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ABSTRAKT

Cilem této diplomové prace byla syntéza novych purinovych ribonukleosidii nesoucich
nepolarni aromatické aminy s adamantanovym skeletem v poloze 6 purinového kruhu.
Potiebné aromatické aminy byly pfipraveny nékolika krokovou syntézou zahrnujici nitraci,
sulfurizaci, redukci nitro skupiny na primarni amino skupinu a Mozingovu redukci.
V dalsi casti prace byla provedena série experimenti s cilem piipravit novou sérii
purinovych ribonukleosidt, pficemz bylo vyuzito mechanismt nukleofilni aromatické
substituce a chranéné glykosylace a deprotekce. VSechny piipravené slouceniny byly plné

charakterizovany pomoci metod strukturni analyzy (IR, NMR, MS).

Kli¢ova slova: ribonukleosidy, adamantan, puriny, biologicka aktivita

ABSTRACT

The aim of this thesis was to synthesize new purine ribonucleosides bearing nonpolar
aromatic adamantane substituent in position 6 of the purine ring. Aromatic amines were
prepared using multi step procedure containing consequtive aromatic nitration,
sulphurisation, reduction of nitro group to primary amine and Mozingo’s reduction. In the
next part of this thesis, a series of experiments with the aim to prepared new family of
purine ribonucleosides, were performed. Mechanisms of nucleophilic aromatic substitution
and protected glycosylation followed by deprotection of the ribose ring were used during
these experiments. All prepared compounds were fully characterized using spectral
methods (IR, NMR, MS).

Keywords: ribonucleosides, adamantane, purines, biological activity
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UvVOD

Purinové nukleosidy piredstavuji skupinu latek, ktera umoznuje mnoho uprav spolu
s velkym poc¢tem kombinaci substituentt, jak na purinovém kruhu, tak i na cukerné ¢asti.
Lze tak piipravit velké mnozstvi latek s riznou skalou biologickych vlastnosti, kde nekteré

mohou slouzit k 1é¢bé nemoci a zlepSovani Zivotnich podminek pacientu.

To, zZe se purin v ptirod¢ v Cisté form¢ nevyskytuje, neznamend, ze neni pro ¢lovéka
dilezitou molekulou. Je zakladnim stavebnim kamenem nukleovych Kkyselin —
deoxyribonukleové kyseliny a ribonukleové kyseliny. Konkrétné se jedna o molekuly
adeninu a guaninu, a pravé tpravou téchto sloucenin (pomoci chemickych syntéz) mohou
vznikat zajimavé derivaty s velkou variabilitou biologickych vlastnosti. Jako ptiklad lze
uvést inhibici enzym nebo antibakterialni ¢i antivirotické G¢inky. Purinovy skelet je také

zakladem pestrého spektra 1é¢iv od antivirotik az po léky proti nddorovym onemocnénim.

Purinové ribonukleosidy se skladaji z purinového skeletu, na jehoz atomu dusiku N9 je
NO9-glykosidickou vazbou pies anomerni atom uhliku C1 riboézy véazana ribofuranézova
jednotka. Tato vazba je hemiacetalového typu a je relativné chemicky labilni.
Heterocyklicka baze muzZze kolem této vazby omezené rotovat za zmény konformace
molekuly. Ribozova jednotka je také schopna kolem této vazby omezené rotovat a zaujimat
rizné, pro péticlenné kruhy obvyklé, konformace, tzv. ,,ring puckering* neboli deformace
kruhu. Hlavnimi zastupci této dulezité skupiny latek jsou adenosin a guanosin, ze kterych
vznikaji fosforylaci hydroxylové skupiny na atomu uhliku C2, C3 nebo C5 ribozy

nukleotidy adenosintrifosfat a guanosintrifosfat.*
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1 STRUCNA CHARAKTERISTIKA PURINU A RIBONUKLEOSIDU

Purinové slouCeniny jsou vyznamnou skupinou latek, ze kterych jsou sestaveny
nukleosidy, alkaloidy, inhibitory enzymi nebo rtzna 1é¢iva.

Ribonukleosidy jsou sloieny zpurinového kruhu aribézy navazané vpoloze N9.

vvvvvv

jsou i jejich Cetné derivaty.

1.1 Purinové slouceniny

Purin je heterocyklicka, aromatickd, organicka sloucenina, ktera je zakladem zivotné

dulezitych molekul.

Purin byl poprvé popsan Hermannem Emilem Fischerem v roce 1884, kdy tento
némecky védec dokazal, ze je purin zdkladnim stavebnim kamenem pro velmi dilezité
slouceniny V lidském téle i mimo néj. Pii jeho praci se mu podafilo necilené syntetizovat
nejznaméjsi derivaty purinu jako napiiklad adenin, guanin, xanthin nebo kyselinu

mocovou. Byl také prvni, komu se povedlo synteticky p¥ipravit kofein.?

Molekula purinu (Obrazek 1) byla poprvé syntetizovana v roce 1898. Tim, kdo ji
piipravil, nebyl nikdo jiny, nez vySe zminény némecky védec. O pouhé Ctyii roky pozdéji

mu byla udélena Nobelova cena za chemii za studium syntézy purinu a cukri.?

Y kﬁ\> kt/> k 7>

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

Obrazek 1: Ctyfi existujici tautomery purinového kruhu.

V piirodé se purin v ¢isté formé nevyskytuje, ale tvorfi mnoho derivati. Zde je tieba
zminit adenin a guanin (Obrazek 2), coz jsou slouceniny, které s derivaty pyrimidinu —
thyminem a cytosinem, tvori dvousroubovici DNA, resp. jednovlaknovou RNA s uracilem.
Watson a Crick objevili v roce 1953 zptsob, jakym se baze paruji. Podstatou tohoto

mechanismu je vytvofeni vodikovych vazeb mezi atomy vodiku, dusiku a kysliku
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vvvvvv

a vytvoreni dvousroubovice neboli a-helixu. Jedna se tak bezpochyby o nejdulezitéjsi
derivaty purinu.
NH,
= N N
GeNLa e
X X
N N H,N N N
H H
Obrazek 2: Strukturni vzorce adeninu (vlevo) a guaninu (vpravo).

Purinovy skelet je soucasti fady dalezitych biomolekul. Jako ptiklad 1ze uvést:

+ adenosintrifosfat (ATP, Obrazek 3) — makroergicka slouéenina, ktera odstépenim
fostatové skupiny uvoliiuje velké mnozstvi energie potiebné pro chod endergonickych

procestu;

+ nikotinamidadenindinukleotid (NADH) — dulezita soucast dychaciho fetézce, zajist'uje
ptenos vodiku pfi syntéze vySe uvedené¢ho ATP;

« koenzym A — plni funkci kofaktoru pii oxidaci (odbouravani) mastnych kyselin, ucastni

se oxidace pyruvatu v citratovém cyklu, je prostetickou skupinou pfi pfenosu proteinil

a v nékterych enzymatickych reakcich plni roli substratu.

NH,
N/ N
LY
N N
> 299

Obrazek 3: Strukturni vzorec ATP.

JelikoZ jsou purinové molekuly esencidlni, tak u lidi a obratlovci doslo k vytvofeni
komplexniho systému syntézy purinovych nukleosidi pro jejich metabolismus, pfi némz
vyuzivaji dostupné materidly, a sice glukézu, glutamin a glycin. DalSim zplsobem
ziskavani purinovych nukleosidl je recyklace téch, které prochazi télem a velky vliv hraje
také strava, ze které se dopliiuji chybé&jici nukleosidy. Puriny se nachédzeji ve vysoké
koncentraci v mase a masnych vyrobcich, zejména ve vnitinich orgdnech, jako jsou jatra

a ledviny. Strava zaloZena na rostlinach zajiStuje obecné nizky pfijem purinovych latek,
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avsak nékteré rostliny jich obsahuji vyznamné mnozstvi. Jsou jimi obzvlasté suché fazole,

$penat a houby.*
Dal8imi vyznamnymi slou¢eninami s purinovym skeletem jsou (Obrazek 4):

» kofein — hlavni xanthinovy alkaloid, stimuluje centralni nervovou soustavu a do¢asné

odvraci Unavu;

« theobromin — je obsazen v ¢okolad¢, ma podobné vlastnosti jako kofein a theofylin, je

toxicky pro psy;
+ theofylin — zptisobuje bronchodilataci (rozsiteni prudusek), diive 1é¢ivo proti astma;
«  xanthin — vyskytuje se v lidském téle jako meziprodukt pii degradaci purint;

* hypoxanthin — substrat pro n€které bakterie a viry, soucast nukleosidu inosinu, ktery

podporuje rast svalt;

kyselina mo¢ova — kone¢ny produkt ornithinového (moc¢ovinového) cyklu u lidi.

Strukturni vzorce vySe komentovanych sloucenin jsou uvedeny na Obrazku 4.

HSC\N N H3C\N N HN N
A A A
o) ,Tl N o) ITI N 0 IT] N

CHj; CHj; CHj3

kofein theofylin theobromin

o] ’ OH o H

H
N N

HN | > N X —N HN | : o
o~ >N~ N N N 07 N

H H H
xanthin hypoxanthin kyselina mocova

Obrazek 4: Vybrané derivaty purinu.

1.1.1 Mechanismus detoxikace dusikatych latek z téla

Amoniak je bez ohledu na cestu vzniku pro bunku toxicky. V téle se nachazi ve dvou

formach, a sice jako NHs; a NH;', kde vzajemny pomér zavisi na pH. Pfi fyzickych
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hodnotach je z 99 % disociovan. Hlavni cestou detoxikace amoniaku je ureosynteticky

cyklus.®

Ureosynteticky systém zafina v mitochondriich slou¢enim karbamoylfosfatu
s ornithinem za vzniku citrulinu, ktery nasledn¢ opousti mitochondrii a v cytosolu se vaze
na aspartat, ¢imz vznika arginosukcinat. Pii tomto kroku se spotfebovava ATP.
Rozstépenim arginosukcindtu vznika fumardt a arginin. Fumarét je vyuZzit v citraitovém
cyklu a arginin je hydrolytickym enzymem arginazou hydrolyzovan na ornithin (vraci se do
mitochondrie) a mogovinu, ktera glomerularni filtraci piechazi do mogi.’> Na schématu

zobrazeném nize je popsana rovnice vzniku mocoviny.

Schéma 1

O

PR

2 NH,* + HCO3™ + 3 ATP* + H,0 Ho,N™ "NH, +2 ADP? +4 P2 + AMP? + 2 H*

1.2 Ribonukleosidy

V ribonukleosidech je purinova nebo pyrimidinova baze vazana na atomu uhliku C1
rib(')zy.6 Nukleosidova vazba v pyrimidinovych ribonukleosidech je stabilngjsi nez
v ribonukleosidech purinovych. I tak lze strukturu purinovych ribonukleosidii upravovat
pfidanim variabilnich substituentd. Zakladni purinové nukleosidy jsou adenosin

a guanosin, které obsahuji purinovy kruh spojeny B-N9-glykosidovou vazbou s ribézou.’

Adenosin je v ptirodé se vyskytujici nukleosid, ktery je pfitomen v lidském téle jako
meziprodukt télesnych biosyntéz. Kromé své metabolické funkce v buiikach, je adenosin
uvolnovan neurony (builky nervového systému) a astrocyty (pomocné buiiky nervového
systtmu) do extracelularniho prostoru. Zde potom méni citlivost receptorii na
postsynaptické membrané¢ synapsi na neuromediatory. Nasledkem toho jsou vzruchy

zesilovany nebo zeslabovémy.8

Ribonukleosidy jsou zdkladni stavebni jednotkou nukleotidd, ze kterych je sestavena
ribonukleova a deoxyribonukleova kyselina. Nukleotidy vznikaji navazanim esteru

fosforeéné kyseliny na hydroxylovou skupinu cukerné slozky nukleosidu.’
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2 MOZNOSTI PRIPRAVY PURINU A PURINOVYCH
RIBONUKLEOSIDU

2.1 Metody syntézy purinového kruhu

Na Schématu 2 je znazornéna prumyslova syntéza purinu vychazejici z formamidu.
Reakce probiha pii teplot¢ 160 °C po dobu 48 hodin v piitomnosti katalyzatoru.
Katalyzatorem mohou byt porézni sorbenty typu uhli¢itanl, zeolitl, kaolinu, silikatu
aaluminy. Kazdy katalyzator poskytuje pii syntéze purinu jiné vytézky a nékteré

(Tabulka 1) vedou ke vzniku smési riznych purinovych latek (adenin nebo cytosin).

Tabulka 1: Vybrané katalyzatory a nasledné produkty kondenzace formamidu.

Katalyzator Produkt/y Vytéziek (%)
1 - 9H-purin 3
2 CaCO; 9H-purin 22
3 kaolin adenin, cytosin, 9H-purin 5;<1; <1
4 zeolit adenin, cytosin, 9H-purin 8;<1;<1
5 alumina adenin, cytosin, 9H-purin 4:<1;<1
6 kremicitan adenin, cytosin, 9H-purin <1;<1;<1

Na uvedeném schématu je jako katalyzator pouzit CaCQOjs, pficemz dochazi ke vzniku
pouze pozadovaného produktu ve vytézku 22 %, coz je ve srovnani s ostatnimi
pouzivanymi katalyzatory vytéZzek nejvysSi, piesto nelze tuto hodnotu povazovat za

uspokojivou.®

Schéma 2

o) N XX N

)J\ CaCO; |k \>
H NH, 160 °C, 48 h N/ N
H

22 %

2,6-Dichlorpurin je dulezitym meziproduktem ve farmaceutickém pramyslu. Je ve
velkém meéfitku pouzivan k syntézadm purinovych nukleosidli a nukleotid. Existuji dva

zpiisoby vedouci k syntéze 2,6-dichlorpurinu.’®

Prvnim je chlorace purinového kruhu, napt. xanthinu (3,7-dihydropurin-2,6-dion)

pomoci chloridu pyrofosforylu v utésnéné trubici pii vysokych teplotach nebo chloraci
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6-chlorpurinu, hypoxanthinu nebo jejich derivati chloridem fosforylu za refluxu
Vv ptitomnosti katalyzatoru fazového prenosu. Za snizené teploty lze vyuzit chlorace

2,6-dithiopurinu plynnym chlérem.™

Druhou cestu piedstavuje vystavba purinového kruhu derivaty barbiturové kyseliny
nebo pouziti 2,4-dichlor-5,6-diaminopyridinu jako zakladniho stavebniho materialu. Ani
jedna z téchto cest se praimyslové nevyuziva, a sice kvtli nizkym vytézkim, dlouhé reakéni

dob¢ a komplikované puriﬁkatci.12

Nejvice vyuzivanou je prumyslova vyroba 2,6-dichlorpurinu chloraci xanthinu

s vyuzitim chloridu fosforylu jako chlora¢niho &inidla (Schéma 3)."

Schéma 3
o OH OH
)I \> \> béze NZ | N\> _Pocl; _ cr/\‘N‘\/\'| N\>
/K - )% N N
o N E CIJ N o
B i POCI,

Cl

OH o
N N XN
> POCl, NS o A\

z [ —— o

P4
al X N (0] N N
H | H

POCI,
(H3C)N N(CHj)2

baze = (H3C)2 N(CHa), @3

2.2 Metody syntézy purinovych ribonukleosidi

Je vSeobecné znamo, Ze sacharidy a glykokonjugaty hraji daleZitou roli v rlznych
biologickych procesech, vcéetné¢ virovych a bakteridlnich infekci, bunééném ristu
a proliferaci, v mezibunéné komunikaci 1 imunité. Je velmi obtiZzné ziskat dostatek
strukturaln€ dobfe definovanych sacharidl a glykokonjugatt, které se vyskytuji v prirode

v nizkych koncentracich.'?
Proto syntézy nukleosidii neprobihaji podle univerzalniho klice. Tudiz je kazda syntéza
svym zpusobem unikatni a vyzaduje specidlni pozadavky na podminky, cinidla

a katalyzatory.
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Sacharidy obsahuji velky pocet funk¢nich skupin a musi byt rozliSeny tak, aby bylo

dosazeno pozadované chemoselektivity a regioselektivity.

