV, u kterého je tento usek jen
114 bazi dlouhy. '? Tyto koncové Useky vytvaii sekundarni smycku, kterd patrné funguje jako

cis-reguladni element, a tedy miize ovliviiovat amplifikaci, translaci nebo sestavovani virionu.*

Jak jiz bylo zminéno, RNA flaviviri obsahuje jediny ORF a kéduje tedy jediny virovy
polyprotein, ktery je rozdélen v prubéhu translace a po jejim ukonceni na jednotlivé proteiny
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endogennimi i virovou protedzou. Rozstépenim polyproteinu vznikaji 3 strukturni proteiny a 7
nestrukturnich. Od N-konce jsou to proteiny C (kapsid), prM (prekurzor membranového
proteinu), E (envelope, obal) a dale netrukturni proteiny, NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B a NS5.13 V soucasné dobé jsou jedinymi proteiny s jistou enzymatickou aktivitou NS3 a
NS5, které oba katalyzuji vice reakci.'* Ostatni nestrukturni proteiny jsou sice souddsti

replikaéniho komplexu na endoplasmatickém retikulu, ale plni jiné funkce.'>

Genom (+)-vlakna RNA

5'UTR 3°'UTR

cepicka .—_ Nestrukturni p.

lTra nslace

w3 —{e] [ I e (s ] [ZA ][z ] ~ss ] [#A] [ [2B]_nss__}—cooH

Obrazek 1 - Rozclenéni genomu flavivirit a rozdeéleni na proteiny po translaci

3.1.2.2 Nestrukturni proteiny

Kapsidovy (C) protein je stavebni jednotkou pfi tvorbé& nukleokapsidu.! Pravdépodobné také
interaguje s lipidovou membranou Golgiho aparatu a RNA a podili se tak na skladani virové
Castice.'® Envelope (E) proteiny jsou ukotveny v lipidové membrané obalujici virovou ¢astici a
zcela ji zakryvaji.!” Jeho interakce s receptory na buné¢ném povrchu nejspi§ umoznuje vstup
do bun¢k a nasledné zajistuje spojeni obalové membrany s membranou endosomu a tim
uvolnéni nukleokapsidu do cytosolu.''” Ulohou prM proteinu je branit pfedéasné maturaci
virové Castice, kterd by vedla ke splynuti membrany zrajici ¢astice s membranami Golgiho

systému a tim k pferuseni celého procesu maturace. 718

3.1.2.3 Proteiny NS1, NS2A/B a NS4A/B

Tyto proteiny nevykazuji ptimo enzymovou aktivitu, a tedy plni pomocnou funkci.

Protein NS1 je umistén v lumen endoplazmatického retikula (ER), coz je na opacné strané
membrany ER, neZ ostatni NS proteiny. Hraje roli v ukotveni replikaéniho komplexu
v membrané. Je prokazana jeho interakce s NS4A, ktery je transmembranovym proteinem a
kofaktorem NS5. Dalsi role NS1 jsou dosti rozporuplné. MiZe se nachazet asociovany na
povrchu hostitelské buiiky nebo byt sekretovan jako hexamer. Obé zminéné formy jsou silné

imunogenni, coz vede k tvorbé velkého mnozstvi protilatek. Ty sice mohou neutralizovat
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infikované buriky, jelikoz se ale sekretovany NS1 muze vazat typicky na bunky endotelu, hraje

i vyznamnou roli pfi patogenezi, kdy vyvolava apoptdzu nebo nekrozu.'®

NS2A, NS2B, NS4A a NS4B jsou malé proteiny, které jsou si napfi¢ rody flavivirt strukturné
velmi podobné, byt’ sekvence aminokyselin je jen malo konzervovana. S ohledem na obsah
hydrofobnich usekli se predpokladd jejich pritomnost v membraniach a tcast na protein-

proteinovych interakcich s NS3 a NS5. 12

3.1.2.4 NS3 protein

NS3 je enzym sloZeny ze dvou domén spojenych kratkym flexibilnim tsekem umoZiujicim
zménu jejich vzajemné polohy, kdy kazdd z domén plni jinou enzymatickou funkci. N-konec
slouzi jako proteaza, zatimco asi tfikrat vétsi doména u C-konce plni funkci helikdzy, RNA
trifosfatazy a nukleosid trifosfatazy. Dale NS3 ma také funkci neenzymatickou, jelikoz nejenze
interaguje s ostatnimi slozkami replika¢niho komplexu, ale ovliviluje také funkce hostitelské
buiiky jako je autofagie, polymerace aktinu a syntéza mastnych kyselin. Mimo zminéného
patrné hraje roli pii skladani virionu a v disledku proteolytické aktivity i pfi tlumeni imunitni

reakce.?0

Virové protedza provadi ptiblizné polovinu Stépeni potiebnych pro zpracovani polyproteinu.
Stépeni vykonava jak intermolekularng, tak i intramolekularné. Pro funkci NS3 jako protedzy
je nezbytna tvorba heterodimeru s NS2B, ktery ma na obou koncich transmembranoveé seky,
kterymi je ukotven v membrané ER a prostfedni hydrofilni Gsek. Ten nejenze svou vazbou na
NS3 umoziuje dosaZeni spravné konformace, ale dokonce se ptimo podili na proteolyze.'*
S ohledem na svou klicovou roli v replikaénim cyklu viru je NS3 protedza povaZzovéana za

atraktivni cil pro navrh inhibitort.’

Doména na C-konci vykonava ptredevsim funkci helikazy, kterd pro svou funkci spottebovava
ATP (proto m4 i funkci NTP4zy).!® Funkce tohoto proteinu je klicova pro zahajeni syntézy (-)-
vlakna RNA, kdy je potteba rozvinout sekundéarni strukturu 3 -netranslatovaného tseku a dale
pro dalsi opakovani syntézy (+)-vldkna na zakladé dsRNA vytvofené jako intermediat.?’
Hydrolyza koncového fosfatu na 5'-konci, kterou také vykonava tato doména, je nezbytnou

piipravou RNA pted tim, neZ na ni mize byt vytvorena ¢epicka. ’

3.1.2.5 NS5 protein

Jedna se o nejvétsi protein flavivir s hmotnosti asi 100 kDa. Mimo to je také nejvice

konzervovany napfi¢ celym rodem.” Stejné jako v pfipadé NS3 se jedna o dvoudoménovy
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protein, ktery vykonava vice enzymatickych funkci. Jeho N-terminalni doména vystupuje jako
methyl transferdza (MTéza) a dvé tietiny proteinu blizsi C-konci tvoii RNA dependentni RNA
polymeraza (RdRp).

MTéza flaviviri methyluje ¢epi¢ku na 5'- konci RNA (typl, m’GpppAm-RNA). V piipadé
WNV a DENV se nedavno ukézalo, Ze methyluji i baze uvnit fetézce.?! Methylace N7
guanosinu je klicova pro pokracovani replika¢niho cyklu a defekt v této pozici je pro virus
nepifekonatelnym problémem. Naopak pii chybé&jicim methylu v pozici 2°-O adenosinu je
replikace stale mozna v buiikach s narusenou produkei interferonu.2! Ulohou této metylace je
tedy vyhnout se vrozené imunitni odpovédi bunky. Pouzitim cepicky typu 1 totiz dochazi

k napodobeni mRNA hostitelskych bunék, ¢imz je dosazeno ochrany pied exonukledzami.??

RdRp doména proteinu NS5 je naprosto nezbytna pro replikaci flavivird. Jeji funkei je syntéza
(-)-vlakna RNA na zéklad¢ genomické RNA a nasledné syntéza (+)- vlakna RNA, které muze
byt pouzito jako templat pro syntézu polyproteinu, (-)-vladkna nebo byt zabaleno do kapsidy a
stat se soucasti vznikajiciho virionu. Podstatnou vlastnosti této RdRp je, Ze vykondva syntézu

RNA de novo, tedy bez nutnosti pouziti primeru. '

RdRp flavivir mé strukturu podobnou pfiviené pravé ruce typickou pro RdRp (Obrazek 2). Ta
se sestava ze tif subdomén, které jsou s ohledem na zminénou podobnost n€kdy oznacovany
jako palec, dlanl a prsty. Struktura proteinu je uzaviena propojujici smyckou (oznaovanad také
jako fingertip, ,,konecek prstu‘). Tato smyCka vymezuje v proteinu dva otvory, kterymi mohou
vstupovat/vystupovat RNA a NTP. V ramci proteinu lze nalézt 7 konzervovanych motivi, které

se podileji na vazbé RNA, NTP a kovovych iontl a na katalyze.?
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Obrdzek 2 - RARp viru dengue. Je zde patrny typicky uzavieny tvar.

Nejvice konzervovanou subdoménou je prostiedni (tedy podle podobnosti s rukou dlai)
obsahujici aktivni misto enzymu. Jeji soucasti jsou tfi ze zminénych 7 konzervovanych motivi
a dva znich obsahuji katalyticky aktivni kyselinu asparagovou. Jedna (533) slouzi
k deprotonaci 3’-hydroxylu na prvnim NTP, ktery nasledné napada a-fosfat dalSiho
zaCleniovaného NTP. Druhy aspartat (664) slouzi k vytvofeni vhodné geometrie pro zminénou
reakci (Obrazek 3). Zaroven se tyto aminokyseliny podileji na koordinaci hotecnatého iontu,
ktery plni nezndmou katalytickou funkci. Kromé& tohoto katalytického iontu je v dlani
koordinovan dalsi Mg?* v nekatalytické pozici, ktery je pravdépodobné dilezity pro vysunuti

vytvofeného prvniho dinukleotidu nového vlakna vznikajici dSRNA z aktivniho mista.!!

Dalsi subdoménu (oznacovanou také jako prsty) tvoii jadro a dva vybezky (nazyvané fingertips,
,koneCky prstu®), z nichz jeden vytvari zminénou uzavienou strukturu. Dale tato subdoména
obsahuje motiv F a smycku G. Motiv F ve vétSiné¢ RdRp vaze nove ptistupujici NTP a sméiuje
ho k aktivnimu mistu. S ohledem na nevhodnou polohu pro tento kon ve flavivirové RdRp, je
ale jeho uloha nejspis jind. G smycka vystupuje k aktivnimu mistu a existuji domnénky, Ze se
podili na regulaci enzymové aktivity. V ptipadé DENV tato subdoména obsahuje jesté sekvenci

pro lokalizaci do jadra.!!

Posledni subdoména obsahuje motiv, ktery hraje roli ve vazbé prvniho NTP. Nejzajimavéjsi

casti je ale smycka, kterd zasahuje do aktivniho mista (Obrazek 3). Ta je nazyvana motiv G
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nebo priming-smycka, tedy smycka potiebna pro tvorbu prvniho dinukleotidu. Je potiebna pro

Obrazek 3 - RdRp viru dengue s vyznacenim smycky vyznamné pro de novo iniciaci a dvou aspartatii,
které se na iniciaci rovnez podileji

Jak jiz bylo zminéno, RdRp je soucasti replikacniho komplexu, ktery zahrnuje v§echny virové
proteiny a dalsi hostitelské proteiny. Flaviviry upravuji bunééné membrany, nejspiS aby
zabranily degradaci replikacniho komplexu bunéénymi mechanismy. Vytvari tak kulovité
jednomembranové vesikuly na povrchu endoplasmatického retikula invaginaci do jeho lumen.
Tyto vacky ziistavaji spojeny s cytoplasmou poérem. Komplex je ukotven v membrang proteiny
NS1, NS2A/B a NS4A/B. Patrné jedinou interakci NS5, ktera zptsobuje jeho lokalizaci na
membrané je ta s NS3 spojenym s NS2B.2¢

RNA se v hostitelskych bunkach vyskytuje ve tfech riiznych formach. Jsou to genomicka (+)-
ssSRNA, dsRNA fungujici jako replika¢ni forma a replikacni intermedidt, ktery obsahuje
rostouci vlakno RNA a dsRNA templatu. Samostatné vlano (-)ssRNA se in vivo nevyskytuje.'”

3.1.3 Model replikace flaviviri

Vlakno dsRNA s negativni polaritou je syntetizovano NS5 na zdklad¢ genomické RNA. Pro
tento krok patrné neni potieba funkce NS3. V UTR (netranslatovanych usecich) na obou
koncich (+)-ssRNA je umisténa cykliza¢ni sekvence a praveé cyklicka forma slouzi jako templat
rozeznavany NS5. NS5 rozeznéava vlasenku A umisténou na 5’-konci a nasledné€ zahaji syntézu

komplementéarniho fetézce na 3'-konci.?*

Virovy replika¢ni komplex pouziva (-)vldkno v dsRNA jako templat pro syntézu (+)-ssRNA.
Syntéza (+)ssRNA vyrazné prevladd nad syntézou (-)-vladkna. V tomto ptipadé je potieba
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souhry aktivit NS3 a NS5. NS3 helikdza nejprve oddé€li vlakna dsRNA a 3’-konec (-)-vldkna
RNA se navdze do tunelu v RdRp, kudy vstupuje templat. V tomto ptipad¢ neni potieba
zvlastnich sekundarnich struktur vldkna, jako tomu bylo u syntézy (-)-vlakna. Po dokonceni
syntézy se z RdRp uvolni nové vznikla dsSRNA a zaroven je uvolnéna (+)-ssRNA, ktera byla

pivodné soucasti dSSRNA. Nova dsRNA je recyklovana pro dal$i syntézy.>*

Pti tvorbé cepicky na 5°-konci (+)ssRNA (Obrazek 4) nejprve dochazi k hydrolyze 5°-
koncového fosfatu NS3 helikazou, ¢imz vznikd koncovy difosfat. Takto upravena RNA se
navaze na MTasu. Ta nejprve reaguje s GTP za vzniku intermediatu GMP-MTasa, ktery dale
vytvoii na RNA ¢epicku. Nasleduji methylace N7 guanosinu a 2’-OH adenosinu, kdy pro
methylaci N7 je potteba pfitomnost vlasenky A na 5-UTR. Jelikoz MTasa provadi 3 nasledné

odli$né reakce na jediném aktivnim misté, je potieba v kazdém kroku disociace a opétovna
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Obrazek 4 - 5 ¢epicka typu 1

3.2 Inhibitory RdRp flavivira

3.2.1 Typy inhibitori

RdRp je jednim z nejzajimavéjsich cilii pro vyvoj antivirovych terapii. Je to pfedevsim proto,
ze jeji funkce je nezastupitelna a ptipadna G€innd latka by meéla potencidl plsobit na Sirsi
spektrum vird, naptiklad u dengue viru také proti vSem Ctyfem sérotypiim. Navic, jelikoZ buiky
postradaji enzym s obdobnou funkci, mélo by byt mozné vytvofit pomérné selektivni
inhibitory.” Jako odrazovy mistek pro vyvoj novych latek slouzi ty, které se jiz osvéd¢ily pii

vyvoji terapie proti viru hepatitidy C (HCV), ktery patii také do ¢eledi Flaviviridae.'°

