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ABSTRAKT

Cilem bakalarské prace byla syntéza 2,6,9-trisubstituovanych purini sestavajici z alkylace
do polohy N9 a nasledné nukleofilni aromatické substituce na C6 a C2. Jelikoz je tato syntéza
pti pouziti konvenéniho ohfevu relativné zdlouhava (v fadu nékolika desitek hodin), bylo
zajmem zkoumat moznost zkraceni této doby pomoci mikrovlnami asistované syntézy, diky
niz by mohlo dojit ke zna¢nému urychleni reakce (z hodin na minuty) za soucasného zvyseni

vytézki uvazovanych sloucenin.

Kli¢ova slova: 2,6,9-trisubtituované puriny, mikrovlnami asistovana syntéza, nukleofilni

aromaticka substituce, spektralni metody

ABSTRACT

The aim of the thesis was to synthesize 2,6,9-trisubstitued purines consisting of alkylation
to N9 position and subsequent nucleophilic aromatic substitutions at C6 and C2,
respectively. Since this synthesis is relatively lengthy (by several dozens of hours) using
conventional heating, base interest was to investigate the possibility of shortening this time
using microwave assisted synthesis, which could greatly shorten the reaction time (from

hours to minutes) while increasing yields of desired compounds.

Keywords: 2,6,9-trisubstitued purines, microwave assisted synthesis, nucleophilic aromatic

substitution, spectral methods
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UvVOoD

Purin pfedstavuje jeden z nejvyznamnéjSich a nejhojnéji pouzivanych strukturnich motiva
v medicindlni chemii. Jedna se o kondenzovany heterocyklicky systém vznikajici spojenim
pyrimidinu a imidazolu. Siroké mnoZstvi purinovych slou¢enin, u nichz byla prokazana
vyznamna biologicka aktivita, izce souvisi s nepfebernym mnozstvim moznosti substituce

tohoto heterocyklu, kdy zpravidla dochazi k substitucim v polohach 2, 6, 8 a 9.

V teoretické Casti této bakalarské prace se prvni kapitola vénuje obecné charakteristice
purinovych sloucenin. Ve druhé kapitole, ktera se zabyva nukleofilni aromatickou substituci,
jsou popsany jiz provedené syntézy dle vetejné dostupnych publikaci, proces optimalizace
a jejich vysledky jak pro substituci na C6, tak 1 C2, na kterém probiha substituce atomu

chloru zna¢né neochotné.

V praktické ¢asti prace je podan vycet pouzitého pristrojového vybaveni a nasledné jsou
popsany postupy vedouci k pfipravé uvazovanych sloucenin, stejné jako vypis jejich
spektralnich charakteristik. Hlavnim bodem této Casti prace je kapitola, v niz jsou
komentovany vysledky ziskané v priibéhu feseni této problematiky. Jednotlivé diskuze jsou
pro lepsi ptehlednost a snadnéjsi orientaci pro ¢tenare v samotném textu doplnény spektry

ziskanymi pomoci metod strukturni analyzy.
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I. TEORETICKA CAST
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1 PURINY

Puriny se fadi do skupiny heterocyklickych slou¢enin, které jsou podskupinou organickych
sloucenin odvozenou od cyklickych uhlovodikii nahradou jednoho, nebo vice uhlikovych
atomu jinym, tzv. heteroatomem. Pfitomnost heteroatomli zasadné ovliviiuje strukturu latek
a jejich vlastnosti. Mezi nejbéznéji se vyskytujici heteroatomy patii dusik, kyslik, sira, nebo
fosfor. Dle toho se takové heterocykly oznacCuji jako dusikaté, kyslikaté, sirné atd.
Nejcastéji se vyskytuji péti-, Sesti- a viceclenné heterocykly obsahujici jeden nebo vice
heteroatomti v molekule. Na obrazku 1 jsou zndzornény strukturni vzorce vybranych

heterocyklickych sloucenin. [1, 2]

SN
| |
H H

U\ I\ i
éticlenné |
P (o) S H
furan thiofen pyrrol imidazol pyrazol
N
O D O C
Sesti¢lenné _ m _ N_ = i
9] N N N N
pyran pyridin pyrimidin pyrazidin pyrazin
0] N N
S 1) v
kondenzované - o A 2N t 5
N N N N\
2H-chromen chinolin pteridin purin H

Obrazek 1: Strukturni vzorce vybranych heterocyklickych sloucenin.

Obecné je pro vyjadieni pfitomnosti heteroatomu uZzivano nézvoslovi podle Hantzche-
Windmana tzv. ,a‘-pfedpon (Tabulka 1), nebo néasobicich ,a‘-pfedpon — jestlize je ve
slou€enin€ vice nez jeden heteroatom. Toto systematické ndzvoslovi se pouZziva jen pro
monocyklické slouceniny, jejichz cyklus je tvofen méné nez deseti atomy a jez obsahuji
jeden ¢i vice heteroatomi. Pro vice nez deseticlenné cykly je doporucovano uziti
substituéniho nazvoslovi. Vedle jiz zminénych typii nazvoslovi je hojné uzivano rovnéz
trividlniho nézvoslovi, které znacné zjednodusSuje orientaci mezi dobie znamymi

heterocyklickymi slou¢eninami. Cislovani cykld se provadi tak, aby mél heteroatom &islo 1
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a pokud se v cyklu nachazi vice nez jeden heteroatom, je tifeba se fidit jejich vzajemnou

nadfazenosti v poradi: O >S >N > P. [1,2,3]

Tabulka 1: ,a‘-pfedpony indikujici pfitomnost heteroatomt v heterocyklické slouceniné

sefazené v sestupném poradi nadfazenosti.

(0] oxa P phospha
S thia As arsa
Se selena Sb stiba
Te tellura Bi bisma
N aza Si sila

Puriny patii mezi dusikaté heterocykly nejvice zastoupené v piirod¢. Typickymi ptiklady
budiz adenin a guanin, dusikaté baze nachazejici se v RNA a DNA. Vyznamné postaveni si
v chemickém, biologickém ¢i medicindlnim vyzkumu vydobyly zejména purinové
nukleosidy. Purinové derivaty predstavuji skupinu latek, u nichZ byla popsana Siroka Skéla
biologickych ucinkd. Jako pftiklad lze uvést induktory interferond, tedy proteint
nespecifické imunity ptisobicich v obrané proti virim, inhibitory fosfodiesterazy, tedy
enzymu rozkladajicimu cyklické nukleotidy, coz neptimo ovliviiuje fadu bunéénych déju,
inhibitory sulfotransferdzy, inhibitory pfenosu nukleosidli. Ve své podstaté jsou puriny
povazovany za klicovou heterocyklickou slouc¢eninu v zivotnich procesech organismii. [4,

5]

1.1 Struéna charakteristika purinu

Trividlnim nazvem ,,purin” byla uzniana Mezinarodni unii pro Cistou a uzitou chemii
(IUPAC, z angl. International Union of Pure and Applied Chemistry) sloucenina se

systematickym nazvem imidazo[4,5-d|pyrimidin.

Zakladem purinli je tedy slouCenina tvofici bicyklicky systém, vznikly vzajemnou
kondenzaci imidazolu a pyrimidinu (Obrazek 2). Dulezita je i1 specifikace polohy atomu
vodiku v molekule purinové slou¢eniny, napf. jiz zminény 9H-purin. Tato kurzivou znacena
¢ast nazvu udava tedy umisténi atomu vodiku na jednom ze ¢tyf dusikovych heteroatomu

a je uzce spojena s tautomerni formou dané latky. [6, 7]
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B — B

pyrimidin imidazol purin

Obrazek 2: Struktura purinového skeletu.

