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ABSTRAKT

Nové purinové derivaty jsou ve velké mife piipravovany nejen z divodu Sirokych
moznosti substituce purinového skeletu v polohdch 2, 6, 8 a 9, ale také se zdmérem
studovat jejich moznou biologickou aktivitu. Tato diplomovéa prace popisuje syntézu 6,9-
disubstituovanych purinii s doposud nepopsanou strukturou v literatute. Alkylaci
vychoziho 6-chlor-9H-purinu byly pfipraveny dvé slouceniny obsahujici v poloze N9
propan-2-yl nebo cyklopentyl. Ob¢ slouceniny byly podrobeny mikrovinami asistované
nukleofilni aromatické substituci a bylo pfipraveno celkem 12 novych derivatd purinu,
které obsahuji v poloze 6 rizné aromatické aminy. VSechny pfipravené latky byly plné

charakterizovany pomoci bézné pouzivanych spektralnich metod.

Klic¢ova slova: purin, alkylace, mikrovlnami asistovana nukleofilni aromaticka substituce,

spektralni metody, biologicka aktivita

ABSTRACT

New series of purine derivatives are extensively synthesized not only due to the wide
possibility of purine ring substitution at positions 2, 6, 8 and 9, respectively, but also with
the aim to study their potential biological activity. This diploma thesis describes synthesis
of 6,9-disubstituted purines, in most of cases with no described structure in the literature up
to this day. Alkylation of the starting 6-chloro-9H-purine provided two compounds bearing
at position N9 propan-2-yl or cyclopentyl, respectively. Both compounds were
subsequently subjected to microwave-assisted nucleophilic aromatic substitution and
twelve novel derivatives bearing at position 6 different aromatic amines was synthesized.

All prepared compounds were fully characterized by commonly used spectral methods.

Keywords: purine, alkylation, microwave-assisted nucleophilic aromatic substitution,

spectral methods, biological activity
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UvVOD

Purin patii mezi dusikaté latky, které jsou biologicky diilezité pro zivot. Purinové nukleové
baze adenin a guanin tvoii stavebni kameny nukleovych kyselin. Molekula je tvofena
dvéma heterocykly, pyrimidinem a imidazolem, které umoznuji velké mnozstvi substituci
purinového kruhu nej¢astéji do poloh 2, 6, 8 a 9. Z pohledu 1ékaiské chemie jsou puriny
hojné studovany diky jejich biologické aktivité jako mozné 1éCiva. Substituované puriny
jsou v dnesni dobé€ pouzivany jako protinadorova léCiva, dale je znama jejich protivirova
aktivita zejména proti RNA virim, jsou Casto studovany jako mozné selektivni inhibitory

proteinkinéz.

Na Ustavu chemie se jiz nékolik let pfipravuji nové derivaty di- nebo trisubstituovanych
purind, popfipad¢ jeho biosisosterti, a to s cilem prozkoumat jejich moznou biologickou
aktivitu. Tato diplomova prace doplnuje sérii diplomovych a bakalafskych praci

zabyvajicich se problematikou piipravy derivatd purinu a jeho bioisosterd.

Prvni kapitola teoretické ¢asti této diplomové prace se zabyva moZnostmi mikrovlnami
asistované syntézy purinovych slou€enin. Je zde popséan princip mikrovlnami asistované
syntézy, dale pak srovnani konvenc¢niho a mikrovlnného zdhfevu a nakonec cross-
couplingové reakce a regioselektivni alkylace a arylace. Druha kapitola poskytuje piehled

o biologické aktivité 6,9-disubstituovanych purini toho ¢asu popsanych v literatute.

Experimentalni ¢ast popisuje jednotlivé syntetické postupy vedouci k ziskani ptislusnych
sloucenin. Jsou zde vypsany spektralni charakteristiky vSech latek, které byly v ramci této

diplomové¢ prace ptipraveny.

Posledni a nejdulezitéjsi ¢asti této prace je diskuze, kde jsou komentovany jednotlivé
postupy syntézy, které¢ vedly k ziskdni ptislusnych sloucenin. Jsou zde také popsany

vysledky ziskané pomoci dostupnych metod strukturni analyzy.

V diplomové praci je, pro snadnéjsi orientaci ptipadného Ctenafe, pouzit dvoji zplisob
Cislovani sloucenin v praci se vyskytujicich, kdy se cislovani li§i pro teoretickou
a praktickou cast. V obou ptipadech jsou latky ¢islovany pomoci arabskych ¢islic. Aby
bylo mozné slouceniny vzajemné odlisit, jsou slouceniny vyskytujici se v teoretické casti

diplomov¢ prace oznaceny pismenem ,,L* (napt. L 1).
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1 MOZNOSTI MIKROVLNAMI ASISTOVANE SYNTEZY
PURINOVYCH SLOUCENIN

1.1 Princip mikrovinami asistované syntézy

Mikroviny jsou vykonnym a spolehlivym zdrojem energie, ktery lze pfizptisobit mnoha
aplikacim. Porozuméni teorii mikrovinné energie mize organickému chemikovi
poskytnout spravné nastroje a znalosti, jez nasledné¢ UCinn¢ aplikuje pfi syntéze jim

uvazovanych sloucenin.

Mikrovlnami asistovana syntéza piedstavuje hlavni prilom v metodice syntetické chemie,
dramatickou zménu zplsobu provadéni chemické syntézy a zplsobu jejiho vnimani ve
védecké komunité. Konvenéni syntéza byla omezena svou Casovou narocnosti a mensi
efektivitou. Mikrovlnna syntéza ddva organickym chemikiim vice Casu na rozsifeni jejich
védecké tvofivosti, testovani novych teorii a vyvoj novych procesi. Namisto toho, aby
syntetizovali jednu slouceninu hodiny nebo dokonce dny, mohou nyni provést
poZadovanou reakci béhem nékolika minut. Ve shodé€ s rychle se rozvijejici zédkladnou
aplikaci lze mikrovinnou syntézu efektivné pouzit na zkraceni reakéni doby a zisk

produktl ve v&tsi Cistoté a vytézku.'?

Mikrovlnna syntéza navic vytvaii zcela nové moZnosti provadéni chemickych

transformaci.

ProtoZze mikrovlny mohou pifenaSet energii piimo na reaktanty (takzvané ,,molekularni
zahiivani), mohou podporovat transformace, které v soucasné dob&é neni mozné provést

pomoci konven¢niho zahtivani. Toto vytvati novou oblast v syntetické organické chemii.

Mikrovinna syntéza také umoziuje provadét tzv. ,,chladné reakce®, kdy se energie aplikuje
pfimo na reaktanty. Pfi téchto reakcich se pouziva chlazeni, aby nedochazelo k piehtati
pouzitych sloucenin. To umoziiuje provadeét reakce s vétSimi na teplo citlivejSimi
molekulami (napf. proteiny), protoZe teploty jsou dostatecné nizké, aby se eliminovala
tepelna degradace. Tento zplisob provadéni organickych syntéz poskytuje nove ptilezitosti

a predstavuje novy nastroj pro vyzkum proteomiky a geonomie.?

Mikrovinna energie sestava z elektrického a magnetického pole, ale pouze elektrické pole
prenasi energii k zahtati latky. Energie obsazend v mikrovinnych fotonech je velmi nizka
ve srovnani s typickou energii potiebnou ke St€peni molekularnich vazeb. Mikroviny tedy

neovlivni strukturu organické slouceniny. Pfi excitaci molekul je Uc€inek mikrovinné
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absorpce Cisté kineticky. Frekvence, pii které reakce nejcastéji probihaji je 2450 MHz,
a tato frekvence odpovida vinové délce 12,2 cm. Pro anorganické reakce se tedy pouziva
pouze specificka vlnovd délka v mikrovinném pasmu vrozmezi od 1 centimetru do

1 metru.*

Pti aplikaci konvenéniho zptisobu se reakéni smés zahtiva pomoci externiho zdroje tepla.
Muze se jednat o pfimy (napf. topnym hnizdem) ¢i neptimy ohiev (vodni, olejova, kovova
¢1 piskova lazen umisténd na elektromagnetick¢é michacce). Teplo nejprve prochézi
sténami reakéni nddoby, poté dochédzi k zahtati rozpoustédla a reaktantli. Jednad se
o pomaly a malo efektivni zpiisob pfenosu energie do systému, protoze zavisi na tepelné
vodivosti riiznych materialt, které musi byt proniknuty. V disledku toho je teplota reakéni
nadoby vys$i nez teplota reakéni smési. AZ po uplynuti urcité doby dojde k vyrovnani

teplot mezi reak¢ni nadobou a reakéni smési. Tento proces muze trvat i nékolik hodin.

Na druhou stranu mikrovinny ohtev predstavuje naprosto odlisny proces. Jak 1ze vidét na
Obrazku 1, mikroviny se spojuji ptimo s molekulami, které jsou pfitomny v reakéni smési,
coz vede krychlému narGstu teploty. Protoze proces nezavisi na tepelné vodivosti
materialil reakéni naddoby, dochazi k okamzitému zahtati reakéni smési. Pfenos energie
pomoci mikrovin na latku zptsobuji dva mechanismy, a to rotace dipdlu nebo iontové

vedeni. Mikrovinné syntézy také nabizi snadnou kontrolu reakce, kdy lze energii

t.5’6

dodavanou do systému okamzité zvysit ¢i snizi

Mikroviny prochazi
skrze nadobu

Reakéni smés absorbuje
—"mikrovinnou energii

Obrazek 1: Proces piisobeni mikrovinného zafeni v reakéni nadobé.”
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Rotace dipolu je interakce, ve které se polarni molekuly snazi vyrovnat s rychle se
meénicim elektrickym polem mikrovinného reaktoru. Rota¢ni pohyb molekuly pii pokusu
o orientaci v elektromagnetickém poli vede k pienosu energie. Tento mechanismus souvisi
s polaritou molekul a jejich schopnosti vyrovnat se s elektrickym polem. Existuje cela fada
faktordi, které v konecném duasledku urcuji ucinnost vazby dipolové rotace, nicméné
vSechny pfitomné polarni slouCeniny (rozpoustédlo, substrat) se setkaji s timto

mechanismem pienosu energie.®’

Druhym zplGsobem pienosu energie je iontova vodivost, ke které dochéazi, pokud jsou
v zahtaté latce pfitomny volné ionty nebo iontové latky. Elektrické pole generuje iontovy
pohyb, kdyz se molekuly snazi orientovat na rychle se meénici pole. To zplsobi diive
popsané okamzité prehtati. Teplota latky také ovliviiuje iontové vedeni, ¢im vic se teplota

zvysuje, tim je prenos energie efektivngjsi.!%!!

V modernich mikrovinnych reaktorech se pouzivaji systémy monomddové nebo
multimdédové. V téchto reaktorech se reakéni zkumavka nachéazi v pevné poloze a po
zapnuti vznik4 kontinualni stacionarni vinéni, které mé piesné definované oblasti intenzity
pole v maximu a minimu. Monomodové reaktory maji malé kompaktni dutiny, ve kterych
je mikrovlnné zafeni pifimo zaostfeno na jednu jedinou nadobu obsahujici reakéni smés
(Obrazek 2). V diasledku toho je zajisténa vysoka hustota mikrovinného pole, coz ma za
nasledek mimotadné vysoké rychlosti zahtivani. Monomodovy reaktor kombinovany
s odpovidajicim systémem regulace teploty tedy umoznuje optimalni reprodukovatelnost
a energetickou ucinnost. Nevyhodou monomddovych kavit je vSak to, Ze umozZiuji
pracovat s relativné malymi objemy reakcnich smési. Maximalni pouZzitelny objem cini
20ml, coZ znich ¢ini idedlni ndstroj pro optimalizaci chemickych reakci v malém

méfitku. '

magnetron
reakeni
nadoba
stojaté vinéni

1/\/

anténa

Obrazek 2: Schéma distribuce mikrovin v monomoédovém reaktoru.'3
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Multimédové reaktory maji vétsi dutiny, ve kterych je mikrovinné pole chaoticky
rozlozeno. V béznych, tzv. paralelnich multimoédovych reaktorech (Obrazek 3) se viny
odrazeji od stén dutiny a ne€kolik elektromagnetickych vin interaguje se zatfizenim dutiny.
Vzhledem k jejich vétsi velikosti mohou tyto piistroje hostit rizné typy rotorii. Mohou byt
pouzity pro syntézu v mikro i makro méftitku, tedy od objemu 300 pl az po provadéni

syntéz ve 100 ml reakénich nadobéch.

