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ABSTRAKT

Slouceniny obsahujici pyrrolo[2,3-d]pyrimidinovy skelet jsou stale vice zkoumany,
a to vsouvislosti s jejich prokazatelnou biologickou aktivitou. Rada znich vykazuje
vysokou inhibi¢ni aktivitu vii€i riznym typim proteinkindz, coz by mohlo vést k vyvoji
novych [éCiv proti riznym nadorovym onemocnénim (naptiklad akutni myeloidni leukémii,
rakoviné nosohltanu, tlustého stfeva, prsu nebo mozku). Cilem piedlozené diplomové
prace byla optimalizace metody piipravy derivati pyrrolo[2,3-d|pyrimidinum a to bud’
konvenc¢ni, nebo mikrovlnami asistovanou syntézou. Dal§im cilem bylo ptipravit sérii 4,7-
disubstiuovanych pyrrolo[2,3-d]pyrimidini s dosud nepopsanou strukturou. VSechny
ptfipravené latky byly pln€ charakterizovany pomoci metod strukturni analyzy (GC-MS,
ESI-MS, NMR a IR).

Kli¢ova slova: pyrrolo[2,3-d]pyrimidin, biologicka aktivita, strukturni analyza, konvenéni

syntéza, mikrovlnami asistovand syntéza

ABSTRACT

Compounds bearing pyrrolo[2,3-d]pyrimidine ring are increasingly being
investigated because of their demonstrable biological activity. Many of them exhibit a high
inhibitory activity against number of proteinkinases, which could lead to the development
of new drugs against various cancers such as acute myeloid leukemia, nasopharyngeal,
colon, breast or brain cancer. The aim of this diploma thesis was to optimize the synthesis
of pyrrolo[2,3-d]pyrimidine derivatives using both conventional and microwave-assisted
synthesis. Furthermore, six new 4,7-disubstituted pyrrolo[2,3-d]pyrimidines was
synthesized. All prepared compounds were fully characterized using spectral methods (e.g.

GC-MS, ESI-MS, NMR or IR).

Key words: pyrolo[2,3-d]pyrimidine, biological activity, structural analysis, conventional

synthesis, microwave-assisted synthesis
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UvVOD

Purin a jeho bioisostery predstavuji zajimavé skelety z pohledu medicinalni chemie.
Jednim z doposud nepfili§ prozkoumanych bioisostert je pyrrolo[2,3-d]pyrimidin, ktery se
stal v poslednich letech pfedmétem zdjmu mnoha vyzkumnych skupin po celém svéte,
zejména pak téch orientujicich svoji védecko-vyzkumnou c¢innost do oblasti syntézy
novych sloucenin s moznou biologickou aktivitou. V literatufe je popsana fada derivati
pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu vykazujicich inhibi¢ni aktivitu va¢i rGznym typim kindz,
pficemz zavedenim vhodnych substituentti na pyrrolo[2,3-d]pyrimidinovy kruh lze ziskat
nové potencidlni inhibitory téchto enzymu. Takové latky by mohly byt v budoucnu

v klinické praxi vyuzivany zejména jako terapeutika proti nddorovym onemocnénim.

V teoretické c¢asti této diplomové prace jsou nejprve popsany metody piipravy
derivati purinu. Jsou zde ptiklady syntéz derivati pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu konven¢nim
zpusobem, syntézou na pevné fazi a mikrovlnami asistovanou syntézou. Reakce jsou
zaméfeny zejména na alkylaci, nukleofilni aromatickou substituci ¢i Suzukiho coupling.
Dale je vénovéana pozornost biologické aktivité¢ pyrrolo[2,3-d|pyrimidinovych derivata.
V obou kapitolach jsou feSeny nejnovéejsi poznatky, které pak prispély k ureni sméru
experimentalni prace.

V experimentalni Casti jsou popsany jednotlivé postupy pfipravy derivati purinu,
které byly vramci této diplomové prace pripraveny, vcetné jejich strukturnich
charakteristik.

V diskuzni c¢asti, kterd svym uspofadanim kopiruje cast experimentalni, jsou

vysledky ziskané v pribéhu feseni této diplomové prace blize komentovany.
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I. TEORETICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 11

1 METODY SYNTEZY PYRROLO[2,3-D|PYRIMIDINOVYCH
A PURINOVYCH SLOUCENIN

Tato kapitola bude popisovat postupy syntézy raznych sloucenin s pyrrolo[2,3-
d]pyrimidinovym ¢i purinovym skeletem pomoci konvenéni syntézy, syntézy na pevné fazi
a mikrovlnami asistované syntézy. Divodem, pro¢ bude pozornost vénovana nejen latkam
s pyrrolo[2,3-d]pyrimidinovym skeletem, jejichz nové derivaty byly vramci této
diplomové prace syntetizovany, ale 1 derivatim purinovym je skutecnost, ze portfolio
doposud syntetizovanych pyrrolo[2,3-d]pyrimidintl neni tak zna¢né, jako je tomu v piipadé
derivatl purinu a nékteré techniky nebyly pro ptipravu této skupinu latek doposud pouzity,

jak vyplyva z provedené literarni reserse.

Purinovy skelet pfedstavuje kondenzovany heterocyklicky systém sestdvajici
s pyrimidinového a imidazolového kruhu. V dusledku pfitomnosti atomt dusiku na
purinovém skeletu, které odcerpavaji elektrony, jsou atomy uhliku s nimi sousedici, tedy
atomy uhliku v polohach 2 a 6 pyrimidinového kruhu, a v mens$i mife i atom uhliku
v poloze 8 na imidazolové ¢asti purinového kruhu, elektronové deficitni. Purin neobsahuje
zadna centra, kterd by reagovala s elektrofilnimi ¢inidly, polohy 2 a 6 vSak podléhaji

nukleofilnim aromatickym substitucim.!

Pyrrolo[2,3-d]pyrimidiny neboli 7-deazapuriny jsou dusikat¢ heterocyklické
slouceniny patfici mezi bioisosterni derivaty purinu. Molekula 7-deazapurinu je sloZena
z pyrimidinového a pyrrolového jadra a ve srovnani s purinem postrada atom dusiku, ktery
je na purinovém kruhu umistén v poloze 7. Cislovani atomil v molekule purinu a 7-

deazapurinu dle Hantzch-Widmanova systému je uvedeno na Obrazku 1.2

4 5
N X
2 I\ / N7
H
9H-purin 7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin

Obrazek 1: Struktura a ¢islovani purinu a 7-deazapurinu.

Pyrrolo[2,3-d]pyrimidiny jsou tfidou derivatl deazapurinu s mnoha potencialnimi

aplikacemi v chemii 1éCiv. Biologicky vyznam purinovych derivati a potencidl jeho
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bioisostertit vede ke znacnému zajmu o vyvoj novych metod pii syntéze derivati téchto

sloucenin s doposud nepopsanou strukturou.

1.1 Konvencni syntéza

Nejpouzivangj$i metoda syntézy analog purinu je konvencni, tedy klasické organicka
syntéza v roztoku. Nevyhodou tohoto typu syntézy je ve srovnani s mikrovinami
asistovanou syntézou delsi reakéni doba, kterd se pohybuje v fadech hodin. Na rozdil od

syntézy na pevné fazi lze touto metodou piipravit vétsi mnozstvi pozadovaného produktu.

Pyrrolo[2,3-d]pyrimidinovy skelet je nejcastéji alkylovan na atomu dusiku v poloze 7
a nejbéznéjsi polohou pro nukleofilni aromatickou substituci je pak atomu uhliku v poloze

4. Popsana je vSak fada sloucenin substituovanych na C2, C5 ¢i C6.

Alkylaci atomu dusiku v poloze 7 komeréné dostupného 4-chlor-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidinu popisuji ve své praci Arcari a kol., ktefi zavadé€li na tuto latku 2-jodpropan
v piitomnosti Cs2COs jako béze, v prostfedi DMF za laboratorni teploty.> Reakéni doba
¢inila 5 hodin a pozadovany produkt byl ziskan ve vysokém vytézku 94 % (Obrazek 2).

Cl Cl
I
N.*\I\ AL S T
25°C,5h
P s UL
H )\
94 %

Obrazek 2: Priklad alkylace pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu.

Liu a kol. se ve své praci zabyvali syntézou 6,9-disubstiuovanych derivati
pyrrolo[2,3-d]pyrimidint.* Obecna pouzitd metoda je znazornéna na Obrazku 3. Vychozi
latkou byl opét komeréné dostupny 4-chlor-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin. Prvnim krokem
dvoustupniové syntézy byla alkylace 2-jodpropanem za pouziti KoCOj jako baze v prostiedi
DMEF. Reakce probihala pii teploté 60—70 °C po dobu 5 hodin. Vytézek popsané alkylace
bohuzel autor neuvadi. Druhym krokem byla nukleofilni aromaticka substituce atomu ClI za
pritomnosti Cs2CO3 v DMSO pii 80 °C po dobu 6 hodin. Findlni produkt byl ziskan ve
vytézku 75 %.
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/ 1
—1—NH,
o xx
/Jj\/x N| SN\ aminofenol N N NN
L K,COs, DMF L Cs,CO;, DMSO NZ N

60-70 °C, 4-5 h )\ 80 °C,6h )\
75 %

Obrazek 3: Priklad alkylace a nasledné SnAr derivatu pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu L

Li Sun a kol.> popisuji syntézu novych 4,7-disubstituovanych derivati pyrrolo[2,3-
d]pyrimidinu uvedenou na Obrazku 4. Pro pfipravu uvazovanych sloucenin autofi nejprve
provedli chloraci vychoziho 3,7-dihydro-4H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-onu pomoci
trichloridu fosforylu. Nasledovala alkylace, kdy ponechali reagovat chlorderivat ziskany
v prvnim kroku s jodmethanem v DMF za pokojové teploty. Jako baze byl pouzit Cs2COs
areakce probihala 6 hodin svytézkem 88 %. Nasledovala nukleofilni aromaticka

substituce atomu chloru v poloze 4 anilinem katalyzovana triflaitem stfibrnym pfi teploté

~
| —R
cl /@ Y &
Cs,C0O3 Mel, =
\ "25°C.6h \ AgOTfDMF k\ N
\ 90 °C N
92 % 88 % 83 %

90 °C. Vytézek pozadovaného produktu byl 83 %.

Obrazek 4: Piiklad alkylace a nasledné SnAr derivatu pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu II.

Substituci atomu chloru v poloze 4 fosfondtovanych pyrrolo[2,3-d]pyrimidint se
zabyvali Sabat a kol.® Fosfonatované deazapuriny vykazuji $iroké spektrum biologickych
ucinkii, napfiklad fosfonatové analogy nukleotidii jsou dulezitymi antivirotiky
a nukleotidové analogy nesouci fosfonatovou skupinu inhibuji fosforibosyltransferazy.
Prvnim reakénim krokem byla ,,manganem* iniciovana C—H fosfonace 4-chlorpyrrolo[2,3-
d]pyrimidinu, ktery byl substituovan na ptislusnou fosfonovou skupinu pfi teploté¢ 100 °C
po dobu 2 hodin. Reakce probihala regioselektivné, a sice do polohy 6. Druhy reakéni krok
pfedstavovala Suzukiho-Miyaurova reakce, kterd je zaloZena na reakci boronové kyseliny
s organohalogenem katalyzovanou komplexem palladia, jejimz typickym rysem je tvorba

vazby C—C. Reakéni mechanismus Suzukiho couplingu je nejlépe popsén z pohledu Pd
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katalyzatoru. Prvnim krokem je oxidativni adice Pd na alkyl halogeny, pii kterém dochézi
k formovani organopalladnatych sloucenin. Nasledné ptfidani baze umoziuje vznik
meziproduktd, které pres transmetalaci s boronatovymi komplexy tvoii dalsi
organopalladnaté slouceniny. Pozadovany produkt je poté ziskan reduktivni eliminaci a Pd
katalyzator je obnoven, ¢imZ je dokoncen katalyticky cyklus.” Autofi ve své praci
pouzili fenyl-boronovou kyselinu a jako katalyzator octan palladnaty (Pd(OAc).)
(Obrazek 5).

cl cl
o] o]
N7 X \ o/ Mn(OAc)3.H,O0 N7~ N T/
| + —P-0 =~ |l P—=0
|\ A\ | MeCN/H,0 (1:1) k Z~N !
N H o 100 °C, 2 h, Ar N H ©

41 % w
Na,COs, H,O/MeCN QB(OH)Z

100 °C, 1h
Pd(OAc),, TPPTS
TPPTS = trifenylfosfin trisulfonat sodny

O

—
o]

75 % W

Obrazek 5: Priklad SnAr atomu Cl derivatu pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu 1.

L

N

O-T

N\\u
N
H

Ptipravou  N4-substituovanych  2-amino-5-kyanopyrrolo[2,3-d|pyrimidinii  se
zabyvali také Anthony a kol.® U vychoziho 2-amino-5-kyanopyrrolo[2,3-d]pyrimidinu,
ktery byl syntetizovan dle diive publikovaného pustupu,’ byla ochranéna primérni aminova
skupina v poloze 2, kdy byl ziskan odpovidajici diacetylovy nebo pivaloylovy (piv) derivat,
ktery byl ndsledné pieveden na arylchlorid a pouZit pro pfipravu série slouc¢enin nukleofilni
aromatickou substituci s fadou priméarnich a sekundarnich amini (Obrazek 6). DalSim
krokem pro ziskani findlniho produktu byla reakce s kyselinou boronovou a ethyl-acetatem

za podminek Suzukiho-Miyaurovych reakci.
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N N N
0 W 0 N Cl I
HN \\ _anebob HN N\ c NZ N\
)ﬁ\ | R )\\ | R /J% |
HNT N7 N N7 N N “NTONT N
H R H
1
a) R=Ac, R'=Ac a) R=H,
b) R=Piv, R'=H b) R=Piv
d nebo el
R, _R; N
1\N 1 /l
N | N\
R x>
~ N N
H H

Podminky:

a) Ac,O, DMF, 150 °C, 4 h; b) PivCl, pyridin, 85 °C; c) POCIl;, DMA; d) amin, Et3N, 1,4-
dioxan 200 °C (MW), 20 min; e) amin, EtzN, n-BuOH, reflux, 16 h nebo KOH, EtOH, 80 °C,
20 h; f) kyselina boronova/ester, Pd(dppf)Cl,, AcOK, H,O/dioxan, 110 °C, 16 h

Obrazek 6: Ptiklad SnAr atomu Cl derivatu pyrrolo|2,3-d|pyrimidinu II.

