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ABSTRAKT

V této bakalarské praci je popsana syntéza série 4,7-disubstituovanych pyrrolo[2,3-
d]pyrimidint, jejichz struktura doposud nebyla v literatuie objasnéna. Tyto latky jsou hojné
studovany diky jejich mozné biologické aktivité. Bylo pfipraveno celkem 7 novych
derivati pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu obsahujicich v poloze 4 rizné aromatické aminy
a v poloze 7 cyklopentylovy substituent, pti¢emz jejichz struktura byla navrzena pomoci
bézné¢ dostupnych spektralnich metod. Derivaty nesouci na aromatickém kruhu halogen
bude nezbytné v nejblizSi dobé podrobit opétovné purifikaci pomoci sloupcové

chromatografie s cilem ziskat tyto latky v uspokojivé Cistote.

Kli¢ova slova: pyrrolo[2,3-d]pyrimidin, aromaticky amin, alkylace, nukleofilni aromaticka

substituce, biologicka aktivita

ABSTRACT

In this bachelor thesis the synthesis of new series of 4,7-disubstituted pyrrolo[2,3-
d]pyrimidines is described. These compounds are extensively studied due to their potential
biological activity. In this work, seven novel pyrrolo[2,3-d]pyrimidine derivatives bearing
at position 4 different aromatic amines and at position 7 cyclopentyl was prepared. The
structure of prepared compounds was proposed on the bases of results obtained using
common spectral methods. In the near future, it will be necessary to make follow-up
column chromatography to obtain compounds bearing at C4 aromatic amines substituted

with halogen in satisfactory purity.

Keywords: pyrrolo[2,3-d]pyrimidine, aromatic amine, alkylation, nucleophilic aromatic

substitution, biological activity
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UvVOoD

Puriny patii do skupiny heterocyklickych latek, které jsou tvofeny dvéma cykly,
pyrimidinovym a imidazolovym. Diky své struktuie, ktera obsahuje Ctyfi atomy dusiku,
maji velmi vyznamné biologické ucCinky, diky kterym jsou hojné¢ studovany. Jako méné
prostudované se jevi bioisostery purinu a kviili tomu se tato prace zabyva syntézou novych

derivati pyrrolo[2,3-d]|pyrimidinu.

Pyrrolo[2,3-d]pyrimidiny pfedstavuji bioisostery purinu postradajici v poloze 7
(v ptipad€ cislovani purinového kruhu) atom dusiku, které jsou vyznamné svou
biologickou aktivitou a ve velké mife jsou zkoumany v oblasti medicinalni chemie jako
moznd léCiva. V nedavné dobé byla pfipravena ftada sloucenin s pyrrolo[2,3-
d]pyrimidinovym skeletem, které se v prvotnich in vitro testech jevily jako nadéjné a jsou
v soucasné dob€ podrobeny hlubSimu zkoumani jejich biologickych uc¢inka. Jako ptiklad
1ze uvést selektivni inhibitory nékterych kindz, potencionalni antivirotika ¢i antimikrobni

latky.

V prvni kapitole teoretické Casti se tato bakalafskd prace zabyva charakteristikou
purinu a jeho bioisosterli se zaméfenim se na pyrrolo[2,3-d]pyrimidin. Druhd kapitola
popisuje moznosti syntézy derivati pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu riznymi metodami, a to
zejména zavedeni riznych substituenti pomoci alkylace a nukleofilni aromatické
substituce. V posledni kapitole je popsana biologickd aktivita znamych pyrrolo[2,3-

d]pyrimidind, s cilem shrnout nejnovéjS$imi poznatky v této oblasti.

V experimentalni Casti jsou popsany vSechny syntetické postupy a vypsany spektralni
charakteristiky vSech latek, které byly v rdmci feSeni této bakaldiské prace piipraveny
a ziskdny v uspokojivé Cistote.

vvvvvv

provedenym syntézam, jejich pribéhu a ziskanym vysledkiim. Diskuzni ¢ast ma stejné
usporadani jako Cast experimentdlni, a to z divodu leps$i orientace Ctenéie. Soucdasti této
kapitoly je rovnéz komentat k vysledkiim ziskanym pomoci metod strukturni analyzy, na

zaklade kterych byla navrhovana struktura pfipravenych latek.
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I. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA PURINU A JEHO BIOISOSTERU

1.1 Obecna charakteristika purinu

Purin byl pojmenovan némeckym chemikem Emilem Fischerem v roce 1884. Prvni
syntéza této organické slouceniny vSak byla uskutecnéna az v roce 1898 (Obrazek 1). Emil
Fischer se vroce 1902 stal nositelem Nobelovy ceny za chemii, kterou ziskal za
mimofadnou praci na syntéze cukrti a purint.'? Sloudeniny purinu jsou dusikaté
heterocyklické latky, tvofené pyrimidinovym a imidazolovym kruhem, se ¢tyfmi atomy
dusiku v molekule. Tti z téchto atoml dusiku maji zadsadity charakter a podobaji se
atomim dusiku v pyridinu, kdy jejich nevazebné elektronové pary v orbitalech sp? lezi
v roving kruhu. Ctvrty atom dusiku neni zasadity a jeho nevazebny elektronovy pér je
soucasti aromatického m-elektronového systému. Tyto slouceniny se vyznacuji specifickym
¢islovanim znazornénym na Obrazku 1. Purin je krystalicka latka o bodu tani 217 °C. Je
siln€js$i zasadou (pKa = 2,4) nez pyrimidin (pKa = 1,3), ale slabsi nez imidazol (pKa =

8.,9). Purin v kombinaci se silnymi kyselinami tvofi soli.

0 Cl
H /K
HN)irN PC N7 SN
| >=o — | H—ci
O)\N ﬁ CIAN/\E
H
HI| PH,l

'
I
s N N
1N = 5 \ Zn N ~ \
I e N
s H H
Obrazek 1: Prvni syntéza purinu podle Emila Fischera.

Purin se teoreticky muze vyskytovat ve Ctyfech moznych tautomernich formach

(Obrazek 2). Mezi nejbéznéjsi a nejstabilnéjsi formu patii 9H-purin s atomem vodiku na

atomu dusiku v poloze 9. Dal$imi moZnostmi pak jsou 7H-purin, 3H-purin a 1 H-purin.’
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H
N7 SN NN N7 SN HN SN
l/I \ /\/[ L /\I/i \ \
kN/ H> MN/ N/> LH \N> k\N \N>
9H-purin 7H-purin 3H-purin 1H-purin

Obrazek 2: Tautomerni formy purinu.

Purin se voln¢ v pfirodé témét nevyskytuje, ale je obsazen ve velkém mnozstvi
vyznamnych molekul. Mezi nejznaméjsi derivaty patii adenin (6-aminopurin) a guanin (2-
amino-6-oxopurin), dusikaté baze vazané v nukleovych kyselinach a nukleosidech. Mezi
v malém mnozstvi v mo¢i a krvi, u plazi a ptakl je poslednim produktem latkové
pfemény. V lidském organismu se produkuje ve vét§im mnozstvi pii poruchach ledvin, kdy

dochazi ke vzniku ledvinovych a mo¢ovych kament.?

