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ABSTRAKT

Pyrrolo[2,3-d]pyrimidiny jsou v poslednich letech intenzivné studovény, a to
zejména s ohledem k jejich mozné biologické aktivité. Po zavedeni vhodnych substituenti
na pyrrolo[2,3-d]pyrimidinovy kruh lze ziskat unikatni slouceniny, které vystupuji
naptiklad jako kompetitivni inhibitory transferazovych enzymii. Adamantanovy skelet je
stale Castéji vyuzivanou strukturou pfi modifikaci latek s farmakologickym potencidlem
a jeho pritomnost, jako substituentu navazaného na pyrrolo[2,3-d]pyrimidinovy kruh, mtze
hrat zasadni roli pii prostupu finalni molekuly biologickymi membranami a/nebo pfi
efektivngj§im doruceni 1éCiva za pouziti odpovidajicich supramolekuldrnich komplexi.
Predlozena prace popisuje pripravu série 4,7-disubstituovanych pyrrolo[2,3-d[pyrimidint,
latek s doposud nepopsanou strukturou, do jejichz molekuly byly, pomoci nukleofilni
aromatické substituce, zavedeny aromatické aminy s adamantanovym skeletem. VSechny
pfipravené slouceniny byly plné charakterizovany pomoci modernich metod strukturni

analyzy.

Kli¢ova slova: adamantan, pyrrolo[2,3-d]pyrimidin, organické syntéza, strukturni analyza,

biologicka aktivita

ABSTRACT

Pyrrolo[2,3-d]pyrimidines has been widely researched in recent years because of
their potential biological activities. Appropriate substitution of pyrrolo[2,3-d]pyrimidine
scaffold leads to unique compounds which are possible competitive inhibitors of
transferase enzymes. Adamantane scaffold is increasingly used for modification of
compounds with pharmacological potential. The presence of adamantane as substituent of
pyrrolo[2,3-d]pyrimidines can dramatically affect permeation of final structures through
biological membranes and/or effective drug dilivery using appropriate supramolecular
complexes. This theses describes preparation of novel series of 4,7-disubstituted
pyrrolo[2,3-d]pyrimidines which were substituted by aromatic amines whith adamantane
scaffold. All of new structures were fully characterized by modern methods of structure

analysis.

Keywords: adamantane, pyrrolo[2,3-d]pyrimidine, organic synthesis, structural analysis,

biological activity
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UvVOD

Adamantanovy skelet je pomérné dobife prostudovanou strukturou, kterd je
v medicindlni chemii vyuzivadna jiz od 60. let 20. stoleti. V klinické praxi se nyni nachazi
sedm vice ¢i méné slozitych sloucenin, do jejichz struktury je adamantan zakomponovan.
Pfitomnost tohoto symetrického uhlovodikového motivu v cilené modifikovanych
biologicky aktivnich sloucenindich ma vliv na celkovy farmakologicky profil téchto
potencialnich 1é¢iv. Dilezitou vlastnosti adamantanu, kterd ma relativné velky potencial
mimo jiné také vchemii léCiv, je schopnost tvorby relativné stabilnich inkluznich
komplexti s fadou hostitelskych molekul. Tato vlastnost se v fadé ptipadi ukdzala byt

zasadni pfi efektivnim dorucenim 1é¢iva k biologickému cili.

Pyrrolo[2,3-d]pyrimidiny (7-deazapuriny) jsou bioisostery purinu, a zejména
v poslednich letech jsou, diky své vyznamné biologické aktivité, predmétem studia
v oblasti chemie 1éCiv. 7-Deazapuriny vystupuji pfedevsim jako inhibitory transferdzovych
enzymil kindz. Vhodnou substituci tohoto kruhu pak lze, vzhledem k pomérné dobie
popsanym aktivnim mistim Siroké Skaly enzymi, navrhnout struktury vystupujici jako
jejich potencialni kompetitivni inhibitory. V soucasnosti se v klinické praxi nachazi
nékolik latek odvozenych od této struktury vyuZivanych jako terapeutik proti nddorovym
onemocnénim a pomérné¢ velké mnozstvi novych sloucenin je neustdle podrobovéano

biologickému testovani.

Teoretickd cast této diplomové prace se ve své prvni kapitole zabyva stru¢nou
charakteristikou adamantanu a jeho stavajicim i moZnym vyuZitim v medicinalni chemii.
Ve druhé kapitole jsou popsany moznosti syntézy pyrrolo[2,3-d]pyrimidinového kruhu
a moznosti zavedeni riiznych substituentll do jeho struktury, se zaméfenim na alkylaci
a nukleofilni aromatickou substituci. Posledni kapitola je pak vénovana biologické aktivité
vybranych sloucenin odvozenych od pyrrolo[2,3-d]pyrimidint. Napfi¢ celou teoretickou
¢asti jsou diskutovany predev§im nejnovejsi poznatky tykajici se obou, pro tuto préci

klicovych, sloucenin.

V experimentélni Casti jsou uvedeny veskeré syntetické postupy a vycty strukturnich

charakteristik vSech sloucenin, které byly v rdmci této diplomové prace pfipraveny.

Posledni cast prace obsahuje diskuzi jednotlivych reakénich krokt, jejich pribehu

a vysledki. Nemén¢ dilezity je také komentat jejich pfipadnych nedostatkl ¢i pozitiv.
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Ditiraz je samoziejmé kladen také na interpretaci dat ziskanych pomoci dostupnych metod
strukturni analyzy, které jsou nezbytnym podkladem pro potvrzeni struktury pfipravenych
sloucenin. Tato Cast prace je, z ditvodu lepsi piehlednosti pro piipadného Ctenare, Clenéna

stejné€ jako je tomu v Casti experimentalni.
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I. TEORETICKA CAST
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1 ADAMANTAN

1.1 Struéna historie a charakteristika adamantanu

Struktura adamantanu, slouceniny s ponckud méné vyuzivanym systematickym
nazvem tricyklo[3.3.1.1>"]dekan, byla poprvé vefejnosti prezentovana profesorem
Stanislavem Landou, kterému se jako prvnimu povedlo izolovat tento uhlovodik
z hodoninské ropy ve tiicatych letech minulého stoleti.! Nicméng, vytéZnost procesu
frakéni destilace ropnych podili vodni parou a pozdé€ji extrakéni krystalizaci
s thiomoc¢ovinou se pohybovala v rozmezi 0,02—0,03 %, bylo tedy nasnad¢ vyvinout
efektivnéj$i syntetickou cestu vedouci k ziskani tohoto zajimavého polycyklického
uhlovodiku. Prvni pokus o syntézu adamantanu se objevil jiz vroce 1922 (tedy pred
Landovym objevem), kdy se Meerwein neuspésné pokusil o pfipravu adamantanu. Prvni
opravdu Uspé$nd syntéza nesubstituovaného adamantanu byla publikovana az roku 1941
Prelogem a Seiwerthem, snepiili§ vysokym vytézkem 0,3 %.2 V soucasné dobé
predstavuje nejefektivnéjsi metodu syntézy adamantanu postup, ktery byl plvodné
vyuzivan ke studiu izomerace endo-tetrahydrodicyklopentadienu na jeho exoformu. Pti
této reakci byl adamantan roku 1957 Schleyerem izolovan jako vedlejsi produkt. Po Case
byl tento postup zdokonalen a nyni lze pozorovat narist vytézka z ptivodnich 13 % az na
40 %.13* Schleyerova syntéza (Obrazek 1) spo¢ivd v hydrogenaci dicyklopentadienu
(Obrazek 1a) na tetrahydrodicyklopentadien (Obrazek 1b), ze kterého lze pomoci
pfesmyku ucinkem AICl3 a teplot okolo 150-180 °C ziskat pravé adamantan
(Obrazek 1c).!?

H> (0,35 MPa) AlCl;
—_— —_—
/ PtO,, Et,0 150-180 °C
8-12h
a b c

Obrazek 1: Schleyerova syntéza adamantanu.

Adamantan (CioHi¢) je nejmenSim a nejjednodussim ze skupiny tzv. diamantoidii
(Obrazek 2), jejichz ptitomnost byla rovnéz prokdzana vropé. Adamantan tvofi
krystalovou miizku velmi podobnou miiZce diamantu. Jedna se o bezbarvou, krystalickou

a vysoce symetrickou molekulu s vini kafru, sestavajici ze tii cyklohexanovych kruht
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zaujimajicich Zidlickovou konformaci.’ Tento fakt ma zasadni vliv na silnou rigiditu
systétmu a téméf nulové pnuti, coz vede k vysoké termické stabilit€¢ a odolnosti vuci

pusobeni fady oxidaénich ¢inidel, napt. KMnO4 ¢ HNOs.6

L85 5

diamantan triamantan tetramantan neo-pentamantan

Obrazek 2: Struktura vybranych diamantoida.

Vyznamny je také lipofilni charakter adamantanu. Diky této vlastnosti je adamantan
nerozpustny ve vodé¢, ale dobfe rozpustny v nepoldrnich organickych rozpoustédlech.
Znacna lipofilita adamantanu skytd fadu vyhod a uplatnéni. Vyuziti v oblasti zejména
medicinalni chemie, bude v nasledujici podkapitole dale diskutovano.” Je na misté také
zminit, ze se adamantan spolu napt. s kubanem (Obrazek 2A), bicyklo[2.2.2]oktanem
(Obrazek 2B), pentacykloundekanem (Obrazek 2C) heptacyklotetradekanem (Obrazek
2D) fadi do skupiny tzv. klecovych uhlovodikii.?

A B C D

Obrazek 3: Struktura vybranych klecovych uhlovodikii.

Adamantan se na Zemi nevyskytuje pouze v podob¢ ropné€ho izolatu ¢i v syntetické
formé¢, ale také je mozné nalézt fadu sekundarnich metabolitii, ve kterych je jeho skelet
zakomponovan. [ pfes skutecnost, Ze neni toto zastoupeni v Zivé pfirod€¢ velké, fada
z téchto sloucenin vykazuje zajimavé biologické Gc€inky. Pokud nebudou brany v tvahu
substituované heteroadamantany, pak prvni sloueninu izolovanou z ptirodnich zdroja

obsahujici vyhradné substituovany adamantanovy derivat ptedstavuje plukenetion A



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 15

(Obrazek 4A), ktery byl izolovan roku 1996 zrostliny Clusia plukenetti z Celedi
perepovitych.” Epoxidovd forma plukenetionu A (Obrizek 4B) byla izolovina z ovoce

Clusia havetiodes var. Stenocarpa.

Obrazek 4: Strukturni vzorce plukenetionu A a jeho epoxidové formy.

1.2 Derivaty adamantanu v chemii 1é¢iv

1.2.1 Jednoduché deriviaty adamantanu

V soucasnosti jsou diskutovany dva pfistupy k otdzce vyskytu adamantanového
skeletu v léCivych pfipravcich. Prvni skupinou latek jsou chemoterapeutika piimo
odvozena od zédkladni struktury adamantanu. Za druhou skupinu latek pak lze povazovat
latky pGvodné vyuZivané v klinické praxi, do jejichZz zékladni struktury byl vhodnou
modifikaci inkorporovan adamantanovy motiv za ucelem vylepSeni ptvodniho

farmakologického profilu.’

Prvni 1é¢ivy ptipravek na bazi adamantanu byl popsan roku 1964, kdy Davies a kol.
uskutecnili syntézu 1-adamantylaminu. Pii bliz§im zkoumdni biologické aktivity
amantadinu, jak tuto sloudeninu trivialn& nazvali, objevili vyznamné antivirotické i¢inky.'”
Po dlouhych letech usilovného vyzkumu Ize nyni nalézt fadu bioaktivnich latek, jejichz
dalezitou soucasti je adamantanovy motiv. Jedna se o skupinu latek s rozsahem vyuziti od
terapeutik pro chiipku typu A, Herpes Simplex, Acne Vulgaris az po 1é€bu Parkinsonovi ¢i
Alzheimerovy choroby.!""!? Strukturni vzorce tii vyznamnych derivati adamantanu

s terapeutickym vyuzitim jsou zndzornény na Obrazku 5.
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NH,
NH, NH,

amantadin memantin rimantadin

Obrazek S: Vybrané derivaty adamantanu vyuzivané v chemii 1éCiv.

v

Nejrozsifengjsi je nyni pfistup cilené modifikace biologicky aktivnich latek. Jak jiz
bylo zminéno vyse, zasadni ulohu zde hraje lipofilita adamantanového skeletu. Tato

skute¢nost ma vyznamny vliv na celkovy farmakologicky profil 1é¢iva.’

1.2.2 Biologicky aktivni latky na bazi adamantanu — soucasny stav

Aktudlni vyzkum latek obsahujicich ve své struktufe adamantanovy motiv je
smérovan hned do nékolika oblasti. Ayat a kol.!* popisuji syntézu skupiny jimi navrzenych
adamantanthiazolovych derivatl (ATD) a jejich antiproliferacnich u¢inka vic¢i vybranym
nadorovym bunéénym liniim. Navrhli a optimalizovali syntézu celkem Ctyt latek s cilem
ziskat externi vektor apoptdzy vylucné prekarcinogennich a/nebo karcinogennich bunék
maligniho typu. Nejvyssi aktivitu vykazovala latka pojmenovana ATD 4. Tato slou€enina
prokdzala inhibi¢ni aktivitu proti kaspaze-3 riiznych nadorovych bunc¢k. Hodnoty ICso
(inhibi¢ni koncentrace zplsobujici thyn 50 % bunék) ATD 4 a 5-fluoruracilu, jenz byl
v této studii pouzit jako standard pro srovndni aktivity stavajicich terapeutik, a jejich

strukturni vzorce jsou uvedeny na Obrazku 6.
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ATD 4 5-fluoruracil
PC-3 HCT-116 A 549 HFB4
0,163 0,168 0,087 0,218
1,2 2,0 2.9 >5

PC-3 = karcinom prostaty; HCT-116 = kolorektalni karcinom; A 549 = karcinom plic;
HFB4 = normalni lidské melanocyty

Obrazek 6: Strukturni vzorce a hodnoty IC50 ATD 4 a 5-fluoruracilu.

Kusakabe a kol.'* popisuje atraktivni strategii ve vyvoji protirakovinovych terapeutik
spocivajici v inhibici Mps 1 (z angl. Monomolar Spindle), tedy duélné¢ specifickych kinaz.
Zvysené hladiny Mps 1 jsou pozorovany u lidskych nadorovych bun€k a koreluji se
stupném diferencovanosti (vyzralosti) nadoru. Snizeni koncentrace Mps 1 vede k poklesu
poétu prezivsich naddorovych bunék a k jejich nasledné apoptoze.'®> Kusakabeho vyzkumna
skupina publikovala syntézu kyanopyridinového derivatu s adamantanovym skeletem
(Obrazek 7). Tato slou€enina vykazuje vysoce selektivni vazbu na Mps 1, a tim poskytuje
relativné zajimavé hodnoty ICsp. Mps 1 inhibuje jiz v nanomoldrni koncentraci
(ICs0 =5,30 nM), stejné tak pozoruhodna je inhibicni koncentrace vici bunécéné linii
karcinomu plic A 549 (ICso=26,30 nM). Zrentegnové difrakéni analyzy komplexu
kyanopyridinového derivatu s adamantanovym skeletem s aktivnim mistem Mps 1 je
patrnd interakce primarni aminoskupiny na pyridinovém kruhu s methioninem (Met602) a
cysteinem (Cys604) Mps 1. Rovnéz Ize pozorovat vodikovou vazbu mezi oxoskupinou
glycinu (Gly605) a sekundarni aminoskupinou spojujici dva aromatické motivy ve vyse

zminéné sloucenin€é. Bohuzel pii testovani in vivo (krysa obecnd) byl zjistén velky pokles
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aktivity této latky, ktery si autofi vysvétluji neefektivnim dorucenim 1é¢iva na misto urceni,

zpuisobenym nizkou metabolickou stabilitou.