Inhibitory virové RNA polymerazy mohou byt rozdéleny do dvou Sirokych skupin. Jsou to
analogy nukleosidi/nukleotidii (NI, nukleoside inhibitors) a nenukleosidové inhibitory (NNI).
NI musi byt nejprve metabolizovany na své trifosfaty, pro¢ez dochéazi k jejich kompetici

s ptirozenymi NTP. Pokud dojde kjejich zaclenéni do rostouciho fetézce, muze dojit
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k terminaci elongace. Kromé zastaveni syntézy RNA miize u¢inek latek spocivat i v tom, ze NI
jsou zaclenény do vznikajici molekuly bez naruseni replikacniho cyklu a jejich pfitomnost se
projevi, az kdyz je molekula NI obsahujici pouzita jako templat pro dalsi syntézu. Nahromadéni
inhibitoru v molekule templatu vede ke vzniku velkého mnoZzstvi mutaci a tzv. chybové
pohromé (error catastrophe). 2° V tom spo¢iva ¢ast G¢inku ribavirinu, ktery je ové&fen jako
inhibitor polymerazy HCV. !° NNI se zpravidla vaZou na alostericka mista na polymeraze. Tim
muze dojit bud’ ke konformacni zméné deaktivujici enzym nebo k zadrzeni enzymu v sice
piirozené konformaci, ale znemoznéni potiebné konformacni zmény pfti prechodu od iniciace
k elongaci. Alosterickd inhibice je provétfenou strategii, kterd se uplatnila v ptipadé RdRp HCV

a reverzni transkriptazy HIV. 2

Okrajovou kategorii jsou v soucasné dobé¢ latky narusujici propein-proteinovou interakci nebo
interakci mezi proteiny a RNA. Efektivni antivirotika narusujici interakce virové polymerazy v
ramci replikaéniho komplexu byla nalezena naptiklad pro herpes virus. V ptipad¢ flavivirt je

ale vyzkum v této oblasti v pocate¢ni fazi. !
3.2.2 Obecné vlastnosti NI

NI tvofi nejvétsi skupinu schvéalenych antivirotik. Efektivita jejich pouZzivani jiz byla ovétena
v piipadé HIV-1, HBV a v posledni dobé také vyznamnymi objevy inhibitort HCV.?’ B&Znym
postupem pii hledani potencidlnich novych latek je vyuziti tzv. high-throughput screening, kdy
je u knihoven latek testovana jejich aktivita a toxicita. Pfipadné ,,hity (potencialné zajimavé
slouceniny) jsou podkladem pro optimalizaci. Odhadnout zavislost aktivity na struktufe je
ovSem cCasto slozité az nemozné, coz je zapticeno mimo jiné i potfebou provedeni nékolika
enzymatickych kroki pro aktivaci latky in vivo.” Efektivni NI jsou tak ¢asto nalezeny nahodou.
Také toxicita nukleosidovych analogll je nepfedvidatelnd a mnohdy se ani neprojevuje in

vitro.’

NI jsou velmi atraktivni pro vyvoj léciv. Aktivni mista virovych polymeraz jsou velmi
konzervovana, a tak je vyvoj rezistence daleko menSim problémem nez v ptipadé jinych typa
inhibitorti. Ze stejného diivodu maji NI potencial plsobit proti Sir§Simu spektru virti. Ptiklady
mohou byt napiiklad tenofovir efektivni proti HIV a HBV7 nebo pomérné novy sofosbuvir proti

HCV.28

NI maji specifické vlastnosti, které je odliSuji od jinych tfid antivirotik a pfedstavuji tak dalsi

vyzvy pii jejich vyvoji.
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Diky obvykle znacné polarit¢ NI nebyva problémem jejich rozpustnost ve vodném prostiedi.
Jejich polarita ovSem ptedstavuje prekazku pii jejich pifijimani do buiky, které vétSinove
probiha pasivni difuzi, pouze v nékterych piipadech aktivné nukleosidovymi pienaseci.
Prekonani hematoencefalické bariéry je pak obzvlast velkou vyzvou, a proto je pro usnadnéni

difuze skrz membrany vyuzivano maskovani polarnich skupin estery, tvorba tzv. prolééiv.?®

Po podani jsou NI neucinné, dokud nejsou metabolizovany na své trifosfaty (Obrazek 5 -
Schematické znazornéni aktivace nukleosidovych inhibitora a jejich nasledného zaclenéni do
RNA. Jelikoz se aktivity potfebnych enzymu v raznych buiikach lisi, je nutné pii hodnoceni
efektivity inhibitorti pouzivat buiiky, ve kterych maji predevsim pusobit. Limitujicim krokem
pii metabolismu NI je zpravidla jejich pfeména na monofosfat, méné casto je to faze nasledujici,
tedy reakce vedouci ke vzniku difosfatu. Aby se pfedeslo problémim se zavedenim prvniho
fosfatu, maji nov&jsi antivirotika monofosfatovou skupinu jiz pfipojenou.®’ Ta je oviem velmi
polarni, a protoze by jest¢ vice znesnadiiovala prichod membranou, je nutné pouziti
maskovacich skupin. Ty sice musi byt dostatecné¢ stabilni, aby se dostaly do bunck, ale i

dostate¢né labilni, aby se v buiikach snadno a rychle rozpadaly.?’
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Obrazek 5 - Schematické zndazorneni aktivace nukleosidovych inhibitorii a jejich ndsledného zaclenéni
do RNA. Jako priklad byl zvolen 2’-C-methyladenosin, jehoz proléciva byla finalnimi produkty mé
prace.

3.2.3 Derivaty nukleosidi jako potencialni inhibitory flavivirové RdRp

3.2.3.1 2’-Methylnukleosidy

2’-C-methyl derivaty nukleosidil jsou schopny sniZovat titry virovych ¢astic flavivirl, pficemz
ucinnost jednotlivych latek se 1isi u riiznych virt a 2'-CMU (4) je zpravidla nejméné potentni.

Toxicita téchto latek je nizka (CCso > 50 uM) a index selektivity (CCso/ECso) se pohybuje
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N0
HO OH HO OH HO OH HO OH
1 2 3 4
TBEV 1.4 uM TBEV 1,1 uM TBEV 1,8 uM ;E(E/V4y&15 ul\,cl
DENV 4 uM DENV 13,6 uM DENV 11,2 uM 45
ZIKV 5,6 uM ZIKV 22,5 uM ZIKV 10,51 uM

Obrazek 6- 2°-C-methylnukleosidy vykazujici aktivitu proti flavivirum a jim prislusejici hodnoty ECsy:
(1) 2°-C-methyladenosin, (2) 2'-C-methylguanosin, (3) 2'-C-methylcytidin, (4) 2'-C-methyluridin

3.2.3.2 4’-Azidonukleosidy

Antivirové ucinky latky R1479 (5) byly objeveny pfi screeningu jako inhibitor HCV. Pozdé&ji
byl zjistén 1 ucinek na DENV. Je od ni odvozeno prolécivo balapiravir majici vSechny
hydroxyly maskované esterem s kyselinou izomaselnou. Balapiravir vSak v klinickych testech
nebyl schopen dosahnout prokazatelné inhibice u dospélych pacientl pii koncentraci, kterd by
nebyla toxicka.’* Pozdé&ji bylo zjisténo, Ze nakaza virem dengue brani uvolnéni R1479
z proléciva. Také pii experimentech s TBEV nebyla prokdzana inhibice balapiravirem. Pro RO-
9187 (6) neexistuje mnoho referenci v souvislosti s flaviviry, nicméné latka inhibovala

replikaci TBEV s velmi nizkou ECso. Efektivita byla ovSem siln€ zdvisla na testované linii

bunék.3!
NH, NH;
0 N)§O NJ%O

o

HO  OH HO OH

TBEV 2,7 uM TBEV 0,3 uM
DENV 1,9 - 11 uM

Obrdazek 7 - 4 "-azidomukleosidy a jejich ECso: (1) 4 -azidocytidin (R1479), (2) 2 -a-deoxy-2 -f-hydroxy-
4 -azidocytidine (RO-9187)
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3.2.3.3 Nukleosidy s pozménénou bazi

Do této skupiny byly v rdmci této prace zafazeny analogy nukleosidl s rizné pozménénymi
bazemi a v nékterych ptipadech cukernou slozkou. Zvlastné mize pisobit zatazeni T-705 do
nukleosidiim podobnych inhibitord, nicméné tato latka je in vivo metabolizovana na nukleosid,

ktery je ucinnou latkou.

7-deaza-2"-CMA (7) se ukazuje byt potentnim inhibitorem mnoha zastupct flavivirt.3!32
Kromé¢ relativné nizké ECso vykazuje také nizkou cytotoxicitu (CCso> 100 uM). Schopnost
této latky pusobit jako antivirotikum proti DENV, je ale nizsi, nez u 2’-CMA, coz vedlo
k vyvoji latky NITDOOS vzniklé zaménou methylu 7-deaza-2"-CMA za ethynyl. Takto bylo
dosazeno velmi vysoké schopnosti inhibice DENV.3? Latka prosla in vitro testy, aniz by byly
pozorovany cytotoxické ucinky a rovnéz byl dokonéen NOAEL (pozorovani, zda se dand mira
expozice obejde bez vyvoje vedlejsich ucinki) pti tydennim podavani mysim (50 mg/kg/den).
Pfi podavani krysam a psim po dobu dvou tydnl se vSak u obou druhli v prubéhu 2. tydne
dostavily natolik zdvazné vedlej$i ucinky, Ze testovani bylo pferuseno. Jelikoz je ale
onemocnéni horeckou dengue akutni a 1é¢ba by zpravidla netrvala déle nez 6 dni, zlistava
otazkou, jestli by se béhem této doby vyvinuly vedlejsi piiznaky u €lovéka.?’” ZX-2401 (9)
vykazuje antivirovy efekt proti n€kolika vyznamnym zéstupclim flavivirti a ma jen minimalni
cytotoxicky efekt. ECso jsou nicméné ve srovnani s jinymi latkami spiSe vyssi.>> BCX4430 (10)
mé kromé nukleobize modifikovanou i cukernou ¢ast, kterd je azocukrem. Aktivni je proti
komary i klistaty pfenaSenym nemocem, byt ECso v fadu jednotek milimold na litr bylo
zaznamenano jen pro WNV a TBEV. Cytotoxicita je opét jen nizka. In vitro testy nasvédcuji
tomu, Ze neni zabudovavan do DNA ani RNA savci.’®37 Favipiravir (11) je inhibitorem
replikace mnoha RNA vird. Nejvice se osvédcil u viru chiipky, kdy pro riznym kmenim ma
submikromolarni aZ mikromolarni ECso. Bylo uspésné dokonceno jiz nékolik klinickych studii
faze 2 a 3. Kromé viru chiipky inhibuje replikaci také u arenavirQ, bunyavird, flavivirQ, alfavird,
picornavirli a norovirl. V piipadé flavivirt jsou vSak ECso nesrovnatelné vyssi oproti ostatnim

uvedenym inhibitortim. 3
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Obrdzek 8 - Derivadty nukleosidii s pozménénou bazi —(7) 7-deaza-2’-C-methyladenosin (7-deaza-2 -
CMA), (8) 7-deaza-2’-C-acetylyladenosin (NITD-008), (9) 5-aza-7-deazaguanosin (ZX-2401), (10) 9-
deaza-azaadenosin  (Immucilin-A, BCX4430), (11) 5-fluoro-2-hydroxypyrazine-3-carboxamide
(Favipiravir, T-705)

3.3 Hematoencefalicka bariéra a preprava lé¢iv do mozku

3.3.1 Stavba a funkce hematoencefalické bariéry

Mozek je, jakoZto patrné nejcitlivéjsi organ lidského téla, chranén pted vniknutim potencialné
toxickych latek hematoencefalickou bariérou (blood-brain barrier, BBB). Ta ovSem nejen
chrani mozek ptfed endogennimi i exogennimi toxiny, ale je také piekazkou pii vstupu 1€civ do
mozku a vyzkum metod jejiho ptekonani je tak v soucasné dobé kliCovy pro rozvoj terapii
cilicich na centralni nervovou soustavu (CNS).? Na nasledujicich stranach bude popsana
struktura BBB a moznosti jejiho ptekonani. Jedné z moznosti, vyuziti proléciv, bude vénovana

samostatna kapitola.

V oblasti CNS je mozno rozlisit vice riznych bariér odd¢lujicich mozek a michu od zbytku
téla. Z hlediska vyzivy ale i transportu 1éCiv je ale nejvyznamnéjsi ta, kterou tvoii bunky
endotelu vlasecnic zasobujicich CNS. DalSimi bariérami jsou ta oddé€lujici krev od
cerebrospinalni tekutiny (tvofena epitelidlnimi buikami choroidniho plexu) a pavoucnice, ktera
oddéluje extracelularni tekutiny CNS od téch ve zbytku téla. Zatimco nékteré latky se do mozku

dostavaji vlastné jen pfes choroidni plexus, pavoucnice neni pro transport do CNS vyznamna.
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V piipadé vsech téchto bariér dochazi ke kombinaci bariér fyzickych (tvoieny tésnymi spoji),
transportnich (pfitomnost specifickych pfenasecti v membranach endothelu) a metabolickych

(pfeména latek prochazejicich skrz membrany).4°

Bariéru pro makromolekuly, vétSinu polarnich a nabitych latek tvofi tésna spojeni mezi
buitkami endotelu v CNS (Obrazek 9)73. Stejné tak jsou klicové i pro funkci obou dal$ich
zminénych bariér. PfedevSim brani paracelularni cesté vstupu do cerebrospinalniho prostoru.
Daéle diky nim vykazuje BBB pozoruhodny elektricky odpor, ktery vysvétluje velmi omezeny
pohyb iontl. Tésna spojeni jsou tvoifena komplexy proteinti zasahujicimi do mezibunécného
prostoru (occludiny a claudiny) a dale spojovymi adhezivnimi molekulami. Occludiny i
claudiny jsou spojeny s proteiny v cytoplasmé majicimi zpeviujici a regulacni funkci. Témito
proteiny jsou ZO-1 az ZO-3 a cingulin, které zprostfedkovavaji napojeni na cytoskelet.
Vyznamna neni jen mira exprese claudint a occludint, ale také jejich uspofadani a interakce.
Tésna spojeni jsou velmi citlivd na intraceluldrni i extracelularni regulacni faktory a jeji
vlastnosti se mohou ménit doslova z minuty na minutu. Napiiklad koncentrace vapenatych
iontll uvniti i vné buniky ovliviiuje, nakolik pfedstavuji t€sné spojeni piekazku pohybu latek.