NH, o] @]
H
N SN HN N HN N
P ANy e
N H H>N N H o H H
adenin guanin kyselina mocova

Obrazek 3: Strukturni vzorce vybranych derivat purinu.
Mezi N-metylderivaty, kterym je pfisuzovan relativné velky fyziologicky vyznam, patfi
theofylin, theobromin a kofein. Theofylin, neboli 1,3-dimetylxantin, se nachazi
v nepatrném mnozstvi v ¢ajovych listcich. Ma silny diureticky t¢inek, a proto se pouziva
v I€karstvi jako diuretikum. Teobromin, neboli 3,7-dimetylxantin, tvoii cennou soucdst
kakaovych bobl. Podobné jako theofylin je dalezitym, ale pon€kud slabSim diuretikem.
Kofein, neboli 1,3,7-trimetylxantin, je hojn¢ zastoupeny v rostlinéch, nejvice vSak v zelené
kavé a v cajovych listcich. Kofein ma stimulujici G¢inek na c¢innost srdce a centralni

nervovou soustavu.’

o) o) o)
~ /UIH N/ ~ N/
N HN N
) ) klb
o)\,TI N O)’\rl\, N O)\T N

theofylin theobromin kofein

Obrazek 4: Vybrané N-metylderivaty purinu.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

1.2 Bioisostery purinu

Bioisostery Ize definovat jako latky strukturné podobné vychozi slouceninég, liSici se
zaménou funk¢éni skupiny, nebo rozlozenim atomu ve struktute. Tyto zmény mohou vést
k odlisSnym fyzikdlnim a chemickym vlastnostem bioisosteru ve srovnani s pivodni
molekulou. Jako ptiklad Ize uvést reaktivitu, rozpustnost, hydrofobicitu ¢i elektrostaticky
potencial. Vzhledem k tomu, Ze se se syntézou novych bioisosterti 1ze velmi Casto setkat
v oblasti medicinalni chemie, jsou hojné studovany také vlastnosti sloucenin typické pro
toto odvétvi, zejména pak vliv zmény na struktury na biologickou aktivitu bioisosteru, jeho
celkovy farmakologicky profil ¢ snizeni nezddoucich efektl.” Bioisostery purinu jsou
syntetizovany nckolikastupfiovymi procesy, pies velké mnozstvi meziprodukti. Doposud
bylo popsano 11 bioisosterti purinu, které se 1isi svym prostorovym uspotradanim atomi
v molekule. Tyto zmény se tykaly pfesunu atomu dusiku v molekule, odebrani jednoho
atomu dusiku v molekule z ptivodnich ¢tyf na tii, nebo naopak pfidani jednoho atomu

dusiku za vzniku slou¢eniny obsahujici p&t atomi dusiku. ®

H
L LA~ A2 Y,

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

Ly \\ / e Ly

pyrazolo[3,4- d]pyr|m|d|n / triazolo[4,5- d]pyrlmldln
N

N
k/ \,N>

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

= N’N\ N,\\l:\> %\N N
q/lc-\__) &N/ H N§.)§‘/N>

pyrazolo[1,5-a]pyrimidin pyrrolo[2,3-d]pyrimidin imidazo[1,2-a]pyrazin

Obrazek 5: Struktura znamych bioisostertl purinu.
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1.2.1 Pyrrolo[2,3-d]pyrimidin

Pyrrolo[2,3-d]pyrimidin, znamy také jako 7-deazapurin, je bezbarva krystalicka latka
liSici se od purinu absenci jednoho atomu dusiku v molekule, konkrétné pak atomu dusiku,
ktery se v molekule purinu nachazi v poloze 7. Tim se zménilo i ¢islovani této molekuly od
puvodni latky (Obrazek 6). Pyrrolo[2,3-d]pyrimidiny jsou tfidou kondenzovanych
heterocykll zajimavych z pohledu jejich biologické aktivity. Jejich tvar pfipomind purin,
a proto mizou nahradit purinové nukleosidy v DNA a RNA. Nékteré 7-deazapurinové
nukleosidy se také objevuji v pfirodé¢ a to jak v podob& nukleosidl, tak jako slozky
nukleovych kyselin. Mezi nejznaméjsi patii Queuosin, obsazeny v tRNA prokaryotickych

a eukaryotickych organismech, a Tubercidin, ktery ma antifungédlni a tuberkulostatické

9,10

vlasnosti.

Obrazek 6: Cislovani purinového a pyrrolo[2,3-d]pyrimidinového skeletu.
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2 SYNTEZA DERIVATU PYRROLO|2,3-D]PYRIMIDINU

Nové 6-substituované pyrrolo[2,3-d]pyrimidiny jako potencidlni protinadorova ¢inidla
s vicenasobnymi cili inhibice popisuje ve své praci Xing a kolektiv.!! Klicovy
meziprodukt,  ethyl(2-amino-4-oxopyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-yl)acetat, byl  ziskdn
kondenzacni reakei 2,4-diamino-6-hydroxypyrimidinu s ethyl-4-chloracetoacetatem. Tyto
dve¢ latky spolu reagovaly ve vodném roztoku octanu sodného (AcONa) za vzniku 6-

substituovaného intermediatu, ktery byl ziskédn po 18 hodinach refluxu (Obrazek 7).
0] O 0

HN | . CI/\[(\’-(OEJ( AcONa, H,O HN | \
)\\ reflux, 18 h /I\\\N H

H,N™ N7 TNH, O O H,N

OEt

Obrazek 7: Piiklad syntézy pyrrolo[2,3-d]pyrimidinového skeletu.

2.1 Alkylace a nukleofilni aromaticka substituce na C4 a N7

Thiyagarajan a kolektiv'? popisuji ve své praci syntézu karbocyklickych nukleosidi 4-
methoxy-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidinti, jakoZzto novych sloucenin s piedpokladanou
antivirovou aktivitou (Obrazek 8). Jako vychozi latka byl pouzit komeréné dostupny 4-
chlor-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin, ktery byl v prvnim reakénim kroku ponechan reagovat
s bezvodym methanolem, v pfitomnosti KOH, kdy reakéni smés byla refluxovana po dobu
4 hodin pod ochrannou atmosférou (N2). Produkt této reakce, pii niZ doslo k substituci
atomu chloru v poloze 4 za methoxy skupinu, byl ziskan ve velmi dobrém vytézku 85 %.
Nasledné pfistoupili autofi k zavedeni halogenu do polohy 5 pyrrolo[2,3-d]pyrimidinového
kruhu, konkrétné pak atomu chloru, bromu ¢i jodu. Jako zdroj daného halogenu slouzil
odpovidajici ,,N-halosukcinimid®, pficemz reakce probihala v bezvodém DMF za
laboratorni teploty pod ochrannou dusikovou atmosférou. Po piecisténi surové reakcni
smési pomoci sloupcové chromatografie byly pozadované produkty, uréené pro dalsi

syntézu sloucenin s potencidlni antivirotickou aktivitou, ziskany ve vytézku 78-83 %.
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~ ~
Cl 0 0 X
N-Xsukcinimid

\ MeOH,KOH ~ N” S\ X=CLBrl N7 S\ X=CI(78 %)
k 80 °C L ovr, 25°c. U _ X = Br (80 %)
N N ' NT TN X=1(83%)

H H

85 %

Obrazek 8: Priklad syntézy 4,5-disubstituovaného pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu.

Syntézu novych pyrrolo[2,3-d]pyrimidinovych inhibitort kindz Mpsl/TTK rakoviny
prsu uvadi ve své praci Sugimoto a kolektiv.!* 2-Chlor-N-cyklohexyl-7H-pyrrolo[2,3-
d|pyrimidin-4-amin ziskany v prvnim reakénim kroku byl pfipraven reakci 2,4-dichlor-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu s cyklohexylaminem, v pfitomnosti triethylaminu (TEA) jako
baze. Reakéni smés byla refluxovéana v ethanolu pies noc, pfi¢emz pozadovany produkt byl
ziskan ve vytézku 78 %. Tento meziprodukt dale reagoval s di-ferc-butyl dikarbonéatem,
v prostiedi ~ 4-dimethylaminopyridinu ~ (DMAP),  diisopropylethylaminu  (DIEA)
a dichlormethanu (DCM), kdy po pouhych 15 minutich refluxovani reakéni smési vznikl

pozadovany produkt, ktery byl ziskan ve vytézku 85 % (Obrazek 9).

cl ’ :
NH, .
N7 _TEA EtOH _
)\\ | \ ¥ O/ reflux \Jt\l'/x
N
H

N
Cl N H
78 %

di-terc-butyldikarbonat, | reflux,
DMAP, DIEA, DCM |15 min

A

NZ N\

PR |

cl N N

Obrazek 9: Priklad syntézy 2,4,7-trisubstituovaného pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu.
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Syntézu nového 7-deazapurinu s N-1 substituovanym 1,2,3-triazolem popisuje ve své
praci Bistrovi¢ a kolektiv,'* ktefi se zabyvali syntézou malych molekul purinu a jeho
bioisosterii s naslednym prozkoumanim biologické aktivity pfipravenych latek. Nejdiive
byla provedena alkylace komer¢né¢ dostupného 4-chlor-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu
propargylbromidem v DMF za ptitomnosti baze (K>CO3 nebo NaH), ¢imz byl ziskan
klicovy meziprodukt pro dalsi substituci. Alkylace vychozi latky probihala 24 hodin pii
60 °C pod ochrannou argonovou atmosférou. Autofi v praci neuvadi vytézky
meziprodukti, protoze byly pouzivany pro dalsi reakéni kroky bez jejich izolace, purifikace
a blizsi strukturni charakteristiky. Poté byla provedena 1,3-dipolarni cykloadice vzniklého
meziproduktu s riznymi aromatickymi azidy obsahujicimi na aromatickém jadre
elektronové bohaty substituent (F, Cl, CF3). Reakce byly provadény v mikrovinném
reaktoru za pfitomnosti siranu médnatého, elementarni médi a vodného roztoku ferc-
butanolu. Kazda z reakci probihala po dobu 45 minut pti 80 °C a vykonu 300 W. Findlni
produkty byly ziskany ve vytézcich 29-80 %.

cl cl
N7 N\ B K,CO3/NaH N7 N\
LYz S

NT N 60 °C. 24 h N~ N

"azid", Cu,| MW 300 W,

~
F FaC CuSO, (80 °C, 45 min
\Qﬁ\ Oﬁ\ cl
cl F N7 | N\
\© @ K\N N
S oL R
y N

-

N

N
- I
29-80%  N=N

Obrazek 10: Ptiklad syntézy 4,7-disubstituovaného pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu.

