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ABSTRAKT

V ramci predlozené disertai prace byla fipravena série 1-adamantylariin
obsahujicich mezi adamantanovym skeletem a ardkgatidkruhemietzec
s prongnnou polaritou a délkou. PromySlené zavedeni adamawného skeletu
do struktury sjiz popsanymi biologickymic¢iaky mize vést ke zlepSeni
nekterych farmakologickych vlastnosti takto modifikmého Iéiva. S ohledem
na tento fakt bylo naslednym cilenfigravit sérii 2,6,9-trisubstituovanych
purind nesoucichtzné l-adamantylaminy na C6 purinového kruhu a désle
studovat jejich biologické dinky na vybranych substratech. Struktura vSech
pripravenych slotenin byla potvrzenadiné pouzivanymi metodami strukturni
analyzy.

Druhou oblast této pracergqustavovalo studium schopnostigravenych
ligandi tvorit inkluzni komplexy sp-cyklodextrinem g-CD). Provedenymi
experimenty byla potvrzena tvorba komplgkCD-ligand petrvavajicich jak
v plynné fazi, tak v roztoku. Hmotnostni spektronied isotermickou titréni
kalorimetrii bylo potvrzeno, Ze stechiometrie koaxdl B-CD-ligand byla ve
vSech pipadech 1:1. Geometrie vznikajicich komgilekyla navrzena na
zakladt 2D NMR experimernit. Z pozorovanych interakci lze usuzovat, Ze
adamantanovy skelet je uvnkavity B-CD orientovan blize jeho sekundarnimu
okraji a zbytek ligandu wniva z primarniho okraje hostitelské molekuly.

Pripravené 2,6,9-trisubsituované puriny byly podropbdgastim na jejich
enzymatickou a cytotoxickou aktivitu. Inhdioii (Cinky byly studovany uci
cyklin-dependentnim kinasam (CDKs, konkkétee jednalo o heterodimerni
komplex CDK2/cyklin E), které hraji vyznamnou rgiti regulaci bugéného
cyklu. Antiproliferatni aktivita gipravenych purifi byla zkoumana na dvou
typec nadorovych bwinych linii in vitro. U nékterych slodenin se projevila
schopnost &nné blokovat aktivitu CDKs a/nebo eliminovatist vybranych
typt nadorovych bugnych linii.

Kli ¢éova slova: 1-Adamantylaminy, Puriny, B-Cyklodextrin, Komplexy
hostitel-host, Cyklin-dependentni kinasy, Biologickktivita



ABSTRACT

Presented doctoral thesis was focused on the sratloé new series of
1-adamantylamines with modulated polarity and priope suitable for drugs
modification. It is matter of common knowledge thtte well-advised
introduction of highly lipophilic adamantane moietyo the known biologically
active compound might improve its pharmacologicafife. On the bases of
this fact, synthesised 1-adamantylamines weredntred at position C6 of the
purine ring. Prepared 2,6,9-trisubstitued purinearing adamantane moiety
were subsequently studied as an eventual bioldgieaitive comopunds on
choicely preselected substrates. All prepared comg® were fully
characterised using spectral methods.

The second significant area of this work was theysof stoichiometry and
geometry of inclusion complexes forming betweenpared ligands bearing
adamantane moiety angkcyclodextrin 3-CD). The host-guest systems of
prepared ligands witli-CD were studied using electrospray ionisation mass
spectrometry, titration calorimetry and NMR spestapy. Performed
experiments confirmed the formation of relativetslde host-guest systems in
both gaseous phase and solution. The complexeslwitistoichiometry were
found to predominantly exist as pseudorotaxanedikeaded structures with
adamantane cage sitting deep in the cavitg-6D slightly shifted toward the
wider secondary rim.

Novel series of 2,6,9-trisubstituted purines bepadamantane moiety were
studied as an eventual low-molecular-weight inbitsit of cyclin-dependent
kinases (CDKs), namely toward heterodimeric compBBK2/cyclin E. The
antiproliferative activity of prepared purines wasted on two types of cancer
cell lines in vitro. Some of synthesised purines showed relativelgngtr
inhibitory and/or antiproliferative activity on thiested substrates.

Keywords: 1-Adamatnylamines, Purine;Cyclodextrin, Host-guest systems,
Cyclin-dependent kinases, Biological activity



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Zkratka Nazev
Ad 1-adamantyl
AdH adamantan
ALK alkyl
AK autoklav
ATP adenosintrifosfat
B-CD B-cyklodextrin
Bn benzyl
BOH bohemin
CAK CDK-aktivujici kinasa (CDK-activating kinase)
CDl/s cyklodextrin/y
CDKI/s cyklin-dependentni kinasaly
CIP/KIP pfirp;gny inhibitor CDKs (CDK-interacting/kinase-
inhibiting protein)
CKls pfirp;ené. inhibito,ry cyklin,-dependentnl’ch kinas (CDK
inhibitors; obecné oziani)
DIEA N-ethyl-N-isopropylpropan-2-amin, Hiinigova baze
DMF dimethylformamid
DMSO dimethylsulfoxid
DNA deoxyribonukleova kyselina
DPBE dibenzoylperoxid
EA elementarni analyza
EI-MS hmotnostni spektrometrie s elektronovou ianiz
ESI-MS hmotnostni spektrometrie s elektrosprejaenizaci
GC-MS plynova chromatografie s hmotnostni detekci
Gl koncentrace latky eliminujici 50 % btlav kultivaénim
testu
GTP guanosintrifosfat
Hsp90 protein tepelného Soku 90 (heat shock pr@@in
HMQC heteronuclear multiple quantum coherence



1Cs0

INK4

ITC
K-562

MCF-7
MPF
MS
MW
NBS
NMR
NOESY
OLO
oLo 1l
pRb
PURV A
PURV B
RNA
ROS
RVO

SAR

SVAr

koncentrace latky inhibujici 50 % aktivity purifikaného
enzymu

piirozeny inhibitor CDKSs (inhibitor of CDK4)
infracervena spektroskopie
isotermicka titrani kalorimetrie

lidsk& chronick& myeloidni leukémie (human chronic
myelogenous leukaemia)

lidsky karcinom prsu (human breast cancer)
M-fazi podporujici faktor (M-phase promotingtiar)
hmotnostni spektrometrie

mikrovlinami asistovana syntéza
N-bromsukcinimid

nuklearni magneticka resonance

nuclear Overhauser effect spectroscopy
olomoucin

olomoucin Il

protein retinoblastomu

purvalanol A

purvalanol B

ribonukleova kyselina

roskovitin

rota&ni vakuova odparka

vztah mezi strukturou a biologickou aktivitou (sfiure-
activity relationship)

nukleofilni aromaticka substituce
teplota tani
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UvoD

V lidském genomu je kodovandaiplizné 518 proteinkinas, iéemz fada
z nich se aktivé podili na velkém mnozstvi vyznamnych fyziologickyc
procesi. Cyklin-dependentni kinasy (CDKSs) jsou serin/tmi@oproteinkinasy
znameé zejmeéna pro jejich schopnosinaé regulovat buiény cyklus. Tyto
heterodimerni komplexy vSak hraji vyznamnou rolkétav cEjich jako je
transkripce a replikace DNA, senescence, apogiasssiin RNA.

Vyvoj nizkomolekularnich inhibitdr CDKs byl iniciovan zji&nim, ze
v riznych typech lidskych tumdrdochazi k nadgrné aktivie¢ a deregulaci
CDKs vedouci k nekontrolovatelné proliferaci. V lgamich 20-ti letech bylo
popsano velké mnozstvi latek se schopnosti inhibaktivitu CDKs a/nebo
blokovat Kist nadorovych buik v kultivacnich testeclEi in vivo. Nicmére jen
malému procentu z nich je uma@no vstoupit do finafn¢ a caso¥ naraného
procesu pro ,vyvolené* zvaného Klinické testovahisowasné dob se
v klinickém zkouSeni nachazfiplizné 24 selektivnich inhibitdr CDKs.

Nizkomolekularni inhibitory CDKs i@dstavuji Sirokou skupinu sléenin,
které je mozné dit dle riznych hledisek, zpravidla na zakéagjich struktury,
selektivity ¢i mechanismu &nku. Vyznamnou skupinwthto latek pedstavu;ji
2,6,9-trisubstituované puriny, které kompetuji sPATo vazebné misto
v apoenzymu CDK a zahtaji tak fosforylaci cilovych molekul.

PromySlena substituce purinového kruhu vhodnymiivdgr nesoucimi
1-adamantyl by mohla vést, vzhledem k vysoké ligéfitohoto unikatniho
uhlovodiku, nejen kifpraw novych puriri selektivié inhibujicich CDKs, ale
také ke zlepSeni jejich farmakokinetickych a farodynamickych vlastnosti
(nap. rychlejS§imu transportuies buwcna rozhrani, efektivijSi distribuci
léciva v organismu nebo snizeni koncentrat@ne latky nezbytné k dosazeni
pozadované inhibni aktivity).

Vyznamnou vlastnosti molekuly adamantanu je bezesgaké schopnost
vytvéret relativie stabilni inkluzni komplexy sB-cyklodextrinem [-CD).
Cyklodextriny jsou typickym fikladem molekul, které Ize velmi efekti&n
vyuzit jako tzv. nosie I&iv. Podani komplexu ,&vo-nosi”, namisto léiva
samotneho, iizve vest k efektiv&Simu transportu Bva na misto jehoysobeni
¢i ke zvySeni jeho rozpustnosti ve vodnych meédii€biky pritomnosti
adamantanového skeletu v purinovych &unach, jejichz fiprava byla
prednmétem této prace, by fpadny vznik komplek B-CD-purin mohl
predstavovat jednu z moznych cest, jak zvySit rozmsttechto latek ve vodl
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1 ULOHA CDK 'SV PROCESU BUNECNEHO DELENI

Kinasy jsou enzymy, které nalezi do skupiny trarase tedy enzyin
pienasejicich funini skupiny (nap methylovou, acetylovoui fosfatovou) na
cilovou molekulu. Vyznamnou skupinu kinae@stavuji proteinkinasy, kterych
je v lidském genomu kédovandgilplizné 518, gicemziada z nich se uphatje
pii regulaci nepeberného mnozstvi biochemickychjid? Mezi proteinkinasy
se tadi také cyklin-dependentni kinasy (CDKs) povazévapa jedny
z klicovych molekul uplatujicich se v procesu b&mného éleni.

1.1 Struéna historie objevu CDKs

Objasrknim roli CDKs nejen v lidském organismu, ale takérganismech
modelovych (zviata, rostliny), popsanim jejich struktury, prinaipeasociace
s pozitivnimi regul&nimi podjednotkami (cykliny) a Zigobem jejich aktivace
nebo naopak inaktivace, se v posledni¢kotika desitkach let zabyvalo mnoho
védeckych tynd prestiznich univerzit a vyzkumnych usiaZa vyvrcholeni
jejich snahy lze povazovat ngherné mnozstvi odbornych praci @mtch
molekularni biologie. NaDbrazku 1 je formou sloupcového grafu znazémn
pocet praci tykajicich se cyklin-dependentnich kirkteré byly publikovany
v letech 1987 az 2010. Dale jetrdzrén rok 2001, v 8mz byli spol€né
ocereni Lee Hartwell, Tim Hunt a Paul Nurse, kterym bya jejich objevy
v oblasti gefi burééného cyklu, zptnovazebnych kontrolnich mechanigsm
CDKs a cyklini ucklena Nobelova cena v oblasti mediciny a fyziologie.

2001

I podet publikaci Nobelova cena

3000

] za
R medicinu a fyziologii
2000 -
4 g ',',//;
1500 - N
1000 I I l -
] m - »

-
-1
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80 \!

70 4 L. Hartwell

60 -

50 -

40
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20 -
10
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§ & &

~

g &

7992
1998
2000
2002
2004

Q
§ &

2070

P. Nurse

Obrazek 1.Paiet publikaci v letech 1987-2010 podle Chemical rduss.
Analyza byla provedena v Unoru 2011 pomoci nastgj&inder Scholar™ s vyuzitim
datab&zi Caplus a Medline. Prace obsaZené v okltabadach byly zohledmy pouze
jednou. Hledan vyskyt klbvého slova ,cyclin-dependent kinases".
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Prvnimi popsanymi ,CDKs* byly CDC2 a CDC28 pozoroea [i
genetickych studiich bétného @leni kvasinekSchizosaccharomyces pombe
aSaccharomyces cerevistadNasled® bylo prokdzano, e CDC2 a CDC28
pasobici na rozhrani fazi,€S a G-M jsou funkné ekvivalentnf. Navic se
ukazaly jako homologickéi¢i CDK1 (kastnici se buitného cyklu v saich
bunkéach (z tohoto @vodu se terminy CDK1/CDC2 uzivaji jako synonyma).
Rozluséni aminokyselinové sekvence polypeptidovyetitzca CDC2/CDC28
znamenalo p&atek v nomenklatie strukturg pribuznych slotenin, dnes
nazyvanych CDKs (ci). Jednotlivé typy sasich CDKs jsou ozn@mbvany
¢islicemi (1-13), zatimco u rostlin je krémiselného ozn#eni pouzivano jest
pismeno. Tak napkvasinkovy protein CDC2 je u savozn&ovan jako CDK1
a u rostlin CDKAL.

1.2 Bunéény cyklus

Podstatou procesu btimého @leni je vytvdeni dvou geneticky identickych
dceinych burgk zjedné bilky matdgské (oznsované také jako hika
originalni). Tento & je uskuténovan ve dvou hlavnich, neustdle na sebe
navazujicich, stadiich — interfazi a mitéze. Irded je slozena zditcasow i
funkéng odlidnych fazi, a sice GS a G (cit.?). FAze G je nazyvanaifpravnou
a dochazi v ni k syntézady proteitd. S-faze se vyzraje replikaci DNA, jejiz
struktura byla navrZzena v polo¥inminulého stolefi a duplikaci vSech
burécnych chromozom V G,-fazi se buka pipravuje na mitozu. Mitdéza
neboli M-faze, je proces sestavajici &gi fazi ozngovanych jako profaze,
metafaze, anafaze a telofazei pichz dochazi k oddleni dvou sesterskych
chromatid z chromozéina naslednému rozigni buiky®. Detailrgjsi studium
jednotlivych mitotickych dja (nag. anafdze) odhalilo, Zze i ony obsahuji
nékolik jednotlivych fazl. Kroms aktivni (Basti na buiné proliferaci se
mohou buiky nachazet ve fazi Xtzv. klidové stadium), ve které udrzuji jen
bazalni metabolismus.

Jednotlivé procesy bgdneho cyklu (nap replikace DNA nebo mit6za) jsou
tizeny zgtnovazebnymi kontrolnimi mechanistfly® které se tak aktivn
podileji na usgsném dokoteni burkcného @leni. Odhali-li tyto mechanismy
urcité poskozeni, dochazi k zastaveni d&umé proliferace a naslednému
odstrarni chyby pomoci repagaich proces. Jestlize je zjighé poSkozeni
zavazné a jeho oprava se jevi jako ,neekonomickastava programovana

buns¢na smrt, tzv. apoptoza.

Normalni buika mize podstoupit fiblizné 40—-60 buicnych cykii. Poté
dochazi v dsledkurady vlivi (nag. zkracovani telomer) k obdobi senescence
a buika zanikd. Tento fakt vSak neplati pronky s nespravé fungujicimi
kontrolnimi a fidicimi mechanismy (hiky se stavaji imortalitnimi).
Nekontrolovatelnou proliferaci takto poskozenycimdduje nezbytné pottat.
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1.3 Regulace buéného cyklu prostednictvim CDKs

CDKs jsou serin/threonin proteinkinasyredstavujici kidiové molekuly
regula&nich mechanisfvystupujicich v procesu b&ného dleni. Tuto Ulohu
vykonavaji fosforylaci hydroxylovych skupin serinwi threoninu
v polypeptidovemiettzci cilové molekuly progednictvim transfery-fosfatu
z adenosintrifosfatu (ATP) vazaného v aktivnim égtoenzymu CDK (citd).
Nedavné studie odhalily intervenci CDKs také v @t&lS procesech
odehravajicich se na btimé Urovni jakymi jsou ndp transkripce, apoptosa,
sestih RNA &i nejrizngjsi neuronové funkcéé?

1.3.1 Zpusoby aktivace-inaktivace a struktura komplexa CDK/cyklin

CDKs jsou heterodimerni komplexy obsahujici ¢ dyodjednotky,
katalytickou (kinasa) a pozitiéenregul@&ni (cyklin). Jednotlivé CDKs maji
podobnou velikost (30—40 kDa), naproti tomu cyklikyeré dostaly ndzev na
zaklad jejich stidavé akumulace a destrukce fiapjednotlivymi fazemi
buns¢ného cyklu, se svoji velikosti (30-80 kDa) plmd lisF. V sowasné
dobs je znamo finejmensim 13 tyfp CDKs a 25 typ cykling®.

Krome asociace apoenzymu CDK sgusnym typem cyklinu byly popsany
také jiné dje vedouci k aktivaci holoenzymu CDK/cyklin. Za pomé
regula&ni nastroj lze ozrdt napr. fosforylaci threoninu (Thrl61 pro CDK1)
v T-smy¢ce CDK-aktivujici kinasou (CAK; neplati naporo CDK5/p35 nebo
CDKS8), kdy tuto funkci u vysSich eukaryotickych arngsnii vykonava
trimer CDK7/cyklin H/Mat 1 (cif®) nebo defosforylaci threoninu a tyrosinu
(Thrl4 a Tyrl5 pro CDK1) prastdnicvim fosfatasy CDC25 ().

Existuje-li pozitivre regul&ni aparat, je na misuvest, ze aktivita CDKs je
regulovana také negatigns cilem pozastavit probihajici kigny cyklus
a proveést nezbytné opravy genetického materialunasroje negativni regulace
lze povazovat ndp disociaci cyklinu, deaktivujici fosforylaci thneimu
a tyrosinu (Thrl4 a Tyrl5 pro CDK1) préstinictvim Mytl/Weel kinas nebo
navazani specifickych typproteimi ozn&ovanych jako firozené inhibitory
CDKs (CKils, cyclin-dependent kinase inhibit6fsy. CKls se na zakladjejich
aminokyselinové sekvence a fumk specifity @&li do dvou rodin. Rodina
ozna&ovana INK4 (irnibitors of CDK4 zahrnuje proteiny pl15, pl6, p18 a p19
inhibujici aktivitu CDK4 a CDK6¢imz dochazi k zastaveni bigmného cyklu
ve fazi G. Naproti tomu inhibitory rodiny CIP/KIP (CDK-intacting/kinase-
inhibiting protein), do niz pétproteiny p21, p27 a p57, se vyZoa schopnosti
vazat se na SirSi spektrum kompleéXDK/cyklin a pisobit tak v fiznych fazich
buns¢ného élenf®?’

Struktura inaktivnich apoenzymCDKs (cit?®*9), aktivovanych komplek
CDKs s pislusnym typem cyklini?®! ale také CDKs s jejichipozenymf?*
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& syntetickymf®>**%inhibitory je zkoumana nejen rentgenostrukturrélgrou,

ale také dynamicky se rozvijejicim molekulovym mlog@nim a nuklearni
magnetickou rezonanci, s cilem detgilrodhalit princip mechanismu jejich
aktivacec¢i inaktivace. Ziskana strukturni data jsou mimajivyuzivana p
designu novych chemickych inhibito€DKs.

V sowasné dob je diky difrakci rentgenového #&ni popsana struktura
piiblizn& poloviny ze tinacti znamych typ CDKs (cit®****), a sice CDK2,
CDK4, CDK5, CDK6, CDK7 a CDKO9, iixemz netastji je studovan komplex
CDK2/cyklin A (cit***9. V nésledujicim odstavci bude na zakladformaci
ziskanych rentgenostrukturnimi analyzami a molekpio modelovanim
popsana struktura préavtohoto heterodimerniho komplexu augpb jeho
aktivace Obrazek 2a-p)*".

pCDK 2feyclin A

Obréazek 2. Struktura komplexu CDK2/cyklin A (cft). (a) Inaktivni apoenzym
CDK2. () Fosforylovana forma apoenzymu CDKZ) (Komplex CDK2/cyklin A. 0)
Fosforylovany komplex CDK2/cyklin A. Barevné ozeai: Zluta — CDK, fialova €-helix,
zelena — L12 helix, modra — cyklin A.

Na Obrazku 2A je znzortina struktura inaktivniho apoenzymu CDK2,
jehoz mensSiN-terminalni doména je slozendepazrié p-skladanymi listy a
C-helixem (misto pro navazaniifiglusného typu cyklinu; CDK2 asociuje
scykliny typu A a E) obsahujicim unikatni aminoé&lysovou sekvenci
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.PSTAIRE" (Pro, Ser, Thr, Ala, lle, Arg, Glu), zaito &tSi C-terminalni
doménu tvei predevsim a-helixy’®. Vazebné misto pro ATP se nachéazi
v hluboké hydrofobni 8tbiné mezi déma doménami, kde je také fosforylovan
aminokyselinovy zbytek Thr160 (¢t Obrazek 28). Ztohoto obrazku je
patrné, ze fosforylovana forma apoenzymu CDK2 (p@Pjé¢ strukturg velmi
podobna jeho inaktivni for&l’. Jedinou vyjimku tvii zmEna orientace
aminokyselinovych zbyik 153-164 v aktivnim mi&tpro ATP. V okamziku
vytvoieni komplexu CDK2/cyklin A Qbrazek 2c) dochéazi k vyraznym
konformanim znénam, nap. vyrazné posunutC-helixu oproti jeho pozici
v apoenzymu CDK2, tvorba aktivniho mista pro ATPbmeransformace
aktivainiho segmentu (Thrl60 a Glul62) PIrt aktivnim se komplex
CDK2/cyklin A stava teprve po epvné fosforylaci Thrl60 CAK, jak je
ukdzano n®brazku 2b, pricemz dochazi napk rekonformaci T-smsky>.

1.3.2 Rizné komplexy CDK/cyklin ¥idi odliSné faze bugéného cleni

Rozdilné komplexy CDK/cyklin fosforylujitzné substraty a ovliwji tak
odliSné faze buitného cyklu, pipadré se uplatuji v jinych burgénych
procesecH. Jednotlivé heterodimerni komplexy je mozné izcdo dvou
velkych skupin. Clenové prvni skupiny reguluji rannou,-@&zi, néasledny
prechod G-S, @ipadré pozdni S-fazi. Komplexy p#éti do druhé skupinyidi
procesy brzkeé &faze a pechod G-M. Prehledny souhrn asociace jednotlivych
CDKs s grislusnymi typy cykliri, jakoz i funkce d&chto komplex, je uveden
v Tabulce 1

Tvorba komplex CDK4 a CDKG6 s cykliny typu D (jsou popséany typy, D
D, a D;) se astni regulace faze G Frislusny holoenzym (ndp
CDK4/cyklin D) fosforyluje rodinu protein retinoblastomu (pRb, p107
a pl30), coz ma za nasledek aktivaci trangkilpp faktoru E2F (cit?).
Abnormality v kaskadl CDK4/cyklin D/INK4/pRb/E2F jsou &n¢ pozorovany
v mnoha typech nadorovych onemeii*>° Jako ,multifunkni maZe byt
ozna&en cyklin O, jehoz zvySena expresetiie mit za nasledek stimulagi
inhibici buréného dleni, ale také nastup senescence a apoBtddy prvni
skupiny nalezi také apoenzym CDK2, ktery asocigedgma typy cyklin,

a sice scykliny A a E. Tvorba komplexu CDK2/cykiinje povazovana za
nezbytny ve vztahu ke spast replikace DNA, zatimco holoenzym
CDK2/cyklin A zaji¥uje prechod z S-fa4Z& Na inaktivaci pRb se ize podilet
také CDKS interagujici s cykliny A a E. \&kterych nadorovych buinych
liniich byla v nedavné da@bprokazana také tvorba komplexu CDK3/cyklin C
stirrlglujici fosforylaci pRb &hem gechodu z klidového stadiag@o faze G
(cit.>).

Do druhé skupiny seradi zejména CDK1 (CDC2), ktera vyiva
heterodimerni komplexy s cykliny A a B. Substratemmiklych komplex: je

17



mimo jiné pRb Uzce spojeny s replikaci DNA {dt. Cyklin A asociuje

s CDK1 na konci S-faze, ve které, jak jiz bylo z#émo, tvai komplex také

s CDK2. V phbéhu G-faze je cyklin A degradovan a nastava aktivace
cyklinu B. Nasleda dochazi k tvord komplexu CDK1/cyklin B znamému také
jako MPF (M-fazi podporujici faktor, z angl. M-pleagpromoting factor),
zejména CDK1/cyklin Ba CDK1/cyklin B (cit.?).

Jak je zminno vySe, Bkteré heterodimerni komplexy CDK/cyklin s&imo
nelastni regulace procesu @ného éleni (mysleno ve smyslu transformace
jednotlivych fazi buiného cyklu). Tak nap CDK5 komplexujici s cykliny
typu D je nositelem celgady funkci v nervovém systéfii’, CDKs 7-9 jsou
nazyvany jako transkrimi CDKs a CDKs 11-13 interaguji s cykliny typu L
a (Bastni se sehu RNA (z angl. RNA-splicingf®®

Tabulka 1. Heterodimerni komplexy CDK/cyklin (cit:>®>%625,

Katalyticka

jednotka Regulani jednotka Funkce komplexu
CDK1 cyklin Ay, Ay, Bi—B3 burg¢ny cyklus (G—M), apoptosa
CDK2 cyklin A, Ay, E;, E burg¢ny cyklus (G-S), apoptosa
CDK3 cyklin A, Ay, E;, B, C burg¢ny cyklus (G—G,—S)
CDK4 cyklin Dy, D,, D3 bung¢ny cyklus (G-S)
CDK5 cyklir!y typa D, E, G; senescence, apoptosa, neuronove

proteiny p25, p35, p39 funkce

CDK6 cyklin Dy, D,, D3 buné¢ny cyklus (G-S)
CDK7 cyklin H CAK, transkripce
CDKS8 cyklin C transkripce
CDK9 cyklin Ty, To, K transkripce

transkripce, bugtny cyklus (G—M),

CDK10 cykliny typu L neuronové funce

CDK11 cykliny typu L transkripce, neuronové funkce, gést

RNA
CDK12 cykliny typu L sesth RNA
CDK13 cykliny typu L sesth RNA
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2 CHEMICKE INHIBITORY CDKs

Abnormalré vysoka exprese cyklina/nebo ztrata schopnostiinpzenych
proteinovych inhibitol ovliviovat aktivitu CDKs jsou jedny z ékolika
znamych picin vedoucich k nekontrolovatelné kiné proliferaci a ke vzniku
nadorovych onemoeni. Deregulace aktivity CDKs je vSak spojena také s
vznikem imunologickych, neurologickych, metabolicky ¢i infekenich
choroB. Objev slodenin s relativd malou molekulovou hmotnosti, které
vykazuji schopnost inhibovat aktivitu CDKs, az selektivé ¢i nespecificky,
poskytl novou strategii, jez by mohla byt [@¢b¢ téchto onemocEni vyuzita.

V poslednich 20-ti letech bylo popsano velké mndzisttek se schopnosti
inhibovat aktivitu CDKs a/nebo blokovaist nddorovych bufk v kultivaénich
testechsi in vivo®. Avsak jen zlomek zthto slogenin je dale zkouman ve
vztahu Kk jejich moznému terapeutickému vyuziti. okssné dob se
v klinickém zkou3eni nachazfiplizné 24 selektivnich inhibitdr CDKs (cit®).

Chemické inhibitory CDKs jgdstavuji Sirokou skupinu sléenin, které je
mozné dlit dle riaznych hledisek, zpravidla na zakéadejich struktury,
selektivity ¢i mechanismu &inku. V této ¢asti prace budou jednotlivé typy
syntetickych inhibitol uvadny na zaklad jejich strukturni pibuznosti, se
zantfenim se nejen na jejich enzymatické a antiproldferalcinky, ale
u vybranych latek se znamou orientaci ve vazebnést mpro ATP budou
komentovany také jejich vazebné interakcérd2 bude kladen na sléeniny
s purinovym skeletem, zejména 2,6,9-trisubstituéyarjejichz giprava
predstavuje jednu gasti této disertai prace.

2.1 Sloweniny s purinovym skeletem

Nazev purin vytvél Emil Fischer, ktery poprvé syntetizoval tutolsta bazi
v roce 1899 (cif’). Sloweniny obsahujici purinovy kruhtgdstavuji irokou
skupinu latek, u nichz byla popsana c&lda biologickych &inka. Mohou tak
vystupovat jako inhibitorytznych druli proteinkina&® sulfotransferds”®
fosfodiesterad’®  proteinu  tepelného  Soku 90  (Hsp9d$, induktory
interferond®® latky inhibujici kompletovani mikrotubufti®, pripadré jako

agonist&®® ¢ antagonist®® 2

recepto adenosinu. Siroky rozsah :
biologickych &inkia je dan nejen N XN
blizkou gibuznosti s ATP¢ GTP §|\ \%Rs
(a jejich derivaty), ale také ni&p - N/ N
bernym mnozstvim substituéntjez &

. L R
mohou byt kombinovany na atomech
C2, C6, C8 a N9 purinového kruh@®brazek 3.Struktura purinového kruhu.

(Obrazek 3).
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2.1.1 Charakteristika vybranych purinovych inhibitor @« CDKs

Prvnimi nespecifickymi inhibitory CDKs byly 6-(dirttey/lamino)purin
a 6-(A*isopentenyl)aminopurii. N&sledoval objev inhibhich vlastnosti
olomoucinu [, Obrazek 4), ktery se jiz v 80-tych letech pouzival v botddim
vyzkumu jako inhibitor cytokininglukosyltransfefagjako olomoucin byla tato
slowenina pojmenovana az po objeveni jeji schopnostibavat CDKS).
Olomoucin vykazuje afinitu i komplexaim CDK1/cyklin B, CDK2/cyklin A
a E vhodnotach 1§ niZzsich neZz 1M (cit.*). Po Gspdném testovani
enzymatické aktivity olomoucinu byla zkouSena tgk&o cytotoxicita na
druhow odlinych bugénych liniich in vitro®™. Pro vyvoj daldi generace
selektivnich inhibitoii CDKs bylo prospSné také studium kokrystalu
CDK2/olomouciri*.

DalSim ze skupiny purinovych derivge bohemin I , Obrazek 4), v jehoz
molekule byl prodlouzen alifatickyfettzec na C2 o jeden atom uhliku
a v poloze 9 nahrazena methylova skupina za skupopropylovou, ktera se
nasledg stala nejfrekventovaii uzivanym substituentem v této pozici.
Uvedené zrny vedly, v porovnani s olomoucinem, ke zvySeniikrdmi
aktivity via¢i holoenzymu CDK1/cyklin B (1§ = 1 um)®.

Vysoce selektivni slaieninu  potl&ujici nejen aktivitu komplek
CDK1/cyklin B (1C5o = 0,65um), CDK2/cyklin A (ICso = 0,7um), CDK2/cyklin
E (ICso = 0,1uM) a CDK5/p35 (IG, = 0,16um)***’ ale nap. také zabrsujici
transkripci viru prostého oparu (HSV-1; z angl. e simplex virus type ¥)
predstavuje roskovitinll , Obrazek 4), znamy roviz jako Selicibin nebo
CYC202. Podob# jako fada jinych inhibitoii byl také roskovitin podroben
rentgenostrukturni analyze zkoumajici jeho inteeake vazebném mistpro
ATP (cit®). Roskovitin Uspdné absolvoval fazi | klinického zkouséffi
a v sodasné dob se nachazi ve fazi Il (cit). B&hem klinického testovani
nejsou studovany jen protinadorové&nky roskovitinuin vivo’’, ale také jeho
farmakokinetické vlastnostf%

In vitro cytotoxicita (testovany byly vybrané druhy nadorcwyburé¢nych
linif) olomoucinu (), boheminul{) a roskovitinu (Il ) je vysSi, jsou-li tyto
inhibitory komplexovany s ionty Zh Pt' nebo P4 (cit.'***%.

Zavedeni hydroxylové skupiny do pololyrtho na aromatickém kruhu
roskovitinu poskytlo sloteninu 30x dinngjSi proti komplexu CDK1/cyklin B
(ICso = 0,02uM), nazvanou olomoucin 11, Obrazek 4, cit!®). Srovnatelna
je aktivita roskovitinu a olomoucinu Il t¢i komplexim CDK2/cyklin E
(ICs0=0,1um) a CDK7/cyklinH (1Go=0,45um). Olomoucin Il vSak
v porovnani s roskovitinem vykazuje @d vysSSi aktivitu p inhibici
holoenzymu CDKO9/cyklin T (I = 0,06um), ktery hraje vyznamnou rolifp
transkripci RNA (cit:%).
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Obrazek 4. Strukturni vzorce OLO, BOH, ROS, OLO Il a CVT-313.
OLO — olomoucin, BOH- bohemin, ROS- roskovitin a OLO |- olomoucin II.

CVT-313 {/, Obrazek 4) je charakteristicky iitomnosti terciarniho aminu
na C2 (namisto obvyklého aminu sekundéarniho). C¥3- relativié silnym
inhibitorem komplex CDK1/cyklin B (IGo = 4,2um), CDK2/cyklin A (IG5 =
1,5um)*®a CDK2/cyklin E (1Go = 1,5um)**.

DalSi vyznamnou skupinu latek obsahujicich purinekglet a inhibujicich
aktivitu CDKs gedstavuji derivaty purvalanolObrazek 5). Za povSimnuti
stoji nahrazeni benzylaminového substituentu vzmlé purinového kruhu
3-chloranilinovym. Mezi nejznagsi pati bezesporu purvalanol A/(),
purvalanol B VIl ) a aminopurvalanolX). U kazdé zd&chto latek jsou znamy
také jejich N°-methylované analogy, tedy methylovany purvalangVa ),
methylovany purvalanol BX) a methylovany aminopurvaland{i)**".
Purvalanol A inhibuje aktivitu kompléxCDK1/cyklin B, CDK2/cyklin A a E,
piipadré CDK5/p35 v hodnotach Kgodpovidajicicht, 70, 35 a 75m (cit.**).
Purvalanol B, liSici se od purvalanolu A umigtn karboxylové skupiny
v poloze para na aromatickém kruhu, vykazuje vySSi enzymaticledinitu
(ICs0= 6, 6, 9 a 6 m; hodnoty odpovidaji holoenzymn CDK/cyklin uvedenym
u latky purvalanol A)®. Aktivita aminopurvalanolu &i analogickym
komplexaim CDK/cyklin je ve srovnani s purvalanolem B niZ8gmeérE se jevi
jako silrgjSi inhibitor nez purvalanol A. Literatura uvadiopaminopurvalanol
hodnoty 1G, = 33, 28, 28 a 20nn (cit.'**'". Jako zajimavy fakt, zejména
Vv porovnani s enzymatickou aktivitou, se jevi vilkle ziskané p testovani
cytotoxicity slokenin VI, VIII a X. Purvalanol A Y1) a aminopurvalanolX)
vykazovaly velmi nizké mimérné hodnoty (Gh= 2, respektive 1,8Mm),
zatimco purvalanol BVlIl ) nevykazoval z évodu nizké schopnosti prostupu
pies buréné membrany zadnou aktivitd'*®
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Obrazek 5. Strukturni vzorce derivatpurvalanolu.

Pripravena byla takéada latek odvozenychigdevSim od olomoucinui)(

roskovitinu (Il ) nebo purvalanolu Al ). Tyto slo&eniny, jejichz strukturni
vzorce jsou uvedeny nabrazku 6, jsou charakteristické Ffgomnosti
cyklickych, @ip. alifatickych substituefit vazanych na C2 a N9. Tak rap
sloweniny oznadované H717XIl ) a H327(nebo také MDL 106,327DAXIII )
vykazuji velmi silnou enzymatickou a cytotoxickoltigitu in vitro. H717
inhibuje CDK1, CDK2 a CDK4 (I = 0,05, 2,0 a 0,22um) a jeho

antiproliferani aktivita vici MCF-7 (lidsky karcinom prswini 1,4 um (cit.

117
).

Aktivita H327 proti stejnym typpm CDKs je nepatm nizsi, avSak jeho

cytotoxicita via¢i MCF-7 je naopak vy3si (& = 0,6 um)*8 Dalsi zajimavou

strukturu pedstavuje [1-(6-{[(3-jodfenyl)methyljamino}-9-isoppyl-9H-purin-
2-yl)pyrrolidin-2-yllmethanol XIV) s inhibeni aktivitou proti CDK1 (IG, =

0,16 uMm), CDK2 (ICso = 0,45um) @ CDK5 (IGo = 0,65um)**®. Slouwseniny XV

a XVI, pro které je typicky alkynylovy substituent na,G2hibuji selektivi

komplex CDK1/cyklin B v hodnotach kg= 60 m (cit.*%9).
4@/\’\”-] |\©/\NH 4©/MNH
R R
AN N AN N, AN N
ﬁ\> léw I LD
HY N N N N >\ o Z N ;\
HO
; H717 (XIl) R=H

XV XV n=0, R =3-Cl

NH, H327 (XIll) R =3I XVI n=1, R =4-Cl

Obrazek 6. Sloweniny odvozené od znamych 2,6,9-trisubstituovarpaima.

Velmi silnou inhibéni aktivitou se prezentuje skupina latek nazyvanych
O°-cyklohexylmethylguaninové derivatyObrazek 7). Zakladni strukturu, od

niz byly znénou substituentu v poloze 2 odvozeny velmingé inhibitory,
piedstavuje slatenina nazvand NU205&VIl ), kterd blokuje aktivitu

22



komplexa CDK1/cyklin B a CDK2/cyklin A, ale také gkterych nadorovych
bunsénych linii v mikromolarni koncentrd@'. Nasled® pripravené derivaty
NU2058 jako nap NU6094 KVIII ), ktery m& v poloze 2 anilinovy substituent,
nebo NUG6086IKXX) s 3-chloranilinem na C2, se vyzwmg jak silngjSi
enzymatickou, tak cytotoxickou aktivitou v porovindm jejich ,matéskou”
sloweninod®*?% Prozatim nejsik3im inhibitorem je ovdem NU610XX),
ktery ma na aromatickém kruhu v polopara navazanou sulfonamidovou
skupinu. NU6102 inhibuje komplexy CDK1/cyklin B a D&2/cyklin A

v hodnotach 9 a 6ma jeho antiproliferéni aktivita vici MCF-7 ¢ini 8 pm

4 121,12
(cit.*#14.
O/\O O/\O
o D
)\ Z )\ b7
HNT N7 N HNT NN
NU2058 (XVII) NU6094 (XVIll) R =H
R NU6086 (IXX) R=3Cl
NU6102 (XX) R =4-SO,NH,

Obrazek 7.0°cyklohexylmethylguaninové derivaty.

V Tabulce 2 je uveden fehledny souhrn enzymatické aktivity vybranych
purinovych inhibitofi proti tiznym komplexm CDK/cyklin.

Tabulka 2. Enzymaticka aktivita vybranych purinovych inhibdid€CDKs

v a IC 50 [uM] _
Slowk. Citace
CDK1/B CDK2/A CDK2/E CDK5/p35 CDK7/H CDK9/T
| 7 7 7 3 _ _ 92
1] 0,65 0,7 0,1 0,16 0,49 0,74 96,97,108
v 0,2 — 0,1 _ 0.45 0.06 107,108
\ 0,004 0,07 0,0035 0,0075 — 112,114,115
Vil 0,006 0,006 0,009 0,006 _ 113114
Xl 0,05 - 2 _ _ _ 117
XX 0,009 0,006 - - _ _ 121
& | —olomoucinll — roskovitin,IV — olomoucin 11Vl — purvalanol AVIIl — purvalanol B,

XII = H717 XX — NU6102.

23



2.1.2 Orientace purinovych inhibitor G ve vazebném mistpro ATP

Vazebné misto pro ATP se nachazi v hlubokérbgtt mezi C-
aN-terminalnimi doménami apoenzymu CDK (struktura ptexi CDK/cyklin
je blize popsana kapitole 1.3.1). ATP-vazebna kapsa CDK tXe byt
rozcklena do ii oblasti definovanych na zakkghozorovanych interakci se
strukturré odliSnymi ¢astmi molekuly ATP Qbrazek 81). Prvni oblast je
charakteristicka tvorbou vodikovych vazeb s purymvskeletem. Amino
skupina na C6, vystupuijici jako donor vodiku, iatgrje s pat@im karbonylem
Glu81, zatimco akceptorni N1 purinového kruhu fitveodikovou vazbu
s paténi NH-skupinou Leu83. Tat®dast vazebného mista pro ATP se nazyva
,hinge region“. Druhou oblast, ktera jasto pojmenovavana jako ribosova
kapsa, reprezentuji interakce ribosy (vazané ngpWNBhoveho kruhu) s residui
Asp86, GInl31 a Vall8. Vodikové vazby jsou oy prostednictvim
hydroxylovych skupin ribosy a residui Asp86 a Glhl3aminokyselinovy
zbytek Vall8 je pak iitahovan van der Waalsovymi silami. V poslednim
regionu dochazi k fixaci fosfatoveliettzce pomoci vzdjemného spotigobeni
s polarnimi aminokyselinami Lys33, Asn132, Aspli§s129 a Thrl4. Tato
tast vazebného mista pro ATP se émjmjako fosfatova kapsa (¢ft).

U slowenin s purinovym skeletem — které vykazuji afinitici CDKs,
kompetuji s ATP o vazebné misto a byippaven jejich kokrystal s gitym
typem CDK — byla steph jako v @gipact komplexu CDK/ATP pozorovana
tvorba témdt identickych interakci postrannich aminokyselindvyecesidui
apoenzymu CDK aifslusného inhibitortf’. Bylo také prokazano, ze navzdory
urcité strukturni pibuznosti mezi ATP a inhibitory s purinovym sketatgsou
inhibitory CDKs oproti ATP otéeny ve vazebném méstémst o 160° (cit™).
Poté, co byla popsana orientace prvniho selekivnifhibitoru CDKs
olomoucinu [, cit.*%), byly provedeny rentgenostrukturni analyzy taldalsich
znamych purinovych inhibitdr CDKs, pro které je typické umésti
sekundarniho aminu na C6, mapskovitinu (Il , Obrazek &), purvalanolu B
(VIII ), aminopurvalanoluX) a dalSich, pcemz vSechny byly lokalizovany ve
vazebném mistpro ATP v takka analogické pozici jako olomoucin, s tvorbou
dvou vodikovych vazeb mezi donorni NH-skupinou né & paténim
karbonylem Leu83, a akceptornim dusikem N7 purihovkruhu a patei
NH-skupinou Leu83 (cit?). Také olomoucin IIIi/, Obrazek 8c) vykazuje
obdobnou orientaci jako vySe zrang purinové inhibitory. Olomoucin Il navic
tvoii vodikovou vazbu progtdnictvim donorni 84 s akceptornim karbonylem
Glu81. Orientace olomoucinull ve vazebném #igiro ATP je dale
stabilizovana intramolekularni interakci mezi darionydroxylovou skupinou
vazanou na aromatickém kruhu a akceptornim N1 puéino skeletu. SikSi
afinita olomoucinu Il w¢i CDK2 (a mozna také CDK9) by mohla byt
zpiasobena interakci karbonylu His84 s protonem na atickém kruht™,
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Prekvapivé bylo také zjidhi, Ze OP-cyklohexylmethylguaninové derivéaty
jako nap. NU2058 KVII ) a NU6102 XX, Obrazek 8) se ve vazebném miést
pro ATP orientuji odlisSnym Zjsobem (v porovnani s olomoucinem,
roskovitinem¢i purvalanoly). NU6102 tvio pét vodikovych vazebitit s residui
Glu81, Leu83 a Asp86 prdasdnictvim N3 a N9 purinového kruhu, zbyvajici
dvé interakce jsou podpeny sulfonamidovou skupinou uniisbu v poloze
para na aromatickém kruhu na C2, kdy atom kysliku paefiai ze
sulfonamidové skupiny je akceptorem vodiku z frat@minoskupiny Asp86,
zatimco ,sulfonamidova“ NEposkytuje vodik postrannimu karboxylatu Asp86

(Clt 128-133

A [Ceuss B
(0]
A N1 H
/
° T H N//_ Ve /!
~ \
0] — H N

7
N
P <k
o HO NS v / Y
I 0 NN

O—P=
o ATP HO roskovitin  (1Il)

/

His84 H f [Hiss4 | %‘x_-
O
- 1 H
/
H N

/
VN&% HPO\\QH/)

H (0]

DJ ST—— 6

Aspl145 olomoucin Il (1V)

Obrazek 8. Interakce vybranych sl@anin s purinovym skeletewe vazebnér
mis€ pro ATP CDK2. (a) Interakce ATP/apoCDK2. BJ Roskovitin/apoCDK2.
(c) Olomoucin Il/apoCDK2. f) Vazba NU6102 v komplexu CDK2/cyklin A. Barevné
oznaeni: modra — donory vodikdervena — akceptory vodiku.

Pfi studiu interakci ligand-protein i@e byt rentgenostrukturni analyza do
jisté miry nahrazena ekonomicky vyhe@im molekulovym modelovanim,
které v sodasné dob nachazi Siroké uplatni pii navrhovani novych slaenin
s potencialnim inhikinim efektem Wi CDKSs ¢&i jinym proteinkinasart* %2
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2.1.3 Moznosti syntézy purinovych inhibitora CDKs

Stejre jako je tomu \kapitole 2.1.1i tato ¢ast prace bude sowbsténa na
2,6,9-trisubstituované puriny.

Pri syntéze 2,6,9-trisubstituovanych pdrife jako vychozi latka obeé&n
pouzivan 2,6-dihalogenpurin, ®eptji pak vyznamny farmaceuticky
intermediat 2,6-dichlorpurin.  Jeho fipravu chloraci xanthinu pomoci
pyrofosforylchloridu (O[P(OG)].) popisuji nap. Eliot & Hitchings>® nebo
Naito et al®™® Uritou modifikaci &chto metod je pouZiti baze (riap
1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundek-7-enu) zgéelem odSfpeni protonu a igvedeni
xanthinu na enolat, jehoz nasledné rozgnist trichlorid fosforylu (POG)
poskytuje fosfonatovy intermediat usiagci atak chloridového aniontu, po
némz dojde k odtrzeni PQIl,. Z divodu vysSi rozpustnosti vzniklého 2-chlor-
6-hydroxypurinu v POGImize byt prvni krok analogicky opakovan s moznosti
vylouceni baze$chéma 1 cit'*®).

DalSi moznosti syntézy 2,6-dichlorpurinu je pouZzRi6-dichlor-4,5-
diaminopyrimidinu, jehoz reakci s ethoxy(hydroxyjmg-acetatem vznika
smes produki, a sice pozadovany 2,6-dichlorpuriiNeacetyl-2,6-dichlorpurin,
ktery lze snadno hydrolyzovat na 2,6-dichlorptifin Dihalogenamino-
pyrimidiny, nag. 4,6-dichlor-5-aminopyrimidin, jsou také pouzivarngko
vychozi latky v kombinatorialni chemikigpiipraw Siroké palety slotenin (tzv.
knihoven), kterymi mohou byt n#p 6,9-disubstituovari¥’ nebo 2,6,8,9-
tetrasubstituovan puriny.

Schéma 1l
HO

o

7y — gy =
:

cl OH Q 0"
N . Pocl, N = | N\>
)\\ )\\ N
cl N N
POCI

Nutno ovSem podotknout, Ze 2,6-dichlorpurin je tiver vétSine pripad
porizovan z komamich zdroji, ¢imZ se stala jehoijprava takka vyhradi
industrialni zalezitosti.

N N
N o HN \ N\
L C'x )

N
H

Pii syntéze 2,6,9-trisubstituovanych purife obecg postupovano dima
zakladnimi cestamiSchéma 2. Jednim z moznych #pohi je nejprve provést
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nukleofilni aromatickou substituci (8r) na C6 a naslednalkylaci na N9
(cestaA). Druhou moznosti je nejprve naalkylovat purinoskelet na N9
ateprve poté provéstyAr na C6 (cestaB). Spolénym krokem pro oba
uvedené postupy je z&ecna SAr do polohy 2.

Schéma 2

Rl
N
SyAr na C6 )Nl\)ﬁi \> alkylace na N9
=
cesta A al N H
cl Rl o
NT N x—N N
)|\ \> N| \> S\Ar na C2 N| \>
=
N )\ = J\ —
Cl N H cl N N\ R? N N\
cl RY R?
cesta B
N
alkylace na N9 )Nl\ N \> S\Ar na C6
=
cl N N
RZ

Alkylace purini ma obvykle za nasledek tvorbu &nisomernich N7 a N9
alkylpurini, kde N9 alkylovany isomer byva produktem majontnizatimco
N7, pripadré dali alkyl&ni produkty, slozkami minoritnirit’. Tento, nikterak
zavazny, problém je ip syntézach 2,6,9-trisubstituovanych purirmozné
odstranit volbou cesty, kdy je v prvnim stupni do polohy 6 obvykle navaza
objemny anilinovy/benzylaminovy substituent, ktepyi nasledné alkylaci
stericky brani tvor6 N7 alkylovaného isomeru.

Reakci 2,6-dichlorpurinu s 2-brompropanem v dimisthijoxidu (DMSO)
za [itomnosti KCO; Ize ziskat vyhradh N9 alkylovany isomer ve v§iku
71 % Gchéma 3cit.9). Autaii to vyswtluji precizni kontrolou reaini teploty,
ktera byla po dobu provédi reakce (8 h) udrzovana v rozmezi 15-18 °C.
Nicmeére vysledek analyzy dokazujici toto tvrzeni (hapC-MS), neni v praci
uveden.

Schéma 3

Cl

Cl
AN N AN N
N| \> 2-brompropan, K,CO;, DMSO N| \>
)\ — 15-18 T, 8h, 71 %

C

DalSi zmisoby gipravy N9 alkylovanych purin z mono- pip.
dihalogenpuri popisuje Zacharieet al’** (Schéma 4. Prvni moznosti je
reakce 6-chlorpurinu s bromalkanem v dimethylfornthm (DMF) za
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piitomnosti uhkitanu draselného provéda za laboratorni teplotyigs noc
(Schéma 4a). Uvedena je také mikrovinami (MW) asistovana eyat
6-alkyl/arylaminopurii s bromalkanem v DMF za fipomnosti KCGO;
poskytujici pozadovany produkt po 20 minutachi peplog 100 °C
(Schéma 4b). DalSim typem je alkylace 2-fluor-6-chlorpurinodplkanem
v dioxanu i 25 °C za pitomnosti silné bazeSchéma 4 c).

a
R? R
AN N AN N . ,
N N\ ALK-Br, K,CO,, DMF N \\ @ Ri=ClLR2=H
J\ * w1000 20mn | b R=NH-AIALK, R2=H
o N/ ' ' n2 N/ N ©Ri=CLR:=F

\
ALK

Schéma 4

ALK-Br, K,COg4, DMF, 25 C, 12 h

Iz

ALK = alkyl
ALK-l, Cs,CO,, dioxan, 25 C, 12 h MW = mikrovinami asistovana syntéza

Méne castym gikladem je N9 arylace purinového kruhu. Reakci
2,6-dichlorpurinu s derivatem fenylboronové kysglinpiitomnosti bezvodého
octanu ndd’natého, triethylaminu (BN) a dichlormethanu byla ziskana &m
isomernich produkit pficemz podil N9 arylovaného isomeru byt$i nez 90 %
(Schéma 5cit*9).

Schéma 5
Cl (le al
B
N| N N\> + R OH  cuona),, EtN, CH,Cl, _ N N\>
)\ N 25,24 )|\ _
cl N N cl N N
R

R = H (45 %)
R = p-Me (47 %)

R = 0-,m-diMeO (43 %)

Substituce atomu chlorufip. jiného halogenu, na C6 nevyzaduje, vzhledem
k vysoké reaktivié halogerd v této poloze, Zzadné specialni podminky a obvykle
poskytuje pozadovany produkt v uspokojivychéagiich.

Typickou QAr na C6 pedstavuje reakceiislusného anilinu/benzylaminu
v piitomnosti baze (nd&ptriethylaminu) za mirh zvySené teploty, kdy reakce
s benzylaminy poskytuji vy33i wky™® (Schéma §. To Ize vysetlit vy3si
nukleofilitou benzylamit v porovnani s aniliny.
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Schéma 6

cl
NT N\> amin (1,5 ekviv), Et,N (4,0 ekviv)
)l\ N EtOH, 50 C, 3-4 h )\
| N )\

n=0 (65 %)
n=1 (67-98 %)

v,

Kvantitativnich vy#zka lze dosahnout ip reakci 2,6-dichlorpurinu
s vyrazgjSim prebytkem aminu (v fdpact dané studietizrné substituovanych
anilini) provad&né v pentan-1-oluip100 °C po dobu 3 hodiff (Schéma 7.

Schéma 7

Cl
Nl)\/[N\> R-PhNH, (3,8 ekviv), pentan-1-ol N|)IN\>
)\ o~ 100 T, 3 h )\ _

Substituce do polohy C2 je z pohledu syntézy 2Gsbstituovanych
purinﬁ nejobtiiréjél'm krokem vyzadujicim vyééi teploty a delsi mﬁk“:asy

-----

latek a reaénich podminek s cilem dosahnout co nejefekjsinh vysledk.

Na Schématu 8jsou uvedeny dva #Agoby substituce na C2 purinového
kruhu, které lze z hlediska nizké némosti (jak technické, tak zejm.
ekonomicke) povazovat za velmi vyhodné. Pegadlobrd nejjednodussi je
reakce 6-arylamino-2-chlorpurinu giglusSnym substituentem (deptji se
jedna o alifatické aminoalkoholy nebo diaminy). db@ skupenstvi¢thto
latek umoduje provadt reakci za vyloteni rozpou&dla, kdy je pislusny
amin aplikovan v 6-10-ti ndsobném molarnirfelytku. V komentovaném
piipack se jednalo o reakdi-benzyl-2-chlor-$-purin-6-aminu s 1,3-diamino-
propanem$chéma 8metodaa, cit.!*?). Tento typ reakci se obvykle provadi za
vysSich teplot, cemz pozadované produkty jsou ziskany v relatikratkych
casech a uspokojivych Wgcich. Dalsi moznost fedstavuje metoda b
(Schéma 8cit!*9), ve které reaguje 6-arylamino-2-fluorpurin ispusnym
aminem ve sisi rozpoustdel (butanol/DMSO, 4/1, viv). Re&ki snes je
michana po dobu 48 hodintipteplo# 90-100 °C. Alifatické substituenty
poskytuji vyEzky v rozmezi 60-85 %, zatimco aromati¢kéyklické jen okolo
50-65 %.
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Schéma 8

HN/Ar metoda a HN/Ar metoda b HN/Ar
NT N\ RZNH, . ONT N\  RNNH,, BuOH,DMsO N~ " N\
)l\ _ > 140C,2h,71% )l\ _ > ~ 90-100 T, 48h )l\ _ >
Cl N \ HN™ ON \ F N N
Rl 'lqz Rl Rl

metodaa R!=H, R2= 3-aminopropan-1-yl
metoda b R!=alkyl, R2= alkyl, cykloalkyl, aryl

Jinou alternativou nukleofilni aromatické substiuna C2 je fiprava
findlnich slowenin za pouziti autoklavu (AKY. Purin nesubstituovany na
atomu dusiku v poloze 9 poskytl reakci s butylaminee vod pii teplog
130 °C ghem 8 hodin pozadovany produkt ve &aku 92 %. V pipac N9
alkylovaného/arylovaného purinu dochazi k substitumtomu chloru
butylaminem v propan-1l-oluipteplo& 180 °C po 11 hodinachiipvytézku
63 % Schéma 9.

Schéma 9

NH, NH, NH,
N7 N\> BUNH, H,0 NT N\>  BuNH,, PrOH N7 N\
)l\ P AK, 130 T, 8 h, 92 % )l\ _ AK, 180 C, 11 h, 63 % )l\ _
cl N N BuHN” N \ cl N \
ey R R R

AK = autoklav AK = autoklav
R = alkyl/aryl

SVAr na C2 lze uskutmit také reakci fislusného alkyl/arylaminu
s 2-halogenpurinem vifpomnosti baze. Krogjiz zmireného triethylaminu,
pouzivaného spiSeripSyAr na C6, se aplikuji zpravidla baze si&i, nag.
tripropylamin, tributylamin nebd-ethyl-N-isopropylpropan-2-amin (Hlnigova
baze§*®*'*° Volba ostatnich regkich podminek, jako je vyb vhodného
rozpoustdla ¢i jeho vyloweni, reakni teplota, pouziti inertni atmosféry apod.,
se v zasatlurcuje na zaklad jiz publikovanych poznatkostatnich autdérnebo
dle vlastnich zkuSenosti.