Pro vznik t&snych spojeni je také nutna pritomnost jiného typu spoji, a to adhezivnich.*°

£ S Tésna
-_"_I 1 - Spﬂjeni
ﬂ 5 Aktin
Cadherine Adhezivni
! MNectine . ’
—% _ PECAM spojeni

Obrdazek 9 - Schematické znazornéni spojeni mezi buiikami endothelu s vyznacenim proteinii
podilejicich se na jeho stavbe.

Bunky endotelu jsou v CNS asociovany s dalSimi bunécnymi typy, plnicimi rizné tlohy
(Obrazek 10)™. Pericity vytvafeji na povrchu kapilar nesouvislou vrstvu. Jsou to bunky

prezentujici antigeny a také patrné maji kontraktilni schopnosti, a tedy mohou regulovat pratok
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krve. Astrocyty, patiici do skupiny gliovych bunék, se svymi vybézky dotykaji stén kapilar a
vytvari souvislou vrstvu na jejich povrchu. Jejich tlohou je regulace a indukce tvorby spojt a
exprese prenae¢tl na spravné strané endotelu (luminarni nebo abluminarni). Ctvrtym typem
bunék, které maji souvislost s BBB jsou neurony. Konkrétné se jedna o jejich vybézky

zajist'ujici pfimou inervaci kapilar.*!

Tésné spojeni

Pericyt

Nervové Erytrocyt

zakonceni
Vybézek astrocytu

Obrazek 10 - Pricny rez hematoencefalickou bariérou s vyznacenim bunécnych typii podilejicich se na
Jjeji tvorbe

3.3.2 Zakladni faktory vyznamné pro schopnost latek vstoupit do centralni
nervové soustavy
Vyse zminéna tésnd spojeni zamezuji prostupu latek mezi buiikami a vét§ina organickych latek,

vcetné 1éCiv, proto musi na cesté do CNS projit vrstvou bunék a prekonat tak nékolik bunéénych

membran. To se d&je n¢kolika mechanismy, které jsou shrnuty na Obrazek 11.
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Obrazek 11 - Transportni mechanismy vyuzivané v bunkach hematoencefalické bariéry
Jelikoz je pasivni vstup mnoha polarnich latek potiebnych jako vyziva pro mozek pfinejmensim
velmi omezen BBB, jsou na buiikach endotelu exprimovany specifické pienasece zasobujici
CNS Zivinami. Jsou to prenaSece naptiklad pro glukdzu, aminokyseliny, cholin, purinové baze
a nukleosidy. Tyto musi byt pfitomny vZdy na luminarni i abluminérni (tedy vnitini, v kontaktu
s krvi, 1 vné€jsi) stran¢ vlasecnic. Kromé pienasecii zivin jsou v membranach endotelidlnich
bun€k pfitomny 1 receptory fizené transportéry napiiklad pro inzulin, transferin, inzulinu

podobné ristové faktory nebo acylovany LDL. 4!

ProtoZze BBB je tvofena pievazné¢ dvojvrstvou lipidickych molekul oddé€lujicich 2 vodna
prostiedi, je logické, ze prichod pies membrany pomoci pasivni difuze je mnohem snazsi pro
lipofilni molekuly. ZvySovani lipofilniho charakteru latek je proto jedna ze zakladnich strategii
pro zlepSeni prostupnosti latek pfes BBB. Mira lipofilniho charakteru se zpravidla vyjadiuje
jako rozdélovaci koeficient oktanol-voda, oznacovany také jako Pok: (respektive jako jeho

dekadicky logaritmus log Pok).*?
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Krome¢ lipofilniho charakteru hraje pii pasivnim prostupu do mozku roli fada dalSich parametrii
molekuly, jednim z téch zasadnich ale zfejme je molekulova hmotnost. Obecné se predpoklada,
ze aby molekuly mohly samovolné€ vstupovat do mozku, méla by jejich relativni molekulova
hmotnost byt niz§i nez 500. Tento ptfedpoklad vychazi jak z,Lipinského pravidla péti®,
puvodné zavedeného pro absorpci latek z gastrointestinalniho traktu. Jelikoz se ale testy
zkoumajici zavislost mezi molekulovou hmotnosti a permeabilitou skrze membrany provadély

na latkach znaéné& hydrofilnich, je slozité odlisit vlivy molekulové hmotnosti a polarity.*?
3.3.3 Metody prekonani hematoencefalické bariéry

3.3.3.1 Chemicky pristup k vylepSeni dostupnosti latek v mozku

Samovolné mohou BBB prochazet pouze malé lipofilni molekuly. Praveé ke zvyseni lipofilniho
charakteru smétfuje vétSina chemickych uprav latek. Zpravidla se jednd o modifikace
hydrofilnich skupin, které molekula obsahuje, pficemz skupiny, které byly k maskovani
pouzity, jsou odstranény v butikach za uvolnéni aktivni latky. Maskovani polarnich skupin vede
nejen ke snizeni hydrofilnosti molekuly, ale také k upravé farmakokinetickych vlastnosti. Tyto
upravené¢ molekuly je mozno zafadit mezi proléciva, tedy latky, ze kterych jsou aktivni
molekuly uvolnény az enzymatickou reakei in situ. Proléciva ale nemusi byt nutné lipofilné;si,
naopak mohou vzniknout i1 spojenim s polarni molekulou, ktera je ale aktivné transportovana
do cilovych bun&k.? Prolé¢iviim bude vénovana dalsi kapitola. Alternativnim piistupem je
uprava piimo aktivni molekuly zavedenim lipofilnich skupin. Takto byly naptiklad methylaci

upravovany latky ze skupiny barbiturati, které nasledné vykazovaly lepsi penetraci do mozku.>°

Lipidizace molekul ma ovSem i negativni dopady. Lipofilnéj$i molekuly snadné&ji prostupuji
vSemi membranami téla. Tim je ovlivnéna distribuce 1éCiva v plasmé a jeho koncentrace po
podani rychleji klesa. To miize vést 1 k tomu, Ze distribuce lipofilizované latky je horsi, nez té
puvodni. Lipofilnéjsi molekuly se také 1épe vazou na plasmatické proteiny coz znemoziuje
jejich difuzi do bunék. Navic zavadénim dalSich skupin do molekuly se zvySuje jeji molekulova

hmotnost, ktera je také vyznamnym faktorem pro prostupnost pies BBB.?*

3.3.3.2 Biologické systémy prepravy pres hematoencefalickou bariéru

Existuji rizné biologické mechanismy, kterymi mohou latky pfekonavat hematoencefalickou

bariéru. Nékteré z nich je mozno vyuzit pro aktivni pfenos 1é¢iv do mozku

Adsorpci zprostfedkovand transcytdza je mechanismus, ktery umoziuje vstup do bunky

kationizovanym proteinlim, jako je tfeba albumin nebo protilatky s upravenym isoelektrickym
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bodem. Tyto proteiny jsou transcytovany diky interakci se zadpornymi naboji na BBB. Pokud je
na albumin pfipojen latka, jez béZzn¢ neprochéazi skrz BBB, je pomoci albuminu vnesena do
mozku. Protilatky jsou vyuzivdny na zobrazovani pii nemocech jako jsou nadory,

Alzheimerova choroba nebo mrtvice.3?

PtenaSecem zprostiedkovany pifenos je mozno vyuzit u latek modifikovanych tak, aby
napodobovaly Ziviny a mohly vyuzit specifické prenasece. Jako piiklad muze byt uvedena
transformace dopaminu na aminokyselinu levodopa, kterd je transportovana pienasecem pro
velké neutralni aminokyseliny. Tento princip je vyuzivan pro dopraveni dopaminu do mozku
pii 1é¢bé Parkinsonovy choroby. Dalsim piikladem mohou byt produkty konjugaci 1é¢iv

s glukozou, galaktozou nebo aminokyselinami.*3

3.3.3.3 Rozruseni hematoencefalické bariéry

RozruSenim tésnych spoji mezi buitkami endotelu miZe usnadnit vstup lé¢iv do CNS
paracelularni cestou. Jiny zpiisob naruseni BBB vede k otevieni transcelularni cesty ptes buiiky
endothelu. At uz je cilem usnadnéni vstupu kterakoli z téchto cest, je zasadni, aby naruSeni
BBB bylo jen docCasné. Vyznamny je také rozsah, protoze nekontrolovany vstup latek

obsazenych v plazmé& do CNS miize zplsobit i trvalé poskozeni mozku.*®

Naruseni BBB mitiZze byt dosazeno vice cestami. Jednou z nich je hyperosmoticky Sok. Ten se
vyvolava infuzi roztoku manitolu do krkavice. Byl schvélen pro pouzivani na pacientech a
vyuziva se pfedevsim pii podavani protirakovinnych latek. Pfi jeho pouZivani je ale nutné
postupovat se znacnou opatrnosti, jelikoz pokusy na hlodavcich ukazaly, Ze v mistech naruseni

BBB dochazi se strukturalnimu poskozeni mozku.**

Relativné novou metodou je vyuZiti systémového podani alkylglycerolt. Pti jejich podani byl
pozorovan narust permeability pro rtizné cytostatické a antibakterialni latky. Jejich plisobenim
dochézi k docasnému naruseni té€snych spojl, pficemz tento efekt je nejspis zprosttedkovan

receptory.’’

3.3.3.4 Transkranialni podavani léCiv

Transkranidlni podavani 1é¢iv spociva v neurochirurgickém zavedeni latky pfimo na misto
pusobeni. Obecnym problém téchto metod je to, Ze k Sifeni latky mozkem od mista aplikace
dochazi pouze v dusledku difuze. To v praxi znamend, Ze dochazi kasi 90% poklesu
koncentrace na vzdéalenosti pouhého 0,5 mm. K ptisobeni tim padem dochézi takika jen ve tkani

v pfimém kontaktu s mistem podani.** Metody transkranidlniho podani lze rozdélit do ti
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kategorii: intracerebralni implantat, intracerebroventrikularni infuze a konvekci podpotena

difuze. Posledné jmenovany pfistup do jisté miry ptekonava problém s pomalou difuzi.

Intracerebralni implantaty mohou mit riznou podobu. Muze se jednat o predméty
z biodegradabilniho polymeru uvolnujici 1é¢iva majici podobu tyc¢inek, platkt ¢i mikrokulicek.
Jsou pouzivany i v praxi na postupné uvoliiovani chemoterapeutik v tumorech. Jinou moznosti
je zavedeni polymernich mikrokulicek, upravenych tak, aby nebyly rychle eliminovany, pfimo

39

do tumort.”” Intracerebroventrikularni infuze spociva v zavedeni roztoku latky do

wrve

vyuziti konvekei podpotené difuze je do pacientova mozku zaveden katetr pfipojeny na pumpu
zajistujici pohyb tekutiny v CNS. Podpofenim difuze skutecné dochdzi k lepsi penetraci,

nicméné i k vyvoji imunitni reakce a posSkozeni mozku v blizkosti katetru.*

3.3.3.5 Molekulovi trojsti koné

V ptipad€ molekul, které nemohou byt upraveny zvysenim lipofilniho charakteru a nebo jsou
prilis velké na to, aby samovolné prochazely BBB, je nékdy mozné vyuzit konjugace této latky
s jinou, ktera se vaze na specificky ptenasec. Jako trojsky kun, kterym je latka propaSovana
dovnitf mohou slouZit endogenni ligandy a peptidomimetické jednoklonné protilatky. I v tomto
piipadé se de facto jedna o proléciva, jejichZ detailni popis a pouZiti budou rozvedeny v dalsi

kapitole.*
3.4 Proléciva

3.4.1 Charakteristika

Proléciva jsou dle IUPAC definovéna jako ,,Latky podstupujici biotransfomaci pred tim, néz
vykazuji farmakologicky efekt“.*> Jedna se tedy o derivaty 1é¢iv, ze kterych se po enzymatické
nebo chemické transformaci in vivo uvoliiuje rodi€ovska latka, kterd pak mize vykazat kyzeny
ucinek. Cilem pfipravy proléciv je vylepSeni fyzikalné-chemickych, biofarmaceutickych nebo
farmakokinetickych vlastnosti rodicovské latky. Ptiklady problémi 1éciv, které mohou byt
potencialn¢ piekonany piipravou proléciv, jsou Spatna rozpustnost ve vodé, nedostatecna
absorpce pii perordlnim podani, chemickd nestabilita, rychld presystémova eliminace,
nedostatecna prostupnost do cilovych tkdni (v€etné mozku a CNS) nebo toxicita. Déle je mozno

dosahnout akumulace latky v konkrétnich organech.
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Vétsina proléciv jsou jednoduché derivaty, vyzadujici maximalné dvé enzymatické reakce pro
uvolnéni 1é¢iva. Zvlastni skupinou proleciv jsou ta, kterd vznikla spojenim dvou aktivnich latek
a slouzi si navzajem jako pro-skupina. Tato jsou oznacovana jako ko-l1éCiva. Bioprekurzorova
1é¢iva také naplnuji definici, jelikoz v téle dochazi k jejich enzymatické aktivaci, neobsahuji

ale maskovaci ani zaméfovaci skupiny.?’

Z ptipravy proléciv se stal jiz standardni postup optimalizace vlastnosti 1€¢iv. Dle informaci
z roku 2004 bylo asi 5-7 % schvalenych 1é€iv na svété prolécivy. Rostouci vyznam proléciv

dale ukazuje, Ze v letech 2001 a 2002 bylo pfiblizné 15 % nové schvélenych latek prolécivy.*
3.4.2 Funkéni skupiny vyuZivané pri syntéze proléciv

Nejbéznéjsi skupinou proléciv jsou estery aktivnich latek, kdy ptiblizné 50 % schvélenych
proléciv jsou estery. Estery se vyuzivaji na maskovani hydroxyll, thioli a karboxylovych
kyselin. V téle probiha jejich aktivace esterazami nachazejicimi se v jatrech, krvi i ostatnich
tkanich. Estery vSak maji i své nevyhody, pfi¢emz nejvyznamnéjsi jsou rozdilné aktivity
riznych esterdz v lidském téle a v zivociSich pouzivanych na preklinické testovani. Je tedy

obtizné odhadovat farmakokinetické vlastnosti v lidech.?®

o .

Obrazek 12 - Priklady esterovych proléciv (12) oseltamivir a (13) famciclovir. Proskupiny jsou
vyznaceny cervene.

Estery kyseliny fosfore¢né jsou vyuzivany pro upravu hydroxy- a amino- skupin. Cilem je
zvyseni polarity rodicovské slouceniny, a tim 1 jeji rozpustnosti ve vodé, coz je vhodné jak pro
peroralni, tak pro parenteralni podavani. Fosfaty jsou obvykle chemicky stabilni a zaroven se
snadno metabolizuji do aktivni podoby. Oproti esterdzam karboxylovych kyselin navic
fosfatazy vykazuji stejné aktivity u lidi i pokusnych zvifat. Pfipadnym problémem pfi jejich
vyuzivani muze byt dosazeni takové polarity molekuly, ze dojde ke snizeni prostupnosti skrze

membrany, a tedy i sniZeni dostupnosti latky v t&le.?

