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ABSTRAKT

Mozna biologicka aktivita purind motivuje mnohé védecké tymy k vyzkumu moznosti
syntéz jejich 2, 6, 8 a 9 substituovanych derivati. Tato diplomova prace popisuje
ttikrokovou syntézu 2,6,9-trisubstituovanych purintt s doposud nepopsanou strukturou.
Samotnd syntéza sestavala z alkylace komercéné dostupného 2,6-dichlor-9H-purinu 2-
jodpropanem, nésledovanou mikrovinami asistovanou SyAr atomu chloru v poloze 6
alkylovaného purinu, a v poslednim kroku dal§i mikrovinami asistovanou SyAr atomu
chloru v poloze 2 purinovych derivatl, ktera se ukdzala byt relativné problematickou.
Ptipravené slouceniny byly charakterizovany pomoci bézné pouzivanych metod strukturni

analyzy.

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

syntéza, nukleofilni aromaticka substituce, metody strukturni analyzy.

ABSTRACT

The possible biological activity of purines motivates many research groups to investigate
the possibility of synthesizing their 2, 6, 8 and 9 substituted derivatives. This diploma
thesis describes a three-step synthesis of 2,6,9-trisubstituted purines with an undescribed
structure. The synthesis itself consisted of the alkylation of commercially available 2,6-
dichloro-9H-purine with 2-iodopropane, followed by microwave-assisted SxAr of the
chlorine atom in position 6 of the alkylated purine, and in the last step another microwave-
assisted SyAr of chlorine in position 2 of the purine derivatives, proved to be relatively
problematic. The prepared compounds were characterized using commonly used structural

analysis methods.

Keywords: 2,6,9-trisubstituted purines, microwave-assisted synthesis, conventional

synthesis, nucleophilic aromatic substitution, methods of structural analysis.
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UvVOD

Purin je jednim z nejvyznamnéjSich a nejhojnéji pouzivanych strukturnich motiva
v medicindlni chemii. Zakladem je sloucenina tvofici bicyklicky systém, vznikly
vzajemnou kondenzaci imidazolu a pyrimidinu U Sirokého mnozstvi purinovych derivati
byla prokdzéna vyznamna biologicka aktivita. Toto Uzce souvisi s nepiebernym mnozstvim
moznosti substituce purinového skeletu, kdy zpravidla dochazi k substitucim v polohéch 2,

6,8a09.

Pouziti konvenénich technik ohfevu casto zahrnuje dlouhou reakéni dobu a ne vzdy
poskytuje uvazované slouceniny ve vysokych vytézcich. Technika mikrovinného ohfevu je
naopak schopna zajistit rychlé, selektivni a rovnomérné zahtivani reakéni smési, které vede
k vy$§im vytézkim syntéz a k zdsadnimu zkridceni reakéni doby. Pravé mikrovlnami

asistovanou syntézou se tato prace zabyva.

Teoreticka cast této diplomové prace se prvni kapitolou vénuje obecné charakteristice
purinovych slou¢enin. Ve druhé kapitole se zabyva reSerzi na téma syntézy 2,6,9-
trisubstituovanych purinti, zamétené primarné na nukleofilni aromatickou substituci atomu

chloru v poloze 2, kde tyto probihaji relativné neochotné a za naro¢nych podminek.

V praktické ¢asti je nejprve popséna priprava alkylovaného 2,6-dichlor-9H-isopropyl
purinu a naslednd nukleofilni aromaticka substituce atomu chloru v poloze 6 tohotu
derivatu vybranymi aminy. Hlavnim bodem této cCasti prace je série nukleofilnich
aromatickych substituci atomu chloru v poloze 2 ziskanych purinovych derivati. Tato ¢ast
zahrnuje sérii nezdafenych experimentll, inspirovanych literdrni reSerzi. Nasledné€ jsou
popsany experimenty s optimalizovanymi podminkami, jeZ vedly k syntéze novych

v literatuie doposud nepopsanych 2,6,9-trisubstituovanych purini.
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I. TEORETICKA CAST
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1 PURINY

Puriny patii do skupiny heterocyklickych slouc¢enin odvozenych od cyklickych uhlovodikii
nahradou jednoho, nebo nékolika uhlikovych atomu jinym heteroatomem, kterym muze
byt dusik, kyslik, sira, fosfor, ale 1 jiné atomy. Zakladem samotného purinu je slou¢enina,
ktera tvoti bicyklicky systém vzajemnou kondenzaci imidazolu (péticlenného heterocyklu
se dvéma atomy dusiku) a pyrimidinu (Sesti¢lenného heterocyklu se dvéma atomy dusiku).

Systematicky nazev této slouceniny je tedy imidazo[4,5-d|pyrimidin (Obrazek 1). [1]

N \ N 1N 6\5 l\7]
l/Nj | N> 2lN/4 N>9
H N

pyrimidin imidazol imidazo[4,5-d Jpyrimidin

Obrazek 1: Struktura purinového skeletu.

V roce 1884 byl imidazo[4,5-d]pyrimidin poprvé syntetizovan Emilem Fisherem, ktery za
tento objev ziskal v roce 1902 Nobelovu cenu. Purin se ve své zékladni form¢ v ptfirodé
prakticky nenachdzi, ale lze jej nalézt v fadé¢ znamych a vyznamnych molekul. Mezi
nejznamejsi patii urcité¢ kofein, nebo theobromin. Derivaty purinu se vyskytuji také ve
formé dusikatych bazi, podilejicich se na stavbé DNA a RNA, konkrétné¢ adenin (6-
aminopurin) a guanin (2-amino-6-oxopurin). Vybrané ptiklady purinovych derivati jsou

znazornény na Obrazku 2. [2,3]

NH, OH o o
NN NN N N N N
LD |)I > L2 %%
I\N/ N NHz)\N/ N o)\ril N O)\lil N

adenin guanin kofein theobromin

Obrazek 2: Vybrané piiklady purinovych derivata.

1.1 Tautomery purinu

Purin se muze diky poloze umisténi atomu vodiku na jednom ze ctyt disikovych

heteroatomti vyskytovat ve Ctyfech tautomernich formach (Obrazek 3), kdy nejstabilngjsi
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a nejcastéji se vyskytujici formou je 9H-purin. Tento tvofi ve vodnych roztocich témér

ekvimolarni smés se 7H-purinem. Tautomery 1H- a 3H- se zatim nepodafilo izolovat. [1,4]

CE\> — kt/> ké[\> LY

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

Obrazek 3: Mozné tautomerni formy purinu.

1.2 Bioisostery purinu

Obecné jsou jako bioisostery oznacovany latky strukturné podobné jejich vychozi
sloucening, ale liSici se rozloZzenim atomu ve struktuie, nebo zdménou funkéni skupiny.
Purinové bioisostery jsou latky disponujici podobnymi fyzikdlnimi a chemickymi
vlastnostmi, jejichz malé odliSnosti mohou zasadné ovlivnit chovani latek z pohledu
medicindlni chemie. Mezi tyto vlastnosti patii rozpustnost, reaktivita, hydrofobicita nebo
elektrostaticky potencial. Takové zmény struktury mohou naptiklad ovlivnit metabolickou
stabilitu, optimalizaci biologickych vlastnosti, snizit nezddouci Uc¢inky, nebo zlepsit
farmakologickou aktivitu pfislusného bioisosteru, ve srovnani s plivodnim lé¢ivem

obsahujicim purinovy skelet. [5,6]

Bioisostery purinu lze syntetizovat nékolikastupfiovymi procesy pies velké mnozstvi
meziproduktii. Zatim bylo popsédno 11 bioisosterti purinu. Jak lze vidét na Obrazku 4,
tykaji se tyto zmény pfidani, odebrani, nebo pfesunu atomu dusiku v pivodni molekule.
Jedna se napt. o disubstituované derivaty triazolo[1,5-a]pyrimidinu  nebo

tetrasubstituované imidazo[ 1,2-a]pyraziny. [7,8]
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R R R
HN" 2 I—ﬂ\l\’ 2 HN” 2 HN- T2
H
N ~N N N
AN “ >N N \ )\'/
)Nl\ = \> )N\\ =~ \> )Nl\ Y, N N\ N )
R N7 N R N7~ °N R "N R;
Ry R3 R, Rs
imidazo[4,5-d |pyrimidin triazolo[1,5-a]pyrimidin pyrazolo[4,3-d ]pyrimidin imidazo[1,2-a]pyrazin
R R R R
HN” 2 HN" 2 HN" 2 HN” 2

N)\N’N\ NI N "{\N NI N, NI N\
NS N ~Z / s / ~
R1)\N)\8 R1)\N N R1)\N N R1)\N N
Rs Rs Rs Rs
pyrazolo[1,5-a][1,2,5]triazin  triazolo[4,5-d ]pyrimidin pyrazolo[3,4-dpyrimidin pyrolo[2,3-d]pyrimidin

R R R R
HN™ 2 HN" 2 HN" 2 HN" 2
H
NT N =z N’N\ N)\|¢N AN N\
)I\ P/ N )\\ ,N\/? = >
R °N R °N R "N R N7 "N
Rs Rs Rs Rj
pyrolo[3,2-d]pyrimidin pyrazolo[1,5-a]pyrimidin  triazolo[2,1-f][1,2,4]triazin imidazo[4,5-dpyridin

Obrazek 4: Vybrané piiklady purinovych derivata.

1.3 Biologicka aktivita purini

Purinové skelety ptitahuji velkou pozornost fady vyzkumnych tymi kvili jejich ptevaze ve
farmaceuticky nepostradatelnych sloucenindch. Mohou vystupovat jako induktory
inferferonu, inhibitory fosfodiesteraz, sulfotransferaz, katepsinu K, modulatory
hormonalniho receptoru uvolnujiciho kortikotropin. Dale jsou také vyuzivany jako
inhibitory CDK (cyklin-dependentnich kindz), Src tyrosinkindz, nebo proteinkinaz (jako
piiklad Ize uvést slouceniny znamé pod jejich trividlnimi nazvy jako olomoucin,
roscovitin, nebo purvalanol A). Bylo zji§téno, Ze puriny hraji zdsadni roli v neurotransmisi
a neuromodulaci a jsou selektivnimi inhibitory fady mikroorganisml zplsobujicich
infekéni onemocnéni, jako je naptiklad Mycobacterium tuberculosis zpisobujici
tuberkulozu. Naptiklad Adefovir a Tenofovir, acyklické fosfonaty nukleosidu, se pouZzivaji
v klinické praxi ke zmirnéni projevl zptisobenych pfi infekcei virem lidské imunodeficience

(HIV) a k 16€bé hepatitidy B. [9,10,11,12]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

13

NH

N N\ N N\
HOV\N)I\N/ H> HO\)\/lN/ N>
H )\

olomoucin roskovitin

NH, NH»
N N
N™ N
| \> HO, O | \> HO_ ,O
kN/ N oy I\N/ N 24
\\/O\/ OH O—/ "OH
adefovir tenofovir

Obrazek 5: Vybrané derivaty purinu s biologickou aktivitou. [13,14]
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2 MIKROVLNAMI ASISTOVANA SYNTEZA 2,6,9-
TRISUBSTITUOVANYCH PURINU

