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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva zhodnocenim reakénich podminek pro piipravu
N9-glukosylovanych purinti. U takto pfipravenych latek jsou nasledné provedeny nukleofilni
aromatické substituce do polohy 6 purinového kruhu primarnimi aminy. V zavére¢ném
kroku jsou odstranény ze ziskanych nukleosidl chranici skupiny z cukerné slozky. Struktury
ptipravenych sloucenin byly potvrzeny prostifednictvim metod strukturni analyzy, zejména

hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci.

Klicova slova: glykosylace, deacylace, puriny, nukleosidy, ESI-MS.

ABSTRACT

This diploma thesis deals with evaluation of reaction conditions for the preparation
of N9-glucosylated purines. Moreover, the nucleophilic aromatic substitutions of prepared
compounds at the 6-position of the purine ring with primary amines was studied. Finally,
removing of protecting groups from the sugar components of the obtained nucleosides was
made. The structure of all prepared compounds was confirmed using structural analysis

methods, especially by elecrospray ionization mass spektrometry.

Keywords: glycosylations, deacylations, purines, nucleosides, ESI-MS.
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UvVOD

Je vSeobecné¢ zndmo, ze se purin jako takovy v Cisté form¢ v ptirodé nevyskytuje,
presto tvoii dilezitou soucast ,,zakladu existence™, a to ,,polovinu“ genetického kodu.
Od jeho struktury je odvozena také celd fada dalSich sloucenin, znamé jako puriny.
Podstatou vyznamnych biologickych Géinkt purini a jejich glykosylovanych derivati je
napodobovani sloucenin, které se ptirozené vyskytuji v zivych organismech. Rizné tak
mohou vyznamné ovliviiovat napf. diferenciaci bunék, uc¢innost néckterych enzymu

a hormontl, biosyntézu proteinti ¢i nukleovych kyselin.

Piedpokladem piitomnosti cukerného zbytku na purinovém skeletu v poloze N9 je,
ze zlepsi jejich rozpustnost a mobilitu ve vodnych médiich. Protoze existuje velké mnoZzstvi
derivata purinu s ribosou, soustfedila se tato prace na ptipravu glukosylovanych purint, kdy
za ruznych reakénich podminek byla ziskana vychozi slouenina, jez byla dal$imi

organickymi reakcemi rizné transformovana.
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1 STRUCNA CHARAKTERISTIKA MONOSACHARIDU

Sacharidy patii k nejrozsifenéj$im, biologicky nejdilezitéjsim a soucasné také k nejdéle
znamym organickym sloué¢eninam. Velmi zjednodusené lze tyto latky definovat, jako
polyhydroxyaldehydy nebo polyhydroxyketony s nejméné tfemi alifaticky vazanymi atomy
uhliku pti¢emz alesponi jedna hydroxylova skupina je vdzand na asymetrickém atomu
uhliku®. Sacharidy je mozné klasifikovat dle funkénich skupin nachazejicich se v molekule,

podtu atom uhliku & poétu sacharidovych jednotek v molekule?.
Zakladni monosacharidy jsou potom takové latky, které hydrolyzou slozitéjsich
sacharidi, oligosacharidi a polysacharidt, neposkytuji daldi niz§i jednotky'. Jsou

odvoditelné od nejjednodussich cukrt, glyceraldehydu a dihydroxyacetonu (Obrazek 1).

CHO CH,OH
H—(l:—OH c|:=o
C|3H20H (l.‘,HZOH
glyceraldehyd dihydroxyaceton

Obrazek 1: Strukturni vzorce zakladnich monosacharidu.

Protoze nejCastéjsi seskupeni v molekule cukru (CHOH) obvykle obsahuje chiralni
atom uhliku, existuje podle poctu takovychto uhlikti vzdy urcité mnozstvi konfiguracnich

izomerd pro dany monosacharid®.

Ve skutecnosti se monosacharidy jen malokdy vyskytuji v linedrnich formach. Dochézi
u nich k intramolekularni cyklizaci, kdy jedna ze vzdalengjSich hydroxylovych skupin
(nejéastéji umisténa v poloze C4 ¢i C5) interaguje s karbonylovou skupinou za vzniku
hemiacetalové (poloacetalové) formy monosacharidu. Vytvari se tak péticlenny nebo
Sesticlenny heterocyklicky systém obsahujici kyslikovy heteroatom a rovnéZz dochézi
ke vzniku dal§iho chirdlnitho centra. Tento uhlik se pak nazyv4d anomerni a odpovidajici

dvojice diastereomerd je oznatovéna jako a- a B-anomery (Obrazek 2)°.

HO HO
HO/&O: HO/&O:
HO * HO *OH
OH OH OH
a-D-glukopyranosa B-D-glukopyranosa

Obrazek 2: Piiklady dvou diastereomert D-glukopyranosy (anomerni

atom uhliku je u kazdé slouceniny oznaéen hvézdickou).
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1.1 D-Glukosa

Z monosacharidi ma nejvétsi prakticky vyznam. Nachazi se ve zralém ovoci, v medu
spole¢né s fruktosou a v koncentraci 3,6-5,6 mmol-I" také v lidské krvi (na la¢no). Jeji
prvofadou funkci je ,spaleni v zivém organismu S cilem uvolnit tak potfebnou a Vv této
form¢ i pomérné snadno dostupnou energii. Je pfimym produktem fotosyntézy, zakladni
stavebni jednotkou maltosy, laktosy, sacharosy a monomerem mnoha slozit&jsich

organickych slougenin, jako je $krob, celulosa, B-glukany nebo glykogen®*.

Jeden z nejbéznéjSich zpasobu vyuziti glukosy v klinické praxi predstavuji glukosové
transfuze aplikované v podob¢é umélé vyzivy. Z potravinaiského a farmaceutického hlediska
je dulezitou surovinou pro vyrobu fady produkti. Redukci D-glukosy se vyrabi
D-sorbitol, nejpouzivangjsi sladidlo pro diabetické ucely®, hydrogenaci za ptitomnosti
methylaminu vznika N-methyl-D-glukamin, ktery se pouziva k prevadéni jinych sloucenin
(sulfonamidy, sulfony, 1é¢iva obsahujici ve své molekule aminoskupinu) na rozpustnéjsi
formy ve vodnych mediich, navic esterifikaci jejich cukernych alkohold se ptipravuji rovnéz

nékteré trhaviny’.

D-Glukosa je také vychozi latkou pro syntetickou vyrobu kyseliny askorbové (vitaminu
C), surovinou pro fermentaéni vyrobu ethanolu a alkoholickych napoju (pivo,
vino, aj.) pasobenim kvasinek rodu Saccharomyces. Pusobenim jinych mikroorganisma 1ze
vyrabét i jiné duleZité organické slouceniny, jako butanol, glycerol, aceton, kyselinu

mléénou, kyselinu citronovou a dalsi,

1.2 Glykosylhalogenidy

Glykosylhalogenidy, nebo téz halogenosy, patfi mezi nejvyznamnéjs$i meziprodukty
syntéz v fad¢ sacharidi. Poloacetalovd skupina je v molekule monosacharidi nahrazena
atomem né&kterého z halogenii'. Na zékladé typu anomerni skupiny a jejich aktiva¢nich

metod Ize tyto latky rozdélit do &tyi skupin®:
e glykosylbromidy,
e glykosylchloridy,
e glykosyljodidy,

e glykosylfluoridy.
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Obvykle jsou tyto slou¢eniny piipravovany v plné acylované, zpravidla v acetylované
nebo benzoylované, formé™®. Vyhodou benzoylovanych sacharidéi oproti acetylovanym
derivatim je moznost jejich detekce na TLC pod UV-lampou, coz zna¢né usnadiuje

monitorovani prib&hu provadénych reakei.

Nejrozsitenéjsimi vychozimi latkami pro pfipravu acylovanych halogenos jsou 2,3,4,6-
tetra-O-acylované derivaty monosacharidii nesouci na atomu uhliku C1 acetyloxylovou
skupinu. Méné¢ casto to ovSsem mohou byt také anhydrocukry, nebo glykaly.
Na Schématu 1 je naptiklad zndzornéno plisobeni bromovodiku na plné acylovany derivat
monosacharidu za vzniku glykosylbromidu®. Lze je vsak piipravit i vzajemnou vyménou

halogend®.
Schéma 1

RO RO
RO% HBr (g) ROM
—»
RO OAc 5°C RO Br

OR OR
R =Ac, Bz

Glykosylhalogenidy se vyuzivaji piedev§im k syntézam glykosid, glykald,
anhydrocukrii, orthoestert, thioglykosidi, selenocukri, glykosent, disacharidi a mnoha

dalSich sloucenin®.
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2 GLYKOSIDY A GLYKOSYLACNI METODY

2.1 Glykosidy

Glykosidy jsou slouceniny odvozené od pyranosové nebo furanosové formy tak,
ze atom vodiku anomerni hydroxylové skupiny je nahrazen alkylovou nebo arylovou
skupinou. Tyto sloufeniny jsou zna¢né rozsifeny v rostlinach, kde se jako aglykony
(necukerna slozka) vyskytuji napf. alicyklické alkoholy, fenoly, steroidy, terpeny aj.
Zastoupeny jsou také sirné a dusikaté analogy glykosidi (thioglykosidy a glykosylaminy)®.

Glykosylaminy vznikaji reakci aldos nebo ketos Ssamoniakem, primarnimi

¢1 sekundarnimi aminy a vlastnostmi se glykosidim podobaji jen do urcité miry.

Z biochemického a terapeutického hlediska jsou nejvyznamngjsimi glykosylaminy
nukleosidy a nukleotidy (Obrazek 3), které vznikaji esterifikaci nukleosida na C5
ribosového kruhu kyselinou fosfore¢nou a jsou zakladnimi stavebnimi slozkami nukleovych
kyselin DNA a RNA'.

R1OH,C’ B

0]
4<} ? T R'=H (nukleosidy), PO3H» (nukleotidy)
3 22 R? = OH (ribosa) => B = adenin, guanin, cytosin, uracil
HO R RZ=H (2-deoxy-D-ribosa) => B = adenin, guanin, thymin, uracil
Obrazek 3: Obecna struktura nukleosida a nukleotidu.
Analogy piirodnich nukleosidi modifikované v heterocyklické bazi nebo v cukerné
Casti maji vyznamné biologické ucinky a terapeuticky se vyuZzivaji v podobé cytostatik,

antivirotik, antibiotik apod. Velmi ¢asto se piipravuji, podobné jako glykosidy, reakcemi

bazi s glykosylhalogenidy®.