31



Cl\/\N

Cl

14 15
Obrazek 13 - Priklady esteru kyseliny fosforecné s lecivy vyuzivanych jako proléciva (14) estramucin
fosfat (cytostatikum), (15) miproxifen fosfat. Proskupiny jsou vyznaceny cCervene.
Karbonaty a karbamaty jsou vyuzivany pro upravu stejnych skupin, jako estery. Jejich stabilita
je vyssi nez u esteril, ale zdroven niz$i nez stabilita amidi. Amidy jsou sice vyuzivany pro
karboxylové kyseliny a aminy, ovSem jen vzdcng, kvili znacné stabilit€ in vivo. Jsou

hydrolyzovany karboxylesterazami, peptidasami a proteazami.?

O O/
o %
HO »\O O»\( 0 _
N + Cl
4 N ”)K/NH;%
_0 H

O

16 17

Obrazek 14 - Priklady proléciv vyuzivajicich karbamaty a amidy: (16) ibobutanoyloxy-ethoxy
karbamat gabapentinu (syndrom neklidnych nohou), (17) midodrin (nizky krevni tlak). Proskupiny
Jsou vyznaceny cervene.

3.4.3 Priklady schvalenych proléciv

ZvySovani lipofilnosti molekul je nejobvyklejsSim piistupem pii piipravé proléciv a to
predevsim kvili prostupnosti membranami a lepsi absorpci pii ordlnim podani. Piikladem
tohoto typu proléciva muize byt pivampicillin, coz je pivaloylmethyl ester B-laktamového
antibiotika ampicillinu. Zaroven se jedna o latku, pti jejiz aktivaci je potieba 2 hydrolyz esteru,

kdy prvni je enzymaticka a druha spontanni.?’
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Obrazek 15 — (18) Pivampicilin. Proskupina je vyznacena cervené.
Naprosta vétSina nukleosidovych antivirotik je polarni, a tedy méd jen malou biologickou
dostupnost pfi oralnim podani. Jako ukézkové ptiklady mohou byt zminény proléciva odvozena
od adefoviru a tenofoviru. Samotné aktivni latky nejsou v dusledku pfitomnosti skupiny
fosfonové kyseliny témét viibec absorbovany pii ordlnim uziti. V soucasné dob& pouzivana
prolé¢iva tenofovir disoproxil a adefovir dipivoxyl jsou jak dobie absorbovana, tak i

tolerovana.?’
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Obrazek 16 - Proléciva antivirotik se zvysenym lipofilnim charakterem (19) adefovir dipivoxyl a (20)
tenofovir disoproxyl. Proskupiny jsou vyznaceny cervené.

Rozvoj molekularni biologie umoznil identifikaci pfenaSecii Zivin a pochopeni jejich funkei.
Proléciva vyuzivajici tyto pfenaSeCe obsahuji strukturni motivy umoziujici jejich rozeznani a
ptenos naptiklad pfes membrany bunék stievniho epitelu. Kviili své vysoké kapacité pienosu a
roz$ifeni v tenkém stfeveé jsou Castym cilem pienasece peptidl. Tato strategie byla vyuZita pfi
ptipravé proléciv z acycloviru a gancicloviru. Ty jsou dostupné ve formé svych esterd s L-

valinem a jsou pienaseny pfenasedi di- a tripeptid.’
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Obrazek 17 - Estery L-valinu slouzici jako proléciva (21) Valacyclovir a (22) Valganciclovir. Cervené

Jjsou oznaceny proskupiny.

3.4.4 Proléciva dopravujici latky do centralni nervové soustavy

Zacileni latky selektivné na misto v téle, kde ma vykazovat Gcinek, je nejzazsim cilem a také
patrn€ nejzajimavéjsSi moznosti, kterou proléciva nabizi. Nejvétsi vyzvu pro cileni 1éCiv
ptedstavuje CNS chranéna hematoencefalickou bariérou. Pochopeni mechanismi, kterd
zajistuji prepravu pres BBB a vyzkum metabolickych odlisnosti CNS ale také umoziuji téchto

zvlastnost vyuzit pro zvysenou akumulaci v CNS ve srovnani s ostatnimi tkdnémi.

3.4.4.1 Latky s cilem v centralni nervové soustavé vyuzivajici pouze zvvsené lipofility

Prestoze lipofilita latek je vyznamnym faktorem pro jejich vstup do CNS, lipofilni charakter
zpravidla neni dostacujici pro dosaZeni selektivniho pisobeni latky v CNS. Existuje jen malo
pripadd, kdy doslo k vyznamnému zlepSeni v terapeutickych ucincich jen diky maskovani
polarnich skupin. Patrné nejznaméj$im a i nejvyznamnéjsim je prolécivo morfinu heroin.*3

Heroin diky acetylaci prostupuje membranami priblizné stokrat rychleji nez morfin. 47

23

Obrazek 18 — Prolécivo morfinu (23) heroin
Naopak existuje mnoho piipadi latek, kdy zvySeni nevedlo ke zlepSeni ti¢innosti 1é€iv. Jednim
pfikladem miZze byt chlorambucil, protinddorové alkylaéni ¢inidlo, jehoZz nejriznéjSimi
esterifikacemi bylo sice dosaZeno lepsi prostupnosti pfes BBB, ale ne lepsich G¢inkd.** Bohuzel

existuje jen malo latek, u kterych je pouze tento ptistup vhodny, naptiklad proto, Ze je tak
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vytvoren substrat pro efluxni systémy BBB. Cast&ji jsou proto nyni vyuZivany modern&jsi

systémy, vychazejici ze zakladi proléliv, ale nabizejici selektivnéj$i akumulaci latek v CNS. 43

3.4.4.2 Redoxni chemické prepravni systémy

Pojem chemické ptepravni systémy (CDS) byl vytvoren, aby bylo mozno odlisit nové vznikly
pristup, kdy latka musi podstoupit nékolik enzymatickych krokti, nez dojde k uvolnéni aktivni
molekuly, od klasickych proléciv.*’ V soucasné dobé je ale u sofistikovanych proléciv bézna

aktivace v nékolika krocich. 43

Redoxni CDS kombinuji zvySeni lipofility podavané latky, jeji enzymatické premény
v bunikdch a vyuziti nepropustnosti CNS pro nabité molekuly. Nejstudovanéjsi skupinou
vyuzivanou pro zaméteni do CNS je 1,4-dihydro-N-methylnikotinova kyselina, ozna¢ovana
také jako dihydrotrigonellin. Latky upravené pomoci této skupiny se snadno dostavaji do bunék,
a to véetné prichodu do CNS. Ve vSech bunikach je nasledné dihydrotrigonelinat oxidovéan na
trigonelinat, obsahujici kvarterni dusik. Tim se z lipofilni latky stane sloucenina s pozitivnhim
nabojem. Ta je nejen sndze eliminovana z ostatnich tkani a systémového ob¢hu, ale predevsim
je zachycena uvnitt CNS, jelikoz v nabitém stavu nemuze projit pfes BBB. Naslednou
hydrolyzou trigonelindtu je dosaZzeno uvolnéni aktivni latky selektivné v mozku. Samotn4 cilici
skupina uZ je substratem pro aktivni pienos pies BBB ven v CNS. ZlepSené distribuce diky

vyuziti tohoto systému bylo dosazen naptiklad u zidovudinu, gancicloviru nebo estradiolu. 43

24 25

Obrazek 19 - Proléciva vyiZivajici redoxniho chemického systému odvozend od (24) estradiolu, (25)
zidovudinu
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Obrazek 20 - llustrace mechanismu akumulace léciva v mozku vyuzitim redoxniho systému na prikladu
systemu 1,4-dihydrogentrigonellin / trigonellin

Vlastnosti dihydrotrigonelinu komplikujici jeho vyuziti je snadné oxidace vzdusnym kyslikem
i kyslikem v roztoku. Alternativni feSeni vyhybajici se problémtim se spontani oxidaci zahrnuje
naopak ziskani kladného néboje redukci. Toto feSeni vyuZziva derivatl thiamin disulfidu, ktery
je in vivo metabolizovan na thiamin, obsahujici ve své struktufe thiazolium nesouci kladny

naboj. Tento postup byl testovan napiiklad pro zacileni L-dopa. >°

NH,
NH; Redukce Hydrolyza + /g/\/
O. N = NN
N™™ N™™ Lecwo \ | |
)\ _ g OH
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Obrazek 21 - Mechanismus ziskani naboje redukci v redoxnich systémech vyuzivajicich systému thiamin

disulfid / thiazolium

3.4.4.3 Vyuziti prenaseli zprostiredkovaného prenosu

V CNS se vyskytuje velké mnozstvi pienaSect pro ziviny a vitaminy. Jelikoz molekuly
mnohych [éCiv svou strukturou pfipomind pfirozené substraty téchto pienaseci, je
pochopitelné, Ze se na jejich presunu do CNS podileji i ony.>! Modifikace samotnych molekul

1é¢iv tak, aby se podobaly pfirozenym substratim a zaroven si zachovaly ucinnost, se ale
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ukazuje velmi naro¢na. Dalsi moznosti je tedy piiprava proléCiv. Jednou z variant je uprava
molekuly tak, aby byla substratem pro pienase¢ a zarovenn byla v builkkich enzymaticky
transformovéana zpét na aktivni latku. Jinym ptistupem k ptipravé proléciva je konjugace
aktivni molekuly s endogennim substratem pienaseée.*’ Z pfenaSe¢t vyskytujicich se v BBB
byly intenzivnéji zkoumany tfi. Jsou to GLUTI1 pro hexdézy, LAT1 pro velké neutralni

aminokyseliny a SVCT?2 pro kyselinu askorbovou. 32

GLUTI patii do skupiny pienasect glukoézy nezavislych na koncentraci sodiku a zajist'uje asi
z asi 90 % zasobeni mozku glukodzou.> Ze viech transportéri zajist'ujicich zasobeni mozku ma
nejvetsi kapacitu, a tak je velmi atraktivni pro pienos proléciv.** Nejvyssi afinitu ma GLUTI,
pusobici jako prenasec i jinych hexoz, k D-glukéze. Konjugace s D-gluk6zou se ukazala byt
efektivnim pfistupem pro zlepSeni pfijimani 1é¢iv do mozku. Usp&ny tento pfistup byl
napiiklad u 7-chlorokynurenové kyseliny (potencialni antidepresivum) nebo dopaminu.™?
Ptipravé proléciv dopaminu spojenim dopaminu nebo L-dopy s glukdézou nebo galaktézou
pomoci kyseliny jantarové byla vénovana prace od Bonina et al., podle které takto pfipravena

proléc¢iva byla u¢inné&jsi nez L-dopa, ktera je bézné vyuzivana v praxi.>*

0
o O._.OH
WOH N o :
X NH - .,
HO' ‘OH
OH HO
Cl

26 27

HO

HO

Obrazek 22 - Proléciva vytvorend konjugacit s glukozou, kde rodicovska latka je (26) dopamin, (27) 7-
chlorokynureinova kyselina. Proskupiny jsou vyznaceny Cervene.

LATI je pfenaSecem pro velké neutrdlni aminokyseliny, jehoz substraitem mohou byt diky
nizké specifit¢ mnohé aminokyseliny a jejich analogy. Obecnymi poZzadavky na substrat jsou
neutralni nadboj a ptitomnost delSiho hydrofobniho fetézce nebo aromatického jadra. Vyhodné
také je, ze na rozdil od glukdzy, by piipadné docasné naruseni pfisunu aminokyselin do mozku
v disledku inhibice transportu proléCivy nevedlo k jeho poSkozeni. Jedinym klinicky
pouzivanym prolécivem vyuZivajicim primarmné LATI1 je L-dopa, ktera podstupuje
enzymatickou dekarboxylaci na dopamin. Dal$imi ptiklady proléciv vyuzivajicich LATI jsou
L-4-chlorokynurein, ktery miZe byt in vivo transamindzou transformovan na 7-
chlorokynurenovou kyselinu, nebo alkyla¢ni chemoterapeutikum melphelan, které je derivatem

fenylalaninu. Jinou moznosti je konjugace léCiva s pfirozenym substratem. Naptiklad
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tyrosinem, ktery ma fenolicky hydroxyl vhodny pro piipravu esterii. Takto bylo pfipraveno
prolécivo naptiklad od nipekotové kyseliny, které je na rozdil od samotné kyseliny pfijimano

do mozku a je G¢inné pii feSeni epileptickych zachvati.>?