2.1 Princip mikrovlnami asistované syntézy

Mikrovinny ohfev se stal standardni metodou, kterd ptedstavuje pralom ve zpiisobu
provadéni chemickych syntéz. Dikazem budiz rostouci trend mnozstvi publikaci na téma
mikrovlnami asistované syntézy v Case, ktery lze pozorovat na grafu z webu scopus.com
(Obrazek 6). Graf zobrazuje mnozstvi publikaci vyhledanych zadanim parametri

,microwave and synthesis®.
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Obrazek 6: Graf poctu publikaci tykajicich se mikrovlnami asistované syntézy od roku

1986 do roku 2020. [scopus.com]

Jelikoz mohou byt konvencni zplisoby syntéz ¢asto zdlouhavé a neefektivni, je mikrovinny
ohfev neodmyslitelnou soucasti mnoha vyzkumnych pracovist’ zabyvajicich se organickou
syntézou. A to pravé diky moZnosti zkraceni doby reakci a zvySeni izolovanych vytézka
zamyslenych produkt. Uz studie z roku 1986, kterou publikovali Gedye, Smith a kol.,
popisuje prave tento fenomén rychlosti a Cistoty produkta ziskanych pomoci mikrovlnami
asistované syntézy. Bylo zjisténo, ze optimalizaci reakénich podminek aplikovanych
v piipad¢ konvenéni syntézy, lze, pomoci mikrovinami asistované syntézy, reakéni Cas

zasadnim zptisobem zkratit (z dnti ¢i hodin na desitky minut). [15,17]

U konvencnich metod zdhievu se teplo vytvaii ve vnéjSim zdroji a nasledné prostupuje

pies materidlové piekazky az ke stfedu objemu reakéni smési. V mikrovinném reaktoru ale
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dochdzi k pfenosu energie piimo na reaktivni Céstice roztokii. Pfimym spojenim
s molekulami reaktant dochazi k rychlému zvySeni teploty a vzniku mistniho ptehfati
molekul, coz ovlivni i rozpoustédlo. Rozdil teplotniho profilu zkumavky po 60 s zahfevu

jak konven¢nim, tak mikrovlnnym zplisobem lze pozorovat na Obrazku 7.

500 480
440
450 + - 420
i

L TIK k| | 490

400
380
380

350
\ | 340

/4

300 b 320

Obrézek 7: Teplotni profil zkumavky po 60 s zdhfevu mikrovlnami a v olejové 1azni. [18]

V principu dochazi k ohfevu dvéma odlisSnymi mechanismy: dip6élovou rotaci a iontovou
vodivosti, tedy obracenim dip6li a vytésnovanim nabitych iontli zroztoku. Zahtev
dipolovou rotaci je zplisoben prenesenim energie mezi molekulami, kdyz molekuly
interaguji s vlnami elektrického pole elektromagnetického zafeni. Uinnost vazby dip6lt

s elektrickym polem je zavisla na polarité¢ molekul (rozpoustédla a substratu).

Zahtev vlivem iontového vedeni je vysledkem pohybu volnych iontti nebo iontovych latek

v roztoku. Tteni téchto Castic vede ke zvySeni teploty roztoku. [17,19]

2.2 Priklady mikrovinami asistované syntézy 2,6,9-trisubstituovanych
purini

Kvili svému obrovskému rozsahu uziti v Iékaiské chemii ziskaly purinové skelety
substituované v poloze 2, 6, 8 a 9 velké mnoZstvi pozornosti. Zatimco alkylace do polohy
N9 ¢i nukleofilni aromatickd substituce na C6 jsou reakcemi, které, voln€ feceno ,,béZi bez
problémi“, o reakcich, jejichz cilem je provést substituci v poloze C2 toto fici nelze.
A jelikoz je cilem této diplomové prace nalézt vhodné podminky praveé pro substituci
v poloze C2, bude tato kapitola vénovéana zejména vyctu doposud zndmych a v literatuie
popsanych metod vedoucich k substituci v poloze C2. NejobvyklejSim problémem, ktery

spojuje vétsSinu publikaci zabyvajici se nukleofilni aromatickou substituci purinového
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motivu na C2, je dlouhd reakéni doba a nepfilis vysoké vytézky, v nichz jsou piipravované
slouceniny ziskavany. Bylo vyvinuto nékolik metod syntéz na pevné fazi, ale substituce

v poloze 2 se ukazaly jako tézce dosazitelné. [20,21,22]

Nekonvencni metoda ohfevu pomoci mikrovin pii syntéze purinti byla zkoumana nékolika
tymy védct. Za zminku stoji prikopnickd prace Al-Obeidiho a kol., ktefi provedli
nukleofilni aromatickou substituci na halogenovaném purinu v poloze 2. Pouzity byly dvé
strukturné piibuzné slouceniny, pomoci kterych méli zdlraznit pozitivni piispévek
mikrovlnného zafeni ke zvySeni ti€innosti dislokace C2 jodového substituentu alifatickymi
aminy. Nahrazeni jodu bylo dosazeno reakci s diethanolaminem, nebo propanolaminem za
pritomnosti methylpyrrolidonu pfi 200 °C po dobu 30 minut (Obrazek 8). Relativni
zastoupeni vzniklych produktii bylo nasledné stanoveno metodou HPLC na 77 % a 89 %.
Pro vysledné porovnani je tfeba zminit, Ze konvencni metodou ohievu trvaly reakce

s podobné vysokymi vytézky okolo 48 h. [22,23,24]

N > Ph HN” Ph

1) amin,
X N NMP, MW, 200 °C, 30 min

>
)\ 2) TFA/H,0 92/8, 60 °C, 1 h )\
)\ NMP, MW, 200 °C, 30 min )\

Obrazek 8: Ptiklad SxAr atomu jodu v poloze 2.

V roce 2005 Al-Obeidi a jeho skupina ptedstavili sekvencni reakci aromatické nukleofilni
substituce v poloze 6 vazané na polystyrenovou pryskyfici (konvenénim zahievem),
nasledovanou mikrovlnami asistovanym nahrazenim atomu jodu z polohy C2 purinového
skeletu 1-(3-aminopropyl)-2-pyrrolidinonem, nebo 2-(1-piperidinyl)ethanaminem. Tyto
reakce probihaly pfi teploté 150 °C po dobu 30 minut. Izolované vytézky se pohybovaly
vrozmezi 30-80 %. Nasledn¢ zjistili, ze povaha substituentu v poloze 6 purinového
skeletu ovliviiuje ochotu halogenu v poloze 2 odstupovat. Substituenty, které jsou
elektronové bohaté (napf. piperidinyl) snizuji reaktivitu smérem k nukleofilni substituci,
zatimco elektronové chudé substituenty maji spiSe opacny efekt. U sloucenin Ia-c
zkoumali autofi vliv halogenu navazaného v poloze 2 purinového skeletu (Obrazek 9).
Urovné piemény ukézaly, Ze atomy fluoru a jodu jsou lepsimi substituenty, nez atom

chloru. Naslédné byl proveden experiment za mirné odliSnych podminek pro porovnani
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fluoru a jodu mezi sebou, kdy se jod jevil jako nejvhodnéj$im ze zkoumanych substituentii

v poloze 2 purinového skeletu (Tabulka 1). [25,26]

N
N DIEA, NMP NN
)\ MW >Ho )NL Z \>
~SNTONT N
la: X= CI o 0
Ib: X=F OH
Ic: X= 1

Obrazek 9: Vlivu halogenového substituentu na prubéh SyAr.

Tabulka 1: Vliv halogenovych substituenti a podminek reakce na vytézek produktu.

X Vykon MW (W) Cas (min) Izolovany vytézek (%)
Cl 720 30 4
F 720 30 16
I 720 30 22
F 960 60 62
I 960 60 92

He Huang, Hong Liu a jejich kolegové zpracovali sekvenéni regioselektivni nukleofilni
aromatické substituce polohy 2 a 6, a N9 alkylace vybranych derivati purinu. Popsali

rychlou a efektivni metodu dvou krokové syntézy (Obrazek 10). [27]

CI R1\N/R2
1) amin/anilin, AcOH, ) .
N N\ dioxan, MW, 10 min - amin/anilin N
)I\ ~ N> 2) halid/boronova kyselina NaBF,, DMSO )\ >
Cl N H K,CO3, DMF, MW, 10min MW, 5 min
R5 Rs

Obrézek 10: Reakéni schéma dvou krokové syntézy (,,two pot synthesis®).

Nejprve provedli dvoustupiiovou reakci dle schématu na Obrazku 11, kterd zahrnovala
nukleofilni aromatickou substituci atomu chloru v poloze 6 purinového skeletu riznymi
aromatickymi ¢i alifatickymi aminy a N-alkylaci/arylaci v poloze N9 s riznymi

organickymi halogenidy a derivaty kyseliny borité. [27]
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. . R1\ 1R2
Cl 1) amin (1.0 ekviv.) N
AcOH (1.0 ekviv.), dioxan

MW, 10 min, 150 °C

N N
I S
)\ ~Z 2) halid/bor. kys. (2.0 ekviv.) )\ Z
cl” N ” NaOH (2.0 ekviv.) DMF, ci” N7 N
MW, 10 min, 150 °C Rs

| Il a-o

Obrazek 11: Reakéni schéma mikrovinami asistované SyAr a N-alkylace/arylace.

Jako vychozi sloucenina byl pouzit komeré¢né dostupny 2,6-dichlor-9H-purin. K tomuto
bylo pfidano ekvimolarni mnozstvi pfislusného aminu a kyseliny octové, kdy tato smés
reagovala v dioxanu pii 150 °C po dobu 10 minut v mikrovinném reaktoru. Dalsi
parametry, jako pouzity vykon, nebo tlak ve studii nejsou uvedeny. Po nasledném
ochlazeni byl do reakéni smési piidan pfisluSny organicky halogenid (ve 2 molarnim
ptebytku), NaOH (v tomtéz piebytku) a DMF. Nasledné¢ byla reakéni smés opétovné
podrobena mikrovinnému ohfevu za stejnych podminek, za vzniku kyZenych produkti,

kdy detaily jednotlivych reakei jsou uvedeny v Tabulce 2. [27]

Tabulka 2: Vybrané aminy, reaktanty a izolovany vytézek jejich reakce. [27]

Reakce Amin Reaktant Produkt  Izolovany vytéZek (%)
1 C¢HsNH, benzylbromid II1a 80
2 4-MeCcH4NH, benzylbromid IITb 94
3 4-BrC¢H,NH, benzylbromid IIlc 88
4 3-F;CC¢H4NH, benzylbromid I11d 47
5" 4-NO,C4H,NH, benzylbromid Ille 21

2-MeOC¢H4NH, benzylbromid IIIf 92
3-MeOC¢H4NH, benzylbromid ITlg 83
4-MeOCgH4NH, benzylbromid I1Th 94
4-MeOCsH;NH, ethylbromid I1Ti 83
10 2-aminopropan benzylbromid I11j 72
11 diethylamin benzylbromid IIIk 80
12 morfolin benzylbromid 111 83
13 morfolin ethylbromid IIIm 81
14° 4-MeOC¢H4sNH, kyselina fenylborita IIIn 17
15" morfolin kyselina fenylborita IIo 19

Reakéni podminky (lisici se od podminek uvedenych na Obrazku 10): * 180 °C, 20 min. kazdy krok, ° 0,265 mmol
2,6-dichlorpurinu, 1,0 ekv. anilinu/aminu a 1,0 ekv. AcOH ve 2 ml suchého DMF po dobu 10 minut. Nasledné
bylo pfidano 2,0 ekv. kyseliny fenylborité, 2,0 ekv. bezvodého octanu méd'natého, 0,5 g aktivniho molekularniho
sita a 3,0 ekv. triethylaminu.
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[ 4

aromatickymi a alifatickymi aminy. Jako prvni zkoumali podminky pouziti NaBF, jako
katalyzatoru C2 substituce za riaznych podminek. Konkrétné se jednalo o pouziti riiznych
rozpoustédel, bazi a mnozstvi NaBF4 (Tabulka 3). NejlepSimi podminkami se zdalo byt
pouziti 5 molarniho mnoZzstvi aminu, ekvimolarni mnozstvi NaBF, v prostfedi DMSO pfi

180 °C po dobu 5 min. [27]

Tabulka 3: Optimalizace podminek SyAr atomu chloru v poloze 2 purinového skeletu.