2.2 Cross-couplingové reakce

Dal$i moznost pfipravy derivati pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu pfedstavuji cross-
couplingové reakce. Tyto reakce jsou katalyzovany palladiem nebo niklem a jejich
typickou vlastnosti je zna¢na citlivost na pfitomnost kysliku. Musi se tedy provadét

v inertni atmosféie. NejpouzivanéjSim palladiovym katalyzatorem, ktery je velice stabilni
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v krystalickém stavu, je tetrakis(trifenylfosfin)palladium [Pd(PPhs)4]. Pod argonovou

atmosférou se d4 skladovat pti —20 °C mnoho mésici. '

Ptipravu 4,5,7-trisubstituovaného derivatu pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu, za Gi¢elem vyuziti
ziskanych atropoisomert ke zvysSeni cilové selektivity inhibitorovych kinaz, publikuje ve
své praci Smith a kolektiv.'® 4-Chlor-7-cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d|pyrimidin byl ziskan
tfistupiiovou syntézou. Poté byl zaveden atom jodu do pozice 5 reakci 4-chlor-7-
cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu s N-jodsukcinimidem v dichlormethanu. Jako
katalyzator byl pouzit trifenylfosfinsulfid. Reakce probihala pii laboratorni teploté jednu
hodinu. Po odpafeni dichlormethanu a pfecisténi surového produktu byla ziskana bila
pevna latka ve vytéZku 78 %. Nasledovala cross-couplingova reakce 4-chlor-7-cyklopentyl-
5-jod-7H-pyrrolo[2,3-d|pyrimidinu s (2-halogen-5-methoxyfenyl)boronovou kyselinou za
pouziti palladiového katalyzatoru. Reakce probihala 48 hodin pod ochrannou argonovou
atmosférou pti teploté 95 °C. Vysledny produkt byl vyc€istén pomoci sloupcové
chromatografie. Byl-li v poloze 2 boronové kyseliny atom chloru, Cinil vytézek reakce
35 %. Kdyz se v poloze 2 boronové kyseliny nachazel atom bromu, byl vytézek 57 %. Oba

vzniklé vycisténé produkty byly vyizolovany v podobé oranzového oleje.

MeQ,
Cl Cl I Cl
NIS (1,2 ekviv.) MeO B(OH)2 10% Pd(PPha) X
NI T, _10%(PhyP=s N)\ﬂ N \C[ K,CO; (2,0 ekviv) NI Sy
= DCM,25°C, 1h = dioxan:H,0 (4:1, viv) P
kN N LN N X 95 °C, reflux, 48 h I\N N
R R (1,5 ekviv.) R

Obrazek 11: Ptiprava 4,5,7-trisubstituovaného pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu.

Syntézu novych sloucenin obsahujicich pyrrolo[2,3-d]pyrimidinové jadro uvadi ve své
praci také Lee a kolektiv.!” Jejich prace se zabyva syntézou C5-benzyl substituovanych 2-
aminopyrrolo[2,3-d]pyrimidinit jakoZto slibnych inhibitori proteinu tepelného Soku.
Syntéza pyrrolo[2,3-d]pyrimidinového kruhu byla zahdjena bromaci 3-arylpropylaldehydu
s bromem v pfitomnosti bromtrimethylsilanu (TMSBr) pfi laboratorni teploté ve smeési
dichlormethan/1,4-dioxan (10/1, v/v). Nasledovala cyklizace s 2,6-diaminopyrimidin-
4(3H)-onem, ze které vznikaly odpovidajici 3-benzyl substituované pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-4-ony. Reakce probihala pfi laboratorni teplot¢ v octanu sodném a smési

CH3CN/H20 (1/1, v/v). Pozadované produkty byly ziskany ve vytézcich 27-75%.
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| —R
/

i) TMSB, Brs (1,0 ekviv.), DCM/1,4-dioxan (10/1, viv), 25 °C:
i) AcONa (2,0 ekviv.), CHsCN/H,0 (11, viv), 25 °C, 27 - 75 %

Obrazek 12: Priprava 2,4,5-trisubstituovaného pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu.

2.3 Mikrovlnami asistované syntézy

Metody mikrovlnné syntézy nachazi v poslednich letech stdle vétsi uplatnéni pfi
ptipravé nepfeberného mnozstvi novych organickych sloucenin. Hlavni vyhodou této
metody je Casova uspora u reakci, jejichz provadéni pomoci konvenéniho ohfevu vyzaduje
nékolik desitek hodin. Jako ptiklad 1ze uvést substituce halogent na aromatickém jadte,
které jsou velmi narocné a Casove zdlouhavé. Dalsi ptrednosti mikrovinami asistovanych
reakci jsou také srovnatelné nebo dokonce vyssi vytézky, v nichz jsou ptipravované latky
ziskavany. Prieur a kolektiv uvadi ve své praci lepsi a G€¢innéjsi syntetické cesty ptipravy
substituovanych pyrrolo[2,3-d]pyrimidinG. Srovnavaji syntézu =za pouziti cross-
couplingovych reakci s metodou mikrovinné syntézy. Syntéza s pouZitim cross-
couplingovych reakci probihala v prostfedi piperidinu, Pd[P(o-tolyl)s;].Cl> jakoZto
katalyzatoru, uhli¢itanu cesného a BINAP (2,2'-bis(difenylfosfino)-1,1 -binaftyl) pfii
teploté 140 °C po dobu 24 hodin. Vytézek z této reakce €inil 68 % (Obrazek 13, cesta A).
Lepsi vysledky byly ziskany reakci vychoziho 4-chlor-6-fenyl-7-methyl-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidinu s piperidinem v prosttedi ~-BuOK (ferc-butoxid draselny) pfi teploté 140 °C
za pouziti mikrovinného reaktoru po dobu 5 minut. Vytézek této reakce byl 86 %

(Obrazek 13, cesta B).!”
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piperidin, Pd[P(o-tolyl)sl,Cl, BINAP, Cs,COx

toluen, 140 °C, 24 h, 68 % l
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piperidin/{-BuOK, CH;CN I

MW, 140 °C, 5 min, 86 %

Obrazek 13: Srovnani syntézy 4,6-disubstituovaného pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu.
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3 BIOLOGICKA AKTIVITA 7-DEAZAPURINU

7-Deazapuriny jsou vyznamné svymi biologickymi tucinky, diky kterym jsou
v posledni dobé ¢im dal vice prozkoumavany. Jejich biologickd aktivita je ovlivnéna
navazanymi substituenty na cyklu. Casto vystupuji jako protinadorové a antimikrobialni

latky, antivirotika a dalsi.

Z divodu lepsi ptehlednosti budou vyznamné slouceniny v této kapitole ¢islovany
fimskymi ¢islicemi.

Inhibiéni  vlastnosti  pyrrolo[2,3-d|pyrimidinovych derivath proti rakovinnym
bunéénym liniim a taky proti c-Met kindzam popisuje ve své praci Wang a kolektiv.
Inhibitory c-Met jsou malé molekuly, které inhibuji enzymatickou aktivitu c-Met kinaz
a maji terapeuticky uc¢inek pti 16cbe riznych typi rakoviny. Ve svém vyzkumu vyobrazuji
ptipravu nékolika 4,7-disubstituovanych derivatii a srovnani jejich inhibic¢nich vlastnosti
s Forentinibem, experimentalnim kandidatem na 1écbu rakoviny. Nejlépe znove
ptipravenych 7-deazapurinovych derivatl vySly latky I a II, jejichz antiproliferacni aktivita
proti rakovinnym buitkdm byla srovnatelna s modelovym Foretinibem, pfi¢emz u nadorové
bunééné linie MCF-7 (rakovina prsu) byla jejich inhibi¢ni koncentrace dokonce niZsi.