Sifeni vinéni

rJ ‘LL ichadl

—\‘LL‘ ‘HYQ magnetron
reakeni ..
adoba o
na NVWVE &
Obrazek 3: Schéma distribuce mikrovin v multimoédovém paralelnim reaktoru.'?

Dalsi typem multimoédového reaktoru je ten pro jednodavkové zvétSovani mnozstvi
(Obrazek 4). Tento specialni druh multimédového reaktoru je vybaven kruhovym
vlnovodem, ve kterém rizné elektromagnetické viny interaguji s obsahem reakcéni nadoby
na riznych mistech pro ucinné zahtivani vétSich objemt. V kompaktni dutin€, ktera
poskytuje relativné vysokou hustotu pole, je umisténa nadoba o objemu 1 litru. To mé za
nasledek optimalizované rychlosti ohfevu pro reakce provaddéné ve vétSich objemech.
Nejcasteji se k reakcim pouzivaji nddoby z materidlu, ktery je prakticky prihledny pro
mikrovlny pfi provozni frekvenci, jako je napfiklad borosilikdtové sklo, nebo

polytetrafluorethylen (teflon), ktery méa vysokou chemickou odolnost.!*!?
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magnetron

Sireni vinéni

r\/\t\/\l

‘._f
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S B
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Obrazek 4: Schéma distribuce mikrovln v multimédovém jednodavkovém reaktoru.'®

1.1.1 Konven¢ni ohiev versus mikrovinami asistovana syntéza

Mangasuli a spolupracovnici ve své praci'® zkoumali antioxidaéni ug&inky derivath
kumarinu a purinu. Pfi syntéze derivatd srovnavali U€inky mikrovinného zareni
a konvenéniho ohfevu. Ve své piedchozi praci!'” pii syntéze derivatt kumarinu a purinu,
jakozto latek s moZznymi antimikrobialnimi a tuberkulostatickymi vlastnostmi, provadéli
reakce konvencénim zpusobem. Tyto reakce probihaly pti laboratorni teploté 6 az 8 hodin.
Pti pouziti mikrovinného reaktoru, doslo ke snizeni reakéni doby na pouhych 5 az 9 minut
pfi 50 °C. Na zéklad¢ vysledk ziskanych z provedenych experimentli je patrné, Ze
mikrovinny ohiev byl, ve srovnani s konven¢nim, podstatn¢ efektivnéjsi a poskytoval

pripravované slouceniny ve vynikajicich vytézcich (Obrazek 5).
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Z/
Mo

Br

(@]
ﬁ
S

Q a) konvenéni (rt, 6-8 h) N.s
~ N b) MW (100 W, 50 °C, 5-9 min)
SONDES 2 A A
Ny =
#~0"No 07NN K,CO,, aceton e )
L 1a- | 7 8/ o o
L 3a+
R = a) 6-CH,, b) 7-CH,, ¢} 5,6-benzo, d) 7,8-benzo, e) 5,7-diCH,,
f) 6-OCH,, g) 6-Cl, h) 6-Br, i) 7-OH, j) 6-ferc butyl
L3a 6-CH3 85 97 360 5
L3b 7-CHs 84 96 360 6
L3c 5,6-benzo 80 94 420 5
L3d 7,8-benzo 83 92 450 6
L 3e 5,7-dimethyl 84 96 420 8
L 3f 6-OCHs 80 90 450 8
L3g 6-Cl 75 90 480 9
L 3h 6-Br 73 91 480 6
L3i 7-OH 74 90 450 5
L3j 6-terc butyl 84 94 390 9

Obrazek 5: Schéma srovnani konvenéni a mikrovinné ptipravy derivata.

Schmalz a kolektiv!® popsali syntézu acyklovirovych bioisosterfi prostfednictvim C6
nukleofilnich aromatickych substituci jako klicového kroku. Reakce byly provadény bud’
konvenénim zpisobem nebo pomoci mikrovlnami asistované syntézy v monomddovém
reaktoru pii 120 °C po dobu 10 minut (Obrazek 6), ¢imz byly ziskany vSestranné
acyklovirové analogy. Mikrovlnami asistované reakce probihaly ve vSech ptipadech
s vyS§imi vytézky (72-83 %). Naproti tomu pii konvenénim zahfivani k dosazeni
uspokojivych vysledkd bylo zapotiebi delsi reakéni doby (16 hodin), ale ani to nestacilo
k izolaci ptipravovanych sloucenin v uspokojivych vytézcich (58-75 %). Mikrovinné
zahfivani tedy umoznuje zvysSeni reak¢ni rychlosti a vytézkli na rozdil od konvencéniho

zpusobu zahtivani.
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R
Cl a) konvenéni, 76 °C, 16 h, HN
N amin, DIPEA, BuOH
(0 -0
N N N” N

OH b) MW, 150 W, 120 °C, OH
S~ 10 min, amin,
o DIPEA, B0 o
NH Ph
O | y
HN HN HN
N7~ N N™ = N N N
"\)I N‘> OH l/t[ N\> OH t):[ N\> OH
Vg Vo Ny
a) (69 %) a) (58 %) a) (75 %)

b) (82 %) b) (72 %) b) (83 %)

Obrazek 6: Syntéza acyklovirovych bioisosterd.

1.2 Mikrovinami asistované cross-couplingové reakce

1.2.1 Cross-couplingové reakce katalyzované kovy

Na zaklad¢ prikopnické prace Ullmanna a Goldberga prosly v pribéhu let cross-
couplingové reakce katalyzované kovy velkym vyvojem a nyni predstavuji pohodlnou
a praktickou metodu pro konstrukci novych 1éciv, agrochemikalii, polymert, syntézu
sloucenin izolovanych z ptirodnich produktl a dalSich latek. Typicky se tyto reakce
provadeji konvencnim zplsobem, napf. zahfivanim na olejové lazni, nicméné spojeni
kovovych katalyzatori a mikrovlnného ohievu poskytlo organickym chemikiim naprosto

novy a velmi G¢inny nastroj pii tvorbé vazeb C—C nebo C—heteroatom.'*-?

Rodriguez a spolupracovnici ve své praci?! popisuji mikrovlnami asistovanou 1,3-dipolarni
cykloadici C6 alkylovaného adenosinu a benzylazidi za pouziti médi (v podobé
pentahydratu siranu méd’natého) jako kovového katalyzatoru. Nové derivaty vazané na
triazol byly testovany na agonisty a antagonisty receptoru adenosinu Al. Vychozi latky
byly zahtivany v pfitomnosti CuSO4-5H>O a askorbatu sodného za uZiti mikrovlnného
ohfevu pii 90 °C po dobu 30 minut (Obréazek 7), ¢imz vznikly purinové derivaty obsahujici

na C6 triazolovy kruh. Vytézky provedenych reakci se pohybovaly v rozmezi 4775 %.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 17

R-.TL_ N\
— N-N
N
MW, 90 °C, 30 min N7 N\
o l P >
CUSO4'5H20 N N
AGOH askorbat sodny/ DMF AcO— I
o
AcO OAc

AcO-w | AcO-w | AcO-w |
L4(58 %) L5(47 %) L6(75 %)

Obrazek 7: Ptiklad mikrovlnami asistované 1,3-dipolarni cykloadice.

Kromé toho autofi také provedli dvojnasobnou cykloadici za pouziti 1,3-diazidopropanu
a adenosin-6-ynu (Obrazek 8), ktera vedla k syntéze produktu L7 ve vytézku 24 %

a neo¢ekavaného produktu L 8 ve vytézku 16 %.
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N
| | Na/\/\Na 3
N, MW, 80 °C, 30 min N~ ™
D P
N/ N CuSO,5H,0 N~ N
AcO askorbét sodny/ DMF
o 0
AcO OAc AcO OAc
L8 (16 %)

Obrazek 8: Schéma dvojnasobné cykloadice za uziti 1,3-diazidopropanu.

1.2.2 Cross-couplingové reakce za vylouc¢eni kovového katalyzatoru

Popis 0¢inné cross-couplingové dehydrogenativni syntézy kofeinu v poloze C8 se
substituovanymi alifatickymi, alicyklickymi alkoholy nebo cyklickymi ethery byla
vypracovan Shyamlalem a jeho skupinou.?? Reakce probihaly v mikrovinném reaktoru bez
pritomnosti kovového katalyzatoru, ktery byl nahrazen rtiznymi oxidacnimi ¢inidly (H20o,
dikumylperoxid, oxon, K2S20s, TEMPO ((2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-yl)oxyl), DTBP
(di-terc-butyl peroxid), TBHP (terc-butyl hydroperoxid)), blize viz experiment 1-7
v tabulce Obrazku 9. Z optimalizaénich reakci pfisluSnych oxidantl vySel nejlépe terc-
butyl hydroperoxid, u kterého byly dale provedeny syntézy se zmé€nou molarnich piebytkl
(Obrazek 9, experiment 8—10). Autofi dale studovali vliv zmény teploty a ¢asu s pouZitim
TBHP v Sesti molarnim nadbytku, ktery mél nejlepsi vytézky reakei pfi 120 °C a 20
minutach. Jak autofi ocekavali, snizovani teploty nebo ¢asu nemélo ptirtstkovy ucinek na
vytézek. Ani prodlouZeni reakéniho ¢asu na 30 minut nevykazovalo podstatny vliv na
vytézek, coz lze vidét na Obrazku 9 (experiment 12—15). Reakce s Sesti moldrnim
ptebytkem TBHP (Obrazek 9, experiment 11) byla vybréna jako vychozi pro syntézu
novych derivati kofeinu s alifatickymi, alicyklickymi alkoholy a cyklickymi ethery.
Slouceniny L 9b a L 9¢ vykazovaly slibnou antioxida¢ni aktivitu (11,0 a 10,6 pg/ml) ve
srovnani se standardni referenéni hodnotou inhibi¢ni koncentrace kyseliny askorbové

(ICso = 4,56 pg/ml). Ostatni pfipravené slouceniny vykazovaly mirnou nebo slabou
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antioxida¢ni aktivitu. Slouc¢enina L 9h vykazovala 2krat vyssi protidestiCkovou aktivitu
nez referen¢ni aspirin (21,39 pg/ml) a sloucenina L 9a méla s aspirinem srovnatelnou
aktivitu. Protidesti€¢kova lécba se uziva pii prevenci trombotickych cerebrovaskularnich
nebo kardiovaskularnich onemocnéni. Pii této 1é€bé dochazi k sniZeni schopnosti tvorby

krevnich srazenin.

e 2
~ N OH oy . ~ N OH
N oxidacni ¢inidlo, rozpoustédio N
;.\JI» e e ;\JI/H
0Z >N~ "N R opola, tas o
| R= primarni/sek./cyklické alkoholy | o
a cyklické ethery L 9a {98 %)
OH OH
¥ + K Fon
OH
L 9b (91 %) L 9c (91 %) L od (83 %) L 9¢e (76 %)
L O K
L 9f (92 %) L 9g (71 %) L 9h (88 %)

1 H,0; (2) 110 20 25
2 DCP (2) 110 20 15
3 Oxon (2) 110 20 0
4 K2S203 (2) 110 20

5 TEMPO (2) 110 20

6 DTBP (2) 110 20 10
7 TBHP (2) 110 20 69
8 TBHP (4) 110 20 80
9 TBHP (6) 110 20 92
10 TBHP (8) 110 20 89
11 TBHP (6) 120 20 98
12 TBHP (6) 100 20 74
13 TBHP (6) 120 10 50
14 TBHP (6) 120 30 95
15 TBHP (6) 150 1440 9%