2.2 Glykosyla¢ni metody

Glykosylaci je myslena reakce, ve které dochazi k navazani sacharidu, jakoZzto
glykosylového donoru, na pfislusnou funkéni skupinu glykosylového akceptoru (aglykonu).
Glykosylace jako takové je velmi obtizné popsat obecnym mechanismem®. Jednotlivé
prozkoumané postupy se omezuji na urcity typ aglykonu a mnohdy je jejich pouZiti dano

také typem monosacharidu. Lze tedy fici, ze syntéza téméi kazdého jednotlivého glykosidu
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vyzaduje specifické podminky, které jsou odlisné od optimalnich podminek ptipravy jiného
glykosidu®. Pesto je mozné v jednotlivych reakcich nalézt nékolik shodnych rysti, na jejichz

zakladg byl piijat jisty obecny mechanismus (Schéma 2)°.

Nejcastéji glykosylace zahrnuji nukleofilni presun do anomerniho centra, tedy na atom
uhliku C1, mechanismem Syl. Ve vétsiné piipadu aktivator (promotor nebo katalyzator)
zajistuje odstoupeni anomerni odstupujici skupiny za vzniku glykosylového karbokationtu,

ze kterého se nasledné vytvoii stabilngjsi oxokarbeniovy ion®.

Glykosylace povétsinou probihd s inverzi konfigurace na anomernim atomu uhliku,
avSak to jestli vznikne a-, B-glykosid, nebo jejich smés, zavisi na struktufe a konformaci
vychozich latek, reakénich podminkach, pouzitém rozpoustédle, promotoru, sterickém

branéni, odstupujicich skupinach a typu chranicich skupin®.

Schéma 2
RO /D RO RO ®
o) o) o)
RO /N . aktivator ———s Ro/%@ —_— Ro/%
RO RO RO
OR ‘LG OR OR

karbokation oxokarbeniovy ion

axialni vazba RO OR
. RO
a-glykosid OR
®
-H
RO ekvatorialni
RO 0 vazba
RO B-glykosid
OR
o) RO
(@] (0]
RO RO

LG (leaving group) = odstupuijici skupina OR
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Ackoli je produkt s konfiguraci o termodynamicky vyhodnéjsi diky puasobeni
anomerniho efektu, pfevladd mnozstvi kinetického produktu s konfiguraci B, ktery vznika

Casto dusledkem ireversibilniho charakteru glykosylace komplexu aglykont.
Glykosylace vétsinou vychazi z plné acylovanych monosacharidi a jejich derivati
(Obrazek 4). Nejbéznéji aplikované chranici skupiny jsou benzoylové, acetylové

a toluoylové, ostatni (napt. azidové, benzylové) jsou pouzivany piileZitostng®.

AcO BzO BzO TolO
\(3740Ac \@AOAC \@4 Br \@.\\CI
AcO  OAc BzO OBz BzO OBz TolO'
1,2,3,5-tetra-O- 1-O-acetyl-2,3,5-tri-O- 1-brom-2,3,5-tri-O- 1-chlor-3,5-di-O-p-
acetyl-B-D-ribofuranosa  benzoyl-B-D-ribofuranosa benzoyl-B-D-ribofuranosa  toluoyl-2-deoxyribofuranosa
OAc Br Cl
AcO v OAG AcO v OAG AcO v OAG
OAc OAc OAc
1,2,3,4,6-penta-O- 1-brom-2,3,4,6-tetra-O- 1-chlor-2,3,4,6-tetra-O-

acetyl-a-D-glukopyranosa acetyl-a-D-glukopyranosa  acetyl-a-D-glukopyranosa
Obrazek 4: Piehled pouzivanych chranénych derivatti monosacharida.

Mezi lety 1900-1960 se jako glykosylové donory pouzivaly zejména hemiacetaly,
acetaly, bromidy nebo chloridy. Pozdéji byly preferovany spiSe fluoridy, orthoestery,
S-alkyly/aryly a od roku 1980 s vinou novych glykosyla¢nich metod takové glykosylové
donory jako napt. jodidy, glykaly, epoxidy, disulfidy, thioglykosidy, selenoglykosidy,
fosfity, fosfaty, sulfoxidy a mnoho dal$ich®®.

Aromatické glykosidy je mozné piipravit Michaelovou metodou, Helferichovou
metodou a jeji modifikaci, ale pfedevS§im se vyuzivd rlznych modifikaci Koenigsovy-
Knorrovy metody. Tyto reakce jsou vhodné i pro piipravu glykosidd, kde jako aglykon

vystupuji heterocyklické slouceniny.

Glykosylace purinti jsou zfidka regioselektivni® a obvykle vznikid smés izomeri
N7 a N9. Tento pomér se da docela dobte upravit vybérem spravnych reakénich podminek
(v€. katalyzatort), purinovych derivatd s objemnym substituentem v poloze C6 a vhodnych

glykosylovych donort®.
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2.2.1 Michaelova metoda

Nejstarsi metoda pfipravy syntetickych aromatickych glykosidi byla poprvé
predstavena Michaelem. Jednalo se o reakci acetylglykosylhalogenidu (CI, Br) s fenoly
za pritomnosti alkalickych hydroxidi v prostiedi absolutniho ethanolu, kde kromé
substituce atomu halogenidu za Waldenova zvratu doslo i k odstépeni acetylovych skupin
(Schéma 3). V pozd¢jsi modifikaci byl absolutni ethanol nahrazen vodné alkoholovym nebo
acetonovym prosttedim, ¢imz bylo mozné ziskat i pIné acetylované glykosidy (Schéma 4)".

Vytézky reakci nejsou v pouzitém literarnim zdroji uvedeny.

Schéma 3
Cl OH
~_OAC
AcO - OAC EtOH
OAc
Schéma 4
Br OH
2 OAc
O o K \\OAC
AcO +
" NOAc EtOH/HZO
OAc nebo Ac

M62CO/H20 OAC

2.2.2 Helferichova metoda a jeji modifikace

Vyhodou postupu, ktery popsali Helferich a Schmitz-Hillebrecht, je moznost pouziti

plné acetylovan}'/ch derivatlii monosacharidi namisto acetylovanych glykosylhalogenida,

vvvvvv

Na Schématu 5 je popsana reakce, pii niz zahiivanim peracetylované ribosy
s 2,6-dichlor-9H-purinem v tavenin¢ za piitomnosti katalytického mnozstvi Lewisovych
kyselin vznikaji intermediaty, které nasledné vzajemné reaguji za tvorby odpovidajiciho

nukleosidu a uvolnéni kyseliny octové'.
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Schéma 5

cl
AcO c AcO
)NL)\EN\> " \&OAC 150-155 °C )rf\j:g» . \(3740
Z~N — Z>N — &
o NN A CI” N A

cO  DAc cO ©

-AcOH

Cl
N/ N
):I 5

cl” N~ N

OAc
0]
“OAc
AcO

54 %

Pii reakci za pritomnosti p-toluensulfonové kyseliny za nizsi teploty a kratsi reakéni
doby wvznikaji acetylované glykosidy s nezménénou anomerni konfiguraci, zatimco
piitomnost chloridu zine¢natého, vyssi teplota a delSi reakéni doba podporuji vznik

glykosidi s inverzi konfigurace®.

2.2.3 Modifikace Koenigsovy-Knorrovy metody

Velmi oblibena a ¢asto pouzivana metoda, pii niz bézné dochazi k aktivaci anomerniho
centra na glykosylhalogenidu v p¥itomnosti nadbyteéného mnozstvi soli t&zkych kova*® jako
promotoru (napf. Ag,O, Ag.COs;, AgCIO,, HgBr,;, HgCl,, Hg(CN),) a jeho naslednému
navazani na glykosylovy akceptor. Této aktivaci mize piedchazet in situ generace

reaktivngjsiho B-halogenidu’.

Na Schématu 6 je uvedena reakce sttibrné soli 2,6,8-trichlor-9H-purinu s chranénym

halogenidem cukru v xylenu za vzniku odpovidajiciho glukopyranosidu'®,
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Schéma 6

Cl Br

>—CI . 0 N\OAC _ Xxylen _ N\
)\ AcO oA )\ >_C'

Cl

Ag OAc

OAc

AcO =
OAc

Rtutnaté soli purini mohou reagovat s ekvivalentnim mnozstvim cukri. Reakci
1-brom-2,3,5-tri-O-benzoyl-B-D-ribofuranosy s N,N-dimethyladeninem dochazi ke vzniku
N3-nukleosidu, ktery po zahtati s HgCl, ptesmykuje na N9-nukleosid (Schéma 7).
Vzhledem ke snizené polarité rtutnatych soli, jakoZ i jejich lep$i rozpustnosti, jsou tyto

preferovany pred stéfbrnymi.

Schéma 7
BzO
HaC.y,-CHs \(374 HaC.\,-CHs
BzO OB _ HgCl, NP
k @) o k el N
60-65 C 130 140 °C N N
OBz
)
HgCI 67\ 0Bz s
2 OBz
BzO OBz BzO
36 % kvant.

Tato metoda vSak neni z n¢kolika divodu piili§ vhodnd. Kromé smési produkth
a nizkych vytézka, zistava v reakci 1 ur€ité mnozstvi toxické rtuti, kterd mize ovliviiovat
piipadné testy biologickych u&inkd piipravenych slou¢enin®.

Za nejvhodngjsi jsou proto povazovany sodné soli purinovych sloucenin a jinych
heterocyklickych systémi piipravovanych reakci s hydridem sodnym ¢i jinou analogickou
bazi. Takto ptipravené soli reaguji s 1-chlor-3,5-di-O-p-toluoyl-2-deoxyribofuranosou

v acetonitrilu pod inertni atmosférou (Schéma 8).
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Reakce probiha regioselektivné za vzniku odpovidajicich f-nukleosidtic mechanismem
16,17

Sn2 do polohy N9 purinového skeletu

Schéma 8

c TolO
N)j'\g \@.\\CI __MeCN )I
)l\ Z ﬁ ! |nert atm. )\
Cl N @ :
Na

Tol

o,

o)

“OTol
TolO

66 %
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3 GLYKOSYLOVANE DERIVATY PURINU

Puriny piedstavuji rozsahlou skupinou chemicky obdobnych slouc¢enin odvozenych
od zakladniho skeletu nazvaného roku 1884 Emilem Fischerem purin. Tvofi nejrozsifené;si
druh dusikatych heterocykl v piirodé a jejich Siroké spektrum biologickych Géinki vyplyva
z podobnosti viastnich struktur molekulam bézné¢ se vyskytujicim v zivych systémech. Tato

analogie imitace plati i u glykosylovanych purint.

