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ABSTRAKT

Hlavnim cilem pfedlozené prace bylo optimalizovat podminky pro rychlé a efektivni
stanoveni 2,6,9-trisubstituovanych purinti s adamantanovym skeletem metodou LC-
MS/MS. Studované slouceniny vykazuji schopnost inhibovat cyklin-dependentni kinazy a
také dva typy nadorovych bunéénych linii. Prace se zabyva syntézou boheminu, od jehoz
struktury jsou zkoumané slouceniny odvozeny, a to dvéma riznymi cestami S cilem
srovnat celkovy vytézek obou pouzitych cest. Dale pak popisuje optimalizaci metody
HPLC sUV/Vis detekci, ktera predchazela optimalizaci podminek pro stanoveni
studovanych slouc¢enin metodou LC-MS/MS.

Kli¢ova slova: purinové inhibitory CDK, HPLC- UV/Vis, LC-MS/MS, adamantan

ABSTRACT

The essential goal of the presented diploma thesis was to develop and optimize
conditions for the rapid and effective determination of 2,6,9-trisubstituted purines bearing
adamantane moiety by LC-MS/MS technique, because there has been demonstrated their
ability to inhibit cyclin-dependent kinases and two types of tumor cell lines. This work
deals with the synthesis of bohemine by means of two ways and comparing the
overall yields of these two pathways. Finally, there is described the optimization of the
HPLC with UV/Vis detection, which precedes the optimization of conditions for

determination studied compounds using LC-MS/MS.

Keywords: purine inhibitors of CDK, HPLC-UV/Vis, LC-MS/MS, adamantane
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UvVOD

Bunéény cyklus je fizen fosforylaci klicovych proteint. Tyto fosforylacni reakce jsou
zprostifedkovany cyklin-dependentnimi kinazami (CDK). Ty jsou vSak aktivovany az
vazbou na piislusny cyklin. Aktivita CDK je regulovana navazanim ¢i odbourdnim
cyklinu nebo také inhibitoru CDK. Abnormalni exprese cyklinli nebo ztrata schopnosti
ptirozenych inhibitori regulovat aktivitu CDK jsou jedny z nékolika pfi¢in vedoucich

k nekontrolovanému déleni buiiky a ke vzniku nadorovych a jinych onemocnéni.

V poslednich dvaceti letech bylo popsano a pfipraveno mnoho syntetickych inhibitort
CDK. Jednu skupinu téchto 1éCiv tvofi inhibitory CDK s 2,6,9-trisubstituovanym
purinovym skeletem. V pribéhu minulych tfi let byla na Ustavu chemie Fakulty
technologické Univerzity TomaSe Bati ve Zlin¢ pfipravena série derivatil jiz znamych a
ovéfenych purinovych inhibitort CDK s adamantanovym skeletem. Také u téchto latek
byla prokazana schopnost inhibovat CDK a také dva typy naddorovych bunéénych linii.
Z tohoto divodu je pro dalsi zkouméni té€chto sloucenin nutné zjistit jak jsou

metabolizovany.

K detekci metabolit z metabolomickych studii danych sloucenin se bézné pouziva
metoda LC-MS (neboli kapalinova chromatografie-hmotnostni spektrometrie). Cilem této
prace bylo tedy pfedevsim optimalizovat tuto metodu pro vybrané latky, protoze se jevilo
byt vyhodnéj$i znat parametry této separacné-detekéni metody jiZz pred zahdjenim

samotného studia jejich metaboliza¢nich drah.

Druhym, neméné vyznamnym divodem pro vyvoj a optimalizaci podminek analyzy
LC-MS pro 2,6,9-trisubstituované puriny s adamantanovym skeletem, je fakt, Ze tento typ
latek neni moZné analyzovat pomoci jiné separa¢né-detekéni metody, jako napi. GC-MS.
LC-MS tak ptedstavuje rychlou a u¢innou metodu pro studium reakénich smési, zejména

pak cistoty jednotlivych ptipravenych latek.
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1 BUNECNY CYKLUS

Bunécny cyklus je fadou krokt, které zodpovidaji za déleni jedné bunky mateiské za
jsou S faze (synteticka), kdy probiha replikace DNA a zdvojeni chromozomi a M faze
(mitoticka) kdy je replikovany material segregovan do dvou dcefinych chromatid. G; faze
(predsyntetickd) predchazi S fazi a G, (postsyntetickd) predchazi M fazi. V normalnim
bunécném cyklu je S faze nasledovana M fazi, jez nezaCne probihat, dokud neni S faze
kompletni. Buniky se mohou rovné€Z nachazet mimo bunécény cyklus ve fazi Go (tzv.
klidové stadium). Z klidové faze mize bunka piejit do G; faze, ¢imz je zahajen novy
bunéény cyklus 2. Bun&ény cyklus také zahrnuje kontrolni body, jez ovéfuji, zda byly
uspésné dokonceny vSechny tkony dané faze, tedy jestli miize builka ptejit do faze
nasledujici. Zjisténi poskozeni vede k pozastaveni bunééného cyklu a jeho opravé. Pokud
neni mozno chybu opravit nebo se jeji oprava jevi jako nevyhodna, dochazi

k programované bun&&né smrti (apoptoze) °.

Prechod mezi jednotlivymi fazemi bunééného délenti je fizen cykliny. Samotné cykliny
nejsou schopny katalyzovat proteiny. To je umoznéno az po navazani se na cyklin-
dependentni kinazy (CDK). Vzniklé komplexy CDK/cyklin pak tedy reguluji jednotlivé
faze bunééného cyklu. Naopak inaktivace CDK supresorovymi regula¢nimi proteiny vede
k blokaci bun&éného cyklu *. Interakce cyklin-dependentnich kinaz s jejich pirozenymi
proteinovymi inhibitory (CKI) anebo s jejich aktivatory (cykliny) tvofi molekularni

podstatu fizeni bunééného cyklu.

1.1 Cyklin dependentni kinazy

Hlavni post-transla¢ni modifikaci, kterd kontroluje a fidi vSechny bunécné procesy je
reverzibilni fosforylace. Fosforylace hydroxylovych skupin serinovych, threoninovych a
tyrozinovych rezidui proteinu je katalyzovana proteinkindzami. Lidsky genom koduje
piiblizng 518 proteinkindz °, sttedem zajmu jsou predevsim ty, které se podileji na vzniku
a projevech lidskych onemocnéni °. CDK jsou vzhledem k jejich nepostradatelné funkei
v regulaci bunétného cyklu, jez se vyrazn€ meéni v nadorovych bunkach, typickym

7810 Kromé regulace bundéného cyklu hraji CDK vyznamnou roli v regulaci

ptikladem
transkripce, v fizeni diferenciace bunék, signalizaci bolesti, fyziologii nervovych bunék ¢i
navozeni bun&éné smrti *°, CDK jsou heterodimerni komplexy sloZené z piisluiné

proteinkindzy a pozitivni regulacni podjednotky, kterou ptedstavuje cyklin*'. CDK
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s navazanym cyklinem katalyzuji ptfenos fosfatové skupiny z ATP na serinovy nebo
threoninovy zbytek v polypeptidovém fetézci urcité sekvence. Nékteré CDK jsou
schopny na sebe navazat vice typt cyklinti, coz umoznuje fosforylovat rizné substraty.
Témito substraty mohou byt transkripéni faktory, proteiny biosyntézy purinli a jaderné
membrany, proteiny cytoskeletu aj. Aktivita CDK vSak neni regulovdna pouze asociaci a
disociaci CDK a expresi cyklinu. Jako dalsi ptiklady lze uvést aktivujici fosforylaci
threoninového zbytku V jejimz dasledku je odkryto aktivni misto, jez aktivuje CDK.
Naopak deaktivujici fosforylaci threoninu a tyrosinu ve vazebném misté pro ATP je
zabranéno vstupu ATP do vazebného mista. Dale je regulace jejich aktivity ovlivnéna
napiiklad degradaci cyklinu po oznafeni ubiquitinem nebo vazbou pfirozeného

proteinového inhibitoru CDK tiid INK4 nebo CIP/KIP *2.

CDK4
cyklinD

CDK1 CDK6
cyklinB > PRB cyklin D
> N

CDK2
CDK1 cyklin E
cyklin A
E2F
<
CDK2
cyklin A

Obrazek 1: Regulace bun&éného cyklu pomoci komplexi CDK/cyklin 2.
V lidském genomu je kédovano 20 riznych CDK, nicméné jen pfiblizné polovina
Z nich je povazovana za kinazy zavislé na cyklinech, kterych je v souc¢asné dob& popsano
priblizné 25. Zatimco jednotlivé typy CDK se oznacuji pomoci arabskych &islic (napf.

CDK?2), tak u cyklint je jejich specifikace provadéna pomoci pismen (napft. cyklin E).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 14

Podle funkce Ize CDK rozd¢lit do dvou hlavnich skupin. Do prvni skupiny se fadi
CDK1-3, CDK4 a CDK®6, které se pfimo podileji na regulaci bunétného déleni
zpusobem uvedenym na Obrazku 1. V pocatku faze G; jsou CDK4 a CDKG6 aktivovany
navazanim cyklinu D. Vzniklé holoenzymy fosforyluji protein retinoblastomu (pRb),
¢imz dochazi k aktivaci transkripcnich faktord E2F a DP1 kontrolujicich expresi gent,
zodpové€dnych za piechod Gi/S a pribéh S faze. Jeden z gend regulovanych
transkripénim faktorem E2F koduje cyklin E. Ten aktivuje CDK2, coz vede k fosforylaci
pRB na dalSich mistech. To znamena, Ze i tento komplex umoznuje piechod z G; faze do
S faze. Na inaktivaci pRb se mize podilet také CDK3 interagujici s cykliny A a E.
V nedavné dobé byla v nékterych nadorovych bunécnych liniich prok4dzana vazba cyklinu
C na CDKS3, ktery stimuluje fosforylaci pRb béhem piechodu ze stadia Go do faze G;.
Holoenzym CDK2/cyklin A spousti v S fazi duplikaci DNA a inaktivuje transkripéni
faktory G; faze. Béhem ptechodu S/G; se navaze na CDKI1 cyklin A. Posléze komplex
CDK1/cyklin B spusti G2/M piechod fosforylaci velkého mnozstvi substratl. Degradaci
cyklinu B a inaktivaci CDKI1 dojde Kk zahajeni anafaze, ¢imz je dokoncena
Mitoza 141516

Druhou skupinu tvoii CDKS5 a CDK7-13. CDKS5 tvoii komplexy s cykliny typu D, E a
G a hraje dulezité role v d&jich, jako jsou senescence a apoptoza. CDK7-9 jsou spjaty
pfevazné s regulaci transkripce. CDK10 a CDK11 vykonavaji fadu funkci v nervovém

systému. Posledni z druhé skupiny jsou CDK11-13, jez idi sestfih RNA °.

1.2 Nizkomolekularni inhibitory cyklin-dependentnich kinaz

Zmény ve fosforylaci proteinli jsou Castym znakem doprovazejicim celou fadu
lidskych onemocnéni. Z tohoto ditvodu exponencidlné roste vyzkum, optimalizace a
terapeutické vyhodnocovani syntetickych inhibitorG proteinkindz o malé molekulove
hmotnosti. Odhadem 30 az 35 % vyzkumu 1éCiv ve farmaceutickém primyslu je
vénovano pravé proteinkinazdm. Abnormality v regulaci a aktivit¢ CDK mohou
zpusobovat onemocnéni, jako jsou rakovina, neurologickd onemocnéni (Alzheimer,
Parkinson), ischemické choroby, imunologicka a infekéni onemocnéni. Proto je

podporovan intenzivni vyzkum piedevsim téchto farmaceutickych inhibitora CDK 05,

Mechanismus u¢inku inhibitori CDK je zaloZen na tom, ze zabrani proteinkinaze
fosforylovat pfisluSny substrat. Inhibitory CDK kompetuji s ATP o vazbu do aktivniho

mista kindzy. Tato kompetice musi byt vysoce efektivni, nebot’ v bunkéch se vyskytuje az
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okolo dvou miliont molekul ATP a proteiny k nému vykazuji vysokou afinitu. Béhem
poslednich né¢kolika let byly identifikovany desitky selektivnich inhibitori CDK
nejruznéjSich strukturnich motiva B3 Nekteré znaky vSak maji spole¢né. Vyznacuji se
relativné malou molekulovou hmotnosti (<600 Da), vétsinou jde 0 planarni hydrofobni
heterocykly, které se na kinazu vazi pomoci vodikovych vazeb a hydrofobnich

interakei °, které jsou doprovazeny fadou dalgich slabych kontaktd.
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2 PURINY - CHARAKTERISTIKAA INHIBICE CDK

2.1 Strucna charakteristika purinovych slouc¢enin

Purin je trivialni nazev pro slouceninu, Kterou lze systematicky pojmenovat jako
imidazo[4,5-d]pyrimidin. Jde o heterocyklickou aromatickou slou¢eninu, jez je tvotfena

pyrimidinovym a imidazolovym kruhem. Purinovy kruh ma svoje specifické cislovani

(Obrazek 2):

Obrazek 2: Struktura a zptsob ¢islovani purinového skeletu.