1.2 Syntéza na pevné fazi

Ve srovnani s konvenéni a mikrovlnami asistovanou syntézou ma ptiprava sloucenin
na pevné fazi tu vyhodu, Ze umoZznuje velice rychlou izolaci syntetizovanych latek,
relativné jednoduchou piipravu pozadovanych produkti a nejsou kladeny pfilisné
pozadavky na ¢asovou naro¢nost (jako je tomu zejména pii pouZiti konvencnich metod).
Nevyhodou syntézy na pevné fazi je, ze umoziuje pfipravit relativné malé mnozstvi
findlniho produktu, predstavuje velké omezeni z hlediska vhodného typu nosice a linkeru

a také je naro¢na optimalizace reakénich podminek.!”

Za zakladatele organické syntézy na pevné fazi je povazovan Robert B. Merrifield,
ktery byl za sviij objev ocenén v roce 1984 Nobelovou cenou. Jiz v roce 1963 popsal
syntézu peptidli, pficemZz jako pevnou fazi pouzil chlormethylovanou polystyrenovou
pryskyfici. Substituci chlormetylenovych funkénich skupin ptipravil tetrapeptidovy fetézec
(Obrazek 7).!!
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O O
H ukotveni H
- N + Cl —_— /N
Boc OH Boc o/®
R

R
BOC = chranici skupina

P = polymer odstranéni chranici
skupiny

Y\OH 0
Ao g

odstranéni chranicich skupin
a syntetické cykly

0 R, 0
N
YY)
H
R, O R

odstépeni peptidu
pomoci NaOH

O O R
[NH
H
R, R, o)

Obrazek 7: Zakladni postup syntézy peptidli podle Merrifielda.

Principem této metody je tedy navazani slouceniny na pevném nosic¢i pomoci linkeru.

Takto zakotvend sloucenina je podrobena reakci, po jejimz ukoncéeni jsou jednotlivé

reaktanty vymyty spolu s rozpoustédlem. Promytim pevné faze je ziskan konecny produkt

(Obrazek 8).!2

"

pevny i pevny
.2 inker .2
nosic nosic

linker reaktant synteza

pevny

2 linker
nosi¢

produkt

Obrazek 8: Princip syntézy na pevné fazi.
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Pevny nosi¢ by mél spliiovat obecné pozadavky, jako jsou mechanicka stabilita,
stabilita a inertnost pfi podminkach pouzitych béhem syntézy, kompatibilita s polarnimi ¢i
nepolarnimi rozpoustédly a mél by poskytovat vhodnou skupinu pro spojeni s linkerem.
Nejcéastéji pouzivany polymer jako pevny nosi¢ je polystyren zesitovan 1% nebo 2%
vinylbenzenem, ktery je vhodny zejména pro reakce pii vysSich teplotach nebo pro reakce

s organokovovymi ¢inidly.!?

Linkery maji za tkol pfipojit cilovou slouceninu k pevnému nosi¢i. Musi byt za
vSech podminek, pouzitych béhem syntézy, chemicky inertni a také musi byt z nosice
jednoduse odstépena cilova sloucenina.'* Pipojeni cilové skupiny na linker méze byt
provedeno dvéma zplsoby. Obvykle je substrat pfipojen k piedem vytvorenému linkeru na
pevném nosici, avSak v nékterych piipadech je vyhodné piipevnit substrat k linkeru jiz ve
fazi roztoku a piipojit ho k nosi¢i.!> Tato druh4a metoda miiZze byt pouzita napiiklad tehdy,
je-li pfedem vytvoreny spojovaci €lanek nestabilni pfi skladovani, zatéZzovaci reakce je
z diivodu sterickych nebo elektronovych diivodi znevyhodnéna nebo reakce vede

k nezadoucim vedlej$im produktiim, které by kontaminovaly kone&né produkty. !¢

Metody syntéz purinovych derivati je dnes celd fada. K dispozici jsou rtizné
strategie pro pfipojeni purinového skeletu k pevné fazi v riznych polohach. Stejné tak jsou
tyto postupy aplikovatelné na purinové bioiosotery, jako jsou 1/3-deazapuriny, 7-

deazapuriny, 9-deazapuriny, nebo thiazolopyrimidiny.!’

Prvni syntéza derivatu purinu na pevné fazi byla popsana jiz v roce 1996.!% Byla
provedena na pryzové pryskyfici s pouZzitim 2-amino-6-chloropurinu. Purinovy skelet byl
piipojen k pryskyfici glycinamidem umisténym na C2 (Obrazek 9). V prvnim kroku
syntézy byla provedena methylace 2-amino-6-chloropurinu, kterd poskytovala smés N7-
a N9-methylovanych isomerii. Exocyklicky amin byl trifluoracetylovan, alkylovan terc-
butyl a-jodacetatem a vznikly trifluoracetamid byl zmydelnén. Poté nasledovalo acidem
katalyzované Stépeni C2, N9 substituovaného 6-chlorpurinu nasledované aktivaci volné
kyseliny p-nitrofenolem pomoci PyBroP, ¢imZz vznikl aktivni ester. Spojeni esteru
s volnym aminem navdzanym na pevném nosi¢i bylo dokonceno za 12 hodin. Dal$im
reakénim krokem byla acylace exocyklického dusiku. Reakce purinu s dichlormethanovym
roztokem chloridu kyseliny v pfitomnosti 2,6-di-ferc-butyl-4-methylpyridinu vedla k uplné
kopulaci po 12 hodinéch, poskytujici terciarni amid. Nésledné byla provedena nukleofilni

aromaticka substituce chlorpurinu primarnimi a sekundarnimi aminy. Po odstépeni z nosice
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za pouziti smési dichlormethan/trifluoroctova kyselina/dimethylsulfid byly izolovany

konecné derivaty purintl.

Cl Cl
N N
Ly = LY
JP N o~ A,
N e N
o 53 %
vl'e,f
Cl Cl
N N
Q YTy s NN
HN )\ A~ PNPO )\ A~N
YNV NN
o o 60 %
lh PNP = p-nitrofenol
R
cl 2>NH

Podminky:

a) NaH (1,1 ekv.), Mel (1 ekv.), DMF; b) anhydrid kyseliny trifluoroctovée
(3 ekv.), CH,Cl;; c) NaH (1,1 ekv.), ferc-butyljodacetat (2 ekv.), DMF; d)
K,CO3, MeOH; e) TFA, 1,4-dimethoxybenzen; f) PyBroP (1 ekv.), p-nitrofenol
(1 ekv.), DIEA (3 ekv), CH,Cl,; g) 0,05 M produktu, pevna faze, 0,06 M DIEA,
DMF, 37 °C, 12 h; h) 0,2 M R,COCI, CH,Cl,, 0,25 M 4-methyl-2 6-di-terc-
butylpyridin, 37 °C, 12 h; i) Ro,NH,, DMF/DMSO, 1/1 (v/v), 4 °C, 16 h; j)
CH,CI/TFAMe,S, X/Y/Z (viviv), 25 °C,2 h

Obrazek 9: Prvni syntéza derivatu purinu na pevné fazi.

Schulz!" ve své praci poprvé na purinu imobilizoval polohu C6. Tento vyzkum byl
zaméfen na piipravu 2,9-disubstiuovanych purinit jako potencialnich CDK inhibitora.
Klicovym stavebnim blokem byl N-(4-aminobenzyl)-2-fluor-9H-purin-6-amin, ktery byl
alkylovan PAL pryskyfici (Obrazek 10). Vznikajici meziprodukt byl nasledné Uspésné
alkylovan v poloze N9, a to jak primarnimi, tak sekundarnimi alkoholy. Poté byla
provedena nukleofilni aromatickd substituce atomu fluoru v poloze C2 riiznymi primérnimi

aminy. Vzhledem k pfitomnosti atomu fluoru vyzadovala reakce relativné mirné reakéni
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podminky ve srovnani s analogy chloru. Nasledujici $t€peni pomoci TFA poskytlo konecny

purinovy derivat.

AN
"M
HzN‘Qﬁ N CHO 0 HN
HN—2/_(N + g —2 HN / \N

F F
lb
AN, _R #>-R
NZ TN N7 TN
Lj L—\
(@ Y A\ 9 Hv \
in— N - in—C N
N= N=
HN—R, F
ld
s ~
NP R o 3
L=
HN48/_<N o
N= O
HN=—R, \ J

:)orcjlrang:((yc:mc)a,, DMF, 25 °C, 12 h; b) R{OH, DEAD, PPhs, DCM/THF, 25 °C, 48 h; ¢) R,NH,, n-BuOH,
DMSO, 100 °C, 48 h; d) TFA/H,0/Me,S (95/5/5, v/viv), 25 °C, 1 h
Obrazek 10: Ptiklad syntézy 2,6,9-trisubstiuovanych purinil na pevné fazi.
Substituci purinového derivatu na C6 na pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu pomoci pevné
faze popisuje také Legraverend.’®?! Vychozi latka, 6-chlor-2-jod-9-isopropyl-9H-purin,
byla ponechana reagovat s SH-pryskyfici popsanou Merrifieldem,!! ¢imz byla ziskdna
slou€enina navazana na pryskyfici a doslo k imobilizaci 6-sulfanyl-2-jod-9-isopropyl-9H-
purinu. Jod v poloze C2 byl nésledné substituovan pyrrolidinem nebo pyrrolidin-2-
methanolem. V dalSim kroku byl sulfid oxidovan na odpovidajici sulfonyl, ktery se nechal
reagovat s primarnimi aminy v THF pfi teploté 60 °C po dobu 24 hodin (Obrazek 11).

2,6,9-Trisubstiuované purinové derivaty byly ziskany ve vytézku 45-60 %.
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Rao< ?

NH S,0

Q )\dC«t)\l

45 60 %

R4 =H nebo CH,OH

Podminky:
a) DMF, tBuOK, 70 °C; b) pyrrolidin nebo pyrrolidin-2-methanol, TPA, DMA, 80 °C; c) mCIPBA, DCM,
25 °C, 24 h; d) R;NH;, THF, 60 °C, 24 h
Obrazek 11: Ptiklad syntézy 2,6,9-trisubstiuovanych purinii na pevné fazi.
Syntézou 2,4,6,7-tetrasubstituovanych pyrrolo[2,3-d]pyrimidinii na pevné fazi se ve

své praci zabyvali Ji-Hoon a kol.??

V jednom reakénim kroku dochazelo soubézné
k aminaci sekundarnimi aminy na C4 pomoci DIEA a NMP pii 60 °C a cyklizaci, ktera
probihala v pfitomnosti methoxidu sodného (MeONa) a DMF, diky kterému nejdiive
dochdzi k vymyvani chloridu N,N-dimethylaminem a vysledna N, N-dimethylaminoskupina
na heterocyklu pak cyklizaci usnadnuje (Obrazek 12). Nasledujici Stépeni pomoci TFA

poskytlo kone¢ny pyrrolo[2,3-d|pyrimidinovy derivat.

Cl 1) R1R1INH 4>_NH2
. CHO DIEA, NMP
KX v 3 e K
x> N\)J\ \
s SNT N N—Q 2)MeONa, DMF \
é H 3) TFA

Obrazek 12: Piiklad syntézy 2,4,6,7-tetrasubstiuovanych pyrrolo[2,3-d]pyrimidinii na

pevné fazi.
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1.3 Mikrovinami asistovana syntéza

Syntéza pomoci mikrovinného ohievu predstavuje Siroce vyuzivanou metodu napiic¢
jednotlivymi oblastmi organické chemie (Obrazek 13). Tato metoda disponuje oproti
ostatnim typtim syntéz hned nékolika vyhodami. Jednou z nich je rapidni snizeni reakéni
doby z né¢kolika jednotek az desitek hodin na minuty. Diky tomu ziskala tato metoda
obrovskou popularitu v organické syntéze. Se zkracenou dobou reakce souvisi i spotieba
energie, ktera je ve srovnani s konvencni metodou nizsi, a proto je mikrovlnami asistovana
syntéza efektivnéjsi. Aplikace mikrovlnami asistované syntézy vede ve vétSiné znamych
ptipadi také k ziskani pozadovanych slouc¢enin ve vyssich vytézcich a Cistoté (ve srovnani
s konvenéni syntézou).®> Nevyhodou této metody je ekonomickd narocnost plynouci

z relativné vysokych nakladd na potizeni a nasledné udrzby pfistroje.

hydratace .

nitrilu izomeracni.

7 reakce

{
redukéni

reakce T .
mikrovinamij ——— (kondenzacni
asistovana : reakce

syntéza \

iceslozkow

_reakce reakce

cyklizaéni
reakce

Obrazek 13: Vyuziti mikrovlnami asistované syntézy v oblasti organické chemie.

Syntézu mikrovinnym ohfevem lze provadét na principu pevné faze nebo klasicky
polymer pouzit polystyren spojeny s ,, AMEBou“ (z anglického Acid sensitive MEthoxy
BenzAldehyde), ktery byl podroben reduktivni aminaci. Rozdil oproti klasické syntéze na
pevné fazi je v poslednim kroku syntézy, kde dochazi ke klicovému vytlaceni jodu z C2
pomoci mikrovlnného ozatovani po dobu 30 minut pii teplot€¢ 200 °C (Obrazek 14).
Takovy €as syntézy je ve srovndni s konvencni technikou ohfevu (olejova lazen), ktera trva

az 48 hodin, velice kratky.
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P
HN" Ph Q@ N"ph

NI ca NN
= cb =
RR'N)\N N I/I\N N

i) R=R’=HOCH,CH,; 45 % )\ )\

ii) R = H, R'= HOCH,CHy; 59 % i, ii

Podminky:
a) DIEA, NMP, 60 °C; b) iPrOH, DIAD, Ph5P, THF; ca) diethanolamin (propanolamin), NMP, 200 °C, M\\/,
30 min; cb) TFA/H,0 (92/8, v/v), 60 °C, 1 h

Obrazek 14: Priklad mikrovlnami asistované syntézy derivatu purinu na pevné fazi.