Reakce Rozpoustédlo (baze) NaBF, (ekviv.) Izolovany vytézek (%)
1 DMF 0 51
2 DMF 0,2 78
3 DMF (K,CO) 0,2 67
4" DMF (NaOH) 0,2 66
5¢ DMF(NaOEt) 0,2 61

NMP 0,2 62

CH;CN 0,2 17

8! CH;CN/NMP 0,2 51
9 DMSO 0,2 82
10 DMSO 1,0 96
11 DMSO 2,0 87
12 DMSO 5,0 63

Reakéni podminky (lidici se od podminek uvedenych na Obrazku 11): * Pfiddn ekvivalent K,CO; jako baze,
® piidan ekvivalent NaOH jako baze, ¢ pridan ekvivalent NaOEt jako baze, ¢ CH;CN/NMP 1:1(v:v) jako
rozpoutédlo

Tato optimalizace vedla k pfipravé série 2,6,9-trisubstituovanych purini s vytézky
v rozpéeti 81-99 % (Obrazek 12, Tabulka 4) vyjma reakce s methylanilinem, jejiz vytézek
byl jen 13 %. [27]

R1\N,R2 R1\N'R2
amin/anilin (5.0 ekviv.)
NI AN N\> NaBF4(’I.O.ekwv.),cDMSO> NI A N\>
Cl)\N/ N\ MW, 5 min, 180 °C R4‘[}1)\N/ N‘
Il a-I e 5 v e

Obrézek 12: Obecné reakéni schéma SyAr chloru v poloze 2 vybranych 6,9-

disubstituovanych purint.
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Tabulka 4: Optimalizace podminek SyAr atomu chloru v poloze 2 purinového skeletu.

Reakce Vychozi latka Anilin/amin Produkt Izolovany vytéZzek (%)
1 IIIa morfolin IVa 96
2 IIb morfolin IVb 95
3 Ilc morfolin IVe 93
4 I11d morfolin Ivd 88
5 IIle morfolin IVe 99
6 IIIf morfolin Ivf 99
7 IIIg isopropylamin Ivg 81
8 I1Th diethylamin IVh 83
9 1T piperazin Ivi 99
10 111 benzylamin IVj 87

11 11k 4-methoxybenzylamin IVKk 81
12 1111 p-toluidin IVl 13

Aromatické aminy neni jednoduché pii nukleofilni aromatické substituci do polohy 2
navazat, a to z diivodu jejich nizké nukleofility. V Tabulce 5 jsou uvedeny hodnoty pK,

a pKy, vybranych aromatickych a alifatickych amint. [28]

Tabulka 5: Hodnoty pK, a pK}, vybranych sloucenin. [28§]

Sloucenina pK. pK,
anilin 4,60 940
benzylamin 9,33 4,67
methylamin 10,62 3,38
ethylamin 10,87 3,13
dimethylamin 10,73 3,13

Zkoumanim purinovych derivati lze vyvodit, ze hlavnim didvodem poklesu reakéni
aktivity polohy 2 je existence aminu v poloze 6, ktery sdili elektrony s purinovym kruhem
p—n vazbou. Kyseliny v§ak mohou obsadit elektrony atomu dusiku a pferusit p—n vazbu.

To zvysi reakéni aktivitu polohy 2. [29,30]

Hong-Fei Lu a spol. ve své praci zkoumali pravé tento jev a dospéli k zavéru, Ze protonace
2,6-dichlor-9H-purinu aktivuje atomy chloru k nukleofilni substitu¢ni reakci. Proto
provedli nékolik experimentd, kdy vychozi latkou byly rGzné 2-chlor-6-anilino
substituované puriny, ke kterym bylo pfiddno ekvimolarni mnoZzstvi trifluoroctové
kyseliny, ptfislusny aromaticky amin (v péti molarnim ptebytku) a jako rozpoustédlo byl

pouzit butan-1-ol (Obrazek 12). Béhem téchto reakci vznikalo mnoho nechténych
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vedlejSich produktl, ale pifesto se velikost vytézkti kyzenych molekul pohybovala
v rozmezi 20—70 %. (Tabulka 5) [30]

Ar Ar
“NH SNH
N ArNH,, BUuOH, TFA N
Y = D
~ =
c” NN HNT N7 N
Ary Rs
V a-d VIl a-p
Va: Ar= Ph Vla: Ar= Ph Ars=Ph Vli: Ar= p-CI-Ph Ar=Ph
Vb: Ar= 0-CI-Ph Vib: Ar= Ph Ars= 0-CI-Ph Vlj: Ar=p-CI-Ph Ary= 0-CI-Ph
Vc: Ar= p-ClI-Ph Vic: Ar= Ph Ars= p-CI-Ph Vilk: Ar= p-CI-Ph Ary= p-CI-Ph
Vd: Ar= p-OCH5-Ph  VId: Ar= Ph Ar,= p-OCHs-Ph VII: Ar=p-CI-Ph  Ary= p-OCH;-Ph
Vle: Ar= 0-CI-Ph  Ary= Ph Vim: Ar= Ph-OCH3-Ph  Ary=Ph
VIf: Ar= 0-CI-Ph Ar= 0-CI-Ph Vin: Ar= Ph-OCH3-Ph  Ary= 0-CI-Ph
Vlg: Ar= 0-CI-Ph  Ary= p-CI-Ph Vlo: Ar= Ph-OCH3-Ph  Ary= p-CI-Ph

Vlh: Ar=-0-CI-Ph  Ar;= p-OCH3-Ph  VIp: Ar= Ph-OCHz-Ph Ar= p-OCH5-Ph
Obrazek 13: Reakéni schéma SyAr chloru v poloze 6 purinového skeletu. [30]

Byl také zkoumén vliv vybranych kyselin (chlorovodikova, trifluoroctovd) a chloridu
hlinitého jako katalyzatoru, ktery je ptehledné zpracovany v Tabulce 6 z niz je ziejmé, ze
kyselina trifluoroctova a bezvody chlorid hlinity jsou lepSimi katalyzatory, nez kyselina

chlorovodikova. [30]

Tabulka 6: Vliv katalyzatoru na vytézky SyAr. [30]
latka HCI(%) TFA (%) AICL (%) latka HCI(%) TFA (%) AIClL (%)

Via 36 55 55 VIi 31 69 69
VIb 29 50 49 VIj 23 51 54
Vic 37 49 51 VIk 20 49 45
VIid 41 62 67 VIl 23 54 46
Vle 34 50 57 VIim 28 57 65
VIf 21 51 46 VIn 45 61 67
Vig 38 54 52 Vio 45 51 68
VIh 31 45 46 Vip 43 70 71

DalS§im zajimavym piikladem je prace Gua a kolektivu, ktefi se nejprve zaméfili na
mikrovlnami asistovanou nukleofilni substituci 2,6-dichlor-9 H-purinu piperidinem ve vodée
a zkoumali optimalni nastaveni parametri syntézy, jako je doba a teplota reakce, nebo
vykon mikrovinného reaktoru. Zdalo se, ze reak¢éni doba 8 minut byla ideélni pro dosazeni
chemické rovnovahy, protoze ptekrocenim této doby se vytézky zvysSovaly velice nepatrné.

Vykon se jako idealni jevil pti 400 W a teplota 100 °C. Touto optimalizaci dokazali
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izolovat 2-chlor-6-piperidino-9H-purin ve vytézku 82% aniz by byla pouzita jakakoliv
dalsi baze. [31]

n

I Yy ot —»
)\ Z HZO
1 \ H | \>
R, )\ P
Vila: n=1 R N 3
Vllb: n=0 2
Vlic: n=2 VII-X

Obrazek 14: Reakéni schéma SyAr atomu chloru v poloze 6 purinového skeletu

s piperidinem VIla, pyrrolidinem VIIb a hexamethylenaminem VIle. [31]

Dale byla provedena ftada nukleofilnich substituci 6-chlorpurinovych derivati
sekundarnimi cyklickymi aminy — piperidinem, pyrrolidinem a hexamethylenaminem.
Vysledky jsou zhodnoceny v Tabulce 7. U piperidinu reakce probihala (experiment 1-10),
ziejme pro jeho vysSsi bazicitu, ktera ovlivni i1 rozpustnost purinu ve vodé, se vSemi
vybranymi purinovymi derivaty. V ptipad¢é pyrrolidinu reakce neprobihala a proto bylo
nutné zvysit rozpustnost purinu pfidanim dals$i baze do reakéni smési. Pridanim NaOH
jako baze bylo dosazeno vytézkii v rozmezi 77-93 % (experiment 11-19), ¢imZ bylo
potvrzeno, ze rozpustnost vychozi latky v reakéni smési hraje zasadni roli pii prubéhu
reakce. U hexamethylenaminu reakce neprobihala ani pfi pfidani NaOH jako baze,
pravdépodobné kvili tomu, Ze se jedna o stericky branény amin (experiment 20).
Z provedenych reakci je ziejmy vliv substituentu navazaného v poloze N9 na vysledny
vytézek reakce. V piipadé, ze byl substituentem kyanoethyl nebo allyl, byly vytézky, ve
srovnani s jinymi substituovanymi substraty, vyss§i. Toto chovani lze pfipsat sterickému

branéni. [31]
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Tabulka 7: SyAr 6-chlor-9H-purinu s piperidinem?, pyrrolidinemb, hexamethylenaminemb.

Reakce n Produkt R, R, Izolovany vytézek (%)
1 1 VIIla Cl H 95
2 1 VIIIb H riboza 82
3 1 Vlillc Cl ribéza 84
4 1 VIId NH, riboza 78
5 1 VIlle H —CH,CH,CN 86
6 1 VIIIf Cl —CH,CH,CN 88
7 1 VIIIg H —CH,CH=CH, 84
8 1 VIIIh Cl —CH,CH=CH, 86
9 1 VIIIi H —CH,C¢H; 80
10 1 VIIIj Cl —CH,C¢Hs 83
11 0 IXa H H 91
12 0 IXb Cl H 93
13 0 IXc NH, H 90
14 0 IXd H riboza 79
15 0 IXe Cl riboza 81
16 0 IXf NH, riboza 77
17 0 IXg Cl —CH,CH=CH, 83
18 0 IXh Cl —CH,CH,CN 84
19 0 IXi Cl —CH,C¢H; 80
20 2 Xa H H Bez reakce
* Reakéni podminky: 2,6-dichlorpurinovy derivat (1 mmol), piperidin (4 mmol), H,O (2 mL), MW (400 W,
100 °C)

® Reakéni podminky: 6-chlorpurinovy derivat (1 mmol), pyrrolidin/hexamethylenamin (1,2 mmol), H,O (2 mL),
NaOH (2 mmol), MW (400 W, 100 °C).