Nejlépe hodnocenou latkou se ale stal derivat pyrrolo[2,3-b]pyrimidinu, ktery vykazoval

19

inhibi¢ni u¢inky a vysokou selektivitu vic¢i c-Met kinazam.

MCF-7 PC-3

6,40+1,41 7,46+1,58 3,62+1,24 9,61+0,95
3,99+1,53 3,66+1,59 3,21+1,01 2,73+0,98
1,74+0,38 2,88+0,67 3,924+0,93 1,48+0,47

Obrazek 14: Struktura sloucenin I a II, srovnani jejich biologické aktivity s tofacitinibem.
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Také Sugimoto a kolektiv publikovali ve své praci nové pyrrolo[2,3-d]pyrimidiny jako
inhibitory Mps1/TTK kinaz rakoviny prsu. Mps1/TTK reguluje n€kolik procest, jako jsou
kontrola poskozeni DNA, regulac¢ni bod pro sestaveni vietena a duplikace centrozomt.
Nové syntetizované molekuly byly rovnéz podrobeny in vitro testim na cytostatické
pusobeni proti vybranym bunécnym liniim rakoviny prsu. Hodnoty inhibi¢ni koncentrace
sloucenin III, IV, V a VI se pohybovaly v rozmezi od 0,05 do 1,0 uM v ptipad¢ nékolika
bunéénych liniich rakoviny prsu. Déle byly slouceniny III a VI testovany v primarni
kultufe prsnich epitelialnich bundk a obé& latky nejevily Zadnou negativni reakci. U¢innost
proti Mps1/TTK kindzové aktivité¢ byla provadéna pomoci enzymatickych test za pouziti
rekombinantniho Mps1 - Cetn2 (specificky substrat). Sloucenina III inhibovala in vitro
kinazovou aktivitu s inhibi¢nimi hodnotami ICso = 0,0809 uMm a slouc¢enina VI s hodnotou
0,356 uM. Slouceniny IV a V byly méné ucinné. Sloucenina VI byla dale zkoumana
v profilovych kindzovych testech proti dvaceti riznym kindzam, pfi¢emz vykazovala
inhibici pouze proti dvéma z nich FAK/PTK2 a JNKI1. Tim bylo zjiSténo, Ze vykazuje
selektivitu pro kinazu Mps1/TTK."

o/\l | HN o/\’

K/N\:: :O Nl)m bN\O:O r\‘| S AN
N)\N/ N N/kN/ N
H H

Vv Vi

Obrazek 15: Strukturni vzorce sloué¢enin [1I-VI.

Vazquez a kolektiv popisuji ve své praci modifikaci selektivnich JAK1. Janus kindzy
(JAKs) jsou intracelularni tyrozinkinazy, které zprostiedkovavaji signalizaci Cetnych
cytokinil a rstovych faktorli, které se podileji na regulaci imunity, zdnétu a krvetvorby.
Existuji Ctyfi Cleny Janus kindz: JAKI, JAK2, JAK3 a TYK2. Zatimco JAKI, JAK2
a TYK2 jsou vSudypfitomné exprimovany, exprese JAK3 je z velké Casti omezena na
leukocyty. Jako vychozi latka byl pouzit tofacitinib, inhibitor Janus kinaz, ve kterém byl 3-

aminopiperidin nahrazen cis-1,3-cyklobutyldiaminem zakoncenym rtiznymi sulfonamidy.
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Tim byly ziskany vysoce G¢inné a selektivni inhibitory JAK1. Slou¢enina VII vykazovala
vynikajici farmakologicky profil ve srovnani s ostatnimi slouceninami, a proto byla dale
vylepSena. Byla 28krat selektivni vici JAK2, 340krat vici JAK3 a 43krat vici TYK2.
Slouc¢enina VII po odpovidajicim toxikologickém testovani in vivo byla postoupena do

prvni faze klinického testovani.?’

i, H O\\S//O
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e N \\“D
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Obrazek 16: Srovnani struktur tofacitinibu se slou¢eninou VIIL.

Thorarensen a kolektiv se zabyvali ve své praci syntézou ucinného, ale také
selektivniho inhibitoru JAK3. Celkem provedli syntézu dvaceti slou€enin odvozenych
od 7-deazapurinu. Nejvyssi selektivitu vykazovala pouze jedna sloucenina (VIII). Tato
slouc¢enina inhibovala JAK3 v inhibi¢ni koncentraci 33 nM, kdezto JAK1, JAK2 a TYK2
inhibovala az ve vysokych koncentracich. Srovnani inhibi¢nich koncentraci s tofacitinibem
je uvedeno na Obrazku 17. Tuto latku testuji jako potencidlni 1éCivo proti zanétlivym

onemocnénim.?!

TYK2

JAK2

JAK1

>10000 >10000 33,0 >10000

77,4 55,0 15,1 489,0

Obrazek 17: Struktura slouceniny VIII a srovnani jeji IC50 s tofacitinibem.

Parkinsonova choroba je pomalé, progresivni a druhé nejcastéj$i neurodegenerativni
onemocnéni, které postihuje vice nez 10 milionti lidi na celém svété. Bylo vyvinuto mnoho
1é¢iv, ale ty pouze mirni pritbéh nemoci. Se zvySenym rizikem Parkinsonovy choroby také
souvisi LRRK2 (leucin bohaté opakujici se kindzy 2), zname taky jako dardarin. Ding
a kolektiv uvadi ve své praci syntézu 4-ethoxy-7H-pyrrolo-[2,3-d]pyrimidin-2-amind jako
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selektivné u¢innych a biologicky dostupnych inhibitori LRRK2. Z 22 zkoumanych
sloucenin vykazovaly nejlepsi inhibi¢ni vlastnosti slouceniny IX a X. Obé slouceniny
vykazovaly dobrou expozici na CNS u potkant, ale u slouc¢eniny X byla pozorovéana nizsi
navaznost v mozku krys. Slou¢enina IX byla vybrana na dalsi farmakologické experimenty
a byla méfena jeji inhibice LRRK2 fosforylace v mozku, plicich, slezin¢ a ledvinach po
oralnim podéani. Prokézala se redukce zavisla na davce fosforylace LRRK2 v mozku
s ptiblizné 20%, 50% a 75% snizenim u 10 mg/kg, 30 mg/kg a 100 mg/kg peroralni davky.
Periferni uCinky byly vyssi s téméf tiplnou inhibici fosforylace ve vSech perifernich tkanich
(plice, slezina, ledviny) ve vSech davkach. Slouc¢enina IX neprokézala Zadnou vyznamnou

inhibici u ¢lovéka, coz naznaduje nizkou obavu z interakci mezi 1éky.?

o o ™ o o~
(\N NS (\N N%
O\) N/“\)N:ENB N : N)‘\N/ N
H H 4y H H
- IX ~° X

Obrazek 18: Strukturni vzorce slouéenin IX a X.
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II. PRAKTICKA CAST
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pristroje a vybaveni