Obrazek 9: Schéma syntézy kofeinovych derivata.
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1.3 Regioselektivni alkylace a arylace

Peptidové nukleové kyseliny (PNA) pfitahuji v lékarské chemii Sirokou pozornost pro
vyvoj biosenzorl a genovych terapeutickych 1é¢iv. Hlavni fetézec DNA tvoteny sacharidy
a fosfatovymi zbytky, byl nahrazen polyamidovou kostrou. Diky tomu PNA vykazuji vyssi
tepelnou stabilitu a lepsi sekvencni rozliSeni nez DNA. Nevyhodami pfi jejich syntéze jsou
nizké vytézky, Spatna regioselektivita, dlouhd reakéni doba a nutnost pouZiti ,,drastickych*
reakéni podminek. Qu a kolektiv?® proto vyvinuli rychly a pohodlny postup pro syntézu
stavebnich kameni PNA. Ve své praci pouzili mikrovlnami asistovanou syntézu, ¢imz
snizili reakéni dobu na 8 minut. Jako rozpoustédlo byla pouzita voda a jako baze
triethylamin (Obrazek 10). PouZiti reaktantu L 11a nebo L 11b vedlo k drobnym zménadm
ve vytézcich. Lze usoudit, Ze alkylové postranni fetézce v chloracetatu neovliviiuji jejich
elektrofilni reaktivitu. Také ndhrada atomu vodiku za atom chloru v poloze R» nezptisobila
vyrazné zmény ve vytézcich reakce. Alkylaci N6-benzylaminopurinu (L 10c) byly ziskany
produkty L 12c a L 12f ve vytézcich 78 a 81 %. Jednotlivé reakce poskytly vyhradné N9-
alkylované produkty. Absence N7-alkylovanych produktii je zplisobena ziejmé vyssi
hustotou elektronii v poloze N9. Pfi stejnych reakénich podminkach byla zkouména
ucinnost konvencniho a mikrovinného zahiivani. Bylo zji§t€éno, Ze po 8 minutach

konven¢niho zahtevu vzniklo pouze 16 % slouceniny L 12a a po 6 hodinach ¢inil vytézek

52 %. Mikrovlnna syntéza tedy urychluje a znatelné zlepSuje chod reakce.

R R1
N i N 0 N - N
- "y
Ry NN O R mw2sow, RN N 4
105 °C, 8 min \\(

L10ac L 11a R=H L 12af O%Rs

L 11b R,=CH,

1 L 10a cl H H 12a 72
2 L 10b cl Cl H 12b 70
3 L10c  benzylamin H H 12c 78
4 L 10a cl H CHs 12d 69
5 L 10b cl cl CHs 12e 74
6 L10c  benzylamin H CHs 12f 81

Obrazek 10: Schéma mikrovlnami asistované syntézy stavebnich kamenti PNA.
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V souvislosti s regioselektivnimi arylacemi bylo pfemisténi halogenu ze siln¢ elektronové
deficitniho (hetero)aromatického uhlovodiku za uziti mikrovin popsano Khalafi-Nezhadem
a spolupracovniky.?* Ve své publikaci popisuji mikrovinami asistovanou syntézu purini
a (hetero)arenti v pritomnosti Cs2COs a silikagelu, jako pevného nosice, pti teploté 160 °C
po dobu 1,5 az 2,5 minuty v DMSO (Obrazek 11). Touto reakci byly ziskany arylové
puriny ve vytézcich 65-85 %. Bézné zahiivani na olejové lazni mélo za nasledek
dvojnasobné snizeni vytézkii a to 1 po 180 minutdch zahfivani. Reakci purinu s 2-
nitroarylhalogenidy (fluor, chlor) bylo zkoumano, ktera ze skupin snadné&ji odstupuje. Jak
bylo ocekévano, reakce purinu s 2-nitroarylfluoridem byla nejucinnéjsi, kvili vyssi

elektronegativité atomu fluoru, ktery zvysSuje kladny naboj na reagujicim uhliku.

R X R
)\ Si0,, Cs,CO/ DMSO
NI x N\> LY ™ MW, 160G, 1.5-2.5 min n, N N\>
AR, n
I\N/ H K/ k P N

X=F, Cl
Y=C, N )/\\\R

NH, 0 Cl YQ !
NN, HN’”IN\ N7 SN,
CE,) Sy L LY

N N NO, N NO,

L 13a X=Cl, R;=2,4-diNO,,85 % L 14 (75 %) NO,
L13bX=F, R=2-NO,, 76%
L13¢ X=Cl, R=2-NO,, 65% L 15 (86 %)

Obrézek 11: Ptiklad mikrovinami asistované syntézy na pevném nosici.
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2 BIOLOGICKA AKTIVITA 6,9-DISUBSTITUOVANYCH PURINU

Purin byl objeven vroce 1884 Emilem Fischerem, jako heterocyklicky systém
imidazo[4,5-d]pyrimidin.® Zjistil, Ze purin je nejvice vSudypfitomny heterocyklus
obsahujici dusik v pfirodé a je zdkladni strukturou adeninu a guaninu v RNA a DNA.2°
Také v I€katské chemii pfitahovaly purinové skelety hodné pozornosti v diisledku jejich
pirevahy ve farmaceuticky nezbytnych slouc¢eninach. Puriny a jejich derivaty patii mezi
inhibitory riiznych mediatora a kindz. Napiiklad olomoucin, roscovitin a purvalanol A
patii mezi neju¢inngjsi inhibitory proteinkinaz.?’ V oblasti infekénich chorob jako je
tuberkul6za, bylo zjisténo, ze 19 cetnych purinovych nukleosidi je selektivnich proti
Mycobacterium tuberculosis.®® Purinové transportéry jsou povazovany za ideélni cil pro
objevovani a vyvoj novych antimalarik.?” Acyklicky fosfonat nukleosidu napiiklad
Adefovir a Tenofovir, se pouzivaji v klinické praxi ke zmirnéni projevl zpisobovanych

pii infekci virem lidské imunodeficience (HIV) a k 16¢bé hepatitidy B.°

NH; NH;

/NfN /NfN
wo o &Il J mo o ] >

rd N rd
HO \/ 0\’j HO \/ 0)’//
H3C
Adefovir Tenofovir

Obrazek 12: Priklady 1éc¢iv proti hepatitidé typu B.
2.1 Syntéza mozZnych protinadorovych léciv

Rakovina je jednou z nej€astéjSich pfi¢in umrti na svéte. V roce 2018 zemielo téméf 9,5
milionu osob ve svété a piibylo 18 milionti novych pfipadt a .*! Vyvoj novych Gginnych a
selektivnich protinddorovych 1é¢iv je proto pro medicindlni chemii velmi dulezity.
Nukleové baze a nukleosidy jsou Casto vyuzivany jako chemoterapeuticka ¢inidla pii 16€be
rakoviny. Nukleotidové slouceniny s podobnou strukturou se podileji na mnoha bunécnych
procesech, jako je riist a déleni bun€k, a proto se Casto vyuzivaji jako antineoplasticka
¢inidla, kdy dochazi k poskozeni DNA u nadorovych bun&k.** 5-fluoruracil (5-FU,
Obrazek 13), ktery je derivatem nukleové baze s atomem fluoru, je Casto preferovanym
protirakovinnym 1é¢ivem. Podobné byly popsany i jiné purinové nukleosidy jako

Fludarabin, Kladribin a Pentostatin (Obrazek 13).
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S-fluoruracil Kladribin Pentostatin Fludarabin
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Obrazek 13: Priklady protinadorovych Iéciv.
Tyto analogy dosahuji nerovnovahy v dNTP (deoxyribonukleotidtrifosfat) inhibici
enzymu ribonukleotid reduktazy, ktery indukuje degradaci syntézy DNA. Proto nukleosidy
s protirakovinovou aktivitou obecné indukuji apoptézu bunék.** Rakovina jater je patym
nejcastéji se vyskytujicim typem rakoviny u muzl a sedmym u zen, pfiC¢emz ptedstavuje
7 % vSech pfipadl rakoviny. JelikoZ vykazuje rakovina jater znacnou rezistenci vuci
konvencnim chemoterapeutikiim, je nezbytné identifikovat nova terapeutické 1éciva.
Tuncbilek spolu se svymi kolegy®* jiz dfive pouzili purinové a purin-nukleosidové
derivaty, které vykazovaly slibné cytotoxické ucinky in vitro na bunkach rakoviny jater.
V této préaci se zabyvali syntézou nové tady 6-substituovanych derivatii amino-9-(B-D-
ribofuranosyl)purinil, u nichZ byly studovany jejich cytotoxické ucinky byly na lidskych
epitelovych rakovinnych bunkéch jater (Huh7), tlustého stteva (HCT116) a prsu (MCF7).
Nukleosidy nesouci v poloze C6 4-substituované aniliny nebo 2-substituované ethylaminy
byly ziskdny nukleofilni aromatickou substituci 6-chlor-9-(B-D-ribofuranosyl)purinu
s ptisluSnymi aniliny a ethylaminy za podminek uvedenych na Obrazku 14. Bylo navrZeno
a pripraveno ¢trnact novych nukleosidovych derivati. Vysledky ukézaly, ze sloucenina
L 24 by mohla byt slibnym kandididtem na chemoterapeutické 1é€ivo s hodnotami 1Cso
niz8§imi nez 10 puM v rakovinnych bunkach jater, tlusté¢ho stfeva a prsu (Obrazek 14).
S cilem prozkoumat potencialni pouZiti proti hepatocelularnimu karcinomu (HCC), byla
biologicka aktivita sloueniny L 24 testovana na panelu bunécnych linii rakoviny jater.
Inhibi¢ni koncentrace (ICso), slouceniny L 24 na bunkach rakoviny jater HepG2, méla

hodnotu 1 uM.
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HO o F30000 F30000 L 24 _@
HO OH FCOCO  OCOCF; FRCOCO  OCOCF,
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L16a H L17a H L18a H L25 —N
L16b NH, L17b NH, i | L18b NH,
Ry
. HN@_ Ra cl '
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L20 —SCH, b v HN N .
L21 —N(CHa), )I ) J k J
L22 —CH(CH;)
/N H0
L23 —N O
/ HO OH HO OH HO OH
X L 24, 25
L 20-23 L19a H
L 19b NH,

Syntéza slouéenin: &inidla: i) TFAA, CH,Cl,; ii) SOCI,, DMF; iii) MeOH, 19a 50 %, 19b 56 %, iv) 4-substituované aniliny,
Et,N, EtOH, 20 22 %, 21 20 %, 22 54 %, 23 24 %; v) 2-substituované ethylaminy, Et,N, EtOH, 24 10 %, 25 10 %.

L 20 NI >100 _

L21  [80+80 [40+10 [30:8 L24 |>100 |110,2 =100 .

L22 60+40 10+2 50420 5-FU 30+2 51‘0,8 10+2 410,5
L23 NI NI 80+60 FIudar.at.vin 3020 |20%6 1045 10+1
SRR R Kladribin |0,4£0,01]0,04+0,003]0,1£0,01 |0,40,01

L25 NI 30£10 (>100

5-FU 302 |4+0,3 |3%0,7
Fludarabin | 30+20 |8+3 15+0,1
Kladribin |0,9+0,7 | <0,1 242

*NI — zadna inhibice
Obrazek 14: Syntéza a biologicka aktivita nové fady 6-substituovanych derivatti amino-9-

(B-D-ribofuranosyl)purinu.