Obecné¢ se purin tedy vyskytuje ve Ctyfech tautomernich forméch (Obrazek 3), kdy
nejbeznéjsi a nejstabilnéjsi z nich je pravé 9H-purin, jez tvoii ve vodnych roztocich smés se
7H-purin formou v t¢éméf ekvimolarnim mnozstvi. Dle dostupnych informaci se formu 1H-

purin a 3H-purin doposud nepodatilo objevit. [6]

H
NN NN NN HN XN
|/I \> —_— |,\/[ —_— |/\L \> —_— N N
kN/ H l\N/ N/> k” N l\\N N>

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

Obrazek 3: Mozné tautomerni formy purinu.

Purin se mize vyskytovat také ve forme svych bioisosterti (Obrazek 4), které jsou strukturné
podobné a vznikaji zdménou funkénich skupin, nebo zménou uspofadani atomi v molekule.
Lze se tak setkat se slou¢eninami obsahujicimi stejny pocet atomli dusiku v molekule, jen
s jinym uspofddanim, nez je tomu u purinu (napf. triazolo[1,5-a]pyrimidin nebo
pyrazolo[3,4-d]pyrimidin), dale se slouceninami obsahujicimi méné nez Ctyii atomy dusiku
v molekule (napt. pyrrolo[2,3-d]pyrimidin, pyrrolo[3,2-d]pyrimidin nebo imidazo[4,5-
d]pyrimidin) a v neposledni fad€ s latkami nesoucimi vice nez Ctyfi atomy dusiku
v molekule (napt. triazolo[4,5-d]pyrimidin). Tyto zmény maji vliv jak na fyzikalni, tak
chemické vlastnosti latek (napf. rozpustnost, hydrofobicita, elektrostaticky potencial)
aumoznuji dosazeni lepSi metabolické stability, optimalizace biologickych vlastnosti,
sniZzeni nezaddoucich U¢inkl nebo zlepSeni farmakologické aktivity prislusného bioisosteru,

ve srovnani s derivatem obsahujicim purinovy skelet. [8]

ZA>N-N N NN

Ty Oy U

N” N N H N m
triazolo[1,5-a]pyrimidin pyrrolo[2,3-d]pyrimidin triazolo[4,5-d]pyrimidin

Obrazek 4: Vybrané bioisostery purinu.

Prvni Gspé$néd syntéza purinu byla popsdna v roce 1898 némeckym chemikem Emilem

Fisherem, ktery izoloval kyselinu mocovou z ledvinového kamene a tuto nasledné podrobil
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reakci s chloridem fosfore¢nym, za vzniku 2,6,8-trichlorpurinu. Ten byl nasledné pteveden
pomoci HI a PH4I na 2,6-dijodpurin a zinkovym prachem redukovan na nesubstituovany 9 H-

purin (Obrazek 5). [5, 9]

)\ >= —=t= )\)I o PH4I )\)\/E s CI

Obrazek 5: Schéma ptipravy 9H-purinu némeckym chemikem Emilem Fisherem.

1.2 Puriny v chemii 1é¢iv

Zajem védeckych skupin zabyvajicich se syntézou a studiem biologické aktivity purinovych
derivati neni zalozen ,jen“ na jejich biologickém vyznamu (napf. vySe zminovana
ptitomnost v RNA a DNA). Vychazi také z Sirokych moznosti substituce tohoto heterocyklu
v polohach 2, 6, 8 a 9, ¢imz lze piipravovat nepiebernou Skalu mono-, di-, tri- ¢i
tetrasubstituovanych purinovych sloucenin. Ze vSech doposud testovanych purinovych latek

byla nejvétsi ucinnost pozorovana prave u 2,6,9-trisubstituovanych purind. [10]

1.2.1 Inhibitory proteinovych kinaz

Silné a selektivni inhibitory proteinovych kindz jsou cennymi néstroji pro vyzkum
bunéénych funkci kinaz. Vzhledem k nepfebernému mnozstvi té€chto kindz a vysoce
homologickym aktivnim mistim je tézké najit selektivni nizkomolekularni inhibitory pro
jednu specifickou kinazu. Pro zajisténi selektivity inhibitora se jako vhodné jevi skloubeni
znalosti chemie a genetiky, coZ ve své praci demonstrovali Chao Zhang a Kevan M. Shokat
z Howard Hughes Medical Institute. [11] Autofi pfistoupili k modifikaci aktivniho mista
vybrané kinazy (Src tyrosinkindzy), ¢imz ji odliSili od vSech ostatnich pfirozené se
vyskytujicich kinaz. Néasledné piistoupili k syntéze série 2,6-disubstituovanych purint
(Obrazek 6), jakozto novych selektivnich nizkomolekulérnich inhibitorti, které se nevazi na

pfirozené se vyskytujici kindzy, ale pfedstavuji silné inhibitory kindzy modifikované.

T e [ e /@ﬁf]

Obrazek 6: Strukturni vzorce selektivnich inhibitor Src tyrosinkinazy. [11]
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Inhibitory Cyklin-dependentnich kinaz

Cyklin-dependentni kindzy (CDK) jsou serin/threonin kindzy hrajici kli¢ovou roli v regulaci
bunécného de€leni. Jelikoz bylo zjisténo, ze v fadé typt naddorti nepracuji tyto proteinkinazy
spravné (napf. z diivodu abnormalné vysoké exprese cyklinl), staly se CDK zajimavym
cilem pro medicindlni chemiky zabyvajici se vyvojem nizkomolekularnich inhibitort
proteinkindz s cilem zastavit nekontrolovatelnou bunécnou proliferaci. Na pocatku
zkoumani inhibitorti regulujicich aktivitu CDK byl objeven purinovy derivat nazvany
olomoucin (Obrazek 7) inhibujici CDK1 a CDK2 s hodnotami ICso niZ§imi nez 10 uM
(Tabulka 2). [12]

HN

HN
HO N7
\
HO\/\NJ\ \> \j\N)I\N/ ;\
H H

olomoucin roskovitin

Obrazek 7: Strukturni vzorec Olomoucinu a Roskovitinu.

Strukturnimi modifikacemi olomoucinu byla pfipravena Siroka Skéla slou¢enin inhibujicich
CDK, z nichZ na tomto mist¢ se jako vhodné jevi zminit roskovitin (Obrazek 7) inhibujici
CDKI1, CDK2 ¢i CDKS3, ktery se nyni nachézi v klinickém testovani s cilem zavést jej do
klinické praxe. V poslednich letech pocet slouc¢enin obsahujicich purinovy skelet, strukturné
odvozenych od olomoucinu ¢i roskovitinu, neustale naristd, coz pfinasi ur€itou nad&ji, Ze
bude objeven vysoce ucinny inhibitor vykazujici pozadovanou selektivitu. Diky souvislosti
genetickych zmén CDK a jejich regulatori se vznikem nadorovych bunck bylo, je a snad
inadidle bude vzijmu medicinalnich chemikii vyvijet dal§i a dalS§i generace
chemoterapeutik, jez blokuji progresi bunééného cyklu a vykazuji silné protinddorové

ucinky nejen na bunécénych liniich (in vitro), ale také in vivo. [12, 13]

Tabulka 2: Hodnoty ICso olomoucinu a roskovitinu viici CDK. [12, 13]

CDKl/cyklin B 7,0 0,65
CDK2/cyklinA 7,0 0,7
CDK2/cyklinE 10,0 0,1

CDKS5/p25 - 0,20
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Inhibitory Janus kinaz

Skupina Janus kindz (JAK) - nereceptorovych protein-tyrosin kinaz je slozena z JAKI,
JAK2, JAK3 a TYK2 (tyrosin kinaza-2). Kazdy z téchto proteinti obsahuje JAK homologni
pseudokinazovou doménu (JH2) regulujici sousedni protein kinazovou doménu (JH1).
JAK1/2 a TYK2 jsou vSudypiitomné exprimovany, zatimco JAK3 lze najit pfevazné
v hematopoetickych bunikach. Skupina Janus kinaz je regulovana mnoha cytokiny véetné
interleukint, interferonti a hormond, jako je naptiklad erytropoetin, trombopoetin a ristovy
hormon. Janus kinazy se podileji na regulaci exprese tisicti proteini. Spatna regulace vede
k autoimunnim poruchdm, jako je revmatoidni artritida, ulcerdézni kolitida a Crohnova

choroba. [14, 15]

V roce 2012 byl schvalen Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA, z angl. Food and
Drug Administration) tofacitinib (Obrdzek 8), jenz je peroralné poddvanym lékem pro 1écbu
revmatoidni artritidy. Vyjma jeho nezddoucich ucinki, kdy zplisoboval pacientim zvySeni
hladiny LDL a HDL cholesterolu a mirnou redukci krevnich neutrofilii, byly jeho tc¢inky
definovany jako 70% sniZzeni poctu citlivych a oteklych kloubtli, sniZeni rychlosti

sedimentace erytrocytil a bolesti. [14]

X
XY
0] Nlﬁ\/%
Ll

H

N

Obrazek 8: Strukturni vzorec Tofacitinibu.