Teploty tani (#) uvedené v bakalarské praci byly méfeny na Koflerové bloku a nejsou
korigovany. Tenkovrstva chromatografie (TLC) vyuzivand pro monitorovani reakci byla
provadéna na deskach typu Alugram Sil G/UV2s4 firmy Macherey-Nagel. Jako stacionarni
faze pro sloupcovou chromatografii byl pouzit silikagel od firmy Macherey-Nagel.
Infracervena 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 (stfedni), w (slabd), ptipadné také
sitku pasu: b (Siroky pas). Vodikova spektra z nuklearni magnetické rezonance (\H NMR)
byla méfena na piistroji BRUKER ASCEND 500 s pracovni frekvenci 500,11 MHz.
Inertnimi  standardy byly rozpoustédla 'H: &(rezidualni CHCl3) = 7,27 ppm;
O(DMSO-ds5) = 2,50 ppm. Pro ucel interpretace vodikovych spekter byly pouzity
nasledujici zkratky: s (singlet), d (dublet), t (triplet), m (multiplet). Kvalitativni analyza
reak¢nich smési a finalnich latek byla provedena pomoci plynového chromatografu
spojeného s hmotnostnim spektrometrem vybavenym kvadrupdlovym hmotnostnim
analyzatorem (Shimadzu GC-MS QP2010). Plynovy chromatograf byl vybaven kolonou
EQUITY 1 (30 m x 0,32 mm x 1,0 pum). Pro analyzy byl zvolen nésledujici teplotni
program: 100 °C/7 min; 30 °C/min s teplotou nasttiku 250 °C. Nosny plyn: He, iontovy
zdroj: 200 °C, 70 eV. VSechny GC-MS analyzy byly provedeny za linedrni konstantni
rychlosti 52 cm/s. Ve vypisech signalii z hmotnostnich spekter jsou uvedeny hodnoty
signalt s relativnim zastoupenim nejméné 5 %, vyjma molekulovych iontd. Hodnoty
intenzit vybranych fragmentl jsou uvedeny v zavorce za hodnotou m/z. ESI-IT-MS analyzy
byly provedeny na hmotnostnim spektrometru s iontovou pasti amaZon X (Bruker
Daltonics, Brémy, Némecko) vybaveném elektrosprejovym iontovym zdrojem. VeSkera
méfteni byla provedena v pozitivnim i negativnim skenovacim méodu. Do iontového zdroje
byly vzorky piivadény kovovou kapilarou pii konstantnim pritoku 3 pl'min’'. Ostatni
parametry métfeni byly nésledujici: 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. Pfipadné dalsi parametry byly optimalizovany

béhem jednotlivych experimentd. Tandemovd hmotnostni spektra byla po izolaci
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vybraného iontu méfena pomoci kolizi indukované disociace (CID). Vychozi latka 4-chlor-
7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin, reakéni cinidla arozpoustédla pro syntézy byly ziskany

z komercnich zdrojt a pouzity bez dalSich tuprav.

4.2 Syntéza novych 4,7-disubstituovanych pyrrolo[2,3-d]pyrimidini

4.2.1 Alkylace 4-chlorpyrrolo[2,3-d]pyrimidinu
Metoda A

Do banky o objemu 25 ml byl navazen 4-chlor-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin (100 mg;
0,65 mmol) a rozpustetn v 5 ml dimethylsulfoxidu. Poté bylo pfidano 174 pl 1-
bromcyklopentanu a po jeho rozpusténi bylo do reakéni smési piiddno 135 mg K>COs.
Reakce byla provadéna za laboratorni teploty a jeji priitbéh byl monitorovan pomoci TLC
(petrolether/ethyl-acetat, 4/1, v/v). Po 24 hodinach byla reakce ukoncéena, ziedéna
destilovanou vodou a extrahovédna 6 % 15 ml ethyl-acetatu. Organické podily byly spojeny
a promyty nasycenym roztokem chloridu sodného (2 x 15 ml) a suSeny nad siranem
sodnym. Surovy produkt byl zbaven rozpoustédla pomoci rota¢ni vakuové odparky (RVO)

a Cistén pomoci sloupcové chromatografie.

Metoda B

Do 25 ml bainky byl navaZen 4-chlor-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin (100 mg;
0,65 mmol) a rozpustén ve 4 ml dimethylformamidu. Smés byla ochlazena pomoci smési
vody a ledu na 0 °C, poté byl pfidan hydrid sodny (38 mg; 0,95 mmol). Po 30 minutach pfti
0 °C byla smé&s zahtata na laboratorni teplotu. Po dosaZeni laboratorni teploty byl pfidan 1-
bromcyklopentan (140 pl; 1,27 mmol) a reakéni smés byla zahiata na 60 °C na olejové
lazni. Pribéh reakce byl sledovan pomoci TLC (petrolether/ethyl-acetat, 4/1, v/v), kdy
reakce byla po 2 hodinach ukoncena. Reak¢ni smés byla ziedéna destilovanou vodou a poté
extrahovana 6 x 15 ml ethyl-acetatu. Organické Casti byly spojeny a promyty nasycenym
roztokem chloridu sodného (2 % 15 ml) a suSeny nad siranem sodnym. Surovy produkt byl

zbaven rozpoustédla pomoci RVO a ¢istén sloupcovou chromatografii.
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4-Chlor-7-cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin (2)

Cisténim sloupcovou chromatografii (silikagel, petrolether/ethyl-acetat, 4/1, v/v) byl
ziskan pozadovany produkt ve vytézku 103 mg (72 %, metoda A), resp. 105 mg (73 %,

metoda B) ve formé Zlutého oleje; #= 25 °C.

'"H NMR (CDCls): 6 1,81-1,83 (m, 2H, cPe); 1,89-1,94 (m, 4H, cPe); 2,27-2,30 (m,
2H, CHacPe); 5,24 (pentet, 1H, CHcPe); 6,66 (d, J = 3,5 Hz, C°H); 7,37 (d, J = 4,0 Hz,
CSH); 8,67 (s, 1H, C*H?) ppm. IR (KBr): 3441(w), 2960(w), 2872(w), 1587(m), 1542(m),
1453(m), 1418(m), 1356(m), 1274(w), 1231(w), 1209(m), 1147(w), 939(w), 850(w),
725(w) em’. GC-EI-MS (tr = 14,6 min); m/z(%): 223(C’CDOM", 5), 221(’CDHM", 17),
180(9), 155(C’C)M*-CsHs, 32), 154(12), 153((°C)M*-CsHs, 100), 118(34), 67(10),
41(27). ESI-MS (pos.) m/z (%): 469,1 [2-:(C7Cla)M+Na]* (9); 467,1 [2-(*°CI+*Cl)M+Na]*
(60); 465,1 [2:(°Cl)M+Na]* (98); 246,0 [M+Na]* (35); 244,0 [M+Na]* (100); 224,0
[(7C1) M+H]" (34); 222,0 [(**C1) M+H]" (97).

4.2.2 Nukleofilni aromaticka substituce slou¢eniny 2

Do baiiky s kulatym dnem byla navdzena sloucenina 2, ktera byla rozpusténa ve
vypoc¢itaném mnoZstvi propan-2-olu. Poté byl do vzniklého roztoku pfidan pfisluSny
aromaticky amin v dvoumoldrnim nadbytku. Reakéni smés byla zahfivana na olejové lazni
pifi  teplot¢ 90°C, <¢imz dochazelo krefluxu pod zpétnym  chladicem
zakoncenym chlorkalciovym uzavérem. Prubéh reakce byl monitorovan pomoci TLC
(petrolether/ethyl-acetat, 1/1, v/v). Po ukonceni reakce (indikované Uplnym vymizenim
vychoziho purinu) byla reakéni smés ochlazena na laboratorni teplotu, zfedéna vodou a
6krat extrahovana 15 ml ethyl-acetatu. Organické podily po extrakci byly spojeny a 2krat
promyty 15 ml nasyceného roztoku chloridu sodného a dany suSit nad siran sodny.
Rozpoustédlo bylo odpafeno pomoci RVO a surovy produkt byl ¢istén na sloupcové

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

Sloucenina 3 byla pfipravena podle obecného postupu z vychozich navazek: 4-chlor-7-
cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin (2) (150 mg; 0,68 mmol), anilin (126 mg;

1,36 mmol), propan-2-ol (15 ml). Reakce probihala 23 hodin. Ci§ténim sloupcovou
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chromatografii (silikagel, petrolether/ethyl-acetat, 1/1, v/v) byl ziskdn pozadovany produkt
s vytézkem 150 mg (79 %) v podobé svétle hnédého krystalického prasku; = 141-148 °C.

IR (KBr): 3261(w), 3195(w), 3117(w), 2959(m), 2870(w), 1614(s), 1582(s), 1561(s),
1522(m), 1496(m), 1446(s), 1411(m), 1393(m), 1361(m), 1324(m), 1244(m), 796(w),
747(m), 710(m), 691(w). GC-EI-MS (tr =30,1 min); m/z(%): 278(M*, 49), 277(15),
237(21), 211(18), 210(M*-CsHg,100), 209(58), 183(9), 155(6), 104(5), 92(8), 78(5),
77(24), 67(5), 65(6), 64(5), 51(6), 41(20). ESI-MS (pos.) m/z (%): 579,2 [2-M+Na]* (11);
301,1 [M+Na]* (12); 279,1 [M+H]* (100). ESI-MS (neg.) m/z (%): 276,9 [M-H]" (100).