6-Benzylamino-2-chlor-9-isopropylpuriny mohou potkyat odpovidajici
produkty také za podminek palladiem katalyzovangcbss-couplingovych
reakci s kyselinou boronovou, anilidy fenoly v prostedi N-herocyklickych
karbenovych liganif>®. Tyto reakce, ilustrované réchématu 10Q Ize provést
za pritomnosti tris(dibenzylidenaceton)dipalladia jetbay] jako katalyzatoru,
karbenového ligandu a silné baze (pro couplingogékee s kyselinou
boronovou se pouziva &€30;, zatimco pro reakce s anilinyi fenoly
terc-butoxid draselny) v bezvodém dioxanu pod inertigibaovou atmosférou.
K vySSi nez 90% konverzi dochazi michani rea&ni snesi po dobu 12 hodin
pii teplo 80 °C.
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Schéma 10

OMe

OMe
R-B(OH), (1,5 ekviv), Cs,CO;, (2,0 ekviv)
A Pd,(dba), (1,5 mol%), karbenovy ligand (3,0 mol%),
dioxan, Ar, 80 C, 12 h, >90 %
A R=Ph
- HN

R-NH, (1,5 ekviv), KO'Bu (2,0 ekviv) B R =NHPh

Pd,(dba), (1,5 mol%), karbenovy ligand (3,0 mol%),

Hi B C R=OPh
N)\/[N\ dioxan, Ar, 80 C, 12 h, >90 % X N\
LD ALY
= =
c” N ;\ C / R N ;\

R-OH (1,5 ekviv), KOBu (2,0 ekviv)

Pd,(dba); (1,5 mol%), karbenovy ligand (3,0 mol%),
dioxan, Ar, 80 C, 12 h, >90 %

Palladiem katalyzované cross-couplingové reakcbamaji v syntéze purin
Siroké uplatani. Lze je s usfchem vyuZit f pripraw 2-alkylpurini®,
2-amidopuriti*®?,  2,6-diarylpurii*®>®> nebo pro selektivni amidaci
2,6-dihalogenpuriii™, pfi nichZ hraje vyznamnou roli typ halogenového
substituentu na C2 purinového kruhu, jak ukaB8ghéma 11

Schéma 11

cl
X=I 0 NN N\
- | > 67-80 %
‘ _
cl R N N N
H )\
N X N RCONH (1,05 ekviv),
| \> Pd,(dba), (2 mol%),
)\ — Xantphos (6 mol%), 0
X N ;\

Cs,CO,, dioxan,
100 €, 0,5-2 h

RANH
. X=F . N)\/[N\
F)|\N/ >>\6985 %

Xantphos = 4,5-bis(difenylfosfin)-9,9-dimethylxanthen

Vzhledem ktomu, Ze et metod organické syntézy pouZzivanych p
piipraw di-, tri- a tertasubstituovanych puiirby byl natolik obsahly, Ze je
nemyslitelné postihnout jej v ramci této kapitotgvolim si pouze uvést, Ze
kromé vySe uvedenych, je v literats popsana celd@ada dalSich, ndp
mikrovinami asistované syntézy' reakce v pevné f42i**° nebo metody

kombinatorialni chemig&®¢3
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2.2 Ostatni inhibitory CDKs

Kromé purinovych inhibitofi, popsanych vigdchazejici kapitole, byla
identifikovana celarada dalSich slaenin s inhibénimi ¢inky proti CDKs.
Mezi nejvyznamyjSi pati butyrolakton I, flavonoidy, slaieniny odvozené od
trisubstitovanych puriln inhibitory obsahujici nekondenzovany heterocyklus
paullony, indigoidni slogeniny, aj**®**? Stejré jako v gipads purinovych
inhibitord (kapitola 2.1), budou také na tomto méstkomentovany jak
biologické &inky, tak orientace ve vazebném niigiro ATP jednotlivych
slowenin.

2.2.1 Butyrolakton |

Jedna se o0 vysoce selektivni ATP-kompetitivni &oinu se silnym
inhibicnim &inkem proti CDK1 a CDK2, ktera byla izolovana zspH rodu
Aspergillus®>*® Cytotoxicka aktivita butyrolaktonu XXI ) byla prokézéana na
nadorovych buénych liniichin vitro, a to v mikromolarnich koncentracich.
Blokovanim fosforylace histonu (proteinu asociufiai v chromosomech
s DNA) indukuje butyrolakton | zastaveni &iného cyklu na rozhrani fazi
G,/M (cit.'®"). Biosyntéza butyrolaktonu | zahrnuje konverziyiataninu nebo
tyrosinu na d¥¢ molekuly methyl-4-hydroxyfenylpyruvatu, jejichz &emnou
kondenzaci v polohach 2 a 3" je witen @islusny intermediatSchéma 12a).
Naslednou laktonizaci a isoprenyla8ichéma 12b) vznikd konény produkt,
tedy butyrolakton 1XXI ).

Schéma 12
OH
HC o
o
N .
o)
o)
/ o)

OH
butyrolakton | (XXI) OH

2.2.2 Staurosporiny

Indolkarbazolové derivaty Qbrazek 9) predstavuji skupinu latek
inhibujicich Sirokou paletu proteinkinas a lze gyt charakterizovat jako
nespecifické inhibitory CDKs. StaurosporiXXll ) byl poprvé izolovan v roce
1977 z grampozitivni bakter@&trepromyces staurosporewso de¥t let pozdji
byla objevena jeho schopnost inhibovat proteinkinas v nanomolarni
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koncentrac®®. Vykazuje také velmi silnou afinitu o komplexim
CDK2/cyklin A (ICso = 7 nv) a CDK4/cyklin D (1Go = 3—10um)*™.

7-Hydroxyderivatem staurosporinu je stenina nazvana UCN-OXKIII ).

Jedna se o velmicinny inhibitor komplex CDK1/cyklin B (1G5 = 31 ),
CDK2/cyklin A (ICso= 30 mv) atady dalsich proteinkinds. UCN-01 prokazal
také slibnou antiprolifekani ak’%itu na
./ R o}

rack nadorovych buwtnych linii~*<,

ZT

V souwasné dob je popsano velké
mnozstvi indolkarbazolovych sléenin
strukturre  pribuznych s primarh
izolovanym  staurosporinem  (nap
K-252a, K-252b, rebeccamycin, holyrin
A aj.). Strukturadchto slogenin je déale
modifikovand’**"°a gripravené analogy

staurosporin - (XXIl) R=H

tak mohou pedstavovat novou skupinu UCN-0L (XXl R =OH
latek vhodnych pro nasledné studivm— -
jejich biologickych vlastnosti. Obrazek 9. Staurosporin a UCN-01.

2.2.3 Flavonoidy

Flavonoidy jsou vyznamné sekundarni rostlinné nwigh vSeobeci
znamé pedevsim diky jejich antioxidaim a protizadtlivym Geinkam'

Pravdpodobrg nejvyznamgjSim clenem této skupiny je synteticky
pripravovany flavopiridol (L86-8275XXIV , Obrazek 10, obsazeny v indické
rostliné Dysoxylum binectariferumktery jiz absolvoval fazi | klinického
testovani'’ a v sodasné dob se v National Cancer Institute (USA) uskiii
klinické testy v ramci faze 1l (cit’®). Flavopiridol je velmi silnym inhibitorem
komplexda CDK1/cyklin B (1G5 = 0,4um),
CDK2/cyklin A (ICso = 0,1um), CDK4/cyklin D
(ICso = 0,4uM), CDK7/cyklin H (1Cso= 0,3 M), O |
a ve vyssich koncentracich take jinychityp . o
proteinkinas (nai proteinkinasy Asi C)'7*% on O

flavopiridol  (XXIV)

OH (0]

Obvykla cytotoxickd aktivita flavopiridolu na
testovanych nadorovych b&imych liniich je
piiblizng 60 v (cit.'®?).

Fisetin XXV), 3,3",4",7-tetrahydroxyflavon, jepprazek 10.Flavopiridol.
relativre maly flavonol obsazeny v ékterych
druzich ovoce a zeleniny, ktery ma prokazatelnéigdevgické @inky " nebo
schopnost napoméhat v procesu diferenciace nertiowoek'®. Inhibice
aktivity CDKs (zejm. CDK1, CDK2 a CDK4), vedoucizlastaveni buitné
proliferace, byla popsandipstudiu vlivu fisetinu na buftnou nadorovou linii

CH,

182
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HT-29 (lidsky karcinom tlustého igtva)®’. Fisetin vSak velmi &nng inhibuje
také CDK6 (IGo=0,85um), coz bylo potvrzeno rentgenostrukturni analyzou
komplexu fisetin/CDK6/cyklin T (cit®). Zaznamenano bylo celkem 87
intermolekularnich kontakt mezi ligandem a substratem, z toho osm
vodikovych vazeb. Po jedné vodikove wé&zbvorii substituenty vazane
v polohach C3 a C4 fisetinu, kdy hydroxylova sk@#pina C3 interaguje
s paténim karbonylem Glu99 a karbonylova skupina na Qg#itvodikovou
vazbu s NH-skupinou Vall01. Zbylych Sest vodikovywarzeb zprogedko-
vavaji interakce hydroxylovych skupin vazanych n&,0C4" a C7 fisetinu

s residui Aspl104, Glu149, Glu6l, Aspl63 a LysdBrazek 11a).

Tvorba vodikovych vazeb prdstinictvim substituefitvazanych v polohach
C3 a C4 inhibitoru byla zaznamenana takeé gnalyze spokného krystalu
CDK2 a slodeniny XXVI . Donorni hydroxylova skupina na C3 interaguje
s karbonylem Glu81 a akceptorni karbonyl (C4)titveodikovou vazbu
s amidovou skupinou Leu8®brazek 118). Jako velmi dlezita se zda byt take
pritomnost isothiazolidin-1,1-dionu na C8, kteryiivainoho kratkych kontaist
s residui Glyll, Vall8 a GIn131. Nejsijdi enzymatickou a antiprolifetai
aktivitu z gipravené série latek vykazovaly steminy nesouci na C3’
hydroxylovou skupinuXXVl ), chlor nebo brori®,

A B
(@)
wS

! //

o - H,C

/ O 3

L ]

Obrazek 11.Interakce vybranych flavonoidve vazebném misipro ATP.
(A) Fisetin/CDK®6/cyklin T. g) Slowenina XXVI/apoCDK2. Barevné ozéeni: modra
— donory vodikug¢ervena — akceptory vodiku.

1
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2.2.4 Inhibitory odvozené od trisubstituovanych purini

Mezi latkami s relativeh malou molekulovou hmotnosti, které vykazuji
enzymatické a/nebo antiproliférd (Cinky maji své nezastupitelné misto takeé
sloweniny, jejichz zakladni skelet je velmi blizky provému kruhu a celkova
struktura vicedi mérg inspirovana purinovymi inhibitory jako jsou olonmn,
roskovitin ¢i purvalanoly. Ze strukturniho hlediska se jednéslouweniny
obsahujici vzajemin kondenzovany 5-télenny a 6-ticlenny heterocyklicky
systém, a to hdl prostednictvim atom uhliku, nebo dusiku.

Strukturni modifikaci roskovitinu, a sicergsunutim atomu dusiku (N9),
byly pripraveny dva nové inhibitory nazvané N-&-N1 (GPORXD N-&-N2
(GP0212). GP0210XXVII ) obsahuje pyrazolo[1,8}1,3,5-triazinové jadro,
zatimco skelet latky GP021XXVIIl ) Ize charakterizovat jako imidazo[2f]t-
1,2,4-triazin Qbrazek 12»). Slowenina GP0212 inhibujeazné holoenzymy
CDKl/cyklin a vybrané nadorové béiné linie takka ve stejnych koncentracich
jako roskovitin Naopak Iétka GP0210 vykazuje (\rqmménl' S roskovitinem)
dvakrat @&innéjSi v provadnych in vivo testech. Farmakokinetické studie
(pouzit byl dvoukompartmentovy model) GP0210 polskyiemst shodné
hodnoty u sledovanych vein (nag. plocha pod koncentai kiivkou I&iva,
maximalni  koncentrace d&a nebo poldas eliminace) jako u
2,6,9-trisubstituovanych purinovych inhibitoblomoucinu a roskovitintd’ %8
GP0210 vytvéi v heterodimernim komplexu CDK2/cyklin A vodikovazby
s paténim karbonylem a amidovou skupinou Leu&¥(azek 128) a zaujima
tak naprosto analogickou orientaci ve vazebném émpsb ATP tohoto
holoenzymu jako roskovitil Silngjsi inhibiéni (&inky GP0210 (ve srovnani
s roskovitinem) by mohly byt #igobeny zrdnou elektrostatického potencialu,
k niz doslo z @ivodu gresunuti atomu dusiku v heterocyklickém systéfu

A

Leu83

| Hiss4 | Nﬂ&
0
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)\ N @\/H
N —
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”:j>7”:7’,-P0210(XXVH

\

GP0210 (XXVII)
GP0212 (XXVIII)
roskovitin (1)

N < X
T
z2zz
XX <
[T
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Obrazek 12. (A) Strukturni vzorce GP0210 & GP0212 a roskovitins)
Orientace GP0210 ve vazebném #jgo ATP holoenzymu CDK2/cyklin A
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Také pesunuti atomu dusiku purinového kruhu z polohy N® @8
a substituce takto vzniklého pyrazolo[4]pyrimidinového skeletu v polohach
C3 a C7 vedla k ziskani skenin inhibujicich CDK1 v 2-10x nizSich
koncentracich v porovnani s paratelnpripravenymi a testovanymi
2,6-disubstituovanymi purif$’. Poskytl-li v rekolika piipadech transfer atomu
dusiku na purinovém skeletu sij§i inhibitory, pak vymina atomu uhliku na
C8 za atom dusiku a vytieni 1,2,3-triazolo[4,5f]pyrimidinového jadra
(neboli 8-azapurinu) #hka na biologickou aktivitu fypravenych slotenin
negativni efekt®.

Dalsim skeletem, ktery vznikl modifikaci purinovéhd&ruhu je
1H-pyrazolo[3,4b]pyridin. Studiem vztahu mezi strukturou a bioldga
aktivitou byl z primarg ptipravené slogeniny SQ-67563XXIX , cit.!®) ziskan
inhibitor nazvany BMS-265246XKX) a také jeho blizky analogXXXI
(Obrazek 13)% Slouweniny XXX a XXX| jsou totoZné fitomnosti dvou
atomi fluoru v poloze ortho aromatického kruhu a IliSi se tak pouze
substituentem vazanym v pologara (XXX — methyl, XXXI — brom). Derivaty
XXX a XXXI vykazuji, v porovnani s ,maitgkou” slogeninou SQ-67563,
o jeden az dvaady vysSi inhikini aktivitu proti komplexm CDK1/cyklin B
a CDK2/cyklin E. BMS-265246 XXX) prokazal také schopnostciang
blokovat fist nadorovych busgnych linii in vitro. Rentgenostrukturni analyza
latky XXXI s apoenzymem CDK2Oprazek 13) odhalila tvorbu dvou
vodikovych vazeb pyrazolopyridinového kruhu s Leu@8ez jakychkoli
vyznamnych kontakitse zda byt 4-butoxylovy substituent, ktery je oto@an
do ribosové kapsy-.

A B ;
Leu83 |—
o

Br

R1 0 o]
i
S %
H
O
SQ-67563  (XXIX) RI=R2=R3=H /J © E
BMS-265246 (XXX) R!=R3=F,R?=Me XXX
XXXI R1=R3=F, R2=Br

Obrazek 13.(a) Strukturni vzorce slaienin s H-pyrazolo[3,4b]pyridinovym

skeletem (8) Orientace latky XXXlve vazebném mistpro ATP apoenzym
CDK2. Barevné ozngni: modra — donory vodiktervena — akceptory vodiku.
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2.2.5 Sloweniny obsahujici nekondenzovany heterocyklus

Nejen slodeniny obsahujici vzdjemirkondenzovany heterocyklicky systém,
ale také latky, jejichz jadro t¥bjednoduché heterocykly fgdstavuji relativé
pocetnou skupinu nayv pripravenych inhibitok CDKs. Jednoduché
heterocyklické systémy mohou byt form&ldéleny podle velikosti kruhui
poctu heteroatorin V tomto souhrnu budou inhibitory s nekondenzowvany
heterocyklem deny dle velikosti kruhu.

Derivaty thiazolu a pyrazolu

Jednim z inhibitar CDKs, ktery se v saasné dob nachazi v klinickém
testovani je derivat 2-aminothiazolu znamy pod o¢enan SNS-032 nebo
BMS-387032 XXXII , cit®®™J. P studiu enzymatické aktivity SNS-032 na
sérii 200 fiznych proteinkinas byla prokazana velmi silna deldk tohoto
inhibitoru vi¢i CDK2, CDK7 a CDK9 (cit*). Dale se SNS-032 ukéazal jako
znané cytotoxicky, a to nejeim vitro, ale takén vivo™>'® Schopnost vazat se
v aktivnim mist pro ATP byla potvrzena rentgenostrukturni analy2di5-032
s apoenzymem CDK2Qprazek 14a)'®°. Jako u wtsiny takto studovanych
inhibitord byla pozorovana tvorba vodikovych vazeb s ipébe karbonylem
a amidovou skupinou Leu83. Tyto interakce jsouiipgut SNS-032 tvéeny
prostednictvim akceptorniho atomu dusiku, jenz jecésti thiazolového kruhu
a donorniho exocyklického amidového atomu vodikudané konformaci se
terc-butyloxazolovy kruh ,lame“ s&rem k thiazolovému jadru SNS-032
a orientuje se tak spiSe do ribosové kapsy, néresmk Phe80.

Novou skupinu latek selektigninhibujicich CDK2 pedstavuji roviz
pyrazoly, nap. 3-amino- nebo 3,5-diaminopyrazoly. Vysledky ziskapi
studiu primarg syntetizovanych jednoduchych deriv&-aminopyrazolu vedly
k ptipraw sloweniny PNU-292137XXXIIl ) inhibujici CDK2 v hodnat
ICs0=37 ™ a vykazujici silnou cytotoxicitun vivo. Rentgenovou difraini
analyzou kokrystalu PNU-292137/CDK2/cyklin A bylo jiSg€no, Zze
3-aminopyrazolovy kruh tuo tii vodikové vazby s Glu81 a Leu83igemz ve
dvou gipadech je donorem a v jednom akceptorem vodikklopyopylovy
a naftylovy substituent pak vyttidhydrofobni interakce s postranniti@tzci
nepolarnich aminokyselinovych residui Phe80, llelehe82 Qbrazek 148,
cit.'®). Jistou nevyhodou PNU-292137 je 3patna rozpustnes vodnych
médiich a schopnost sinse vazat na plazmatické bilkoviny. Strukturni
modifikaci PNU-292137, a sice nahrazerpno-S atomu vodiku v acetamidu
methylovou skupinou a vygnou naftylu za 4-(2-oxopyrrolidin-1-yl)fenylovy
substituent, byla ziskana st@mnina nazvand PHA-533533. Krémbdobnych
biologickych &inkad bylo u slog¢eniny PHA-533533 (v porovnani
s PNU-292137) dosazeno 10x lepSi rozpustnosti wmém pufru a o 25 %
nizsi schopnosti vazat se na plazmatické bilkdvhy
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Obrazek 14. Interakce CDK2 sybranymi derivaty thiazolu a pyrazol
(A) SNS-032/apoCDK2. (B) PNU-292137/CDK2/cyklin A(C) CAN508/apoCDK2
(D) AT7519/apoCDK2. Barevné ozteni: modra — donory vodikdervena — akceptory
vodiku.

DalSi skupinu latek selekti¥rinhibujicich CDKs, které obsahuji pyrazolovy
kruh pedstavuji 4-arylazo-3,5-diaminopyrazoly. Na rozaitl strukturg
piibuznych 3-aminopyrazol(nag. PNU-292137XXXIIl ) inhibuji 4-arylazo-
3,5-diaminopyrazoly také CDK4.r&€kvapivym odhalenim byla afinit&édhto
slouwtenin vici komplexu CDK9/cyklin T. Nejsilgji tento holoenzym inhibuje
slowenina pojmenovanid CANSO0ZXXIV , ICso = 0,035um), ktera také &inng
blokuje proliferaci Bkolika nadorovych buftnych linii. Ri studiu krystalové
struktury CAN508 s apoenzymem CDK2 byly pozorovargikem ctyii
vodikové vazby. Wi z nich jsou tvéeny prostednictvim interakci
3,5-diaminopyrazolového skeletu s residui Glu8lem83,ctvrta pak donorni
hydroxylovou skupinou vazanou v pologara benzenového kruhu, ktera
interaguje s karboxylem Asp146iprazek 14c, cit.**).
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Jednu z posle@npripravenych pyrazolovych sléanin inhibujicich CDKs
reprezentuje latka nazvana AT753XKV, cit®®9). AT7519 je selektivnim
inhibitorem fady CDKs (cit®), pii¢emZ jeho aktivita proti CDK1, CDK2
a CDK5 je srovnatelna s 3-aminopyrazoly PNU-2924 FHA-533533. Navic
AT7519 inhibuje také CDK4 a CDK7. Velmi silna jevréz antiprolifer&ni
a proapopticka aktivita této sléeniny, a to nejein vitro, ale takén vive?* 2%
Pyrazolovy skelet AT7519 zaujima ve vazebném énpso ATP monomerni
CDK2 (Obrazek 14, cit?®) podobnou orientaci jako 3-amifb
a 3,5-diaminopyrazoly®. Prestoze je AT7519 relati¥n,mladym* inhibitorem,
byl jiz zaveden do klinického zkouseni (nyni sehdad v prvni faz***3

Derivaty pyrimidinu

Nahrazenim purinového kruh@°-cyklohexylmethylguaninového derivatu
NU6102 XX, Obrazek 7, str. 23) za pyrimidinovy a vy&gnou sulfonamidove
skupiny za karboxamidovou, byldipravena slotenina XXXVI velmi silng
inhibujici CDK1 (IGo=0,07um) a CDK2 (IGo = 0,034um)*®%. Slowenina
XXXVI zaujim& prosednictvim interakci 2,6-diaminopyrimidinového kruhu
s residui Glu81 a Leu83 a karboxamidové skupingrsiinalnim karboxylem
Asp86 takka totoznou orientaci v ATP vazebném @iGDK2 jako NU6102
(Obrazek 8p, str. 25). Orientace sloaninyXXXVI je, krone¢ fady
hydrofobnich interakci, stabilizovana pomoci intodekularni vazby nitroso
skupiny v poloze C5 s aminoskupinou na Obiazek 15).

Novou skupinu slotenin gedstavuji roviéz 2,4-diamino-5-ketopyrimidiny.
Jedna se o selektivni ATP-kompetitivni inhibitoryDICs (€inné v relativi
nizkych koncentracich. Vyznamnygtenem této skupiny latek je skenina
pojmenovana R54XKXVII ). Ze sériecitajici vice nez 120 serin/threonin
a tyrosin kinas inhiboval R547 pouze CDK1, CDK2BKZ (ICso = 1-3 m1)?%*
R547 vykazuje row¥ velmi silné protinddorovecinky, a to jakin vitro tak
in vive®®?%  Studium kokrystalu R547/CDK2 odhalilo jeho schosin
kompetovat s ATP o0 vazebné mis@bfazek 13). R547 tvdi vodikove vazby
sresidui Glu8l a Leu83. AvSak na rozdil od &kun, jejichz interakce
s CDK2 jsou uvedeny n@brazcich 14-pD al5,, nebyla v pipadd R547
pozorovana interakce akceptorniho pyrimidinovehsikiu s pat&ni amidovou
skupinou Leu83. i##om vzdalenost mezi ,centradlnim“ akceptorem
a NH-skupinou Leu83 je wifpadt R547 pouze o 0,2 A&Si nez u sloteniny
XXXVI (cit?®), ktera tuto vodikovou vazbu téioZaznamenan nebyl ani vznik
mozné intramolekularni vazby karbonylové skupinyzar@@ na C5 s NH
skupinou na C6 (latkxXXXVI podobnou interakci twg viz Obrazek 14a).
R547 je pravépodobr jednim z nejsilgSich a nejselektiv)Sich inhibitoi
CDKs, ktery vstoupil do klinického testovani (v gasné dob se nachazi v
prvni fazi)®®
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Obrazek 15.Vazebnéinterakce vybranych pyrimidinovych sl&enin s CDK2.
(A) Komplex slodeniny XXXVI/CDK2/cyklin A. (B) R547/apoCDK2. Vazebné vzdalenosti
jsou uvedeny v A. Barevné ozfemi: modra — donory vodikdervena — akceptory vodiku.

2.2.6 Indirubin a jeho derivaty

Indigoidni latky jsoucasto se vyskytujicimi slozkami digych preparat
pouzivanych v tradni ¢inské medici& Indirubin XXXVIII ) je aktivni
prisadou v rostlinném extraktu Danggui Longhui Warenk ma prokazatelné
acinky pii |écbé chronickych onemocami, nag. chronické myeloidni

leukémié®®=’

Indirubin a jeho derivaty Qbrazek 16, zejména pak 5-chlorindirubin
(XXXIX), indirubin-3"-oxim KL ) a indirubin-5-sulfonova kyselin&[I ), jsou
velmi silnymi  ATP-kompetitivnimi inhibitory komplex CDK1/cyklin B,
CDK2/cyklin A & E, CDK4/cyklin D a CDK5/p35 potlaijici jejich aktivitu
v mikromolarnich koncentracitfi**

Rentgenostrukturni analyzy sk®nin
XL a XLI s CDK2 odhalily jejich vazbu
v misg pro ATP. Byly nalezeny nejen
obdobné vazebné interakce zgmiych latek
charakteristické pro ATRObrazek 8a, str.
25), a to prosednictvim vodikovych vazeb
S paténim karbonylem Glu81 a amino- xxvi Ri=HR2=0,R°=H

XXXIX R!=Cl,R2=0,R3=H
skupinou Leu83, ale také interakce — x. Ri=H,R?=NOH, Ré=H
XLl R!=SO,H,R2=0,R3=H

s patgnim  karbonylem Leu83 (cit), XUI R= O R = NOH, R = OH
identifikované nap u purinového inhibitoru XU 3= NO,, RE= NOH, R = &

roskovitinu (Il , Obrazek 8s, str. 25).

Obrazek 16.Derivaty indirubinu.
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Velmi zajimavé vlastnosti vykazuji molekulovym mdame&nim navrzené
a nasledd syntetizované 5,5 -substituované derivaty indine®i-oximu*?,
Z vysledki molekulového modelovani v ATP vazebném iSDK2 vyplyva,
ze by jejich silgjSi aktivita (v porovnani s 5 -nesubstitovanymiimtin-3-
oximy) mohla byt zpsobena pravinterakcemi mezi substituenty v poloze C5°
a Asp86. Ze sériefipravenych latek vykazovaly nejs#igi inhibicni aktivitu
(testovan byl holoenzym CDK2/cyklin E) 5-nitro-5ydroxy (XLII ) a 5-nitro-
5 -fluor (XLIII ) derivaty indirubin-3"-oximu Qbrazek 16, a to v hodnotach
ICs0=1,9m (XLII ) a 1,7 m (XLII ). Na sérii nadorovych bgdnych linii
byla rovréz prokdzana antiprolife¢ai aktivita obou latek (Gy= 0,2—3,3um).
Slowenina XLII vykazuje 500x vySSi selektivitua®i CDKs v porovnani
s jinymi proteinkinasami a také vyznamné protinagér &inky in vivo™?
a mohla by se tak stat vhodnym kandidatem prodiinzkouSeni.

2.2.7 Paullony

Skupina &chto latek je odvozena od 7,12-dihydroindolo[3,2-
d][1]benzazepin-6(H)-onu a pesto, Ze jsou struktwnporekud odlisné od
ostatnich inhibitar CDKs, byla na zakladmolekulového modelovani s CDK2
objevena jejich schopnost kompetovat s ATP v jeapebném mist(cit.?*d).
Prvnim paullonovym inhibitorem,  ¢innym proti komplexm
CDK1/cyklin B (IG5 = 0,4um),  CDK2/cyklin A (ICso = 0,68um),  CDK2/
cyklin E (ICGo = 7,5um) a CDK5/p25 (1Go = 0,85um), je slogenina obsahujici
v poloze 9 atom bromu, obetnzndma pod nazvem kenpaullofi(V ,
Obrazek 19***. Naslednym studiem vztdh mezi chemickou strukturou
a biologickou aktivitou, pomoci tzv. SAR (structtaetivity relationship)
metod, byla fiprava fady novych sloéenin se srovnatelnou,fip. vysSi
schopnosti inhibice CDKs (c@t?). 9-Nitroderivatem kenpaullonu je sk®nina
nazvana alsterpaulloiX(V , Obrazek 17)

inhibujici  komplex ~ CDKZ1/cyklin B N’
v koncentraci 35 m (cit.**9). O

Za faktory znan¢ limitujici vyvoj =
novych paullonovych cytostatik Ize HN O
povazovat nizkou rozpustnost latek R

s paullonovym skeletem ve vodnych e ) oo

médiich a jejich 3patnou biologickou i
dostupnost v organismu. Zajimavou cesiyprazek 17.Paullonové derivaty.
by mohla pedstavovat iprava komplei
paullonovych slotenin s rkterymi kovy (doposud publikovanymi jsou
komplexy s R, 08 a G&)*"?"° PestoZe fipravené komplexy vykazuiji
relativre silné antiproliferani inky proti nfiznym nadorovym buignym
linifm (napt. Ga'—komplex je s pmérnou hodnotou Gjp=2,0 M 1,8-18x
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ani jejich uspokojivé rozpustnosti ve voani hydrolytické stability.

2.2.8 Varioliny, meridianiny a merioliny

Varioliny, které obsahuji pyrido[3",2":4,5]pyrroloRc]pyrimidinové jadro
substituované 2-aminopyrimidinovym kruhem a mendig, tedy 3-(2-
aminopyrimidin-4-yl)-H-indoly, jsou girodniho givodu. Synteticky
pripravené merioliny —  3-(pyrimidin-4-yl)H-pyrrolo[2,3b]pyridiny —
piestavuji ,hybridni strukturu“ vychézejici z variaii a meridianin®®.

Vzhledem k obtizné izolaci variolinz houbyKirkpatrickia varialosabylo
vyznamnym krokem, poskytujicim uspokojivA mnoZzstpbzadovaného
materialu, dovrdeni totalni syntézy variolinu BLYI , cit®"), inhibujiciho
v mikromolarni koncentraci Siroké spektrum CDKse aljiné proteinkinasy.
DalSi slodeninou ze skupiny variolin kterd vykazuje zajimavé biologické
acinky, je deoxyvariolin B XLVII ), ktery je svoji strukturou i aktivitou téka
identicky s variolinem B (cit®d. Z rgkolika znédmych meridianin Ize
vyzdvihnout inhibéni &inky dvou latek, a sice meridianu XIVIII )

a meridianinu EIL )**?*  Meridianin E, ktery se od meridianinu A 1isi
pritomnosti atomu bromu v poloze 7, se svymi inimbni vlastnostmi rovna jiz
zmirgnym variolinim, zatimco meridianin A (nesubstituovany na C7)azatke

Vv porovnani s varioliny ifiblizné 50x nizSi aktivitu. Prozatim nejvySsi aktivita
byla zjiS€na u meriolinovych slaienin. V prvni sérii fipraveny meriolin 31()
ma4, v porovnani s varioliny a meridianiny, $ji inhibicni (€inky vici CDKs

a jinym proteinkinasafi®. Dal3i série latek poskytla skeniny nazvané
meriolin 5 CI) a meriolin 6 LIl ) inhibujici CDKs a GSK-&/p v nanomolarni
koncentraci. Silné antiprolife¢ai a proapoptotické dginky meriolind 3,5 a 6
proti nadorovym biikdm kultivovanych zatznych podmine®*#** by mohly
byt podrétem smnéfujicim k optimalizaci jejich struktury ve vztahu
k protinadorové aktivi.

meriolin3 (L) R=0OMe
variolin B (XLVI) R =O0OH meridianin A (XLVII) R=H meriolin5 (LI) R=0OPr
deoxyvariolin B (XLVII) R=H meridianin E (L) R=Br meriolin 6 (LIl) R =OiPr

Obrazek 18. Strukturni vzorce vybranych variotin(vievo), meridianig
(uprosted) a meriolih (vpavo).
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3 VYZNAM ADAMANTANU P Rl MODIFIKACI BIOLOGICKY
AKTIVNICH LATEK

3.1 Charakteristika adamantanu a priprava jeho jednoduchych
derivati

Adamantan je polycyklicky uhlovodik s elegantnukturou a specifickymi
vlastnostmi, které jsou v séasné dob uplatiovany v rgkolika primyslovych
odwtvich (nap. farmacii ¢i elektrotechnickem @myslu). Pgéatky chemie
adamantanu jsou Uzce spjaty se jménem prof. Saaniglandy, jenz jako prvni
prezentoval jeho izolaci z hodoninské ropy na Xjézdu pimyslové chemie
roku 1932 v PraZé’.

Dle nomenklaturnich princip IUPAC lze strukturu adamantanu
(Obrazek 19 pojmenovat jako tricyklo[3.3.13f]Jdekan, nicmé& nutno
podotknout, Ze se stimto ozeaim lze setkat jen velmitidka (naprosto
prevliada trividlni ozn&eni ,adamantan“). Adamantanovy skelet lze
charakterizovat jako rigidni systém sestavajici tde vzajemr spojenych
cyklohexanovych krulnv taktka idedlni Zidkkové konformadf®.

1 8
8 2 8 L 7 10
SN ’ ’ A
7 3 6 2 6 3
6 3
6 5 4 s 8
s 5 4 5 4

Obrazek 19.Moznosti vyjadeni struktury adamantanu

Vzhledem k velmi nizké koncentraci adamantanu ohatské rop (0,02 az
0,03 %), nebyla mnozstvi izolovana touto cestowyi@ilis vysoka a slouZzila
jako zdroj adamantanu pouze do okamziku objeveskitiefejSich syntetickych
metod. V sotiasné dob predstavuje nejefektivjsi cestu, vedouci k ziskani
adamantanového skeletu, postup uvedengat@matu 13cit. ?*"). Pivod této
syntézy lIze sp#ébvat v praci zabyvajici se izomera@ndotetrahydro-
dicyklopentadienu na jehexo formu?®®, pii které byl jako vedlejsi produkt
izolovan pra¥ adamantan. Principem optimalizované metody je dryeinace
dicyklopentadienu fchéma 13a) za vzniku tetrahydrodicyklopentadienu
(Schéma 13b), ze kterého je g hama 13
acinkem AICkL pri teplog 150
az 180 °C Bhem 8-12 hodin H, (0,35 MPa) _ACk @
mozné ziskat adamantan éM R 153 180 C

vytézku 13-15 %. 13-15%
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Pri syntéze sloéenin obsahujicich ve své molekule adamantanovyeskel
vSak namisto adamantanu samotného obvykle vyctézivau vyznamnych
intermedial, a sice adamantan-1-karboxylové kyseliny a 1-adayteminu.

3.1.1 Moznosti pripravy adamantan-1-karboxyloveé kyseliny

Klasickou metodu fipravy adamantan-1-karboxylové kyselinke@stavuje
Kochova—Haafova karboxylaceS¢héma 14 cit?*®) poskytujici pozadovany
produkt v uspokojivych vycich.

Schéma 14
HCO,H, t-BuOH
H; S0, CCl, oH
17-25 €, 30 min

56-61% O

Farooq a kolektiv studovali selektivitu eleKiird formylace adamantanu
a oxidem uhelnatym katalyzované velmi silnymi kysaini, ozng&ovanymi
jako tzv. superkyselify’. Ve vSech fipadech vznikala jako hlavni produkt
adamantan-1-karboxylova kyselinajgemz se viistajici kyselosti pouzitého
katalyzatoru dochazelo také k izolaciétdiho mnozstvi adamantan-1-
karbaldehydu, jakozto vedlejSiho produk®ckiéma 15metoda 1-3). Byla-li
reakce provatha za stejnych podminek, ale s wvyenim rozpoustla
(1,1,2-trichlor-1,2,2-trifluorethan), byl vznik ad@ntan-1-karbaldehydu
pozorovan ve &sSich mnozstvichSchéma 15metoda 4-6).

Schéma 15
CO (8,27 Mpa), kyselina o +
E;; 25‘(;)10hy - 4@;;7}/(}' 4@;; Wl
(0] (e}
" _ Molarni b Selektivita [%]
Metoda Pouzita kyselina pOMEr Rozp.
1 CRSOH 10:1 ano 99,8 0,2
2 B(OSO,CR;)3-CFSO;H 3:1 ano 96,6 3,4
3 SbR-CRSGO;H 3:1 ano 91,8 8,2
4 CRSGO;H 10:1 ne 90,9 9,1
5 B(OSO,CR;)3-CRSO;H 3:1 ne 85,5 14,5
6 SbR-CFSO;H 3:1 ne 79,0 21,0

& molarni pondr — kyselina:adamantan.
b 1,1,2-trichlor-1,2,2-trifluorethan.
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Adamantan-1-karboxylova kyselina je r@&n hlavnim produktem
karboxylace katalyzovan®&l-hydroxyftalimidem (NHFI) v prosedi kyseliny
octové a 1,2-dichlorethanuS¢héma 16c¢it?®). Reakce byla provéda
v autoklavu ve sisi vzduchu s oxidem uhelnatynit peplo€ 95 °C po dobu
4 hodin. Krom¢ pozadované adamantan-l-karboxylové kyseliny byly
v minoritnim mnozstvi izolovany také adamantan-dikarboxylova kyselina
a adamantan-2-karboxylova kyselina.

Schéma 16

COOH

vzduch / CO, NHFI (10 mol%)
AcOH, (CH,),Cl, + +
AK,95C, 4h COOH COOH

AK = autoklav; NHFI = N-hydroxyftalimid

COOH

56 % 8 % 5%

Kromé¢ samotného adamantanu lze jako vychozi latku pfipravu
adamantan-1-karboxylové kyseliny pouZit také adaamah-of*>. Za podminek
uvedenych n&chématu 17byla adamantan-1-karboxylova kyselina ziskana ve

vytézku 64 %.
vzduch /CO, AgOTf, hexan o OH
OH AK, 150 T, 18 h

Schéma 17
AgOTf = trifluormethansulfonat st¥ibrny o)

AK = autoklav 64 %

Pro pipravu adamantan-1-karboxylové kyseliny lze vyuZiakeé
organokovové slateniny Schéma 18 cit**3. Pidanim gredem pipraveného
bezvodého oxidu uhlitého k 1-adamantylmagnesiumbromidu a naslednou
hydrolyzou byl ziskan pozadovany produkt vesyits 90 %.

Schéma 18

Mg, Et,0 1.CO, OH
Br  0-35T,10h Mgr 2 H0

58 % 0% ©

Jinou moznosti fpravy adamantan-1-karboxylové kyseliny je dealégla
prislusného esteru. Reakci methylesteru adamantamkibkyloveé kyseliny
s oxidem bis(tributylciritym) [(BusSn)O] v toluenu lze ziskat dealkylovany
produkt ve vy&Zku 10 % Gchéma 19 metodaa, cit?*). Nicmérg je-li
podroben stejny ester reakci s A|Br ethanthiolem v pragtdi dichlormethanu,
je pozadovana kyselina ziskana ve &gt 95 % Schéma 19 metodab,
cit.?*?). Nutno podoknout, Ze élzminsné metody nefedstavuji vhodnou cestu
vedouci k ziskani adamantan-1-karboxylové kyseliny.
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Schéma 19

metoda a metoda b

o (Bu;Sn),0, toluen OH AlBr; , EtSH, CH,CI, o
SCH,  reflux, 72h, 10 % 25T, 24h, 95 % “CH,

o (6] o

Kromé¢ vySe uvedenych metod organické syntézy, byl pobhk také
biotransformani  zpisob  ziskani adamantan-1-karboxylové  kyseliny
z adamantan-1-karbonitrilu. Tato transformace je&kutenovana prosed-
nictvim enzynd produkovanych mikroorganismeRhodococuss rhodochrous
AJ270, gicemz adamantan-1l-karboxylova kyselina vznika, sdsite na
pouZité reakni podminky, ve vyzku 60-90 % (cit>®).

3.1.2 Priklady syntéz 1-adamantylaminu

Pri pripraw primarnich amiti 1ze obeca pouzit cel&ady reduknich metod.
Jednou z moznosti by mohla byt redukce 1-nitroadémna na odpovidajici
amin. Ri pokusu o redukci 1-nitroadamantanu dithigianem sodnym
(N&S,04) pomoci 1,1'-dioktyl-4,4’-bipyridinu (derivaty 4dbipyridinu jsou
znamé také jako ,viologeny”) jakozto elektrontrarsiveho katalyzatoru byl za
podminek uvedenych risichématu 20ziskan pozadovany 1-adamantylamin ve
vytézku 34 %, zatimco hlavnim produktem reakce NMWlydroxyadamantan-1-
amin (64 %3*’. V piipads pouZiti jiné snisi rozpoudtdel (CHCI,/H,0, 1/3,
v/v) nebyl ani po deseti hodinach pozorovan vznidZgmovaného produktu
a vychozi 1-nitroadamantan byl v 90% &&ku vyizolovan zpt z reakni snesi.

Schéma 20

Na,S,0,, oktylviologen +
NO,  CHCN/H,0 (/1,VN), 2h NH, NHOH

34 % 64 %

Jinou moznosti fipravy l-adamantylaminu je redukce 1-azidoadamantan
Hayes & Fu publikovali efektivni redukci azidna aminy katalyzovanou
tributylcin-hydridem (BgSnH) v prostedi  propan-1-olu Schéma 21
metoda g cit?®*, kdy byl pozadovany l-adamantylamin ziskan veszku
96 %. 1-Adamantylamin Ize fipravit také modifikovanou Staudingerovou
reakci, a to aplikaci ,fluorem-vazaneho” trifenyfanu, ktery je paralein
odstraaovan pomoci Fluofelash™ SPE, coz poskytujeiislusné aminy ve
vysokych vy&Zcich aistots (Schéma 21metoda h cit.>*9).
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Schéma 21

metoda a metoda b

PPh,
Bu;SnH, PMHS, propan-1-ol B CGFB/\/©/\
N, 80C,12h,96% NH, THF, 25C, 1h, 92 % N,

PMHS = polymethylhydrosiloxan

Krom¢ vySe popsanych moznosti redukce nitro/azidodériagéfamantanu,
lze l-adamantylamin fjpravit také odstratnim chranici amidové skupiny
umiséné na adamantanovém skeletwekblikastumpiovou metodu fedstavuje
reakce N-(1-adamantyl)acetamidu s oxalylchloridem v pyndirza vzniku
intermediatu, ktery je naslednou reakci s propyligaiem a vytemperovanim
realéni snesi na laboratorni teploturfgveden na pozadovany 1-adamantylamin
(Schéma 22cit>*%). Ten je moZné ziskatimo z reakni smési jako stabilkjsi
hydrochlorid nebo po neutralizaci &sn jako volnou bazi. Popsana je také
reakce adamantan-1-karboxamidu s [bis(trifluoraggjod]benzenem za
vzniku 1-adamantylamonium-chloridu v 85% &&ku’*".

Schéma 22

0O Cl
)k 1. (COCl),, pyridin )\ 2. propylenglykol
- _ -
H CH, THF,0C N CH, 3. 0-25C NH,

70 %

Jinou, dnes relativivyuzivanou chranici skupinou je trichlorethoxylaml
znamy spiSe pod oz#enim ,Troc‘. Hurar & Lebéf? pripravili reakci
adamantanu s N-tosyloxykarbamatem (TrocNH-OTs) katalyzovanou
tetrakis(trifenylacetat)dirnodiem [Rftpa)] Troc-chragny l-adamantylamin
a 2-adamantylamin v pairu 3:1. Reakci fipraveného 1-AdNHTroc se zinkem
v prostedi kyseliny octové v prvnim kroku, nasledovanouakoé
s acetylchloridem v methanolu za zvysené teploy, lbadamantylamonium-
chlorid ziskan v kvantitativnim wyzku, jak je ilustrovano n&chématu 23

Schéma 23

TrocNH-OTs (1 ekviv), K,CO; (3 ekviv) +
Rh,(tpa), (6 mol%), 25 T NHTroc NHTroc
3:1

(5 ekviv)

1. Zn, AcOH\ 2. AcCl, MeOH

@\ N'H,CI

> 99 %

TrocNH-OTs = N-tosylkarbaméat

Rh,(tpa), = tetrakis(trifenylacetat)dirhodium
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Studovana byla takétiprava l-adamantylaminu za podminek Friedelovy-
Craftsovy reakce. Reakci adamantanu s trichloramiaechloridem hlinitym
(molarni pordr Ad:NCIs:AICI; = 1,1:1:2) — za vzniku komplexu {8I---AICk —
nasledovanou kyselou hydrolyzou, byl ziskan pozadg\l-adamantylamin ve
velmi dobrém vyZku 87 % Schéma 24 cit>*}). Naproti tomu fi reakci
adamantanu s chloraminem a chloridem hlinitym dé&aosnizeni vgizku na
pouhych 40 % (cit*?).

Schéma 24

1. NCl, (0,1 mol), AICl, (0,2 mol), 10-15 C
2. HCl NH,

87 %

Na Schématu 25e uvedenaipprava l-adamantylaminu elektrofilni aminaci
Grignardovacinidla. Reakci 1-adamantylmagnesiumbromidu (v dietineru)
s (4,4,5,5-tertamethyl-1,3-dioxolan-2-yliden)amirenzensulfonatem v GBI,
byl ziskan pislusny imin ve vyWzku 90 %. Kyselou hydrolyzou vzniklého
iminu 6v HCI (vodny roztok) byl 1-adamantylamonium-chlodékan v 89%
VYtEZKUP®,

Schéma 25

N/OSOZPh
)k N
. o o CH,C, )k 6M HCI, EtOH
—_— —_—
MgBr H 0T, 30 min o’ Do I —— Nl
Me Me
(v EL,0) H o
2 Me Me Me Me 89 %

90 %

3.2 Priklady aplikaci adamantanu v chemii I€iv

Molekula adamantanu je zh& lipofilni, coz s sebou ve vztahu
k farmakologickym vlastnostem potencialnicktive které ve své strukia
obsahuji adamantanovy motivube @inést celouradu vyhodnych vlastnosti.
Typickym pikladem je jisty potencial efektivniho transport&iva pres
burécné membrany (absorbceie) a dalSich farmakokinetickych veé&in (na.
hodnot maximalni plazmatické koncentracgva (C,.,) acasu potebného pro
dosaZzeni této koncentrace Vv organismel(t Tyto velciny vSak nejsou
primarre ovlivnény pouze typem léva, resp. jeho fyzikakchemickymi
vlastnostmi, ale také #pobem podani a Iékovou formouiiguSného
medikamentu. Neménvyznamny efekt mive mit gitomnost adamantanu
v molekule |€iva také na jeji vlastnosti farmakodynamickeé.
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V sowasné dob je popsano népberné mnozstvi  sldanin
s adamantanovym skeletem vystupujicich jakeinna antivirotikg** >

a antimikrobiotik&"**%> hypoglykemické fipravky>>*>> sloweniny vhodné

pro 1&bu hypertenze a vaskularnich ##/°°**° induktory apoptosy®?®

tuberkulostatik&®**®> ligandy receptdr kanabinoid&®?®’ protirakovinové
latky?®® 2" slowteniny tlumici piznaky neurodegenerativnich onemsdf*2"

nebo latky potléujici priznaky Gaucherovy nemdét

Patatky syntézy slotenin s adamantanovym skeletem s cilem detailniho
studia jejich biologickych vlastnosti |ze datovatrku 1964, kdy Daviea kol
popsali antivirotické vlastnosti 1-adamantylaniiiu ktery je v sotiasné
klinické praxi znamy pod trivialnim oztani amantadigéi obchodnimi nazvy
Symmetrel nebo Symadine. Velmi podobrky byly objeveny také u dalSich
jednoduchych derivAtadamantanu, a sice rimantadinu [1-(1-adamantiibret
1-amin)] a adaprominu [1-(1-adamantyl)-propan-1ifi®. V3echny uvedené
sloweniny, tedy amantadin, rimantadin a adapromin, gonymi virostatiky
aktivnimi proti cltipce typu A a B, ficemz princip jejich tinku sp@iva
v inhibici dekapsidéni faze virové reproduké€. Dalsim pikladem niize byt
memantin (3,5-dimethyladamantan-1-amin), ktery geapeuticky dinny pri
lécbé Alzheimerovy nemoci, a jehoz pozitivnéiaky jsou popsany take iady
dalSich neurodegenerativhich onemainjako jsou Parkinsonova choroba,
epilepsie, amyotroficka lateraini skler6za, mrtyickronické bolesti a dafgf.
Strukturni vzorce vySe charakterizovanych jednogtakhderivaih adamantanu
jsou uvedeny n@brazku 20.

CH,
NH,
NH

amantadin rimantadin 2
HSCQ NH,
H,C .
memantin H,C
NH,
adapromin

Obrazek 20.Jednoduché derivaty adamantanu.

Druhou moznosti ip vyuziti adamantanového skeletu v chemiiivéjsou,
krom¢ vySe uvedené ffpravy jednoduchych deriv@t strukturni modifikace
slowenin s jiz znamymi biologickymi dinky. Dulezitym predpokladem je
nejen zachovani gwodniho aktivnino mista obifiované struktury (tzv.
farmakoforu), ale také umésti objemného adamantanového substituentu do
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vhodné vzdalenosti od farmakoforu. Je-li adamantarekelet umisin prilis
blizko pivodnimu aktivnimu mistu molekuly, trthe dojit ke snizeni nebo
dokonce Uplné ztrétiologické aktivity 2

Vzhledem k velkému mnozstvi skenin s adamantanovym skeletem, které
vykazuji biologické dinky, bude na &kolika nasledujiciclfadcich pojednano
pouze odch, které jiz vstoupily do (pre)klinického testovaebo jsou dokonce
schvéaleny pro komeéni pouziti.

Prav@podobré nejvyznamgjSi skupinou latek, ve smyslu uvedeni do
klinické praxe, jsou 1l-adamantylové derivaty villiaign a saxagliptin
(Obrazek 21). Jednd se o nekompetitivni inhibitory dipepticgyppdasy-1V,
které slouzi k l&b¢ diabetes mellitus typu 2, coz je chronické onemntn
vyznaujici se relativnim nedostatkem insulinu.

Pro komeéni vyuziti v Evrog byl jiz schvalen vildagliptin(LAF237),
registrovany pod obchodnim nazvem GaRngslovartisf®. V sowasné do®
bylo publikovano pblizné patnact praci popisujicich klinické zkousky
vildagliptinu za @asti vice neZ sedmi tisic nahédwybranych pacieit®. Fi
peroralnim podani, které je zpravidla indikovankombinaci s metforminem,
sulfonylmaiovinou nebo thiazolindiony, je vildagliptin velmi yahle
absorbovan, kdy maximalni plazmatické koncentra&celgsazeno za 1,5-1,7
hodiny a biologicka dostupnost dosahuje hodnotys8&it>>.

DalSi velmi dobry piklad zavedeni l-adamantylu, vedouci ke zlepSeni
farmakokinetickych vlastnosti finalni struktury, fepstavuje saxagliptin
(BMS-477118§°° ktery byl v nedavné détpod obchodnim nazvem Onglyza™
schvélen pro koméni vyuziti v USA (cit?®® nicmér nadale absolvuje dalsi
klinickd zkousSeni). Zavedenim 3-hydroxyadamantyhmvéubstituentu doslo
k dramatickému zvySeni biologické dostupnostitmqunich 5 % na hodnotu
75 % p zachovani vysoké biologické aktivity. Také s ohledem na:ekavané
zavedeni saxagliptinu do klinické praxe byla vyvametoda fipravy tohoto
létiva urena pro pimyslovou vyrobu $chéma 26 cit?®®. Tento postup,
béhem rhoz dochazi ki ,chemickym transformacim® afém izolacim
prislusSnych meziprodukt poskytuje pozadovany produkt v celkovémeziku

65 %.
OH OH |N|
(@]
@ ~ N @ﬁ/\k
N N
H/E( ? NH, é

vildagliptin N saxagliptin

Obrazek 21.Vildagliptin a saxagliptin.
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Schéma 26

N
Y EDC = 1-[3-(dimethylamino)propyl]-3-ethylkarbodiimid hydrochlorid

(o)
%/ o NH HOBt = 1-hydroxytriazol hydrat; DIPEA = diisopropylamin
2
TFAA = trifluoracetanhydrid

o

o on X
o NH, o CF,
EDC, HOBt, (e} TFAA, o N
DIPEA ethyl-nikotinat
COOH *+  CH SO H-HN — = cthyl-nikotinat
CH,CN N EtOAC
N
NHBoc NHBoc
o NH, NHBoc
94 %
EtoAc | K:COs:
MeOH
OH OH OH

o ©oN o N o CN
NaOH, K,CO, HCl, iPrOH
-—— -
N CH,Cl, N 65 C N
H,0 * NH, N'H,CI” NHBoc
88 % 8%

Velmi innym tuberkulostatikem je sléenina nesouci oztani SQ-109
(Obrazek 22). SQ-109 je jednou z 63 238 stemin @Fipravenych pomoci
kombinatoridlni chemf&®. Kazda z&chto latek obsahuje ethan-1,2-diaminovy
farmakofor, ktery je charakteristicky pro znaméexkulostatikum ethambutol
(Obrazek 22. Antimikrobialni aktivita SQ-109 ®i Mycobacterium
tuberculosisa rekterym hluboce rezistentnim bakteriibyla potvrzena jak
in vitro tak in vivo testy®. SQ-109 se nyni nachéazi v prvni fazi klinického
zkouSeni, které zastije biofarmaceuticka spaleost Sequella Inc.. Vysledky
testi ukazuji, ze p podavani SQ-109 do vySe 300 mg byl tenipm@vek velmi
dokie sna3en bez projevu jakychkoliv véiich vedlejsich efekf®.

3
OH
- e N
H : H
/\/N\/\N/\/ @/N\/\ = -
: H
Ho

ethambutol SQ-109

Obrazek 22.Ethambutol &5Q-1009.
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Jako perspektivni sléaniny s protirakovinovymi &inky se jevi vCeské

republice vyvinuta cytostatika na bazi cisplating-2 0

a LA-12°%. Jiz provedena preklinickd zkoumani se

sloweninou LA-12 Qbrazek 23 zahrnuijiciin vitro a H3N,,,,,(£t“ncl o
in vivo cytotoxické zkousky nafadt nadorovych ATl Te
burgécnych linii, toxikologické a farmakokinetické Y ’
studie pinaseji slibné vysled'?®> V porovnani o

s cisplatinou vykazuje LA-12 siffSi protinadorovou
aktivitu a relativeé nizkou akutni toxicitu. Navic magprazek 23.LA-12.
velmi dobry farmakokineticky profil.

V Tabulce 3 jsou uvedeny vybrané charakteristiky vySe komeageh
slowkenin obsahujicich adamantanovy skelet, které jizowsly do
(pre)klinického zkouSeni nebo byly dokonce schvwalemo komeéni aplikaci.

Tabulka 3. Charakteristika vybranych sléenin obsahujicich adamantan.

Nazev - Vyvojové
trivialni  obchodni Producent Typ l&tiva stadium
vildagliptin ~ Galvu$’ Novartis antidiabetikum ch\\llsjlggapro
Bristol- faze 1I/IV °°,
saxagliptin Onglyza™ Mayers Squibb, antidiabetikum schvalen pro
AstraZeneca USA’
SQ-109 — Sequella Inc. tuberkulostatikum faze 1°°
] _ _ : preklinicke
LA-12 cytostatikum Zkougeni

& www.ema.europa.eu
www.clinicaltrials.gov
www.astrazeneca.com
www.fda.gov

b
C
d
¢ www.sequella.com

3.3 Tvorba inkluznich komplexi derivati adamantanu s CDs

Vzhledem k jejich unikatni schopnosti zvysSit rozest lipofilnich latek ve
vodnych médiich nachazeji cyklodextriny (CDs) updat viadk pramyslovych
odwétvi, mj. ve farmaceutickém, kosmetickéén potravindském péimysiu.
Ve farmaceutickém pmyslu se vyuzivaji zejména ke zlepSovani
farmakokinetickych a farmakodynamickych vlastné&tivych péipravki, ktere
nemohou samy o s®lzcela projevit zadané farmakologick&nky po jejich
aplikaci do &a pacienta nebo se vyzhgi jinymi nevhodnymi vlastnostrft”
Typickymi priklady jsou gipravky rozpustné jen v organickych rozp&dgtch,
léciva drazdici sliznice, tk&nci kazi, medikamenty s velmi likou ¢i sviravou
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chuti apod®”?® V potravindském ptmyslu je aplikace &hto latek

doporwovana pi vyrob¢ potravin (nap. pri vyrobé dZzusi a ovocnych v jako
ochrana ped oxid&ni degradaci Zjsobenou polyfenoloxidasami) nebo jako
vhodnych potravingkych aditiv (nap jako enkapsutaich ¢inidel branicich
vzniku nepijemnych wini v priibéhu technologického procesuskladovaniy®®.

CDs byly poprvé izolovany francouzskynddcem Villiersem v roce 1891
jako produkt bakterialni degradace Skrobu. O vieg 10 let pozgi prokazal
rakousky mikrobiolog Schardinger, ze za vznik a B-CD je odpo¥dny
mikroorganismus Bacillus macerans Diky vyvinuti specifickych enzyfn
(glukosyltransferas) a zdokonaleni purifikéch postuf jsou v sodasné dob
jednotlivé typy CDs vyralmy v analytické kvalit (Cistota>99 %) a vysokych

vytezcich®
a-CD B-CD

Obrazek 24.Chemicka struktura-, p- ay-CD.

Ze strukturniho hlediska se jedna o makrocyklickgosacharidy slozené
z D-glukopyranosylovych jednotek spojenyealil,4-glykosidovymi vazbami.
Mezi tii majoritni¢leny této skupiny latek sadi CDs sestavajici ze Sesti, sedmi
a %glmi glukosovych jednotek, ozimaané jakoa-, p- a y-CD (Obrazek 24
cit.”™).

Uvedené typy CDs maji rozdilné ro&zm a fyzikalré-chemické vilastnosti
(Tabulka 4). Jedinym rozrérem, ktery je pro vSechny CDs totozny, je vySka
(7,8 A). Dal3i parametry, jako je molekulova hmath@xterni a interni pmer
a pramér kavity CD, se liSi v zavislosti na ginl glukosovych jednotek tvizich
molekulu, gicemz se zvySujicim se §@em €chto stavebnich jednotek dochazi
k naiistu kazdého z uvedenych parametrTvar molekuly CDs Ize
charakterizovat jako plytky komoly kuzel&dy ozn&ovany také jako Salek
bez dna nebo kobliha). Vyznamnou vlastnosti CDsjggch schopnost
rozpoustt se ve vodnych médiich. V tomto &m se jako nejlepSi jewi-CD,
naopak jednozria¢ nejhiie ve vod rozpustnym cyklodextrinem j@-CD.
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Nutno podotknout, Ze vhodnou substituci kteréhaekoatomu vodiku
hydroxylové skupinyB-CD Ize dosahnout zvySeni rozpustnosti této latky v
vock, naf. vice nez 30-ti nasobného zvySeni rozpustnosuioge pri teplo

25 °C bylo dosaZendipravou (2-hydroxypropylp-CD (>500 mg-mb).

Tabulka 4. Vybrané charakteristiky-, - ay-CD (cit.?**#°"%%%.

Typ  Glukosové M. [Da] Rozmery [A]* Rozpustnost
CD  jednotky EP P PK v [mg-mi~]

a-CD 6 972 13,7 5,7 4,7-5,3 7,8 145,0
B-CD 7 1135 15,3 7,8 6,0-6,6 7,8 18,5
v-CD 8 1197 16,9 9,5 7,5-8,3 7,8 232,0

& EP — externi f@imér, IP — interni pimér, PK — paimér kavity, V — vyska.
b rozpustnost ve vadpi teplot 25 °C.

Vzhledem k fokusaci této prace na tvorbu supramoékich komplek
pripravenych molekul nesoucich adamantanovy skeleCb, bude tento fakt
zohledrén takeé v nasledujicim textu.