Piikladem syntézy derivatu purinu v roztoku pomoci mikrovin je metoda pro
syntézu 6-arylpurini zaloZend na bdzi Suzukiho-Miyaurovy reakce (princip popsan na str.
14). Vychozi latka, 9-benzyl-6-chlor-9H-purin, reaguje s arylacnim cinidlem
tetrafenylboritanem sodnym v destilované vodé za pouziti palladiového katalyzatoru.*’

Pozadovany produkt byl ziskan ve vytézku 85 % a uspokojivé Cistoté (Obrazek 15).

Cl
N N
N7 Pd(PPh»)ClI N7
| Y + PhBNa PP, B »
L = N N32003, HQO I\ e N
N ' MW, 30 min N \
Bn 400 W, 100 °C Bn
Bn = benzyl 85 %

Obrazek 15: Priklad mikrovlnami asistované syntézy derivatu purinu v roztoku I.

Jako dalsi ptiklad aplikace mikrovlnami asistované syntézy muize slouZzit pfiprava
nov¢ série acyklickych nukleosidovych analogh na bazi 6,9-disubstiuovanych purint
(Obrazek 16).26 Nejprve reagoval 1,3-dioxolan s jodtrimethylsilanem v suchém
cyklohexanu pii =78 °C, ¢imz byl ziskdn jodmethyltrimethylsilyloxyethylether jako
meziprodukt. Ten byl ptidan ke smési 6-chlorpurinu v DMF pii —50 °C a vznikl alkylovany

6-chlorpurin v poloze 9. Vznikly produkt byl nasledn¢ podroben mikrovinami asistované
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nukleofilni aromatické substituci atomu chloru v poloze 6 purinového kruhu, a to anilinem
za ptitomnosti diisopropylethylaminu (DIPEA) jako béaze, po dobu 10 minut, pii teploté
120 °C. Pozadovany produkt byl ziskan v uspokojivém vytézku 77 %.

HNQ
L)\I\>_'_“ L == U0

LO/\\
54 % OH 77 % OH

Podminky:
a) 1,3-dioxolan, TMSI, cyklohexan, -78 °C, 30 min; b) NaH, DMF, -50 °C az 25 °C, 2 h,
KF (aq); c) anilin, DIPEA (1,1 ekv.), MW, 120 °C, 150 W, 10 min, EtOH

Obrazek 16: Priklad mikrovinami asistované syntézy derivatu purinu v roztoku II.

Nukleofilni aromatické substituce atomu chloru asistovana mikrovlnami je popsana

také v publikaci,?’

vniz byla provedena série experimentl vedouci ke vzniku 6-
substituovanych aminopurinovych derivatl, které v moderni antivirotické a protinadorové
1écbé hraji dualezitou roli. VSechny reakce byly provedeny za stejného vykonu (200 W)
areakéniho ¢asu (10 minut). Popsano je pouze reakéni schéma vybranych C2 a N9

substituovanych purinii s anilinem (Obrazek 17). VytéZzky reakci se pohybovaly od 72 do

92 %.
cl NH, HN” :

N
/Tl\\ \> . MW, 200 W, 10 min )N\
-
R "N~ N
R, Rz

1-VI(72-92 %)

H H 87
Cl H 87
NH: H 72
H CH>CH>CN 92
Cl CH>CH>CN &9
NH: CH>CH>CN 80

Obrazek 17: Ptiklad mikrovlnami asistované syntézy derivatu purinu v roztoku III.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

Také Cechova L. a kol?® provedli optimalizaci substituce atomu chléru v poloze 6
purinového skeletu za pouziti mikrovinné syntézy. Byla provedena série experimentl
s vychozimi C2 a N9 rizné substituovanymi puriny. Popsano je pouze reakéni schéma, kde
jako vychozi latka vystupuje 9-benzyl-6-chlorpurin v DMF. Reakce byla provedena bud’
bez baze anebo s ptidavkem riznych bazi. Jako nejlepsi se s vytézkem 96 % ukazala reakce
9-benzyl-6-chlorpurinu ve smési s DMF a s ptidavkem bezvodého chlorovodiku, pfi¢emz
reaguje dimethylamin vznikly pii rozkladu DMF ihned s chlorovym derivatem (Obrazek
18). V prubéhu nukleofilni aromatické substituce se vytvari HCI, ktery nésledn¢ katalyzuje
dalsi rozklad DMF. Pii pouziti kyseliny chlorovodikové neni umoznén rozklad DMF, proto

byl pteveden na bezvody HCI v DMF.

\N/

Cl
NS DMF, MW, 180°C N7 SN
L/::IA,I\P a-d ”\N/ N>

Y Y

a) 1 min, 92 %; b) 25 min, BuOK, 50 %; ¢) 7 min, DMPA, 62 %; d) 2 min, HCI, 96 %

Obriazek 18: Ptiklad mikrovlnami asistované syntézy derivatu purinu v roztoku IV.

Syntézou purinového analogu N1 a C3 substitituovaného pyrazolo[3,4-
d]pyrimidinu se ve své publikaci zabyvali Todorovic a kol.?” Vychozi latkou pro zavedeni
aromatickych substituenti do polohy 5 pyrazolo[3,4-d]pyrimidinového skeletu byl
komer¢né dostupny 4-aminopyrazolo[3,4-d]pyrimidin, ktery v prvnim kroku reagoval s N-
jodsukcinimidem pii 90 °C po dobu 10 minut. Vzniklé slouc¢enina byla nasledné podrobena
alkylaci na N7 scilem navazat do této polohy stericky neobjemny nepolarni alifaticky
substituent, a sice butan-1-yl. Toho bylo dosaZeno za podminek Mitsunobova couplingu,
tedy reakci s butan-1-olem v pfitomnosti diisopropylazodikarboxylatu a trifenylfosfinu.
Vytézky reakce se pohybovaly od stfednich po vynikajici (37-80 %) avSak potieba
opakované chromatografie k odstranéni soucasné vznikajiciho trifenylfosfinoxidu vedla
k vyvoji alternativni metody alkylace, a to reakci s 1-brombutanem za pfitomnosti
uhli¢itanu draselného. V poslednim reakénim kroku byla provedena mikrovlnami
asistovana substituce atomu jodu na CS5, a to reakci s riznymi aromatickymi derivaty

kyseliny boronové za pfitomnosti palladiového katalyzatoru obsahujiciho 1,3,5,7-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 25

tetramethyl-2,4,8-trioxo-6-fenyl-6-fosfaadamantan ~ (PA-Ph), pficemz  pozadované
slouceniny byly ziskany ve vybornych vytézcich v rozmezi 91-95% (Obrézek 19).

NHy g

(0 k)ﬁ“ S
- o K )om -g@

94 % 91 % 95 %

Bu

Podminky:
a) N-jodsukcinimid, MW, 90 °C, 10 min; b) butan-1-ol, DIEA, PPhs; nebo 1-brombutan,
K,CO3: ¢) Ro-B(OH),, Pd,dbas/PA-Ph, MW, 70 °C, 30 min

Obrazek 19: Priklad mikrovlnami asistované syntézy pyrazolo|3,4-d]pyrimidinu

v roztoku.
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2 BIOLOGICKA AKTIVITA SLOUCENIN S PYRROLO|2,3-
DIPYRIMIDINOVYM SKELETEM

Purinové derivaty, stejn¢ jako purinové bioisostery, maji velky vyznam
v medicinalni chemii. Ve velké mife jsou soucasti pfirozené se vyskytujicich sloucenin
ataké vklinicky vyznamnych molekulach vykazujicich rGzné biologické ucinky.
V nasledujici kapitole budou shrnuty pouze nejnovéjsSim poznatky v oblasti vyzkumu

biologické aktivity pyrrolo[2,3-d|pyrimidinovych derivati.

Jedna z nejnovéjsich studii biologické aktivity sloucenin nesoucich pyrrolo[2,3-
d]pyrimidinové jadro se zabyva identifikaci ireverzibilnich inhibitori Brutonovy
tyrosinkinazy (Btk).*® Brutonova tyrosinkindza je kindza z rodiny Tec. Tec kinazy
pfedstavuji druhou nejvétsi rodinu nereceptorovych tyrosinkindz a aktivuji se jako
odpovéd’ na bunécnou stimulaci antigennimi receptory, integriny, rdstovymi faktory,
cytokiny a receptory spojenymi s G proteinem. Rodina Tec Mammalian se sklada z péti
¢lentd: Tec, Btk, Itk / Emt / Tsk, Rlk / Txk a Bmx / Etk. Btk inhibitory maji definovanou
ulohu v signalizaénich cestach receptoru B bunék (BCR) a Fcg receptoru (FcR), coz z ni
¢ini jedinecny cil pro 1é¢bu autoimunitnich onemocnéni jako je revmatoidni artritida. Byla
syntetizovana série 4,5,7-trisubstituovanych pyrrolo[2,3-d]pyrimidinii a zkouména jejich
inhibi¢ni aktivita vi¢i zminované Btk. VétSina z pripravenych sloucenin vykazovala
vybornou inaktivaci Btk, avSak vétSina znich také inhibovala lidské embryondlni
ledvinové bunky HEK293, coz by mohlo vést k zavaznému poskozeni ledvin. Ze série
pfipravenych sloucenin byla vybrana latka, jejiz strukturni vzorec je, spolu s inhibi¢nimi
koncentracemi, uveden na Obrazku 20. Tato sloucenina prokazala nejen aktivitu vuci Btk
ptes blizce pribuzné kinazy in vitro, ale zaroven také nizkou cytotoxicitu vici buitkdm
HEK293, stejné jako viaci bunkam LO2 (lidské jaterni bunky) a THP-1 (lidska
monocytickd bunécnd linie). Diky kombinaci pfiznivych fyzikalné-chemickych vlastnosti,
kinazové selektivity, farmakokinetickému profilu a nizké toxicité predstavuje tato
sloucenina uc¢inny, selektivni a méné toxicky inhibitor Btk a mé potencidl G¢inné 1é¢it

artritidu.
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DICs/pM. . 342+19 313421 389+15 N N

Obrazek 20: Struktura nového Btk inhibitoru spolu s inhibi¢nimi koncentracemi.

Predmétem studii zabyvajicich se syntézou novych biologicky aktivnich latek jsou
zejména ty se schopnosti ucinné inhibovat aktivitu tyrosin kindz (TK) a cyklin-
dependentnich kindz (CDK). V nedavné dobé byla provedena studie inhibi¢ni aktivity fady
sloucenin se zaméfenim se pravé na TK a CDK.?! S vybornym potencidlem pro dalsi vyvoj
1é¢iv v terapii akutni myeloidni leukémie (AML) byla zvolena sloucenina s pyrrolo[2,3-
d]pyrimidinovym jadrem (Obrazek 21). Tato sloucenina inhibujici FLT3, CDK2, CDK4
aCDK6 s hodnotami ICso (inhibi¢ni koncentrace zpisobujici uhyn 50 % bunék)
v nanomolarni koncentraci, vykazuje rovnéz antiproliferacni aktivitu proti bunkam MV4-
11 (ICso = 0,008 uMm), coz koreluje s potlatenim fosforylace retinoblastomu, FLT3, ERK,
AKT a STATS a nastupem apoptoézy. Studie akutni toxicity u mysi ukazaly, Ze tato
slougenina (LDso = 186 mg-kg!) je méné toxickd, nez v této studii pouzity modelovy
inhibitor s pyrazolovym skeletem oznacovany jako AT7519 (32 mg-kg). V soucasné dobg
je latka FN-1501 ve fazi I klinickych studii ve Spojenych statech americkych a v Ciné& pro

1é¢bu akutni myeloidni leukémie.*?
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Obrazek 21: Struktura nového FLT3 a CDK inhibitoru FN-1501(vlevo) a struktura
AT7519 (vpravo).
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Syntézou novych latek schopnych uUCinné inhibovat aktivitu tyrosin kinaz se

zabyvali také Thorarensen a kol.*

a to konkrétn€ inhibitory JAK3 kinaz. Tato skupina
janus kinaz (JAK) se vyskytuje zejména v leukocytech. Cilem studie bylo ziskat co mozna
nejselektivnéjsi a ucinny JAK3 inhibitor. Jako nejucinnéjsi byla z fady sloucenin zvolena
latka znazornéna na Obrazku 22 s ICso = 33 nM, coz je oproti ostatnim inhibitorim ze

skupiny JAK kinaz koncentrace vyrazné nizsi.

T
NH

o NN | JAK3 JAKl  JAK2  TYK2
3

>1000 >1000 >1000

Obrazek 22: Struktura nového JAK3 inhibitoru, hodnoty ICso proti jednotlivym skupindm
JAK.

Syntézou derivatt pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu substituovanych v polohach 4, 6 a 7,
jakoZto potenciondlnich inhibitordl janus kindz 2 (JAK2) se zabyvali Wang a kol.>* Byla
pripravena tada sloucenin a in vitro biologické studie ukazaly, ze vétSina z nich vykazovala
silnou inhibi¢ni aktivitu vici JAK2. Nejsilngj8i inhibi¢ni aktivitu vi¢i JAK2 kindzam
(ICs0= 6 nM, coz je 97krat vyssi selektivita ve srovnani s JAK3) vykazovala sloucenina,
jejiz strukturni vzorec je uveden na Obrazku 23. Tato latka vykazovala v bunééném testu

TF-1 vynikajici in vitro ¢innost proti erytroleukemickym buikam (ICso = 0,14 um).
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Obrazek 23: Struktura nového JAK?2 inhibitoru.

Syntézou a naslednym biologickym hodnocenim nové tady 6-substituovanych

benzoylovych a nebenzoylovych pyrrolo[2,3-d|pyrimidinovych sloucenin se ve své praci
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antiproliferacni ucinky proti panelu nadorovych bunéénych linii véetné KB (bunééna linie
rakoviny nosohltanu), SW620 (bunécna linie rakoviny tlustého stfeva) a MCF7 (bunécna
linie rakoviny prsu), zatimco vétSina sloucenin z této série vykazovala nanomolarni az
subnanomoldrni inhibi¢ni aktivitu jen vic¢i KB nadorovym buitkam. Nejucinnéjsi
slouceninou z této fady byl derivat, jehoz strukturni vzorec je uveden na Obrazku 24. Tato
sloucenina prokazala inhibi¢ni aktivitu proti KB nadorovych bunék ICso= 0,078 nM, coz je

asi 140krat 0¢inn&jsi inhibiéni aktivita, nez u methotrexatu (MTX)*¢ a 1000krat u¢ingjsi

nez u pralatrexatu (PMX)?’, coZ jsou nejéastdji pouzivané inhibitory dihydrofolatreduktaz.