Glykosylové donory a akceptory lze spojit pres a-glykosidovou nebo B-glykosidovou
vazbu. Vznikaji anomerni smési, které nemohou byt pouzity pro testovani biologicky

aktivnich latek. Problém nastdva u samotné syntézy i u konecné puriﬁkace.13

Stereoselektivni tvorba glykosylové vazby je ovlivnéna mnoha faktory, jako jsou
odstupujici skupiny, rozpoustédla, aktivacni systémy, podminky reakce, ale co je
nejdilezitéj$i — chranici skupiny donoru a akceptoru. Obvykle se chranici skupina zavadi
do molekuly docasn¢, jako nahrada funkéni skupiny, jejiz stabilita se neslucuje
s podminkami reakce, pusobenim dalSich c¢inidel nebo chemickym prostfedi. Druh
chranicich skupin urcuje druh funkénich skupin. Chranici skupiny mohou bé&hem
glykosyla¢nich reakci zvysit nebo snizit reaktivitu komponent nebo urcovat stereochemii

vyslednych sloucenin po glykosylaci.13

Skupina 2-O-acylova se obvykle voli pfi reakcich, jejichz produktem maji byt
1,2-trans-glykosidy, zatimco 2-O-etherové chranici skupiny Se pouzivaji pii syntéze
1,2-cis-glykosidi. Reakce mohou vést ke vzniku glykosidi se S$patnou anomerni

selektivitou.™

Pti syntéze ribonukleosidil je cukerna slozka reprezentovana ribdzou, jejiz hydroxyloveé
skupiny mohou byt chranény napf. benzoylovymi, acylovymi, tosylovymi nebo
halogenovymi skupinami. Piiklady bézné pouzivanych typt chranéné ribozy jsou uvedeny
na Obrazku 5.

O _Rr O _R O R
BZOA<—J’ AcoAg Tsow
BZOS ///OBz AcO OAc TsO OTs
R = ClI, Br, OAc

rrrrr

Je dulezité, aby v poloze C2 ribozy byl reaktivni substituent, ktery reakci s kyselym
atomem vodiku v poloze N9 purinového kruhu umoziuje vznik karbokationtu. Tento
kladné€ nabity karbokation umoziuje ptfistup aniontu zaporné nabité purinové baze. Timto
zpusobem vznika vyhradné B-anomer (diriguje sacharid do prostoru pied rovinu

purinového skeletu).** Na Schématu 4 je uveden obecny postup glykosylace.™



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

Schéma 4
PO . PO . PO
.aktivator ———
PO”  Op ‘LG PO™  op PO™  op
- vznik oxokarbeniového iontu _

+
Poﬁ/\ PO
PO” op\__ HO Fo aini vazba (alfa)
(o) PO axialnl vazba (alta

PO 0
PO™  opP

OoP

ekvatorialni vazba (beta)
PO aktivator = Lewisova kyselina

PO 0] PO = chranici skupina
0 LG = odstupujici skupina
PO™  op
PO 2 _op

PO"  op

Cukerné slozky nukleosidll jsou neustale zkoumany pro velké mnoZstvi moznych tprav
pomoci riznorodych substituentii za vzniku latek, které maji vyznamné biologické

vlastnosti.’

2.2.1 Ribosylace
Metoda podle Koenigse a Knorra

Koenigsova-Knorrova metoda zahrnuje substituc¢ni reakci, do které vstupuje halogenid
glykosylu s alkoholem za wvzniku glykosidu. Predstavuje jednu z nejstarSich

a nejjednodussich glykosyla¢nich reakci. Na Schématu 5 je znazornéna Koenigsova-

. g, 15
Knorrova reakce peracetylované 3-bromribdzy.
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Schéma 5
OAc OAc
AcO 60 °C AcO
Br O‘R

V reakci zobrazené na Schématu 6 reaguje rtut'nata sil 6-chlorpurinu a chranéna ribdza.
Benzoylovana riboza se pfi teploté 60 °C vaze do polohy N3 purinového kruhu ve vytézku
36 %.1° Za katalyzy chloridem rtutnatym pii 130 °C dochazi k presmyku benzoylované
ribdzy do polohy N9 purinového skeletu (= 36 %)."’

Namisto rtutnatych soli se mohou pouzit soli stiibrné ve formé oxidd, uhli¢itani nebo
. o 1 M W ~r 14 . . . /4 14 A o /4 r
chloristant.’® Tato varianta se oviem pouziva jen v minimalni mife, a to z divodu nizké

rozpustnosti a vys$si polarity stiibrnych soli.’®

Schéma 6
Cl Cl
N
N NT ™ HgCl
k)t[ \> /\Q, 60 °C k)j; \> 1390 20 Ei
N ’/ N N
HgCI OBz OBz
o o,
"’/OBZ OBz
OBz OBz
(36 %)

Vyuziti této metody je ve skutenosti minimalni. Diivodem jsou malé vytézky a zbytek

rtuti v reakéni smési, kterda miize ovlivnit vysledky testi na biologickou aktivitu.™®
Metoda podle Helfericha a Schmitz-Hillebrechta

Vseobecnym principem této metody je reakce alkoholu s chranénym sacharidem
Vv pritomnosti organické baze a €inidla s charakterem Lewisovy kyseliny. Soucasti reakce je
i deprotekce chranicich skupin provadéna nejéastéji methanolatem sodnym v prostiedi

methanolu. V{se popsana reakce je znazorndna na Schématu 7.

Schéma 7

$—0
R-OH + OAc

:

Lewisova kyselina, baze O

OAcC OAc
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Na Schématu 8 je popsana reakce 6-chlor-9H-purinu s plné acetylovanou ribézou pii
150 °C v ptitomnosti p-toluensulfonové kyseliny (p-TSA). Vznikajici meziprodukty spolu

reaguji za vzniku pozadované slouceniny ve vytézku 54 %.

Nutno podotknout, Ze pii této reakci nedochazi k anomerizaci na atomu uhliku C2
ribdzy. Naopak pouzitim ZnCl,, prodlouzenim reak¢éni doby a zvySenim teploty reakce
kon¢i zménou (inverzi) konfigurace. U této metody je vyhodou moznost vyuziti plné

acetylované rib()zy.16

Schéma 8
cl o o .
o}

N OAc g \
VY o~y et Ny T
NN AcG  OAc 150 °C NTN AG O

- CH;COOH

Cl
NN
wﬁ >
N N
WOAC
o .
“OAc
OAc
(54 %)

Metoda podle Vorbriiggena
Tato metoda popisuje reakce silylovanych heterocyklickych bazi s peracetylovanymi

cukry v pritomnosti Lewisovy kyseliny. Ziskavaji se pfirodni p-nukleosidy.'® Vyhodou je,

7e po piidani vody do reakéni smési se silylaéni Ginidlo ihned rozpada.’

Na Schématu 9 je znazornéna syntéza, v niz nejprve 6-chlor-9H-purin reaguje
s prebytkem bis(trimethylsilyl)acetamidu (BSA), ¢imz dochazi k aktivaci polohy N9
purinového kruhu. Ve druhém kroku se pfidda chranéna riboza a trimethylsilyl
trifluormethansulfonat (TMSOTT). Reakce je ukoncena ptidanim vody. % V porovnéni

s reakci na Schématu 6 (36 %), jsou vytézky znatelné vyssi (87 %).
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Schéma 9
_ _ BZO/\G/OAC
cl cl cl
N N BzO OBz N
N| h \> BSA (2 ekviv), CH;CN le S S CHZCN, TMSOTf le o S
KN/ N 75°C, Ar,6 h N” TN CH, 75°C,Ar,2h N” N
H H C’Si\ \\OBZ
3 CH3 O -
”/OBZ
OBz
(87 %)

2.2.2 Deprotekce

Pfi syntéze ribonukleosidu je finalnim krokem deprotekce funkénich skupin ribozy, coz
znamena odstranéni chranicich skupin za opé&tovného ziskani skupin hydroxylovych.
Chranici skupiny by mély byt lehce odstranitelné a nemély by negativné interagovat
s finalnimi latkami. Na Schématech 10 — 12 jsou uvedeny tii bézné¢ pouzivané zpisoby

provedeni deprotekce purinovych slou¢enin.

Schéma 10 znazornuje debenzoylaci ribdzy pomoci methanolatu sodného v metanolu za

laboratorni teploty.21

Schéma 10
NH, NH,
N N
NZ | \> CH;ONa*, CHy0H N7 | \>
k\N N rt,16 h K\N \
o)
BzO~ HOw-
OBz \ OH
826 HO

87 %

Na Schématu 11 je popsana debenzoylace modifikované ribézy nesouci na atomu
uhliku C3 ribozy atom fluoru. V tomto ptipad¢€ je rovnéz chranéna amino skupina v poloze
C2 purinového kruhu, a sice acylovou skupinou.?” Jedna se tak zaroveii o deacetylaci

a debenzoylaci pomoci amoniakem nasyceného methanolu.?
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Schéma 11
0 (@]
N
N HN
HN \
) I
\ NH3, CH3OH NS N
AcHN” °N” N T HoN™ N
(@]
F ? F
A OBz 5 OH
Bzd HO
70 %

Na Schématu 12 je ilustrovana deprotekce chranéného 7-deazapurinového nukleosidu

pomoci 90% kyseliny trifluoroctové za laboratorni teploty.?*

Schéma 12
NH, | NHy
N 2
k\N N 20 min, r.t. \N N
O o HOw" ©

F : F
\'\6 HO
21 %

2.3 Nukleofilni aromatické substituce do polohy 6 purinového kruhu

2.3.1 ,Klasické“ metody nukleofilni substituce s tvorbou vazby C-N

Nukleofilni aromaticka substituce (nejcastéji halogenu) predstavuje jeden z nejcastéji
vyuzivanych principt zavadéni amind do polohy C6 na purinovém Kruhu, pficemz dochazi
k tvorbé vazby C-N. Jako piiklad Ize uvést reakci 6-chlor-9H-purinu s benzylaminem
v ptitomnosti EtzN jako baze, kdy jako rozpoustédlo byl pouzit DMF. Reakce byla
provadéna pii teploté 80 °C po dobu necelych 5 hodin a pozadovany produkt byl ziskan

v relativng vysokém vyt&zku 73 % (Schéma 13).%
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Schéma 13

Cl HN
Xx—N i NN
k > . gNHZ EtsN (1,1°ekvw) _ l)l N

DMF, 80 °C, 5 h NN
H H

2.3.2 Palladiem katalyzované substituce podporujici vznik vazby C-C

V piipad¢ purinového kruhu se nejvice vyuziva nukleofilni substituce atomu chloru
v poloze C6 purinu. Na Schématu 14 je popsana nukleofilni aromaticka substituce
halogenu v poloze 6 purinového kruhu na 7-deazapurinovych ribonukleosidech. Tato

syntéza byla pouZita k pripravé latek aktivnich proti Mycobacterium bovis.®

Schéma 14
CI
k d(OAc),, TPPTS, Na,CO4
B(OH), CH3;CN/H,0, 100 °C
HQO e
) OH HOw- O
HO \ OH
HO
TPPTS = trisodna sul trifenylfosfintrisulfonové kyseliny

Pd(OAc), = octan palladnaty 26 9%
0

dibenzo[b,d]furan-4-ylboronova kyselina
0]

B(OH),

Reakce na Schématu 15 je jedna z palladiem katalyzovanych Suzuki-Miyaura cross
couplingovych reakci.?” Skupina profesora Hocka pouzila pii syntéze 7-halogenovanych
6-methyl-7-deazapurinovych ribonukleosidi nebo 6-arylpurinovych ribonukleosidi jako
katalyzator tetrakis(trifenylfosfin)palladium (Pd(PPhs)s).?® Vychozimi latkami reakce
jsou 6-halogenpurin a arylborita nebo alkenylborita kyselina. Produkt reakce byl ziskan
v dobrém vytszku (80 %).%
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Schéma 15
F
Cl =
N 7 N
N7 N
IR IS . K,CO3, Pd(PPhy), IR IS
H,N~ N7 N toluen H,NT N7 R
_Bo
ACO""' O HO OH ACO“"' O
\ OAc \ OAc
A06 A06
80 %

Dal$im pouzivanym palladiovym katalyzatorem je chlorid palladnaty, ktery tvofi
s trifenylfosfinem komplexni slouceninu, ze které redukei vznika aktivni komplex.*® Dgje

se tak v prebytku trialkylamind, organokovii nebo fosfint.*

2.4 Nové poznatky ve vyzkumu biologicky aktivnich purinovych latek

a ribonukleosida

Moderni technologie a pokroky v modifikacich znamych syntéz umoziuji efektivné;si
pfipravu biologicky aktivnich latek na bazi purinovych nukleosidl, ale 1 jinak
substituovanych purinti. Takové latky lze nalézt témét v kazdé skupiné léciv. Nize je
zminéno ne¢kolik vyznamnych biologicky aktivnich latek s potencialem ke schvaleni
Vv pokrocilych schvalovacich fizenich a kone¢né patentové registraci 1é€iva. Jsou jimi napft.

roscovitin nebo Ad-ASM.

2.4.1 Antituberkulotika

Podle Snasela®® se pfi syntéze rozmanitych derivatd  7-substituovanych
7-deazaribonukleosidi zjistilo, Ze derivaty obsahujici Vv této poloze relativné objemné
substituenty mohou u¢inng inhibovat adenosin kinazu (ADK) v bakteriich Mycobacterium
tuberculosis a zaroven nejsou nebezpecné pro cloveka, nebot’ lidskou ADK neinhibuji.
Bylo zjisténo, Ze tyto slouceniny, jejichz strukturni vzorce jsou uvedeny na Obrazku 6,
vykazuji inhibi¢ni G¢inek pifi koncentracich ICsg Vv fadech nanomold. Podle autor byly

tém&F viechny latky inhibiéné aktivni proti bakteriim Mycobacterium bovis.?®
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Obrazek 6: Strukturni vzorce ucinnych antituberkulotik.

2.4.2 Inhibitory cyklin-dependentnich kinaz

Cyklin-dependentni kinazy (CDK) jsou dulezité pii regulaci bunééného cyklu,
transkripci, diferenciaci bunék nebo vyvolani apoptdézy (usmrceni buiky). Jsou
pfedstaviteli jedné z dualezitych skupin potencialnich budoucich cili modernich
cytostatickych 1éCiv, protoze je jejich aktivita v mnohych onemocnénich néjakym
zpusobem naruSovana. V soucasné dobé jiz probihd klinické testovani Gc¢innosti nékolika
latek inhibujicich CDK. Princip jejich protinddorové cytotoxické aktivity neni ale zatim

zcela rozlusten.

Slouceniny jako jsou 2,6,9-trisubstituované derivaty purinu jsou jedny z nejstarSich
inhibitori CDK. Mezi takové slouceniny patii napf. olomoucin, jehoZz cytostatické
pusobeni neni nijak ohromujici, avSak jeho dal§i vlastnosti jsou dobfe vyuzitelné.
Olomoucin vykazuje silné antimitotické ucinky a snadnou modifikovatelnost struktury.
Tyto vlastnosti ptivedly védce k myslence na prozkoumani dalSich substituovanych purinii
ve snaze naleznout latky podobné olomoucinu. Podafilo se syntetizovat latky roskovitin
a bohemin, které jsou analogy olomoucinu s dvacetkrat vy$sim inhibi¢nim a¢inkem, nez
ma samotny olomoucin. Tyto latky maji specifictéjsi ucinky a véEtsi moznosti vyuZiti
Vv klinické praxi. Do této skupiny patii také purvalanol A, ktery zastavuje mitozu v lidskych
bunkach vazivové tkané a inhibuje CDK1 a CDK2. Roskovitin a purvalanol A jsou ve
2. tazi klinického testovani. Struktury vybranych nizkomolekularnich inhibitordt CDK jsou

znazornény na Obrazku 7.3
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Obrazek 7: Strukturni vzorce vybranych inhibitori CDK.