Zanétlivda reakce hraje vyznamnou roli ve vyvoji ruznych lidskych chronickych
onemocnéni jako je bronchitida, rakovina, diabetes a revmatoidni artritida.>> Aktivované
makrofagy maji zasadni roli pfi vylu€ovani bioaktivnich zanétlivych mediatord pfi iniciaci
a rozvoji zanétu. Makrofagy jsou bunky imunitni soustavy a fagocytuji odumftelé, cizi,
nefunkéni a nemocné bunky.’® Mezi tyto zanétlivé mediatory patii napiiklad
prostaglandiny, oxid dusnaty a rizné cytokiny (faktor nadorové nekrdzy a, interleukin-6

a interleukin 1p), které mohou aktivovat nukledrni faktor «f (faktor ovlivitujici expresi
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genu) a mitogenem aktivovanou proteinovou kindzu. Inhibice signalni drdhy mitogenem
aktivované proteinové kinazy a nuklearniho faktoru kf tedy mohou G¢inn¢ zmirnit vyskyt
protizanétlivou reakci, jsou zalozeny hlavné na derivatech purinti substituovanych
v polohach 9-, 2,6,9-, 2,8,9- a 2,6,8,9- purinového skeletu. Jejich inspiraci byla prace

38 v niz se uvadi, Ze slouc¢enina Au(L3)(PPhs), jejiz struktura

skupiny Gabriely Prazanové,
je znazornéna na Obrazku 15, ma silnou protizanétlivou aktivitu a miize vyznamné snizit
produkci prozanétlivych cytokinii v makrofazich. Predmétna slou€enina vSak vykazovala

silny cytotoxicky ucinek s hodnotou smrtelné davky (LDso = 1,87 uM).

Au(L3)(PPh,)

Obrazek 15: Vzorec slouceniny Au(L3)(PPhs).

Proto Wang a kolektiv*® zkoumali protizanétlivou aktivitu 6-substituovanych a 6,9-
disubstituovanych purintt bez zlatého komplexu. Ve své praci provedli syntézu 20
slouenin na zékladni kostte 6-chlorpurinu. Cytotoxicky uU¢inek vzniklych latek byl
hodnocen na lidskych bunéénych liniich akutni monocytarni leukémie (THP-1). Vysledky
ukézaly, Zze nové derivaty snizovaly Zivotaschopnost nadorovych bunék o 0-10 %, na
rozdil od derivatu se zlatnym komplexem, ktery Zivotaschopnost snizoval az o 60 %
(Obrazek 16). Rovnéz nckteré nové derivaty by mohly vyrazn€ sniZit produkci

prozanétlivych cytokinti a proto budou déle studovany pro aplikaci jako potencialni Iéky.
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Syntéza L 26 a a L 27 k-t: i} (2-chlorfenyl)methanamin, butanol, TEA, 110°C, 5 h; ii) halogenovany uhlovodik, acetonitril,
K,CO,, 80°C, 24 h; 1ll) aromaticky amin/ pyrrolidin, butanol, TEA, 110°C, Sh.

L 26a 93,77+6,6 L 27k 92,88+6,5
L 26b 103,41+6,9 L271 90,71+8,6
L 26¢ 95,46+9,3 L27m 71,0249,8
L 26d 107,07+7,4 L27n 99,31+4,6
L 26e 103,4746,3 L 270 106,87+43,2
L 26f 105,185,5 L27p 99,97+6,5
L 26g 98,7247,6 L27q 90,65+7,3
L 26h 90,19+7,4 L27r 95,90+8,7
L 26i 104,1316,5 L27s 92,03+7,2
L 26j 99,93+4,6 L 27t 91,10+8,2
Au(L3)PPh;) |  43,1443,7

Obrazek 16: Syntéza a biologicka aktivita 6-substituovanych a 6,9-disubstituovanych

purint.

Nukleosidové analogy hraji vyznamné role v mnoha biologickych procesech. Existuje pét
dusikatych bazi, které tvoii nukleosidy a dvé znich jsou bazemi purinovymi (adenin
a guanin). Diky své rozmanitosti vykazuji velké mnoZzstvi rozmanitych biologickych

Geinkdi, napf. protinadorové, antituberkulové, fungicidni a antioxidaéni.***!

Selen je
stopovy prvek, ktery je povazovan za nezbytnou vyzivovou latku pro vSechny savce. Tento

prvek hraje v téle dulezitou tlohu jako antioxidant a plni nékolik fyziologickych funkci
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v metabolickych drahéach, vcetné hormondalniho metabolismu a imunitniho systému.
Organoselenové slouCeniny jsou povazovany za atraktivni syntetické latky a je jim
piisuzovano mnoho dileZitych farmakologickych vlastnosti.** V tomto smyslu jsou puriny
obsahujici selen zajimavou skupinou slouCenin, protoZze kombinuji dobie zndmou
pouzitelnost purinové kostry se selenovymi zbytky. S ohledem na vyse uvedena fakta si ve
své praci Duarte a spol*® vybrali syntézu 6-arylselanylpurin za pouziti
tetrahydridoboritanu sodného a polyethylenglykolu 400 (PEG 400) jako rozpoustédla
(Obrazek 17). Syntetizované slouceniny byly testovany in vitro na jejich antioxidacni
ucinek a inhibi¢ni G¢inek na aktivitu cerebralni acetylcholinesterdzy (AChE). Jedna se o
enzym, ktery rozklada neurotransmiter acetylcholin za vzniku cholinu a acetatu. Nachazi
se hlavné v nervosvalovych spojenich. Porucha acetylcholinovych drah mize vést az
k rozpadu osobnosti (napi. Alzheimerova choroba). Inhibitory AChE ptfechodné zpomaluji
pribéh onemocnéni. Nejprve byl do smési difenyldiselenidu, rozpusténého
v polyethylenglykolu 400, ptidan Na[BH4] pod ochrannou atmosférou dusiku a reakce byla
zahfivéna jednu hodinu pii 60 °C. Po uplynuti této doby byl pfidan 6-chlor-9H-purin a
smés byla michana pfi stejné teploté¢ dal$i hodinu. Vytézky, v nichz byly poZadované
slouceniny i1zolovéany, se pohybovaly mezi 55-96 %. Biologické studie odhalily slibné
antioxida¢ni ucinky vSech syntetizovanych derivati. Mimo to byl prokdzan inhibi¢ni
ucinek in vitro na cerebralni AChE aktivitu v mozkové klfe mySi. Purinovy derivat
obsahujici fluor v chemické struktufe (L 28e) inhiboval aktivitu AChE z 68 % a mohlo by

se jednat o slibné terapeutické ¢inidlo pro 1é€bu Alzheimerovy choroby.
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Obrazek 17: Syntéza 6-arylselanylpurinti.

2.2 Mozna protivirova aktivita nové vzniklych sloucenin

RNA viry maji RNA jako svij geneticky material a mnoho dulezitych lidskych patogenti
ma jednovlaknovou RNA (ssRNA) ve svém genomu. Podle Baltimorovy klasifikace se
rozliSuji tfi skupiny RNA virli na zakladé povahy jejich genomu a zpisobu replikace,

a sice:
e dvouvldknové RNA viry,
e viry ssRNA s negativni polaritou a
e viry ssRNA s pozitivni polaritou.

Viry ssRNA s pozitivni polaritou (+RNA) tvofi nejvétsi skupinu a obsahuji mnoho
lidskych patogent, jako je virus horecky dengue, hepatitidy C, koronavirus zavazného
akutniho respiracniho syndromu (SARS), koronavirus respira¢niho syndromu na Stfednim
vychod¢ (MERS), Zika virus a virus chikungunya (CHIKV). Antivirova terapie u vétSiny
téchto virh, které maji vazny dopad na lidské zdravi, stale chybi. Je tedy zadouci vyvinout
nové antivirova ¢inidla pro 1é¢bu virovych onemocnéni zpisobenych RNA viry.** Genom

viru +RNA funguje jako medidtorovd RNA (mRNA) a mlze byt pfimo pieveden
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hostitelskymi ribozomy do virovych proteini, které tvoii replikaéni komplexy a fidi
replikaci virové RNA. Uzavirdni virové RNA je obvykle provadéno jednim nebo vice
virovymi proteiny, které pouzivaji S-adenosinmethionin (SAM) jako donor methylu.
Bunécna S-adenosylhomocysteinova (SAH) hydroldza je kliCovym enzymem
v regeneracnim cyklu SAM a je nezbytny pro omezeni virové mRNA. Inhibice hydrolazy
SAH vede k akumulaci SAH, ktera inhibuje methylacni reakce zavislé na SAM, vcetné
reakci vyzadovanych pro zrani virové RNA. Hydrolaza SAH je tedy slibnym cilem pro
vyvoj Sirokospektralnich antivirovych latek.* Syntézu 6 -fluor-5'-
homoaristeromycinovych analogi, které¢ kombinuji homologaci atomu uhliku v poloze 5’
s bioisosterickym vytésnénim atomu vodiku fluorem v poloze 6" popisuji autoii Shin
a kolektiv.*®. Tyto nukleosidy byly syntetizovany z D-ribdzy pomoci Michaelovy reakce,
stereoselektivni elektrofilni fluorace a linearniho navazani purinové baze (Obrazek 18).
Mezi testovanymi slouceninami vykazoval 6-B-fluor-homoaristeromycin (L 29a) silnou
anti-CHIKYV aktivitu (ECso = 0,12 uM) bez znatelné cytotoxicity v koncentraci do 250 uM.
6-B-fluor-homoaristeromycin miize byt slibnou novou Sablonou pro vyvoj anti-CHIKV

latek. Ostatni syntetizované slouc¢eniny nemé&ly vyraznou anti-CHIKYV aktivitu.

Cl Z
v 4
.. (AP
Y Y

HO X3 — » HO X
OHOH OHOH
L 29a-e

a(X=F,Y=H,Z=NH,) 68%
b (X=F, Y=H, Z= NHMe) 68%
c(X=F,Y=H,Z=OH) 70%
d (X=Y=F, Z= NH,) 55%
e(X=Y=F,Z=NHMe) 81%
Syntéza nukleosid(: i) NH,/-BuOH, 80°C, 3 h a, nebo NH,/MeOH, 70°C, pfes noc d,
40% aq. MeNH2, 80°C, 5 h, b a e, HCI, 1,4-dioxan, reflux, pfes noc c

Obrézek 18: Syntéza 6 -fluor-5"-homoaristeromycinovych analogg.

Podle WHO (Svétova zdravotnické organizace) je na celém svéte chronicky infikovano 71
miliont lidi virem hepatitidy C (HCV), ktera se miize vyvinout v cirhdézu nebo rakovinu
jater.*” Od roku 2011 a prvnich schvalenych antivirotik s pfimym péisobenim kyseliny D
asparagové (DAA), tedy Bocepreviru a Telapreviru, doSlo k revoluci v 1é€bé infekce

hepatitidy C.
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Obrazek 19: Schvalena antivirotika Boceprevir, Telaprevir a Sofosbuvir.