3.1 Biologické ucinky glykosylovanych purinii

Purinovych derivati, v nichz je obsazena molekula ribosy, existuje nékolika nasobné
vice, nez téch, kde je cukernou slozkou glukosa, a to pravé z toho davodu, Ze ribosa je
nepostradatelnou slozkou nukleotidi, jakozto zakladnich stavebnich kament nukleovych
kyselin, nebo soucasti dilezitych kofaktori nikotinamidadenindinulkeotidu (NAD)
a nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADP). Jeji fosforylovand forma vstupuje
do pentosového cyklu, ve kterém dochazi k pfeménam monosacharidi a redukci NADPH
nutného k redukcnim syntézam v organismu (napi. fotosyntéza, syntéza mastnych kyselin,

apod.)®.

3.1.1 Ribosylované a deoxyribosylované puriny

Typickym ptikladem jsou samoziejmé adenosin a guanosin (Obrazek 5), Cili bézné
purinové nukleosidy, jez se spolecné s pyrimidinovymi nukleosidy ve formé monofosfati

podileji na utvareni zédkladniho genetického kodu v DNA a RNA.

Adenosin (Obrazek 5) funguje také jako neuromodulator a homeostaticky regulator™.
Jeho fosfatované derivaty, adenosintrifosfat (ATP) a adenosindifosfat (ADP), zaujimaji
dilezité¢ postaveni v biochemickych procesech, zejména z hlediska pfenosu energie.

Cyklicky adenosin monofosfat (cAMP) pak vykonava signalni funkci.

Guanosin (Obrazek 5) ma velmi obdobné funkce jako adenosin. Guanosintrifosfat
(GTP) je stejné jako ATP zdrojem energie pro metabolické procesy, kdy postupnym
odbouravanim vznikaji di- a monofosfatované derivaty (GDP, GMP). Cyklicky
guanosinmonofosfat (CGMP) ma signalni funkci jako tzv. ,,druhy posel.
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&t % ALY
N~ N H,N" NN
WOH WOH
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“OH “OH
HO HO
adenosin guanosin

Obrazek 5: Zakladni ribosylované purinové nukleosidy.

Nejjednodussim glykosylovanym purinem je ovSem [-D-ribonukleosid nebularin
(Obrazek 6). Tento antimetabolit izolovany z houby Agaricus nebularis je vysoce toxicky.

Jedna se rovnéz o velmi G¢inny inhibitor adenosin deaminazy a ve své trifosfatované forme

Y

0]

inhibuje také DNA-polymerazu™.

AOH

“7OH
HO

Obrazek 6: Strukturni vzorec nebularinu.

Cladribin (Obrazek 7), blizky analog 2-deoxyadenosinu, se pouZziva pro lé¢bu pacientt
s trichocelularni leukémii, i jinych neoplasmu, véetné akutni myeloidni leukémie, chronické

lymfatické leukémie'’ aj.

HO

Obrazek 7: Cladribin.

Sinefunginy, které byly objeveny v 70. letech minulé¢ho stoleti, vykazuji silnou aktivitu
vici plisnim, parazitim, virim a rdznym typim nddorovych bunék. Ve své struktuie
obsahuji ornitinovy postranni fetézec napojeny v poloze 5 deoxyadenosinového zbytku, diky

némuz jsou schopny inhibovat methyltransferazové reakce (Obrazek 8)*.
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NH,
N

N/

x\ﬁ >

cl” >N~ N
NH, g

HOOC “TOH

~OH

H,N
Obrazek 8: Strukturni vzorec zékladniho sinefunginu.

Crotonosid (Obrazek 9) byl izolovan jiz v roce 1932 z prysce Croton tiglium, pozdé&ji
také z motylti Prioneris thestylis. Spole¢né s 2-aminoguanosinem jsou jedinymi znamymi,

V piirodé se vyskytujicimi, guanosinovymi antibiotiky™.

NH,
N
HNT N
o//]\N/ N
WOH
o
“7oH
HO

Obrazek 9: Crotonosid.

Puromycin (Obrazek 10) zajistuje predéasné uvolnéni vznikajiciho polypeptidového
fetézce napodobenim aminoacetylované tRNA a navdzanim Se na akceptorové misto
na ribozomu. Byl =ziskan =z bakterie Streptomyces alboniger a dlouho pouzivan

k vykrmovani prasat a Kufat™.

Obrazek 10: Puromycin.

2-Amino-2-deoxyguanosin (Obrazek 11) vystupuje bud’to v podobé analogu GTP
v pribéhu iniciace nebo elongace biosyntézy proteinii, nebo byvd piimo zabudovan

do RNA. Byl izolovan z gramnegativni bakterie Enterobacter cloacea™.
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ALY
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2 ‘\\NH2
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“/oH
HO

Obrazek 11: Strukturni vzorec 2-amino-2-deoxyguanosin.

Nukleocidin (Obrazek 12) je jednim z mala Vv pfirodé se vyskytujicich ribonukleosidu,
jez ve své molekule maji piitomny atom fluoru. Vyskytuje se v bakterii Streptomyces clavus

a jeho funkce spogiva rovnéz v zablokovéni ribozomi a zastaveni syntézy bilkovin®™.

NH

Obrazek 12: Nukleocidin.

Transport hydrofilnich nukleosidii (napf. adenosinu) pies bunéénou membranu muze
byt kontrolovan mimo jiné i nukleosidem znamym pod oznacenim NBTI (Obrazek 13),
jehoz pouzivani bylo zastaveno kvili nedostateCné ucinnosti a zjisténé toxicité.
Farmakologické vlastnosti byly zlepSeny zavedenim objemnéjSiho  substituentu

(napt. cyklopentanaminu) do polohy C8 purinového kruhu®.

/©/\S
O,N NN

P

HO
Obriazek 13: NBTI.

6-Sulfanylpurinribosid (Obrazek 14) ma vyznamné antiprolifera¢ni ucinky a zvysuje

Zivotaschopnost leukocytii postizenych promyelodni leukémii®™**,
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SH
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\\\O H
(@)
“OH
HO

Obrazek 14: 6-Sulfanylpurinribosid.

Inosin (Obrazek 15) byl poprvé izolovan vroce 1968 ze srde¢niho svalu, ma
cytotoxické u¢inky na Leishmania tropica, parazita zptsobujiciho oteviené viedy*®, inhibuje
rovnéz enzymatickou aktivitu nukleosidovych fosfopolymeraz a inhibuje rist a diferenciaci

erythroleukemickych bungk®”.

OH
N
N/
L LD
N N
OH
o
“/OH
HO

Obrazek 15: Inosin.

3.1.2 Glukosylované puriny

Purinovych nukleosidi, v jejichz struktuife je cukernym zbytkem glukosa, bylo
ve srovnani s ribosylovanymi derivaty dosud piipraveno jen nékolik. Jednd se predevsim
0 glykosylované derivaty tzv. cytokinin, jejichZ zakladni strukturu tvoii adenin s odlisnymi

substituenty na aminoskupiné v pozici 6 purinového kruhu.

Cytokininy zahrnuji skupinu duleZitych rostlinnych hormont, které podporuji bunééné
déleni, diferenciaci buné¢k, rust bo¢nich pupent nebo starnuti listd. Po konjugaci cytokinint
s ribosou nebo glukosou pies atom dusiku v poloze 9 dochazi k reversibilni inaktivaci
cytokinindi za vzniku jejich transportni formy?”.

Protoze cytokininy disponuji také schopnosti ovliviiovat diferenciaci lidskych bungk,
coz bylo dokazano u keratinocytti a u n€kolika typt bunék zpusobujicich leukémii, byly
obdobné testy na cytotoxickou aktivitu provedeny rovnéz u jejich glykosylovanych forem.

Vysledky ukazaly, ze zatimco glukosylované cytokininy (Obrazek 16) vykazuji jen

omezenou, nebo vibec zadnou aktivitu vici témto bunkam, ptitomnost ribosylového zbytku
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protinadorové U¢inky cytokinini vyrazné zvysuje. Ovliviiuji napiiklad mnozeni riznych typt

bundk lymfoblastické leukémie a promyelocytické leukémie®.

U0
HO. )\/\
HsC X NH NH

3

NH \)\/\NH
NN NN NN NN
|)I > |Jj: > Hj: > D
kN/ N> OH kN/ N> OH I\N/ N> OH l\N/ \
N A ~

HO - HO - HO - HO -
OH OH OH OH
N6-benzyladenin-9-glukosid t-zeatin-9-glukosid isopentenyladenin-9-glukosid kinetin-B-glukosid
OH
OH
% % OH
NH NH NH
NN NN
\ \
QQ é@
‘\\OH ‘\\OH
(0]
OH OH
HO > HO z
OH OH

meta-topolin-9-glukosid ortho-topolin-9-glukosid para-topolin-9-glukosid

Obrazek 16: Piiklad glukosylovanych cytokinint.

3.2 Nukleofilni aromatické substituce do polohy 6 purinového skeletu

Purinové baze a nukleosidy mivaji v poloze 6 purinového skeletu rozmanité
substituenty, napf. arylové, alkylové, alkenylové ¢i alkynylové skupiny. V nasledujici ¢asti
této kapitoly bude pojednano o metodach nukleofilnich substituci, kterymi lze takové

purinové derivaty syntetizovat.

Cross-couplingové reakce katalyzované obvykle organokovy jsou vSestranné vyuzivany
nejen v oblasti organickych syntéz. Tvorba vazeb C—C se uplatiiuje v klicovych stupnich
syntéz mnoha slozit¢jSich molekul. Na Schématu 9 je znazornéno pravé jeji vyuziti
pti  piipravé  vychoziho chranéného  6-ethynylpurinnukleosidu z  odpovidajiciho
chranéného 6-chlorpurinnukleosidu,  ktery  reagoval s  (trimethylsilyl)acetylenem.
Meziprodukt byl pak desilylovan tc¢inkem tetrabutylamonium-fluoridem (TBAF)

ve smési tetrahydrofuranu (THF) s kyselinou octovou (AcOH), aby se piedeslo piedcasné
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deacylaci cukru. K ziskanému chranénému 6-ethynylpurinnukleosidu byl pfidan diethylamin
a za laboratorni teploty byl po 24 hodinach ziskan pozadovany produkt s vytézkem 92 %
(Schéma 10)*°.