Lys553

Met671

Mps 1 AS549
5,30 26,30

Obrazek 7: Struktura, vazba na Mps 1 a hodnoty IC50 slou¢eniny s adamantanovym

skeletem odvozené od kyanopyridinu.'*

Zajimavy piiklad pfedstavuje prace =zabyvajici se piipravou a studiem
farmakologického profilu nové série  adamantylkyanoguaninii jako potencialnich
antagonisti purinergnich receptord P2X7; (P2X7R), kterou publikoval O’Brien-Brown
akol..!s P2X;R ovliviiuje tvorbu a sekreci interleukinu-18 (IL-1B) a IL-18 v imunitnich
bunikach, rezistentnich makrofazich a mikrogliich (malé bunky nachazejici se v nervové
tkani), coZ ma zéasadni vyznam a spojitost s neurodegenerativnimi poruchami jako je
napiiklad roztrouSena skler6za, Parkinsonova choroba, Alzheimerova choroba
¢i Huntingtonova porucha.!” Autofi navrhli syntézu celkem 26 sloudenin lisicich se délkou
fetézce spojujictho adamantanovy skelet s riiznymi arylovymi motivy. Pfiprava dvou,
kyano-3-fenylguanidinu  (slou€enina A) a 1-(adamantan-1-ylmethyl)-3-benzyl-2-
kyanoguanidinu (slou€enina B) je zndzornéna na Obrazku 8. Po rozpusténi adamantan-1-
methylaminu v propan-2-olu byl do reakéni smési pfidan difenyl-N-karbonimid. Reakce

byla po péti hodindch za pokojové teploty ukoncena a pozadovany produkt byl ziskan
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ve vytézku 83 %. Druhy krok syntézy piedstavuje reakce vzniklého intermediatu
s ptislusnym aminem v propan-2-olu. Vysledné latky byly ziskany ve vytézcich 54 %

(sloucenina A), respektive 80 % (slou¢enina B). Hodnoty ICso in vivo (krysa obecna)
vuci P2X7 v lidskych buitkdch THP-1 (linie lidskych monocytarnich bunék) jsou pro
slouceninu A 1Cso = 100 nM, pro slouceninu B ICso = 407 nM. Z uvedenych vysledkt
vyplyva uréity potencial vyuziti adamantanovych derivati v oblasti vyvoje novych

piipravki potladujicich p¥iznaky neurodegenerativnich onemocnéni.'®

° H
Hoow - 110 “hon H—Hom s [
N-en ) N RV

83%  _PhoH

00

Obrazek 8: Schéma syntézy a hodnoty ICso vybranych adamantylkyanoguanini.

iPrOH, reflux

A (n=0) 54 %
B (n=1) 80 %

Vyzkum adamantanu v chemii lé¢iv nespoivd pouze v zakomponovani tohoto
skeletu do struktur potencialnich ucinnych latek. Dilezitou vlastnosti této slouceniny je
také  schopnost tvorby supramolekuldrnich  komplexid  typu ,hostitel-host™.
V supramolekularni chemii, tedy chemii nadmolekularnich ttvard zaloZzené na
nekovalentnich interakcich, vystupuje adamantan, vzhledem ke své velikosti, jako host,
schopny inkludace do kavity hostitelské molekuly. Jedny z béznych hostitelskych molekul
schopnych vytvaret relativné stabilni inkluzni komplexy s hosty na bazi adamantanu
predstavuji cyklodextriny (CD), coz jsou makrocyklické oligosacharidy tvofené riznym
poétem D-glukopyranosovych jednotek.'® Tento fakt ma za nasledek mozné vyuziti
adamantanu pii efektivnim dorucovani jiz zavedenych lé¢iv na misto urceni. Publikace
Songa a kol."” pojedndva o termoresponzivnim supramolekularnim micelarnim doruceni
1éCiv, zalozenym na  tvorbé inkluzniho  komplexu  B-cyklodextrin-poly(/N-
isopropylakrylamidu) (BCD(PNIPAAm)4) a adamantyl-poly(ethylenglykolu) (Ad-PEQG)
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(Obrazek 9B). Tento systém tvoii micely formované teplotou prostiedi. Do stiedu takto
formovanych micel Ize vhodnym postupem zavést napiiklad doxorubicin (DOX,
Obrazek 9A), latku vyuzivanou v terapii nadorovych onemocnéni. Takto lze céastené
odstranit dlouho diskutovany problém Spatné rozpustnosti protirakovinovych 1é¢iv ve vode¢.
Pfi néasledném biologickém testovani in vitro DOX enkapsulovaném ve vySe zminéném
komplexu na bunécénych liniich AT3B-1-N a AT3B-1 (nddorové buiiky vyuzivané pii
studiu chemoterapeutické rezistence rakoviny prostaty) byla zjiSténa daleko vySsi
cytotoxicita a biologicka dostupnost, nez v ptipadé¢ samotného DOX, coz poukazuje na

zvyseny terapeuticky efekt u obou bunéénych linii.

Doxorubicin OH

SR LYV VYRV VTV

Ad-PEG (Guest)

\_ BCD-{PNIPAAm), (Host)

lSeIf—a ssembly

Micellization

AR —
asic I < |

BCD-{PNIPAAM). /Ad-PEG
{Inclusion Complex) DOX-loaded micelle

Obrazek 9: Strukturni vzorec DOX (A) a tvorba inkluzniho komplexu BCD(PNIPAAmM)4
s Ad-PEG a nésledné zakomponovéani DOX do micel (B)."
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2 MOZNOSTI PRIPRAVY PYRROLO[2,3-D]PYRIMIDINOVYCH
SLOUCENIN

7-Deazapurin  (CsH11N3), systematicky pyrrolo[2,3-d]pyrimidin, je bezbarva
krystalicka latka, ktera patii do skupiny purinovych sloucenin. Jedna se o bioisoster
purinu, tedy latku strukturné¢ podobnou, liSici se rozlozenim atomi ve svém skeletu.
V tomto konkrétnim piipadé se jednd o absenci atomu dusiku v poloze 7 purinového
kruhu.?’ Do této doby bylo popsano celkem 11 typii bioisosterd purinu (Obrazek 10).
Prostorové odlisnosti v jejich struktufe maji za nasledek rozdilné fyzikalni a chemické

vlastnosti (napf. rozpustnost, reaktivita kruhu, hydrofobicita, elektrostaticky potenciél).?!

H
AN N = /N -N
e 0 LT O

imidazo[4,3-d]pyrimidin triazolo[1, 5 -a]pyrimidin imidazo[1,2-][1,2,4]triazin  pyrazolo[1, 5-a][1 3,5]triazin

e \\ // L

pyrazolo[3,4- d]pyrlmldln / triazolo[4,5- d]pyrlmldln

N / \ Xx—N
L P

N
pyrrolo[3,2-d]pyrimidin \ imidazo[4,5-b]pyridin

ZT

= N’N\ N/j\/\> ~ "N A\
O Ly (Y

pyrazolo[1,5-a]pyrimidin pyrrolo[2,3-d]pyrimidin imidazo[1,2-a]pyrazine
Obrazek 10: Strukturni motivy purinovych bioisosterti.

Pyrrolo[2,3-d]pyrimidin je pojmenovan dle Hanzchova-Widmanova nazvoslovného
systému a cislovani poloh atoml v jeho kruhu je rozdilné od purinu. Jedna se o dva
kondenzované heterocykly, tedy pyrrol (péti¢lénny s jednim atomem dusiku) a pyrimidin
(Sesticlenny se dvéma atomy dusiku). Pro porovnani jsou purin a pyrrolo[2,3-d]pyrimidin

s jejich specifickym ¢islovanim znazornény na Obrazku 11.%°
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° 5 N7 4 5
1 3
4 N N
N Re N
purin pyrrolo[2,3-d]pyrimidin

Obrazek 11: Strukturni vzorce a ¢islovani purinu a pyrrolo[2,3-d|pyrimidinu.

2.1 Syntéza derivatii pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu

V soucasnosti je znama fada postupi ptipravy pyrrolo[2,3-d|pyrimidinového kruhu.
Ovsem syntetickych cest, které poskytuji nesubstituovany 7-deazapurin neni mnoho,
daleko rozsifenéjsi je piiprava tohoto kruhu se dvéma a vice substituenty. Pfiprava vice
substituovanych analog je vsouCasné¢ dobé popisovana ve stale nartstajicim poctu

odbornych publikaci, zabyvajicich se zejména biologickou aktivitou téchto latek.

2.1.1 Priprava nesubsituovaného pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu

Jako ptiklad syntézy nesubstituovaného pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu lze uvést postup
popsany Reiganem a kol., ktefi ve své praci popisuji metodu (Obrazek 12) zacinajici
cyklokondenzaci ethyl 2-kyano-4,4-diethoxybutyratu s thiomocovinou, nasledovanou
kysele katalyzovanou hydrolyzou acetalu s cyklizaci kruhu. Nasledn¢ byl atom siry na C2
odstranén desulfuraci pomoci Raneyova niklu a poté oxoskupina na C4 nahrazena atomem
chloru reakci s POCIls. Takto ptipraveny chlor derivat 1ze bud’to vyuzit pro dalsi syntézu,
nebo je mozné halogen z kruhu odstranit katalytickou hydrogenolyzou za ptitomnosti Pd/C.

Vytézek této reakce ¢ini az 84 %.%
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A~ HaN" "NH, HN CH(OC,Hs)  HCI HN

HoC™ 0 CH(OC,Hs), 1 2Ms)  TMew 1 N
CN EtO'Na* IS N NH, S N ”

H H

Raney Ni/H,

cl o)
k A Pd-C/H, Nk% POCl, Hl\t B
N N N N N
H NTH N H

84 %

Obrazek 12: Schéma ptipravy pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu z ethyl 2-kyano-4,4-
diethoxybutyratu.

Dalsim ptikladem pfipravy tohoto kruhu je reakce 4-acetylamin-5-brompyrimidinu
s (£)-1-ethoxy-2-(tributylstannyl)ethenem katalyzovana  palladiem ve forme
bis(trifenylfosfin)palladium-dichloridu, za pfitomnosti tetracthylamonium-chloridu. Prvni
synteticky krok byl, za ucelem optimalizace vytézku, proveden ve tfech riznych polarnich
organickych rozpoustédlech, a sice dimethylformamidu (DMF), acetonitrilu (MeCN)
a tetrahydrofuranu (THF). Druhy krok této syntézy ptedstavuje cyklizace a kysele
katalyzovana hydrolyza acetalu kyselinou chlorovodikovou v methanolu. Po odpafeni
rozpousStédla na rotacni vakuové odparce (RVO) bylo rezidudlni mnozstvi kyseliny
zalkalizovano vodnym roztokem K>COs a surovy produkt byl extrahovan pomoci ethyl-
acetatu. Pozadovany produkt byl ziskan rekrystalizaci z ethyl-acetatu ve vytézku 71 %
(Obrazek 13).2

NI/%EBI’ BU3Sn /j\/\/ MeOH, HCI N/m
L~ Pd(PPh;),Cl, L reflux, 30 min QN/ H

N” “NHAc
Et,N*CI
DMF = 48 % 71 %
MeCN = 65 %
THF =69 %

Obrazek 13: Schéma syntézy pyrrolo[2,3-d|pyrimidinu z 4-acetylamin-5-brompyrimidinu.
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2.1.2 Priprava substituovanych analog pyrrolo[2,3-d|pyrimidinu

Ptipravu trisubstituovaného derivatu pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu za tucelem zisku
biologicky aktivnich latek vystupujicich jako inhibitory Janus kinaz 2. typu ve své nedavné
publikaci popisuji Wang a kol. (Obrazek 14).2* 4,6-Dichlorpyrimidin-5-karbaldehyl, jako
vychozi slouc¢enina pro naslednou nukleofilni aromatickou substituci, byl ptipraven z 4,6-
dihydroxypyrimidinu reakci s Cerstvé pfipravenym Vilsmeierovym-Haackovym c¢inidlem
(POCl; + DMF), za pouziti triethylaminu (TEA) jako baze. Nasledné byla provedena
nukleofilni aromatickd substituce atomu chloru v poloze 4 benzylesterem sarkosinu.
Vznikly meziprodukt byl poté podroben cyklizaci reakci s TEA v acetonitrilu. Finalni
produkt byl ziskan dehydrogenaci thionylchloridem v prostiedi pyridinu a dichlormethanu
ve vytézku 92 %.

OH Cl \N/\”/OBH Cl
N)j\ POCI;, DMF NJTCHO H 0O N~ CHO
U 80 °C L TEA, CH4CN U

OBn
N OH N Cl N N
Y

)
TEA, CH,CN
Bn=benzyl reflux
Cl Cl
Ky e L o
kN/ N O kN/ N O

\ \
92 %

Obrazek 14: Schéma ptipravy trisubstituovaného 4-chlorpyrrolo[2,3-d]pyrimidinu.

Liu a kol

ve své praci zaméfené na syntézu 6-substituovanych pyrrolo[2,3-
dlpyrimidint, jako potencidlnich neklasickych antifolath (analoga kyseliny listové)
s protinddorovou aktivitou, uvadi ptipravu téchto latek vychazejici z komeréné dostupného
2,4-diamino-6-oxopyrimidinu a ethyl-4-chloracetatu. Tyto dvé slouceniny reaguji ve
vodném roztoku AcONa za vzniku klicového 6-substituovaného intermediatu. Ten byl
ziskan po 18 hodinach refluxu a ndsledném promyti acetonem v podobé bezbarvého

krystalického prasku ve vytézku 54 %.
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Obrazek 15: Schéma pfipravy intermediatu pro syntézu novych 6-substituovanych

antifolatu.

Vzhledem ktomu, Ze zhlediska principu jsou metody syntézy pyrrolo[2,3-
d]pyrimidinového kruhu velmi podobné a 1iSi se pouze rozloZenim substituentli ve
vychozich strukturach, bude v dalsi casti této kapitoly pojedndno o metodach cilené
modifikace jiz syntetizovanych kruhti. Jednd se zejména o alkylaci a nukleofilni
aromatickou substituci (SnAr) atomu halogenu (nej¢astéji chloru a bromu).

