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ABSTRAKT

Hlavnim cilem pedloZzené bakataké prace bylo fipravit a charakterizovatizné
2,6,9-trisubstituované puriny. V teoretick&sti je popsana zakladni charakteristika
heterocyklickych slotenin, se zagtenim na 2,6,9-trisubstituované puriny, zejménaleji
biologické &inky a mozné zfisoby jejich syntézy. Praktick&st zahrnuje ifpravu nové
série 2,6,9-trisubstituovanych putinjejichz struktura byla navrZzena pomocizibych
metod strukturni analyzy, jako jsou infesvena spektroskopie, hmotnostni spektrometrie

a nuklearni magnetické rezonance.

Kli¢ova slova: heterocyklické sloeniny, 2,6,9-trisubstituované puriny, metody stouit

analyzy

ABSTRACT

The essential purpose of presented bachelor thesis the synthesis and full
characterization of several 2,6,9-trisubstitutedrings. The basic description of
heterocyclic compounds, especially as the bioldgictivity and possible synthetic routes
leading to the 2,6,9-trisubstituted purines is desd in the theoretical part. The main part
of this work deals with the synthesis and strudtatearacterization of novel series of
2,6,9-trisubstituted purines. The structure of pred compounds was proposed using
infrared spectroscopy, mass spectrometry and nuohegnetic resonance spectroscopy,

respectively.

Keywords: heterocyclic compounds, 2,6,9-trisubstidu purines, methods of structural
analysis
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UvoD

Puriny tvai vyznamnou skupinu heterocyklickych stemin. Jsou saidsti
nukleovych kyselin, koenzyim podili se na procesu uchovani energie a nachaeeji
v biologickych systémech. Mnohé derivaty substiroxch purifi byly izolovany
z prirodnich zdra} a byly u nich prokdzany vyznamné biologick@éniy. Tim vzrostla
snaha ziskat syntetické purinové sleniny, které by naSly uplatni jako I&iva

zavaznych onemoeéni.

Biologicka aktivita je do znmé miry ovliviéna substituci purinového kruhu. Siroké
uplatréni v oblasti I€iv by mohly najit zejména 2,6,9-trisubstituovanéipy, které jsou
aspsre studovany nap jako nizkomolekularni syntetické inhibitory CDKyktin-
dependentnich kindz vykazujici zajimavé farmaketioheé, farmakodynamické a

toxikologické parametry.

Jak uZz bylo nazr@no, tak biologické a farmakologick&itky jsou vazany na
substituenty purinového kruhu. Proto je takéedité usnadnit substituci chloru v poloze
C2 purinového skeletu, nebw této poloze probihaji substituce neockoma rozdil od
poloh C6 a N9 purinovych sléenin. Schopnost navazatkteré substituenty ovsem neni
jedinym problémem. Po U&fném vyeSeni této hadanky tykajici se struktury totizhpazi
treba i rekolikaleté testovani, zda by mohla byt dana &mina vyuzivana jako vhodné

[&ivo.
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1 HETEROCYKLICKE SLOU CENINY

Pro skupinu organickych sldenin oznd&ovanych jako heterocyklické je
charakteristické, Ze soasti jejich kruhu je jeden nebo vice heteroaidi]. Nejcastji
vyskytujicimi se heteroatomy jsou kyslik, dusik iea.sPodle toho jaky heteroatom se
v cyklu nachazi, iveme tuto skupinu sléanin clit na kyslikaté, sirn€i dusikaté. Aby
mohly byt heteroatomy soasti kruhu, musi byt alespalvojvazné [2,3]. DalSim kritériem
pro ctleni heterocyklickych slaienin je p@et atoni tvoricich heterocyklicky systéem a
pocet heteroatorinv molekule. Nejastji se vyskytuji @gti-, Sesti- a vicdlenné heterocykly
s jednim nebo vice heteroatomy v molekule (Obrazek DalSi vyznamnou skupinu
piedstavuji heterocyklické sléeniny oznaované jako kondenzované [2,3]. Jedn&a se o

sloweniny vzniklé vzdjemnou kondenzaci, tedy spojenjkhic

(@) (b) (©)

o) N

J W g

(d) (e) (f)

9 O )

Obrazek 1. Strukturni vzorce vybranych heterocyklickych slemin; (a) furan, (b)
thiofen, (c) pyridin, (d) 1,3-oxazol, (e) 1,4-thegun, (f) 1,2,4-triazin.

Pro heterocyklické slaeniny se obeghpouziva Hantzakv-Widmaniv nazvoslovny
systém, jehoZ nevyhoda sjped v tom, Zetasto poskytujectkopadné ndzvy,ipdevsim u
slozijSich slodenin. Cyklus ¢islujeme tak, aby #h heteroatomcislo jedna, a dale
postupujeme v kruhu. Nachazi-li se v kruh&tSv paet heteroatorin fidime se timto
pofadim nadiazenosti: O > S > N > P. Tento nazvoslovny systgaiiga také ve vyjaieni
piitomnosti heteroatotnpomoci ,a’-gredpon (Tabulka 1),ifpadré nasobicich ,a’-fedpon
— nachazi-li se ve sléanirg vice heteroatoin Velikost kruhu se dale znazwoije pomoci
piipon neboli kmef [2,3]. Nutno podotknout, Zefippojmenovavani heterocyklickych
slowenin se velmicasto pouZziva trivialniho nazvoslovi.ailbdem je zejména jeho
jednoduchosti schopnost usnadnittipadnémuwitendi predstavit si strukturu dané latky
(v pripac, Ze neni uveden jeji strukturni vzorec), ale tdakéerance tohoto typu
nomenklatury ze strany odborné femosti ¢i jinych autorit (nap. IUPAC z angl.

International Union of Pure and Applied Chemistry).
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Tabulka 1. Vybrané heteroatomy znazeémeé pomoci ,a’-pedpon [2].

Heteroatom Predpone Heteroatom Predpone
O OXe As arse
S thia Sb stiba
Se selena Bi bisma
Te tellura Si sila
N aza Pb plumba
P fosfa B bora

Heterocyklické slogeniny tvdi rozmanitou skupinu organickych latek, od kterych
byla odvozenaada pirodnich, ale i syntetickych biologicky aktivnichték, jako jsou
|éCiva, barviva, alkaloidy, vitaminy a mnohé dalSi.[2fyznamnym zastupcem je riéipad
penicilin G odvozeny od thiazolu. Penicilin fado skupinyp-laktamovych antibiotik. Ve
strukture tohoto l€iva se nachazityi¢lenny cyklicky amid v podoblaktamového kruhu
kondenzovaného sfiélennym cyklem obsahujicim atom siry (Obrazek 2aginék
penicilinu G je baktericidni a spiwva v inhibici bug¢né sény predevsim grampozitivnich
bakterii, zejména pak streptoKgkstafylokoki, meningokok a enterokok [4,5,6]. Za
zminku stoji i nejstarsi nizkokalorické sladidl@isarin (Obrazek 2b). Z hlediska chemické
struktury se jedna o sodnouil sanhydridu sulfaminbenzoové kyseliny. Tato latlka |
mnohem sladSi neZbné girodni cukry — v porovnani se sachard6zou vykazaharin
200-700krat vysSi sladivost. Vysoka sladivost sashge do znané miry ovlivréna jeho
chemickou strukturou. Dojde-li n&iglad k oteweni heterocyklu, tak se sladkost vytraci.
Ke ztrat sladké chuti dochazi také vipadt, kdy je sulfonova skupina nahrazena
karboxylovou. Naopak je-li karboxylova skupinazpahrazena skupinou sulfonovou, pak
se ot objevuje sladka chu Sladkou chtl miZze ¢asto doprovazet kovova az iké
piichw’, kterou je mozné pottd kombinaci s jinymi sladidly [1,7,8]. Sacharin yelice
stabilni v potravinach, a to itiptepelném zpracovani. deme se s nim setkat rtdgbad

v limonadachti mléénych napojich se snizenym obsahem vyuZitelné engkd].