9 o) COOH
HNWNH HN-11¢
}ﬁN/L§N ﬁ o] COOH

novy KB inhibitor

d COOH HOQC
HN ; z/

/k HOOC

methotrexat (MTX) pralatrexat (PMX) o

0,078

70

Obrazek 24: Struktura nového KB inhibitoru a srovnani jeho inhibi¢ni aktivita se
strukturn€ podobnymi inhibitory.

Musumeci a kol.*® popsali syntézu a charakterizaci nové tady pyrrolo[2,3-
d]pyrimidint a jejich aktivitu proti multiformnimu glioblastomu (GBM). SFKs (rodina Src
kindz) jsou rodinou cytoplazmatickych tyrosin kindz (TK) slozenych z osmi ¢lend, a to:
Src, Fyn, Ano, BIlk, Fgr, Hck, Lck a Lyn. Piedstavuji konzervovanou strukturu, ktera
zahrnuje N-koncovou oblast, dvé Src homologick¢ domény (SH2 a SH3), katalytickou
doménu (SH1) a nakonec kratky C-terminélni oblast. Mezi SFK se c-Src podili na cestach,

které kontroluji proliferaci bun€k, migraci, invazi a angiogenezi. Vysoké hladiny c-Src
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v riznych nadorech naznacuji Spatnou prognézu. Nedavno bylo prokdzano, ze c-Src je
Casto hyperaktivovan nebo nadmérné exprimovan pravé v GBM nadoru mozku
charakterizovaném vysokym stupném proliferace, angiogeneze, nekrdzy a invazivity.
Inhibice Src kindzy snizila rist bunek GBM, zivotaschopnost a migraci, jak in vitro tak in
vivo (na modelech mysi). Dokovaci studie a MM-GBSA analyza (metoda pro odhad volné
energie vazby malych ligandi na biologické makromolekuly) odhalila schopnost
studovanych sloucenin G¢inné interagovat s vazebnym mistem Src pro ATP. Byly
provedeny enzymatické testy pyrrolo[2,3-d]pyrimidinti proti c-Src a proti panelu kinaz
(Src, Fyn, EGFR, Kit, Flt3, Abl, AbIT315]), pficemz vysledky ukazaly znacné vysokou
selektivitu. Nakonec byly provedeny testy in vitro cytotoxicity vici rakovinné bunééné linii
mozku U87 GB, které prokézaly, Ze vii¢i této bun&cné linii je nejaktivnéjsi slouc¢enina VIII

(ICs0 7,1 uM) (Obrazek 25).

R
N7 N\
|
\S/J%N I\l
Ry

D NHCHs CHCHCIC¢Hs ~ 1.5+0.10 27.4+0.16
Il NHCeHsmCl CH2CHCICsHs ~ 0.7+0.20 143.1£0.20
I |  NHCH:CeHs CHCHCIC¢Hs ~ 6.0+0.08 50.7+0.18
v nCsHy CH2CeHs-pF  3.0£0.10 20.7+0.38
vV 1-pyrrolidin CHCeHs-pF  2.0£0.30 51.8+0.21

R 1-piperidin CH2CeHspF  2.5+0.30 50.7+0.42
v 4-morfolin CH,CeHs-pF  4.7£0.20 20.3+0.15
VI | NHCH:CeHs CHaCeHa-pF 0.5+0.06 7.1£0.16

. IX | NHCH>CH:CeHs CH,CeHs-pF  0.8+0.04 13.30.16
X | NHCH,CH2CeHs-pCl  CHaoCsHa-pF 5.0+0.04 43.1+0.08

Obrazek 25: Struktura novych inhibitorti Src tyrosin kinazy aktivnich proti Glioblastomu.
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II. PRAKTICKA CAST
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3 PRISTROJE A VYBAVENI

Teploty tani (#) byly méfeny na Koflerové bloku a nejsou korigovany. Monitoring
reakci pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC) byl provadén na deskach typu
ALUGRAM SIL G/UV2s4 od firmy Macherey-Nagel. Od stejné firmy byl pouzit silikagel
na sloupcovou chromatografii. Jako mobilni faze byly pouzity CHCI;/MeOH (8/1, v/v),
PE:EA (1/1, v/v). Elementarni analyzy (C, H, N) byly provedeny na pfistroji Flash EA
1112 Automatic Elemental analyzer (Thermo Fischer Scientific). Kvalitativni analyzy
byly provadény na plynovych chromatografech s plamenové-ioniza¢ni a s hmotnostné
spektrometrickou detekcei. Prvni typ, plynovy chromatograf s plamenové-ionizacni detekci
(GC-FID), obsahoval kolonou typu SLB 5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm) s maximalni
teplotou 250 °C. Pro analyzy byl zvolen teplotni program: 100 °C/7 min; 250 °C/17 min
s teplotou nastfiku 250 °C. Nosny plyn: Nz/vzduch. VSechny GC-FID analyzy byly
provedeny za linedrni konstantni rychlosti 65,4 cm/s. Déle byl pouzit plynovy
chromatograf s hmotnostni detekci (GC-MS) spojeny s kvadrupdlovym hmotnostnim
detektorem Shimadzu GCMS-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
nastiiku 250 °C. Nosny plyn: He, iontovy zdroj: 200 °C, 70 eV. VSechny GC-MS analyzy
byly provedeny za linearni konstantni rychlosti 52,4 cm/s. Ve vypisech signala
z hmotnostnich spekter jsou uvedeny hodnoty signall s relativnim zastoupenim nejméné
5 %, vyjma molekulovych iontd. Hodnoty intenzit vybranych fragmentti jsou uvedeny
v zdvorce za hodnotou m/z. ESI-IT-MS analyzy byly provedeny na hmotnostnim
spektrometru (MS) s iontovou pasti amaZon X (Bruker Daltonics) za pouziti elektrospreje
jako iontového zdroje. Méfeni byla provadéna jak v pozitivnim, tak v negativnim
skenovacim modu. Do iontového zdroje byly vzorky pfivadény kovovou kapildrou pii

konstantnim pritoku 3 plmin’

. Ostatni parametry méfeni byly: napéti na kapilafe
+4,2 kV; teplota susiciho plynu (220 °C); pritok susiciho plynu (6 dm*min); tlak
rozpraSovaciho plynu (55,16 kPa). Jako suSici a rozpraSovaci plyn byl pouzit dusik.
Tandemovéa hmotnostni spektra byla, po izolaci vybran¢ho iontu, méfena za pomoci
kolizni indukované disociace (CID), pfi¢emz jako kolizni plyn bylo pouzito hélium.
Analyza latek pomoci infracervené spektroskopie (IR) byla provedena na pfistroji

Spektrometr FTIR ALPHA — T, Bruker v podobé KBr tablet. Pro popis signald v IR
spektrech byly pouzity nasledujici zkratky: s (silny), m (stiedni), w (slaby), b (Siroky pas).
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Vodikova spektra z nuklearni magnetické rezonance ('"H NMR) byla méfena na pfistroji
BRUKER ASCEND 500 s pracovni frekvenci 500,11 MHz. Inertnimi standardy byly
rozpoustédla 'H: 8(rezidudlni CHCl3) = 7,27 ppm; &(DMSO-ds)= 2,50 ppm. Pro
interpretaci vodikovych spekter byly pouzity nésledujici zkratky: s (singlet), d (dublet),
t (triplet), m (multiplet). Mikrovinami asistované syntézy byly realizovany na
mikrovinném reaktoru Discovery SP od firmy CEM. Reakce byly provadény v roztoku
a za zvysSeného tlaku. Podminky pouzité pro jednotlivé reakce, budou popsany v diskuzni
casti této prace.

Vychozi 4-chlor-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin, ktery slouzil jako vychozi latka, byl
zakoupen z komerénich zdrojii a pouzit bez jakékoliv dalsi purifikace. Totéz plati pro
pouzitd rozpoustédla a reaktanty. Aromatické aminy pouzité v této praci byly ziskany

z laboratornich zasob Ustavu chemie FT UTB ve Zling.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Alkylace 4-chlor-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu

Vychozi 4-chlor-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin (1) (1,0 g; 6,51 mmol) byl navazen do
100 cm® baiiky arozpustén v 50 cm?® dimethylsulfoxidu. Do roztoku byl pfidan 2-
jodpropan (2,77 g; 16,27 mmol) a v jedné porci uhli¢itan draselny (1,35 g; 9,76 mmol).
Reakéni smés byla michana pii laboratorni teploté¢ a pribéh reakce byl monitorovan
pomoci TLC (chloroform/methanol, 8/1, v/v). Po ukonceni reakce byla reakéni smés

nafedéna destilovanou vodou a nasledné extrahovana 6 x 20 c¢cm?

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

sloupcovou chromatografii.

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

Cisty produkt byl ziskan po &isténi sloupcovou chromatografii (silikagel,
chloroform/methanol, 8/1, v/v) v podobé nazloutlého krystalického prasku ve vytézku
0,98 g (78 %); t. = 53-55 °C.

'H NMR (CDCls): 6 1,56 (d, J = 7, 6H, CH(CHs)2); 5,16 (septet, 1H, CH(CH3),);
6,68 (d, J = 3,65, 1H, C°H); 7,41 (d, J = 3,65, 1H, C’H); 8,68 (s, 1H, NC?’HN) ppm. IR
(KBr): 3109(w), 2982(w), 1832(w), 1771(m), 1588(s), 1542(s), 1505(m), 1455(m),
1417(m), 1354(s), 1275(m), 1231(m), 925(m), 721(s), 552(m) cm’'. GC-MS
(tr = 12,5 min): 197 ((’C)M*,13), 195 (((>C)M", 39), 180 (24), 155 (32), 153 (100), 144
(5), 118 (71), 117 (7), 91 (9), 76 (5), 73 (5), 64 (16), 63 (7), 43 (11), 42 (6), 41 (22). ESI-
MS (pos.) m/z (%): 413,1 [2:(°CL)M+Na]" (42); 220 (P’CDH[M+Na]* (100); 218
(>CDH[M+Na]* (100); 198 (C’CDH[M+H]" (13), 196 [(*CDM+H]" (39).

(CoH1oCIN4)  vyp. slozeni: 55,25 % C; 5,15 % H; 21,48 % N

exp. slozeni: 55,12 % C; 5,17 % H; 21,40 % N
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4.2 Nukleofilni aromaticka substituce 4-chlor-7-isopropyl-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu

4.2.1 Konvencni syntézy

Slou¢enina 1 (100 mg; 0,51 mmol) byl rozpustén v 5 cm? propan-2-olu ve 25 cm?
bance. Nasledné¢ byl do vzniklého roztoku ptidan anilin ve dvoumolarnim piebytku a
reakéni smés byla refluxovana pii 90 °C pod zpétnym chladicem. Prabéh reakce byl
monitorovan pomoci TLC. Po 23 hodinach byla reakce dokoncena, doslo ke zmén¢ barvy
z ¢iré na hnédou. Reakéni smés byla natedéna destilovanou vodou a nésledn¢ extrahovana
6 x 20 cm® ethyl-acetatu. Spojené organické podily byly promyty 2 x 20 cm® nasyceného
roztoku chloridu sodného a suseny nad siranem sodnym. Po odpateni rozpoustédla na RVO

byl surovy produkt purifikovéan sloupcovou chromatografii.
N-Fenyl-7-isopropyl-7H-pyrrolo|2,3-d]pyrimidin-4-amin (3)

Cisty produkt byl ziskan purifikaci pomoci sloupcové chromatografie (silikagel,
petrolether/ethyl-acetat, 1/1, v/v) v podobé Zluto-hnédého krystalického prasku ve vytézku
85 mg (66 %); t;= 134-137 °C.

'"H NMR (DMSO): ¢ 1,45 MA, J = 7 Hz, 6H, CH(CHa),); 4,96 (septet, 1H,
CH(CHs)); 6,8 (d, 1H, J= 7 Hz, 1H, C°H); 7 (m, 1H, Ph); 7,33 (m, 2H, Ph-C*H); 7,41 (d,
J = 3,65, 1H, C°H); 7,87 (m, 2H, Ph); 8,29 (s, 1H, NC*NHPh); 9,33 (s, 1H, C*H) ppm. IR
(KBr): 3475(bw), 3272(m), 3191(m), 3129(m), 3029(m), 2973(m), 1888(w), 3110(w),
1625(s), 1561(s), 1465(s), 1305(s), 1236(m), 755(m), 644(m) cm’. GC-MS
(tr = 19,4 min): 253 (17), 252 (M*, 100), 251 (82), 237 (13), 211 (7), 210 (49), 209 (91),
208 (6), 183 (10), 155 (9), 118 (7), 107 (6), 106 (6), 105 (11), 104 (6), 92 (12), 80 (5), 78
(6), 77 (33), 65 (8), 64 (8), 51 (9), 43 (6), 41 (11). ESI-MS (pos.) m/z (%): 527,2
[2-M+Na]* (4); 275,1 [M+Na]" (12); 253,1 [M+H]" (100). ESI-MS (neg.) m/z (%): 250,9
[M-H]~ (100).

(C1sHi16N4) vyp. slozeni: 70,87 % C; 5,52 % H; 23,61 % N

exp. slozeni: 71,11 % C; 5,54 % H; 23,52 % N
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4.2.2 Mikrovinami asistované syntézy

3 ethanolu

Slou¢enina 1 (100 mg; 0,51 mmol) byla rozpusttna v 6 cm
v 10 cm® zkumavce uréené pro mikrovinné syntézy. K reakéni smési byl pfidan
dvoumolarni ptebytek prisluSného aromatického aminu. Zkumavka byla uzaviena
specidlnim septem a vlozena do mikrovinného reaktoru opatfeného teflonovou
bezpecnostni nadobou. Reakce byla spusténa pies software Synergy-D za nasledujicich
podminek: tlak 200 W, teplota 150 °C, ¢as 15 minut. Po dokonceni reakce byla provedena
zkouska pomoci TLC vrstvy. Po zchlazeni reakéni smési byla tato smés natfedéna
destilovanou vodou a nasledné extrahovéana 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 odpafeni rozpoustédla na RVO byl surovy produkt purifikovan

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

Slougenina 1 reagovala s anilinem ve dvoumolarnim piebytku (0,093 cm?®). Cisty
produkt byl ziskdn purifikaci pomoci sloupcové chromatografie (silikagel,
petrolether/ethyl-acetat, 1/1, v/v) v podobé Zluto-hnédého krystalického prasku ve vytézku
85 mg (66 %); t;= 134-137 °C.