Dal8im ucinnym inhibitorem JAK1 a JAK je také Momelotinib, coZ je derivat na bazi
pyrimidinu, ktery prokéazal G¢innost u pacienti s primarni a sekundarni myelofibrozou
(nddorové onemocnéni kostni dien¢). Jeho ucinnost projednéva studie z roku 2017, [16]
v niZ byly zkoumany Uc¢inky zminéné latky na osobach trpicich primarni polycytémii
(nadmérny pocet erytrocytil v krvi) a/nebo esencidlni trombocytémii (nadmérna produkce

krevnich desticek). [17]

Inhibitory Tyrosinkinaz

Fosforylace tyrosinu reguluje bunééné procesy, jako je bunécna proliferace, embryondlni

vyvoj, transkripéni aktivace, metabolismus, bunécnd migrace, nebo funkce imunitniho
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systému. Jako tyrosinkindzy jsou oznaCovany proteiny vykonavajici tuto fosforylaci, kdy
katalyzuji ptenos y fosfatu ATP na zbytky tyrosinu v proteinovém substratu. Vzhledem
k tomu, ze tyrosinkinazy hraji dilezitou roli v pfenosu signalu, které zprostiedkovavaji cetné
bunécné procesy, jejich aktivita je obvykle pfisné regulovana. V minulosti se také ukazalo,
ze deregulovand aktivita kindz hraje vyznamnou roli v nékolika typech nédorovych
onemocnéni (rakovina prsu, jater, plic), coz z nich €ini atraktivni cil pro vyvoj 1é¢iv. Vyvoj
téchto ATP-kompetitivnich inhibitorti zacilenych na onkogenni tyrosinkindzy pfinesl

vyznamny pokrok v 1é¢bé jiz zminénych onemocnéni. [18, 19]

Jako piiklad inhibitoru tyrosinkinazy lze uvést Ibrutinib (Obrazek 9), jehoZz zékladni
strukturou je bioisoster purinu, jenz se pouziva k 1€cbé chronické lymfocytarni leukémie
(CLL). Jde o prvotni 1écbu pacientti s CLL, kterym byla choroba nové diagnostikovana. Bylo
popséno, ze Ibrutinib dokédze snizit chemotaxi bun¢k CLL smérem k chemokinim CXCL12

a CXCLI13 a inhibuje bunéénou adhezi po stimulaci na receptoru B-lymfocyti. [18, 20]

Obrazek 9: Strukturni vzorec Ibrutinibu.
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2 MIKROVLNAMI ASISTOVANA SYNTEZA

MikrovInné zéfeni je Siroce pouzivano jako zdroj ohfevu v organické syntéze. Mikrovlnami
asistovand organicka syntéza je znama od roku 1986 a jeji objev vedl ke znatelnému zlepseni

organickych syntéz diky mnoha vyhodam:

1. rychlost reakci — pribéh syntéz v kratkém casovém intervalu,
reprodukovatelnost — zvyseni Cistoty produktu, vynikajici pfenos energie,
produktivita a ndklady — vyssi vytézky produktii a snizeni spotfeby rozpoustédel,
bezpecnost — moznost monitorovani podminek béhem reakce (teplota, tlak),

teplotni aspekt — moznost dosazeni vysoké a homogenni teploty,

AN O i

sniZeni negativniho dopadu na zivotni prostiedi.

Mikrovinné zatfeni je formou elektromagnetické energie nizké frekvence nachazejici se na
konci elektromagnetického spektra. Mikrovinny zéhtev je znacné efektivnim procesem, diky
pfimé interakci s molekulami pfitomnymi v reakéni smési. To vede k prudkému nérGstu

teploty a tim k urychleni reakce. [21, 22]

2.1 Nukleofilni aromaticka substituce v poloze C2 a C6

Ve snaze objevit vysoce vykonnou metodu syntézy substituovanych purint bylo zjisténo, Ze
mikrovinné zateni znacné zrychluje nukleofilni vytésnéni halogenii aminem z polohy C2
purinového skeletu. NejobvyklejSim problémem, ktery spojuje vétSinu publikaci zabyvajici
se nukleofilni substituci na C2, je dlouhd reakéni doba. Bylo pozorovéano, ze pouZziti
mikrovinného zéateni k zahtéati reakce jako alternativniho zpisobu zahfevu reakéni smési
dramaticky snizuje reak¢ni dobu a také ovliviiuje poméry a vytézky produktu. Tento zplisob
byl aplikovan na molekuly vazané na pryskyfici s pozitivnimi vysledky v porovnani

s konven¢nimi zdroji tepla. [23]

Richardem E. Austinem, Christianem Waldraffem a Fahad Al-Obeidim bylo zjiSténo, ze
povaha substituentu v poloze C6 ovliviiyje labilitu halogenu vdzaného v poloze C2. Byly-li
v poloze C6 navazany substituenty bohaté na elektrony (napf. piperidinyl) staval se purinovy
skelet mén¢ nachylnym k nukleofilnimu ataku, zatimco elektronové chudé substituenty tento

trend obracely. [23]
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Dalsi ¢asti prace ukdzaly, ze jod jako substituent navazany na C2 vychozi latky poskytoval
vyssi hladinu konverze, nez fluor a chlor (I>F>CI). Na Obrazku 9 je uvedeno obecné schéma
studované reakce, v Tabulce 3 pak dalsi informace tykajici se typu halogenu navazané¢ho
v poloze 2 vychoziho purinu, vykon mikrovinného reaktoru, reakéni doba a vytézek

izolovaného produktu. [21, 23]

DIEA = diethanolamin
NMP = N-methylpyrrolidon
m(@ w\m(@

O O

Obrazek 10: Ptiklad mikrovlnami asistované substituce halogenu na C2.