(@) (b)

oskuoi o
acylaminoskupina H /
N s
| CHs N Na
(@] N CH S/
/ 3 AN
O/ 0” Yo

COO'Na"
B-laktamowy kruh

Obrazek 2.Strukturni vzorce penicilinu G (a) a sacharinu[{hY].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

13

Takto by bylo mozné dale pokiavat s v¢tem heterocyklickych slaenin girodniho

nebo syntetickéhotwodu, které majfadu vyznamnych roli a s nimiz se |z&he setkat.

Pro nazornost Ize uvést jesikolik prikladi v podolg struené Tabulky 3 [4,9].

Tabulka 2. Heterocyklické sloteniny a jejich vyznamné derivéty [4].

Struktura heterocyklu

Trivialni nazev

Vyznamné derivaty

H
N

rrol
@ Py
H
©i“> indol
Y,
H

N

&) imidazol

N
NT N imidi
l P pyrimidin

l P \> purin

N N

porfin (hem, kobalamit
bilirubin (degradéni produkt hemu)
prolin (kddovana aminokyselina)

tryptofan (kbdovana aminokyselina)
serotonin (neurotransmiter)
LSD (psychedelicka droga)

biotin (vitamin H)
histidin (kddovana aminokyselina)
histamin (biogenni amin)

pyrimidinové baze (U, T, C)
fenobarbital (antiepileptikum)
thiamin (vitamin B)

purinové baze (A, G)
kofein (alkaloid)
kyselina mgova (metabolit puritn)
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2 PURIN A JEHO BIOISOSTERY

2.1 Obecné charakteristika purinovych slowenin

Puriny tvdi vyznamnou skupinu heterocyklickych stenin. Kron¢ uhlovodikového
fettzce obsahuji ve sveé strukéui atomy dusiku. Jedna se tedy o dusikaté hetdiolod
sloweniny. Pojmenovani puninje odvozeno z latiny spojenim slgurum jako cisty a
acidum uricum tedy kyselina m&ova [10]. Tento nazev vytvwib roku 1898 rmecky
chemik Hermann Emil Fischer, jemuz byla v roce 18@2ena Nobelova cena za chemii.
Timto oce®nim ziskal Hermann Emil Fischer uznani za nidwloy @inos jeho préace,

ktera byla ¥novana syntéze cukia purini [11].

Zakladem skupiny purin je slowenina tvdici bicyklicky systém, ktery vznikl
vzajemnou kondenzaci imidazoluétiglenného heterocyklu se &wma atomy dusiku) a
pyrimidinu (Sestilenného heterocyklu se é&wa atomy dusiku), jak je nazfemo na
Obrazku 3 [12,13]. Nejprve je nutné ¢ily ktery z €chto dvou cyki, tvaoricich
kondenzovany systém, budiegstavovat zéklad. V tomtdipac ma gednost pyrimidin.
Preference pyrimidinu vychazi z rfadenosti &lenného heterocyklu nad &ennym.
Kazda vazba zakladniho cyklu mé&itpzeno malé pismeno abecedy veirsngislovani.
Podle pravidetislovani @islujeme také fikondenzovany cyklus. Jeho nazev je zalem
piiponou —o-, poté je vloZzena hranatd zavorka obgdhtigla napojeného cyklu a malé
pismeno vazby zékladniho cyklu z mista spoje. ®yatieky nazev purinového skeletu
tedy zni imidazo[4,%f]pyrimidin. Koneny nazev gislusného kondenzovaného systému

ma sveé vlastndislovani, které s&idi obecnymi pravidly [14,15].

f_e 1 6 5 7
NT O 5 N INTTX N
Al D m— § DA
= 4 =
b N 3 2 4N 9
N-¢ H N H
3
pyrimidin imidazol imidazo[4,5-d]pyrimidin

Obrazek 3. Struktura purinového skeletu a tvorba jeho systekého nazvu [1].

DuleZitou vypovidaci schopnost v nazvu purinovych e (ataké ostatnich
heterocyklickych slotenin) ma specifikace polohy atomu vodiku v molekulag. 7H-
purin nebo #®-purin. Tatoc¢ast nazvu dané sldeniny udava polohu atomu vodiku na

jednom zeityt atom dusiku a je Uzce spojena s tautomerni formou kg [13,14].
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Obecrt se niize purin vyskytovat vetyiech tautomernich formach (Obrazek 4).
NejbeZzrejSim a nejstabilgjSim tautomerem je jiz zmovany H-purin, ktery tvai ve
vodnych roztocich téai ekvimolarni smis s formou H-purinu. H-purin a 3H-purin se
dosud nepoddo objevit [13,14].

H
XN N XN AN XN N/\/EN
A\ —  ~ A\ A\
=1L —=—"10=05
H

9H-purin 7H-purin 1H-purin 3H-purin

Obrazek 4.Mozné tautomerni formy purinu [1].

Samotny purin se Vvifrod¢ prakticky nenachazi. Nicmé&ntento heterocyklicky
systém lze nalézt v celad vice ¢i mére znadmych a vyznamnych molekul. Mezi ty
nejznangjSi pati bezesporu kofein obsazenyaji a kaw, nebo theobromin nachazejici se
v kakaovych bobech. Derivaty purinu jsou emarozsfené nejen v rostlinné, ale také v
ZivociSnérisi. Mohou se vyskytovat v podéllusikatych bazi, které se podileji na stavb
DNA a RNA. Kyselina moova je pak uclovéka koné€nym produktem metabolismu

purina [9].

Z obrazki uvedenych vySe je patrné, Ze se v purinovéem skelathazictyii atomy
dusiku. Atomy dusiku, které nemaji navazany atondilkug jsou bazické a jejich
nevazebné elektronové pary v orbitalech jspu v rovirg kruhu. Posledni z purinovych
atomi dusiku s navazanym kyselym atomem vodiku nentkg@ziudiz neni fistupny pro
kyselinu. Tento dusik ma nevazebny elektronovy ktery je sodasti aromatickéha-
elektronového systému [1]. V polohdch 2 a 6 puraimv kruhu vznika, vicgsledku
elektronegativity dusikovych atam elektronovy deficit. Patkud menSi deficit rize
vznikat také v poloze 8. Purinovy skelet nema eestthopna reagovat s elektrofilnimi
¢inidly [16].

2.2 Bioisostery purinu

Bioisostery vznikaji zagnou funkénich skupin, gipadré zménou uspéadani atori.
V tomto gipact se tedy jedna o sléaniny, které maji podobnou strukturu jako purir, @i
se prostorovym uspadanim, coz ma vliv na fyzikalni a chemické vlastnayslednych latek
jako je rozpustnost, reaktivita, hydrofobicita, kttestaticky potencial a dalSi. Zngme znény

mohou takto modifikované latceipéestfadu zajimavych vlastnosti (v porovnanitsgdni
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molekulou) jako je vySSi biologicka aktivita, lep3armakokineticky profil, snizeni
nezadoucichdinka atp.[17].

Prehled vybranych purinovych bioisostiieje prehledré zndzorgn na Obréazku 5.
V tomto gipact se jedna o slaweniny, které byly fipravovany s cilem studovat jejich
schopnost selektigninhibovat cyklin-dependentni kinazy (CDK)fesreji razné typy
heterodimernich kompléx CDK/cyklin [17]. U WtSiny uvedenych bioisoster byl
zachovan péet a umisini substituenit (chapano ve smysluapodni molekuly) a zrna

jejich struktury tak byla zaftinéna jednou z nasledujicich moznosti:
a) presunuti jednoho atomu dusiku v molekule;
b) snizeni pétu atomi dusiku v molekule ndit
c) zvysSeni potu atormi dusiku v molekule nagp

Objevuji se zde ovSem také steuniny, u nichZ doslo, vyjma jedné z vySe uvedenych
moznosti tykajicich se atomu dusiku, také ke smibebo zvySeni gu substituenit
v molekule. Jednd se mapo disubstituované derivaty triazolo[lafpyrimidinu nebo

tetrasubstituovaniénidazo[1,2a]pyraziny.