Zatimco vnitni plocha kavityp-CD ma hydrofobni charakter, jefiast
externi je naopak hydrofilni. Tento fakt je dareataci polarnich a nepolarnich
skupin v molekuleB-CD. Primarni hydroxylové skupiny navazané na C6 se
nachazeji na uzsim (primarnim) okriCD, zatimco sekundarni hydroxylové
skupiny pochazejici z C2 a C3 jsou urrigtna pro¢jSim SirSim (sekundarnim)
okraji molekuly. Interiér kavity-CD je zUzen v dsledku v¢nivajicich protof
H3 (blize sekundarnimu okraji) a H5 (blize primérai okraji) a tvéi tak
hydrofobnicast molekulyB-CD (cit>°*%%.

Z vySe uvedeného vyplyva, ze polarni charakterrekt@sti p-CD zaji¥’uje
jeho schopnost rozpoustse ve vodnych médiich, zatimco hydrofobni interié
B-CD mize ,zapouz#lt® nepolarni ¢asti celéifady molekul a vytviéet tak
komplexaci hostitelep¢CD) s hostem (ligand, napR—Ad)*** (pozn. obeck se
tyto vztahy oznéuji jako host-guest systems). Jako jedna z nejwjSibh
molekul, ténd¢ dokonale ,zapadajici* do kavit§-CD, se jevi adamantdh
Z tohoto divodu je tvorba supramolekularnich kompleadamatnanovych
derivdti s B-CD studovana, iiemz zawry nekterych praci poukazuji na
zvy$enou rozpustnostipravenych komplex ve vodnych médiich®*’

Tvorbu komplex typu B-CD-ligand (kdy ligand nemusi ndétrobsahovat
adamantanovy skelet) Ize studovat &kalika Ghli pohledu. Diky celé&ad
vyvinutych analytickych metod je nejen moznécawat stechiometrii
a termodynamickou stabilitu komplexu, ale také havat geometrii daného
systémd® Pro potvrzeni vzniku komplexu adeni jeho stechiometrie je
mozné vyuzit hmotnostni spektrometrii (MS). Z vél&épaitu dnes znamych
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mekkych ioniz&nich technik jsou i studiu vzniku komplek hostitel-host
vyhodné zejména ESI (electrospray ionisation), MALDatrix-assisted laser
desorption/ionisation) nebo REMPI (resonance-endncmulti-photon
ionisation). Bzn¢ pouzivanymi hmotnostnimi analyzatory jsou kvadiugd,
lontova past (IT), time-of-flight (TOF) a jejich kabinace (nap QgQ nebo
Q-TOF). Ucelena instrumentace pakize mit celoutadu podob, nap
ESI-QqQ-MS (cit®), ESI-Q-IT-MS (cit®'?), ESI-Q-TOF (cit) & MALDI-
TOF (cit®?). Stechiometrii supramolekularnich kompleje mozné ufit také
pomoci UV/Vis spektroskopi® nebo nuklearni magnetické rezonance (NMR),
nap. pouZitim titr&nich experimerit’®. Vazebné vlastnosti (stanoveny byvaji
zakladni termodynamické parametry systému, jakcenealpie, entropieci
rovnovazna konstanta) a stechiometrii supramolekidd komplex Ize
studovat také progdnictvim isotermické titéami kalorimetrié'*'* pripadrg
fluoresceiini korela@&ni spektroskopie®>'® Geometrii vzniklého komplexu lIze
navrhnout na zakladcelérady NMR experimerit (aplikovat |ze jak jedno- tak
dvoudimenzionalni NMR experimenty}>'*2'7 V&echny zmigné techniky
jsou provadny v plynné fazi, gipadré v roztoku. Komplexaci je mozné
studovat také v pevné fazi, a sice pomoci rentgéndifrakini analyzy®
Nutno podoknout, Ze vysledky ziskané timtoisgbem mohou byt velmi
hodnotné. Na druhou stranu je nutné siédomit, Zze piprava dobe
difragujiciho monokrystalu fpdstavuje ¢aso¥ nara@nou praci, nemluy
0 pokusu vypstovat monokrystaldakeého inkluzniho komplexu.

Ackoliv by na tomto mist mohly byt schématicky znazamy mozné formy
uspdadani, k nimz rze dochazet ip tvorbé¢ supramolekularnich kompléx
typu B-CD-Ad-R, jsou #které giklady takovych systéinblize komentovany
az v diskuznicasti prace, konkrétnhpak vkapitole 8.2 jejiz sodasti je roviz
navrh geometrii kompléx B-CD-Ad—R (kde Ad-R jfedstavuje ligandy
pripravené v ramci této prace).
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Na tomto mist jsou uvedeny elementarni cile disénigprace:

na zaklad dostupnych literarnich zdiojnavrhnout a vyzkouSet
vhodné metody ifpravy série 1-adamantylantifakozto stavebnich
jednotek pro nasledné strukturni modifikace punjmbvinhibitor
CDKs;

na zaklad dostupnych literarnich zdiojnavrhnout a vyzkouSet
vhodné metody fipravy 2,6,9-trisubstituovanych  puiin
obsahujicich na C6 purinového skeletdedesle fipravené
1-adamantylaminy;

pomoci vhodnych metod strukturni analyzy (IR, EI\MSSI-MS,
NMR) provést plnou charakterizaci vySe uvedenyalpsklatek;

vhodnymi metodami (ESI-MS, isotermicka titrd kalorimetrie,
2D NMR) prozkoumat schopnosti tvorby inkluznich koexi
vybranych 1-adamantylovych ligaind 3-cyklodextrinem;

provest zakladni testovani enzymatické a antigmaihi aktivity
pripravenych 2,6,9-trisubstituovanych purin

vysledky obdrzené na zakkadrySe uvedené édecko-vyzkumneé
¢innosti zpracovat vhodnymi metodami a publikovatmezina-

rodnich impaktovanyckiasopisech a prezentovat na tuzemskgich
mezinarodnich &deckych setkanich.
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4 CHARAKTERISTIKA P RISTROJOVEHO VYBAVENI A
INSTRUMENTALNICH METOD

Teploty tani ) byly meteny na Koflero¥ bloku a nejsou korigovany.
Elementarni analyzy (C, H, N, S) byly pro¢ag na gistroji Flash EA 1112
Automatic Elemental analyzer (Thermo Fischer Sdieht Retereni faktory
(Ry) byly urceny TLC analyzou ifp pouziti desttek typu Alugram Sil G/UV
firmy Macherey-Nagel. Jako mobilni faze byla poaZngs petrolether/ethyl-
acetdt v porrech (v/v): systéma (1/1), systémb (4/1), systér(8/1)

a systtmd (16/1), nebo chloroform/methanol (8/%) yako systém e. NMR
spektra byla rena na fistroji Bruker Avance 500ipfrekvenci 500,13 MHz
(*H) a 125,77 MHz¢C) a na pistroji Bruker Avance 300ipfrekvenci 300,13
MHz (‘*H) a 75,77 MHz C). Jako interni standard bylo pouZivano
rozpoustdlo (*H: S(reziduaini CHGJ)) = 7,27 ppm:d(reziduaini DMSOds) =
2,50 ppm; '°C: §(CDCl) = 77,23 ppm; 6(DMSO-dg) = 39,52 ppm). R
vypisovani protonovych spekter byly pouzity nas|eduzkratky: s = singlet,
d = dublet, t=triplet, g = kvartet, dd = dubletodeti. SneSovaci ¢as pro
NOESY (cit®'® experiment byl nastaven na 500 ms a spin-lock RRESY
experiment na 400 msH Signaly pochéazejici $-CD byly pritazeny dle
piededle publikované praté 2D 'H-*C gs-HMQC-NOESY spektfd byla
métena i frekvenci 600,15 MHz'H) a 150,67 MHz'€C). Infratervena
spektra byla fena na spektrometru FT-IR Mattson 3000 v p&deBr tablet.
Symboly pouzité $ vypisovani spekter zga intenzitu daného absampiho
pasu: w = slaba, m =fedni, s = silna; ijpadreé jeho Stku: b = Siroky pas. Pro
kvantitativni analyzu reakich sndsi byl pouzit plynovy chromatograf
Shimadzu QP-2010 s kvadrup6lovym hmotnostnim aatdyem (GC-EI-MS),
vybaveny integrovanou knihovnou spekter NIST 02okbhou Supelco SLB-
5ms (30 m; 0,25 mm). Jako nosny plyn bylo pouZigium s konstantnim
pritokem 38 cm:§ Teplotni program: 100 °C/7 min, 25 °C/min zvySera
teplotu 250 °C, jeZ byla drzena pab¢ dlouhou dobu. Teplota néiiu: 250 °C.
lontovy zdroj: 200 °C, 70eV. Hmotnostni spektraousénin s vysSi
molekulovou hmotnosti byla ¢éfena metodouiimého vstupu na hmotnostnim
spektrometru (DI-EI-MS) Shimadzu QP-2010. Teplgirogram: 80 °C/1 min,
40 °C/min zvySeni na teplotu 350 °C, jez byla dez@ati¢cné dlouhou dobu.
lontovy zdroj: 200 °C, 70 eV.iPvypisovani hmotnostnich spekter byly brany
v Gvahu signaly s relativnim zastoupenim aléspdbo (neplati pro molekulové
ionty). Charakterizace vybranych fragmenpozorovanych v hmotnostnich
spektrech je uvatha v zavorce za hodnotnau/z U slowenin, které ve své
strukture obsahuji halogen (Cl, Br), jsou brany v tvahi tekinotlivé izotopy.
ESI-MS analyzy byly provashy na hmotnostnim spektrometru s iontovou pasti
Esquire LC a/nebo amaZon X (Bruker Daltonics, Brémijémecko)
vybavenych elektrosprejovym ionigd@m zdrojem. VeSkera &reni byla
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uskut€novana v pozitivnim skenovacim modu. Vzorky byly omtoveého
zdroje pivadény kovovou kapilarou i konstantnim pitoku 3-5pl-min™.
Ostatni parametry: nap na kapilde: -3,5 az -4,5 kV; teplota suSiciho plynu
(250-300 °C); pitok susiciho plynu (5-10 dmmin®); tlak rozpraSovaciho
plynu (8-14 psi). Jako susSici a rozpraSovaci plynpouzit dusik. Fpadné
dalSi parametry byly optimalizovany élem jednotlivych experimeint
Tandemova hmotnostni spektra byla (po izolaci povadovaného iontu)
meéiena pomoci kolizi vyvolané disociace (collisiontiodd dissociation, CID).
Jako kolizni plyn bylo pouzito He. Isotermicka aifni kalorimetrie byla
provadna na pistroji VP-ITC MicroCal pi teplo€ 30 °C za pouziti stsi
DMSO/H,0 (3/1, v/v) jako rozpoudtila. Koncentrace hostitele v cele a hosta
v mikrostikacce byly giblizn¢ 7,0 nm (hostitel) a 0,6 m (host). Ri provadcni
experimentu byl z 250l stiikacky pridavan host k hostiteli v 210 sekundovych
intervalech, kdy v kazdém intervalu byla@igano 10ul ptisluSného hosta.
Ziskana data byla zpracovana pomoci programu Mard@RIGIN, ktery je
souwasti instrumentu. Rentgenostrukturni analyzy bylyovadny na
difraktometru Kuma KM-4-CCD. Jednotlivé struktury ylyp teSeny

a zgesiovany pomoci programBHELXS97pro grafické zpracovani byl pouzit
programORTEP-3

Enzymaticka a  antiprolifetai  aktivita  gipravenych  2,6,9-
trisubstituovanych puriin byla studovana ve spolupraci s Laboratéstovych
regulatofi Univerzity Palackého v Olomouci pod vedenim dodNDR
Vladimira Krystofa, Ph.D.. Zvolena metodika je palu® popsana v idve
publikované pradt®

Adamantan-1-karboxylova kyselina, 2,6-dichlorpunoguzita rozpoustlla
acinidla byly zakoupeny z komeémich zdroj.

V experimentalnicasti budou uvedeny pouze syntetické postupy a plna
charakteristika latek, na nichz sémo podilel autor prace. Strukturni data
slowdenin gipravenych ostatniméleny tymu (&etné studendi absolvujicich
zahrantni praxe) nejsou z autorskychwbdi soltasti této prace, nicmérsou
(ptip. budou) uvedeny ve vystupech s nimi souvisdji¢publikace, vyzkumné
zpravy). Cislovani jednotlivych slotenin vychazi ze schémat uvedenych
v diskuznicasti gedlozené préce.
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5 PRIPRAVA VYCHOZICH LATEK

5.1 Adamantan-1-karbonylchlorid (1)

Titulni latkal byla pipravena postupem uvedenym v litetaft
Adamantan-1-karboxylova kyselina (20,0 g; 111,0 Myrbgla rozsupendovana
ve 28 cn bezvodého toluenu obsahujiciho malé mnoZstvi yhibioridu. Po
zahati vzniklé suspeze na teplotu 60-65 °C bytdhdm 90 minut fidano
15,7 g (131,0 mmol) thionylchloridu a remk smés ponechana michat za této
teploty daldich 8 hodin. Poté bylo do&inpridano 30 cm bezvodého toluenu
a totéZz mnozstvi bylo zre&k sn€si oddestilovano (zmémy postup byl
opakovan celkendtyiikrat). Na za¥r bylo ze smisi oddestilovano je&§tl5 az
20 cnt toluenu, kdy wujici byla ,medova“ barva red&ki snEsi.
Neoddestilovany zbytek byl ponechan spontdknystalovat pi teplot —15 °C.
Ziskané miray nazloutlé jehlice byly odfiltrovany, vysuSeny padhrannou
argonovou atmosférou a dale pouzivany bez nutpasifikace. Vygzek 18,7 g
(85 %):t, = 48-50 °C (lit* 47—48 °C). Spektralni data odpovidaj litetalt!.

5.2 1-Adamantylmethanol (2)

Titulni latka2 byla gipravena mirs modifikovanym literarnim postupéfi
Do trojhrdlé baky o objemu 500 crhobsahujici 100 cfrsuchého diethyletheru
bylo béhem 30 minut opatgpiidano 6,0 g (159,0 mmol) Li[All], piicemZ byl
pozorovan znéy vyvin vodiku. Do vzniklé suspenze, jez bytdnem gidavani
redulkéniho ¢inidla chlazena s#si voda/led, bylo &hem 20 minut fidano
10,0 g (65,5 mmol) adamantan-1-karboxylové kyselilo gidani vSech
reaktant byla reakni smés michana # laboratorni teplat po dobu 3 hodin
a nasleda dalSich 8 hodin refluxovana pod ochrannou argoncatonosférou.
DalSi porce reduiniho ¢inidla (1,0 g; 26,3 mmol) bylyjdavany do uplného
spotebovani vychozi kyseliny (monitorovano pomoci GC)MBo ukoeni
reakce bylo do sisi opatr pridano 7,5 cmi H,O, 7,5 cm 15% roztoku
hydroxidu sodného a 22,5 2,0 v uvedeném gadi. V okamziku vytvieni
bezbarvé suspenze byla &mpefiltrovana, filtrat promyt 4 x 20 cinl,16v
roztokem KCO; a suSen nad siranem sodnym. Gdpan rozpougtla byl
ziskan surovy produkt v podétbezbarvého krystalického prasktista titulni
latka byla ziskana krystalizaci z hexanu v padoézbarvych jehlic ve vgEku
7,7 9 (84 %)t = 116-118 °C (lit*117-119 °C).

GC-EI-MS (m/z %): 41(9), 55(5), 67(10), 77(7), 79(21), 81(6), B&
107(12), 135(Ad, 100), 136(AdH, 11), 166{M).
5.3 1-(Brommethyl)adamantan(3)

Do baiky o objemu 1000 cfobsahujici 435 cinHBr bylo gidano 85,6 g
(380 mmol) bromidu zinmatého (pozorovan vznik tmé&vziutého roztoku)
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a 25,0 g (150,0 mmol) l1l-adamantylmetharluvVznikla suspenze byla za
stdleho michani refluxovanagigemz giblizné po 1 hodig dosSlo k Uplnému
rozpuséni l-adamantylmethanolu a postupnému &midani organické faze
ulpivajici na hladia reakéni snesi. Po 8 hodinach byla reakce ukena
(monitorovano GC-MS), krusta vytiena na hladi v disledku ochlazeni
organického podilu opatnrozbita a sms pefiltrovana. Pevné podily byly
rozpustny v diethyletheru a filtrat extrahovan 6 x 20%rdiethyletheru.
Spojené organické podily byly promyty 2 x 20°cmasyceného roztoku
chloridu sodného a susSeny nad,81@,. Po odp#eni rozpougdla na RVO byl
ziskan surovy produkt v poddthnsdého krystalického praskwista titulni
latka3 byla ziskdna krystalizaci z hexanu v po#lolswtle hredého
krystalického prasku ve witku 29,9 g (87 %)t = 33-35 °C (lit** 34-37 °C).

IR (KBr): 2907(s), 2845(s), 1451(m), 1269(m), 1290(1091(w), 970(w),
915(w), 858(w), 646(m), 618(w), 561(w) &m GC-EI-MS (n/z %): 41(7),
77(5), 79(14), 91(8), 93(16), 135(Ad, 100), 136(AdHL), 149(AdCH, 6),
228(M'("Br), 2), 230(M¢Br), 2).

5.4 Grignardova ¢inidla

VesSkera Grignardova ¢inidla byla gipravena reakci ifslusného
halogenderivatu s fiéikovymi hoblinami (1,2 molarni fiebytek) v bezvodém
diethyletheru pod ochrannou argonovou atmosférol nekterych gipadech
byla reakni snes z divodu vysSi reaktivity halogenderivatu chlazenainzed
u meér reaktivnich bylo nutné st8 mirre¢ zaltivat. Po pidani vesSkerého
mnozstvi halogenderivatu byla réak smés 2 hodiny refluxovana. Vysledna
koncentrace ipravenéhocinidla byla stanovena acidimetrickou titraci na
fenolftalein.

5.5 Priprava Raneyova niklu

Pri ptipraw Raneyova niklu pouzivaného pro redukce a/nebolfdezace
bylo postupovano dle modifikované metody uvedetiterature®®. Ve 100 crmi
Erlenmeyerov baice se zabrusem bylo za stalého michani a chlapafsi s
voda/led rozpugho 8,0 g (200,0 mmol) hydroxidu sodného ve 36 ida®. Do
vzniklého roztoku bylo &ghem 45 minut pdano 6,26 g Ra-Ni po malych
davkach tak, aby se pomalu vyvijel vodik. Radg@ni veSkerého Ra-Ni byla
smes 12 hodin michana za laboratorni teploty. Takipravena sild bazicka
suspenze byla naslefiipromyvana vodou do neutralniho pH. Po poslednim
promyti vodou byla s#s promyta 10 x 10 ctnorganického rozpouidla
pouzitého pro danou reakci a poté dalSimiénda porcemi fislusného
rozpoustdla zbaveného vodyebnymi susicimi postupy
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6 PRIPRAVA FINALNICH LATEK
6.1 Priprava 1-adamantylanilini

6.1.1 Priprava 1-adamantyl(fenyl)ketoni

Do trojhrdlé baky obsahujici bezvody THF (5 énTHF na 2,50 mmol
acylchloridu) byl postuph ptidan chlorid lithny, chlorid rad’'ny a chlorid
hlinity v uvedeném p@di a molarnich po#énech 2:1:1, ficemz kazdy
z katalyzatol byl do smési pridan az po rozpu&bi toho gedchoziho. Do
vzniklého roztoku byl naslednpiidan gislusny acylchlorid (v molarnim
poneru 100:3 wci AICI3) a smés michana 5 minutipteplog 10 °C. Poté bylo
do vzniklé snisi (pres septum pomoci teflonové kanyly) jednor&zpkidano
Grignardovocinidlo. Po 1 hodia michani za laboratorni teploty byla reéak
smss hydrolyzovana 60 cirilv kyseliny chlorovodikové a vznikly roztok byl
ponechan dalSich 15 minut velmi intenzivmichat pi teplo€ mistnosti. Po
kvantitativnim gevedeni realni snesi do dlici nalevky byla vodna vrstva
oddilena od organickych podila extrahovana diethyletherem (3 x 30°cm
Spojené organické podily byly naslédrpromyty 2 x 20 crh uhligitanu
draselného (1,26 vodny roztok), 2 x 10 cinchloridu amonného (8 vodny
roztok) a suseny nad siranem sodnym. @elian rozpougdla na RVO byl
ziskan surovy produkt. Vifpadt obou gipravenych latek byl pozadovany
1-adamantyl (fenyl) keton  doprovazen vedlejSimi ssroouplingovymi
produkty, vznikajicimi fi pripraw Grignardovaiinidla. Tyto vedlejSi produkty
byly odstragny pomoci sloupcové chromatografie.

(1-Adamantyl)(fenyl)methanon(4)

Podle vySe uvedeného postupu z vychozich navazel8 13g (2,98 mmol)
LiCl, 127,5mg (1,49 mmol) CuCl, 198,7 mg (1,49 mimaICl;, 9,89 ¢
(49,7 mmol) adamantan-1-karbonylchlorid) (a 41,0 cm 1,21M roztoku
fenylmagnesiumbromidu v diethyletherGisty produkt byl ziskan p@istni
sloupcovou chromatografii (silikagel, petrolethdgacetat, 1/0 az 4/1, viv)
v podolg bezbarvého krystalického prasku ve &xiu 9,389 (79 %);
t,= 51-54 °C (lit*” 51-52 °C). Strukturni data (NMR, IR) odpovidaji

literature®2®,

GC-EI-MS (n/z %): 41(5), 67(7), 77(17), 79(17), 93(17), 105(%7@L0),
135(Ad, 100), 136(AdH, 12), 240(M11).

(C17H200) vyp. slozeni: 84,96 % C; 8,39 % H
exp. slozeni: 85,12 % C; 8,56 % H
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2-(1-Adamantyl)-1-fenylethan-1-on(5)

Podle vySe uvedeného postupu z vychozich navazeld b2y (2,98 mmol)
LiCl, 127,5mg (1,49 mmol) CuCl, 198,7 mg (1,49 mmaICl;, 9,89 ¢
(49,7 mmol) benzoylchloridu a 41,0 ¢m,2Im roztoku l-adamantylmethyl-
magnesiumbromidu v diethyletheristy produkt byl ziskan paisteni
sloupcovou chromatografii (silikagel, petrolethémjg-acetat, 1/0 az 4/1, viv) v
podol# bezbarvého krystalického prasku ve &xku 3,27 g (55 %);
t, = 61-63 °C.

'"H NMR (CDCE): 6 1,61-1,72 (m, 12H, CiAd)); 1,95 (s, 3H, CH(AJ));
2,72 (s, 2H, AdCKCO); 7,45 (m, 2H, Ph); 7,54 (m, 1H, Ph); 7,95J¢; 6,0
Hz, 2H, Ph) ppm.*C NMR (CDCE): J 28,9(CH); 34,2(C); 37,0(Cht
43,2(CH); 51,5(AdCH,CO); 128,6(CH); 128,7(CH); 132,9(CH); 139,1(C);
200,5(CO) ppm. IR (KBr): 3059(w), 2906—-2858(bs), 428n), 1664(s),
1592(w), 1576(w), 1447(s), 1346(w), 1257(s), 1233(l76(w), 1092(w),
1017(m), 975(w), 800(m), 742(s), 723(m), 693(s%6(®4, 600(s), 539(w) cih
GC-EI-MS (/z %): 41(8), 55(6), 67(6), 77(42), 78(6), 79(15), Bl 92(7),
93(12), 105(100), 106(9), 107(7), 120(6), 135(A@),3179(7), 236 (M-
H,0, 12), 253(12), 254(K) 37), 255(7).

(C1gH20) vyp. slozeni: 84,99 % C; 8,72 % H
exp. slozeni: 84,73 % C; 8,65 % H

6.1.2 Nitrace 1-adamantyl(fenyl)ketoni

Acetylnitrat byl gipraven velmi opatrnym favanim smasi kyseliny
dusiné (4,1 cm) a kyseliny sirové (0,2 cth do 10 cml acetanhydridu i
teplog —15 °C. Z dvodu dolle znameé schopnosti acetanhydridu fitvo
s kyselinou dugnou explozivni sisi byly nitrace provaghy v dvouplagovém
reaktoru o objemu 50 cinktery byl spojen s externim chladicintizanim. Bi
pridavani smsi kyselin bylo pelivé monitorovano, aby teplota reak snesi
negesahla 10 °C. Pofplani veskere sési kyselin do acetanhydridu (30 minut)
byl do wvzniklé smsi opatrk  davkovan roztok fislusného
1-adamantyl(fenyl)ketonu (4,15 mmol) v 6tmacetanhydridu (15 minut).
Pribéh reakce byl monitorovan pomoci TLC, ktera po 30-+6dutach po
pridani @islusného ketonu indikovala speibovani veskeré vychozi latky. Do
reaktorku byla fidana ledovafist, po jejimz rozpughi byla vodna faze
extrahovéna 4 x 20 cidiethyletheru. Spojené organické podily byly opaiyv
promyty 1,161 roztokem uhbliitanu draselného a suSeny nad bezvodym
uhlicitanem draselnym alesp@8 hodin. Surovy produkt byl ziskan odpaim
rozpoustdla na RVO.
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(1-Adamantyl)(3-nitrofenyl)methanon (6)

Cisty produkt byl ziskan p@isténi sloupcovou chromatografii (silikagel,
systém c) v podab bezbarvého krystalického prasku ve éxu 358 mg
(30 %);t, = 7376 °C; R= 0,36 (systém c).

'"H NMR (CDCk): 1,74 (m, 6H, CKAd)); 1,98 (m, 6H, CHAd)); 2,08
(s, 3H, CH(Ad); 7,56 (dd) = 7,6 Hz; 7,3 Hz, 1H, Ph); 7,81 (@= 7,3 Hz, 1H,
Ph); 8,27 (dJ=7,6 Hz, 1H, Ph); 8,36 (s, 1H, Ph) ppH‘C NMR (CDCE):
028,2(CH); 36,6(CH; 39,2(CH); 47,4(CH); 122,3(CH); 125,0(CH):
129,5(CH); 133,2(CH); 141,0(C); 207,8(CO) ppm. KB(): 3120(w),
3084(w), 2962-2848(bs), 1665(s), 1612(m), 1528(349(s), 1279(w),
1261(w), 1231(m), 1083(w), 1001(m), 967(w), 938(803(w), 802(w), 711(s),
674(m), 643(w) cm. GC-EI-MS Mm/z %): 41(5), 55(5), 67(8), 76(6), 77(7),
79(21), 81(6), 91(6), 93(20), 107(12), 135(Ad, 1AB6(AdH, 11), 285(M 1).

(C17H1NO3) vyp. slozeni: 71,56 % C; 6,71 % H; 4,91 % N
exp. slozeni: 71,48 % C; 6,89 % H; 5,08 % N

(1-Adamantyl)(4-nitrofenyl)methanon (7)

Cisty produkt byl ziskan p@isténi sloupcovou chromatografii (silikagel,
systém c) v podab bezbarvého krystalického prasku ve é&xu 455 mg
(38 %);t, = 122-123 °C; R= 0,30 (systém c).

'H NMR (CDCL): J1,70-1,81 (m, 6H, CHAd)); 1,97 (m, 6H, CHAd));
2,10 (m, 3H, CH(Ad)); 7,60 (d, = 6,9 Hz, 2H, Ph); 8,25 (d,= 6,9 Hz, 2H, Ph)
ppm. “C NMR (CDCk): J 28,1(CH): 36,6(Ch); 39,0(CH); 47,3(C);
123,5(CH); 127,9(CH); 143,1(C); 145,9(C); 209,3(C@pm. IR (KBr):
3107(w), 3077(w), 3044(w), 2906-2852(bs), 1689(s500(m), 1514(s),
1454(w), 1346(s), 1273(m), 1243(m), 1181(w), 1104(®91(w), 952(w),
933(w), 856(s), 830(m), 810(m), 714(m), 696(w), GB5 569(W), 469(w) cm.
GC-EI-MS (m/z %): 41(6), 55(5), 67(8), 77(8), 79(22), 81(6), 91(83(20),
107(13), 135(Ad, 100), 136(AdH, 11), 285{\2).

(C17H1gNO3) vyp. slozeni: 71,56 % C; 6,71 % H; 4,91 % N
exp. slozeni: 71,39 % C; 6,63 % H; 5,06 % N
2-(1-Adamantyl)-1-(3-nitrofenyl)ethan-1-on(8)

Cisty produkt byl ziskan p@isténi sloupcovou chromatografii (silikagel,
systém c¢) v podab bezbarvého krystalického prasSku ve &zfkiu 788 mg
(63 %);t, = 79—-80°C; R= 0,28 (systém c).

'"H NMR (CDCk): 61,67 (m, 12H, CKAd)); 1,96 (m, 3H, CH(Ad)); 2,77
(s, 2H, AdCH,CO); 7,67 (ddJ=8,3 Hz; 7,9 Hz, 1H, Ph); 8,27 (d= 8,3 Hz,
1H, Ph); 8,40 (dJ = 7,9 Hz, 1H, Ph); 8,76 (s, 1H, Ph) ppfiC NMR (CDCE):
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0 28,9(CH); 34,4(C); 36,9(Cht 43,1(CH); 51,6(AdCH,CO); 123,4(CH);
127,2(CH); 129,9(CH); 134,0(CH); 140,3(C); 148,7(C)98,0(CO) ppm.
IR (KBr): 3090(w), 2903-2846(bs), 1672(s), 1614(w)577(w), 1530(s),
1477(w), 1447(m), 1351(s), 1310(m), 1256(m), 1202(4150(w), 1094(m),
1036(w), 925(w), 814(w), 731(m), 703(w), 667(w),46@) cm'. GC-EI-MS
(m/z %): 41(19), 53(8), 55(15), 65(6), 67(21), 69(5),(ZH, 77(23), 78(8),
79(47), 80(9), 81(15), 91(27), 92(28), 93(42), B®( 105(12), 107(20),
119(8), 135(Ad, 100), 136(AdH, 12), 150(15), 252(682(M—OH, 64),
283(13), 299(M, 3).
(C1gH21NO3) vyp. slozeni: 71,22 % C; 7,07 % H; 4,68 % N

exp. slozeni: 71,35% C; 7,23 % H; 4,42 % N

6.1.3 Redukce nitroketoni na aminoketony

Piislusny 1-adamantyl(nitrofenyl)keton (1,05 mmol) tyzpusén ve 30 cm
methanolu. Do vzniklého roztoku byldigéno 6 cm kyseliny chlorovodikové
(1/1, vlv, vodny roztok) a 130 mg (2,33 mmol) p@&kho Zeleza. Redki
smes byla refluxovana a pbéh reakce monitorovan pomoci TLC. DalSi davky
Zzeleza (130 mg; 2,33 mmol) byly do &n pridavany vzdy po spt¢bovani
davky gedchozi, a to do okamziku, kdy TLC indikovala vyemz veSkeré
vychozi latky. Po ukafeni reakce byla s¢8 zneutralizovana 5% roztokem
hydroxidu sodného (40 cina vznikla vodna vrstva extrahovana 3 x 26 cm
diethyletheru. Spojené organické podily byly proynylasycenym roztokem
chloridu sodného a susSeny nad siranem sodnym. i{@upa rozpousgdla na
RVO byl ziskan surovy produkt.

(1-Adamantyl)(3-aminofenyl)methanon(9)

Cisty produkt byl ziskan p@isténi sloupcovou chromatografii (silikagel,
systém a) v podab bezbarvého krystalického prasku ve é&xku 236 mg
(88 %);t, = 97-100 °C; R= 0,28 (systém b).

'"H NMR (CDCk): 41,75 (m, 6H, CKAd)); 1,99 (m, 6H, CHAd)); 2,07
(m, 3H, CH(Ad)); 3,73 (bs, 2H, NM 6,72-6,77 (m, 2H, Ph); 6,91 (d,
J=7,6Hz, 1H, Ph); 7,16 (t)=7,6 Hz, 1H, Ph) ppm:*C NMR (CDC}):
0 28,4(CH); 36,8(CH); 39,3(CH); 47,1(C); 113,7(CH); 116,8(CH);
117,3(CH); 128,9(CH); 141,2(C); 146,3(C); 210,9(C®pm. IR (KBr):
3474(m), 3381(s), 2900(s), 2850(m), 1662(s), 1626(0%93(m), 1494(m),
1446(m), 1321(m), 1295(w), 1219(m), 1180(w), 991(WP3(w), 731(m),
682(wW), 649(w) cril. GC-EI-MS (m/z %): 41(8), 55(6), 65(13), 67(9), 77(8),
79(24), 81(7), 91(7), 92(18), 93(23), 107(12), M2B{Ad, 20), 135(Ad, 100),
136(AdH, 11), 227(M-CO, 6), 255(M, 24), 256(5).
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(C17H21NO) vyp. slozeni: 79,96 % C; 8,29 % H; 5,49 % N
exp. slozeni: 79,89 % C; 8,35 % H; 5,37 % N

(1-Adamantyl)(4-aminofenyl)methanon(10)

Cisty produkt byl ziskan p@isténi sloupcovou chromatografii (silikagel,
systém a) v podabzluteho krystalickeého prasku ve ¥yku 257 mg (96 %);
t, = 79-81 °C; R= 0,17 (systém b).

'H NMR (CDCk): 0 1,78 (m, 6H, CHAd); 2,07 (m, 9H, CHAd)+
CH(Ad)); 6,69 (d,J = 8,6 Hz, 2H, Ph); 7,72 (d] = 8,6 Hz, 2H, Ph) ppm.
3C NMR (CDCL): J 28,6(CH); 37,0(CH); 39,9(CH); 46,9(C); 114,4(CH);
129,3(C); 131,0(CH); 148,2(C); 206,5(CO) ppm. IB(K 3469(m), 3347(s),
2898(s), 2847(m), 1629(s), 1586(s), 1557(m), 1517 42(m), 1322(m),
1271(s), 1241(m), 1171(s), 1112(m), 986(w), 929@41(m), 751(w), 643(w),
614(m), 511(w) cm. GC-EI-MS fm/z %): 65(8), 79(9), 92(9), 93(7), 120{M
Ad, 100), 121(8), 135(Ad, 11), 255{V8).

(C17H21NO) vyp. slozeni: 79,96 % C; 8,29 % H; 5,49 % N
exp. slozeni: 80,05 % C; 8,12 % H; 5,63 % N

2-(1-Adamantyl)-1-(3-aminofenyl)ethan-1-on(11)

Cisty produkt byl ziskan p@isténi sloupcovou chromatografii (silikagel,
systém b) v podabswtle oranzoveého krystalického prasku vedzagu 289 mg
(92 %);t, = 66—68 °C; R= 0,25 (systém c).

'"H NMR (CDCk): § 1,65 (m, 12H, CKAd)); 1,95 (m, 3H, CH(Ad)); 2,68
(s, 2H, AdCHCO); 3,74 (bs, 2H, Nb; 6,87 (d,J = 6,9 Hz, 1H, Ph); 7,21-7,35
(m, 3H, Ph) ppm.*C NMR (CDCE): & 29,0(CH); 34,1(C); 37,0(Cht
43,2(CH); 51,5(CH); 114,5(CH); 119,5(CH); 119,7(CH); 129,4(CH);
140,3(C); 146,6(C); 200,7(CO) ppm. IR (KBr): 3459(r8405(m), 3328(m),
2899(s), 2846(s), 1660(s), 1627(m), 1595(m), 1453(0826(m), 1287(m),
1197(w), 1162(w), 1143(w), 1096(w), 991(w), 903(884(w), 777(w), 691(w),
677(w) cni. GC-EI-MS (n/z %): 41(8), 55(5), 65(18), 77(7), 79(12), 91(10),
92(42), 93(19), 106(6), 107(10), 120(M\dCH,, 100), 121(14), 135(Ad, 20),
241(M—CO, 5), 251(M-H,0, 6), 269(M, 51), 270(10).

(C1gH23NO) vyp. slozeni: 80,26 % C; 8,61 % H; 5,20 % N
exp. slozeni: 80,11 % C; 8,49 % H; 5,23 % N
6.1.4 Redukce nitroketoni na nitroalkoholy

Pislusny 1-adamantyl(nitrofenyl)keton (0,84 mmol)l bgzpusEn v 5 cn
horkého ethanolu. Vznikly roztok byl vlozen do ledolazre, pricemz byla
pozorovana tvorba malého podilu jemné srazeninhogiclatky. Po ochlazeni
vzniklé disperze na teplotu 0 °C byl jednorazqatidan tetrahydridoboritan
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sodny (40 mg; 1,04 mmol) a resk snes byla za intenzivniho michani
vytemperovana na laboratorni teplotu. V okamzikwtiglovani vesSkerého
vychoziho ketonu (monitorovano TLC) bylo do &inopatrié pridano 10 cm
kyseliny chlorovodikové (& vodny roztok) za pozvolného vzniku ndiéé
srazeniny. Surovy produkt byl ziskan extrakci seaksntsi diethyletherem
(3 x 15 cni), promytim spojenych organickych pddihasycenym roztokem
chloridu sodného (2 x 10 éin suSenim nad siranem sodnym a ®eipén
rozpoustdla na RVO.

(1-Adamantyl)(3-nitrofenyl)methanol (12)

Cisty produkt byl ziskan p@isténi sloupcovou chromatografii (silikagel,
systém b) v podab bezbarvého krystalického prasku ve &xu 234 mg
(97 %);t, = 106-110 °C; R= 0,20 (systém b).

'H NMR (CDCL): 61,27-1,71 (m, 12H, C}Ad)); 1,99 (m, 3H, CH(Ad));
2,10 (s, 1H, CH®); 4,33 (s, 1H, €OH); 7,49 (m, 1H, Ph); 7,59 (m, 1H, Ph);
8,12 (m, 2H, Ph) ppm*°*C NMR (CDCL): J 28,9(CH); 32,9(C); 37,2(Cht
43,3(CH):; 54,7(CH); 70,3(CH); 120,9(CH); 122,4(CH); 129,6(CH);
132,1(CH); 148,6(C); 149,0(C) ppm. IR (KBr): 3543(n3432(m), 3106(w),
3092(w), 2906(s), 2848(s), 1525(s), 1475(w), 1438(4349(s), 1312(w),
1286(w), 1194(w), 1126(w), 1088(w), 1036(m), 102} (ra82(w), 930(w),
909(w), 896(w), 813(m), 722(m), 693(m), 661(w), B4R cm'. GC-EI-MS
(m/z %): 41(10), 55(7), 67(10), 77(13), 78(5), 79(26L(®, 91(7), 93(22),
105(5), 107(12), 135(Ad, 100), 136(AdH, 11), 287(M1).

(C17H2:NO3) vyp. slozeni: 71,06 % C; 7,37 % H; 4,87 % N
exp. slozeni: 70,83 % C; 7,18 % H; 4,55 % N

(1-Adamantyl)(4-nitrofenyl)methanol (13)

Cisty produkt byl ziskan krystalizaci z methanolypadol swtle Zlutych
krystal ve vy€zku 233 mg (96 %); = 183-185 °C; R= 0,11 (systém b).

'"H NMR (CDCk): 61,47-1,72 (m, 12H, C}Ad)); 2,01 (m, 4H, CH(Ad)+
CHOH); 4,33 (s, 1H, EIOH); 7,44 (dJ = 8,1 Hz, 2H, Ph); 8,18 (d,= 8,5 Hz,
2H, Ph) ppm°C NMR (CDC}): ¢ 28,4(CH); 37,1(Ch); 37,7(C); 38,3(CH);
82,3(CH); 122,8(CH); 128,8(CH); 147,5(C); 148,8(pm. IR (KBr): 3565(s),
3112(w), 3081(w), 2908(s), 2848(s), 1600(m), 1506(A50(w), 1346(s),
1312(m), 1216(w), 1168(w), 1105(m), 1038(m), 977(@B8(W), 855(m),
830(w), 800(w), 760(w), 720(s), 701(w), 637(w), 7 cni’. GC-EI-
MS (m/z %): 41(8), 44(14), 55(6), 67(8), 77(8), 79(18), ®103(17), 107(10),
121(6), 122(14), 135(Ad, 100), 136(AdH, 12), 287(Mi).

(C17H2:NO3) vyp. slozeni: 71,06 % C; 7,37 % H; 4,87 % N
exp. slozeni: 71,34 % C; 7,45 % H; 4,98 % N
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2-(1-Adamantyl)-1-(3-nitrofenyl)ethan-1-ol(14)

Cisty produkt byl ziskan p@isténi sloupcovou chromatografii (silikagel,
systém c) v podab bezbarvého krystalického prasku ve é&xku 220 mg
(87 %);t, = 68—-69 °C; R= 0,51 (systém c).

'H NMR (CDChL): 41,50 (d,J = 2,6 Hz, 1H, AdEI"*H®); 1,59-1,79 (m,
12H, CH(Ad)); 1,88 (d,J = 3,6 Hz, 1H, AdCAH®); 2,02 (m, 3H, CH(Ad));
5,05 (m, 1H, ®IOH); 7,52 (tJ = 7,9 Hz, 1H, Ph); 7,70 (d,= 7,6 Hz, 1H, Ph);
8,13 (d, J=8,3 Hz, 1H, Ph); 8,23 (s, 1H, Ph) ppiiC NMR (CDCk):
028,9(CH); 32,9(C); 37,2(Cht 43,3(CH); 54,7(CH); 70,3(CH); 120,9(CH);
122,4(CH); 129,6(CH); 132,1(CH); 148,6(C); 149,0(®pm. IR (KBr):
3380(bs), 3090(w), 3072(w), 2899(s), 2845(s), 18p5@445(m), 1349(s),
1314(w), 1199(w), 1160(w), 1103(m), 1066(m), 10I4(WE9(W), 827(w),
802(w), 740(m), 722(m), 698(m), 676(m) ¢mGC-EI-MS iz %): 41(17),
43(5), 53(5), 55(12), 65(5), 67(22), 69(7), 77(219(11), 79(35), 80(5), 81(21),
91(20), 92(11), 93(43), 94(8), 95(6), 105(13), BYF(L07(28), 121(8), 134(6),
135(Ad, 100), 136(AdH, 14), 149(AdGH58), 150(15), 152(M-AdCH,, 22),
266(17), 283(M-H,0, 14), 301(M, <1).

(C1gH23NO3) vyp. slozeni: 71,73 % C; 7,69 % H; 4,65 % N
exp. slozeni: 71,56 % C; 7,44 % H; 4,83 % N

6.1.5 Redukce nitroalkoholi na aminoalkoholy

Aminoalkoholy 15 a 17 byly pripraveny stejnym postupem jako
aminoketony9-11. Aminoalkohol18 byl pripraven nize uvedenym agobem.

(1-Adamantyl)(3-aminofenyl)methanol(15)

Cisty produkt byl ziskan p@isténi sloupcovou chromatografii (silikagel,
systém a) v podabswitle Zlutého krystalického prasSku ve #¥ku 254 mg
(94 %);t, = 137-139 °C; R= 0,11 (systém b).

'H NMR (CDCL): 61,49-1,66 (m, 12H, C}Ad)); 1,97 (m, 3H, CH(Ad));
3,62 (bs, 2H, NB): 4,12 (s, 1H, EOH); 6,60-6,67 (m, 3H, Ph): 7,10 (t,
J=7,6Hz, 1H, Ph) ppm!HNMR (DMSO«ds): J 1,37-1,63 (m, 12H,
CH,(Ad)); 1,89 (m, 3H, CH(Ad)); 3,86 (dJ = 3,8 Hz, 1H, EIOH); 4,77 (d,
J=3,8 Hz, 1H, CH®); 4,85 (s, 2H, Nh); 6,34-6,41 (m, 2H, Ph); 6,46 (s, 1H,
Ph), 6,89 (t,J=7,6 Hz, 1H, Ph) ppm™C NMR (CDCkL): J = 28,6(CH);
29,9(C); 37,3(CH); 38,5(CH); 83,2(CH); 114,3(CH); 114,8(CH); 118,7(CH);
128,5(CH); 142,8(C); 145,9(C) ppm. IR (KBr): 3394(n2901(s), 2847(m),
2359(w), 1606(m), 1490(w), 1457(m), 1302(w), 1125(&036(m), 885(w),
750(m), 730(m), 700(m), 667(w), 585(w), 418(w) tnGC-EI-MS (n/z %):
41(8), 55(7), 65(5), 67(10), 77(16), 79(24), 81@)(6), 92(5), 93(25), 94(17),
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107(13), 120(6), 121(54), 122(MAd, 13), 135(Ad, 100), 136(AdH, 11),
257(M', 20), 258(4).

(C17H23NO) vyp. slozeni: 79,33 % C; 9,01 % H; 5,44 % N
exp. slozeni: 79,57 % C; 9,15 % H; 5,72 % N

2-(1-Adamantyl)-1-(3-aminofenyl)ethan-1-0(17)

Cisty produkt byl ziskan po promyti hexanem v pagddiezbarvého
krystalického prasku ve wiku 234 mg (82 %), = 142-145 °C; R=0,57
(systém a).

'H NMR (CDCk): 41,50 (d,J = 2,6 Hz, 1H, AdEI"*H®); 1,59-1,79 (m,
12H, CH(Ad)); 1,88 (d,J = 3,6 Hz, 1H, AdCHAH®); 2,02 (m, 3H, CH(Ad));
5,05 (m, 1H, €IOH); 7,52 (tJ = 7,9 Hz, 1H, Ph); 7,70 (d,= 7,6 Hz, 1H, Ph);
8,13 (d, J=8,3 Hz, 1H, Ph); 8,23 (s, 1H, Ph) ppiiC NMR (CDCk):
028,9(CH); 32,9(C); 37,2(Cht 43,3(CH); 54,7(CH); 70,3(CH); 120,9(CH);
122,4(CH); 129,6(CH); 132,1(CH); 148,6(C); 149,0(®pm. IR (KBr):
3380(bs), 3090(w), 3072(w), 2899(s), 2845(s), 18p5@445(m), 1349(s),
1314(w), 1199(w), 1160(w), 1103(m), 1066(m), 10I4(WE9(W), 827(w),
802(w), 740(m), 722(m), 698(m), 676(m) tmGC-EI-MS m/z %): 41(7),
67(7), 77(14), 79(9), 93(14), 94(72), 95(7), 107(B0(6), 121(20), 122(
AdCH,, 100), 123(9), 135(Ad, 7), 253(5), 271{\86), 272(7).

(C1gH25NO) vyp. slozeni: 79,66 % C; 9,28 % H; 5,16 % N
exp. slozeni: 79,73 % C; 9,52 % H; 5,38 % N

(1-Adamantyl)(4-aminofenyl)methanol(18)

Nitroalkohol13 (300 mg; 1,05 mmol) byl rozpust v 6 cni dioxanu. Do
vzniklého roztoku bylo fidano 6 crm hexanu (z tivodu lep3i rozpustnostiJ
velky prebytek Ra-Ni a reaki smés byla intenzivd michana fi laboratorni
teplog pod H atmosférou dokud nebyl veSkery vychozi nitroalkoho
spotebovan (monitorovano TLC). Po uk@mi reakce byl kapalny podil
oddkklen od Ra-Ni filtraci, ®n 15cm H,O a extrahovan 3 x 15 ¢ém
diethyletheru. Spojené organické podily byly proyngtx 10 cmi nasyceného
roztoku NaCl a suSeny nad J$£,. Surovy produkt byl ziskan odfgim
rozpoustdla na RVO.Cista titulni latka byla ziskana p#steni sloupcovou
chromatografii (silikagel, systéma) v podobwitle zlutého krystalického
prasku ve vyizku 294 mg (98 %), = 143-146 °C; R= 0,41 (systém a).

'H NMR (CDCL): 61,48-1,67 (m, 12H, C}Ad)); 1,97 (m, 3H, CH(Ad));
3,53 (bs, 2H, NB):; 4,11 (s, 1H, €EOH); 6,64 (dJ = 8,3 Hz, 2H, Ph); 7,06 (d,
J=8,1Hz, 2H, Ph) ppnt®C NMR (CDCL): J28,8(CH); 29,9(C); 37,5(Cht
38,5(CH); 83,1(CH); 114,5(CH); 128,9(CH); 131,8(C): 14%E3( ppm.
IR (KBr): 3378(m), 2905(s), 2847(m), 1615(m), 150¥( 1447(w), 1265(m),
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1175(w), 1128(w), 1046(m), 844(w), 811(w), 572(rBB5(W), 481(w) crit.
GC-EI-MS (n/z %): 41(4), 77(9), 79(7), 93(7), 94(12), 120(9), (1
AdH,38), 122(M—Ad, 100), 123(8), 135(Ad, 5), 257(\M4).

(C17H23NO) vyp. slozeni: 79,33 % C; 9,01 % H; 5,44 % N
exp. slozeni: 79,09 % C; 9,23 % H; 5,28 % N

6.1.6 Reakce 1-adamantyl(nitrofenyl)ketori s ethan-1,2-dithiolem

Nize uvedené latky bylyiipraveny modifikovanym literarnim postup&h
Pislusny 1-adamantyl(nitrofenyl)keton (0,35 mmol)l bpzpusen ve 2 cri
dichlormethanu a do vzniklého roztoku byl jednoré&zpiidan ethan-1,2-dithiol
(52 mg; 0,55 mmol). Poté byla ssmochlazena v ledové lazni na 0 °Cratgto
teplo€ michana 30 minut. Naslegibylo do vzniklého roztoku opatnpo
kapkach pidano 110 mg (1,00 mmol) BEELO a reakni snés michana
teplo€ mistnosti dokud TLC neindikovala kompletni spbbvani vychozi
latky. Po ukosieni reakce byla sés Zedsna 20 cm dichlormethanu a promyta
5% roztokem hydroxidu sodného (3 x 10°kn®rganicky podil byl poté promyt
nasycenym roztokem chloridu sodného (2 x 1&)cm suSen nad siranem
sodnym. Odpig&nim rozpousgdla na RVO byl ziskan surovy produkt.

2-(1-Adamantyl)-2-(3-nitrofenyl)-1,3-dithiolan (20)

Cisty produkt byl ziskan krystalizaci ze &ndichlormethan/hexan v podbb
bezbarvého krystalického prasku veéadu 115 mg (91 %)t = 173175 °C;
R = 0,54 (systém b).

'"H NMR (CDCk): 51,57 (m, 6H, CKHAd)); 1,78 (m, 6H, CHAd)); 1,99
(m, 3H, CH(Ad)); 2,98 (m, 2H, S&€*H®); 3,29 (m, 2H, SCPH®); 7,43 (t,
J=79Hz, 1H, Ph); 8,10 (tJ=8,6 Hz, 2H, Ph); 8,69 (s, 1H, Ph) ppm.
3C NMR (CDCE): 0 29,0(CH); 36,5(CH); 38,8(CH); 39,8(CH); 41,1(C);
86,2(C); 122,0(CH); 125,7(CH); 127,3(CH); 136,9(CH)6,4(C); 147,3(C)
ppm. IR (KBr): 2898(s), 2850(m), 1518(s), 1447(w)420(w), 1343(s),
1304(w), 1282(w), 1103(w), 980(w), 840(w), 812(WRO(m), 686(m), 617(w)
cm’. GC-EI-MS iz %): 67(6), 77(5), 79(17), 81(5), 93(15), 107(9),
135(Ad, 100), 136(AdH, 12), 196(7), 210(23), 226{4d, 5), 361(M, 2).

(C1oH23NOLS,) vyp. slozeni: 63,12 % C; 6,41 % H; 3,87 % N; 484 S
exp. slozeni: 62,95 % C; 6,64 % H; 3,59 % N; 1208
2-(1-Adamantyl)-2-(4-nitrofenyl)-1,3-dithiolan (21)

Cisty produkt byl ziskan krystalizaci ze &ndichlormethan/hexan v podbb
bezbarvych jehlic ve vykku 115mg (91 %);t; = 185-189 °C; R=0,51
(systém b).

71



'"H NMR (CDCk): 51,57 (m, 6H, CKHAd)); 1,79 (m, 6H, CKHAd)); 1,99
(m, 3H, CH(Ad)); 2,98 (m, 2H, SE*H®); 3,27 (m, 2H, SCPH®); 7,97 (m, 2H,
Ph); 8,10 (m, 2H, Ph) ppm:°C NMR (CDCE): & 29,0(CH); 36,6(CH);
38,8(CH); 39,9(CH); 41,3(C); 86,4(C); 121,6(CH); 132,0(CH); 146,8(C)
151,6(C) ppm. IR (KBr): 2903(s), 2845(m), 1600(nD515(s), 1447(w),
1400(w), 1345(s), 1308(w), 1145(w), 1110(m), 1014(®79(m), 853(m),
842(m), 809(w), 728(m), 697(m), 638(w), 503(w) tnGC-EI-MS (n/z %):
41(6), 67(7), 77(5), 79(18), 81(5), 91(5), 93(11P7(10), 135(Ad, 100),
136(AdH, 13), 196(10), 210(8), 315{MNO,, 5), 361(M, 3).

(C1sH2sNO,S,) vyp. slozeni: 63,12 % C; 6,41 % H; 3,87 % N; 178 S
exp. slozeni: 63,41 % C; 6,51 % H; 4,12 % N; 1245

2-(1-Adamantylmethyl)-2-(3-nitrofenyl)-1,3-dithiolan (22)

Cisty produkt byl ziskan krystalizaci ze &ndichlormethan/hexan v podbb
switle Zlutych krystal ve vyg€zku 110 mg (84 %)t = 142-148 °C; R= 0,51
(systém c).

'"H NMR (CDCE): 41,30 (m, 6H, CKAd)); 1,51 (m, 6H, CHAd)); 1,80
(m, 3H, CH(Ad)); 2,52 (s, 2H, AdCIE); 3,06 (m, 2H, SB”*H°®); 3,38 (m, 2H,
SCH'H®); 7,46 (t,J=7,9 Hz, 1H, Ph); 8,07 (dl= 7,9 Hz, 1H, Ph); 8,15 (d,
J=17,9 Hz, 1H, Ph); 8,71 (s, 1H, Ph) ppfiC NMR (CDCE): & 28,8(CH);
35,5(C); 36,3(CH); 38,9(CH); 43,6(CH); 58,3(CH); 72,5(C); 122,2(CH);
123,0(CH); 128,7(CH); 134,1(CH); 148,0(C); 149,1(@pm. IR (KBr):
3077(w), 2902(s), 2841(s), 1522(s), 1447(w), 1349(814(m), 1277(m),
1100(w), 898(w), 805(m), 736(m), 685(m), 588(w) tn&C-EI-MS M/z %):
41(6), 55(7), 67(8), 79(19), 81(7), 93(18), 107(BI5(Ad, 34), 149(AdCH 6),
180(6), 226(M—AdCH,, 100), 227(11), 228(10), 375(M2).

(C20H2sNO,S;) vyp. slozeni: 63,96 % C; 6,71 % H; 3,73 % N; B9 S
exp. slozeni: 63,98 % C; 6,58 % H; 3,95 % N; 1683

6.1.7 Redukce nitrodithiolani na aminodithiolany

V baice o objemu 250 ch byl rozpudn prislusny nitrodithiolan
(3,37 mmol) ve 125 chpropan-2-olu. Do vzniklého roztoku bylo opatrn
ptidano 20 cm kyseliny chlorovodikové (1/1, viv, vodny roztok) 424 mg
(7,59 mmol) praskového Zeleza. Dérakzre michané a refluxované reak
snesi byly dalSi porce Zeleza (424 mg; 7,59 mmot)dgny v okamziku
spotebovani porce fipdchozi, a to do chvile, kdy byla veSkera vychaukd
zreagovana (monitorovano TLC). Po ukeni reakce byla s&s neutralizovana
5% roztokem hydroxidu sodného (120%ma extrahovana 5 x 15 ¢ém
diethyletheru. Spojené organické podily byly proyngtx 15 cmi nasyceného
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roztoku chloridu sodného a suSeny nad siranem sodn@dpdenim
rozpoustdla na RVO byl ziskan surovy produkt.

2-(1-Adamantyl)-2-(3-aminofenyl)-1,3-dithiolan(23)

Cista ftitulni latka byla ziskana p@isténi sloupcovou chromatografii
(silikagel, chloroform) v podabswitle oranzovych jehlic ve vyiku 950 mg
(85 %);t; = 142-148 °C; R= 0,35 (systém b).

'"H NMR (CDCk): 81,55 (m, 6H, CKHAd)); 1,83 (m, 6H, CHAd)); 1,96
(m, 3H, CH(Ad)); 3,02 (m, 2H, S&*H®); 3,23 (m, 2H, SCPH®); 3,48 (bs,
2H, NH,); 6,57 (m, 1H, Ph); 7,04 (§,= 7,6 Hz, 1H, Ph); 7,17 (m, 2H, Ph) ppm.
3C NMR (CDCE): o 29,1(CH); 36,8(CH); 38,5(CH); 40,0(CH); 41,2(C);
87,4(C); 113,8(CH); 118,4(CH); 122,1(CH); 127,3(CHY4,5(C); 144,6(C)
ppm. IR (KBr): 3445(w), 3359(w), 2902(s), 2846(mdH17(m), 1596(m),
1485(m), 1442(m), 1356(w), 1342(w), 1306(w), 127)7(4104(w), 978(w),
867(w), 779(m), 747(m), 701(m), 574(w) cmGC-EI-MS (n/z %): 79(8),
92(5), 93(7), 135(Ad, 10), 136(AdH, 15), 196(\Ad, 100), 197(12), 198(10),
331(M", 11).

(CiH2sNS,) vyp. slozeni: 68,83 % C; 7,60 % H; 4,22 % N319% S
exp. slozeni: 68,91 % C; 7,67 % H; 4,13 9448122 % S

2-(1-Adamantyl)-2-(4-aminofenyl)-1,3-dithiolan(24)

Cista ftitulni latka byla ziskana p@isténi sloupcovou chromatografii
(silikagel, chloroform) v podab swtle oranzového krystalického prasku ve
vytézku 827 mg (74 %), = 121-124 °C; R= 0,31 (systém b).

'H NMR (CDCk): 6= 1,56 (m, 6H, CK{Ad)); 1,81 (m, 6H, CH(Ad)); 1,96
(m, 3H, CH(Ad)); 2,99 (m, 2H, S&*H®); 3,23 (m, 2H, SCPH®); 3,64 (bs,
2H, NH,); 6,57 (d,J = 8,6 Hz, 2H, Ph); 7,55 (dl = 8,6 Hz, 2H, Ph) ppm.
3C NMR (CDCL): J = 29,1(CH); 36,8(CH); 38,4(CH); 40,0(CH); 41,4(C);
87,3(C); 113,2(CH); 131,9(CH); 133,2(C); 145,0(®np IR (KBr): 3417(w),
2902(s), 2370(m), 2341(m), 1622(m), 1507(m), 1280(0d86(w), 977(w),
835(w), 652(w), 531(w) cth GC-EI-MS (/z %): 79(6), 93(5), 124(5),
136(AdH, 20), 196(M-Ad, 100), 197(12), 198(9), 331(M).