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

Sloucenina 4 byla ptipravena podle obecného postupu z vychozich navazek: 4-chlor-7-
cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin (2) (100 mg; 0,45 mmol), 4-methylanilin (98 mg;
0,91 mmol), propan-2-ol (10 ml). Reakce probihala 18 hodin. Ci§ténim sloupcovou
chromatografii (silikagel, petrolether/ethyl-acetat, 1/1, v/v) byl ziskan pozadovany produkt
s vytézkem 90 mg (68 %) v podobé svétle oranzového krystalického prasku; # = 143—
148 °C.

IR (KBr): 3446(m), 3276(m), 3201(m), 3117(w), 3025(w), 2959(m), 2918(w),
2868(m), 1618(s), 1579(s), 1563(s), 1510(s), 1466(s), 1429(m), 1409(m), 1363(m),
1308(m), 1243(m), 815(w), 783(w), 714(m). GC-EI-MS (i = 35,4 min); m/z(%): 293(10),
292(M°, 55), 291(16), 251(21), 225(19), 224(M*-CsHs,100), 223(51), 208(6), 197(10),
196(6), 118(9), 107(6), 106(15), 91(21). 79(6), 77(6), 67(5), 65(16), 64(5), 41(26). ESI-MS
(pos.) m/z (%): 607,3 [2-M+Na]* (7); 315,1 [M+Na]* (10); 293,1 [M+H]" (100). ESI-MS
(neg.) m/z (%): 290,9 [M-H] (100).

N-4-Methoxyfenyl-7-cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d|pyrimidin-4-amin (5)

Sloucenina 5 byla ptfipravena podle obecného postupu z vychozich navazek: 4-chlor-7-
cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin  (2) (100 mg; 0,45 mmol), 4-methoxyanilin
(112 mg; 0,91 mmol), propan-2-ol (10 ml). Reakce probihala 18 hodin. Ci§ténim
sloupcovou chromatografii (silikagel, petrolether/ethyl-acetat, 1/1, v/v) byl ziskan
pozadovany produkt s vytézkem 106 mg (76 %) v podobé svétle oranzového krystalického
prasku; #=155-163 °C.
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IR (KBr): 3443(w), 3268(w), 3201(w), 3104(w), 3041(w), 2999(w), 2962(m),
2871(w), 2835(w), 1620(s), 1584(s), 1562(s), 1509(s), 1466(s), 1431(m), 1410(m),
1308(m), 1241(s), 1039(m), 825(w), 712(m). GC-EI-MS (tr = 14,6 min); m/z(%): 309(16),
308(M",77), 307(15), 293(15), 267(22), 241(19), 240(M"-CsHs,100). 239(21), 226(7),
225(44). 224(6), 197(5), 196(6), 170(5), 120(8), 119(5), 118(24), 108(30), 107(5), 92(9),
91(5), 80(9), 77(9), 67(7), 65(7), 64(12), 53(5), 41(31). ESI-MS (pos.) m/z (%): 639,3
[2-M+Na]" (5); 331,1 [M+Na]" (11); 309,1 [M+H]" (100). ESI-MS (neg.) m/z (%): 306,9
[M-H]~ (100).

N-4-Ethoxyfenyl-7-cyklopentyl-7H-pyrrolo|2,3-d]pyrimidin-4-amin (6)

Sloucenina 6 byla ptipravena podle obecného postupu z vychozich navazek: 4-chlor-7-
cyklopentyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin (2) (100 mg; 0,45 mmol), 4-ethoxyanilin (112 mg;
0,91 mmol), propan-2-ol (10 ml). Reakce probihala 19 hodin. Ci§ténim sloupcovou
chromatografii (silikagel, petrolether/ethyl-acetat, 1/1, v/v) byl ziskan pozadovany produkt
s vytézkem 104 mg (72 %) v podobé svétle oranzového krystalického prasSku; # = 139—
144 °C.

IR (KBr): 3482(w), 3295(w), 3198(w), 3058(w), 2932(m), 2813(m), 1712(s), 1664(s),
1573(s), 1526(s), 1453(s), 1422(m), 1354(m), 1131(m), 854(w), 766(w). GC-EI-MS
(tr = 50,8 min); m/z(%): 323(22), 322(M",100), 321(17), 294(15), 293(73), 281(14),
255(16), 254(85), 253(9), 226(16), 225(73), 197(9), 170(6), 120(5), 199(7), 118(35),
117(5), 109(5), 108(49), 93(7), 92(7), 91(7), 80(12), 65(13), 64(11), 53(7), 41(31). ESI-MS
(pos.) m/z (%): 667,4 [2-M+Na]" (7); 345,2 [M+Na]" (14); 323,2 [M+H]" (100). ESI-MS
(neg.) m/z (%): 321,0 [M-H] (100).
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Syntéza skupiny novych pyrrolo[2,3-d|pyrimidini

V této kapitole bude poskytnut komentar k syntéze, pomoci které byla ptipravena série
4,7-disubstituovanych pyrrolo[2,3-d|pyrimidini s doposud nepopsanou strukturou. Na
tomto misté se jako vhodné jevi podotknout, Ze piedlozend bakalafskd prace svoji
tematikou zapada do oblasti, ktera je na Ustavu chemie jiz nékolik let studovéna. Jedna se
o syntézu di- ¢i trisubstituovanych purind, pfipadné¢ jeho bioisosterd, které¢ by mohly
vykazovat zajimavé biologické ucinky. V predchazejicich letech byla pozornost vénovana
zejména derivatim purinu, nicméné pred dvéma lety zacal také vyzkum v oblasti syntézy
pyrrolo[2,3-d]pyrimidinovych sloucenin. Zatimco v predeSlych pfipadech byly
syntetizovany slouceniny obsahujici v poloze 4 pyrrolo[2,3-d]pyrimidinového kruhu
aromatické aminy s adamantanovym skeletem, pro potieby této prace byly zvoleny
komeréné dostupné aromatické aminy liSici se substituci v poloze para. Jako substituent,
ktery bude zaveden na atom dusiku v poloze 7, byl zvolen neobjemny cykloalkan,
konkrétné pak cyklopentan-1-yl. Série sloucenin, kterou bylo za cil v ramci feSeni této
prace pripravit, by méla logicky dopliiovat slouceniny, jejichZ syntézou se ve své
diplomové praci zabyva Vendula Tichavskd a které se vzdjemné lisi typem substituentu

umisténého praveé na atomu dusiku v poloze 7 pyrrolo[2,3-d|pyrimidinového skeletu.

Syntéza uvazovanych sloucenin se skladala ze dvou kroku, alkylace a nukleofilni

aromatické substituce, které budou komentovany v nasledujicich kapitolach.

5.1.1 Alkylace 4-chlor-7H-pyrrolo[2,3-d|pyrimidinu

Prvni krok vedouci k ptipravé série 4,7-disubstituovanych pyrrolo[2,3-d]pyrimidint
predstavovala alkylace vychoziho 4-chlor-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu (1) do pozice N7.

Tato reakce byla nejprve provedena ovéfenym zptisobem, ktery je na Ustavu chemie
bézné pouzivan pii alkylaci derivati purinu ¢i pyrrolo[2,3-d|pyrimidinu 2-jodpropanem.
Vychozi chlor derivat 1 byl ponechan reagovat s I-bromcyklopentanem v prostiedi
dimethylsulfoxidu za pouziti KoCOs jako baze (Obrazek 19). Reakce byla provadéna za
laboratorni teploty a jeji pribéh byl monitorovan pomoci TLC. Po 24 hodinach bylo

usouzeno, ze veskery vychozi chlor derivat 1 jiz byl zreagovan a reakce byla ukoncena. Po
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zpracovani reakéni smési a vysuSeni organickych podili nad siranem sodnym bylo
rozpoustédlo odpafeno na rotacni vakuové odparce (RVO) a ziskany produkt ptecistén
pomoci sloupcové chromatografie za pouziti mobilni faze petrolether/ethyl-acetat (4/1,

v/v). Pozadovany produkt byl ziskédn v podobé¢ svétle zlutého oleje ve vytézku 72 %.

Cl cl
NZ NT

LI+ O i 0
\N H ) \N N

1 2 (72 %) @

Obrazek 19: Alkylace slouceniny 1 v prostfedi uhli¢itanu draselného.