RosH Ro~H

N N/N\> NP N=N
PPN s =
NH Ry N N Ry N/’\e SNH
Ra

H
N ) - )\ N
NI A \,  Uiazolo[1S-alpyrimidiny  iriazolo[2,1-1] (1.2 4lviaziny NZ N/\
)\ P )% \
Ry N R; N

R3 R3

Ro

pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny pyrazolo[1,5-a][1,2 5]triaziny

R R
2N\H \ \ / / PNNH
N
NT N A R NT R E\Y
P Pw ~ P,
Z / P /
R; N N -~ - R{ N N
Rs NN N\ Rs
pyrazolo[3,4-d]pyrimidiny )I\ P > triazolo[4,5-d]pyrimidiny
R/ N N

R; R;
Z\NH / Rs \ 2\NH
H imidazo[4,5-d]pyrimidiny

N N
I ) | \>
— Z N
Ry N Ry N \
R R
R3 2N\H NNH R3
pyrolo[3,2-d]pyrimidiny imidazo[4,5-d]pyridiny
N N
Z SN =z
N\ N \
N = Ro. N.
Ry N NNH R1)\(
R
3 N Ry R
pyrazolo[1,5-a]pyrimidiny )Nl\ \ imidazo[1,2-aJpyraziny
Z
R N N

{
Rs

pyrolo[2,3-d]pyrimidiny

Obrazek 5.Priklady znamych purinovych bioisoster
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3 2,6,9-TRISUBSTITUOVANE PURINY

3.1 Moznosti syntézy 2,6,9-trisubstituovanych purir

V dnesni dob existuje mnoho metod, jakymi Izefipravit 2,6,9-trisubstituované
puriny. OvSem zminit vSechny doposud existujici odet pipravy 2,6,9-
trisubstituovanych purin by bylo v ramci této prace nemozné. Proto budoedeny fi
nejvyznamgjSi a v praxi nejpouzivaisi postupy, a sice klasickda metoda, metoda pevné

faze a mikrovinami asistované syntézy.

3.1.1 Klasickad metoda

Pravd@&podobré nejznangjSi a nejpouzivat)Si metodou fipravy je klasicka organicka
syntéza v roztoku, ktera nabizi hne&kalik alternativ jak ziskat uzné série 2,6,9-
trisubstituovanych purin Vychozi latkou byva &n¢ dihalogenpurin, népsgji pak
komekné dostupny 2,6-dichlorpurin [18,19]. Volba vhodnébastupu je ovlivaina celou
fadou faktoli, nag. jaké substituenty jefédba navazat,ifpadré jaké podminky reakce
vyzaduje. Ve ¥tSirg piipadi se jedna orfstupiovou syntézu, jak je ostatiznazorgno na
Schématu 1 [20,21].

Schéma 1
cl cl : “NH cr : “NH
N7 N\ 3-chloranilin NT N N\ KoCOs NT N N\
| > pentanol, 100 T | > Etl, DMF | >
ZaN > Z >N > Z >N
cl N N cl N N cl N \\
78-85 %
I I I
Et-1=jodethan

DMF = dimethylformamid R-NH2, 150 €

Cl : "NH

NN \_

43-88 %
v
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V uvedeném fipact dochéazi v prvnim kroku k zavedeni 3-chloraniliru gblohy 6
purinového kruhu, a to jeho reakci s 2,6-dichlbiH8urinem () v pfitomnosti pentanolu.
Poté nasleduje alkylace na N9, kdy skninall reaguje s jodethanem vifpmnosti
uhli¢itanu draselného a dimethylformamidu za vzniku \dti lll . V tomto gipadt je
mozny vznik N7-alkylovaného derivatu pdtéa prostorovym br&mim objemného
substituentu, ktery byl v prvnim kroku zaveden r& iirinového skeletu. V poslednim
kroku je slodeninalll podrobena reakci giglusSnym primarnim aminem. Tato reakce
muze probihat jak vifitomnosti rozpoustla (nag. dimethylsulfoxidu) nebo za jeho
vyloucéeni, a to v fipact pouziti velkého febytku gislusSného aminu. Nutno podotknout,
Ze dle autar celérady publikovanych studiitpdstavuje substituce atomu chloru v poloze
2 nejproblematitéjSi krok g pripraw 2,6,9-trisubstituovanych puiin Substituce na C2
vyZzadujecasto kromd znaneého gebytku gislusného substituentu také relatiwysoke
teploty (150°C a vice), pipadré delSi reakni dobu ¢asto i kolik dni) [20,22].

3.1.2 Metoda pevné faze

DalSi cestou k ziskani 2,6,9-trisubstituovanychrgumiaze byt metoda pevné faze (z
angl. solid phase synthesis). Jednou z hlavniedrosti metody pevné faze je bezesporu
rychla syntézaady slodenin, které nevyzaduji individualnfiptup. Pevnou fazi se rozumi
zakotveni gkterych reaktarit na ¢asticich vhodného polymeru, ktery lze po slami
reakce odgpit. V tomto gipadct je nostem polymerni pryskyce v podok kulicek, ty se
totiz oswdcily jako idealni pevny nos&i Produkty z jedné reakce jsou poté rdedy a
poskytuji reakce s dalSimi reaktanty v posloupnoStiejré jako u klasické syntézy
v roztoku, ktera je popsana vySe, se také v torfifmagE mnohdy vychazi z 2,6-dichlor-
9H-purinu (Schéma 2). Nejprve dochazi k navazarmtatkehoci aromatického aminu na
pryskyfici. Nasledg reaguje @isluSny amin, vazany na pevny ngoss vychozim 2,6-
dichlor-9H-purinem. Tatatast reakce probihal&ig0 °C po dobu 16 hodin vifiomnosti
Hunigovy baze N,N-diisopropylethylamin) a tetrahydrofuranu (THF)ekt funguje jako
prekurzor polymerni pryskice. Ve druhém kroku dochazi k zavedeni pozadowanéh
substituentu do polohy 9. Z podminek uvedenych cteé®atu 2 je patrné, Ze reaktantem
neni halogenderivat (jako wipadt klasické syntézy uvedené na Schématu 1), ale alkoh
(primarnici sekundarni). Pouziti odliSného reaktantu samjo® vyZaduje odliSné reghi
podminky a pouZit&inidla. Zminované reakce probihaly ¥ipmnosti trifenylfosfinu
((Ph)P), diethylazodikarboxylatu (DEAD), jehoZ protomiz kyselinou pottaije vznik
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nezadoucich vedlejSich prodalR2], a THF jako rozpoudtlla. Poslednim krokem byla
také v tomto fipact substituce atomu chloru v poloze 2. Jednotliv&eedyly provadny
ve snesi butanol:dimethylsulfoxid v poénu 4:1 (v:v) @i teplo& 100 °C. Pevna faze se

nasleds cinné odctli 5 %-ni kyselinou trifluoroctovou (TFA) v dichlorethanu [23].