(CioH25NS,) vyp. slozeni: 68,83 % C; 7,60 % H; 4,22 % N;319% S
exp. slozeni: 68,93 % C; 7,80 % H; 4,89 % N; 1903
2-(1-Adamantylmethyl)-2-(3-aminofenyl)-1,3-dithiolan (25)

Cisty produkt byl ziskan p@isténi sloupcovou chromatografii (silikagel,
systém b) v podabswitle Zlutého krystalického prasku ve #¥ku 1037 mg
(87 %);t; = 115-120 °C; R= 0,29 (systém b).
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'"H NMR (CDCk): 41,35 (m, 6H, CKHAd)); 1,54 (m, 6H, CHAd)); 1,80
(m, 3H, CH(Ad)); 2,44 (s, 2H, AdCi); 3,10 (m, 2H, SE*H®); 3,32 (m, 2H,
SCH'H®); 3,50 (bs, 2H, Nb); 6,54 (d,J = 7,6 Hz, 1H, Ph); 7,05 (§,= 7,6 Hz,
1H, Ph); 7,18 (m, 2H, Ph) ppm’C NMR (CDCL): & 28,9(CH); 35,4(C);
37,0(CH); 38,6(CH); 43,3(CH):; 58,4(CH); 73,8(C); 114,0(CH); 115,1(CH);
118,9(CH); 128,7(CH); 145,6(C); 147,0(C) ppm. IRB{X 3420(w), 3343(w),
2896(s), 2844(s), 1615(m), 1598(m), 1481(m), 1489(b447(m), 1416(w),
1363(w), 1346(w), 1313(m), 1274(w), 1102(w), 994(v873(w), 781(m),
694(m) cm'. GC-EI-MS (n/z %): 41(6), 55(5), 60(5), 67(8), 77(7), 79(16),
81(5), 91(9), 92(10), 93(15), 107(7), 120(14), ¥8%K(27), 136(AdH, 12),
196(M—AdCH,, 100), 197(12), 198(9), 345(V5).

(CooH2NS;) vyp. slozZeni: 69,51 % C; 7,88 % H; 4,05 % N5B3% S
exp. sloZeni: 69,64 % C; 8,15 % H; 4,27 % N; 1383

6.1.8 Priprava 1-adamantylanilind s nepolarnim alifatickym retézcem

Piislusny aminodithiolan (2,37 mmol) byl rozpé$ty 10 cni dioxanu a do
vzniklého roztoku byl pdan Ra-Ni ve velkém nadbytku. Re&ak snes byla
intenzivre michana a refluxovana pod ochrannou argonovou sdérau.
Reakni snes byla kazdé 2 hodiny analyzovana pomoci GC-MSpé#pack
nevyznamného posunu reakceé¢sam k pozadovanému produktu bykdana
dalSi davka Ra-Ni. Po ukoeni reakce byl kapalny podil addn od Ra-Ni
filtraci, zZteddn 15 cni H,0 a extrahovan 3 x 15 émiiethyletheru. Spojené
organické podily byly promyty 2 x 10 émasyceného roztoku NaCl a suseny
nad siranem sodnym. Po odgai rozpou&dla na RVO byla surova smw
gisténa sloupcovou chromatografii (silikagel, systém 6)sty produkt byl
ziskan v podob oleje, jenz byl nasle@nrozpustn v organickém rozpouiktle
a preveden na hydrochlorid probublavanim roztoku sucbitorovodikem.

3-(1-Adamantylmethyl)anilinium-chlorid (26)

Titulni latka byla ziskana po rozp@st chromatografickyistého produktu
vhexanu a jeho fpvedeni na hydrochlorid v podob bezbarvého
mikrokrystalického prasku ve wWg#ku 494 mg (75 %);t, = 182-187 °C;
Rt (volna baze) = 0,42 (systém b).

'HNMR (DMSO4d): 6 1,44 (m, 6H, CHAd)); 1,50-1,66 (m, 6H,
CH,(Ad)); 1,91 (m, 3H, CH(Ad)); 2,38 (s, 2H, A#GPh); 7,07-7,11 (m, 2H,
Ph); 7,20 (dJ=7,9 Hz, 1H, Ph); 7,37 (1= 7,9 Hz, 1H, Ph); 10,14 (bs, 3H,
NH;") ppm.**C NMR (DMSO4g): §27,9(CH); 32,9(C); 36,4(Cht 41,6(CH);
49,8(CHy); 120,3(CH); 124,4(CH); 128,7(CH); 129,6(CH); 1RL); 139,4(C)
ppm. IR (KBr): 3422(w), 2901(s), 2846(s), 2604(m)B02(w), 1578(w),
1487(m), 1451(m), 1345(w), 1312(w), 1105(w), 795(r¥2(w), 716(w),
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694(m), 512(w) cih. GC-EI-MS (/z %): 41(6), 67(8), 77(8), 79(19), 91(5),
93(16), 106(11), 107(13), 135(Ad, 100), 136(AdH), PUL(M', 35), 242(7).

(C17H24CIN) vyp. slozeni: 73,49 % C; 8,71 % H; 5,04 % N
exp. slozeni: 73,62 % C; 8,51 % H; 5,24 % N

4-(1-Adamantylmethyl)anilinium-chlorid (27)

Titulni latka byla ziskana po rozp&st chromatografickyistého produktu
ve snesi hexan/diethylether a jehorgvedeni na hydrochlorid v podbb
bezbarvého mikrokrystalického prasku ve &ku 579 mg (88 %);
t, = 178-188 °C; Rvolna baze) = 0,28 (systém b).

'H NMR (DMSO<dg): 0 1,43 (m, 6H, CKHAd)); 1,57 (m, 6H, CKHAd));
1,90 (m, 3H, CH(Ad)); 2,38 (s, 2H, Ad#GPh); 7,19 (dJ = 7,9 Hz, 2H, Ph);
7,31 (d,J = 7,9 Hz, 2H, Ph); 10,43 (bs, 3H, NHppm.**C NMR (DMSO+):
0 27,9(CH); 32,9(C); 36,4(CHt 41,6(CH); 49,5(CH); 122,5(CH); 129,4(C);
131,3(CH); 137,7(C) ppm. IR (KBr): 2902(s), 2848(9613(w), 1573(w),
1509(m), 1450(w), 1314(w), 1205(w), 817(w), 601(rBR6(w), 485(m) cr.
GC-EI-MS (/z %): 41(6), 55(5), 67(7), 77(12), 79(23), 81(5), ®1(93(18),
106(M"—Ad, 100), 107(20), 135(Ad, 69), 136(AdH, 8), 241(I@5), 242(7).

(C17H24CIN) vyp. slozeni: 73,49 % C; 8,71 % H; 5,04 % N
exp. slozeni: 73,22 % C; 8,53 % H; 4,81 % N

3-[2-(1-Adamantyl)ethyl]anilinium-chlorid (28)

Titulni latka byla ziskana po rozpest chromatografickgistého produktu v
hexanu a jeho fpvedeni na hydrochlorid v podbb bezbarvého
mikrokrystalického prasku ve wWg#ku 443 mg (64 %);t, = 142-152 °C;
R¢(volna baze) = 0,25 (systém b).

'HNMR (DMSO«dg): J 1,30 (m, 2H, AdE®,CH,Ph); 1,52 (m, 6H,
CHy(Ad)); 1,65 (m, 6H, ChAd)); 1,94 (s, 3H, Ad(CH)); 2,55 (m, 2H,
AdCH,CH,Ph); 7,20 (m, 3H, Ph); 7,37 @,= 7,9 Hz, 1H, Ph); 10,32 (bs, 2H,
NH;) ppm. ®*C NMR (DMSO«): J 28,1(CH); 28,2(Ch: 32,0(CH):;
36,6(CH); 41,7(CH); 46,0(CH); 120,3(CH); 122,7(CH); 127,8(CH);
129,5(CH); 131,8(C); 145,1(C) ppm. IR (KBr): 3429(w2901(s), 2845(s),
2676(w), 2605(m), 2362(w), 1964(w), 1598(m), 1576(d518(w), 1490(m),
1451(m), 1359(w), 1314(w), 1243(w), 1101(w), 1045(W90(w), 691(m),
524(w), 437(w) cil. GC-EI-MS /z %): 41(15), 53(7), 55(11), 67(15),
77(23), 78(6), 79(42), 80(5), 91(16), 93(34), 94(705(5), 106(M-
AdCH,, 46), 107(67), 119(22), 120(MAd, 49), 121(7), 135(Ad, 59),
136(AdH, 7), 149(AdCH| 8), 255(M, 100), 256(21).

(C1gH26CIN) vyp. sloZeni: 74,07 % C; 8,98 % H; 4,80 % N
exp. sloZeni: 73,86 % C; 9,17 % H; 4,63 % N
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6.2 Piiprava 1-adamantylbenzylamini

6.2.1 Radikalova bromace 1l-adamantyl(methylfenyl)ketoi
(1-Adamantyl)[3-(brommethyl)fenyllmethanon (33)

1-Adamantyl(methylfenyl)keto89 (2,9 g; 11,4 mmol) byl rozpusdt ve
24 cm? bezvodého tetrachlormethanu. Do vzniklého roztdbyl piidan
N-bromsukcinimid (2,1 g; 11,6 mmol)fipemz reakce byla iniciovandiganim
katalytického mnozstvi dibenzoylperoxidu a i@édm wolframovou lampou.
Smes byla refluxovana pod chlorkalciovym uzém a piibéh reakce byl
monitorovan pomoci TLC. Po spebovani veSkeré vychozi latky byl
sukcinimid odfiltrovan a ziskany filtrat odfgm do sucha na RVO. Ziskany
bezbarvy olej byl bez jakéhokoliSténi pouzit pro naslednou reakci. ¥gek
3,04 g (80 %)t; = < 25 °C; R= 0,42 (systém d).

'"H NMR (CDCk): 61,76 (m, 6H, CKHAd)); 2,01 (m, 6H, CHAd)); 2,09
(m, 3H, CH(Ad)); 4,50 (s, 2H, PhCHr); 7,34-7,50 (m, 3H, Ph); 7,54 (s, 1H,
Ph) ppm.**C NMR (CDC}): ¢ 28,3(CH); 33,0(CH); 36,7(CH); 39,3(CH);
47,2(C); 127,1(CH); 127,9(CH); 128,6(CH); 130,8(CHB7,9(C); 140,4(C);
209,8(CO) ppm. IR (KBr): 2905(s), 2850(s), 2678(w2657(w), 1664(s),
1598(w), 1452(m), 1344(w), 1276(m), 1214(m), 1194(@175(m), 1104(w),
1004(m), 802(w), 763(w), 733(w), 695(m), 625(w), 866) cmi'. GC-
EI-MS (m/z %): 41(8), 55(6), 67(8), 77(7), 79(22), 81(6), §9@0(10), 91(10),
93(18), 107(10), 118(5), 135(Ad, 100), 136(AdH,,11332(M (“Br), <1),
334(M'(*'Br), <1).

(C1gH21BrO) vyp. slozeni: 64,87 % C; 6,35 % H
exp. slozeni: 64,78 % C; 6,21 % H

2-(1-Adamantyl)-1-[3-(brommethyl)fenyl]ethan-1-on(35)

Titulni latka byla ziskdna analogickym postupemojgikedchozi ketor33
z vychozich navazek 2,5g (9,3 mmol) ket@&iy 20 cni bezvodého CG)
1,70 g (9,6 mmol) NBS. Ziskany bezbarvy olej byk bakéhokoliv ¢isteni
pouzit pro naslednou reakci. \&yek 2,6 g (82 %);t;=<25°C; R=0,39
(systém d).

'"H NMR (CDCk): 61,65 (m, 12H, CKAd)); 1,94 (m, 3H, CH(Ad)); 2,71
(s, 2H, AACHCOPh); 4,52 (s, 2H, PhGRr); 7,42 (t,J =7,6 Hz, 1H, Ph); 7,56
(d, 1H,J=7,6 Hz, 1H, Ph); 7,86 (8= 7,6 Hz, 1H, Ph); 7,95 (s, 1H, Ph) ppm.
3C NMR (CDCE): o 28,8(CH); 32,8(ChH); 34,1(C); 36,9(Ch); 43,1(CH);
51,4(CH); 128,5(CH); 128,9(CH); 129,1(CH); 133,3(CH); 18&); 139,4(C);
199,6(CO) ppm. IR (KBr): 2901(s), 2846(s), 1673(4600(w), 1449(m),
1312(w), 1168(w), 1216(w), 1143(w), 1094(w), 807(WH2(w), 692(s) cih
GC-EI-MS m/z %): 41(12), 55(7), 65(5), 67(9), 77(11), 79(21)(68189(14),
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90(31), 91(26), 92(9), 93(16), 105(7), 107(8), PUY( 119(26), 133(8),
135(Ad, 40), 136(AdH, 5), 196(M—AdCH,, 19), 198(M'—AdCH,, 20),
253(11), 267(M*—Br, 100), 268(21), 346(M("*Br), 3), 348(My*('8r), 3).

(C1oH23BrO) vyp. slozeni: 65,71 % C; 6,68 % H
exp. slozeni: 65,59 % C; 6,65 % H

6.2.2 S\2 azidace 1-adamantyl(brommethylfenyl)ketoi
(1-Adamantyl)[3-(azidomethyl)fenyllmethanon(37)

Bromderivat33 (905 mg; 2,72 mmol) byl rozpu#t v 10 cmi bezvodého
acetonu. Do vzniklého roztoku bylo jednorazqwidano 1,77 g (27,2 mmol)
azidu sodného a vznikla suspenze byla refluxovamhqehrannou argonovou
atmosférou do okamziku sgebovani vesSkeré vychozi latky (monitorovano
TLC). Po ukoreni reakce byla sé8 Zedna vodou (rozpudh nezreagovany
NaNs;), vodna faze byla extrahovana 5 x 1Ccdiethyletheru a spojené
organické podily suseny nad siranem sodnym. &dpa rozpougtla na RVO
byl ziskan surovy produkt v poddtbezbarvého oleje (798 mg; 99 %)isty
produkt byl ziskan p@isténi sloupcovou chromatografii (silikagel, systém d)
v podolg bezbarvého oleje ve Wtku 587 mg (73 %)t; = < 25 °C; R=0,38
(systém d).

'"H NMR (CDCk): 51,76 (m, 6H, CKAd)); 2,01 (m, 6H, CKAd)); 2,09
(m, 3H, CH(Ad)); 4,39 (s, 2H, PhGNy): 7,41-7,51 (m, 4H, Ph) ppm.
¥C NMR (CDCE): ¢ 28,3(CH); 36,7(CH); 39,3(CH); 47,2(C); 54,7(Ch);
126,9(CH); 127,0(CH); 128,7(CH); 129,8(CH); 135,F(C40,6(C); 205,2(CO)
ppm. IR (KBr): 2905(s), 2851(s), 2678(w), 2659(2098(s), 1672(s), 1601(w),
1584(w), 1452(m), 1344(m), 1273(m), 1245(m), 1194(®172(m), 1104(w),
999(m), 972(w), 935(w), 887(w), 803(w), 782(w), T8, 650(w) cnT.

(C1gH21N30) vyp. sloZeni: 73,19 % C; 7,17 % H; 14,23 % N
exp. slozeni: 73,08 % C; 7,32 % H; 14,1XN%

2-(1-Adamantyl)-1-[3-(azidomethyl)fenyllethan-1-on(39)

Titulni latka byla ziskana analogickym postupem ojakxedchozi
azidoketor837 z vychozich navazek 1,729 (4,95 mmol) bromdeuida:
10 cn? bezvodého acetonu, 3,22 g (49,5 mmol) azidu sanr@hrovy produkt
byl ziskan v podabbezbarvého oleje ve Witku 1,48 g (97 %)Cisty produkt
byl ziskan paisteéni sloupcovou chromatografii (silikagel, systénad)asledné
krystalizaci z hexanu v podéltbezbarvého krystalického prasku ve &ziiu
1,12 g (73 %)t; = 60-62 °C; R= 0,34 (system d).

'"H NMR (CDCk): 1,66 (m, 12H, CKAd)); 1,94 (m, 3H, CH(Ad)); 2,72
(s, 2H, AdCHCOPh); 4,42 (s, 2H, PhGNy); 7,44-7,52 (m, 2H, Ph); 7,89
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7,92 (m, 2H, Ph) ppm:*C NMR (CDCE): J 28,9(CH); 34,1(C); 37,0(Cht
43,1(CH); 51,5(CH); 54,6(CH); 128,0(CH); 128,5(CH); 129,2(CH);
132,4(CH); 136,1(C); 139,6(C); 199,9(CO) ppm. IRBfK 2905(s), 2847(s),
2099(s), 1673(s), 1602(w), 1449(m), 1344(w), 13)1(0266(m), 1189(w),
1148(w), 1095(w), 979(w), 925(w), 806(w), 757(WR3Tw), 695(m), 695(w),
649(w), 610(w) cri.

(CigH2aN30) vyp. slozeni: 73,76 % C; 7,49 % H; 13,58 % N
exp. slozeni: 73,65 % C; 7,23 % H; 13,78 % N

6.2.3 Redukce 1l1-adamantyl(azidomethylfenyl)ketohi na odpovidajici
aminy

(1-Adamantyl)[3-(aminomethyl)fenylimethanon(41)

Azidoketon37 (555 mg; 1,88 mmol) byl rozpu$t ve 21 cmipiedem
pripravené methanolické HCI (1mM2. Do vzniklého roztoku bylo fmlano
203 mg (3,64 mmol) praskového Zzeleza. Reaksneés byla michana ip
laboratorni tepl@, pricemz dalSi davky Zzeleza (203 mg; 3,64 mmol) byly
pridavany dokud nebyl sp@bovan vesSkery vychozi azidoketon (sledovano
pomoci TLC). Po ukateni reakce bylo rozpoustio odpadeno na RVO a tmav
hnédy olejovity odparek byl neutralizovan 7% rozrokdmydroxidu sodného
(30 cm). Vznikla vodna vrstva byla extrahovanax80 cnt diethyletheru,
spojené organické podily promyty x3L0 cn? nasyceného roztoku NacCl
a vysuSeny nad N&O,. Surovy produkt ziskany po odpai rozpou&dla na
RVO nxl podobu bezbarvého oleje (220 mg; 44 %). BeifEni sloupcovou
chromatografii (silikagel, chloroform/methanol, 5/%/v) byl ziskan cisty
produkt v podob bezbarvého oleje ve Wiku 135 mg (27 %)t = <25 °C;
R¢(volna baze) = 0,25 (systém a).

GC-EI-MS (n/z %): 41(5), 67(8), 77(11), 79(19), 91(5), 93(18)6(1D),
107(12), 134(14), 135(Ad, 100), 136(AdH, 11), 2414@0, 22), 252(7),
269(M', 2).

2-(1-Adamantyl)-1-[3-(aminomethyl)fenyl]ethan-1-on(43)

Titulni latka byla ziskana analogickym postupem ojakxedchozi
aminoketord1 z vychozicich navazek 1,12 g (3,62 mmol) azidake®9,
40 ci  methanolické HCI, 391 mg (7,00 mmol) praskovéhdezae Po
preciSténi  surové  SWsI sloupcovou chromatografii  (silikagel,
chloroform/methanol, 5/1, v/v) byl pozadovany prekdwiskan v podob
bezbarvého oleje ve Wzku 935 mg (91 %), = < 25 °C; R= 0,27 (systém a).

'"H NMR (CDCk): 41,66 (m, 12H, CKAd)); 1,81 (s, 2H, NE); 1,94 (m,
3H, CH(Ad)); 2,72 (s, 2H, AACKCOPh); 3,94 (s, 2H, PHGNH,); 7,41 (t,
J=7,6 Hz, 1H, Ph); 7,51 (dl = 7,6 Hz, 1H, Ph); 7,81 (d,= 7,6 Hz, 1H, Ph);
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7,90 (s, 1H, Ph) ppm:3C NMR (CDCE): o 28,9(CH); 34,2(C); 37,0(Cht
43,2(CH); 51,5(CH); 127,0(CH); 127,3(CH); 128,8(CH); 131,7(CH):;
139,4(C); 200,5(CO) ppm. IR (KBr): 3340(w), 2901(2847(m), 1671(s),
1600(w), 1451(m), 1317(m), 1267(m), 1190(w), 1148(807(w), 757(w),
695(m), 469(m) cim. GC-EI-MS (n/z %): 41(6), 55(5), 67(6), 77(21), 79(19),
91(10), 93(11), 104(8), 105(11), 106(22), 107(7}8(9), 119(5), 134(M4-
AdCH,, 100), 135(Ad, 27), 253(14), 266(67), 267(14), (383 1).

(C1oH25NO) vyp. slozeni: 80,52 % C; 8,89 % H; 4,94 % N
exp. slozeni: 80,61 % C; 8,57 % H; 4,86 % N

6.2.4 Acetylace (1-adamantyl)[3-(aminomethyl)fenyllmethannu
N-({3-[(1-Adamantyl)karbonyl]fenyl}methyl)acetamid (45)

Benzylamin4l (441 mg; 1,64 mmol) byl rozpust ve 4,4 cm pyridinu a do
vzniklého roztoku bylo dano 0,44 crh acetanhydridu. Reaki snmés byla
michana fi laboratorni teplat pod chlorkalciovym uz&tem. Po uUplném
spotebovani vychoziho aminu (monitorovano TLC) bylaésmmalita na
ledovou {ist (pozorovan vznik mkné srazeniny). Poté byla vodna vrstva
extrahovana & 10 cni smisi diethylether/hexan (3/1, v/v). Spojené organické
podily byly promyty 2x 10 cni NaHCQ;, (10% vodny roztok), &5 cn?
nasyceného roztoku NaCl &eg noc byly suSeny nad siranem sodnym. Po
odpdeni rozpou&dla na RVO byl ziskany surovy produkt rozgnst
v diethyletheru a promyt HCI (5% vodny roztokjmz byly odstrasny zbytky
pyridinu. Po optovném vysuSeni nad BBO, a odp#eni rozpousidla ve
vakuu, byl ziskany surovy produktigdiStén sloupcovou chromatografii
(silikagel, systém a)Cista titulni latka byla ziskana v podbtbezbarvého
krystalického prasku ve wiku 424 mg (83 %)t; = 105-110 °C; R=0,31
(systém a).

'HNMR (CDCk): J 1,74 (m, 6H, CHAd)); 1,98-2,07 (m, 12H,
CH,(Ad)+CH(Ad)+NHCOM5); 4,42 (d,J = 5,6 Hz, 2H, Ph8,NH); 6,10 (bs,
1H, NHCOCH); 7,34—7,43 (m, 4H, Ph) ppriC NMR (CDCL): J23,4(CH);
28,3(CH); 36,7(CH); 39,3(CH); 43,6(CH); 47,1(C); 126,1(CH); 126,5(CH);
128,4(CH); 129,7(CH); 138,6(C); 140,3(C); 170,2(PH@®D); 210,4(AdCOPh)
ppm. IR (KBr): 3250(s), 3074(s), 2905(s), 2851g§78(w), 2658(w), 1679(s),
1642(s), 1563(s), 1440(m), 1373(m), 1349(w), 1299(tR74(m), 1249(m),
1193(w), 1172(w), 1101(w), 1032(m), 996(m), 896(WI90(m), 733(w),
705(m), 689(w), 640(w), 496(w) CMGC-EI-MS (m/z %): 43(5), 67(6), 77(5),
79(14), 93(13), 106(5), 107(9), 135(Ad, 100), 136K 9), 178(5), 311(M 9).

(CooH25NO,) vyp. slozeni: 77,14 % C; 8,09 % H; 4,50 % N
exp. slozeni: 76,95 % C; 8,24 % H; 4,6”%
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6.3 Syntéza 2,6,9-trisubstituovanych purir

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

Postup A:

Zadany 2,6-dichlor-9-isopropyl®purin 478 byl piipraven mirg
modifikovanym literarnim postupetl. V 500 cni baice bylo rozpugno 5,0 g
(26,5 mmol) 2,6-dichlorH-purinu é6) ve 175cm DMF a do vzniklého
Zlutého roztoku byloipdano 11,0 g (79,5 mmol) bezvodéhedQOs. Do reakni
smesi michané P laboratorni teplat bylo kéhem 10 hodin postugnv peti
davkéach pidano 15 cm(150,0 mmol) 2-jodpropanu. Pdigiéni posledni davky
alkyla¢niho¢inidla byla snés michana  teplo& mistnosti dalSich 24 hodin. Po
ukoneni reakce byla re&ki snes nalita na ledovouitt, po jejimz rozpughi
byla vodna vrstva extrahovana diethyletherem {% cni). Spojené organické
podily byly promyty nasycenym roztokem NaClX20 cni) a su$eny nad
siranem sodnym. Surova &mnobsahujici N7 a N9 alkylované derivaty byla
piekrystalizovana ze sfsi ethyl-acetat/hexan. Obsahovaly-li podily ziskané
krystalizaci zbytky néstot, byly p@ecisttny sloupcovou chromatografii
(silikagel, systém a).

Postup B:

Slowenina4d7a byla pipravena mird modifikovanym literarnim
postupert’®. Purin46 (4,5 g; 23,8 mmol) byl rozpust v 50 cni DMSO. Po
ochlazeni vzniklého roztoku na teplotu 15 °C byta@@no 9,9 g (71,4 mmol)
K,CO; a 11,9 cmi (119,0 mmol) 2-jodpropanu v uvedenémigmti. Poté byla
reakini snts dikladne michana f teplo€ 15-18 °C po dobu 8 h. Nasledn
byla smés zZedna vodou (cca 50cth a extrahovana diethyletherem
(7 x 15 cnf). Spojené organické podily byly promyty nasycengoatokem
NaCl (2x 10 cnf) a suSeny nad siranem sodnym. Surové&ssshsahujici N7 a
N9 alkylované derivaty byla ipkrystalizovana ze sfai ethyl-acetat/hexan.
Obsahovaly-li podily ziskané krystalizaci zbytkycistot, byly gecisteny
sloupcovou chromatografii (silikagel, systém a).

2,6-Dichlor-9-isopropyl-9H-purin (478

Cista titulni latka byla ziskana v podobezbarvych jehliek ve vytzcich
2,20 g (40 %,Postup A) a 3,30 g (60 %Postup B); t = 147-150 °C (lif*°
148-150 °C); R= 0,36 (systém a).

'H NMR (CDCL): J 1,65 (d,J=6,9 Hz, 7H, CH(El3),); 4,91 (septet,
J=6,9 Hz, 1H, EI(CHs),): 8,17 (s, 1H, NEHN) ppm. °C NMR (CDC}):
022,7(CH); 48,6(CH); 131,3(C); 143,7(CH): 152,0(C); 152,8(53,0(C)
ppm. IR (KBr): 3119(w), 2988(w), 1783(w), 1588(s}p56(s), 1487(m),
1463(m), 1359(s), 1318(m), 1275(m), 1245(s), 1217(487(m), 1158(s),
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1139(m), 1108(w), 959(m), 878(s), 778(m), 682(WA5@n), 628(m), 596(m)
cml. GC-EI-MS (n/z %): 41(39), 42(8), 43(31), 64(6), 92(12), 153(39),
155(12), 161(6), 188(100), 189(12), 190(64), 191(BR(11), 195(20), 197(7),
215(9), 217(6), 230(M(°Cly), 34), 231(14), 232(M'(°cl+¥cl), 22), 233(7),
234(M:"(%'Cly), 4).

(CgHgCIoN) vyp. slozeni: 41,58 % C; 3,49 % H; 24,25 % N
exp. slozeni: 41,83 % C; 3,35 % H; 23,95 % N

2,6-Dichlor-7-isopropyl-7H-purin (47b)

Chromatografickycista titulni latka byla ziskana v podbmazloutlého
krystalického prasku; = 152—154 °C (lif** 151-153 °C); R= 0,28 (systém a).

GC-EI-MS Mm/z %): 40(6), 41(73), 42(15), 43(100), 53(7), 64(8%(®,
85(6), 86(5), 91(7), 92(8), 99(7), 100(6), 101(B)8(7), 126(8), 127(6), 134(6),
153(73), 154(7), 155(24), 179(16), 181(5), 188(489(20), 190(31), 191(12),
192(6), 215(59), 216(6), 217(36), 230(\#cl),67), 231(7),
232(Mg*(*cl+°"cly, 42), 233(5), 234(M'(*'Cl,), 8).

6.3.2 SJAr 2,6-dichlor-9-isopropyl-9H-purinu na C6
Obecna metoda ipravy 6-,amino“-2-chlor-9-isopropyl-9 H-purin &>

2,6-Dichlor-9-isopropyl-8i-purin @478 byl rozpustn ve sndsi DMF (2 cmi
na 0,43 mmol 2,6-dichlor-9-isopropyHSpurinu), triethylaminu (1,1 molarni
piebytek u volnych bazi; 2,0 molarnitgbytek v pipact hydrochloridi)
a pislusného aminu (1,05 molarnigbytek). Vznikly roztok byl michanip
teplog 80-100 °C pod chlorkalciovym uz&em dokud TLC neindikovala
spotebovani vesSkerého vychoziho 2,6-dichlor-9-isopreégpydpurinu. Po
ukorceni reakce byla reahki smés Zedtna vodou (pozorovana tvorba jemné
srazeniny) a vodna vrstva extrahovana 10 cni diethyletheru. Spojené
organické podily byly promyty nasycenym roztokem CNa(2 x 10 cr)
a suSeny nad siranem sodnym. Surovy produkt zistdpgenim rozpousgtdla
ve vakuu byl pecistén sloupcovou chromatografii nebo krystalizaci.

2-Chlor-9-isopropyl- N-methyl-9H-purin-6-amin (48)

Titulni latka byla pipravena podle obecného postupu z vychozich navazek
210 mg (0,91 mmol) purind7a, 65 mg (0,96 mmol) methylamonium-chloridu,
4 cnt DMF a 184 mg (1,82 mmol) §M. Surovy produkt (172 mg; 88 %) byl
piecisten krystalizaci ze susi ethyl-acetat/hexanCista titulni latka byla
ziskana v podab jemnych bezbarvych jekikk ve vytzku 142 mg (72 %);
t, = 168-170 °C; R= 0,24 (systém a).

'H NMR (CDCk): d 1,57 (d,J=5,9 Hz, 6H, CH(E),): 3,19 (s, 3H,
C°NHCH5); 4,81 (m, 1H, EI(CHy),); 6,38 (s, 1H, ENHCH,); 7,79 (s, 1H,
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NC®HN) ppm.**C NMR (CDC}): 622,9(CH); 27,9(CH); 47,1(CH); 119,0(C);
137,5(CH); 149,8(C); 154,6(C); 156,2(C) ppm. IR {B3273(m), 2979(w),
2932(w), 1629(s), 1568(w), 1542(w), 1475(w), 1391 (&311(s), 1291(m),
1226(s), 1204(m), 1163(w), 1074(w), 979(m), 930@85(w), 788(w), 658(m),
638(m), 601(w) cril. GC-EI-MS (n/z %): 40(5), 41(29), 42(19), 43(18),
53(13), 54(8), 65(6), 66(12), 67(15), 68(8), 79@)(7), 91(5), 92(15), 93(9),
94(9), 106(9), 119(68), 120(11), 121(9), 133(8)6(14), 147(11), 148(35),
153(5), 154(84), 155(54), 156(30), 157(16), 161(18R(M.— CH(CH),, 29),
183(96), 184(M'—CH(CH),, 18), 185(31), 197(14), 210(8), 225(\f°CI),
100), 226(12), 227(M'cly, 32).

(CoH12CINs) vyp. slozeni: 47,90 % C; 5,36 % H; 31,03 % N
exp. slozeni: 47,57 % C; 5,37 % H; 31,09 % N

N-Benzyl-2-chlor-9-isopropyl-H-purin-6-amin (50)

Titulni latka byla pipravena podle obecného postupu z vychozich navazek
150 mg (0,65 mmol) purind7a 98 mg (0,68 mmol) benzylamonium-chloridu,
3 cn? DMF a 132 mg (1,30 mmol) B4. Surovy produkt (165 mg; 84 %) byl
piegistén sloupcovou chromatografii (silikagel, systém @jsta titulni latka
byla ziskdna v pod@bbezbarvého krystalického prasku ve &zkiu 136 mg
(69 %):t, = 175-177 °C (lif** 181-182 °C); R= 0,34 (systém a).

'H NMR (CDCk): J 1,56 (d,J=6,3 Hz, 6H, CH(El5),); 4,85 (m, 3H,
C®°NHCH ,Ph+TH(CHs),); 6,85 (bs, 1H, ENHCH,Ph); 7,37 (m, 5H, Ph); 7,53
(s, 1H, NCHN) ppm. *C NMR (CDCL): ¢ 22,9(CH); 47,1(CH); 119,0(C);
127,8(CH); 128,1(CH); 128,9(CH); 137,9(CH); 138 ,%(€39,6(C); 155,5(C);
155,4(C) ppm. IR (KBr): 3266(w), 3125(w), 2979(w}715(w), 1626(s),
1571(m), 1536(w), 1453(w), 1354(m), 1311(m), 1292(&R54(w), 1229(m),
1202(w), 1068(w), 930(w), 724(w), 695(w), 660(w) tnGC-EI-MS M/z %):
65(22), 77(6), 79(7), 89(6), 91(Bn, 70), 92(11),6(nNH, 100), 107(9),
119(20), 153(5), 154(9), 161(5), 222(7), 223(5), 4}, 258(M.'—
CH(CHs),, 36), 259(19), 260(M—CH(CH),, 14), 261(6), 301(M'(Cl), 54),
302(11), 303(M*¢cl, 18).

(C1sH16CINs) vyp. slozeni: 59,70 % C; 5,34 % H; 23,21 % N
exp. slozeni: 59,68 % C; 5,45 % H; 22,88 % N

(1-Adamantyl){3-[(2-chlor-9-isopropyl-9H-purin-6-yl)amino]fenyl}
methanon(51)

Titulni latka byla pipravena podle obecného postupu z vychozich navazek
100 mg (0,43 mmol) purind7a, 115 mg (0,45 mmol) aminoketo®y 2 cnt
DMF a 48 mg (0,47 mmol) ENl. Surovy produkt (190 mg; 98 %) byigdisteén
sloupcovou chromatografii (silikagel, systém@ista titulni latka byla ziskana
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v podolg bezbarvych jehtiek ve vytzku 115 mg (60 %);t; = 85-93 °C;
R = 0,21 (systém a).

'H NMR (CDCL): 51,62 (d,J = 6,9 Hz, 6H, CH(El5),); 1,78 (m, 6H,
CHy(Ad)); 2,09 (m, 9H, CHAd)+CH(Ad)); 4,88 (septet]=6,6 Hz, 1H,
CH(CHs),); 7,29 (d,J = 7,6 Hz, 1H, Ph):7,38 (t,J = 7,9 Hz, 1H, Ph); 7,69 (d,
J=8,3 Hz, 1H, Ph); 7,89 (s, 1H, Ph); 8,06 (s, NC°HN); 8,31 (s, 1H,
C°NHPh) ppm. ®C NMR (CDCE): J 23,0(CH); 28,4(CH); 36,8(Ch);
39,3(CH); 47,3(C); 47,6(CH); 119,3(CH); 121,9(CH); 123,B(C 129,1(CH);
137,7(C); 138,9(CH); 140,3(C); 140,4(C); 150,7(C)52,4(C); 154,0(C);
209,8(CO) ppm. IR (KBr): 3324(w), 2904(s), 2850(m)667(m), 1622(s),
1571(s), 1451(m), 1318(m), 1226(m), 1027(w), 998(WN3(w), 788(w),
735(w), 665(w) crit. DI-EI-MS (m/z %): 67(7), 79(17), 91(5), 93(18), 107(9),
135(Ad, 100), 136(AdH, 11), 243(7), 314(MAd, 12), 449(M*C%l), 27),
450(9), 451(M*¢cn, 10).

(CosH2¢CINsO) vyp. slozeni: 66,73 % C; 6,27 % H; 15,56 % N
exp. slozeni: 66,83 % C; 6,38 % H; 15,44 % N

(1-Adamantyl){3-[(2-chlor-9-isopropyl-9H-purin-6-yl)amino]fenyl}
methanol (52)

Titulni latka byla pipravena podle obecného postupu z vychozich navazek
100 mg (0,43 mmol) purind7a, 116 mg (0,45 mmol) aminoalkohalis, 2 cnt
DMF a 48 mg (0,47 mmol) ENl. Surovy produkt (183 mg; 94 %) byigdisSteén
sloupcovou chromatografii (silikagel, systém@ista titulni latka byla ziskana
v podolkg bezbarvého krystalického prasku ve &xu 129 mg (67 %);
t;= 198-201 °C; R= 0,28 (systém a).

'H NMR (CDCL): 61,54-1,73 (m, 18H, CH(€,),+CH,(Ad)); 1,98 (m, 3H,
CH(Ad)); 3,09 (s, 1H, CH@); 4,24 (s, 1H, EIOH); 4,85 (septet) = 6,9 Hz,
1H, CH(CHs),); 7,01 (d,J = 7,6 Hz, 1H, Ph); 7,31 (d,= 7,6 Hz, 1H, Ph); 7,59
(s, 1H, Ph); 7,72 (dJ = 7,8 Hz, 1H, Ph); 7,85 (s, 1H, RiAN); 8,11 (s, 1H,
C°NHPh) ppm**C NMR (CDC}): 623,0(CH); 28,6(CH); 37,3(Ch); 37,6(C);
38,5(CH); 47,5(CH); 83,0(CH); 119,6(CH); 120,5(CH): 12486{);
128,2(CH); 137,5(C); 138,4(CH); 142,4(C); 150,6(Q)52,5(C); 152,6(C);
154,1(C) ppm. IR (KBr): 3322(w), 2902(s), 2848(m)644(s), 1578(s),
1470(m), 1347(m), 1317(m), 1217(m), 1058(w), 1031 @44 (w), 668(w) cl.
DI-EI-MS (m/z %): 67(9), 77(8), 79(21), 91(5), 93(23), 107(1235(Ad, 100),
136(AdH, 11), 210(5), 238(7), 274(14), 276(5), BI5(316(M"—Ad, 77),
318(Ms™—Ad, 26), 319(5), 451(\M(*5cI), 5), 453(Ms*(%"cl), 2).

(CosH30CINsO) vyp. slozeni: 66,43 % C; 6,69 % H; 15,49 % N
exp. slozeni: 66,38 % C; 6,79 % H; 15,21 % N
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N-[3-(1-Adamantylmethyl)fenyl]-2-chlor-9-isopropyl-9H-purin-6-amin
(53

Titulni latka byla pipravena podle obecného postupu z vychozich navazek
88 mg (0,38 mmol) purind7a, 110 mg (0,40 mmol) amir26, 1,8 cni DMF
a77 mg (0,76 mmol) BYl. Surovy produkt (138 mg; 83 %) byligdistén
sloupcovou chromatografii (silikagel, systém@ista titulni latka byla ziskana
v podolg bezbarvého krystalickeho prasku ve &¥u 95 mg (75 %);
t; = 63-68 °C; R= 0,45 (systém a).

'"H NMR (CDCL): 61,54-1,67 (m, 18H, CH(€s),+CH,(Ad)); 1,96 (m, 3H,
CH(Ad)); 2,41 (s, 2H, PhB,Ad); 4,86 (septet) = 7,6 Hz, 1H, E(CHy),);
6,88 (d,J = 7,6 Hz, 1H, Ph); 7,28 (8,= 7,6 Hz, 1H, Ph); 7,49 (s, 1H, Ph); 7,67
(d, J=7,9 Hz, 1H, Ph); 8,03 (s, 1H, NEN); 8,30 (s, 1H, é&NHPh) ppm.
3C NMR (CDCE): d 22,9(CH); 29,0(CH); 33,8(C): 37,2(CHt 42,7(CH);
47,8(CHy); 51,5(CH); 118,2(CH); 123,2(CH); 126,9(CH); 12&81); 136,1(C);
137,3(C); 138,1(C); 139,5(CH); 150,3(C); 152,3(C%4,6(C) ppm. IR (KBr):
3289(w), 3195(w), 3126(w), 2976(w), 2903(s), 284K(h623(s), 1597(s),
1572(s), 1452(bm), 1345(m), 1316(s), 1224(m), 1W99(161(w), 1029(m),
942(w), 883(w), 788(w), 717(w), 699(w), 666(w), 39 cm’. DI-EI-MS
(m/z, %): 67(7), 79(16), 81(5), 93(16), 107(9), 135(Aa0Y, 136(AdH, 11),
435(Ma"(*°Cl), 25), 436(9), 437(M'¢cl), 9).

(CosH30CINs) vyp. slozeni: 68,87 % C; 6,94 % H; 16,06 % N
exp. slozeni: 69,17 % C; 6,98 % H; 15,80 % N

(1-Adamantyl){4-[(2-chlor-9-isopropyl-9H-purin-6-yl)amino]fenyl}
methanon (54)

Titulni latka byla pipravena podle obecného postupu z vychozich navazek
199 mg (0,86 mmol) purind7a, 230 mg (0,90 mmol) aminoketod®, 4 cnt
DMF a 96 mg (0,95 mmol) ENl. Surovy produkt (306 mg; 79 %) bytggisSteén
sloupcovou chromatografii (silikagel, systém@sta titulni latka byla ziskana
v podolg swtle oranzového krystalického prasku ve&zkiu 180 mg (47 %);
t,=67-72 °C; R= 0,20 (systém a).

'H NMR (CDCL): J 1,62 (d,J=6,6 Hz, 6H, CH(El5),); 1,78 (m, 6H,
CHy(Ad)); 2,08 (m, 9H, CHAd)+CH(Ad)); 4,88 (septetJ=6,9 Hz, 1H,
CH(CHy)p); 7,78 (d,J=8,6 Hz, 2H, Ph); 7,87 (d,= 8,6 Hz, 2H, Ph); 7,91 (s,
1H, NCHN); 8,31 (s, 1H, &NHPh) ppm.**C NMR (CDCL): ¢ 22,9(CH);
28,5(CH); 36,9(CH); 39,6(CH); 47,2(C); 47,7(CH); 119,1(CH); 129,6(CH);
134,1(C); 139,0(CH); 140,7(C); 150,8(C); 152,1(094,0(C); 207,8(CO) ppm.
IR (KBr): 3324(w), 2905(s), 2851(m), 1626(m), 1685( 1572(s), 1507(w),
1452(m), 1413(w), 1322(m), 1271(w), 1236(m), 1175(t027(w), 987(w),
846(w), 638(w) cril. DI-EI-MS (m/z %): 55(5), 67(7), 77(6), 79(18), 91(6),
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93(17), 107(7), 135(Ad, 32), 244(7), 272(11), 314[®Ad, 100), 315(18),
316(Ms™—Ad, 33), 317(6), 449(\M *°c1), 19), 450(6), 451(M'¢cl), 7).

(CosH2¢CINsO) vyp. slozeni: 66,73 % C; 6,27 % H; 15,56 % N
exp. slozeni: 67,05 % C; 6,59 % H; 13/80!

(1-Adamantyl){4-[(2-chlor-9-isopropyl-9H-purin-6-yl)amino]fenyl}
methanol (55)

Titulni latka byla pipravena podle obecného postupu z vychozich navazek
100 mg (0,43 mmol) purind7a, 116 mg (0,45 mmol) aminoalkohol®, 2 cnt
DMF a 48 mg (0,47 mmol) ENl. Surovy produkt (194 mg; 94 %) byitggisSteén
sloupcovou chromatografii (silikagel, systém@sta titulni latka byla ziskana
v podolg swtle oranzového krystalického prasku ve &xkiu 92 mg (47 %);
t, = 289-293 °C; R= 0,19 (systém a).

'"H NMR (CDCL): 61,52-1,66 (m, 18H, CH(€s),+CH,(Ad)); 1,99 (m, 3H,
CH(Ad)); 4,24 (s, 1H, EIOH); 4,88 (m, ®I(CHs),); 7,28-7,31 (d+s, 3H,
Ph+rozpougdlo); 7,74 (m, 2H, Ph+N&IN); 7,88 (s, 1H, ENHPh) ppm.
13C NMR (CDCE):  23,0(CH); 28,6(CH); 37,3(CH); 38,5(CH); 58,5(CH);
82,9(CH); 119,4(CH); 128,7(CH) ppm. IR (KBr): 3349( 2905(s), 2847(m),
1635(s), 1579(s), 1511(m), 1463(m), 1345(m), 1320(219(m), 1029(m),
942(w), 844(w), 787(w), 670(w) cm DI-EI-MS (m/z %): 67(8), 77(12),
79(22), 81(6), 91(6), 93(19), 107(10), 134(5), ¥85(37), 210(12), 238(10),
246(5), 274(40), 275(7), 276(13), 314(6), 315(33)%6 (M. —Ad, 100), 317(30),
318(Ms™—Ad, 33), 319(6), 435(5), 451(M°Cl), 11), 453(Ms*CCly, 4).

(CosH30CINsO) vyp. slozeni: 66,43 % C; 6,69 % H; 15,49 % N
exp. slozeni: 66,56 % C; 6,55 % H; 15,71 % N

N-[4-(1-Adamantylmethyl)fenyl]-2-chlor-9-isopropyl-9H-purin-6-amin
(56)

Titulni latka byla pipravena podle obecného postupu z vychozich navazek
196 mg (0,85 mmol) purind7a, 250 mg (0,90 mmol) amiri7, 4 cn? DMF
al72mg (1,70 mmol) ENl. Surovy produkt (320 mg; 86 %) byligdistén
sloupcovou chromatografii (silikagel, systém@sta titulni latka byla ziskana
v podolg bezbarvého krystalického prasku ve &u 152 mg (41 %);
t;= 180-184 °C; R= 0,44 (systém a).

'H NMR (CDCL): 61,50-1,70 (m, 18H, CH(€,),+CH,(Ad)); 1,94 (m, 3H,
CH(Ad)); 2,37 (s, 2H, PhB,Ad); 4,86 (septet,) = 6,9 Hz, 1H, Ei(CHs),);
7,11 (d,J = 7,9 Hz, 2H, Ph); 7,67 (d,= 7,9 Hz, 2H, Ph); 7,85 (s, 1H, RiaN);
7,89 (s, 1H, &NHPh) ppm.*C NMR (CDCL): & 23,0(CH); 29,0(CH);
33,8(C); 37,2(CH); 42,6(CH); 47,4(CH); 50,9(CH); 119,6(CH); 119,8(CH);
131,3(CH); 134,3(C); 136,1(CH); 138,5(CH); 150,4(@p2,6(C); 154,1(C)
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ppm. IR (KBr): 3268(w), 3183(w), 3131(w), 2976(w2906(s), 2843(m),
1631(s), 1579(s), 1511(s), 1462(s), 1417(w), 1348(814(s), 1223(m),
1194(m), 1027(m), 942(m), 848(m), 787(w), 759(W§o@w), 639(w), 610(w),
cm™®. DI-EI-MS (m/z %): 55(11), 57(15), 67(9), 69(7), 71(8), 79(16),(®B1
83(5), 85(6), 91(5), 93(18), 97(5), 107(9), 135(AA0), 136(AdH, 11), 222(7),
257(11), 300(M™-Ad, 23), 302(M*-Ad, 7), 435(M."(*cl), 37), 436(11),
437(Mg*(¥'cl, 13).

(CosH30CINs) vyp. slozeni: 68,87 % C; 6,94 % H; 16,06 % N
exp. slozeni: 69,03 % C; 6,91 % H; 15,82 % N

2-(1-Adamantyl)-1-{3-[(2-chlor-9-isopropyl-9H-purin-6-yl)amino]fenyl}
ethan-1-ol(57)

Titulni latka byla pipravena podle obecného postupu z vychozich navazek
123 mg (0,53 mmol) purind7a 150 mg (0,55 mmol) aminoalkohaltr,
2,5 cni DMF a 58 mg (0,57 mmol) BY. Surovy produkt (224 mg; 91 %) byl
piegistén sloupcovou chromatografii (silikagel, systém@jsta titulni latka
byla ziskdna v pod@bbezbarvého krystalického prasku ve &zku 121 mg
(49 %);t, = 210-215 °C; R= 0,44 (systém a).

'HNMR (CDCL): o 1,48-194 (m, 20H, CH(&:),+CH,(Ad)+
PhCHQH,Ad); 2,49 (m, 3H, CH(Ad)); 2,51 (s, 1H, CHO; 4,74 (m, 2H,
CHOH+CH(CHsy),); 7,03 (d,J = 7,6 Hz, 1H, Ph); 7,20 (8, = 7,6 Hz, 1H, Ph);
7,64 (d,J = 8,5 Hz, 1H, Ph); 7,75 (s, 1H, Ph); 8,03 (s, NE’HN): 8,63 (s, 1H,
C®°NHPh) ppm**C NMR (CDCE): 522,8(CH); 28,8(CH); 32,7(C); 37,3(Cht
43,2(CHy); 47,5(CH); 54,2(CH); 70,8(CH); 118,4(CH); 119,1(C); 119,4(CH);
121,6(CH); 129,1(CH); 138,3(CH); 138,4(C); 147,8(@F0,4(C); 152,4(C);
154,1(C) ppm. IR (KBr): 3319(w), 3241(w), 2899()846(m), 1642(m),
1573(s), 1500(w), 1467(m), 1424(w), 1347(m), 1324(4289(w), 1222(m),
1200(w), 1037(w), 1001(w), 876(w), 794(m), 636(w)t DI-EI-MS (m/z %):
41(19), 43(10), 55(10), 67(16), 77(17), 79(27),18)( 91(14), 92(6), 93(27),
105(6), 107(13), 135(Ad, 23), 210(18), 238(21), (#34 246(10), 272(6),
274(81), 275(13), 276(27), 288(11), 314(7), 315@)6(M.*—AdCH,, 100),
317(21), 318(M'—AdCH,, 33), 319(6), 447(M—H,0, 18), 448(8), 449(M—
H,0, 10), 463(7), 465(I(*°Cl), 43), 466(13), 467(M ¢'Cl), 15).

(Co6H3:,CINsO) vyp. slozeni: 67,01 % C; 6,92 % H; 15,03 % N
exp. slozeni: 67,21 % C; 7,19 % H; 14,86 % N

N-{3-[2-(1-Adamantyl)ethyl]fenyl}-2-chlor-9-isopropyl-9H-purin-6-amin
(59)

Titulni latka byla pipravena podle obecného postupu z vychozich navazek
113 mg (0,49 mmol) purind7a, 150 mg (0,51 mmol) amin28, 2,3 cni DMF

86



a 99 mg (0,98 mmol) BNM. Surovy produkt (201 mg; 91 %) bykgdistén
sloupcovou chromatografii (silikagel, systém@ista titulni latka byla ziskana
v podolkg bezbarvého krystalického prasku ve &xku 100 mg (45 %);
t, = 55-60 °C; R= 0,41 (systém a).

'HNMR (CDCkL): J 1,57-1,72 (m, 20H, CH(&s),+CH,(Ad)+
PhCHCH,Ad); 1,99 (m, 3H, CH(Ad)); 2,59 (1 = 7,9 Hz, 2H, PhB8,CH,Ad);
4,87 (m, 1H, ®(CH,),); 6,97 (d,J = 6,9 Hz, 1H, Ph); 7,30 (8, = 6,6 Hz, 1H,
Ph); 7,56 (s, 1H, Ph); 7,67 (d= 7,9 Hz, 1H, Ph); 7,95 (s, 1H, RidN); 8,19
(s, 1H, ENHPh) ppm.**C NMR (CDC}): d22,9(CH); 29,0(CH); 29,3(CH);
32,7(C); 37,5(CH); 42,6(CH); 46,8(CH); 47,6(CH); 117,8(CH); 119,0(C);
120,6(CH); 124,4(CH); 129,1(CH); 136,1(C); 138,2(C38,3(CH); 145,1(C);
150,4(C); 152,4(C); 154,3(C) ppm. IR (KBr): 3284(w§200(w), 3118(w),
2977(w), 2902(s), 2845(m), 1622(s), 1594(s), 1572(st53(m), 1345(m),
1316(s), 1290(w), 1224(m), 1200(w), 1161(w), 1029(ra41(w), 876(w),
788(w), 695(w), 665(w), 640(w) cm DI-EI-MS (m/z %): 41(17), 43(6),
55(10), 67(22), 77(14), 79(39), 81(14), 91(15)(3®83, 107(19), 135(Ad, 58),
136(AdH, 7), 221(6), 224(5), 236(8), 258(14), 289(260(7), 261(7), 272(23),
274(7), 301(31), 302(6), 303(10), 314(MAd, 52), 315(11), 316(M—-Ad, 17),
448(31), 449(M*(*cl), 100), 450(39), 451(Mf ¢'cl), 37), 452(10).

(Co6H3:CINs) vyp. slozeni: 69,39 % C; 7,17 % H; 15,56 % N
exp. slozeni: 69,49 % C; 7,11 % H; 15,87 % N

(1-Adamantyl){3-[(2-chlor-9-isopropyl-9H-purin-6-yl)aminomethyl]
fenyl}methanon (59)

Titulni latka byla pipravena podle obecného postupu z vychozich navazek
118 mg (0,51 mmol) purind7a, 144 mg (0,54 mmol) aminoketodd, 2,4 cm
DMF a 57 mg (0,56 mmol) BYl. Surovy produkt (189 mg; 80 %) byigdisteén
sloupcovou chromatografii (silikagel, systém@ista titulni latka byla ziskana
v podolg nazloutlého krystalického prasku ve &ku 170 mg (72 %);
t, = 194-197 °C; R= 0,30 (systém a).

'H NMR (CDChL): & 1,57-2,05 (m, 21H, CH(€s),*+(CH,)Ad+CH(Ad));
4,88 (s+m, 3H, ENHCH,Ph+H(CHs,),); 6,68 (bs, 1H, ENHCH,Ph); 7,29—
7,69 (m, 5H, Ph+N&IN) ppm. °C NMR (CDCE): J 22,9(CH); 28,3(CH);
36,7(CH); 39,3(CH); 47,1(C); 47,2(CH); 119,1(C); 126,5(CH)26,8(CH);
128,5(CH); 129,7(CH); 138,0(CH); 138,3(C); 140,3(@p4,4(C); 155,4(C);
163,2(C); 210,1(CO) ppm. IR (KBr): 3261(m), 2977(W2904(s), 2852(m),
1665(m), 1618(s), 1573(m), 1536(w), 1475(m), 1454(®847(m), 1310(s),
1273(w), 1247(w), 1227(s), 1201(w), 1171(w), 1100 (4063(w), 1049(w),
1008(w), 917(w), 788(w), 710(w), 642(w) €mDI-EI-MS (m/z %): 67(7),
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79(17), 90(5), 91(Bn, 7), 93(19), 107(10), 119(85(Ad, 100), 136(AdH, 11),
328(Ma"-Ad, 7), 463(M"(°Cl), 29), 464(9), 465(M'¢cl), 11).

(Co6H30CINsO) vyp. slozeni: 67,30 % C; 6,52 % H; 15,09 % N
exp. slozeni: 67,45 % C; 6,27 % H; 15,24 % N

(1-Adamantyl){4-[(2-chlor-9-isopropyl-9H-purin-6-yl)aminomethyl]
fenyl}methanon (60)

Titulni latka byla pipravena podle obecného postupu z vychozich navazek
123 mg (0,53 mmol) purind7a, 170 mg (0,56 mmol) aminoketod@, 2,5 cmi
DMF a 107 mg (1,06 mmol) BNl. Surovy produkt (236 mg; 96 %) byitggisSteén
sloupcovou chromatografii (silikagel, systém@sta titulni latka byla ziskana
v podolkg bezbarvého krystalického prasku ve &xdu 210 mg (86 %);
t, = 166172 °C; R= 0,29 (systém a).

'H NMR (CDCk): J 1,55 (d,J=6,9 Hz, 6H, CH(El5),); 1,74 (m, 6H,
CH,(Ad)); 2,00 (m, 6H, CKAd)); 2,07 (m, 3H, CH(Ad)); 4,76—4,88 (s+m, 3H,
C°NHCH,Ph+CH(CH,),); 6,70 (bs, 1H, E&NHCH,Ph); 7,38 (d,) = 7,9 Hz, 2H,
Ph); 7,53 (dJ =7,9 Hz, 2H, Ph); 7,64 (s, 1H, NBN) ppm.**C NMR (CDCE):
0 22,9(CH); 28,3(CH); 29,9(C); 36,7(CHt 39,3(CH); 47,1(CH); 47,2(CH);
119,0(C); 127,5(CH); 127,9(CH); 138,0(CH); 139,0(@}0,7(C); 150,4(C);
154,4(C); 155,4(C); 209,6(CO) ppm. IR (KBr): 3259(w2905(s), 2853(m),
1680(m), 1625(s), 1577(m), 1539(w), 1463(m), 1400(®B851(m), 1315(s),
1292(m), 1272(m), 1259(m), 1233(s), 1204(w), 1075(887(w), 976(w),
920(m), 788(w), 664(w), 638(w) chnDI-EI-MS (m/z %): 55(7), 57(7), 67(8),
79(17), 81(6), 89(5), 90(6), 91(Bn, 6), 93(19), (™), 118(8), 135(Ad, 100),
136(AdH, 11), 328(M"—Ad, 9), 463(M*(*cI), 30), 464(9), 465(M"(cl), 11).

(CoeH30CINsO) vyp. slozeni: 67,30 % C; 6,52 % H; 15,09 % N
exp. slozeni: 66,92 % C; 6,76 % H; 14,86 % N

2-(1-Adamantyl)-1-{3-[(2-chlor-9-isopropyl-9H-purin-6-yl)Jaminomethyl]
fenyl}ethan-1-on(61)

Titulni latka byla pipravena podle obecného postupu z vychozich navazek
185 mg (0,80 mmol) purind7a, 270 mg (0,84 mmol) aminoketod3, 3,7 cm
DMF a 162 mg (1,60 mmol) BNl. Surovy produkt (345 mg; 90 %) byitggisSteén
sloupcovou chromatografii (silikagel, systém@sta titulni latka byla ziskana
v podolkg bezbarvého krystalického prasku ve &xu 295 mg (77 %);
t, = 166—170 °C; R= 0,33 (systém a).