Jako prvni pfipravil a pojmenoval tuto slouceninu Emil Fischer a to v roce 1899
(Schéma 1), za coZ obdrzel v roce 1902 Nobelovu cenu %, Vychozim materidlem pro
syntézu byla kyselina mocova (1), jez byla izolovana z ledvinovych kament. Kyselina
mocova reagovala s PCls za vzniku 2,6,8-trichlorpurinu (I1), ktery byl pomoci HI aPHyl
pfeménén na 2,6-dijodpurin (I11). Ten byl pfidanim praskového zinku zredukovan na

purin (1V).

Schéma 1
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Cisty purin je bila krystalicka latka, je je slabé& bazicka. V piirodé se nesubstituovany
purin nevyskytuje, ale jeho derivaty jsou obsazeny ve vSech zivych organismech. Jeho
nejjednodussi forma je ribonukleosid pojmenovany nebularin, ktery byl izolovana
z houby Agaricus nebularine. Mezi nejvyznamnéjsi purinové derivaty patii purinové baze
nukleovych kyselin adenin a guanin. Nukleova baze piipojena k cukerné slozce a
fosfatovému zbytku tvoii nukleotid, jehoz polymeraci vznikd patet fetézce nukleové
kyseliny. Parovanim purinovych bazi s bizemi pyrimidinovymi vznika dvojSroubovicova
struktura DNA a RNA *°. Mnoho purinovych derivatl, pfedevsim derivaty adeninu, jsou
souCasti mnoha metabolickych procesti. Adenosin trifosfat (ATP) fidi energetickou
bilanci bunék. Cyklicky adenosin monofostat (cAMP) je v bunikdch vyuzivan jako tzv.
druhy posel v fad¢ signdlnich drah, pisobici jako aktivator proteinkinaz, které nasledné
fosforyluji dal$i enzymy, a tim je aktivuji nebo deaktivuji. Nikotinamid adenin
dinukleotid (NAD"), nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADP®) a flavinadenin
dinukleotid (FAD") jsou koenzymy oxida¢né-redukénich reakci, které probihaji na
bunééné urovni. Acetylkoenzym A je vyznamnym metabolitem z{castiujici se

citratového cyklu, ale také B-oxidace mastnych kyselin 2%24%2,

Mezi neméné dilezité derivaty pro metabolismus organismi patii xanthin a
hypoxanthin, jez vznikaji hydrolytickym rozkladem nukleovych kyselin, a kyselina
mocovd, kterd je koncovym produktem jejich katabolismu. Od xanthinu jsou dale
odvozené jeho methylované derivaty kofein, thebromin a theofilin, nachazejici se v kave,

¢aji a kakaovych bobech B

Je prokazano, ze asi 4—7 % vsech proteinti kodovanych v genomu obsahuje purinovy
skelet. Tento fakt vede k tomu, Ze se tyto proteiny staly potencionalnimi terapeutickymi
cily. Syntetické purinové derivaty tudiz maji velky potencidl k ovladani vyznamnych

bun&énych funkei %,

Syntetick¢ analogy purini zaznamenaly mnoho uplatnéni v klinické medicing.
Naptiklad 6-merkaptopurin (Obrazek 3) je vyuzivan k 1é¢bé leukémie a i jinych typt
rakoviny. Acyklovir (Obrazek 3) naSel uplatnéni v 1écbé infekci zptuisobenych virem
rodu Herpes. Dideoxyinosin (DDI, Obrazek 3) je ucinnym piipravkem proti HIV a
v kombinaci s jinymi antiretroviralnimi 1€¢ivy je soucasti velmi efektivni antiretroviralni
terapie. Allopurinol (Obrazek 3) se pouziva piiléébé dny. Sidenafil ktery ziskal

mezinarodni v&hlas, je pod komerénim nazvem Viagra”® podavan pii 16¢bé impotence 2



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 18

OIS IS IR O,
N HNTON ) ” No H N
; ey

6-merkaptopurin acyklovir dideoxyinosin dlopurinol

Obrazek 3: Strukturni vzorce vybranych purinovych slou¢enin pouzivanych v klinické

praxi.

V poslednich dvaceti letech byla objevena také schopnost uréitych purinovych

derivatl pasobit jako inhibitory CDK.

2.2 Purinové inhibitory CDK

Prvni sloucenina, u které byla zjisténa inhibi¢ni aktivita viici CDK (konkrétné vuci
CDK1) byla 6-dimethylaminopurin, ktery byl pavodné piipraven jako analog
puromycinu. Dalsi strukturni analog 6-(A2-isopentenyl)aminopurin se ukazal byt
vV porovnani S 6-dimethylaminopurinem jako silngjsi inhibitor CDK. Naslednym
intenzivnim studiem fady substituovanych purint byl vyvinut olomoucin (Obrazek 4) %°.
Tato sloucenina byla strukturné odvozena od rostlinnych hormont cytokinini a ptivodné
byla testovana jako inhibitor rostlinnych glukosyltransferaz. Poté u ni ale byla prokazana
specificka inhibice nékterych CDK v mikromolarni koncentraci. Z celkového poctu 35-ti
testovanych proteinkinaz bylo pouze 5 z nich inhibovano olomoucinem, konkrétné §lo o
heterodimerni komplexy CDK2/cyklin A, CDK2/cyklin E, CDK1/cyklin B, CDK5 a
MAP kinazy. Strukturné méné podobné CDK4 a CDK6 v komplexu s cyklinem D nebyly
olomoucinem inhibovany ?’. V souladu s inhibi¢nim efektem na interfazni a mitotické
kinazy, olomoucin zastavuje bunécny cyklus jak na G1/S, tak G2/M rozhrani a spousti
apoptozu v nadorovych bunkach. Ackoliv je olomoucin relativné slabym inhibitorem
CDK (Tabulka 1), byla prokazana dostatecna ucinnost tohoto 1é¢iva na indukci apoptozy
a dale regresi tumoru po jeho in vivo aplikaci v pfipad¢ spontanniho maligniho melanomu

prsu.

Modifikaci substituenti v polohach C2, C6 a N9, které vykazuji kliCové interakce

mezi inhibitorem a CDK, byla dale zdokonalovana struktura a inhibi¢ni aktivita
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purinovych inhibitort CDK. Nahradou methylu v poloze N9 isopropylem, se podafilo
aktivitu trisubstituovanych purind zvysit. Nasledné se tento substituent, po fad¢ studii,
ukazal byt v poloze N9 jako optimalni. To vedlo k objevu nového specifického inhibitoru
CDK nazvaného bohemin (Obrazek 4), u kterého byl kromé zmény substituentu na N9,

také prodlouZen alifaticky Fetézec v poloze C2 o jeden atom uhliku .

U boheminu se prokézala silna cytotoxicita vii¢i mnoha naddorovym bunéénym liniim
in vitro a rovnéz byl u¢inny za in vivo podminek. Ackoli toto 1é¢ivo nebylo tspésné
in vitro ve sniZeni aktivity CDK4, byl tento apoenzym inhibovan in vivo prostiednictvim
piimé blokady CDK7 *. Bohemin je intenzivng zkouman rovn&z pii jeho komplexaci
s piechodnymi kovy (napt. Zn" a Pt'), ktera miZe nejen zvysit jeho inhibi¢ni uginky, ale

také rozpustnost ve vodnych médiich 30,

Roskovitin, (znamy také jako CYC 202 nebo Seliciclib, Obrazek 4). Selektivné
inhibuje CDK1, CDK2, CDK7 a CDK®9, pti¢emz zastavuje buné¢ny cyklus v G; a Go/M
fazi *. Buiiky ovlivndné roskovitinem podstupuji apoptozu ve viech fazich bun&éného
cyklu. Roskovitin navic selektivné preferuje rapidné proliferujici bunky pied bunkami
zdravymi. Je U¢inny vV mnohem menSich koncentracich nez bohemin a olomoucin
(Tabulka 1). Dalsi vyhodou roskovitinu je také jeho snadnéjs$i metabolizace v organismu,
coz zvySuje jeho absorpci v tkdnich. Nyni se nachazi ve 2. fazi klinického testovani jako

1.7 . 2
peroralni cytostatikum 32

HN HN HN
NS N NJTN\ J NJ\IN\
HO\/\NHJ\)N:[N> HO/\/\NHJ\N/ N> Ho NHJ\N/ N>
\ . o

olomoucin bohemin roskovitin

Obrazek 4: Strukturni vzorce olomoucinu, boheminu a roskovitinu.

Dalsi modifikace roskovitinu, konkrétné v poloze C6, poskytly novou sérii velmi
ucinnych inhibitori CDK (téméf 1000krat wc¢inngjSich nez olomoucin) souhrnné
nazvanych purvalanoly (Obrazek 5, Tabulka 1). U téchto sloucenin byl benzylaminovy

substituent v poloze N6 nahrazen anilinovym. Purvalanol A (Obrazek 5) inhibuje
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selektivné heterodimerni komplexy CDK2/cyklin E a CDK2/cyklin A, blokuje
fosforylaci pRb, takze nedochazi k uvoliiovani E2F a transkripci genil, potiebnych pro
vstup do S faze. Tim prodluzuje nebo upln¢ zastavuje bunky v G fazi %% Purvalanol A
vratné inhibuje bunéény cyklus v G; a G, fazi. Purvalanol B (Obrazek 5), lisici se od
purvalanolu A umisténim karboxylové skupiny v poloze para na aromatickém kruhu,
vykazuje vyssi enzymatickou afinitu (Tabulka 1). Aktivita aminopurvalanolu vuci
analogickym komplexiim CDK/cyklin je ve srovnani s purvalanolem B niZsi, nicmén¢ se
jevi jako silngj$i inhibitor neZz purvalanol A. Pfi testovani cytotoxicity vykazoval
purvalanol A a aminopurvalanol velmi nizké hodnoty, avsak purvalanol B nevykazoval

z diivodu malé prostupnosti pies bun&éna rozhrani zadnou aktivitu 2234%,

NH5

: COOH
HN Cl HN Cl HN Cl

purvaanol A purvaanol B aminopurvaanol

Obrazek 5: Strukturni vzorce purvalanolu A, purvalanolu B a aminopurvalanolu.

Slaba protinadorova aktivita purvalanolti byla pravdépodobné zptisobena jejich vyssi
lipofilitou. Zavedenim hydroxylové skupiny do jiz ovéfenych G¢innych inhibitorti se
podafilo jejich aktivitu zvysit. Nejaktivnéjsi derivat z této série byl nazvan olomoucin II
(Obrazek 6). Hydroxylova skupina navazana do
polohy ortho aromatického kruhu pomohla zvysit
schopnost blokovat aktivitu CDK1 a CDKO9,
Vv ostatnich pfipadech se olomoucin II chova

1 o . HN
podobné jako roskovitin 28,34,36,37

INEN N\
Pro moznost porovnani t¢innosti jmenovanych HO J\ >
=
. , e s o - N
purinovych inhibitord jsou v Tabulce 1 shrnuty NH N )\
jejich  enzymatické aktivity proti riznym

heterodimernim komplextim CDK/cyklin. olomoucin I

Obrazek 6: Strukturni vzorec olomoucinu IlI.
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Tabulka 1: Inhibi&ni aktivita vybranych purinovych slougenin viigi CDK *.