Schéma 9
T™MS
o It It
TBAF
N N\> TMS— N N\> AcOH, THF NN
T —_—
N N Pd(PPhj3), Cul k\N N s N
~OTol  DMF, EtzN ~OTol \OTol
o) o) o)
7OTol “7OTol “7OTol
TolO TolO TolO
70 %
Schéma 10
HaC” N7 CH,
| =
N N
N* Eto,NH N*
CIry = Uy
NN THF, 24 h NN
LOTol LOTol
o) o
“OTol “OTol
TolO TolO
92 %

Jak je naznaceno na Schématu 11, uc¢inkem kyseliny fenylboronové na per-O-
benzoylovany 6-chlor-7-fluor-7-deazapurinribosid za katalyzy palladia je mozné prakticky

kvantitativng substituovat atom chloru fenylovou skupinou®’.

Schéma 11

Cl

F F
Nk/ | N\ Ph-B(OH), N“ | N\
\N N Pd kat. \N N
0Bz 0Bz
0] 0]
0Bz “/0Bz
BzO BzO
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Mikrovinami asistované reakce uz byly pouzity v tadé organickych reakci, véetné
aromatické nukleofilni substituce, cykloadice a oraganokovovych reakci. Mikroviny

urychluji rizné syntetické pfemény, tyto procesy pak zkracuji reakéni dobu a Setii energie®.

Naptiklad acetylovany 6-fenylpurinribosid byl ptipraven cross-couplingovou reakci
ethanolového roztoku chranéného 6-chlor-9H-purinribosidu s tetrafenylboritanem sodnym

v mikrovinném reaktoru (Schéma 12)%.

Schéma 12
Cl

- N - N

Nk R . Ph,BNa Pd(PPh3),Cl, ~ ’\Il\ S

SN N NayCOs, EtOH SN” N
~OAc MW, 30 min, 90 °C WOAC

o] (@)
“OAc “OAc

ACO ACO
61 %

MW = mikrovinami asistovana reakce

Pozadovany 2,6,9-trisubstituovany purin byl pfipraven z 2,6-dichlor-9H-purinu
dvoustupniovou syntézou v mikrovinném reaktoru (Schéma 13). V prvnim stupni byl béhem
10 minut pfi teploté 150 °C ucinkem anilinu v dioxanu a kyseliny octové substituovan atom
chloru v poloze C6 purinového kruhu. Nasledné byla reak¢éni smés ochlazena na laboratorni
teplotu a po odpafeni piebytecnych tékavych latek byl do surové smési piidan
benzylbromid, hydroxid sodny a dimethylformamid a opét byla smés vystavena identickym

reakénim podminkam jako v ptedchozim kroku®.

Cl : NH
1. anilin, AcOH, dioxan
NAIN\> MW, 10 min, 150°C__ NAIN\>
Cl)\\N N 2. benzylbromid, NaOH CI)\\N N
H DMF, MW
10 min, 150 °C

Schéma 13

MW = mikrovinami asistovana reakce 80 %
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Jelikoz otevienim epoxidového kruhu lze relativné snadno ziskat 1,2-disubstituované

slouc¢eniny mtizeme je zatadit mezi jedny z nejcastéji pouzivané meziprodukty.

Této varianty, pro ptipravu kone¢ného produktu uvedeného ve Schématu 14, vyuzili
také autofi z citované prace®®, ktefi nejprve Gginkem terc-butylhydroperoxidu
Vv chloroformu za katalyzy wolframové kyseliny pfi laboratorni teploté pievedli vinylovou
skupinu purinnukleosidu na oxiranovy kruh, jez byl nasledné¢ plsobenim methoxidu

zine¢natého otevren.

Schéma 14
HyCo
3~
_CH, 0O OH
N N\> t-BuOOH N N\> Zn(OMe), - N N\>
X —_—
LOTBS 16'h JOTBS LOTBS
o o o
“0TBS “0TBS “0TBS
TBSO TBSO TBSO
80 % 37 %

3.3 Deacylace

Nejcasté&ji pii pripraveé rozmanitych glykosidi, pti kterych se vyuzivaji jako glykosylové
donory rizné acylované cukerné derivaty, je poslednim krokem syntézy odstranéni téchto

chrénicich skupin.

Od vhodnych chranicich skupin se poZaduje relativni stabilita vici nukleofilim
(jako jsou aminy nebo thioly) i za mirnych reakénich podminek, nicméné také to,
ze po ukonéeni veskerych pozadovanych krokd budou snadno odstranitelné bez destrukce

pfipravené latky.

Deacylace jsou standardné provadény methoxidem sodnym v methanolu nebo
v methanolu nasyceném amoniakem. Dale se v bézné praxi ale pouzivaji i postupy
jako je Kkatalyticka hydrogenace palladiem (Pd/C), deacylace uéinkem triethylaminu

v methanolu.
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Nézorny piiklad deacylace je uveden na Schématu 15>,

Schéma 15
CF, CF,
MeONa
NP SN MeOH NP SN
WLy — LY
N” N N~ N
o o)
“/OTol “OH
TolO HO

37 %



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

32

II. EXPERIMENTALNI CAST
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4 POPIS POUZITEHO PRISTROJOVEHO VYBAVENI
Teploty tani (t;) byly méfeny na Koflerové bloku a nejsou korigovany.

Elementarni analyzy (C, H, N) byly provadény na pfistroji Flash EA 1112 Automatic

Elemental analyzer (Thermo Fischer Scientific).

Retenéni faktory (Ry) byly ur¢eny TLC analyzou pii pouziti desti¢ek typu Alugram Sil
G/UV firmy Macherey-Nagel. Jako mobilni faze byly pouzity nasledujici smési v pomérech
(v/v): systétma: chloroform/ethyl-acetat (7/3), systém b: chloroform/ethanol (19/1),

systém c: petrolether/ethyl-acetat (5/3), systém d: chloroform/ethanol (1/1).

NMR spektra byla méfena na ptistroji Bruker Avance 300 pii frekvenci 300,13 MHz
(*H) a 7577 MHz (C). Jako interni standard bylo pouZivano rozpoustédlo
(‘H:  O(rezidualni CHCl) = 7,27 ppm; d(rezidualni DMSO-ds) = 2,50 ppm;
BC: o(CDCly) = 77,23 ppm; §(DMSO-dg) = 39,52 ppm). P#i vypisovani protonovych
spekter byly pouzity nasledujici zkratky: s =singlet, d =dublet, dd = dublet dubleta,
ddd = dublet dubleti dubleta.

Infracervena spektra byla méfena na spektrometru Nicolet iIS10 v podobé KBr tablet.
Symboly pouzité pii vypisovani spekter znaci intenzitu daného absorp¢niho pasu: w = slaba,

m = stiedni, s = siln4; ptipadng jeho $itku: b = iroky pas, a jsou uvedeny v cm™.

Hmotnostni spektra byla méfena metodou piimého vstupu bud’ na hmotnostnim
spektrometru Shimadzu QP-2010 (DI-EI-MS) nebo na hmotnostnim spektrometru
siontovou pasti amaZon X (Bruker Daltonics, Brémy, Némecko) vybaveného
elektrosprejovym ioniza¢nim zdrojem (ESI-MS). DI-EI-MS: teplotni program: 80 °C/1 min,
40 °C/min zvyseni na teplotu 350 °C, jeZ byla drZena patii¢n€ dlouhou dobu. Iontovy zdroj:
200 °C, 70 eV. Pti vypisovani hmotnostnich spekter byly brany v tivahu signdly s relativnim
zastoupenim alespoit 5 % (neplati pro molekulové ionty). ESI-MS: vzorky byly
do iontového zdroje ptivadény kovovou kapilarou pii konstantnim pritoku 4 pl-min™.
Ostatni parametry: napéti na kapilafe: +4,2 kV; teplota susiciho plynu (220 °C); prutok
susiciho plynu (6 dm*min™); tlak rozprasovaciho plynu (55,16 kPa). Jako susici
a rozpraSovaci plyn byl pouzit dusik. Pfipadné dalsi parametry byly optimalizovany béhem

jednotlivych  experimentl. Tandemova hmotnostni spektra byla (po izolaci
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pozadovanovaného iontu) méfena pomoci kolizi vyvolané disociace (collision-induced

dissociation, CID). Jako kolizni plyn bylo pouzito helium.

Veskeré pouzité reaktanty, Cinidla a rozpoustédla, jako napt. 2,6-dichlor-9H-purin,
acetobrom-a-D-glukosa ¢i tetrabutylamonium-bromid, byly zakoupeny z komerénich zdrojt

a pouzivany bez jakékoliv dalsiho ¢isténi.
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5 PRIPRAVA N9-GLUKOSYLOVANYCH PURINU

5.1 Glukosylace 2,6-dichlor-9H-purinu za riiznych reakénich podminek

Postup A:

Smés 2,6-dichlor-9H-purinu (1) (188 mg, 1 mmol), acetobrom-a-D-glukosy (2)
(822 mg, 2 mmol) a uhli¢itanu cesného (978 mg, 3 mmol) v acetonitrilu (10 cm®) byla
michana pod ochrannou dusikovou atmosférou pii laboratorni teploté, dokud TLC
neindikovala spotfebovani veskeré vychozi slouceniny. Po ukonceni reakce byla k nazloutlé
reakéni smési piidana voda (30 cm®), doslo k rozpusténi pevné fize a vznikly svétle Zluty
roztok byl extrahovan chloroformem (5 x 20 cm®). Spojené organické podily byly vysuseny
nad siranem sodnym, zfiltrovany a odpafeny na rotac¢ni vakuové odparce (RVO). Surova
smes byla chromatografovana na sloupci s pouzitim systému a, izolovany pozadovany

produkt byl nasledné piecistén krystalizaci z diethyletheru.

Postup B:

Smés 2,6-dichlor-9H-purinu (189 mg, 1 mmol), acetobrom-a-p-glukosy (617 mg,
1,5 mmol), uhli¢itanu sodného (159 mg, 1,5 mmol), tetrabutylamonium-bromidu (BusNBr —
katalyzator fazového ptenosu) (129 mg, 0,4 mmol), dichlormethanu (10 cm®) a vody
(10 cm®) byla michdna v uzaviené baiice za laboratorni teploty po dobu pdti dnd.
Po ukonceni reakce byla vodna faze oddélena od spodni dichlormethanové a extrahovana
chloroformem (5 x 20 cm®). Spojené organické podily byly vysuseny nad siranem sodnym,
piefiltrovany a odpateny na RVO. Surovy produkt byl ptecistén sloupcovou chromatografii

systémem a nasledovanou krystalizaci z diethyletheru.