Nasledna analyza provedend pomoci GC-MS indikovala, ze ziskany produkt je
chromatograficky cisty, pficemZz hodnota m/z molekulového iontu pozorovaného
v hmotnostnim spektru odpovidala pozadované sloucenin€. V chromatogramu byl
pozorovan jediny pik s retenénim casem 14,63 minuty. Hmotnostni spektrum této
slouceniny ziskané pomoci elektronové ionizace poskytlo molekulovy ion v podobé¢ klastru
sestavajiciho ze dvou signalti o m/z 221 a 223, které byly v pfiblizném vzijemném poméru
3:1, coz dokazuje ptitomnost jednoho atomu chloru v molekule. Zakladnim pikem v tomto
spektru pak byl signdl o m/z 153 (izotop **Cl) doprovazeny signalem o m/z 155 (izotop
3Cl) vznikajici neutralni ztratou &astice o m/z 68 (CsHs), kterou je s nejvétsi

pravdépodobnosti cyklopenten.

Struktura slouceniny 2 byla potvrzena rovnéZ pomoci nuklearni magnetické rezonance,
kdy bylo zméfeno vodikové spektrum této latky. Ve spektru, které je uvedeno na
Obrazku 20 1ze pozorovat celkem Sest signalti pochazejicich z predmétné molekuly a poté
také signal nalezici rozpoustédlu. V alifatické oblasti (1,81-2,30 ppm) se vyskytuji celkem
tfi multiplety, které nalezi atomim vodiku CH> z cyklopentylového kruhu (na Obrazku 20
oznaceny jako ,,e“ a ,,f; v experimentalni ¢asti jsou tyto atomy vodiku oznaceny jako
,»CHocPe®). Atom vodiku pochazejici z cyklopentylového kruhu (na Obrazku 20 oznacen
pismenem ,,d*) byl pozorovan jako penten v oblasti 5,23 ppm. V aromatické oblasti se
vyskytovaly celkem tfi atomy vodiku pochézejici z pyrrolo[2,3-d]pyrimidinového kruhu,
a sice atom vodiku umistény na C2 (8,67 ppm), C5 (6,66 ppm) a C6 (7,37 ppm).
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Obriazek 20: '"H NMR spektrum slouceniny 2.

Nicméné, s ohledem na relativné dlouhy reakéni €as bylo pfistoupeno jesté k jednomu
experimentu, v némz byla pouzita siln¢jsi baze, a sice hydrid sodny, ktery byl skladovan
napt. béhem vézeni).*> Pfed samotnou aplikaci a pfidianim do reakéni smési byl NaH
promyt bezvodym pentanem (zbavenym vody pomoci destilace nad sodikem). Béhem
pfidavani hydridu sodného do roztoku vychoziho chlor derivatu 1 v bezvodém
dimethylformamidu byla reakéni smés zchlazena na 0 °C. Poté byla ponechdna
vytemperovat na laboratorni teplotu, nacez byl pfidan 1-bromcyklopentan. Nasledné byla
reakéni smés zahfata na 60 °C a pribéh reakce byl monitorovan pomoci TLC. Jiz po
2 hodinach TLC indikovala zreagovani veskeré vychozi slouceniny a bylo tedy pfistoupeno
ke zpracovani reak¢ni smési. Pevné podily (pfesnéji feceno olejovité podily) ziskané
odpafenim rozpoustédla na RVO byly nasledné piecistény pomoci sloupcové
chromatografie za pouZiti stejné mobilni faze, jako tomu bylo v pfedchazejicim ptipadé,
pficemz pozadovany produkt byl ziskdn v podobé naZzloutlého oleje ve vytézku 73 %

(Obrazek 21).
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Obrazek 21: Alkylace slouceniny 1 v prostfedi hydridu sodného.

Ackoliv byla pozadovana sloucenina ziskana pomoci obou vyse uvedenych metod
v podstaté¢ ve stejném vytézku, bylo rozhodnuto, a to zejména s ohledem na znacné
rozdilnou reakéni dobu, ze dalsi experimenty, které byly provadény s vétSim mnozstvim
vychozi slouceniny, budou provedeny pomoci druhé metody, tedy za pouziti hydridu

sodného jako baze.

5.1.2 Nukleofilni aromaticka substituce

Jako dalsi krok byla provedena série nukleofilnich aromatickych substituci atomu
chloru v pozici C4 slouceniny 2. Jako substituenty byly vybrany rlizné aromatické aminy
vzajemné se liSici typem substituentu umisténym v poloze 4 aromatického aminu
(Obrazek 22). Jak je z obrazku patrné, jednotlivé aminy obsahuji v této poloze rtzné
elektronové bohaté substituenty. Modelovym substituentem byl anilin — jediny
nesubstituovany aromaticky amin pouZzity v této praci. Aminem, ktery obsahuje v poloze
para substituent, ktery pfitahuje vazebné elektrony slabéji nez atom vodiku (vykazuje tedy
kladny induktivni efekt) a zvySuje tak elektronovou hustotu, byl 4-methylanilin. Ostatni
pouzité¢ aromatické aminy jiZz vykazuji schopnost elektronovou hustotu snizovat a jednd se
tedy o substituenty se zipornym, avSak vzajemné se liSicim induktivnim efektem.
Takovymi sloueninami byly 4-methoxyanilin, 4-ethoxyanilin, 4-fluoranilin, 4-chloranilin

a 4-bromanilin.

H,N H,N H,N
0T Q.
HoN H,N H
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Obrazek 22: Aromatické aminy pouzité v této praci.
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Jednotlivé reakce byly provadény konvenéné, pticemz ptislusny amin byl do reakéni
smési vkladan ve dvoumoldrnim ptebytku. Reakce probihaly v isopropylalkoholu pii 90 °C
pod chlorkalciovym uzévérem. Pribéh jednotlivych reakei byl monitorovan pomoci TLC
(petrolether/ethyl-acetat, 1/1, v/v). Reakce byly ukonéeny po spotiebovani veskerého
vychoziho purinu v rozmezi 18-23 hodin (Obrazek 22).
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Obrazek 23: Nukleofilni aromaticka substituce slouceniny 2.

Skutecnost, Ze reakce nebyly provadény za ptitomnosti baze, jako tomu u reakei tohoto
typu nékdy byva, byla dana dlouholetymi zkuSenostmi spojenymi s piipravou sloucenin
tohoto typu. Role baze tak zastal amin pouZzity v reakéni smési ve dvoumoldrnim piebytku.
Reakce probihaly relativné dlouhou dobu, konkrétné od 18 do 23 hodin, a pozadované
slouCeniny byly ziskdny v uspokojivych vytézcich (68-79 %). Piehlednou sumarizaci

poskytuje Tabulka 1, k niz je dale uveden komentar.

Tabulka 1: Sumarizace vysledkti SNAr atomu CI slouceniny 2
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Slouceniny, u nichz je v Tabulce 1 uveden vytézek, byly po ukonceni reakce
a nasledném zpracovani reakéni smeési Cistény pomoci sloupcové chromatografie, pficemz
se je podatilo ziskat jako chromatograficky ¢istd chemicka individua. Cely proces byl
zapocat zméienim ,,surového produktu® pomoci GC-MS, pificemz bylo, ne zcela
neoCekavané, zjisténo, ze tato smés ve vSech ptfipadech obsahovala nezreagovany
aromaticky amin a déale pak piislusny produkt. Vychozi purin 2 nebyl v zadném
z analyzovanych vzorki detekovan. Dukaz opraviiujici nds hovotit o ,,aspéSne“
probéhnuvsich reakcich byl ziskan z hmotnostnich spekter, kdy v kazdém z EI-MS spekter
vSech analyzovanych vzorkli byl pozorovan ion, jehoz hodnota m/z odpovidala
o¢ekavanému produktu. Nasledn€¢ bylo pfistoupeno kjiz zminované sloupcové
chromatografii, kdy se jako nejvhodné&jsi mobilni faze jevila smés petrolether/ethyl-acetat
(1/1, v/v). Zatimco u sloucenin 3 az 6 prob¢hla separace piislusného produktu od
nezreagované¢ho aromatického aminu bez vétSich obtizi a byl tak ziskan pozadovany
produkt v uspokojivé Cistoté, u sloucenin obsahujicich na aromatickém jadie halogen (latky
7, 8 a9) se separace obou slozek nepodaftila. Zda bylo dosazeno separace ¢i nikoliv, bylo
pozorovano jednak pomoci TLC, ale rovnéZ za pouziti GC-MS analyzy. Pies veSkerou
snahu se bohuzel nepodatilo nalézt optimalni mobilni fazi zarucujici uspéSnou separaci
halogenovanych purint a pfislusnych aromatickych amint. V tuto chvili se tak nabizi dvé
mozna feSeni. Za prvé vyzkousSet sloupcovou chromatografii za pouziti jiné stacionarni
faze, tedy namisto silikagelu provadét purifikaci na aluminé. Nebude-li tato cesta vést
k pozadovanému cili, bude pravdépodobné ptistoupeno k vyzkouSeni reakci za pouZiti baze
(nabizi se hned nékolik moznosti) s tim, Ze piisluSny aromaticky amin bude pouZzit ve
stejném ekvimolarnim mnozstvi jako vychozi purin. Takové reakce by mohly byt
provedeny jednak konvenénim zptisobem, ale také v mikrovinném reaktoru, kterym Ustav

chemie kratce disponuje.