Slou¢enina 1Cso [uM]
CDK1/B CDK2/A CDK2/E CDK5/p35 CDK7/H CDK9/T
olomoucin 7 7 7 3 - -
bohemin 1 0,7
roskovitin 0,65 0,7 0,1 0,16 0,49 0,74
purvalanol A 0,004 0,007 0,0035 0,0075 - -
purvalanol B 0,006 0,006 0,009 0,006 - -

olomoucin 11 0,2 - 0,1 - 0,45 0,06
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3 VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

3.1 Princip a vyuZiti vysokoucinné kapalinové chromatografie

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (z angl. high-performance liquid
chromatography, HPLC) je chromatografickou metodou, pouzivanou k separaci smési
sloucenin za ucelem identifikace, kvantifikace a piecisténi jednotlivych slozek smési.
Velkou vyhodou HPLC je zejména Siroka oblast pouzitelnosti. Umoziiuje analyzovat
ionty, polarni i nepolarni, mélo t&kavé, nestabilni i vysokomolekularni latky *. Vyhodou
je také moznost ovliviiovat separaci slozenim mobilni faze. HPLC nachazi uplatnéni
Vv biochemickém a lékatském vyzkumu, v environmentélni analyze a v polymerni chemii.
Dale mize slouzit také k analyze biologicky aktivnich latek a separaci chiralnich

latek 3%

HPLC je zalozena na rovnovazné distribuci analytu mezi vzajemné nemisitelnymi
fazemi. Na pevném nosi¢i uvnitt chromatografické kolony je zakotvena nepohybliva
stacionarni faze. Okolo faze stacionarni je pod vysokym tlakem protlacovana pohybliva
mobilni faze. B€hem separace je analyt rozdélovan mezi stacionarni a mobilni fazi. Doba,
kterou stravi v jedné ¢i druhé fazi, zavisi na afinité¢ analytu ke kazdé¢ z nich. ZadrZzovani
latek v kolon& se nazyva retence a jejich vymyvani z kolony eluce. Cim rychleji jsou
vymyvany latky z kolony, tim ma mobilni faze vyssi elu¢ni silu [38]. Pii déleni smési
latek, jejichz eluéni parametry se pfiliS neli$i, se pouziva izokraticka eluce jedinou
mobilni fazi, jejiz slozeni se béhem analyzy neméni. U nékterych smési latek vsak nelze
timto zplisobem dosahnout optiméalniho dé€leni, zejména jestlize se jednotlivé slozky
smési svymi eluénimi parametry vyznamné li§i. V tomto ptipad¢ se vyuZiva gradientové
eluce, pii které se k jedné mobilni fazi plynule pfimichava mnozstvi druhé mobilni faze s
vy$Sim elu¢nim ucinkem. Vytvafi se tak plynuly koncentra¢ni gradient. Obdobnym

zptisobem lze pro eluci vyuzit i gradient pH *°.

V kapalinové chromatografii se pro separace vyuZiva adsorpce, rozdélovani mezi dvé
faze na zakladné rtizné rozpustnosti (separace na chemicky vazanych fazich), iontova
vymeéna, sitovy efekt a biospecifické interakce o V chromatografickém systému se
obvykle uplatiuji jednotlivé typy interakce souc¢asné. Adsorpcni chromatografii s polarni
stacionarni a nepolarni mobilni fazi je oznafovana jako chromatografie s normalnimi
fazemi (z angl. normal-phase chromatography). Obracenému typu s nepolarni stacionarni

vvvvv 4

a polarni mobilni fazi se fika chromatografie s obracenymi fazemi ¢i béznéji reverzni
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chromatografie (z angl. reversed-phase chromatography, RP). Reverzni chromatografie je

vvvvvv

vzorku 342,

3.2 Stacionarni a mobilni faze

Stacionarni faze je uspotadana v koloné. Rozhodujici vliv na separaci pfi pouzivani
naplnovych kolon ma velikost, tvar a uspotadanost ¢astic. B€zn¢€ jsou pouzivany castice o
velikosti 5-10 um, ale jsou dostupné i naplné o velikosti 2 pm a mensi. Separace je
ucinngjsi, pokud maji Castice stejnou velikost, kulovity tvar a kolona je jimi naplnéna
homogenné. Nejpouzivanéjsimi aplikacemi v RP systému jsou oktadecylsilikagel (C18) a
oktylsilikagel (C8). Monolitické kolony jsou zcela vyplnény polymerem (nejéastéji
silikagel) o definované poérovitosti. Vyznacuji se velkou mechanickou stabilitou,
odolnosti vii¢i zménam pH a vysokou Gc¢innosti separace i pii velkych pritocich mobilni
faze. Délka kolony byva 5-25 cm, vnitini pramé&r kolon 2—6 mm, objem vzorku 1-20 nl
a pritok mobilni faze okolo 1 ml-min™. S rostouci délkou kolony se zvysuje uéinnost,
doba separace a pracovni tlak. Novym typem stacionarni faze jsou vti§téné polymery. U
téchto kolon je do monolitické faze zabudovan ,,0btisk* analytu, ktery chceme oddélit.

Tyto typy chromatografickych kolon jsou vhodné naptiklad pro chirdlni separace.

Mobilni faze se také vyznamné podili na separaénim procesu. Eluce analytli zavisi na
jeji polarité. Napf. u RP chromatografie vede jeji vyssi polarita k delSimu retencnimu

Casu. MoZnosti jejiho slozeni jsou téméf neomezené. Déale mé vliv na ucinnost kolony,

v

toxicitu a hranu absorpce ultrafialového zareni 3842

3.3 Instrumentace

Mobilni faze je ptfivadéna ze zasobniku. Jeji pohyb zajistuje vysokotlaké Cerpadlo
(dosahuje tlaki az n&kolik desitek MPa), které musi zajistovat konstantni,
reprodukovatelny a bezpulsni pritok. ZajiStuje 1 sméSovani mobilnich fazi pfi
gradientové eluci. U malych ¢erpadel je diilezité odplynéni mobilni faze pted vstupem do
Cerpadla, aby nedochdzelo k uvoliiovani bublinek rozpusténych plyni v koloné nebo
detektoru. Mobilni faze pokracuje z cerpadla do davkovaciho zafizeni. V soucasnosti se
pouzivaji predev§im automatické davkovace a manudlni smyckové dévkovace na

principu piepinacich ventili. Davkovany vzorek je déale veden do kolony, kde probiha
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vlastni separace. Pfed kolonou mize byt umisténa rovnéz piedkolona, jejiz hlavni funkci

je chranit kolonu pfed mechanickymi necistotami a nerozpustnymi latkami. Nakonec je

analyt veden do detektoru. Signal detektoru je vyhodnocen poditacem *****. Zakladni

uspofadani systému ukazuje Piiloha I.

3.3.1 Detektory pouzivané v HPLC

Jednotlivé typy detektord pro vysokoucinnou kapalinovou chromatografii, jejich

stru¢na charakteristika a princip jsou shrnuty v Tabulce 2.

Tabulka 2: Detektory pouzivané v HPLC 384344,

Detektory

Charakteristika a princip detekce

Spektrofotometrické

Fluorimetrické a

fosfimetrické

Refraktometrické

Elektrochemické

Hmotnostni detektor

Jsou zalozeny na absorbci v ultrafialové a viditelné (UV/Vis)
oblasti spektra. Nejvice se pouzivaji dvoupaprskové detektory,

vvvvvv

Detektory s diodovym polem méfi soucasné velky pocet

miniaturnich plosnych diod. Jsou nejpouzivané;si, jednoduché,

spolehlivé, kompatibilni s gradientovou eluci.

Analyt je ozafovan UV zadfenim a produkuje luminiscencni
(fluorescencni nebo fosforescencni) zafeni o niz$i energii.

Velmi citlivé a selektivni.

M¢éfi index lomu solutu v mobilni fazi proti mobilni fazi. Jsou
univerzalni, ale pfesna detekce vyZaduje konstantni teplotu a
neni mozZno pouzit gradientovou eluci.

Detekuje latky schopné elektrochemické reakce. Méfi vodivost

(pro iontové latky) nebo elektricky proud odpovidajici oxidaci

nebo redukci analytil. Jsou selektivni a také velmi citlivé.

Umoznuje detekci separovanych latek s vysokou citlivosti, ale

1 identifikaci jednotlivych slozek. BliZe popisuje kapitola 4.
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4 HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

4.1 Princip a vyuziti hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (z angl. Mass spectrometry, MS) je fyzikalné-chemicka
metoda, jez urCuje hmotnost atomt, molekul a molekulovych fragmentd po jejich
pievedeni na ionty. Tato metoda vyborn€ vypovida o struktuie analyth. Jeji vyuziti je
predev§im ve stopové analyze organickych latek s dirazem na zjisténi jejich struktury.
Spojenim hmotnostniho spektrometru s modernimi separaénimi metodami je umoznéno
kvalitativné 1 kvantitativné analyzovat také latky v komplexnich matricich. Dale
informuje o funkénich skupinach obsazenych v molekule analyzované latky a

. . v 4
izotopovém slozeni .

Hmotnostni spektrometr je slozen ziontového zdroje, hmotnostniho analyzatoru,
detektoru a vyhodnocovaciho zafizeni. Pracuje za vakua, proto je jeho dalsi dulezitou
soucasti 1 vakuovy cerpaci systém. Vzorek je pfivadén do iontového zdroje bud’
Vv plynném stavu anebo se vypafuje az ve zdroji. V ném je analyt pfeveden do
ionizovaného stavu, probiha zde i vétSina fragmentacnich reakci vedoucich k destrukci
chemickych vazeb vzniklého iontu. Hmotnostni analyzator, pak smés iontl
produkovanou v iontovém zdroji separuje podle hodnoty podilu jejich hmotnosti a naboje
(m/2). Proud iontl, které prosly analyzatorem, je smérovan na detektor, ktery poskytuje
analogovy signal umérny poctu dopadajicich ionti. Ten je digitalizovan, pfeveden do
pocitae a zpracovan do podoby hmotnostnich spekter. Pocitac slouzi kromé& sbéru a
zpracovani dat i K fizeni a kontrole funkci souvisejicich s chodem pfistroje a optimalizaci

jeho provoznich parametri %34,

4.2 loniza¢ni techniky

V iontovém zdroji jsou analyty pievadény do ionizovaného stavu. Proces ionizace
ovlivituje citlivost metody a mez detekce, protoze vytézek ionizace vétSiny technik se
pohybuje kolem 10 %. Pokud energie dodana molekule v prubéhu ionizace vyrazné
pfevySuje jeji prvni ionizacni energii, mize dojit ke spotiebovani nadbytecné vibracné-
rotacni energie fragmentaci vzniklého iontu.

Podle mnoZstvi dodané energie lze ionizacni techniky rozdélit na tzv. tvrdé a mékkeé.

Dodani vétStho mnozstvi nadbyte¢né energie vede u tvrdych ioniza¢nich technik

Kk rozsahlé fragmentaci primarn¢ vzniklého iontu. Nejbéznéjsi jsou techniky ionizace v
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plynné fazi, kde je analyzovand latka pfedem odpafena do vakua. Tenhle zpiisob vSak
vyzaduje dostatecné t€kavé analyty. Nejlépe propracovanym zpiisobem tvrdé ionizace je

ionizace elektrony (z angl. electron impact, EI) 3,

Pfi mékké ionizaci je energeticky prebytek dodany ionizované molekule maly a
pravdépodobnost fragmentace nizkd. Ptikladem mékkych ionizacnich technik z plynné
faze je chemicka ionizace (z angl. chemical ionization, Cl), ktera je spolu s EI bézné
pouzivana v kombinaci s plynovou chromatografii (z angl. gass chromatography, GC).
Déle sem tadime sprejové ioniza¢ni techniky, které mohou byt pouzivany pro kapalné
vzorky, a proto jsou vhodné pro kombinaci s kapalinovou chromatografii a kapilarni
elektroforézou. Jmenovité to jsou elektrosprej (z angl. electrospray ionization, ESI),
chemicka ionizace za atmosférického tlaku (z angl. athmospheric pressure chemical
ionization, APCI), fotoionizace za atmosferického tlaku (z angl. atmospheric pressure
photoionization, APPI), ptipadné laserova ionizace za atmosférického tlaku (z angl.
atmospheric pressure laser ionization, APLI). Poslednim uvedenym typem je ionizace

laserem za ucasti matrice (z angl. matrix-assisted laser desorption/ionization, MALDI)
38,43

4.3 Hmotnostni analyzatory

Slouzi k rozliseni ionti produkovanych v iontovém zdroji podle poméru jejich
hmotnosti a naboje m/z. Hmotnostni analyzatory mohou pracovat v médu MS full scan,
kdy jsou do analyzatoru vhanény vSechny ionty a analyzator skenuje cely rozsah hodnot
m/z. Dalsi moznosti je mod MS SIM (z angl. single ion monitoring), kde je vybrana jedna
hodnota m/z a signal ostatnich iontll je zanedban. Posledni modifikaci je analyza MS",
kde n je celé realné Cislo a predstavuje pocet nabiti vybraného iontu. Na vybrany iont je
aplikovana urcita hodnota kolizni energie, ktera zpusobi jeho Stépeni (n = 2). Na vznikly

fragment je aplikovana dalsi davka kolizni energie a vznikaji dalsi fragmenty (n = 3) atd.

Mezi nejpouzivangjsi typy analyzatord patii magneticky hmotnostni analyzator (z
angl. sector field), kvadrupdlovy analyzator (z angl. quadrupole, Q), iontova past (z angl.
ion trap, IT) a priletovy analyzator (z angl. time of flight, TOF). Stru¢né charakteristika a

moznost vyuziti uvedenych analyzatoru jsou uvedeny v Tabulce 3.
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Tabulka 3: Charakteristika a moznost vyuziti nejpouzivanéjSich hmotnostnich

analyzatort **%,

Typ analyzatoru Charakteristika

Magneticky Elektromagnet, mezi jehoz pélovymi nastavci prochazeji ionty.

hmotnostni Na zaklad¢ rozdilnych hodnot m/z opisuji ionty drahy o

analyzator riznych polomérech a dochazi k jejich disperzi podle
hmotnosti. Byva soucasti spektrometrd s velmi vysokym
rozlisenim. Obvykle ve spojeni s EI a CI. Nebyva spojen se
separa¢nimi metodami.