Tabulka 3: Vliv halogenovych substituent a podminek reakce na vytézek produktu. [23]

Cl 720 30 4
F 720 30 16
| 720 30 22
F 960 60 62
| 960 60 92

Védci He Huang, Hong Liu, Kaixian Chen, a Hualiang Jiang byla popsédna série mikrovlnami
asistovanych syntéz za pouziti 2,6-dichlor-9H-purinu jakozto vychozi latky. Ta byla nejprve
podrobena dvoustupfiové mikrovlnami asistované syntéze zahrnujici v prvnim kroku
substituci atomu chloru v poloze 6 rtiznymi aminy s ndslednou N-alkylaci nebo N-arylaci

do polohy N9 pomoci raznych organickych halogenida (Obrazek 10). [24]

o 1) amin (1,0 ekviv.) Risp-R2
ACOH (1,0 ekviv.), dioxan
NIJTN\> MW, 10 min, 150 °C . N N\>
C|)\N’ N 2) halid (2,0 ekviv.) C,)\N/ N
H NaOH (2,0 ekviv.), DMF R
I MW, 10 min, 150 °C ha-m "3

Obrazek 11: Obecné schéma mikrovinami asistované SnAr a N-alkylace/arylace. [24]
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Tabulka 4: Vybrané aminy, pfislusny halogen a vytézek jejich reakce. [24]

1 CsHsNH, benzylbromid IIa 80
2 4-MeCsHsNH, benzylbromid IIb 94
3 4-BrCs¢H4NH> benzylbromid Ilc 88
4 3-F3CCsHaNH» benzylbromid 1Id 47
5¢ 4-NO,C¢H4NH, benzylbromid Ile 21
6 2-MeOC¢H4NH, benzylbromid 1If 92
7 3-MeOC¢H4sNH, benzylbromid Iig 83
8 4-MeOCsHsNH> benzylbromid ITh 94
9 4-MeOCsHsNH> ethylbromid i 83
10 2-aminopropan benzylbromid 1Ij 72
11 diethilamin benzylbromid 11k 80
12 morpholin benzylbromid 1 83
13 morpholin ethylbromid IIm 81

“Podminky reakce: 180 °C, 20 min kazdy krok

Nez bylo pfistoupeno k realizaci nukleofilni aromatické substituce atomu chloru na C2, byla

provedena série optimalizacnich reakci, kdy se nejidealné€jsim rozpoustédlem jevilo DMSO

za soucasného ptidani ekvimolarniho mnozstvi NaBF4 jako katalyzatoru, jenz dle zjisténi

autorl usnadnoval substituci atomu chloru na C2 a poskytoval produkty ve velmi vysokych

vytéZcich. Po provedeni optimalizace pfistoupili autofi k syntéze nové série 2,6,9-

trisubstituovanych purinid (Obrazek 12). [24]

1) amin (5,0 ekviv.)
NaBF, (1,0 ekviv.), DMSO
MW, 5 min, 180 °C

R .R
1N 2

N7 XN

)I\/ \>
cl” >N~ °N

R

Na-l >

N/i
> |

~
R4\I}i/kN

R~ .R
NN

Rs 111 a-I

>

N
N\

N
R

3

Obrazek 12: Mikrovlnami asistovana SNAr na C2 katalyzovand NaBF4. [24]

Jak je patrné z Tabulky 6, byly vSechny piipravené slouceniny ziskany ve velmi vysokych

vytézcich 83—100 %. Jedinou vyjimkou byla reakce, v niz byl jako aromaticky amin pouzit

4-methylanilin, kdy vytézek této reakce predstavoval pouze 18 %.
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Tabulka 5: Vychozi latky a pfislusny amin spolu s vytézkem syntéz. [24]

1 IIa morfolin 98
2 IIb morfolin 97
3 Ilc morfolin 98
4 I1d morfolin 92
5 Ile morfolin 100
6 1If morfolin 100
7 IIg isopropylamin 87
8 ITh diethylamin 86
9 ITi piperazin 99
10 Ij benzylamin 91
11 11k 4-methoxybenzylamin 83
12 1 4-methylanilin 18

Amy G. Takvorian a Andrew P. Combs zkoumali ve své publikaci reakci 2-fluor-6-
benzylamino-9-butylpurinu s n€kolika aminy za podminek uvedenych na Obrazku 13. Po
provedené optimalizaci se jako nejvhodnéj$i rozpoustédlo jevila smés acetonitrilu
a methylpyrrolidonu v poméru 1:1 (v:v), kdy nevznikal nechtény vedlejsi produkt
s hydroxylovou skupinou na atomu uhliku C2 purinového skeletu. Soucasné bylo aplikaci
obou rozpoustédel v poméru 1:1 dosazeno vysSich vytézkli nez pii pouziti téchto

rozpoustédel samostatné. [25]
HN amin (20,0 ekviv.), HN
DIEA (3,0 ekviv.),
N7 N\> CH;CN/NMP, 1/, viv N7 N\>
I : ——— I
F)\N/ N MW, 15 min, 220 °C R*‘NJ\N’ N
Bu H Bu

Obrazek 13: Mikrovlnami asistovana substituce atomu fluoru na C2.

V piipadé reakci s piperazinovymi nebo primarnimi aminy (a—c) byly pozadované produkty
izolovany ve vytézcich v rozmezi 90-95 %, ale za pouziti stericky branéného primarniho
aminu (d) nebo jiného sekundarniho aminu (e) byl pozorovan pokles vytézkl na 50 %.
Jelikoz jsou tyto malo reaktivni substituenty v poloze C2 casto obsazeny v mnoha

inhibitorech kinaz, bylo pro tym védct velmi dilezité zvysit vytézky jejich produkta. [25]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 22

Tabulka 6: Amin uzity pro substituci atomu chloru na C2 a nésledny vytézek produktu. [25]

—\ OH
1 HN N—/_ a 95
\n_/
2 ©/\NH2 b 90
7~
3 H2N/\/\N c 90

5 |_"113—0H e 50

V piipadé€ reaktantu 4 zkoumali autofi vliv koncentrace vychozi latky na velikost vytézku.
Zavérem bylo, ze se zvySeni koncentrace z 0,06 M na 0,18 M jevilo jako spravny krok pro
zvySeni vytézku. Poté byla provedena jesté jedna reakce pii koncentraci vychozi

latky 0,36 M, ¢imz bylo dosazeno zvyseni vytézku z ptivodnich 50 % na 89 %. [25]
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II. PRAKTICKA CAST
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3 PRISTROJE A VYBAVENI

Teploty tani (#) uvedené v bakalaiské praci byly méfeny na Koflerové bloku a nejsou
korigovany. Tenkovrstva chromatografie (TLC) vyuzivana pro monitorovani reakci byla
provadéna na deskéch typu Alugram Sil G/UV2s4 firmy Macherey-Nagel. Jako stacionarni
faze pro sloupcovou chromatografii byl pouzit silikagel od firmy Macherey-Nagel a jako
mobilni faze byla pouzita smes chloroform/metanol v pomérech (8/1, v/v) jako systém a,
ethyl-acetat/petrolether v poméru (4/1, v/v) jako systém b a ethyl-acetat/petrolether
v poméru (1/1, v/v) jako systém c. InfraCervena spektra (IR) byla méfena na pfistroji
Spektrometr FTIR ALPHA-T (Bruker) v podobé KBr tablet. Pti vypisu spekter z IR byly
pouzity nasledujici zkratky charakterizujici intenzitu absorp¢nich pasi: s (silnd), m (stfedni),
w (slabd), ptipadné takeé Sitku pasu: b (Siroky pas). Vodikova spektra z nukledrni magnetické
rezonance ('H NMR) byla méfena na pfistroji JEOL ECZ 400 pii frekvenci 399,78 MHz a
BRUKER ASCEND 500 s pracovni frekvenci 500,11 MHz. Inertnimi standardy byly
rozpoustédla 'H: §(rezidualni CHCls) = 7,27 ppm; 8(DMSO-ds) = 2,50 ppm. Pro tcel
interpretace vodikovych spekter byly pouZity nasledujici zkratky: s (singlet), d (dublet),
t (triplet), m (multiplet). Kvalitativni analyza reakcénich smési a findlnich latek byla
provedena pomoci plynového chromatografu spojeného s hmotnostnim spektrometrem
vybavenym kvadrupolovym hmotnostnim analyzatorem (Shimadzu GC-MS QP2010).
Plynovy chromatograf byl vybaven kolonou EQUITY 1 (30 m x 0,32 mm % 1,0 um). Pro
analyzy byl zvolen nésledujici teplotni program: 100 °C/7 min; 30 °C/min s teplotou nastiiku
250 °C. Nosny plyn: He, iontovy zdroj: 200 °C, 70 eV. VSechny GC-MS analyzy byly
provedeny za linedrni konstantni rychlosti 52 cm/s. Ve vypisech signalti z hmotnostnich
spekter jsou uvedeny hodnoty signélii s relativnim zastoupenim nejméné 5 %, vyjma
molekulovych iontli. Hodnoty intenzit vybranych fragmentl jsou uvedeny v zavorce za
hodnotou m/z. Mikrovlnami asistované syntézy byly provedeny na mikrovinném reaktoru
Discovery SP od firmy CEM. Reakce byly provadény v roztoku a za zvySeného tlaku.
Podminky pouzité pro jednotlivé reakce, jsou popsany v diskuzni ¢asti této prace (kapitola

5).