HO HoN OH HO HoN
HO o} HO
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0]
29a 29b
O
o) OH Cl HoN OH
NH, —\ /
o Cl N O
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Obrazek 23 - Latky vyuzivajici transport LAT1: (28a) L-dopa je na rozdil od (28b) dopaminu
prenasena LATI, totéz plati pro (29a) 4-chlorokynurein a (29b) 7-chlorokynureinovou kyselinu, (30)
prolécivo nipekotové kyseliny vzniklé konjugaci s tyrosinem (cervené) a (31) melphalan

3.4.4.4 Skopin jako skupina pro pripravu proléciv cilicich na CNS

Na zéklad¢ predchozi studie pii niz byl pozorovan vyrazné lepsi piijem latek do mozku u latek,
které byly upraveny zavedenim N,N-dimethylamino skupiny byla zkouména skupina
cyklickych tercidrnich amini a vliv jejich konjugace s 1é¢ivy majicimi problém s pfekonanim
BBB. Jednalo se o N-methylpiperidinol, quinuclidinol, tropanol (oznacovany také jako tropin)
a skopin. VSechna pfipravena proléciva vykazovala lepsi piijem do mozku, pficemz nejlepsi
byl v piipadé derivati skopinu (blizsi informace o efektivité nebyly publikovany).> V dalsich
testech provadénych s prolécivem vzniklym esterifikaci skopinu a chlorambucilu, alkyla¢niho
¢inidla s protinddorovym ucinkem pouzivanym v klinické praxi, které vSak vykazuje
zanedbatelnou prostupnost pfes BBB, bylo dosazeno vyrazného zlepSeni v pfepravé
chlorambucilu do mozku. Podstatné je, Ze skopin vykazuje jen nizkou miru toxicity. Zajimavé
je, ze nejvetsi relativni narist koncentrace byl ze vSech sledovanych tkani pozorovan pravé u
mozku. Zkoumanim moznych zptsobti inhibice vstupu proléc¢iva do CNS, coz mélo za cil

ozfejmit mechanismus akumulace, bylo zjiSténo, ze skopin je sice nejspis aktivné piijiman,
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ovSem zadnym z bézné testovanych pienasec. Roli v akumulaci mtze hrat také to, ze
aminoskupina tropinu je ve fyziologickych podminkéch kladn¢ nabitd a interaguje tedy
s negativnim nabojem na povrchu BBB. Nizsi pH v buiikdch mozku krvi mize navic indukovat
terciarniho aminu a tim jeho zablokovani v CNS. Skopin je tedy velmi zajimavou skupinou pro

zacileni CNS. >
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Obrazek 24- Terciarni aminy vykazujici schopnost zacileni léciv do mozku:(32) N-methylpiperidinol,
(33) quinuclidinol, (34) tropin, (35) skopin, (36) prolécivo vzniklé konjugaci chlorambucilu se
skopinem
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4 Diskuze a vysledky

4.1 Priprava 2’-C- methyladenosinu

Syntéza 2'-C-methyladenosinu (1) byla provedena podle lehce modifikovanych publikovanych
postupti. Sled syntetickych kroki je patrny ze Schéma 1 - Postup syntézy 2'-C-
methyladenosinu. Jako vychozi sloucenina byl pouzit ribonolakton 37 ktery, prestoze komercné
dostupny, byl zekonomickych divodl pfipraven v nékolikamolarnim mnozstvi v nasi
laboratofi z D-glukdzy pies Amadoriho ketdzu podle zndmého postupu’® a jeho piiprava zde
tedy nebude diskutovana. Sloucenina 37 byla ochranéna v polohach 3 a 5 reakei
s toluoylchloridem. Niz§i vytéZzky ve srovnani s literaturnimi postupy’’ (okolo 60 %) byly
zpusobeny pravdépodobné nizsi kvalitou vstupni suroviny. Keto skupina v poloze 1 byla
nasledné zredukovéna reakei ketocukru 38 s bis(2-methoxyethoxy)aluminiumhydridem (Red-
Al®), ¢imz byl ziskan laktol 39. Tato redukce byla provadéna pii nizké teploté s ekvimolarnim
mnozstvim redukéniho Ccinidla a byla zastavena pfi netplné konverzi kvili moznosti
preredukovani. Vytézky tohoto kroku byly v rozmezi 43—64 % a vzdy byla ziskana zpét i1 Cast
vychozi latky (18 — 37 %). Volné hydroxyskupiny 39 byly nasledné nésledné benzoylovany
benzoylchloridem v DCM.>” Nukleosid 41 byl pfipraven Vorbriiggenovou reakci slouéeniny 40
s 6-benzoyladeninem, pfipravenym v nasi laboratofi v multimolarnim mnozstvi podle znamého
postupu,®® a finalni odstranéni chranicich skupin bylo provedeno =zahtatim v 10M

methanolickém amoniaku.>®

_> TolO TolO _ 9 Tolo
A(I A(f 2. ALE ! ALE

Tol0'  OH 0. © Tol0° OBz
37 38 39 40
_Bz
HN NH,
N \N N \N
¢ | ¢ |
0) N N/) (0] N /)
d) e) N
5 TolO —~ s HO
Tolo© OBz HO  ©OH
4 1

Schéma 1 - Postup syntézy 2'-C-methyladenosinu a)TolCl, DCM/pyridin 4:1, -20 °C, 2h,55-67 % b)
Red-A ©,toluen, -15-0 °C, 3h, 43-64 %, c¢) BzCl, DMAP, TEA, DCM, 25 °C, 2 h, 43-56 % d) BSA, TMS-
OTYf, acetonitril, reflux, 5 h, 70-80 %, e) 10M NH3 v methanolu, 60°C, 20 h, 65-75 %
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4.2 Zavadéni chranicich skupin na nukleosid

Jelikoz cilem prace byla syntéza proléciv 2'-CMA modifikovanych v poloze 3" nebo 5°, bylo
nutné ochranit nékteré ze skupin nukleosidu, aby bylo dosazeno potiebné selektivity (Schéma

2).

RozliSeni hydroxyskupin v polohdch 3" a 5" bylo dosazeno pouzitim ferc-butyldimethylsilyl
etheru (TBDMS). Bud’ byl selektivné ochranén pouze hydroxyl 5” (2 ekvivalenty TBDMSCI,
teplota 0 °C) nebo byly nejdiive ochranény hydroxyskupiny ob¢ a nasledné byl silylether
v poloze 5" oditépen v kyselém prostiedi.®® Druhy zmifiovany postup se ukazal byt obtizng
zastavitelny pfesné na desilylaci pouze jedné skupiny a proto byl vzdy ze smési po reakci

s trifluorooctovou kyselinou izolovan také vychozi 2'-CMA.

Necekané obtizné se ukdzalo byt vhodné chranéni adeninové aminoskupiny, kdy pouzitd
skupina musela byt odstépitelna vedle esterovou vazbou pfipojeného funkéniho fetézce
proléciva. Jednou z moZnosti byl benzyloxykarbamat (Cbz), ktery je mozné odsStépovat
hydrogenolyticky, ovSem reakce volného 5'-TBDMS-2"-CMA s CbzCl vedla misto k cilové
latce ke vzniku latky 44, s cyklickym karbonatem mezi 2" a 3" hydroxyly. /n situ chranéni téchto
hydroxyskupin pomoci chlorotrimethylsilanu, metoda bézné¢ pouzivand v chemii
adenosinovych derivati k napf. benzoylaci adeninu nevedla ke kyZenému produktu, ktery
v reakci vibec nevznikal. Ani pokus o Vorbriiggenovu reakci s Cbz-chranénym adeninem
nevedl k cilovému chranénému nukleosidu a pouziti tohoto karbamatového chranéni bylo

opusténo.
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Schéma 2 - Zavdadeni chranicich skupin na 2°-C-methyladenosin a) TBDMSCI (2 ekv.), imidazol,
pyridin, 0-25 °C, 16 h, 80 % b) TBDMSCI (4,4 ekv.), imidazol, DMF, 25 °C, 22 h, 51-71 % c) TFA,
voda + THF, 0-25 °C, 4 h, 76 % d) CbzCl,, H-methylimidazol, DCM, 0-25 °C, 3 dny e) 1) NaH, 0 °C,
45 min 2) CbzCl, 0-25 °C, 21 h, 54 % f) 40, BSA, TMS-OTY, acetonitril, reflux, 5 h

Pti hledani alternativnich zptsobli chranéni adeninové aminoskupiny bylo zji§téno, Ze lze
selektivné odstranit acylové chranéni z této aminoskupiny vedle acyli na hydroxyskupinach
cukerné Casti a to pouhym piehfatym methanolem (105-120°C) za zvySeného tlaku.®! Timto
zpiisobem by bylo mozné chranéni nukleobaze zcela vypustit a ptipadné vzniklé amidy na konci

reakéni sekvence jednoduse odstranit.

Vzhledem ke znacné spotiebé relativné tézko dostupného 2'-CMA bylo v této fazi vyzkumu
rozhodnuto testovat veSkeré postupy nejdiive na velmi snadno dostupném adenosinu, ktery se

reaktivitou a fyzikalnimi vlastnostmi od 2"-CMA pfili$ nelisi.

Jako nejlépe pouZzitelné feSeni se nakonec ukazalo bidentatni chranéni 2" a 3" hydroxyskupin
orthoesterem reakci s trimethyl orthoformiatem v DMF (Schéma 3 - Chranéni nukleosidil
pomoci trimethyl orthoformiatu), ktera byla provedena podle lezce modifikovaného literarniho

postupu.5?
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Schéma 3 - Chranéni nukleosidii pomoci trimethyl orthoformiatu a) (MeQO);CH, TsOH, DMF, 25 °C, 20
h, 74 % b) (MeQ)s;CH, TsOH, DMF, 25 °C, 2 h, 78 %

4.3 Priprava proléciv obsahujicich tropin jako cilici skupinu

Cilem této ¢asti prace bylo stanovit mozny zplisob syntézy proléciv nukleosidovych inhibitor
obsahujicich jako cilici skupinu skopin. Jelikoz by ale provadéni experimentti se skopinem bylo
velmi finanéné narocné, byl misto n&j pouzivan tropin u kterého predpoklddame obdobné
chemické chovani. Jako ¢lanek spojujici nuklesid a tropin byla zvolena kyselina jantarova. Tato
dikyselina umoznuje vytvorenim esteri na obou svych koncich vhodné propojit zadany

hydroxyl nukleosidu s tropinem.

Reakei tropinu s anhydridem kyseliny jantarové byla pfipravena latka 16, kterd ma tropin
ptipojen pouze na jednu karboxylovou skupinu. Prvotni snahy o reakci v DCM s ptidavkem
TEA ovSem vedly k reakéni smési, ktera sice obsahovala latku 49, ale také zna¢né mnozstvi
neidentifikovanych vedlejSich produkta. Latka 49 se ukazala byt neCekan¢ narocna na ¢isténi,
za coz je pravdépodobné z velké ¢asti odpovédny jeji zwitterionicky charakter, kdy se latka
chova rozdiln€ za riznych pH. Po okyseleni reakéni smési bylo provedeno n¢kolik pokusi o
krystalizaci, které sice nakonec vedly k izolaci produktu, ale v nedostate¢né Cistoté (cca 80 %).
Chromatografické ¢isténi této latky bylo realizovatelné pouze metodou HILIC (silikagel jako
staciondrni faze, gradient acetonitril-voda jako mobilni faze) s ptidavkem kyseliny nebo baze.
Nicméné ani latka ziskand chromatografii nevykazovala dostateCnou Cistotu. Jako feSeni se

ukazalo provést reakci za zvySené teploty bez pfidavku jakékoli baze (Schéma 4).
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Chromatografie byla provedena metodou HILIC s ptidavkem ¢pavku a bylo ziskdno 71 %
teoretického vytézku latky 49.
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49

Schéma 4 - Priprava proskupiny obsahujici tropin a) DCM, reflux, 16 h, 71 %

Jako prvni metoda vytvofeni esterové vazby mezi 49 a latkami 1 (v poloze 57) a 42 (v poloze
37) byla zvolena Steglichova esterifikace vyuzivajici ¢inidel pro coupling peptidii. Standartni
systém s vyuzitim rdznych karbodiimidi, TEA, HOBt a katalytickym mnozstvim DMAP
ovSem nevedl ke vzniku produkti (pribézna kontrola UPLC-MS). Pouziti DMF jako
rozpoustédla, které by vyfeSilo pfipadny problém s nerozpustnosti vychozich latek
nenapomohlo pribéhu reakce. Provedenim reakce v pyridinu bez HOBt bylo sice dosazeno
spotfebovani vychoziho nukleosidu a UPLC-MS analyza potvrdila ptitomnost produktu, ale pti
zpracovani reakce standardnimi postupy (odpateni pyridinu, HILIC s pfidavkem TEA nebo
mravenci kyseliny, chromatografie na reverzni fazi C-18 s acetatovym pufrem nebo bez) vzdy
doslo k pfevaznému rozpadu produktu na vychozi latky. Po celé fad€ netispésnych experimenti

byl postup vyuZzivajici Steglichovu esterifikaci definitivné zavrhnut.

Dalsi vyzkouSenou variantou (Schéma 5 - VyuZiti chloridu latky 49 pro ptfipravu adenosinu
s tropinovou proskupinou v poloze 5" bylo vyuziti chloridu 50 pfipraveného zahfivanim latky
49 v chloridu thionylu. Nepfili§ staly chlorid byl jen zbaven nadbytku SOCI> a thned pouzit
vreakci schrdnénym adenosinem 47. Navzdory ocekavani latka 50 nereagovala
s aminoskupinou nukleobdze a po rychlé chromatografii na silikagelu byl ziskan produkt 51.
Pro odstranéni orthoesterové chranici skupiny byl vyuzit methanolicky chlorovodik a finalni
produkt 52 byl izolovan chromatografii na reverzni fazi s triethylamonium acetatovym pufrem.

Zbytky pufru byly odstranény nékolikanasobnou lyofilizaci.
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Schéma 5 - Vyuziti chloridu latky 49 pro pripravu adenosinu s tropinovou proskupinou v poloze 5" a)
SOCIL, reflux, 1h, 100% b) 47, DMAP, ACN, 25 °C, 20 h ¢) 1% HCI v methanolu, 25 °C, 1,5 h, vytezek
krokit b) a c) celkove 25 %

Na zaklad¢ tohoto uspéchu byla zkouméana také moznost provedeni reakce chloridu 50 se zcela
nechranénym adenosinem, vzhledem k tomu, Ze chlorid neatakoval aminoskupinu adeninu a
pozice 5° by méla byt vyrazné reaktivnéjsi, nez 2" a 3". Analyza reakéni smési (UPLC-MS)
ovSem odhalila vznik velkého mnozstvi vedlejSich produktl, které by pravdépodobné

znemoznovaly efektivni separaci produktu za velmi nizkého vytézku.

Analogicky piipravé latky 52 byla provedena reakce latek 42 a 50 (Schéma 6 - Zavedeni
tropinové proskupiny na 3" hydroxyl nukleosidu chranéného v poloze 5" silylem. V dob¢ psani
této prace je k dispozici pouze analyza UPLC-MS, kde je latka 53 hlavnim produktem a

v nejblizsi dobé bude provedena separace a nasledné odchranéni silylové skupiny.
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Schéma 6 - Zavedeni tropinové proskupiny na 3" hydroxyl nukleosidu chranéného v poloze 5’ silylem a)
DMAP, ACN, 25 °C, 48 h b) TBAF

V prubéhu projektu se velmi Casto projevovala nestabilita esterovych vazeb, a proto jsem se
rozhodl nahradit jednu z esterovych vazeb nahradit vazbou etherovou (55) nebo aminovou (56)
(Obrazek 25 - Alternativni proskupiny vyuZivajici pro vazbu mezi tropinem a spojujicim

clankem ether (55) nebo amin (56).
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Obrazek 25 - Alternativni proskupiny vyuzivajici pro vazbu mezi tropinem a spojujicim clankem ether
(55) nebo amin (56)

V ptipadé latky 55 byly navrzeny tii postupy na zéklad¢ informaci z literatury (Schéma 7).
Reakce ethylesteru 4-bromomadselné kyseliny s tropinem, kterd podle autorii postkytuje nizké
vytézky (5-30%), pravdépodobné kvilli moznosti kvarternizace tropinového terciarniho
aminu.®> Vzhledem ke snadné dostupnosti by to samo o sob& nepiedstavovalo problém, ale
ukazalo se, Ze v reakéni smési neni mozné detekovat vibec zaddny produkt, tim méné ho
izolovat. DalSim pokusem byla aktivace hydroxyskupiny methyl 4-hydroxybutyratu pomoci

trichloroacetimidatu. Vzhledem k vysoké reaktivité trichloracetimidati nebylo mozné sledovat

46



jeho vznik, kazdopadné nasledna reakce s tropinem vedla ke vzniku velkého mnozstvi latek,
mezi nimiz nebyl o¢ekavany produkt identifikovan. Posledni vyzkouSenou metodou piipravy
etheru byla aktivace hydroxylu tropinu mesylatem nasledovana nukleofilni substituci reakci se
sodnou soli methyl 4-hydroxybutyratu. V této reakci by mélo dochazet k retenci konfigurace
v dasledku participace tercidrniho aminu tropinu,® ov§em ani v této reakci latka 59 nevznikala.