Kvadrupoélovy Ctyfi kovové tyle, pfipojené ke zdrojam stiidavého a

analyzator stejnosmérného napéti. Chovd se jako filtr, jenz podle
zvoleného napéti propousti ionty o uritétm m/z. Obvykle
spojen s ESI a separa¢nimi metodami.

Iontova past Trojrozmérnd obdoba kvadrupolového analyzatoru. Moznost

spojeni s GC a LC.

Priiletovy analyzator ~ Evakuovana trubice. Rozdé€leni ionti S rozlisnym m/z podle
doby letu z iontového zdroje do detektoru. Pouzivan hlavné

v kombinaci s MALDI a spojovan s LC.

4.4 Detektory

Detektory 1ze rozdélit do dvou kategorii. Prvni kategorii jsou detektory pro pfima
méteni, které detekuji elektricky proud, vznikajici pfimym dopadem iontd. Jsou
aplikovany pro méfeni presného izotopového zastoupeni prvkl. Druhou kategorii tvoii
nasobicové detektory, které vyuZivaji efekt nasobeni elektronti vzniklych po dopadu iontl
a poskytuji meéfitelné signdly dokonce pro jednotlivé ionty. Jsou vyuzivany u veskeré
komer¢ni instrumentace veetné systémi GC-MS a LC-MS. Zastupci této kategorie jsou

elektronnasobicové a fotonasobitové detektory #3404,
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5 KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE - HMOTNOSTNI
SPEKTROMETRIE

Spojeni kapalinové chromatografie, metody s vysokou separa¢ni schopnosti, a
hmotnostni spektrometrie, vysoce citlivé identifikac¢ni techniky, pfinasi dulezité vyhody
pro analyzu net¢kavych, vysoce polarnich a termicky nestabilnich latek. Primarnim
pozadavkem pro spojeni kapalinového chromatografu a hmotnostniho spektrometru je

odstranéni slozek mobilni faze pfed samotnou ionizaci.

V soucasnosti se pouzivaji sprejové ionizacni techniky (piedevsim APCI a ESI), které
jsou konstrukéné vybaveny tak, aby byly schopny odvést co nejvétsi mnozstvi tékavych
slozek kapalné mobilni faze, jest€¢ nez se dostanou do hmotnostniho analyzétoru.
Nejcastéji pouzivanymi analyzatory jsou iontova past, ktera dosahuje ve srovnani s
kvadrupdlem niz§ich mezi detekce a je vhodnd zejména pro stopovou analyzu, a
priletovy hmotnostni analyzator, ktery je ve spojeni LC velice Zddany pro analyzu

biopolymeri, zejména bilkovin a fragmenti nukleovych kyselin.

Pro vyrazné zvyseni selektivity je vyhodné tandemové LC-MS/MS usporadani.
S pouzitim téchto technik se bézné dosahuji meze detekce o jeden a pul fadu nizsi nez

metodou HPLC s UV/VIS detekei 6.
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II. EXPERIMENTALNI CAST
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6 PRISTROJOVE VYBAVENI PRO URCENI STRUKTURY
PRIPRAVENYCH SLOUCENIN

Teploty tani (t;) byly méfeny na Koflerové bloku a jsou nekorigované. Elementarni
analyzy (C, H, N) byly provedeny na pfistroji Thermo Fischer Scientific Flash EA 1112.
Retenc¢ni faktory (Rf) byly uréeny TLC analyzou pii pouziti desticek typu Alugram Sil
G/UV firmy Macherey-Nagel. Jako mobilni faze byla pouzita smés pertolether/ethyl-
acetat (1/1, v/v) jako systém A a chloroform/methanol (8/1, v/v) jako systém B. NMR
spektra byla mé&fena na pistroji Bruker Avance 300 pii frekvenci 300,13 MHz (*H) a
75,77 MHz (13C). Jako interni standard bylo pouzivano rozpoustédlo (1H: o(rezidualni
CHCIl3) = 7,27 ppm, &(rezidualni DMSO-ds) = 2,50 ppm; *C: §(CDCls) = 77,23 ppm,
o(DMSO-dg) = 39,52 ppm). Pii interpretaci protonovych spekter bylo pouzito
nasledujicich zkratek: s = singlet, d = dublet, t = triplet, m = multiplet. Infracervena
spektra byla méfena na pfistroji iS 10, Smart omni — Transmission v podobé KBr tablet.
Pti vypisovani spekter byly pouzity nasledujici zkratky znacici intenzitu absorbéniho
pasu: W = slaba, m = stfedni, S = silna, pfipadné také jeho Sitku: b = Siroky pas.
Kvantitativni analyza reakénich smési byla méfena na plynovém chromatografu
Shimadzu GCMS-QP2010 s kvadrupdlovym hmotnostnim analyzatorem (GC-EI-MS).
Chromatograficka kolona: Equity™-1 (30 m x 0,32 mm x 1,0 um); nosny plyn: helium
(konstantni priitok 38 cm-s™); teplotni program: 100 °C/7 min, 25 °C/min zvyieni na
teplotu 250 °C, ktera byla drzena patiicné dlouhou dobu; teplota nastiiku: 250 °C;
iontovy zdroj: 200 °C, 70 eV. Hmotnostni spektra sloucenin s vyS$i molekulovou
hmotnosti byla méfena metodou ptimého vstupu (DI-EI-MS) na hmotnostnim
spektrometru Shimadzu QP-2010. Teplotni program: 80 °C/1 min, 40 °C/min zvySeni na
teplotu 350 °C, jez byla drzena patiiéné¢ dlouhou dobu. Iontovy zdroj: 200 °C, 70 eV. Pti
vypisovani hmotnostnich spekter byly brany v uvahu signaly s relativnim zastoupenim
alesponn 5 % (neplati pro molekulové ionty). ESI-MS analyzy byly provadény na
hmotnostnim spektrometru s iontovou pasti amaZon X (Bruker Daltonics) vybaveném
elektrosprejovym ioniza¢nim zdrojem. VeSkerd meétfeni byla provedena v pozitivnim
skenovacim modu. Do iontového zdroje byly vzorky ptivadény kovovou kapildrou pii
konstantnim priitoku 5 pl-min™. Ostatni parametry byly nasledujici: napéti na kapilate: -
4,2 kV; teplota susiciho pylnu (220 °C); pritok susiciho plynu (6 dm*min™); tlak
rozprasovaciho plynu (55,16 kPa). Jako suSici a rozprasovaci plyn byl pouzit dusik.

Ptipadné dalSi parametry byly optimalizovany béhem jednotlivych experimentd.
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Tandemova hmotnostni spektra byla — po izolaci pfislusného iontu — méfena pomoci
kolizi vyvolané disociace (z angl. collision-induced dissociation, CID). Jako kolizni plyn

bylo pouzito helium.
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7 PRIPRAVA 2,6,9-TRISUBSTITUOVANYCH PURINU

Pozadovana sloucenina 5 (bohemin) byla piipravena dvéma riznymi cestami

(Schéma 2).

Schéma 2
Cl
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7.1 Priprava boheminu cestou A

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

Slougenina 2 byla pfipravena mirn& modifikovanym literarnim postupem *. V batice
0 objemu 50 cm?® obsahujici 17 cm® dimethylsulfoxidu bylo rozpusténo 1,0 g (5,3 mmol)
2,6-dichlor-9H-purinu (1). Vznikly slabé zluty roztok byl ochlazen na teplotu 15 °C. Poté
bylo do ochlazeného roztoku pfidano 2,2 g (15,6 mmol) K,COs a 1,6 cm® (16,2 mmol) 2-
jodpropanu v uvedeném poradi. Poté byla reakéni smés diikladné michana pfi teploté 15—
18 °C po dobu 8 hodin. Nasledng byla smés ziedéna vodou (cca 25 cm®) a extrahovana
7 x 15 cm® diethyletheru. Spojené organické podily byly promyty nasycenym roztokem
NaCl (2x10cm® a suSeny nad siranem sodnym. Surovd smés byla piecisténa

sloupcovou chromatografii (silikagel, systém A).

2,6-Dichlor-9-isopropyl-9H-purin (2)

Cista titulni latka byla ziskdna v podobé bezbarvych jehli¢ek ve vytézku 730 mg
(60 %); t; = 149-152 °C; R = 0,34 (systém A).

'"H NMR (CDCls): 61,66 (d, J = 6,9 Hz, 7H, CH(CHs),); 4,93 (septet, J = 6,9 Hz, 1H,
CH(CHs),); 8,16 (s, 1H, NC®HN) ppm. *C NMR (CDCls): §22,9(CHs); 48,7(CH);
131,2(C); 143,8(CH); 152,1(C); 152,8(C); 153,0(C) ppm. IR (KBr): 3119(w), 2987(w),
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1784(w), 1587(s), 1556(s), 1488(m), 1464(m), 1358(s), 1317(m), 1275(m), 1246(s),
1218(s), 1188(m), 1159(s), 1138(m), 1108(w), 958(m), 877(s), 779(m), 683(w), 644(m),
628(m), 597(m) cm™. GC-EI-MS (tx = 12,6 min): 234(Mc*(C'Cly), 4), 233(7),
232(Mg*(°CI+*'Cl), 22), 231(14), 230(Ma*(**Cl,), 34), 215(9), 217(6), 197(7), 195(20),
192(11), 191(7), 190(64), 189(12), 188(100), 161(6), 155(12), 153(39), 92(12), 64(6),
43(31), 42(8), 41(39) m/z (%).

7.1.2 SNAr 2,6-dichlor-9-isopropyl-9H-purinu (2) na C6

Sloucenina 4 byla pfipravena mirné modifikovanym literdrnim postupem % Ve smési
dimethylformamidu (5cm® a triethylaminu (0,2 cm® 1,62 mmol) bylo rozpusténo
250 mg (1,08 mmol) 2,6-dichlor-9-isopropyl-9H-purinu (2). Do vzniklého roztoku bylo
nasledn& pridano 0,1 cm® (1,13 mmol) benzylaminu. Reakéni smés byla michana pfi
teplot¢ 80-100 °C pod chlorkalciovym uzévérem po dobu 3,5 hodin (monitorovano
pomoci TCL). Po ukonceni reakce byla smés zfedéna vodou (pozorovana tvorba jemné
srazeniny) a vodnd vrstva extrahovana 4 x 10 cm® diethyletheru. Spojené organické
podily byly promyty nasycenym roztokem NaCl (2 x 10 cm’) asuSeny nad siranem
sodnym. Surovy produkt ziskany odpafenim rozpoustédla ve vakuu byl precistén

sloupcovou chromatografii (silikagel, systém A).
N-Benzyl-2-chlor-9-isopropyl-9H-purin-6-amin (4)

Cista titulni latka byla ziskana v podobé bezbarvého krystalického pragku ve vytézku
249 mg (77 %); t; = 180-182 °C; Rt = 0,14 (systém A).

'HNMR (CDCly): & 1,55 (d, J=6,3Hz, 6H, CH(CHs),); 4,86 (m, 3H,
C®NHCH,Ph+CH(CHs),); 6,84 (bs, 1H, C®NHCH,Ph); 7,39 (m, 5H, Ph); 7,54 (s, 1H,
NC®HN) ppm. C NMR (CDCly): & 22,8(CHs); 47,2(CH); 119,2(C); 127,5(CH);
127,9(CH); 128,8(CH); 137,9(CH); 138,6(C); 139,3(C); 154,6(C); 155,4(C) ppm.
IR (KBr): 3265(w), 3124(w), 2977(w), 1714(w), 1627(s), 1571(m), 1536(w), 1454(w),
1354(m), 1311(m), 1292(m), 1254(w), 1228(m), 1201(w), 1068(w), 930(m), 883(w),
789(w), 723(w), 696(w), 659(w), 642(w), 538(w), 484(w) cm™. GC-EI-MS (tg = 27,0
min):  303(Mg"(’Cl), 21), 302(12), 301(Ma*(**Cl), 60), 300(5), 261(7), 260(16),
259(21), 258(40), 224(6), 223(5), 222(8), 161(5), 155(5), 154(10), 153(6), 119(21),
107(9), 106(100), 92(10), 91(64), 89(6), 79(7), 77(7), 65(21), 43(13), 41(15) m/z (%).
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ESI-MS(pos) m/z (%): 3402 [M(*CD+K]* (5); 324,2 [M(**Cl)+Na]* (12); 302,2
[M(®CI)+H]" (100).