Vychozi latka 2,6-dichlor-9 H-purin, reakéni €inidla a rozpoustédla pro syntézy byly ziskany

z komercnich zdroji a pouzity bez dalSich tprav.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Alkylace 2,6-dichlor-9H-purinu

Do bariky o objemu 50 cm? byl navazen 2,6-dichlor-9H-purin 1 g (5,29 mmol), ktery byl
nasledné rozpustén v 10 ml dimethylsulfoxidu. Vznikly roztok byl zchlazen ve vodni lazni
na teplotu 15 °C, poté bylo pfidano 1,1 g (7,34 mmol) K.COs a 1,32 cm? (13,23 mmol) 2-
jodpropanu v uvedeném potadi. Reakce probihala 8 hodin (monitorovano pomoci TLC) za
nepfetrzitého michéni a chlazeni pouzitim ledu na teplotu 15-18 °C. Po ukonceni reakce
bylo do smési piidano asi 50 cm’® vody a smés byla extrahovana v d&lici nilevce
ethylacetatem. V horni ¢4sti délici ndlevky doslo k oddéleni organického podilu, ktery byl
pfeveden do kadinky, zatimco vodny podil byl vracen do délicky a dale promyvéan dalSimi
podily ethylacetatu. Tento postup byl proveden Sestkrat, kdy kazda extrakce byla provadéna
15-20 cm® ethyl-acetatu. Spojené organické podily byly nasledné promyty nasycenym
roztokem NaCl (2 x 20 cm®), suSeny nad siranem sodnym a odpafeny na rota¢ni vakuové
odparce (RVO). Odpatenim byl ziskan surovy produkt v podobé Zlutého krystalického
prasku, ktery byl dale €istén sloupcovou chromatografii (silikagel, systém a), ¢imz doSlo

k oddéleni vznikajicich N7 a N9 isomert.
2,6-Dichlor-9-isopropyl-9H-purin (2a)

Cisty N9 isomer byl ziskdn v podobé bezbarvého krystalického prasku ve vytézku 0,83 g
(68 %); t,=148-150 °C; Ry= 0,57 (systém a).

'H NMR (DMSO-ds): 51,57 (d,J = 6,9 Hz, 6H, CH(CHs)2); 4,83 (m, 1H, CH(CH3)s): 8,85
(s, 1H, NC®HN) ppm.

13C NMR (DMSO-ds): 621,7 (CHs); 48,0 (CH); 130,7 (C); 146,6 (CH); 149,5 (C); 150,5
(C); 152,9 (C) ppm.

IR (KBr): 3119 (w), 2986 (w), 2975 (w), 1783 (w), 1588 (s), 1556 (s), 1488 (m), 1463 (m),
1403 (w), 1390 (m), 1359 (s), 1318 (m), 1275 (m), 1245 (s), 1216 (s), 1186 (m), 1158 (s),
1139 (m), 1107 (w), 1089 (w), 959 (m), 872 (s), 778 (m), 682 (w), 645 (m), 628 (m), 595
(m) cm ™.

GC-EL-MS (tr = 14,1 min): 40 (6), 41 (74), 42 (14), 43 (100), 47 (6), 53 (6), 64 (6). 65 (5),
73 (10), 92 (6), 99 (6), 153 (51), 155 (16), 179 (10), 188 (38), 189 (15). 190 (24), 191 (9),
215 (38), 217 (26), 230 (M*(¥Cla), 49), 232 (M*(SCHCI), 32), 230 (M*('Cha), 5) m/z (%)
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2,6-Dichlor-7-isopropyl-7H-purin (2b)

Cisty N7 isomer byl ziskan v podob& bezbarvého krystalického prasku ve vytézku 0,10 g
(8 %); t:=151-154 °C; Rr= 0,22 (systém b).

"H NMR (DMSO-ds): 61,60 (d, J = 6,7 Hz, 6H, CH(CHs),); 5,14 (m, 1H, CH(CH3),); 9,05
(s, 1H, NC®HN) ppm.

13C NMR (DMSO-ds): o 22,7 (CHz); 49,7 (CH); 121,5 (C); 143,0 (CH); 149,6 (C); 150,7
(C); 163,2 (C) ppm.

IR (KBr): 3110 (w), 2985 (w), 2961 (w), 2925 (w), 2359 (w), 2339(w), 1824(w), 1596(s),
1530 (s), 1461 (s), 1404 (s), 1389 (s), 1378 (s) 1314 (s), 1276 (m), 1197 (m), 1166 (s), 1140
(m), 1102 (m), 997 (s), 869 (s), 784 (), 634 (s) cm’!

GC-EI-MS (tr = 15,7 min):40 (5), 41 (69), 42 (14), 43 (100), 47 (6), 64 (6), 73 (10), 76 (5),
92 (5), 99 (5), 118 (6), 153 (49), 155 (14), 179 (9), 188 (37), 189 (14), 190 (23), 191 (8), 215
(37), 217 (24),230 (M*(3Clo), 48), 232 (M'(’CI+37C1), 30), 230 (M'('CLa), 5) m/z (%).

4.1.1 Nukleofilni aromaticka substituce atomu chloru na C6 provadéna konven¢nim

zpusobem

Sloucenina 2a (300 mg; 1,30 mmol) byla rozpusténa v 7 cm? propan-2-olu ve 25 cm? batice.
Nésledné byl do vzniklého roztoku pifidan pfisluSny amin ve dvoumoldrnim piebytku
areakéni smés byla refluxovéana pii 90 °C pod zpétnym chladiCem. Priibéh reakce byl
monitorovan pomoci TLC. Po uplném zreagovani vychoziho purinu 2a byla reakéni smés

nafedéna destilovanou vodou a nasledné extrahovana 6 x 20 cm?

ethyl-acetatu. Spojené
organické podily byly promyty 2 x 20 cm® nasyceného roztoku chloridu sodného a suseny
nad siranem sodnym. Po odpateni rozpoustédla na RVO byl surovy produkt purifikovan

sloupcovou chromatografii (silikagel, systém c).

2-Chlor-N-ethyl-9-isopropyl-9H-purin-6-amin (3)

Cisty produkt byl ziskan purifikaci pomoci sloupcové chromatografie (silikagel, systém c)

v podobé zlutého krystalického prasku ve vytézku 247 mg (79 %); t. = 118-120 °C.
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'H NMR (DMSO-ds):61,30 (t, J = 7,3 Hz, 3H, NHCH,CH3); 1,57 (d, J = 6,6 Hz, 6H,
CH(CHj3)2); 3,72 (m, 2H, NHCH>CH3); 4,80 (m, 1H, CH(CH:)2); 5,84 (s, 1H, NHCH.CH3);
7,76 (s, 1H, NC®HN) ppm.

13C NMR (DMSO-ds):5 15,1 (CHs); 23,0 (CH3); 36,0 (CHz); 47,1 (CH); 119,0 (C); 137.,6
(CH); 154,5 (C); 155,5 (C) ppm.