Postup C:

Smés 2,6-dichlor-9H-purinu (189 mg, 1 mmol), acetobrom-a-D-glukosy (616 mg,
1,5 mmol) a uhli¢itanu cesného (978 mg, 3 mmol) v acetonitrilu (10 cm®) byla michana
pod ochrannou dusikovou atmosférou pti laboratorni teploté 51 h. Po ukonceni reakce byla
k nazloutlé reakéni smési piidana voda (30 cm®), doglo k rozpusténi pevné fize a vznikly
svétle zluty roztok byl v délici nalevce extrahovan chloroformem (5 x 20 cm®). Spojené

organické podily byly vysuSeny nad siranem sodnym, zfiltrovany a odpafeny na RVO.
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Surovy produkt byl chromatografovan na silikagelovém sloupci s pouzitim systému a.

Izolovany pozadovany produkt byl nasledné piekrystalizovan diethyletherem.
2,6-Dichlor-9-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosyl)-9H-purin (3a)

Cisty produkt byl ziskan v podob& bezbarvych krystalki ve vytézcich 312 mg (61 %,
Postup A), 307 mg (59 %, Postup B) a 241 mg (46 %, Postup C); t;=129-134 °C;
Rf = 0,44 (systém a), R¢ = 0,74 (systém b).

'"H NMR (CDCl): 81,82 (s, 3H, CH;CO); 2,03 (s, 3H, CHCO); 2,07 (s, 3H,
CHsCO); 2,08 (s, 3H, CH5CO); 4,07 (ddd, 1H, J = 12,3 Hz, CH, Glc); 4,18 (dd, 1H, J =
15,4 Hz, CH,, Glc); 4,32 (dd, 1H, J = 12,6 Hz, CH,, Glc); 5,28 (dd, 1H, J = 18,1 Hz, CH,
Glc); 5,46 (dd, 1H, J = 18,7 Hz, CH, Glc); 5,57 (dd, 1H, J = 18,0 Hz, CH, Glc); 5,92 (d,
1H, J = 9,3 Hz, N°CH, Glc); 8,32 (s, 1H, NC®HN) ppm. *C NMR (CDCl): § 20,3 (CHs);
20,6 (CHs); 20,7 (CHs); 20,8 (CHs); 61,6 (CH,, Glc); 67,8 (CH, Glc); 70,4 (CH, Glc);
72,8 (CH, Glc); 75,5 (CH, Glc); 80,9 (CH, Glc); 130,8 (C); 143,5 (C°H); 152,6 (C); 153,1
(C); 153,8 (C); 169,2 (CO); 169,5 (CO); 169,9 (CO); 170,5 (CO) ppm. IC (KBr): 3519
(m, b), 3124 (w), 2951 (w), 1761 (s), 1594 (s), 1562 (s), 1495 (m), 1432 (m), 1370 (s),
1225 (s), 1170 (m), 1150 (m), 1104 (m), 1063 (m), 1040 (m), 972 (m), 913 (m), 882 (m),
825 (m), 786 (w), 760 (m), 683 (w), 630 (w), 600 (w) cm™. DI-EI-MS (200 °C, 70 eV):
331 (10), 169 (31), 149 (7), 127 (10), 109 (31), 97 (8), 85 (6), 81 (6), 72 (6), 71 (9), 69
(9), 59 (7), 57 (10), 55 (7), 43 (100), 41 (6) m/z (%). ESI-MS (poz) m/z (%): 557
IM*CL)+K]" (11), 541,1 [M(*Cl,)+Na]* (100). ESI-MS (neg) m/z (%): 517,4 [M-H]
(20).

Pro Ci9H,0ClLN4Og: vypoctené slozeni: 43,95 % C; 3,88 % H; 10,79 % N
nalezené slozent: 43,65% C: 3,93 % H; 10,51 % N

2-Chlor-9-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosyl)-6-(2,6-dichlor-9H-purin-9-
yl)-9H-purin (3b)

Vedlejsi neocekavany produkt byl vyizolovan ve formé bezbarvych krystalkd
ve vytézcich 83,5 mg (16 %, Postup A) a 57,9 mg (11 %, Postup C); t; = 256-261 °C;
Rf = 0,36 (systém a), Rt = 0,70 (systém b).

IC (KBr): 3464 (w, b), 3127 (w), 2948 (w), 1755 (s), 1610 (s), 1570 (m), 1550 (m),
1492 (m), 1437 (m), 1360 (m), 1299 (w), 1225 (s), 1145 (m), 1100 (m), 1070 (m), 1030
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(m), 946 (w), 914 (w), 882 (w), 857 (m), 825 (w), 773 (w), 760 (m), 687 (W), 639 (W)
cm™. DI-EI-MS (200 °C, 70 eV): 331 (8), 169 (26), 127 (8), 109 (27), 43 (100) m/z (%).
ESI-MS (poz) m/z (%): 709 [M(*Cl)+K]" (21), 693,1 [M(**Cl,)+Na]* (100).

Pro C,4H,:ClsNgOg: vypoctené slozeni: 42,91 % C; 3,15 % H; 16,68 % N

nalezené sloZzeni: 42,88 % C; 3,14 % H; 16,41 % N

5.2 Nukleofilni aromaticka substituce slou¢eniny 3a do polohy C6

2-Chlor-N-fenyl-9-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosyl)-9H-purin-6-amin
(4a)

2,6-Dichlor-9-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosyl)-9H-purin -~ (3) (519 mg,
1 mmol) byl rozpuitén ve smési dimethylformamidu (3 cm?®), triethylaminu (1,1 molarni
ptebytek) a anilinu (1,05 molarni piebytek). Roztok byl michan pti teploté¢ 80—100 °C
pod chlorkalciovym uzavérem po dobu 10 h. Po ukonceni reakce bylo k reakéni smési
ptiddano 50 cm® vody za vytvofeni bilé sraZeniny a vodna vrstva byla v délici nalevce
extrahovana chloroformem (6 x 10 cm®). Spojené organické podily byly vysuSeny
nad siranem sodnym, zfiltrovany a odpafeny na RVO. Ziskany surovy produkt byl precistén

krystalizaci z benzenu.

Cista pozadovana slou¢enina byla ziskana v podobd bezbarvych krystalkl ve vytézku
259 mg (45 %); t, = 177-181 °C; Ry = 0,56 (systém c).

'H NMR (DMSO): 81,74 (s, 3H, CHsCO); 1,97 (s, 3H, CHsCO); 2,00 (s, 3H,
CHsCO); 2,04 (s, 3H, CH3CO); 4,12 (m, 2H, CH,, Glc); 4,43 (s, 1H, CH, Glc); 5,23 (dd,
1H, J = 11,1 Hz, CH, Glc); 5,65 (dd, 1H, J = 11,1 Hz, CH, Glc); 5,76 (dd, 1H, J = 10,6
Hz, CH, Glc); 6,24 (d, 1H, J = 5,2 Hz, N°CH, Glc); 7,11 (s, 1H, CH, Ph); 7,35 (s, 2H, CH,
Ph): 7,82 (m, 1H, CH, Ph); 8,64 (s, 1H, C°NH); 10,36 (s, 1H, NC®HN) ppm. **C NMR
(DMSO0): & 20,2 (CHs); 20,4 (CHs); 20,6 (CHs); 20,9 (CHs); 62,3 (CH, Glc); 68,1 (CH,
Gle); 71,1 (CH, Glc); 72,3 (CH, Glc); 73,6 (CH, Glc); 79,4 (CH, Glc); 118,6 (C°NH);
121,9 (CH, Ph); 124,1 (CH, Ph); 128,9 (CH, Ph); 138,9 (C); 141,1 (C); 153,3 (C); 152,6
(C); 153,1 (C); 169,2 (CO); 169,6 (CO); 169,8 (CO); 170,4 (CO) ppm. IC (KBr): 3400
(m), 3105 (w), 2961 (W), 2938 (w), 1758 (s), 1729 (s), 1633 (s), 1587 (s), 1500 (m), 1463
(m), 1369 (m), 1315 (m), 1232 (s), 1146 (w), 1094 (s), 1072 (s), 1043 (s), 979 (w), 942
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(w), 911 (w), 792 (), 783 (W), 754 (w), 687 (m), 584 (w) cm™. DI-EI-MS (200 °C, 70 eV):
245 (6), 169 (20), 127 (7), 109 (26), 43 (100) m/z (%). ESI-MS (poz) m/z (%): 1173,3
[2-M(*Cl)+Na]* (5), 614,2 [M(*CN+K]" (50), 598,2 [M(*Cl)+Na]* (100), 576,2
[M(®CD)+H]* (54), 516,2 [M-AcO]* (17). ESI-MS (neg) m/z (%): 1171,2 [2-M(*CI)-
2-H+Na] (5), 574,2 [M(**CI)-H] (100).

Pro C,sH,6CINsOg:  vypoctené sloZeni: 52,13 % C; 4,55 % H; 12,16 % N
nalezené slozeni: 52,30 % C; 4,77 % H; 12,41 % N

N-Benzyl-2-chlor-9-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosyl)-9H-purin-6-amin
(4b)

Slougenina 3 (519 mg, 1 mmol) byla rozpusténa ve smési dimethylsulfoxidu (3 cm®),
triethylaminu (1,1 molarni ptebytek) a benzylaminu (1,05 molarni piebytek). Roztok byl
michan pfi teploté 80-100 °C pod chlorkalciovym uzavérem po dobu 10,5 h. V prib&hu
reakce dochazelo ke zménam barvy reakéni smési z bezbarvé pies zlutohnédou na ¢ernou.
Po ukonéeni reakce bylo k reakénimu roztoku piidano 50 cm’vody za vytvoreni bilé
srazeniny a vodna vrstva byla extrahovana chloroformem (9 x 10 cm®). Spojené organické
vrstvy byly vysuSeny nad siranem sodnym, zfiltrovany a odpaieny na RVO. Ziskany surovy
produkt byl nejprve pirecistén pomoci sloupcové chromatografie s pouzitim systému C

a izolovana latka byla nasledné ptekrystalizovana z diethyletheru.