7.1.3 SnAr N-Benzyl-2-chlor-9-isopropyl-9H-purin-6-aminu (4) na C2

Sloucenina 5 byla pfipravena mirn¢ modifikovanym literd&rnim postupem * Do
bariky o objemu 10 cm? bylo navazeno 150 mg (0,5 mmol) N-benzyl-2-chlor-9-isopropyl-
9H-purin-6-aminu (4), k némuz bylo déle pfidano 0,3 cm® (4,0 mmol) 3-aminopropan-1-
olu. Vznikla smés byla dirazn¢ michana pii teploté¢ 160 °C pod ochrannou argonovou
atmosférou po dobu 3 hodin (monitorovano TLC, systém B). Poté byla reakéni smés
ochlazena na laboratorni teplotu a zfed&na cca 20 cm?® chloroformu, ktery byl (za i¢elem
odstranéni nezreagovaného piebytku 3-aminopropan-1-olu ze surové smési) nékolikrat
promyt destilovanou vodou. Organicka faze byla na zavér promyta 5 cm® nasyceného
roztoku NaCl a suSena nad siranem sodnym. Odpafenim rozpoustédla ve vakuu byl
ziskan surovy produkt, ktery byl néasledné docistén pomoci sloupcové chromatografie

(silikagel, systém B).
3-{[6-(Benzylamino)-9-isopropyl-9H-purin-2-ylJamino}propan-1-ol (5)

Cista titulni latka byla ziskana v podobé& nazloutlého oleje s tendenci ke krystalizaci
pii teplot¢ —15 °C do podoby svétle zlutého krystalického prasku ve vytézku 75 mg
(44 %); t; = 84-88 °C; Rs = 0,34 (systém B).

'"H NMR (CDCls): 61,53 (d, J = 6,8 Hz, 6H, CH(CHa)y); 1,75 (kvintet, J = 5,6 Hz,
2H, NHCH,CH,CH,0H); 3,64 (m, 4H, NHCH,CH,CH,OH); 4,63 (septet, J = 6,8 Hz,
1H, CH(CHa),); 4,80 (s, 2H, C®°NHCH,Ph); 5,06 (m, 2H, NH(CH,);0H); 6,35 (bs, 1H,
C°NHCH,Ph); 7,29-7,39 (m, 5H, Ph); 7,42 (s, 1H, NC®HN) ppm. **C NMR (CDCly): &
22,9(CHs); 33,8(CH,); 37,6(CH,); 46,3(CH); 58,5(CH,); 114,6(CH); 127,5(C);
127,9(CH); 128,7(CH); 134,6(CH); 139,2(C); 155,2(C); 160,4(C) ppm. IR (KB):
3400(m), 3268-3206(bm), 3125(w), 2972—2873(bw), 1623(s), 1600(s), 1523(s), 1474(w),
1390(m), 1341(w), 1292(m), 1260(m), 1220(w), 1130(w), 1183(w), 1065(m), 1026(w),
972(m), 886(w), 787(m), 745(m), 726(w), 696(m), 639(m), 543(w) cm™. ESI-MS(pos) m/z
(%): 341,3 [M+H]" (100).
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7.2 Priprava boheminu cestou B

7.2.1 SnAr 2,6-dichlor-9H-purinu na C6

Sloucenina 3 byla piipravena mirné modifikovanym literarnim postupem > \/ baiice
o objemu 100 cm® bylo rozpusténo 500 mg (2,6 mmol) 2,6-dichlor-9-isopropyl-9H-
purinu (1) v 11 cm® butan-1-olu. Do vzniklého roztoku bylo nasledné pridano 0,35 cm®
(3,2 mmol) benzylaminu a 0,6 cm® (4,2 mmol) triethylaminu v uvedeném potadi. Vznikly
nazloutly roztok byl michan pfi teplot¢ 110 °C pod chlorkalciovym uzévérem, piicemz
byl pozorovan postupny vznik bezbarvé srazeniny. Po ukonceni reakce (2 hodiny,
monitorovano TLC, systém B) byl vznikly pevny podil odfiltrovan, promyt 2 x 2 cm?
ledového butan-1-olu a dukladné vysuSen za vakua. Takto ziskany produkt byl dale
pouzivan bez nutnosti dal§iho ¢isténi.

N-Benzyl-2-chlor-9H-purin-6-amin (3)

Cista titulni latka byla ziskana v podobé& bezbarvého krystalického prasku ve vytdzku
622 mg (90 %); t; = 272-279 °C; Rs = 0,15 (systém B).

'H NMR (DMSO): 64,65 (s, 2H, C°NHCH,Ph); 5,10 (bs, 2H, NH(CH,);0H); 7,24
(m, 1H, Ph); 7,31-7,36 (m, 4H, Ph); 8,13 (s, 1H, NC®HN); 8,60 (s, 1H, C°NHCH.Ph);
13,00 (s, 1H, N°H) ppm. *C NMR (DMSO): & 43,6(CH,); 127,3(CH); 127,9(CH);
128,8(CH); 140,0(C); 153,4(C) ppm. IR (KBr: 3208(w), 3026(w), 2807(m), 2702(w),
1631(s), 1554(s), 1472(m), 1382(m), 1349(m), 1249(s), 1228(w), 1136(m), 1076(w),
1029(w), 941(m), 865(w), 787(m), 750(m), 698(m), 615(m), 539(w) cm™. GC-EI-MS (tr
= 30,8 min): 261(Mg*('Cl), 19), 260(15), 259(MAa*(*°Cl), 58), 258(19), 224(9), 182(6),
154(8), 153(5), 119(17), 107(8), 106(100), 92(12), 91(67), 79(10), 77(8), 65(27), 63(5),
51(7) m/z (%).

7.2.2 Alkylace N-Benzyl-2-chlor-9H-purin-6-aminu (3)

Pozadovana sloucenina 4 byla pfipravena analogickym postupem jako sloucenina 2
(kap. 7.1.1) z vychozich navazek: 400 mg (1,6 mmol) N-benzyl-2-chlor-9H-purin-6-
aminu (3), 0,5 cm?® (4,9 mmol) 2-jodpropanu, 646 mg (4,7 mmol) K,CO; a 5 cm® DMSO.
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N-Benzyl-2-chlor-9-isopropyl-9H-purin-6-amin (4)

Cista titulni latka byla ziskana v podobé bezbarvého krystalického prasku ve vytézku
355mg (76 %); t=179-183°C; R;=0,65 (systétm B). Naméfena spektralni data

odpovidaji pozadované struktufe a shoduji se s daty uvedenymi v kapitole 5.1.1.

7.2.3 SyAr N-Benzyl-2-chlor-9-isopropyl-9H-purin-6-aminu (4) na C2

Pozadovana sloucenina 5 byla pfipravena analogickym postupem uvedenym v Kapitole
7.1.3 z vychozich navazek: 100 mg (0,33 mmol) N-benzyl-2-chlor-9-isopropyl-9H-purin-

6-aminu (4) a 0,2 cm® (2,7 mmol) 3-aminopropan-1-olu.
3-{[6-(Benzylamino)-9-isopropyl-9H-purin-2-ylJamino}propan-1-ol (5)

Cista titulni latka byla ziskana v podobé nazloutlého krystalického prasku ve vytézku
74 mg (65 %); t; = 86-88 °C; R = 0,28 (systém B). Namétena spektralni data odpovidaji

pozadované struktufe a shoduji se s daty uvedenymi v kapitole 5.1.3.
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8 ANALYZA PURINOVYCH SLOUCENIN POMOCI HPLC-UV/Vis

Pro analyzu sloucenin 4 a 5 a slouc¢enin Adl a Ad2 (pro potieby této diplomové prace
byly k dispozici diive piipravené a pIné¢ charakterizované vzorky téchto latek), jejichz
strukturni vzorce jsou znazornény na Obrazku 7. Byl pouzit vysokoucinny kapalinovy

chromatograf (HPLC) Dionex UltiMate 3000 vybaveny UV/Vis detektorem (P¥iloha I).

@/@ @@

/ N HO/\/\ J\ N

8 5t
Ad1 Ad2

Obrazek 7: Strukturni vzorce slouc¢enin 4, 5, Ad1 a Ad2.

8.1 Specifikace systému HPLC s UV/Vis detektorem

Nazev: UltiMate 3000 (Dionex)

Pumpy: SD a RS pumpy

Autosampler: WPS-3000SL a WPS-3000RS

Chromatograficka kolona:  Acclaim 120 (Dionex), C18 (2,1 mm x 150 mm; 5 um)
Detektor: UV/Vis (DAD-3000RS a MWD-3000RS)

Pouzity software: Chromeleon, Hystar

8.2 Priprava vzorki

Do sklenéné vialky o objemu 1,5 cm® s krimpovacim uzavérem byl na analytickych
vahach navazen 1,0 mg (£ 0,1 mg) pfislusného vzorku. Vzorek byl rozpustén ptidanim
1 cm® acetonitrilu. P¥idanim 100 pl vzorku ze zasobniho roztoku do 900 pl acetonitrilu

bylo dosazeno pozadované koncentrace 100 pg'ml™ pro analyzu HPLC.
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8.3 Popis analyzy vzorki metodou HPLC-UV/Vis

Ptipravené vzorky byly podrobeny analyze pomoci HPLC s UV/Vis detekci. Nekteré
parametry se pro vSechny méfeni shodovaly. SloZeni mobilni faze A bylo 0,1 % kyseliny
mravenci v deionizované vodé. Mobilni faze B byla slozena z 0,1 % kyseliny mravenci
(Penta, CR) v acetonitrilu pro HPLC (Fisher Scientific, USA). Koncentrace vzorku byla
100 pg'ml™ a objem nastfikovaného vzorku &nil 10 pl. Teplota termostatu kolony byla

nastavena na 30°C. Absorbance byla métfena pii rozmezi vinovych délek 210-305 nm.

Pfi analyze slougenin 4 a 5 byl pritok mobilni faze nastaven na 0,2 ml-min™ a doba
analyzy Cinila 60 min. Pfi méfeni byla pouzita gradientova eluce. Jeji pribéh popisuje

Tabulka 4 a grafické znazornéni je vyjadieno na Obrazku 8.

Cas [min]  Gradient B [%0] 100 1
90 -
0 10 80 -
_70
6 10 2

P 60 -
30 95 g %0 -
B 40
36 95 5
36,1 10 20
10 -

60 10 0 : : : : : .

0 10 20 30 40 50 60

Cas [min]
Tabulka 4: Pribéh gradientové eluce. Obrazek 8: Grafické znazornéni gradientu.

Pfi analyze vzorkd 5 a Ad2 byl pritok nastaven na 0,2 ml-min™ a 0,7 ml-min™, doba
jednotlivych analyz byla 10 min a 20 min. Byla pouzita izokraticka eluce, pfi které se

pomeér fazi u jednotlivych métenti lisil, coz bude popsano v ¢asti Vysledky a diskuze.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

9 LC-MS/MS ANALYZA PURINOVYCH SLOUCENIN

Analyzy vSech studovanych vzorka (Obrazek 7, strana 37) metodou LC-MS/MS byly
provadény na vysokouCinném kapalinovém chromatografu UltiMate 3000 (Dionex)
spojen¢ho s hmotnostnim spektrometrem s iontovou pasti amaZon X (Bruker Daltonics)

vybaveného elektrosprejovym ioniza¢nim zdrojem (P¥iloha 11).

9.1 Specifikace hmotnostniho spektrometru

Nazev: amaZon X (Bruker Daltonics)
Ioniza¢ni zdroj: elektrosprej

Hmotnostni analyzator: iontova past

Rozsah m/z: 50-3000
Susici a rozprasovaci plyn: dusik
Zpisob fragmetance iontl: kolizi indukovana disociace (CID)
Kolizni plyn: helium

Software: Trap Control, Data Analysis

9.2 Parametry MS analyz

Vsechny analyzované vzorky byly do hmotnostniho spektrometru pfivadény kovovou
kapildrou a nasledné méfeny V pozitivni polarité. Dale jsou uvedeny nevyznamnéjsi

parametry méfeni:

Skenovani méd: Enhanced resolution (8 100 m/z-s™)

Napéti na kapilare: -4,2kV
Napéti na konci kapilary: 140V

Tlak rozprasovaciho plynu: 137 895 Pa
Pritok susiciho plynu: 6 dm* min™
Teplota susiciho plynu: 300 °C

ICC (maximalni pocet iontti v pasti): 200 000
Maximalni akumulaéni Cas: 20 ms
Rozpéti m/z: 50-1500

Tandemova spektra:

Kolizi indukovana disociace:

MS?, MS® a MS*
Cut-off (27%), amplituda 1,0 V
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Ostatni parametry méteni jako napf. zaméfeni se na piislusnou hodnotu m/z (provadi
se pomoci tzv. SPS — SmartParameterSetting) byly nastavovany podle povahy

analyzovaného vzorku bezprosttedné pfed danym meétrenim.

9.3 Priprava vzorki

Do sklenéné vialky o objemu 1,5 cm® s krimpovacim uzavérem byl na analytickych
vahach navazen 1,0 mg (£ 0,1 mg) pfislusného vzorku. Vzorek byl rozpoustén ptidanim
1 cm?® acetonitrilu. P¥idanim 10 pl vzorku ze zasobniho roztoku do 990 ul acetonitrilu

bylo dosazeno pozadované koncentrace 10 p g~ml'1 pro analyzu LC/MS/MS.