IR (KBr): 3111 (w), 2971 (m), 2932 (w), 1626 (s), 1573 (m), 1537 (m), 1477 (w), 1451 (m),
1414 (w), 1347 (m), 1309 (s), 1292 (s), 1225 (s), 1131 (w), 1080 (w), 1052 (m), 1001 (m),
942 (m), 890 (), 845 (w), 788 (m), 643 (m), 539 (m) cm™".

GC-EI-MS (tr = 15,3 min):40 (7), 41 (39), 42 (13), 43 (35), 44 (80), 53 (11), 54 (12), 55 (6),
62 (6), 65 (7), 66 (12), 67 (12), 68 (7), 80 (7), 91 (5), 92 (20), 93 (8), 106 (7), 107 (15), 108
(10), 118 (7), 119 (48), 120 (6), 133 (22), 134 (47), 146 (19), 153 (7), 154 (20), 155 (12),
156 (7), 160 (17), 161 (29), 162 (5), 169 (55), 170 (6), 171 (16), 182 (100), 183 (10), 184
(34), 196 (47), 197 (27), 198 (17), 199 (10), 211 (32), 213 (11), 224 (56), 225 (7), 226 (19),
239 (M*(35CI), 89), 240 (13), 241 (M*C'CI), 30) m/z (%).

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

Cisty produkt byl ziskan purifikaci pomoci sloupcové chromatografie (silikagel, systém c)

v podobé Zluto-hnédého krystalického prasku ve vytézku 291 mg (78 %); t. = 118-120 °C.

"H NMR (DMSO-ds):6 1,51 (d, J = 6,6 Hz, 6H, CH(CH3),); 4,70 (m, 1H, CH(CHz),); 7,05
(t, J=17,9 Hz, 2H, Ph); 7,32 (t, J = 8,0 Hz, 2H, Ph); 7,79 (d, J = 7,8 Hz, 1H, CHCH); 8,39
(s, 1H, CH); 10,19 (s, 1H, NH) ppm.

13C NMR (DMSO-do): 8 22,6 (CHs) 47,5 (CH) 119,7 (C) 121,8 (CH) 124,0 (CH) 129,0 (CH)
139,4 (C) 140,9 (C); 150,8 (C); 152,5 (C); 152,9 (C) ppm.

IR (KBr): 3110 (w), 2985 (w), 2961 (w), 2925 (W), 2359 (W), 2339 (w), 1824 (w), 1596 (s),
1567 (w), 1530 (m), 1461 (s), 1389 (s), 1378 (), 1314 (m), 1276 (m), 1227 (s), 1197 (m),
1166 (m), 1140 (m), 1102 (w), 997 (s), 869 (m), 784 (m), 634 (m) cm™.

GC-EI-MS (tr = 24,9 min):41 (23), 43 (19), 51 (20), 65 (12), 76 (5), 77 (61), 78 (7), 92 (9),
102 (6), 103 (13), 104 (17), 129 (11), 141 (5), 156 (11), 182 (6), 183 (5), 209 (10), 210 (92),
211 (13), 244 (93), 245 (44), 246 (35), 247 (14), 252 (7), 286 (39), 287 (M'(*Cl), 100), 288
(29), 289 (M*(7C1), 33), 290 (5) m/z (%).
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4.1.2 Mikrovlnami asistovana nukleofilni aromaticka substituce atomu chloru na

Ceé

Slougenina 2a (100 mg; 0,43 mmol) byla rozpusténa v 8 cm? ethanolu v 10 cm® zkumavce
urcené pro mikrovinné syntézy. K reak¢ni smési byl ptidén 1,1 molarni ptebytek primarniho
aminu, s dvoumolarnim piebytkem triethylaminu pro syntézu slouceniny 3, pfipadné 2,0
molarni prebytek ptislusného aromatického aminu pro syntézu slouceniny 4. Zkumavka byla
uzaviena specidlnim septem a vlozena do mikrovlnného reaktoru opatiené¢ho teflonovou
bezpecnostni nadobou. Reakce byla spusténa pies software Synergy-D za nasledujicich
podminek: tlak 21 bar, vykon 200 W, teplota 150 °C, ¢as 15 minut. Po dokonceni reakce
byla provedena zkouska pomoci TLC a reakéni smés byla rovnéz analyzovana pomoci GC-
MS. Po zchlazeni reakéni smési byla tato nafedéna destilovanou vodou a nasledné
extrahovéana 6 x 20 cm® ethyl-acetatu. Spojené organické podily byly promyty 2 x 20 cm?
nasycen¢ho roztoku chloridu sodného a suSeny nad siranem sodnym. Po odpateni
rozpoustédla na RVO byl surovy produkt purifikovan sloupcovou chromatografii (silikagel,

systém c)
2-Chlor-N-ethyl-9-isopropyl-9H-purin-6-amin (3)

Cisty produkt byl ziskan purifikaci pomoci sloupcové chromatografie (silikagel, systém c)

v podobé Zlutého prasku ve vytézku 97 mg (93 %); # = 118-120 °C.

Spektralni charakteristiky odpovidaly titulni slouc¢ening (viz kapitola 4.1.1, strana 26).

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

Cisty produkt byl ziskan purifikaci pomoci sloupcové chromatografie (silikagel, systém c)

v podobé zZluto-hnédého krystalického prasku ve vytézku 114 mg (94 %); t = 118120 °C.

Spektralni charakteristiky odpovidaly titulni slouc¢ening (viz kapitola 4.1.1, strana 27).
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

V nasledujici ¢asti bakalaiské prace budou komentovany vysledky plynouci z uskutecnéné
experimentalni Cinnosti. Svou naplni zapada tato prace do oblasti chemie purinovych
sloucenin, tedy oblasti, které je jiz fadu let vénovana pozornost ve vyzkumné skupiné
doc. Roberta Vichy. Primarnim cilem pfedlozené prace bylo ovéfit moznost aplikace
mikrovlnami asistované syntézy pro nukleofilni aromatickou substituci atomu chloru
v poloze 6 a 2 purinového skeletu a srovnat vysledky dosazené pomoci mikrovlnami
asistované syntézy s vysledky plynoucimi ze syntéz provedenych konvencnim zpisobem.
Cilem tedy nebylo a priory pfipravit sérii 2,6,9-trisubstituovanych purinit s doposud

nepopsanou strukturou.

5.1 Alkylace 2,6-dichlor-9H-purinu

V prvnim kroku bylo nezbytné provést alkylaci vychoziho 2,6-dichlor-9H-purinu (1), kdy

Fv e

postup, nebylo nutné reakéni podminky nikterak modifikovat. Vychozi purin 1 byl tedy
ponechdn reagovat s 2-jodpropanem v prostiedi uhliCitanu draselného jako baze

a dimethylsulfoxidu jako rozpoustédla (Obrazek 14).

cl Cl cl \//
NZ N I K,CO4 DMSO NZ N N7 N
)\\)I 2 * )\ 1518 °C, 22 h )\\ > - )\\ L2
cl” "N ﬁ ' & N N @ "NT N
1 2a (68 %) )\ 2b (8 %)

Obrazek 14: Alkylace 2,6-dichlor-9H-purinu (1).

Reakéni smés byla udrZzovana pii teplot¢ 15-18 °C z divodu minimalizace tvorby
nezadouciho N7 izomeru. Prib¢éh reakce byl monitorovan pomoci GC-MS, pficemz analyza
provedena po 22 h poukazovala na spotfebovani veskeré vychozi latky. V reakéni smési se,
vyjma pozadovaného N9 izomeru nachézel také N7 izomer, kdy jejich relativni zastoupeni
dle GC-MS ¢inilo 90 %, resp. 10 % (Obrazek 15, ¢erny chromatogram). Oba izomery byly
vzajemné oddé€leni pomoci sloupcové chromatografie, pficemz nasledna GC-MS analyza
frakce obsahujici N9 derivat potvrdila, Ze purifikace byla uspés$na, jelikoz v ziskaném

chromatogramu nebyl N7 izomer detekovan (Obrazek 15, Cerveny chromatogram).
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Obrazek 15: Vysledky GC-MS analyz po alkylaci 2,6-dichlor-9H-purinu (1).