'"H NMR (CDCL): 61,55-1,61 (m, 18H, CH(€s),+CH,(Ad)); 1,91 (m, 3H,
CH(Ad)); 2,69 (s, 2H, PhCO@,Ad); 4,78-4,91 (s+m, 3H, WHCH.Ph+
CH(CHs),); 6,67 (bs, 1H, ENHCH,Ph); 7,41 (m, 1H, Ph); 7,55 (m, 1H, Ph);
7,68 (s, 1H, Ph); 7,85 (dl = 6,3 Hz, 2H, Ph); 7,98 (s, 1H, RidN) ppm.
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3C NMR (CDCE): J 22,9(CH); 28,9(CH); 34,2(C): 36,9(CHt 43,2(CH);
47,2(CH); 51,5(CH); 119,1(C); 127,9(CH); 128,1(CH); 129,0(CH); 13Z}
138,0(CH); 138,9(CH); 139,5(C); 154,4(C); 155,3(@)3,2(C); 200,1(CO)
ppm. IR (KBr): 3267(w), 2902(s), 2847(m), 1666(n631(s), 1578(m),
1541(w), 1473(m), 1353(m), 1312(s), 1296(m), 1263(AR34(s), 1203(m),
1077(w), 972(w), 936(w), 756(w), 662(m), 639(w) tnDI-EI-MS (m/z %):
67(15), 77(12), 79(34), 81(7), 89(12), 90(21), 91,(BO), 92(9), 93(34), 104(8),
105(9), 107(14), 118(12), 119(27), 129(5), 133(2B4(6), 135(Ad, 69),
136(AdH, 8), 143(8), 170(6), 182(10), 195(5), 21)(3214(11), 222(12),
258(17), 259(7), 260(6), 300@-AdJCH,CO, 27), 301(14), 302(M-
AdCH,CO, 11), 303(5), 328(M—-AdCH,, 23), 330(M.*—AdCH,, 8), 342(M*—
Ad, 66), 343(14), 344(M—Ad, 24), 345(5), 442(M—ClI, 31), 443(10), 476(5),
A77(Ma"(®°Cl), 100), 478(32), 479(Mf('cI), 35), 480(10).

(Cy7H3,CINsO) vyp. slozeni: 67,84 % C; 6,75 % H; 14,65 % N
exp. slozeni: 68,12 % C; 6,43 % H; 14,37 % N

2-(1-Adamantyl)-1-{4-[(2-chlor-9-isopropyl-9H-purin-6-yl)aminomethyl]
fenyl}ethan-1-on(62)

Titulni latka byla pipravena podle obecného postupu z vychozich navazek
150 mg (0,65 mmol) purind7a, 218 mg (0,68 mmol) aminoketodd, 3 cnt
DMF a 132 mg (1,30 mmol) BNl. Surovy produkt (280 mg; 90 %) byitggisSteén
sloupcovou chromatografii (silikagel, systém@sta titulni latka byla ziskana
v podolkg bezbarvého krystalického prasku ve &xu 271 mg (87 %);
t, = 146-150 °C; R= 0,31 (systém a).

'H NMR (CDCL): J 1,55 (d,J = 6,3 Hz, 6H, CH(B5),); 1,64 (m, 12H,
CHy(Ad)); 1,94 (m, 3H, CH(Ad)); 2,69 (s, 2H, PhCEIgAd); 4,80 (m, 1H,
CH(CHa,),); 4,91 (bs, 2H, ENHCH,Ph); 6,66 (bs, 1H, TIHCH,Ph); 7,43 (d,
J=7,6 Hz, 2H, Ph); 7,67 (s, 1H, I@IIEBN), 7,90 (d,J=7,6 Hz, 2H, Ph) ppm.
3C NMR (CDCE): J 22,9(CH); 28,9(CH); 34,2(C); 37,0(CHt 43,2(CH);
47,2(CH); 51,5(CH); 128,0(CH); 129,1(CH); 138,0(CH); 138,4(C); 14&%
154,4(C); 155,3(C); 199,9(CO) ppm. IR (KBr): 3261(v2902(s), 2846(m),
1667(m), 1623(s), 1573(m), 1537(w), 1466(m), 1406(&B49(m), 1314(s),
1292(m), 1261(m), 1226(s), 1204(m), 1077(w), 10D3(B77(w), 923(w),
788(w), 664(w) crif. DI-EI-MS (m/z %): 55(6), 67(16), 77(12), 79(32), 81(9),
89(17), 90(21), 91(Bn, 23), 92(8), 93(33), 104(T95(12), 107(14), 118(16),
119(16), 133(10), 134(5), 135(Ad, 74), 136(AdH, B54(5), 170(11), 212(55),
213(6), 214(18), 222(8), 225(7), 257(6), 258(2139(B), 260(7), 266(20),
282(14), 286(10), 300(M—AdCH,CO, 14), 301(5), 302(M-AdCH,CO, 5),
328(My*—AdCH,, 38), 329(7), 330(M-AdCH,, 13), 342(M*-Ad, 25),
343(6), 344(M*—Ad, 9), 434(6), 442( 7), 463(11), 477{\F°CI), 100), 478(31),
479(Mg*(Cl), 35), 480(10).
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(Cy7H3,CINsO) vyp. slozeni: 67,84 % C; 6,75 % H; 14,65 % N
exp. slozeni: 68,06 % C; 6,79 % H; 14,78 % N

6.3.3 SJAr 6-,amino”-2-chlor-9-isopropyl-9 H-purina na C2
Obecna metoda @ipravy 2,6-,diamino“-9-isopropyl-9 H-purin >,

K ptislusnému  6-,amino“-2-chlor-9-isopropykBpurinu byl @idan
3-aminopropan-1-ol v 8,0 molarnimigbytku. Vznikla smés byla dirazre
michana f teplo€ 160 °C pod ochrannou argonovou atmosférou. Po
spotebovani vesSkerého vychoziho purinu (monitorovanomgm TLC,
systém e) byla reakce uk@ma. Po ochlazeni na laboratorni teplotu byla
reakéni snés Zedsna cca 20 crhchloroformu, ktery byl (zadelem odstragni
nezreagovanehoig@bytku 3-aminopropan-1-olu ze surové ¢sip rekolikrat
promyt destilovanou vodou. Organickd faze byla @agrz promyta 5cm
nasyceného roztoku NaCl a suSena nad siranem sod@apaenim
rozpoustdla ve vakuu byl ziskan surovy produkt, ktery bgkledr dotisten
pomoci sloupcoveé chromatografie.

3-{[9-Isopropyl-6-(methylamino)-9H-purin-2-ylJamino}propan-1-ol (63)

Titulni latka byla pipravena podle obecného postupu z vychozich navazek
75 mg (0,33 mmol) purind8 a 206 mg (2,64 mmol) 3-aminopropan-1-olu.
Surovy produkt (80 mg; 92 %) bylieEiStén sloupcovou chromatografii
(silikagel, systém e)ista titulni latka byla ziskana v podobwtle oranzového
krystalického prasku ve wiku 71 mg (81 %);t, = 137-143 °C; R=0,22
(systém e).

'H NMR (CDCL): 01,52 (d,J = 6,6 Hz, 6H, CH(El5),); 1,74 (m, 2H,
NHCH,CH,CH,0H); 3,10 (d,J=3,3Hz, 3H, ENHCH;); 3,63 (m, 4H,
NHCH,CH,CH,OH); 4,61 (septet]) = 6,6 Hz, 1H, ®(CHs),); 5,16 (bs, 2H,
NH(CH,);0H); 6,08 (bs, 1H, ENHCH,); 7,51 (s, 1H, NéHN) ppm.**C NMR
(CDCL): §22,9(CH); 33,7(CH); 37,5(CH); 46,4(CH); 58,3(Ch); 114,6(C);
134,3(CH); 155,9(C); 160,4(C) ppm. IR (KBr): 3416(s3270-3214(bs),
3125(w), 2970-2926(w), 2876(w), 1625(s), 1598(sh3Q(s), 1459(w),
1406(w), 1388(m), 1351(m), 1328(m), 1287(w), 1258(226(w), 1106(m),
1046(m), 983(w), 847(w), 789(m), 743(w), 714(w),26m), 645(m), 531(w)
cm®. DI-EI-MS (m/z %): 41(15), 42(17), 43((CHLCH, 18), 44(5), 53(5),
54(8), 55(6), 66(5), 67(9), 68(8), 80(6), 81(6),(®2 92(5), 93(6), 94(11),
106(7), 107(7), 108(15), 109(6), 119(11), 120(721(P), 121(16), 122(7),
123(5), 133(12), 134(16), 135(28), 136(18), 146(%)7(9), 148(35), 149(12),
150(9), 163(7), 164(21), 177(54), 178(34), 191(3M2(17), 203(7), 205(5),
206(21), 219(M—(CH,),OH, 64), 220(62), 221(M-CH(CH),, 16), 233(M—
CH,OH, 51), 234(19), 247(6), 264(M100), 265(16).
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(C1H20N6O) vyp. slozeni: 54,53 % C; 7,63 % H; 31,79 % N
exp. slozeni: 54,25 % C; 7,62 % H; 31,95 % N

3-{[6-(Benzylamino)-9-isopropyl-H-purin-2-ylJamino}propan-1-ol (64)

Titulni latka byla pipravena podle obecného postupu z vychozich navazek
75 mg (0,25 mmol) purinG0 a 150 mg (2,00 mmol) 3-aminopropan-1-olu.
Surovy produkt (83 mg; 98 %) byl igEiSten sloupcovou chromatografii
(silikagel, systém e)Cista titulni latka byla ziskana jako naZloutly olej
stendenci ke Kkrystalizacitip teplo€# —15°C do podoby stle Zlutého
krystalického prasku ve wWiku 75 mg (88 %);t, =85-89 °C; R=0,43
(systém e).

'H NMR (CDCkL): J 1,53 (d,J=6,9 Hz, 6H, CH(El3),); 1,74 (kvintet,
J=5,6 Hz, 2H, NHCHCH,CH,0OH); 3,63 (m, 4H, NHE&,CH,CH,OH); 4,62
(septet,d = 6,9 Hz, 1H, ®(CHy),); 4,79 (s, 2H, ENHCH,Ph); 5,10 (bs, 2H,
NH(CH,);0H); 6,38 (bs, 1H, ENHCH,Ph); 7,26-7,38 (m, 5H, Ph); 7,44 (s,
1H, NCHN) ppm. *C NMR (CDC}L): J 22,9(CH); 33,7(CH); 37,6(CH);
46,4(CH); 58,5(CH); 114,6(C); 127,5(CH); 127,9(CH); 128,8(CH); 13&Hl);
139,1(C); 155,1(C); 155,6(C); 160,4(C) ppm. IR (KBB400(m), 3268-
3206(bm), 3125(w), 2972-2873(bw), 1623(s), 1600(323(s), 1474(w),
1390(m), 1341(w), 1292(m), 1260(m), 1220(w), 1130(h183(w), 1065(m),
1026(w), 972(m), 886(w), 787(m), 745(m), 726(w),668), 639(m), 543(w)
cm’. DI-EI-MS (m/z %): 41(10), 43((CH).CH, 15), 55(5), 57(6), 65(10),
91(Bn, 100), 92(10), 106(BnNH, 20), 107(6), 108(¥)9(5), 134(10), 135(9),
149(7), 177(7), 191(11), 239(5), 253(8), 267(5), 2@®), 295(M-
(CH,),0OH, 20), 296(23), 297(f4-CH(CH;),, 9), 309(M—CH,OH, 21), 310(9),
340(M", 58), 341(13).

(C1gH24NgO) vyp. sloZeni: 63,51 % C; 7,11 % H; 24,69 % N
exp. slozeni: 63,28 % C; 7,21 % H; 24,76 % N

(1-Adamantyl)[3-({2-[(3-hydroxypropyl)amino]-9-isopropyl-9H-purin-6-
yltamino)fenyllmethanon (65)

Titulni latka byla pipravena podle obecného postupu z vychozich navazek
98 mg (0,22 mmol) puringl a 132 mg (1,76 mmol) 3-aminopropan-1-olu.
Surovy produkt (103 mg; 95 %) byltediStén sloupcovou chromatografii
(silikagel, systém e)Cista titulni latka byla ziskana v podbtbezbarvého
krystalického prasku ve wWiku 47 mg (44 %);t,=68-72 °C; R=0,43
(systém e).

'H NMR (CDCk): 01,57 (d,J = 6,9 Hz, 6H, CH(El5),); 1,77—1,86 (m, 8H,
CHy(Ad)+NHCH,CH,CH,OH); 2,09 (m, 9H, CKAd)+CH(Ad)): 3,67 (m, 4H,
NHCH,CH,CH,OH): 4,88 (septet) = 6,6 Hz, 1H, (CH,),): 5,11 (bs, 2H,
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NH(CH,)s0H); 7,29-7,37 (m, 2H, Ph)7,61 (s, 1H, Ph); 7,71 (d,= 7,6 Hz,
1H, Ph); 7,80 (s, 1H, NEIN); 8,31 (s, 1H, &NHPh) ppm.**C NMR (CDCL):

0 22,9(CH); 28,4(CH); 36,7(CH); 38,0(C); 39,4(Ch); 46,7(CH); 47,2(CH);
58,8(CH); 119,4(CH); 121,9(CH); 122,1(CH); 128,7(CH); 13&);
138,9(CH); 140,0(C); 152,6(C); 160,1(C); 209,6(GP. IR (KBr): 3331(m),
3246(m), 3119(w), 2904(s), 2849(m), 1627(s), 15781523(m), 1482(m),
1410(w), 1323(w), 1250(m), 1214(w), 1058(m), 997(rBB4(w), 786(m),
641(w) cni. DI-EI-MS (m/z %): 44(7), 45(9), 67(6), 73(6), 77(7), 79(33),
91(8), 93(29), 107(15), 135(Ad, 54), 136(AdH, 6p586), 226(6), 234(M-
AJCOPhNH, 31), 235(5), 268(8), 282(7), 401(12), @®)2415(14), 416(10),
429(7), 430(18), 431(7), 443(M(CH,),OH, 33), 444(34), 445(f4CH(CH),,
15), 457(M—CH,OH, 40), 458(20), 459(6), 487(10) 488(M.00), 489(33).

(CogH36NgO2) vyp. sloZeni: 68,83 % C; 7,43 % H; 17,20 % N
exp. slozeni: 68,98 % C; 7,26 % H; 17,41 % N

3-{[6-({3-[1-Adamantyl(hydroxy)methyl]fenyl}amino)- 9-isopropyl-9H-
purin-2-ylJamino}propan-1-ol (66)

Titulni latka byla pipravena podle obecného postupu z vychozich navazek
92 mg (0,20 mmol) puring2 a 120 mg (1,60 mmol) 3-aminopropan-1-olu.
Surovy produkt (94 mg; 96 %) byl igEiStén sloupcovou chromatografii
(silikagel, systém e)Cista titulni latka byla ziskana v podoBwitle Zlutého
krystalického prasku ve wWiku 96 mg (94 %);t, = 88-93 °C; R=10,41
(systém e).

'H NMR (CDCL): 1,54-1,68 (m, 18H, CH(&:),+CH,(Ad)); 1,74 (m, 2H,
NHCH,CH,CH,OH); 1,93 (m, 3H, CH(Ad)); 2,65 (s, 1H, CHH); 3,63 (m, 4H,
NHCH,CH,CH,OH); 4,20 (s, 1H, EOH); 4,65 (septetJd=6,6 Hz, 1H,
CH(CHs),); 5,36 (bs, 2H, N(CH,);0H); 6,94 (d,J = 7,3 Hz, 1H, Ph); 7,24 (m,
2H, Ph); 7,53 (m, 1H, Ph); 7,59 (s, 1H, ¥M): 7,72 (s, 1H, &NHPh) ppm.
3C NMR (CDCE): o 22,8(CH): 28,6(CH); 33,5(CH); 37,3(CH); 37,4(C);
38,1(CH); 38,4(CH); 46,5(CH); 58,7(Ch); 82,7(CH); 114,8(C); 119,3(CH);
120,2(CH); 123,3(CH); 127,7(CH); 134,9(C); 138,3(CH42,6(C); 150,9(C);
152,7(C); 160,2(C) ppm. IR (KBr): 3343(m), 3246(nm9198(w), 2903(s),
2847(m), 1625(s), 1583(s), 1524(m), 1488(m), 1420(B70(w), 1250(m),
1215(w), 1226(w), 1047(m), 983(w), 885(w), 788(THG(mM), 732(w), 702(w),
640(w) cm'. DI-EI-MS (m/z %): 77(5), 79(20), 93(18), 107(9), 135(Ad, 38),
234(M'—AdCH(OH)PhNH, 11), 267(11), 297(7), 311(12), 3)3@65(M—Ad,
100), 356(23), 441(8), 490(M61), 491(19).

(CagH3aNgO,) vyp. sloZeni: 68,54 % C; 7,81 % H; 17,13 % N
exp. slozeni: 68,39 % C; 7,93 % H; 17,27 % N
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3-{[6-{[3-(1-Adamantylmethyl)fenyllamino}-9-isopropyl-9H-purin-2-
ylJamino}propan-1-ol (67)

Titulni latka byla pipravena podle obecného postupu z vychozich navazek
90 mg (0,21 mmol) purinG3 a 126 mg (1,68 mmol) 3-aminopropan-1-olu.
Surovy produkt (93 mg; 93 %) byl fgEiStén sloupcovou chromatografii
(silikagel, systém e)Cista titulni latka byla ziskana v podbtbezbarvého
krystalického prasku ve wiku 70 mg (70 %);t;=88-93 °C; R=0,67
(systém e).

'HNMR (CDChL): & 1,54-1,71 (m, 18H, CH(&;),+CHyAd)); 1,81
(kvintet, J= 5,6 Hz, 2H, NHCHCH,CH,OH), 1,96 (m, 3H, CH(Ad)); 2,39 (s,
2H, PhGH,Ad); 3,69 (m, 4H, NHE ,CH,CH,OH), 4,69 (septet] = 6,6 Hz, 1H,
CH(CHs),); 5,25 (bs, 2H, N(CH,);0H), 6,83 (d,J = 7,3 Hz, 1H, Ph); 7,24 (t,
J=7,6Hz, 1H, Ph); 7,36 (s, 1H, Ph); 7,62 (s, 1EINHPh); 7,74 (d,
J=79Hz, 1H, Ph); 7,82 (s, 1H, NEN) ppm. *C NMR (CDC}):
022,8(CH); 28,9(CH); 33,8(C); 37,2(Cht 37,9(CH), 42,7(CH); 46,6(CH);
51,5(CH); 58,7(CH), 115,1(C); 118,0(CH); 122,7(CH); 125,9(CH); 13&H#);
135,0(C); 138,3(C); 139,2(CH); 150,8(C); 152,8(T80,2(C) ppm. IR (KBr):
3328(m), 3244(m), 3121(w), 2902(s), 2844(m), 16R5(H81(s), 1522(m),
1488(s), 1418(w), 1324(w), 1247(m), 1215(w), 1227(&050(w), 884(w),
788(m), 755(m), 718(w), 700(w), 640(w) ¢mDI-EI-MS (m/z %): 45(7),
79(23), 91(6), 93(20), 135(Ad, 36), 234WNdCH,PhNH, 19), 251(5), 253(5),
387(7), 401(9), 415(8), 416(10), 429UMCH,),OH, 31), 430(35), 431(k
CH(CHs),, 15), 443(M—CH,OH, 37), 444(18), 473(12), 474(\ML00), 475(33).

(CgH3gNgO) vyp. slozeni: 70,85 % C; 8,07 % H; 17,71 % N
exp. slozeni: 70,73 % C; 7,92 % H; 17,60 % N

(1-Adamantyl)[4-({2-[(3-hydroxypropyl)amino]-9-isopropyl-9H-purin-6-
yltamino)fenyllmethanon (68)

Titulni latka byla pipravena podle obecného postupu z vychozich navazek
68 mg (0,15 mmol) purinG4 a 94 mg (1,20 mmol) 3-aminopropan-1-olu.
Surovy produkt (65 mg; 89 %) byl igEiStetn sloupcovou chromatografii
(silikagel, systém e)ista titulni latka byla ziskana v podobwtle oranzového
krystalického prasku ve wiku 35mg (48 %);t,=71-75 °C; R=0,27
(systém e).

'HNMR (CDChL): ¢ 1,18-1,80 (m, 20H, CH(&,),+(CH,)Ad+
NHCH,CH,CH,0H); 2,04 (m, 3H, CH(Ad)), 3,67 (m, 4H, NH{GZCH,CH,OH)
4,65 (m, 1H, ®(CH,),); 5,25 (bs, 2H, N(CH,);OH); 6,86 (d,J = 8,3 Hz, 2H,
Ph); 7,63 (s, 1H, N&IN); 7,80 (d,J = 8,3 Hz, 2H, Ph); 8,21 (s, 1H ) IHPh)
ppm. *C NMR (CDCE): J 22,8(CH); 28,5(CH); 36,8(Ch), 37,3(CH);
39,6(CH); 42,1(C); 46,7(CH); 53,7(Cht 58,8(CH); 114,9(C); 119,6(CH);
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127,6(CH); 131,0(C); 138,8(CH): 151,0(C):; 152,2(QB0,2(C); 199,0(CO)

ppm. IR (KBr): 3328(m), 3246(m), 3114(w), 2903(0849(m), 1627(s),

1590(s), 1574(s), 1508(s), 1473(m), 1407(m), 13J0®B22(m), 1271(w),

1239(m), 1174(m), 1057(m), 988(w), 930(w), 884(@44(w), 788(m), 750(w),

640(w) cmt. DI-EI-MS (m/iz %): 41(28), 43(28), 44(20), 55(57), 56(50),
67(19), 69(12), 73(12), 77(16), 79(38), 81(14), 1®)( 93(37), 107(18),

118(10), 120(9), 135(Ad, 86), 136(AdH, 11), 235(1237(7), 250(12), 252(9),

253(6), 264(16), 266(9), 295(27), 296(28), 297(B)2(6), 323(6), 342(19),

343(5), 352(24), 353(M-Ad, 39), 354(100), 355(22), 366(6), 370(8), 408(7)
410(91), 411(23), 430(8), 457(6), 487(5), 488(124), 489(10).

(CagH3eN605) vyp. slozeni: 68,83 % C; 7,43 % H; 17,20 % N
exp. slozeni: 69,02% C; 7,55 % H; 17,34 % N

3-{[6-({4-[1-Adamantyl(hydroxy)methyl]fenyl}amino)- 9-isopropyl-9H-
purin-2-ylJamino}propan-1-ol (69)

Titulni latka byla pipravena podle obecného postupu z vychozich navazek
102 mg (0,23 mmol) purinG5 a 138 mg (1,84 mmol) 3-aminopropan-1-olu.
Surovy produkt (110 mg; 97 %) bylregiSttn sloupcovou chromatografii
(silikagel, systém e)Cista titulni latka byla ziskana v podoBwitle Zlutého
krystalického prasku ve Wiku 89 mg (79 %);t;=107-111 °C; R=0,43
(systém e).

'H NMR (CDCL): 61,52-1,64 (m, 18H, CH(€,),+CH,(Ad)); 1,76 (m, 2H,
NHCH,CH,CH,OH); 1,95 (m, 3H, CH(Ad)); 3,03 (bs, 1H, CHJ; 3,63 (m,
4H, NHCH,CH,CH,OH); 4,16 (s, 1H, BOH); 4,65 (septet,]=6,3 Hz,
CH(CHs,),); 5,22 (bs, 2H, N(CH,);0H); 7,74 (d,J = 8,3 Hz, 2H, Ph); 7,56—
7,62 (d+s, 3H, Ph+N&IN); 7,90 (s, 1H, &NHPh) ppm.**C NMR (CDCE):
022,8(CH); 28,6(CH); 33,6(CH); 37,3(CH); 37,5(C); 37,8(CH); 38,4(CH);
46,6(CH); 58,7(CH); 82,7(CH); 115,0(C); 119,6(CH); 128,4(CH); 13&£(
138,4(CH); 138,0(C); 152,7(C); 160,2(C) ppm. IR (B3404—3345(bm),
3250(w), 3112(w), 2903(s), 2846(m), 1622(s), 1597(580(s), 1546(w),
1512(s), 1475(w), 1414(m), 1370(w), 1313(m), 1250(&127(w), 1036(m),
1015(w), 936(w), 842(w), 788(m), 755(m), 641(w) tnDI-EI-MS (m/z %):
44(6), 79(8), 93(6), 135(Ad, 10), 267(9), 313(1354(8), 355(M—Ad, 100),
356(22), 490(M, 38), 491(12).

(CagH2aNgO,) vyp. sloZeni: 68,54 % C; 7,81 % H; 17,13 % N
exp. slozeni: 68,38 % C; 7,95 % H; 17,04 % N
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3-{[6-{[4-(1-Adamantylmethyl)fenyl]amino}-9-isopropyl-9H-purin-2-
yllamino}propan-1-ol (70)

Titulni latka byla pipravena podle obecného postupu z vychozich navazek
101 mg (0,23 mmol) purint6 a 138 mg (1,84 mmol) 3-aminopropan-1-olu.
Surovy produkt (102 mg; 94 %) byltegiStén sloupcovou chromatografii
(silikagel, systém e). Chromatografickigta titulni latka byla ziskana v podob
switle hrédého krystalického prasku ve ¥gku 81 mg (74 %)t = 85-90 °C;

R = 0,68 (systém e).

'H NMR (CDCL): 61,48-1,67 (m, 18H, CH(&:),+CH,(Ad)); 1,76 (m, 2H,
NHCH,CH,CH,0H); 1,92 (m, 3H, CH(Ad)); 2,33 (s, 2H, PHGAd); 3,67 (m,
4H, NHCH,CH,CH,OH); 4,86 (m, 1H, CH(CHs),); 5,26 (bs, 2H,
NH(CH,);0H); 7,03 (d,J = 7,9 Hz, 2H, Ph); 7,57 (s, 1H"IHPh); 7,62 (d,
J=7,6Hz, 2H, Ph); 7,88 (s, 1H, RiAN) ppm. C NMR (CDC}):
022,8(CH); 28,9(CH); 33,7(C); 37,2(Cit 37,8(CH); 42,5(CH); 46,5(CH);
50,8(CH); 58,6(CH); 115,0(C); 119,6(CH); 131,0(CH); 133,3(C); 13&H);
136,9(C); 150,7(C); 152,7(C); 160,2(C) ppm. IR (KBB328(m), 3243(w),
3116(w), 2901(s), 2844(m), 1622(s), 1595(s), 1579(545(w), 1511(s),
1477(w), 1414(m), 1370(w), 1313(m), 1251(m), 1205(0127(w), 1046(w),
948(w), 884(w), 844(m), 787(m), 756(w), 640(w) trDI-EI-MS (m/z %):
79(14), 93(12), 106(25), 107(7), 135(Ad, 20), 23MMdCH,PhNH, 16),
251(5), 281(15), 295(16), 297(9), 339(Ad, 33), 340(7), 401(6), 416(17),
417(5), 429(M—(CH,),0H, 17), 430(27), 431(FM4-CH(CHs),, 11), 443(M—
CH,OH, 33), 444(16), 473(7), 474(M100), 475(33), 476(5).

(CogH3sNgO) vyp. sloZeni: 70,85 % C; 8,07 % H; 17,71 % N
exp. slozeni: 70,96 % C; 8,24 % H; 17,59 % N

3-{[6-({3-[2-(1-Adamantyl)-1-hydroxyethyl]fenyl}amino)-9-isopropyl-
9H-purin-2-yllamino}propan-1-ol (71)

Titulni latka byla pipravena podle obecného postupu z vychozich navazek
100 mg (0,22 mmol) purind7 a 132 mg (1,76 mmol) 3-aminopropan-1-olu.
Surovy produkt (105 mg; 95 %) bylrediSttn sloupcovou chromatografii
(silikagel, systém e)Cista titulni latka byla ziskana v podpmazloutlého
krystalického prasku ve wWiku 99 mg (89 %);t,=87-91°C; R=0,42
(systém e).

'HNMR (CDChL): & 1,56-1,79 (m, 22H, CH(&;),+CHy(Ad)+
PhCHQH,Ad+NHCH,CH,CH,OH); 1,97 (m, 3H, CH(Ad)); 3,65 (m, 4H,
NHCH,CH,CH,OH); 4,67 (septet]=6,9 Hz, 1H, E(CHs),) 4,90 (m, 1H,
CHOH); 5,33 (bs, 2H, N(CH,);OH); 7,01 (d,J = 7,6 Hz, 1H, Ph); 7,24 {(t,
J=7,9 Hz, 1H, Ph); 7,51 (d,= 7,9 Hz, 1H, Ph); 7,58 (s, 1H, Ph); 7,88 (s, 1H,
NCPHN); 8,00 (s, 1H, ENHPh) ppm. *C NMR (CDCL): & 22,8(CH);
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28,9(CH); 32,7(C); 33,5(Cht 37,2(CH): 38,1(CH); 43,2(CH); 46,5(CH):
54,0(CH); 58,7(CH); 70,7(CH); 118,2(CH); 119,2(CH); 121,0(CH);
128,9(CH); 135,0(C); 139,1(C); 148,0(C); 152,6(C§0,2(C) ppm. IR (KBr):
3333(m), 3247(w), 3119(w), 2900(s), 2845(m), 16R5(584(s), 1524(m),
1484(m), 1443(w), 1370(w), 1324(w), 1254(m), 1215(@131(w), 1064(m),
1112(w), 884(w), 787(m), 756(m), 641(w) ¢mDI-EI-MS (m/z %): 79(16),
93(17), 107(9), 135(Ad, 67), 136(AdH, 6), 234(2857(9), 269(5), 311(18),
312(11), 313(7), 325(7), 355(MAdCH,, 22), 356(8), 455(11), 460(11),
461(M—CH(CHp),, 5), 473(M—CH,OH, 6), 504(M, 100), 505(34), 506(6).

(CooH40N6O5) vyp. slozeni: 69,02 % C; 7,99 % H; 16,65 % N
exp. slozeni: 69,09 % C; 7,93 % H; 16,78 % N

3-{[6-({3-[2-(1-Adamantyl)ethyl]fenyl}amino)-9-isopropyl-9H-purin-2-
yllamino}propan-1-ol (72)

Titulni latka byla pipravena podle obecného postupu z vychozich navazek
72 mg (0,16 mmol) purinG8 a 96 mg (1,28 mmol) 3-aminopropan-1-olu.
Surovy produkt (75 mg; 96 %) byl igEiSten sloupcovou chromatografii
(silikagel, systém e)Cista titulni latka byla ziskana v podbtbezbarvého
krystalického prasku ve wWiku 62 mg (80 %);t,=72-78 °C; R=0,71
(systém e).

'HNMR (CDCkL): & 1,58-1,68 (m, 20H, CH(&s),+CH,(Ad)
+PhCHCH,Ad); 1,75 (m, 2H, NHCHCH,CH,OH); 2,01 (m, 3H, CH(Ad));
2,59 (t,J = 7,9 Hz, 2H, PhB,CH,Ad); 3,69 (m, 4H, NHE& ,CH,CH,OH): 4,69
(m, 1H, GH(CHa,),); 5,28 (bs, 2H, N(CH,)sOH): 6,93 (d,J = 6,6 Hz, 1H, Ph);
7,27 (t,J = 7,3 Hz, 1H, Ph); 7,53 (s, 1HHPh); 7,63 (m, 2H, Ph); 7,71 (s,
1H, NCHN) ppm. **C NMR (CDCE): J 22,9(CH); 29,0(CH); 29,4(Ch);
32,7(C); 33,5(CH); 37,8(CH); 42,7(CH); 46,6(CH); 46,8(CH); 58,7(Ch);
117,8(CH); 120,4(CH); 123,6(CH); 128,9(CH); 135})(C139,0(CH);
144,9(C); 152,8(C); 160,2(C) ppm. IR (KBr): 3324(n§246(w), 3124(w),
2901(s), 2844(m), 1613(m), 1592(s), 1523(m), 1498(1418(w), 1370(w),
1323(s), 1247(m), 1215(w), 1127(w), 1046(m), 10D)3(@34(w), 885(w),
787(m), 756(w), 696(w), 669(w), 641(w) mDI-EI-MS (m/z %): 79(13),
91(5), 93(11), 107(6), 135(Ad, 13), 234WAd(CH,),PhNH, 21), 251(5),
253(8), 254(6), 267(5), 282(12), 295(7), 296(16)9@A 1), 353(10), 401(6),
415(9), 443(M—(CH,),OH, 23), 444(24), 445(fM-CH(CH),, 11), 457(M-
CH,OH, 35), 458(17), 487(10), 488(M100), 489(34), 485(6).

(CooH40N6O) vyp. slozeni: 71,28 % C; 8,25 % H; 17,20 % N
exp. slozeni: 71,19 % C; 8,20 % H; 17,29 % N
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2-(1-Adamantyl)-1-{3-[({2-(3-hydroxypropyl)amino]-9-isopropyl-9H-
purin-6-yl}amino)methyljfenyl}ethan-1-on (73)

Titulni latka byla pipravena podle obecného postupu z vychozich navazek
100 mg (0,21 mmol) purin@1 a 126 mg (1,68 mmol) 3-aminopropan-1-olu.
Surovy produkt (103 mg; 95 %) byltediStén sloupcovou chromatografii
(silikagel, systém e)Cista titulni latka byla ziskana v podbtbezbarvého
krystalického prasku ve wiku 90 mg (80 %);t; = 64-69 °C; R=0,16
(systém e).

'H NMR (CDCL): 1,50 (d,J = 6,6 Hz, 6H, CH(El3),), 1,59-1,72 (m, 14H,
(CH,)Ad+NHCH,CH,CH,0OH); 1,89 (m, 3H, (CH)Ad); 2,66 (s, 2H,
PhCOQH,Ad); 3,62 (m, 4H, NHEI,.CH,CH,0H); 4,60 (septet] = 6,6 Hz, 1H,
CH(CHa),); 4,83 (s, 2H, ENHCH,Ph); 5,11 (bs, 2H, N(CH,);0OH): 6,46 (bs,
1H, CNHCH,Ph); 7,36 (t,J=7,3 Hz, 1H, Ph); 7,43 (s, 1H, Ph); 7,52 (d,
J=7,3Hz, 1H, Ph); 7,81 (dl = 7,6 Hz, 1H, Ph); 7,95 (s, 1H, I’?IG]\I) ppm.
3C NMR (CDCE): J 22,8(CH); 28,9(CH); 33,7(CH); 34,1(C); 36,9(CH);
37,7(CH); 43,1(CH); 46,4(CH); 51,5(CH); 58,5(CH); 114,6(C); 127,5(CH);
127,9(CH); 128,8(CH); 132,1(CH); 134,5(C); 139,2(CHt39,8(C); 155,1(C);
160,4(C); 200,2(CO)ppm. IR (KBr): 3322(m), 3249(W§120(w), 2903(s),
2847(m), 1670(m), 1601(s), 1496(s), 1450(w), 1391(®B71(w), 1346(w),
1288(w), 1255(m), 1216(w), 1137(w), 1069(m), 976(v8B4(w), 788(m),
757(w), 696(w), 644(w) cth DI-EI-MS (m/z %): 44(14), 45(14), 60(6), 73(6),
79(9), 91(Bn, 9), 93(6), 119(16), 134(6), 135(At),3249(6), 381(M-Ad, 9),
458(11), 471(M—(CH,),0OH, 17), 472(28), 473(FACH(CH),, 13), 485(M—
CH,OH, 11), 486(15), 487(5), 515(6), 516{M.00), 517(36), 518(7).

(C30H40N6O,) vyp. slozeni: 69,74 % C; 7,80 % H; 16,27 % N
exp. slozeni: 69,58 % C; 7,84 % H; 16,36 % N

2-(1-Adamantyl)-1-{4-[({2-(3-hydroxypropyl)amino]-9-isopropyl-9H-
purin-6-yl}amino)methyljfenyl}ethan-1-on (74)

Titulni latka byla pipravena podle obecného postupu z vychozich navazek
100 mg (0,21 mmol) purin62 a 126 mg (1,68 mmol) 3-aminopropan-1-olu.
Surovy produkt (101 mg, 93 %) bylfgdiStén sloupcovou chromatografii
(silikagel, systém e)Cista titulni latka byla ziskana v podbtbezbarvého
krystalického prasku ve wWiku 86 mg (79 %);t,=66—-70 °C; R=0,23
(systém e).

'H NMR (CDCL): 41,51 (d,J = 5,9 Hz, 6H, CH(El5),); 1,61-1,69 (m, 14H,
CH,(Ad)+NHCH,CH,CH,OH); 1,92 (m, 3H, CH(Ad)): 2,67 (s, 2H,
4,81 (bs, 2H, ENHCH,Ph); 5,04 (bs, 2H, N(CH,);OH); 6,46 (bs, 1H,
C°NHCH,Ph); 7,41 (m, 3H, Ph+NEIN); 7,87 (d,J=7,6 Hz, 2H, Ph) ppm.
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3C NMR (CDCE): J 22,8(CH); 28,9(CH); 33,6(Ch); 34,1(C); 36,9(CH);

37,7(CH); 43,2(CH); 46,4(CH); 51,4(ChH; 58,5(CH); 127,6(CH);
128,9(CH); 134,6(C); 138,1(CH); 144,4(C); 155,1(@B0,4(C); 199,9(CO)
ppm. IR (KBr): 3316(m), 3242(w), 3115(w), 2902(9847(m), 1668(m),
1600(s), 1496(s), 1409(w), 1390(w), 1370(w), 1346(d260(m), 1214(w),
1133(w), 1067(m), 1014(w), 977(w), 788(m), 670(&¥2(w) cm'. DI-EI-MS

(m/z %): 79(15), 91(Bn, 11), 93(14), 107(9), 119(5), (B3 134(7),
135(Ad, 35), 249(8), 337(5), 381{MAd, 21), 382(5), 458(9), 471(M

(CH,),0H, 13), 472(23), 473(MCH(CHs),, 8), 485(M—-CH,OH, 20), 486(13),
515(5), 516(M, 100), 517(35), 518(7).

(CsoH40N6O,) vyp. slozeni: 69,74 % C; 7,80 % H; 16,27 % N
exp. slozeni: 69,82 % C; 7,71 % H; 16,19 % N

6.4 Charakterizace nezadoucich produki
(1-Adamantyl)[3-(ethylamino)fenyl]methanol (19)

Nitroketon6 (200 mg; 0,70 mmol) byl rozpust v 8 cni ethanolu. Do
vzniklého roztoku byl pdan velky gebytek Ra-Ni a reaki snes byla dirazre
michana fi laboratorni teplat pod H atmosférou dokud nebyl vesSkery vychozi
keton spatebovan (monitorovano TLC). Po ukamni reakce byl kapalny podil
(odckleny od Ra-Ni filtraci) nalit na ledovodidt, po jejimz rozpusni byla
vodna faze extrahovana 3 x 15%utiethyletheru. Spojené organické podily
byly promyty 2 x 10 crhnasyceného roztoku chloridu sodného a suseny nad
siranem sodnym. Surovy produkt byl ziskan égdpam rozpousgdla na RVO.
Cista titulni latka byla ziskana krystalizaci zessiethyl-acetat/hexan v podbb
swtle oranzovych krystatk ve vyg€zku 91 mg (46 %);t;=103-104 °C;
R = 0,39 (systém b).

'H NMR (CDCL): 61,27 (t,J = 7,3 Hz, 3H, NHCHCH3); 1,50-1,69 (m,
12H, CHy(Ad)); 1,97 (m, 3H, CH(Ad)); 3,17 (4] = 7,3 Hz, 2H, NHE,CHj);
4,13 (s, 1H, €IOH); 6,53 (m, 2H, Ph); 6,60 (d,= 7,6 Hz, 1H, Ph); 7,13 (m,
1H, Ph) ppm. *C NMR (CDCE): ¢ 15,1(CH); 28,6(CH); 37,3(Ch);
38,5(CH); 38,8(CH); 83,4(CH); 111,9(CH); 112,6(CH): 117,4(CH);
128,5(CH); 142,7(C); 148,0(C) ppm. IR (KBr): 3300(R903(s), 2847(s),
1605(s), 1587(m), 1481(s), 1449(m), 1359(w), 1343(B04(m), 1239(m),
1143(m), 1101(w), 1030(s), 935(w), 895(m), 785(T33(s), 703(s), 588(w),
470(w) cni. GC-EI-MS fm/z %): 55(12), 59(8), 67(12), 69(5), 77(13), 79(25),
81(9), 91(8), 93(28), 94(9), 106(6), 107(14), 13p@@1(6), 122(21), 134(25),
135(Ad, 100), 136(AdH, 17), 149(44), 150M\d, 21), 285(M, 44), 286(9).

(C1oH27NO) vyp. slozeni: 79,95 % C; 9,53 % H; 4,91 % N
exp. slozeni: 79,78 % C; 9,85 % H; 4,88 % N
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2-Chlor-9-isopropyl-N,N-dimethyl-9H-purin-6-amin (49)

Purin47 (196 mg; 0,87 mmol) byl rozpust ve sndsi DMF (4 cm),
N-ethyl-N-isopropylpropan-2-aminu (225 mg; 1,74 mmol) a mktimonium-
chloridu (61 mg; 0,91 mmol). Vznikly roztok byl nhién @i teplog 80—100 °C
pod chlorkalciovym uzastem po dobu 2 hodin. Poté byla réaksneés Zedina
vodou (pozorovana tvorba jemné sraZzeniny) a vodrsivay extrahovana
4 x 10 cnt diethyletheru. Spojené organické podily byly pryngasycenym
roztokem NaCl (% 10 cni) a suSeny nad siranem sodnym. Surovy produkt,
slozeny zN-methyl a N,N-dimethyl derival v relativnim zastoupeni 42 %
a 58 % (GC-MS), byl ziskan odfamim rozpougdla ve vakuuCisty produkt
byl ziskan pasisteni sloupcovou chromatografii (silikagel, systénvgjodole
bezbarvého krystalického prasku ve &xdu 105 mg (54 %)t = 145-149 °C;
R = 0,34 (systém a).

'H NMR (CDCL): 1,54 (d,J = 6,6 Hz, 6H, CH(El3),); 3,50 (bs, 6H,
C®N(CHy),); 4,82 (septet])=6,6 Hz, 1H, ®(CHy),); 7,74 (s, 1H, NEHN)
ppm. ®*C NMR (CDCL): J 22,9(CH); 38,7(CH); 46,8(CH): 119,5(C);
136,1(CH); 151,6(C); 153,8(C); 155,4(C) ppm. IR (B3449(bw), 3101(m),
2974(m), 1725(w), 1604(s), 1560(m), 1481(w), 1455(®435(w), 1405(m),
1361(m), 1309(s), 1275(w), 1226(s), 1188(w), 1146(h088(w), 1032(m),
941(m), 973(m), 784(m), 677(w), 658(m), 646(m), G@9cm*. GC-EI-MS
(m/z, %): 40(7), 41(33), 42(35), 43(26), 44(45), 52(58(B, 54(5), 55(5),
65(5), 66(10), 67(20), 68(5), 79(7), 80(6), 92(1¥B(10), 94(5), 105(6), 106(8),
118(6), 119(56), 120(8), 132(10), 133(14), 134(B36(20), 147(5), 153(9),
154(13), 155(9), 156(5), 160(6), 161(14), 168(1ABY(10), 170(33), 182(58),
183(5), 184(18), 196(9), 197(7), 210(69), 211(8)12@22), 224(7),
239(M' Iy, 65), 240(9), 241(M®cl), 21).

(C10H14CINs) vyp. slozeni: 50,11 % C; 5,89 % H; 29,22 % N
exp. slozeni: 50,30 % C; 6,96 % H; 29,04 % N
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7 CHEMICKE SYNTEZY A STRUKTURA P RIPRAVENYCH
LATEK

Z davodu dosazeni co n&éi pehlednosti a usnadni orientace
ptipadnému ¢tend& v predlozeném textu, bude kapitola pojednavajici
o chemickych syntézach a struidyxipravenych slodenin usptadana stejnym
zpasobem jako je tomu kapitole 6 experimentalnéasti.

Soutasti komentée bude takeé fprava latek, jejichz strukturni data nejsou
uvedena v experimentalnéasti. Jedna se zejména o syntézy vedouci
k 1-adamantylbenzylamiimn, na jejichz pipraw se v ramci zahraémich praxi,
uskuténénych prostednictvim studentské neziskové organizace IAESTE,
podileli Robert Bernat, Fabiana Pires de CarvalBoagan Grhi.

7.1 Syntéza l-adamantylanilini

7.1.1 Priprava 1-adamantyl(fenyl)ketoni a jejich nitrace

Prvnim krokem vedoucim k ziskani pozadovanych anmgla piprava
1-adamantyl(fenyl)ketan4 a5 (Schéma 27. Jako vychozi latka byla v obou
piipadech pouzita adamantan-1-karboxylova kyselingrak byla ziskana
z kometnich zdroji v analytické kval&. Fri pripraw ketonu4 byla nejprve
adamantan-1-karboxylova kyselina podrobena nulidofisubstituci na
spf-hybridizovaném atomu uhlikufimiz byl reakci s thionyl chloridem ziskan
ve vysokém vyizku adamantan-1-karbonylchloritl)( ktery naslednou reakci
s Grignardovym ¢inidlem (fenylmagnesiumbromidem) poskytl pozadovany
produkt4 ve vygzku 79 %.

Schéma 27
SOCl,, toluen 2 LiCl, CuCl, AICI
OH 2 al iCl, CuCl, 5
60-65 T, Ar, 12 h PhMgBr, THF
10 C, 5 min
0 ¢ o}
1 8% 4 79%
Li[AIH,], Et,O| reflux, Ar, 48 h
o)
ZnBr,, HBr
oH 2 gy Mg EL00T
reflux, 8 h 2) 2 LiCl, CuCl, AlCI,
PhCOCI, THF
10 C, 5 min
2 84% 3 87% 5 55%

Ve druhém pipac byla vychozi adamantan-l-karboxylova kyselina
zredukovana pomoci Li[AlR v diethyletheru na odpovidajici primarni alkohol
2, ktery byl naslednou bromactqveden na 1-(brommethyl)adamantanye
vytéZku 87 %. PoZzadovany ketd&n obsahujici mezi adamantanovym skeletem
a benzenovym kruhem alifatickiettzec o jeden uhlik delSi nez wipack
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ketonud, byl pripraven reakci benzoylchloridu s 1-adamantylmethyl-
magnesiumbromidem, figemz po peciSteni surové swsi  sloupcovou
chromatografii byl jako vedlejSi produkt ziskan-bi&(1-adamantyl)ethan.

Aromatickou nitraci 1-adamantyl(fenyl)ketod a 5 byly pripraveny latky
slouzici jako intermediaty pro syntézu cilovych mimiNitrace jsou jednou
z nejlépe prostudovanych organickych redRéf® kdy krome obvykle
pouzivanych nitrénich ¢inidel jako je kyselina du&na nebo sks
koncentrované kyseliny dusié a sirové (obeémazyvana jako nittai snes),
je popsana celatada daldich, nap acetylnitrat®’, amylnitraf>®
N-nitropyrazof*®, nitroguanidifi*® nebo guanidin nitrat".

Nase skupina studovala aromaticke nitrace doyth
1-adamantyl(fenyl)ketan a distribuci jednotlivych regioisomerza iznych
podminek B pouziti snési kyseliny sirové a dusié (nitr&ni snes),
kyseliny dustné v acetanhydridu, guanidin nitratu v kysélsirové a AgNQ@

v ptitomnosti  acetylchloridii>. Na zéklad pozorovanych distribuci
regioisomelt a na zaklagl kvantow-mechanickych vyp#ia byl navrzen
alternativni mechanismus pro nitrace aromatickyenb&nylovych slotenin
zahrnujici komplexaci nittaiho cinidla atomem kysliku karbonylové skupiny
a ustanoveni rovhovahy mezi protonovanou a nitkamou formou ketonu.rP
pievaze protonované formy (sflrikyselé prosedi, nizSi teplota) se upiatval
vySSi mirou klasicky polarni Ingald-Hudgesiva mechnismus, zatimco
v nekyselém progdi pevazovala nitroniovana forma ketonu @rtho
substituce. B nitracich ketod 4 a 5 se jako nejvhodfjSi ukézalo pouziti
kyseliny dustné v acetanhydridu ip teplog€ —15 °C, jak je ilustrovano na
Schématu 28 pricemz vychozi acetylnitrat byl fpraven smichanim
acetanhydridu s kyselinou dasou v gitomnosti katalytického mnozstvi
kyseliny sirové. V fipad obou ketofi byl pozorovan vznik vSech
regioisometi, avSak s velmi odliSnou distribuci. Viipact ketonud byla
distribuce isomer ortho/metdpara v relativnim procentualnim zastoupeni (dle
GC-MS) 33/34/33, zatimco u ketobubyl porér isomeii 30/65/5. Jednotlivé
isomery byly po jejich izolaci odteny pomoci sloupcové chromatografie
(silikagel; petrolether/ethyl-acetéat, 8/1, v/v)oR¥ipravu cilovych amif byly
dale pouzity jen &které nitr&ni produkty, a sice latkg-8.

Schéma 28
(0] (0]
AcONO,
Ac,0,-15C, 1-2h
n n NOZ
4 (n=0) 6 (n=0, meta)
5 (n=1) 7 (n=0, para)
8 (n=1, meta)
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Ortho derivaty se nejevily vhodné pro nasledné substimiomu chloru na
C6 purinového kruhu, a to s ohledem ntadpokladanou prostorovou orientaci
vyslednych molekul. Lze se domnivat, Ze u takiipravenych slotenin by
objemny adamatanovy skelet zatwaal tvork® klicovych vazebnych kontakt
mezi akceptornim atomem dusiku v poloze 7 purinovktuhu a donorni
NH-skupinou pochézejici z 1-adamantylamindNBPh). Isomeipara ziskany
nitraci ketonub nebyl dale vyuzivan z twodu velmi malych mnoZstvi
izolovanych po chromatografickénepisténi surove swsi.

7.1.2 Piiprava 1-adamantyl(aminofenyl)ketoni

Selektivni redukci nitroskupiny ketdn6-8 byly ziskany odpovidajici
aminoderivaty9-11 (Schéma 29%. Reduknim ¢inidlem byl vodik vznikajici
reakci Zeleza s kyselinou chlorovodikovnotsitu. Nutno podotknout, Ze pouZiti
jiného nez ,pentakarbonylovaného” Zeleza (zakouperkammetnich zdroj,
Lachema Brno; pod ozdenim carbonyl iron poder dostupné v nabidce
spole&nosti BASF), nap Zeleza v podabkovovych pilin¢i Spon, nglo znany
vliv na prodlouZeni reaki doby. Reakce byly uskuficovany bulto ve smisi
kyseliny chlorovodikové a methanolu (1/1, v/v) nebb-21 methanolické HCI
piipravené vzdy bezprasdre pired provadnim dané reakce, a to bez
podstatného vlivu na dosaZzeny &%¢k nebo realni ¢as. PozZadované
aminoketony9-11 (ORTEPdiagram asymetrické jednotky amiSuje uveden
v Priloze 23 byly po gecisténi sloupcovou chromatografii ziskany ve velmi
vysokych vygzcich (88-96 %). Jistou nevyhodotippavenych latek ve fortn
volnych bazi je jejich nizka stabilita za laborafiaieploty a nutnost skladovani
pii teplotach okolo —10 °C. Uchovavat tyto latky zéich teplot by bylo mozné
po jejich gevedeni na odpovidajici hydrochloridy. Nicragpokusy o zavedeni
suchého plynného chlorovodiku do roztoku aminokie®fil v diethyletheru
¢i hexanu selhaly, kdyZz namist@ekavanych pevnych latek byly ziskany jen
kapalné produkty. Proto bylo rozhodnuto ponechdpragvené aminoketony
v podolZ volnych bazi, a to i za cenu n&mgjSich skladovacich podminek.

Schéma 29

(0]
Fe HCI, MeOH
reflux 5-12 h
n NO

6 (n=0, meta) 9 (n=0, meta) 88 %
7 (n=0, para) 10 (n=0, para) 96 %
8 (n=1, meta) 11 (n=1, meta) 92 %

7.1.3 P¥iprava 1-adamantyl(aminofenyl)alkoholi

Pri pripraw aminoalkohal 15, 17 a 18 se naskytala moznost jejich syntézy
neselektivni redukci obou futtkkich skupin (karbonylové skupiny
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a nitroskupiny) v jednom redkim kroku. Pokusy o redukci ket®o6—8 pomoci
Li[AIH 4], pripadré systéemem Na[Bi/Ra-Ni v methanolu { teplog€ 30 az
40 °C (cit®®) nebyly uUsp3né, picemz dochazelo ke vzniku zi&
komplikovanych reaknich snési. Ri pouziti katalytické hydrogenace na Ra-Ni
v ethanolu za laboratorni teploty (V&chéma 30 se pod#lo zredukovat ob
funkéni skupiny nitroketon® (potvrzeno IR a NMR). Nicmén 'H NMR
spektrum takto fipravené latky obsahovalo, oprotiekavani, triplet a kvartet
s chemickymi posuny = 1,27 ppm & = 3,17 ppm. Integracéc¢hto pilka bylo
zjisteno, Ze tripletovy signal odpovidéem a kvartetovy signal dma atonim
vodiku. Z hodnot ziskanych pomoci NMR vyplyva, eengjedné o pozadovany
produkt, ale o jeho alkylovany derivd® (Schéma 30 obsahuijici ethylovy
substituent. Takto navrzena struktura odpovida taek@ekulovému iontu
pozorovanému v hmotnostnim spektru geminy19 (M* = 285m/2).

Na zaklad vySe uvedenych zkuSenosti s neselektivnimi redukcbkylo
rozhodnuto fipravit pozadované latky postupem dvoukrokovymica sedukci
karbonylové skupiny za vzniku nitroalkoliolv prvnim kroku a nasledné
redukci nitroskupiny na pozadovany aminoalkol8ghi{éma 30.

Schéma 30

(o]
Na[BH,], EtOH Fe HCI, MeOH
0-25<C,5-20h reﬂux 8-12 h
n NO,

6 (n=0, meta) 12 (n=0, meta) 97 % 15 (n=0, meta, R=H) 94 %
7 (n=0, para) 13 (n=0, para) 96 % 16 (n=0, para, R = CH3) 85 %
8 (n=1, meta) 14 (n=1, meta) 87 % 17 (n=1, meta, R=H) 82 %

Ra-Ni, H

-Ni. » Fy
6 Raz's\llszsz;OH 13 | dioxan, hexan
' 25C, 6h

NH,
@\’/QH/\CH3 @\’/O
OH

OH
19 46 % 18 98 %

Pii pripraw nitroalkohoti 12-14 byl reduknim ¢inidlem prvni volby
Na[BH,], ktery se ukazal byt velmi efektivni. Reakce byprovagny
v ethanolu p teplo€ 0-25 °C (pi pridavani redukniho ¢inidla byla reakni
smes chlazena s#si H,O/led). Takto zvolené rea&ki podminky poskytovaly
poZzadované latky2-14 ve velmi vysokych vyZcich. Struktura nitroalkoholu
13 byla potvrzena také pomoci rentgenové difralanalyzy (vizZP#iloha 2b).

Naslednou redukci nitroskupiny st@mnin 12-14 pomoci ,pentakarbonylo-
vaného” Zeleza ve sfsi kyseliny chlorovodikové a methanolu (1/1, v/iw)yb
v uspokojivych vy&Zcich gipraveny aminoalkoholyl5 a 17 (ORTEPdiagram
asymetrické jednotky amirnli7 je sowdsti Prilohy 2¢), nicmér redukce
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nitroalkoholul3 byla doprovazena nukleofilni substituci za vzniku
methoxyaminul6, ktery byl izolovan ve vy¢ku 85 %. Pro fipravu
pozadovaného aminoalkohdl® byl nakonec zvolen postup spdvajici

v katalytické hydrogenaci nitroalkoholi3 na Ra-Ni ve sisi dioxan/hexan
(1/1, viv) za laboratorni teploty. Struktura protiykktery byl ziskan v taka
kvantitativnim vy€zku byla vyjma Bzné¢ pouzivanych metod strukturni analyzy
(IR, MS, NMR) potvrzena také rentgenovou difréktiAsymetricka jednotka
sloweniny18 se sklada ze dvou enantiomnespojenych intermolekularnimi
O—H---N vodikovymi vazbami a—r interakcemi. Qbrazek 25.

\ c14 /
HZA ,_:::
C26 / / c13 c> ,’\_" <
— c30 —
CZ?\\ \\<28 c31 \ c37 C16 \ c12 / /c9 ’a
/
521 / \ / )' \y, - | C7
c24 / C32 c36 c17\ Z ,}’ cs
—\ . b/
’i\\fzi_ c22 \ \ / /c1o '(';6\
) N c33 C35 4 /
/c23 \ / =277, ol

C34 \

Obrazek 25. ORTEP diagram asymetrické jednotky

aminoalkoholu18. Vodikové vazby jsou znazamy preruSovanymi
garami. Vybrané vazebné délky [A] a torzni ahly [']: C11—Q1562(6);
C11—C12 1,514(6); C11—O01 1,422(5); O1—H1A 0,84; HiN2 2,04,
C31—C21 1,547(6), C31—C32 1,518(6); C31—02 1,44(BR2—H2A
0,84;H2A—N1 2,06; C21—C31—C32—C37 -89,7(5); C1—C11—C12—
C17 89,5(5).

7.1.4 Priprava 1-adamantylanilind s nepolarnim alifatickym retézcem

Stejrg, jako tomu bylo v fipac piipravy aminoalkohdl 15, 16 a 18, tak i
pii syntéze amifh26-28, které obsahuji nepolarni alifatickiettzec mezi
adamantanovym skeletem a aromatickym kruhem, bylbng uvazovat o jiném
nez zvoleném postupu. Nicnmmetody pichazejici v Uvahu pro redukci
karbonylové skupiny, jejiz provedeni bylo zamysSlermurvnim reaknim kroku,
jako nap. Wolfova-Kizrérova nebo Clemmensenova redukce, byly zavrzeny.
Duvodem nebyly jen paikud nar@n¢jSi reakni podminky (nap relativre
vysoka reaéni teplota pi Wolfoveé-Kiznérové redukci), ale také obe&rznadma
toxicita pouzivanychkinidel (nag. hydrazin prokazatethposkozuje zazivaci
a endokrinni soustavu). Zvolena tedy byla delSitacemhrnujici fpravu
odpovidajicich SS-acetal, redukci nitroskupiny zZelezem v propan-2-olu
a Mozingovu desulfurizat®>**® pomoci Ra-Ni na odpovidajici amin
(Schéma 3] Jednotlivé reakce pouzité préigravu slodenin 26-28 se zdaly
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byt vyhodné také s ohledem na relatiwysoké vyézky, ve kterych obeen
poskytuji poZzadované produkty.