Mimo Boceprevir a Telaprevir, byl také mezi nukleosidovymi analogy jako jediny
schvaleny Sofosbuvir (Obrazek 19) a v této dob¢ je jednim z nejcastéji pfedepisovanych
1é¢iv pro 1écbu infekce hepatitidy C. Protoze nukleosidové analogy zamétujici se na HCV
NS5B polymerazu obecné vykazuji Sirsi aktivitu proti hepatitidé C genotyptim (GT) spolu
s pfiznivym bezpecnostnim profilem a vysokou genetickou bariérou vici rezistenci,
zlistavaji zlatym standardem pro 1é¢bu HCV.*® Na zékladé uspéchli 2’-halogenovych
slou¢enin se Ovadia a spol.* zaméfili na vyvoj novych 2’-dihalogen nukleosidii jako
potencidlnich antiHCV latek. Nejprve byla provedena diastereoselektivni syntéza
kli¢ovych 2-chlor-2-fluor a 2-brom-2-fluorlaktolti L 33a a L 33b (Obrazek 19), ze kterych
byly dale pfipraveny odpovidajici pyrimidinové a purinové nukleosidové analogy.
Chranény lakton L 30 byl nejprve pieveden na odpovidajici trimethylsilylenolether a poté
nasledovala pfima chlorace nebo bromace v ptitomnosti bud’” N-chlorsukcinimidu nebo N-
bromsukcinimidu za vzniku odpovidajicich chlor a brom laktond L 31a a L 31b ve formé
diastereomernich smési. Nasledna fluorace poskytla selektivné dihalogenlaktony L 32a
aL 32b a redukci LiAl(OtBu);H v tetrahydrofuranu byly ziskdny odpovidajici laktoly
L 33a a L 33b. Purinové nukleosidy L 34 a L 35 byly ziskany reakci laktolt L 33a a L 33b
s bis-N-Boc chranénym adeninem v piitomnosti DIAD a PPhs. Latky vznikly jako smés
a/f anomertit vpoméru 4:1, kdy jednotlivé anomery byly rozdéleny pomoci flash
chromatografie na silikagelu. Deprotekce silylovych skupin pomoci TBAF poskytla bis-N-
Boc chranéné derivaty adeninu L 36a a L 36b, které byly zpracovany 4M roztokem HCI
v dioxanu za vzniku adenosinovych nukleosidii L 37a a L 37b. Monofosfatova proléciva
L 39a a L 39b byla ziskana reakci chranénych meziprodukta L 36a a L 36b se slouceninou
L 38 v pfitomnosti terc-butylmagneziumchloridu. Z klicovych dihalogenlaktolt L 33a a
L 33b bylo pfipraveno Sestnact derivati. Bohuzel u vSech téchto sloucenin byla

pozorovana cytotoxicita na lidské bunécné linii, coz vylucuje dalsi vyvoj zde popisovanych
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latek jako 1éciv proti hepatitidé typu C. Cytotoxicita je pravdépodobné zplisobena

ptitomnosti atomu fluoru v beta poloze ptislusného sacharidu.

TBDMSO TBDMSO TBDMSO TBDMSO

TBDMSOQO TBDMSO X TBDMSO X TBDMSO X
L 30 L 31a X=ClI L 32a X=Cl| L 33a X=Cl|
L 31b X=Br L 32b X=Br L 33b X=Br

Syntéza sloudenin L 31-33: i) 1) TEA, TMSOTY, DCM, 0°C, 30 min; 2) NCS nebo NBS, DCM, 0°C, 1 h, 77 % (31a),
82 % (31b}; Ii) NFSI, LIHMDS, THF, -78°C, 1 h, 55 % (32a), 64 % (32b); liij LIAOtBu)H, THF, 0°C a2 1t, 1 h,
97 % (33a), 98 % (33b).

N(Boc), N(Boc) NH,

N

4
TBDMSO TBDMSO <Nf j\)\ IL)
L 33a iv o) fe)
L33b > \lF?\_F + W#F - H \l#_

TBDMSO X N TBDMSO X OH X
N~ 1 L 34b X=CI L 360 %Gl L 37a X=Cl
¢ H-N L35b X=Br L 36b XBr Nh, L 37b X=Br

N(Boc) 0o f\
L 34a X=Cl " Y \O(':' J WN—F -O-Cl

L 35a X=Br F L 38
L 39a X=CI OH X
L 39b X=Br

Syntéza sloudenin 34-39: iv) bis-N-Boc A, PPh,, DIAD, 70°C, 1 h, 27 % (34a), 7 % (34b), 44 % (35a),
12 % (35b); v) TBAF, THF, rt, 1 h, 99 % (36a), 70 % (36b); vi) 4 M HCl/dioxan, rt, 1 h, 61 % (37a),
80 % (37h}; vii) 1) 38, (BuMgCl, THF, rt, 1 h; 2) 4M HCl/dioxan, rt, 1 h, 29 % (39a), 20 % (39b).

Obrazek 20: Schéma ptipravy purinovych nukleosidovych analogt.

Rostlinné hormony cytokininy, N6 substituované derivaty purinové baze adeninu, jsou
zodpovédné za mnoho udélosti v ristu a vyvoji rostlin, jako je déleni bun€k, iniciace
vyhonki, apikdlni dominance a starnuti listd. Podle substituce na atomu dusiku v poloze
6 adeninového skeletu, 1ze cytokininy rozdélit do dvou hlavnich skupin: izoprenoidni
a aromatické. Mezi izoprenoidni patii naptiklad N6-izopentenyladenin (iP), Dihydrozeatin,
Cis-zeatin (cZ), Trans-zeatin (tZ) a mezi aromatické Kinetin (K), 6-benzylaminopurin
(BAP) a hydroxylované derivaty topoliny (Ortho-, Meta-, Para-topolin).>® Strukturni

vzorce uvedenych cytokinintl jsou znazornény na Obrazku 21.
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Obrazek 21: Vzorce piislusnych izoprenoidnich a aromatickych cytokinindg.

BAP je jednim znejucinnéjSich a cenové dostupnych cytokinini pouzivanych
v mikropropagacnich systémech a biotechnologiich. AvSak ma nevyhody v nékterych
kulturach jako jejich metabolit BAP-9-glukosid, se hromadi a jeho pomalé uvoliovani
miiZze zpisobit ristovou heterogenitu a inhibici ristu kofene.’! Jednim ze zptisobtl, jak
prekonat negativni uc¢inky, je pouziti cytokinini konjugovanych v poloze N9 purinového
kruhu. Tyto slouceniny vykazuji vice divergentni metabolismus a poskytuji niz8i hladiny
9-glukosidu. V této praci byla série novych derivati 2’-deoxy-9-(p)-D-ribofuranosyl purinu
syntetizovana jednostupiiovou reakci nechranéného 2’-deoxyinosinu s (1H-benzotriazol-1-
yloxy)tris(dimethylamino)fosfonium hexafluorfosfatem (BOP), coz vedlo k pfeméné na
O°-(benzotriazol-1-yl) derivéty. Pro tuto syntézu bylo pouzito Castrovo &inidlo BOP, ¢asto
pouzivané pii syntéze peptidii. Védci zkoumali cytokininovou aktivitu na nové fadé
substituovanych derivati 6-benzylamino-2’'-deoxy-9-(pB)-D-ribofuranosyl purinu a také
jejich anti-senescencni (degradace chlorofylu), antioxida¢ni a cytotoxickou aktivitu.
Skupina Vlasty Matouskové®? zjistila, e pritomnost 2’-deoxyribosylové skupiny
vyznamné pfispéla k anti-senescencni aktivité ve srovnani s jejich ribosidy nebo bazemi.
Napftiklad slouceniny L 30 a L 31 vykazovaly zvySujici se aktivitu (se zvySujici se
koncentraci) ve vSech tfech biologickych testech cytokininové aktivity oproti BAP.
Derivaty obsahujici hydroxylovou skupinu také vykazovaly zna¢nou antioxidacni aktivitu,
zejména slouceniny L 32 a L 33. Antivirové a protozodlni testy budou provedeny podle

autord v budoucnu.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 33

\ BOP DIPEA k

/\pl 55 °C, 24h/\PI

L 30 H OH H H H 69
L31 H OMe H H H 38
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Obrézek 22: Jednostupnova syntéza fady 6-substituovanych 2’-deoxy-9-(p)-D-

ribofuranosyl purinti.
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II. PRAKTICKA CAST
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristroje a vybaveni

Teploty tani (%) uvedené v diplomové praci byly méfeny na Koflerove bloku a nejsou
korigovany. Tenkovrstva chromatografie (TLC) vyuzivana 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.
Infracervend spektra (IR) byla méfena na pfistroji Spektrometr FTIR ALPHA-T (Bruker)
v podobé KBr tablet. Pfi vypisu spekter z IR byly vyuzity nésledujici zkratky
charakterizujici intenzitu absorpénich past: s (silnd), m (stfedni), w (slabd), ptipadné také
Siku pasu: b (Siroky pas). Vodikova spektra z nuklearni magnetické rezonance (‘H NMR)
byla méfena na pfistroji JEOL ECZ 400 s pracovni frekvenci 399,78 MHz. Inertnimi
standardy byly rozpoustédla 'H: 8(rezidualni CHCls) = 7,27 ppm; §(DMSO-ds) = 2,50
ppm. Pro Ucel interpretace vodikovych spekter byly pouzity nasledujici zkratky: s (singlet),
d (dublet), t (triplet), m (multiplet). Kvalitativni analyza reakénich 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 um). 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 linearni konstantni rychlosti 52 cm/s. Ve vypisech signalt
z hmotnostnich spekter jsou uvedeny hodnoty signall s relativnim zastoupenim nejméné
5 %, vyjma molekulovych iontli. Hodnoty intenzit vybranych fragment 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. Veskerda meéfeni byla provedena v pozitivnim
i negativnim skenovacim moédu. Do iontového zdroje byly vzorky ptivadény kovovou
kapilarou pfi konstantnim pritoku 3 pl'min'. Ostatni parametry méfeni byly nasledujici:
napéti na kapilate £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 dalS§i parametry byly optimalizovany béhem jednotlivych
experimentl. Tandemova hmotnostni spektra byla po izolaci vybraného iontu meéfena

pomoci kolizi indukované disociace (CID). Mikrovlnami asistované syntézy byly
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provedeny na mikrovlnném reaktoru Discovery SP od firmy CEM. Reakce byly provadény
v roztoku a za zvySeného tlaku. Podminky pouzité pro jednotlivé reakce jsou popsany v

diskuzni ¢asti této prace (kapitola 4).

Vychozi latka 6-chlor-9H-purin, reakéni Cinidla a rozpoustédla pro syntézy byly ziskany

z komercnich zdrojii a pouzity bez dalsich tprav.
3.2 Syntéza novych 6,9-disubstituovanych purint

3.2.1 Alkylace 6-chlor-9H-purinu

Do barky o objemu 100 ml bylo navazeno 1,0 g (6,5 mmol) 6-chlor-9H-purinu, nasledné
bylo do banky pfidano 15 ml dimethylsulfoxidu, ve kterém byl 6-chlorpurin rozpustén.
Barika byla zchlazena na 15 °C ve vodni lazni a poté bylo do banky piidano 2,7 g (19,4
mmol) K>CO3 a 4,8 g (32,3 mmol) I-bromcyklopentanu, nebo 5,5 g (32,3 mmol) 2-
jodpropanu. Reakce byla provadéna pfi teploté 15—18 °C a jeji priabéh byl monitorovan
pomoci TLC. Reakce byla ukonéena po 8 hodinach, jeji obsah byl natedén destilovanou
vodou a vodny podil byl extrahovan 6 x 15 ml ethyl-acetatu. Organické podily byly
spojeny a dale promyty roztokem chloridu sodné¢ho (2 x 15 ml) a suSeny nad siranem
sodnym. Odpafenim na vakuové odparce (RVO) byl ziskdn surovy produkt v podobé
bezbarvého krystalického prasku, ktery byl ptecistén sloupcovou chromatografii (silikagel,

chloroform/methanol, 8/1, v/v). Tim doslo k oddéleni vznikajicich N7 a N9 isomerd.

6-Chlor-9-isopropyl-9H-purin (2)

Pozadovany produkt byl ziskdn ve vytézku 1,18 g (93 %), ve forme bezbarvého
krystalického prasku; #,= 152-155 °C; (t ain = 145-151 °C*, 107-109 °C>%).

"H NMR (CDCl5): 61,69 (d, J = 7,0 Hz, 6H, CH(CH3)2; 4,92 (m, 1H, CH(CHs),);
8,27 (s, 1H, NC¥HN); 8,76 (s, 1H, NC2HN) ppm. IR (KBr): 3110(m), 3052(m), 2965(m),
1594(s), 1545(s), 1496(m), 1430(m), 1384(m), 1233(m), 1139(w), 1008(m), 862(w),
789(m) cm™. GC-EI-MS (tr = 13,2 min); m/z (%): 198 (C’CHM?*, 12), 196 (°C)M", 37),
181 (12), 156 (C'C)M*—CsHe, 32), 155 (16), 154 ((**CI)M*—C3Hs, 100), 134 (14), 119
(47), 92 (12), 86 (5), 65 (7), 43 (18), 42 (8), 41 (28).
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6-Chlor-9-cyklopentyl-9H-purin (3)

Pozadovany produkt byl ziskan ve vytézku 1,25 g (87 %), ve formé bezbarvého
krystalického pragku; = 94-96 °C; (tyiy= 97 °C)*.