Struktura obou izomerd byla potvrzena pomoci bézné pouzivanych metod strukturni

analyzy, a sice hmotnostni spektrometrie a nuklearni magnetické rezonance.
obsahujici signaly o m/z 230, 232 a 234 v pfiblizném poméru 9:6:1 potvrzujici pfitomnost

dvou atomu chloru v molekule.

110 cl -+
100 - 431 N7 | N\>
] M= -

90 ] C|)\N N
— 80 -
S
8 704 Exaktni hmotnost = 230,013 u
=]
e 153.0 L
c 1 A
= 501 230.1
s
5 40 187.9 215.1
3 A 232.0
X 304

20

10 - o 234.0

0 - 4 oy e
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Obrazek 16: EI-MS spektrum slouceniny 2a.
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Jak je patrno z Obrazku 17, na némz je uvedeno EI-MS spektrum N7 derivatu (sloucenina
2b), byly pozorovany signdly o stejném m/z, jen s drobnymi odliSnostmi tykajicimi se

relativni intenzity pozorovanych signalt.

110—_ & <+
43.1
100
] _ NZ N
90 M= s N »
I cI” N7 N

— 80
X |
o) 70 Exaktni hmotnost = 230,013 u
s
& 60 [M]”
= 504 150 230.1
E
g
= 40 187.9  215.1
I 2320
¥ 30

20

10 73.0

04 ."---|.'-~.-'- el

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 m/z

Obrazek 17: EI-MS spektrum slou€eniny 2b.

Struktura slouc¢enin 2a a 2b byla potvrzena rovnéz pomoci 'H NMR. Na Obrazku 18 je pro
ilustraci uvedeno spektrum slou¢eniny 2a, kde je mozné v alifatické oblasti pozorovat signal
odpovidajici methylové skupiné propan-2-ylového substituentu, dale pak multiplet v oblasti
4,74-4,84 ppm odpovidajici CH skupiné z téhoz substituentu. Poslednim ve spektru
pozorovanym signalem byl singlet uréeny jako atom vodiku C®H nachézejici se mezi dvéma

atomy dusiku imidazolového kruhu purinového skeletu.
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Obriazek 18: 'H NMR spektrum sloueniny 2a.

5.2 Nukleofilni aromaticka substituce atomu chloru na Cé6

V dalsi c¢asti této bakaldiské prace byla provedena série experimentli s cilem oveéfit
odli$nosti, jakymi bude probihat nukleofilni aromaticka substituce atomu na C6 ,,klasickym*
konvenénim zplsobem a za podminek mikrovlnami asistované syntézy. Nejprve byly
provedeny syntézy konvencnim zplisobem, ndsledované sérii experimenti provedenych
pomoci mikrovinného reaktoru. Ziskané vysledky budou blize komentovany v nasledujicich

dvou kapitolach.

5.2.1 Syntézy provadéné konvencénim zpiisobem

Jak je uvedeno vyse, nejprve byla nukleofilni aromatick4 substituce atomu chloru na C6
uskutecnéna konvenénim zplisobem, kdy vychozi purin 2a byl ponechan reagovat
s ptisluSnym primarnim aminem (ethylamin, anilin) v propan-2-olu pfi teplot¢ 90 °C

(Obrazek 19).
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Obrazek 19: Obecné schéma SnAr na C6 provadénych konvencnim zptsobem.

Jak je patrné z Tabulky 7, byl primarni amin pouzit v dvoumolarnim ptebytku, kdy
k uplnému zreagovani vychoziho purinu 2a doslo po 48 hodinidch (monitorovano pomoci
GC-MS). Pozadované produkty, tedy slouceniny 3 a 4 byly po pfecisténi sloupcovou

chromatografii ziskany v takika stejnych vytézcich.

Tabulka 7: Podminky provedenych syntéz a mnozstvi vytézku jejich produkti

1 ethyl 2,0 ekv. 48 3 79
2 fenyl 2,0 ekv. 48 4 78

Jak je uvedeno vyse, byla Cistota sloucenin 3 a 4 potvrzena pomoci GC-MS, k urceni

struktury obou latek byla pouzita také nukledrni magneticka rezonance.

Na Obrazku 20 je uveden chromatogram slouceniny 3 ziskany po preciSténi pomoci
sloupcové chromatografie. Z chromatogramu je patrné, ze slouceninu 3 lze oznacit za
chromatograficky cistou, kdy pik odpovidajici pfedmétné slouCeniné byl pozorovan v Case

15,3 minuty.

15,3

LNH
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T
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Obrazek 20: Vysledek GC-MS analyzy slou¢eniny 3 po sloupcové chromatografii.

Soucasti analyzy GC-MS je rovnéz hmotnostni spektrum, z néhoz lze poukazovat na
strukturu ptislusné slouceniny. EI-MS spektrum purinu 3 je zndzornéno na Obrazku 21. Ve
spektru byl pozorovan klastr sestavajici ze signalti o m/z 239 a 241 odpovidajicich exaktni
hmotnosti pfedmétné slouceniny. Navic, vzajemny pomér obou signall v pfiblizném poméru
3:1 budiz jednozna¢nym dikazem o piitomnosti jediného atomu chloru v molekule

poukazujiciho na uspésné provedenou substituci atomu chloru na C6.
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N )\
2
& 704 Exaktni hmotnost = 239,094 u
S
5 50 169.0 225.9
2
= 504 119.0 196.0
Z
= 40 4
S 241.0
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Obrazek 21: EI-MS spektrum slouceniny 3.

Struktura latek obsahujicich na C6 sekunddrni amin byla potvrzena rovné€Zz pomoci NMR.
Ve vodikovém spektru slouceniny 4 uvedeném na Obrazku 21, byly pozorovany tfi stejné
signaly jako v ptfipad€ vychoziho purinu 2a. Ve srovnani s vychozi latkou, ptibyly ve spektru
slouCeniny 4 cCtyfi nové signaly pochézejici z aromatického aminu navazaného na C6
purinového skeletu. Tti signaly uréené jako atomy vodiku benzenového jadra byly
pozorovany v oblasti 7,05-7,80 ppm, tedy v oblasti pro tento typ atomui vodiku typické.
Poslednim pozorovanym signalem byl singlet s chemickym posunem 10,19 ppm pochazejici

ze sekundarni aminové skupiny navazané na Cé.
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Obriazek 22: '"H NMR spektrum slouceniny 4.

5.2.2 Mikrovlnami asistované syntézy

Nésledovala série mikrovlnami asistovanych nukleofilnich aromatickych substituci atomu
chloru na C6 provadéna na v nedavné dob¢ pofizeném mikrovinném reaktoru. Cilem bylo
ov¢ftit, zda pouziti tohoto typu syntézy zkrati reakéni dobu a jaky bude mit dopad na vytézky,
v nichz budou uvaZované slouceniny ziskdny. Tato prace do jist¢é miry navazuje na
diplomovou praci Venduly Tichavské, kterd se zabyvala mikrovlnami asistované syntézy
nové série 2,6-disubstituovanych purinti. V tomto ptipad¢€ bylo vSak cilem substituovat dva,

nikoliv jen jeden atom chloru na purinovém skeletu.

Obecné schéma mikrovlnami asistovanych syntéz je uvedeno na Obrazku 23. Podminky
mikrovinného reaktoru byly nésledujici: teplota 150 °C, tlak 21 bar, vykon 200 W.

Detailngjsi informace k provedenym experimentiim, respektive podminkam, pti nichz byly

jednotlivé reakce provadény, jsou uvedeny v Tabulce 8.
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Obrazek 23: Obecné schéma SnAr na C6 provadénych pomoci mikrovlnami asistované

syntézy.