Pro demonstraci vyhody pouziti mikrovlnami asistované syntézy provedl Guo a kolektiv
srovnavaci reakci za stejnych podminek pomoci konvencniho ohtfevu v olejové lazni,
jejimz produktem byla latka VIIIa. Reakce trvajici 24 hodin poskytla pouze 15 %
izolovany vytézek, coz jasn¢ dokazuje vyhodu mikrovinného zahtfevu oproti ohievu

konvenc¢nimu. [31]
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II. PRAKTICKA CAST
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3 PRISTROJE A VYBAVENI

Teploty tani (#) uvedené v diplomové praci byly méfeny na Koflerové bloku a nejsou
korigovany. M¢éfeni infracervenych spekter (IR) bylo provadéno na pftistroji FTIR
ALPHA-T (Bruker) v podobé KBr tablet. Pii vypisu spekter z IR byly pouzity nasledujici
zkratky charakterizujici intenzitu absorpcnich past: s (silnd), m (stfedni), w (slabd),
piipadné také Sitku pasu: b (Siroky pas). Tenkovrstva chromatografie (TLC) vyuzivana pro
monitorovani reakci byla provadéna na deskdch typu Alugram Sil G/UVj;ss firmy
Macherey-Nagel. Jako stacionarni faze pro sloupcovou chromatografii byl pouzit silikagel
od firmy Macherey-Nagel a jako mobilni faze byla pouzita smés chloroform/metanol
v pomérech (8/1, v/v) jako systém a, ethyl-acetat/petrolether v poméru (1/1, v/v) jako
systém b. Nukledrni magneticka rezonance byla provadéna na pfistroji JEOL JNM-ECZ
400R/S3 pracujicim pii frekvenci 399,78 MHz ('H) a 100,53 MHz (*°C). Chemické
posuny v 'H a >C NMR spektrech jsou uvadény v jednotkach ppm. Jako inertni standardy
byla pouZzivana rozpoustédla (‘H: (rezidualni DMSO-ds) = 2,50 ppm; d(rezidualni CHCls)
= 7,27 ppm; C: d(rezidualni CDCls) = 77,16 ppm). Pro ugel interpretace vodikovych
spekter byly vyuzity nasledujici zkratky: s (singlet), d (dublet), t (triplet), m (multiplet).
Kvalitativni analyza reak¢nich smési a finalnich latek byla provedena pomoci plynového
chromatografu s plamenové ioniza¢nim detektorem Smimadzu 2010 (GC-FID), ptipadné
s hmotnostnim spektrometrem (GC-MS) vybavenym kvadrup6élovym hmotnostnim
analyzatorem (Shimadzu QP2010). Plynovy chromatograf (GC-FID) byl vybaven kolonou
Supelco SLB-5ms (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm). Pro analyzy byl zvolen nasledujici
teplotni program: 100 °C/7 min; 25 °C/min s teplotou nastfiku 250 °C. Nosny plyn: No.
Plynovy chromatograf (GC-MS) byl vybaven kolonou EQUITY 1 (30 m % 0,32 mm x 1,0
um). Pro analyzy byl zvolen nasledujici teplotni program: 100 °C/7 min; 30 °C/min
s teplotou nasttiku 250 °C. Nosny plyn: He, iontovy zdroj: 200 °C, 70 eV. VSechny GC-
MS analyzy byly provedeny za linearni konstantni rychlosti 52 cm/s. Ve vypisech signal
z hmotnostnich spekter jsou uvedeny hodnoty signall s relativnim zastoupenim nejméné
5 %, vyjma molekulovych iontd. Hodnoty intenzit vybranych fragmentli jsou uvedeny
v zavorce za hodnotou m/z. Mikrovlnami asistované syntézy byly provedeny na
mikrovinném reaktoru Discovery SP od firmy CEM. Podminky pouzité pro jednotlivé

reakce, jsou bliZe popsany v experimentalni a diskuzni ¢asti této prace (kapitola 4 a 5).

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

ziskany z komercnich zdroji a byly pouzity bez dalSich uprav.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

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

Do baiiky o objemu 100 cm® bylo navéazeno 5 g (26,45 mmol) 2,6-dichlor-9H-purinu, ktery
byl nasledné rozpuitén v 50 cm® dimethylsulfoxidu. Vznikly roztok byl chlazen ve vodni
lazni s ledem na teplotu 15-18 °C, kdy bylo p¥idano 5,5 g (36,70 mmol) K,COs a 6,60 cm’
(66,15 mmol) 2-jodpropanu v uvedeném potadi. Reakce probihala 8 hodin (monitorovano
pomoci TLC) za nepfetrzitého michani a chlazeni pouzitim ledu na teplotu 15-18 °C. Po
ukonéeni reakce bylo do smési pfidano asi 100 cm’ destilované vody a smés byla
extrahovana v délici nalevce ethyl-acetitem, kdy se v horni ¢asti délici nalevky oddélil
organicky podil, ktery byl pteveden do kadinky. Vodny podil byl vracen do délicky a dale
extrahovan dal§imi podily ethyl-acetatu. Tento postup byl proveden Sestkrat, kdy kazda
extrakce byla provadéna 1520 cm’ ethyl-acetatu. Spojené organické podily byly nasledné
promyty nasycenym roztokem NaCl (2 x 20 cm”), suSeny nad siranem sodnym a odpafeny
na rotacni vakuové odparce (RVO). Odpafenim byl ziskdn surovy produkt v podobé
zlutého krystalického prasku, ktery bylo nezbytné ptecistit sloupcovou chromatografii

(silikagel, systém a), ¢imz doslo k odd¢€leni dvou vznikajicich isomert.
2,6-Dichlor-9-isopropyl-9H-purin (2a)

Cisty N9 isomer byl ziskan v podob& bezbarvého krystalického prasku ve vytézku 4,27 g
(70 %); ¢, = 148-150 °C (#1iry = 149-151 °C [32]); R¢= 0,58 (systém a).

'H NMR (DMSO-d): 61,56 (d, J = 6,9 Hz, 6H, CH(CH3),); 4,83 (m, 1H, CH(CHs),);
8,85 (s, 1H, NC*HN) ppm.

13C NMR (DMSO-dq): §21,7 (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-EI-MS (tg = 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'(*°CL,), 49), 232 (M'C°CI+"Cl), 32), 230 (M'(*'CL), 5) m/z
(%).
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2,6-Dichlor-7-isopropyl-7H-purin (2b)

Cisty N7 isomer byl ziskan v podobé bezbarvého krystalického prasku ve vytézku 0,61 g
(10 %); ¢, = 152—154 °C (#iairy = 151-153 °C [33]); R¢= 0,23 (systém a).

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

BC NMR (DMSO-dp): 622,7 (CHs); 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 (s), 634 (s) cm™*

GC-EI-MS (tg = 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 (*°Cl,), 48), 232 (M'(°CI+'Cl), 30), 230 (M'('Cly), 5) m/z
(%).

4.2 Mikrovinami asistovana nukleofilni aromaticka substituce atomu

chloru na C6

Slou¢enina 2a (1 g; 4,3 mmol) byla rozpusténa v 15 cm’ ethanolu ve 35 cm® zkumavce pro
mikrovinné syntézy. Do vzniklého roztoku byl pfidan 2,0 molarni ptebytek anilinu (pfi
syntéze slouceniny 3), nebo 1,1 molarni ptebytek alifatického aminu (methylamin,
ethylamin, nebo dimethylamin) a dvoumoldrni ptebytek triethylaminu (pfi syntéze
sloucenin 4, 5 a 6). Zkumavka byla uzaviena specialnim silikonovym septem a vlozena do
mikrovinného reaktoru s teflonovou bezpecnostni nadobou. Reakéni podminky byly
nastaveny pomoci softwaru Synergy-D nasledovné: tlak 21 bar, vykon 200 W, teplota
150 °C, ¢as 15 minut. Po dokonceni reakce byla provedena zkouSka pomoci TLC
a nasledné byla reakéni smés analyzovana pomoci GC-MS. Po zchlazeni reakéni smési na
laboratorni teplotu byla tato nafedéna destilovanou vodou a nésledné 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 b).
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2-Chlor-N-fenyl-9-isopropyl-9H-purin-6-amin (3)

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

v podobé& nazloutlych krystalki ve vytézku 937 mg (96 %); # = 118-120 °C.

'H NMR (DMSO-d): 6 1,54 (d, J = 6,6 Hz, 6H, CH(CH3),); 4,70 (m, 1H, CH(CHs),);
7,09 (t, J= 7,9 Hz, 1H, Ph); 7,36 (t, J = 7,8 Hz, 2H, Ph); 7,84 (d, J = 8,0 Hz, 2H, Ph); 8,43
(s, |H, NC*HN); 10,23 (s, 1H, C°NH) ppm.

13C NMR (DMSO-dg): 622,6 (CHs); 47,5 (CH); 119,7 (C); 121,8 (CH); 123,9 (CH); 129,0
(CH); 139,4 (C); 140,9 (C); 150,8 (C); 152,5 (CH); 153,0 (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 (s), 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 = 25,0 min): 41 (24), 43 (22), 51 (22), 65 (11), 76 (6), 77 (65), 78 (7), 92
(9), 102 (6), 103 (11), 104 (14), 116 (5), 129 (10), 156 (11), 182 (5), 209 (10), 210 (89),
211 (12), 244 (88), 245 (38), 246 (33), 247 (13), 252 (7), 286 (37), 287 (M'(*°Cl), 100),
288 (28), 289 (M (*'C1), 30), 290 (5), m/z (%).

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

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

v podobé¢ bezbarvych krystalkli ve vytézku 937 mg (96 %); t, = 165-170 °C.

"H NMR (DMSO-dq): 61,49 (d, J=7,0 Hz, 6H, CH(CHa),); 2,92 (s, 3H, C°NHCH5); 4,66
(m, 1H, CH(CHs),); 8,12 (s, 1H, C°NHCHs); 8,23 (s, 1H, NC*HN) ppm.

BC NMR (DMSO-dg): §22,1 (CH3); 27,1 (CHs); 46,6 (CH); 118,5 (C); 139,0 (CH); 148.9
(C); 152,8 (C); 155,5 (C) ppm.

IR (KBR): 3274(s), 2978(m), 2932(m), 1631(s), 1568(m), 1542(w), 1475(w), 1390(w),
1359(m), 1311(m), 1290(m), 1226(m), 1203(w), 1163(w), 1104(w), 1074(w), 979(w),
930(m), 788(W), 658(w), 638(w) cm .

GC-EI-MS (tg = 15,0 min): 40 (7), 41 (36), 42 (24), 43 (25), 52 (5), 53 (16), 54 (9), 65 (6),
66 (13), 67 (16), 68 (9), 79 (10), 80 (8), 91 (5), 92 (15), 93 (10), 94 (9), 106 (10), 119 (73),
120 (12), 121 (9), 133 (9), 146 (17), 147 (10), 148 (34), 153 (6), 154 (85), 155 (55), 156
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(30), 157 (17), 158 (1), 159 (1), 160 (0), 161 (16), 182 (31), 183 (98), 184 (18), 185 (33),
190 (5), 197 (14), 210 (9), 225 (M"(C1), 100), 226 (12), 227 M"C'C1), 33), m/z (%).