Ptiprava téchto etherd byla nasledné opusténa.

NH
o a) mﬁ')& N b)
O

57 58

\
N
0 ¢)
+ Br\/\)jxo/\ —X— o

OH O\/\)]\O/\
59
\
N
0 Ay 0
o=$=o
60

Schéma 7 - Zkousené metody pripravy tropinové proskupiny vyuzivajici etherové vazby a) CCI3CN,
DBU, DCM, 0-25 °C, 16 h b) tropin, TfOH, 25 °C, 20 h c¢) 1) NaH, tropin, THF, 25 °C, 1h, 2)ethyl-4-
bromobutyrat, 25 °C, 20 h d) MsCl, TEA, DCM, , 0-25 °C, 2 h e) 1) methyl 4-hydroxybutyrat, NaH,
DMF, 25 °C, 30 min 2) 57, 80 °C, 18 h

Amin 56 byl nejprve pfipravovan reduktivni aminaci a to reakci tropinonu a y-aminomaselné
kyseliny s pouzitim NaBH(OAc)3 jako redukéniho ¢inidla. Po sérii experimentd s riznymi
rozpoustédly a podminkami bylo jako hlavni problém identifikovano pouziti GABA jako volné
kyseliny a bylo pfistoupeno k pouZiti esteru, ktery byl snadno z GABA pfipraven (Schéma 8).
Kwvili rychlé cyklizaci volného esteru GABA na laktam byl tento ester skladovan a pouzivan
ve form¢ hydrochloridu. Reduktivni aminace byla v tomto pfipadé Gspésna s vytézkem latky
48 %. Podle méteni NMR se jednd o jediny diastereoisomer, pfi¢emz podle literatury by méla
byt vznikajici aminoskupina spiSe v axialni poloze, coz bude jesté potvrzeno dal$im méfenim. 5

Hydrolyza esteru byla provedena ve smési IM NaOH a methanolu. Po okyseleni smési a
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odpafeni rozpoustédla byla sloucenina 63 pouzita bez dalSiho Ccisténi pro Steglichovu
esterifikaci s latkou 47, kterd ovSem neprobihala. V blizké dobé je planovano pouzit stejného
postupu, jako v ptipad¢ latky 49, tj tvorba ptislusného chloridu kyseliny a jeho pouziti v piimé

tvorbé esteru.
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N
OH 2) 0] ®)
HZNW > HN ~ ©
o) -HCI o) HN\/\/U\O/
61 62
\
N c)
NH, }\j
N \N

< HCI

_0 63

64

Schéma 8 - Priprava proléciva vyuzivajiciho aminové vazby na tropinu a) SOCl;, methanol, 0-25 °C, 1
h, 100 % b) 1. tropinon, TEA, THF, 25 °C, 10 min, 2. NaBH(AcO)s;, 25 °C, 4 dny, 48% c) 1. IM
(aq)NaOH, methanol, 25 °C, 1 h, 2. HCI, vytézek nestanoven d) 47, EDC-HCI, DMAP, pyridin, 25 °C,
20 h

4.4 Priprava proléfiv obsahujicich 1,4-dihydrotrigonellin jako
cilici skupinu

Pt ptiprave proléciv, kterd maji vyuzivat redoxniho systému trigonellin/1,4-dihydrotrigonellin
je standardné postupovano tak, ze je ptipraven methylaci nikotinové kyseliny jeji methyl jodid
a ten je nasledné esterovou nebo amidickou vazbou spojen s 1écivem. Alternativni moznosti je
poradi reakci obratit, tedy provést methylaci az po vytvotfeni vazby mezi nikotinovou kyselinou
a léCivem. Po pfipadném odstranéni chranicich skupin byva jako posledni krok provedena

redukce pisobenim Na>S>0O4. Tento obecné vyuzivany postup jsem vyuzival i ja.

Cilem prace na této Casti projektu bylo ptipravit latky 65 a 66 (Obrazek 26). Prvni pokusy o
ptipravu téchto proléciv jsem provadél piimo s 2'-CMA, ale po sérii neuspesnych reakci jsem,
stejné jako v piipadé tropinovych proléciv, zacal vyuzivat modelovy systém s adenosinem a az

po nalezeni vhodného postupu se vratim k 2"-CMA.
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Obrazek 26- Pripravovand proleciva 2'-CMA
Pro syntézu nukleosidl s trigonellinem v poloze 5" bylo uspésné pouzito nékolik postupii
(Schéma 9). Prvni pouzitou metodou byl peptidovy coupling (Steglichova esterifikace) jodidu
N-methyl nikotinové kyseliny (67), piipraveného reakci nikotinové kyseliny s methyl jodidem,
s nukleosidem 1. V literatufe popsany postup®® ¢isténi sérii extrakci voda-DCM a naslednym
srazenim organickych pfimési byl sice ¢aste¢né Uspésny, nevedl ale k odstranéni veskerych

necistot. Pfesto byl produkt 68 v této podobé pouzivan jako substrat redukce.

Dalsim uspéSnym postupem, tentokrat pro ptipravu adenosinového analogu 72, byla reakce
orthoesterem chranéného adenosinu 47 s anhydridem nikotinové kyseliny 69, ktera poskytovala
dvakrat nikotinovany produkt 70. Anhydrid byl pfipraven kondenzaci nikotinové kyseliny
trifosgenem. Methylaci latky 70 methyl jodidem byla pfipravena latka 71 a naslednou
hydrolyzou ptsobenim 1% chlorovodiku v methanolu byla ziskana latka 72. Po odpateni byl

produkt kontaminovan jen trigonellinem a byl pouzit pro redukci bez dalsi purifikace.
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Schéma 9- Postupy pouzité pro pripravu latky 68 (respektive adenosinového analogu 72) a) Mel,
methanol, reflux, 14 h, 61-86 %, b) 1, DCC, HOBt, pyridin, 25 °C, 4 h, c¢) trifosgen, DIPEA, THF, 0-25
°C, 1,25 h, 56-58 % d) 47, DMAP, DMF, 25 °C, 20 h, 60 %, e) Mel, aceton, reflux, 3 h, 46 %, f) 1%
HCI v methanolu, 25 °C, 15 h

Kritickym krokem se ukazala byt redukce. Publikované postupy zpravidla vyuzivaji k redukci
trigellinové skupiny Na2S>04 jako redukéniho ¢inidla.%%¢7 Jako rozpoustédlo byva pouzivana
bud’ jen voda nebo jeji kombinace s organickym rozpoustédlem (napt. ethylacetatem). Kromé&
redukéniho Cinidla byva pridavan i NaHCOs3, ktery ma slouzit ke stabilizaci produktu redukce.
Jak ale nasvédcuji nekteré ze ¢lankl o pfipravé proléCiv vyuzivajicich tento systém i moje
vlastni zkuSenosti, pfidavek NaHCO3; muZe v nékterych piipadech naopak vést k hydrolyze a

je proto vhodng&jsi provadét redukci ve fosfatovém pufru o pH = 7-7,1.8

Redukci latky 68 (a v nckterych piipadech jejiho analogu s adenosinem 72) jsem zkousel
provést s pridavkem NaHCO; jak ve vodé, tak ve dvojfazové smési vody s ethylacetatem.
Rozpoustédla byla pfed provedenim reakce vzdy zbavena kysliku probublavanim dusikem a
také v pribéhu reakce prochazel reakéni smési inertni plyn (dusik nebo argon). Po opakovanych

neuspesich a obménach tohoto postupu jsem zkousel provést redukei v 0,4M fosfatovém pufru
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o pH=7,1. Ani tento postup ale nevedl k piipravé latky 65 - reakéni smési dle analyzy UPLC-
MS obsahovaly predev§im produkty rozpadu latky 68, tedy samotny nukleosid a trigonellin.
Stopy produktu byly také zaznamenavany, ale jednalo se o velmi mald mnozstvi. Redukce latky

68 je naznacena ve Schéma 10.

NH> NH,

i o) </N lN/) a) nebo b) o o </N \N/)
Sy (LT Y S oy e

68 65
Schéma 10 - Redukce trigonellinu v poloze 5 'nukleosidu 2'-CMA a) Na»S:04, NaHCOj3, voda (pripadné
voda/EtOAc), 0-25 °C, 1-3 h, b) Na-S:0q, fosfatovy pufr pH=7,1, 0-25 °C, 3 h,
Alternativni metodou vyhybajici se redukci N-methyl nikotindtu na nukleosidu se zdala byt
sekvence, kdy by byl k modifikaci nukleosidu pouzit uz redukovany 1,4-dihydrogentrigonellin
(76) (Schéma 11). Ackoli je latka 76 zminéna v patentové literatufe, neni k dispozici pfesny
popis jeji ptipravy. Prvni tfi kroky sekvence byly provedeny uspésné€, nicméné hydrolyzou
esteru se nepodafilo ziskat produkt 76. Pii nizSi koncentraci LiOH se nedafilo dosahnout

hydrolyzy a jeji zvySeni vedlo k demethylaci a vzniku nikotinové kyseliny.
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a) b) c) d)
~ OH X o~ X o~ o~
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N N i w '
|
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Schéma 11 - Postup pripravy 1,4-dihydrotrigonellinu a) H>SO,, methanol, 60 °C, 15 h, 93% b) Mel,
nitromethan, 60 °C, 2 h, 91 %, ¢) Na>S-04 NaHCOj3, smés voda/EtOAc, 0-25 °C, 3 h, 51 %, d) 1. IM
(aq)LiOH, THF, 25 °C, 1 den, 2. 60°C, 1 den, 3. 2,5M (aq) LiOH, 25 °C, I den

Protoze se jako slaby c¢lanek pivodné navrzeného proléciva jevi esterova vazba mezi
nukleosidem a 1,4-dihydrotrigonellinem, byla navrzena jeho modifikovana podoba 77
(Obrazek 27). V 77 je cilici skupina piipojena k nukleosidu pomoci propojovaciho ¢lanku
tvofené¢ho y-aminomaselnou kyselinou. Takto vznikly amid by mél byt obecné stabilnéjsi nez

ester a mohl by byt feSenim problému s nestabilitou a rozpadem molekuly pti redukei.

51



77

Obrdazek 27- Podoba nové navrzeného proléciva 41 vyuzivajictho amidové vazby mezi cilici skupinou
a spojovacim clankem

Nejprve byl ptipraven chlorid kyseliny nikotinové 78, ktery by pfidan do reakéni smési
obsahujici GABA, TMSCI a TEA. Latka 79 byla nasledn¢ izolovana v dobrém vytézku, stejné
jako 80 po nasledné methylaci. V dob¢€ psani této bakalaiské prace jesté nebyly k dispozici
konec¢né vysledky reakce, ale pribéznéd analyza reakéni smési odhalila, ze 81 je hlavnim

produktem reakce uvedené nize ve Schéma 12.

HCI 78 I

80
d)
NH,
N \N
o) Cl
o H\/\)J\oA(OJjN N/)
> S
| o_ 0
SN \o{
I~ 81 7

Schéma 12 - Postup pripravy dil¢ich produktii pri syntéze proléciva 41 a) SOCI,, 50 °C, 18 h, 100 %,
b) 1. GABA, TEA, TMSCI, 25 °C, 2 h, 2. 79, 0-25 °C, 3 dny, 70 %, c) Mel, ACN, reflux, 14 h, 99 %,
d)47, EDC-HCI, DMAP, pyridin, 25 °C
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5 Experimentalni ¢ast

5.1 Obecné postupy a chemikalie

Pouzivané chemikalie byly zakoupeny u béznych komercnich dodavatelii (napt. Sigma-
Aldrich, Fluorochem) s vyjimkou latky 37 a 6-benzoyladenosinu, které byly diive pfipraveny
v nasi laboratofi a byly mi k dispozici. Pouzivana rozpoustédla byla zakoupena u spolecnosti
Lach-Ner. Suchd rozpoustédla byla suSena destilaci a skladovdna nad aktivovanymi

molekulovymi sity.

PriibéZna analyza smési byla provadéna bud’ pomoci TLC (Merck, Silikagel 60 F2s4, detekce
UV, KMnOy, I> nebo Dragendorffovym ¢inidlem) nebo s vyuzitim UPLC-MS (gradient voda-
acetonitril, 0,1 % kyseliny mravenéi, na kolon& Phenomenex Gemini-NX 3u C18 110 A, 100
x 2.00 mm).

Pro sloupcovou chromatografii a HILIC byl pouzivan 40-63 pum 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, 3C pii 101 MHz) v CDCl3 nebo DMSO-d®. Spektra byla referencovana na signal
rozpoustédla (CDCl3 & 7,26 ppm pro 'H, DMSO- d®8 2,50 ppm pro 'H a & 39,70 ppm pro '3C),

chemické posuny jsou uvadény ve stupnici 6 v ppm a interak¢ni konstanty J v Hz.

5.2 Pouzité postupy a namérena data

3,5-di-O-toluoyl-2-C-methyl-D-ribono-1,4-lakton (38)

o Latka 37 (2,00 g, 12,3 mmol) byla rozpusténa ve smési suché¢ho DCM (40
0]

Tolo/\ﬁ ml) a suchého pyridinu (10 ml) pod inertni atmosférou argonu. Smés byla
TolO' OH  ,chlazena na -20 °C a po kapkach byl béhem asi 10 minut pfidan
toluoylchlorid (3,3 ml, 24,9 mmol). Reakce byla ponechana michat 2 hodiny pfi -20 °C. Po
odpateni rozpoustédel na vakuové odparce byl odparek rozpustén ve 150 ml EtOAc a roztok
byl vytfepan 100 ml 3M HCI. Vodna faze byla reextrahovana 50 ml EtOAc. Spojené organické
faze byly promyty 150 ml nasyceného roztoku NaHCO3; a 100 ml vody. Organicka faze byla
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vysusena NaySO; a nasledné odpaiena. Cisty produkt byl ziskan po sloupcové chromatografii
na silikagelu (toluen/EtOAc, 8:1 ->4:1). Latka 38 byla ziskana v mnozstvi 2,75 g (56 %). NMR

charakteristika odpovidala publikovanym hodnotam.>’
3,5-di-O-toluoyl-2-C-methyl-D-ribofuranosa (smés a,f) (39)

O _on Substrat 38 (4,19 g, 10,5 mmol) byl pii -15 °C suspendovan ve 100 ml
TO'Om suchého toluenu pod atmosférou argonu. Béhem 15 minut byl ptikapan
Tol0'  OH Red-Al (3,12 ml, 10,9 mol). Nasledn¢ byla teplota ponechdna stoupnout

na 0 °C a reakce byla michdna po dobu 2 hodin. Reakce byla ukon¢ena ptikapanim 3M HCI
(41 ml) pfi 0 °C. Smés byla zfiltrovana pftes filtr pfipraveny z kiemeliny, faze byly odd¢leny a
vodné extrahovana 2 x 50 ml toluenu. Spojené toluenové faze byly vytfepany solankou a
odpafeny na vakuové odparce do sucha. Naslednou flash chromatografii (petrolether/EtOAc,
20 — 80 % EtOAc) byl ziskan produkt 39 (2,272 g, 54 %) a vychozi latka (0,766 g, 18 %). NMR

charakteristika odpovidala publikovanym hodnotam.>” Pomér isomert o/B byl pfiblizné 3,75:1.
1,2-di-O-benzoyl-3,5-di-O-toluoyl-2-C-methyl-D-ribofuranosa (smés o,3) (40)

o K roztoku DMAP (0,68 g, 5,57 mmol) a TEA (3,88 ml, 27,85 mmol)
OB

Tmm v suchém DCM (33 ml) byl pfidan benzoylchlorid (1,97 ml, 17 mmol).