Schéma 2

xﬁ Y e xﬁ xﬁ

Hunlgova baze

95 %

THF = tetrahydrofuran 1. RsNHz, 120 T
DEAD = diethylazodikarboxylat BuOH/DMSO
(Ph)zP = trifenylfosfin 2.5 % TFA v CHxCl,

TFA = kyselina trifluoroctova

A

3 69-90% 2

3.1.3 Mikrovinami asistované syntézy

Metoda mikrovinného dlevu miZe byt vyuZita jak v klasické syntéze v roztoku tak
s vyuzitim metody pevné faze. Co se tyka metodyn@efidze s vyuzitim mikrovinného
z&eni, tak také v tomtoifpadt miZe byt nosiem reaktantu polymerni pryskge, ktera se
pii tomto typu syntéz osdcila. Jak jiz bylo uvedeno vySe, substituce haloge®yména
pak atomu chloru, v poloze 2 je velmi néma, a to pedevSim zZasového hlediska.
V tomto ohledu fineslo vyuZiti mikrovinného Zéni zn&né usnadeni, zvlasé pak ve
vztahu Kk olevu reakni snesi, ¢imz se vyrazé snizila doba reakce. Pouzitim
mikrovinného z&eni doslo dale k vyraznému zlepSenigéyiosti. [24,25]. Na Schématu 3
je jako giklad uvedena ifprava 2,6,9-trisubstituovanych pukirppomoci mikrovinného
ohfevu, a to v kombinaci se syntézou na pevné faadndtlivé kroky jsou v podstat
shodné jako u syntézy uvedené na Schématu 2, B8ewzghosledniho kroku, vémz
dochazi k reakci pryskice s deéma typy alifatickych amifh. Reakce byly provaay pri
teplo& 200°C po dobu 30 minut. PoZzadovany produkt je potén#éok pryskyice snési
kyseliny trifluoroctové a vody v poénu 92:8 (v:v) i teplot 60°C.
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Schéma 3

}\N/ ®
N XN
\> )l\ \> THF DEAD
)\ THF, 60 C, 16h al N/ N (ph)3p R,OH )\
H

Hiinigova baze
5% R

THF = tetrahydrofuran 1. diethanolamin
DEAD = diethylazodikarboxylat MW, 200 <, 30 min.

(Ph)sP = trifenylfosfin 2.TFA: H,092:8
TFA = kyselina trifluoroctova 60T, 1h

Ho _R
~N
N
AN
)’\ft[ \>
—
N
HN™ N \
Ry
R;  30-80 %

MW = mikrovinami asistovana syntéza

3.2 Biologicka aktivita 2,6,9-trisubstituovanych purini

~ s ot

Ze vSech doposud testovanych purinovych latek, bgjgtsi (innost pozorovana
zejména u 2,6,9-trisubstituovanych purif21]. Nékteré z &chto slodenin mohou
vykazovat silné protinaddoroveiaky, nicmeér jejich toxicita je natolik vysoka, Ze je nelze
vyuzit v klinické praxi. Proto jer¢ba zansiit se na vyvoj novych v s absenci vedlejSich
acinka. Protinadorova kba je ¢asto zamrena na inhibici bustnych struktur, v tomto
piipadt zejména mikrotubul nddorovych bukk. V sérii 2,6,9-trisubstituovanych putin
byl testovan myoseverin (Obrazek 6), ktery inhibp@ymerizaci tubulinu, zakladni
slozky mikrotubul, a zasahuje tak do tvorby mitotického aparatubi@&cné urovni tedy
zpiusobuje destrukci mikrotubularni &ita vykazuje tlumici &nek na fist mnoha
buréénych nadorovych linii. Rmérny inhibiéni (i&inek myoseverinu vyjagny hodnotou
ICs0 Cini 8 um (ICsp zn&i koncentraci inhibitoru pottajici 50 % aktivity testovaného
biologického materialu). Tato hodnota tedy vypovid&innosti myoseverinuipinhibici
polymerace tubulinu. Myoseverin se vyZog nizkou toxicitou, coZ nazéige, Ze by
mohl najit uplatani v klinické praxi jako cytostatikum. [26,27,28].

Popsany byly row¥ 2,6,9-trisubstituované puriny vykazujici protin&avé &inky
zaloZzené na inhibici cyklin-dependentnich kinaz KJDCDK jsou enzymy péici mezi

serin/threonin proteinkinazy a jsoulédzité v regulaci bustného cyklu. ZvySenim aktivity
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nebo poruchou inhibice CDK e pravdpodobr dojit ke vzniku naddr. CDK totiz
reaguji s geny, které #pobuji nadorové bujeni, jedna se o tzv. onkogengopsk
piirozené inhibitory CDK brani bujeni nadorovych BknTento poznatek ved| ke snaze
ziskat nizkomolekularni syntetické inhibitory CDK véhodnymi farmakokinetickymi,
farmakodynamickymi a toxikologickymi parametry. déd z prvnich popsanych
syntetickych inhibitot CDK je bohemin (Obrazek 6), kteryagobi na Siroké spektrum
nadorovych modél Frikladem n@ize byt inhibice nadorovych bék MCF-7 (lidsky
karcinom prsu) s hodnotou 4= 28 uM. Toxicita této latky je powrné mala a na rozdil

od jinych cytostatik se projevuje sedativnitiinkem [26].

O/
HN
HN
NZ N
NZ N | />
)% | N/> HOT NN N)%N N
N N H
OSSN
o

Myoseverin (Cso = 8 uM) Bohemin (Csq = 28um)

(inhibice polymerace tubulinu) (inhibice MCF-7)

Obrazek 6. Strukturni vzorce myoseverinu a boheminu [26,27].

V Evropé pati nadorova onemoéni mezi nejobavafjSi choroby, na rozdil
od africkych zemi, kde podobné obavy vyvolava meakmalarie, ktera velicgasto ko
smrti. Rivodcem tohoto onemoéni je paraziticky prvokPlasmodium falciparum.
Aktivita antimalarik odvozenych od 2,6,9-trisubstivanych purifi sp@iva pevazg v
inhibici PfPK5 (z anglPlasmodium falciparum protein kinase 5), coz je v podst&DK
jiz zmireného prvokaPlasmodium falciparum. Cilem je tedy ziskat sléaniny, které
budou dostat¢ G¢inné, ale také budou vyhovovat farmakokinetickym,

farmakodynamickym a toxikologickym paramietr.

Sloweniny uvedené na Obrazku 7 (vlevo) jsou enantionfsigputeniny majici na
vSech stereogennich centrech v molekule¢opa konfiguraci), které maji v substituentu
hydroxyethylaminu vazaného v poloze C2 navazanylfefatimco §-izomer vykazuje
aktivitu proti Plasmodium falciparum s pfimérnou hodnotou 165 = 0,53 um, pak u R)-

izomeru nebyla aktivita proti tomuto parazitu pam@na ani v nejvysSi testované
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koncentraci (tj. 1Qum). Vliv absolutni konfigurace na inhibi&llasmodium falciparum byl
studovéan také u sléaniny obect zndmé jako purvalanol A (Obréazek 7), kterd minme ji
selektivre a také velmi silé inhibuje CDK. V tomto pipact bylo zjiS€no, Ze dinnost
obou enantiomdrje vici testovanému cily velmi podobnd, s hodnotamy I€ 0,55 um
pro R)-izomer a IGy = 0,42 um pro (§-izomer [29]. Stereogenni centra stenin

uvedenych na Obrazku 7 jsou vyZeaa h¥zdickou.