9.4 Popis analyzy vzorka metodou LC-MS/MS

Slozeni mobilnich fazi, stejné jako teplota termostatu kolony a objem nastiiku vzorku
u ptislusného analytu bylo analogické jako v pfipadé HPLC-UV/Vis analyz vsech
studovanych vzorku (kapitola 8.3).

Pro sloudeniny 4 a Adl byl pritok mobilni fize nastaven na 0,2 ml-min™ a doba
analyzy Cinila 45 min. Pfi méfeni byla pouzita gradientova eluce (viz kapitola 8.3). Pti
analyze vzorkt 5 a Ad2 byl priitok nastaven na 0,2 ml-min™, doba jednotlivych analyz

¢inila 7 min a byla pouzita pouze mobilni faze B.
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10 SYNTEZA A STRUKTURA 2,6,9-TRISUBSTITUOVANYCH
PURINU

Jednim ze zakladnich cili této diplomové prace byla piiprava a charakterizace
vybranych 2,6,9-trisubstituovanych purint, které byly nasledné¢ podrobeny analyzam
HPLC-UV/Vis a LC-MS/MS. Konkrétné se jednalo o N-benzyl-2-chlor-9-isopropyl-9H-
purin-6-amin (4) a 3-{[6-(benzylamino)-9-isopropyl-9H-purin-2-ylJamino}propan-1-ol
(5) znamy také pod trivialnim oznacenim bohemin (o biologickych ucincich této latky je
blize pojednano v kapitole 2.2). Sloucenina 5 byla vybrana piedev§im z diivoda blizké
strukturni pfibuznosti s 2,6,9-trisubstituovanymi puriny obsahujicimi adamantanovy
skelet, které byly diive piipraveny na Ustavu chemie FT UTB ve Zliné. Ty piedstavuji
klicové slouceniny, jez byly vramci této prace studovany metodami HPLC-UV/Vis

a LC-MS/MS (blize viz kapitoly 11 a 12).

Schéma 3
cl
N
i N‘ = N i
s
cl N N
cesta A )\
cl 2 HN
NS N N/&N\>
)l\ = > ] )|\ =N
Cl N ﬁ cl N
. /\\
4
cesta B HN
/L Z=N
Cl N N
3

(i) 2-jodpropan, K;CO; DMSO, 18-20 °C

HN
(ii) benzylamin (1,2 ekviv), TEA (1,6 ekviv), BuOH, 110 °C
NS N\>
I
PN /I\ =
(iv) 3-aminopropan-1-ol (8,0 ekviv), Ar, 160 °C HO ﬁ N N
5 )\

(iiii) benzylamin (1,05 ekviv), TEA (1,5 ekviv), DMF, 90 °C

celkovy vytézek: cesta A=20 %
cestaB=42%
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Sloucenina 5 byla pfipravena dvéma riiznymi cestami, jak je graficky zndzornéno na
Schématu 3. Cesta A zahrnovala v prvnim kroku ptimou alkylaci vychoziho 2,6-dichlor-
9H-purinu (1). Nasledovala nukleofilni aromaticka substituce atomu chloru v poloze 6
slouceniny 2 za vzniku purinového derivatu 4. Naopak, prvni krok cesty B pfedstavovala
nukleofilni aromaticka substitutce atomu chloru na C6 vychoziho 2,6-dichlor-9H-purinu
(1) za vzniku slouceniny 3, ktera byla nasledné ponechana reagovat s 2-jodpropanem za
vzniku slouceniny 4. Posledni krok byl pro ob¢ zvolené cesty spole¢ny. Konkrétné se
jednalo o nukleofilni aromatickou substituci atomu chloru v poloze 2 primarni aminem,

konkrétn¢ 3-amino-propan-1-olem za vzniku slou¢eniny 5.

10.1 Pr¥iprava boheminu cestou A

Pii alkylaci komeréné dostupného 2,6-dichlor-9H-purinu (1) 2-jodpropanem
dochazelo v reakéni smési ke vzniku dvou isomerd, a sice N7- a N9-alkylovanych
derivati. Vzhledem k obecné znamé vyssi reaktivité atomu dusiku v poloze 9 purinového
kruhu byl v reakéni smési jako majoritni slozka zastoupen pravé N9-alkylovany derivat 2.
Druhy isomer, tedy N7, byl ve smé&si obsaZen ve velmi malém mnoZzstvi. Oba isomery
byly oddéleny pomoci krystalizace ze smési ethyl-acetat/hexan, pricemz byly-li po
krystalizaci stale ptitomny stopy N7-alkylovaného derivatu, bylo pfistoupeno k do¢isténi
pomoci sloupcové chromatografie (silikagel; petrolether/ethyl-acetat, 1/1, v/v). Struktura,
jakoz i Cistota slouceniny 2 byla uréena pomoci béznych spektralnich metod, jako jsou
plynova chromatografie s hmotnostni detekci (GC-MS), infracervena spektroskopie (IR)

a nuklearni magneticka resonance (NMR).

Ve druhém kroku byla provedena nukleofilni aromatickd substituce atomu chloru
V poloze 6 purinového kruhu slouceniny 2, a sice benzylaminem. Jako rozpoustédlo byl
pouzit dimethylformamid a jako béze triethylamin. Pribéh reakce byl monitorovan
pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC), pficemz k Gplnému zreagovani vychoziho
purinu 2 doslo po 3,5 hodinach. PoZzadovana sloucenina 4 byla v uspokojivé Eistoté
ziskana az po pfecisténi surového produktu pomoci sloupcové chromatografie (silikagel;
petrolether/ethyl-acetat, 1/1, v/v). Struktura latky 4 byla opét potvrzena béznymi
metodami strukturni analyzy (*H-, *C-NMR, IR, GC-MS a ESI-MS). Na Obrazku 9 je
uvedeno hmotnostni spektrum prvniho tadu ziskané technikou ESI-MS. Jak je
z uvedeného obrazku patrné, tak ve spektru prvniho fadu slouceniny 4 byly pozorovany

tfi vyznamné signdly. Jako dominantni signdl byl pozorovan protonovany molekulovy
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iont [M+H]" o hodnoté m/z 302. Tento signal byl doprovazen dvéma minoritnimi signaly,
a sice sodnym [M+Na]" a draselnym [M+K]" aduktem molekulového iontu o hodnotach
m/z 324 a 340. Za zminku rovnéz stoji, ze ve spektru prvniho fadu nebyla pozorovana

tvorba vyssich asociati, jez by mohly byt piedpokladany.
302.2

[M+H]

[M+K]'

340.2 HN
[M+Na]’ NN
324.2 o~ “N° TN
slou¢enina 4

exaktni hmotnost = 301.109

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
miz

Obrazek 9: ESI-MS spektrum prvniho fadu slou¢eniny 4.

Poslednim krokem cesty A byla nukleofilni aromatickd substitutce atomu chloru
V poloze 2 purinového skeletu. Na zéklad¢ ziskanych zkuSenosti byla reakce provadéna
za uplného vylouceni rozpoustédla z reakéni smési, s tim, Ze pouzity amin (v tomto
ptipadé 3-aminopropan-1-ol) byl pouzit v 8 molarnim piebytku. Reakce probihala pti
teploté¢ 160 °C pod ochrannou argonovou atmosférou po dobu 3 hodin. Po pieciSténi
surového produktu pomoci sloupcové chromatografie (silikagel; chloroform/methanol,
8/1, v/v) byl ziskan slabé zluty olejovity produkt, ktery pii teploté -15 °C zkrystalizoval.
Pii ur€ovani struktury slouceniny 5 byly opét pouzity bézné metody strukturni analyzy.
Hmotnostni spektrum prvniho fadu ziskané metodou ESI-MS je znazornéno na
Obrazku 10. Jako jediny signal byl ve spektru pozorovan pseudomolekularni iont
[M+H]" 0 m/z 341. Dalsi signaly, na rozdil od ESI-MS analyzy slou¢eniny 4 (viz
Obrazek 10), nebyly v ESI-MS spektru latky 5 pozorovany. Vysledky ziskané pomoci
NMR spektroskopie jsou blize diskutovany v kapitole 10.2.
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Obrazek 10: ESI-MS spektrum prvniho fadu slouceniny 5.

10.2 Priprava boheminu cestou B

V prvnim kroku cesty B byla provedena nukleofilni aromaticka substituce atomu
chloru vpoloze 6 purinového skeletu vychoziho 2,6-dichlor-9H-purinu (1)
benzylaminem. Rozpoustédlem pii této reakci byl butanol, jako baze byl pouzit
triethylamin. Reakce probihala pfi teploté 110 °C pod chlorkalciovym uzavérem po dobu
2 hodin. Pribéh reakce byl monitorovan pomoci TLC. Produkt reakce (sloucenina 3) byl
ziskdn v pozadované Cistot¢ bez nutnosti dal$iho ¢isténi. Struktura této latky byla
potvrzena nésledujicimi metodami strukturni analyzy: 'H-, BC-NMR, IR a GC-MS.
Hmotnostni spektrum slouceniny 3, ziskané metodou GC-EI-MS, je zndzornéno na
Obrazku 11, pficemz na Obrazku 11a je znazornén vyiez chromatogramu, z néhoz je
patrné, ze za danych podminek (kapitola 6) odpovidal reten¢ni ¢as hodnoté 30,187 min.
Na Obrazku 11b je zndzornéno hmotnostni spektrum prvniho fadu ziskané metodou EI-
MS. Kromé signalu o m/z 259 odpovidajicimu molekulovému iontu (M"), byly
V hmotnostnim spektru pozorovany dal§i vyznamné signaly vznikajici v dusledku
fragmentace molekulového iontu v pribéhu ioniza¢niho procesu. Zdkladnim pikem
komentovaného MS spektra je signal o m/z 106 vznikajici odtrzenim C;HgN z molekuly.

Dalsimi vyznamnymi fragmenty jsou signaly o hodnotach 91 a 119 m/z .
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Obrazek 11: Hmotnostni spektrum slouceniny 3.

Nasledujicim krokem byla alkylace slouceniny 3 v poloze 9 purinového skeletu za
vzniku slouceniny 4. Jako alkylacni ¢inidlo byl pouZit 2-jodpropan. Reakce probihala
v dimethylsulfoxidu s pfidavkem K>CO3 po dobu 8 hodin pfi teploté 15-20 °C. Struktura
slouceniny 4 byla potvrzena stejnymi metodami jako pti ptipravé této slouceniny cestou
A. Zésadnim rozdilem pii ptipravé slouceniny 4 cestou B bylo, ze nedochéazelo (na rozdil
od alkylace 2,6-dichlor-9H-purinu) ke vzniku N7-alkylovaného derivatu, coz bylo

wrwe

Diky tomuto faktu ziejmé vedla cesta B k vyssimu celkovému vytézku nez cesta A.
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Posledni reakce cesty B byla analogicka k poslednimu kroku cesty A, ktery je popsan
a diskutovan v kapitole 10.1. V této kapitole je dale uvedena diskuze k vysledkim NMR

spektroskopie slou¢eniny 5.

Po provedeni NMR experimentu mohlo byt jak ‘H- tak *C-NMR spektrum
slouGeniny 5 porovnano se spektrem uvedenym v literatufe °°. Zatimco u protonového
spektra slouceniny 5 (Obrazek 11) byla pozorovana naprosta shoda s literarnimi udaji,
tak v uhlikovém spektru slouceniny 5 se nepodatilo detekovat signal atomu uhliku CH,
(CeNHCH,Ph) pochazejici z benzylaminu zavedeného na C6 purinového skeletu.
Nicméné, jak vyplyva z vySe uvedeného, v protonovém spektru byla pritomnost atomt
vodiku (signdl ,,e%, dexp = 4,80 ppm; Jjit = 4,75 ppmsz) nalezicich tomuto atomu uhliku
potvrzena. V *H-NMR spektru slougeniny 5 Ize v oblasti 1,52—1,56 ppm pozorovat dublet
pochazejici z methylovych skupin isopropylu navdzaného na atomu dusiku v poloze 9
purinového kruhu (signal ,,a*). Atom vodiku patfici aminoskupiné¢ vazané na C6
purinového kruhu (signal ,,d*) byl pozorovan v oblasti 6,34 ppm. Za zminku stoji rovnéz
ptitomnost atomu vodiku umisténého na purinovém kruhu (signal ,,c*). Jelikoz se jednd o
atom vodiku na atomu uhliku, na néjZ jsou vdzany dva elektronegativni atomy dusiku,

neni prekvapivé, ze rezonuje pii slabsim magnetickém poli (7,42 ppm).