Liu a kol.?®

popisuji pfipravu novych inhibitori enzymu luciferdzy odvozenych od
pyrrolo[2,3-d[pyrimidinu s riznymi substituenty na atomu dusiku v poloze 7
(Obrazek 16). Autofi vyuzili jako vychozi latku pro tuto reakci komeréné dostupny 4-
chlor-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin. V prvnim kroku syntézy dochazi k zavedeni ptislusného
alkylu na N7 za pfitomnosti baze (K:COs;) v DMF za zvySené teploty (60-70 °C).
Ve druhém reakénim kroku byla provedena nukleofilni aromatické substituce atomu chloru
v poloze 4 aminofenolem za pfitomnosti Cs2CO; jako baze v dimethylsulfoxidu (DMSO)
pii 80 °C. Findlni produkty byly, po purifikaci pomoci preparativni vysokoucinné
kapalinové chromatografie, ziskany ve vytézcich 58—80 %. Autofi v této praci uvadi pouze
vytézky findlnich molekul, vzhledem ktomu, Ze surové produkty alkylovanych
intermediatd byly pouzity pro dalsi reakéni krok bez jejich izolace a jakékoliv strukturni

charakteristiky.
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Obrazek 16: Priklad alkylace derivatu pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu L.

Alkylaci do polohy 7 pyrrolo[2,3-d]pyrimidinového kruhu lze rovnéz provést za
piitomnosti Cs,COs jako baze v DMF. Arcari a kol.?”?8 popisuji zavedeni propan-2-ylu do
polohy 7 pomoci 2-jodpropanu (2-IPr). Po 5-ti hodinach za laboratorni teploty (r.t.) uvadi
u této reakce (Obrazek 17) vyborny vytézek 94 %.

Cl 2—IPr, CSzCO3 C
N DMSO N
L L -
N N rt,5h N N
H )\
94 %

Obrazek 17: Piiklad alkylace derivatu pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu II.

Stejny  produkt lze  ziskat reakci  4-chlor-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu

s 2-jodpropanem v ptitomnosti NaH pti 0 °C ve vytézku 71 % po tiech hodinach.?

Jako dalsi ptiklad zavedeni substituentti do polohy 7 pyrrolo[2,3-d]pyrimidinového
motivu lze uvést postup, ktery publikoval Lee a kol.*° ve své praci zabyvajici se studiem
antiproliferacni aktivity téchto sloucenin (Obrazek 18). Jedna se o alkylaci riiznymi alkyl

halidy za pfitomnosti K2CO3 v DMF pti 40 °C.
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Obrazek 18: Priklad alkylace derivatu pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu III.

Zajimavy je také poznatek zprace Suh a kol., ktefi interpretuji alkylaci
bromcyklopentanem v dimethylacetamidu za ptitomnosti NaH jako baze. Tato reakce vedla
k tvorbé dvou regioizomert (Obrazek 19), pficemz doslo k navadzani cylkopentylu do

polohy 1 a 7 pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu.’!

CN E}Br NH2  cN NH2 - cN
X NS NTX
k%m ARG mt\&sr
NaH, dimethylacetamid N N

A O

Obrazek 19: Priklad alkylace derivatu pyrrolo[2,3-d|pyrimidinu IV.

DalSim piikladem vyuZziti NaH jako baze pii alkylaci struktury odvozené od
pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu  lze uvést reakci 4-chlor-2-(methylthio)-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidinu s 2-brom-1-fenylethan-1-onem v DMF za laboratorni teploty (Obrazek 20).
Po 18 hodinach Ize timto postupem ziskat N7 alkylovany intermediat ve vytézku 47 %.>?
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@} Cl
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HaC. )\ NaH, DMF H3C. *

rt,18h

47 %
Obrazek 20: Ptiklad alkylace derivatu pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu V.

Pomérné Casto vyuzivanym postupem pouzivanym k zakomponovani riznych typt
amini do polohy 4 pyrrolo[2,3-d]pyrimidinového kruhu je nukleofilni aromaticka
substituce atomu chloru na C4. U tohoto typu reakce lze nahradit atom chloru pfisluSnym
aminem bud za pfitomnosti nebo s vylou¢enim baze Ve druhém pripad¢ je vyuzito
schopnosti aminli, které mohou v reakci vystupovat zaroven jako reaktanty i1 jako

baze 32,33,34

Jako ptiklad SnAr, v niZ amin vystupuje jako baze sam o sobé lze uvést reakci
publikovanou Gangjeem a kol. (Obrazek 21).* V praci je popsana piiprava N*-(3-
bromfenyl)-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-2,4-diaminu z 4-chlor-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-2-aminu a 3-bromanilinu, ktery byl v reakéni smési pfitomen ve
dvoumolarnim ptebytku, tak aby mohl plisobit i jako baze. Reakce probéhla v propan-2-olu
s pfidavkem né¢kolika kapek koncentrované kyseliny chlorovodikové za refluxu po dobu

4 hodin. Pozadovany produkt byl ziskan ve vytézku 70 %.

Cl /©\ HN : Br
H,oN Br
N™ S\ N
)l\ Z i )l\ =
N iPrOH, konc. HCI
H

reflux, 4 h HoN- N

I=z__

70 %

Obrazek 21: Piiklad SnAr derivatu pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu L.
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Naprosto shodny vytézek poskytovala také SnAr atomu chloru na 2,8-

disubsituovaném pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu (Obrazek 22).34

Cl FUCI
HN

Cl HaN
F
N ™ N7
FP N Lo e
H,N” >N~ "N iPrOH, konc. HCI, H,N~ >N~ "N
H reflux, 12 h H
70 %

Obrazek 22: Priklad SnAr derivatu pyrrolo[2,3-d|pyrimidinu II.

SNAr atomu chloru na C4 N7-substituovaného pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu rtiznymi
typy amintl popisuji ve své praci Musumeci a kol. (Obrazek 23).% Piislusny amin byl
do reakéni smési pridan ve dvoumolérnim piebytku. Po péti hodindch refluxu byla reakéni
smés ochlazena na laboratorni teplotu a vznikla srazenina odfiltrovana. Vysledné produkty
byly ziskany krystalizaci z ethanolu. Vytézky jednotlivych substituci se pohybovaly

v rozmezi 61-81 %.

Cl
amin (2 ekv.
\ ekv) \
HiC. /k ethanol, reflux HsC. )\
5h
Cl Cl

©/NH /©/NH NH

Cl @2
66 % 61 % 81 %

Obrazek 23: Priklad SxAr derivatu pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu IIL.

Strukturu pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu Ize rovnéZ modifikovat pomoci substituce atomu
chloru na C4 aminy, které nejsou aromatické. Dostate¢né silnou béazi pro tento typ reakce
je napt. diisopropylethylamin (DIEA).>® Thorarensen a kol.*” popisuji syntézu skupiny 4-

substituovanych pyrrolo[2,3-d]pyrimidinovych sloucenin. SyAr atomu chloru na C4
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(Obrazek 24) byla uskute¢néna v butan-1-olu (BuOH) za ptitomnosti DIEA (5 ekv.) jako
baze a terc-butyl 3-aminopiperidin-1-karboxylatu. Reakéni smés byla zahtivana na 130 °C
po dobu osmnacti hodin. Po odpaieni rozpoustédla na RVO a purifikaci pomoci sloupcové
chromatografie za pouziti mobilni fize petrolether/ethylacetat (3/2, v/v) byl vysledny
produkt ziskan ve vytézku 60 %.

o i L o i1
Cl NH, NH
T, T Y
R - |
L~ N n-BuOH, DIPEA, L

N 130 °C. 18 h

Z
N/
IZ/

60 %

Obrazek 24: Piiklad SnAr derivatu pyrrolo[2,3-d|pyrimidinu IV.
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3 BIOLOGICKA AKTIVITA PYRROLO|2,3-D|PYRIMIDINOVYCH
SLOUCENIN

Slouceniny obsahujici pyrrolo[2,3-d]pyrimidinovy skelet jsou v poslednich letech
intenzivné zkoumdany diky prokazatelné¢ vyznamné biologické aktivite. Vzhledem
k velkému poctu publikaci, zabyvajicich se biologickou aktivitou téchto latek, budou
v nasledujici kapitole detailngji diskutovany pouze nejnovéjsi poznatky z oblasti vyzkumu

cilené¢ modifikovanych sloucenin obsahujicich tento motiv.

Derivaty pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu  jsou aktudlné¢ predmétem studia v oblasti
kindzovych inhibitord. Janus kinazy (JAK) jsou nereceptorni tyrosin kinazy potiebné pro
spravnou signalizaci cytokinovych receptord 1. a 2. typu. Cytokiny jsou mensi signalni
proteiny, produkované butikami imunitniho systému.’® JAK lze délit celkem do &tyf
skupin: JAKI1, JAK2, JAK3 a TYK2. Zatim co JAKI, JAK2 a TYK2 jsou exprimovany
témet ve vSech lidskych bunkach a hraji roli naptiklad pfi hematopoéze, riistu a spravné
funkci neuronil, exprese JAK3 je soustiedéna zejména v leukocytech. Nyni jsou Statnim
istavem pro kontrolu 1é¢iv (SUKL) schvéleny dva léebné ptipravky (Obrizek 25)
vyuzivané v klinické praxi k terapii nékterych nadorovych onemocnéni, jako napiiklad
myeloproliferacniho syndromu (nddorové onemocnéni krvetvorné tkané v myeloidni ¢ésti),

které maji ve své struktuie zakomponovany 7-deazapurinovy kruh.*’

O
Nl\ N\ '\i\ \
~ ~
N N
NT N N™
tofacitinib ruxolitinib

Obrazek 25: Struktura tofacitinibu a ruxolitinibu.
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Nicméné tofacitinib a ruxolitinib 1 pfes skutenost, Ze se jednd o pouzivana

terapeutika, nevykazuji vysokou selektivitu vic¢i jednotlivym skupinam JAK. Vyvoj

vvvvvv

a kol..’’

Ve snaze ziskat co nejselektivnéjsi, ale zaroven uc¢inny inhibitor JAK3 provedli
syntézu celkem 20 molekul odvozenych od 7-deazapurinu. Pomérné vysokou selektivitu
ovSem vykazovala pouze sloucenina I (Obrazek 26), ktera inhibovala JAK3 v koncentraci
ICso = 33 nM, zatimco JAKI1, JAK2 a TYK2 inhibovala az v koncentracich vysSich, nez
ICso = >10000 nM. Tyto hodnoty jsou pro srovnani s inhibi¢nimi koncentracemi

tofacitinibu a ruxolitinibu uvedeny v tabulce na Obrazku 26.

e

33,0 >10000 >10000 >10000

- 15.1 77.4 55.0 489.0
- 6.4 8.8 487.0 30,1

Obrazek 26: Struktura slouceniny I, hodnoty IC50 vuci jednotlivym skupinam JAK pro

LD

~

N

Irz

slouceniny I, tofacitinib a ruxolitinib.

Musumeci a kol.>?

ve své studii popisuji pfipravu a inhibi¢ni u¢inky nové série 2,4,7-
trisubsituovanych pyrrolo[2,3-d]pyrimidinovych analog. Cilem této publikace bylo
syntetizovat skupinu molekul u¢innych vici glioblastomu multiforme (GBM). GBM je
jednim z nejcastéjSich a nejmalignéjSich gliomti (nitrolebnich nadortl), lokalizovany
zpravidla v mozkovych hemisférach. ZvySena exprese a hyperaktivita Src kinaz
(nereceptorni tyrosinkindzy) je zaznamenana pravé v nadorovych bunéénych liniich U87
GM (bunécna linie lidského maligniho gliomu). Jedna se tedy o moznou cestu k zajisténi
kontrolovatelnosti proliferace a angiogeneze téchto patologickych bungk.’>*° Testy in vitro
prokazaly vyznamnéjsi biologickou aktivitu pouze u jedné z celkem sedmi findlnich latek.

Tato sloucenina inhibovala Src s hodnotou ICso= 0,5 uM a bunéc¢nou linii U887 GM pak pii

koncentraci ICso= 7,1 uM. Struktura této sloudeniny je zndzornéna na Obrazku 27
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Obrazek 27: Struktura nového Src inhibitoru.

Protein Hsp90 (zangl. Heat shock protein 90) je exprimovan v cytoplazmé
normalnich bunék tak, aby byla zajisténa homeostaza. Jedna se o adenosintrifosfat (ATP)
dependentni chaperon, jenz hraje klicovou roli pii skladani a stabilizaci exprimovanych
proteint, které se podili na ristu bun¢k a bunééné diferenciaci. Jeho vysoka exprese je
pozorovana ve vétS§iné nadorovych bunécénych linii, kde se zdsadné podili na proliferaci,
maligni transformaci a progresi nadorovych bunék. Mezi proteiny, jejichz expresi zdsadné
ovliviiuje patfi onkoproteiny, mezi které nélezi naptiklad receptorni tyrosin kinazy,
regulatory bunééného cyklu, nebo riistové a transkripéni faktory.*! Lee a kol.*° popisuji
pfipravu a inhibi¢ni U€inky série sloucenin obsahujicich tetrasubsituovany 7-deazapurin.
Jako nejucinngjs$i kompetitivni inhibitor, ktery ma schopnost vazat se na misto plivodné
uréené pro ATP, byla vybrana sloucenina II (Obrazek 28), kterd byla testovdna na celkem
60 nadorovych bunécnych liniich pochazejicich z 10 typti nadorovych onemocnéni. Jako
referencni slouCenina byla zvolena latka odvozena od purinu s oznacenim PU-H71
(Obrazek 28), ktera je u¢inna proti Hsp90 a nyni je v klinickém testovani. Slou¢enina Il
vykazovala antiproliferacni aktivitu (vice nez 90% inhibice) pii koncentraci 10 uM, vici
Sesti nddorovym bunécnym liniim. V tabulce na Obrazku 28 jsou uvedeny hodnoty Glso,
které oznacuji koncentraci latky potiebné k inhibici 50 % bunécné populace. Pfi srovnani
hodnot Glso je patrné, ze sloucenina II vykazovala pfiblizn€ o jeden tad nizsi

antiproliferacni aktivitu nez latka PU-H71.
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ps
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HL-60(TB) 9,64 0,39 0,063

HOP-92 4,32 1,10 0,288
HT29 5,27 0,30 0,038
KM12 9,30 0,29 0,059

LOX IMVI 0,99 0,32 0,079
UACC-62 1,02 0,39 0,372

Obrazek 28: Struktura slouceniny II, PU-H71 a hodnoty GIS0 vici vybranym

nadorovym bunéénym liniim.