'"H NMR (DMSO-dq): 6 1,72 (m, 2H, cPe); 1,90 (m, 2H, cPe); 2,07 (m, 2H, cPe);
2,20 (m, 2H, cPe); 4,99 (m, 1H, CHcPe); 8,77 (m, 2H, NC?HN, NC®HN) ppm. IR (KBr):
3440 (w), 3098 (m), 3066 (m), 2960 (m), 1591 (s), 1558 (s), 1489 (m), 1391 (m), 1335(s),
1223(s), 1148(m), 956(m), 936(m), 856(m), 792(m), 637(m) cm’'. GC-EI-MS
(tr = 10,7 min); m/z (%): 224 (C'CDHM", 5), 222 (((°*CHM*, 16), 183 (5), 181 (16), 157
(33), 156 (11), 155 (100), 154 (12) 119 (23), 92 (6), 68 (11), 67 (22), 65 (5), 41 (34).

3.2.2 Mikrovinami asistovana nukleofilni aromaticka substituce atomu chloru na

Ceé

Sloucenina 2 byla navdZena a rozpusSténa v 6 ml ethanolu v 10 ml zkumavce urc¢ené pro
mikrovinné syntézy. Do reakéni smési byl pfiddn dvoumolarni piebytek piisluSného
aromatického aminu. Po uzavieni zkumavky specidlnim septem, byla vlozena tato do
mikrovinného reaktoru opatfen¢ho teflonovou bezpecnostni nadobou. Pomoci softwaru
Synergy-D byly nastaveny podminky reakce (tlak 21 bar, vykon 200 W, teplota 150 °C,
¢as 15 minut) a nasledné spusSténa reakce. Po ukonceni a zchlazeni byla reakéni smés
analyzovana pomoci TLC a také byl odebran vzorek na GC-MS. Nasledovalo nafedéni
reak¢ni smési destilovanou vodou a nasledna extrakce vodné faze 6 x 15 ml ethyl-acetatu.
Organické podily byly spojeny a dale promyty roztokem chloridu sodné¢ho (2 x 15 ml)
a suSeny nad siranem sodnym. Odpafenim na vakuové odparce (RVO) byl ziskan surovy

produkt, ktery byl ptecistén sloupcovou chromatografii.

N-Fenyl-9-isopropyl-9H-purin-6-amin (4)

Sloucenina 4 byla pfipravena podle obecného postupu z vychozich navazek: 6-chlor-9-
isopropyl-9H-purin (2) (150 mg; 0,76 mmol), anilin (142 mg; 1,52 mmol), ethanol (6 ml).
Reakce probihala podle podminek uvedenych v obecném postupu. Sloupcovou
chromatografii (silikagel, petrolether/ethyl-acetat, 1/1, v,v) byl ziskan pozadovany cisty
produkt ve vytézku 87 mg (45 %), ve formé& oranzového oleje; # = 25 °C; (tqiry = 74-76
°C)SS,
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"H NMR (DMSO-ds): 61,56 (d, J = 6,6 Hz, 6H, CH(CH3)2); 4,81 (m, 1H, CH(CH3)y);
7,03 (t,J = 7,3 Hz, 1H, Ph); 7,32 (t, J = 7.9 Hz, 2H, Ph); 7,94 (d, J = 8,0 Hz, 2H, Ph); 8,39
(m, 2H, NC2HN, NC®HN); 9,77 (s, 1H, C’NHPh) ppm. IR (KBr): 3388(m), 3297(m),
2978(m), 1702(w), 1623(s), 1581(s), 1498(m), 1468(m), 1327(m), 1231(m), 1144(w),
1011(m), 883(w), 751(m) cm™'. GC-EI-MS (tr = 20,6 min); m/z (%): 254 (10), 253 (M",
64), 252 (54), 211 (21), 210 (M'—C3Hs, 100), 156 (6), 129 (6), 119 (5), 104 (9), 103 (9), 92
(8), 77 (25), 51 (10), 43 (9), 41 (12). ESI-MS (pos.) m/z (%): 529,2 [2-M+Na']" (25);
276,0 [M+Na']" (17); 254,0 [M+H']" (100). ESI-MS/MS (pos.) 254,0 m/z: 211,9 [M+H"—
C3He]" (100).

N-4-Methylfenyl-9-isopropyl-9H-purin-6-amin (5)

Sloucenina 5 byla pfipravena podle obecného postupu z vychozich navazek: 6-chlor-9-
isopropyl-9H-purin (2) (150 mg; 0,76 mmol), 4-methylanilin (163 mg; 1,52 mmol),
ethanol (6 ml). Reakce probihala podle podminek uvedenych v obecném postupu.
Sloupcovou chromatografii (silikagel, petrolether/ethyl-acetat, 1/1, wv,v) byl ziskén
pozadovany cisty produkt ve vytézku 96 mg (47 %), ve form& Zlutého krystalického
prasku; #=153-160 °C.

'H NMR (DMSO-ds): & 1,55 (d, J = 6,8 Hz, 6H, CH(CHa),); 2,28 (s, 3H, PhCHs);
4,80 (m, 1H, CH(CHs)); 7,11 (d, J = 8,2 Hz, 2H, Ph); 7,80 (d, J = 8,2 Hz, 2H, Ph); 8,36
(m, 2H, NC?HN, NC3HN); 9,67 (s, 1H, C°NHPh) ppm. IR (KBr): 3254(m), 3178(m),
3106(m), 2973(m), 2869(m), 1625(s), 1585(s), 1514(s), 1466(s), 1229(m), 1012(m),
944(w), 505(w), 710(w) em™'. GC-EI-MS (tr = 23,3 min); m/z (%): 268 (11), 267 (M", 70),
266 (52), 225 (26), 224 (M*—C3Hs, 100), 209 (5), 118 (7), 117 (5), 106 (12), 91 (19), 98
(5), 77 (7), 65 (11), 43 (8), 41 (10). ESI-MS (pos.) m/z (%): 557,2 [2-M+Na']" (20); 290,0
[M+Na']" (13); 268,1 [M+H']" (100). ESI-MS/MS (pos.) 268,1 m/z: 226,0 [M+H'—CsHs]"
(100).

N-4-Ethoxyfenyl-9-isopropyl-9H-purin-6-amin (6)

Sloucenina 6 byla pfipravena podle obecného postupu z vychozich navéazek: 6-chlor-9-
1sopropyl-9H-purin (2) (150 mg; 0,76 mmol), 4-ethoxyanilin (209 mg; 1,52 mmol), ethanol

(6 ml). Reakce probihala podle podminek uvedenych v obecném postupu. Sloupcovou
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chromatografii (silikagel, petrolether/ethyl-acetat, 1/1, v,v) byl ziskdn pozadovany cisty
produkt ve vytézku 118 mg (52 %), ve form¢ svétle hnédého krystalického prasku; # =
114-126 °C.

'H NMR (DMSO-de): 1,32 (t, J = 7,0 Hz, 3H, PhOCH,CH:); 1,55 (d, J = 6,6 Hz,
6H, CH(CHs),); 4,00 (dd, J= 6,9 Hz, 2H, PhOCH,CHs); 4,79 (m, 1H, CH(CHs)2); 6,88 (d,
J= 8,9 Hz, 2H, Ph); 7,77 (d, J = 8,9 Hz, 2H, Ph); 8,32 (m, 2H, NC2HN, NC®HN); 9,62 (s,
1H, C'NHPh) ppm. IR (KBr): 3412(w), 3286(w), 2979(m), 2874(w), 1615(s), 1582(m),
1514(s), 1474(s), 1391(m), 1303(m), 1233(m), 1048(m), 1006(m), 924(w), 796(w) cm’,
GC-EI-MS (tr = 31,1 min); m/z (%): 298(16), 297 (M", 82), 296 (10), 269 (10), 268 (M*—
C2Hs, 49), 227 (16), 226 (M*—CsHia, 100), 198 (9), 120 (6), 119 (16), 108 (10), 93 (5), 92
(5), 80 (11), 65 (7), 43 (7), 41 (9). ESI-MS (pos.) m/z (%): 617,2 [2-M+Na']" (23); 465,7
[3-M+Ca?' > (12); 320,1 [M+Na']" (11); 298,1 [M+H']" (100). ESI-MS/MS (pos.) 298,1
m/z: 256,0 [M+H'-C3Hs]* (100).

N-4-Chlorfenyl-9-isopropyl-9H-purin-6-amin (7)

Sloucenina 7 byla pfipravena podle obecného postupu z vychozich navazek: 6-chlor-9-
isopropyl-9H-purin (2) (150 mg; 0,76 mmol), 4-chloranilin (195 mg; 1,52 mmol), ethanol
(6 ml). Reakce probihala podle podminek uvedenych v obecném postupu. Sloupcovou
chromatografii (silikagel, petrolether/ethyl-acetat, 1/1, v,v) byl ziskan poZadovany cisty
produkt ve vytézku 119 mg (54 %), ve form¢ nazloutlého krystalického prasku; # = 156—
159 °C.

"H NMR (DMSO-ds): 51,56 (d, J= 6,9 Hz, 6H, CH(CH3)2); 4,81 (m, 1H, CH(CH3));
7,36 (d, J = 8,9 Hz, 2H, Ph); 8,01 (d, J = 8,9 Hz, 2H, Ph); 8,41 (m, 2H, NC>HN, NC*HN);
9,97 (s, 1H, C’NHPh); ppm. IR (KBr): 3421(w), 3268(m), 3192(m), 3052(m), 2983(m),
1629(s), 1581(s), 1493(s), 1409(m), 1372(m), 1311(m), 1232(m), 1085(m), 1015(m),
846(m) cm™'. GC-EI-MS (tr = 26,5 min); m/z (%): 289 (C’CHM*, 21), 288 (21), 287
(PCHM*, 69), 286 (35), 247 (11), 246 (C"C1)M'—C3Hs, 38), 245 (35), 244 ((*>CHM'™—
C3Hs, 100), 210 (6), 209 (12), 138 (10), 137 (8), 119 (6), 113 (5), 111 (16), 102 (5), 62 (8),
75 (17), 65 (6), 54 (7), 44 (6), 43 (22), 42 (7), 41 (25). ESI-MS (pos.) m/z (%): 597,1
[2-(°CHM+Na'T" (5); 310,0 [(°CH)M+Na*]" (7); 288,0 [(°CI)M+H']* (100). ESI-MS/MS
(pos.) 288,0 m/z: 245,9 [((>*CI)M+H'—C3Hs]" (100).
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N-4-Bromfenyl-9-isopropyl-9H-purin-6-amin (8)

Sloucenina 8 byla pfipravena podle obecného postupu z vychozich navazek: 6-chlor-9-
isopropyl-9H-purin (2) (150 mg; 0,76 mmol), 4-bromanilin (262 mg; 1,52 mmol), ethanol
(6 ml). Reakce probihala podle podminek uvedenych v obecném postupu. Sloupcovou
chromatografii (silikagel, petrolether/ethyl-acetat, 1/1, v,v) byl ziskdn pozadovany Cisty
produkt ve vytézku 132 mg (52 %), ve formée svétle zlutého krystalického prasku; = 131—
134 °C.