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

Cisty produkt byl ziskan purifikaci pomoci sloupcové chromatografie (silikagel, systém b)
v podobé€ bezbarvych krystalkt ve vytézku 975 mg (94 %); # = 118-120 °C (tiry = 119 °C
[34]).

'H NMR (DMSO-ds): 61,16 (t, J = 7,0 Hz, 3H, C'NHCH,CH3); 1,49 (d, J = 6,7 Hz, 6H,
CH(CHs),); 3,45 (s, 2H, NHCH,CH;); 4,66 (m, 1H, CH(CH;),); 8,19 (s, IH,
C°NHCH,CHjs); 8,23 (s, IH, NC*HN) ppm.

BC NMR (DMSO-dp): 6 14,5 (CHs3); 22,0 (CH3); 34,8 (CHy); 46,6 (CH); 118.,4 (C); 139,0
(CH); 149,1 (C); 152,8 (C) ppm; 154,9 (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 (w), 845 (w), 788 (m), 643 (m), 539 (m) cm .

GC-EI-MS (tz = 15,3 min): 40 (9), 41 (38), 42 (13), 43 (38), 44 (82), 53 (11), 54 (13), 55
(5), 62 (6), 65 (7), 66 (11), 67 (10), 68 (6), 79 (5), 80 (7), 91 (5), 92 (21), 93 (8), 106 (8),
107 (13), 108 (9), 118 (6), 119 (48), 120 (6), 133 (21), 134 (44), 146 (20), 153 (8), 153 (8),
154 (19), 155 (12), 156 (7), 160 (16), 161 (29), 162 (5), 169 (55), 170 (5), 171 (18), 182
(100), 183 (9), 184 (32), 196 (44), 197 (25), 198 (16), 199 (8), 211 (30), 213 (10), 224
(58), 225 (7), 226 (19), 239 (M"(°Cl), 89), 240 (13), 241 (M ('CL), 29) m/z (%).

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

Cisty produkt byl ziskan purifikaci pomoci sloupcové chromatografie (silikagel, systém b)
v podobé bezbarvych krystalkl ve vytézku 985 mg (95 %); # = 147-150 °C. (tiair) = 145—
149 °C [35])

'H NMR (DMSO-dq): 5 1,49 (d, J = 7,0 Hz, 6H, CH(CH),); 3,30 (s, 6H, C°N(CH3),);
4,68 (m, 1H, CH(CHs),); 8,25 (s, 1H, NC*HN) ppm.

BC NMR (DMSO-dq): §22,0 (CHs); 46,5 (CH;); 47,1 (CH); 118,5 (C); 138,1 (CH); 150,8
(C); 152,1 (C); 154,5 (C) ppm.
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IR (KBr): 3102(m), 2973(m), 1725(w), 1604(s), 1560(m), 1481(w), 1403(m), 1361(m),
1310(s), 1227(s), 1187(w), 1140(m), 1147(w), 1088(w), 1033(m), 942(m), 873 (m),
784(m), 677(W), 658(m), 646(m), 609(w), 437 (W) cm .

GC-EI-MS (tg = 15,2 min): 40 (5), 41 (24), 42 (25), 43 (20), 44 (42), 53 (5), 66 (7), 67
(14), 79 (6), 92 (15), 93 (8), 105 (5), 106 (7), 119 (49), 120 (7), 132 (9), 133 (11), 146 (17),
153 (8), 154 (12), 155 (8), 160 (5), 161 (14), 168 (100), 169 (10), 170 (32), 182 (56), 183
(5), 184 (18), 196 (8), 197 (7), 210 (75), 211 (9), 212 (24), 224 (7), 239 (M'(**Cl), 87), 240
(10), 241 (M'C'C), 24) m/z (%).

4.3 Nukleofilni aromaticka substituce atomu chloru na C2 provadéna

konvenénim zpiisobem
9-isopropyl-N?,N°-difenyl-9 H-purin-2,6-diamin (7a)

Sloucenina 3 (20 mg; 69,5 pmol) byla rozpusténa v 0,5 cm’ butan-1-olu v 15 cm’® varné
batice. Do vzniklého roztoku byl pfidan 10,0 molarni pfebytek anilinu a vznikla reakéni
smés byla refluxovana po dobu 6 h pii 160 °C pod zpétnym chladicem. Priibéh reakce byl
monitorovan pomoci TLC. Po ukon&eni reakce bylo do smési pfidano asi 5 cm’
destilované vody a smés byla extrahovana v dé€lici nélevce ethylacetitem. V horni ¢asti
délici nalevky do$lo k oddéleni organického podilu, ktery byl pfeveden do erlenmayerovy
baiiky, a vodny podil byl znovu promyvéan podily ethyl-acetatu v délici nalevce. Tento
potup byl proveden pétkrat, kdy kazda extrakce byla provedena asi 5 cm® ethyl-acetatu.
Spojené organické podily byly naslednd promyty nasycenym roztokem NaCl (2 x 5 cm’),
suSeny nad siranem sodnym a analyzovany pomoci GC-MS, kdy byl stanoven relativni

vytézek reakce 18 %.

4.4 Mikrovinami asistovana nukleofilni aromaticka substituce atomu

chloru na C2

Obecny postup pripravy slouc¢enin 7a—10a:

Vychozi latka byla rozpuiténa ve 2 cm’ butan-I-olu v 15 ¢cm’ zkumavce uréené pro
mikrovinné syntézy. K reakéni smési byl pfidan 10 moldrni piebytek anilinu
s ekvimolarnim mnoZstvim kyseliny trifluoroctové. Zkumavka byla uzaviena specidlnim
silikonovym septem a vlozena do mikrovinného reaktoru s teflonovou bezpecnostni

nadobou. Reakéni podminky byly nastaveny pomoci softwaru Synergy-D néasledovné: tlak
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21 bar, vykon 300 W, teplota 160 °C, ¢as 1 h. Po dokonceni reakce byla provedena
zkouska pomoci TLC a nasledné byla reakéni smés analyzovana pomoci GC-MS. Po
zchlazeni reakéni smési na laboratorni teplotu byla tato nafedéna destilovanou vodou
a naslednd extrahovana 6 x 10 cm® ethyl-acetatu. Spojené organické podily byly promyty
2 x 10 cm’ nasyceného roztoku chloridu sodného a suSeny nad siranem sodnym. Po

odpareni rozpoustédla na RVO byl surovy produkt purifikovan sloupcovou chromatografii.

Obecny postup pripravy slou¢enin 7b—10b:

Vychozi latka byla rozpu§téna ve 2 cm’ butan-l1-olu v 15 cm’ zkumavce uréené pro
mikrovinné syntézy. K reakéni smési byl piidan 10 molarni piebytek benzylaminu.
Zkumavka byla uzaviena specidlnim silikonovym septem a vlozena do mikrovlnného
reaktoru s teflonovou bezpecnostni nadobou. Reakéni podminky byly nastaveny pomoci
softwaru Synergy-D nésledovné: tlak 21 bar, vykon 300 W, teplota 160 °C, ¢as 1 h. Po
dokonceni reakce byla provedena zkouSka pomoci TLC a nasledné byla reakéni smés
analyzovana pomoci GC-MS. Po zchlazeni reakéni smési na laboratorni teplotu byla tato
nafedéna destilovanou vodou a nasledng extrahovana 6 x 10 cm’ ethyl-acetatu. Spojené
organické podily byly promyty 2 x 10 cm® nasyceného roztoku chloridu sodného a suseny
nad siranem sodnym. Po odpateni rozpoustédla na RVO byl surovy produkt purifikovan

sloupcovou chromatografii.

9-isopropyl-NV-,N°-difenyl-9H-purin-2,6-diamin (7a)

Sloucenina 7a byla piipravena dle obecného postupu z vychozich navazek: purin 3 (150
mg; 0,52 mmol), butan-1-ol (2 cm’), anilin (473 uL, 5,2 mmol), kyselina trifluoroctova (39
uL, 0,52 mmol). Surovy produkt purifikovan sloupcovou chromatografii (silikagel, systém
b), kdy byla ziskana smés slouceniny 3 a 7a v relativnim poméru 53:47 dle GC-MS. Tato
byla nasledné podrobena krystalizaci z methanolu, kterd poskytla titulni latku v podobé

bezbarvého krystalického prasku ve vytézku 30,5 mg (17 %). t,=211-213 °C

'H NMR (DMSO-ds): & 1,64 (d, J = 7,0 Hz, 6H, CH(CHx),); 4,77 (m, 1H, CH(CH;),);
7,02 (t, 1H, Ph); 7,04 (s, 1H, C°NH); 7,11 (t, 1H, Ph); 7,34 (t, 2H, Ph); 7,37 (t, 2H, Ph):
7,64 (s, 1H, C*NH); 7,70 (s, 1H, NC*HN); 7,71 (d, 2H, Ph); 7,78 (d, 2H, Ph); ppm.
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GC-EI-MS (tz = 80,5 min): 41 (8), 43 (8), 51 (9), 65 (6), 77 (38), 78 (5), 92 (6), 93 (10),
103 (7), 104 (16), 118 (5), 131 (5), 144 (8), 184 (5), 185 (22), 210 (8), 227 (22), 301 (56),
302 (21), 343 (18), 344 (M, 100), 345 (24) m/z (%).

Nz-benzyl-9-is0propyl-]\’6 -fenyl-9H-purin-2,6-diamin (7b)

Sloucenina 7b byla pfipravena dle obecného postupu z vychozich navazek: purin 3 (150
mg; 0,52 mmol), butan-1-ol (2 cm’), benzylamin (569 pL, 5,2 mmol), kyselina
trifluoroctova (39 pL, 0,52 mmol). Po dokonceni reakce byla provedena zkouska pomoci
TLC a nasledné byla reakéni smés analyzovana pomoci GC-MS, kdy byl stanoven relativni

pom¢ér vychozi latky 3 a produktu 7b (53:47).

GC-EI-MS (tg = 81,6 min): 41 (18), 43 (30), 44 (6), 51 (8), 65 (19), 77 (38), 78 (5), 79 (6),
91 (77), 92 (10), 93 (17), 103 (6), 104 (18), 106 (23), 119 (7), 134 (7), 158 (6), 184 (5),
210 (32), 211 (14), 224 (5), 239 (5), 252 (27), 253 (29), 254 (11), 281 (8), 315 (34), 316
(9), 344 (9), 357 (15), 358 (M", 100), 359 (25) m/z (%).

9-isopropyl-N°-methyl-N’-fenyl-9H-purin-2,6-diamin (8a)

Sloucenina 8a byla piipravena dle obecného postupu z vychozich navazek: purin 4 (150
mg; 0,66 mmol), butan-1-o0l (2 cm?), anilin (603 pL, 6,64 mmol), kyselina trifluoroctova
(49 uL, 0,66 mmol). Po dokonceni reakce byla provedena zkouska pomoci TLC a nésledné

byla reak¢ni smés analyzovana pomoci GC-MS, kdy byl stanoven relativni pomér vychozi

latky 4 a produktu 8a (51:49).

GC-EI-MS (tr = 27,8 min): 41 (12), 42 (11), 43 (13), 51 (5), 65 (6), 67 (7), 77 (19), 92 (6),
93 (7), 104 (9), 108 (30), 118 (5), 119 (6), 121 (6), 123 (37), 165 (18), 210 (13), 211 (13),
212 (11), 224 (5), 239 (43), 240 (36), 241 (5), 254 (10), 267 (7), 281 (13), 282 (M, 100),
283 (18) m/z (%).