Mikrovinami asistované¢ syntézy slouceniny 3 se vzajemné liSily pouze Casem, kdy
nejlepsiho izolovaného vytézku bylo dosazeno pfi provadeni reakce po dobu 15 minut, kdy
byl pozadovany produkt ziskan ve vytéZku 93 % (Tabulka 8, reakce 1). Reakce byla
provadéna v pfitomnosti baze, a sice triethylaminu, ktery byl pouzit ve dvoumolarnim
prebytku. Tyto reakéni podminky se jevily jako vyhodnéjsi ve srovnani s témi pouzitymi pii
konven¢nim zptsobu, kdy byl ethylamin pouZit ve dvoumolarnim ptebytku za vylouceni
baze, coZ znamenalo, Ze se v reakéni smési po zreagovani vychoziho purinu 2a nachéazelo
znacné mnozstvi ethylaminu, ktery musel byt ze smési odstranén pomoci sloupcové
chromatografie, coZz bylo relativné komplikaci s ohledem na skutecnost nemoZnosti
pozorovat tuto latku pomoci TLC-UV. V pfipad€ pouZiti triethylaminu bylo mnoZstvi

nezreagovaného ethylaminu v rea¢ni smési minimalni.

Pfi syntéze slouceniny 4 pomoci mikrovlnami asistované syntézy byl vyzkouSen postup jak
s bazi, tak také bez ni. Byla-li pouzita baze, bylo nejlepsiho vysledku dosazeno uzitim béaze
v reakéni smési ve dvoumolarnim prebytku (Tabulka 8, reakce 7), kdy reakéni ¢as Cinil 20
minut. Jesté lepSiho vysledku bylo dosazeno v ptipad€é pouziti dvoumolarniho piebytku
anilinu za vylouceni triethylaminu (Tabulka 8, reakce 6), kdy byl pozadovany produkt
izolovan ve vytézku 94 %. Na rozdil od ethylaminu, nepfedstavoval nezreagovany zbytek
anilinu pfitomného v reakéni smési zadny zdsadni problém ve smyslu ¢isténi produktu
pomoci sloupcové chromatografie, ponévadz anilin mize byt detekovan v jednotlivych
frakcich ziskanych pomoci sloupcové chromatografie pomoci ozéateni TLC desticky UV

lampou.
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Tabulka 8: Vycet provedenych SnAr na C6 pomoci mikrovlnami asistované syntézy.

1 ethyl 1,1 ekv. 2,0 ekv. 3 93
2° ethyl 1,1 ekv. 2,0 ekv. 3 90
3¢ ethyl 1,1 ekv. 2,0 ekv. 3 78
4° fenyl 1,1 ekv. 1,1 ekv. 4 72
5¢ fenyl 2,0 ekv. - 4 72
6’ fenyl 2,0 ekv. - 4 94
7¢ fenyl 1,1 ekv. 2,0 ekv. 4 86
8 fenyl 1,1 ekv. 2,0 ekv. 4 58

Podminky reakce: “t = 15 min.; bt =10 min.; t = 5 min.; % = 20 min.

5.3 Nukleofilni aromaticka substituce atomu chloru na C2

Poslednim typem experimentu uskuteCnénym v ramci feSeni této bakalarské prace, byly
pokusy o nukleofilni aromatickou substituci atomu chloru na C2 purinového kruhu, ktery je
obecn¢ velmi malo reaktivni a provést jeho substituci za konvencnich podminek je relativné
obtizné.

VyzkouSeny tedy byly pouze mikrovlnami asistované substituce atomu Cl na C2. Obecné
schéma reak¢nich podminek je uvedeno na Obrazku 24, pficemZ parametry mikrovinného

reaktoru byly totozné s témi pouzitymi pii SNAr atomu chloru na C6.

anilin, EtzN
EtOH, MW

HN/©
o £

Obrazek 24: Obecné schéma SnAr na C6 provadénych pomoci mikrovlnami asistované

syntézy.

Jak je patrné z Tabulky 9, byly provedeny celkem ¢tyii reakce, kdy ve tfech byl vychozi
latkou purin 4 a v jedné jediné 2-chlor-9H-purin ziskany z laboratornich zasob (tato reakce
neni, z divodu snadngj$i pfehlednosti, zohlednéna na Obrazku 24). Bohuzel, ani jedna

z provedenych nevedla k pozadovanému cili. Reak¢éni smés byla ihned po vytazeni
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zkumavky z mikrovinného reaktoru analyzovéana pomoci TCL a GC-MS. Nicméné ani
v jednom ptipad¢ nebyl pozorovan zadny posun ve smyslu vzniku jakéhokoliv produktu

v reakéni smési.

Tabulka 9: Provedené reakce ve snaze o S~nAr chloru v poloze C2.

1 4 1,1 ekv. 1,1 ekv. 40 -
2 4 2,0 ekv. - 40 -
3 4 5,0 ekv. - 40 -
4 2-chlor-9H-purin 2,0 ekv. - 40 -

S ohledem na vySe uvedené se jako vhodné jevi pokusit se nalézt takové podminky, které
zajisti substituci atomu chloru na C2, ¢emuz bude v nasledujicich mésicich vénovana
pozornost. Jako vhodné se jevi pouziti katalyzatoru, napt. na bazi palladia ¢i NaBHa4, jakozto

katalyzatoru fazového pfenosu.
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ZAVER

Cilem bakalatrské prace bylo piipravit sérii 2,6,9-trisubstituovanych purind, kdy nejveétsi
vyzvou byla pravé nukleofilni aromatickd substituce atomu chloru v poloze C2 purinového
skeletu, kterd za konvencnich podminek probiha relativné neochotné. Pravé kvuli této

skutecnosti bylo pfedmétem prizkumu uziti mikrovlnami asistované syntézy, ktera by méla

vést k usnadnéni a urychleni jiz zminované reakce.

Nejprve bylo nutné ptipravit slou¢eninu 2a, kterd byla dale pouZzita pro substituci atomu
chloru v poloze 6. Sloucenina 2a byla pripravena alkylaci komeréné dostupného 2,6-dichlor-
9H-purinu (1) do pozice N9 reakci s 2-jodpropanem v prostiedi uhli¢itanu draselného jako

baze a dimethylsulfoxidu jako rozpoustédla.

V dalsi ¢asti byla provedena série nukleofilnich aromatickych substituci atomu chloru
v poloze C6 slouceniny 2a ethylaminem a anilinem za uziti konvenéniho zadhfevu na 90 °C
a vytézky téchto reakci, jakoz i délka trvani reakce, byly porovnany s vytézky sérii
obdobnych, nebo mirn¢ pozménénych syntéz provedenych pomoci mikrovinného reaktoru.
Vysledkem bylo zna¢né zkraceni reakéni doby z fadu hodin na minuty za soucasného
zvyseni vytézkl sloucenin 3 a 4.

V posledni ¢asti této prace bylo snahou pfijit na vhodné podminky mikrovlnami asistované
syntézy, pii kterych by probihala nukleofilni aromaticka substituce atomu chloru v poloze
C2 slouceniny 4. Byla provedena série reakci za proménnych podminek, kdy nedoslo ke

vzniku zadného produktu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ATP
CDK
DMSO
DNA
EI-MS
GC-MS
HDL
ICso

IR
LDL
NMR
RNA
SnAr

TLC

adenosistrifosfat
cyklin-dependentni kinaza
dimethylsulfoxid
deoxyribonukleova kyselina
hmotnostni spektrometrie s elektronovou ionizaci
hmotnostni analyza
vysokodenzitni lipoprotein
inhibi¢ni koncentrace
infraervena spektroskopie
nizkodenzitni lipoprotein
nuklearni magnetické rezonance
ribonukleova kyselina
nukleofilni aromatickd substituce

chromatografie na tenké vrstvé
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