Ocekavany produkt byl ziskan v podobé bezbarvého krystalického prasku ve vytézku
237 mg (40 %); t; = 105-116 °C; Rf = 0,31 (systém c).

IC (KBr): 3384 (m, b), 2942 (w), 1755 (s), 1625 (s), 1533 (w), 1484 (w), 1453 (),
1428 (w), 1365 (m), 1300 (m), 1234 (s), 1061 (m, b), 930 (w), 832 (w), 735 (w), 703 (W)
cm™. DI-EI-MS (200 °C, 70 eV): 261 (6), 260 (8), 259 (17), 258 (6), 169 (40), 127 (11),
109 (35), 106 (11), 91 (25), 43 (100) m/z (%). ESI-MS (poz) m/z (%): 628,2 [M(*Cl)+K]"
(17), 612,2 [M(®*CI)+Na]" (54), 590,2 [M(*CI)+H]" (100). ESI-MS (neg) m/z (%): 588,2
[IM(®CI)-H] (100).

Pro CzH2sCINsOg:  vypocétené slozeni: 52,93 % C; 4,78 % H; 11,87 % N

nalezené slozeni: 53,19% C; 4,77 % H; 11,66 % N
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5.3 Deacetylace pripravenych slou¢enin
2-Chlor-9-(-p-glukopyranosyl)-6-methoxy-9H-purin (5)

Smés slouceniny 3 (260 mg, 0,5 mmol), triethylaminu (0,35 cm®, 2,5 mmol) a methanolu
(5 cm®) byla refluxovana 4 h pii teplotd 70-80 °C. Po ukondeni reakce byl surovy produkt
odpafen do sucha na RVO, zvazen, za horka rozpustén v ethanolu a ponechan spontanné

krystalizovat.

Piedpokladany produkt byl vyizolovan v podobé bezbarvych krystalki ve vytézku
55 mg (31 %); t; = 226-232 °C; Ry = 0,57 (systém d).

IC (KBr): 3400 (s, b), 2990 (m), 2928 (w), 2900 (w), 1849 (w, b), 1600 (s), 1481 (s),
1397 (s), 1316 (s, b), 1204 (s), 1200 (w), 1160 (w), 1071 (s, b), 934 (m), 905 (m) cm™.
ESI-MS (poz) m/z (%): 385,1 [M(*Cl+K]" (21), 369,1 [M(*Cl)+Na]" (100), 347,2
[M(®CD)+H]* (82). ESI-MS (neg) m/z (%): 345,1 [M(**CI)-H] (8), 691,1 [2-M(*CI)-H]
(41).

Pro C12HisCIN4Og:  vypoétené slozeni: 41,57 % C; 4,36 % H; 16,16 % N
nalezené slozent: 41,64 % C; 4,43 % H; 15,96 % N
2-Chlor-N-fenyl-9-(-D-glukopyranosyl)-9H-purin-6-amin (6)

Titulni latka byla pfipravena reakci slouc¢eniny 4a (173 mg, 0,3 mmol) a triethylaminu
(0,21 cm?®, 1,5 mmol) v methanolu (5 cm®), ktera byla refluxovana pii 70-80 °C po dobu
1,5 h. Po ukonceni reakce byl surovy produkt odpafen do sucha na RVO, zvazen, za horka

rozpustén v ethanolu a ponechan spontanné krystalizovat z bezvodého diethyletheru.

Cisty produkt byl ziskan v podob& bezbarvych krystalki ve vytézku 112 mg (80 %);
t, = 272-283 °C; Rs = 0,67 (systém d).

IC (KBr): 3320 (s, b), 3316 (s, b), 1642 (s), 1585 (s), 1500 (s), 1357 (s), 1307 (s),
1223 (m), 1166 (m), 1090 (s, b), 1052 (s, b), 949 (w), 816 (w), 751 (m), 686 (W), 625 (W)
cm™. ESI-MS (poz) m/z (%): 446,1 [M(®*CI)+K]* (12), 430,2 [M(*Cl)+Na]* (43), 408,2
[IM®CD)+H]" (100). ESI-MS (neg) m/z (%): 406,1 [M(**CI)-H]" (100).

Pro C17H1sCINsOs:  vypoctené slozeni: 50,07 % C; 4,45 % H; 17,17 % N

nalezené slozeni: 4993% C; 4,59 % H; 16,93 % N
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I1l. VYSLEDKY A DISKUZE
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6 ORGANICKE SYNTEZY A STRUKTURNI CHARAKTERISTIKA
PRIPRAVENYCH LATEK

Cilem piedlozené diplomové prace bylo provést sérii glykosylacnich reakcei 2,6-dichlor-
9H-purinu za riznych podminek, na zaklad¢ ziskanych vysledki mély byt vyhodnoceny
nejvhodnéjsi podminky (vytézek, reakéni doba, ekonomickd naro¢nost) pro ziskéani
pozadovaného produktu. Tyto glykosylace, déale nazyvané jako glukosylace, jelikoz
se jednalo o zavadéni konkrétni glukosylové slozky, byly provedeny modifikaci
Koenigsovy-Knorrovy metody, a piipravena glukosylovana sloucenina pak slouzila jako
vychozi reaktant v dalSich syntézach pro ptipravu jejich derivati. Zavére¢nym krokem byly

deacetylace piedesle pfipravenych sloucenin.

U syntetizovanych slouc¢enin nebyla dosud urcena konfigurace na anomernim atomu
uhliku, ale dle znamého mechanismu Koenigsovy-Knorrovy metody by vysledny glukosid
mél mit B-anomerni konfiguraci. Experimentalné je ji mozné urcit zméfenim 2D-NMR
(NOESY), na némz by méla byt ziejma korelace v prostoru mezi vodiky na atomech uhliku
Cl a C5 glukosylového zbytku, pokud by se jednalo o B-anomer. V piipadé a-anomeru

by k této korelaci dojit nem¢lo.

6.1 Glukosylace 2,6-dichlor-9H-purinu za riznych reakénich podminek

Dle obecného Schématu 16 byla provedena série celkem ¢étyt glukosylaci (Tabulka 1),
kdy na atom dusiku v poloze 9 slouceniny 1 byl vazan cukerny zbytek z glukosylového
donoru, kterym byl 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-glukopyranosylbromid (2), v cukerné chemii

trivialné nazyvany acetobromglukosa.

Schéma 16
cl
N=N N
Cl/(\N/ 3
cl MerlN cl N
nepo
N O._Br N N
0 2 L e oI pe:
“ . aze N
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Produktem téchto reakci byl 2,6-dichlor-9-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosyl)-
9H-purin (3a), ktery byl v Cisté podobé izolovan ze surovych smési sloupcovou
chromatografii a preciStén krystalizaci. Jeho struktura byla nésledné potvrzena béznymi

metodami strukturni analyzy (napi. IR, EI-MS, ESI-MS ¢i NMR).

Tabulka 1: Reak¢ni podminky a vytézky provedenych glukosylaci.

) 2" Vytézek  [%0]
Experiment . Baze Rozpoustédlo Reakéni doba [h]
[ekviv.] 3a 3b
1 2 Cs,CO3 MeCN 26 61 16
2 2 Ag.0O MeCN 214 0 0
§ 1,5 N3.2CO3 CH2C|2/H20 119 59 0
4 15 Cs,CO4 MeCN 51 43 11

“ (ekviv.)/mmol vychozi latky 1
" uvedené vytszky odpovidaji ziskanym chromatografickym frakcim

Experimetny 1, 2 a 4 byly provedeny pod ochranou dusikovou atmosférou
v acetonitrilu, zatimco ¢tvrty z nich byl proveden ve dvoufazové smési dichlormethan/voda
(1/1, vIv). Vsechny reakce byly uskute¢iovany za laboratorni teploty, ale vzajemné se lisily

bud’to v typu pouzité baze, nebo v latkovém mnozstvi reagujiciho cukru.

V prvni reakci byl pouzit 2,0 molarni piebytek acetobromglukosy a jako baze uhli¢itan
cesny. Pozadovana sloucenina 3a byla izolovana ve vytézku 61 % vedle neocekavaného
produktu 3b, ktery byl ziskan ve vytézku 16 %. Lze se domnivat, ze by se mohlo jednat
o latku, ktera ve své struktuie obsahuje dva purinové skelety a jednu cukernou slozku.
K tomuto nazoru nas vedou vysledky ESI-MS spektrometrie a elementarni analyzy. Pozice
vzajemného navazani strukturnich podjednotek bude pfedmétem budoucich NMR
experimentt, ale pfedbézné by se mohlo jednat o strukturu jiz uvedenou ve Schématu 16.
Purinové skelety jsou pravdépodobné vzajemné spojeny Vv poloze C6 jedné jednotky

a N9 druhé. Glukosyl je nejspis v poloze N9 prvniho purinu.
Pii glukosylaci 2 byl jako baze pouzit oxid stfibrny, a to v 2,0 molarnim piebytku.
Jednalo se o velmi slozitou smés, kterou se nepodafilo separovat sloupcovou chromatografii

(ani opakovanym délenim) na Cista chemicka individua a ta nasledné charakterizovat.

Tteti reakce probihala ve dvoufazové smési s tetrabutylamonium-bromidem jako

katalyzatorem fazového prenosu v systému dichlormethan/voda. Jako baze zde vystupoval
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uhlic¢itan sodny a cukerna slozka byla pouzita v 1,5 molarnim ptebytku. Vytézek této reakce
¢ini 59 %, avSak celkovéa reakéni doba byla pomérné dlouhd, asi pét dnii. To mize byt
zplisobeno 0mezenou rozpustnosti organickych slouc¢enin ve vodé¢ nebo naopak nizkou
rozpustnosti jednotlivych reaktanti v organickych rozpoustédlech. Z téchto diivodi mize

reakce probihat relativné dlouhou dobu, a to i pies pouziti transferového katalyzatoru.

Posledni zkousena moznost glukosylace (4) jak pfipravit pozadovanou latku
predstavovalo pouziti jiz ovéfené baze, tedy uhli¢itanu cesného, tentokrat ale S niz$im
prebytkem acetobromglukosy, a to 1,5 molarnim. Doslo sice ke zkraceni reakéniho Casu,
nicméné V porovnani S glukosylaci 1 byla reakéni doba stale dvojnasobna a také konecny
vytézek produktu byl pfiblizné 0 20 % nizsi. | pii této reakci byl vyizolovan dfive zminény
a blize neurceny vedlejsi produkt 3b, a to ve vytézku 11 %.