2.4.3 Cytostatika

Na Obrazku 8 jsou znadzornény syntetické derivaty pfirodnich asmarint, které byly
nalezeny v pobieznich oblastech Rudého mote v houbach rodu Raspailia. Vyznacuji se
nanomolarni cytotoxickou aktivitou proti sedmi nadorovym bunéénym liniim. Tyto latky
jsou strukturné¢ odvozeny od N-hydroxypurin diazepinu, ktery ma roli farmakoforu (¢ast
molekuly, kterda nese farmakologicky 0c¢inek). Minimalni inhibi¢ni koncentrace jsou

uvedeny v Tabulce 2.1

Tabulka 2: Koncentrace vybranych latek proti nadorovym bunéénym liniim.

Ad-ASM BiPh-ASM
Bunééné linie 1
¢ [nmol-1"]
MDA-MB 231 511 455
MCF 7 455 312
HEK 293 455 295
HL60 199 270
Hela 714 572
JurKat 472 471
HT29 607 590

MDA-MB 231 — prsni adenokarcinom; MCF 7 — karcinom prsu; HEK 293 — embryotické
ledvinové bunky; HL-60 — lidskd myeloidni leukémie; HeLa — délozni adenokarcinom; JurKat —
akutni lymfaticka leukémie; HT29 — kolorektalni adenokarcinom.
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Obrazek 8: Vybrané synteticky pfipravené derivaty asmarinu.

Pii pripravé umélych derivatt asmarinu se vychazelo z molekul ptirodnich Asmarini A
a B (Obrazek 9), ve kterych byl mimo N-hydroxypurin diazepinového farmakoforu
identifikovano dalsi biologicky aktivni jadro, a sice substituovany klerodanovy skelet. Diky
druhému farmakoforu jsou inhibi¢ni koncentrace nizsi (ICsp = 120 nM) nez u synteticky
ptipravenych molekul na bazi asmarinti. Nicmén¢, vzhledem k relativné vzacnému vyskytu
moiskych hub rodu Raspailia je volena strategie syntézy novych latek, pied ziskavanim

vysoce biologicky aktivnich latek z danych hub.

Asmarin A Asmarin B
IC50 = 120 nM (HT-29)

Obriazek 9: Vybrané piirodni derivaty asmarinu.
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1. PRAKTICKA CAST
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3 PRISTROJE A VYBAVENI

Teploty tani (t) byly méfeny na pfistroji Biichi Melting Point B-540 a nejsou
korigovany. Elementarni analyzy (C, H, N) byly provadény na piistroji Flash EA 1112
Automatic Elemental analyzer (Thermo Fischer Scientific). TLC analyzy byly provadény
na deskach typu TLC Silica gel 60F254 firmy Merck KgaA. Pouzit¢ mobilni faze:
CHCIS/EA (7/3, viv), CHCI3/MeOH (5/1, viv), CHCI3/MeOH (8/1, v/v), CHCIl;/MeOH
(12/1, viv), EA/MeOH (8/1, viv), CHCI3/EtOH (19/1, viv), PE/EA (1/1, viv), PE/EA (4/1,
viv), PE/EA (8/1, v/v). NMR spektra byla mérena na pristroji Bruker Avance 500 pfi
frekvenci 500,13 MHz (*H) a 125,77 MHz pro (**C). Jako interni standard bylo pouzivano
rozpoustédlo (*H: 8(rezidualni CHCl3) = 7,27 ppm; 8(DMSO-ds) = 2,50 ppm; 3C:
O(CDCls) = 77,23 ppm; 3(DMSO-ds) = 39,52 ppm. Pfi interpretaci protonovych spekter
bylo pouzito nasledujicich zkratek: s (singlet), d (dublet), t (triplet), m (multiplet).
Infracervena spektra byla métena na pristroji iS 10, Smart omni — Transmission nebo
Spektrometr FTIR ALPHA — T, Bruker v podobé KBr tablet. Pti vypisovani spekter byly
pouzity nasledujici zkratky znacici intenzitu absorbéniho pasu: w (slabd), m (stiedni),
S (silnd), pfipadné také jeho Sitku: b (Siroky pas). Kvantitativni analyza reakénich smési
byla méfena na plynovém chromatografu s hmotnostni detekci Shimadzu GCMS-QP2010
vybavenym kvadrupdlovym hmotnostnim analyzatorem. Chromatograficka kolona:
Equity-1 (30 m; 1 mm); nosny plyn: helium (konstantni pritok 203 cm-s™); teplotni
program: 100 °C/7 min, 25 °C/min zvySeni na teplotu 250 °C, ktera byla drzena patticné
dlouhou dobu; teplota nastfiku: 250 °C; iontovy zdroj: 200 °C, 70 eV. Pfi vypisovani
hmotnostnich spekter byly brany v ivahu signaly s relativnim zastoupenim alesponn 5%
(neplati pro molekulové ionty). Charakterizace vybranych fragmenti pozorovanych v
hmotnostnich spektrech je uvadéna v zavorce za hodnotou m/z. ESI-IT-MS analyzy byly
provadény na hmotnostnim spektrometru s iontovou pasti amaZon X (Bruker Daltonics)
vybaveném elektrosprejovym ioniza¢nim zdrojem. VeSkera méfeni byla provedena v
pozitivhim a negativnim moddu. Do iontového zdroje byly vzorky ptivadény v podobé
roztoku CHsOH/H,O (1/1, v/v) o koncentraci 0,5 pgml” kovovou kapilarou pfi
konstantnim pratoku 3 pl-min™. Ostatni parametry byly nasledujici: napéti na
kapilafe: -4,2 kV; teplota susiciho plynu (220 °C); pritok susiciho plynu (6 dm* min™);
tlak rozprasovaciho plynu (55,16 kPa). Jako suSici a rozprasovaci plyn byl pouzit dusik.

Piipadné¢ dalSi parametry byly optimalizovany béhem jednotlivych experimentd.
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Tandemova hmotnostni spektra byla, po izolaci piislusného iontu, méfena pomoci kolizi
indukované disociace (z angl. collision-induced dissociation, CID). Jako kolizni plyn bylo
pouzito helium.

Vsechny pouzité reaktanty, ¢inidla a rozpoustédla byly zakoupeny z komer¢nich zdroji

a nadale nebyly nijak dodatecné Cistény.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 32

4 SYNTEZA 1-ADAMANTYLEM SUBSTITUOVANYCH
AROMATICKYCH AMINU

4.1 Nitrace adamantyl(fenyl)methanonu

Ve 25 cm® baiice byla piipravena nitraéni smés sestavajici z H,SO4 (270 pl; 0,01 mmol)
a HNO; (5,54 cm®; 0,13 mol). Do reaktoru vychlazeného pomoci kryostatu na -15 °C bylo
pipetovano 13,5 cm® acetanhydridu (0,14 mmol), k némuz byla za stalého chlazeni po
kapkach pfidavana nitra¢ni smés (cca 30 minut). Poté byl do vzniklého roztoku opatrné
ptidan piislusny 1-adamantyl(fenyl)methanon (1,35 g; 5,6 mmol), ktery byl rozpustén
v 8,1 cm® acetanhydridu (0,09 mmol). Poté byla reakéni smés za stalého chlazeni michana
dalsich 30 minut, pfi¢emz jeji prub&h byl monitorovan pomoci TLC. Po uplném zreagovani
vychoziho ketonu byla reakéni smés nalita na ledovou tiist. Vodna faze byla extrahovana
5 x 20 cm® diethyletheru (DEE). Spojené organické podily byly promyty 4 x 20 cm® K,COs
(1,16 M vodny roztok), suseny pies noc nad K,COj3; a poté odpafeny na rotacni vakuové

odparce (RVO).
(1-Adamantyl)(3-nitrofenyl)methanon (3)

Surovy produkt byl ziskan ve vytézku 4,19 g (72 %). Titulni latka byla ziskana po
¢isténi sloupcovou chromatografii (silikagel, petrolether/ethyl-acetat, 8/1, v/v) v podobé
bezbarvé pény ve vytézku 1,11 g (19 %); t; = 79-83 °C.

IR (KBr): 3101 (W), 2913 (s), 2892 (s), 2849 (s), 1667 (s), 1610 (M), 1525 (s), 1468 (W),
1450 (w), 1345 (s), 1270 (m), 1223 (m), 1177 (w), 1807 (m), 996 (m), 910 (m), 879 (m),
827 (m), 809 (m), 730 (s), 710 (s), 672 (m), 646 (w) cm™. GC-MS: (tz = 22,03 min);
m/z (%): 285 (M", <1), 136 (AdH, 11), 135 (Ad, 100), 107 (8), 93 (15), 79 (14), 67 (6).

(C17H19NO3) vyp. slozeni: 71,56 % C; 6,71 % H; 4,91 % N
exp. slozeni: 71,54 % C; 7,01 % H; 4,77 % N
(1-Adamantyl)(4-nitrofenyl)methanon (4)
Surovy produkt byl ziskan ve vytézku 4,19 g (72 %). Piecistény produkt byl ziskan po
¢isténi sloupcovou chromatografii (silikagel, petrolether/ethyl-acetat, 8/1, v/v) v podob¢
bezbarvé pény ve vytézku 1,17 g (20 %); t; = 126131 °C.
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IR (KBr): 2905 (s), 2851 (s), 2361 (W), 1688 (s), 1600 (m), 1522 (s), 1454 (m), 1347 (s),
1273 (m), 1242 (m), 1180 (w), 1103 (w), 990 (m), 932 (m), 855 (s), 829 (m), 809 (m),
713 (m), 696 (M), 664 (W), 568 (W), 468 (W) cm™. GC-MS: (tg = 22,88 min); m/z(%): 285
(M*, <1), 136 (AdH, 11), 135 (Ad, 100), 120 (14), 107 (8), 93 (16), 79 (15) 67 (7).

(C17H19NO3) vyp. slozeni: 71,56 % C; 6,71 % H; 4,91 % N
exp. slozeni: 71,49 % C; 6,94 % H; 4,83 % N

4.2 Reakce 1-adamantyl(nitrofenyl)ketont s ethan-1,2-dithiolem

Ve 100 cm® baiice byl rozpustén prislusny (1-adamantyl)(nitrofenyl)methanon (1,0 g;
3,5mmol) v 17 cm® dichlormethanu. Do vzniklého roztoku byl pfidan ethan-1,2-dithiol
(398 pul; 4,75 mmol). Reak¢éni smés byla nasledné za chlazeni smési voda/led/NaCl
michéna po dobu 40 minut. Poté byl po kapkéch pfidan BF3-Et,O (1,1 cm®; 0,19 mmol)
areakéni smés byla michana pfi laboratorni teplot¢ po dobu 2 hodin, pficemz pribéh
reakce byl monitorovan pomoci TLC. Reakéni smés byla zfedéna cca 20 cm’® CH,Cl,,
organicka faze byla promyta 3 x 10 cm® 10% vodného roztoku NaOH a 2 x 20 cm?
nasycen¢ho roztoku NaCl a poté suSena pies noc nad Na;SO,. Po odpateni rozpoustédla na
RVO byl ziskan chromatograficky ¢isty produkt, ktery byl pouzit do dalsi reakce bez

nutnosti jakékoliv purifikace.
2-Adamantyl-2-(3-nitrofenyl)-1,3-dithiolan (5)

Titulni latka byla ziskana v podobé svétle zeleného krystalického prasku ve vytézku
1,10 g (89 %); t; = 178-181 °C.

'H NMR (CDClg): 6 1,55 (m, 6H, CH(Ad)); 1,78 (m, 6H, CHo(Ad)); 2,02 (m, 3H,
CH(Ad)); 2,97 (m, 2H, SCH*H®): 3,30 (m, 2H, SCH"H®); 7,40 (t, J=7,9 Hz, 1H, Ph);
8,14 (m, 2H, Ph); 8,69 (s, 1H, Ph) ppm. **C NMR (CDCl5): §28,9 (CH); 36,2 (CH,); 38,7
(CH,); 39,6 (CHy); 40,5 (C); 85,9 (C); 121,9 (CH); 125,5 (CH); 127,0 (CH); 136,5 (CH);
146,3 (C); 146,8 (C) ppm. IR (KBr): 2911 (s), 2850 (s), 1518 (s), 1420 (w), 1343 (s),
1304 (w), 1282 (w), 1103 (w), 979 (m), 839 (m), 812 (m), 730 (s), 686 (M), 616 (W) cm™.
GC-MS: (tr = 61,30 min); m/z(%): 361 (M*, <1), 210 (24), 196 (10), 136 (AdH, 12), 135
(Ad, 100), 107 (10), 93 (16), 81 (5), 79 (19), 77 (6), 67 (8), 41 (6).

(C19H23NO,S;)  vyp. slozeni: 63,12% C; 6,41 % H; 3,87 % N; 17,74 % S
exp. slozeni: 63,08 % C; 6,48 % H: 3,81 % N: 17,74 % S
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2-Adamantyl-2-(4-nitrofenyl)-1,3-dithiolan (6)

Titulni latka byla ziskana v podobé svétle zeleného krystalického prasku ve vytézku
1,23 g (97 %); t; = 190- 195 °C.

'H NMR (CDCl3): 61,48-1,62 (m, 6H, CH2(Ad)); 1,82 (m, 6H, CH(Ad)); 1,97 (m, 3H,
CH(Ad)); 3,01 (m, 2H, SCH”HP); 3,25 (m, 2H, SCH*H®); 7,99 (d, J = 9,0 Hz, 2H, Ph);
8,12 (d, J = 9,0 Hz, 2H, Ph) ppm. *C NMR (CDCl3): 528,6 (CH); 35,9 (CH,): 38,4 (CH,);
39,2 (CHy); 40,7 (C); 86,0 (C); 121,0 (CH); 131,5 (CH); 146,2 (C); 151,1 (C) ppm. IR
(KBr): 2930 (5), 2903 (s), 2844 (s), 1589 (M), 1514 (s), 1447 (w), 1400 (w), 1345 (s), 1307
(w), 1242 (w), 1110 (m), 978 (m), 852 (m), 809 (w), 728 (m), 696 (m), 502 (w) cm™. GC-
MS: (tz = 69,81 min); m/z(%):361 (M*, <1), 210 (9), 196 (18), 136 (AdH, 14), 135 (Ad,
100), 107 (9), 93 (15), 79 (18), 77 (5), 67 (8), 41 (6).

(C19H23NO,S;)  vyp. slozeni: 63,12 % C; 6,41 % H; 3,87 % N; 17,74 % S
exp. slozeni: 62,71 % C; 6,43 % H; 3,80 % N; 18,33 % S

4.3 Redukce nitrodithiolan na aminodithiolany

V 250 cm® barice byl piislusny 2-(1-adamantyl)-2-(3-nitrofenyl)-1,3-dithiolan (1,19 g;
3,28 mmol) rozpustén ve 100 cm® propan-2-olu. Do vzniklého roztoku bylo p¥idano 20 cm®
HCI/H,0 (1/1, viv) a praskové Zelezo (383 mg; 6,86 mmol). Dalsi porce praskového Zeleza
byly do reak¢ni smési ptidavany v okamziku, co byla ptredchozi porce spotfebovana a TLC
neindikovalo uplnou konverzi vychozi latky. Po ukonceni reakce byla reakéni smés
zalkalizovana 10% vodnym roztokem NaOH (80 cm®. Vodna faze byla néasledng
extrahovana DEE (7 x 20 cm3). Spojené organické podily byly promyty 20 cm?® nasycen¢ho
roztoku NaCl, vysuSeny nad siranem sodnym a odpafeny za vakua. Chromatograficky isty

produkt byl pouzit do dalsi reakce bez nutnosti jakékoliv purifikace.
2-(1-Adamantyl)-2-(3-aminofenyl)-1,3-dithiolan (7)

Titulni latka byla ziskana v podobé bezbarvych krystalki ve vytézku 1,1 g (97 %);
t= 231-235 °C.

'H NMR (DMSO-dg): §1,42-1,58 (m, 6H, CH,(Ad)); 1,75 (m, 6H, CH2(Ad)); 1,92 (m,
3H, CH(Ad)); 2,96 (m, 2H, SCH”H®); 3,23 (m, 2H, SCH”H®); 4,99 (bs, 2H, NH,); 6,40

(m, 1H, Ph); 6,80 (m, 1H, Ph); 6,87 (m, 1H, Ph); 6,91 (m, 1H, Ph) ppm. IR (KBr): 3444
(m), 2258 (m), 2901 (s), 2846 (s), 1616 (s), 1596 (s), 1484 (s), 1441 (s), 1356 (m), 1341
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(m), 1305 (m), 1277 (s), 1145 (w), 1103 (w), 978 (w), 867 (m), 779 (s), 746 (s), 701 (s)
466 (W) cm™L. GC-MS: (tg = 47,60 min); m/z(%): 331 (M*, 9), 198 (9), 197(12), 196(M"-
Ad, 100), 136 (AdH, 16), 135 (Ad, 11), 93 (9), 92(7), 79(10), 65(5).