Jednim z nejnovéjsich pristupl pti vyvoji novych 1é¢ivych latek v poslednich letech
je prvotni teoreticky screening, jehoZ vysledkem je predikce biologické aktivity vybranych
bunécnych cilti vychazejici z vysledkii metod molekulového modelovani (in silico), a az
poté jsou nejaktivnéj$i molekuly syntetizovany. Jako ptiklad tohoto postupu lze uvést praci
Lawhorna a kol.*?, kteii publikovali sérii novych TNNI3K inhibitorti odvozenych od 7-
deazapurinl, chinazolini a 4,6-diaminopyrimidind, které obsahuji stejny 3-N-
methylsulfonamidovy motiv. TNNI3K jsou troponinové proteinkindzy, jejichz exprese je
soustfedéna pouze v kardiomyocytech, kde hraji z4sadni roli pfi srde¢nich onemocnénich,
jako je napiiklad dilataéni kardiomyopatie, nebo pfi akutnim infarktu myokardu.*
Z celkového poctu 63 sloucenin vykazovaly nejvyznamnéjsi biologickou aktivitu in silico
viéi TNNI3K ¢tyfi slouceniny s hodnotami ICsp mensimi nez 10 nM, z toho dvé odvozené

od 7-deazapurinu (Obrazek 29).
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Obrazek 29: Skupina novych inhibitord TINN3K.
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II. EXPERIMENTALNI CAST
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4 POUZITE PRISTROJE A VYBAVENI

Teploty tani (#) uvedené v diplomové praci byly méfeny na Koflerové bloku a nejsou
korigovany. Tenkovrstva chromatografie (TLC) vyuzivand pro monitorovani reakci byla
provadéna na deskach typu Alugram Sil G/UV32s4 firmy Macherey-Nagel. Jako stacionarni
faze pro sloupcovou chromatografii byl pouzit silikagel od firmy Macherey-Nagel.
Kvalitativni analyza reak¢nich smési a findlnich latek byla provedena pomoci plynového
chromatografu tandemové spojen¢ho s kvadrupdlovym hmotnostnim detektorem Shimadzu
GC-MS QP2010 s kolonou EQUITY 1 (30 m x 0,32 mm x 1,0 um). Pro analyzy byl
zvolen teplotni program: 100 °C/7 min; 30 °C/min s teplotou néstiiku 250 °C. Nosny plyn:
He, iontovy zdroj: 200 °C, 70 eV. VSechny GC-MS analyzy byly provedeny za linearni
konstantni rychlosti 52 cm/s. Ve vypisech signalii z hmotnostnich spekter jsou uvedeny
hodnoty signalii s relativnim zastoupenim nejméné 5 %, vyjma molekulovych iontd.
Hodnoty intenzit vybranych fragmentd jsou uvedeny v zavorce za hodnotou m/z.
ESI-IT-MS analyzy byly provedeny na hmotnostnim spektrometru s iontovou pasti
amaZon X (Bruker Daltonics) vybaveném elektrosprejovym iontovym zdrojem. Veskera
méfeni byla provedena v pozitivnim i negativnim méddu. Do iontového zdroje byly vzorky
privadény kovovou kapilarou pii konstantnim priittoku 3 pl'min’!. Ostatni parametry méteni
byly: napéti na kapilare +4,2 kV; teplota suSiciho plynu (220 °C); pratok susSiciho plynu
(6 dm*min™); tlak rozpraSovaciho plynu (55,16 kPa). Jako susici a rozprasovaci plyn byl
pouzit dusik. Ptipadné dalSi parametry byly optimalizovany béhem jednotlivych
experimentll. Tandemova hmotnostni spektra byla, po izolaci vybraného iontu, métena
pomoci kolizi indukované disociace (CID). Jako kolizni plyn bylo pouzito hélium.
Infacervend spektra (IR) byla méfena na pfistroji Spektrometr FTIR ALPHA — T, Bruker
v podobé KBr tablet. Pii vypisu spekter z IR byly vyuZity nasledujici zkratky
charakterizujici intenzitu absorpcnich past: s (silnd), m (sttedni), w (slabd), ptipadné také
$iku pasu: b (iroky pas). Vodikova spektra z nukledrni magnetické rezonance ('"H NMR)
byla méfena na pftistroji BRUKER ASCEND 500 s pracovni frekvenci 500,11 MHz.
Inertnimi  standardy byly rozpoustédla 'H: §(rezidualni CHCl3) = 727 ppm;
O(DMSO-ds) = 2,50 ppm. Pro tucel interpretace vodikovych spekter byly pouzity
nasledujici zkratky: s (singlet), d (dublet), t (triplet), m (multiplet). U sloucenin 9, 11 a 12
jsou majoritniho signaly oznaceny jako ,,MA* a signaly minoritni jako ,,MI“. Elementarni

analyzy (C, H, N) byly méfeny na pfistroji Flash EA 1112 Automatic elementar analyzer



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 38

(Termo Fischer Scientific). Vychozi latka 4-chlor-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin, reakéni
¢inidla a rozpoustédla pro syntézy byly ziskdny z komer¢nich zdrojl a pouzity bez dalSich
uprav. Vychozi latka pro 1-adamantyl(aminofenyl)ketony byla ziskana z laboratornich

zasob a pouzita bez nutnosti dalSich uprav ¢i purifikace.
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5 PRIPRAVA (1-ADAMANTYL)(AMINOFENYL)KETONU

5.1 Nitrace 1-adamantyl(fenyl)metanonu

Acetylnitrat byl pfipraven velmi opatrnym piidavanim nitraCni smési, v podobé
kyseliny dusiéné (6,2 cm?) a kyseliny sirové (0,3 cm?), do 15 cm? acetanhydridu pfi teploté
-15 °C. Nitrace, vzhledem k tendenci acetanhydridu a kyseliny dusi¢né tvofit explozivni
smés, byla provedena ve dvouplastovém reaktoru o objemu 50 cm?’, ktery diky propojenti
s externim chladicim zatizenim zajiStoval pfijatelné rozmezi teplot po celou dobu reakce.
Ptidavani smési ptislusnych kyselin bylo provedeno tak, aby teplota v reaktoru nepifesahla
10 °C. Poté byl do takto vzniklého acetylnitratu ptfiddvan 1-adamantyl(fenyl)keton
(1500 mg; 6,2 mmol) rozpustény v acetanhydridu (9 cm?). Po pfidani veskerého roztoku
1-adamantyl(fenyl)ketonu (15 minut) byla reakce monitorovana pomoci TLC. Po ukonceni
reakce (1 hodina) byla reakéni smés premisténa do 100 cm® kadinky s ledovou tisti.
Po rozpusténi ledové t¥isté byla vodna faze extrahovéana 6 x 20 cm?® diethyletheru a takto
vzniklé organické podily byly opakované promyty 1,16 M uhli¢itanem draselnym.
Po vysuSeni nad siranem sodnym byl surovy produkt ziskdn odpafenim rozpoustédla na

RVO.
(1-Adamantyl)(2-nitrofenyl)methanon (2)

Cisty produkt byl ziskan po &i§téni sloupcovou chromatografii (silikagel,
petrolether/ethyl-acetat, 4/1, v/v) v podobé naZloutlého krystalického prasku ve vytézku
1491 mg (84 %); t:=115-120 °C.

"H NMR (DMSO-ds): 6 1,62-1,70 (m, 6H, CH2(Ad)); 1,85 (m, 6H, CH2(Ad)); 1,99
(s, 3H, CH(Ad)); 7,49 (d, J = 8,0 Hz, 1H, Ph); 7,74 (t, J= 7,5 Hz, 1H, Ph); 7,89 (t, J=7,5
Hz, 1H, Ph); 8,26 (d, J = 8,0 Hz, 1H, Ph) ppm. IR (KBr): 3120(w), 2921(bs), 2853(s),
1697(s), 1572(w), 1524(s), 1450(m), 1344(s), 1273(w), 1228(m), 1125(w), 988(w),
858(m), 794(m), 759(m), 710(m), 638(m) cm™'. GC-EI-MS (tr = 21,4 min); m/z(%):
136(AdH, 11), 135(Ad, 100), 107(11,52), 93(21), 91(7), 81(6), 79(23), 77(9), 67(9), 41(7).

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

exp. slozeni: 71,28 % C; 7,11 % H; 5,08 % N
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(1-Adamantyl)(3-nitrofenyl)methanon (3)

Cisty produkt byl ziskdn po ¢&isténi sloupcovou chromatografii (silikagel,
petrolether/ethyl-acetat, 4/1, v/v) v podob¢ bezbarvého krystalického prasku ve vytézku
1482 mg (84 %); t1=78-80 °C.

'H NMR (DMSO-ds): & 1,68-1,74 (m, 6H, CHa(Ad)); 1,94 (m, 6H, CHy(Ad)); 2,04
(s, 3H, CH(Ad)); 7,76 (t, J = 8,0 Hz, 1H, Ph); 8,02 (d, J = 8,0 Hz, 1H, Ph); 8,25 (s, 1H,
Ph); 8,26 (m, 1H, Ph) ppm. IR (KBr): 3125(w), 2913(bs), 1666(s), 1611(m), 1527(s),
1452(m), 1347(s), 1230(m), 1084(w), 1000(m), 804(w), 711(s), 673(m) cm™. GC-EI-MS
(tr = 21,9 min); m/z(%): 136(AdH, 11), 135(Ad, 100), 107(10), 93(18), 91(6), 79(20),
77(7), 67(8), 55(5), 41(7).

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

exp. slozeni: 71,54 % C; 6,47 % H; 4,88 % N

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

Cisty produkt byl ziskdan po ¢&isténi sloupcovou chromatografii (silikagel,
petrolether/ethyl-acetat, 4/1, v/v) v podobé bezbarvého krystalického prasku ve vytézku
1536 mg (86 %); t:=123-127 °C.

'H NMR (DMSO-ds): 6 1,66-1,73 (m, 6H, CHa(Ad)); 1,90 (m, 6H, CHa(Ad)); 2,03
(s, 3H, CH(Ad)); 7,49 (d, J= 9,0 Hz, 2H, Ph); 8,27 (d, J = 9,0 Hz, 2H, Ph) ppm. IR (KBr):
3109(w), 2906(bs), 1689(s), 1600(m), 1515(s), 1454(m), 1347(s), 1273(m), 1242(m),
1104(w), 990(m), 932(w), 856(s), 829(m), 713(m) cm’. GC-EI-MS (r = 22,8 min);
m/z(%): 136(AdH, 11), 135(Ad, 100), 120(6), 107(11), 93(20), 91(6), 81(5), 79(21), 77(8),
67(9), 55(5), 41(8).

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

exp. slozeni: 71,59 % C; 6,48 % H; 4,79 % N

5.2 Redukce nitroketonii na aminoketony

Ptislusny 1-adamantyl(nitrofenyl)keton (500 mg; 1,752 mmol) byl pomoci
horkovzdugné pistole rozpustén v 50 cm® methanolu. Do takto p¥ipraveného roztoku bylo

opatrné piidano 10 cm® kyseliny chlorovodikové (1/1, v/v, vodny roztok) a nasledné
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215 mg (3,50 mmol) praskového Zeleza v jedné porci. Reakéni smés byla refluxovana pod
zpétnym chladi¢em a pribéh reakce byl monitorovan pomoci TLC. Do okamziku uplného
vymizeni vychozi latky na TLC byla vzdy po spotfebovani predchozi davky zeleza ptidana
davka dalsi. Po ukonceni reakce byla smés zalkalizovana 5% roztokem hydroxidu sodného
a extrahovana 8 x 15 cm® smési diethylether/hexan (1/1, v/v). Spojené organické podily
byly promyty 4 x 10 cm® nasycenym roztokem chloridu sodného a suseny nad siranem
sodnym. Odpatfenim rozpoustédla na RVO byl ziskan surovy produkt, ktery byl dale

purifikovan sloupcovou chromatografii.

(1-Adamantyl)(3-aminofenyl)methanon (5)

Cisty produkt byl ziskdan po ¢&isténi sloupcovou chromatografii (silikagel,
petrolether/ethyl-acetat, 1/1, v/v) v podobé bezbarvého krystalického prasku ve vytézku
437 mg (97 %); t1=95-98 °C.

'H NMR (CDCl3): 6 1,71-1,77 (m, 6H, CH2(Ad)); 1,98 (m, 6H, CH2(Ad)); 2,06 (s,
3H, CH(Ad)); 3,75 (bs, 2H, NH>); 7,03 (d, J = 8,0 Hz, 1H, Ph); 7,01-7,13 (m, 2H, Ph);
7,25 (t, J = 8,0 Hz, 1H, Ph) ppm. IR (KBr): 3469(s), 3381(s), 3208(w), 3098(w), 3047(w),
2955(m), 2899(s), 2850(s), 2653(w), 1662(s), 1623(s), 1593(s), 1493(m), 1446(s),
1446(m), 1321(s), 1295(m), 1218(s), 1178(m) 991(m) cm'. GC-EI-MS (tr = 21,1 min);
m/z(%): 256(5), 255(M*, 25), 227(M*-CO, 6), 136(AdH, 11), 135(Ad, 100), 120(M"-Ad,
19), 107(12), 93(22), 92(17), 91(7), 81(5), 79(22), 77(8), 67(8), 65(13), 55(5), 41(8).

(C17H21INO)  vyp. slozeni: 79,96 % C; 8,29 % H; 5,49 % N

exp. sloZeni: 79,66 % C; 8,30 % H; 5,50 % N

(1-Adamantyl)(4-aminofenyl)methanon (6)

Cisty produkt byl ziskdan po ¢&isténi sloupcovou chromatografii (silikagel,
petrolether/ethyl-acetat, 1/1, v/v) v podobé bezbarvého krystalického prasku ve vytézku
424 mg (94 %); t,=77-83 °C.

"H NMR (CDCls): & 1,72-1,79 (m, 6H, CH2(Ad)); 2,01 (m, 6H, CH2(Ad)); 2,08 (s,
3H, CH(Ad)); 7,14 (d, J = 8,5 Hz, 2H, Ph); 7,64 (d, J = 8,5 Hz, 2H, Ph) ppm. IR (KBr):
3469(m), 3394(m), 3359(bm), 3215(w), 2901(bs), 2850(s), 2656(w), 1646(s), 1628(s),
1614(s), 1592(s), 1512(w), 1452(m), 1322(m), 1271(s), 1242(m), 1172(s), 1112(m),
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837(m), 610(m) cm’. GC-EI-MS (tr = 22,9 min); m/z(%): 255(M", 8), 135(Ad, 12),
121(8), 120(M"-Ad, 100), 93(8), 92(10), 79(9), 65(8).

(C17H21NO)  vyp. sloZeni: 79,96 % C; 8,29 % H; 5,49 % N

exp. slozeni: 79,72 % C; 8,26 % H; 5,51 % N
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6 PRIPRAVA DERIVATU PYRROLO|2,3-D]PYRIMIDINU

6.1 Nukleofilni aromaticka substituce 4-chlor-7H-pyrrolo[2,3-
dlpyrimidinu

Vychozi 4-chlor-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin (100 mg; 0,65 mmol) byl rozpustén
v 5 cm?® propan-2-olu ve 25 cm?® baiice. Nésledné byl do vzniklého roztoku piidan anilin ve
dvoumolarnim piebytku a reakéni smés byla refluxovana pfi 90 °C pod zpétnym
chladicem. Prubéh reakce byl monitorovan pomoci TLC. Po 20 hodinach a ochlazeni
reakce na laboratorni teplotu byla pozorovéana tvorba bezbarvé srazeniny. Srazenina byla
odfiltrovdna za snizeného tlaku a ziskané pevné podily promyty propan-2-olem. Filtrat

1 pevné podily byly nasledn¢ purifikovany pomoci sloupcové chromatografie.

N-Fenyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-amin (8)

Cisty produkt byl ziskan purifikaci pomoci sloupcové chromatografie (silikagel,
petrolether/ethyl-acetat, 1/1, v/v) v podobé svétle Sedého krystalického prasSku ve vytézku
105 mg (80 %); t = 240-243 °C.