Neni mozné Fici, ze by néktera z metod byla vyrazné lepsi nez ostatni. U vSech, kromé
reakce 2, bylo dosazeno relativné dobrych vytézku. Prestoze uhli¢itan cesny nepatii mezi
nejlevnéjsi baze, vzhledem k nejkratsi reakéni dob¢ a jednodus$imu zpracovani, ve srovnani

s reakci provadénou ve dvoufazové smési, byla pro piipravu vétsiho mnozstvi slouceniny 3a

vybrana prave reakce 1.

6.2 Nukleofilni aromaticka substituce slou¢eniny 3a do polohy C6

Dalsim krokem bylo zavedeni vybranych primarnich aminti uvedenych v Tabulce 2

do polohy 6 purinového skeletu slouceniny 3a.

Tabulka 2: Nukleofilni substituce vybranymi primarnimi aminy.

Produkt Reakéni doba [h] Vytézek [%0]

R

4a HZCO 10,5 45
H>C

4b \—@ 10 41

Sloucenina 4a je produktem reakce vychoziho acetyloxyglukosylpurinu 3a s anilinem
v DMF, zatimco sloucenina 4b vznikla reakci analogické vychozi latky s benzylaminem
v DMSO. Obé¢ reakéni smési byly refluxovany za ptitomnosti 1,05 molarniho ptebytku obou

primarnich amind a 1,1 molarni pfebytku triethylaminu (Schéma 17).
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Schéma 17
R.
¢ R-NH,, (1,05 ekviv.) NH
N,)i['\g EtsN (1,1 ekviv.) Nl/\tN\>
Cl)\N/ N DMF nebo DMSO CI/kN/ N
5 OAc 80-100 °C . OAc
Q o)

\)D‘OAC po Ac

AcO z AcO >
OAc DAC
3a 4a,b

Zatimco pii reakci slouceniny 3a S anilinem, jakozto aromatickym aminem, nelze

povazovat reak¢éni dobu za nikterak dlouhou, u reakce této latky s benzylaminem, jako

silnéj$im nukleofilem, bylo mozné oc¢ekavat reakcéni dobu kratsi, nez jaka byla ve skutecnosti

pozorovana. Struktury obou produkti byly ovéfeny prostiednictvim bézné pouzivanych

metod strukturni analyzy. Na Obrazku 17 je uvedeno spektrum z analyzy ESI-MS jak

V pozitivnim, tak v negativnim skenovacim médu.
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Obrazek 17: ESI-MS spektra slouceniny 4a; (a) +MS, (b) -MS.
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V pozitivu je dominantnim signdlem sodny adukt [M+Na]’, ktery je doprovazen dal$imi
dvéma vyznamnymi signaly, a sice protonovanym molekulovym iontem [M+H]" a draselnym
aduktem molekulového iontu [M+K]". Ve spektru prvniho ¥adu kladné nabitych iontti byly
dal pozorovany dva minoritni signaly. Jednim z nich byl sodny adukt dimeru molekuly
[2-M+Na]" a druhym pak iont [M-AcO]" vznikajici negativni ztratou acetylu z molekuly
studované latky jiz v disledku ioniza¢niho procesu. V negativnim spektru prvniho fadu byl
jako dominantni signal pozorovan deprotonovany molekulovy iont [M-H] , ktery byl
doprovazen signalem, jehoz hodnota m/z odpovida sodnému aduktu dimeru molekuly

postradajici dva atomy vodiku [2-M-2-H+Na]".

Na Obrazku 18 je prezentovano dalsi ESI-MS spektrum, tentokrat slouceniny 4b,

rovnéz v pozitivnim i negativnim skenovacim modu.

[M+H]'
(a) 302
[MC°Cl+H]'
590.2
[M+Na]
612.2
MC'CD+H]
591.2 592.2
[M+K]'
628.2

rrrrr *1rr+r~rr~rr~rr1rrr 1 11T T T " "1 "1
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900
mz

(b) g) [M-HJ
568.2
Eos

OAc
AcO £
OAc
slouéenina 4b
exaktni hmotnost = 589.158

Jd l Ll I et L A . 1 ~
r~r—r —r 1 ~T1 1+ ~1 11711017 rrrT1rTT T
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m'z

Obrazek 18: ESI-MS spektrum prvniho fadu slouceniny 4b. (a) +MS s detailem izotopického

klastru protonovaného molekulového iontu; (b) -MS.
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V obou spektrech prvniho fadu byl pozorovan jako dominantni signal o m/z
odpovidajici molekulovému iontu, v pozitivu v jeho protonované form& [M+H]", v negativu
naopak v podobé deprotonované molekuly [M-H]. V pozitivnim modu byl
pseudomolekularni iont doprovazen daldimi dvéma signdly, a sice sodnym [M+Na]®
a draselnym [M+K]" aduktem molekulového iontu. Na Obrazku 18a je dale uveden detail
iontu [M+H]", ve kterém lze sledovat dva vyznamné signaly o m/z 590 a 592 ndleZici
izotopim *°Cl a *’Cl. Piblizny pomér zminénych signalii (3:1) je typicky pro slouceniny

obsahujici ve své molekule jeden atom chloru.

6.3 Deacetylace pripravenych sloucenin

Jak uz bylo diive feceno, findlnim krokem reakci s chranénymi cukernymi derivaty

byvaji deacetylace.

Pro odstranéni chranicich acetylovych skupin ze ziskanych produkti byla zvolena
metoda s pouzitim triethylaminu v methanolu. Pro ovéteni reakénich podminek byla nejprve

provedena zkuSebni deacetylace slouc¢eniny 3a (Schéma 18).

Schéma 18

86 %

Konverze slouceniny 3a na deacetylovany produkt byla ucinkem triethylaminu
prakticky kvantitativni, nicméné v pribchu reakce nastala nezddouci substituce atomu
chloru v pozici 6 purinového kruhu methoxylovou skupinou, ¢&imz vznikl
2-chlor-9-(-p-glukopyranosyl)-6-methoxy-9H-purin (5).

Ke vzniku neocekdvaného methoxylového derivatu by nedoslo za ptedpokladu, ze by
na atomu uhliku C6 purinového kruhu byl navdzdn nereaktivni substituent. Tento
predpoklad byl potvrzen nasledujici deacetylaci, které byla podrobena sloucenina 4a
(Schéma 19).
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Schéma 19
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Struktury obou deacetylovanych sloucenin 5 a 6 byly dokazany prostiednictvim

ESI-MS analyz (Obrazky 19 a 20).
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Obrazek 19: ESI-MS spektrum prvniho fadu slou€eniny 5. (a) +MS;

(b) detail izotopického klastru protonovaného molekulového iontu.
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Ve spektru prvniho fadu slouceniny 5 byly pozorovany celkem ¢tyfi vyznamné signaly,
pficemz molekulovda hmotnost pfipravené slouceniny (346 m/z), uréend na zakladé
pozorovanych signali v MS spektru prvniho fadu, byla o 4 m/z niz$i nez molekulova
hmotnost o¢ekavaného produktu (350 m/z). Pii detailn€j$im pohledu na vzhled izotopického
klastru viech pozorovanych signalii (detail signalu [M+H]" je uveden na Obrazku 19b)
bylo ziejmé, ze se jedna o slouceninu obsahujici jeden a nikoliv dva atomy chloru
v molekule. Z reakénich podminek uvedenych na Schématu 19 lze usoudit, Ze v prib&hu
syntézy doslo k nahrazeni atomu chloru v poloze C6 (ve srovnani s atomem chloru na C2 je
atom chloru na C6 reaktivnéj$i) methoxy skupinou, za vzniku slouceniny 5. V ESI-MS
spektru této latky (Obrazek 19a) tak byly pozorovany signaly o m/z 347, 369 a 385, které
byly pozdgji pfitazeny ionttm [M+H]*, [M+Na]® a [M+K]". Poslednim pozorovanym
signalem ve spektru prvniho fadu slouceniny 5 byl iont 0 m/z 185 vznikajici neutralni

ztratou cukerné slozky z iontu [M+H]" v priibéhu ioniza¢niho procesu.

[M+H]
408.2
pe
N XN
)l\ = \>
N
Cl N OH
Q o [M+Na]’
HO { 430.2
OH
slouéenina 6
exaktni hmotnost = 407.100 .
[M+K]
4461
I L TR hlmmLﬂ i
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50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
miz

Obriazek 20: ESI-MS spektrum prvniho fadu slou¢eniny 6.

Na Obrazku 20 je uvedeno ESI-MS spektrum slouceniny 6 namétené v pozitivnim
modu. Domimantnim signélem je v tomto pifpadé protonovany molekulovy iont [M+H]",

doprovazeny jeho sodnym [M+Na]" a draselnym [M+K]" aduktem.
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ZAVER

Ptedlozend diplomova prace se zabyvala syntézou N9-glukosylovanych purinti. Byla
provedena série glykosylacnich reakci zalozenych na modifikaci Koenigsovy-Knorrovy
metody, které se vzajemné lisily v typu pouzité baze nebo v latkovém mnozstvi reagujiciho
cukru a jejiz podstatou bylo navazat glukosylovy zbytek do polohy 9 purinového kruhu
za vzniku slouc¢eniny 3a. Tento pozadovany produkt byl ziskan ve vSech reakcich, pouze pii
reakci, kde jako baze vystupoval oxid stfibrny, vznikla velmi slozitd smes produkti, které
nebylo mozné od sebe separovat. Pro zopakovani reakce S cilem pfipravit vét§i mnoZzstvi
slouCeniny 3a byl jako baze vybran uhli¢itan cesny jak z ekonomickych divodi, protoze je
stale levn¢j$i nez katalyzator fazového pienosu, tak z divodu kratsi reakéni doby.
Zajimavosti v pfipad¢ této baze je, ze pouze pii reakcich, v nichz byla pouzita, dochazelo
k tvorbé vedlejsiho produktu 3b, ktery ve své molekule nese dva purinové skelety a jednu

glukosylovou slozku. Tato slou¢enina bude v budoucnu piedlozena k dal§imu zkoumani.

U slouceniny 3a byl dale uspé$né substituovan atom chloru v poloze C6 primarnimi

aminy, anilinem a benzylaminem, ¢imz byly syntetizovany slouceniny 4a a 4b.