V  prvnim Kkroku gchéma 31
byly reakci vychozich

nitroketoni 68 o ethan-1,2-dithiol
s BF,-Et,0, CH,Cl,
s ethan-1,2-dithiolem To257C 2760
. n
v dichlormethanu za N
pritomnosti BR'Et,O 6 (n=0, meta) 20 (n=0, meta) 91 %
v “ . =0, 21 (n=0, 91%
ptipraveny slodeniny B (et et Ra.Ni,cymW 22 (rod ets) 84%
H,, 25 T
20-22. Ketony 6 a 7
Fe, HCI reflux, 4-7 h
vstupovaly do reakce /_Ni’ o el propan-z—ol\
velml _ ochotg, coz dioxan, cyklohexan
ovlivnilo reakéni dobu
(< 2 h)1 Vv niz byl Ra-Ni, dioxan, Ar
v Ve ”, , reflux, 105-192 h
veskery vychozi n NHICI  hexan, HCl,
material gemenén na
- , 26 (n=0, meta) 75 % 23 (n=0, meta) 85 %
pozadovany produkt. 27 (=0, para) 88% 24 (n=0, para) 74 %
28 (n=1, meta) 64 % 25 (n=1, meta) 87 %

Naproti tomu ketor8,
delSi o jednu methylenovou skupinu, reagoval é@onpomaleji, nez vyse
zmirgné ketony6 a7, pricemz reakce byla ukéena iblizn¢ po 76 hodinach.
Vzhledem k menSimu sterickému ¥an k tmuz dochazi u keton8, Ize
povazovat jeho nizSi reaktivitu za gtnd prekvapivou. Pozadované latky byly
ziskany krystalizaci ze s dichlormethan/hexan v podbbnazloutlych
monokrystal vhodnych pro rentgenovou difri&ki analyzu.ORTEP diagramy
asymetrickych jednotek sléenin20 a21 jsou uvedeny n®brazku 26.

[ M2 Sess | ] AP
/ L c \ / S St _ / ‘
2 N\

Obrazek 26. ORTEP diagramy metanitrodithiolanu20 (vlevo)
apara-itrodithiolanu21 (vpravo).

Nasledné pokusy ofjmou redukci/desulfurizaci sléanin 20-22 na cilové
nepolarni aminy katalytickou hydrogenaci na Ra-Bbyly Usgsné. Reakce
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vychozich nitrodithiolafh 20-22 v cyklohexanu nebo dioxanu za laboratorni,
piip. zvySené teploty poskytovaly jen obtiZzpurifikovatelné srési produki.

Pri refluxovani reakni sn€si v polarnich protickych rozpouslech (EtOH,
MeOH) pak dochazelo k alkyaim reakcim, a to ki za vzniku
desulfurizovanych N-alkylamini nebo k desulfurizaci nedochéazelaibec

a produktem tak bylW-alkylaminodithiolany (struktura vznikajicich prddt
byla ucena pomoci GC-MS).

Z tohoto divodu byly finalni slodeniny26-28 pripraveny redukci
nitroskupiny v prvnim kroku a desulfurizaci ditraobveho kruhu za vzniku
methylenové skupiny v kroku druhém.

Pti redukci nitroskupiny bylo afi pouzito ,pentakarbonylované” Zelezo
v HCI. Z divodu zabraéni nezadoucim alkytaim reakcim na atomu dusiku
vznikajici aminoskupiny, jako tomu byldipeselektivni redukci nitroketortu
za vzniku slogeniny19, bylo zvoleno rozpou&tdlo s nizSi alkylani
schopnosti, a sice propan-2-ol. Redukce za takitemych podminek prahly
aspsne a pozadované sloéaniny 23-25 byly po purifikaci surovych ssi
sloupcovou chromatografii izolovany ve &tich 74-87 %.

Nasledné desulfurizace byly prowég pomoci Ra-Ni v dioxanu za vysSich
teplot pod ochrannou argonovou atmosférou. Jisewyhmodou této reakce je
nutnost pouziti velkého nadbytku Ra-Niiv vychozimu dithioacetafid
Jednotlivé davkyerstw pripraveného Ra-Ni byly do re&ki sn€si pridavany
v okamziku pozastavenigichu reakce sirem k pozadovanému produktu, coz
bylo monitorovano pomoci GC-MS. Kr@mpiedpokladané desulfurizace
dochézelo ve vsechripadech také k desulfurizaci doprovazené deamipaci
vzniku gislusného vedlejsiho produktu, ktery byl ze surew@&si odstrasn
pomoci sloupcové chromatografie. Zatimcoripad: desulfurizace slaienin
23 a 24 byl vedlejSim produktem 1-benzyladamantan, taék desulfurizaci
latky 25 vznikal 1-(2-fenylethyl)adamantan. Struktura végkileo produktu
vznikajiciho pi desulfurizaci slotienin 23 a 24 byla navrzena na zaklad
hmotnostnich spekter ziskanych metodou GC-EI-MS.otdostni spektrum
vedlejSiho produktu, ktery doprovazel desulfurizagiinodithiolanl25 mohlo
byt navic porovnano s hmotnostnim spektrem 1-(i&hyl)adamantanu,
ktery byl jiz dive gipraven a jeho struktura potvrzena vyjma IR, MS MR
také rentgenovou difraki analyzod'’. Cast chromatografického z&znamu
surové smisi ziskané Mozingovou desulfurizaci stenin 23 a 25 je, spolu se
strukturami vznikajicich latek, uvedena @#razku 27. Jednotlivé nepolarni
aminy 26-28 byly po gecisténi sloupcovou chromatografi ziskany v poglob
oleju, které byly naslednrozpusény v hexanu a zavedenim suchého plynného
chlorovodiku do vzniklého roztokuigvedeny na odpovidajici anilinium-
chloridy ve vytzcich 64—-88 %.
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NH,
b amin 28

1-benzyladamantan 1-(2-fenylethyl)adamantan

A L A L
T T 1I6 1[3 T 1l4 T T T T T T T

T T 1
15 16 17 18 19
retenéni &

Obréazek 27.Cast zaznamu GC-MS surové &hpo Mozingo¥ desulfurizaci
aminodithiolanl23 (vlevo) a aminodithiolan@5 (vpravo).

7.2 Syntézy vedouci k 1-adamantylbenzylamiim

Pti zamyslené syntéze cilovych 1-adamantylbenzylariyio nejprve nutné
pripravit vychozi 1/2-(1-adamantyl)-1-tolylmethanoetyian-1-ony29-32, a to
reakci acylchloridu s odpovidajicim Grignardovydmidlem v gitomnosti
katalytického mnozstvi fpslusSného halogenidu S¢héma 32 VSechny
pozadované 1-adamantyl(tolyl)ketony byly po sepapgislusného vedlejSiho
produktu (nap 4,4 -dimethylbifenylu vznikajiciho p pripraw ketonu30)
sloupcovou chromatografii izolovany v dobrychéagich (75-82 %) a pouzity
jako vychozi latky pro naslednotiipravu cilovych benzylamin

Schéma 32

0 O

2 Licl, Cucl, AlCl,
* RTMIX o 0C 1omin
R cl +ERD, O %, 0 min

n CH,

29 (R=Ad, R"’=3-MePh, n=0) 76 %
30 (R=Ad, R"=4-MePh, n=0) 77 %
31 (R=3-MePh, R'=AdCH,, n=1) 75 %
32 (R=4-MePh, R'=AdCH,, n=1) 82 %
Pozadované l-adamantylbenzylamitiy44 byly nasleds syntetizovany po
sol® jdouci radikdlovou bromaci za pouzitl-bromsukcinimidu (NBS),
nukleofilni substituci bromu azidovou fufii skupinou a redukci azidu na

odpovidajici benzylamin, jak je naziemo naSchématu 33

Pro radikalovou bromaci ketdn29-32 bylo pouzito ekvivalentniho
mnozstvi NBS, pcemz reakce byla provéda v bezvodém tetrachlormethanu
pii teplog€ 80-85 °C. Samotna reakce byla iniciovana pouzkatalytického
mnozstvi dibenzoylperoxidu (DPBE) a oa@anim wolframovou lampou.
Timto postupem byly pozadované bromderivaty ziskaeyvygzcich okolo
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70 %. Slodeniny34a36 obsahujici methyloromid v polozepara na
aromatickém kruhu byly poigiisteni sloupcovou chromatografii izolovany
v podolg bezbarvych krystalk zatimco ketony nesouci tento substituent
v poloze metg tedy latky 33 a 35, nely podobu bezbarvych oligj které se
béhem rékolika dni i teplog€ —15 °C penenily na latky pevné.

Ve druhém kroku byly bromderivaty33-36 ponechany reagovat
s 10 ekvivalenty azidu sodného v acetonu podleupospopsaného Seong&fh
Vynikajiciho vy€zku (97 %) bylo dosazenoiippiipraw azidoketonu 39,
u slowenin 37, 38 a 40 se vy&zky pohybovaly v rozmezi 70-77 %. Zwbdu
obtizné prostupnosti fpravovanych azid pres kolonu plynového
chromatografu byl @ibéh reakce monitorovan pouze pomoci TLC. Pro
potvrzeni pitomnosti azidové funiai skupiny v izolovanych sl@eninach pak
byla pouzita infréervend spektroskopie. Ve spektrech latg@k-40 byly
pozorovany silné absafpi pasy s vindty 2098-2102 cih typickymi pro
azidovou skupintf®**°

Schéma 33
o 0O
NBS, DPBE, CCl,
hv, reflux, 8 h Br
n
CH3 NBS = N-bromsukcinimid n
DPBE = dibenzoylperoxid
29 (n=0, meta) 76 % 33 (n=0, meta) 80 %
30 (n=0, para) 77 % 34 (n=0, para) 72 %
31 (n=1, meta) 75 % 35 (n=1, meta) 82 %
32 (n=1, para) 82 % 36 (n=1, para) 55 %
NaNj,, aceton | reflux, Ar, 6-8 h
o O
Fe, HCI, MeOH
-
NH 25 <C, 24-120 h N3

n 2 n
41 (n=0, meta) 97 % 37 (n=0, meta) 73 %
42 (n=0, para) 68 % 38 (n=0, para) 70 %
43 (n=1, meta) 91 % 39 (n=1, meta) 97 %
44 (n=1, para) 85 % 40 (n=1, para) 77 %

25<C,1h

X
W N\H/CHS
0

]

41 \Aczo, pyridin

45 83 %
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Redukce azidoketdn37-40 na odpovidajici aminy se oprotiiypdnimu
otekavani ukazala byt z&re problematicka. VyzkouSena byla cetada
redukénich¢inidel (nag. triethylfosfir’>', propan-1,3-dithidf? zinek v kyselig
octové® Li[AIH 4 aj.) a rozlénych reaknich podminek, ale ani v jednom
piipack nebyl detekovan vznik pozadovaného produktu v delalsngsi.
Nakonec se jako nejvhodBi ukazalo byt pouziti, jiz&kolikrat zminovaného,
.pentakarbonylovaného” zeleza v pi@sti 1-21 methanolické HCIl. Reakce
byly provadny za laboratorni teploty,iigemz jednotlivé porce zeleza byly do
smesi pridavany dokud TLC neindikovala spebovani vesSkeré vychozi latky.
Sloweniny41-44 byly izolovany, po neutralizaci re&ki snesi, ve forng
volnych béazi ve vygzcich 68-97 %. Na rozdil od aniid2—44, které se ukazaly
byt jako volné baze relati¢nstabilni, bylo v pipact latky 41 zjistno, ze je
v této forné znané nestala (Bhem reékolika desitek minut za laboratorni
teploty dochéazelo k jejiipmene z bezbarvého oleje na bezbarvou pevnou latku,
kterou se nepoddo blize identifikovat). Z tohotowlodu byl proveden pokus o
prevedeni latky41l na hydrochlorid. Nicmé&nhpii zavagni suchého plynného
chlorovodiku do roztoku sl@eniny41 v methanolu vznikal, namistéekavané
pevné latky, ot bezbarvy olej. gkoliv byl v hmotnostnim spektru latidl
pozorovan signal om/z=269 odpovidajici hodnét molekulového iontu
pozadovaného aminu, data ziskana t#raenou spektroskopii a nuklearni
magnetickou rezonanci nebyla pouzitelna a strukttalatky tak nemohla byt
s jistotou potvrzena. Proto bylo rozhodnutaeygst slogeninu4l na
N-substituovany acetamib. Toho bylo dosazeno acetylaci latky v pyridinu
za laboratorni teplotyipvytézku 83 %. Struktura acetamid® byla nasleda
potvrzena pomoci NMR, IR a MS. ¥C NMR spektru acetamidd5 byly,
krome jinych, pozorovany signaly atomu uhliku €k = 23 ppm) a dale pak
dvou karbonylovych skupin. Kvarterni uhlik pochéziey acetamidové skupiny
rezonoval v oblasti 170 ppm. Naproti tomu chemicggsun karbonylu
umiséného mezi adamantanovym skeletem a aromatickym eknutbyl
210 ppm. V hmotnostni spektru steminy45 (Obrazek 28, které bylo ziskano
technikou plynové chromatografie s hmotnostni ddteltyl pozorovan signal
311 m/z korespondujici s molekulovou hmotnosti acetamiluldentifikovany
byly také signaly an/z= 43, 135 a 176 vznikajici fragmentaci molekulavéh
iontu, jak je nazngeno naObrazku 28.
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Obrazek 28.Hmotnostni spektrum acetamidé.

7.3 Piiprava 2,6,9-trisubstituovanych purini

Pro syntézu 2,6,9-trisubstituovanych puarimesoucich v poloze 6 substituent
obsahujici adamantanovy skelet byl zvolgstipiovy sled reakci. V prvnim
kroku byl vychozi 2,6-dichlori9-purin alkylovAn na atomu dusiku
péticlenného kruhu (N9). Naslednbyl atom chloru na C6 nahrazen
~=aminoadamantanovym® substituentem. U takto ziskbn§-alkyl-6-,amino*“-
2-chlor-H-purind byla provedena nukleofilni aromaticka substitudena
chloru v poloze 2 alifatickym aminoalkoholem.

Uvedeny sled reakich kroki byl zvolen s ohledem na fakt, Ze &m
poradi prvniho a druhého kroku, ktera takilpazela v tvahu, by mohla byt do
jisté miry nevyhodna. Prvnimidodem jecasova neefektivhost vychazejici
z nutnosti alkylovat kazdy ,6-amino“-2-chloOpurin samostath Navic
alkylace pipravenych 6-,amino“-2-chlor4d-purind by mohly vyZadovat
schopnostem hydridu sodného, mohlo vést k #anbzZzadoucich produkt
Redukni inky NaH by se mohly projevit u purinsubstituovanych na C6
1-adamantylaminy obsahujicimi mezi adamantanovyatesém a aromatickym
kruhem karbonylovou skupinu (sléeniny 9-11 a 41-44), kterd by mohla
podléhat redukci za vzniku skupiny hydroxylové. dupodotnout, Ze alkylaci
6-,amino“-2-chlor-H-purind by diky sterickému br&ni pravdpodobr
dochézelo vyhradn k alkylaci do polohy 9 purinového kruhu a byly tak
ziskavany jen N9-alkylované produkty. Nicrdgnento fakt nijak neovlivnil
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konené rozhodnuti fipravit sérii purinovych slotenin postupem uvedenym
VvV prvnim odstavci této kapitoly.

Rozhodnuti  fipravit sérii  purinovych slatenin s rozdilnymi
1-adamantylaminy na C6, pol&rsubstituovanym alkylem na C2 a kratkym
nepolarnim alkylem na N9 vychazi z pozriakiskanych skupinami, které se
piiprawé purinovych inhibitoh CDKs jiz delsi dobu &nuj®>> Volba
substituent zavadnych na C2, C6 a N9 purinového skeletu vyplyigdevsim
z predpokladané orientaceipravovanych slotenin ve vazebném méstpro
ATP.

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

Vychozi latkou pro zde diskutované alkyd reakce, ale ve své podstat
také pro pipravu celé nové série 2,6,9-trisubstituovanychrgubyl komegné
dostupny 2,6-dichlor49-purin @6) porizeny v minimalni garantovan@stot
99,0 % a nevyzaduijici tak zadnou dalSi purifika@lba navazat do polohy 9
isopropyl byla podpiena celoufadou jiz gipravenych purinovych sl@enin
s prokazatelnou afinitouti CDKs (cit %171,

Jako prvni byla vyzkouSena alkylace ,asistovanéatateitylamonium-
fluoridem (TBAFY*°, kter4 néla podle autar citované prace probihat ve velmi
kratkychc¢asech (10 min)ipziskani N9/N7 isomérv relativnim procentualnim
zastoupeni 70/30. Nutno ovSem podotknout, Ze uvedsskni doba se tykala
primarniho halogenalkanu, a sice methyljodidu. ¥deim k zakru navazat na
N9 isopropyl bylo nezbythnutné pouzit sekundarni alkylhalogenid &itai
tak, z divodu sterického br&ni, s delSi reaini dobou. Alkyl&nim cinidlem
prvni volby byl 2-brompropan. Reaki snes byla zpdatku michana ip
laboratorni tepl@ét Kdyz nebyl ani po 48 hodindch zaznamenan vznik
pozadovanému produk#i7a (monitorovano GC-MS), byla reaki snes dale
refluxovana. Ovsem ani zvySeni teploty nevedl@ékavanému cili. Proto byla
reakce opakovana &nidlem o vysSi alkyléni schopnosti, 2-jodpropanem,
nicmeére se stejnym vysledkem jako vgachozim gipac (Schéma 3.

Schéma 34
Cl
N|)IN\> :BCAF THF )I TBAFLTHF )I
Cl)\N/ N st; reflux, 168+h )\ i, reflux, 168+\h )\
47a )\

DalSi vyzkouSenou metodou byla reakce l|atBys 2-jodpropanem za
piitomnosti K,CO; v DMF, jak je zndzorno naSchématu 35 Reakce byla
provadna za laboratorni teploty po dobu 12 h. AlRylacinidlo bylo do srgsi
piidavano postuphve 120 minutovych intervalechfipemz v ramci kazdého
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intervalu bylo pidano 20% obj.¢inidla. Vznikajici N9 a N7 isomery byly
oddleny krystalizaci (ethyl-acetat/hexan), wigac nutnosti nasledovanou
sloupcovou chromatografii (petrolether/ethyl-acetétl, v/v). Pozadovany
2,6-dichlor-9-isopropyl-Bl-purin 478 byl ziskdvan obvykle ve wicich

okolo 40 %, coZ odpovida Witku uvedenému v literarnim zdrSfi z rthoz

byl postup pevzat. Struktura N9 isomedr¥abyla, krongé obvykle pouzivanych
metod (IR, MS a NMR), potvrzena také rentgenovofrakitni analyzou

(Obrazek 29. Struktura latkyd7b, ktera vznikala v reaki smési v minoritnim

mnozstvi, byla nhavrzena na zalkddumotnostni spektrometrie.

Schéma 35

i >/
Aﬁ e A*/[ u iﬁg

47a (40%) a7b

DalSi pokus o fipravu latky47a byl uskuténén na zaklad prace citované
v kapitole 2.1.3(strana 27Schéma 3 cit.**%. Av3ak ani pes precizni kontrolu
teploty mezi 15 az 18 °C (dop@eni
autoffi vy3e citované publikace) po N
celou dobu provashi reakce (8 h) \c1
nebyl, na rozdil od jvodni préace, ~N
potvrzen vznik vyhradh lei/
N9-alkylovaného derivatu. Pomoci - /
GC-MS byla v surové redhi sngsi c3 & N3
identifikovana také fitomnost N7« Cl/ \% \\% L
isomeru Tabulka 5, Exp. 1ll). Nutno s
podoknout, Ze takto zvolené reéak
podminky poskytovaly purim7a ve
vySSim vy€zku, nez za podminek
ggpojanych néSchematu 35 a sice oprazek 29.ORTEPdiagram latkyt7a

0

Tento experiment byl primarnim patam pro uskut&néni série alkylaci
2,6-dichlor-H-purinu @6). Cilem bylo sledovat slozeni realch sndsi za
raznych podminek. Jako alkyai c¢inidla byly zvoleny 2-brompropan
a 2-jodpropan (vzdy 5,0 ekviv), dale byly pouzityadypy rozpougdel (DMF
a DMSO) a také dvrazné reakni teploty, a sice ¢Zna laboratorni teplota
a teplota 15-18 °C. Jako baze byl vzdy pouz€C® (3,0 ekviv). VSechny
reakce byly ukoteny po 8 hodinach iigemz nasledovala analyza surové&sm
pomoci GC-MS. Ziskané vysledky jsou uvederiabulce 5
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Tabulka 5. Vliv reakénich podminek na slozeni surovéésmvznikajici i
alkylaci 2,6-dichlor-®1-purinu @6).

Rel. zastoupeni produkt
detekovanych GC-MS [%]

Exp. Alvky_lacn| Rozp. Telolota Slouwtenina (m/2
¢inidlo [°C]
47a 49 47b
(230/232/234) (239/241) (230/232/234)

I 2-jodpropan DMF 15-18 81 8 11
Il 2-jodpropan DMF lab. tep. 78 14 8
[l 2-jodpropan DMSO 15-18 89 — 11
IV 2-jodpropan DMSO lab. tep. 86 - 14
\ 2-brompropan DMF 15-18 69 25

Vi 2-brompropan DMF  lab. tep. 68 29 3
Vil 2-brompropan DMSO 15-18 90 - 10
VIl 2-brompropan  DMSO lab. tep. 90 - 10

Ze ziskanych udaj vyplyva, Ze podstatny dopad naulpth reakce ré
zejména druh pouzitého rozpotdia. Ve vSech fipadech, kdy byl jako
rozpoustdlo pouzit DMF, byl v reasni snesi zaznamenan vznik vedlejSiho
produktu om/z=239/241, zatimco experimenty uskimgé v DMSO tuto
latku neposkytovalyCést zaznamu plynového chromatografu a hmotnostni
spektra detekovanych latek ziskané za podmibgik 1l (Tabulka 5) jsou
souasti Priloh 1a—d. Z charakteru hmotnostniho spektra vedlejSiho yktd
0 m/z=239/241 (viZriloha 1c¢) Ize usuzovat, Ze se jedna o latku obsahuijici jen
jeden, nikoli dva atomy chloru, a to na zalklagiiblizného pongru
pozorovaného u signal 239/241m/z ktery byl 3/1, coz je pro izotopy
%Cl (239m/2 a®'Cl (241m/2) typické. Naopak i studiu hmotnostnich spekter
piki nélezicich N9 (latkal7a) a N7 (latka47b) isomefim (viz Prilohy 1b
ald), byl krome signafi o m/z= 230/232 (odpovidajicich izotopové kombinaci
*Cl +%*Cl pro m/z= 230 a**Cl +*'Cl pro m/z = 232) pozorovan také vznik
signalu om/z = 234 vyjadujici piitomnost dvou izotop *'Cl. Zastoupeni
signali 230/232/234 bylo v iiblizném pongru 9/6/1 odpovidajicimu
slowkenindAm se dsma atomy chloru. i#estoze se latku an/z=239/241
nepod#lo ze surové sisi izolovat, byla utena jeji struktura. Z povahy
hmotnostniho spektra bylagmé, Ze se jedna o skmninu obsahujici pouze
jeden atom chloru (viz komertaySe), coZz znamena, ze jeden z atarhloru
purinového kruhu musel byt nahrazen jinym substitei®. Vzhledem k obeén
znameé vysi ochétatomu chloru na C6 oproti atomu chloru na C2 mwéhno
kruhu vstupovat do nukleofilnich substituci byliejmé, ze doslo k navazani
jiného substituentu do polohy 6 purinového skel@alSi Gvahy se ubiraly
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smérem Kk pouzitému typu rozpoddila. Tim byl DMF, ktery mze

v pfitomnosti baze podléhat dekarbonylaci za vznikudwxiuhelnatého
a dimethylamint’, ktery by mohl nahradit atom chloru na C6 purifavé
kruhu a poskytnout tak 2-chlor-9-isopropy)N-dimethyl-@H-purin-6-amin.
Vznik této slodeniny byl nakonec potvrzen diky moznosti porovimrabtmostni
spektrum sloteniny o m/z= 239/241 se spektrem standardu (pd8nSchéma
36, Tabulka 6, Exp. Il). Pongrn¢ zasadni vliv na vznik sl@eniny49 ngl také
druh alkyl&niho ¢inidla, kdy v gipad pouziti 2-brompropanu doslo k vice nez
dvojnasobnému nastu relativniho zastoupeni této latky v surove ¢aaknesi.
Porekud mér ovliviiovala tvorbu nezadouciho produktu ré&aikteplota, kdy
jeji udrzovani v rozmezi 15-18 °C vedlo kibhzné 5% poklesu vzniku
slouwteniny 49. Nutno zdiraznit, Ze problédim s tvorbou diskutované latky Ize
snadno pedejit pouzitim DMSO namisto DMF.

7.3.2 SJAr 2,6-dichlor-9-isopropyl-9H-purinu na C6

Ve druhém kroku, vedoucim kiipraw novych 2,6,9-trisubstituovanych
purind, byla provedena série nukleofilnich aromatickyalbstituci atomu
chloru na C6 slateniny47a primarnim aminem poskytujici figlusny
6-,amino“-2-chlor-9-isopropyl-Bl-purin. Selektivita substituce atomu chloru
v poloze 6 byla (jak je zmémo vySe) zartena jeho obecnznamou vySSi
reaktivitou oproti atomu chloru uméstemu na C2. VSechny aminy za¥Ad na
C6 purinového kruhu byly pouzity v 1,05 molarnitelpytku ve vztahu
k vychozimu purindt7a Jako baze byl poé¢holika prvnich reakcich vybran
triethylamin (EtN), zvolenym rozpoustdlem byl DMF. Latkové mnozstvi baze
bylo odvozeno od povahyiglusného aminu, tzn. Ze u volnych bazi byl pouzit
1,1 molarni pebytek a v fipact hydrochloridi to bylo 2,0 ekvivalentni
mnozstvi. Reakce byly uskdtovany i teplog 80-100°C pod
chlorkalciovym uzasrent?? (Schéma 38.

Schéma 36

cl N
amin (1,05 ekviv), DMF
NT N\ Et,N/DIEA (1,1-2,0 ekviv) NT N\
)|\ _ > 80-100 T, 2-53 h, 41-87 % )|\ _ >
cl N N N
47a )\
48 R'=H, R2=Me 49 R1=R2=Me 50 R1=H,R2=©/\

51-62 R'=H,R?=
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Pred zavedenimipdeSle fipravenych 1-adamantylantima purinovy kruh
byly provedeny reakce s jednoduchymi aminy, a smethylamonium-
chloridem a benzylamonium-chloridem. Methylamonianterid byl pouzit jen
pro potvrzeni, ze zvolené raak podminky poskytnou pozadovany produkt.
Reakci methylaminonium-chloridu s purinetidia v EgLN za vySe uvedenych
podminek byl v surové sfai pomoci GC-MS detekovan nejen pozadovany
purin48 (Tabulka 6, Exp. ), ale také
N,N-dimethylderiva9 (Tabulka 6,
Exp. I). Relativni zastoupeni latet8 "
a 49 bylo v pongru 96:4% ~
(GC-MS). AvSak v pipad pouziti
siln¢jSi baze (DIEA) byl zaznamenan /’ N~ \

zasadni ndist relativniho zastoupeni

nea:ekavarm vznikajictho <\ \ /
N,N-dimethylderivatud9, pricemz se L — s
ponr latek 48 a 49 znenil na / N \
42 :58 %. Sloteninad9 byla ze © S
surové smssi izolovana pomoci N

sloupcové chromatografie a jeji
struktura byla nasledn potvrzena

nejen pouzitim NMR, ale také pomoet— - -
rentgenové difraké&® (Obrazek 30). Obrazek 30.ORTEPdiagram latky9.

Pii  pripraw purinu50 (Tabulka 6, Exp.lll) byl nejprve vychozi
benzylamin rozpush v methanolu aieveden psobenim suchého plynného
cholorovodiku na hydrochlorid. T™odem bylo o¥feni, zda bude
benzylamonium-chlorid reagovat a bude tak mozné stegnych podminek)
provest také substituce atomu chloru na C6 1-adbmaanminy, které byly
uchovavany ve forg hydrochloridi (latky 26-28, 42 a 44). Zvolené reakni
podminky poskytovaly pozadovany puBf ve velmi kratkych ¢asech,
s vy&zky pohybujicimi se v rozmezi 65-69 %. Jelikozestnf o0 sloéeninu se
znamou strukturou, mohla byt ziskana experimentadaia porovnana
s literarnimi hodnotanii>*****? pricemz ve vSech dostupnych spektrélnich
datech byla nalezana shodaredozena prace tak alespqrinadSi nove
informace o struktie této latky v pevné faziQRTEP diagram asymetrické
jednotky purinlb0 je uveden vPriloze 2d. Hlavnim zamrem @i syntéze
sloweniny50 vSak bylo ziskani vhodné refetan latky pro pozdjsSi testovani
biologickych &inku purini substituovanych 1-adamantylem.
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Tabulka 6. SyAr atomu chloru na C6 purinového kruhu (Schéma 36).

MnoZstvi Reakéni Purin®

Exp. Amin Bazé  bazé doba . 1 ) vytezek
lekviv] Ih] ¢islo R R [%]
| MA® EGN 2,0 2 48 H Me 72
I MA® DIEA 20 2 49 Me Me 54
Il BA®  EN 2,0 2 50 H [ 69
IV 9  EtN 11 48 51 H *@( 60
V 15  EtN 1,1 24 52 H *@( 67
VI 26  EtN 2,0 23 53 H T 75
VIl 10 EtN 1,1 53 54 H *@ 47
VIl 18  EtN 11 25 55 H *@\ 47
IX 27  EtN 2,0 23 56 H T 41
X 17  EtN 11 48 57 H V\@( 49
XI 28  EtN 2,0 24 58 H T 1J 45
Xl 41  EtN 11 2 59 H J\@A 72
Xl 42  EtN 2,0 2 60 H *@v 86
XIV 43  EtN 11 25 61 H QK@A 77
XV 44  EtN 2,0 25 62 H QKQV 87

#MA = methylamonium-chlorid, BA = benzylamonium-chith

PEt;N = triethylamin, DIEA =N-ethyl-N-isopropylpropan-2-amin.

¢ Latkové mnozstvi baze bylo zvoleno dle povahy wztho aminu; 1,1 ekvivalentu pro
volné baze a 2,0 ekvivalentu ¥ipact hydrochloridi.

4 Ad = 1-adamantyl.

® Po purifikaci sloupcovou chromatografii.
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Jak je patrné z reakich ¢asi uvednych vTabulce 6 tak cela skupina
1-adamantylanilit (Exp. IV=XI) vstupovala do nukleofilnich substituci na C6
podstaté mere ochotrgji, nezli l-adamantylbenzylaminy, coz lze vysit
vySSi nukleofilitou benzylaminovych sléenin. Krong slowenin26-28, tedy
amini s nepolarnim alifatickymiettzcem mezi adamantanovym skeletem
a benzenovym kruhem, byly vSechny ostatni ,aniléfoligandy pouzity ve
formé volnych bazi. NejvysSi wiky, v rozmezi 60-75 %, poskytovaly
.Kratké* 1-adamantylaniliny substituované v polareta(9, 15 a 26), zatimco
z jejich para analogi (10, 18 a27) a také ,dlouhych‘metaamini 17 a 28 byly
odpovidajici purinyripraveny ve vyzcich okolo 40-50 %. Ne§tSi problémy
pii purifikaci ziskanych surovych sisi pomoci sloupcové chromatografie se
vyskytovaly u purid 53, 56 a 58 nesoucich na atomu uhliku v poloze 6
nepolarni 1l-adamantylaniliny, a to Zivwdu velmi podobnych reténich
faktori téchto latek a vychoziho purirtva Uplného pecisteni tak bylo
dosazeno v @méru po dvou aziech chromatografickycheétenich.

Pfi naslednych pokusech o wgiovani vhodnych monokrystapro RTG
byl zaznamenan G&ph pouze v fipac purinu56. Monokrystal této latky byl
ziskankapalnou difuzi ze sisi aceton/hexan (3/1, v/v) za laboratorni tepfSty
ORTEPdiagram asymetrické jednotky puridé slozené ze dvou geometricky
mirn¢ odliSnych molekul, které t¥d dimery pomoci N—H---N vodikovych
vazeb, je spolu s vybranymi parametry pro oba konéoy uveden na
Obrazku 31.

| \e67 ?/ \?

H73A
Col —
leme / C66

c51 / ce2 c73
— \/ \'\ c52 cea\\ Ve s
c57/.' C\6O /‘c59 ce4 H51A, § C75/ c74
‘ c53‘/\ C72 \/\i\/
CSG/ \ C54 ,’,"' Cl4 c9 \\/ ce
C55/ g 4 H1A P C13 ca

C24

c22 Clz — CLS8 M|~ —
IW‘ ge=st
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CZ}\ \C23c20é- /LNZ / c17\
H2.3A L Cc19
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Obrazek 31. ORTEP diagram asymetrické jednotky puririf.
Vodikové vazby jsou znazamy preruSovanymicarami. Vybrané vazebné
délky [A] a torzni Ghly []: N1—H1A 0,88; HIA—N54,24; N51—H51A
0,88; H51A—N4 2,27; C22—N5—C23—H23A -177,4(2); C2Ci8—
N1—C15 174,9(2); C17—C12—C11—C1 -94,6(3); C72—N55/3&-

H73A 144,0(2); C71—C68—N51—C65 173,9(2); C67—C62-1C&51
-98,4(2).
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Kromé¢  relativie  kratkych  reaknich ¢asi  bylo  zavedeni
1-adamantylbenzylamin41-44 (Tabulka 6, Exp. XII-XV ) na purinovy kruh
zajimaveé také ve vztahu k dosazenynexilm, které byly ve vSechifpadech
(latky 59-62) vysSi nez 70 %. To lze vy&lit vysSi nukleofilitou benzylamiin
41-44 v porovnani s l-adamantylaniliny. Také ¥pac purind 59-62 byla
provedenarada pokus vedoucich k ziskani monokrysialvhodnych pro
rentgenovou difrakni analyzu. To se nakonec péittau latek60 a 62, a sice
spontanni krystalizaci z deuterovaného chloroformupiipac purinu60
(Ptiloha 2e cit>®), jehoZ asymetricka jednotka se sklada z jednéekudy
chloroformu a jedné molekuly purinu v péra 1:1, a kapalnou difuzi ze sm
aceton/hexan (3/1, v/v) ipads purinu62 (P¥iloha 2f, cit.%?).

Jediny nedsfrh byl zaznamenaniip zavadni aminoketonull na C6
purinového kruhu, kdy ani pouziti séisi baze (DIEA), ani z&na rozpou&dla
(DMSO) nevedly k pozadovanému cili. Ve vSedfipadech vznikala slozita
snes latek, picemz pokusy o izolaci jednotlivych slozek surové&sinpomoci
sloupcové chromatografie krystalizace nebyly ussné.

VSechny vySe popsané purinové skeniny @48-62) byly charakterizovany
bézn¢ pouzivanymi metodami strukturni analyzy, tj. IR|-NES, ESI-MS
aNMR (H a **C). Jejich vysledky (vyjma ESI-MS analyz) jsou uegd
v experimentalnéasti kapitola 6.3.2).

Hmotnostni spektra sléanin48-50 byla ziskana pomoci techniky plynové
chromatografie s hmotnostni detekci (GC-EI-MS)¢gmz pouzity hmotnostni
spektrometr byl vybaven kvadrupdélovym hmotnostnimalgzatorem. Pro
latky 5162 byla z divodu nepiichodnosti &chto slodenin kolonou plynového
chromatografu zvolena metod&impého vstupu do hmotnostniho spektrometru
(DI-EI-MS). U vSech analyzovanych latek byl zaznaawe signal om/z
odpovidajici molekulovému iontu [}) kdy byl vZdy pozorovan jak signal pro
izotop *Cl, tak pro izotop’’Cl (v priblizném pongru 3/1). Stej jako struktura
vSech pipravenych 1-adamantylaniin (komentovanych vkapitolach 7.1
a7.2, tak také 6-,amino“-2-chlor-9-isopropylBpurind byla studovana
pomoci ESI-MS. U vSech analyzovanych latek byl jdkoninantni pozorovan
signal o m/z odpovidajici protonovanému molekulovému iontu [M*HVe
vétsing pripadi dochazelo také k tvoktsodnych [M+Na] a draselnych [M+K]
adukti. NaObrazku 32 jsou uvedena hmotnostni spektra 8éniny59 ziskana
obma diskutovanymi technikami. Vysledky ESI-MS analg#ipravenych
purind jsou blize komentovanykapitole 8.1.1
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Obrazek 32.Hmotnostni spektra purirk® ziskana technikami EI-MS a ESI-
MS. V piipact ESI-MS je uvedena jen vybranast spektra prvnihtadu (+MS).

Pii piitazovani signdl pozorovanych v‘H NMR a *C NMR spektrech
purind 51-62 byla, krong¢ struktury, prokazana takéistota gipravenych
slowenin. Ve vSech'H NMR spektrech slotenin 51-62 byl v oblasti
1,54-1,62 ppm pozorovan dubletovy signal pochazejimethylovych skupin
isopropylu, ktery je navdzan na atomu dusiku v p®I8 purinového kruhu.
Velmi dilezitym faktem byla fitomnost protofi (CH a CH) pochazejicich
z adamantanového skeletu (1,61-2,09 ppm pre &H91-2,09 ppm pro CH).
Atom vodiku patici aminoskupitt vazané na C6 purinového kruhu’NEIR)
byl pozorovan ve dvouiznych oblastech, a to v zavislosti na tom, zdanayl
aromaticky kruh fislusSného substituentu navaz&mm nebo pes methylenovy
mastek. V prvnim pipad (latky 51-58, C°NHPh) se tento signal pohyboval
v oblasti 7,88-8,63 ppm. U putirsubstituovanych 1-adamantylbenzylaminy
(latky 59-62) byl pik nalezici protonu ®IHCH,Ph pozorovan jako Siroky
singlet s chemickym posunem 6,66—6,70 ppm. Atongiko pochazejici z jiz
zmirngného methylenového istku slogenin59-62 (C°NHCH,Ph) byly
pozorovany v oblasti 4,88-4,91 ppm. U vSech anaigmgch latek byl rovee
naneien atom vodiku umighy na purinovém kruhu (NEIN). JelikoZ se jednéa
o atom vodiku na atomu uhliku, ngajsou vazany dva elektronegativni atomy
dusiku, neni fekvapivé, Ze rezonujetipslabSim magnetickém poli (7,38 az
8,03 ppm). Ostatni signalyfippmné v protonovych NMR spektrech byly
odvislé od povahy 1-adamantylaminu navazaného nau@iového kruhu.
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7.3.3 SVAr 6-,amino”-2-chlor-9-isopropyl-9 H-purini na C2

Pro ziskani série 2,6-,diamino“-9-isopropyHPpurind bylo nutné provest
nukleofilni aromatickou substituci chloru v polaz@urinového kruhu. Takéip
substituci atomu chloru na C2 purinového kruhu bybleny reakni postup
nejprve ovien se sloteninou, ktera neobsahovala l1l-adamantyl, konkrétn
s purinem50. V pripac, ze byl dany postup U&gny, byl pro jistotu potvrzen
také reakci s purine#8. Vzhledem k relativeh malym mnozstvim 6-,amino*-
2-chlor-9-isopropyl-81-purind  nesoucich 1-adamantyl, které byly ziskany
substituci atomu chloru na C6, byl prgA% na C2 pouzit jen jeden substituent,
a to 3-aminopropan-1-ol. Tento alifaticky aminodikb ma v poloze C2
navazan také jeden z primdrmpiipravenych purinovych inhibitér CDKs
trivialn¢ ozn&ovany jako bohemindbrazek 4, sloweninall , str. 21).

S cilem zavést 3-aminopropan-1-ol na Gpravenych 6-,amino“-2-chlor-
9-isopropyl-H-purini bylo postups neusgsné vyzkousSeno &kolik postup, a
to reakci s purinerf(, jak je ukdzano n&chématu 37

Nejprve byl proveden pokus o syntézu aplikovanduspbstituci atomu
chloru na C6 $chéma 37, cit**). Vzhledem k tomu, Zetwodns zvoleny
1,5 molarni pebytek 3-aminopropan-1-olu nezajistii posun reakogrem
k pozadovanému produktu, byl nasledtento aminoalkohol aplikovan ve
vySSich moléarnich fiebytcich (3,0 a 5,0 ekviv). \&¢hto @ipadech byl sice
zaznamenan jisty pokrok, nicmg&nvznikajici reakni sn€si byly zna&né
komplikované (monitorovano pomoci TLC).

Nasledg byl k piipraw purinu64 pouzit 4-(dimethylamino)pyridin
(DMAP), coz je bazicky katalyzator vhodny nejen pukleofilni substituce, ale
také celouadu jinych typh reakci®. Reakce byla provéda i teplot 150 °C,
piicemz 3-aminopropan-1-ol byl pouzit v 1,5 molarninelytku a jako
rozpoustdlo byl zvolen DMF §chéma 3B). Z divodu nepiéikazné TLC (i
pouziti rékolika typa mobilnich fazi) byla reakce po 150 h ukena, rea&ni
snes zpracovana a ziskany surovy produkt byl analyzgwdmoci GC-MS.
Vizolovaném surovém produktu byl sice nalezen pgahoz hmotnostni
spektrum odpovidalo sléanirg 64, nicmég jeho relativni zastoupeni
nepesahlo hranici 5 %.

Dalsim postupemipvzatym z literaturf* byla reakce 3-aminopropan-1-olu
(7,0 ekviv) v DMSO a znaém nadbytku Hunigovy baze (DIEA; 21,0 ekviv).
Reakni snts byla michanaipteplo€ 80 °C po dobu 5-ti dni bez jakéhokoli
naznaku vzniku ¢gekavaneho produktis¢héma 3¢).
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Schéma 37
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50
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Posledni neussre vyzkousenou metodou byla aplikace 1-methylpyriolid
2-onu, ktery byl pouzit ve stejném stechiometrickémnozstvi jako
3-aminopropan-1-ol Schéma 3B, cit.*®). Vznikly roztok byl 160 hodin
michan pi teplo€ 135 °C. Akoli autai ptvodni publikace, z niz byl tento
postup pevzat, uvadi tyto podminky jako optimalni, v naSentipact se
poddil pozadovany produkt detekovat v reéak snesi jen ve velmi malém
mnozstvi (relativni zastoupeni v surové&sinle GC-Minilo 6 %).

Pro gipravu nové série 2,6,9-trisubstituovanych pu68-74 se jako
nejvhodrjSi nakonec ukazalo Uplné vykeni rozpoustdla z reakni sngsi
a pouziti nadbytku 3-aminopropan-1-olieBytek aminoalkoholu byl zvolen na
zaklad doporweni autoli pavodni publikac®’, ktei pii studiu tohoto typu
reakce zjistili, ze pouziti 8,0 molarnich ekvivaleaminoalkoholu se s ohledem
na rychlost reakce (8 hodin), zastoupeni vedlejfaték a dosazeny Wiek
(90 %), ukazalo byt nejefekti¥$i. Publikovana byla rowi pracé®, ve které
byl aminoalkohol, a sice R)-2-aminobutan-1-ol, pouzit v 6,0 molarnim

piebytku, coz poskytlo pozadovany produkt vesyiti 77 %.

Samotné reakce byly uskdimvany pod ochranou argonovou atmosférfiu p
teplog 160 °C po dobu 3-6 hodis¢héma 38Tabulka 7). P zpracovani byla
surova sms ochlazena na laboratorni teplotu f@d#na chloroformem. Poté
bylo vyuzito velmi dobré rozpustnosti 3-aminoprogdanlu ve vod, kdy byl
nékolikerym promytim nezreagovany nadbytek aminoalkeé surové susi

122



odstragn. Pozadované sloéaniny byly v dobr&istot ziskany az poigcisteni
sloupcovou chromatografii.

Schéma 38

R R
HN HN"
N7 3-aminopropan-1-ol (8,0 ekviv) N7
)l\ _ Ar, 160 T, 3-6 h, 44-94 % /\/\ )l\ _
Cl N HO H N

N N
) )
N N
48, 50-62 )\ 63-74 )\
63 R = Me 64 R= ©/\

Y =H, OH, O
m,n=0-1

65-74 R=

Jako prvni pla substituovany purin byla fijpravena slotenina64
(Tabulka 7, Exp. 1l). K Gplnému vymizeni vychozi latky z reak snesi dosSlo
po 6 hodinach, iXemz po peciSténi sloupcovou chromatografii byl
pozadovany produkt ziskan ve ¥¥ku 88 %. Struktura latkg4, znameé pod
trivialnim ozn&enim bohemin, byla potvrzena hmotnostni spektrametr
(EI-MS), 'HNMR a *C NMR experimenty. Metodou ¥ffmého vstupu do
hmotnostniho spektrometruObrazek 33) byly, kromg molekulového piku
(M* = 340m/2, pozorovany signaly an/z 309 a 295 odpovidajici ztratam
(CH,),OH z 3-aminopropan-1-olu na C2 purinového skelekdle fragment
297 m/zvznikajici od&penim isopropylové skupiny na N9, a v neposléddi
signaly om/z91 (Bn) a 106 (BnNH).

Po provedeni NMR experimentu mohlo byt jak protandak uhlikove
spektrum sloteniny64 porovnano se spektrem uvedenym v litefifll
Zatimco protonova spektra byla naprosto shodnaytaklikovém spektru se
(stejre jako v gipadt vychoziho purindb0) nepodélo detekovat signal atomu
uhliku CH, (C°NHCH.Ph) pochazejici z benzylaminu zavedeného na C6
purinového kruhu. Nicmén v protonovém spektru bylafippmnost atorh
vodiku (CNHCH,Ph; 5e,= 4,79 ppm;6;:® = 4,75 ppm) néleZicich tomuto
atomu uhliku (stegnjako v gipact vychoziho purindbQ) potvrzena. Vhodnost
zvoleného postupu byla naslédnprokdzana fpravou slodeniny63
(Tabulka 7, Exp. 1), kter4 byla ziskdna ve \iku 81 %. Takeé v ifppact
purinu63 odpovidaly veSkeré provedené analyzy navrhovanktste.
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Obrazek 33.Hmotnostni spektrum purirng4 ziskané metodou DI-EI-MS.

Po Uuspsné pipraw a potvrzeni struktury sléenin63 a64 bylo pistoupeno
k pokugm o zavedeni 3-aminopropan-l-olu na C2 purinbl-
62 (Tabulka 6, Exp. Il =XII, str. 115). Ribéh vSech provedenych reakci byl
monitorovan pomoci TLC (CHgMeOH, 8/1, v/v). Reakni ¢asy byly ve vSech
piipadech takka totozné a pohybovaly se v rozmezi 3 az 3,5 lyodtouze i
piipraw sloweniny68 (Tabulka 7, Exp. VI) zreagovala veSkera vychozi latka
az po 6 hodinach. Naslednyrfefisténim surovych produktpomoci sloupcové
chromatografie (CHGIMeOH, 8/1, v/v) byly ziskany puriny65-74
(Tabulka 7, Exp. lll =XI1') ve velmi dobrych vyZcich a odpovidajictistote.
Porekud nizSich vyzka bylo dosaZzeno pouze u st@min65 a 68. Divodem

s~ s

surové smsi sloupcovou chromatografii.
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Tabulka 7. SyAr atomu chloru na C2 purinového kruhu (Schéma 38).

Exp. Vychozi  Reakéni _ Produkt® Vytézelk
latka doba [h] Cislo R [%]
I 48 3 63 Me 81
Il 50 6 64 @A 88
1l 51 3 65 *@( 44
\Y 52 3,5 66 K@( 94
\ 53 4 67 Ad/\©/ 70
Vi 54 6 68 AHOK@\ 48
Vil 55 35 69 K@\ 79
VIl 56 3 70 Ad/\©\ 74
IX 57 3,5 71 V\@/ 89
X 58 3 72 Oy 80
XI 61 35 73 QK©A 80
X 62 3 74 QKQV 29

& Ad = 1-adamantyl.
® Po purifikaci sloupcovou chromatografii.

U vétSiny 6-,amino“-2-chlor-9-isopropylHd-purind probihala substituce
atomu chloru na C2 beztgich problém, s tvorbou vzdy jedné vedlejSi latky
o relativie malé intenzit (sledovano pomoci TLC). Veétsirg pripadi byl
vznikajici vedlejSi produkt od poZadovaného pusnadno odé&en sloupcovou
chromatografii. Nicméh pii reakcich 3-aminopropan-1-olu s puriny, u nichz
jsou adamantanovy skelet a aromaticky krufimp spojeny karbonylovou
skupinou (A€COPh) — slodeniny 51, 54, 59 a 60 — dochazelo ke vzniku
vedlejSiho produktu s o poznani vyssi intenzitotdpo dle TLC). Zatimco
¢isténi surovych smsi vzniklych reakcemi purin51 a 54 s 3-aminopropan-1-
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olem bylo uspSné (naprostaisty produkt se poddo ziskat az po ietim
precisténi), tak sndsi, k jejichz tvorks dochézelo H reakcich 3-aminopropan-1-
olu s puriny59 a 60 (pozorovan vznik dvou latek wiplizném zastoupeni 1:1)
byly naprosto neditelné. Po ®kolika nezd#&enych pokusech o roZni
vznikajicich produkt pomoci sloupcové chromatografie byléispoupeno ke
krystalizaci surovych s#ési, avSak také bez Usghu. Vzhledem k tomu, Ze se u
zadné z &hto reakci nepodi#o vyizolovat vznikajici vedlejSi produkt, nelze
S jistotou poukazat na jeho strukturu. Nickhérwysledky ziskané EI-MS
analyzami, kterym byly podrobeny ziskané surovéssnposkytly informace,
na jejichz zaklaél l1ze o struktie nedekavawg vznikajici vedlejSi latky
uvazovat. V hmotnostnich spektrech (DI-EI-MS) obswrovych srasi byl
pozorovan signal, jehoz hodnota odpovidd molekutavé iontu
predpokladaného produktu (M 502,3m/2. Déle byl zaznamenan signal
0m/z=559,4, tedy o 5m/z vyssi neZ hodnota Muvazovaného produktu. Na
zakladk téchto informaci Ize fedpokladat, ze by vedlejSim produktem mohl byt
Jmin“, jehoz struktura a navrzeny mechanismus kanije uveden na

Schématu 39
ﬁ”@w«@

Schéma 39

60 para

3- am|n0propan 1-ol
(8,0 ekviv) Ar,160 C,3h

oc&ekavany produkt vedlejsi produkt T\
502,306 m/z 559,363 m/z

OH

Ad
fo] O/ (\N ’o ‘\N \N‘\/\/OH
H\T—/\/\OH

H

+ H,0

UvaZzovany vedlejSi produkt by mohl vznikat nuklédfi adici
3-aminopropan-1-olu (jakozto neutralniho nukledfilna elektrofilni atom
uhliku karbonylové skupiny vychoziho purintb9( nebo 60) za tvorby
dipolarniho intermediatu. Naslednyrfepunem protonu z atomu dusiku na atom
kysliku vznikd neutralnimu aminoalkol, jehoZ delatdce vede ke koteym
produktim, a sice iminu a vad
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Struktura2,6-,diamino“-9-isopropyl-®1-purinid 65-74 byla potvrzena é&n¢
pouzivanymi metodami strukturni analyzy (IR, MS avR)). Hmotnostni
spektra slotenin 65-74 byla ziskana metodouimého vstupu daného vzorku
do hmotnostniho spektrometru (DI-EI-MS). U vSechdswvanych latek byl
pozorovan signal en/z odpovidajici molekulovému iontu (W U vétSiny plns
substituovanych purin (vyjma sloenin 66, 68 a 69) mél molekulovy ion
relativni intenzitu 100 % a byl tak zardvezakladnim pikem fslusného
spektra. NaDbrazku 34 jsou pro ilustracuvedena hmotnostni spektra puirin
69 a 73 ziskana technikou DI-EI-MS. ESI-MS analyzghito latek poskytovaly
ve viech spektrech prvnihigddu dva signaly, a sice [M+H]a [M+NaJ
(ESI-MS analyzy jsou blize komentovany kapitole 8.1.). V'H NMR
spektrech slatenin 65-74 byly (v porovnani s vychozimi 6-,amino®“-2-chlor-9-
isopropyl-H-puriny 51-58, 61 a 62) pozorovano § novych signal
pochazejicich z 3-aminopropan-1-olu zavedeného Bap@inového kruhu.
Atomy vodiku nélezici druhému atomu uhliku z tohoswubstituentu
(HOCH,CH,CH,NH-R) rezonovaly P siln¢jSim magnetickém poli v oblasti
1,69-1,86 ppm. Multiplet s chemickym posunem 3,689-ppm byl pirazen
atonim vodiku pochazejicich z prvniho i@ttho atomu uhliku aminoalkoholu
zavedného na C2 (HO®GCH,CH,NH-R). Jako dva Siroké vzajegnse
prekryvajici singlety pak byly pozorovany signaly rmato vodiku
HO(CH,)sNH-R, které rezonovaly v oblasti 5,04-5,36 ppm.

1002 355.2 p— 516.3
90 90
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Obrazek 34.EI-MS spektra vybranych 2,6-,diamino“-9-isopropyurini .
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8 KOMPLEXACE P RIPRAVENYCH LIGAND U SB-CD

Cyklodextriny (CDs) jsou typickym ifkladem molekul, které lze velmi
efektivré vyuzit jako tzv. nose I&iv. Navazani l&va na speciak navrzeny
nosk je jednou z moznosti jak zlepsit jeho farmakokoiet vlastnosti. Podani
komplexu ,|&€ivo-nosk®, namisto I€éiva samotného, ke vést
k efektivrgjSimu transportu Bva na misto jehoisobeni, zvySeni rozpustnosti
léciva ve vodnych médiich nebo takuabe byt zaji®no jeho postupné
uvolovani do organismu. Pouziti CD, a sice (2-hydrogpyh)-p-CD, se jiz
ukdzalo jako vyhodné ip pripraw Iékovych forem 1-adamantylem
substituovaného cytostatika LA-1@ifrazek 23 str. 52§°

Na nasledujicich stranach budou &tushrnuty vysledky ziskanéipstudiu
tvorby inkluznich komplek pripravenych ligand s -cyklodextrinem g-CD).
Molekula B-CD vystupovala ve vSechtipadech jako hostitel afipravené
ligandy (Ad—R) jako hosté.iPtvorbé urcitych typa interakci mezi hostitelskou
molekulou a hostem Ize hoitrbo vzniku komplexu hostitel-host.

Pfipadnd komplexace fipravenych liganl s B-CD byla studovana
z rekolika Uhli pohledu. Stechiometrie a stabilita vznikajicichmibex byla
stanovena pomoci hmotnostni spektrometrie (ESI-slS3otermické titréni
mikrokalorimetrie (ITC). K navrzeni geometrie koragl hostitel-host byly
provadny 2D NMR experimenty (NOESY, gs-HMQC-NOESY). U mavych
slowenin byla eventuélni schopnosichto latek tvéit komplexy s p-CD
zajimava také ve vztahu k jejich biologickyrinkim (kapitola 9).

8.1 Stechiometrie komplexi hostitel-host

8.1.1 ESI-MS analyzy

Pii  méfeni hmotnostnich  spekter byla navazana  spoluprace
s Mgr. RichardenCmelikem, Ph.D. z Ustavu analytické chemie @&/, v.v.i..
Jednotlivé experimenty byly prov&dy na hmotnostnim spektrometru
s iontovou pasti Esquire LC (Bruker Daltonicsgkiéré latky byly analyzovany
také pomoci hmotnostniho spektrometru s iontovasti pgmaZon X (Bruker
Daltonics), ktery byl na Fakudlttechnologické UTB ve Zlihpaoizen koncem
roku 2009.

Kromé¢ zaneru studovat stechiometrii komplhkex hostitel-host, byla
hmotnostni spektrometrie pouzita také z&elém potvrzeni struktury
syntetizovanych l-adamantylaniim 2,6,9-trisubstituovanych puéinMéreny
tedy byly jak ligandy samotné (rozp&sé v MeOH), tak jejich ekvimolarni
smesi sB-CD (MeOH/HO, 1/1, viv).

Pfi studiu samotnych l-adamantylanidiiTabulka 8, Aminy 9-11, 15-18
a 26-28) byly ve vSech fipadech pozorovany signaly protonovanych
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molekulovych ioni [M+H]". U latek 9-11, 15, 17 a 18 obsahujicich mezi
adamantanovym skeletem a benzenovym kruhem karooyl @ip.
hydroxylovou funkni skupinu byly tér¥ vzdy namdifeny také signaly
odpovidajici vzniku sodnych adiks molekulovymi ionty [M+Nad] a dale piky
o dvakrat vy38inm/z pro r§Z Ize navrhnout strukturu [2xM+H] piipadré
[2xM+Na]". Vznik dimek je pravaépodobri zprostedkovan intermolekularni-
mi vodikovymi vazbami, coz bylo vijpad aminul8 potvrzeno v pevné fazi
pomoci rentgenové difréki analyzy QObrazek 25 strana 105, cit’). Typické
ESI-MS spektrum ziskané analyzou l-adamantylaniljg znazorsino na
Obrazku 35a.

Ve spektrech 1-adamantylbenzylaifTabulka 8, Aminy 42-45) byl jako
dominantni signal pozorovan pseudomolekularni idM+H]". U meta
substituovanych benzylaniind3 (Obrazek 3%3) a 45 byly nangfeny také
signaly odpovidajici strukturdm [M+Nag [2x(M+H)-1T.

Tabulka 8. Vysledky ESI-MS analyz samotnych 1-adamantylamn jejich
komplexi s 3-CD.

Exaktni hmota
Amin  [M+H]” [M+Na]”* [2xM+H] " [2xM+Na]® [B-CD+M+H]"
teor. exp. teor. exp. teor. exp. teor. exp. teor. Xxp.