AL A
s s

S-enantiomer (Cso = 0,53uMm) S-purvalanol A (ICsp = 0,42uM)
R-enantiomer (Cso = >10puM) R-purvalanol A (ICso = 0,55um)

Obrazek 7.Strukturni vzorce a hodnoty devybranych purinovych sl@enin inhibujicich
Plasmodium fal ciparum [29] Chiralni atom uhliku je ozian hwzdickou.
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4 PRISTROJOVE VYBAVENI A INSTRUMENTALNI METODY

Teploty tani @ byly méteny na Koflero¥ bloku, tyto teploty nejsou korigovany.
Elementarni analyzy (C, H, N) byly proviy na gistroji Flash EA 1112 Automatic
Elemental analyzer (Thermo Fisher Scienticic). Rate faktory (R) byly urceny TLC
analyzou za pouZziti destik typu Alugram Sil G/UV firmy Macherey-Nagel. Jakmbilni
faze byla pouzita sés petrolether/ethyl-acetat v pérach (1/1, v/v) jako systém a nebo
chloroform/methanol (8/1, v/v) jako systém b. NMRBektra byla mifena na fistroji
Bruker Avance 300 ip frekvenci 300,13 MHz 'H) a 75,77 MHz ’C). Jako interni
standard bylo pouzivano rozpotdib (*H: &(rezidudlni CHG)) = 7,27 ppm;*C:
8(rezidualni CHG) = 77,23 ppm. R vypisovani protonovych spekter byly pouzity
nasledujici zkratky: s = singlet, d = dublet, t dplet, g = kvartet, m = multiplet.
Infracervend spektra byla d¢fena na spektrometru FT-IR Nicolete iS10 (Thermo
Scientific) v podob KBr tablet. Symboly pouzZitéipvypisovani spekter zga intenzitu
daného absotmiho pasu: w = slabéa, m Fatini, s = silng; idpadré jeho Siku b = Siroky
pas. Pro kvantitativni analyzu reakch sngsi byl pouzit plynovy chromatograf Shimadzu
GC-2010 v kombinaci s hmotnostnim spektrometrem m8dezu GCMS-QP2010
vybavenym kvadrupdlovym hmotnostnim analyzatorenC-3-MS) a integrovanou
knihovnou spekter NIST 02. Chromatograficka koloSapelco SLB-5ms (30 m; 0,25
mm). Jako nosny plyn bylo pouZito helium s konstént pritokem 38 cm:S Teplotni
program: 100°C/7 min, 25°C/min zvySeni na teplotu 25, jez byla drzena pag&né
dlouhou dobu. Teplota néitu 250 °C. lontovy zdroj: 200°C, 70 eV. B vypisovani
hmotnostnich spekter byly brany v Gvahu signalglativnim zastoupenim alesp® %.
Rentgenostrukturni analyza byla provedena na ddrmaktru Kuma KM-4-CCD.
Jednotlivé struktury bylyeSeny a zfgsiovany pomoci program8HELXS97, pro grafické
zpracovani byl pouzit progra@RTEP-3.
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4.1 Priprava 2,6,9-trisubstituovanych purini

4.1.1 Prima alkylace 2,6-dichlor-H-purinu 2-jodpropanem
2,6-Dichlor-9-isopropyl-9H-purin (2a)

Titulni latka byla pipravena mird modifikovanym literarnim postupem [30]. Do
baiky o objemu 250 ctbylo navaZeno 4,5 g (23,8 mmol) 2,6-dichlét-Burinu (1),
ktery byl nasled& rozpugén pridanim 50 cril dimethylsulfoxidu. Vznikly naZloutly roztok
byl zchlazen ve vodni lazni na teplotu A5, poté bylo fidano 9,9 g (71,4 mmol) KO3
a 11,9 cm (119 mmol) 2-jodpropanu v uvedenémiami. Reakce probihala 8 hodin
(monitorovano pomoci TLC) za nigtrzitétho michani a chlazeni malym mnozstvim ledu
na teplotu 15—-18C. Po ukotieni reakce bylo do sfsi piidano 50 cm vody a smis byla
extrahovana vdici nélevce diethyletherem. V horriasti baky doSlo k oddleni
organického podilu, ktery byl sbirdn do kadinkytimao vodny podil byl vracen do
délicky a promyvan dalSimi podily etheru. Tento postupdpakovan osmkrat, kdy kazda
extrakce byla provétha 15 cmi etheru. Spojené organické podily byly nastefromyty
nasycenym roztokem NaCl (2 x 15 Ymsudeny nad siranem sodnym a éedpg na
rotatni vakuové odparce (RVO). Odgaim byl ziskan surovy produkt v podojemne
Zlutého krystalického prasku, ktery byl daleidtén sloupcovou chromatografii (silikagel,
systém a)g&imz doslo k oddeni vznikajicich N7 a N9 isomier Cista titulni latka byla
ziskana v podabbezbarvého krystalického prasku veasu 3,93 g (71 %); &= 148-150
°C; R = 0,56 (systém b).

'H NMR (CDCk): 1,64 (d,J = 6,9 Hz, 6H, CH(El3),); 4,92 (septet) = 6,9 Hz, 1H,
CH(CHs)2); 8,18 (s, 1H, NEHN) ppm. **C NMR (CDCE): J 22,8(CH); 48,7(CH):;
131,2(C); 143,5(CH); 152,2(C); 152,8(C); 153,7(®np IR (KBr): 3119(w), 2986(w),
1783(w), 1589(s), 1556(s), 1488(m), 1462(m), 13F9(B18(m), 1276(m), 1245(s),
1216(s), 1187(m), 1158(s), 1139(m), 1108(w), 1090@d7(m), 959(m), 872(s), 779(m),
682(w), 595(m) cil. GC-MSm/z (%): 234(M'(*'Cly), 4), 232(M(**CI+*'Cl), 22), 231(5),
230(M'(*°Cly), 36), 217(6), 215(9), 197(7), 195(21), 192(1191(¥), 190(68), 189(14),
188(100), 179(7), 161(6), 155(12), 153(41), 126(&)8(5), 111(5), 99(5), 92(14), 91(6),
86(8), 85(6), 77(6), 76(7), 73(6), 65(6), 64(7)(6)7 43(54), 42(15), 41(68), 40(7).

CgHsCIN Vyp. slozeni: 41,58 % C; 3,49 % H; 24,25 % N
Exp. sloZzeni: 41,51 % C; 3,51 % H; 24,10 % N
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2,6-Dichlor-7-isopropyl-7H-purin (2b)

Titulni latka byla pipravena analogickym postupem a ze stejnych navéaied
piedchozi2a. Cisty produkt2b byl ziskan v minoritnim mnozstvi v podobwtle Zlutého
krystalického prasku bez blizsi specifikacedyiosti; t = 151-154C; R = 0,50 (systém
b).

'H NMR (CDCk): 01,68 (d,J = 6,7 Hz, 6H, CH(El3),); 5,23 (septet) = 6,7 Hz, 1H,
CH(CHs),); 8,40 (s, 1H, NEHN) ppm. °C NMR (CDCk): J 23,7(CH); 50,3(CH);
121,6(C); 143,8(CH); 147,2(C); 153,2(C); 163,8(@®np IR (KBr): 3111(w), 2985(w),
1824(w), 1597(s), 1529(s), 1462(s), 1403(s), 1315(L77(m), 1198(m), 1167(s),
1140(m), 1103(m), 1041(w), 997(s), 916(m), 869 EJ3(s), 683(w), 663(m), 634(s),
611(m), 590(w) cril. GC-MSmz (%): 234(M(3'Cly), 8) 233(5), 232(NX>°CI+*'Cl), 42),
231(7), 230(M(*°Cl,), 67), 217(36), 216(6), 215(59), 192(6), 191(190(31), 189(20),
188(49), 181(5), 179(16), 155(24), 154(7), 153(13%(6), 127(6), 126(8), 118(7), 101(5),
100(6), 99(7), 92(8), 91(7), 86(5), 85(6), 65(6X(®, 53(7), 43(100), 42(15), 41(73),
40(6).

CgHsCIoN Vyp. slozeni: 41,58 % C; 3,49 % H; 24,25 % N
Exp. sloZeni: 41,89 % C; 3,62 % H; 23,90 % N

4.1.2 Nukleofilni aromaticka substituce 2,6-dichlor-9-is@ropyl-9H-purinu (2a)

v poloze C6
Obecny postup Fipravy sloué¢enin 3-5[19].