Spektralni charakteristiky v souladu se slou¢eninou v kapitole 4.2.1 (str. 35).
N-(4-Fluorfenyl)-7-isopropyl-7H-pyrrolo[2,3-d|pyrimidin-4-amin (4)

Sloucenina 1 reagovala s 4-fluoranilinem ve dvoumolarnim prebytku (0,098 cm?).
Cisty produkt byl ziskan purifikaci pomoci sloupcové chromatografie (silikagel,
petrolether/ethyl-acetat, 1/1, v/v) v podob¢ Zluto-hnédého krystalického prasku ve vytézku
115 mg (84 %); t: = 165-168 °C.

'H NMR (DMSO): & 145 (d, J = 7 Hz, 6H, CH(CHs)); 4,94 (septet, 1H,
CH(CHs),); 6,76 (d, J = 3,65 Hz, 1H, C°H); 7,17 (m, 2H, Ph); 7,41 (d, J = 3,65, 1H, C°H);
7,87 (m, 2H, Ph); 8,27 (s, 1H, NC*NHPh); 9,33 (s, 1H, C2H) ppm. IR (KBr): 3269(bw),
2975(m), 1893(w), 1621(s), 1592(s), 1508(s), 1461(s), 1412(s), 1364(m), 1302(s), 1204(s),
1158(m), 1126(m), 997(m), 900(w), 827(m), 717(s), 639(s), 639(w), 611(m), 510(m),
484(w) em™. GC-MS (te=19 min): 271 (17), 270 (100), 269 (48), 255 (16), 229 (9), 228
(66), 227 (87), 201 (15), 200 (6), 173 (9), 122 (8), 118 (5), 111 (5), 110 (9), 107 (9), 106
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(6), 95 (21), 83 (6), 80 (6), 75 (9), 64 (9), 53 (6), 43 (9), 41 (14). ESI-MS (pos.) m/z (%):
563,2 [2-M+Na]" (4); 293,1 [M+Na]" (10); 271,1 [M+H]" (100); ESI-MS (neg.) m/z (%):
268,9 [M-H]~ (100).

(CisHisFNg)  vyp. slozeni: 66,65 % C; 5,59 % H; 20,73 % N
exp. sloZeni: 66,65 % C; 5,61 % H; 20,65 % N
N-(4-Bromfenyl)-7-isopropyl-7H-pyrrolo|[2,3-d]pyrimidin-4-amin (5)

Sloucenina 1 reagovala s 4-bromanilinem ve dvoumoldrnim piebytku (176 mg).
Cisty produkt byl ziskan purifikaci pomoci sloupcové chromatografie (silikagel,
petrolether/ethyl-acetat, 1/1, v/v) v podobé oranzovo-hnédého krystalického prasku ve
vytézku 65 mg (39 %); .= 168—-170 °C.

'"H NMR (DMSO): 6 1,45 (d, J = 6,75 Hz, 6H, CH(CHs)2); 4,96 (septet, 1H,
CH(CHs)); 6,81 (d, J = 3,35 Hz, 1H, C°H); 7,45 (d, J = 3,65, 1H, C°H); 7.5 (m, 2H, Ph);
7,9 (m, 2H, Ph); 8,32 (s, 1H, NC*NHPh); 9,42 (s, 1H, C*H) ppm. IR (KBr): 3261(w),
3174(w), 3079(m), 2982(bm), 1884(w), 1625(s), 1558(s), 1489(s), 1459(s), 1409(s),
1356(s), 1302(s), 1236(s), 1141(w), 1076(w), 998(m), 906(w), 817(m), 798(m), 720(s),
592(w), 525(m), 499(m) cm™'. GC-MS (tr = 28,5 min): 333 (13), 332 (88), 331 (65), 330
(100), 329 (58), 317 (8), 315 (8), 291 (5), 290 (49), 289 (58), 288 (56), 287 (51), 263 (7),
261 (6), 235 (5), 209 (27), 208 (49), 207 (12), 182 (14), 181 (15), 157 (10), 155 (24), 154
(23), 127 (7), 119 (5), 118 (16), 117 (6), 107 (13), 106 (12), 105 (7), 104 (9), 92 (22), 91
(12), 90 (6), 80 (9), 79 (9), 78 (7), 77 (16), 76 (18), 75 (18), 74 (7), 65 (15), 64 (26), 63
(12), 53 (10), 52 (11), 51 (5), 50 (6), 43 (28), 42 (9), 41 (37), 40 (10). ESI-MS (pos.) m/z
(%): 685,1 [2-M+Na]" (3); 355 [(*'Br)M+Na]* (11); 353 [("”’Br)M+Na]* (12); 333,1
['Br)M+H]" (100), 331,1 [(PBr)M+H]" (97). ESI-MS (neg.) m/z (%): 330,8 [(*'Br)M-H]~
(100); 328.8 [("’Br)M-H] ~ (100).

(CisH1sBrNs) vyp. slozeni: 54,39 % C; 4,56 % H; 16,92 % N
exp. slozeni: 54,56 % C; 4,57 % H; 16,86 % N
N-(4-Methylfenyl)-7-isopropyl-7H-pyrrolo|[2,3-d]pyrimidin-4-amin (6)

Sloucenina 1 reagovala s 4-methylanilinem ve dvoumolarnim piebytku (109 mg).

Cisty produkt byl ziskan purifikaci pomoci sloupcové chromatografie (silikagel,
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petrolether/ethyl-acetat, 1/1, v/v) v podobé naZloutlého krystalického prasku ve vytézku
124 mg (91 %); t. = 145-148 °C.

'H NMR (DMSO): § 1,45 (d, J = 7 Hz, 6H, CH(CHa),); 2,92 (s, 3H, PhCHz); 4,94
(septet, 1H, CH(CHs)2); 6,75 (d, J = 3,65 Hz, 1H, C°H); 7,13 (d, J = 8,25 Hz, 2H, Ph); 7,38
(d, J = 3,65, 1H, C°H); 7,72 (m, 2H, Ph); 8,27 (s, 1H, NC*NHPh); 9,19 (s, 1H, C2H) ppm.
IR (KBr): 2974(bw), 1615(m), 1577(m), 1513(m), 1462(s), 1412(m), 1359(m), 1304(m),
1238(m), 997(w), 783(w), 737(m), 626(w), 513(w) cm™". GC-MS (tr=21,5 min): 267 (18),
266 (100), 265 (85), 251 (12), 225 (6), 224 (43), 223 (70), 208 (10), 197 (9), 196 (6), 118
(10), 111 6), 107 (9), 106 (19), 92 (6), 91 (23), 79 (7), 77 (7), 65 (18), 6 (7), 41 (12). ESI-
MS (pos.) m/z (%): 555,3 [2-M+Na]* (7); 289,1 [M+Na]* (9); 267,1 [M+H]" (100). ESI-
MS (neg.) m/z (%): 264,9 [M-H]™ (100).

(Ci6H18N4) vyp. slozeni: 72,15 % C; 6,81 % H; 21,04 % N
exp. slozeni: 71,87 % C; 6,83 % H; 20,96 % N
N-(4-Methoxyfenyl)-7-isopropyl-7H-pyrrolo|2,3-d]|pyrimidin-4-amin (7)

Sloucenina 1 reagovala s 4-methoxyanilinem ve dvoumolarnim piebytku (126 mg).
Cisty produkt byl ziskdn purifikaci pomoci sloupcové chromatografie (silikagel,
petrolether/ethyl-acetat, 1/1, v/v) v podob& orandzovo-hnédého krystalického prasku ve
vytézku 103 mg (72 %); tr = 124128 °C.

'H NMR (DMSO): § 1,45 (d, J = 6,7 Hz, 6H, CH(CHs),); 3,75 (s, 3H, OCH3); 4,96
(septet, 1H, CH(CH3)2); 6,7 (d, J = 3,35 Hz, 1H, C°H); 6,93 (m, 2H, Ph); 7,36 (d, J = 3,65,
1H, C°H); 7,69 (m, 2H, Ph); 8,22 (s, 1H, NC*NHPh); 9,14 (s, 1H, C*H) ppm. IR (KBr):
2977(bs), 1567(s), 1510(s), 1435(s), 1352(s), 1295(s), 1238(s), 1169(m), 1039(s), 1008(m),
911(w), 838(m), 797(m), 719(m), 669(m), 611 (m) cm™'. GC-MS (tg=25,4 min): 283 (19),
282 (100), 281 (41), 268 (12), 267 (62), 240 (21), 239 (15), 226 (6), 225 (38), 224 (6), 197
(6), 196 (6), 120 (12), 118 (23), 108 (30), 108 (5), 92 (10), 91 (6), 77 (8), 65 (6), 64 (13),
41 (13). ESI-MS (pos.) m/z (%): 587,3 [2-M+Na]* (5); 305,1 [M+Na]* (12); 283,1 [M+H]"
(100). ESI-MS (neg.) m/z (%): 280,9 [M-H]" (6), 265,8 [M-H-CH5]~(100)

(C16H18N4O)  vyp. sloZeni: 68,06 % C; 6,43 % H; 19,84 % N

exp. slozeni: 67,79 % C; 6,45 % H; 19,78 % N
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N-(4-Ethoxyfenyl)-7-isopropyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-amin (8)

Sloucenina 1 reagovala s 4-ethoxyanilinem ve dvoumolarnim piebytku (0,131 cm?).
Cisty produkt byl ziskdn purifikaci pomoci sloupcové chromatografie (silikagel,
petrolether/ethyl-acetat, 1/1, v/v) v podob¢ svétle hnédého krystalického prasku ve vytézku
80 mg (53 %); t;=195-197 °C.

'H NMR (DMSO): 51,33 (t, J = 7,05 Hz, 3H, OCHCH3) 1,45 (d, J = 6,7 Hz, 6H,
CH(CHz),); 4 (kvartet, 3H, OCHCHs); 4,93 (septet, 1H, CH(CH:),); 6,67 (d, J = 3,35 Hz,
1H, C°H); 6,92 (m, 2H, Ph); 7,36 (d, J = 3,65, 1H, C°H); 7,67 (m, 2H, Ph); 8,22 (s, 1H,
NC*NHPh); 9,14 (s, 1H, C*H) ppm. IR (KBr): 3202(m), 2974(bm), 2928(bm), 1571(s),
1531(m), 1509(s), 1476(w), 1433(s), 1407(m), 1352(m), 1231(s), 1174(m), 1113(m),
1044(m), 1008(m), 923(w), 841(w), 826(m), 785(w), 726(m), 669(m), 576(w), 501(w) cm’
I GC-MS (tr= 28 min): 297 (15), 296 (72), 295 (16), 267 (18), 267 (100), 254 (6), 226 (7),
225 (37), 118 (24), 108 (31), 91 (5), 80 (8), 65 (8), 64 (8), 43 (6). ESI-MS (pos.) m/z (%):
615,3 [2-M+Na]" (4); 319,1 [M+Na]* (9); 297,2 [M+H]* (100). ESI-MS (neg.) m/z (%):
294,9 [M-H]" (100).

(C17H20N4O)  vyp. slozeni: 68,89 % C; 6,80 % H; 18,90 % N
exp. slozeni: 68,66 % C; 6,83 % H; 18,83 % N
N-(4-Chlorfenyl)-7-isopropyl-7H-pyrrolo[2,3-d|pyrimidin-4-amin (9)

Sloucenina 1 reagovala s 4-chloranilinem ve dvoumoladrnim ptebytku (130 mg).
Cisty produkt byl ziskdn purifikaci pomoci sloupcové chromatografie (silikagel,
petrolether/ethyl-acetat, 1/1, v/v) v podobé bilého krystalického prasku ve vytézku 59 mg
(81 %); tr = 164-169 °C.

'"H NMR (DMSO): 6 1,45 (d, J = 7 Hz, 6H, CH(CHs).); 4,96 (septet, 1H,
CH(CHs)); 6,81 (d, J = 3,7 Hz, 1H, C*H); 7,37 (m, 2H, Ph); 7,44 (d, J = 3,65, 1H, C°H);
7,9 (m, 2H, Ph); 8,32 (s, 1H, NC*NHPh); 9,42 (s, 1H, C?H) ppm. IR (KBr): 3278(bw),
2971(s), 1617(s), 1617(s), 1579(s), 1494(s), 1412(s), 1364(s), 1305(s), 1237(s),
1126(m), 1014(m), 996(m), 899(w), 819(m), 716(s), 607(s), 525(m) cm™. GC-MS (tr=
24,7 min): 288 (32), 287 (35), 286 (100), 285 (59), 271 (15), 246 (21), 245 (33), 244 (65),
243 (74), 217 (9), 209 (7), 208 (23), 182 (8), 181 (5), 155 (8), 154 (7), 138 (5), 127 (6), 122
(5), 118 (9), 113 (6), 111 (19), 107 (10), 106 (8), 92 (8), 91 (6), 80 (6), 79 (6), 77 (6), 75
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(15), 65 (7), 64 (13), 63 (6), 53 (7), 52 (6), 43 (13), 42 (5), 41 (20). ESI-MS (pos.) m/z (%):
5952 [2-M+Na]" (3); 309,1 [M+Na]" (3); 287,1 [M+H]" (100). ESI-MS (neg.) m/z (%):
284,9 [M-H] (100).

(C15H15CINg)  vyp. slozeni: 62,83 % C; 5,27 % H; 19,54 % N

exp. sloZeni: 62,60 % C; 5,29 % H; 19,48 % N
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Komentar k diskuzni ¢asti diplomové prace

Jelikoz piedlozena diplomova prace navazuje na problematiku, ktera je na Ustavu
chemie studovana jiz nékolik let, jevi se jako vhodné na tomto misté nastinit, jakym
zpusobem zapada do kontextu vyzkumu z oblasti syntézy novych purinovych derivata ¢i
jeho bioisosterti. Pilotni praci z oblasti 2,6-disubstituovanych purinovych slouc¢enin
piedstavuje diplomova prace Davida Gergely>’, ktery pfipravil sérii slou¢enin obsahujicich
v poloze 9 isopropyl a v poloze 6 Ctyii riizné aromatické aminy obsahujici adamantanovy
skelet. Na tuto praci navazal Filip Zatloukal, ktery se ve své diplomové praci zabyval
syntézou v podstaté¢ stejnych latek jako David Gergela, stim rozdilem, Zze namisto
purinového kruhu pouzil jeden zjeho bioisosterd, a sice pyrrolo[2,3-d]pyrimidin*’.