Poslednim krokem provedenych syntéz bylo odstranéni chranicich skupin
z piipravenych sloucenin. Pro ovéfeni zvolenych podminek byl nejprve deacetylovan
produkt 3a. I kdyz v pribéhu reakce doslo k nezadouci konverzi atomu chloru v poloze C6
na methoxylovou skupinu, byly z glukosylového zbytku chranici skupiny odstranény a tudiz
lze tento test povazovat za UspéSny. Deacetylace sloucCeniny 4a pak uz probéhla

bez problém, jelikoZ poloha C6 byla jiz blokovana objemnéjSim substituentem.

Struktury v8ech pfipravenych latek byly potvrzeny prostiednictvim metod strukturnich

analyz, jejichz vysledky byly v praci prezentovany.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 50

SEZNAM POUZITE LITERATURY

1

10

STANEK, Jaroslav. Monosacharidy. 1. vyd. Praha: Nakl. Ceskoslovenské akademie v&d,
1960, 519 s.

COPIKOVA, Jana. Chemie a analytika sacharidt. 1. vyd. Praha: VSCHT, 1997, 104 s.
ISBN 80-708-0306-1.

CERNY, M., TRNKA, T., BUDESINSKY, M. Sacharidy. 1. vyd. Praha: Ceska
spole¢nost chemicka, 2010, 178 s. Chemické listy. ISBN 978-80-86238-81-4.

KOZLOWSKI, T. T., PALLARDY, S. G. Physiology of Woody Plants. 2" Ed. 1997.
p. 159-173.

TOSHIMA, K. Glycoscience: Glycosyl Halides. Berlin: SPRINGER-VERLAG BERLIN
HEIDELBERG, 2008. 429 p. ISBN 978-3-540-36154-1.

LEROUX, J., PERLIN, A. S. Synthesis of glycosylhalides and glycosides via
1-O-sulfonyl derivatives. Carbohydr. Res. 1978, 67, 163-178.

KOVAC, J., KRUTOSIKOVA, A. Chémia heterocyklickych zla¢enin: Vysokoskol.
prirucka pre vys. $k. Vyd. 1. Bratislava, 1982.

DEMCHENKO, A. V. Handbook of Chemical Glycosylation: Advances in
Stereoselectivity and Therapeutic Relevance. WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA,
2008. 28 p. ISBN: 978-3-527-31780-6.

ZHONG, M., NOWAK, I., ROBINS, M. J. 6-(2-Alkylimidazol-1-yl)purines Undergo
Regiospecific Glycosylation at N9. Organic Letters. 2005, 7, 4601-4603.

ZHONG, M., NOWAK, I., CANNON, J. F., ROBINS, M. J. Structure and Synthesis of
6-(Substituted-imidazol-1-yl)purines: Versatile Substrates for Regiospecific Alkylation
and Glycosylation at N9. J. Org. Chem. 2006, vol. 71, p. 4216-4221.

1'S1SIDO, K. J. Soc. Chem. Ind. Japan. 1936, vol. 39, p. 217.

2 HANESSIAN, Stephen. Preparative carbohydrate chemistry. New York: Marcel Dekker,

Inc., 1996, 648 p. ISBN 08-247-9802-3.

3 FISCHER, E., HELFERICH, B. Synthetische Glucoside der Purine. Chem. Ber. 1914,

vol. 47, p. 210-235.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka o1

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

MIYAKI, M., SHIMIZU, B. N->N Alkyl and Glycosyl Migration of Purines and
Pyrimidines. 11l. N-=>N Alkyl and Glycosyl Migration of Purines Derivatives. Chem.
Pharm. Bull. 1970, vol. 18, p. 1446.

NOVAK, J. K., SORM, F. Collect. Czech Chem. Commun. 1962, vol. 27, p. 902.
KAZIMIERCZUK, Z., COTTAM, H. B., REVANKAR, G. R., ROBINS, R. K.
Synthesis of 2-Deoxytubercidin, 2-Deoxyadenosine and Related 2-Deoxynucleosides via
a Novel Direct Stereospecific Sodium Salt Glycosylation Procedure. J. Am. Chem. Soc.
1984, vol. 106, p. 6379.

ZHONG, M., NOWAK, I., ROBINS, M. J. Regiospecific and Highly Stereoselective
Coupling of 6-(Substituted-imidazol-1-yl)purines with 2-Deoxy-3,5-di-O-(p-toluoyl)-r-
D-erythro-pentofuranosyl Chloride. Sodium-Salt Glycosylation in Binary Solvent
Mixtures: Improved Synthesis of Cladribine. J. Org. Chem. 2006, vol. 71, p. 7773-7779.

HASKO, G., LINDEN, J., CRONSTEIN, B., PACHER, P. Adenosine Receptors:
Therapeutic Aspects for Inflammatory and Immune Diseases. Nat. Rev. Drug. Discov.
2008, vol. 9, p. 759-770.

ROSEMEYER, H. The Chemodiversity of Purine as a Constituent of Natural Products.
Chemistry & Biodiversity. 2004, vol. 1, p. 361-401.

LEGRAVEREND, M., GRIERSON, D. S. The Purines: Potent and Versatile Small
Molecule Inhibitors and Modulators of Key Biological Targets. Bioorganic & Medicinal
Chemistry. 2006, vol. 16, p. 3987-4006.

IWAMOTO, R., ACTON, E. M., GOODMAN, L. Potential Anticancer Agents. LXXXI.
2'-Deoxyribofuranosides of 6-Mercaptopurine and Related Purines. J. Org. Chem. 1962,
vol. 27, p. 3949-3953.

MIRON, T., ARDITTI, F., RABINKOV, A., MIRELMAN, D., WILCHEK, M.,
KONSTANTINOVSKI, L., BERREBI, A. Novel Derivatives of 6-Mercaptopurine:
Synthesis, Characterization and Antiproliferative  Activities of  S-Allylthio-
mercaptopurines. European Journal of Medicinal Chemistry. 2009, vol. 44, p. 541-550.

SHIN, 1., WATAYA, Y. Characterization of Nucleoside Phosphotransferase from
Leishmania Tropica. Nucleosides & Nucleotides. 1995, vol. 14, p.13-22.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 52

24

25

26

27

28

LIN, T., CHENG, J., ISHIGURO, K., SARTORELLI, A. C. Purine and 8-Substituted
Purine Arabinofuranosyl and Ribofuranosyl Nucleoside Derivatives as Potential Inducers
of the Differentiation of the Friend Erythroleukemia. Journal of Medicinal Chemistry.
1985, vol. 28, p. 1481 1485.

VOLLER, J., ZATLOUKAL, M., LENOBEL, R., DOLEZAL, K., BERES, T,
KRYSTOF, V., SPICHAL, L., NIEMANN, P., DZUBAK, P., HAJDUCH, M.,
STRNAD, M. Anticancer Activity of Natural Cytokinins: A Structure-activity
Realationship Study. Phytochemistry. 2010, vol. 71, p. 1350-1359.

KUCHAR, M., HOCEK, M., POHL, R., VOTRUBA, 1., SHIH, I., MABERYB, E.,
MACKMAN, R. Synthesis, Cytostatic, and Antiviral Activity of Novel 6-[2-
(Dialkylamino)ethyl]-,  6-(2-Alkoxyethyl)-,  6-[2-(Alkylsulfanyl)ethyl]-, and 6-[2-
(Dialkylamino)vinyl]purine Nucleosides. Bioorganic & Medicinal Chemistry. 2008, vol.
16, p. 1400-1424.

NAUS, P., POHL, R., VOTRUBA, 1., DZUBAK, P., HAJDUCH, M., AMERAL, R.,
BIRKUS, G., WANG, T., RAY, A. S., MACKMAN, R., CIHLAR, T., HOCEK, M. 6-
(Het)aryl-7-deazapurine Ribonucleosides as Novel Potent Cytostatic Agents. J. Med.
Chem. 2010, vol. 53, p. 460-470.

HUANG, H., LIU, H., CHEN, K., JIANG, H. Microwave-Assisted Rapid Synthesis of
2,6,9-Substituted Purines. J. Comb. Chem. 2007, vol. 9, p. 197-199.

2 QU, G, XI, P., NIU, H., JIN, X., GUO, X., YANG, X., GUO, H. Microwave Promoted

Palladium-catalyzed SuzukieMiyaura Cross-coupling Reactions of 6-Chloropurines with
Sodium Tetraarylborate in Water. Tetrahedron. 2011, vol. 67, p. 9099-9103.

% KUCHAR, M., POHL, R., KLEPETAROVA, B., HOCEK, M. Synthesis of Diverse 6-

31

(1,2-Disubstituted ethyl)purine Bases and Nucleosides via 6-(Oxiran-2-yl)purines.
Tetrahedron. 2008, vol. 64, p. 10355-10364.

HOCKOVA, D., HOCEK, M., DVORAKOVA, H., VOTRUBA, |. Synthesis and
Cytostatie Activity of Nueleosides and Acyelic Nueleoside Analogues Derived from 6-

(Trifluoromethyl)purines Tetrahedron. 1999, vol. 55, p. 11109-11118.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AcC acetyl

AcOH kyselina octova

ADP adenosindifosfat

AMP adenosinmonofosfat
ATP adenosintrifosfat

Bu butyl

Bz benzoyl

cAMP cyklicky adenosinmonofosfat

cGMP cyklicky guanosinmonofosfat

DMF dimethylformamid

DMSO  dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

EA elementarni analyza

EI-MS hmotnostni spektrometrie s elektronovou ionizaci
ESI-MS  hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci

Et ethyl
EtOH ethanol

GDP guanosindifosfat

Glc glukosa

GMP guanosinmonofosfat

GTP guanosintrifosfat

IC infracervena spektroskopie
kvant. kvantitavni

Me methyl



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

54

MeCN
MeOH
MS
MW
NAD

NADP
NMR

NOESY
Pd/C
Ph

RNA
RVO

Sn
SNATr
TBAF
TEA

THF
TLC
Tol

tRNA

t;

uv

acetonitril

methanol

hmotnostni spektrometrie

mikrovlnami asistovana syntéza
nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
nukledrni magneticka resonance
nuclear Overhauser effect spectroscopy
palladium na uhliku

fenyl

ribonukleova kyselina

rotacni vakuova odparka
nukleofilni substituce

nukleofilni aromaticka substituce
tertabutylamonium-flourid
triethylamin

tetrahydrofuran

chromatografie na tenké vrstvé

toluoyl
transferova ribonukleova kyselina
teplota tani

ultrafialovy
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