—6 3405

d
HN
0.65
Z g a
E 0.60 N \ N\
: 055 h h | P >c
£ HO” N7 N7 N
Z 045 g | H b
0.40 g a
035 f
030
0.254 I
0.20 C, [ == Ih
0.15 ‘II g e b H II
0.10- .‘ O g 9 i L|i
] I i -1
0.05 |L| H L {‘QI- I ‘J‘ | "o (
. PR - WAAN | Y I AW
70 &s ' eo | ss  so 45 4o ' 35 ' 39 25 2o 18
Chemical Shit (ppm)

Obrazek 12: "H-NMR spektrum slouceniny 5.
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11 HPLC-UV/VIS

V nasledujicich tfech podkapitolach jsou popsany a graficky znazornény vysledky
analyz slou¢enin 4, 5, Ad1 a Ad2, provedenych pomoci metody HPLC s UV-Vis detekci.
Pfiprava slou¢enin 4 a 5 byla soucasti této prace. Slouceniny Adl a Ad2 byly ptipraveny
jiz v minulosti na Ustavu chemie Fakulty technologické UTB ve Zling. Tyto slou¢eniny
vykazovaly vysokou inhibi¢ni aktivitu vii¢i komplexu CDK2/cyklin E. U slouc¢eniny Ad1l
je inhibi¢éni aktivita vac¢i tomuto komplexu (ICsp=1,4 uM) V porovnani s boheminem
(sloucenina 5) dvakrat mensi, slou¢enina Ad2 se svou inhibi¢ni aktivitou (ICs50=0,2 um)
blizi k roskovitinu *. Z tohoto diivodu se tedy sloudeniny Ad1l a Ad2 staly hlavnim
pfedmétem zkoumani této prace. Divodem provadéni HPLC-UV/Vis experimentl pted
vlastnimi analyzami HPLC-MS téchto latek byla nutnost zoptimalizovat podminky

méteni pro HPLC, zejména slozeni mobilnich fazi, jejich prutoku a gradientu.

11.1 HPLC-UV/Vis analyzy sloucenin 4 a Ad1

Jednotlivé analyzy sloucenin 4 a Adl mgély stejné parametry, proto jsou uvadény
v jedné kapitole. Priitok mobilni faze byl 0,2 ml-min™ a doba jednotlivych analyz &inila
60 min. Pfi analyzach byly pouzity vzorky o koncentraci 100 pg'ml™. P¥ méfeni byla
pouzita gradientova eluce. Jeji pribéeh je detailné popsan a graficky znazornén v kapitole
8.3. Reten¢ni ¢as slouceniny 4 byl 26,19 min, u slou¢eniny Ad1l byla jeho hodnota
32,7 min.

Obrazek 13 znazoriuje chromatogramy ziskané pfi studiu absorbance slouceniny 4.
Pro zjisténi nejvyssi absorbance v oblasti UV/Vis byly, na zaklad¢é piedchozich méfenti,
vybrany nasledujici vinové délky: 265, 270, 275 a 280 nm. V reten¢nim ¢ase 26,19 min

dosahoval pik nejvyssi intenzity 980,2 mAU pfti zvolené vinové délce 270 nm.

Na Obrazku 14 jsou uvedeny chromatogramy z jednotlivych méfeni studia
absorbance slouceniny Adl. V retenénim ¢ase 32,78 min se z jednotlivych méfeni pfi
vlnovych délkéach 275, 285, 295 a 305 nm ukazala byt nejvhodnéjsi vinova délka 295 nm,
pii které dosahoval pik nejvyssi intenzity, a to 753,7 mAU.
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Obrazek 13: Studium absorbance slouceniny 4.
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Obrazek 14: Studium absorbance slouceniny Ad1.
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11.2 HPLC-UV/Vis analyzy slouceniny 5

Pii analyze slou¢eniny 5 bylo nutné nejprve zvolit nejvhodnéjsi slozeni mobilni faze.
Jako u piedchozich méfeni byly pouzity deionizovana voda s0,1% kyseliny mravenci
jako mobilni faze A a acetonitril s0,1% kyseliny mravenci jako mobilni faze B. Doba
jednotlivych analyz ¢inila 20 min a byl zvolen pritok mobilni faze 0,7 ml-min™
akoncentrace vzorku byla op&t 100 pgml™ Na Obrazku 15 jsou uvedeny
chromatogramy jednotlivych méfeni srozdilnym slozenim mobilni faze. Z obrazku
vyplyva, Ze sloZzeni mobilni fize nemélo vyrazny vliv na retencéni Cas, ktery se u
jednotlivych méfeni témét neliSil. Za to se jednotlivé piky, méfené pii vinové délce
255 nm, vyrazné liSily intenzitou. Nevyssi intenzita byla zaznamendna u méteni, kde bylo

slozeni mobilni faze A:B v poméru 1:1.

i mobilni faze: multistep ™7 851 mAU mobilni faze: ramp

e 0,7 mlmin-1 =4 1,07 min 0,7 ml-min-1

w681 mAU —255nm ] — 255 nm
1,14 min

Intenzita [mAL|
Irterita [mi]

1 mobilni faze: A:B (2:3) 7] 862.8 mAU mobilni faze: A:B (1:1)
s00 0,7 mimin-1 =0 1,01 min 0,7 ml-min-1
o] —255nm ] — 255 nm
656 mAU

700 o 1,12 min 700 -
0]

% 500 < ' 500 o

il

£

Intenzta (L)

400 o

Eas [min] Cas [min]

Obrazek 15: Volba mobilni faze pro HPLC/UV-Vis analyzu slouceniny 5.
Obrazek 16 zndzornuje chromatogramy ziskané pii studiu absorbance slouceniny 5.
Pro zjisténi nejvyssi absorbance v oblasti UV/Vis byly vybrany na zaklad¢ fady méfeni
nasledujici vinové délky: 210, 215, 220 a 225 nm. V reten¢nim ¢ase 26,19 min dosahoval

pik nejvyssi intenzity 980,2 mAU pii vinové délce 270 nm.
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Obrazek 16: Studium absorbance slouceniny 5.

11.3 HPLC-UV/Vis analyzy slou¢eniny Ad2

Pii volbé nejvhodnéjsiho sloZeni mobilni faze pro HPLC-UV-Vis analyzu slou¢eniny
Ad2 byly opét pouzity mobilni faze shodné s mobilnimi fazemi v pfedchozich kapitolach.

Doba jednotlivych analyz &inila 10 min a vzorky mély koncentraci 100 pg-ml™.

Na Obrazku 17 jsou uvedeny chromatogramy jednotlivych méfeni s rozdilnym
sloZzenim mobilni faze. VSechny analyzy byly méteny pii vinové délce 255 nm. V levé
casti obrazku jsou pod sebou uspofdddny chromatogramy zanalyz pii pritoku
0,7 ml'min™, v pravé &asti jsou zdznamy z analyz s pritokem mobilni faze 0,2 ml-min™.
Pfi¢emz pro porovnani jsou vzdy vedle sebe chromatogramy analyz 0 stejném slozeni
mobilni faze. Pi pritoku 0,7 ml-min® byly pozorovany jen minimélni rozdily
V hodnotach retencniho ¢asu a ani intenzita piki se vyrazné€ nelisila. Naopak pii pritoku
0,2 ml-min™ byly jiz rozdily pfipouZiti odlisného slozeni mobilni faze patrné. Pi
analyze, kde eluent sestaval z fazi A a B vpoméru 1:1, byl retencni ¢as 3,2 min
aintenzita piku dosahovala 699 mAU. Pii pouziti faize B jako jediného eluentu byl
retencni cas 3,50 a intenzita piku 1386 mAU. Nejvyssi intenzitu 1849 mAU mél pik

V reten¢nim ¢ase 2,65 min z méfeni, kde jako mobilni fazi byla pouzita jen faze A.
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Obrazek 17: Optimalizace volby mobilni faze pro HPLC/UV-Vis analyzu slouc¢eniny

Ad2.

Obrazek 18 znazornuje chromatogramy ziskané pii studiu absorbance slouceniny

v

Ad2. Pro zjisténi nejvyssi absorbance v oblasti UV/Vis byly, na zakladé pfedchozich

méfteni, vybrany nasledujici vlnové délky: 215, 235, 255 a 285 nm. V retencnim cCase

0,66 min dosahoval pik nejvyssi intenzity 2298 mAU pii zvolené vinové délce 215 nm.
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Obrazek 18: Studium absorbance slouceniny Ad2.
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12 LC-MS/MS

Zaverecnou cast predlozené diplomové prace predstavuje série LC-MS/MS analyz
slouc¢enin 4, 5, Adl a Ad2. Cilem LC-MS/MS analyz nebylo jen ziskat hmotnostni
spektra prislusnych sloucenin (to Ize ostatné provést jednoduS$im zplsobem, a sice
pfimym nastfikem pfislusného vzorku do hmotnostniho spektrometru), ale zejména
optimalizovat podminky LC-MS analyz pro typ sloucenin, které neni mozné analyzovat
pomoci GC-MS, a které jsou predmétem zajmu védecko-vyzkumné skupiny Dr. Vichy,

do jejiz Cinnosti jsem se v ramci feseni této diplomové prace zapojila.

12.1 LC-MS/MS analyzy sloucenin 4 a Ad1

Pii LC-MS/MS analyzach sloucenin 4 a Adl byly pro kapalinovou chromatografii
zvoleny naprosto stejné podminky jako v ptfipad¢ analyz téchto latek metodou HPLC-
UV/Vis (viz kapitola 9.4). Byly pouzity vzorky o koncentraci 10 pg-ml™. Hodnoty
reten¢nich ¢asi obou sloucenin ziskané metodou LC-MS/MS se, V porovnani
s reten¢nimi Casy danych latek ziskanych pomoci HPLC-UV/Vis, zvysily. Divodem je
fakt, ze ionty analyzované molekuly jsou nejprve detekovany pomoci UV/Vis, jenz je
soucasti systtmu HPLC, a aZz poté jsou kovovou kapildrou transportovany do

hmotnostniho spektrometru.

Na Obrazku 19 je nejprve uveden chromatogram z hmotnostniho spektrometru, dale
spektrum prvniho fadu slouceniny 4 meétfené v pozitivni polarité, které je nasledované
spektry tandemovymi (MS/MS, MS® a MS?). Ve spektru prvniho fadu sloudeniny 4 byl
jako dominantni pozorovan signal o m/z 302, ktery odpovida protonované formeé
molekulového iontu [M+H]". Fragmentaci iontu [M+H]" byl jako jediny produktovy iont
pozorovan signal o m/z 260, ktery byl rovnéz v nizké intenzité nalezen ve spektru prvniho
fadu, a o némz lze s urcitosti prohlasit, ze se jednd o fragment vznikajici v prab&hu
ioniza¢niho procesu, a to neutrdlni ztratou CsHg. Pfi nésledné fragmentaci (MS3) iontu
260 m/z byly pozorovany dvé fragmentac¢ni cesty. V jedné z nich dochazelo k odstépeni
HCI za vzniku signalu 224 m/z a ve druhé k odtrzeni CgHg za vzniku iontu 182 m/z.
V poslednim spektru uvedeném na Obrazku 19 je znazornéna fragmentace pravé tohoto

signalu (182 m/z), pti niz dochazi k neutralni ztrat¢ HCI.
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Obrazek 19: Vysledky LC-MS/MS analyzy slou¢eniny 4.

Nasledné bylo pristoupeno k analyze slouc¢eniny Adl (Obrazek 20). Stejné jako

v pfedchozim pfipadé¢ je nejprve zndzornén chromatogram ziskany z hmotnostniho
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spektrometru. Ten je opét nasledovan jednotlivymi hmotnostnimi spektry, tedy spektrem
prvniho fadu a spektry tandemovymi. Ve spektru prvniho tadu slouceniny Adl byly
pozorovany celkem dva signaly, pfi¢emz hodnota m/z dominantniho signalu (452)
odpovidala protonované formé molekulového iontu [M+H]" analyzované sloudeniny.
Navic z izotopického klastru tohoto iontu bylo jednoznacné patrné, ze se jedna o
slouceninu obsahujici jeden atom chloru. Soucasti spektra prvniho fadu zndzornéného na
Obrazku 20 je pravé detail signalu o m/z, z néhoz je ziejmé, ze pomér signali 452 a 454
m/z je ptiblizné 3:1, coz je pro slouCeniny obsahujici jeden atom chloru v molekule
typické. Tyto signaly tak byly piitazeny izotopim *Cl a *'Cl. P¥i fragmentaci iontu
[M+H]" byl jako jediny pozorovan iont o m/z 434, ktery vznikl odtrzenim molekuly vody
z fragmentovaného iontu. Tento signal byl pozorovan rovnéz ve spektru prvniho tadu,
coz znamena, ze kjeho vzniku dochédzi také jiz v pribchu ionizacniho procesu.
Naslednou fragmentaci iontu 434 m/z (MS®) doslo k neutralni ztraté CsHg z molekuly
atvorb¢ iontu 392 m/z. Pti fragmentaci tohoto signalu pak byl pozorovan vznik dvou
produktovych iontl, a sice 356 a 258 m/z, které vznikaji neutralni ztratou HCI, resp. 1-

adamantylu z fragmentovaného signalu.
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Obrazek 20: Vysledky LC-MS/MS analyzy slouceniny Ad1.
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12.2 LC-MS/MS analyzy sloucenin 5 a Ad2

Pii LC-MS/MS analyzach sloucenin 5 a Ad2 byly pro kapalinovou chromatografii
zvoleny nasledujici podminky: pritok byl nastaven na 0,2 ml-min®, doba jednotlivych
analyz ¢inila 7 min a vzorky mély koncentraci 10 pgrml™. 1 kdyZ se pii optimalizaci
ukézalo byt nejvyhodnéjsi v ptipad¢ slouceniny 5 slozeni mobilni faze A:B v poméru 1:1
a v piipadé slouc¢eniny Ad2 mobilni faze sestavajici jen z faze A, byla pro analyzu LC-
MS/MS téchto sloucenin pouzita mobilni faze skladajici se z faze B. Pouziti mobilni faze
slozené pouze z deionizované vody nebo z takové, kterd je slozena z deionizované vody

z 50 %, se totiz ukdzalo byt nevhodné pro detekci hmotnostnim spektrometrem.