"H NMR (DMSO-dy): 86,78 (m, 1H, C°H); 7,02 (t, J = 7,0 Hz, 1H, Ph); 7,23 (m,
1H, C°H); 7,34 (t, J = 8,5 Hz, 2H, Ph); 7,88 (d, J = 7,5 Hz, 2H, Ph); 8,27 (s, 1H, NC*HN);
9,30 (s, 1H, C*NHPh); 11,74 (s, 1H, N’H) ppm. IR (KBr): 1614(s), 1545(bs), 1495(s),
1452(s), 1427(s), 1350(s), 1308(s), 1247(s), 1149(m), 1101(m), 1074(m), 1059(m),
1025(w), 901(s), 731(bs), 712(s), 675(m), 605(m)cm™'. GC-EI-MS (tr = 18,9 min);
m/z(%): 211(6), 210(54), 209(100), 155(5), 118(6), 105(14), 104(6), 92(16), 91(7), 78(8),
77(30), 65(10), 64(13), 52(8), 50(16). ESI-MS (pos.) m/z (%): 233,0 [M+Na]* (7); 211,1
[M+H]" (100).

(C12H10N4) vyp. slozeni: 68,56 % C; 4,79 % H; 26,65 % N

exp. slozeni: 68,36 % C; 5,18 % H; 26,42 % N

6.2 Alkylace N-fenyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-aminu

Sloucenina 8 (100 mg; 0,48 mmol) byla navaZena do 25 cm® baiiky a rozpusténa
v 5 cm® dimethylsulfoxidu. Do tohoto roztoku byl pfidan 2-jodpropan (434 mg;

2,55 mmol) a v jedné porci uhli¢itan draselny (197 mg; 1,42 mmol). Reakéni smés byla
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ponechana pii laboratorni teplot¢ a pribéh reakce byl monitorovan pomoci TLC
(chloroform/methanol, 8/1, v/v). Reakce byla ukoncena po 120 hodinach a reakéni smés
byla nafedéna destilovanou vodou a nasledné extrahovana 6 x 15 cm® ethyl-acetatu.
Spojené organické podily byly promyty 2 x 15 cm? nasyceného roztoku chloridu sodného
a suSeny nad siranem sodnym. Po odpafeni rozpoustédla na RVO byl surovy produkt

purifikovan sloupcovou chromatografii.

N-Fenyl-7-isopropyl-7H-pyrrolo|2,3-d]pyrimidin-4-amin (9)

Cisty produkt byl ziskan po &i§téni sloupcovou chromatografii (silikagel,
chloroform/methanol, 8/1, v/v) ve vytézku 77 mg (65 %) v podobé nazloutlého
krystalického prasku; #=131-133 °C.

'"H NMR (CDCl3): 61,50 MA(d, J = 6,5 Hz, 6H, CH(CH3)2); 1,55 Mi(d, J= 6,7 Hz,
0,8H, CH(CH3),); 5,06-5,12 (m, 1H, CH(CHs),); 5,94 MA(d, J=3,5 Hz, 1H, C°H); 6,48
M4, J=3,5Hz, 0,1H, C°H); 7,02 (m, 1H, C°H); 7,24 (t, J = 7,5 Hz, 1H, Ph); 7,41 (m, 3H,
Ph+C*NHPh); 7,54 (t, J = 7,5 Hz, 2H, Ph); 8,38 MA(s, 1H, NC?HN); 8,75 M{(s, 1H,
NC?HN) ppm. IR (KBr): 3475(bw), 3272(m), 3191(m), 3129(m), 3029(m), 2973(m),
1888(w), 1629(s), 1561(s), 1530(m), 1498(s), 1410(s), 1306(s), 1236(s) cm™. GC-EI-MS
(tk = 19,4 min); m/z(%): 252(M", 100), 251(82), 237(M*-CHj3, 14), 211(7), 210(51),
209(M*-CH(CH3),, 91), 208(7), 183(12), 182(6), 155(10), 128(5), 118(8), 106(7), 105(10),
104(7), 92(14), 78(8), 77(39), 65(8), 64(8), 53(5), 52(6), 51(13), 43(7), 41(12). ESI-MS
(pos.) m/z (%): 527,2 [2M+Na]* (6); 275,1 [M+Na]* (9); 253,1 [M+H]* (100). ESI-MS
(neg.) m/z (%): 250,9 [M-H] (100).

(Ci15H16Na) vyp. sloZeni: 71,40 % C; 6,39 % H; 22,21 % N

exp. slozeni: 71,27 % C; 6,82 % H; 21,91 % N

6.3 Alkylace 4-Chlor-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu

Vychozi 4-chlor-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin (1,0 g; 6,51 mmol) byl navazen do
100 cm?® bariky a rozpustén v 50 cm® dimethylsulfoxidu. Do tohoto roztoku byl ptidan 2-
jodpropan (2,77 g; 16,27 mmol) a v jedné porci uhli¢itan draselny (1,35 g; 9,76 mmol).
Reakéni smés byla ponechdna pii laboratorni teploté a prubéh reakce byl monitorovan

pomoci TLC (chloroform/methanol, 8/1, v/v). Po ukonceni reakce byla reakéni smés
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nafedéna destilovanou vodou a nasledné extrahovana 6 x 20 cm® ethyl-acetatu. Spojené
organické podily byly promyty 2 x 20 cm® nasyceného roztoku chloridu sodného a suseny
nad siranem sodnym. Po odpaieni rozpoustédla na RVO byl surovy produkt purifikovan

sloupcovou chromatografii.

4-Chlor-7-isopropyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin (10)

Cisty produkt byl ziskan po &isténi sloupcovou chromatografii (silikagel,
chloroform/methanol, 8/1, v/v) v podobé nazloutlého krystalického prasku ve vytézku
1,08 g (85 %); .= 51-53 °C.

"H NMR (DMSO-ds): 81,56 (d, J = 7,0 Hz, 6H, CH(CH3)2); 5,12-5,19 (sep, 1H,
CH(CH3)); 6,67 (d, J = 3,5 Hz, 1H, C°H); 7,40 (d, J = 3,5 Hz, 1H, C°H); 7,67 (s, 1H,
NC?HN) ppm. IR (KBr): 3109(w), 2982(w), 1832(m), 1772(m), 1588(s), 1543(s), 1505(m),
1455(m), 1417(m), 1354(s), 1276(m), 1231(m), 926(m), 721(s) cm’. GC-EI-MS
(tr = 12,5 min); m/z(%): 197(C’CIM*, 13), 196(5), 195((*>*C)M*, 39), 182((*’CI)M*-CHs,
8), 180((*>*CI)M"-CH3, 25), 154((’CI)M*-CH(CHs)2, 33), 153(9), 152((*>*C)M*-CH(CHa)s,
100), 119(7), 118(73), 117(7), 91(8), 76(5), 73(5), 64(13), 63(6), 43(11), 42(6), 41(24).

(CoH10CIN4)  vyp. slozeni: 55,25 % C; 5,15 % H; 21,48 % N

exp. slozeni: 55,41 % C; 5,59 % H; 20,96 % N

6.4 Nukleofilni aromaticka substituce 4-chlor-7-isopropyl-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu

K 4-chlor-7-1sopropyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu (10) bylo pfiddno vypocitané
mnozstvi propan-2-olu, pfi¢emz vznikld suspenze byla rozpusténa pomoci horkovzdusné
pistole. Nasledné byl do vzniklého roztoku piidan pfislusny amin ve dvoumolarnim
prebytku. Reakéni smés byla refluxovana pii 90 °C a pribéh reakce byl monitorovan
pomoci TLC (petrolether/ethyl-acetat, 1/1, v/v). Po ukonceni reakce byla reakéni smeés
nafedéna destilovanou vodou a extrahovana 6 x 15 cm?® ethyl-acetatu. Spojené organické
podily byly promyty nasycenym roztokem chloridu sodného a suSeny nad siranem sodnym.
Po odpafeni rozpoustédla na RVO byl surovy produkt ptecistén sloupcovou

chromatografii.
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N-Fenyl-7-isopropyl-7H-pyrrolo|2,3-d]pyrimidin-4-amin (9)

Titulni latka byla pfipravena dle obecného postupu z vychozich navazek: 4-chlor-7-
isopropyl-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin (10) (100 mg; 0,51 mmol), anilin (95 mg; 1,02 mmol),
propan-2-ol (5 cm®). Cisty produkt byl ziskan po &isténi sloupcovou chromatografii
(silikagel, petrolether/ethyl-acetat, 1/1, v/v) ve vytézku 120 mg (93 %) v podobé
nazloutlého krystalického prasku; #=131-133 °C.

Spektralni charakteristiky v souladu se slouc¢eninou 9 (str. 44).

(1-Adamantyl){3-[(7-isopropyl-7H-pyrrolo|2,3-d|pyrimidin-4-
yl)amino]fenyl}methanon (11)

Titulni latka byla pfipravena dle obecného postupu z vychozich navazek: 4-chlor-7-
isopropyl-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin (10) (150 mg; 0,77 mmol), aminoketon 5 (393 mg;
1,54 mmol), propan-2-ol (10 cm?). Cisty produkt byl ziskan po &isténi sloupcovou
chromatografii (silikagel, petrolether/ethyl-acetat, 1/1, v/v) ve vytéZku 278 mg (87 %)
v podobé¢ bezbarvého krystalického prasku; #=161-165 °C.

"H NMR (CDCl3): 61,50 MA(d, J = 6,5 Hz, 6H, CH(CH3)2); 1,55 Mi(d, J= 6,5 Hz,
1,2 H, CH(CH3)2); 1,72-1,76 MA(m, 6H, CH2(Ad)) + M{(m, 1,2H, CHa(Ad)); 1,96 M{(m,
1,2H, CHa(Ad)); 1,99 MA(m, 6H, CHx(Ad)); 2,08-2,12 MA(s, 3H, CH(Ad)) + M{s, 0,6H,
CH(Ad)); 5,06-5,11 (m, 1H, CH(CHs).); 5,72 MA(d, J = 3,5 Hz 1H, C’H); 6,48 M(d, J =
3,5 Hz, 0,2H, C°H ); 7,04 (d, J = 3,5 Hz, 1H, C®H); 7,25 M(d, J = 3,5 Hz, 0,2H, C°H);
7,48-7,52 (m, 3H, Ph); 7,55 (s, 1H, Ph); 8,31 MA(s, 1H, NC?HN); 8,74 Ml(s, 0,2H, NC?HN)
ppm. IR (KBr): 3257(w), 3184(w), 3112(w), 2904(s), 2848(m), 1664(s), 1619(s), 1598(m),
1466(m), 1356(m), 1303(m), 1237(m), 1009(m) cm™. ESI-MS (pos.) m/z(%): 851,4
[2-M+Na]" (9); 829,4 [2-M+H]" (7); 641,3 [3-M+H+K]*" (5); 437,2 [M+Na]" (17); 343,2
[2-M+H+K]?" (9); 415,2 [M+H]" (100). ESI-MS (neg.) m/z (%): 449,0 [M+CI1]~ (9); 413,1
[M-H] (100).

(C26H30N4O)  vyp. slozeni: 75,33 % C; 7,29 % H; 13,52 % N

exp. slozeni: 75,05 % C; 7,66 % H; 13,21 % N
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(1-Adamantyl){4-[(7-isopropyl-7H-pyrrolo|2,3-d]pyrimidin-4-
yD)amino|fenyl}methanon (12)

Titulni latka byla piipravena dle obecného postupu z vychozich navazek: 4-chlor-7-
isopropyl-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin (10) (150 mg; 0,77 mmol), aminoketon 6 (393 mg;
1,54 mmol), propan-2-ol (10 cm?). Cisty produkt byl ziskan po ¢&isténi sloupcovou
chromatografii (silikagel, petrolether/ethyl-acetat, 1/1, v/v) ve vytézku 249 mg (78 %)
v podobé bezbarvého krystalického prasku; #=237-242 °C.

'H NMR (CDCl): & 1,52 MA(d, J = 6,5 Hz, 6H, CH(CH3).); 1,56 M(d, J= 6,5 Hz,
1,2H, CH(CH3)); 1,75-1,82 MA(m, 6H, CH2(Ad)) + M(m, 1,2H, CHa(Ad)); 2,00 M{(m,
1,2H, CH2(Ad)); 2,05 M4(m, 6H, CH2(Ad)); 2,08-2,11 MA(s, 3H, CH(Ad)) + M(s, 0,6H,
CH(AQ)); 5,08-5,13 (m, 1H, CH(CHs),); 5,97 MA(d, J = 3,5 Hz, 1H, C°H); 6,48 Mi(d, J =
3,5 Hz, 0,2H, C°H ); 7,01 MA(d, J = 4,0 Hz, 1H, C°H); 7,39 MI(d, J = 3,5 Hz, 0,2H, C°H);
7,45 Mi(d, J = 8,5 Hz, 0,4H, Ph); 7,56 MA(d, J = 8,5 Hz, 2H, Ph); 7,61 M(d, J = 6,5 Hz,
0,4H, Ph); 7,71 MA(d, J= 8,5 Hz, 2H, Ph); 8,36 MA(s, 1H, NC?HN); 8,76 M{(s, 0,2H,
NC?HN) ppm. IR (KBr): 3316(s), 3203(w), 2977(w), 2905(s), 2850(m), 1666(s), 1604(s),
1555(s), 1519(m), 1461(s), 1425(m), 1359(m), 1307(m), 1241(s) cm™'. ESI-MS (pos.) m/z
(%): 437,2 [M+Na]" (10); 415,2 [M+H]" (100). ESI-MS (neg.) m/z (%): 449,1 [M+CI]-
(7); 413,1 [M+H] (100).

(C26H30N40O)  vyp. slozeni: 75,33 % C; 7,29 % H; 13,52 % N

exp. slozeni: 75,48 % C; 7,75 % H; 13,40 % N

6.5 Redukce sloucenin 11 a 12 na odpovidajici alkoholy

Ptislusny keton (100 mg; 0,24 mmol) byl navdzen do 50 cm® bafiky a rozpustén
pomoci horkovzdugné pistole pii 100°C v ethanolu (20 cm?®). Takto vznikly roztok byl
ochlazen pomoci smési ledové tfist€¢ a vody na 0 °C a nasledné byl v jedné porci ptidan
tetrahydridoboritan sodny (11 mg; 0,29 mmol), coz mélo za nasledek vznik bilé sraZeniny.
Poté byla lazen s ledem odstavena a reakéni smés byla ponechana za intenzivniho michani
pfi laboratorni teploté. Prubéh reakce byl monitorovan pomoci TLC (petrolether/ethyl-
acetat, 1/1, v/v). Po ukonceni reakce byla do suspenze po kapkach davkovana 1M kyselina
chlorovodikova, pfi¢emz pifi pH~7 doslo k rozpusSténi srazeniny a pii dal$im okyseleni

k jejimu opétovnému vzniku. Dale byla smés natfedéna destilovanou vodou a extrahovana



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 48

7 x 10 cm® diethyletheru. Spojené organické podily byly promyty 2 x 20 cm® nasycenym
roztokem chloridu sodného a suseny nad siranem sodnym. Po odpateni rozpoustédla na

RVO byl surovy produkt precistén pomoci sloupcové chromatografie.