TolO 0Bz g 410 smési byl ptidan substrat 39 rozpuitény v suchém DCM (16 ml).
Reakce byla ponechdna michat pii pokojové teploté po dobu 2 hodin. Po ziedéni 140 ml
diethyletheru byla organickd faze vytfepana (vzdy 100 ml) 1M HCI, nasycenym roztokem
NaHCOs a vodou a vysusena Na>SOs. Po flash chromatografii (petrolether/EtOAc, 5 — 25 %
EtOAc) bylo ziskano 1,93 g (vytézek 56 %) latky 40. NMR charakteristika odpovidala

publikovanym hodnotdm.% Pomér isomert o/f byl pfiblizné 3,75:1.
6-N-benzoyl-2'-O-benzoyl-3',5'-di-O-toluoyl-2'-C-methyladenosin (41)

B Né-benzoyladenin (231 mg, 1,0 mmol) byl spolu s BSA (489 pul, 2
mmol) refluxovan ve 3 ml suchého acetonitrilu po dobu 30 minut. Po

N \N
4
o <N IN/) zchladnuti na pokojovou teplotu byla ptidana latka 40 (304 mg,
TOIO/\;(—Z,V‘ 0,5mmol) ve 3 ml suchého acetonitrilu a byl ptikapéan trimethylsilyl
TolO© OBz

triflat (167 pl, 0,75 mmol). Smés byla refluxovana 5 hodin. Po
zchladnuti byla zfedéna EtOAC (10 ml), dvakrat vytfepana 10 ml nasyceného roztoku NaHCO3,
10 ml vody. Flash chromatografii (petrolether/EtOAc, 50 — 100% EtOAc) bylo ziskdno 145 mg
(vytezek 40 %) latky 41. '"H NMR (CDCls) 6 9.00 (s, 1H), 8.92 (s, 1H), 8.28 (s, 1H), 8.19 —
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8.10 (m, 2H), 8.08 — 8.00 (m, 2H), 7.99 — 7.93 (m, 2H), 7.91 — 7.84 (m, 2H), 7.66 — 7.58 (m,
2H), 7.58 — 7.51 (m, 2H), 7.50 — 7.43 (m, 2H), 7.24 — 7.19 (m, 2H), 7.18 — 7.12 (m, 2H), 6.83
(s, 1H), 6.19 (d, J = 5.9 Hz, 1H), 4.99 — 4.85 (m, 2H), 4.73 (td, J= 6.0, 3.5 Hz, 1H), 2.39 (d, J
= 4.5 Hz, 5H), 1.61 (s, 3H).

2'-C-methyladenosin (1)

Sloucenina 41 (138 mg, 0,019 mmol) byla rozpusténa v 10M amoniaku

NH,
NNy Y methanolu (3,17 ml) a po uzavieni v tlakové zkumavce byla michana
4
o <N | N/) pti 60 °C pies vikend. Produkt, ktery se vysrazel z reakéni smési byl po
Hom jejim zchladnuti zfiltrovan a promyt methanolem. Bylo ptipraveno 40 mg
HO  ©OH

(75 %) produktu 1 ve formé bilého praSku. NMR charakteristika

produktu odpovidala publikovanym hodnotam.>®
5'-O-(tert-butyldimethylsilyl)-2'-C-methyladenosin (42)

NH;  Sloucenina 1 (281 mg, 1 mmol) byla rozpusténa v suchém pyridinu

</N | \/)N (4 ml) pod argonovou atmosférou a banka s timto roztokem byla

(0] N N
TBDMSO” ochlazena na 0 °C. Do banky byl pfidan imidazol (0,272 ml, 4 mmol)
HO  OH a TBDMSCI (0,301 g, 2 mmol). Smés byla ponechana pomalu ohiat

na laboratorni teplotu a nasledn¢ byla michana ptes noc. Bylo ptidano 0,25 ml methanolu a po
30 minutach byla rozpoustédla odpatfena a sloupcovou chromatografii (DCM/methatol, 0 — 5
% methanolu) byl ziskan produkt v mnozstvi 320 mg (81 %). NMR charakteristiky odpovidaly

publikovanym hodnotam.”®
2',3'-O-(methoxymethyliden)adenosin (47)

NHz  Adenosin (0,96 g, 3,6 mmol) a monohydrat kyseliny paratoluensulfonové

</N 1 \/)N (1,37 g, 7,2 mmol) byly vysuSeny koevaporaci s DMF (2 x 10 ml) a pak
HO/\G/ oo rozpu$tény v 10 ml suchého DMF. Do michané smési byl pfidan
OYO trimethyl orthoformiat (600 pl, 5,5 mmol) a tato byla michana pfii

O laboratorni teplot¢ 20 hodin. Reakce byla ukonéena ptisypanim

methoxidu sodného (0,34 g) a po 15 minutdch michani byla reakéni smés odpatena. Ziskany
kalny olej byl zfiltrovan pies kiemelinu a ta byla promyta 50 ml smési DCM/methanol (95/5).
Rozpoustédla byla odpatena a zbytek byl chromatograficky vyc¢istén (DCM/methanol, 5-25
%). Produkt 47 byl ziskan v mnozstvi 823 mg (74 %) a to jako smés dvou diastereoisomerti

v poméru 1:0,7. "TH NMR (DMSO-ds) Vétsinovy isomer: & 8.34 (s, 1H), 8.16 (s, 1H), 7.36 (s,
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2H), 6.18 (s, 1H), 6.15 (d, J= 2.8 Hz, 1H), 5.48 (dd, J = 6.3, 2.9 Hz, 1H), 5.20 (t, /= 5.4 Hz,
1H), 5.06 (dd, J=6.2, 2.9 Hz, 1H), 4.20 (td, /= 5.0, 2.9 Hz, 1H), 3.56 — 3.49 (m, 2H), 3.23 (s,
3H) Mensinovy isomer: 6 8.38 (s, 1H), 8.15 (s, 1H), 7.35 (s, 2H), 6.25 (d, /= 3.2 Hz, 1H), 5.43
(dd, J=7.2,3.2 Hz, 1H), 5.17 = 5.11 (m, 1H), 4.98 (dd, /= 7.2, 3.4 Hz, 1H), 4.27 (td, J= 5.0,
3.4 Hz, 1H), 3.57 (d, /= 4.9 Hz, 2H), 3.36 (s, 3H).

2',3'-O-(methoxymethyliden)-2'-C-methyladenosin (48)

NH, 2’-C-methyladenosin (1) (281 mg, 1 mmol) a monohydrat kyseliny

</N l \)N paratoluensulfonové (380 mg, 2 mmol) byl vysuseny odpafenim

H o/\& NTON s DMF (2 x 5 ml). Poté byly rozpustény ve 3 ml suchého DMF a barika
5 o byla zaargonovéana. Za michani byl pfidan trimethyl orthoformiat (167

/\g ul, 1,5 mmol) a smes byla michdna pfi laboratorni teploté 2 hodiny.

Reakce byla ukoncena ptidanim 0,34 g methoxidu sodného a po odpafteni, filtraci na kiemeling
a jejim promyti 50 ml smési DCM/methanol (95/5) a opétovném odpateni byl produkt vycistén
flash chromatografii (DCM/methanol 5-25 %) a byl ziskdn v mnoZstvi 253 mg (78 %) jako
smés dvou diastereoisomerti v poméru 1:1. "H NMR (DMSO-ds) Isomer A: § 8.36 (s, 1H), 8.16
— 8.15 (m, 1H), 7.36 (s, 2H), 6.41 (s, 1H), 6.15 (s, 1H), 5.35 — 5.42 (m, 1H), 4.65 (d, J = 3.6
Hz, 1H), 4.28 (q, /= 3.7 Hz, 1H), 3.82 — 3.65 (m, 2H), 3.39 (s, 3H), 1.14 (s, 3H). Isomer B: §
8.39 (s, 1H), 8.16 — 8.15 (m, 1H), 7.36 (s, 2H), 6.23 (s, 1H), 6.06 (s, 1H), 5.35 — 5.42 (m, 1H),
4.58 (d, J=4.1 Hz, 1H), 4.18 (q, J = 3.7 Hz, 1H), 3.82 — 3.65 (m, 2H), 3.25 (s, 3H), 1.04 (s,
3H).

4-(3R-tropan-3-oxy)-4-oxomaselna kyselina (49)

}\l Tropin (141 mg, 1,0 mmol) a anhydrid kyseliny jantarové (100mg, 1,0
mmol) byly rozpustény v DCM a refluxovany pies noc. Kontrola pomoci
o} UPLC-MS ukazala, ze hlavnim produktem reakce je latka 16 a smés

o) y
NOH obsahuje jen zbytky tropinu. Cisténi bylo provedeno pomoci HILIC na

° silikagelu (acetonitril/voda/25% NH4OH, 7/5/0,5). Bylo ziskdno 171 mg
latky 49 (vytézek 71%). 'H NMR (DMSO-d6) & 4.82 (t, J = 5.3 Hz, 1H), 3.05 (m, 2H), 2.43
(m, 4H), 2.19 (s, 3H), 2.03 (dd, J = 5.4, 3.6, 1H), 2.00 (dd, J = 5.3, 3.6, 1H), 1.91 (m, 4H), 1.56
(m, 2H) 3C NMR (DMSO-ds) 5 174.01, 171.69, 66.80, 59.29, 35.56, 29.97, 29.62, 25.42.
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4-(3R-tropan-3-oxy)-4-oxobutyryl chlorid hydrochlorid(50)

\ - Hol Latka 49 (241 mg, 1 mmol) byla refluxovéna v thionylchloridu (2 ml) 1
hodinu. Nadbytek thionylchloridu byl odpaien a produkt byl kodestilovan se
0
, o a ii 1 XX
0 Nm suchym toluenem. Produkt 50 (260 mg, 100 %) nebyl dale nijak ¢istén a byl
o hned pouzit do dalsi reakce.

5'-0-(4-(3R-tropan-3-oxy)-4-oxobutyryl)-2',3'-O-(methoxymethyliden)adenosin (51)

Latka 47 (16 mg, 0,05 mmol) byla pod argonovou atmosférou

As o </Nf)N suspendovana v suchém acetonitrilu (0,5 ml). Po zchlazeni na 0 °C
O N N/
OWOAQ/ byl ptidin DMAP (12 mg, 0,1 mmol) a Cerstvé pfipraveny chlorid
60
E/ 50 (18 mg, 0,06 mmol). Reakéni smés byla michana pii laboratorni

-~

teploté pies noc. Po odpateni rozpoustédla byla surova reakéni smés adsorbovana na silikagel
a Cisténa flash chromatografii (isopropanol/25% NH4OH/ voda, 14/1/2 -> 7/1/2). Vytézek 14
mg (51%). UPLC-MS analyza prokdzala pfitomnost produktu o Cistoté¢ >95%, ktery byl ihned

pouzit v dalsi reakci.
5'-O-(4-(3R-tropan-3-oxy)-4-oxobutyryl)-adenosin (52)

Latka 51 (14 mg, 0,026 mmol) byla rozpusténa v 1% roztoku

As o (Nf)'“ chlorovodiku v methanolu (1 ml) a michana pfi laboratorni teploté
0 _N" N
OTO(\)LO/\Q/ 1,5 h. TLC kontrola (iPAW, 14/1/2) prokézala plnou konverzi
HO  OH

vychozi latky a produkt byl ¢istén chromatografii na reverzni fazi
(0,IM TEAAc/ smés 0,1M TEEAc ve smési voda-ACN (1:1), 10-100 %). Vytézek 6 mg (47%).
Po trojnasobné lyofilizaci z vody byla kombinaci 1D a 2D NMR experimenti potvrzena
struktura produktu 52."H NMR (DMSO-d6) & 8.31 (s, 1H), 8.14 (s, 1H), 7.29 (s, 2H), 5.90 (d,
1H,J=4.8),4.80 (t, IH,J=5.3),4.64 (t, IH, ] =5.0),4.34 (dd, 1H, J = 11.9, 3.5), 4.24 (t, 1H,
J=5.0),4.19 (dd, 1H, J=11.8, 6.4), 4.07 (dt, 1H, J = 6.2, 4.3), 3.03-2.93 (m, 2H), 2.61-2.56
(m, 2H), 2.54-2.48 (m, 2H, pod signdlem DMSO) 2.14 (s, 3H), 1.97 (dq, 2H, J = 14.4, 4.7),
1.52 (dd, 2H, J = 14.9, 7.3) 3C NMR (DMSO-ds) & 172.08, 171.12, 156.27, 152.81, 149.50,
139.9, 119.33, 87.97, 81.61, 73.07, 70.46, 67.19, 64.60, 59.23, 35.61, 29.33, 28.71, 25.35.
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Methyl 4-aminobutanoat hydrochlorid (61)

H,N O._ Y-aminomaselna kyselina (GABA, 1 g, 9,6 mmol) byla suspendovana

HClL 0 v methanolu (15 ml) a p#i 0 °C byl pfikapan chlorid thionylu (0,72 ml,
10,0 mmol). Béhem 15 minut pti 0 °C se veskera GABA rozpustila a poté byla reakce michana
jeste 40 minut pii laboratorni teploté. Methanol a piebytecny SOCI, byly odpafeny a ziskany
produkt (1,47 g, kvantitativni) nebyl déle nijak c¢istén. NMR charakteristiky produktu

odpovidaly publikovanym hodnotam.”!
Methyl 4-((3R)-tropan-3-amino)butanoat (62)

\ K suspenzi tropinonu (139 mg, 1 mmol) a 61 (374 mg, 2,4 mmol)
) v suchém THF (20 ml) byl ptidan TEA (334 pul, 2,4 mmol). Po 10
o minutdch michéni pfi teploté mistnosti byl ptisypan NaBH(AcO)s (795

HN\/\)J\O/ mg, 3,75 mmol). Po 4 dnech pfi laboratorni teplot¢ bylo analyzou
UPLC-MS zjisténo, Ze doSlo k uplné konverzi tropinonu. Po odpateni byl flash sloupcovou
chromatografii (isopropanol/25% NH4OH/voda, 14:1:2 -> 7:1:2) izolovéan produkt 62 (116 mg,
48 %) jako jediny isomer. 'H NMR (DMSO-ds) 6 3.57 (s, 3H), 2.91 (dq, J = 6.2, 3.0 Hz, 2H),
2.66 (dd, J = 6.8, 5.6 Hz, 1H), 2.43 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.36 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.12 (s, 3H),
1.96 — 1.85 (m, 2H), 1.85 — 1.75 (m, 4H), 1.68 — 1.59 (m, 2H), 1.44 (ddt, J=14.2, 2.5, 1.2 Hz,
2H).