9 256,2 256,1 278,2 278,1 511,4 511,3 533,4533,3 1390,6 1390,6
10 256,2 256,1 278,2 278,1 511,4 - 533,4533,3 1390,6 1390,6
11 270,2 270,1 292,2 292,1 539,4 539,2 561,4561,3 1404,6 1404,6
15 258,2 258,1 280,2 280,1 515,4 515,3 537,4537,2 1392,6 1392,6

16 272,2 272,1 294,2 294,1 543,4 - 5654 -  1406,6 1406,6
17  272,2 272,1 294,2 294,1 543,4 543,4 565,4565,4 1406,6 1406,6
18 258,2 258,1 280,2 - 515,4 - 537,4537,2 1392,6 1392,6
26 242,2 242,1 264,2 - 482,4 - 5054 -  1376,6 1376,7
27 242,2 242,1 2642 - 482,4 - 5054 - 1376,6 1376,6
28 256,2 256,3 278,2 - 510,4 - 5334 - 1390,6 1390,6
42 270,2 270,1 292,2 - 538,4 - 561,4 —  1404,6 1404,6
43 284,2 284,1 306,2 306,0 567,4 567,4 5894 —  1418,6 1418,6
44 284,2 284,1 306,2 - 567,4 - 589,4 -  1418,6 1418,6
45 312,2 312,1 334,2 334,1 623,4 623,3 646,4 —  1446,6 1446,5

M = exaktni hmota aminu; exaktni hm@CD = 1134,4 g-mal
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Pri studiu komplex pripravenych amia s -CD bylo dilezité, aby pouzita
ionizatni energie zarovala ionizaci, ale nebylafiliS vysoka, protoze by
mohlo dochazet k ,rozbijeni® vznikajicich kompiex Schopnost tviat
supramolekularni komplexy [CD prezivajici i v plynné fazi byla potvrzena
u vSech analyzovanych aniinKronmg signati odpovidajicich protonovanému
komplexu B-CD-amin [B-CD+M+H]" (Tabulka 8), byly pozorovany také
signaly om/z nélezici protonovanému aminu [M+H} sodnému aduktp-CD
[B-CD+Na] (Obrazek 3%). lzolaci a néaslednou fragmentaci (MS/MS)
protonovaného komplexu-CD-amin byly pozorovany ionty potvrzujici
predpoklad o vznikajicich komplexech hostitel-hostak Jje patrné
z Obrazku 35D, doSlo nejprve k odtrzeni aminu ze vznikleho koewpl
a nasledataké k postupnym ztratam glukosovych jedngtekD.

[M+H]"

@\Q\NHZ

amin 26
exaktni hmota = 241.183

[B-CD+Na]’
1157.5

[B-CD+M+H]"
1376.7

[B-CD - 4 CH,,O+H]"

[B-CD - 3 C,H,,O,+H]"

amin 26

[B-CD - 2 CH, O +H]"

[B-CD - C;H, (O, +H]"

9735

i II‘
1200 1400

@\)@\Nw

[B-CD+HI" (3 cD+M+H]"
11356 13766

. B
LA o, b _w [M+H]
H Iil ()
.07
”
amin 15 dimer o "
exaktni hmota = 257.178 [2M+Na]’ .
537.2 NH, ,'1
[M+Na]' o
280.1 .
2M+H] amin 43 .
[2M+H] exaktni hmota = 283.194 G
[2M-H,0+H]" [2M+H]'
567.4
[M-H,0+H]*
267.
U . [l ., .
EJ 3 300 400 500 600 miz

mz

Obrazek 35.ESI-MS samotnych 1l-adamantylaria jejich komplex sp-CD.
(A) Spektrum prvnihdadu aminoalkohold5. (8) Spektrum prvnihdadu benzylaminut3.
(c) Spektrum prvnihdadu komplexuB-CD-amin26. (D) MS/MS spektrum protonovaného
komplexup-CD-amin26 (1376,7m/32).
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Ve spektrech prvnihtadu puriri 48-74 (Tabulka 9) byl ve vSech fipadech
jako dominantni pozorovan signal m/z odpovidajici pseudomolekularnimu
iontu [M+H]", jenz byl vzdy (vyjma purini3) doprovazen sodnym aduktem
[M+Na]*. Typicky piklad ESI-MS spektra samotného 2,6,9-trisubstitnéba
purinu, v tomto pipad purinu73, je uveden naDbrazku 36a. U veétSiny
6-,amino“-2-chlor-9-isopropyl-Bl-purind (sloweniny48-62) dochazelo také
k tvorbs adukfi draselnych [M+K]. Pro spektra purih 4862 byla typicka
piitomnost izotopickych sign&latomu chloru®Cl a*’Cl v piiblizném pongru
3/1 (viz Obrazek 32 strana 120). Za zminku také stoji, ze v zadnéektsp
prvniho f&du puriri 48-74 nebyl pozorovan signal odpovidajicfiggusnemu
dimeru, jejichz existence v pevné fazi byla potweaeal latek50, 56, 60 a 62
rentgenovou difrakni analyzot®

A 517.5
H H [M+H]
HO\/\/N N N
\q %
N = ]
N
N7 purin 73
exaktni hmota = 516.321
[M+Na]
539.4
" n » |
100 200 300 4(‘)0 500 " " 600 m/;
B 517.5
[M+H]
[B-CD+Na]’ [B-CD+M+H]" "
(T 1157.6 1652.1 [B—CD+M+Na]
. 1674.1
el | . [T N
C
[M+H]
[B-CD+M+H]"
1652.1
Il
D 1575
[B-CD+NaJ’
[B-CD+M+Na]’
1674.1
1

T
miz

Obréazek 36.Typicky vysledek ESI-MS analyzy 2,6,9-trisubstitaoych
purini. (A) Spektrum prvnihgadu purinu73. (8) Spektrum prvnihdadu komplexu
B-CD-purin73. () MS/MS spektrum protonovaného komplei+CD-purin73.

(D) MS/MS spektrum sodného aduktu kompleBaCD-purin73.
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Tabulka 9. Vysledky ESI-MS analyz samotnych 2,6,9-trisubstiamych
purini a jejich komplex sp-CD.

Exaktni hmota

Purin  [M+H] " [M+Na]* [M+K]*  [B-CD+M+H]* [B-CD+M+Na]*
teor. exp. teor. exp. teor. exp. teor. exp. teor. XP.
48 226,1 226,0 248,1 248,0 264,1 - 1360,5 N 1382,5 N
49 240,1 240,2 262,1 262,0 278,1 - 13745 N 1396,5 N
50 302,1 302,2 324,1 324,1 340,1 340,2 1436,5 1436,6 1458,5 -
51 450,2 450,4 472,2 472,3 488,2 488,1 1584,6 1584,7 1606,6 1606,7
52 452,2 452,4 474,2 474,4 490,2 490,4 1586,6 1586,7 1608,6 1608,7
53 436,2 436,4 458,2 - 4742 — 1570,6 1570,8 1592,6 1592,8
54 450,2 450,1 472,2 472,1 488,2 488,0 1584,6 1584,3 1606,6 1606,4
55 452,2 452,4 474,2 474,3 490,2 490,3 1586,6 1586,7 1608,6 1608,8
56 436,2 436,4 458,2 458,3 474,2 474,3 1570,6 1570,5 1592,6 1592,5
57 466,2 466,3 488,2 488,4 504,2 - 1600,6 1600,9 1622,6 -
58 450,2 450,4 472,2 472,3 488,2 - 1584,6 1584,9 1606,6 1584,9
59 464,2 464,2 486,2 486,2 502,2 502,2 1598,6 1598,5 1620,6 1620,5
60 464,2 464,3 486,2 486,3 502,2 502,2 1598,6 1598,7 1620,6 1620,8
61 478,2 478,3 500,2 500,3 516,2 516,3 1612,6 1612,6 1634,6 1634,6
62 478,2 478,3 500,2 500,3 516,2 516,3 1612,6 1612,6 1634,6 —
63 264,2 265,1 287,2 287,1 303,2 - 1398,6 N 1398,6 N
64 341,2 341,2 363,2 363,1 379,2 - 1475,6 1475,9 1497,6 -
65 489,3 489,5 511,3 5115 527,3 - 1623,7 1624,2 1645,7 1646,2
66 491,3 491,55 513,3 513,5 529,3 - 1625,7 1626,3 1647,7 1648,3
67 475,3 475,55 497,3 497,5 513,3 - 1609,7 1610,1 1631,7 1632,2
68 489,3 489,3 511,3 511,2 527,3 - 1623,7 1624,2 1645,7 1646,1
69 491,3 491,55 513,3 513,6 529,3 - 1625,7 1626,3 1647,7 1648,2
70 475,3 475,5 497,3 497,5 513,3 - 1609,7 1610,1 1631,7 1632,1
71 505,3 505,5 527,3 527,5 543,3 - 1639,7 1640,4 1661,7 1662,2
72 489,3 489,5 511,3 511,6 527,3 - 1623,7 1624,1 1645,7 1646,2
73 517,3 517,5 539,3 539,4 5553 - 1651,7 1652,1 1673,7 1674,1
74 517,3 517,6 539,3 539,5 555,3 - 1651,7 1652,3 1673,7 1674,1

M = exaktni hmota purinu;

N = netieno; exaktni hmotf-CD = 1134,4 g-mdl
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U vSech pipravenych 2,6,9-trisubstituovanych purinesoucich v poloze 6
adamantanovy substituent byla prokdzana schoprywséiet stabilni inkluzni
komplexy sp-CD v plynné fazi Tabulka 9, poslednictyii sloupce). Ve
spektrech prvnihéadu komplex f-CD-purin byl ve vSechifpadech pozorovan
protonovany molekulovy ionifslusného ligandu [M+H] signal om/z 1157
odpovidajici sodnému aduktp-CD [B-CD+Na] a protonovany komplex
B-CD-purin B-CD+M+H]*. U w&tSiny purinovych ligandl byl pozorovan také
vznik sodného aduktu komplexg+CD-purin B-CD+M+Na] (Obrazek 36).
Pro potvrzeni tvorby kompléx B-CD-purin byla vzdy provedena izolace
pozadovaného signalu s jeho naslednou fragmeaaindemovych spektrech
protonovaného komplexy3-CD-purin byl pozorovan signal odpovidajici
protonovanému ligandu [M+H] z¢ehoz vyplyva, Ze dochazelo ke z#rat
hostitelské molekuly3-CD (Obrazek 36c). Fi fragmentaci sodného aduktu
komplexu B-CD-purin byla ve vSechiipadech pozorovana ztrata purinového
ligandu za vzniku sodného adulCD [B-CD+NaJ (Obrazek 36).

U vSech studovanych ligafidyla pomoci ESI-MS analyz potvrzena tvorba
supramolekularnich kompléxypu p-CD-Ad-R se stechiometrii 1:1.

8.1.2 Isotermicka titra éni kalorimetrie

Vazebné vlastnosti fpravenych ligand byly studovany pouzitim
isotermickeé titrani kalorimetrie (ITC), a to naifstroji MicroCal VP-ITP, ktery
je sowasti gistrojoveho vybaveni FT UTB.

V ptipact 1-adamantylanilith bylo pivodnim zamirem podrobit ITC latky
9-11, 15, 17, 18 a26-28. U aminoalkohal 15, 17 a 18 nemohly byt, z dvodu
uvolovani dodaténého tepla &hem titr&nich i Zed’ovacich experimei
stanoveny zadné termodynamické parametry. Tutoeshkost Ize pisoudit
dodateéné rovnovaze souvisejici s disociaci ditne’nebo vysSich asoaqiat
téchto slodenin. Redpoklad tvorby vysSich asodigbodpdilo také neusgsné
proloZzeni tedovacich dat aminoalkohbl1l5, 17 a 18 teroretickou kvkou,
které bylo provedeno pomoci jednoduchého disode modelu uvazujiciho
pouze disociaci dimér Aminy 26 a 27 vykazovaly v pibéhu experimerit
velmi pomalu ekvilibrujici exotermni proces, ktenyeumo#oval ziskat
pouzitelna data. Typicky vysledek ITC experimentuomto @ipac ziskany
pii studiu aminoketon®, je uveden n&brazku 37. Jak je z obrazku patrne,
hodnota signalu je nejtsi na zaatku titrace, kdy se v cele hostitelska
makromolekula {-CD) nachazi ve zgaém nadbytku. V gibéhu experimentu

/////

dalSich komplek a tim padem dochazi k postupnému poklesu hodimgtglsi.
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Hodnoty asociénich konstant S—
(K), entalpii AH), entropii AS) a 10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110
stechiometrii (n) vznikajicich kom- o] ( H EREREERRARANE
plexi, tak byly Uspgsre nangieny jen -

pro aminoketony9-11 a nepolarni = w m”u
1,0 1,5 2IO I 2|5

—

amin28 (Tabulka 10). 10-

Z pripravenych l-adamantyl- -5
benzylamih byla vhodna data ]
ziskdna pouze pro acetamid5 041
(Tabulka 10). Pro tuto latku vSak
bylo nezbytné hodnotu stechiometrie2 -
pireddefinovat, a to na zaklkad
vysledk: ziskanych NMR Job pl&Y
experimentem. .

Stejre jako v @ipadt ESI-MS tak = .
i isotermicka titrani kalorimetrie

potvrdila, Ze stechiometrie kompliex - ~ -
B-CD-amin je 1:1 Tabulka 10 Obrazek 37.Vysledek ITC experimentu

posledni sloupec). komplexup-CD-aming.

pcal/s

6

o

0,7 1

kcal/mol pfidaného ligandu

T T T T
00 05
molarni pomér

Tabulka 10. Termodynamické parametry supramolekularnich koniplex
pripravenych ligand s-CD ziskané pomoci ITC experimént

SIoW. KM™ -AH [kJ*mol™]  -AS [J*K**mol™] n
9 226+25 46+15 105 1,0+0,3
10 18623 35+14 71 1,1+0,4
11 313455 38+17 75 1,0+0,4
28 694+28 44+3 88 0,93%0,05
45 128+141 26+1 46 4

4 Predem definovana hodnota stechiometrie komplexu.

V souwasné dob nejsou k dispozici zadna data z ITC experiment
zanttenych na termodynamickou stabilitu komplgCD-purin. Givodem je
velmi Spatnd rozpustnost 6-,amino“-2-chlor-9-isqpyb9H-purind 5162,
kterou tyto latky vykazovaly ip pripraw roztoki pouzivanych &em ITC
analyz (DMSO/HO, 3/1, viv). U purid 64-74 Ize, vzhledem k jejich vysSi
polarit, ocekavat lepSi rozpustnost v danych typech rozgdekt Nicmér,
jelikoz se jedna o relatiennedavno fipravenou seérii latek, nebyly do této
chvile ITC experimenty provedeny. Budou-li probléns/ rozpustnosti
purinovych ligand pretrvavat také u sl@enin64-74, bude proveden pokus o
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stanoveni stechiometrie kompitexp-CD-purin  pomoci NMR Job plot
experimenti.

8.2 Geometrie komplexi hostitel-host

Prestoze struktura molekuB+CD je jiz popsana v teoretick@sti kapitola
3.3 strana 53), dovolim si na tomto mdisttrené charakterizovat zakladni
parametry této slaeeniny. B-CD je makrocyklicky oligosacharid slozeny
z glukopyranosovych jednotek spojenych-1,4-glykosidovymi vazbami.
Exteriér kavityp-CD je polarni (z vodu gitomnosti hydroxylovych skupin),
zatimco interiér kavity3-CD ma nepolarni charakter. MolekytaCD sestava
z uzSiho primarniho okraje a SirSiho okraje sekuma. Vnitek kavity je
zuzen v dsledku v¢nivajicich protof H3 a H5. NaObrazku 38 je, spolu
s vyznamnymi rozwry [A], znazorgna molekulap-CD a ligand obsahujici
adamantanovy skelet (uvedené régmn odpovidaji pipravenym
1-adamantylamiiim).

NH, |

primarni okraj

1
<«— 6,0 —(H5

n
[«

<« 6,6 — \H3

sekundarni okraj
«— 153 —m8M8m™ >

«— 72 —

Obrazek 38.Schématické znazo¥ni B-CD a adamantanového ligandu.
Rozmery jsou uvedeny v A.

Interni pamer kavity B-CD je Zetelre menSi, nez @imeér ténei kulovitého
adamantanového skeletu, ktery tak pegatiobrg nemize projit skrz kavitu
molekuly p-CD. Nicmér, vzhledem k tomu, Ze fimér adamantanu (7,2 A) je
jen nepatrd vétsi, neZ nejuzsi misto kavigrCD (6,0-6,6 A), mZe dochéazet
ke vzniku dvou iiznych tygi komplexi. Adamantanovy skelet tak e byt
umiseén bulto v oblasti primarniho nebo sekundarniho okf®€D. V jiz
publikovanych studiich*®'” ve kterych se autb zabyvali komplexaci
jednoduchych (nabitych i neutralnich) derivatdamantanu (n&primantadinu
(Obrazek 20, strana 49) nebo 1-adamantylmethand@eh@ma 27 strana 99,
slowenina2) bylo na zaklad provedenych experimant navrzeno, Ze
substituenty vazané na adamantanovy skelet jsantokiany mimo kavitu
B-CD. U komplexi, v nichZ je adamantan umistna sekundarnim okrgj-CD
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byla prokazana vySSi termodynamicka stabilita. Brrh okraj je pak
adamantanem ,osidlen* pouze vigac, je-li sekundarni okraj zablokovan.
Nicmérg, nelze vylodit, Ze nepolarni substituenty vhodné délky mohoti by
provieteny skrz kavitup-CD. Z uvedeného vyplyva, Zetipvzniku takového
typu komplexi hostitel-host mze dojit ke étyfem zakladnim formam
uspaadani (PE, PI, SE, Sl), jak je graficky znazomnaObrazku 39.

NH,
ﬁ ' ? % ~ NH,
NH, %
NH,
PE PI SE Sl

Obrazek 39.Schématické znaza¥ni moznych geometrii me-CD
a pipravenymi 1-adamantylaminyg = sekundarni, P = primarni, | = interni,
E = externi.

8.2.1 NMR experimenty

Objasrkni geometrie vznikajich kompléx hostitel-host bylo provedeno
pomoci ftiznych typgi 2D NMR experiment, piicemZz byla vzdy réfena
ekvimolarni snis ligandu s hostitelskou makromolekul@GD).

Pii studiu geometrie kompléx3-CD-amin byly nejprve aplikovany NOESY
experimenty, ve kterych je pro stanoveni jednotivykorelaci vyuZito
nuklearniho Overhauserova efektu (nOe) mezi jaderrspiny stejného typu
atomi (nag. 'H-"H nebo™C-"C). Interakce pozorované mezi atomy vodiku
pochézejicimi z adamantananového skeletu (H4-6aprim17, Obrazek 41,
vlevo) a atomy vodiku, jeZ jsou unisy v interni¢asti kavityp-CD (H3 a Hb5)
nazn@ovaly tvorbu inkluznich kompléx B-CD-amin, ve kterych je
adamantanovy skelet untist uvnitt kavity p-CD. V roztoku pevaZzujici
orientace adamantanového skeletu blize k sekumdaraokraji B-CD pak byla
odhalena diky relativh silnym nOe interakcim mezi atomy vodiku H5
hostitelské molekuly a atomy vodiku H2iglusného ligandu (@ plati pro
amin 17). Osidleni sekundarniho okrgpeCD adamantanovym skeletem bylo
mozné relativé snadno ufit zejména u aminoalkohl15, 17 a 18 a to diky
zcela rozdilné intenzitinterakce axialniho a ekvatorialniho atomu vodi{e)
adamantanového skeletu s atomy vodiku H3 a H5CD. Zatimco interakce
mezi atomy vodiku H§, sp-CD-H byly realtivré zietelné, pak interakce atém
vodikup-CD s HG, byly bud’ velmi slabé nebo ve spektrech nebyly pozorovany
vibec QObrazek 40.
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Obrazek 40. Schématickeé znazo¥ni rozdilnych intenzit interakci axialniho

a ekvatorialniho atomu vodiku (H6) ligandu s atowmagiku H3 a H5B-CD.
Schématické znazo¥ni neodpovida skuteé velikosti jednotlivych molekuCervena Sipka
znazotuje silnou interakci, modré Sipky zna#aoji interakce slabé.

Vytez NOESY spektra ekvimolarni s p-CD-aminl?7 je uveden na
Obrazku 41 (vlevo). Nutno podoknout, ze signaly atbraodiku H3 a H6
pochéazejicich B-CD byly ve ¥tSine pripach prekryté (plati pi pouziti snési
DMSO-d¢/D,0O, 3/1, vlv), coz velmi 2¥ovalo interpretaci interakci
pozorovanych v NOESY spektrech. Z tohotdvadu bylo gistoupeno
k provedeni 20H-"C gs-HMQC-NOESY experimeittumoziujicich stanovit
interakce mezi ddma tiznymi typy atoni. Friklad spektra zrteného touto
technikou (komplex3-CD-amin9) je znazortn na Obrazku 41 (uprosted a
vpravo). Z interakci atomvodiku H4 a H5 adamantanového skeletu s atomem
uhliku B-CD-C3, stejg jako z absence interakci stejnych aliomodiku
s atomem uhlik@-CD-C5, Ize usoudit, Ze je adamantan uvkévity hostitele
umiseén blize k jeho sekundarnimu okraji. Na zaklaaterakci aromatickych
atomi vodiku H13 a H17 s atomy uhliku C5 a C6 hostelskdekuly je dale
mozné pedpokladat, ze aromatickast molekuly ligandu Wniva z primarniho
okraje B-CD. Z vySe uvedeneého vyplyva, zdigsavené l-adamantylaminy
vytvéii inkluzni komplexy, jejichz usgadani je mozné charakterizovat jako S
(viz schématické znazoini moznych geometrii uvedenych @arazku 39).

B-CD-H3,H6 guest H3
guest H4 “'\‘ guest H5
| N\
N

N\ JL

- guest H13 | guest H15
SV VAN o /‘HV\/N\gueslHW

hostC6 ——

Wi
"UW 1 AR
Y U o,V e

hostC5 —
- hostC2 ——
G-H5 = 00 - host C3

Wm

Obrazek 41.2D NMR experimenty kompléxp-CD-amin.Vyiez NOESY spektra
komplexup-CD-amin17 (vlevo). Cast gs-HMQC-NOESY spektra komplegaCD-amin9
(uprosted a vpravo). Experimenty byly provdy ve snési DMSO-ds/D,0O (3/1, viv) i
teplog 303 K. Schématické znazemi neodpovida skuteé velikosti jednotlivych molekul.
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Geometrie komplek hostitel-host byla pomoci standardnich NOESY
experimetni studovana také u 6-,amino®“-2-chlor-9-isopropy-gurini
51-62. Sloweniny obsahujici na C2 purinového kruhu alifatiekginoalkohol
(latky 64-74) nebyly zéasovych dvodi prozatim studovany.iflad typického
NOESY spektra ekvimolarni sisi purinu56 s-CD je uveden n®brazku 42.
Atomy vodiku pochéazejici z adamantanoveho skelgiazuji obdobné nOe
interakce jako tomu bylo u l-adamantylaminovychatidi. Relativié silné
interakce byly pozorovany mezi atomy vodiku H19 radatanoveho skeletu
a atomy H3 a HB-CD. Také u purinovych ligaridbyly pozorovany rozdilné
intenzity v interakcich axialniho a ekvatorialniatomu vodiku adamantanu
(H21 pro purin56) s atomy vodikup-CD. Z vysledk ziskanych NOESY
experimenty lze usoudit, Ze také u tohoto typuridjiaje adamantanovy skelet
umisen blize sekundarnimu okrgjtCD. Fetrvavajicim problémem vsak byly
piekryvajici se signaly interakci mezi ligandem amatovodiku H3 a H6
hostitele. Podolnjako u 1-adamantylamiintak i u purinovych liganillze jako
vysoce prav&podobné navrhnout usfamani typu Sl. AvSak pro potvrzeni takto
navrzené geometrie vznikajicich komple-CD-purin bude zaptebi pouzit
(stejrs jako v pipad 1-adamantylamit) 2D 'H-*C gs-HMQC-NOESY
experimenty.

B-CD-H3,H6
AW
A \f |\ pCDHS
RN
_ \
G-HI9 (j == D
G-H11 =
GH21,— ) C;Q:Q
G-H21, — % 4
G-H20 < D oo
4
G-H17 — co )
| o

Obrazek 42.Vyiez NOESY spektra kompleXi+CD-purin56. Experimenty byly
provagny ve sndsi DMSOds/D,O (3/1, v/v) g teplo& 303 K. Schématické znazaémi
neodpovida skut@é velikosti jednotlivych molekul.Cervené Sipky znaztwji silné
interakce, modré Sipky znazwiji interakce slabé.

138



9 BIOLO(QBICKA AKTIVITA 2,6,9TRISUBSTITUOVANYCH
PURINU

Pro testovani biologickych ¢inka pripravenych 2,6,9-trisubstituovanych
purini byla navazana spoluprace s Labafiatatstovych regulatar
Prirodowcké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. VSegtrkousky byly
provedeny pod vedenim doc. RNDr. Vladimira KryStéfa.D.. Testovani
biologickych ®&inka purinovych slodgenin substituovanych 1-adamantylem
(latky 5162 a 65-74) me¢lo dwvé roviny. Zkoumana tak nebyla jen inhibi
aktivita piipravenych purif proti ugitétmu heterodimernimu komplexu CDK,
ale také cytotoxicitaéthto latek wci vybranym drulim lidskych nadorovych
burgcnych linii in vitro. V provedenych testech nebylyfany jen biologické
Ucinky samotnych purinovych sléanin (jak je obvyklé), ale také kompflex
B-CD-purin (1:1 a 10:1, molarni peém. Puriny 50 a 64 byly pouzity jako
referergni latky.

9.1 Enzymaticka aktivita 2,6,9-trisubstituovanych purini

Pro testovani enzymatické aktivityfipravenych 2,6,9-trisubstituovanych
purind obsahujicich adamantanovy skelet byl vybran hdiererni komplex
CDK2/cyklin E, ktery je v procesu b&ného @leni vyznamny ve vztahu ke
spousini replikace DNA. Vysledky enzymaticke aktivity ¢¥e testovanych
purinovych slodenin jsou uvedeny vTabulce 11 Inhibi¢cni aktivita
testovanych latek je uvada v hodnotach 165 udavajicich koncentraci, ve které
dana latka inhibuje 50 % aktivity purifikovanéhazgmu.

Pfi studiu schopnosti samotnych purinovych gkmnin inhibovat aktivitu
heterodimerniho komplexu CDK2/cyklin E Tdbulka 11) hréala velmi
vyznamnou roli rozpustnosidhto latek v pouzitém typu rozpogdita (DMSO).
U wveétSiny purimi substituovanych 1-adamantylem, které obsahuji 2a C
purinového skeletu atom chloru (latk§1—62) se pra¥ jejich omezena
latek, zn&n¢ limitujicim faktorem. Nicmé#& v piipact schopnostidchto latek
rozpoustt se v DMSO (sloéeniny 52, 57 a 60) byla nangfena jejich inhibini
aktivita vi¢i holoenzymu CDK2/cyklin E v koncentracich menSigz 10um.
U purind nesoucich adamantanovy skelet, v jejichz molekyl@atom chloru na
C2 nahrazen 3-aminopropan-1l-olem (gkniny 65-74) doSlo ve ¥tSing
piipadi ke zlepSeni jejich rozpustnosti. Velmi silninhibuji komplex
CDK2/cyklin E zejména latkg6 (ICso = 0,2um) a 68 (ICso = 0,6 um), jejichz
aktivita je srovnatelnd se znamymi purinovymi intdby roskovitinem
a olomoucinem Il (CDK2/cyklin E; I6=0,1um). Uginné blokuji testovany
holoenzym také puring9 (ICsp = 1,6 um), 71 (ICso = 0,9 um) a 74 (1Cgp =
3,3uM). Urcity inhibi¢ni (ginek byl zjis€n také u latel67 a73.
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Byly-li purinové slodeniny gipravovany jako komplexy $-CD (1:1,
molarni pongr, Tabulka 11) byla pozorovana jejich zlepSena rozpustnost.
Vyznamnym poznatkem je, z&ipripraw ekvimolarnich smsi 3-CD-purin
nedoSlo ke ztrétinhibi¢ni aktivity testovanych latek. Velmi podobna akawvi
byla, v porovnanim s nekomplexovanymi <leminami, pozorovana ip
komplexacif3-CD s puriny66, 69 a 71. U slowenin 52, 60, 65, 68 a 74 pak
doSlo @i komplexaci §3-CD k mirnému poklesu jejich enzymatické aktivity.

Tabulka 11. Enzymaticka aktivita 2,6,9-trisubstituovanych purin

CDK2/cyklin E 1C 5 [UM]

Slouenina : B-CD-purin B-CD-purin
purin (1:1) (10:1)
50 2,5+0,6 3,7+0,6 N
51 >12,5 66 N
52 1,420,7 6,945,5 N
53 >50 >50 N
54 >12,5 11,7+2,4 N
55 >12,5 >40 N
56 >12,5 >40 N
57 7,8+1,3 >40 N
58 >12,5 >40 N
59 >12,5 >40 N
60 8,7 29,1+1,8 N
61 >12,5 >40 N
62 >12,5 100 N
64 0,7+0,5 1,10,6 1,10,1
65 2,620,1 5,4+1,4 >40
66 0,2 0,2 0,30,2
67 11,9+7,9 >40 >40
68 0,6%0,2 1,4%0,5 7,6
69 1,6%0,7 1,5 26,1
70 >12,5 >40 >40
71 0,9+0,2 1,2 7,2
72 >12,5 >40 >40
73 13,945,1 >40 >40
74 3,3 15,7 20,9
Ad1 (cit.39) >100 —~ —~
Ad2 (cit.3"™ >100 — —

N = netestovano
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Vliv komplexace na biologickédinky purinovych slotgenin sp-CD, v nichz
byla hostitelska makromolekula pouzita v 10-ti ris&Em molarnim febytku
vaci purinovému ligandu, byl testovan jen u purie5-74. Takto zvoleny
molarni ebytek-CD se ve wtSirg pripadi ukazal byt mé&avyhodny nez p
pouziti ekvimolarni sisi 3-CD-purin. Vyjimku tvdi pouze sloteniny 64 a 66,
u nichz nendl prebytek-CD na inhibéni aktivitu prakticky zadny vliv.

Pfi porovnani inhingnich &inka purinovych slogenin gipravenych v ramci
této prace s latkami obsahujicimi adamantanovyesk@ijichz aktivita uci
komplexu CDK2/cyklin E byla jiz five testovanaTabulka 11 a Obrazek 43
sloenina Ad1l a slodenina Ad2 ), je mozné konstatovat, ze rozhodnuti
navazat objemny adamantanovy skelet dale od puwhmkruhu se ukazalo byt
spravné. Lze i@dpokladat, Ze nizka inhimi aktivita slodenin Adl aAd2 (se
stejnym vysledkem byly testovany tyto latky takéaciv komplexu
CDK1/cyklin B) je zmsobena sterickym brdnim purinového kruhu
adamantanovym skeletem, ktery tak zabja tvorl® vyznamnych interakci
inhibitoru s aminokyselinovymi residui ve vazebnénsg pro ATP.

s joe

Adl

Obrazek 43.Purinové slogeniny obsahujici adamantanovy
skelet testované na inhibici CDKs.

9.2 Cytotoxicita 2,6,9-trisubstituovanych purina

Cytotoxicita purinovych slatenin byla testovana na dvou typech lidskych
nadorovych bugnych linii, a sice K-562 (chronicka myeloidni leohkié)
a MCF-7 (karcinom prsu). Vysledky testovani cytatdy celé série
piipravenych 2,6,9-trisubstituovanych jsou uvedenyabulce 12 Cytotoxicita
testovanych slatenin je uvadna v hodnotach @ udavajicich koncentraci, ve
které dana latka eliminuje 50 % hkittrv tridennim kultiv&gnim testu.

Testovani antiprolifekai aktivity samotnych purinovych sléenin
obsahujicich adamantanovy skelet byl@tapoprovazeno jejich ziaé nizkou
rozpustnosti v pouzitém rozpoédle (plati pro sloéeniny 51-62, 66, 67, 71
a72-74). Pouze v fipad purini 65 68 69 a 70 (vSechny maji na C2
purinového kruhu navazany 3-aminopropan-1-ol) salafilo dosahnout
uspokojivé rozpustnosti v DMSO a mohla se tak pfibjepripadna
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antiproliferani aktivita €chto latek. Sloteniny 68 a 69 vykazovaly relativi
silné cytotoxické dinky vaci obéma testovanym tyjpm nadorovych buttnych
linii. Zejména pak hodnoty cytoxicity latle8 Ize povazovat za relati¢n
zajimavé (K-562 Gb=5,5um; MCF-7 Gko=5,7um). Puriny 65 a 70
eliminovaly, v pomdrné nizkych koncentracichiist burgk jen u jednoho typu
burgcneé linie, a sice K-562 (puri@5 Glso = 6,2uM; purin 70 Glsg= 10,4um).

Tabulka 12. Antiproliferacni aktivita 2,6,9-trisubstituovanych puiin

K-562 Glso [UM] MCF-7 Glsg [UM]
Slowe. ourin B-CD-purin  B-CD-purin ourin B-CD-purin  B-CD-purin
(1:1) (10:1) (1:2) (10:1)
50 >6,25 >40 N >6,25 >40 N
51 >12,5 59 N >12,5 49 N
52 >12,5 >40 N >12,5 >40
53 >25 >40 N >25 >40
54 >12,5 >40 N >12,5 44 N
55 >12,5 >40 N >12,5 >40 N
56 >12,5 >40 N >12,5 >40 N
57 >12,5 >40 N >12,5 >40 N
58 >6,25 >40 N >6,25 >40 N
59 >6,25 7,8 N >6,25 5,5 N
60 >6,25 >40 N >6,25 >40 N
61 >12,5 4,6 N >12,5 7,9 N
62 >12,5 >40 N >12,5 15 N
64 97 >40 >40 26,846,4 35,9%£3,9 35,4+4,3
65 6,2 15,0+0,2 >40 >6,25 15,2+0,9 >40
66 >6,25 34,7+0,1 >40 >6,25 31,7+2,4 >40
67 >6,25 28,7+10,2 >40 >6,25 >40 >40
68 5,5 16,5+0,7 >40 5,7 13,8+1,4 >40
69 10,1+0,8 18,7+0,6 >40 8,1+0,6  17,1+2,2 >40
70 10,4+0,7 23,7+2,8 >40 >12,5 32,940,1 >40
71 >6,25 33,6%£1,5 >40 >6,25 16,6+2,2 >40
72 >12,5 >40 >40 >12,5 >40 >40
73 >6,25 19,8+0,5 >40 >6,25 30,315,0 >40
74 >6,25 17,7+£0,6 >40 >6,25 21,5 >40
ROS'® 42 — — 11 — —

K-562 = chronicka myeloidni leukémie; MCF-7 = kaimin prsu; N = netestovano
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Rovrez pri testovani cytotoxicity purinovych sléenin se ukézala jejich
schopnot vytviet komplexy §3-CD jako velmi vyhodnd, a to nejen ve vztahu
k rozpustnosti zkouSenych putinale také k jejich antiprolifetai aktivitt. Za
zminku stoji vliv komplexac€B-CD-purin, 1:1) na cytotoxicitu putin59, 61,
66, 67, 71, 73 a 74, které byly v nekomplexované fo&melmi Spatg rozpustne.
Komplexace $3-CD vedla u vSech zménych slodenin k vySSi rozpustnosti
v DMSO a z toho plynouci moznosti projevit jejichigadné antiproliferéni
acinky. Z udaji uvedenych \abulce 11je patrné, Ze puring9, 61, 66, 67, 71,
73 a 74 vykazuji ve formt¢ komplexa s B-CD (ekvimolarni srési)
antiprolifera&ni inky na obou typech testovanych nadorovych&uoych linii
(s vyjimkou purinu67), a to v relativé nizkych koncentracich. U sléenin 65,
68, 69 a 70 byl pii komplexaci sf3-CD pozorovan mirny pokles jejich
antiproliferani aktivity (v porovnani s jejich nekomplexovanaurhou).

Stejre jako tomu bylo g studiu enzymatickeé aktivity purinovych sk®nin,
tak také pi testovani cytotoxicity latel65-74 byla hostitelska makromolekula
pouzita v 10-ti nAsobném molarninepytku vaci purinovému ligandu. Jak je
patrné z hodnot uvedenychlabulce 11, takto zvoleny molarniigbytekp-CD
nentl u zadné z testovanych st@mnin pozivni vliv na jejich cytotoxicitu.

Za zminku stoji, Zze antiprolifetai €inky slowenin 51, 59, 61, 65-71, 73
a74 (a uz samotnych purin nebo jejich ekvimolarnich sfsi s [3-CD) na
sledovanych lidskych nadorovych kainych linii byly srovnatelné nebo
dokonce sil&jSi v porovnani s roskovitinem, coz je znamy pwinanhibitor
CDKs, ktery v sotiasné dob absolvuje druhou fazi klinického testovani jako
potencionalni nadorové chemoterapeutikum.

Ze strukturniho hlediska je patrné, Ze jako nejvidgd stavebni jednotky se
ve vztahu k biologickym dinkam pripravenych purinovych sl@enin jevi
1-adamantylaminy obsahujici mezi adamantanovymesk®al a aromatickym
kruhem karbonylovou, ffp. hydroxylovou skupinu. Naproti tomu, puriny
substituované nepolarnimi 1l-adamantylaniliny (S&uny 53, 56, 58, 67, 70
a72) neprojevily (az na vyjimky, n&pcytotoxicita purinu/0) Zadné aktivitu na
testovanych substratech.
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ZAVER
Predlozena disertmi prace si kladla hned ¢kolik zakladnich cil.
Neomezovala se ,pouze” na syntézu a strukturniadti@ristiku pozadovanych

slowenin, ale snahou bylo gipravenymi latkami dale pracovat a studovat tak
moznosti jejich dalSiho vyuZziti.

Syntetickacast vyzadovala nejprveripravu 1l-adamantylamin které se
vzajemrg liSi polaritou a délkourettzce spojujiciho adamantanovy skelet
s aromatickym kruhem dané molekuly (sleminy 9-11, 15, 16, 18, 26-28
a4l1-44). Aminoketony9-11 byly pripraveny selektivni redukci nitroskupiny
vychozich nitroketolh 6-8. Priprava ¥tSiny cilovych 1-adamantylanilinvsak
vyzadovala pouziti vice rea&kich kroki. Aminoalkoholy15, 16 a 18 tak byly
ziskany selektivni redukci karbonylové skupiny ok@ztora 6-8 za vzniku
nitroalkoholi 12-14 v prvnim kroku, néasledovanou redukci nitroskupiny
slowenin 12-14 na skupinu aminovou. Syntéza 1-adamantylahilin
obsahujicich nepolariettzec mezi adamantanovym skeletem a aromatickym
kruhem (latky26-28) spaivala v gipraw nitrodithiolari 2022, nasledovanou
jejich redukci za vzniku aminodithiolan23-25 a zavrecnou desulfurizaci
dithiolanového kruhu. Pozadované 1l-adamantylbenapha 41-45 byly
pripraveny po sob jdouci radikalovou bromaci (sldeniny 33-36) za pouziti
N-bromsukcinimidu, nukleofilni substituci bromu amdu funkni skupinou
(latky 37-40) a v poslednim kroku redukci azidokeiod-Adamantylaminyd—

11, 15, 16, 18, 2628 a 4144 byly prtipraveny s umyslem jejich nasledného
zavedeni na purinovy kruh, a sice nukleofilni arbokau substituci atomu
chloru umisiného v poloze 6 tohoto kondenzovaného hetorocyklu.

Pri piipraw série 2,6,9-trisubstituovanych putibyl zvolen tistupiovy sled
reakci. V prvnim kroku byl vychozi 2,6-dichloHQurin @6) alkylovan na
atomu dusiku imidazolového kruhu za vzniku N9- ad\kglovanych derivai
47a (N9) a47b (N7). Po o¥reni reaknich podminek s jednoduchymi aminy
byl atom chloru na C6 purinového kruhu nahrazemiznymi
»=aminoadamantanovymi* substituentyimz byla ziskana série 2-,amino“-6-
chlor-9-isopropyl-$H-purint 48-62. V poslednim kroku byla provedena
nukleofilni aromaticka substituce atomu chloru \‘oge 2 purinového kruhu
3-aminopropan-1-olendimz byly ziskany sloteniny63-74.

VSechny pipravené sloteniny byly charakterizovanyébhné pouzivanymi
metodami strukturni analyzy (IR, EI-MS, ESI-MS, NMFStruktura slotenin
9, 13,17, 18, 20, 21, 4743 49, 50, 56, 60 a62 byla, diky vygstovani vhodného
monokrystalu, pozvrzena také rentgenovou didndlanalyzou.

Druhou vyznamnou oblast této pracéegstavovalo studium schopnosti
pripravenych 1-adamantylovych ligaindjak amimi tak purini) tvorit inkluzni
komplexy sp-cyklodextrinem. Stechiometrie a stabilitéigadré vznikajicich
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komplexi byla studovana pomoci hmotnostni spektrometries@ermické
titracni kalorimetrie. K navrzeni geometrie kompie3-CD-ligand byly
provadny 2D NMR experimenty (NOESY a gs-HMQC-NOESY). Ueeh
studovanych latek dochazelo k tvédrkomplexa hostitel-host se stechiometrii
1:1, picemz lze pedpokladat, ze adamantanovy skelet je tvkatvity 3-CD
umiseén blize k jejimu sekundarnimu okraji a zbyast ligandu vgniva
z primarniho okraje hostitelské molekuly.

U vétsSiny gipravenych 2,6,9-trisubstituovanych purigsloweniny 51-62
a65-74) byly na vybranych substratech zkoumany jejichldgke (Einky.
Studovana byla jak schopnosthto latek inhibovat cyklin-dependentni kinasy
(CDKs), coz jsou ktiové molekuly podilejici se na regulaci Bamého cyklu,
tak také jejich antiprolifekmi aktivita na dvou typech lidskych nadorovych
burgcnych linii. V provedenych testech byly studovank faologické @&inky
samotnych purinovych sléanin, tak jejich komplekx s 3-CD (3-CD-purin, 1:1
a 10:1, molarni posm).

Pro testovani enzymatické aktivityfigravenych purin byl vybran
heterodimerni komplex CDK2/cyklin E, ktery je v pesu buiéného d@leni
vyznamny ve vztahu ke spodst replikace DNA. Puriny obsahuijici v poloze 2
atom chloru (latky51-62) nevykazovaly ve &Sin¢ pripadi (z divodu nizké
rozpustnosti v DMSO) zadnou inhdoii aktivitu. Vyjimku u této série latek
predstavovaly slateniny 52, 57 a 60 inhibujici holoenzym CDK2/cyklin E
v koncentracich nizsich nez ffd. Nahrazenim atomu chloru na C2 purinového
skeletu 3-aminopropan-1-olem dosSlo ##mu vSech purii obsahujicich
adamantanovy motiv (sléaniny 65-74) ke zlepSeni jejich rozpustnosti.
Z téchto latek inhibuji komplex CDK2/cyklin E velmi s zejména latky66
(ICs0 = 0,2uM) a68 (ICso = 0,6 uM), jejichZ aktivita na tomto typu holoenzymu
je  srovnatelnd se znamymi purinovymi inhibitory kogtinem
a olomoucinem Il. Testovany heterodimerni komplémme blokuji také latky
69 (ICs0 = 1,6 uMm), 71 (ICso = 0,9uM) a 74 (ICso = 3,3 uM). Urcity inhibi¢ni
ucinek byl zjiseén také u latel67 a73. Byly-li purinové slodeniny testovany ve
formé ekvimolarnich sisi sB-CD byla pozorovana jejich zlepSena rozpustnost.
Za vyznamné lze také povazovat, #e kpmplexaci sB-CD nedoSlo ke ztrét
inhibi¢ni aktivity testovanych latek.

In vitro cytotoxicita byla studovana na dvou typech lidsky@dorovych
burgcnych linii, a sice K-562 (chronicka myeloidni leokié) a MCF-7
(karcinom prsu). Testovani antiproliféra aktivity samotnych purinovych
slowenin obsahujicich adamantanovy skelet byl@t opoprovazeno jejich
zna&né omezenou rozpustnosti v pouzitém rozp&dist Vyjimku predstavu;ji
puriny 68 a 69, které vykazovaly relativhsilné cytotoxické &inky vaci obéma
testovanym typm nadorovych butnych linii. Zejména pak hodnoty
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cytoxicity latky68 Ize povazovat za relatigreajimave (K-562 Gh = 5,5um;
MCF-7 Gky= 5,7 uM). Rovréz pii testovani cytotoxicity purinovych sloéenin
se ukazala jejich schopnot vytea komplexy §3-CD jako velmi vyhodna, a to
nejen ve vztahu k rozpustnosti zkouSenych purimle také k jejich
antiprolifer&ni aktivite.

Za zminku stoji, Zze antiprolifetai €inky slowenin 51, 59, 61, 65-71, 73
a74 (a uz samotnych purin nebo jejich ekvimolarnich sfsi s [3-CD) na
vybranych lidskych nadorovych b&mych linii byly srovnatelné nebo dokonce
siln¢jSi v porovnani s roskovitinem (purinovy inhibitGDKSs, ktery v sotiasné
doke absolvuje druhou fazi klinického zkouseni).

Zawrem lze tici, Zze byla pipravena nova skupina l-adamantylainin
s vlastnostmi, kterych lze vyuzitiipmodifikaci biologicky aktivnich latek.
V této praci byly pipravené l-adamantylaminy cikerzavedeny na purinovy
kruh. Ze strukturniho hlediska se jako nejvh®#i stavebni jednotky jevi
1-adamantylaminy obsahujici mezi adamantanovymesk®al a aromatickym
kruhem karbonylovou,ifp. hydroxylovou skupinu.

Namétem pro dalSi vyzkum by mohla byt fiprava novych
1-adamantylamifh jakozto vhodnych stavebnich jednotek pro modifikac
slowenin s jiz znamymi biologickymi dinky. Takové sloteniny by ngly
pravéépodobré obsahovat mezi adamamantanovym skeletem a ardyratic
kruhem vice nez jednu polarni skupinu, coz by veknédm disledku mohlo
veést k tvorls interakci stabilizujicich vazbu inhibitoru ve vaném mist pro
ATP piislusného apoenzymu CDK. Struktura é&g#ipravovanych stavebnich
jednotek by mohla byt zaloZzena na informacich ziggkh modernimi
metodami, nap molekulovym modelovanim. Po optimalizaci strulgtur
zamySleneého purinového inhibitoru obsahujiciho mowtavebni jednotku
a jejim dokovanim do aktivniho mista vybraného sabs lze ziskat velmi
cenné informace o pragpdodobné orientaci nového inhibitoru v aktivnim raist
predpokladaného bgtného cile. Hpravené l-adamantylaminy vSak nemusi
byt nutré navazany jen do polohy 6 purinového kruhu, al@ tadgs. do polohy
2. Na C6 purinového kruhu se v takoveétippct jevi jako nejvhodgsi kratke
alifatické aminy, které nejsouips prostoro¥ objemné.
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PRILOHY

Piiloha 1. Cést chromatogramu a hmotnostni spektra produki alkylace
2,6-dichlor-9H-purinu (46).
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Priloha 1a.Céast chromatogramu alkylace 2,6-dichldt-Burinu @6).
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Priloha 1b.Hmotnostni spektrum 2,6-dichlor-9-isopropypurinu @473a).
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Priloha 1c. Hmotnostni spektrum 2-Chlor-9-isopropyIN-dimethyl-@H-purin-
6-aminu 49).
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Priloha 1c: Hmotnostni spektrum 2,6-dichlor-7-isopropy-purinu @7b).
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Priloha 2: ORTEP diagramy vybranych sloutenin
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Priloha 2a: ORTEPdiagram asymetrické jednotky (1-adamantyl)(3-
aminofenyl)methanonigy.
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Priloha 2b: ORTEPdiagram asymetrické jednotky (1-adamantyl)
(4-nitrofenyl)methanolul(3).
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Priloha 2c: ORTEPdiagram asymetrické jednotky 2-(1-adamantyl)-1-
(3-aminofenyl)ethan-1-olul{).
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Priloha 2d: ORTEPdiagram asymetrické jednotky+benzyl-2-chlor-9-
isopropyl-H-purin-6-aminu $0).
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Priloha 2e.ORTEPdiagram asymetrické jednotky 1-adamantyl-{4-[(2ech
9-isopropyl-H-purin-6-yl)aminomethyl]fenyl}methanon60).

Priloha 2f. ORTEPdiagram asymetrické jednotky 2-(1-adamantyl)-1-{4
[(2-chlor-9-isopropyl-#1-purin-6-yl)aminomethyl]fenyl}ethan-1-on6p).

150



SEZNAM POUZITE LITERATURY

1J. Zhang, P. L. Yang, N. S. Grayature Rev2009 9, 28-39.

2J. A. AdamsChem. Re\2001, 101, 2271-2290.

®N. M. Goodger, J. Canon, T. Hunt, P. R. Morgaral Oncol.1997 33, 61-73.

4 P. NurseChemBioCher2002 3, 596-603.

®J. H. Doonan, G. Kitsiodvlol. Biotechnol2009 42, 14-29.

® K. Vermuelen, D. R. Bockstaele, Z. N. Bernem@all Prolif. 2003 36, 131-149.

"J. D. Watson, F. H. Crickature1953 171, 737-738.

8 P. NurseCell 200Q 100, 71-78.

° A. de Gramont, O. Cohen-FiXrends Biochem. S&005 30, 559-568.

19M. B. Kastan, J. Bartelature2004 432, 316-323.

1 A. Luch: ChemBioCher2002 3, 506-516.

12 M. V. Blahosklonny, A. B. Parde&ell Cycle2002 1, 103-110.

13L. Coultas, A. Strassefpoptosi200Q 5, 491-507.

14 D. E. FischerApoptosis2001, 6, 7-15.

155, Uldrijan, V. Kotala, B. VojtSek:Chem. Listy2002 96, 145-149.

®N. Godefroy, C. Lemaire, B. Mignotte, J.-L. Vayssi: Apoptosis2006 11, 659-661.

73, L. Kinnings, R. M. Jacksod: Chem. Inf. ModeR009 49, 318-329.

18 G. Fan, C. J. Steefpoptosisl999 4, 21-29.

193, W. Harper, P. D. Adam€&hem. Rev2001, 101, 2511-2526.

20J. C. Cruz, L. H. Tsaurr. Opin. Neurobiol2004 14, 390-394.

2|, R. Hardcastle, B. T. Golding, R. J. GriffiAnnu. Rev. Pharmacol. Toxicd002 42,
325-348.

22 M. Legraverend, D. S. GriersoBioorg. Med. Chen2006 14, 3987-4006.

2 D. 0. MorganAnnu. Rev. Cell Dev. Bial997, 13, 261-91.

24 M.-H. Lee, H.-Y. WangCell. Mol. Life Sci2001, 58, 1907-1922.

5 G. I. Shapirod. Clin. Oncol 2006 24, 1770-1783.

%’ R. R. Chivukula, J. T. MendelTrends Biochem. S&008 33, 474-481.

2T A. Besson, S. F. Dowdy, J. M. Robeiev. Cell2008 14, 159-169.

28 7. Kiiz, M. Otyepka, . Bartova, J. Ka: Proteins: Structure, Function and Bioinformatics
2004 55, 258-274.

29 A. Vulpetti, P. Crivori, A. Cameron, J. Bertrarl, G. Brasca, R. D Alessio, P. Pevarello:
J. Chem. Inf. ModeR005 45, 1282-1290.

30 M. De Vivo, A. Cavalli, G. Bottegoni, P. Carlomil. RecanatiniProteins2006 62, 89-98.

31 p. J. Day, A. Cleasbhy, I. J. Tickle, M. O'Reilly, E. Coyle, F. P. Holding, R. L.
McMenamin, J. Yon, Ch. Lengauer, H. Jhdi: Natl. Acad. Sci. US2009 106, 4166-
4170.

%2p. D. Jeffrey, L. Tong, N. P. PavletidBenes Dev200Q 14, 3115-3135.

%3 D. Barrick:ACS Chem. BioR009 4, 19-22.

151



% T. G. Davies, P. Tunnah, L. Meijer, D. Marko, Gséhbrand, J. A. Endicott, M. E. M.
Noble: Structure2001, 9, 389-397.

% T. 0. Fischmann, A. Hruza, J. S. Duca, L. Ramamatfi. Mayhood, W. T. Windsor, H. V.
Le, T. J. Guzi, M. P. Dwyer, K. Paruch, R. J. Ddl, Lees, D. Parry, W. Seghezzi,
V. Madison:Biopolymers2008 89, 372-379.

% 5. Wang, Ch. Meades, C. Wood, A. Osnowski, S. fsate R. Yuil, M. Thomas,
M. Mezna, W. Jackson, C. Midgley, C. Griffiths,Hleming, S. Green, I. McNae, S.-Y.
Wu, C.Mclinnes, D. Zheleva, M. D. Walkinshaw, P. Mscher:J. Med. Chem2004 47,
1662-1675.

37B. zZhang, V. B. C. Tan, K. M. Lim, T. E. Tay: Chem. Inf. ModeR007, 47, 1877-1885.

3 V. Krystof, P. Canki |. FrySov4, J. Slouka, G. Kontopidis, P. DZubkk, Hajduch,
J. Srovnal, W. F. de Azevedo Jr., M. Orsag, M. Bladova, J. Ralik, A. Latr, P. M.
Fischer, M. Strnadl. Med. Chem2006 49, 6500-6509.

39 P. Dobes, M. Otyepka, M. Strnad, P. Hob2hem. Eur. J2006 12, 4297-4304.

0B, Zhang, V. B. C. Tan, K. M. Lim, T. E. TaBiochemistry2007, 46, 10841-10851.

V. Krystof, I. Chamrad, R. Jorda, J. Kohoutbled. Res. Re201Q 30, 646-666.

“2E. D. Lowe, I. Tews, K. Y. Cheng, N. R. Brown,Gul, M. E. M. Noble, S. J. Gamblin,
L. N. JohnsonBiochemistry2002 41, 15625-15634.

“3 E. J. Goldsmith, R. Akella, X. Min, T. Zhou, J. Mumphreys:Chem. Rev2001, 101,
5065-5081.

44 J. Sohn, J. M. Parks, G. Buhrman, P. Brown, Kstansdoéttir, A. Safi, H. Edelsbrunner,
W. Yang, J. RudolptBiochemistry2005 44, 16563-16573.

5|, Bartova, M. Otyepka, Z. 7, J. Ka&a: Protein Scienc@004 13, 1449-1457.

6 M. Otyepka, I. Bartova, Z. 7, J. Ka&a: J. Biol. Chem2006 281, 7271-7281.

*"L. N. Johnson, R. J. Lewi€hem. Rev2001, 101, 2209-2242.

8 J. Subramanian, S. Sharma, Ch. B-Radded. Chen2006 49, 5434-5441.

9. M. Stevenson, M. S. Dean, J. H. Hagopian, dv:[Riochemistry2002 41, 8528-8534.

0 U. Schulze-Gahmen, S.-H. Kim: Inhibitors of Cyetlapendent Kinases as Anti-tumor
Agens.2007, Taylor & Francis Group, edito P. J. Smith, E. W. Yueapitola 7, 143-164.

°1 C. WittenbergNature2005 434, 34-35.

°2Ch. J. SherrTrends Biochem. Sci995 20, 187-190.

> A. Burgess, M. Wigan, N. Gilda, W. De Pinto, PlI&ipie, F. Stevens, B. Gabrielli:
J. Biol. Chem2006 281, 9987-9995.

4 J.-P. Jeanon, J. A. Wilso@iin. Otolaryngol.1998 23, 420-424.

°°|. Diaz-Padilla, L. L. Siu, I. Durarinvest. New Drug&009 27, 586-594.

® E. K.-H. Han, S.-C. Ng, N. Arber, M. BegemannBl.Weinstein:Apoptosis1999 4, 213-
219.

> J. PinesTrends Biochem. Sci993 18, 195-197.

°8 M. Malumbres, M. Barbacidfrends Biochem. S&005 30, 630-641.

*9 A. CarneroBr. J. Cancer002 87, 129-133.

152



® F. A. Dhariwala, M. S. Rajadhyaksh@ell Mol. Neurobiol 2008 28, 351-369.

®1J. Lew, J. H. Wangfrends Biochem. Sci995 20, 33-37.

2 D. Hu, A. Mayedas, J. H. Trembley, J. M. Lahti, J/.Kidd: J. Biol. Chem2003 278
8623-86209.

® H. H. Chen, Y. H. Wong, A. M. Geneviere, M. J. RaBiochem. Bioph. Res. Commun.
2007, 354, 735-740.

® A. Huwe, R. Mazitschek, A. Giannidngew. Chem. Int. EQ003 42, 2122-2138,

® P, S. Sharma, R. Sharma, R. Ty&irr. Cancer Drug Target8008 8, 53-75.

% v, Krystof, S. Uldrijan:Curr. Drug Target201Q 11, 291-302.

" H. RosemeyeiChem. Biodivers2004 1, 361-401.

® N. Rucci, M. SusaAnti-Cancer Agents in Medicinal Chemisg§08 8, 342-349.

% D. R. J. Hauser, T. Scile, D. M. Domeyer, B. KameneS. A. Laufer:J. Med. Chem.
2007, 50, 2060-2066.

M. Knockaert, P. Greengard, L. Meijd@rends Pharmacol. S002 23, 417-425.

V. L. Rath, D. Verdugo, S. Hemmeridbrug Discov. Todap004 9, 1003-1011.

2.3. 1. Armstrong, A. R. Portley, Y.-T. Chang, D. Mierengarten, B. N. Cook, K. G.
Bowman, A. Bishop, N. S. Gray, K. M. Shokat, P. &hultz, C. R. BertozziAngew.
Chem. Int. Ed200Q 39, 1303-1306.

3D. E. Verdugo, M. T. Cancilla, X. Ge, N. S. Gray;T. Chang, P. G. Schultz, M. Negishi,
J. A. Leary, C. R. Bertozzll. Med. Chenm001, 44, 2683-2686.

4 p. Raboisson, C. Lugnier, Ch. Muller, J.-M. ReisahuD. Schultz, G. Pinna, A. Le Bec,
H. Basaran, L. Desaubry, F. Gaudiot, M. Selound. Beurguignontur. J. Med. Chem.
2003 38, 199-214.

> H. Suzuki, M. Nomura, K.-l. Miyamoto, H. Sawanigt, Yamamoto:Biol. Pharm. Bull.
2004 27, 357-360.

®'W. J. Pitts, W. Vaccaro, T. Huynh, K. Leftheris, Y. Roberge, J. Barbora, J. Guo,
B. Brown, A. Watson, K. Donaldson, G. C. StarliRg,A. Kiener, M. A. Poss, J. H. Dodd,
J. C. BarrishBioorg. Med. Chem. Let2004 14, 2955-2958.

""T. Taldone, A. Gozman, R. Maharaj, G. Chio§larr. Opin. Pharmacol2008 8, 370-374.