Na Obrazku 21 jsou uvedena hmotnostni spektra ziskana analyzou LC-MS/MS
slouceniny 5. Ve spektru prvniho fadu byl pozorovan jediny signal, jehoz hodnota m/z
odpovida protonované formé molekulového iontu [M+H]". V tandemovém spektru tohoto
signalu byly pozorovany dvé zdkladni fragmentacni cesty, kdy v jedné z nich dochézi
K neutralni ztrat¢ CszHg za vzniku produktového iontu 299 m/z, zatimco ve druhé je
z vychoziho signalu odtrZzen benzyl (91 m/z) za vzniku iontu 0 m/z 250. Dalsi fragmentaci
signalu o m/z 299 doslo nejprve, v dusledku neutralni ztraty molekuly vody k tvorbé
signalu o m/z 281, z néhoz vznikl naslednym odtrzenim ethenu produktovy iont o m/z
253. Takto navrzena fragmentanéni cesta byla nasledn& potvrzena provedenim MS* iontu

281 m/z, z néhoz jako dominantni vznika pravé iont o m/z 253.

Jako posledni byla analyze LC-MS/MS podrobena slou¢enina Ad2 (Obrazek 22),
kterou Ize, ve srovnani s ostatnimi analyzovamymi latkami v rdmci této prace, oznacit za
nejvyznamnéjsi, a to zejména ve vztahu k jejim vnedavné minulosti zjisténym
biologickym u¢inkiim. Ve spektru prvniho tadu byl jako jediny signal pozorovan
pseudomolekularni iont [M+H]" 0 m/z 491. Fragmentaci tohoto signilu (MS/MS) byl
ziskan signal mensi o 18 m/z, coz znamena, Ze z puivodniho iontu byla odstépena
molekula vody za vzniku signalu 473 m/z. Za zminku stoji, Ze signal [M+H-H,0]" nebyl
v piipad¢ slouceniny Ad2, na rozdil od latky Adl (viz Obrazek 20), pozorovan ve
spektru prvniho fadu. Nasledné byly provedeny fragmentace do dalSich stupnu, tedy MS?
a MS*, jejichz vysledky jsou rovnéz uvedeny na Obrazku 22. Nicméné protoze bylo
naSim z4jmem prostudovat fragmentaci této slouceniny co moznd nejdetailnéji, coz je

pomoci LC-MS/MS ponékud obtizné (zalezi na nastaveni parametri fragmentace), byla
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provedena klasicka ESI-MS analyza této latky, zjejichz vysledki byla poté navrzena

detailni fragmentace slou¢eniny Ad2 (Obrazek 23).
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Obrazek 21: Vysledky LC-MS/MS analyzy slouc¢eniny 5.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 60

QM
’ 491.3
LY

N
BN N OH
AN
L
sloucenina Ad2
exaktni hmotnost = 490.306

4730

[491-H,0]

i l

[473-C,H,0]
4290 © [473-C,H,]
4309

417.0 ‘/[473-H20]+

+MS/MS (m/z 491)

455.0
+MS?® (m/z 473) N |
[429-CH,] -
386.9 :
+MS* (m/z 429) 1oy

Frrrrrrr~rrrrrr1rr1rr1rr1rr-1rrrr1rr1rr1r~r1rr1rr-r1rrr1r1
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600
nmz

Obrazek 22: Vysledky LC-MS/MS analyzy slou¢eniny Ad2.

Jak je zminéno vyse fragmentaci (MS/MS) signalu 491 m/z doslo k neutralni ztraté
molekuly vody za vzniku iontu o m/z 473. Jeho néslednou fragmentaci (MS®) byly
ziskany celkem tfi produktové ionty, a sice 455, 431 a 429 m/z, vzniklé neutralnimi
ztratami molekuly vody (455 m/z), CsHgs (431 m/z) a C,H4O (429 m/z). Zatimco dalsi
fragmentace (MS*) signalu 429 m/z poskytovala pouze jeden produktovy iont, a to 387
m/z vznikajici odtrzenim CsHg z piivodni molekuly, pak MS* zbylych dvou signalil, tedy

455 a 431 m/z byla pone¢kud komplikovangjsi. Pfi fragmentaci signalu 431 m/z byl
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pozorovan vznik dvou riiznych iontd, a sice 413 m/z [431-H,0]" a 385 m/z [431-C,HgO]".
K tvorb& obou zmifiovanych signali dochazelo rovnéz pii fragmentaci (MS?) iontu o m/z
455, nicméné odlisnym zpisobem. Signal 413 m/z v tomto piipadé vznikal v dusledku
neutralni ztraty C3Hg z piivodni molekuly. V dalsi fragmentacni cesté signalu 455 m/z
dochazelo ke ztraté ethenu za vzniku signalu o m/z 427, z néhoz se, v dusledku neutralni
ztraty CsHg, tvoii iont o m/z 385. Kompletni navrh fragmetnace slouceniny Ad2 je

graficky zndzornén na Obrazku 23.
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ZAVER

Vramci této prace byl piipraven 3-{[6-(benzylamino)-9-isopropyl-9H-purin-2-
yllamino}propan-1-ol (5) znamy také pod trivialnim ozna¢enim bohemin. Bohemin byl
pfipraven dvéma riznymi cestami, pficemz druhd cesta (cesta B), kterd zahrnovala
v prvnim kroku nukleofilni aromatickou substituci do polohy 6 a ve druhém alkylaci
vychoziho 2,6-dichlor-9H-purinu, vedla k vy$§imu celkovému vytézku nez cesta A.
Bohemin byl vybran predev§im zdavodi blizké strukturni ptibuznosti s 2,6,9-
trisubstituovanymi puriny obsahujicimi adamantanovy skelet, které byly dfive pfipraveny
na Ustavu chemie FT UTB ve Zling. Ty piedstavuji kli¢ové slougeniny, jez byly v ramci

této prace dale studovany metodami HPLC-UV/Vis a LC-MS/MS

Pii HPLC-UV/Vis analyze vSech analyzovanych sloucenin byly pouZzity vzorky o
koncentraci 100 pg-ml™. Pro slougeniny 4 a 5 pouzita gradientové eluce (viz. Tabulka 4
a Obrazek 8), pritok mobilni faze nastaven na 0,2 ml-min™ a doba analyzy &inila 60 min.
Pii analyze slouceniny 4 dosahoval pik nejvyssi intenzity 980,2 mAU pfi zvolené vinové
délce 270 nm Vv reten¢nim ¢ase 26,19 min. Slou¢enina Ad1 dosahovala nejvyssi intenzity
piku 753,7 mAU pfii zvolené vinové délce 295 nm v retenénim case 32,78 min. Pro
analyzu slouceniny 5 se ukazala byt nejvhodnéjsi mobilni faze o slozeni A:B v poméru
1:1. Pfi uziti tohoto eluentu dosahoval pik nejvyssi intenzity 980,2 mAU pfi vinové délce
270 nm V reten¢nim ¢ase 26,19 min. V reten¢nim ¢ase 0,66 min dosahoval pik slouc¢eniny
Ad2 nejvyssi intenzity 2298 mAU pii zvolené vinové délce 215 nm za pouziti mobilni

faze slozen¢ z faze A, ktera se ukazala byt jako nejvhodné;jsi volbou.

Pii LC-MS/MS analyzach slou¢enin 4 a Adl byly pro kapalinovou chromatografii
zvoleny naprosto stejné podminky jako v pfipad€ analyz téchto latek metodou HPLC-
UV/Vis (viz kapitola 9.4). Byly pouzity vzorky o koncentraci 10 pgml™. Hodnoty
reten¢nich Castt obou sloucenin ziskané metodou LC-MS/MS se, Vv porovnani
s retencnimi Casy danych latek ziskanych pomoci HPLC-UV/Vis, zvysily. Pii LC-
MS/MS analyzach sloucenin 5 a Ad2 byly pro kapalinovou chromatografii zvoleny
nasledujici podminky: pritok mobilni faze, ktera tvofila jen faze B, byl nastaven na

0,2 ml-min™, doba jednotlivych analyz &inila 7 min, vzorky mély koncentraci 10 pg-ml™.

Zavérem lze konstatovat, Ze se podafilo nalézt podminky pro rychlou a efektivni
analyzu 2,6,9-trisubstituovanych purinti obsahujicich adamatnanovy skelet metodou LC-

MS. Tyto podminky tak mohou byt v budoucnu vyuzivany nejen pro analyzu reakénich
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smési a urCeni Cistoty pripravenych latek, ale mohou také slouzit pro studium
metabolizace vybranych 2,6,9-trisusbtituovanych purinti s adamantanovym skeletem

vykazujicich zajimavé biologické ucinky.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

Ad
APCI

APLI

APPI

ATP
cAMP
CDK

Cl

CID
CIP/KIP
CKI
DDI
DMSO
DNA
EA

El
EI-MS
ESI
ESI-MS
FAD*
GC-MS
HPLC
HPLC-UV/Vis
ICC
IC50
INK4
IR

IT

LC
LC-MS
MALDI

1-adamantyl

ionizace za atmosférického tlaku (z angl. athmospheric pressure
chemical ionization)

laserova ionizace za atmosférického tlaku (z angl. atmospheric pres-
sure laser ionization)

fotoionizace za atmosferického tlaku (z angl. atmospheric pressure
photoionization)

adenosintrifosfat

cyklicky adenosin monofosfat

cyklin-dependentni kinasa

chemicka ionizace (z angl. chemical ionization)

kolizi vyvolané disociace (z angl. collision-induced dissociation)
ptirozeny inhibitor CDKs

pfirozené inhibitory cyklin-dependentnich kinas
dideoxyinosin

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

elementéarni analyza

ionizace elektrony (z angl. electron impact)

hmotnostni spektrometrie s elektronovou ionizaci
elektrosprej (z angl. electrospray ionization)

hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci
flavinadenin dinukleotid

plynova chromatografie s hmotnostni detekci
vysokouc¢inna kapalinova chromatografie

vysokoucinna kapalinova chromatografie s UV/Vis detekei
maximalni pocet iontl v pasti

koncentrace latky inhibujici 50 % aktivity purifikovaného enzymu
pfirozeny inhibitor CDK4

infracervena spektroskopie

iontova past (z angl. ion trap)

kapalinova chromatografie

kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci

ionizace laserem za i¢asti matrice (z angl. matrix-assisted laser
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MS

m/z
NAD*
NADP*
NMR
pPRb

Q

RNA
RP
SNAr
TOF

ft

TLC
UV/Vis

desorption/ionization)

hmotnostni spektrometrie

podil hmotnosti a ndboje

nikotinamid adenin dinukleotid
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
nuklearni magneticka resonance

protein retinoblastomu

kvadrupdlovy analyzator (z angl. quadrupole)
ribonukleova kyselina

reverzni chromatografie

nukleofilni aromatické substituce
pruletovy analyzator (z angl. time of flight)
teplota tani

chomatografie na tenké vrstveé

ultrafialova a viditelna oblast spektra
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SEZNAM PRILOH

Piiloha I: Dionex UltiMate 3000 (HPLC)

Priloha ll: LC-MS



PRILOHA I: DIONEX ULTIMATE 3000 (HPLC)

Vysokou¢inny kapalinovy chromatograf (HPLC) Dionex UltiMate 3000 2. Popis zafizeni:
1 — z&sobniky mobilni faze; 2 — organizér; 3 — vakuovy odplynovac a ¢erpadlo; 4 —

automaticky davkovac vzorku; 5 — kolonovy temostat a kolona; 6 — detektor.



PRILOHAII: LC-MS

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf UltiMate 3000 (Dionex) spojeny s hmotnostnim
spektrometrem s iontovou pasti amaZon X (Bruker Daltonics) vybavenym
elektrosprejovym ioniza¢nim zdrojem.

—N [y

Detail ioniza¢niho zdroje hmotnostniho spektrometru amaZon X.