3-karboxy-1-methylpyridin-1-ium jodid (67)

0 K roztoku kyseliny nikotinové (1,03 g, 8,37 mmol) v methanolu (41 ml) byl

A oH piikapan methyjodid (2 ml, 32 mmol) a smés byla refluxovana pies noc. Po

N odpareni byl produkt rekrystalizovan ze smési acetonu a methanolu. Vytézek
I

1,898 g (86 %). NMR charakteristika produktu odpovidala hodnotam popsanym

v literatute.®

3-(((2R,3R4R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-yl)-3,4-dihydroxy-4-methyltetrahydrofuran-
2-yl)methoxy)karbonyl)-1-methylpyridin-1-ium jodid (68)

N "2 Roztok nukleosidu 1 (84 mg, 0,3 mmol), 67 (119 mg, 0,45
>N
0 ¢ 1 J mmol), DCC (618 mg, 3 mmol) a HOBt (459 mg, 3 mmol)
(0] N N
l \ om v pyridinu (3 ml) byl michan pfi pokojové teploté 4 hodiny.
~ HO  OH

| 1- Podle UPLC-MS bylo dosazeno tuplné konverze a smés

obsahovala 68 jako hlavni produkt. Smés byla odpaiena, odparek rozpustén ve vode (20 ml) a
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vznikly roztok byl promyt DCM (5 x 10 ml). Vodna faze byla zahusténa (na cca 5 ml) a
vykrystalizovany HOBt byl odfiltrovan. Po opétovném ziedéni vodou byly odpateni a filtrace
HOBt opakovany jesté jednou. Voda byla odpatfena dosucha a latka 68 byla pouzita do dalsi

reakce bez dalsiho ¢isténi.
Nikotinanhydrid (69)

Kyselina nikotinova (1 g, 8,12 mmol) a DIPEA (1,41 ml, 8,12 mmol)

O O
N o J\@ byly, pod argonovou atmosférou, rozpustény v suchém THF (18 ml),
| 2 po 10 minutach michéani pti pokojové teploté byla smés zchlazena na

>

" 0 °C a byl kni po kapkach ptidan roztok trifosgenu (402 mg, 1,35
mmol) v suchém THF (2 mL). Reakéni smés byla michdna nejdiive 1 hodinu pii 0 °C a pak
jesté 15 minut pfi teploté mistnosti. Reakéni smés byla zahusténa casteCnym odpatfenim na
vakuové odparce (na cca 3 ml), ztedéna EtOAc (15 ml), promyta vodou (2 x 20 ml) a solankou
(20 ml). Organicka faze byla vysuSena Na>xSO4 a odpaiena, ¢imz bylo ziskano 540 mg (58 %)
anhydridu, ktery byl pouzit bez dal$iho ¢isténi v nasledné reakci. 'H NMR (CDCls3) 6 9.35 (dd,
J=23,0.9 Hz, 2H), 8.91 (dd, J= 4.9, 1.7 Hz, 2H), 8.42 (ddd, J = 8.0, 2.3, 1.7 Hz, 2H), 7.52
(ddd, /= 28.0, 4.9, 0.9 Hz, 2H).

((3aR,4R,6R,6aR)-2-methoxy-6-(6-(nikotinamido)-9H-purin-9-yl)tetrahydrofuro|3,4-
d][1,3]dioxol-4-yl)methyl nikotinat (70)

0 K roztoku nukleosidu 47 (155 mg, 0,50 mmol) a DMAP (23mg,
0,19 mmol) v suchém DMF (20 ml) pod argonovou atmosférou byl

pfidan nikotinanhydrid (263 mg, 1,15 mmol) a smé&s byla michana

HN™
NN N
o) /f
O <N N/)
o)

e

N d\g/b pfi laboratorni teplot¢ pfes noc. Ackoli kontrola TLC
~° (DCM:methanol, 9:1) ukazovala pouze na pfitomnost nezménéné

vychozi latky, analyza UPLC-MS naopak odhalila, ze reakce probéhla s plnou konverzi.
Vychozi latka a produkt tedy maji ve vySe zminéné mobilni fazi stejny retencni faktor. Po
odpateni rozpousteédla byl produkt izolovan sloupcovou chromatografii (DCM/methanol, 5-20
% methanolu, 1 % TEA) v mnozstvi 156 mg (60 %) jako smés dvou diastereoisomeri v poméru
1:0,7. "H NMR (DMSO-ds) Vétsinovy isomer & 11.48 (s, 1H), 9.15 (s, 1H), 9.05 (dd, J = 2.2,
0.9 Hz, 1H), 8.80 (m, 2H), 8.69 (s, 1H), 8.65 (s, 1H), 8.36 (t, /= 2.0 Hz, 1H), 8.19 (ddd, J =
8.0,2.3,1.7 Hz, 1H), 7.62 — 7.50 (m, 2H), 6.38 (d, /= 2.4 Hz, 1H), 6.27 (s, 1H), 5.68-5.74 (m,
1H), 5.40 (dd, J= 6.5, 3.7 Hz, 1H), 4.69 — 4.67 (m, 1H), 4.67 — 4.63 (m, 1H), 4.60 — 4.56 (m,
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1H), 3.27 (s, 3H). Menginovy isomer 'H NMR (DMSO-ds) & 11.48 (s, 1H), 9.14 (s, 1H), 9.09
(dd, J=2.2, 0.9 Hz, 1H), 8.80 (m, 2H), 8.71 (s, 1H), 8.69 (s, 1H), 8.34 (t, /= 2.0 Hz, 1H), 8.24
(ddd, J=8.0,2.3, 1.7 Hz, 1H), 7.62 — 7.50 (m, 2H), 6.44 (d, J= 3.0 Hz, 1H), 6.17 (s, 1H), 5.68-
5.74 (m, 1H), 5.29 (dd, J = 7.3, 3.7 Hz, 1H), 4.61 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 4.52 (s, IH), 4.51 — 4.47
(m, 1H), 3.41 (s, 3H).

3-(((CR,3S,4R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-yl)-3,4-dihydroxytetrahydrofuran-2-
yDmethoxy)carbonyl)-1-methylpyridin-1-ium jodid (72)

NH, K roztoku 70 (151 mg, 0,29 mmol) v acetonu (12 ml) byl pfidan

o . </: I \/)N methyljodid (723 pl, 5,8 mmol) a smés byla refluxovana po dobu
| : o/\q N' 3 hodin. Vznikla Zlutd srazenina latky 71 byla odfiltrovana a
- HO  ©OH promyta acetonem. Aceton byl odpafen a odparek byl rozpustén

b
v 1% chlorovodiku v methanolu (5 ml). Reakce byla michédna do dalsiho dne pii teploté

mistnosti. Podle analyzy UPLC-MS reakéni smés obsahovala jako hlavni produkt 72. Bez
izolace produktu bylo se smési pokracovano k nésledné redukci, jejiz vysledky jsou

diskutovany v kapitole 4.4.
Methylnikotinat (73)

0 K roztoku kyseliny nikotinové (1,00g, 8,12 mmol) v methanolu (17 ml) byla pii
N o~ laboratorni teploté pfikapana koncentrovana kyselina sirova (3,6 ml) a reakce
(NJ)J\ byla pfes noc michdna pifi 60 °C. Reakéni smés byla zfedéna 10 ml vody
neutralizovdna nasycenym roztokem NaHCOs (asi 70 ml). Produkt byl extrahovan
chloroformem (4x10 ml), spojené chloroformové frakce byly vysuseny Na>SO4 a odpaienim
byl ziskan produkt 73 (1,035 g, 93%). '"H NMR (DMSO-ds) 6 9.09 (dd, J = 2.3, 0.9 Hz, 1H),
8.82 (dd, J=4.9, 1.7 Hz, 1H), 8.29 (ddd, J = 8.0, 2.3, 1.8 Hz, 1H), 7.57 (ddd, J = 8.0, 4.9, 0.9
Hz, 1H), 3.89 (s, 3H).

3-(methoxycarbonyl)-1-methylpyridin-1-ium jodid (74)

0 K roztoku methylnikotinatu (73) (0,5 g, 3,65 mmol) v nitromethanu (4,5 ml)
AN o~ Dbyl ptikapan methyljodid (685 ul, 10,95 mmol) a reakce byla zahtivana na 60
NG °C po dobu 2 hodin. Reakéni smés byla odpafena do sucha a produkt byl
rekrystalizovan ze smési EtOAc/methanol. Bylo ziskdno 925 mg (91 %)
slouceniny 74. "H NMR (DMSO-ds) 6 9.56 (ddt, J= 1.9, 1.3, 0.7 Hz, 1H), 9.18 (dtd, J = 6.1,
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1.3,0.6 Hz, 1H), 8.97 (dt, J=8.4, 1.6 Hz, 1H), 8.26 (dd, J= 8.1, 6.1 Hz, 1H, H-5), 4.43 (s, 3H),
3.99 (s, 3H).

Methyl 1-methyl-1,4-dihydropyridin-3-karboxylat (75)

o Smés 6 ml vody a 5 ml EtOAc byla degasovana probublédvanim dusiku po dobu

(E)J\O/ 15 minut. Po zchlazeni na 0 °C byla za stalého probublavani argonem do této

N smési pridana latka 74 (500 mg, 1,79 mmol), NaHCO3 (677 mg, 8,06 mmol) a

| po 15 minutdch NazS>04 (250 mg, 1,43 mmol). Kviili nizké konverzi (TLC)

byl v prib&hu nasledujici 1,5 hodiny pfidan jesté 5 x 250 mg NaS»>04a 2 x 300 mg NaHCO3 a

reakéni smés jiz nebyla dale chlazena. Reakéni smés byly zfedény vodou a dvakrat extrahovana

EtOAc. Spojené organické faze byly promyty solankou, vysuseny Na>SO4 a odpaten. Pomoci

flash chromatografie (petrolether/EtOAc, 5-20 %) byla izolovéna latka 75 (140 mg, 51 %). 'H

NMR (DMSO-ds) 6 7.04 (d, /= 1.6 Hz, 1H, H-2), 5.83 (dq, /= 8.0, 1.6 Hz, 1H), 4.70 (dt, J =
8.0, 3.4 Hz, 1H), 3.56 (s, 3H), 2.94 (ddq, /= 3.4, 1.7, 0.5 Hz, 2H), 2.93 (t, /= 0.6 Hz, 3H).

Hydrochlorid nikotinoyl chloridu (78)

0 Ke kyselin¢ nikotinové (1,00 g, 8,13 mmol) byl pfi pokojové teploté ptikapan
N Cl thionylchorid (2 ml) a reakce byla zahfivdna pod zpétnym chladiCem (v

NG atmosféfe argonu) na 50 °C ptes noc. Po zchladnuti byla reakéni smés ziedéna
HCI 1,5 ml suchého toluenu a odpafena do. Nepfili§ stabilni produkt 78 (1,43 g,

kvant.) byl okamzité pouzit v dalsi reakci.
4-(nikotinamido)maselna kyselina (79)

K suspenzi GABA (1,258 g, 12,2 mmol) v suchém DCM (120 mL)
O)k /\/\n/ pod argonovou atmosférou byl piidan TEA (6,1 ml) a trimethylsilyl

chlorid (1,67 ml, 18,0 mmol). Reakéni smés byla michéna 2 hodiny
pfi laboratorni teploté, zchlazena na 0 °C a poté byl ptidan nikotinoyl chlorid (78) (1,43 g, 8,13
mmol). Reakéni teplota byla ponechdna stoupnout na teplotu mistnosti. Po 3 dnech michani byl
obsah baiky odpatfen do sucha, k odparku byla pfilita voda (80 ml) a po 30 minutach silného
michani byl vysraZzeny produkt zfiltrovan, promyt 15 ml vody a diethyletherem, a vysuSen.

Vytézek 1,191 g (70 %). NMR charakteristika produktu odpovida publikovanym hodnotam.”?
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3-((3-carboxypropyl)carbamoyl)-1-methylpyridin-1-ium jodid (80)

o) K suspenzi 79 (416 mg, 2 mmol) vsuchém ACN (20 ml) pod
OH . v 12 . .
| A H/\/\n/ atmosférou argonu byl pfidan methyljodid (498 ul, 8 mmol) a reak¢ni

+ - (@]

’T‘ I~ smés byla refluxovéna pfes noc. Analyza UPLC-MS odhalila pouze
produkt velmi dobré Cistoty, a tak byl pouhym odpatfenim ziskéan produkt 80 ve kvantitativnim
vytézku (0,69 g). '"H NMR (DMSO-ds) 8 12.11 (s, 1H), 9.38 (t, J= 1.5 Hz, 1H), 9.11-9.07 (m,
1H), 9.06 (t, ] = 5.0 Hz, 1H) 8.88 (dt, /= 8.1, 1.5 Hz, 1H), 8.23 (dd, /= 8.1, 6.0 Hz, 1H), 4.39
(s, 3H), 3.38 — 3.34 (m, 2H), 2.32 (t, /= 7.4 Hz, 2H), 1.78 (p, J = 7.2 Hz, 2H).
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6 Zavér

Byla Gspésné provedena syntéza 2’-C-methyl adenosinu v nékolikagramovém mnozstvi. Byla
objevena metoda piipravy nukleosidi modifikovanych v polohach 3" a 5" esterovou vazbou na
proskupinu obsahujici tropin jako cilici skupinu. Syntéza proléciv vyuzivajicich redoxniho
systému trigonellin/1,4-dihydrotrigonellin sice doposud nebyla Usp&$na, nicméné byla
navrzena alternativni podoba proskupiny, s potencialné vyssi stabilitou. Po dokonceni ptipravy
sérii proléciv 2'-C-methyl adenosinu bude vyhodnocena taspésnost téchto latek v biologickych

testech v laboratotich naSich spolupracovnikii.
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