"H NMR (DMSO-ds): 51,56 (d, J = 6,6 Hz, 6H, CH(CH3)2); 4,81 (m, 1H, CH(CH3));
7,48 (d, J = 8,7 Hz, 2H, Ph); 7,96 (d, J = 8,7 Hz, 2H, Ph); 8,42 (m, 2H, NC?HN, NC*HN);
9,97 (s, 1H, C’NHPh); ppm. IR (KBr): 3422(w), 3268(m), 3192(m), 2981(m), 1629(s),
1577(s), 1488(s), 1398(m), 1310(m), 1229(m), 1013(m), 955(w), 843(w), 784(w), 647(m)
em’!. GC-EI-MS (tr = 31,0 min); m/z (%): 334 (16), 333 (*'Br)M", 95), 332 (56), 331
((°Br)M*, 96), 330 (43), 291 (33), 290 ((*'Br)M'—CsHs, 100), 289 (34), 288 (("Br)M'—
C3Hs, 98), 210 (25), 209 (42), 184 (6), 183 (10), 182 (18), 181 (5), 157 (11), 156 (12), 155
(25), 129 (11), 119 (15), 114 (7), 108 (7), 105 (9), 104 (6), 103 (13), 102 (16), 93 (12), 92
(28), 91 (12), 90 (8), 77 (10), 76 (22), 75 (20), 67 (6), 66 (11), 65 (20), 64 (9), 63 (11), 54
(12), 50 (11), 43 (39), 42 (13), 41 (46). ESI-MS (pos.) m/z (%):334,0 [(*'Br)M+H']" (98);
332,0 [(Br)M+H']" (100). ESI-MS/MS (pos.) 334,0 m/z: 291,9 [(*'Br)M+H"—C3H]"
(100). ESI-MS/MS (pos.) 332,0 m/z: 289,9 [("’Br)M+H'—C3Hs]* (100).

N-4-Fluorfenyl-9-isopropyl-9H-purin-6-amin (9)

Sloucenina 9 byla pfipravena podle obecného postupu z vychozich navazek: 6-chlor-9-
isopropyl-9H-purin (2) (150 mg; 0,76 mmol), 4-fluoranilin (170 mg; 1,52 mmol), ethanol
(6 ml). Reakce probihala podle podminek uvedenych v obecném postupu. Sloupcovou
chromatografii (silikagel, petrolether/ethyl-acetat, 1/1, v,v) byl ziskdn pozadovany cisty
produkt ve vytézku 103 mg (50 %), ve form¢ nazloutlého krystalického prasku; # = 147—
149 °C; (tin = 139-145 °C).”’

'H NMR (DMSO-ds): 1,55 (d, J = 6,8 Hz, 6H, CH(CH3)2); 4,80 (m, 1H, CH(CH3)2);
7,16 (t, J = 8,9 Hz, 2H, Ph); 7,95 (dd, J = 5,0 Hz, 2H, Ph); 8,37 (s, 1H, NC2HN); 8,40 (s,
1H, NC*HN); 9,85 (s, 1H, CNHPh) ppm. IR (KBr): 3180(w), 2972(m), 2874(w), 1625(s),
1597(s), 1508(s), 1469(s), 1328(m), 1226(s), 1154(w), 1010(m), 831(w), 786(w), 645(w),
522(w) ecm™. GC-EI-MS (tr = 20,1 min); m/z (%): 272 (10), 271 (M*, 61), 270 (24), 229
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(30), 228 (M*—C3Hs, 100), 174 (5), 122 (11), 121 (10), 95 (16), 83 (5), 75 (7), 43
(10), 41 (13). ESI-MS (pos.) m/z (%): 5652 [2-M+Na']" (19); 294,0 [M+Na']* (19);
272,0 [M+H']* (100). ESI-MS/MS (pos.) 272,0 m/z: 229,9 [M+H"—C3Hs]* (100).

N-Fenyl-9-cyklopentyl-9H-purin-6-amin (10)

Sloucenina 10 byla pfipravena podle obecného postupu z vychozich navazek: 6-chlor-9-
cyklopentyl-9H-purin (3) (100 mg; 0,45 mmol), anilin (83 mg; 0,9 mmol), ethanol (6 ml).
Reakce probihala podle podminek uvedenych v obecném postupu. Sloupcovou
chromatografii (silikagel, chloroform/methanol, 60/1, v,v) byl ziskdn pozadovany Ccisty
produkt ve vytézku 87 mg (69 %), ve formé bezbarvého krystalického prasku; #= 154-156
°C.

'"H NMR (DMSO-ds): 61,72 (m, 2H, cPe); 1,90 (m, 2H, cPe); 2,05 (m, 2H, cPe); 2,18
(m, 2H, cPe); 4,91 (m, 1H, CHcPe); 7,03 (t, J = 7,3 Hz, 1H, Ph); 7,32 (t, J = 7,8 Hz, 2H,
Ph); 7,95 (d, J = 8,0 Hz, 2H, Ph); 8,38 (m, 2H, NC’HN, NC®HN); 9,77 (s, 1H, C°NHPh)
ppm. GC-EI-MS (tr = 32,9 min); m/z (%): 280 (9), 279 (M", 46), 278 (18), 238 (22), 212
(13), 211 (59), 210 (M —Pe, 100), 156 (7), 129 (6), 119 (6), 104 (12), 103 (9), 93 (5), 92
(9), 77 (30), 67 (11), 66 (6), 65 (11), 51 (10), 41 (35).

N-4-Methylfenyl-9-cyklopentyl-9H-purin-6-amin (11)

Sloucenina 11 byla pfipravena podle obecného postupu z vychozich navéazek: 6-chlor-9-
cyklopentyl-9H-purin (3) (100 mg; 0,45 mmol), 4-methylanilin (96 mg; 0,9 mmol), ethanol
(6 ml). Reakce probihala podle podminek uvedenych v obecném postupu. Sloupcovou
chromatografii (silikagel, petrolether/ethyl-acetat, 1/4, v,v) byl ziskan pozadovany cisty
produkt ve vytézku 106 mg (80 %), ve form¢ nazloutlého krystalického prasku; # = 128—
130 °C.

"H NMR (DMSO-ds): 51,71 (m, 2H, cPe); 1,90 (m, 2H, cPe); 2,05 (m, 2H, cPe); 2,17
(m, 2H, cPe); 2,27 (s, 3H, PhCH3); 4,90 (m, 1H, CHcPe); 7,12 (d, J = 8,2 Hz, 2H, Ph);
7,81 (d, J = 8,2 Hz, 2H, Ph); 8,35 (m, 2H, NC’HN, NC*HN); 9,66 (s, 1H, C'NHPh) ppm.
GC-EI-MS (tr = 39,7 min); m/z (%): 294 (10), 293 (M", 52), 292 (18), 252 (19), 226 (12),
225 (61), 224 (M'—Pe, 100), 118 (9), 117 (6), 106 (15), 91 (22), 79 (6), 77 (9), 67 (11), 65
(16), 44 (6), 41 (33).
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N-4-Ethoxyfenyl-9-cyklopentyl-9H-purin-6-amin (12)

Sloucenina 12 byla pfipravena podle obecného postupu z vychozich navazek: 6-chlor-9-
cyklopentyl-9H-purin (3) (100 mg; 0,45 mmol), 4-ethoxyanilin (123 mg; 0,9 mmol),
ethanol (6 ml). Reakce probihala podle podminek uvedenych v obecném postupu.
Sloupcovou chromatografii (silikagel, petrolether/ethyl-acetat, 1/8, v,v) byl ziskan
pozadovany Cisty produkt ve vytézku 91 mg (63 %), ve form¢ nahnédlého krystalického
prasku; #= 141-147 °C.

"H NMR (DMSO-ds): 61,32 (t, J = 7,0 Hz, 3H, OCH.CH3); 1,71 (m, 2H, cPe); 1,89
(m, 2H, cPe); 2,04 (m, 2H, cPe); 2,17 (m, 2H, cPe); 4,00 (dd, J = 6,9 Hz, 2H, OCH>CH3);
4,89 (m, 1H, CHcPe); 6,89 (d, J = 8,9 Hz, 2H, Ph); 7,81 (d, J = 9,0 Hz, 2H, Ph); 8,35 (m,
2H, NC?HN, NC®HN); 9,66 (s, 1H, C°NHPh) ppm. GC-EI-MS (tr = 59,4 min); m/z (%):
324 (7), 323 (M", 41), 294 (16), 255 (11), 227 (15), 226 (M"—C7H.4, 100), 198 (7), 120 (9),
119 (22), 108 (15), 93 (8), 92 (7), 80 (21), 67 (15), 65 (10), 53 (10), 44 (11), 41 (41).

N-4-Chlorfenyl-9-cyklopentyl-9H-purin-6-amin (13)

Sloucenina 13 byla pfipravena podle obecného postupu z vychozich navazek: 6-chlor-9-
cyklopentyl-9H-purin (3) (150 mg; 0,67 mmol), 4-chloranilin (171 mg; 1,34 mmol),
ethanol (6 ml). Reakce probihala podle podminek uvedenych v obecném postupu.
Sloupcovou chromatografii (silikagel, chloroform/methanol, 30/1, v,v) byl ziskén
pozadovany Cisty produkt ve vytézku 146 mg (69 %), ve form& narizovélého krystalického

prasku; t= 139-142 °C.

"H NMR (DMSO-ds): 61,72 (m, 2H, cPe); 1,90 (m, 2H, cPe); 2,05 (m, 2H, cPe); 2,18
(m, 2H, cPe); 4,91 (m, 1H, CHcPe); 7,37 (d, J = 8,9 Hz, 2H, Ph); 8,02 (d, J = 8,9 Hz, 2H,
Ph); 8,40 (m, 2H, NC?HN, NC®HN); 9,97 (s, 1H, C°NHPh) ppm. GC-EI-MS
(tr = 47,3 min); m/z (%): 315 (C’CH)M", 14), 314 (12), 313 (((*CI)M*, 40), 312 (6), 274
(6), 272 (18), 248 (6), 247 (25), 246 (('CI)M*—cPe 44), 245 (83), 244 ((**C)M*—cPe,100),
210 (7), 209 (9), 182 (6), 138 (12), 137 (10), 119 (7), 111 (20), 102 (6), 99 (6), 92 (10), 91
(5), 77 (5), 75 (16), 69 (7), 67 (26), 66 (10), 65 (14), 54 (13), 53 (12), 45 (5), 44 (9), 42 (7),
41 (85).
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N-4-Bromfenyl-9-cyklopentyl-9H-purin-6-amin (14)

Sloucenina 14 byla pfipravena podle obecného postupu z vychozich navazek: 6-chlor-9-
cyklopentyl-9 H-purin (3) (100 mg; 0,45 mmol), 4-bromanilin (155 mg; 0,9 mmol), ethanol
(6 ml). Reakce probihala podle podminek uvedenych v obecném postupu. Sloupcovou
chromatografii (silikagel, petrolether/ethyl-acetat, 1/8, v,v) byl ziskdn pozadovany Cisty
produkt ve vytézku 124 mg (77 %), ve formé nazloutlého krystalického prasku; # = 143—
148 °C.

'"H NMR (DMSO-ds): 61,72 (m, 2H, cPe); 1,91 (m, 4H, cPe); 2,05 (m, 2H, cPe); 2,18
(m, 2H, cPe); 4,92 (m, 1H, CHcPe); 7,49 (d, J = 8,7 Hz, 2H, Ph); 7,97 (d, J = 8,7 Hz, 2H,
Ph); 8,40 (m, 2H, NC?HN, NC!HN); 9,97 (s, 1H, C’NHPh) ppm. GC-EI-MS
(tr = 58,8 min); m/z (%): 360 (6), 359 ((®'Br)M", 35), 358 (11), 357 ((Br)M", 38), 318
(11), 316 (12), 292 (7), 291 (48), 290 (((®*'Br)M'—cPe, 59), 289 (52), 288 ((”Br)M —cPe,
51), 210 (18), 209 (24), 183 (6), 182 (11), 157 (8), 156 (10), 155 (16), 129 (7), 119 (12),
114 (6), 108 (6), 103 (8), 102 (10), 93 (7), 92 (21), 91 (10), 77 (9), 76 (14), 75 (14), 69
(10), 68 (6), 67 (32), 66 (11), 65 (21), 64 (6), 63 (7), 54 (13), 53 (12), 52 (5), 51 (6), 50 (7),
44 (10), 43 (6), 42 (10), 41 (100).