(1-Adamantyl){3-[(7-isopropyl-7H-pyrrolo[2,3-d|pyrimidin-4-
yl)amino]fenyl} methanol (13)

Titulni latka byla ziskédna CciSténi pomoci sloupcové chromatografie (silikagel,
chloroform/methanol, 8/1, v/v) ve vytézku 76 mg (76 %) v podobé bezbarvého
krystalického prasku; # = 254-259 °C.

'"H NMR: vysledky nebyly v dobé& finalizace rukopisu k dispozici. IR (KBr):
3265(bw), 2975(m), 2903(s), 2846(m), 1616(s), 1585(m), 1559(s), 1467(s), 1412(m),
1360(m), 1306(m), 1238(m) cm™. ESI-MS (pos.) m/z (%): 439,3 [M+Na]" (7); 417,3
[M+H]" (100). ESI-MS (neg.) m/z (%): 415,1 [M-H] (100).

(C26H32N40)  vyp. slozeni: 74,97 % C; 7,74 % H; 13,45 % N

exp. slozeni: 74,76 % C; 7,61 % H; 13,79 % N
(1-Adamantyl){4-[(7-isopropyl-7H-pyrrolo[2,3-d|pyrimidin-4-
yDamino]fenyl}methanol (14)

Titulni latka byla ziskana c¢iSténi pomoci sloupcové chromatografie (silikagel,
chloroform/methanol, 8/1, v/v) ve vytéZku 50 mg (50 %) v podobé bezbarvého
krystalického prasku; # =208-211 °C.

"H NMR: vysledky nebyly v dobé finalizace rukopisu k dispozici. IR (KBr): 3373~
3275(bm), 2975(m), 2903(s), 2846(s), 1617(s), 1581(m), 1558(m), 1510(m), 1411(m),
1239(m) cm™'. ESI-MS (pos.) m/z (%): 417,3 [M+H]" (100). ESI-MS (neg.) m/z (%): 415,1
[M-H] (100).

(C26H32N40)  vyp. slozeni: 74,97 % C; 7,74 % H; 13,45 % N

exp. slozeni: 74,62 % C; 8,00 % H; 13,64 % N
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I11. VYSLEDKY A DISKUSE
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7 PRAKTICKA CAST V KONTEXTU S PREDESLYM VYZKUMEM

Hlavni tlohou této kapitoly je nastinit souvislosti vzniku pfedlozené prace a ¢astecné
uvést jeji vyznam. Tato diplomova prace plynule navazuje na diplomovou praci s ndzvem
»Priprava 6,9-disubstituovanych purinii s adamantanovym skeletem®, ktera byla Gspésné
obhéjena roku 2013 Ing. Davidem Gergelou.** Cilem této prace bylo syntetickymi postupy
ptipravit skupinu do té doby nepopsané série 6,9-disubstituovanych purini a provést jejich
uplnou strukturni charakterizaci pomoci instrumentalnich metod. Ve vysledku bylo
pfedlozeno celkem pét sloucenin obsahujicich 6,9-disubstituovany purinovy kruh
(Obrazek 30). Vysledky této prace vedly k mySlence syntetizovat sérii strukturné
podobnych latek, odvozenych od 7-deazapurinu (pyrrolo[2,3-d|pyrimidinu) za ucelem
prostudovat vliv absence atomu dusiku v poloze C7 purinového kruhu na zavadéni stejnych
substituent do této struktury. Rovnéz by pifi Uspésné pripravé téchto sloucenin bylo

posléze mozné studovat vliv pfitomnosti/absence atomu dusiku na biologickou aktivitu

R
NN
th@
=
OH

H Q H H
[::(Nﬁ Awﬂ\[:j/Nﬁ Ad)\[::rNﬁ

predmétnych sloucenin.

(@) OH
N N%
H H
A\ V

Obrazek 30: Série diive pfipravenych 6,9-disubstitiovanych purind.
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8 SYNTEZA AROMATICKYCH AMINU S ADAMANTANOVYM
MOTIVEM

V nasledujici ¢asti prace bude strucné diskutovana syntéza aromatickych amini
obsahujicich adamantanovy skelet, které byly pfipraveny po sob¢é jdouci nitraci
(1-adamantyl)(fenyl)ketonu a néslednou redukci nitroskupiny na primarni aminoskupinu.
Takto =ziskané (1-adamantyl)(aminofenyl)ketony byly v dalsi casti prace, pomoci
nukleofilni aromatické substituce, zavedeny do polohy 4 pyrrolo[2,3-d]pyrimidinového
skeletu.

8.1 Nitrace (1-adamantyl)(fenyl)ketonu

Prvnim krokem vedoucim k pozadovanym aminoketonim 5 a 6 byla elektrofilni
aromatickd nitrace (l-adamantyl)(fenyl)ketonu (Obrazek 31), ktery byl ziskan
z laboratornich zasob. Nitrace byla provedena pomoci kyseliny dusi¢né v acetanhydridu pii
teploté -15 °C ve dvouplastovém externé chlazeném reaktoru, pti¢emz vychozi acetylnitrat
byl pfipraven smichanim kyseliny dusi¢né s acetanhydridem a katalytickym mnozstvim
kyseliny sirové. Béhem reakce byla pomoci TLC (petrolether/ethyl-acetat, 4/1, v/v)
zaznamenana tvorba vSech regioizomeria (ortho/meta/para), které byly vzajemné oddéleny
a ze surové smési izolovany nescetnym mnoZstvim sloupcovych chromatografii (silikagel,
petrolether/ethyl-acetat, 4/1, v/v). PoZadované nitroketony (meta a para) byly po purifikaci
ziskany v uspokojivych vytéZzcich 84 % (sloucenina 3) a 86 % (sloucenina 4). Ortho derivat
(slouc¢enina 2) byl ziskan ve vytézku 84 %, nicméné nebyl, vzhledem ke svému
pfedpokladanému prostorovému uspotfaddani, pouzit pro dalsi syntézu, tedy k redukci
nitroskupiny na aminoskupinu a naslednou nukleofilni aromatickou substituci atomu

chloru na C4 pyrrolo[2,3-d]pyrimidinového kruhu timto aminem.

/ 1
AcONO, \TNOZ

Ac,0, -15°C, 1h
0 0

1 2 = ortho (84 %)
3 = meta (84 %)
4 = para (86 %)

Obrazek 31: Priprava (1-adamantyl)(nitrofenyl)ketont.
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Struktura a Cistota sloucenin 2—4 byla potvrzena pomoci béznych spektralnich metod
jako je IR, GC-MS a NMR. Ptitomnost nitroskupiny ve slouceninach 2—4 a z toho plynouci
informace o uspéSné¢ provedené syntéze, byla =ziskdna jiZ pomoci infracervené
spektrometrie. Ve spektrech pfedmétnych sloucenin byla pozorovana dvojice silnych past
s rozsahem vIno&ti typickych pro tuto funkéni skupinu, a sice 1524 a 1344 cm™ (2), 1527
a 1347 ecm™ (3), resp. 1515 a 1347 cm™ (4). Struktura, stejné jako &istota sloucenin 2—4
byla rovnéz potvrzena pomoci plynové chromatografie s hmotnostné spektrometrickou
detekci. Po purifikaci surového produktu pomoci sloupcové chromatografie a izolaci
jednotlivych regioizomert byly tyto latky analyzovany prav€é pomoci GC-MS. Za
podminek pouzitych pii samotné analyze byly retencni Casy jednotlivych izomert 21,45
minuty (2), 21,98 minuty (3) a 22,87 minuty (4), pfiCemZz v zadném ze ziskanych
chromatogramil nebyla pozorovana ptitomnost jiného, nez izolovaného a tedy ocekavaného
izomeru. V!'H NMR spektrech sloucenin 2-4 byly pozorovany dva typy signall
pochazejici bud’to z adamantanového skeletu (1,62—2,04 ppm), nebo z aromatického kruhu

(7,49-8,26 ppm).

8.2 Priprava (1-adamantyl)(aminofenyl)ketont

Pomoci selektivni redukce v predchozim kroku ziskanych nitroketonli 3 a 4, byly
ziskdny pozadované aminoderivaty 5 (meta) a 6 (para), jak je naznaceno na Obrazku 32.
Redukce nitroskupiny na aminoskupinu byla zprostfedkovana pomoci vodiku
generovaného in situ reakci pentakarbonylového zeleza s vodnym roztokem kyseliny
chlorovodikové (1/1, v/v) v methanolu. Vzhledem k pfitomnosti vychozi latky v surovém
produktu detekované pomoci GC-MS (z primarné provedenych TLC analyz nebyla
pfitomnost vychozi latky patrna), bylo nezbytné€ nutné provést nékolikanasobnou purifikaci
pomoci sloupcové chromatografie (silikagel, petrolether/ethyl-acetat, 1/1, v/v). Vysledné

slouceniny byly ziskany ve vytézcich 97 % (sloucenina 5) a 94 % (sloucenina 6).

N 2
—~NO, Fe, HCI, MeOH —~NH,
N > NN
reflux, 3-5 h
O
3 = meta 5 = meta (97 %)
4 = para 6 = para (94 %)

Obrazek 32: Ptiprava (1-adamantyl)(aminofenyl)ketond.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 53

Pomoci bé&znych metod strukturni analyzy (IR, MS, NMR) byla prokazana
pritomnost aminoskupiny ve vyslednych produktech poukazujici na zdarné provedenou
redukci. Prvni indicii poskytly jiz vysledky IR analyz, kdy ve spektrech nebyly pozorovéany
pasy typické pro nitroskupinu, naopak v oblasti 3000-3500 cm™ se v ptipadé obou
pfipravenych sloucenin vyskytovaly zdvojené pasy odpovidajici primdrni aminoskuping.
Pomoci GC-MS byla potvrzena jak Ccistota, tak také struktura sloucenin 5 a 6.
Chromatogram aminoketonu § je pro ilustraci uveden na Obrazku 33, z n€hoz jednoznaéné
vyplyva, Zze se v ném nachézi jediny pik s retencnim casem 21,10 minuty, liSicim se od
retenéniho €asu piku plivodniho nitroketonu 3 o 0,88 minut. Vzhledem k absenci tohoto
piku v chromatogramu, Ize usuzovat na Cistotu slouceniny 5. Stejného vysledku bylo

dosazeno také v pfipad€ aminoketonu 6.

21.10

t, = 21.10 min

Retenéni ¢as [min]
Obrazek 33: Chromatogram slouceniny 5 ziskany metodou GC-MS.

Jak je uvedeno vyse, pomoci metody GC-MS nebyly ziskany informace poukazujici
pouze na Cistotu, ale rovnéz na strukturu pfipravenych sloucenin, a to prostiednictvim
hmotnostnich spekter. V EI-MS spektrech obou sloucenin (Obrazek 34) se nachdzel

molekulovy ion (v podob¢ kation radikalu) o m/z 255. Fragmentace, k niz dochazi pti
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pouziti této techniky jiz v pribéhu ionizace, poskytovala v ptipad¢€ obou latek ionty o m/z
135 (Ad)" a 120 (M-Ad)"". Zatimco ve spektru slouceniny 5 pfedstavoval ion o m/z 135
zékladni (a tedy nejstabilnéjsi) pik (Obrazek 34A), v piipadé para derivatu 6 byl zékladni
pik reprezentovan iontem o m/z 120 (Obrazek 34B). Z uvedeného vyplyva, ze fragmentace
obou sloucenin je zna¢né ovlivilovana polohou primarni aminoskupiny na aromatickém
kruhu. V neposledni tadé byly v EI-MS spektrech sloucenin 5 a 6 pozorovany ionty
vznikajici skeletalni fragmentaci adamantanu (107, 93, 79 a 65 m/z).
A :;Z ] 135.1
0] 1351 me 1200 me .
80
o NH,

80 4 o)

50 255.1 m/z

40

Relativni intenzita [%]

0 ] 255.1
20 - 120.0

10 H |
M L

0- WS PSS N | —r
50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 miz

B 110

100 120.0

90 -
| 135.1 m/z__120.0 m/z -
NH,

8
]

70
60— 0
50 - | 255.1 m/z

40

Relativni intenzita [%]

30 -
20

i 135.1
10 2551

50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 m/z

Obrazek 34: EI-MS spektra slouceniny 5 (A) a 6 (B).
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9 SYNTEZA SKUPINY NOVYCH 4,7-DISUBSTITUOVANYCH
PYRROLO[2,3-D]PYRIMIDINU

Tato kapitola bude vénovana detailnimu popisu syntéz, pomoci nichz byla pfipravena
série 4,7-disubstituovanych pyrrolo[2,3-d]pyrimidinti s doposud nepopsanou strukturou.
Ptiprava uvazovanych sloucenin se mohla ubirat dvéma moznymi syntetickymi cestami,
které jsou pro ilustraci zndzornény na Obrazku 35. Pifed samotnym navazanim
aromatickych amint obsahujicich adamantanovy skelet bylo, vzhledem k pomérné malému
mnozstvi téchto stale jest¢ unikatnich sloucenin, nutné provést sérii optimalizacnich reaket.
Optimalizovana byla jak alkylace, tedy zavedeni propan-2-ylu do polohy N7
pyrrolo[2,3-d[pyrimidinového kruhu, tak nukleofilni aromaticka substituce atomu chloru

v poloze C4, a to anilinem, ktery byl pouzit jako modelovy substituent.

SNAr [J\/\W Alkylace N7

Cesta A
Cl R,
kN N k <= N
H R,
Cesta B

%
Alkylace N7 k SpAr

Obrazek 35: Moznosti ptipravy disubstituovanych 7-deazapurint.

9.1 Ovéreni reakénich podminek vedoucich k syntéze uvazovanych

sloucenin

Jako prvni byla testovdna synteticka cesta A, jejimz prvnim krokem byla nukleofilni
aromatickd substituce atomu chloru v poloze C4 aromatickym aminem a nésledné zavedeni
propan-2-ylu na N7 pyrrolo[2,3-d]pyrimidinového kruhu. Tato strategie byla zvolena
s ohledem na piedeslé vysledky a zkuSenosti ziskané pii syntéze 6,9-disubstituovanych
purind. Pokus o substituci atomu chloru slouceniny 7 anilinem byl realizovan pomoci Etyt
reakci provedenych za riznych podminek (Obrazek 36), pfi¢emz pouze v jednom piipadé

(reakce i) byl ziskan pozadovany produkt, a to v uspokojivém vytézku 80 %. Pfi tomto
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experimentu byl anilin pouzit ve dvoumolarnim ptfebytku bez pritomnosti baze, za pouziti
propan-2-olu jako rozpoustédla. V dalSich reakcich byl jako rozpoustédlo pouzit
dimethylsulfoxid (DMSO) nebo propan-2-ol, pfi¢emZ anilin zde byl aplikovan v 1,1
molarnim pfebytku oproti slouceniné 7. V obou ptipadech byla pouzita baze, kterou byl
bud'to triethylamin (TEA, reakce ii a iii) nebo diisopropylethylamin (DIEA, reakce iii).
Nicmén¢, za téchto podminek nebyl v reakéni smési pozorovan vznik pozadovaného

produktu ani po 48 hodinach (monitorovano pomoci TLC a GC-MS).

o] NH, HN :
N™ ™S baze N™ ™S
T - - 00
k = 90 °C Z~N

N N

H H

N
7 8
R Ropoo AU B cw vk
- iPrOH 2,0 - 20 80
iPrOH 1,1 TEA (1,1) 48 -
DMSO 1,1 TEA (1,1) 48 -
DMSO 1,1 DIEA (1,1) 48 -

Obrazek 36: SxAr 4-chlor-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu (7).