Nz-benzyl-9-isopropyl-N6-methyl-9H-purin-2,6-diamin (8b)
Sloucenina 8b byla pfipravena dle obecného postupu z vychozich navazek: purin 4 (150
mg; 0,66 mmol), butan-1-ol (2 cm3), benzylamin (726 pL, 6,64 mmol), kyselina

trifluoroctova (49 pL, 0,66 mmol). Po dokonceni reakce byla provedena zkouska pomoci
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TLC a nasledné byla reakéni smés analyzovana pomoci GC-MS, kdy byl stanoven relativni

pomér vychozi latky 4 a produktu 8b (83:13).

GC-EI-MS (tr = 27,7 min): 41 (12), 42 (11), 43 (18), 65 (15), 67 (5), 68 (5), 79 (6), 91
(65), 92 (8), 94 (7), 106 (28), 107 (7), 108 (6), 119 (6), 120 (5), 121 (10), 122 (8), 133 (6),
134 (16), 135 (5), 148 (21), 149 (22), 163 (7), 176 (13), 177 (7), 191 (36), 192 (13), 211
(6), 219 (11), 224 (6), 253 (16), 254 (11), 279 (6), 295 (18), 296 (M, 100), 297 (20) m/=
(%).

9-isopropyl-N’-ethyl-N*-fenyl-9H-purin-2,6-diamin (9a)

Sloucenina 9a byla ptipravena dle obecného postupu z vychozich navazek: purin 5 (150
mg; 0,63 mmol), butan-1-ol (2 cm?), anilin (567 pL, 6,30 mmol), kyselina trifluoroctova
(46 pL, 0,63 mmol). Po dokonceni reakce byla provedena zkouska pomoci TLC a nasledné

byla reakéni smés analyzovana pomoci GC-MS, kdy byl stanoven relativni pomér vychozi

latky 5 a produktu 9a (51:49).

GC-EI-MS (tr = 28,9 min): 41 (16), 42 (5), 43 (23), 44 (15), 51 (6), 54 (5), 65 (7), 77 (26),
92 (11), 93 (16), 104 (12), 107 (7), 108 (25), 109 (23), 118 (8), 119 (10), 134 (7), 135 (6),
161 (6), 210 (21), 211 (11), 212 (5), 225 (16), 226 (16), 239 (33), 240 (5), 252 (7), 253
(26), 254 (23), 267 (5), 268 (10), 281 (24), 295 (10), 296 (M, 100), 297 (19), m/z (%).

N*-benzyl-9-isopropyl-N°-ethyl-9H-purin-2,6-diamin (9b)

Sloucenina 9b byla ptipravena dle obecného postupu z vychozich navazek: purin 5 (150
mg; 0,63 mmol), butan-1-ol (2 cm’), benzylamin (684 pL, 6,30 mmol), kyselina
trifluoroctova (46 uL, 0,63 mmol). Po dokonceni reakce byla provedena zkouska pomoci
TLC a nasledné byla reakéni smés analyzovana pomoci GC-MS, kdy byl stanoven relativni

pomér vychozi latky 5 a produktu 9b (83:13).

GC-EI-MS (tr = 28,7 min): 40 (9), 41 (16), 43 (21), 44 (12), 51 (5), 52 (6), 56 (5), 65 (16),
68 (12), 77 (7), 80 (5), 81 (9), 91 (100), 92 (7), 93 (6), 105 (6), 106 (18), 107 (10), 108 (6),
119 (6), 134 (30), 135 (14), 136 (6), 146 (5), 162 (14), 163 (7), 176 (11), 177 (11), 204 (6),
205 (35), 206 (11), 225 (6), 233 (7), 240 (7), 253 (17), 267 (15), 268 (6), 283 (5), 293 (7),
295 (10), 309 (17), 310 (M", 76), 311 (23) m/z (%).
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9-isopropyl-N°, N°-dimethyl-N*-fenyl-9H-purin-2,6-diamin (10a)

Sloucenina 10a byla pfipravena dle obecného postupu z vychozich navazek: purin 6 (150
mg; 0,63 mmol), butan-1-ol (2 cm?), anilin (567 pL, 6,30 mmol), kyselina trifluoroctova
(46 uL, 0,63 mmol). Po dokonceni reakce byla provedena zkouska pomoci TLC a nasledné

byla reak¢ni smés analyzovana pomoci GC-MS, kdy byl stanoven relativni pomér vychozi

latky 6 a produktu 10a (86:14).

GC-ELI-MS (tg = 29,2 min): 41 (13), 42 (9), 43 (16), 44 (13), 51 (5), 65 (7), 67 (6), 77 (25),
92 (10), 93 (12), 104 (15), 107 (6), 108 (27), 117 (5), 118 (6), 119 (9), 209 (6), 210 (27),
211 (8), 224 (14), 225 (53), 226 (9), 237 (7), 239 (29), 253 (13), 254 (5), 267 (72), 268
(13), 281 (9), 296 (100), 297 (19), 344 (9), 357 (15), 358 (M", 100), 359 (25) m/z (%).

N*-benzyl-9-isopropyl-N°,N°-dimethyl-9 H-purin-2,6-diamin (10b)

Sloucenina 10a byla ptipravena dle obecného postupu z vychozich navéazek: purin 6 (150
mg; 0,63 mmol), butan-1-ol (2 cm’), benzylamin (684 pL, 6,30 mmol), kyselina
trifluoroctova (46 pL, 0,63 mmol). Po dokonceni reakce byla provedena zkouska pomoci
TLC a nasledné byla reakéni smé&s analyzovana pomoci GC-MS, kdy byl stanoven relativni

pomér vychozi latky 6 a produktu 10b (93:7).

GC-EI-MS (g = 28,7 min): 41 (14), 42 (10), 43 (22), 44 (17), 65 (15), 77 (6), 79 (5), 91
(100), 92 (12), 93 (5), 94 (5), 106 (16), 107 (6), 108 (5), 119 (8), 120 (5), 121 (8), 133 (10),
134 (25), 135 (8), 148 (11), 162 (11), 163 (7), 176 (9), 190 (6), 204 (10), 205 (24), 206 (6),
224 (7), 233 (6), 238 (7), 239 (15), 253 (7), 267 (15), 281 (31), 282 (6), 309 (13), 310 (M,
99), 311 (20) m/z (%).
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Komentar k diskuzni ¢asti

V nésledujici Casti diplomové prace budou komentovany vysledky z uskute¢néné
experimentalni ¢innosti. Tato prace zapada do oblasti chemie purinovych sloucenin, které

je jiz fadu let vénovana pozornost ve vyzkumné skupiné doc. Roberta Vichy.

Diplomové prace plynule navazuje na moji bakalafskou praci, v niz bylo hlavnim tkolem
prozkoumat moznosti mikrovinami asistované nukleofilni aromatické substituce atomu
chloru na C6 slouceniny 2a. Primarnim cilem pfedloZené prace bylo tedy navazat na
puvodni préci, provést optimalizaci SyAr na C6 a zejména pak prozkoumat moznosti
aplikace mikrovlnami asistované syntézy pro nukleofilni aromatickou substituci atomu
chloru vpoloze 2 purinového skeletu. Pot¢é méla byt pfipravena série 2,6,9-

trisubstituovanych purint s doposud nepopsanou strukturou.

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

V prvni fad¢ bylo nezbytné pfipravit vétsi mnozstvi latky 2a alkylaci vychoziho 2,6-
dichlor-9H-purinu (1) 2-jodpropanem do polohy N9. Vychozi purin 1 tedy reagoval s 2-
jodpropanem v dimethylsulfoxidu s pfidavkem uhli¢itanu draselného jako baze (Obrazek

15).

/?Ij:N | I N i R/

N~ N KzCOa‘ DMSO N)I N Nﬁﬁ:

oy TN s (ALY G
1

2a (70 %) )\ 2b (10 %)

Obrazek 15: Alkylace 2,6-dichlor-9H-purinu.

Reakce byla provadéna po dobu 10 h za neustalého chlazeni reak¢ni smési na teplotu
v rozmezi 15-18 °C pomoci vodni 1azn€ s ledem. Tyto podminky vychézi z publikace [32],
kde je popsan ptimy vliv teploty reakcni smesi na zlepSeni poméru vzniku N9-alkylového
derivatu vici jeho N7-alkylovanému izomeru. Jejich relativni zastoupeni bylo stanoveno

dle GC-MS na 92 % (pro N9), resp. 8 % (pro N7). (Obrazek 16).
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Obrazek 16: GC-MS analyza po alkylaci 2,6-dichlor-9H-purinu (1).

Izomery od sebe byly nasledné oddéleny pomoci sloupcové chromatografie
a chromatograficka c¢istota N9 derivatu byla potvrzena pomoci GC-MS. Struktura izomeru
N9 byla nasledn& potvrzena pomoci nuklearni magnetické rezonance. V.'"H NMR spektru
slouceniny 2a (Obrazek 17) je mozné pozorovat signal v oblasti 1,52 ppm odpovidajici
methylové skupiné propan-2-ylového substituentu, dale multiplet v oblasti 4,74—4,84 ppm
odpovidajici CH skupiné z téhoZ substituentu. Poslednim signdlem byl singlet v oblasti

8,81 ppm, ktery byl pfifazen atomu vodiku C*H nachazejicimu se mezi dvéma atomy

dusiku imidazolového kruhu purinového skeletu.
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Obrazek 17: "H NMR spektrum slougeniny 2a.
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5.3 Mikrovinami asistovana nukleofilni aromaticka substituce atomu

chloru na C6

V dalsi casti diplomové prace byla provedena série nukleofilnich aromatickych substituci
atomu chloru v poloze 6 purinu 2a za podminek, které¢ byly pilotné¢ ovéfeny jiz pfi
zpracovani bakalarské prace. Cilem bylo navazat rizné alifatické, nebo aromatické aminy

do polohy 6 pomoci mikrovlnami asistované syntézy.

Obecné schéma mikrovlnami asistovanych syntéz je uvedeno na Obrazku 18, kdy byly na
mikrovlnném reaktoru zvoleny nasledujici podminky: vykon 200 W, teplota 150 °C a tlak
21 bar.

R, .R
Cl SN2
N Amin, Et3N, N
)Nl\ j \> EtOH, MW > )NI\ j \>
Cl N~ N ’ Cl N~ N

24 )\ 3R=Ph Ry=H 3¢ )\

4: R»]: Me R2= H
5: R1= Et R2= H
6: R»]: R2= Me

Obrazek 18: Obecné schéma SyAr na C6 provadénych pomoci MW syntézy.

Pro syntézu slouceniny 3 byl vychozi purin 2a ponechan reagovat s 2,0 molarnim
pfebytkem anilinu, bez pouZiti bdze po dobu 20 minut v mikrovinném reaktoru. Pro
syntézu sloucenin 4, 5 a 6 bylo kromé 1,1 molarniho mnoZzstvi daného alifatického aminu
(methylamin, ethylamin, dimethylamin) nezbytné piidat 2,0 molarni piebytek
triethylaminu jako baze. Provedené experimenty, podminky, pfi nichZ byly provadény,

a jejich vytézky, jsou pro lepsi ptehlednost zpracovany v Tabulce 8.