Predmétné slouceniny jsou znazornény na Obrazku 1.

Jako relativné piekvapivy se ukazal byt fakt, ze do dneSniho dne bylo v odborné
literatufe popsano velmi malo 4,7-disubstituovanych derivati pyrrolo[2,3-d|pyrimidinu.
Proto bylo rozhodnuto ustoupit od relativné €asové ndrocné syntézy novych sloucenin
obsahujicich adamantanovy motiv a zaméfit se na syntézu novych derivati tohoto
bioisosteru substituovanych bézné dostupnymi aromatickymi aminy. Paralelné tak byly
pripraveny dvé série latek, jedna v ramci pfedlozené diplomové prace, druhd je pak
soucasti prace bakalaiské, jejimz autorem je Radim Velecky*!. Tyto dvé série sloucenin se
vzajemné liSi pouze substituentem obsaZenym v poloze 7, kdy v této diplomoveé praci je
tato poloha obsazena propan-2-ylovym, zatimco v bakaldiské praci Radima Veleckého

cyklopentylovym substituentem.

Diskuzni ¢ast této diplomové prace je rozdélena stejné, jako je tomu v Casti
experimentalni. To znamend, ze nejprve bude vénovana pozornost alkylaci vychoziho 4-
chlor-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu a nasledn¢ budou komentovany vysledky reakci, jejichz
cilem bylo provést nukleofilni aromatickou substituci atomu chloru na C4 primarnimi

aromatickymi aminy.
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5.2 Alkylace 4-chlor-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu

Prvni reakci, ktera byla provedena, byla alkylace vychoziho 4-chlor-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidinu, a to postupem optimalizovanym v piedeslém obdobi, coz piedstavovalo
velikou vyhodu zejména s ohledem na ¢asovou usporu, jelikoz reakéni podminky nemusely

byt optimalizovany.

Jelikoz cilem bylo navazat do polohy 7 pyrrolo[2,3-d]pyrimidinového skeletu
propan-2-ylovy substituent, byl jako zdroj tohoto nepolarniho a stericky nepiili§ objemného
uhlovodiku zvolen 2-jodpropan, ktery se do reakéni smési vkladal v 2,5 molarnim ptebytku
vuci vychozimu chlor derivatu 1. Samotna reakce probihala v prostfedi dimethylsulfoxidu
(DMSO), kdy jako baze byl pouzit uhli¢itan draselny, rovnéz pouzity v nadbytku,
tentokrate 1,5 molarnim. Reakce byla provadéna za laboratorni teploty a jeji prib¢h byl
monitorovan pomoci TLC (chloroform/methanol, 8/1, v/v). Poté, co byl spotfebovan
veskery vychozi pyrrolo[2,3-d]pyrimidin, byla reakce ukoncena a zpracovéana. Reak¢ni

schéma je zndzornéno na Obrazku 26.

Cl Cl
KoCOs3 (1,5 ekviv),
(0 - L S v
kN/ N 25°C,4h kN/ N
H (2,5 ekviv.) )\
1 279 %)

Obriazek 26: Alkylace 4-chlor-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu.

Analyzou GC-MS bylo zjisténo, Ze se v reakéni smési nachdzi malé mnoZzstvi (cca
4 %) vedlejsiho produktu, jehoz molekularni struktura nebyla blize zkoumana. Po
precisténi surové smési pomoci sloupcové chromatografie, byla opét provedena analyza
GC-MS, které prokazala, Ze ziskany produkt je chromatograficky cisty, jelikoz v ziskaném
chromatogramu byl pozorovan jediny pik. Navic, z hmotnostniho spektra, které bylo
pomoci této analyzy rovnéz ziskéno, vyplyvalo, ze se jednd o pozadovany produkt. Ve
spektru byla pozorovana dvojice signali lisicich se o 2 m/z, a sice 195 a 197 m/z, které byly
ve vzajemném pomeéru 3:1 (relativni zastoupeni téchto signalli v hmotnostnim spektru
¢inilo 39 %, resp. 13 %), coz odpovidé skutecnosti, ze se v dané molekule nachézi jeden
atom chloru. Je tedy patrné, Zze atom chloru vychozi slouceniny 1 na heterocyklickém
skeletu, nikterak prekvapive, ziistal. Oba vySe zminéné signaly podléhaly fragmentaci za

vzniku signalt o m/z 153 a 155, k jejichz vzniku dochazi v disledku neutréalni ztraty CsHe
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(coz bude pravdépodobné molekula propenu). Naslednym odstépenim atomu chloru

z posledné jmenovanych signala pak s nejvétsi pravdépodobnosti vznika signal o m/z 117.

Struktura latky 2 byla nasledné potvrzena pomoci dalSich metod strukturni analyzy,
a sice infraCervené spektroskopie (IR), hmotnostni spektrometrie (ESI-MS) a nuklearni
magnetické rezonance (‘H NMR). S ohledem na skuteénost, Ze se jedna o slouceninu, jejiz
struktura jiz byla v literatufe popsana, nebudou vysledky ziskané pomoci téchto metod na
tomto mist& blize diskutovany. 'H NMR spektrum slouceniny 2 je znazornéno v Piiloze 3.
Vypis spektralnich charakteristik ziskanych pomoci IR, ESI-MS a 'H NMR je uveden
v kapitole 4.1.

5.3 Nukleofilni aromaticka substituce atomu chloru slouceniny 2

Pro ziskdni uvazované série sloucenin bylo nezbytné provést ve druhém reakénim
kroku nukleofilni aromatickou substituci atomu chloru nachazejiciho se v poloze 4
pyrrolo[2,3-d|pyrimidinového kruhu. Cilem této prace bylo nahradit jiz zmifiovany atom
chloru aromatickym aminem. Pro ucely této prace bylo zvoleno celkem sedm aromatickych
aminii vzdjemné se liSicich substituentem v poloze para vici primarni aminoskuping.
Vyjma anilinu, ktery byl pouzit jakozto modelovy substituent slouZici k optimalizaci
tohoto reakéniho kroku, byly pouzity aromatické aminy obsahujici substituent s rtiznou
schopnosti prfitahovat elektrony z aromatického kruhu. Aminem, ktery obsahuje v poloze
para substituent, ktery pfitahuje vazebné elektrony slabéji, nez atom vodiku (vykazuje tedy
kladni indukéni efekt) a zvySuje tak elektronovou hustotu, byl 4-methylanilin. Ostatni
pouzité aromatické aminy vykazuji schopnost elektronovou hustotu sniZovat a jedna se
tedy o substituenty se ziapornym indukénim efektem. Tato skupina latek byla
reprezentovana 4-methoxyanilinem, 4-ethoxyanilinem, 4-fluoranilinem, 4-chloranilinem
a 4-bromanilinem. VSechny aromatické aminy pouZité v této praci jsou znazornény na

Obrazku 27.
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Obrazek 27: Aromatické aminy pouzité na SnyAr atomu Cl.
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Nukleofilni aromatickd substituce atomu chloru na purinovém ¢i pyrrolo[2,3-
d]pyrimidinové skeletu predstavuje relativné jednoduchou reakci nevyzadujici zadné
specialni reaktanty ¢i ¢inidla. Na Ustavu chemie je tato reakce dlouha léta provadéna
konvenénim zplisobem za atmosférického tlaku, a to bud'to v pfitomnosti baze (pii
ptipravé 2,6,9-trisubstituovanych purinll), nebo za vylouceni baze a ve vétSim piebytku
prislusného aminu (pii syntéze 2,6-disubstituovanych purint,, ptipadn¢ 4,7-
disubstituovanych pyrrolo[2,3-d]pyrimidinil). Znacnou nevyhodou takto provadénych
reakci je jejich Casova narocnost, kdy jedna reakce trva az 48 hodin. Z tohoto diivodu, a
také sohledem na nové moznosti syntézy, které se naskytly pofizenim nového
mikrovinného reaktoru, se dal$im vyznamnym cilem této diplomové prace stalo hledani
novych moZznosti nukleofilni aromatické substituce atomu chloru, v tomto pfipad¢ na
pyrrolo[2,3-d]pyrimidinovém skeletu. V ramci feSeni pfedlozené diplomové prace tak byly
vyzkouSeny celkem tfi typy reakci, pfi¢emz v prib&éhu ovéfovani reakénich podminek byl

jako modelovy aromaticky amin pouzit anilin. Mezi studované typy reakci patfily tyto:
» konvencni syntéza za atmosférického tlaku;
» konvencni syntéza za zvySeného tlaku;

» mikrovlnami asistovana syntéza za zvyseného tlaku.

5.3.1 Konvenc¢ni syntéza za atmosférického tlaku

Prvnim typem experimentu, ktery byl pouZzit pro vyménu atomu chloru v poloze 4
slouCeniny 2, byla konvencni syntéza za atmosférického tlaku (Obrazek 29). Jednotlivé
reakce byly bud'to provadény v pfitomnosti nebo za vylouceni baze, kdy jejich spolecnym

rysem bylo refluxovani reakéni smési.
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Reakce, které byly provadény v pfitomnosti baze (diisopropylethylamin (DIEA)
pouzity v 1,1 molarnim ptfebytku vic¢i vychozi slouceniné 2), nebyly uspésné, a to ani
v piipadé¢ vymény rozpoustédla, a sice propan-2-olu za ethanol. V téchto reakcich byl
aromaticky amin (anilin) pouzivan, stejn¢ jako baze, v 1,1 molarnim ptebytku vici vychozi
sloucening 2. Pribéh reakci byl monitorovan pomoci TLC, nicméné ani po 48 hodinach

nebyl pozorovan vznik jakékoliv produktu.

Do reakci, v nichz nebyla pouZita baze, byl aromaticky amin vkladan ve dvou
molarnim ptebytku vii¢i vychozi slouceniné 2. Reakce v prostredi jakéhokoliv z pouzitych
typl rozpoustédel (propan-2-ol, ethanol) probihaly ptiblizné 24 hodin. Poté byla reakéni
smés zpracovana, ziskané organické podily odpafeny na RVO piecistény pomoci sloupcové
chromatografie. PoZadovany produkt 3 byl ziskdn v uspokojivé Cistoté a vytézcich 66 %
(reakce provadéna v propan-2-olu), resp. 56 % (reakce provadeénd v ethanolu). Shrnuti

nukleofilni aromatické substituce atomu chloru na C4 pomoci anilinu poskytuje

Obrazek 28.
Cl HN :
NH
RS 2 RS
m + ©’ reflux m

N N
2 3
iPrOH 2,0 - 24 66
iPrOH 1,1 DIEA 48 -
EtOH 2,0 - 25 56
EtOH 1,1 DIEA 48 -

Obrazek 28: SnAr atomu Cl konvenéné za atmosférického tlaku.

Struktura slouceniny 3 byla potvrzena pomoci bézné pouzivanych metod strukturni
analyzy, tj. MS, NMR (Ptiloha 4) a IR. Na Obrazku 29 jsou uvedena spektra ziskana
pomoci hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci. Ve spektru prvniho tadu
ziskaného v pozitivnim skenovacim moddu (Obrazek 29A) byly pozorovany celkem tii
signaly identifikované jako protonovanid molekula [M+H]", sodny adukt slouceniny 3

[M+Na]" a sodny adukt dimeru slou¢eniny 3 [2-M+H]". Izolaci a naslednou fragmentaci
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signalu o m/z 253 (ESI-MS/MS) za podminek kolizi indukované disociace (CID, z angl.
collison induced dissociation) bylo dale zkoumdno chovani slouceniny 3 v plynné fazi.
Navic, vysledky ziskané tandemovou hmotnostni spektrometrii mohou byt velmi
napomocné pii potvrzovani molekularni struktury dané slouceniny. Pfi fragmentaci iontu
[M+H]" byl v MS/MS spektru pozorovan jedenkrat nabity signal o m/z 211 vznikajici
neutrdlni ztratou Castice o m/z 42 odpovidajici sumarnimu vzorci C3He (Obrazek 29B).
S nejvétsi pravdépodobnosti se jedna o propen, k jehoz vzniku doslo v disledku rozstépeni
N-C vazby mezi pyrrolo[2,3-d]pyrimidinovym skeletem a propan-2-ylem substituovanym
na N7.

A) 253.1
w0
HN
N™ R\
lN/ B\
slouéenina 3
exaktni hmotnost = 252.137 u
[M+NaJ
275.1 [2-M+Na]*
527.2
L
B) 211.0
[M+H-C H,]
v
[M+HT
2531

r-rr+r 1 ~r1r 1 T 71 T T 1 " T "™ 1T "1
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 mz

Obrazek 29: Vysledek ESI-MS/MS analyzy slouceniny 3.

5.3.2 Konven¢ni syntéza za zvySeného tlaku

Jelikoz vysledky komentované v predchazejici kapitole nebyly uspokojivé, a to jak
ve smyslu délky reakéni doby, tak také vytézki, v nichz byl pozadovany produkt

vyizolovan, bylo rozhodnuto provést nukleofilni aromatickou substituci atomu atomu Cl
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v poloze 4 slouceniny 2 pomoci konvenc¢ni syntézy za zvySeného tlaku. Pro tyto ucely byla
pouzita specialni tlustosténna uzaviratelna reakéni zkumavka (Ptiloha 1), ve které je mozné

provadeét syntézy az do tlaku 12 atmosfér.

Provedeno bylo celkem dvanact reakci, které byly co do podminek analogické jako
v ptipad¢ konvenc¢ni syntézy za atmosférického tlaku, samoziejmé s tim rozdilem, Ze byly
provadény za tlaku zvySeného. Podle typu pouzitého rozpoustédla byla zvolena rozdilna
teplota, pfi niz byly jednotlivé reakce provadény, kdy v ptipadé propan-2-olu to bylo
100 °C, zatimco byl-li jako rozpoustédlo pouzit ethanol, ¢inila teplota 114 °C. Cilem bylo,

aby ve vSech ptipadech bylo v reakéni nadobé€ dosazeno tlaku ptiblizné 4 atmosfér.