2,6-Dichlor-9-isopropyl-8i-purin 2a) byl rozpusin ve smdsi dimethylformamidu
(2cn? na 0,43 mmol 2,6-dichlor-9-isopropyH9purinu), triethylaminu (2,0 molarni
piebytek) a pislusného aminu (1,05 molarnfebytek). Vznikly roztok byl michanip
teplog& 80-100 °C pod chlorkalciovym uz&em dokud TLC neindikovala sgebovani
vesSkerého vychoziho 2,6-dichlor-9-isopropid-purinu @a). Po ukowreni reakce byla
smés Zednha vodou (pozorovana tvorba jemné sraZzeniny) a &odstva extrahovana
diethyletherem (&« 10 cnf). Spojené organické podily byly promyty nasycempatokem
chloridu sodného (& 10 cnf) a suSeny nad siranem sodnym. Surovy produkt rzyska
odpdaenim rozpousdla na rotani vakuové odparce byl igisten krystalizaci z
diethyletheru.
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2-Chlor-9-isopropyl-N-methyl-9H-purin-6-amin (3)

Titulni latka byla pipravena podle obecného postupu z vychozich navat#k mg
(3,46 mmol) 2,6-dichlor-9-isopropylF8-purinu Qa), 245 mg (3,63 mmol)
methylamonium-chloridu, 960l (6,90 mmol) triethylaminu, 16 chdimethylformamidu.
Cisty produkt byl ziskan v podékbezbarvych krystalk ve vy&zku 481 mg (62 %); &=
165-170°C; R = 0,24 (systém a).

'H NMR (CDCk): 61,57 (d,J=5,9 Hz, 6H, CH(El3),); 3,19 (s, 1H, ENHCH>);
4,81 (m, 1H, € (CHs).); 6,38 (s, 1H, ENHCHy); 7,79 (s, 1H, NEHN) ppm.*C NMR
(CDCl): § 22,9(CH); 27,9(CH); 47,2(CH); 119,0(C); 137,5(CH); 149,8(C); 154,B(C
156,2(C) ppm. IR (KBR): 3275(s), 2977(m), 2932(mM)631(s), 1567(m), 1542(w),
1475(w), 1391(w), 1359(m), 1311(m), 1290(m), 1226(&R04(w), 1163(w), 1104(w),
1074(w), 979(w), 930(m), 788(w), 658(w), 638(w) TNGC-MSm/z (%): 227(M'(C'Cl),
31), 226(, 12), 225(M>°Cl), 96), 210(8), 197(13), 190(6), 185(30), 184(1IB3(95),
182(30), 161(18), 157(20), 156(34), 155(63), 158§1053(7), 148(41), 147(13), 146(22),
133(10), 121(11), 120(13), 119(83), 106(11), 92),180(9), 79(11), 68(10), 67(17),
66(13), 65(7), 54(10), 53(16), 52(6), 43(31), 42(3(1(46), 40(8).

CgHsCIN Vyp. slozeni: 47,90 % C; 5,36 % H; 31,03 % N
Exp. slozeni: 47,88 % C; 5,42 % H; 31,02% N

2-Chlor-9-isopropyl-N,N-dimethyl-9H-purin-6-amin (4)

Titulni latka byla pipravena podle obecného postupu z vychozich navait¥k mg
(2,73 mmol) 2,6-dichlor-9-isopropylF8-purinu Qa), 148 mg (1,82 mmol)
dimethylamonium-chloridu, 500l (3,64 mmol) triethylaminu, 8 cfrdimethylformamidu.
Cisty produkt byl ziskan v podékbezbarvych krystalk ve vy&Zku 328 mg (79 %); =
147-150C; R = 0,39 (systém a).

'H NMR (CDCk): 61,54 (d,J = 6,6 Hz, 6H, CH(El3)); 3,50 (bs, 6H, EN(CHs).);
4,82 (septet) = 6,6 Hz, 1H, ®&(CHs),); 7,74 (s, 1H, NéHN) ppm.**C NMR (CDCE):
22,9(CH); 38,7(CH); 46,8(CH); 119,5(C); 136,1(CH); 151,6(C); 153,8(C155,4(C)
ppm. IR (KBr): 3102(m), 2974(m), 1725(w), 1604(s), 15@0( 1481(w), 1404(m),
1361(m), 1310(s), 1227(s), 1188(w), 1140(m), 1146@1088(w), 1033(m), 942(m), 873
(m), 784(m), 677(w), 658(m), 646(m), 609(w), 437)(em’. GC-MS m/z (%):
241(M'('CI), 20), 240(8), 239(M*Cl), 74), 224 (5), 212(23), 211(7), 210(69), 197(8)
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196(8), 184(17), 182(52), 170(32), 169(9), 168(1AMH1(11), 160(5), 155(9), 154(10),
153(8), 146(16), 134(6), 133(11), 132(11), 12004)9(53), 106(8), 105(5), 93(7), 92 (16),
79(5), 67(15), 66(7), 65(6), 53(6), 52(5), 44(443,(26), 42 (24), 41(28), 40(6).

CgHsCIoN Vyp. sloZeni: 50,11 % C; 5,89 % H; 29,22 % N
Exp. sloZeni: 50,22 % C; 5,93 % H; 28,97 % N

2-Chlor-N-ethyl-9-isopropyl-9H-purin-6-amin (5)

Titulni latka byla pipravena podle obecného postupu z vychozich navdi¥k mg
(0,43 mmol) 2,6-dichlor-9-isopropylF8purinu Qa), 37 mg (0,45 mmol) ethylamonium-
chloridu, 64pl (0,86 mmol) triethylaminu, 2 cidimethylformamiduCisty produkt byl
ziskan v podob bezbarvych krystatk ve vy€zku 67 mg (65 %);it= 117-120°C; R =
0,39 (systém a).

'H NMR (CDCk): 1,30 (t,J = 7,3 Hz, 3H, NHCHCH3); 1,57 (d,J = 6,6 Hz, 6H,
CH(CH3)2); 3,72 (m, 2H, NHEI,CHs); 4,80 (septet) = 6,9 Hz, 1H, & (CHs),); 5,84 (s,
1H, NHCH,CHs); 7,76 (s, 1H, NEHN) ppm.**C NMR (CDCE): J 15,1(CH); 23,0(CH);
36,0(CH); 47,1(CH); 119,0(C); 137,6(CH); 154,5(C); 155,5¢pm. IR (KBR): 3111(w),
2971(m), 2932(w), 1626(s), 1573(m), 1537(m), 1437(®451(m), 1414(w), 1347(m),
1309(s), 1292(s), 1225(s), 1131(w), 1080(w), 1052@001(m), 942(m), 890(w), 845(w),
788(m), 643(m), 539(m) cih GC-MSm/z (%): 241(M (*'Cl), 30), 240(13), 239(M>°Cl),
95), 226(20), 225(7), 224(62), 213(10), 211(32)9(9Y, 198(18), 197(27), 196(45),
184(32), 183(9), 182(100), 171(17), 169(54), 16),(2B0(17), 156(6), 155(10), 154(19),
153(8), 146(20), 134(43), 133(22), 120(6), 119(418(5), 108(9), 107(12), 106(7), 93(8),
92(21), 80(7), 68(5), 67(9), 66(11), 65(6), 55(6%(12), 53(9), 44(74), 43(34), 42(11),
41(34), 40(6).

CgHsCIN Vyp. slozeni: 50,11 % C; 5,89 % H; 29,22 % N
Exp. sloZzeni: 50,15 % C; 5,86 % H; 28,14 % N



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

29

. VYSLEDKY A DISKUZE



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 30

5 CHEMICKE SYNTEZY A STRUKTURA P RIPRAVENYCH
LATEK

5.1 Alkylace 2,6-dichlor-9H-purinu (1) 2-jodpropanem

Prvnim krokem fipravy uvaZzované seérie 2,6,9-trisubstituovanych ingurbyla
alkylace vychoziho 2,6-dichlo+8purinu (1) do polohy N9. Vychozi latka pro tuto reakci,
tedy jiz zmirny 2,6-dichlor-#¥-purin (1) byl zakoupen z komémnich zdroji a déle
pouzivan bez jakychkoliv Gprav. Skmninal byla ponechana reagovat s 2-jodpropanem
v dimethylsulfoxidu v pitomnosti uhléitanu draselného jako baze. Reakce byla préavad
pii teplot 15-18 °C po dobu 8 hodin. Audtgublikace [30], ze které byl pracovni postup
pievzat (a dale mignmodifikovan) uvadji, Zze v disledku precizniho udrzovani teploty
reakeni smési v rozmezi 15-18 °C doslo pouze ke vzniku pozadétio N9-alkylovaného
derivatu a tedy selektivni alkylaci do polohy 9 ipowého kruhu. V fipac této prace,
vSak byl vreakni smesi, kront majoritré zastoupeného N9 izomer2a, detekovan
pomoci GC-MS také N7-alkylovany deriv#h, jak je uvedeno na Schématu 4.