Struktura slouceniny 8 byla navrzena na zaklad¢ vysledka ziskanych pomoci bézné
dostupnych spektralnich metod. Na zaklad¢ provedené analyzy GC-MS lze usuzovat na
chromatografickou cistotu slouceniny 8, jejiz retencni Cas (za zvolenych podminek) €inil
18,91 minuty, zatimco retencni Cas vychozi slou€eniny 7 ¢inil 13,21 minuty. Nutno
podotknout, Ze v ziskaném chromatogramu nebyl, vyjma piku odpovidajicimu
slouceniné 8, pozorovan zadny dalsi, ani rezidudlni, pik. Dalsi dikaz o struktufe produktu
ziskaného reakci uvedenou na Obrazku 36 (reakce i) poskytlo srovnani 'H NMR spekter
sloucenin 7 a 8. Zatimco ve spektru vychozi latky 7 byly pozorovany pouze Ctyfi signaly
(Obrazek 37 nahote), které byly ptifazeny atomtiim vodiku nachazejicich se v polohach C2

(8,59 ppm), C5 (6,61 ppm), C6 (7,68 ppm) a N7 (12,54 ppm), tak v 'H NMR spektru
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slouceniny 8 (Obrazek 37 dole) byly, vyyjma vySe uvedenych, pozorovany také signaly
v oblasti 7,02—7,33 ppm odpovidajici atomim vodiku z benzenového kruhu a dale singlet

s chemickym posunem 9,30 ppm, o némz se lze domnivat, ze nalezi atomu vodiku z atomu

dusiku spojujiciho 7-deazapurinovy a benzenovy kruh.

T | b = | T

a Cl
.
(LY
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b N~ N DMSO-d,
c HCI '
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Obrazek 37: 'H NMR spektra slou¢enin 7 (nahote) a 8 (dole).
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V ESI-MS spektru prvniho fadu slouceniny 8, ziskaného v pozitivnim skenovacim
modu, byly pozorovany dva jedenkrat nabité signaly odpovidajici protonované molekule

(211 m/z) a sodnému aduktu slouceniny 8 (233 m/z).

Druhym krokem vedoucim k ziskdni uvazovaného N-fenyl-7-isopropyl-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-aminu (9) byla reakce slouceniny 8 s 2-jodpropanem, jakozto
alkyla¢nim ¢inidlem, za pfitomnosti baze v DMSO (Obrazek 38). Piredmétna reakce byla
provedena za riznych podminek vzajemné se liSicich typem a mnoZstvim pouzité baze,
pfipadné¢ molarnim pomérem alkylacniho ¢inidla (Obrazek 38). Jako nejvyhodnéjsi se
jevil postup, kdy alkylace probihala za pfitomnosti uhli¢itanu draselného jako baze, a
vysledny produkt (sloucenina 9) byl izolovan ve vytézku 65 % (reakce i). Pii sniZeni
mnozstvi baze z 3 ekvivalentli na 1,5 byl pozorovan pokles vytézku na 35 %. Reakce
v pritomnosti uhli¢itanu cesného (3,0 ekviv.), probéhla, dle TLC, jiz po jedné hoding,
nicméné poskytovala ned¢litelnou smés produkti. Z toho divodu se tato baze jevila jako
velmi obtizné pouzitelna. Zna¢nou nevyhodou reakci provadénych v pfitomnosti uhli¢itanu
draselného pak byla pfili§ dlouhd reakéni doba, pficemZz reakce byla ukoncena po
120 hodinach. Vhodné je také zminit, Ze slouCenina 9 ptedstavuje molekulu s dosud

nepopsanou strukturou (jeji strukturni charakterizace bude bliZze diskutovana nize).

e e

N

I A | baze N
KN/ N L Tpwmso rt tN/ N
H
)\
8 9

- 5,0 K>COs(3,0) 120 65
- 5,0 Cs2CO0s3 (3,0) 1 Smés produktt
- 2,5 KoCOs (1,5) 120 35

Obrazek 38: Alkylace slouceniny 8.
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Syntetickd cesta B je v podstaté¢ obraceny postup cesty A, kdy dochdzi v prvnim
kroku k alkylaci na N7 a az poté k SNAr atomu chloru na C4. Moznou vyhodou této
strategie, oproti predeSlé metod€, je znacna casova Uspora diky pfipravé jednoho
prekurzoru pro veskeré dalsi substituce. Opét byla provedena série optimalizacnich reakci,
které¢ se liSily typem pouzité baze, rozpoustédla a alkylacniho c¢inidla. Rovnéz byly
vyzkouSeny rizné ekvimoldrni mnozstvi reaktantd. Slozeni jednotlivych reakénich smési
shrnuje tabulka na Obrazku 39. V této tabulce jsou také uvedeny vytézky jednotlivych
reakci. Vzhledem k vytézku a ke kratké reakéni dobé se jevila jako nejvyhodnéjsi alkylace
2-jodpropanen (5,0 ekviv.) za pfitomnosti uhli¢itanu cesného jako béaze (3,0 ekviv.),

pomoci niz byl o¢ekavany produkt izolovan ve velmi dobrém vytézku 88 % (reakce iii).

Cl Cl
N7 X baze N)T\B
| + |
KN/ N N Towso, rt LN/ ;\

7 X=1,Br 10

2-jodpropan (5,0) K2CO0s5(3,0) 4 68
2-brompropan (5,0) K2COs3 (3,0) 20 50
2-jodpropan (5,0) Cs2CO0s (3,0) 1 88
2-jodpropan (2,5) K>COs3 (1,5) 4,5 85
2-jodpropan (2,5) Cs2€C0s5 (1,5) 2 65
2-jodpropan (1,6) Cs2CO0s (1,2) 121 88

Obrazek 39: Alkylace slou¢eniny 7.

Nicméné, pfi snizeni latkového mnozstvi, v némz byly vySe zminéné reaktanty
pouzity (a pfi zachovani jejich vzadjemného pomeéru), doslo ke snizeni vytézku, v némz byla
ziskana sloucenina 10, a to na 65 % (reakce v). Opacného efektu bylo dosazeno

v piipadech, kdy byl jako bdze pouzit uhli¢itan draselny, pfiCemz vytézek vzrostl
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z pivodnich 65 % (reakce i) na 85 % (reakece v). Podminky aplikované v této reakci tak
byly vyhodnoceny jako nejlepsi ze vSech provedenych experimentl. Proti pouziti
uhlicitanu cesného jako baze navic hraje fakt, Ze se jednd o relativné ekonomicky

nakladnou chemikalii (ve srovnani s uhli¢itanem draselnym).

Struktura slouceniny 10 byla navrzena na zéklad¢ vysledkt ziskanych pomoci bézné
dostupnych spektralnich metod, napt. IR, GC-EI-MS a NMR. V 'H NMR spektru bylo
pozorovano celkem pét signalti (Obrazek 40). Ve srovnani s 'H NMR spektrem vychozi
slouceniny 7 (Obrazek 37 nahote) nebyl ve spektru slou¢eniny 10 pozorovan signal atomu
vodiku z atomu dusiku N7 (12,54 ppm), naproti tomu byl ve spektru pozorovan dublet

(13

v alifatické¢ oblasti nalezici atomim vodiku oznafenych pismenem ,e“ a septet
s chemickym posunem 5,18 ppm ur¢eny jako atom vodiku ,,d*, oba pochézejici z propan-2-

ylového substituentu navazaného do polohy N7.
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Obriazek 40: '"H NMR spektrum slou¢eniny 10.

Druhym reakénim krokem v syntetické cesté B je substituce SnAr atomu chloru
v poloze C4 slouceniny 10. V tomto kroku byl vyzkousen vliv rtiznych bazi a rozpoustédel
na prubeh reakce (Obrazek 41). Za ptitomnosti triethylaminu ¢i diisopropylethylaminu
reakce neprobéhla ani pti zméné rozpoustédla ¢i zvySeni mnoZstvi této baze a to ani po
40 hodinach. Reakce probéhla pouze za pouziti anilinu ve dvoumolarnim ptebytku, tak aby

mohl vystupovat nejen v roli substituentu nahrazujiciho atom chloru, ale také jako baze. Po
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purifikaci pomoci sloupcové chromatografie (silikagel, petrolether/ethyl-acetat, 1/1, v/v)
byl ¢isty produkt ziskédn ve vyborném vytézku 90 %. Vzhledem k velmi dobrym vytézkiim

a vyhod¢ tohoto postupu spocivajiciho v ptipravé jednoho prekurzoru (sloucenina 10) pro

HN/©
AN Baze
k)b © 90 °C k \

/k

dalsi substituce, byla cesta B vybrana jako nejvyhodné;jsi.

10 9
iPrOH
1,1 TEA (1,1) iPrOH 40 -
1,1 TEA (1,1) DMSO 40 -
1,1 TEA (2,0) DMSO 40 -
1,1 DIEA (1,1) DMSO 35 -
1,1 DIEA (2,0) DMSO 45 -

Obrazek 41: SxAr slouceniny 10 anilinem.

S ohledem na skutecnost, ze struktura slouceniny 9 nebyla doposud popsana

v literatufe, bylo na misté provést jeji iplnou strukturni charakterizaci.

Nejprve bylo pfistoupeno k ovéfeni jeji chromatografické Cistoty, a to pomoci GC-
MS. V ziskaném chromatogramu byl pozorovan pouze jediny pik, jehoZ hmotnostni
spektrum, resp. hodnoty m/z vném pozorované, odpovidaly tém, které by mély byt
v piipad¢ slouceniny 9 ve spektru pfitomny. To se tyka predev§im hodnoty molekulového
iontu, ktera Cinila 252 m/z. Relativné zajimavé byl také nepfili§ Casto pozorovany fakt, ze
molekulovy ion slouceniny 9, byl v EI-MS spektru zaroven pikem zdkladnim (relativni

intenzita tohoto iontu ¢inila 100 %).

K navrzeni struktury slouceniny 9 pfispéla rovnéZ analyza uskute¢néna na

hmotnostnim spektrometru s iontovou pasti. Ve spektru prvniho tadu ziskaného
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v pozitivnim skenovacim modu (Obrazek 42) byl jako dominantni pozorovan ion
o m/z 253 odpovidajici protonované slou¢eniné 9 [M+H]", ktery byl doprovéazen jedenkrat
nabitym iontem vétSim o 22 m/z. Tento signal, s hodnotou 275 m/z, tak byl urCen jako
sodny akdukt slouceniny 9 [M+Na]’. V neposledni fadé byl v +MS spektru této latky
pritomen jedenkrat nabity signal o m/z 527, kdy tato hodnota odpovida sodnému aduktu
dimeru latky 9 [2-M+Na]".

253.1
Q
HN
M= N)\/fx
- §
[M+Na] 2«M+Nal*
2751 [ 5217_2 ]

r—r 1 -1 1 "~ T 7T "~ T "~ T T 1T "~ T "~ 11
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 S50 600 650 miz

Obrazek 42: ESI-MS slouceniny 9.

V neposledni fadé byla struktura slouceniny 9 navrzena na zéklad¢ vysledkid
ziskanych z'H NMR analyzy. V pfedmétném spektru byly pro nékteré atomy vodiku
pozorovany dvé sady signalii, coz bylo zpoc¢atku vnimano tak, Ze tato latka, ackoliv byla
¢iSt€éna pomoci sloupcové chromatografie, obsahuje drobné necistoty. Proto bylo
pfistoupeno k opétovné (n€kolikanasobn€) purifikaci a nasledné k preméfeni takto
ziskaného vzorku na NMR. Poné&kud piekvapujici byla skutecnost, ze vysledky byly
naprosto totoZzné jako v prvnim ptipadé€ a jiZ zminéné dvé sady signalu byly 1 tentokrat ve
spektru ptitomny (Obrazek 43). Konkrétné se jednalo o signaly pochdzeji z atomu vodikl
propan-2-ylového substituentu oznacené pismenem ,,e* (CH(CHs3)2). Dale pak o signaly
atomu vodiku C?H (pismeno ,,a*) a C°H (pismeno ,,b*) z pyrrolo[2,3-d]pyrimidinového
kruhu. V ptipad¢€ vSech pozorovanych dvojic signalt byl jejich vzdjemny pomér, vypocteny
na zéklad¢é provedené intergrace, 9:1 (MA:MI), kdy ,,MA* znaci signdl majoritni a ,,MI*
signdl minoritni. V soucasné chvili se 1ze domnivat, Ze pozorované sady signalt odpovidaji
dvéma typim isomerti, které mohou vznikat v disledku rotace aromatického kruhu
navazaného pies sekunddrni aminoskupinu k pyrrolo[2,3-d]pyrimidovanému skeletu

(C°NHPh), kdy tato rotace je v kontextu NMR analyzy pomald, v diisledku ¢ehoZ je tento
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efekt ve spektru pozorovan. Pro potvrzeni ¢i vyvraceni této hypotézy budou v blizké
budoucnosti provedeny dodatené NMR analyzy, a to jak 'H NMR provedené za vyssi
teploty, pii niz by se m¢ly stat signaly (jedna-li se o isomery) nerozliSitelnymi, tak také 2D
NMR experimenty, kdy by v ziskanych spektrech mély byt pozorovany odpovidajici kros

piky.
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Obrazek 43: 'H NMR spektrum sloudeniny 9.
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9.2 Syntéza pyrrolo[2,3-d]pyrimidinii s adamantanovym skeletem

Po vybéru nejvyhodnéjsi strategie pro syntézu 4,7-disubstituovanych pyrrolo[2,3-
d]pyrimidini a UspéS$né pripravé modelového derivatu 9, jehoz struktura vSak doposud
v literatuie nebyla popsana, bylo pfistoupeno k syntéze latek obsahujicich ve své struktuie
adamantanovy motiv. Vychozim prekurzorem pro tyto latky byl 4-chlor-7-isopropyl-7H-
pyrrolo[2,3-d|pyrimidin (10), do jehoz struktury byl pomoci nukleofilni aromatické
substituce zaveden pfislusny amin v prostfedi propan-2-olu pii 90 °C (Obrazek 44).
Pribéh reakce byl monitorovan pomoci TLC (petrolether/ethyl-acetat, 1/1, v/v), kterad
indikovala tplné vymizeni vychozi slouceniny 10 po 69 hodinach. Vzhledem k tomu, ze
pfislusny amin byl vzdy vreakéni smési pfitomen ve dvoumolarnim nadbytku, bylo
nezbytné  provést  nékolikandsobnou  sloupcovou  chromatografii  (silikagel,
petrolether/ethyl-acetat, 1/1, v/v) tak, aby byly, vyjma pozadovanych latek 11 a 12,

izolovany také nezreagované podily vychozich aminoketond 5 a 6. Slou¢eniny 11 a 12 byly

ziskany ve vytézcich 87 % (11) a 78 % (12).
HN%

(0]
N
NZ N 11 (87 %)

cl
N™S 7 iPrOH )\
l N\ + \TNHZ o
N~ N 90 °C, 6-9h
o~ e yenel
10 5 = meta HN
6 = para
O
LN/ " 12 (78 %)

)~

N
e ”\

Obrazek 44: Syntéza slouc¢enin 11 a 12.