(C19H25NS) vyp. slozeni: 68,83 % C; 7,60 % H; 4,22 % N; 19,34 % S
exp. slozeni: 68,37 % C; 7,63 % H; 4,22 % N; 19,81 % S
2-(1-Adamantyl)-2-(4-aminofenyl)-1,3-dithiolan (8)

Titulni latka byla ziskana v podobé bezbarvych krystalkt ve vytézku 0,96 g (88 %);
tr= 170-173 °C.

'H NMR (DMSO-dg): §1,41-1,57 (m, 6H, CH,(Ad)); 1,71 (m, 6H, CHz(Ad)); 1,91 (m,
3H, CH(Ad)); 2,92 (m, 2H, SCH”H®); 3,23 (m, 2H, SCH”H®); 4,99 (bs, 2H, NH,); 6,43
(d, J = 8,5 Hz, 2H, Ph); 7,28 (d, J = 8,5 Hz, 2H, Ph) ppm. IR (KBr): 3465 (m), 3417 (m),
3338 (m), 2900 (s), 2846 (s), 1621 (s), 1506 (s), 1448 (w), 1278 (m), 1162 (w), 1105 (W),
978 (w), 835 (m), 651 (m), 530 (M) cm™. GC-MS: (tr = 51,38 min); m/z(%): 331 (M*, <1),
198 (10), 197(12), 196(M*-Ad, 100), 136 (AdH, 21), 79(6).

(C19H25NS) vyp. slozeni: 68,83 % C; 7,60 % H; 4,22 % N; 19,34 % S
exp. slozeni: 67,56 % C; 7,58 % H; 4,17 % N; 19,53 % S

4.4 Desulfurizace aminodithiolanu

Priprava Raneyova niklu

Ve 100 cm® Erlenmayerové baiice bylo, za stalého michéani a chlazeni smési voda/led,
rozpuiténo 16 g (0,4 mol) hydroxidu sodného v 63 cm® H,O. Po 45 minutach bylo do
vzniklého roztoku opatrné ptidano 12,6 g Raneyova niklu (Ra-Ni) v pfiméfenych davkach
tak, aby dochazelo k vytvareni H,. Po pfidavku veSkerého Ra-Ni byla smés michana pii
laboratorni teploté po dobu 12 hodin. Zasadita suspenze byla poté promyvana destilovanou
vodou do neutralniho pH. Po neutralizaci byla smés promyta 10 x 10 cm® dioxanu a poté

jeste 3 x 10 cm?® dioxanu zbaveného vody pomoci béznych postupti.

Piislusny 2-(1-adamantyl)-2-aminofenyl-1,3-dithiolan (483 mg; 1,46 mmol) byl
rozpustén v 20 cm?® dioxanu. Po pridani 6,3 g Ra-Ni byla reak¢éni smés refluxovana pod
ochrannou argonovou atmosférou do té doby, neZ byla spotfebovana veskera vychozi latka
(monitorovano pomoci GC-MS). Poté byla reakéni smés zfiltrovana a do ziskaného filtratu

bylo pfidano 100 cm® destilované vody. Vodna faze byla nasledng extrahovéana 4 x 20 cm®
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CH,Cl,. Spojené organické podily byly promyty 20 cm® nasyceného roztoku NaCl,
vysuSeny nad Na;SO, a odpateny na RVO.

3-(1-Adamantylmethyl)anilin (11)
Titulni latka byla ziskana v podobé hnédého oleje ve vytézku 322 mg (77 %).

'H NMR (DMSO-ds): 61,44 (m, 6H, CHa(Ad)); 1,54 (m, 3H, CH,(Ad)); 1,62 (m, 3H,
CHa(Ad)); 1,90 (m, 3H, CH(Ad)); 2,18 (s, 2H, AdCH.Ph); 4,85 (s, 2H, NH,); 6,23 (d, 1H,
J=7,0Hz, Ph); 6,29 (m, 1H, Ph); 6,39 (m, 1H, Ph); 6,87 (t, 1H, J = 7,5 Hz, Ph) ppm. IR
(KBr): 3446 (s), 3351 (s), 3218 (W), 2900 (s), 2844 (s), 1617 (s), 1602 (s), 1490 (s), 1284
(m), 1168 (m), 784 (m), 717 (m), 698 (), 611 (W), 455 (M) cm™. GC-MS: (tg = 17,41 min);
m/z(%): 242 (6), 241 (M", 28), 136 (AdH, 7), 135 (Ad, 64), 107 (13), 106 (100), 93 (20),
91 (7), 81 (5), 79 (23), 77 (10), 67 (8), 55 (5), 41 (7).

(C17H23N) vyp. slozeni: 84,56 % C; 9,60 % H; 5,80 % N
exp. slozeni: 84,32 % C; 9,61 % H; 5,78 % N
4-(1-Adamantylmethyl)anilin (12)

Titulni latka byla ziskana v podob¢ hnédého oleje ve vytézku 269 mg (77 %).

'H NMR (DMSO-dg): 61,39 (m, 6H, CH,(Ad)): 1,51-1,59 (m, 6H, CH,(Ad)); 1,87 (m,
3H, CH(Ad)); 2,25 (s, 2H, AdCH.Ph); 4,68 (s, 2H, NH,); 7,29 (d, 2H, J = 8,5 Hz, Ph);
7,42 (d, 2H, J = 8,5 Hz, Ph) ppm. IR (KBr): 3447 (m), 3350 (s), 3219 (m), 2901 (s), 2845
(s), 1616 (s), 1604 (s), 1492 (s), 1283 (w), 1169 (m), 784 (m), 718 (m), 699 (s), 611 (W),
460 (M) cm™. GC-MS: (tr = 17,64 min); m/z(%): 242 (7), 241 (M", 35), 136 (AdH, 8), 135
(Ad, 71), 107 (18), 106 (100), 93 (18), 91 (6), 79 (22), 78 (11), 67 (8), 41 (7).

(Ci7H23N) vyp. slozeni: 84,56 % C; 9,60 % H; 5,80 % N
exp. slozeni: 84,49 % C; 8,96 % H; 5,64 % N
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5 SYNTEZA PURINOVYCH RIBONUKLEOSIDU

5.1 Chlorace hypoxanthinu

V batice 0 objemu 100 cm® byl rozpustén hypoxanthin (13; 1,27 g; 9,33 mmol)
v dimethylanilinu (DMA; 3,27 cm?®; 0,04 mmol). Vznikly roztok byl michan v ledové lazni
pii teploté 0 °C. Nasledné byl k reakéni smési ptikapavan POCl; (32 cm®; 0,35 mmol). Po
pridani veskerého POCI; byla reakéni smés michdna pfi teploté¢ 120 °C pod ochrannou
argonovou atmosférou. Po tfech hodinach byla reakce ukoncena (monitorovano pomoci
TLC). Z reakéni smési bylo na RVO odpateno rozpoustédlo a ziskany produkt olejovité
konzistence byl nalit na ledovou tfist,, pficemz po rozpusténi veskerého ledu bylo do smési
pridano 13 cm® NH4OH (0,56 mmol). Poté byla vodna faze extrahovana 3 x 20 cm® CHCls.
Spojené organické podily byly vysuSeny nad Na,SOy, bylo ponechano pies noc a odpaieno
na RVO. Do baiiky obsahujici surovy produkt bylo poté pfidano 10 cm® CH3CN. Vznikly
roztok byl pfiveden K varu pomoci horkovzdu$né pistole a zfiltrovan pies skladany filtr.

Ziskany filtrat byl odpafen na RVO.
6-Chlor-9H-purin (14)

Surovy produkt byl ziskan ve vytézku 837 mg. Titulni latka byla ziskana po cisténi
sloupcovou chromatografii (silikagel, chloroform/methanol, 5/1, v/v) v podobé Zlutého
krystalického prasku ve vytézku 731 mg (51 %); t; = >300 °C.

'H NMR (DMSO-ds): 68,67 (s, 1H, NC?*HN); 8,73 (d, 1H, J = 6,5 Hz, NC®HN); 13,90
(s, 1H, NH) ppm. *C NMR (DMSO-dg): §130,5 (C); 145,9 (CH); 148,6 (C); 151,5 (CH);
152,9 (C) ppm. IR (KBr): 3065 (5), 2805 (s), 2359 (M), 1604 (s), 1574 (s), 1490 (m), 1445
(m), 1391 (s), 1325 (s), 1285 (s), 1235 (s), 1144 (m), 989 (s), 925 (m), 850 (m), 640 (s),
604 (m), 508 (M) cm™. GC-MS: (tr = 13,43 min); m/z(%): 156 ((’C)M", 32), 155 (7), 154
((*Cl)M*, 100), 120 (6), 119 (85), 100 (7), 92 (23), 86 (5), 73 (23), 67 (5), 65 (18), 64 (6),
53 (7).

(CsH3CINg) vyp. slozeni: 38,86 % C; 1,96 % H; 36,25 % N
exp. slozeni: 38,83 % C; 1,97 % H; 36,29 % N
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5.2 Ribosylace 6-chlor-9H-purinu

Metoda A

V baiice 0 objemu 50 cm® bylo v 8 cm® bezvodého CHsCN rozsuspendovéano 100 mg
6-chlor-9H-purinu (0,65 mmol) a 653 mg 1-O-acetyl-3,4,5-tri-O-benzoyl-D-ribofurandzy
(15; 1,29 mmol). Vznikla suspenze byla michana pod ochrannou argonovou atmosférou pii
laboratorni teploté. Nasledné bylo do suspenze pies silikové septum nadavkovano 176 pl
trimethylsilylesteru kyseliny trifluorsulfonové (TMSOTf; 0,97 mmol), pficemz bylo
pozorovano rozpusténi vSech reaktanti. Priibéh reakce byl monitorovan pomoci TLC. Po
Spotfebovani vychoziho purinu (5 hodin) bylo do reakéni smési ptidano 25 cm® H,0 a byla
michana dalSich 30 minut za laboratorni teploty. Poté byla reakéni smés extrahovana
5x20 cm® ethyl-acetatu. Spojené organické podily byly promyty 20 cm® nasyceného
roztoku NaCl, vysuseny nad Na,SO,4 a odpafeny na RVO.

Metoda B

V batice 0 objemu 50 cm® byl ve 4 cm® CH3;CN rozsuspendovan 6-chlor-9H-purin
(100 mg; 0,65 mmol). Vznikla suspenze byla michana pod ochrannou argonovou
atmosférou pfti laboratorni teploté. Nasledné bylo ptes silikonové septum piidano 265 pl
bis(trimethylsilyl)acetamidu (BSA; 1,29 mmol) a vznikly roztok byl michan pfi teploté
75°C po dobu 6 hodin. Poté byly do reakéni smési piidany dalsi 3 cm® CHsCN
a 1-O-acetyl-3,4,5-tri-O-benzoyl-D-ribofuran6ézy (326 mg; 0,64 mmol). Dale bylo do
reakéni smési pies silikonové septum ptidano TMSOTS (116 pl; 0,65 mmol). Reakéni smés
byla dalsi 2 hodiny michana pfi teploté¢ 75 °C a poté 12 hodin za laboratorni teploty. Po
uplynuti této doby indikovalo TLC zreagovani veskeré vychozi latky. Do reakéni smési
bylo piidano 25 cm® H,0 a smés byla michana dalSich 30 minut za laboratorni teploty. Poté
byla reakéni smés extrahovana 7 x 20 cm® CHCls. Spojené organické podily byly promyty
20 cm® nasyceného roztoku NaCl, vysuseny nad Na,SO4 a odpateny na RVO.

6-Chlor-9-(2,3,5-tri-O-benzoyl-D-ribofuranosyl)-9H-purin (16)

Surovy produkt byl ziskan ve vyt&zku 716 mg (metoda A) a 436 mg (metoda B). Titulni
latka byla ziskana po ¢isténi sloupcovou chromatografii (silikagel, petrolether/ethyl-acetat,
1/1, viv) v podob¢ bezbarvé pény ve vytézku 269 mg (69 %, metoda A) a 315 mg (79 %,
metoda B); t; = 77-82 °C (metoda A), t; = 65-73 °C (metoda B).
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'H NMR (DMSO-ds): 54,71 (m, 1H, CH,(Rib)); 4,83 (m, 1H, CHy(Rib)); 4,92 (m, 1H,
CH(RIib)); 6,29 (t, 1H, J = 5,0 Hz, CH(RIb)); 6,51 (t, 1H, J = 5,0 Hz, CH(Rib)); 6,73 (d,
1H, J = 5,0 Hz, CH(Rib)); 7,49 (m, 6H, Ph); 7,67 (m, 3H, Ph); 7,97 (m, 6H, Ph); 8,66 (s,
1H, NC?HN); 8,95 (s, 1H, NC®HN) ppm. **C NMR (DMSO-dg): & 63,6 (CH.); 71,1 (C);
73,6 (C); 80,0 (C); 87,4 (C); 128,8 (CH); 129,0 (CH); 129,2 (CH); 129,2 (CH); 129,7
(CH); 129,9 (CH); 132,2 (CH); 134,0 (C); 134,4 (C); 134,5 (C); 147,1 (CO); 150,1 (CO);
151,7 (CO); 152,2 (C); 164,9 (C); 165,1 (C); 165,9 (C) ppm. IR (KBr): 3065 (w), 2925
(w), 1727 (s), 1593 (m), 1560 (m), 1491 (w), 1451 (m), 1267 (s), 1122 (s), 1094 (s), 1025
(m), 937 (m), 710 (s), 635 (M) cm™. ESI-MS m/z(%): 1219,1 [2-(*Cl)M+Na]* (11), 1196,8
[2-*Cl)M+H]" (10), 637,2 [(*°CHM+K]* (42), 621,2 [(*Cl)M+Na]® (100), 599,2
[(°C)M+H]" (46).

(C31H23CIN4Og)  vyp. slozeni: 60,54 % C; 3,77 % H; 9,11 % N
exp. slozeni: 62,02% C; 4,02% H; 8,54 % N

5.3 Nukleofilni substituce atomu chloru slouceniny 16

5.3.1 Reakce slou¢eniny 16 s anilinem
Metoda C

V 50 cm® batice bylo rozpusténo 100 mg 6-chlor-9-(2,3,5-tri-O-benzoyl-D-
ribofuranosyl)-9H-purinu (0,16 mmol) v 10 cm® propan-2-olu. Do vzniklého roztoku byl
ptidan triethylamin (45 ul; 0,33 mmol) a anilin (17; 30 ul; 0,33 mmol). Reak¢ni smés byla
refluxovana pii teplot¢ 150 °C pod chlorkalciovym nastavcem. Po 10 hodinach bylo
pomoci TLC zjisténo, ze vychozi purin jiz neni pfitomen Vv reakéni smési. Z reakéni smési

bylo odpateno rozpoustédlo na RVO.
Metoda D

V 50 cm® batice bylo v 10 cm® propan-2-olu rozpusténo 160 mg 6-chlor-9-(2,3,5-tri-O-
benzoyl-D-ribofuranosyl)-9H-purinu (0,26 mmol). Do vzniklého roztoku byl pfidan anilin
(17; 44 pul; 0,49 mmol). Reakéni smés byla refluxovana pii teplot¢ 150 °C pod
chlorkalciovym néstavcem. Po 14 hodinach bylo pomoci TLC zjisténo, Ze vychozi purin jiz

neni pfitomen v reakéni smési. Z reakéni smési bylo odpateno rozpoustédlo na RVO.
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N-fenyl-9-(2,3,5-tri-O-benzoyl-D-ribofuranosyl)-9H-purin-6-amin (18)

Surovy produkt byl ziskan ve vytézku 142 mg (metoda C) a 196 mg (metoda D). Cisty
produkt byl ziskan opakovanym ¢isténim surového produktu sloupcovou chromatografii
(silikagel, chloroform/ethanol, 19/1, v/v) a (silikagel, petrolether/ethyl-acetat, 1/1, v/v)
V podobé bezbarvé pény ve vytézku 66 mg (60 %, metoda C) a 100 mg (57 %, metoda D);
t= 85-90 °C (metoda C) a t; = 94-96 °C (metoda D).