Hodnota maximalni teploty, na kterou lze zkumavku s reakéni smési zahtat, byla
vypoc€itdna pomoci Antoineovy rovnice (1.1), kterou vypocitdme tlak nasycenych par
rozpoustédla, pticemz hodnoty A, B a C jsou konstanty rozpoustédla, a pomoci rovnice
odvozené z Gay-Luccasova zakona (1.2), jenZ slouZi pro vypocet tlaku plynu nad
kapalinou. Spojenim dvou zminénych rovnic lze ziskat vztah (1.3) pro vypocet teploty, pod

kterou lze reakci bezpecné provést.

A—B
log,,p° = It (1.1)
P
Pr=T2" (1.2)
A—E
p2=rgw§—1+mm (1.3)

Jednotlivé reakce, at’ za pouZiti baze ¢i vétsiho prebytku aromatického aminu, byly
provadény po dobu 4, 8 a 12 hodin, kdy po uplynuti této doby byla reakéni smés ponechana
vychladnout na laboratorni teplotu (cca 60 minut), ihned poté byl pfipraven vzorek, ktery
byl zanalyzovan na GC-MS. Zda se byti pon¢kud piekvapujici, Ze v Zaddném z provedenych
experimentl nebyl v chromatomagramu pozorovan pik odpovidajici pozadovanému
produktu. Detekovany byly pouze piky naleZici anilinu a vychozimu pyrrolo[2,3-
d]pyrimidinu 2. Obecné schéma uskutecnénych experimentil je zndzornéno na Obrazku 30,

pod nimz jsou podminky, pfi nichZ byly experimenty provadény, bliZe specifikovany.
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. i iPOH 2,0 -

. i | ipoH 2,0 - 8
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v iPOH 1,1 DIEA
v | ipOH 1,1 DIEA 8
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. xii | EoH 1,1 DIEA 12

Obrazek 30: SnAr atomu Cl konvencné za zvySeného tlaku.

5.3.3 Mikrovlnami asistovana syntéza

S ohledem na wvysledky =ziskané pomoci syntetickych postupti uvedenych
v pfedchazejicich dvou kapitolach, ale zejména pak na aktualn€ se naskytnuvsi moZnost
vyplyvajici z pofizeni mikrovinného reaktoru pro syntézu na Ustav chemie FT UTB ve
Zling, bylo rozhodnuto vyzkouset nukleofilni aromatickou substituci pravé pomoci této
bezesporu efektni metody. Pro tyto tcely byl pouzit mikrovinny reaktor Discover od firmy
CEM. Na tomto mist¢ se jako velice diilezité jevi uvést, Ze veskeré mikrovlnami asistované

syntézy provadéla, po prvotnim proskoleni, autorka prace zcela samostatné.

Prvni experiment byl proveden podle postupu uvedeného v literatuie [26], kdy byl
do reakéni smési vlozen jak aromaticky amin (opét modelovy anilin), tak také baze
(diisopropylethylamin, DIEA) v 1,1 molarnim pfebytku vici vychozimu purinu 2. Reakce
probihala v prostiedi ethanolu pii teploté¢ 120 °C a maximalniho vykonu 150 W po dobu 10

az 40 minut (Obrazek 31). Okamzitou analyzou reakéni smeési pomoci GC-FID bylo
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v fadech né¢kolika desitek minut po ukonceni dané reakce ziejmé, zda byl experiment
uspésny ¢i nikoliv. Nutno podotknout, ze pted prvni ,,0strou* analyzou provedenou na GC-
FID, byly proméieny standardy vSech pouzitych reaktanti, tedy vychoziho chlor derivatu 2,
aromatického aminu (anilin) a pozadovaného produktu. Ani v jednom piipad¢ vSak nebyl
v chromatogramu pozorovan pik sretenénim c¢asem odpovidajicim pozadovanému

produktu.

S x O

amin (1,1 ekviv.),
N™ ™~ AN ~amin (2,0 ekviv.) N~ AN DIEA (1,1 ekviv.) N™ ™% A\

l > |l

MW (150 W, 120 °C) ”\N/ N, MW(150 W, 120 °C)

<N “~N
N EtOH, 40 minut EtOH, 40 minut N
3 )\ 2 )\ 3 )\

Obriazek 31: Mikrovlnami asistovana SnAr atomu Cl za pouZiti/vylouceni baze.

S ohledem na vySe uvedené bylo rozhodnuto od tohoto typu postupu dale upustit
a soustfedit se pouze na postup za vylouceni baze, kdy byl aromaticky amin do reakéni
smési vkladan ve dvou molarnim pfebytku. Ostatni podminky byly stejné, jako tomu bylo
v predchéazejicim piipadé, s tim rozdilem, ze reakce probihala 40 minut (Obrazek 31).
Analyza GC-FID potvrdila vznik ofekdvaného produktu 3, kdy pik odpovidajici této latce
(tr = 21,4 minut) byl v chromatogramu pozorovan, pficemz jeho relativni zastoupeni, dle

integralni intenzity plochy piku, ¢inilo 74 %.

Nasledné byla provedena tada experimentl, jejichz cilem bylo zoptimalizovat
podminky mikrovlnami asistované syntézy tak, aby byl ocekavany produkt ziskan v co
mozna nejvyssim vytézku a nejkratSim case (pieci jen 40 minut se zdalo byt na tento typ

syntézy ponékud hodng).

Jako prvni byl studovan vliv pouzit¢ho typu rozpoustédla a vykonu na pribéh
reakce. Pouzity byly celkem tii typy rozpoustédel, a sice ethanol a propan-2-ol, jakozto
zastupci protickych polarnich rozpoustédel (pouzivané také pii konvencnich syntézéach) a
dimethylsulfoxid (DMSO), rozpoustédlo polarni aprotické. Reakce byly provadény pii
teploté 120 °C po dobu 40 minut. Nasledné byla reakéni smés podrobena analyze pomoci
GC-FID. V Tabulce 1 jsou ziskané vysledky shrnuty, pfi¢emz v poslednich tfech sloupcich

je uvedeno relativni zastoupeni, dle integralni intenzity plochy piku v procentech, pro
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vSechny tfi pouZzité reaktanty, tedy anilin, chlor derivdt 2 a pozadovany produkt 3.
Z Tabulky je patrné, ze DMSO se nejevi pro potieby této reakce jako vhodné, kdy ani pfii
pouziti nejvyssiho vykonu (200 W) nedoSlo k uplnému zreagovani vychozi slouceniny.
Velmi podobnych vysledki bylo dosazeno v ptipadé obou protickych polarnich
rozpoustédel, pficemz jako vhodnégj$i byl nakonec vybrdn ethanol. Ten byl pouzivan ve

vSech dalSich optimaliza¢nich reakcich.

Tabulka 1: Optimalizace mikrovlnami asistované syntézy 1.

| EOH 100 120 26 2 72
. EOH 150 120 40 25 1 74
| EOH 200 120 40 20 1 79
. iPrOH | 100 120 40 26 4 70
| iPfOH | 150 120 40 21 5 74
. iPrOH | 200 120 40 25 4 71
. DMSO | 100 120 40 40 24 36
. DMSO | 150 120 40 31 14 55
| DMSO 200 120 40 25 9 66

“ relativni zastoupeni dle integralni intenzity plochy piku

Nasledné bylo pfistoupeno ke studiu vlivu maximalniho vykonu na priibéh reakce,
kdy byly zvoleny tfi hodnoty, a sice 100, 150 a 200 W. Jednotlivé reakce byly provadény
po dobu 10, 20, 30 a 40 minut. Ziskané vysledky jsou shrnuty v Tabulce 2, kdy je patrné,
ze nejrychleji byla vychozi latka spotfebovavana pti nejvyssim pouzitém vykonu (200 W),
kdy jiZ po 30 minutych zbyvalo v reakéni smési ptiblizné 4 % vychozi latky (dle GC-FID).
Ackoliv po 40 minutich se zdaly byt ziskané vysledky pii danych vykonech velmi
podobné, tak s ohledem vySe uvedené (rychlost pribéhu reakci pfi rizném vykonu), byl

jako nejvhodnéjsi zvolen vykon o hodnoté 200 W.
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Tabulka 2: Optimalizace mikrovlnami asistované syntézy II.

100 120 10 59 40 1
] 20 54 34 12
I 30 32 11 57
] 40 26 2 72
150 120 10 58 39 3
e 20 48 30 22
e 30 26 9 65
e 40 20 2 78
200 120 10 59 36 5
] 20 44 20 36
] 30 28 4 68
e 40 22 1 77

“ relativni zastoupeni dle integralni intenzity plochy piku

59

— 136
214

5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 225 25.0 min

Obrazek 32: Vysledky GC-FID analyzy reakcnich smési ziskanych MW syntézou (EtOH,
200 W, 120 °C) po 10, 20, 30 a 40 minutach (¢erna - 10 min, rizova - 20 min, modra - 30

min, hnéda - 40 min).

Na Obrazku 32 jsou uvedeny chromatogramy ziskané metodou GC-FID
analyzovanych reak¢énich smési pochdzejicich zreakci provadénych v ethanolu pfi

maximalnim vykonu 200 W, teploté 120 °C a ¢ase 10 (Cerna), 20 (rizova), 30 (modrd) a 40
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(hnédd) minut. Reten¢ni €asy pro jednotlivé slouceniny byly nésledujici: anilin (5,9 min),
sloucenina 2 (13,6 min) a pozadovany produkt 3 (21,4 min). Z obrazku je patrny ubytek
vychoziho chlor derivatu 2 a zdroven narlst intenzity piku odpovidajiciho poZzadovanému

produktu 3.

Poté, co byl jako nejvhodnéjsi rozpoustédlo zvolen ethanol a nejlépe se jevici
maximalni vykon 200 W, bylo pfistoupeno ke studiu vlivu teploty na pribéh reakce.
Jednotlivé reakce byly provadény pfi teplotach 100, 110, 120, 130, 140 a 150 °C, kdy délka
reakce Cinila 10, 20, 30 a 40 minut. Ziskané vysledky jsou sumarizovany v Tabulce 3,
pfiCemz je patrné, ze teplota, pii niz byly reakce provadény, méla na jejich pribéh znaény
vliv. Jinymi slovy, s rostouci teplotou byl prubéh reakce rapidnéjsi a ke spottebovani

vychozi latky (tedy chlor derivatu 2) doslo v krat$im case.

Tabulka 3: Optimalizace mikrovlnami asistované syntézy III.

100 200 EtOH 10 61 37 2
e 20 60 37 3
e 30 57 34 9
R 40 48 24 28
a0 200 EtOH 10 60 37 3
R 20 57 36 7
R 30 46 25 29
I 40 30 12 58
L1200 200 EtOH 10 59 36 5
R 20 44 20 36
R 30 28 4 68
I 40 22 1 77
130 200 EtOH 10 52 35 13
I 20 27 12 61
R 30 15 2 83
R 40 14 1 85
C 140 200 EtOH 10 36 22 42
] 20 16 1 83
R 30 16 1 83
I 40 18 1 81
150 | 200 EtOH 10 40 13 47
I 20 26 0 74
I 30 26 0 74
s 40 26 0 74

“ relativni zastoupeni dle integralni intenzity plochy piku
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Jako piiklad lze uvést teplotu 140 °C, pii jejimz pouziti bylo v reakéni smési po
10 minutach pouze 22 % vychozi latky, zatimco pii teplotach 100-130 °C to bylo pfiblizné
36 %. Na druhou stranu, ani pii teploté¢ 140 °C nedoslo k uplnému zreagovani vychozi
latky, kdy jeji relativni zastoupeni v reakéni smési ¢inilo od 20 do 40 minuty pouhé 1 %.

To je patrné také z chromatogrami uvedenych na Obrazku 33.

5.0 7.5 10.0 12,5 15.0 17.5 20.0 22.5 min

a
[Fe]

Obrazek 33: Vysledky GC-FID analyzy reakénich smési ziskanych MW syntézou (EtOH,
200 W, 140 °C) po 10 a 40 minutach (¢erna - 10 min, riZzova - 40 min).

Jako nejlepsi se tak jevila nejvyssi pouzita teplota, tedy 150 °C, pfi jejimZ pouziti
¢inilo po 10 minutich relativni zastoupeni vychoziho chlor derivatu 2 jen 13 %. Po 20
minutach jiz nebyla vychozi latka v reakéni smési obsazena vibec, proto byla zkracena
reakéni doba na 15 minut, pficemZ analyzou GC-FID bylo zjiSténo, Ze se vychozi
slouCenina v reakéni smési nenachazi (detekovany byly pouze piky odpovidajici svymi
retenénimi €asy anilin a poZadovany produkt 3. Pfedmétny chromatogram je znazornén na

Obrazku 34.

214

— 59

5.0 75 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 225 25.0 min

Obrazek 34: Vysledek GC-FID analyzy reak¢ni smés ziskané MW syntézou (EtOH,
200 W, 150 °C, 15 minut).
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Poté, co byly ukonCeny optimalizacni experimenty, bylo pfistoupeno k syntéze
uvazovanych sloucenin. Podminky, jakoz i vytézky, v nichz byly jednotlivé slouceniny

ziskany (po purifikaci sloupcovou chromatografii), jsou znazornény na Obrazku 35.

R
Cl HN”
= . . =
N | N\ amin (2 ekviv.), EtOH N | N\
KN ;\ MW (200 W, 150 °C), 15 min \N ;\
2 3-9
3 (88 %) 4 (84 %) 5 (39 %) 6 (91 %)
R =
O OO\/ O
7(72°%) 8 (53 %) 9 (81%)

Obrazek 275: Mikrovlnami asistovana syntéza novych derivata pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu.