Tabulka 8: Vycet provedenych SyAr na C6 pomoci mikrovinami asistované syntézy.

Reakce R, R, Amin Et;:N Produkt Vytézek (%)
1 fenyl H 2,0 ekv. - 3 96
2° methyl H 1,1 ekv. 2,0 ekv. 4 96
3’ ethyl H 1,1 ekv. 2,0 ekv. 5 94
4’ methyl methyl 1,1 ekv. 2,0 ekv. 6 95

Podminky reakce: “t = 20 min.; Pt =15 min.

Slouceniny 3—6 byly ziskdny ve velmi vysokych vytéZzcich a odpovidajici Cistoté po

precisténi surovych smési pomoci sloupcové chromatografie. Jejich chromatograficka
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Cistota byla nasledné ovétena pomoci GC-MS. Piiklad chromatogramu purifikované latky

5 lze vidét na Obrazku 19.

N
N/
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cl” N7 N

retenéni ¢as [min]

Obrazek 19: GC-MS analyza slouceniny 5 po purifikaci sloupcovou chromatografii.
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Obrazek 20: '"H NMR spektrum sloudeniny 4.

K potvrzeni struktury sloudenin 3-6 byla pouZita nuklearni magneticka rezonance. V 'H
NMR spektru slouceniny 5 (Obrazek 20) je moZzné pozorovat signdl v oblasti 1,49 ppm
odpovidajici methylové skupiné propan-2-ylového substituentu, dale multiplet v oblasti

4,61-4,71 ppm odpovidajici CH skupin€¢ z téhoz substituentu. Signal poukazujici na
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pFitomnost methylového substituentu v poloze N° se nachéazi v oblasti 2,92 ppm. Dalsim
signdlem je singlet v oblasti 8,12 ppm, ktery poukazuje na pfitomnost atomu vodiku
sekundarni amino skupiny navéazané v poloze 6 purinového kruhu. Poslednim signalem je
singlet v oblasti 8,23 ppm, ktery byl pfifazen atomu vodiku C*H nachazejicimu se mezi

dvéma atomy dusiku imidazolového kruhu purinového skeletu.

5.4 Nukleofilni aromaticka substituce atomu chloru na C2

4

aromatické substituce atomu chloru v poloze 2 vySe zminénych purinovych derivati 3-6.
Atom chloru na C2 purinového kruhu je obecné velmi malo reaktivni a provést jeho

substituci je za konvenénich podminek relativné obtizné.

Nejprve byla provedena syntéza, jejimz cilem bylo provést nukleofilni aromatickou
substituci atomu chloru v poloze 2 slouceniny 4 pasobenim 8,0 molarniho prebytku 3-
aminopropanolu. Reakéni smés byla ponechéna reagovat po dobu 3 hodin pii 160 °C na
olejové lazni (Obrazek 21). Pribéh reakce byl monitorovan pomoci TLC a GC-MS, kdy

nebyl pozorovan zddny posun ve smyslu vzniku jakéhokoliv produktu v reakéni smési.

\N/
N 3-aminopropanol (8.0 ekviv.)
Cl)\N/ N 160 °C, 3 h

.

Obrazek 21: Reakce slouceniny 4 s 3-aminopropanolem provadénd konvencnim zplisobem.

Tento experiment byl nésledné podroben jiz optimalizovanym podminkdm uvedenym
v kapitole 5.3 pii syntéze v mikrovinném reaktoru, kdy vychozi sloucenina 4 reagovala
s 1,1 molarnim piebytkem 3-aminopropanolu za pfitomnosti 1,1, nebo 2,0 molarniho
mnozstvi triethylaminu jako bdze (Obrazek 22). Nastaveni mikrovinného reaktoru bylo
nasledujici: vykon 200 W, teplota 150 °C, ¢as 15 minut a tlak 21 bar. Nanestésti ani tyto
experimenty nevedly, dle analyzy GC-MS, ke vzniku uvazovaného produktu v reakcni

smesi.
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\N/

3-aminopropanol (1.1 ekviv.)
EtsN (1.1-2.0 ekviv.)

N7 N\>
Cl)I\N/ N MW, 200 W, 150 °C,

21 bar, 15 min.,
/)\\ DMSO
4

Obrazek 22: SNyAr chloru v poloze 2 slouceniny 4 3-aminopropanolem pomoci MW

syntézy.

Dalsi postup byl zvolen dle prace publikované He Huang, Hong Liu a kolektivem [27].
Jednalo se o syntézu, pii které vychozi 6,9-substituovany purinovy derivat reagoval s 5,0
molarnim pfebytkem aminu a ekvimoldrnim mnozstvi NaBF4 v prosttedi DMSO pfi
180 °C po dobu 5 minut. Jelikoz ve zminéné praci nebyly popsany konkrétni podminky
mikrovlnami asistované syntézy, napiiklad nastaveny tlak, nebo vykon mikrovinného
reaktoru, byly podminky v tomto experimentu nastaveny nasledovné: vykon 200 W,
teplota 180 °C, ¢as 20 minut a tlak 21 bar (Obrazek 23). Reakéni smés byla po ukonceni
reakce analyzovana pomoci GC-MS. Tento postup nevedl ke zdarné syntéze zamysleného
2,6,9-trisubstituovaného purinu, a proto byly u dal§iho experimentu upraveny reakcni
podminky zvySenim vykonu mikrovinného reaktoru na maximum, tedy 300 W. Ani to

ovsem nevedlo ke kyZenému produktu.

\N/

3-aminopropanol (5.0 ekviv.)
NaBF, (1.0 ekviv.)

N
)\ Z N MW, 200-300 W, 180 °C,
Cl N 21 bar, 20 min.,
/)\\ DMSO
4

Obrazek 23: SyAr chloru v poloze 2 slou€eniny 4 3-aminopropanolem katalyzovana

pomoci NaBF,.

Nasledné byla vyse popsand metoda mikrovinné syntézy otestovana sérii reakci slouceniny
3 55,0 molarnim pfebytkem anilinu za pfitomnosti NaBF, jako katalyzatoru, kde bylo
testovano nekolik parametri (Obrazek 24). Konkrétné se jednalo o zménu teploty reakce,

prodlouzeni reakéni doby, nebo zvySeni vykonu v mikrovinném reaktoru. Pro piehlednost
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jednotlivych experimenti jsou podminky uvedeny v Tabulce 9. Nicméné ani jedna z metod

nevedla ke vzniku pozadovaného produktu.
anilin (5.0 ekviv.)

HN :
NaBF, (1.0 ekviv.)

N
)\ Z N MW, 200-300 W, 150-180 °C,
Cl N 21 bar, 20-40 min.,

)\ DMSO
3

Obrézek 24: SyAr atomu chloru v poloze 2 slouceniny 3 katalyzovand pomoci NaBF,.

Tabulka 9: Série reakci slouceniny 3 s anilinem v pfitomnosti NaBF.

Reakce Vychozi Anilin NaBF, Cas Teplota Tlak Vykon Vytézek

latka  (ekv.) (ekv.)  (min) ©C) (PS) (W) (%)
1 3 5,0 1,0 20 150 300 200 -
2 3 5,0 1,0 20 150 300 300 -
3 3 5,0 1,0 20 180 300 200 -
4 3 5,0 1,0 40 180 300 200 -

Dal8i mozny postup byl popsan Hong-Fei Luem a kolektivem [30], kdy ve své studii
popisuji pouziti trifluoroctové kyseliny jako katalyzatoru, protoze zjistili, Ze protonace
chlorsubstituovanych purinovych skeleti aktivuje atomy chloru k nukleofilni substitu¢ni
reakci. Proto byl proveden experiment, kdy bylo misto ekvimolarniho mnozZstvi NaBF,4
pouzito ekvimolarni mnozstvi kyseliny trifluoroctové a misto DMSO pouzit butan-1-ol

(Obrazek 25). Bohuzel, ani tento experiment nevedl ke zdarné syntéze zamysSlené

slou€eniny.
anilin (5.0 ekviv.)

Q0
TFA (1.0 ekviv.)

N
)\ y/ N MW, 300 W, 180 °C,
Cl N 21 bar, 20 min.,
)\ Bu-OH
3

Obrazek 25: SyAr atomu chloru v poloze 2 slouceniny 3 katalyzovana pomoci TFA.
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5.4.1 Optimalizace nukleofilni aromatické substituce atomu chloru na C2 konven¢éni

metodou zahrevu

Jelikoz ani jedna z metod popsanych v literatufe z neznamych diavodi nefungovala, byla
navrzena série experimentd, jejichz podminky byly navrZzeny na zakladé¢ poznatkl
ziskanych beéhem zpracovani reSerSni ¢asti této prace, s nadéji, ze by tyto mohly vést ke

zdéarné syntéze zamyslenych 2,6,9-trisubstituovanych purind.

Vychozi latka 3 byla ponechdna reagovat s 10 molarnim piebytkem anilinu po dobu Sesti
hodin pfi teploté 160 °C (Obrazek 26). Tato reakce byla monitorovana pomoci TLC a GC-
MS. Dle analyzy GC-MS se zdalo, ze nedoslo ke vzniku zamysleného produktu 7a.

HN :
anilin (10 ekviv.)

NN
M N\> 160 °C, 6 h
Cl N

, S

Obrazek 26: Reakce slouceniny 3 s anilinem provadéna konvenénim zpiisobem.

Toto bylo pozdéji vyvraceno zjisténim, Ze problémem nebyly podminky reakce, nybrz
nastavend délka metody meéfeni. 2,6,9-trisubstituované purinové derivaty s anilinem
v poloze 6 totiZ maji oproti ostatnim sloucenindm uvedenym v této praci mnohem vyssi
hodnotu retenéniho ¢asu (80-82 min.), takZe bylo nutné metodu méfeni prodlouZit.
K tomuto zjisténi nanestésti doslo az po provedeni celé série SyAr atomu chloru na C2
konven¢nim zahfevem (Tabulka 10). Bylo provedeno zpétné dohledéani a porovnani ploch
pikii produktu, které¢ se vyskytovaly vzdy v nasledujicich méfenich, ale tyto hodnoty
relativnich vytézki mohou byt natolik nepfesné, Ze jsou uvedeny pouze pro porovnani
jednotlivych experimentti mezi sebou. Tento troufaly krok zohlediiuje totozné nastaveni

podminek méfeni.
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Tabulka 10: Série reakci slouceniny 3 s anilinem provadéna konven¢nim zpiisobem.

Reakce Vychozi latka  Anilin (ekv.) Katalyzator Cas (h) Zdanlivy relativni

(ekv.) vytézek® (%)
1 3 10,0 - 6 61
2 3 20,0 - 6 98
3 3 10,0 NaBF, (1,0) 3 66
4 3 10,0 TFA (1,0) 3 70
5 3 10,0 TFA (1,0) 3 84
6 3 5,0 TFA (1,0) 3 18

*Hodnoty neodpovidaji skutecnému relativnimu zastoupeni produktu a jsou uvedeny pouze pro orientanci

porovnani jednotlivych experimentd.

5.4.2 Mikrovinami asistované SyAr atomu chloru na C2

Podle orientacnich vysledkii predchozich experimentl byly vybrany nejvhodnéji se jevici

podminky mikrovlnami asistované syntézy a ty dale testovany.