Schéma 4

Cl

DMSO K,CO, N| N

)\ 8 h 15-18 T )\ )\ _
Cl N

2a (71 %) 2b

Oba zmhované izomery byly oddeny krystalizaci ze s#si ethyl-acetat/hexan a
v pripadt zbytkového mnoZstvi slgeniny 2b v ziskaném pevném podilu dalec¢dteny
pomoci sloupcové chromatografie (silikagel, pett@eethyl-acetat, 1/1, v/v). Struktura
obou gipravenych latek byla potvrzen&ame pouzivanymi metodami strukturni analyzy,
jako jsou infrgervena spektroskopie (IR), hmotnostni spektromé¢ii8) nebo nuklearni
magneticka rezonance (NMR).

Na Obrazku 8 je uvedeno hmotnostni spektrum¢gloimy 2a ziskané technikou El-
MS. Ve spektru zcela vpravo je patrny molekulovinticobsahujici signaly an/z
230/232/234 v relativnim zastoupeni 9/6/1, coz e gloweniny obsahujici dva atomy
chloru typické. Zakladnim pikem uvedeného hmotribstrspektra je signal o m/z 188

vznikajici neutralni ztratou4Els z pivodni molekuly (plati pro izotop’Cly).
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Obrazek 8.Hmotnostni spektrum sléaniny2a ziskané technikou EI-MS.

Zatimco struktura slaeniny 2a je znama relativhdlouhou dobu, pak struktura latky
2b byla, grekvapi, popséana teprve nedavno [32] a to pomoci NMR &*°C-), IR a MS
s vysokym rozliSenim. Na Obrazku 9 je znazom jednodimenzionalni protonové

spektrum slo&eniny2b, které mohlo byt porovnano se spektrem literarnim.
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Obrazek 9."H-NMR spektrum slo&eniny 2b. M&teni bylo provedeno v CDgpii teplog 303 K.
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V protonovém NMR spektru uvedeném na Obrazku 9 deeorovat i signaly
pochazejici ze sl@eniny a étvrty (7,27 ppm) pochazejici z rozpotdit, které bylo
pouzito jako vnitni standard. Signaly odpovidajici atimm vodiku z methylovych skupin
isopropylu vazaného v poloze 9 purinového kruhuinva spektru podobu dubletu
s chemickym posunem 1,68 ppm. Signal atomu vodi¥@HYCHs), rezonoval v oblasti
5,23 ppm. Poslednim signalem je signal atomu voddahazejiciho z purinového skeletu.
Jelikoz se jednd o atom vodiku vazany na atomukwhlktery sousedi se &wma
elektronegativnimi atomy dusiku, nertiekvapive, Ze rezonuje ve slabSim magnetickém
poli s chemickym posunem 8,40 ppm. Literarni hogi®l] vSech vySe zmémych atoni
vodiku jsou nasledujici: ¥CH(CH3), = 1,66 ppm, RCH(CHs), = 5,19 ppm a N8N =
8,40 ppm. Z uvedeného vyplyva, Zze mezi experimeirtala literarnim spektrem panuje

témet naprosta shoda.

V piipad sloweniny 2b se rovez poddilo vypéstovat monokrystal vhodny pro
rentgenovou difrakni analyzu (RTG)¢imz se potvrdila struktura této latky také v pevné
fazi. Vzhledem k tomu, Ze krystalova struktura tékmuteniny nebyla doposud popséana,
byly vysledky ziskané pomoci RTG analyzy publikoydanmpaktovanéntasopise Acta
Crystallographica E [32] (Uvodni strana této pulti je uvedena iffoze 1). Na Obrazku
10 je znazorén ORTEP diagram sloteniny 2b.

Obrazek 10.ORTEP diagram sloteniny2b.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 33

5.2 Nukleofilni aromatické substituce slodeniny 2a na C6

V dalsim kroku byla provedena série nukleofilnialonaatickych substituci atomu
chloru v poloze C6 purina (Schéma 5). ProtoZze atom chloru na C2 vykazuje, ve
srovnani s atomem chloru na C6 purinového skelahsi reaktivitu, je tento typ reakci

selektivre orientovan do polohy C6.
Schéma s

RL _R?
cl \N/
X N . . . AN N
N| \> amin (1,05 ekviv.), Et;N (2,0 ekviv.) N| \>
)\ = N DMF, 80-100 T )\ — N
Cl N )\ Cl N )\
2a 3-5
3 R1=H, R2=Me

4 RI=R2=Me
5 RL=H, R = Et

Jako nukleofilni ¢inidla byly pouzity stericky neobjemné alifatickémay —
methylamin, dimethylamin a ethylamin (vSechny v @ad hydrochloridi), které byly
pouzity v 1,05 molarnim febytku wic¢i vychozimu purinu2a Jednotlivé reakce se
uskuténovaly v p@itomnosti triethylaminu (2,0 molarni fgbytek) s pouZzitim
dimethylformamidu jako rozpou&tla pi teplo€ 80-100 °C pod chlorkalciovym
uzawrem. Piibéh reakci byl monitorovdn pomoci TLC (petrolethdmjgtacetat, 1/1, v/v),
piicemz dana reakce byla uk@mma v okamziku spi#bovani veskerého vychoziho purinu
2a. Surovy produkt ziskany odfmim rozpousdla ve vakuu byl nasledn
prekrystalizovan z diethyletheru,fipemZz poZzadované sléeniny 3-5 byly ziskany
v podol& bezbarvych krystatkve vygzcich 62—79 % (Tabulka 3).

Tabulka 3. SyAr na C6 slodeniny2a (Schéma 5).

Exp. Amin ng‘:‘f[m Rlp rodukt —r— Vytezek [%]°
1  methylamonium-chlorid 3,5 H Me 62
2  dimethylamonium-chlorid 5 Me Me 79
3  ethylamonium-chlorid 3 H Et 65

@ vytezek po krystalizaci z diethyletheru.
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Na Obrazku 10 je graficky zndz@m chromatogram ziskany analyzou GC-MS
sloweniny 4 po krystalizaci z diethylether(Obrazek 10a) a hmotnostni spektrum téze
latky zmefené metodou EI-MS. Z chromatogramu je patrné, tentei cas slodeniny 4
byl za danych podminek 13,65 minuty. Déle lze Zedlsu této analyzy poukazat na
Cistotu gipravené sloteniny, tedy alespo s ohledem na citlivost dané metody.
V hmotnostnim spektru (Obrazek 10b) je jagatrny molekulovy iont (239 a 241/2),

Z jehoz charakteru Ize usuzovat, Ze ve &oux 4 je pritomny pouze jeden atom chloru.
Zakladnim pikem hmotnostniho spektra této latkysignal om/z 168. DalSi signaly

vyskytujici se ve spektru dané latky vznikly fragreei molekulového piku vlivem
ionizatniho procesu.