Struktura sloucenin 11 a 12 byla, jako ve vSech pfechozich piipadech, navrzena na
zdkladé vysledkil ziskanych metodami strukturni analyzy. V '"H NMR spektrech latek 11
a 12 byly opét pozorovany dvé sady signalti odpovidajici dvéma isomerim vznikajicich
v disledku pomalé rotace béhem NMR epxperimentu, tentokrat vSak ve vzijemném
poméru 5:1 (MA:MI). Oproti slouCeniné 9 byly ve spektru pozorovany dvé sady signalt
atomt vodiku pochézejicich z adamantanového skeletu a ,benzenového kruhu“ (dobte

rozlisitelné pouze v ptipadé slouceniny 12).
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Dalsi technikou, pomoci niz byla navrhovana struktura sloucenin 11 a 12, bylo ESI-
MS. Ve spektrech prvni fadu obou sloucenin, kterd byla zmétena v pozitivnim skenovacim
modu, bylo pozorovdno celkem pét signal. Dominantni ion o m/z 415 odpovidajici
protonované molekule [M+H]" byl doprovazen sodnym aduktem [M+Na]" (437 m/z). Dale
byly ve spektru prvniho fadu pozorovany dva jedenkrat nabité signaly s hodnotou m/z
ptiblizn¢ dvakrat vyssi, nez u vySe zminénych iontl. Jednalo se tedy o pfislusné dimery,
a sice [2-M+H]" (829 m/z) respektive [2-M+Na]" (851 m/z). V neposledni fadé byl v +MS
detekovan dvakrat nabity ion, jehoz hodnota m/z odpovidala struktufe [3-M+H+K]*". +MS

spektrum slouceniny 11 je uvedeno na Obrazku 45A.

A 415.2
[M+H]
NeVu
M= [M+Na]' [2:M+H]
LA 4372 '
j [2-M+Na]
851.4
‘ [3-M+H+KF"
641.3
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B 3731

[M+H-C.H,]

N v
o HY
: 415.2
C 413.1
[M-H]
[IM+CI]
449.0

LIS, SO DO L B B LA L NN N L B NELEN B LA B R N
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 m/z

Obrazek 45: ESI-MS spektra slou¢eniny 11; (a) +MS, (b) +MS/MS (415 m/z), (c) —MS.
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Izolaci a naslednou fragmentaci iontu [M+H]" (415 m/z) bylo ziskdno +MS/MS
spektrum (Obrazek 45B), vnémz byly pozorovany dva produktové ionty o m/z 373
[M+H-C3Hs]" a 135 [Ad]". Na tomto misté se jako vhodné jevi zdiraznit, Ze vysledky
ziskané pii fragmentaci iontu [M+H]" slou¢enin 11 a 12 bylo totozné, z ¢ehoz vyplyva, Zze
chovani obou iontl v plynné fazi za podminek kolizi indukované disociace (CID) bylo
naprosto stejné. Ve spektru prvniho fadu ziskaného v negativnim skenovacim modu pak
byly pozorovany dva signaly odpovidajici deprotonované molekule [M-H]™ (413 m/z)
a chloridovému aduktu ptislusné slouceniny [M+Cl]™ (449 m/z). -MS spektrum latky 11 je

uvedeno na Obrazku 45cC.

Finalnim krokem vedoucim k ziskani ucelené série bioisosterti 6,9-disubstituovanych
purini byla redukce oxoskupiny pfitomné ve slouceninach 11 a 12 na skupinu
hydroxylovou. Redukce byla provedena pomoci komplexniho hydridu, a sice
tetrahydridoboritanu sodného v prostfedi ethanolu za laboratorni teploty (Obrazek 46).
Pribéh reakce byl monitorovan pomoci TLC (petrolether/ethyl-acetat, 1/1, v/v), pficemz
byl sledovan tbytek vychoziho ketonu. Po 20 hodindch byl pozorovan vznik husté bilé
srazeniny a po 25 hodinach byla reakce ukoncena i ptes to, ze se v reakéni smési (dle TLC)
nachazelo rezidudlni mnoZstvi vychozi slouceniny. Z toho divodu byla po ziskdni
surového produktu nezbytna purifikace pomoci sloupcové chromatografie (silikagel,
chloroform/methanol, 8/1, v/v). Vysledné alkoholy byly ziskdny ve vytézcich 76 %

(sloucenina 13) a 50 % (sloucenina 14).

Q«@ Q\«@&

\ Na[BH,], EtOH

25°C, rt. N/ N

)\ 11 )\ 13 (78 %)

(0] OH

Nl/% Na[BH,, EtOH _ Nl/%
L PN 25°C, . PN

)\ 12 )\ 14 (50 %)

Obrazek 46: Redukce sloucenin 11 a 12.
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Struktura sloucenin 11 a 12 byla, vyjma infraervené spektroskopie, potvrzena
pomoci ESI-MS experimenti (vysledky NMR analyz nebyly v okamziku finalizace
rukopisu k dispozici). Ve spektrech prvniho tadu slouceniny 11 (Obrazek 47A)
aslouceniny 12 (Obrazek 49A) ziskanych v pozitivnim skenovacim modu byly
pozorovany dva signaly, jejichz hodnoty m/z odpovidaly protonované molekule [M+H]"
(417 m/z) a sodnému akduktu piislusné molekuly [M+Na]® (439 m/z), pficemz

jednozna¢né dominantnim byl v obou pfipadech ion [M+H]".

A 4173
[M+H]
HN/Q/@
oH
L
)\ [M+Na]
439.3
. |
B 399.3
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[M+H]
417.3
|
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[399-C.H,]"
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[M+H-H,OJ"
399.3
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Obrazek 47: ESI-MS spektra slouceniny 13; (a) +MS, (b) +MS/MS
(417 m/z), (c) +MS? (399 m/z).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 68

Naslednou izolaci a fragmentaci iontu [M+H]™ (+MS/MS) a zné&j vznikajicich
produktovych iont (+MS") bylo pfistoupeno k detailnimu studiu fragmentace slou¢enin 13
a 14 (resp. jim odpovidajicich protonovanych molekul) za podminek CID. Ve srovnani
s vysledky ziskanymi u sloucenin 11 a 12, u nichz byly pozorovany naprosto shodné

fragmentacni drahy, byly u slouc¢enin 13 a 14 dosazeny zcela odlisné vysledky.

@Y@ Q\/@g Q/@

)\ HZO e CH, 357 m/z

417 miz 18 m/z 399 miz 42 miz

Obriazek 48: Navrh fragmentace iontu [M+H]" slou¢eniny 13.

V piipadé fragmentace iontu [M+H]" slouCeniny 13 byl v +MS/MS spektru
pozorovan vznik jediného produktového iontu o m/z 399 vznikajiciho neutrdlni ztratou
molekuly vody (Obrazek 478). Naslednou izolaci a fragmentaci tohoto iontu doslo k dalsi
neutrdlni ztraté, tentokrate C3Hg, za vniku produktového iontu o m/z 357 (Obrazek 47C).

Navrh fragmentace iontu [M+H]" slou¢eniny 13 je uveden na Obrazku 48.
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Obrazek 49: ESI-MS spektra slouceniny 14; (a) +MS, (b) +MS/MS (417 m/z).
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Naprosto odlisny priibéh fragmentace byl vSak pozorovan v piipadé iontu [M+H]"
slou¢eniny 14. V +MS/MS spektru (Obrazek 49B) bylo pozorovano celkem Sest
produktovych iontl, jejichZ struktura a zpiisob (cesta) vzniku byly navrzeny na zékladé
nasledné provedenych +MS? a +MS* experimenti. Bylo usouzeno, ze v +MS/MS spektru
byly pozorovany celkem tii fragmentacni drdhy. V prvni ,modré* fragmentacni draze
nejprve dochazelo k neutralni ztrat¢ molekuly vody za vzniku iontu 399 m/z, z néhoz
v dalsim kroku (+MS?) vznikal ion o m/z 357 (neutralni ztrdtou C3Hg) a ion o m/z 265
(neutralni ztratou C10H14). Naslednou fragmentaci (+MS4) ionti 265 a 357 m/z vznikal

ion o m/z 223, a to neutralni ztratou CzHs, respektive CioHia.

2]

CID, MS®

N

H,O
18 m/z

164 m/z
cID, Ms? HaCZ “CH, CID, MS? H,CZ “CH;,
42 miz 42 m/z

HN

134 m/z
CID, MS* H,C” “CHy
42 miz
CID, MS? N7y CID, MS?

| CID Ms® )j\-’§
I\N/ N “ N

)\ Hy0 )\
20 417 mfz 18 miz 399 m/z 265 m/z

164 m/z 134 m/z

Obriazek 50: Navrh fragmentace iontu [M+H]" slou¢eniny 14.

Druhé ,oranzovd“ fragmenta¢ni drdha byla zahdjena neutrdlni ztratou Cs;Hs za
vzniku iontu o m/z 375. Z toho pii dalsi fragmentaci (+MS3) vznikal ion 357 m/z (neutralni
ztratou molekuly vody) a ion 211 m/z (neutrdlni ztradtou adamantan-1-karbaladehydu).
Naslednou izolaci a fragmentaci iontu o m/z 357 vznikal ion o m/z 223, a to neutrdlni

ztratou C1oH14 (adamanten).

Ve tieti ,,zelené fragmentacni dradze doSlo nejprve k neutralni ztrat¢ adamantan-1-
karbaldehydu (164 m/z) za vzniku iontu o m/z 253, pii jehoZ nasledné izolaci a fragmentaci

(+MS?) byla pozorovana tvorba iontu o m/z 211 v disledku neutralni ztraty C3He.

Vyse popsany navrh fragmentacnich drah je pro vétsi prehlednost ilustrovan na

Obrazku 50.
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ZAVER
Hlavnim cilem této diplomové prace bylo pfipravit sérii doposud nepopsanych
4,7-disubstituovanych pyrrolo[2,3-d]pyrimidinovych slou¢enin obsahujicich ve své

struktufe aromatické aminy s adamantanovym skeletem a provést jejich Gplnou strukturni

charakterizaci pomoci modernich instrumentalnich metod (IR, EI/ESI-MS, NMR).

Dulezitou soucasti prace, nezbytnou pro zisk uvazovanych sloucenin, byla pfiprava
aromatickych amini substituovanych 1-adamantylem (slouceniny 5 a 6), které byly dale
pouzity pii syntéze findlnich latek. Nitroketony 2, 3 a 4 byly pfipraveny zavedenim
nitroskupiny do 1-adamantyl(fenyl)ketonu a naslednou selektivni redukci sloucenin 3 a 4

byly ziskdny aminoketony S a 6.

Dulezitou fazi pfiiptipravé novych pyrrolo[2,3-d]pyrimidinit  byla  série
optimalizacnich reakci, provedenych s modelovym aminem, diky kterym bylo mozné
vybrat nejvhodnéjsi reakéni podminky pro ptipravu sloucenin 11 a 12. Jako nejvyhodnéjsi
synteticka cesta byla vybrana alkylace komeréné dostupné slouceniny 7 do polohy N7
reakci s 2-jodpropanem a naslednd nukleofilni aromatickd substituce atomu chloru na C4
prisluSnym aminem pouzitym ve dvoumolarnim piebytku. Tato strategie byla vybrana
predevsim diky zkraceni doby celkového postupu a velmi dobrym vytézkim téchto reakei,
oproti postupu obracenému. V této fazi byly ziskdny a strukturné charakterizovany celkem

tf1 doposud nepopsané slouceniny 9, 11 a 12.

V poslednim reakénim kroku bylo nutné provést redukci oxoskupiny ve struktuie
sloucenin 11 a 12 na hydroxylovou skupinu, ¢&ehoz bylo dosazeno reakcei
s tetrahydridoboritanem sodnym v ethanolu. Tato posledni ¢ast syntézy vedla ke vzniku

sloucenin 13 a 14.

Zavérem lze konstatovat, Ze byla provedena uspeésna ptiprava celkem péti novych
4,7-disubstituovanych pyrrolo[2,3-d]pyrimidint, jejichZ struktura nebyla diive popsana

a které vhodné dopliiuji sérii diive ptipravenych 6,9-disubstituovanych purint.**

V blizké budoucnosti bude nezbytné jednak objasnit pivod dvojice signali
pozorovanych v 'H NMR spektrech sloudenin 9, 11 a 12 a dale pak zajistit testovani
biologické aktivity kompletni sériie 6,9-disubstituovanych purind a 4,7-disubstituovanych

pyrrolo[2,3-d]|pyrimidind.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

2-Ipr

A 549

Ad

AdH
Ad-PEG
AT3B-1
AT3B-1-N
ATD

ATP
BCD(PNIPAAM)4
BuOH
CD

CID
DIEA
DMF
DMSO
DOX
ET4N'CL
EtO'Na"
GBM
GC-MS
Glso

HCT-116

2-jodpropan

karcinom plic

I-adamantyl

adamantan

adamantyl-poly(ethylenglykol)

bunécna linie rakoviny prostaty

bunécna linie rakoviny prostaty
adamantathiazolovy derivat
adenosintrifosfat
B-cyklodextrin-poly(N-isopropylakrylamid)
butan-1-ol

cyklodextrin

kolizni indukovana disociace
diisopropylethylamin

dimethylformamid

dimethylsulfoxid

doxorubicin

tetraethylamonium chlorid

ethoxid sodny

glioblastom multiforme

plynova chromatografie s hmotnostni detekci
koncentrace latky eliminujici 50 % bunek v kultivaénim testu

kolorektalni karcinom
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HFB4
Hsp90
IC50
IL-18
IL-1P
iPrOH
IR
JAK 1-3
MeCN
MeOH
MPS 1
NMR
P2X7R
PC-3
r.t.
RVO
SNAr
SUKL
TEA
THF
THP-1
TLC
TNNIBK

t

normalni lidské melanocyty
protein tepelného Soku 90
koncentrace latky inhibujici 50 % enzymu
interleukin typu 18

interleukin typu 1B

propan-2-ol

infraCervena spektroskopie
janus kinaza typu 1-3

acetonitril

methanol

dualné specificka kinaza
nuklearni magneticka rezonance
purinergni receptor

karcinom prostaty

laboratorni teplota

rotacni vakuova odparka
nukleofilni aromaticka substituce
statni Gstav pro kontrolu 1é¢iv
triethylamin

tetrahydrofuran

lidské monocytarni bunky
tenkovrstva chromatografie
troponinova proteinkinaza

teplota tani
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TYK 2 janus kinaza typu 4

U887 GM bunécna linie lidského maligniho gliomu
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