Jako prvni byla tedy provedena syntéza slouceniny 3 s 10 molarnim piebytkem anilinu
v butan-1-olu s pfidavkem ekvimolarniho mnozstvi kyseliny trifluoroctové (Obrazek 27).
Tato reakce probihala v mikrovinném reaktoru za nésledujicich podminek: teplota 160 °C,
vykon 300 W, tlak 21 bar a ¢as 20 minut. Po ukonceni byla reakéni smés zpracovana
a analyzovana pomoci GC-FID. Dle analyzy byl ve smési obsazen podil nezreagované

slouceniny 3, ale také zamysleného produktu 7a a to v poméru 89:11.

NS A

anilin (10 ekviv.)

S N TFA (1.0 ekviv.), Bu- OH AN N
)\ MW 160 °C, 300 W, )\
21 bar, 20 min.

3)\ .

Obrazek 27: SyAr atomu chloru v poloze 2 slouc¢eniny 3 katalyzovana pomoci TFA.

Nasledné¢ byl tento experiment zopakovan za prodlouzeni reakéni doby z dvaceti minut na
jednu hodinu, ale jinak totoznych podminek. Po ukonceni reakce byla smés zpracovana
aznovu zméfena pomoci GC-MS. Podil nezreagované slouceniny 3 ku zamySlenému

produktu 7a se posunul smérem ke zvySeni relativniho vytézku, a to na 53:47.
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Byla tedy provedena série experimentti (Obrazek 28), kdy byly nové nasyntetizovany latky
8a, 9a a 10a, jejichz relativni vytézky byly stanoveny dle GC-MS analyzy v rozsahu 14-57
%. (Tabulka 11). Pro srovnani katalytickych schopnosti kyseliny trifluoroctové
a tetrafluorboritanu sodného byl navic proveden experiment 6, kdy se kyselina

trifluoroctova jevila jako lepsi katalyzator i pro navazani alifatického aminu do polohy 2.

R1\N,R2

anilin (10 ekviv.)

R1\
X N TFA (1.0 ekviv.), Bu-OH AN N
)\ MW 160 °C, 300 W, )\
21 bar, 20-60 min. )\
3-6 )\ 7a-10a

3:Ry=Ph Ry,=H
4:Ri=Me Ry,=H
5:R4=Et Ry=H
6: Ry= Ry= Me

Obrazek 28: Obecné schéma SyAr vedouci k syntéze sloucenin 7a—10a.

Tabulka 11: Mikrovlnami asistovana syntéza slou¢enin 7a—10a.

Reakce Vychozilatka  Anilin Katalyzator Cas Produkt Vytéziek” (%)

(ekv.) (ekv.) (min)
1 3 10,0 TFA (1,0) 20 7a 11
2 3 10,0 TFA (1,0) 60 7a 47
3 4 10,0 TFA (1,0) 60 8a 49
4 5 10,0 TFA (1,0) 60 9a 57
5 6 10,0 TFA (1,0) 60 10a 14
6 6 10,0 NaBF, (1,0) 60 10a 3
“ dle GC-MS

Nakonec byla provedena posledni série experimentl, kdy vychozi latky 3—6 reagovaly
s 10 molarnim ptebytkem benzylaminu a ekvimolarnim mnoZstvim kyseliny trifluoroctove,
coz vedlo ksyntéze latek 7b—10b (Obrazek 29). Dle analyzy GC-MS byly relativni
vytézky téchto experimentd o poznani mens$i (Tabulka 12, reakce 3-5), vyjma reakce
s vychozi slou¢eninou 3, kdy vznikal produkt 7b ve 24 %, respektive 47 % zastoupeni

(Tabulka 12, reakce 1 a 2).
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6: Ry= R,=Me

MW 160 °C, 300 W,
21 Bar, 20-60 min.

Obrazek 29: Obecné schéma SyAr vedouci k syntéze sloucenin 7b—10b.

V reakénich smésich s produkty 8b—10b byl zaznamenan nadmérny vznik koproduktu

kyseliny trifluoroctové s benzylaminem a proto byly experimenty provedeny znovu za jeji
absence. Tento krok vedl ke zvySeni relativnich vytézkti z 5-9 % na 7-17 % dle GC-MS
(Tabulka 12, reakce 6-8).

Tabulka 12: Mikrovlnami asistovana syntéza slouc¢enin 7b—10b.

Reakce Vychoz
1 3
2 3
3 4
4 5
5 6
6 4
7 5
8 6

“ dle GC-MS

Benzylamin Katalyzator

i latka (ekv.) (ekv.)
10,0 TFA (1,0)
10,0 TFA (1,0)
10,0 TFA (1,0)
10,0 TFA (1,0)
10,0 TFA (1,0)
10,0 -
10,0 -
10,0 -

Cas
(min)

20
60
60
60
60
60
60
60

Produkt

7b
7b
8b
9b
10b
8b
9b
10b

Vytezek” (%)
24
47

17
13

Vzhledem ke skutecnosti, Ze posledni série vySe uvedenych reakci byly provedeny v dob¢,

kdy se blizil mezni termin pro odevzdani této prace, nebyla vétSina nasyntetizovanych

sloucenin izolovdna a podrobena veSkerym dostupnym strukturnim analyzam. Jedinym

produktem, ktery se podaftilo izolovat v jeho Cisté formé, byl produkt 7a, tedy 9-isopropyl-

N, N°-difenyl-9H-purin-2,6-diamin. Tento byl podroben '"H NMR analyze, jejiz vystup lze
vidét na Obrazku 30.
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Obrazek 30: '"H NMR spektrum 9-isopropyl-N*, N°-difenyl-9H-purin-2,6-diaminu (7a).

V '"H NMR spektru sloudeniny 7a bylo mozné pozorovat dubletovy signal v oblasti
1,64 ppm (signal ,,a*) pochazejici z methylové skupiny isopropylu, ktery je navazan na
atomu dusiku v poloze 9 purinového kruhu. Dale byl pozorovan multiplet v oblasti 4,72—
4,82 ppm (signal ,,b*) odpovidajici CH skupiné z isopropylu. Nasledné se zde vyskytoval
signal v oblasti 7,02 ppm (signal ,,f) v podobé€ tripletu s integralni hodnotou 0,97, ktery
byl pfifazen atomu vodiku v poloze para anilinu navazaného v poloze 6 purinového kruhu.
Tento byl prekryty signdlem v oblasti 7,04 ppm (signal ,,g*), ktery zieymé odpovidal
protonu C°NH. Dal3i triplet v oblasti 7,11 ppm (signal ,,j) s integralni hodnotou 1,04 byl
pfifazen atomu vodiku v poloze para anilinu navazaného v poloze 2 purinového kruhu. Ve
spektru byly dale pozorovany dva ptekryvajici se triplety v oblasti 7,32—7,39 ppm (signaly
,»hTd*) s integralni hodnotou 4,15, kter¢ by mohly odpovidat atomiim vodiku v poloze
ortho obou anilinovych substituentti. Pik v podobé singletu v oblasti 7,64 ppm (signal ,,k*)
byl piifazen atomu vodiku C*NH. Nasledn& byl ve spektru pozorovan atom vodiku
umistény na purinovém kruhu v poloze NC®HN, a to v podob¢ singletu s posunem
7,70 ppm (signal ,,c*), ktery ptekryval dublet v oblasti 7,71 ppm (signal ,,e*), patiici dvéma

protonim v poloze meta anilinu vazaném na C6. Posledni dubletovy signal (oznaceny
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pismemen ,,i*) byl pfifazen dvéma atomim vodiku v poloze meta anilinu vdzaném na C2

purinového kruhu.

Struktura sloucenin 8a—10a a 7b—10b byla navrzena alesponn na zékladé¢ vysledki
ziskanych z GC-MS analyz, kdy jako detektor byl pouzit hmotnostni spektrometr
s elektronovou ionizaci. Ve EI-MS spektrech vSech zminénych sloucenin byly pozorovany
molekulové ionty, jejichz hodnota m/z odpovidala hodnotam pro jednotlivé latky
vypoctenym. Dale bylo ze vzhledu molekulovych klastrii téchto iontl navysost patrné, ze
neobsahuji, na rozdil od vychozich sloucenin, Zadny atom chloru. Na Obrazku 31 je jako

priklad uvedeno hmotnostni spektrum slouceniny 8a.

2822
100 HN

80

Exaktni hmotnost = 2822 u
60

2401

40 1 123.0

Relativni intenzita [%]

1
50 100 150 200 230 300 m/z

Obrazek 31: EI-MS spektrum slouc¢eniny 8a.
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ZAVER
Cilem diplomové prace bylo piipravit sérii 2,6,9-trisubstituovanych purind, kdy nejvétsi

vyzvu piedstavovala pravé nukleofilni aromaticka substituce atomu chloru v poloze C2

purinového skeletu.

Nejprve byla pfipravena slouc¢enina 2a, kterd byla nasledné pouzita pro substituci atomu
chloru v poloze 6. Tato byla piipravena alkylaci komer¢n¢ 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 mikrovlnami asistovanych nukleofilnich aromatickych
substituci atomu chloru v poloze C6 slouceniny 2a anilinem, methylaminem, ethylaminem
a dimethylaminem. Vystupem této ¢asti byla ptiprava sloucenin 3, 4, 5 a 6 v odpovidajici
Cistot¢ a témet kvantitativnich vytézcich, kdy struktura uvedenych sloucenin byla

potvrzena pomoci bézné pouzivanych spektralnich metod (IR, MS, NMR).

V posledni ¢asti diplomové prace bylo provedeno nékolik experimentt, jejichz cilem bylo
provést nukleofilni aromatickou substituci atomu chloru v poloze 2 aromatickym anebo
alifatickym aminem. Tyto experimenty byly provadény jak konvenénim zptisobem, tak pomoci
mikrovinami asistované syntézy. Po optimalizaci reakénich podminek byla provedena série
mikrovlnami asistovanych nukleofilnich aromatickych substituci atomu chloru na C2 sloucenin
3,4, 5, a 6 anilinem a benzylaminem, kdy byly nasyntetizovany nové a literaturou nepopsané

slouceniny 7a—10a a 7b—10b.

Vzhledem ke skutecnosti, Ze posledni série vySe uvedenych reakci byly provedeny v dobg,
kdy se blizil mezni termin pro odevzdani této prace, nebyla vétSina z nove piipravenych
2,6,9-trisubstituovanych purinit charakterizovdna pomoci vSech dostupnych metod
strukturni analyzy. Z finalné ptipravenych sloucenin byla plné strukturné charakterizovana
pouze sloudenina 7a, ktera byla analyzovana pomoci GC-MS a '"H NMR. Struktura slou¢enin
8a-10a a 7b—10b tak byla navrzena na zaklad¢ vysledk ziskanych pomoci plynové

chromatografie s hmotnostné-spektrometrickou detekci.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

CDK
DIEA
DMF
DNA
FID
GC
HPLC
IR
MS
MW
NMP
NMR
RNA
RVO
SNAT

TLC

cyklin-dependentni kinaza
N,N-diisopropyletylamin
dimethylformamid
deoxyribonukleova kyselina
plamenové-ionizacni detektor
plynova chromatografie
vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
infracervena spektroskopie
hmotnostni spektrometrie
mikrovlnna syntéza
methylpyrrolidon

nuklearni magnetickd rezonance
ribonukleova kyselina

rotacni vakuova odparka
nukleofilni aromaticka substituce

tenkovrstva chromatografie
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