'H NMR (CDCls): 6 4,71 (m, 1H, CHy(Rib)); 4,82 (m, 1H, CH,(Rib)); 4,89 (m, 1H,
CH(Rib)); 6,32 (t, 1H, J = 5,0 Hz, CH(RIb)); 6,56 (t, 1H, J = 5,0 Hz, CH(Rib)); 6,64 (d,
1H, J = 5,0 Hz, CH(Rib)); 7,07 (m, 1H, Ph); 7,35 (m, 2H, Ph); 7,46-7,53 (m, 6H, Ph); 7,66
(m, 3H, Ph); 7,90-8,02 (m, 8H, Ph); 8,33 (s, 1H, NC?HN); 8,58 (s, 1H, NC®HN); 9,97 (s,
1H, C°NHPh) ppm. *C NMR (CDCls): § 63,2 (CHy); 70,7 (C); 73,0 (C); 86,5 (C); 120,4
(C); 121,0 (C); 122,8 (C); 128,3 (CH); 128,6 (CH); 128,7 (CH); 129,2 (CH); 129,3 (CH);
133,4 (CH); 133,8 (CH); 133,9 (CH); 139,4 (CH); 141,2 (C); 149,1 (C); 152,2 (C); 164,5
(C); 164,6 (C); 165,4 (C) ppm. IR (KBr): 3369 (s), 3050 (m), 2925 (m), 2358 (w), 1727 (s),
1621 (s), 1583 (s), 1498 (m), 1477 (m), 1438 (m), 1378 (m), 1267 (s), 1178 (w), 1122 (s),
1070 (m), 1052 (m), 752 (m), 709 (s), 644 (m) cm™. ESI-MS m/z(%): 694,2 [M+K]* (16),
678,3 [M+Na]" (21), 656,2 [M+H]" (100).

(Cs7H20Ns07)  vyp. slozeni: 67,78 % C; 4,46 % H; 10,68 % N
exp. slozeni: 68,09 % C; 4,82 % H; 9,98 % N

5.4 Nukleofilni substituce 6-chlor-9H-purinu

5.4.1 Reakce slou¢eniny 14 s anilinem

V 50 cm® baiice bylo v 10 cm® propan-2-olu rozpus§téno 150 mg 6-chlor-9H-purinu
(0,97 mmol). Nasledn¢ byl do vzniklého roztoku pomoci mikropipety pfidan anilin (176 pl,
1,94 mmol) a reak¢ni smés byla michana pfi teploté 85 °C pod chlorkalciovym nastavcem.
Po 4 hodinach bylo podle TLC indikovano spotiebovani veSkeré vychozi latky. Po
vytemperovani reakéni smési na laboratorni teplotu byla pozorovéana tvorba sraZeniny,
ktera byla nasledn¢ odfiltrovana za snizeného tlaku a ziskany filtra¢ni kola¢ byl n€kolikrat
promyt ledovym propan-2-olem. Ziskany pevny podil byl vysuSen pii teplot¢ 60 °C.
Matec¢ny louh byl odpaten na RVO a ziskany olejovity produkt byl dale ¢istén pomoci

sloupcové chromatografie.
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N-fenyl-9H-purin-6-amin (20)

Titulni latka byla ziskana filtraci surového produktu v piitomnosti CHCI; v podobé
svétle zeleného krystalického prasku a dale byl produkt ziskan purifikaci mateéného louhu
sloupcovou chromatografii (silikagel, chloroform/methanol, 8/1, v/v) ve vytézku 173 mg
(86 %); t; = >250 °C.

'H NMR (CDCls, DMSO-dg): & 6,95 (t, J = 7,3 Hz, 1H, Ph); 7,29 (t, J = 7,6 Hz, 2H,
Ph); 7,93 (d, J = 7,6 Hz, 2H, Ph); 8,11 (s, 1H, NC?HN); 8,39 (s, 1H, NC®HN); 9,53 (s, 1H,
C®NHPh); 13,54 (s, 1H, N°H) ppm. *C NMR (CDCl;, DMSO-dg): & 117,8 (C); 119,9
(CH); 120,3 (CH); 122,0 (CH); 139,5 (CH); 139,7 (C); 151,0 (C); 151,3 (CH); 151,5 (C)
ppm. IR (KBr): 3355 (w), 3052 (m), 2607 (w), 1733 (w), 1650 (s), 1583 (s), 1500 (s),
1452 (s), 1390 (m), 1218 (w), 1160 (w), 960 (m), 908 m), 754 (s), 690 (m), 615 (m),
505 (m) cm™. GC-MS; (tr = 20,80 min); m/z(%): 212 (7), 211 (M", 56), 210 (100), 156 (5),
106 (7), 92 (10), 77 (19), 65 (8), 51 (9).

(C11HgN5) vyp. slozeni: 62,55 % C; 4,29 % H; 33,16 % N
exp. slozeni: 61,98 % C; 4,25 % H; 33,34 % N
5.5 Ribosylace N-fenyl-9H-purin-6-aminu
Metoda A

Reakce byla provedena dle obecného postupu, ktery je uveden v kapitole 5.4
z vychozich navazek: purin 20 (70 mg; 0,33 mmol), sacharid (485 mg; 0,96 mmol),
TMSOTT (132 pl; 0,73 mmol).

Metoda B

Reakce byla provedena dle obecného postupu, ktery je uveden v kapitole 5.4
z vychozich navazek: purin 20 (70 mg; 0,33 mmol), sacharid (167 mg; 0,33 mmol), BSA
(164 pl, 0,66 mmol), TMSOTT (60 ul, 0,33 mmol).

N-fenyl-9-(2,3,5-tri-O-benzoyl-D-ribofuranosyl)-9H-purin-6-amin (18)

Titulni latka byla ziskdna CciSténim surového produktu sloupcovou chromatografii
(silikagel, chloroform/ethyl-acetat, 7/3, v/v) v podobé bezbarvé pény ve vytézku 196 mg
(90 %, metoda A) a 38 mg (17 %, metoda B); t;= 86-90 °C (metoda A) a t; = 83-86 °C
(metoda B).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 42

Spektralni charakteristiky produkta ziskanych obéma pouzitymi metodami se shodovaly

s daty uvedenymi v kapitole 5.3.1.

5.6 Deprotekce slou¢eniny 18

371 mg slouceniny 18 (0,55 mmol) bylo rozpusténo v 10 cm® CH3;OH. Do vzniklého
roztoku byl pfidin methanolat sodny (100 ul; 0,1 mmol) areak¢éni smés byla pies noc
michana pfi laboratorni teploté. Po 16 hodinach byla podle TLC indikovana nepiitomnost
vychoziho purinu. Do reakéni smési bylo ptidano 5 cm® CHCl; a organicka faze byla

odparena na RVO.
N-fenyl-9-ribofuranosyl-9H-purin-6-amin (19)

Titulni latka byla ziskana po piecisténi sloupcovou chromatografii (silikagel,
chloroform/methanol, 5/1, v/v) v podobé bezbarvé pény ve vytézku 170 mg
(86 %); t; = 200204 °C.

'H NMR (DMSO-ds): 63,60 (m, 1H, CH,); 3,70 (m, 1H, CHy); 4,01 (m, 1H, CH); 4,20
(m, 1H, CH); 4,66 (m, 1H, CH); 5,22 (d, 1H, J = 4,7 Hz, CHOH); 5,29 (m, 1H, CH); 5,48
(d, 1H, J = 6,1 Hz, CHOH); 5,97 (d, 1H, J = 6,0 Hz, CHOH); 7,06 (m, 1H, Ph); 7,34 (m,
2H, Ph); 7,93 (m, 2H, Ph); 8,41 (s, 1H, NC?*HN); 8,54 (s, 1H, NC®HN); 9,91 (s, 1H,
C°NHPh) ppm. *C NMR (DMSO-ds): 6 61,6 (C); 70,6 (C); 73,7 (C); 85,9 (C); 87,9 (C);
120,4 (C); 120,9 (CH); 122,8 (CH); 128,4 (CH); 139,5 (CH); 140,7 (C); 149,4 (C); 151,9
(C); 152,2 (C) ppm. IR (KBr): 3334 (w), 3151 (m), 2921 (w), 1644 (s), 1589 (s), 1500 (s),
1479 (s), 1442 (m), 1216 (m), 1101 (s), 1060 (s), 983 (W), 784 (w), 750 (s), 632 (W) cm™.
ESI-MS m/z(%): 366,0 [M+Na]" (7), 344,1 [M+H]"* (100).

(C16H1705N,) vyp. slozeni: 55,97 % C; 4,99 % H; 20,40 % N
exp. slozeni: 55,87 % C; 5,01 % H; 20,51 % N
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6 SYNTEZA NOVYCH 6-SUBSTITUOVANYCH DERIVATU
PURINU

6.1 Reakce 6-chlor-9H-purinu s aromatickymi adamantylem

substituovanymi aminy

6.1.1 Reakce s 3-(1-adamantylmethyl)anilinem

Ve 25 cm® baiice bylo v 10 cm® propan-2-olu rozpusténo 100 mg 6-chlor-9H-purinu
(0,65 mmol) a 312 mg aminu 11 (1,29 mmol). Po 5 hodinach TLC indikovalo uplnou
konverzi vychozi latky. Rozpoustédlo bylo zreakéni smési odpateno na RVO
a k surovému produktu bylo pfidano 5 cm® methanolu. Surovy produkt byl zfiltrovan pres

fritu a filtra¢ni kola¢ byl promyt studenym propan-2-olem.
N-(3-(1-adamantylmethyl)fenyl)-9H-purin-6-amin (21)

Surovy produkt byl ziskan ve vytézku 310 mg. Titulni latka byla ziskana po piecisténi
krystalizaci v podobé svétle zlutého krystalického prasku ve vytézku 156 mg (67 %);
ty=280-282 °C.

'H NMR (DMSO-dg): 61,48 (m, 6H, CH,(Ad)); 1,54 (m, 6H, CH,(Ad)); 1,91 (m, 3H,
CH(Ad)); 2,37 (s, 2H, AdCH,Ph); 6,92 (d, 1H, J=7,7 Hz, Ph); 7,33 (t, 1H, J = 7,8 Hz,
Ph); 7,57 (m, 1H, Ph); 7,80 (d, 1H, J=9,2 Hz, Ph); 8,69 (s, 1H, NC?HN); 8,73 (s, 1H,
NC®HN); 11,32 (s, 1H, C°NHPh) ppm. *C NMR (DMSO-dg): 5 26,0 (C); 28,5 (CH); 37,0
(CH,); 42,3 (CHy); 50,9 (CH,); 119,5 (C); 123,8 (CH); 127,38 (CH); 128,5 (CH); 137,6
(CH); 138,9 (C); 143,6 (C); 149,2 (C); 150,3 (C) ppm. IR (KBr): 2904 (s), 2845 (s), 1653
(s), 1603 (s), 1497 (s), 1446 (s), 1392 (m), 1345 (w), 1270 (w), 1210 (w), 777 (m), 697 (W),
614 (m) cm™. ESI-MS m/z(%): 741,4 [2:M+Na]* (9), 719,3 [2-M+H]"* (3), 382,1 [M+Na]"
(9), 360,2 [M+H]" (100).

(Ca2H25Ns) vyp. slozeni: 73,51 % C; 7,01 % H; 19,48 % N
exp. slozeni: 73,14 % C; 6,95 % H; 19,21 % N
6.1.2 Reakce s 4-(1-adamantylmethyl)anilinem

Ve 25 cm® baiice bylo v 10 cm® propan-2-olu rozpusténo 50 mg 6-chlor-9H-purinu
(0,32 mmol) a 156 mg aminu 12 (0,65 mmol). Po 23 hodinach TLC indikovala tplnou
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konverzi vychozi latky. Rozpoustédlo zreakéni smeési bylo odpafeno na RVO
a k surovému produktu bylo ptidano 5 cm® methanolu. Surovy produkt byl poté zfiltrovan

pies fritu a filtraéni kola¢ byl promyvan studenym propan-2-olem.
N-(4-(1-adamantylmethyl)fenyl)-9H-purin-6-amin (22)

Surovy produkt byl ziskan ve vytézku 251 mg. Titulni latka byla ziskana po krystalizaci
Vv podobé¢ svétle zlutého krystalického prasku ve vytézku 52 mg (73 %); t; = 299-303 °C.

'H NMR (DMSO-ds): & 1,46 (m, 6H, (CH(Ad)); 1,54-1,65 (m, 6H, CH(Ad)); 1,92 (m,
3H, CH(Ad)); 2,35 (s, 2H, AdCH,Ph); 7,13 (d, 2H, J=8,5Hz, Ph); 7,74 (d, 2H,
J=8,5Hz, Ph); 8,59 (m, 2H, NCZ2HN+NC®HN); 10,81 (s, 1H, C°NHPh) ppm. IR (KBr):
3429 (w), 3125 (W), 2902 (s), 2848 (s), 1651 (s), 1604 (w), 1510 (s), 1434 (s), 1384 (s),
1315 (m), 1201 (s), 1129 (w), 856 (w), 605 (w) cm™. ESI-MS m/z(%): 741,4 [2-M+Na]*
(7), 719,2 [2-M+H]" (3), 382,1 [M+Na]* (11), 360,2 [M+H]" (100).

(C22H25Ns) vyp. slozeni: 73,51 % C; 7,01 % H; 19,48 % N
exp. slozeni: 73,01 % C,; 7,12 % H; 19,75% N

6.2 Reakce 2,6-dichlor-9H-purinu s aromatickymi adamantylem

substituovanymi aminy

6.2.1 Reakce s 3-(1-adamantylmethyl)anilinem

V 50 cm® batice bylo v 7 cm® propan-2-olu rozpusténo 100 mg 2,6-dichlor-9H-purinu
(27; 0,53 mmol) a 253 mg aminu 11 (1,05 mmol). Reakéni smés byla zahiivana na 80 °C
po dobu 10 hodin. Pomoci TLC byla po této dob¢ indikovana konverze veskeré vychozi
latky. Z reakéni smési bylo na RVO odpateno rozpoustédlo, surovy produkt byl poté
zfiltrovan pfes fritu. Mate¢ny louh byl odpafen a nasledné purifikovan sloupcovou

chromatografii.
2-Chlor-N-(3-(1-adamantylmethyl)fenyl)-9H-purin-6-amin (23)

Surovy produkt byl ziskan ve vytézku 323 mg. Titulni latka byla ziskana po filtraci
v piitomnosti CHCl3 a sloupcovou chromatografii (silikagel, chloroform/methanol, 12/1,
v/V) v podobe¢ zlutého krystalického prasku ve vytézku 97 mg (58 %); t;= 256-259 °C.

'H NMR (DMSO-de): 61,49 (m, 6H, CH2(Ad)); 1,54 (m, 6H, CH2(Ad)); 1,91 (m, 3H,
CH(AJ)); 2,33 (s, 2H, AdCH,Ph); 6,81 (d, 1H, J=7,7 Hz, Ph); 7,22 (t, 1H, J =78 Hz,
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Ph); 7,61 (m, 2H, Ph); 8,28 (s, 1H, NC®HN); 10,06 (s, 1H, C°NHPh) ppm. **C NMR
(DMSO-dg): & 26,0 (C); 28,6 (CH); 37,0 (CH,); 42,4 (CH,); 51,1 (CH,); 62,5 (C); 119,2
(C); 123,9 (CH); 126,1 (CH); 128,0 (CH); 138,4 (CH); 138,5 (C); 142,1 (C); 151,5 (C);
152,7 (C) ppm. IR (KBr): 3100 (w), 2903 (s), 2846 (s), 1637 (s), 1625 (s), 1577 (s), 1492
(s), 1425 (w), 1648 (m), 1317 (m), 1251 (m), 1179 (w), 1102 (w), 956 (m), 791 (w), 698
(w), 631 (w) cm™. ESI-MS m/z(%): 809,3 [2-(**ClI)M+Na]" (10), 432,1 [(*>CI)M+K]" (15),
416,1 [(*Cl)M+Na]" (19), 394,1 [(*°*Cl)M+H]" (100).