8. Llauger, H. He, J. Kim, J. Aguirre, N. Rosen, Reters, P. Davies, G. Chiosis:Med.
Chem.2005 48, 2892-2905.

°T. Taldone, W. Sun, G. ChiosBioorg. Med. Chen2009 17, 2225-2235,

80 K. Kazaoka, H. Sajiki, K. HirotaChem. Pharm. BulR003 51, 608-611.

8L A. Kurimoto, T. Ogino, S. Ichii, Y. Isobe, M. Topél. Ogita, H. Takaku, H. Sajiki,
K. Hirota, H. KawakamiBioorg. Med. Chen003 11, 5501-5508.

8 A. Kurimoto, T. Ogino, S. Ichii, Y. Isobe, M. Topél. Ogita, H. Takaku, H. Sajiki,
K. Hirota, H. KawakamiBioorg. Med. Chen004 12, 1091-1099.

8 G. R. Rosania, Y.-T. Chang, O. Perez, D. SuthedirDong, D. J. Lockhart, P. G. Schultz:
Nat. Biotechnol200Q 18, 304-308.

153



8 y.-T. Chang, S. M. Wignall, G. R. Rosania, N. $a% S. R. Hanson, A. I. Su, J. Merlie
Jr., O. Perez, R. Heald, P. G. Schultzamed. Chenm2001, 44, 4497-4500.

8 0. D. Perez, Y.-T. Chang, G. Rosania, D. SutheRinG. SchultzChem. Biol.2002 9,
475-483.

8 p. Fishman, K. A. Jacobson, A. Ochaion, S. ColserBar-Yehudaimmun., Endoc. &
Metab. Agents in Med. Che@007, 7, 298-303.

87 B. V. Joshi, K. A. Jacobsofturr. Top. Med. Chen2005 5, 1275-1295.

8 p. G. Baraldi, M. A. Tabrizi, S. Gessi, P. A. Bar€hem. Rev2008 108 238-263.

8 Y. Shao, A. G. Cole, M.-R. Brescia, L.-Y. Qin,Duo, T. M. Stauffer, L. I. Rokosz, B. F.
McGuinnes, I. HendersoBioorg. Med. Chem. Let2009 19, 1399-1402.

%V, Rialet, L. Meijer:Anticancer Res1991, 11, 1581-1590.

%1 C. W. Parker, M. Wilson, D. S. Letham, D. E. Cowld. K. MacLeodPhytochem1986
25, 303-310.

92.J. Vesely, L. Havtiek, M. Strnad, J. J. Blow, A. Donella-Deana, L.rRinD. S. Letham,
J.-Y. Kato, L. Detivaud, S. Leclerc, L. Meijdtur. J. Biochem1994 224, 771-786.

% R. T. Abraham, M. Acquarone, A. Andersen, A. AseR. Bellé, F. Berger,
C. Bergounioux, G. Brunn, C. Buquet-Fagot, N. Glah, Goudeau, M. Goudeau,
P. Guerrier, P. Houghton, H. Hendriks, B. Kloardd, Lippai, D. Marie, B. Maro,
L. Meijer, J. Mester, O. Mulner-Lorillon, S. A. Pleti E. Schierenberg, B. Schulte,
D. Vaulot, M. H. VelhacBiol. Cell 1995 83, 105-120.

% U. Schulze-Gahmen, J. Brandsen, H. D. Jones, Dddgan, L. Meijer, J. Vesely, S.-H.
Kim: Proteins1995 22, 378-391.

% W. F. de Azevedo, S. Leclerc, L. Meijer, L. Haek, M. Strnad, S.-H. KimEur. J.
Biochem1997, 243 518-526.

% | . Meijer, A. Borgne, O. Mulren, J. P. J. ChongBlow, N. Inagaki, M. Inagaki, J.-G.
Delcros, J.-P. MoulinouX&ur. J. Biochem1997, 243 527-536.

% S. J. McClue, D. Blake, R. Clarke, A. Cowan, L.n@uings, P. M. Fischer,
M. MacKenzie, J. Melville, K. Stewart, S. Wang, Zhelev, D. Zheleva, D. P. Lankat. J.
Cancer2002 102, 463-468.

% p. Diwan, J. J. Lacasse, L. M. SchahgVirol. 2004 78, 9352-9365

% M. Mapelli, L. Massimiliano, C. Crovace, M. A. Siger, L.-H. Tsai, L. Meijer,
A. MusacchioJ. Med. Chem2005 48, 671-679.

100 M. SchangCurr. Drug Targets - Infectious Disorde?§05 5, 29-37.

101 ¢, McinnesDrug Discov. Todap008 13, 875-881.

192 £ |. Raynaud, P. M. Fischer, B. P. Nutley, P. ®bddard, D. P. Lane, P. Workman:
Mol Cancer Ther2004 3, 353-362.

1938, P. Nutley, F. P. Raynaud, S. C. Wilson, P. kdcRer, A. Gates, P. M. Goddard, A. J.
McClue, M. Jarman, D. P. Lane, P. Workmi&fal. Cancer Ther2005 4, 125-139.

1047 Travnéek, V. Krystof, M. Sipl:J. Inorg. Biochem2006 100, 214-225.

195 M. Malon, Z. Travnéek, R. Marek, M. Strnadt. Inorg. Biochem2005 99, 2127-2138.

154



106 7. Travnéek, M. Malai, M. Zatloukal, K. Dolezal, M. Strnad, J. Marek: Inorg.
Biochem2003 94, 307-316.

197y, Krystof, R. Lenobel, L. Hawiek, M. Kuzma, M. StrnadBioorg. Med. Chem. Lett.
2002 12, 3283-3286.

108 v/, Krystof, I. W. McNae, M. D. Walkinshaw, P. M.iseher, P. Miller, B. Voisek,
M. Orsag, L. Havliek, M. StrnadCell. Mol. Life Sci2005 62, 1763-1771.

19E E. Brooks, N. S. Gray, A. Joly, S. S. Kerwar,LBm, R. L. Mackman, T. C. Norman,
J. Rosete, M. Rowe, S. R. Schow, P. G. SchultaVdng, M. M. Wick, D. Shiffman:
J. Biol. Chem1997, 272 29207-29211.

110 pérez-Roger, C. Ivorra, A. Diez, M. José, EctP®S. M. Sanz-Gonzéles, V. Andrés:
Curr. Pharm. BiotechnoR00Q 1, 107-116.

111 M. Knockaert, P. Lenormand, N. Gray, P. SchultzPduységurOncogene2002 21,
6413-6424.

112 'N. S.Gray, L. Wodicka, A.-M. W. H. Thunnissen, T. Norman, S. Kwon, F. H.
Espinoza, D. O. Morgan, G. Barnes, S. LeClerc, leijgt, S.-H. Kim, D. J. Lockhart,
P. G. SchultzSciencel998 281, 533-538.

13| R. Hardcastle, B. T. Holding, T. J. Griffiénnu. Rev. Pharmacol. Toxic@002 42,
325-348.

1143.-L. Haesslein, N. Juliaurr. Top. Med. Chen2002 2, 1037-1050.

115 M. Knockaert, N. Gray, E. Damiens, Y.-T. Chang,Geellier, K. Grant, D. Fergusson,
J. Mottram, M. Soete, J.-F. Dubremetz, K. Le RdchDoerig, P. G. Schultz, L. Meijer:
Chem. Biol200Q 7, 411-422.

1185 Ruetz, D. Fabbro, J. Zimmermann, T. Meyer, Niy&Curr. Med. Chem. - Anti-Cancer
Agents2003 3, 1-14.

7M. K. Dreyer, D. R. Borcherding, J. A. Dumont, R Peet, J. T. Tsay, P. S. Wright, A. J.
Bitonti, J. Shen, S.-H. Kiml. Med. Chen2001, 44, 524-530.

118 p W. Shum, N. P. Peet, P. M. Weintraub, T. B. ZeZhao, F. Barbone, B. Cashman,
J. Tsay, S. Dwyer, P. C. Loos, E. A. Powers, K. gfroP. S. Wright, A. Bitonti,
J. Dumont, D. R. Brocherdinflucleos. Nucleot. Nuc2001, 20, 1067-1078.

119 M. Legraverend, O. Ludwig, E. Bisagni, S. LeClekc,Meijer, N. Giocanti, R. Sadri,
V. FavaudonBioorg. Med. Chenl999 7, 1281-1293.

120 M. Legraverend, P. Tunnah, M. Noble, P. DucrotLGdwig, D. S. Grierson, M. Leost,
L. Meijer, J. Endicott]. Med. Cherm200Q 43, 1282-1292.

121 T G. Davies, J. Bentley, Ch. A. Arris, F. T. BeyN. J. Curtin, J. A. Endicott, A. E.
Gibson, B. T. Golding, R. J. Griffin, I. R. Hardtas P. Jewsbury, L. N. Johnson,
V. Mesguiche, D. R. Newell, M. E. M. Noble, J. Audker, L. Wang, H. J. Whitfield:
Nat. Struct. Biol2002 9, 745-749.

1221 R. Hardcastle, Ch. E.Arris, J. Bentley, F. Ty, Y. Chen, N. J. Curtin, J. A. Endicott,
A. E. Gibson, B. T. Golding, R. J. Griffin, P. Jdwsy, J. Menyerol, V. Mesguiche, D. R.

155



Newell, M. E. M. Noble, D. J. Pratt, L.-Z. Wang, H.Whitfield:J. Med. Chem2004 47,
3710-3722.

123 3. A. Gémez-Vidal, J. Campos, J. A. Marchal, HuB&, M. A. Gallo, E. Carrilo,
A. Espinosa, A. Araneg&urr. Top. Med. Chen2004 4, 175-202.

24M. E. M. Noble, J. A. EndicotPharmacol. Ther1999 82, 269-278.

125T M. Sielecki, J. F. Boylan, P. A. Benfield, G. Tranior:J. Med. Chem200Q 43, 1-18.

16T G. Davies, D. J. Pratt, J. A. Endicott, L. Khdson, M. E. M. Noble?harmacol. Ther.
2002 93, 125-133.

127 . Meijer, E. RaymondAcc. Chem. Re2003 36, 417-425.

128 Ch. E. Arris, F. T. Boyle, A. H. Calvert, N. J. @n, J. A. Endicott, E. F. Barman, A. E.
Gibson, B. T. Golding, S. Grant, R. J. Griffin, Rwsbury, L. N. Johnson, A. M. Lawrie,
D. R. Newell, M. E. M. Noble, E. A. Sausville, Rct@ultz, W. Yu:J. Med. Chem200Q
43, 2797-2804.

129D, J. Pratt, J. Bentley, P. Jewsbury, F. T. BogleA. Endicott, M. E. M. NobleJ. Med.
Chem.2006 49, 5470-5477.

130 R. J. Griffin, A. Henderson, N. J. Curtin, A. Etieg J. A. Endicott, I. R. Hardcastle,
D. R. Newell, M. E. M. Noble, L.-Z. Wang, B. T. Glohg: J. Am. Chem. So2006 128
6012-6013.

131 £ canduri, W. F. de Azevedo JEurrent Computer-Aided Drug Desi@®05 1, 53-64.

1323, J.-L. LiaoJ. Med. Chen2007, 50, 409-424.

133G. B. Eliot, G. H. Hitchingsl. Am. Chem. Sot956 78, 3508-3510.

134T, Naito, S. Nakagawa, T.-A. Okita, H. Yamashifa,Yamasaki, H. Kamei, K. Totazsu,
H. Imanishi, H. KawaguchiChem. Pharm. Bul1982 30, 2011-2019.

135 Q. Zeng, B. Huang, K. Danielen, R. Shukla, T. NaQyg. Process Res. De2004 8,
962-963.

136 3. A. MonthomeryJ. Am. Chem. Sot956 78, 1928-1930.

1373, L. Kelley, R. M. Bullock, M. P. Krochmal, E. WicLean, J. A. Linn, M. J. Durcan,
B. R. Cooperd. Med. Cheml997, 40, 3207-3216.

138 3. Yang, Q. Dang, J. Liu, Z. Wei, J. Wu, X. BaiComb. Chen2005 7, 474-482.

139M. Zhong, M. J. Robinsl. Org. Chem2006 71, 8901-8906.

140 N. Oumata, K. Bettayeb, Y. Ferandin, L. Demange,L8pez-Giral, M.-L. Goddard,
V. Myrianthopoulos, E. Mikros, M. Flajolet, P. Gregard, L. Meijer, H. Galonsl. Med.
Chem.2008 51, 5229-5242.

141 B. zacharie, D. Fortin, N. Wilb, J.-F. Bienvenu,. Msselin, B. Grouix, Ch. Penney:
Bioorg. Med. Chem. Let200919, 242-246.

142 M. LegraverendTetrahedror2008 64, 8585-8603.

143 M. Legraverend, O. Ludwig, S. Leclerc, L. Meijér:Heterocyclic Chen2001, 38, 299-
303.

144 p_ Imbach, H.-G. Capraro, P. Furet, H. Mett, T.ybte J. ZimmermannBioorg. Med.
Chem. Lett1999 9, 91-96.

156



145K Alarcon, M. Demeunynck, J. Lohmme, D. CarrezKhoisy: Bioorg. Med. Chem. Lett.
2001, 11, 1855-1858.

148N. S. Gray, S. Kwon, P. G. Schulfetrahedron Lett1997 38, 1161-1164.

147 v, Isobe, A. Kurimoto, M. Tobe, K. Hashimoto, T.akimura, K. Noimurad. Med.
Chem 2006 49, 2088-2095.

148\ Brun, M. Legraverend, D. S. Griersoretrahedror2002 58, 7911-7923.

149y, Krystof, D. Moravcova, M. Paprsk@va, P. Barbier, V. Peyrot, A. Hlobilkova,
L. Havlicek, M. StrnadEur. J. Med. Chen2006 41, 1405-1411.

1503, Ding, N. S. Gray, Q. Ding, P. G. Schultetrahedron Lett2001, 42, 8751-8755.

151 M. Legraverend, O. Ludwig, E. Bisagni, S. LecldrcMeijer: Bioorg. Med. Chem. Lett.
1998 8, 793-798.

152 . vandromme, M. Legraverend, S. Kreimerman, Ozdah, L. Meijer, D. S. Grierson:
Bioorg. Med. Chen007, 15, 130-141.

153|. Cema, R. Pohl, B. Klepetava, M. HocekOrg. Lett.2006 8, 5389-5392.

1543, Piguel, M. Legraverend: Org. Chem2007, 72, 7026-7029.

1%5H. Hung, H. Liu, K. Chen, H. Jiang: Comb. Chen2007, 9, 197-199.

1% R. E. Austin, J. F. Okonya, D. R. S. Bond, F. Aleltli: Tetrahedron Lett2002 43,
6169-6171.

157D. A. Nugiel, L. A. M. Cornelius, J. W. Corbeft: Org. Chem1997, 62, 201-203.

18 p H. Dorff, R. S. Garigipatifetrahedron Lett2001, 42, 2771-2773.

139w, K.-D. Brill, C. Riva-Toniolo:Tetrahedron Lett2001, 42, 6515-6518.

1808, Lucas, N. Rosen, G. Chiosik:Comb. Chen2001, 3, 518-520.

161 C. Riva-Toniolo, S. Miiller, J. Schaub, W. K.-DilBrMol. Div. 2003 6, 43-53.

1623, Ding, N. S. Gray, Q. Ding, X. Wu, P. G. SchultzComb. Chen2002 4, 183-186.

1831 C. Norman, N. S. Gray, J. T. Koh, P. G. SchultAm. Chem. Sot996 118, 7430-
7431.

164 A. M. SenderowiczCancer Biol. Ther2003 2, S84-S95.

185 Meijer: Drug Resist. Updat200Q 3, 83-88.

166 | Meijer: Trends Cell Biol1996 6, 393-397.

167.C. M. Crews, J. B. ShotwelProg. Cell Cycle Ref003 5, 125-133

1%8p M. Fischer, D. P. Lan€urr. Med. Chem200Q 7, 1213-1245.

189 A J. BridgesChem. Rev2001, 101, 2541-2571.

170H. Nakano, SOmura:J. Antibiot.2009 62, 17-26.

171 A M. SenderowiczOncogen€003 22, 6609-6620.

172 T Akiyama, T. Yoshida, T. Tsujita, M. Shimizu, Mizukami, M. Okabe, S. Akinaga:
Cancer Res1997 57, 1495-1501.

1731, Collins, M. D. GarrettCurr. Opin. Pharmacol2005 5, 366-373.

174, J. Wilson, C. Yang, W. V. Murrayfetrahedron Lett2007, 48, 7399-7404.

175 3. Delarue-Cochin, I. McCort-Tranchepa®rg. Biomol. Chem2009 7, 706-716.

157



176 G. zapata-Torres, F. Opazo, C. Salgado, J. PiolgluH. Krautwurst, C. Mascayano,
S. Sepulveda-Boza, R. B. Macciony, B. K. Casskldlat. Prod2004 67, 416-420.

7P M. Fischer, J. Endicott, L. MeijéProg. Cell Cycle Re2003 5, 235-248.

178 M. Orzaez, A. Gortat, L. Mondragén, O. Bachs, Ere?-PayAChemMedCher2009 4,
19-24.

1 M. D. Losiewicz, B. A. Carlson, G. Kaur, E. A. Saille, P. J. WorlandBiochem. Bioph.
Res. Commuri994 201, 589-595.

180 A M. SenderowiczOncogen€00Q 19, 6600-6606.

181 £ A. Sausville, D. Zaharevitz, R. Gussio, L. MejjM. Locarn-Leost, C. Kunick, R.
Schultz, T. Lahusen, D. Headlee, S. Stinson, SABuck, A. SenderowiczPharmacol.
Ther.1999 82, 285-292.

182 M. Kakai, T. Hirano, S. Higa, J. Arimitsu, M. Maday Y. Kuwahara, T. Ohkawara,
K. Hagihara, T. Yamadori, Y. Shima, A. Ogata, |.w&se, T. TanakaAllergology
International2007, 56, 113-123.

183y, Sagara, J. Vanhnasy, P. MahkrNeurochen2004 90, 1144-1155.

184X. Lu, J. Jung, H. J. Cho, D. Y. Lim, H. S. Lee, $ Chun, D. Y. Kwon, J. H. Y. Park:
J. Nutr.2005 135 2884-2890.

185 H. Lu, D. J. Chang, B. Baratte, L. Meijer, U. SiAmGahmend. Med. Chem2005 48,
737-743.

1863, Lee, T. Park, S. Jeong, K.-H. Kim, Ch. HoBiporg. Med. Chem. Let2007, 17, 1284-
1287.

187 K. Bettayeb, H. Sallam, Y. Ferandin, F. Popowy@zFournet, M. Hassan, A. Echalier, P.
Bernard, J. Endicott, B. Joseph, L. Meij®tol. Cancer Ther2008 7, 2713-2724.

188 £ Popowycz, G. Fournet, C. Schneider, K. BettayebFerandin, C. Lamigeon, O. M.
Tirado, S. Mateo-Lozano, V. Notario, P. Colas, Brriard, L. Meijer, B. Josepld: Med.
Chem.2009 52, 655-663.

189D Moravcova, V. Krystof, L. Hauwek, J. Moravec, R. Lenobel, M. Strnd&loorg. Med.
Chem. Lett2003 13, 2989-2992.

190 Havlicek, K. Fuksova, V. Krystof, M. Orsag, B. V&§ek, M. StrnadBioorg. Med.
Chem.2005 13, 5399-5407.

191 R. J. Misra, D. B. Rawlins, H.-Y. Xiao, W. Shan, Bursuker, K. A. Kellar, J. G.
Mulheron, J. S. Sack, J. S. Tokarski, S. D. Kimhiéll R. WebsterBioorg. Med. Chem.
Lett.2003 13, 1133-1136.

192R. J. Misra, H.-Y. Xiao, D. B. Rawlins, W. Shan, K Kellar, J. G. Mulheron, J. S. Sack,
J. S. Tokarski, S. D. Kimball, K. R. Webst&ioorg. Med. Chem. Let2003 13, 2405-
2408.

1933, Lapenna, A. Giordanbtature Rev2009 8, 547-566.

194 A. Conroy, D. E. Stockett, D. Walker, M. R. Arkib, Hoch, J. A. Fox, R. E. Hawtin:
Cancer Chemother. Pharmac@009 64, 723-732.

158



195¢C. Benson, S. Kaye, P. Workman, M. Garrett, M. tg!J. de BondBr. J. Cance2005
92, 7-12.

1 R, J. Misra, H.-Y. Xiao, K. S. Kim, S. Lu, W.-CHan, S.A. Barbosa, J. T. Hunt, D. B.
Rawlins, W. Shan, S. Z. Ahmed, L. Qian, B.-Ch. ChenZhao, M. S. Bednarz, K. A.
Kellar, J. G. Mulheron, R. Bavorsky, U. Roongta,Klamath, P. Marathe, S. A. Ranadive,
J. S. Sack, J. S. Tokarski, N. P. Pavletich, FFYLee, K. R. Webster, S. D. Kimball:
J. Med. Chenm2004 47, 1719-1728.

197 p. Pevarello, M. G. Brasca, R. Amici, P. Orsini, Gaquandi, L. Corti, C. Piutt,
P. Sansonna, M. Villa, B. S. Pierce, M. Pulici,Bordano, K. Martina, E. L. Fritzen,
R. A. Nugent, E. Casale, A. Cameron, M. CiomeiRBletto, A. Isacchi, G. P. Fofliatto,
E. Petenti, W. Pastori, A. Marsiglio, K. L. Leadh, M. Clare, F. Fiorentini, M. Varasi,
A. Vulpeti, M. A. Warpehoskid. Med. Chen2004 47, 3367-3380.

1% p_ pevarello, M. G. Brasca, P. Orsini, G. TraqiiafdLongo, M. Nesi, F. Orzi, C. Piutti,
P. Sansonna, M. Varasi, A. Cameron, A. Vulpetti,Reletto, R. Alzani, M. Ciomei,
C. Albanese, W. Pastori, A. Marsiglio, E. Peterfid, Fiorentini, J. R. Bischoff,
C. Mercurio:J. Med. Chen2005 48, 2944-2956.

19y, Krystof, P. Canka I. FrySova, J. Slouka, G. Kontopidis, P. DZubkk, Hajduch,
J. Srovnal, W. F. de Azevedo Jr., M. Orsag, M. Blegpova, J. Rolnik, A. Latr, P. M.
Fischer, M. Strnadl. Med. Chen2006 49, 6500-6509.

200 paul G. Wyatt, A. J. Woodhead, V. Berdini, J. AauBsridge, M. G. Carr, D. M. Cross,
D. J. Davis, L. A. Devine, T. R. Early, R. E. Félt&. J. Lewis, R. L. McMenamin, E. F.
Navarro, M. A. O Brien, M. O'Reilly, M. Reule, Gagy, L. C. A. Seavers, D.-M. Smith,
M. S. Squires, G. Trewartha, M. T. Walker, A. J.MXooldford:J. Med. Chem2008 51,
4986-4999.

201 santo, S. Vallet, T. Hideshima, D. Cirstea, Ikeda, S. Pozzi, K. Patel, Y. Okawa,
C. Gorgun, G. Perrone, E. Calabrese, M. Yule, Mii®g, M. Ladetto, M. Boccadoro,
P. G. Richardson, N. C. Munshi, K. C. Anderson,Rdje: Oncogene201Q 29, 2325-
2336.

202 M. S. Squires, R. E. Feltell, N. G. Wallis, E.L&wis, D.-M. Smith, D. M. Cross, J. F.
Lyons, N. T. Thompsorivol. Cancer Ther2009 8, 324-332.

203 K. L. Sayle, J. Bentley, F. T. Boyle, A. H. CalyeY. Cheng, N. J. Curtin, J. A. Endicott,
B. T. Golding, I. R. Hardcastle, P. Jewsbury, V.dgeiche, D. R. Newell, M. E. M.
Noble, R. J. Parsons, D. J. Pratt, L. Z. Wang,. E&riffin: Bioorg. Med. Chem. Let2003
13, 3079-3082.

204 \W. DePinto, X.-J. Chu, X. Yin, M. Smith, K. Packm&. Goelzer, A. Lovey, Y. Chen,
H. Qian, R. Hamid, Q. Xiang, Ch. Tovar, R. Blain, Nevins, B. Higgins, L. Luistro,
K. Kolinsky, B. Felix, S. Hussain, D. HeimbrodWol. Cancer Ther2006 5, 2644-2658.

205 x.-J. Chu, W. DePinto, D. Bartkovitz, S.-S. So, B.Vu, K. Packman, Ch. Lukacs,
Q. Ding, N. Jiang, K. Wang, P. Goelzer, X. Yin, M. Smith, B. X. Higgins, Y. Chen,

159



Q. Xing, J. Moliterni, G. Kaplan, B. Graves, A. L@y N. FotouhiJJ. Med. Chem2006
49, 6549-6560.

2903, Bain, H. McLuachlan, M. Elliott, P. CoheBiochem. J2003 371, 199-204.

207 L. Kent, N. E. Hull-Cambel, T. Lau, J. C. Wu, 8. Thompson, M. NoriBiochem.
Bioph. Res. Commuh999 260, 768-774.

298 R. Hoessel, S. Leclerc, J. A. Endicott, M. E. Mo, A. Lawrie, P. Tunnah, M. Leost,
E. Damiens, D. Marie, D. Marco, E. Nedirberger, Wang, G. Eisenbrand, L. Meijer:
Nat. Cell Biol.1999 1, 60-67.

209 5 Leclerc, M. Garnier, R. Hoessel, D. Marko, J.Bibb, G. L. Snyder, P. Greengard,
J. Biernat, Y.-Z. Wu, E.-M. Maldenkow, G. Eisenldah. Meijer: J. Biol. Chem200],
276, 251-260.

219 M. Pallas, A. M. Canudas, E. Verdaguer, C. Allgai® G. de Arriba, D. Alvira, F. X.
Sureda, A. Camingurr. Med. Chem. - Central Nervous System Ageois 5, 101-109.

2], Sridhar, N. Akula, N. Pattabirama®APS J2006 8, E204-E221.

2123 ... Choi, J.-E. Lee, S.-Y. Jeong, I. Im, S.-BeLE.-J. Lee, S. K. Lee, S.-M. Kwon, S.-
G. Ahn, J.-H. Yoon, S.-Y. Han, J.-l. Kim, Y.-Ch. i J. Med. Chem201Q 53, 3696-
3706.

213 C. Kunick, Ch. Schultz, T. Lemcke, D. W. ZahareyiR. Gussio, R. K. Jalluri, E. A.
Sausville, M. Leost, L. MeijeBioorg. Med. Chem. Let200Q 10, 567-569.

24 D, W. zaharevitz, R. Gussio, M. Leost, A. M. Semmtécz, T. Lahusen, C. Kunick,
L. Meijer, E. A. SausvilleCancer Res1999 59, 2566-2569.

21> R. Gussio, D. W. Zaharewitz, C. F. McGrath, N. t&eitaman, G. E. Kellogg,
Ch. Schultz, A. Link, C. Kunick, M. Leost, L. MeijeE. A. SausvilleAnti-Cancer Drug
Design200Q 15, 53-66.

218 Ch. Schultz, A. Link, M. Leost, D. W. Zaharevi, Gussio, E. A. Sausville, L. Meijer,
C. Kunick:J. Med. Cheml1999 42, 2909-2919.

21" A, Dobrov, V. B. Arion, N. Kandler, W. GinzingeM. A. Jakupec, A. Rufiska, N. G.
von Keyserlingk, M. Galanski, Ch. Kowol, B. H. Kdpp Inorg. Chem2006 45, 1945-
1950.

218 \W. F. Schmid, R. O. John, C. B. Arion, M. A. JakapB. K. KepplerOrganometallics
2007, 26, 6643-6652.

29 W. F. Schmid, S. Zorbas-Seifried, R. O. John, V.Aion, M. A. Jakupec, A. Roller,
M. Galanski, I. Chiorescu, H. Zorbas, B. K. Keppleorg. Chem2007, 46, 3654-3656.

2203, R. Walker, E. J. Carter, B. C. Huff, J. C. Mar€hem. Re\2009 109, 3080-3098.

?2LR. J. Anderson, J. C. MorriSetrahedron Lett2001, 42, 8697-8699.

222 K. Bettayeb, O. M. Tirado, S. Marinneau-Lambot,Férandin, O. Lozach, J. C. Morris,
S. Mateo-Lozano, P. Drueckes, Ch. Schachtele, M5.Hubbutat, F. Liger, B. Marquet,
B. Joseph, A. Echalier, J. A. Endicott, V. Notatio Meijer: Cancer Res2007, 67, 8325-
8334.

160



223 M. Gompel, M. Leost, E. B. De Kier Joffe, L. Puwil, L. H. Franco, J. Palermo,
L. Meijer: Bioorg. Med. Chem. Let2004 14, 1703-1707.

224 A, Echalier, K. Bettayeb, Y. Ferandin, O. Lozath, Clément, A. Valette, F. Liger,
B. Marquet, J. C. Morris, J. A. Endicott, B. JosephMeijer: J. Med. Chem2008 51,
737-751.

222 R. Vicha, M. Potéek: Chem. Listy2004 98, 68-74.

226R. C. Fort Jr., P. von R. Schley&hem. Rev1964 64, 277-300.

22" p_yon R. Schleyer, M. M. Donaldson, R. D. Nicol@s CupasOrganic Synthesek962
42, 8.

228p_yon R. Schleyett. Am. Chem. So&957 79, 3292.

2291 Koch, W. HaafOrg. Synth1964 44, 1.

200, Faroog, M. Marcelli, G. K. S. Prakash, G. AafmlJ. Am. Chem. Sot988 110, 864-
867.

213 Kato, T. Iwahama, S. Sakaguchi, Y. IshiiOrg. Chem1998 63, 222-223.

2324 Mori, A. Mori, Q. Xu, Y. SoumaTetrahedron Lett2002 43, 7871-7874.

233G. Molle, P. Bauer, J. E. Dubois: Org. Chem1982 47, 4120-4128.

234C. J. Salomon, E. G. Mata, O. A. MascargttiOrg. Chem1994 59, 7259-7266.

235 M. Node, K. Nishide, M. Sai, K. Fuji, E. Fujitd: Org. Chem1981, 46, 1991-1993.

236 0. Meth-Cohn, M.-X. Wangl. Chem. Soc., Perkin Trart997, 1, 1099-1104.

237K, K. Park, Ch. H. Oh, W.-J. Sind: Org. Chem1995 60, 6202-6204.

238D, S. Hays, G. C. Ful. Org. Chem1998 63, 2796-2797.

239 C. V. Lindsley, Z. Zhao, R. C. Newton, W. H. LeistK. A. StraussTetrahedron Lett.
2002 43, 4467-4470.

240 5 G. Koenig, Ch. P. Vandenbossche, H. Zhao, Fussle, S. P. Singh, R. P. Bakale:
Org. Lett.2009 11, 433-436.

241 G. M. Loudon, A. S. Radhakrishna, M. R. AlmondKJBlodgett, R. H. Boutind. Org.
Chem.1984 49, 4272-4276.

242 K. Huard, H. LebelChem. Eur. J2008 14, 6222-6230.

23 p_Kovacic, P. D. Roskod: Am. Chem. Sot969 91, 6457-6460.

2443, W. Strand, P. Kovacid: Am. Chem. So&973 95, 2977-2982.

245 M. Kitamura, T. Suga, S. Chiba, K. NarasaRag. Lett.2004 6, 4619-4621.

246 3. Stamatiou, G. B. Foscolos, G. Vytas, A. KolaiguN. Kolocouris, C. Pannecouque,
M. Witvrouw, E. Padalko, J. Neyts, E. de Cler&joorg. Med. Chem2003 11, 5485-
5492.

247 C. E. Wagner, M. L. Mohler, G. S. Kang, D. D. Mill E. E. Geisert, Y.-A. Chang, E. B.
Fleischer, K. J. Shed: Med. Chen2003 46, 2823-2833.

248D, Tataridis, G. Fytas, A. Kolocouris, C. Fytas,Kblocouris, G. B. Foscolos, E. Padalko,
J. Neyts, E. de Clerc@ioorg. Med. Chem. Let2007, 17, 692-696.

249 G. Zoidis, C. Fytas, |. Papanastasiou, G. B. Hosc@. Fytas, E. Padalko, E. de Clercq,
L. Naesens, J. Neyts, N. Kolocourgioorg. Med. Chen006 14, 3341-3348.

161



20 N. V. Makarova, E. I. Boreko, I. K. Moiseev, N. Pavlova. M. N. Zemtsova, S. N.
Nikolaeva, G. V. VladykoPharm. Chem. 2001, 35, 480-484.

LA, A. EI-Emam, O. A. Al-Deeb, M. Al-Omar, J. Lehma Bioorg. Med. Chen2004 12,
5107-5113.

22 A, A. Kadi, R. El-Brollosy, O. A. Al-Deeb, E. E.atib, T. M. Ibrahim, A. A. EI-Emam:
Eur. J. Med. ChenR007, 42, 235-242.

23 K. D. Koo, M. J. Kim, K.-H. Kim, S. Y. Hong, G.-GHur, H. J. Yim, G. T. Kim, H. O.
Han, O. H. Kwon, T. S. Kwon, J. S. Koh, Ch.-S. LB&org. Med. Chem. LetR007, 17,
4167-4172.

254 E. B. Villhauer, J. A. Brinkman, G. B. Naderi, B. Burky, B. E. Dunning, K. Prasad, B.
L. Mangold, M. E. Russell, T. E. Hughek:Med. Chem2003 46, 2774-2789.

255 B, Ahrén, M. Landin-Olsson, P.-A. Jansson, M. $sem, D. Holmes, A. Schweizer:
J. Clin. Endocr. Metakh2004 89, 2078-2084.

265 H. Hwang, Ch. Morisseau, Z. Do, B. D. Hammdgikiorg. Med. Chem. Let2006 16,
5773-5777.

275 -K. Anandan, Z. N. Do, H. K. Webb, D. V. PaRl,D. HleseBioorg. Med. Chem. Lett.
2009 19, 1066-1070.

2%8|.-H. Kim, Ch. Morisseau, T. Watanabe, B. D. Hanuiia). Med. Chem2004 47, 2110-
2122.

295, H. Hwang, H.-J. Tsai, J.-Y. Liu, Ch. MorisseBuD. Hammock:J. Med. Chenm2007,
50, 3825-3840.

20E parrella, M. Gianni, M. Fratelli, M. M. BarzagoRaska Jr., L. Diomede, M. Kurosaki,
C. Pisano, P. Carminati, L. Merlini, S. Dallavallkl. Tavecchio, C. Rochette-Egly,
M. Terao, E. Garattinivol. Pharmacol2006 70, 909-924.

281 M. I. Dawson, Z. Xia, T. Juany, M. Ye, J. A. Foma L. Farhana, B. Patel, L. P. Xue,
M. Bhuiyan, R. Pellicciari, A. Macchiarulo, R. Nui.-K. Zhang, Y.-H. Han, L. Tautz,
P. D. Hoobs, L. Jong, N. Waleh, W. Chao, G.-S. FéagPang, Y. Sul. Med. Chem.
2008 51, 5650-5662.

%2R, G. Keedwell, Y. Zhao, L. A. Hammond, S. Qin;X.Tsang, A. Reitmair, Y. Molina,
Y. Okawa, L. I. Atangan, D.-L. Shurland, K. Wen, B1. A. Wallace, R. Bird, R. A. S.
Chandraratna, G. Browi@ancer Res2004 64, 3302-3312.

63| _ Farhana, M. I. Dawson, M. Leid, L. Wang, D.Moore, G. Liu, Z. Xia. J. A. Fontana:
Cancer Res2007, 67, 318-327.

264 R. E. Lee, M. Protopopova, E. Crooks, A. SlayddnTerrot, C. E. Barry [11:J. Comb.
Chem.2003 5, 172-187.

265 A Nayyar, V. Monga, A. Malde, E. Coutinho, R.rtd@ioorg. Med. ChenR007, 15, 626-
640.

26D Lu, Z. Meng, G. A. Thakur, P. Fan, J. Steed|.CTartal, D. P. Hurst, P. H. Reggio,
J. R. Deschamps, D. A. Parrish, C. George, T. Wdthe, R. J. Lamb, A. Makriyannis:
J. Med. Chem005 48, 4576-4585.

162



267 E. Stern, G. G. Muccuoli, B. Boiser, L. Hamtiau®, Millet, J. H. Poupaert, J.-P.
Hénichart, P. Depreux, J.-F. Goossens, D. M. LatmbBeMed. Chem2007, 50, 5471-
5484.

68 3. Long, T. Manchandia, K. Ban, S. Gao, C. Milldr,ChandraCancer Chemother.
Pharmacol.2007, 59, 527-535.

269 3.3. Wang, Y.-T. Chern, Y.-F. Chang, T.-Y. Liu;\@. Chi: Anti-Cancer Drug£002, 13,
533-543.

270 3.J. Wang, Y.-F. Chang, Y.-T. Chern, C.-W. @hi: J. Cancer2003 89, 1995-2003.

271 'S, Jensen, U. Bglcho, J. Egebjerg, K. Strontg@@itemMedCher006 1, 419-428.

272y Wang, J. Eu, M. Washburn, T. Gong, H.-S. V. Ghe¢. L. James, S. A. Lipton, J. S.
Stamler, G. T. Went, S. Port&urrent Alzheimer Resear@®06 3, 201-204.

273 A, Thiry, J.-M. Dogné, C. T. Supuran, B. Maser€err. Pharm. Desigr2008 14, 661-
671.

2747, Yu, A. R. Sawkar, L. J. Whalen, C.-H. Wong\\. Kelly: J. Med. Chem2007, 50, 94-
100.

2\, L. Davies, R. T. Grunert, R. F. Haff, J. W. Mai@n, E. M. Neumayer, M. Paulshock,
J. C. Wats, T. R. Wood, E. C. Hermann, C. E. Hoffm&ciencel964 144, 862-863.

28 A A. Spasov, T. V. Khamidova, L. |. Bugaeva, l.Morozov:Pharm. Chem. 200Q 34,
1-7.

2T 0. 1. Kiselev, V. M. Blinov, K. N. Kozeletskaya,.\. llyenko, V. G. Platonov, O. N.
Chupatkhin, M. A. Stukova, V. A. Karginowestnik Rossiskoi Akademii Meditsinskikh
Nauk1993 10-15.

2’83, K. Sonkusare, C. L. Kaul, R. RamarBbarmacol. Re2005 51, 1-17.

2% M. Babaré, S. Ursé, A. Pipeli, B. Zorc, A. Herold-Brundi, A. Nagl, M. Grdiga,
K. Pavelt, R. Snoeck, G. Andrej, J. Balzarini, E. de Cleey,Mintas: J. Med. Chem.
2005 48, 884-887.

280 M. Mor, A. Podoly, S. Rivara, F. Vacondio, A. Data A. Tontini, S. Sanchini,
G. Piersanti, J. R. Clapper, A. R. King, G. Tardia,Piomelli: J. Med. Chem2008 51,
3487-3498.

281 \1. Zahid, K. A. Yasin, T. Akhtar, N. H. Rama, Saideed, N. A. Al-Masoudi, R. Loddo,
P. La Colla:ARKIVOC2009 (xi), 85-93.

282 ). Doubis, A. VevesAdv. Ther2008 25, 627-643.

?83E. Bosi, P. Lucotti, E. Setola, L. Monti, P. MaRi: Diabetes Res. Clin. Prac2008 825
S102-S107.

284 3. D. Croxtal, S. J. Kear®rugs2008 68, 2387-24009.

285 D. J. Augeri, J. A. Robl, D. A. Betebenner, D.Magnin, A. Khanna, J. G. Robertson,
A. Wang, L. M. Simpkins, P. Taunk, Q. Huang, S.Han, B. Abboa-Offei, M. Cap,
L. Xin, L. Tao, E. Tozzo, G. E. Welzel, D. M. Egah, Marcinkeviciene, S. Y. Chang,
S. A. Biller, M. S. Kirby, R. A. Parker, L. G. Hama: J. Med. Chem2005 48, 5025-
5037.

163



86 5 ColagiuriDiabetes, Obesity and Metaboli?@1Q 12, 463-473.

287.C. J. Van der Schyf, W. J. Geldenhuygurotherapeutic2009 6, 175-186.

288 5 A. Savage, G. S. Jones, S. Kolotuchin, S. Anfatian, T. Vu, R. E. Waltermine:
Org. Process Res. DeX009 13, 1169-1176.

2891 Jia, J. E. Tomaszewski, C. Hanrahan, L. CowBrdyoker, G. Gorman, B. Nikonenko,
M. ProtopopovaBr. J. Pharmacol2005 144, 80-87.

290 Anonym: Tuberculosi2008 88, 159-161.

291 £ Z&k, J. Turanek, A. Kroutil, P. Sova, A. Mis&k, Poulova, P. Mikolin, Z. Zak,
A. Kadna, D. Zaluska, J. Na, L. Sindlerova, A. Kozubikl. Med. Chem2004 47, 761-
763.

292 p_Sova, A. Mistr, A. Kroutil, F. Zak, P. P&kova, M. ZadinovaAnti-Cancer Drugs
2005 16, 653-657.

293 p_Sova, A. Mistr, A. Kroutil, F. Zak, P. P&kova, M. ZadinovaAnti-Cancer Drugs
2006 17, 201-206.

294 V. Horvath, K. Sotek, L. Svihalkova-Sindlerova, J. Vondek, O. Blan&ova,
J. Hofmanov4, P. Sova, A. Kozublkvest. New Drug2007, 25, 435-443.

2% E. Roubalova, V. Kvartova, R. Hrstka, S.iBmva, E. Michalova, L. Dubska, P. Miiller,
P. Sova, B. VojiSek:Invest. New Drug201Q 28, 445-453.

298 K . Cal, K. CentkowskaEur. J. Pharm. Biopharn2008 68, 467-478.

29T A, Vlyas, S. Saraf, S. Sardf: Incl.Phenom. Macrocycl. Che2008 62, 23-42.

298y/. J. Stella, Q. HeToxicol. Pathol2008 36, 30-42.

299 G. Astray, C. Gonzalez-Barreiro, J. C. Mejuto, Ral-Otero, J. Simal-Gandar&ood
Hydrocolloids2009 23, 1631-1640.

30 F van de Manakker, T. Vermonden, C. F. van NasfrW. E. Hennink:
Biomacromolecule2009 10, 3157-3175.

301 E sallas, R. DarcyEur. J. Org. Chem2008 957-969.

3021 CserhéatiBiomed. Chromatog2008 22, 563-571.

303 3. Carrazana, A. Jover, F. Meijide, V. H. SotoyJTato:J. Phys. Chem. B005 109
9719-9726.

304\W. Tang, S. Ch. Ngl. Sep. Sc008 31, 3246-3256.

305 M. V. Rekharsky, Y. InougChem. Rev1998 98, 1875-1917.

308\y. C. Cromwel, K. Bystrom, M. R. Eftinkt. Phys. Chen1985 89, 326-332.

307 K. J. C. van Bommel, G. A. Metselaar, W. Verbodin,N. ReinhoudtJ. Org. Chem.
2001, 66, 5405-5412.

308 Ch. Schalley (editor)Analytical methods in supramolecular chemis2907 WILEY-
VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim, 487 stran.

3995, Kwon, W. Lee, H.-S. Shin, S. Yoon, Y. Kim, Y.4&m, K. Lee, S. Leed. Mol. Struct.
2009 938 192-197.

319 Zhang, G. Chen, L. Wang, L. Ding, Y. Tian, Vih,H. Zhangint. J. Mass Spectrom.
2006 252 1-10.

164



311w, X. de Paula, A. M. L. Denadai, M. M. Santora,M G. Braga, R. A. S. Santos, R. D.
Sinisterraint. J. Pharm2011 404, 116-123.

312 R. L. Jansen, L. W. Stade, R. Wimmer, A. Stensball. Duroux, K. L. Larsen,
Ch. Winger, L. Durouxtangmuir201Q 26, 11597-11604.

313 A, Maheshwan, D. Sharma: Incl. Phenom. Macrocycl. Che201Q 68, 453-459.

314 3. Carrazana, A. Jover, F. Meijide, V. H. SotoyJTato:J. Phys. Chem. B005 109
9719-9726.

315 D. Granaderro, J. Bordello, M. J. Pérez-Alvite, Nbvo, W. Al-Soufi:Int. J. Mol. Sci.
201Q 11, 173-188.

316 5. Chelli, M. Majdoub, M. Jouini, S. Aeiyach, F.aMrel, K. I. Chane-Ching, P.-C.
Lacaze:J. Phys. Org. Chen2007, 20, 30-43.

3171 . Leclercq, A. R. Schmitze#. Phys. Org. Chen2009 22, 91-95.

318 . Jeener, B. H. Meier, P. Bachmann, R. R. Edsthys. Chenil979 71, 4546-4553.

3194, J. Schneider, F. Hecket, V. Rudiger, H. Ikefaem. Rev1998 98, 1755-1785.

320G, E. Martin, R. C. Croucht. Nat. Prod1991, 54, 1-70.

%21 4. M. R. Hoffmann, K. Haas&ynthesid981, 9, 715-719.

322R. Vicha, M. Néas, M. Potéek: Collect. Czech. Chem. Comm@00§ 71, 709-722.

323 R. Vicha, M. Potéek: Tetrahedror2005 61, 83-88.

324 7. Kozubkova: Fiprava ami pro cilenou modifikaci v a studium jejich komplex
s cyklodextriny. Diplomova prace, UTB ZIiaD08 kap. 6.

32°R. Vicha: Syntéza ##vych latek na bazi adamantanu. Disénigprace, MU Brno2005

3204, Adkins, H. R. Billica:J. Am. Chem. So94§ 70, 695-698.

%27Y. Endo, T. Sawabe, Y. Taodi:Am. Chem. So200Q 122, 180-181.

38 R. D. Rieke, M. V. Hanson, J. D. Browh:Org. Chem1996 61, 2726-2730.

329 C. G. Gutierrez, R. A. Stringham, T. Nitasaka,3.Glasscokd. Org. Chem198Q 45,
3393-3395.

30| Havlicek, M. Hajdlch, M. Strnad: US Pateh§98 USG221873.

31y, Kotek, N. Chudikova, T. Tobrman, D. Diék: Org. Lett.201Q 12, 5724-5727.

332 M. T. Fioriny, Ch. AbellTetrahedron Lett1998 39, 1827-1830.

333 L. Havlitek, J. Hanus, J. Vesely, S. Leclerc, L. Meijer,Shaw, M. Strnadd. Med.
Chem.1997, 40, 408-412.

334N. Oumata, Y. Ferandin. L. Meijer, H. GaloBrg. Process Res. De2009 13, 641-644.

3% M. Tanaka, E. Muro, H. Ando, Q. Xu, M. Fujiwara, Bouma, Y. Yamaguchil. Org.
Chem.200Q 65, 2972-2978.

3¢ 3. F. de Queiroz, J. W. de M. Carneiro, A. A. 8abR. Sparrapan, M. N. Eberlin, P. M.
Estevesd. Org. Chem2006 71, 6192-6203.

337 Ch. E. Stephens, T. M. Felder, J. W. Sowell Sr.AGdrei, J. Balzarini, R. Snoeck, E. de
Clercq:Bioorg. Med. Chen001, 9, 1123-1132.

3383, M. Tsang, A. P. Paul, M. P. DiGiamib:Org. Chem1964 29, 3387-3390.

339G, A. Olah, S. C. Narang, A. P. Furdg:Org. Chem1981, 46, 2706-2709.

165



340 3. C. Oxley, J. L. Smith, J. S. Moran, J. N. Canih AimongTetrahedron Lett2008 49,
4449-4451].

*1M. M. V. Ramana, S. S. Malik, J. A. Parih@etrahedron Lett2004 45, 8681-8683.

342R. Vicha, I. Kiiitka, M. Rouchal, V. JeZkova, A. Zierh®tRKIVOC2009 (xii), 60-80.

343|. Pogorelé, M. Filipan-Litvi¢, S. Merka$, G. Ljuldi I. Cepanec, M. Litd: J. Mol. Catal.
A - Chem2007, 274, 202-207.

344 M. Rouchal, M. Ne&as, R. VichaActa Crystallogr., Sect. E: Struct. Rep. Onlg@09 65,
01018.

342 3. Svoboda: Organicka syntéz200Q VSCHT Praha, kap. 2.6.4, str. 58.

%%%R. Mozingo, D. E. Wolf, S. A. Harris, K. Folkerd: Am. Chem. Sot943 65, 1013-1016.

%7M. Rouchal, M. Neas, R. VichaActa Crystallogr., Sect. E: Struct. Rep. Onl2@LQ 66,
01736.

%8 H. R. Seong, D.-S. Kim, S.-G. Kim, H.-J. Choi, . Ahn: Tetrahedron Lett2004 45,
723-727.

393, sun, P. Wul. Phys. Chem. 201Q 114, 8331-8336.

0F Alfonso, Y. Moglie, G. Radivoy, M. Yugur. J. Org. Chen201Q 1875-1884.

%1 M. Vaultier, N. Knouzi, R. Carriéfetrahedron Lett1983 24, 763-764.

%2H. Bayley, D. N. Standring, J. R. Knowl&trahedron Lett1978 19, 3633-3634.

3. Lin, X. Zhang, Z. He, Y. Jin, T. Gong, A. Meynth. Commur2002, 32, 3279-3284.

4W. Aelterman, K. A. Tehrani, W. Coopens, T. Huytires, N. de Kimpe, D. Tourwé, J.-P.
Declercq:Eur. J. Org. Cheml1999 239-250.

33V, Krystof: Inhibitory cyklin-dependentnich kinasova generaced&? Habilitaini prace.
UP Olomouc2008 kap. 3.

38 A Brik, Ch.-Y. Wu, M. D. Best, Ch.-H. Won@ioorg. Med. ChenR005 13, 4622-4626.

%7y, Wan, M. Alterman, M. Larhed, A. Hallberd: Org. Chem2002, 67, 6232-6235.

%8 M. Rouchal, M. N&as, R. VichaActa Crystallogr., Sect. E: Struct. Rep. Onl2@1Q 66,
01016.

%9 Havlicek, M. Strnad, M. Hajdlch: US PateR601, US6221873B1.

%9 M. Rouchal, M. Ne&as, R. VichaActa Crystallogr., Sect. E: Struct. Rep. Onlg@09 65,
01676.

%1 M. Rouchal, M. N&as, R. VichaActa Crystallogr., Sect. E: Struct. Rep. Onlg@09 65,
01268.

%2 M. Rouchal, M. Ne&as, F. P. de Carvalho, R. Vichacta Crystallogr., Sect. E: Struct.
Rep. Online2009 65, 0298—-0299.

33D, J. Berry, Ch. V. DiGiovanna, S. S. Metrick, urugan:ARKIVOC2001, (i), 201-226.

%4y.-T. Chang, N. S. Gray, G. R. Rosania, D. P. &ith, S. Kwon, T. C. Norman, R.
Sarohia, M. Leost, L. Meijer, P. G. Schul@hem. Biol1999 6, 361-375.

%% 3. R. Schow, R. L. Mackman, Ch. L. Blum, E. BrqoRs G. Horsma, A. Joly, S. S.
Kerwar, G. Lee, D. Shiffman, M. G. Nelson, X. Waiy, M. Wick, X. Zhang, R. T. Lum:
Bioorg. Med. Chem. Lett.997 7, 2697-2702.

166



%6 5. wang, S. J. McClue, J. R. Ferguson, J. D. HullStokes, S. Parson, R. Westwood,
P. M. FischerTetrahedron Asymn2001, 12, 2891-2894.

%73, Fletcher, V. M. Shahani, P. T. Gunnifigtrahedron Lett2009 50, 4258-4261.

38| Ok&ova, D. Vetchy, A. Franc, M. Rabiskov@hem. Listy2011, 105, 34-40.

39 | Fielding: Tetrahedror200Q 56, 6151-6170.

370 M. Otyepka, V. Krystof, L. Havliek, V. Siglerova, M. Strand, J. Ka: J. Med. Chem.
200Q 43, 2506-2513.

371 K. Vermeulen, M. Strand, V. Krystof, L. Hawék, A. van der Aa, M. Lenjou, G. Nijs,
J. Rodrigus, B. Stockman, H. van Onckelen, D. R Ba&ckstaele, Z. N. Berneman:
Leukemia2002 16, 299-305.

167



SEZNAM PUBLIKACI AUTORA

Pavodni scéleni v impaktovanych ¢asopisech:

1. R. Vicha, M. Rouchal, Z. Kozubkova, |. Ktka, R. Marek, P. Branna,
R.Cmelik: Novel Adamantane-Bearing Anilines and Préipsrof Their
Supramolecular Complexes with3-Cyclodextrin. Supramolecular
Chemistry2011, v tisku.

2. Z. Kozubkov4, M. Rouchal, M. Nes, R. Vicha: 1-Adamantylmethyl 2-
aminobenzoatéicta Crystallographic201Q E66, 03262.

3. M. Rouchal, M. Néas, R. Vicha: 1-(2-Phenylethyl)adamantaAeta
Crystallographica201Q E66, 01736.

4. M. Rouchal, M. Néas, R. Vicha: 2-Chloro-9-isopropi;N-dimethyl-
9H-purin-6-amine Acta Crystallographic201Q E66, 01016.

5. R. Vicha, I. Kuitka, M. Rouchal, V. Jezkova, A. Zierhut: Directing
effects in nitration of 1-adamantyl bearing aromatetones ARKIVOC
2009,xii, 60-80.

6. M. Rouchal, M. Néas, R. Vicha: 4-(1-Adamantylmethyi+2-chloro-9-
isopropyl-H-purin-6-yl)aniline. Acta Crystallographica 2009 EG65
01676.

7. M. Rouchal, M. Neéas, R. Vicha: (1-Adamantyl){4-[(2-chloro-9-
isopropyl-H-purin-6-yl)aminomethyl]-phenyl}methanone
trichloromethane solvatécta Crystallographic2009 E65 01268.

8. M. Rouchal, M. Neéas, R. Vicha: (1-Adamantyl)(4-aminophenyl)
methanol Acta Crystallographic2009 E65, 01018.

9. M. Rouchal, M. Néas, F. Carvalho, R. Vicha: 2-(1-Adamantyl)-1-{4-[(2
chloro-9-isopropyl-81-purin-6-yl)aminomethyl]phenyl}ethanone. Acta
Crystallographica2009 E65, 0298-0299.

Prispévky na konferencich:

1. R. Kimmel, A. Nmcova, Z. Mackova, A. Lgka, M. N&as, M. Rouchal,
R. Vicha, S. Kafka: 23-glycosylation of  N-unsubstituted
4-hydroxyquinolin-2{H)-ones. 45. konference ,Pokroky v organicke,
bioorganické a farmaceutické chemii“, Nymburk, Chémsty 2010 104,
1101.

168



. Z. Kozubkova, M. Rouchal, P. Branna, R. Vicha: Ndweute to 4-(1-
Adamantyl)quinoline Derivatives Based on Friedland@yclization.
3" EuCheMS Chemistry Congred$iirnberg, Germang01Q VIla.038.

. J. Cernochovéa, M. Rouchal, P. Branna, R. Marek, lfitka, R. Vicha:
Synthesis of imidazolium salts bearing l-adamarsiybstituent and
properties of their complexes wighcyclodextrins PLASTKQ Zlin 201Q
249,

. M. Rouchal, RCmelik, M. N&tas, R. Marek, R. Vicha: The Synthesis
and Biological Activity of Novel Trisubstituted Roes. 13" Austrian
Chemistry DaysViden 2009 POA48.

. R. Vicha, M. Rouchal, Z. Kozubkova: VyuZziti 1-adartydu pro
modifikaci biologicky aktivnich lateklX. Mezioborové setkani mladych
biologi, biochemik a chemik. Chem. List009 103, 452-453.

. R. Vicha M. Rouchal, R. Marek, RCmelik, F. Carvalho, R. Bernat:
Adamantane Bearing Benzylamines and Their Complexdth
Cyclodextrin. Balticum Organicum Syntheticunvilnius 2008 P0128,
175.

169



CURRICULUM VITAE

Jméno a Fijmemi:

Michal Rouchal

Datum a misto narozeni: 13.7.1982, Brno

Rodinny stav:

Vzdélani:
2010 — dosud
2007 — 2010
2004 — 2007
2001 — 2004
1997 — 2001

Zaméstnani:
2010 — dosud

Zenaty, 1 dit

doktorské studium: Univerzita Tom#&sdi ve ZIirg,
studijni program: Chemie a technologie potravindghi
obor: Technologie potravin
kombinovana forma studia

doktorské studium: Univerzita Tomasati Bre Zlirg,
studijni program: Chemie a technologie potravindghi
obor: Technologie potravin
prezefni forma studia

magisterské studium: Univerzita TomBad ve Zlirg,
studijni program: Chemie a technologie potravindghi
obor: Technologie, hygiena a ekonomika vyroby patra

bakaigké studium: Vysoka Skola Karla EngliSe, Brno,
studijni obor: Ekonomika a management

sedoskolské studium: dni odbornd Skola ochrany
osob a majetku, Brno

Ustav chemie, Fakulta technologitkdyerzita Tomase
Bati ve Zlirg, asistent (dale operator hmotnostniho
spektrometru s iontovou pasti amazZon X)

Clenstvi v profesnich organizacich:

2008 — dosud

Ceska spolénost chemicka (od r. 2018en oblastniho
vyboruCSCH, pobgka Zlin)

170



Ucast na grantovych projektech:

2011 Nadace TomaSe Batitiprava 2,6,9-trisubstituovanych
purina obsahujicich 1-adamantyl a studium jejich
enzymatické a cytotoxickeé aktivity.

Resitel: M. Rouchal

Interni grantovd agentura UTB: Syntéza a studium
vlastnosti komponent pro supramolekularni systéray n
bazi komplex derivati adamantanu a cyklodexttin
Resitelé: Z. Kozubkova, Xernochova, A.Cablova, M.
Rouchal, R. Vicha

Vedeni bakalaskych praci:

2011 Eva Achbergerova: Syntéza a spektralni viasitsalfono-
vanych azobarviv substituovanych 1-adamantylem.

Adéla Balgova: Organolepticka stabilita piva.

2010 Eva Otiakova: Biologicky aktivni latky ve vybranych
rostlinach roduCamellia

Studentska wdecka odbornacinnost (Skolitel):

2010 Eva Achbergerova: Syntéza a spektrélni viasitsalfono-
vanych azobarviv.
1. misto v sekci pro bakdkké studijni obory

Ostatni:

2010 kast na celostatnim findle som¢ pro studenty
doktorského studia ,Cena za chemii 2010“fguanou
Francouzskym velvyslanectvimGR a spolénosti Rhodia
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