Jak je z Obrazku 36 patrné, Ctyfi ze sedmi syntetizovanych latek (slouceniny 3, 4, 6
a 9) byly ziskdny ve vybornych vytéZzcich, vysSich nez 80 %. Methoxyderivat 7 byl
1zolovan v uspokojivém vytézku 72 %. Pon€kud piekvapujici byla skutecnost, Ze vytézek
slouceniny 8 c¢inil pouze 53 %. Tato reakce byla, pro jistotu, provedena opakované, vzdy
s velmi podobnym vytéZkem pohybujicim se v rozmezi 50-53 %. S ohledem na skute¢nost,
ze GC-MS analyza reakéni smési provedend bezprostfedné po ukonceni reakce neprokazala
pfitomnost vychoziho chlor derivatu 2, bude nizky vytézek, v niz byla pozadovana
sloucenina 8 ziskdna, ovlivnén bud’to postupem pii zpracovani reakéni smési, piipadné
v pribéhu ¢isténi surového produktu pomoci sloupcové chromatografie. Podobny vysledek
byl i v ptipad¢ slouCeniny 5. Tato sloucenina byla izolovana ve vytézku pouze 39 % a proto
byla taktéz reakce provedena znovu, avSak s vytézkem jesté mensim (35 %). Divodem

bude ziejme tvorba srazeniny ihned po dokonceni reakce.
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Struktura pfipravenych sloucenin byla navrzena pomoci béznych metod strukturni
analyzy, konkrétné¢ pak infracervené spektroskopie, hmotnostni spektrometrie
a spektroskopie nuklearni magnetické rezonance. Nize budou popsany vysledky ziskané

pomoci GC-MS, ESI-MS a '"H NMR pro slouceninu 8.

Jako prvni bylo nebytné potvrdit, zda je po provedeni sloupcové chromatografie,
pozadovany produkt chromatograficky Cisty tzn., zda byl v prib&hu ¢isténi odd€len veskery
nezreagovany aromaticky amin, v tomto piipadé tedy 4-ethoxyanilin. Na Obrazku 36A je
znazornén chromatogram surové reakéni smeési analyzované bezprostfedné po ukonceni
mikrovlnami asistované syntézy pomoci GC-MS. V chromatogramu lze pozorovat dva
piky s reten¢nim ¢asem 10,5 minuty a 27,7 minuty, které¢ byly pomoci studia ziskanych EI-
MS spekter charakterizovany jako 4-ethoxyanilin a poZzadovany produkt 8. Nasledovalo
¢isténi surového produktu pomoci sloupcové chromatografie a analyza jednotlivych
izolovanych frakci. Na Obrazku 36B je uveden chromatogram, ktery lze povaZovat za
jednoznacény dikaz uspésnosti sloupcové chromatografie, ponévadz v ném byl pozorovan
pouze jediny pik sretenénim casem odpovidajicim pozadovanému produktu.
Nezreagovany aromaticky amin byl tedy uspéSné¢ oddélen. Na Obrazku 36C je EI-MS
spektrum slouceniny 8, vnémz lze, vyjma signilu o m/z 296 odpovidajicimu
molekulovému iontu, pozorovat také signaly vznikajici v disledku fragmentace (coz je pro
EI-MS typické). Konkrétné to byly ionty o m/z 267 a 225 vznikajici pravdépodobné po
sob¢ jdouci fragmentaci v disledku ztraty C,Hs z molekulového iontu, nasledovanou

ztratou Cs3Hg z iontu 267 m/z za vzniku iontu o m/z 225.
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Obrazek 36: GC-MS analyza slouceniny 8. A) ¢ast chromatogramu surové reakéni smési,

B) ¢ast chromatogramu po ¢isténi sloupcovou chromatografii, ¢) EI-MS spektrum.

Struktura slouceniny 8 byla navrZena také na zaklad€ vysledki ziskanych pomoci
ESI-MS analyzy. Ve spektru prvniho fadu ziskaného v pozitivnim skenovacim mddu
(Obrazek 37A) byly pozorovany celkem tii signdly urcené jako protonovand molekula
[M+H]", sodny adukt slou¢eniny 8 [M+Na]" a sodny adukt dimeru slou¢eniny 8 [2-M+H]".
Izolaci a naslednou fragmentaci iontu [M+H]" za podminek kolizi indukované disociace
bylo studovano chovéni slou€eniny 8 v plynné fazi, stejné jako ziskdvany dodate¢né
informace slouzici k urceni (potvrzeni) molekuldrni struktury této latky. Z Obrazku 37B je
patrné, ze pii fragmentaci slouCeniny 8 byly pozorovany dvé mozné fragmentacni drahy,
vyznacujici se bud’'to neutralni ztratou C2Hy, ktera byla nasledovana ztratou CsHs, piipadné
doslo ke zminénym ztratdm v opaéném potfadi. Obé fragmentacni drdhy byly potvrzeny

fragmentaci (MS?) iontli o m/z 269 a 255.
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Obriazek 37: ESI-MS/MS spektra slouceniny 8. A) ESI-MS, B) ESI-MS/MS iontu [M+H]".

V 'H NMR spektru slou¢eniny 8 (Obrazek 38) bylo pozorovano celkem deset
signalt, coZ piesné¢ odpovidd poctu piedpokladanému. Na tomto misté, jeSté¢ pred
samotnym komentéafem ke spektru samotnému, je nezbytné uvést, Ze vSechna spektra byla
méfena v prostfedi deuterovaného dimethylsulfoxidu (DMSO-ds), coZ pfedstavuje zasadni
rozdil od vysledki prezentovanych v diplomové praci Filipa Zatloukala*’, kde byla veskera
mefeni  uskuteCnéna v deuterovaném  chloroformu, pficemz ve spektrech 4,7-
disubsituovanych pyrrolo[2,3-d]pyrimidind, které byly v rdmci diplomové prace Filipa
Zatloukala pfipraveny, byly pozorovany dvojice signald, o nichZ se 1ze domnivat, Ze jsou
atropoisomerni. Uvedena zména rozpoustédla vedla k tomu, Ze tyto atropoisomerni signaly
pozorovany nebyly. Diivody pro tento jev lze spatfovat v rozdilné velikosti obou molekul
rozpoustédla a jejich fyzikdlné-chemickych vlastnostech. Protoze vSak prozatim nebyly
provedeny zadné detailngjs$i experimenty (napft. vliv teploty mefeni v CDCIl3 na intenzitu

dvojic signalt), bylo by formulovani jakychkoliv zavéri na tomto misté ¢irou spekulaci.
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V alifatické oblasti 'TH NMR spektra latky 8 byly pozorovany celkem tfi signaly.
Prvnim z nich byl triplet v oblasti 1,3 ppm nalezici atomim vodiku methylové skupiny
ethoxylového substituentu navazaného na fenylovém kruhu (na Obrazku 38 oznaCeny
pismenem ,,h*). Dublet s posunem 1,4 ndlezi atomim vodiku z methylovych skupiny
propan-2-ylového substituentu vazaného v poloze 7 pyrrolo[2,3-d]pyrimidinového kruhu
(atomy vodiku oznaceny jako ,,e*). Atomy vodiku OCH2CH3 pochazejici z ethoxylového
substituentu (oznaceny jako ,,g*) byly pozorovany v oblasti 4,0 ppm. Septet nalezici atomu
vodiku NCH(CH3)2 vykazoval oc¢ekavany posun v oblasti 4,9 ppm. V aromatické oblasti
pak byly pozorovény signaly néleZici fenylovému kruhu substituovanému v poloze para,
ato v podob¢ dvojice dubleti (6,9 resp. 7,7 ppm). Signdly atomd vodiku navézanych na
heterocyklicky systém jsou ve spektru oznaceny pismeny ,,a%, ,,b* a ,,c*“. V neposledni fadé
byl ve spektru pozorovan signal atomu vodiku C*NHPh, a to s posunem 8,2 ppm (signal
oznadeny pismenem ,,f). 'H NMR spektra sloucenin 4, 5, 6, 7 a 9 jsou znizornéna

v Ptilohéach 5-9.
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Obrizek 38: 'H NMR spektrum slouceniny 8.
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ZAVER

V ramci ptredlozené diplomové prace jsou popsany a diskutovany vysledky
optimalizace pfipravy latek s pyrrolo[2,3-d|pyrimidinovym skeletem, obsahujici ve své
struktufe aromatické aminy a dale pak vysledky syntézy novych, doposud nepopsanych 4,7-

disubstiuovanych pyrrolo[2,3-d]pyrimidinti.

Nezbytnou soucasti prace pro ziskani findlnich latek byla pfiprava alkylovaného
pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu 2, ktery pozdé&ji slouzil jako vychozi sloucenina pro ptipravu 4,7-
disubstiuovanych purinti. Sloucenina 2 byla pfipravena reakci komer¢né¢ dostupného 4-
chlor-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu (1) s 2-jodpropanem v prostiedi DMSO a ptitomnosti

uhli¢itanu draselného.

Dalsi dilezitou ¢asti prace byla nukleofilni aromatickd substituce atomu chloru
v poloze 4 pyrrolo[2,3-d]pyrimidinového jadra. Tento typ reakce byl proveden nejprve
konvencné za atmosférického tlaku, kde byla sloucenina 3 ziskdna pfiblizné¢ po
24 hodinach. Snaha o zkraceni reakéni doby vedla k vyzkouSeni konvencni syntézy za
atmosférického tlaku. Byla provedena série piiprav slouceniny 3 za riznych podminek
s prekvapujicim  vysledkem, kdy v zadném zprovedenych experimenti nebyl
v chromatogramu pozorovan pik odpovidajici poZadovanému produktu ¢i jiné nove
vznikajici organické slouceniny, ale pouze piky odpovidajici pouzitym reaktantim.
Nasledné byla SxAr atomu Cl provedena pomoci mikrovinného reaktoru, pficemz doslo
k optimalizaci nésledujicich reak¢nich podminek: druh rozpoustédla, maximalni vykon
mikrovinného reaktoru, teplota a Cas. VeSkeré reakce byly provadény s modelovym
substituentem (anilin), kdy jako optimalni se ukazaly byt syntézy uskutecnéné v ethanolu
pfi maximalnim vykonu mikrovinného reaktoru 200 W, teploté 120 °C, po dobu 15 minut.
Za téchto podminek doSlo jiz po 15 minutach k Uplnému zreagovani vychozi slouceniny za
vzniku pozadovaného produktu 3, ktery byl po preciSténi surové reakéni sméesi pomoci
sloupcové chromatografie vyizolovan ve velmi dobrém vytézku 88 %. Nasledné bylo
pfipraveno a strukturné plné charakterizovano celkem Sest novych 4,7-disubstituovanych
pyrrolo[2,3-d]pyrimidinovych sloucenin (4-9).

Zavérem lze konstatovat, Ze byla vyvinuta rychld mikrovlnami asistovanad metoda
pro pifipravu 4,7-disubstituovanych pyrrolo[2,3-d]pyrimidinovych sloucenin. Pfipraveno

bylo celkem Sest 4,7-disubstituovanych pyrrolo[2,3-d]pyrimidinovych sloucenin, jejichz
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struktura nebyla diive v literatufe popsana. V blizké budoucnosti bude potfeba vyvinout
ucinngjsi postup zpracovani reakéni smeési, kdy u dvou typl pfipravenych sloucenin
dochazelo ke komplikacim (tvorba srazeniny). VSechny piipravené slouceniny budou
rovnéz podstoupeny testim jejich biologické aktivity, pravdépodobné ve spolupraci

z kolegy z Univerzity Palackého v Olomouci.
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SEZNAM ZKRATEK

Ac20 anhydrid kyseliny octové

AMEBA methoxybenzaldehyd citlivy na kyselé prostiedi
AML akutni myeloidni leukémie

Btk Brutonova tyrosinkindza

CDK cyklin-dependentni kinaza

CID kolizni indukovana disociace

DEAD diethylazodikarboxylat

DIEA diethylamin

DMA dmethylacetamid

DMF dimethylformamid

DMSO dimethylsulfoxid

ESI-MS hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem
EtsN triethylamin

GBM multiformni glioblastom

GC-FID plynova chromatografie s plamenové-ioniza¢nim detektorem
GC-MS plynova chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci
IR infraCervena spektroskopie

JAK 1-3 janus kinazy typu 1-3

mCPBA kyselina m-chlorperoxybenzoova

MTX methotrexat

MW mikroviny

NMP N-methylpyrrolidin

NMR nuklearni magneticka rezonance

Pd(dppf)Cl» [1,1 bis(difenylfosfin)ferrocen]dichlorpalladium
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PivCl
PMX
PNP
PPh3
PyBroP
RVO
SNAr
TFA
THF
TK
TLC
TMSI
TPA

TPPTS

pivaoylchlorid

pralatrexat

p-nitrofenol

trifenylfosfin
bromotripyrrolidinofosfoniumhexafluorfosfat
rotacni vakuova odparka
nukleofilni aromaticka substituce
kyselina trifluoroctova
tetrahydrofuran

tyrosin kindza

tenkovrstva chromatografie
trimethylsilyljodid
12-O-tetradekanoylforbol-13-acetat

trifenylfosfin trisulfonat sodny
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PRILOHA 5: '"H NMR N-(4-FLUORFENYL)-7-ISOPROPYL-7H-
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PRILOHA 6: '"H NMR N-(4-BROMFENYL)-7-ISOPROPYL-7H-

PYRROLO|2,3-D]PYRIMIDIN-4-AMINU (5)
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PRILOHA 7: '"H NMR N-(4-METYLFENYL)-7-ISOPROPYL-7H-

PYRROLO|2,3-D]PYRIMIDIN-4-AMINU (6)
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PRILOHA 8: '"H NMR N-(4-METOXYFENYL)-7H-ISOPROPYL-7H-
PYRROLO|2,3-D]PYRIMIDIN-4-AMINU (7)

ZEV'L %
o O— Sl
Fo
o~
wn
Q
005Z— 8 - = F3
o g
@) 2
[32]
o E
T L
Leee— ¥
ﬁ Fo
L™
(<]
8rLE— - S—
1 o«
E o
C<
F o
=
568'F
606 o
ze6'Yy _
9E6'r— O === =IdIfoF
svs'?( T2 E
£96°F E=
9.6 £
@) a8
/ 5%
o E [&]
()
Q o S
c o Nz
o
0£9'9 N Lo
449'9% c / o F
L06'9 Neo] =
169 o % Z - ] =
8169 w |
1269 w— =z =/ o ]
ZE6'9 © i
8E6'9 s
€GE°L o F
092" o- ==
049°2 e
uw& - w F
189°2 = S
169°L o “
569°L r
204, 3
81ze— Y 8
]
f
ro
(=2}

SPL'6— m——ﬁ ‘D_:nz

9.5



PRILOHA 9: '"H NMR N-(4-CHLORFENYL)-7-ISOPROPYL-7H-

PYRROLO|2,3-D]PYRIMIDIN-4-AMINU (9)
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