(C22H24CINs) vyp. slozeni: 67,08 % C; 6,14 % H; 17,78 % N
exp. slozeni: 67,31 % C; 6,03 % H; 17,49 % N

6.2.2 Reakce s 4-(1-adamantylmethyl)anilinem

Reakce byla provedena dle obecného postupu, ktery je uveden v kapitole 6.2.1
z vychozich navazek: purin 27 (80 mg; 0,42 mmol), amin 12 (167 mg; 0,85 mmol).

2-Chlor-N-(4-(1-adamantylmethyl)fenyl)-9H-purin-6-amin (24)

Surovy produkt byl ziskan ve vytézku 341 mg. Titulni latka byla ziskana po filtraci za
ptitomnosti CHCI3 a sloupcovou chromatografii (silikagel, chloroform/methanol, 12/1, v/v)
v podobé¢ zlutého krystalického prasku ve vytézku 121 mg (58 %); t; = 294297 °C.

'H NMR (DMSO-dg): 61,44 (m, 6H, CH,(Ad)); 1,53 (m, 6H, CH,(Ad)); 1,90 (m, 3H,
CH(Ad)); 2,32 (s, 2H, AdCH,Ph); 7,01 (m, 2H, Ph); 7,07 (m, 2H, Ph); 8,36 (s, 1H,
NC®HN); 10,19 (s, 1H, C°NHPh) ppm. *C NMR (DMSO-ds): §26,0 (C); 28,6 (CH); 37,0
(CH,); 42,3 (CH,); 50,3 (CH,); 62,5 (C); 120,5 (C); 130,9 (CH); 133,2 (CH); 137,2 (C);
141,4 (C); 151,8 (C); 152,8 (C) ppm. IR (KBr): 3107 (w), 2902 (s), 2844 (m), 1624 (s),
1594 (s), 1509 (s), 1466 (w), 1349 (m), 1315 (m), 1231 (m), 1155 (w), 965 (m), 808 (W),
606 (w) cm™. ESI-MS m/z(%): 809,3 [2-(*C)M+Na]* (12), 432,1 [(*C)M+K]" (22),
416,1 [(*°*Cl)M+Na]" (40), 394,1 [(*°*Cl)M+H]" (100).

(C22H24CIN5) vyp. slozeni: 67,08 % C; 6,14 % H; 17,78 % N
exp. slozeni: 67,32% C; 6,10 % H; 17,11 % N
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7 PRIPRAVA 1-ADAMANTYLEM SUBSTITUOVANYCH
AROMATICKYCH AMINU

V této kapitole bude popsana jak série syntéz, ktera vedla K ptipravé aromatickych

aminu nesoucich adamantylovy skelet, tak i nezdafené reakce s prislusnym komentarem.

7.1 Nitrace adamantyl(fenyl)methanonu

Acetanhydrid byl pipetovan do reaktoru, ktery byl vychlazen kryostatem na -15 °C.
PoZadované nitroketony (latky 3 a 4, Schéma 16) byly syntetizovany pomoci piipravené
nitracni smési, ktera byla opatrné davkovana do reaktoru. S kazdou kapkou nitra¢ni smési
stoupala i teplota v reaktoru, tudiz byla vyzadovana vysoka opatrnost pti davkovani. Po
pfidani poloviny nitracni smési byl pozorovan teplotni skok z -15 °C na 0 °C. Po
nadadvkovani nitraéni smési byla opatrné davkovana vychozi latka rozpusténa
Vv acetanhydridu. Po 30 minutach od ptfidani posledni kapky byla podle TLC detekovana
plnd konverze vychozi latky. Reakéni smés byla extrahovana diethyletherem (DEE),
organicka faze byla vysusSena a odpafena na RVO. Analyzou GC-MS surového produktu
bylo zjisténo, ze obsahuje vSechny tfi mozné regioisomery, tedy ortho-, meta- a para-,
pfi¢emz jejich zastoupeni v surovém produktu ¢inilo, dle GC-MS, 16, 19 a 20 %. Surovy
produkt byl piecistén sloupcovou chromatografii (silikagel, petrolether/ethyl-acetat, 8/1,
v/v), pri¢emz byly vyizolovany latky 2 (16 %), 3 (19 %) a 4 (20 %).

Schéma 16

= |
ACOZ, HNO3, H2SO4‘ |—N02
-15 °C, 30 min X
o) o

1 2 ortho (16 %)
3 meta (19 %)
4 para (20 %)

Nutno podotknout, Ze pro potieby této diplomové prace bylo dale pracovano pouze
s ketony obsahujicimi nitroskupinu v poloze meta (3) a para (4). To je také duvodem

absence slouceniny 2 nejen v experimentalni ¢asti, ale také ve zbylé ¢asti rukopisu.
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7.2 Reakce nitroketonu s ethan-1,2-dithiolem

Slouceniny 3 a 4 byly nasledn¢ pouzity K pfipravé nitroketonit 5 a 6 nesoucich
protektivni dithiolanovou skupinu (Schéma 17). K vychozi latce rozpusténé v CH,ClI, byl
ptidan ethan-1,2-dithiol a reak¢ni smés byla michana v ledové lazni po dobu 30 minut.
Poté byl pfidan etherat fluoridu boritého (BF3-Et,0O) a byla odstranéna ledova lazen. Po
2 hodinach TLC indikovala konverzi veSkeré vychozi latky. Reakéni smés byla
alkalizovana hydroxidem sodnym a promyta CH,Cl,. Organicka faze byla vysuSena
uhli¢itanem draselnym a rozpoustédlo bylo odpaieno na RVO. Pozadované nitrodithiolany
5 a 6 byly ziskany ve vysokych vytézcich 89 % a 97 % v Cistoté nevyzadujici jakoukoliv
naslednou purifikaci. Struktura slou¢enin 5 a 6 byla navrzena pomoci bézné¢ pouzivanych

instrumentalnich metod (IR, MS a NMR).

Schéma 17
g gih NO
L NO; ethan-1,2-dithiol, BF3-Et,0, CH,Cl, ) 2
0-25°C,2h S S
0 \__/
3 meta 5 meta (89 %)
4 para 6 para (97 %)

7.3 Redukce nitrodithiolani na aminodithiolany

Dalsim krokem byla redukce nitroskupiny slouc¢enin 5 a 6 na aminoskupinu ilustrovana
na Schématu 18. Pro tyto ucely bylo pouZzito velmi jemné praskové zelezo, pti¢emz reakce
probihala v prostfedi vodného roztoku kyseliny chlorovodikové (HCI/H,0, 1/1, v/v). Po
indikaci konverze vychozi latky pomoci TLC byla reakéni smés zneutralizovana vodnym
roztokem 10% hydroxidu sodného a vodna faze nasledné opakované extrahovana

diethyletherem.

Schéma 18

= | = |
—5—NO2  Fe, HCI, iPrOH _ —r—NH2
X reflux, 2 h Bl X
s” s s” s
-/ -/

5 meta 7 meta (97 %)
6 para 8 para (88 %)
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Cistota a zarovefi struktura ziskanych produkti byla primarné ovéfena pomoci metody
GC-MS. Na zaklad¢ ziskanych chromatogramt, v nichz byl v obou piipadech pozorovan
pouze jediny pik, bylo usouzeno, ze ob¢ latky byly ziskany v odpovidajici cistoté
nevyzadujici Zzaddnou dalsi purifikaci. V hmotnostnich spektrech prvniho fadu pak byl
V obou piipadech pozorovan signal o m/z 331 odpovidajici hodnoté molekulového iontu (v
podob¢ kation radikalu) pozadovanych sloucenin. Zakladnim pikem pak byl v obou
ptipadech ion o m/z 196 vznikajici ztratou I-adamantylu v prubéhu fragmentace
molekulového iontu [M*-CioH1s]™. Struktura obou produktd byla nasledné potvrzena
pomoci dalsich technik, napf. infradervené spektroskopie, *H a *C NMR spektroskopie.

Slouceniny 7 a 8 byly ziskany ve vytézcich 97 %, resp. 88 %.

7.4 Mozingova redukce

Finalni krok vedouci k pfipravé amini, obsahujicich mezi adamantanovym skeletem
a benzenovym kruhem nepolarni methylenovy mustek, pfedstavovala Mozingova redukce.
Principem této reakce je odstranéni chraniciho dithiolanového skeletu za vzniku
odpovidajiciho ,,alkanu®, pfi¢emz k redukci se pouziva aktivovany Raneyiv nikl. Pribéh
reakce byl sledovan pomoci TLC a GC-MS.

Prvni pokus o0 pfipravu uvazovanych sloucenin se, pon€kud piekvapivé, nezdafil, a to
| pfesto, ze po ukonceni obou soub&zné provadénych reakci (redukce sloucenin 7 a 8) byl
Vv reakéni smési pfitomen vyhradn€ poZadovany amin 11 a 12, coZ bylo jednoznacné
ovéieno pomoci GC-MS analyzy. Chromatogram ziskany GC-MS analyzou reakéni smési

redukce aminu 8 je znazornén na Obrazku 10A.

Jak se posléze ukazalo, klicové ,,pochybeni spocivalo ve volbé rozpoustédla
(diethylether) pouzitého k extrakci produktu z reakéni smési a ponechani spojenych
etherovych podili nad siranem sodnym po dobu 72 hodin. GC-MS analyza surového
produktu Mozingovy redukce aminu 8 totiz indikovala, Ze je v této smési obsazena jesté
jedna sloucenina. Pravé kdyZz K puvodnimu solitérnimu piku S reten¢nim ¢asem 17,6
minuty, ptibyl dalsi, s retencnim ¢asem 25,0 minuty. V tomto okamziku obsahoval surovy
produkt 41 % pozadované latky a 59 % neznamé necistoty (Obrazek 10B). Stejny
vysledek byl pozorovan také pti analyze surového produktu ziskané¢ho redukci aminu 7
S tim, Ze k pozadovanému produktu s retencnim ¢asem 17,5 minuty ptibyl pik s reten¢nim

¢asem 23,7 minuty. Poté, co byla vylou¢ena moznost kontaminace GC-MS, zapocala snaha
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0 separaci jednotlivych slou¢enin a dale o identifikaci a vysvétleni puvodu nezadoucich

latek, K jejichz tvorbé béhem onéch tfi dnd doslo.
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Obrazek 10: GC-MS pribéhu Mozingovy redukce latky 8 (A, B) a hmotnostni spektra

vznikajicich sloucenin (C, D).
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| pies opakované pokusy piecistit surové produkty pomoci sloupcové chromatografie za
pouziti rznych mobilnich fazi, se nepodafilo jednotlivé komponenty od sebe oddélit.
Navic, ackoliv vysledky GC-MS analyz naznacovaly, Ze se ve smési nachazi pouze dvé
chemicka individua, z vysledkd ziskanych TLC analyzami bylo zifejmé, Zze se jedna
0 podstatné¢ komplikovanéjsi smes latek. Z vySe uvedeného je ziejmé, ze se nepodafilo
izolovat ani pozadovany produkt, ani slouceninu pozorovanou pomoci metody GC-MS

s reten¢nim ¢asem 25,0 (redukce aminu 8) resp. 23,7 minuty (redukce aminu 7).

Pres tento neuspéch bylo stale jednoznaénym cilem pokusit se navrhnout strukturu
dodateéné vznikajicich vedlejSich latek. Jedinou moznost tak predstavovaly vysledky
ziskané pomoci hmotnostni spektrometrie. V ptipad¢ obou reakci byl ve spektrech prvniho
fadu pozorovan molekulovy ion o m/z 269, tedy o 28 m/z vys$§i nez je hmotnost
pozadovaného aminu (m/z 241). Zakladnim pikem byl v obou piipadech ion o m/z 135
odpovidajici kationradikalu adamantylového skeletu, z cehoz vyplyva, ze se jedna o latku
obsahujici tento polycyklicky uhlovodik. S ohledem na skute¢nost, ze hmotnost
molekulového iontu je licha (269 m/z), 1ze se domnivat, Ze se v molekule nachazi lichy
pocet atomu dusiku, velmi pravdépodobné jeden. Hmotnostni spektrum vedlejsiho
produktu vznikajiciho pfi redukci aminu 8 je znazornéno na Obrazku 10D. Pro snadnéjsi
prehlednost a moznost srovnani, je na Obrazku 10C zndzornéno hmotnostni spektrum

pozadovaného aminu 12.

Xee

Jak je vySe uvedeno, hmotnost ,,nové* vznikajici latky je, ve srovnani s pozadovanym
produktem, vétsi o 28 m/z. Na zaklad¢é téchto skutecnosti by nezadoucim vedlej$im
produktem mohl byt sekundarni amin obsahujici na atomu dusiku ethylovy substituent.

Navrh struktury obou moZnych vedlejSich produktl je zndzornén na Obrazku 11.

H
N
NEN
H
9 10

Obrazek 11: Pravdépodobné vedlejsi produkty Mozingovy redukce.

S ohledem na vysSe uvedené a na skuteCnost, ze pii téchto reakcich bylo ,,zmaieno
veskeré mnozstvi meta- a para-aminodithiolanti 7 a 8, bylo nezbytné zopakovat celou sérii

reakci vedoucich k poZzadovanym aromatickym adamantylem substituovanym aminim 11
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al2, tedy reakce uvedené v kapitolach 7.1 az 7.3. Na druhy pokus se jiz povedlo

syntetizovat pozadované latky v mnozstvi potfebném k dal$im syntézam.

Opétovné provadéna Mozingova redukce byla pro jistotu provedena na dvakrat
S polovicnim mnozstvim vychozi latky, pfi¢emz pfi zpracovani reakéni smési byl namisto
diethyletheru pouzit dichlormethan, ve kterém je produkt dobie rozpustny. Celkovy

vytézek ze zminénych dvou reakcei ¢inil shodné 77 % (Schéma 19).

Schéma 19

= |
S i NHz Rg. Ni, Ar, dioxan_ @\/@Nm
reflux, 32 h
S S
-/

11 meta (77 %)

7 meta 12 para (77 %)
8 para
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8 PRIPRAVA MODELOVYCH RIBONUKLEOSIDU

Na tomto misté se jevi jako vhodné nastinit zamyslenou syntetickou strategii. Jak
vyplyva ze Schématu 20, k uvazovanym slouc¢eninam teoreticky vedly dvé odlisné cesty.
Prvni cesta spociva v ribosylaci purinu 14, nasledovanou substituci atomu chloru v poloze
6 purinového kruhu a zakoncenou odstranénim chranicich skupin. Ve druhé cesté je naopak
nejprve substituovan atom chloru na C6 pfislusSnym aminem, nasledné¢ je do polohy
9 purinového kruhu zavedena chranéna rib6za a na zavér je opét provedena deprotekce.
V nasledujicich kapitoldch budou komentovany jednotlivé reakce vedouci k syntéze
uvazovaného typu sloucenin stim, Ze jako modelovy substituent (primarni aromaticky

amin) byl pouzit anilin.
Schéma 20
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A
N N
H

X

HN

R R
cl I HN™ -
N N
N N deprotekce NN
xﬁp— —wﬁ\> s Y
X7 ONT R x7>NT "N x~ >N N
[} wOBz WOH

X=H,Cl al o 7 o 7
“, B “,
ribosylace N‘ N N\> SNAT 0Bz OH
X)\N/ N OBz OH
_\‘\\OBZ
(0]
0Bz
OBz

8.1 Priprava 6-chlor-9H-purinu

Sloucenina 14 byla syntetizovana podle dfive publikovaného postupu35 za podminek
uvedenych ve Schématu 21, a to piesto, Ze se jednd o latku komeréné dostupnou. Vychozi
latkou byl hypoxanthin (13), ktery byl rozpustén v dimethylanilinu (DMA). Po rozpusténi
byl ptikapavan trichlorid fosforylu (POCIl3). Reakéni smés byla refluxovana po dobu
3 hodin pod ochrannou argonovou atmosférou. Po ukonceni reakce byla reakéni smés
nalita na ledovou tfist’ a michdna do plného rozpusténi ledu. Surovy produkt byl rozpustén

v horkém CH3CN, zfiltrovan a odpafen na RVO. Vytézek reakce ¢inil 51 % (14).
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Schéma 21
0 Cl
HN N pocl, DMA Ar N7 XN
N > 120°C.3h L >
N N N N
H H
13 14 (51 %)

Struktura pozadovaného produktu byla navrzena na zakladé vysledki ziskanych pomoci
spektralnich technik, napt. NMR, IR a MS. V hmotnostnim spektru ziskaného metodou
GC-EI-MS byl jako zakladni pik (a zaroven také molekulovy ion) pozorovan signal o m/z
154, ktery byl doprovazeny signalem o m/z 156, kdy vzajemny pomér téchto dvou signalt
byl 3:1, coz odpovida vzajemnému poméru izotopt *>Cl a ¥'Cl. Lze tedy s urcitosti ¥ici, Ze
byl pfipraven pozadovany purin 14, ktery slouzil jako vychozi latka pro vSechny
nasledujici reakce, jejichz cilem bylo pfipravit sérii purinovych ribonukleosidl

s adamantanovym skeletem s doposud nepopsanou strukturou.
8.2 Synteticka cesta |

8.2.1 Ribosylace 6-chlor-9H-purinu

Ribosylace purinu 14 byla provedena dvéma metodami s cilem zjistit, kterou z nich

bude ziskan pozadovany produkt ve vy$§im vytézku.