(a)
\N/
A N
)Nl\)j: \>
—
cl N ;\
slouéenina 4
exaktni hmotnost = 239.093
[ I ! 1 I ! I I 1
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Obrazek 11.Vysledek analyzy GC-MS slganiny 4. (a) ¢ast chromatogramu sléeniny 4, (b)

hmotnostni spektrum ziskané metodou EI-MS.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 35

Na Obrazku 12 je zndzamo protonové NMR spektrum sléeniny 5, pomoci ghoz
nebyla potvrzena pouze struktura této latky, ake tgji Cistota. V alifatické oblasti se
nachazeji dva signaly. Prvnim je triplet Zitd pritomnost atom vodiku CH
pochazejicich z ethylaminového substituentu vazamehC6 purinového skeletu. Dublet
nachazejici se v oblasti 1,56 ppm pak naleZi atormodiku NCH(CHs),. Déale se ve
spektru nachazi signal aténvodiku CH pochéazejicich z ethylaminového substituentu
vazaného na C6 purinového kruhu. V oblasti 4,76-4pm rezonuje atom vodiku CH
pochazejici z isopropylu vazaného v poloze 9 pwého kruhu. Jako Siroky singlet se ve
spektru vyskytuje signal atomu vodiku z atomu dusé#azaného na atom uhliku C6
purinového skeletu. Poslednim signalem &miny 5 je pak atom vodiku NN, ktery

rezonuje ve slabém magnetickém poli v oblasti pja®.
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Obrazek 12.*"H-NMR spektrum slog&eniny5. Métent bylo provedeno v CDgri teplot 303 K.
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5.3 Pokusy o substituci atomu chloru na C2 sloteniny 3

Posledni série experiménprovedenych v ramcitpdlozené bakataké prace byla
zan®iena na pokusy o substituci atomu chloru v polopeinového kruhu slaieniny 3.
Cilem bylo gipravit sloweninu obsahujici v poloze 2 sekundarni aminoskypno b’
piimo spojenou s aromatickym jadrem (vznikajici réaitouweniny 3 s anilinem), nebo
spojenou s aromatickym kruhemiep methylenovy iristek (reakce slaeniny 3

s benzylaminem).

V prvnim experimentu byla sléanina3 ponechana reagovat s benzylaminem, ktery
byl do reakni sn€si pridan v 5,0 molarnim figbytku (Schéma 6). Jako baze byl pouzit
triethylamin (2,0 ekviv.) a jako rozpoddto dimethylformamid. Reakce byla provad
pii teplo& 150 °C pod chlorkalciovym uzékem. Nicmés, ani po 7 dnech provadi
reakce nebyl zaznamenan vznik jakéhokoliv produkieakni smeési (monitorovano
pomoci TLC).

Schéma 6

HN/
NTO N\> \({M
Cl)l\N/ N 7dn|
(5,0 ekviv.) ©/\

Nasledr byla provedena reakce st@niny 3 s benzylaminem (8,0 molarnigbytek)

za uplného vyloéeni rozpou&tdla z reakni snesi (Schéma 7). Reakce byla provad (i
teplog 160 °C pod ochrannou argonovou atmosférou [33pmto gipad dochazelo ke
vzniku relativié komplikované readni sntsi, ze které nebylo mozné jednotlivé vznikajici
sloweniny oddlit ani pomoci opakované sloupcové chromatografini za pouZiti

krystalizace.

Schéma 7

(8,0 ekviv.)
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Jako posledni byly v rdmci této bakalé prace vyzkouseny palladiem katalyzované
cross-couplingové reakce zditpmnosti N-heterocyklického karbenového ligandu [34].
Jako nukleofilni¢inidlo byl tentokrat pouzit anilin, ktery reagovaé slodeninou3 za
podminek uvedenych na Schématu B.dPou provedenych reakcich, liSicich se tim, Ze
v jednom pipadt byla reakce provama za atmosférického tlaku, zatimco ve druhém ve
vakuu, byl jako palladiovy Kkatalyzator pouzit tddfenzylidenaceton)dipalladium
[Pdx(dba)]. Jako karbenovy ligand byl pouzit 1,3-bis(2,&r@aethylfenyl)imidazolium-
chlorid a jako bazéerc-butoxid draselny. Reakce byly proway v bezvodém dioxanu
(vysuSeny nad sodikem) pod ochrannou argonovou siémom pi teplog 80 °C.
Vzhledem k tomu, Ze @breakce byly provashy v co mozna nejsusSim priegti, byla
realkeni smeés monitorovana pouze kazdych cca 12 hodin. Niéméni po 5 dnech nebyl u

Zzadné z provedenych reakci pozorovan vznik pozadhaproduktu.

Schéma 7

N N
N XN anilin (1,%, KQ%O ekviv.) N XN
ﬁD ' = ALY
o N/ N Pd,(dba); (1,5 Wgand (3,0 mol%) N N/ N
)\ H )\

dioxaf, Ar, 80 TNg dni

Pd,(dba), = tris(dibenzylidenaceton)dipalladium
karbenovy ligand = 1,3-bis(2,4,6-trimethylfenyl)imidazolium-chlorid

o [/

NvN

Vzhledem ktomu, Ze nas tento typ purinovych &min velmi zajima, budou
v budoucnu podminky pro substituci atomu chloruolope 2 dale studovany, stim, ze
cilem je navazani aromatickych arhnirobsahujicich adamantanovy skelet. V blizké
budoucnosti tak budou provedeny experimenty sei&pén laboratornim sklem égnym

pro tento typ reakci, a sice Schlenkovotikuau.
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ZAVER
V ramci predlozené bakatdké prace jsou popsany vysledky &ndvouleté prace
spojené se syntézou noveé série 2,6,9-trisubstityaya puriri a s utovanim struktury

pripravenych latek.

Samotnd fiprava 2,6,9-trisubstituovanych puiityla rozaélena do tech zakladnich
krokd. Prvnim krokem byla alkylace vychoziho 2,6-dickbt-purinu (L) do polohy N9 2-
jodpropanem za vzniku bezbarvého krystalickéhokpr&® vy€zku 71 % (slotienina2a).
Jako vedlejSi produkt této reakce byl ziskan NFdalkany derivat2b v podokd swtle
Zlutého krystalického praSku v minoritnim mnozswipiipads sloweniny 2b se podélo
vypéstovat monokrystal vhodny pro rentgenovou difrdkanalyzu,¢imz se potvrdila

struktura této latky také v pevneé fazi.

V dalSi¢éasti byla provedena série nukleofilnich aromatitkgabstituci atomu chloru
v poloze 6 puriniRa. Jako nukleofilni¢inidla byly pouzity methylamin, dimethylamin a
ethylamin,¢imz byly ziskany slateniny 3-5 v podol& bezbarvych krystalks vy&zky od
62 % do 79 %.

Ziskané sloteniny byly podrobeny metodam strukturni analyzigpjgou IR, EI-MS
a NMR. Temito metodami nebyla @ena pouze struktura sloenin 3-5, ale také jejich

distota.

Posledni série experiméntoyla zandiena na pokusy o substituci atomu chloru
v poloze 2 purinového kruhu skeniny 3. Faktem je, Ze reakce byla provedena celkem
tiikrat pokazdé s mignmodifikovanymi podminkami. AvSak ani v jednorfigad nebylo
dosazeno pozadovanych vyslédls tim, Ze bdto nedochazelo ke vzniku Zadného

produktu, nebo naopak vznikaly velice komplikovaa&icni snesi.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

DNA  deoxyribonukleova kyselina
RNA  ribonukleova kyselina

CDK  cyklin-dependentni kinaza
THF tetrahydrofuran

(PhyP trifenylfosfin

TFA kyselina trifluoroctova
DEAD diethylazodikarboxylat

ICso koncentrace inhibitoru potlgjici 50 % aktivity testovaného biologického

materialu
PfPK5 plasmodium falciparum protein kindza 5
TLC chromatografie na tenké vrstv

NMR  nuklearni magneticka rezonance

GC plynova chromatografie
MS hmotnostni spektrometrie
IR infracervena spektroskopie

NaCl chlorid sodny
K2COs; uhli¢itan draselny

RTG rentgenova difraki analyza
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