Pro tplnost je zapotiebi uvést, ze ackoliv jsou na Obrazku 23 a v Tabulce 1 uvadény
vSechny pfipravené slouceniny, v experimentalni ¢asti jsou uvedeny pouze ty, které byly po
sloupcové chromatografii ziskany jakozto chromatograficky cisté (latky 3 az 6). Ostatni,

tedy halogenové derivaty, nejsou soucasti experimentalni Casti této prace.
Struktura nové pfipravenych pyrrolo[2,3-d]pyrimidinovych derivatd 3 az 6 byla,
vyjma jiz vySe zminovaného GC-MS, potvrzena rovnéZ pomoci jinych spektralnich

technik. S ohledem na skutecnost, ze tyto slouCeniny byly v Cisté podobé ziskany teprve
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v pribéhu dubna 2018 a toho ¢asu nebyla na FT UTB ve Zlin¢ k dispozici spektroskopie
nuklearni magnetické rezonance, nebyla tato technika ke strukturni charakterizaci
ptfipravenych sloucenin pouzita. Nicméné, vzorky jsou jiz nachystany a v nejblizsi dobé
budou odeslany k analyze do NMR laboratofe Masarykovy univerzity v Brn¢€. K urceni
struktury téchto latek tak byla pouzita infraCervena spektroskopie a déale hmotnostni
spektrometrie za pouziti ESI-IT-MS, tedy hmotnostniho spektrometru s elektrosprejovou

ionizaci vybaveného iontovou pasti.

ESI-MS analyzy slouc¢enin 3—6 byly provedeny jak v pozitivnim, tak také v negativnim
skenovacim moddu, pricemz ziskané vysledky byly ve vSech piipadech v podstaté
analogické. Pro piesngj$i predstavu je na Obrazku 24 uveden vysledek ESI-MS/MS

analyzy slouceniny 5.

Ve spektru prvniho fadu ziskaného v pozitivnhim skenovacim moddu byly pozorovany
celkem tfi jedenkrat nabité signaly, které byly, dle jejich hodnoty m/z, urCeny jako
protonovand molekula [M+H]", sodny adukt pfilusného purinu [M+Na]" a dale pak jako
sodny adukt dimeru purinu [2-M+Na]". Izolaci a naslednou fragmentaci (ESI-MS/MS)
iontu odpovidajiciho protonované molekule byly ziskany dal§i cenné informace o chovani
téchto latek v plynné fazi. V pribéhu fragmentace vsech piipravenych latek dochazelo
k neutralni ztrat¢ molekuly o m/z 68, kterd by mohla mit sumérni vzorec CsHs, a tudizZ by

se mohlo jednat o neutrdlni ztratu molekuly cyklopentenu.

V negativnim skenovacim moddu byl ve vSech pfipadech pozorovéan jediny signél,
jehoz hodnota m/z odpovidala deprotonované molekule. Zatimco v ptipadé sloucenin 3 a 4
nebyla nasledna fragmentace tohoto iontu UspéSnd, u sloucenin 5 a 6 byl jako produktovy
1on pozorovan signal o m/z 293 vznikajici neutralni ztratou CH3 (v pfipad¢€ slouceniny 5),
respektive CoHs (v pfipadé€ slouceniny 6) za tvorby odpovidajiciho radikalu, coZ v ptipadé

ESI-MS neni pfili$ ¢asto pozorovany typ iontu.
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Obrazek 24: ESI-MS/MS spektra slouceniny 5 v pozitivnim a negativnim skenovacim

modu.
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ZAVER
Cilem bakalaiské prace bylo pripravit sérii 4,7-disubstituovanych pyrrolo[2,3-

d]pyrimidini s doposud nepopsanou strukturou a charakterizovat ptipravené slouceniny

pomoci bézn¢ pouzivanych instrumentalnich metod (IR, MS, NMR).

Ptiprava 4,7-disubstituovanych pyrrolo[2,3-d]pyrimidint byla rozdélena do dvou ¢ésti.
Nejprve bylo nutné piipravit slouceninu 2, ktera byla dale pouzita pro syntézu finalnich
sloucenin. Sloucenina 2 byla pfipravena alkylaci komeréné dostupného 4-chlor-7H-
pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu (1) do pozice N7 reakci sbromcyklopentanem, kdy byly
vyzkouSeny dvé riizné baze, a sice uhli¢itan draselny a hydrid sodny, ktery byl, s ohledem

na znateln¢ kratsi reak¢éni dobu, pouzivan pro vSechny nésledujici alkylaéni reakce.

V dalsi ¢asti byla provedena série nukleofilnich aromatickych substituci atomu chloru
v poloze 4 slouceniny 2 sérii aromatickych aminli vzdjemné se liSicich substituentem
v poloze para, kdy vyjma nesubstituovaného anilinu byl pouzit 4-methylanilin, 4-
methoxyanilin, 4-ethoxyanilin, 4-fluoranilin, 4-chloranilin a 4-bromanilin. Pfislu$ny amin
byl v kazdé z reakci pouzit ve dvoumolarnim prebytku. Nukleofilni aromatickou substituci
byly pfipraveny slouceniny 3—9. Zatimco slouceniny 3, 4, 5 a 6 byly ziskany v uspokojivé
Cistoté a vytéZcich a mohly tak byt charakterizovany béZnymi metodami strukturni analyzy,
tak v pfipad¢ sloucenin 7, 8, 9, obsahujicich na aromatickém jadfe v para poloze halogen,
nebyla jejich purifikace pomoci sloupcové chromatografie usp&$nd, tudiz nemohla byt
provedena jejich Uplné strukturni charakterizace. Nicméné, z vysledkl ziskanych pomoci
GC-MS je zieymé, Ze reakce probé&hly uspéSné. Nezbyva tedy nez nalézt vhodnéjsi

podminky pro jejich purifikaci.

V blizké budoucnosti, v podstaté ihned, jakmile budou docistény slouceniny 7, 8 a 9,

bude cela série odeslana na testovani jejich biologické aktivity.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

A549
AcONa
BINAP
Cetn2
CID
c-Met
CNS
DCM
DIEA
DMAP
DMF
ESI-IT-MS
FAK/PTK2
GC-MS
HepG2
IC50

IR

JAK 1-3
JNK1
LRRK2
MCF-7
Mpsl
NMR

PC-3

karcinom plic

octan sodny

2,2’ -bis(difenylfosfino)-1,1 -binaftyl
gen kodujici protein Centrin-2

kolizi indukovana disociace

tyrosin proteinové kindzy

centrdlni nervova soustava
dichlormethan

diisopropylethylamin
4-dimethylaminopyridin
dimethylformamid

hmotnostni spektrometr s iontovou pasti
fokalni adhezivni kin4za

plynova chromatografie s hmotnostni detekci
karcinom jater

koncentrace latky inhibujici 50 % enzymu
infracervena spektra

janus kinaza typu 1-3

proteinova kinaza

leucin bohaté opakujici se kinazy 2
karcinom prsu

monopolarni délici vieténko 1

nuklearni magnetické rezonance

karcinom prostaty
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Pd(PPhs)4
RVO
-BuOK
TEA
TLC
TMSBr

It

TTK

TYK 2

tetrakis(trifenylfosfin)palladium
rotacni vakuova odparka
terc-butoxid draselny
triethylamin

tenkovrstva chromatografie
bromtrimethylsilan

teplota tani

dualné specificka kindza

janus kinaza typu 4
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