V ptipadé ,,metody A*“ byla sloucenina 14 a dvou molarni piebytek chranéné ribozy
spole¢né rozsuspendovany v CH3CN. Poté byl do reakéni smési pfidin TMSOTT, pficemz
doslo k uplnému rozpusténi obou reaktantii. Reak¢éni smés byla michana pti laboratorni
teploté pod ochrannou argonovou atmosférou (Schéma 22). Po 5 hodinach indikovala TLC
uplnou konverzi vychozi latky. Ziskany surovy produkt byl pieistén sloupcovou

chromatografii, coz vedlo k izolaci poZadovaného produktu v uspokojivém vytézku 69 %.
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Schéma 22
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Podle difve publikovaného postupu®® (metoda B, Schéma 23) byl vychozi purin 14
rozsuspendovan v CH3CN. Vznikl4 suspenze se rozpustila po pfidani silylacniho ¢inidla
(BSA). Reak¢ni smés byla michana po dobu 6 hodin pfi teploté 75 °C. Po této dobé¢ byla do
dvou hodinéach indikovala TLC analyza spotfebovani obou vychozich latek. Po pfecisténi
surového produktu pomoci sloupcové chromatografie (silikagel, petrolether/ethyl-acetat,

1/1, vIv) byla pozadovana sloucenina 16 ziskana ve velmi dobrém vytézku 79 %.

Schéma 23
_ _ Bzo/\G/OAC
cl cl cl
N BzO OBz N
N| X N\> BSA (2 ekviv), CH;CN N‘k\ S CH4CN, TMSOTF '\i\ )
KN/ N 75°C, Ar, 6 h NN on 75°C, Ar, 2 h N® N
H - OBz
14 i o CHe | o
l’/OBZ
OBz
16 (79 %)

Struktura slouceniny 16, ziskané pomoci metody A a metody B, byla potvrzena na sobé
nezavislymi analyzami. V piipadé obou latek se jednalo o IR, NMR a MS. V 'H NMR
spektru slouceniny 16 byla, ve srovnani s vychozi latkou (purin 14), pozorovana fada
novych signali. V oblasti 4,71-4,83 ppm byly pozorovany signaly dvou atomi vodiku
pochézejicich z methylenového mustku spojujiciho benzoylovou chranici skupinu
s péticlennym furanovym kruhem. Dale byly v oblasti 4,92—6,73 ppm pozorovany signaly
odpovidajici ¢tyfem atomim vodiku z furanového skeletu. V neposledni fadé bylo
V protonovém spektru pozorovano celkem 15 atomt vodiku nachazejicich se v ,,aromatické

oblasti®, a sice 7,49-7,97 ppm. Tyto atomy vodiku pochdzeji z fenylt, které jsou soucasti
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benzoylovych chranicich skupin. Za zminku stoji také uvést, Ze v protonovém spektru
nebyl pozorovan signal atomu vodiku N°H z purinového skeletu, coz podporuje piedpoklad
ribosylace do polohy N9. V hmotnostnim spektru prvniho fadu ziskaného technikou ESI-
MS byl jako dominantni signal pozorovan ion o m/z 621 odpovidajici sodnému aduktu
slouCeniny 16. Tento signal byl doprovazen dal§imi dvéma ionty o hodnoté 599 m/z
[M+H]" a 637 m/z [M+K]". Ve spektru prvniho ¥adu byly rovnéz pozorovany dva signaly
vyssich asociatd, a sice ion o m/z 1197 [2:M+H]" a 1219 [2:M+Na]*, V souladu se
skutecnosti, ze je v molekule purinu 16 obsazen atom chloru, byly v molekulovém klastru
protonované molekuly, sodného a draselného aduktu pozorovany signaly vétsi o 2 m/z nez
monoizotopicky ion, a to v pfiblizném pomeéru 3:1 vici monoizotopickému iontu. Tyto
signaly odpovidaji izotopu ¥C1. Podobn& tomu bylo i v pfipadé vySSich asociati s tim

rozdilem, ze podob¢ molekulového klastru odpovidala ptitomnosti dvou atomu chloru.

8.2.2 Reakce slouceniny 16 s anilinem
Optimalizace reakénich podminek nukleofilni aromatické substituce

Jako prvni byla provedena reakce s 1,05 molarnim pfebytkem anilinu a 1,1 molarnim
piebytkem triethylaminu, ktery zde plni funkci baze. Jako rozpoustédlo byl zvolen
dimethylformamid (DMF). Reakéni smés byla refluxovana pii teploté 80 °C, ale ani po
21 hodinéch nebyly pozorovany (dle provedenych TLC analyz) zadné znamky tvorby
jakéhokoliv produktu (Schéma 24). Duvodem mohla byt nespravna volba reakénich

podminek (maly piebytek aminu ¢i baze, rozpoustédlo apod.).

Schéma 24
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Po neuspéchu syntetizovat slouc¢eninu 18 vySe uvedenym zpiisobem, bylo zvoleno jiné
rozpoustédlo, a sice propan-2-ol. Dale bylo ptikro¢eno ke zvySeni mnozstvi anilinu
a triethylaminu v reak¢éni smési na dvou molarni pfebytek a zvySeni teploty reakce na
150 °C (Schéma 25). Zména reakcnich podminek se projevila uz po dvou hodinach, kdy
byla provedena prvni monitorovaci TLC analyza, pficemz na vyvinuté TLC vrstvé byla
pozorovana (vyjma vychoziho purinu a anilinu) pfitomnost jedné nové latky. Konverze
veskeré vychozi latky (purinu 16) byla indikovana po 10 hodinach. Nasledné byla reak¢éni
smés odpaiena na RVO a surovy produkt byl purifikovan sloupcovou chromatografii.

PtreciStény produkt 18 byl izolovan v dobrém vytézku 60 %.

Schéma 25
Cl NH» HN
Sy N
N|)jN\> .o © EtaN (2 ekviv), iPrOH _ Nljj )
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‘\\OBZ OBz
0] 17 0]
“OBz “OBz
OBz OBz
16 18 (60 %)

Syntéza slouceniny 18 byla nésledn¢ uspésné¢ provedena jesté jednou, tentokrat za
vylouceni baze. Reakce opét probihala v propan-2-olu pii teploté 150 °C. Vytézek reakce
¢inil, po purifikaci surového produktu sloupcovou chromatografii, 57 %, tudiz absence
baze nejen, Ze nevedla K vy$§imu vytézku, ale navic méla pravdépodobné za nasledek

prodlouzeni doby reakce o 3 hodiny na kone¢nych 14 hodin (Schéma 26).

Struktura slougeniny 18 byla potvrzena pomoci b&znych spektralnich metod. V 'H NMR
spektru byly, ve srovnani se spektrem slouceniny 16, pozorovany nové signaly
v aromatické oblasti pochdzejici z fenylového kruhu aromatického aminu substituovaného
Vv poloze 6 purinového kruhu a dale pak singlet v oblasti 9,97 ppm odpovidajici atomu
vodiku sekunddrniho aminu spojujiciho purinovy a fenylovy skelet (C°NHPh). V ESI-MS
spektru prvniho fadu zméteného v kladném skenovacim modu byly pozorovany tfi signaly.

Hodnota iontu s nejvyssi intenzitou Cinila 656 m/z, coz odpovida protonované molekule
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purinu 18. Tento signal byl doprovazen sodnym (678 m/z) a draselnym (694 m/z) aduktem

slouceniny 18.

Schéma 26
Cl NH, HN C
N . N
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16 18 (57 %)

8.2.3 Deprotekce slouceniny 18

Nejcastéji vyuzivanym zpuisobem deprotekce, neboli odstranéni chranicich skupin
(vtomto ptipadé benzoylovych), je pouziti methanolatu sodného Vv prostiedi bezvodého
methanolu pfi laboratorni teplot¢ (Schéma 27)37. V ptipadé deprotekce slouceniny 18
trvala reakce 16 hodin (monitorovano pomoci TLC). Po zpracovani reakéni smési
a odpafreni organickych podilti za vakua, byl ziskany surovy produkt piec¢istén sloupcovou

chromatografii. Titulni latka 19 byla izolovana ve vysokém vytézku 86 %.

12

Schéma 27
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Tak jako u vSech shora uvedenych latek, také struktura purinu 19 byla potvrzena pomoci
metod strukturni analyzy. Deprotekce benzoylovych skupin se v protonovém NMR spektru

projevila absenci atomt vodiku v aromatické oblasti (vyjma atomt vodiku pochazejicich
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z aromatického aminu na C6). Signdly atomt vodiku hydroxylovych skupin cukerné
jednotky byly pozorovany v oblasti 5,22 az 5,97 ppm. V hmotnostnim spektru prvniho fadu
slouceniny 19 ziskaného technikou ESI-MS byly pozorovany dva signdly, a sice jednou
nabity ion o m/z 344 odpovidajici protonované molekule a dale ion o m/z 366, ktery
odpovida sodnému aduktu slouceniny 19 (Obrazek 12, nahofe). Izolaci a naslednou
fragmentaci [M+H]" iontu (m/z 366) za podminek kolizi indukované disociace, byl
pozorovan pouze ion o M/z 212 znacici neutralni ztratu fragmentu o m/z 132 odpovidajici

deprotonované ribofuranosylové jednotce (Obrazek 12, dole).

[M+H]"
3441 /@
HN
NS
P
N N
WOH
(o)
“/OH
OH
sloucenina 19
R exaktni hmotnost = 343,128 u
[M+Na]
366.1
L " JL 4 Lk l .

211.9
[M +H'CsHBO4]+

v
[M+H]
344.1
| ! | ! | ! I ! I ! I ! I ! |
100 200 300 400 500 600 700 mz

Obrazek 12: ESI-MS spektrum prvniho fadu slouceniny 19 (nahote) a MS/MS spektrum
iontu 0 m/z 344 (dole).
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8.3 Synteticka cesta I1

Druhym zpuisobem jak docilit ptipravy modelové latky 18 bylo zavedeni aromatického
aminu do polohy C6 purinového kruhu a nasledna ribosylace jiz substituovaného purinu

(Schéma 20).

8.3.1 Nukleofilni aromaticka substituce atomu chloru

Reakéni podminky pro substituci atomu chloru v poloze 6 slouceniny 14 primarnim
aromatickym aminem byly zvoleny na zékladé ptfedchozich zkuSenosti s timto typem
syntézy (Schéma 28). Sloucenina 14 byla rozpusténa pii teploté 80 °C v propan-2-olu.
Nésledné byl pfidan anilin v dvoumolarnim ptebytku a reakéni smés byla déle michéana pfi
teploté¢ 80 °C. Konverze veskeré vychozi latky 14 byla pozorovana jiz po 4 hodinach
(monitorovano pomoci TLC). Vysrazené pevné podily byly zfiltrovany a filtra¢ni kola¢ byl

promyt CHCl3. Pozadovana slou¢enina 20 byla ziskana ve velmi dobrém vytézku 86 %.

Schéma 28

Cl NH, HN” :
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8.3.2 Ribosylace N-fenyl-9H-purin-6-aminu

Jako prvni byla provedena reakce za ptitomnosti silylacniho ¢inidla BSA, které bylo
do reakéni smési piidano po rozsuspendovani slouc¢eniny 14. Vznikly roztok byl michan po
dobu 6 hodin, aby doslo k plné silylaci atomu dusiku N9. Po této dobé byla ptidana
slou€enina 15 a nasledovalo pfidani TMSOTT. Po dalSich 2 hodinach byla reakéni smés
zpracovana piidanim destilované vody a extrakci ethyl-acetatem. Voda se k reakéni smési
ptidava, aby doslo k rozlozeni ¢inidel BSA a TMSOTY, ktera jsou na vodu a vihkost
vSeobecné velmi citliva. Purifikaci sloupcovou chromatografii byla ziskana pozadovana

sloucenina 19 ve velmi nizkém vytézku 17 % (Schéma 29).
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Schéma 29
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S cilem zvysit vytézek byl nasledné proveden druhy pokus o zavedeni chranéné ribozy
do polohy 9 purinového kruhu. V tomto piipadé byl 2,9 molarni piebytek Slouceniny 20,
spolu s chranénou ribézou, rozpustén v CH3CN. Poté byl do vzniklého roztoku piidan
2,2 molarni ptebytek TMSOT{. Reak¢éni smés byla michana pod ochrannou argonovou
atmosférou pii laboratorni teplot¢ po dobu 4 hodin, po kterych byla pomoci TLC
indikovana plnd konverze vychozi latky. Po pfidani destilované vody byla reakéni smés
extrahovana ethyl-acetatem, spojené organické podily byly vysuSeny a poté odpafeny na
RVO. Surovy produkt byl purifikovan sloupcovou chromatografii. Slouc¢enina 18 byla pii

pouziti vyse uvedenych podminek ziskana ve vytézku 90 %. (Schéma 30).

Schéma 30
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Struktura slouceniny 18 byla potvrzena pomoci bézné¢ pouzivanych metod s tim, Ze

ziskané vysledky byly ve shod¢ s daty komentovanymi v kapitole 8.2.2.
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9 PRIPRAVA NOVYCH DERIVATU PURINU

Po provedeni reakci uvedenych v kapitolach 8.2 a 8.3, byly vysledky ziskané¢ pomoci
syntetické cesty | a Il vzajemné porovnany a vyhodnoceny. Na zaklad¢ ziskanych dat bylo
rozhodnuto postupovat pii syntéze purinovych ribonukleosidli obsahujicich adamantanovy
skelet cestou 1. Diivodem tohoto rozhodnuti byla nejen vySe vytézku sloucenin 16, 18 a 20
ziskanych pomoci jednotlivych cest, ale také ¢asova a ekonomické narocnost jednotlivych

reakci.

9.1 Reakce 6-chlor-9H-purinu s nepolarnimi aminy

Na zaklad¢ vySe uvedeného byla nejprve provedena série nukleofilnich aromatickych
substituci atomu chloru na C6 slouCeniny 14 a 27 sScilem nahradit tento atom
aromatickymi aminy nesoucimi 1-adamantyl (latky 11 a 12), jejichz syntéza je blize
komentovana v ptedchozich kapitolach této prace.

Nejprve byla provedena substituce atomu chloru slouceniny 14, kdy reakce byla
provadéna v propan-2-olu pii teplot¢ 80 °C, piricemz pfislusSny amin byl pouzit

v dvoumolarnim piebytku (Schéma 31).

Schéma 31
|PrOH
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Zatimco zavedeni meta substituované¢ho aminu 11 probéhlo za 5 hodin, reakce s para

substituovanym aminem 12 trvala vice nez 4krat tak déle (22 hodin). Po ukonceni obou
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reakci (prubéh monitorovan pomoci TLC) a vytemperovani rek¢nich smési na laboratorni
teplotu byl v obou piipadech pozorovan vznik srazeniny, ktera byla nasledné odfiltrovana
a promyta ledovym propan-2-olem. Mate¢ny louh byl nésledné purifikovan sloupcovou
chromatografii. Timto postupem byly ziskany latky 21 a 22 v uspokojivych vytézcich
67 %, resp. 45 %.

Interpretaci "H NMR spektra bylo docileno potvrzeni obou struktur latek 21 a 22. Byly
pozorovany chemické posuny v oblasti 1,48—1,91 ppm odpovidajici vyskytu atomii vodiku
pochazejicich z 1-adamantylu. Dale byl v protonovém spektru pozorovan singlet
s posunem V oblasti 2,37 ppm znadici na piitomnost atomd vodiku z methylenového
mistku mezi fenylovym kruhem a 1-adamantylem. Aromaticka oblast spektra purinu 21
obsahovala 4 signaly (dublet, triplet, multiplet a dublet) poukazujici na pfitomnost 4 rtizné
stindnych atomi vodiku. V aromatické oblasti "H NMR spektra purinu 22 byly pozorovéany
2 signaly, které znaci dva pary navzdjem neekvivalentnich atoml vodiku na benzenovém
kruhu. Nejvice odstinén byl atom vodiku pochazejici z nasubstituovaného aromatického
aminu (C°NHPh). Zbyvajici dva pozorované singlety pochazely z purinového kruhu,

pficemz byly identifikovany jako atomy vodiku vazanych na C2 a C8.

AR
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[M+H]"
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Obriazek 13: Hmotnostni spektrum prvniho fadu purinu 21 ziskané technikou ESI-MS.

Dalsi technikou pouzitou k urceni struktury pfipravenych latek, byla hmotnostni
spektrometrie. S ohledem na povahu uvazovanych sloucenin, byly veskeré analyzy

provadény vyhradné v pozitivnim skenovacim modu. Na Obrazku 13 je pro ilustraci
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znazornéno spektrum prvniho fadu slouceniny 21. Jak je z tohoto spektra patrné, byly
pozorovany celkem ctyfi signaly. Dominantnim byl jedenkrat nabity ion o m/z 360
odpovidajici protonované molekule, nasledovany iontem vét§im o 22 m/z, coz naznacuje
ptitomnost sodného aduktu slouc¢eniny 21. Tyto signdly byly doprovazeny dvéma vysSimi

agregaty, které byly identifikovany jako [2.M+H]" (719 m/z) a [2.M+Na]" (741 m/z).

9.2 Reakce 2,6-dichlor-9H-purinu s nepolarnimi aminy

Obdobn¢ jako v kapitole 9.1, byly slouc¢eniny 11 a 12 ponechany reagovat spolu s 2,6-
dichlor-9H-purinem (Schéma 32). Indikace konverze vychozi latky byla provadéna opét
pomoci TLC. Po ochlazeni reak¢ni smés v obou pfipadech suspendovala. Reakéni smeés
byla tedy piefiltrovana a promyta ledovym propan-2-olem. Mate¢ny louh byl purifikovan
sloupcovou chromatografii, pficemz byly ziskany latky 23 ve vytézku 58 % a 24 ve
vytézku 73 %. Lze konstatovat, ze tyto dvé reakce, ve srovnani se substituci atomu chloru

na purinu 14, probihaly (z ¢asového hlediska) témét identicky.

Schéma 32
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Struktura sloucenin 21-24 byla navrzena na zaklad¢ vysledku ziskanych pomoci bézné

pouzivanych metod strukturni analyzy (IR, NMR a MS).

V 'H NMR spektru slou¢eniny 23 byla patrna piitomnost atomii vodiku pochazejicich
z l-adamantylu (1,49-1,91 ppm). Singlet pozorovany v oblasti 2,33 ppm je
charakteristicky pro atomy vodiku z methylenového mustku spojujiciho fenyl s 1-

adamantylem. Na fenylu slouceniny 23 se vyskytuji Ctyfi ,,aromatické* vodiky, jejichz
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signaly byly pozorovany v oblasti 6,81-7,61 ppm. Nejodstinénéjsimi byly atomy vodiku na
atomu uhliku C8 a atomu dusiku C°NHPh pozorované v oblasti 8,28 resp. 10,06 ppm.
V piipadé *H NMR spektra sloudeniny 24 byly vysledky téméF identické jako v piipadé
purinu 23, az na vyjimku v poctech signali fenylovych atomt vodiku, kde namisto ti
signald, byly patrné dva signaly, z nichz kazdy zastupoval dva ekvivalentni atomy vodiku
na benzenovém kruhu. Vyse zminéné poskytlo presvédcivé dikazy smétujici k potvrzeni

predpokladané struktury obou piipravenych latek.
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Obrazek 14: Hmotnostni spektrum prvniho fadu purinu 24 ziskané technikou ESI-MS.

Vyjma NMR byla struktura sloucenin 23 a 24 navrZena také na zakladé vysledkt
ziskanych technikou ESI-MS. Ve spektrech prvniho fadu byly pozorovéany ctyfi signaly
0 m/z 394, 416, 432 a 809, které¢ byly, na zéklad¢ studia jejich fragmentace za podminek
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kolizi indukované disociace, identifikovany jako protonovana molekula, sodny adukt,
draselny adukt a dimer protonované molekuly. ESI-MS spektrum slouceniny 24 je uvedeno
na Obrazku 14 (nahofie). Pti urCovani struktury latek 23 a 24 hral relativné vyznamnou roli
rovnéz tvar molekulového klastru pozorovanych signaltl. V piipadé€ signalti odpovidajicich
monomerni struktufe, bylo patrné, ze molekula obsahuje ve své struktufe jeden atom
chloru. Tento zavér lze uéinit proto, Ze vzajemny pomér signalu odpovidajici isotopu **Cl
asignalu o 2 m/z vyssimu (isotop ¥'Cl) byl piiblizng 100:30, coZ je pro sloudeniny
obsahujici jeden atom chloru typické. Detail signalii odpovidajicich protonované molekule

a jejimu sodnému a draselnému aduktu je pro ilustraci zndzornén na Obrazku 14 (dole).

9.3 Ribosylace slou¢eniny 22

Dalsim tkolem pfi snaze pfipravit findlni ribonukleosidy obsahujici ve své struktuie
adamantanovy motiv, byla ribosylace slouCenin 21-24. S ohledem na skuteCnost, ze
k dispozici bylo nejvétsi mnozstvi purinu 22 (mysleno ve smyslu hmotnosti), bylo
rozhodnuto zapocit ribosylaci pravé stouto latkou, a to pro ptipad, Ze by se vyskytly
komplikace vyZadujici opakovani reakce. To rozhodnuti se ukazalo byt, ve svétle dale se

odehravajicich udalosti, jako relativné spravné.

Nejprve byla provedena reakce slouceniny 22 spolu slatkou 15, kdy tato reakce
probihala pod ochrannou argonovou atmosférou a v pfitomnosti molekulového sita. Po
rozpu$téni obou reaktantli nasledovalo pfidani ¢inidla TMSOTf do reakéni smési
(Schéma 33). Reakéni smés byla michana pii laboratorni teploté, pficemZz ani po

72 hodinach nebyla pozorovana tvorba zadného produktu.

Schéma 33
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Vzhledem k vySe popsanému neuspéchu, byla jako dalsi vyzkousena analogicka reakce

s tim rozdilem, ze bylo vyuzito BSA, jakozto silyla¢niho ¢inidla (Schéma 34).

Schéma 34

N OAc .
NS ) Bzo/\g TMSOTF, BSA (2 ekviv), CHsCN
29 S 75°C, Ar, 10 h

Prabéh reakce byl monitorovan pomoci TLC, pfi¢emz po 10 hodinach byla pozorovana
uplna konverze vychozi latky. Surovy produkt byl purifikovan sloupcovou chromatografit,
pficemz byl izolovan jediny produkt, ktery byl dale analyzovan pomoci techniky ESI-MS
arovnéz byl podroben elementarni analyze. V hmotnostnim spektru prvniho fadu byly
pozorovany Ctyfi signaly o m/z 504, 526, 542 a 1029. S ohledem na skute¢nost, Ze signal
0 m/z 504 byl identifikovan jako protonovana molekula, je zfejmé, Ze exaktni molekulova
hmotnost ziskané latky €inila 503,1 u (atomovéa hmotnostni jednotka), nikoliv 803,332 u
jak se ocekavalo pro uvazovany produkt. V tento okamzik bylo ziejmé, ze reakce nevedla
k o¢ekavanému produktu, bylo vSak otazkou, jaka sloucCenina byla zreakéni smési
vyizolovana. Pivodni pfedpoklad, Zze se jedna o vychozi chranény cukr 15, se ukazal byt
témet thned lichy. Exaktni molekulovd hmotnost slouceniny 15 je totiz 504,142 u, z ¢ehoz
vyplyva, Ze o tuto latku se jednat nemohlo. Navic, sudd hodnota exaktni molekulové
hmotnosti slouceniny 15 poskytuje informaci, Ze se v této latce nachazi sudy pocet atomt
dusiku (0, 2, 4, ...), zatimco z ESI-MS analyzy ziskané slouCeniny bylo zfejmé, Ze n&jaky
atom dusiku (1, 3, 5, ...) obsahuje. Dtlezitou roli pfi ndvrhu struktury tohoto nezadouciho
produktu sehrala také elementarni analyza, z niz vyplynulo, Ze se v ziskané slouceniné
nachazi 2,30 % atomti dusiku. Na zakladé¢ vySe komentovanych dat bylo navrzeno, Ze
nezadoucim  produktem  této reakce by mohl byt 2,3,5-tri-O-benzoyl-D-

ribofuranosyl)acetamid (25), jehoZ strukturni vzorec je znazornén na Obrazku 15. Lze se
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domnivat, ze acetamidova skupina, ktera nahrazuje v molekule acetoxy skupinu, pochazi
z bis-trimethylsilylacetamidu (BSA), ktery byl v reakci pouzit jako silylacni ¢inidlo.

Podobnou chemickou pfemé&nu pozorovali ve své praci rovnéz Ochoa a spol.?°

Obrazek 15: Navrh struktury produktu silylace slouceniny 22.

Pti zjisténi, ze reakce za ucasti ¢inidla BSA se jevi jako nevhodna, bylo usouzeno, ze by
mohlo pomoci pouziti silngjsiho silyla¢niho ¢inidla. Proto byl zvolen hexamethyldisilazan
(HMDS), aby v této funkci nahradil BSA. Nejprve v§ak bylo nutné celou reakci vyzkouset
na modelové slouceniné. Provedla se tedy reakce latky 20 slatkou 15 (Schéma 35).
Vychozi latka byla rozpusténa v HMDS a reakéni smés byla nasledné refluxovana pfti
teploté¢ 140 °C. Nejprve vznikla suspenze, ktera se se zvySujici teplotou rozpustila. Po
uplynuti 2 hodin byla ptidana chranéna rib6za rozpusténa v CH3;CN a TMSOTT. Podle TLC
nebyl pozorovan vznik Zadného produktu a syntéza slouCeniny 18 tak nebyla za danych

podminek Gspésna.

Schéma 35

150 °G/rt, 20 b, 6HCN

H OBz
o)

“OBz
OBz
18
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ZAVER
Hlavnim cilem této diplomové prace bylo syntetizovat nové purinové ribonukleosidy

nesouci 1-adamantylovy substituent.

Pro syntézu téchto sloucenin bylo nutné pfipravit aromatické adamantylem
substituované aminy (11 a 12). Vychazelo se z adamantyl(fenyl) methanonu, ktery byl
nejprve nitrovan za vzniku slouenin 3 a 4. Na zminéné nitroketony byla reakci
s ethan-1,2-dithiolem zavedena dithiolanova chranici skupina. Timto zpisobem
syntetizované nitrodithiolany 5 a 6 byly déle redukovany za vzniku aminodithiolanti 7 a 8.
V poslednim kroku syntézy nepoldrnich 1-adamantylem substituovanych amind byla
pomoci Mozingovy redukce provedena desulfuzirace slouc¢enin 7 a 8. Ziskané nepolarni

aminy 11 a 12 byly dale pouzity pii substituci atomu chloru v poloze 6 purinového kruhu.

Druha c¢ast diplomové prace spoCivala v syntéze samotného 6-chlor-9H-purinu (14)
z hypoxanthinu (13) av nasledné ptipravé purinovych derivati. Sloucenina 14 byla
vychozi latkou pro dvé cesty, jejichz cilem bylo ziskani modelové slouceniny 18. Nejprve
tak byla v syntetické cesté | podrobena nukleofilni aromatické substituci atomu chloru
v poloze C6 a nasledné ribosylaci polohy N9 purinového skeletu. Pfi provedeni syntetické
cesty Il byla sloucenina 14 nejprve ribosylovana do polohy N9. Nasledné byl produkt této
reakce (16) substituovan aromatickym aminem s vyuzitim mechanismu nukleofilni
aromatické substituce za vzniku latky 18. Konecnou reakci, pii které byla ziskana
modelova sloucenina NG6-fenyladenosin (19), byla deprotekce uc¢inkem methanolatu
sodného.

Poslednim Ukolem bylo syntetizovat pozadované purinové ribonukleosidy
s adamantanovym skeletem, pfi¢emz, na zdklad¢ vysledki ziskanych s modelovym
substituentem (anilin) byla zvolena synteticka cesta Il. Nukleofilni aromatickou substituci
byly reakci latek 14 a 27 s latkami 11 a 12 pfipraveny doposud nepopsané adamantylované
purinové derivaty (21, 22, 23, 24). Nicméng, ani jeden z n€kolika pokusti o naslednou
ribosylaci atomu dusiku N9 purinového kruhu slouc¢eniny 22 se nezdatil. Tento netispéch
je, da se fici, pouze Ccastecny, nebot Vv budoucnu nevyluCuje uspéSnou piipravu
pozadovanych ribonukleosidi syntetickou cestou I, ktera je ilustrovana na Schématu 20.
Tyto reakce mohou vést k pozadovanym slouceninam, avSak pravdépodobné na ukor

nizsich vytézka a delSich reak¢nich cast.
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Vsechny pfipravené slouceniny byly charakterizovany béznymi metodami strukturni

analyzy (IR, NMR a MS).
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

Ad

AdH

ADP

Ad-ASM

AMP

ATP

BiPh-ASM

BSA

CDK

CID

DEE

DMA

DNA

DMF

DMSO

EA

ESI-MS

GC-MS

HEK 293

Hela

HL-60

HMDS

NMR

HT-29

1-Adamantyl

Adamantan

Adenosindifosfat
1-Adamantylasmarin
Adenosinmonofosfat
Adenosintrifosfat
4-Bifenylasmarin
Bis(trimethylsilyl)acetamid
Cyklin-dependentni kinaza
Kolizi indukovana disociace
Diethylether

Dimethylanilin
Deoxyribonukleova kyselina
Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid

Ethyl-acetat

Hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci
Plynova chromatografie s hmotnostnim detektorem
Embryotické ledvinové bunky
Dé&lozni adenokarcinom

Lidské myeloidni leukémie
Hexamethyldisilazan

Nuklearni magneticka rezonance

Kolorektalni adenokarcinom
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ICso

IR
JurKat
MCF-7
MDA-MB 231
NADH
=

p-TSA
Ra-Ni
Rib

RNA

r.t

RVO
TFA
TLC
TMSOTf
TPPTS
tr

t

Koncentrace slouceniny inhibujici 50 % enzymu
Infracervena spektrometrie

Akutni lymfaticka leukémie

Karcinom prsu

Prsni adenokarcinom
Nikotinamidadenindinukleotid

Fosfat

p-toluensulfonova kyselina

Raneylv nikl

Riboza

Ribonukleova kyselina

Laboratorni teplota

Rotacni vakuova odparka

Trifluoroctova kyselina

Tenkovrstva chromatografie

Trimethylsilyl trifluormethansulfonova kyselina
Trisodna stl trifenylfosfintrisulfonové kyseliny
Retencni Cas

Teplota tani
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