N-4-Fluorfenyl-9-cyklopentyl-9 H-purin-6-amin (15)

Sloucenina 15 byla pfipravena podle obecného postupu z vychozich navazek: 6-chlor-9-
cyklopentyl-9H-purin (3) (150 mg; 0,67 mmol), 4-fluoranilin (150 mg; 1,34 mmol),
ethanol (6 ml). Reakce probihala podle podminek uvedenych v obecném postupu.
Sloupcovou chromatografii (silikagel, petrolether/ethyl-acetat, 1/8, v,v) byl ziskan
pozadovany ¢isty produkt ve vytézku 164 mg (82 %), ve formé nahnédlého krystalického
prasku; #=133-134 °C.

"H NMR (DMSO-de): 61,72 (m, 2H, cPe); 1,91 (m, 4H, cPe); 2,05 (m, 2H, cPe); 2,18
(m, 2H, cPe); 4,91 (m, 1H, CHcPe); 7,16 (t, J = 8,8 Hz, 2H, Ph); 7,94 (dd, J = 5,0 Hz, 2H,
Ph); 8,37 (m, 2H, NC?HN, NC®HN); 9,85 (s, 1H, C°NHPh) ppm. GC-EI-MS
(tr = 20,1 min); m/z (%): 298 (7), 297 (M", 40), 296 (6), 256 (20), 230 (13), 229 (77), 228
(M"—cPe, 100), 174 (6), 122 (15), 121 (12), 95 (20), 83 (7), 75 (8), 67 (15), 54 (9), 53 (5),
44 (6), 41 (47).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Komentar k diskuzni ¢asti

Tato diplomova prace svym zaméfenim zapadd do oblasti chemie, kterd je mnoho let na
Ustavu chemie studovana. Re¢ je o syntéze di- nebo trisubstituovanych derivatd purinu,
pfipadné jeho bioisosteril, které jsou postupné syntetizovany s cilem prozkoumat jejich

moznou biologickou aktivitu.

V minulych letech byla pozornost vénovana piedevsim syntéze novych derivatd purinu a
pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu s adamantanovym skeletem. Pfipravu 6,9-disubstituovanych
purinti obsahujicich na C6 aromatické aminy s adamantanovym skeletem (obecna struktura
je uvedena na Obrazku 23) popsal ve své diplomové praci David Gergela,>* Na jeho praci
pfimo navazal Filip Zatloukal, ktery ve své diplomové praci popsal syntézu 4,7-
disubstituovanych  pyrrolo[2,3-d]pyrimidini  obsahujicich ~ aromatické aminy
s adamantanovym skeletem v poloze 4 (Obrazek 23).%® Nésledovala syntéza dalsi série 4,7-
disubstituovanych derivati pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu, které se vénovala ve své diplomové
praci Vendula Tichavska,” kterd se od svych predchiidcti odlifovala pouzitim bé&zné
dostupnych aromatickych aminti, namisto aromatickych aminii obsahujicich adamantanovy

skelet, kdy tyto substituovala do polohy 4 (Obrazek 23).

PiedloZena diplomova prace plynule navazuje na moji bakalafskou préci, v rdmci niZ jsem
pripravoval sérii 4,7-disubstituovanych derivati pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu obsahujici na C4
komer¢né dostupné aromatické aminy (stejné jako ve své diplomové praci pouzila Vendula
Tichavskd), pficemZ rozdil spocival v navazani cyklopentylového, namisto propan-2-
ylového, substituentu na N7 (Obrazek 23).° Cilem této prace pak bylo ptipravit sérii 6,9-
disubstituovanych purind, kdy v poloze C6 meél byt nahrazen atom chloru pomoci
komer¢né dostupnych aromaticky aminti a v poloze N9 mél byt umistén bud’ propan-2-

ylovy nebo cyklopentylovy substituent (Obrazek 23).

Jelikoz 10.3. 2020 doslo k vydani mimofadnych opatfenim k prevenci Siteni COVID-19,
bylo pfistoupeno k preruseni vSech ¢innosti studentii na puad¢ fakulty technologické UTB.
Pocinaje 11. 3. 2020 zacal platit zakaz osobni pfitomnosti studentl na studiu na vysoké
$kole. Z toho diivodu nebylo mozné vykonavat jakoukoliv ¢innost na piidé fakulty. Uplné
uzavieni Skol trvalo do 19.3., kdy byla povolena pfitomnost studentim zavere¢nych

ro¢niki magisterskych obort a z toho divodu nebylo mozné pokracovat v praktické ¢asti
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diplomové prace. S ohledem na vzniklou situaci nebylo mozné navstévovat laboratof a

dokoncit tplnou charakteristiku nové vzniklych sloucenin.

David Gergela Filip Zatloukal Vendula Tichavska Radim Velecky Radim Velecky
(2013) (2017) (2018) (2018) (2020)

N H,N,R HNN,Ar H‘N,Ar H.N,Ar
NTSAN N’%E» Nm N’%T\» N)‘\;EN
I > I | I | 3
AU S GRS Lok (L
O R

_ Ph, 4-MePh, 4-MeOPh, 4-EtOPh -
{A" 4-CIPh, 4-BrPh, 4-FPh ] R= A nebo é

Obrazek 23: 6,9-disubstituované puriny a 4,7-disubstituované pyrrolo[2,3-d[pyrimidiny

pfipravované v nasi vyzkumné skuping.

4.2 Alkylace 6-chlor-9H-purinu

Prvni krok potfebny k piipravé série 6,9-disubstituovanych purinti pfedstavovala alkylaci
komeréné dostupného 6-chlorpurinu do polohy N9 malo objemnym substituentem,

v pripadé této diplomové prace se jednalo o propan-2-yl a cyklopentyl.

Jelikoz jsou puriny uz dlouhou dobu zkoumané na Ustavu chemie, byla tato reakce
provadéna ovéfenym zplsobem, ktery se pouziva pii alkylaci purinu ¢ pyrrolo[2,3-
d]pyrimidinu. Vychozi 6-chlor-9H-purin (1) reagoval s pfisluSnym halogenderivatem, a
sice 2-jodpropanem nebo 1-bromcyklopentanem, ktery se do reakéni smési piidaval v 5
molarnim pfebytku. Reakce probihala v prostiedi dimethylsulfoxidu za pouziti uhli¢itanu

draselného jako baze (Obrazek 24).

Cl Cl
NN, halogen derivat (50 ekv.) NN
I > | Vi
L AN T’ecos@oew)DMso . L Ay

H .
1 23 R

15-18°C,4-6h

AN é
2(93%) 3 (87 %)

Obrazek 24: Alkylace 6-chlor-9H-purinu.

Reakce byla provadéna pii teploté 15-18 °C a jeji pribéh byl monitorovan pomoci TLC.

Po spotiebovani veskerého vychoziho purinu 1, coz bylo pozorovano na TLC vrstvé, byla
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reakce ukonCena a zpracovana. Nasledovalo suSeni organickych podili nad siranem
sodnym a odpateni rozpoustédla na rotacni vakuové odparce (RVO). Jelikoz pii reakci
vznikal mimo pozadovany N9 substituovany také N7 substituovany produkt, bylo nutné
pristoupit k jejich rozdéleni pomoci sloupcové chromatografie (silikagel,
chloroform/metanol, 8/1, v/v). Ptecisténim byly ziskdny pozadované slouceniny 2 a 3 ve

vytézku 93 %, respektive 87 %.

Struktura a Ccistota obou piipravenych sloucenin byla potvrzena na zdkladé bézné
pouzivanych spektralnich metod, vtomto pifipadé¢ nukledrni magnetické rezonance a
plynové chromatografie v kombinaci s hmotnostné-spektrometrickou detekci. V. 'H-NMR
spektru slouceniny 2 byly pozorovany celkem ctyii signadly pochézejicich z ptislusné
molekuly (Obrazek 25). V alifatické¢ oblasti (1,67 ppm) lze vidét dublet odpovidajici
methylovym skupindm nachazejicim se na propan-2-ylovém substituentu (signal ,,d*)
a dale je zde multiplet v oblasti 4,91-5,01 ppm pochézejici z CH skupiny propan-2-ylu
(signal ,,c*). V aromatické oblasti byly detekovany dva signaly pochazejici z purinového
skeletu, prvnim byl singlet s chemickym posunem 8,27 ppm s odpovidajici atomu vodiku
na C8 (signal ,b*) a druhym singlet nachéazejici se v oblasti 8,76 ppm pochazejici

z atomu vodiku na C2 (signal ,,a*).

b CDCl,

c

| 1 T

0.97 0.98 1.00 6.14
4 = =

T —
9.0 85 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 50 4.5 4.0 3.5 3.0 25 20 15
Chemical Shift (ppm)

Obrazek 25: 'H NMR spektrum slouceniny 2.
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V 'H NMR spektru sloudeniny 3 bylo pozorovano celkem 6 signaléi pochézejicich
z ptislusné molekuly (Obrazek 26). V alifatické oblasti (1,7-2,20 ppm) byly pozorovany
¢tyfi multiplety odpovidajici atomiim vodiku (CH2) cyklopentylového kruhu (signély ,,d—
g“). Dale byl ve spektru pfitomny multiplet s chemickym posunem ~ 5,00 ppm, ktery byl
uréen jako atom vodiku CH skupiny navazané na N9 purinového skeletu (signal ,,c%).
Posledni signal nachazejici se v aromatické oblasti (8,77 ppm) v sobé ukryval dva atomy
vodiku (,,a* a ,,b*) pochazejici z purinového kruhu.

a+b

86 1.00 209211 2.082.05
= = [ e |
AR LN RN L L e e A AR A e s B e L L

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 20 1.5

Chemical Shift (ppm)

Obrazek 26: 'TH NMR spektrum slouéeniny 3.

Ob¢ vyse uvedené reakce byly provadény opakované s cilem pfipravit dostatecné mnozstvi
slou€enin 2 a 3, které byly v dalsi experimentalni ¢innosti pouZzity jako vychozi latky pro

syntézu uvazovanych sloucenin.

4.3 Mikrovinami asistovana nukleofilni aromatické substituce

V nésledujicim  kroku bylo pro ziskdni zamySlené série sloucenin pfistoupeno
k mikrovinami asistované nukleofilni aromatické substituci atomu chloru v pozici C6
sloucenin 2 a 3. Atom chloru byl nahrazen b&zné dostupnymi aromatickymi aminy,
vzajemné se lisici v poloze C4 aromatického kruhu oproti primarni aminoskupiné. Jako
modelovy substituent byl vybran anilin. Jedinym pouZitym aromatickym aminem, ktery
vykazuje kladny induk¢ni efekt a zvySuje tak elektronovou hustotu, byl 4-methylanilin.
Ostatni substituenty umisténé v para poloze vici primarni aminové skupiné vykazovaly

zaporny indukéni efekt, coZz znamend, Ze snizuji elektronovou hustotu na aromatickém
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jadte. Témito aminy byly: 4-ethoxyanilin, 4-fluoranilin, 4-chloranilin a 4-bromanilin. Vyse

uvedené aromatické aminy jsou pro ilustraci znazornény na Obrazku 27.

0 oy o

H.N H,N HoN
oSNl

N/@ HoN HoN

Obrazek 27: Aminy pouzité pro nukleofilni aromatickou substituci atomu chloru na Cé.

H;

Pii prvnim pokusu o provedeni nukleofilni aromatické substituce byl jako modelovy
substituent pouzit anilin. Jelikoz bylo nasim cilem vyhnout se v n¢kterych piipadech
komplikovanému a ¢asové naroénému ziskavani uvazované slouceniny pomoci sloupcové
chromatografie, rozhodli jsme se nejprve provést mikrovinami asistovanou nukleofilni
substituci atomu chloru na C6 slouceniny 2 v pfitomnosti baze, kterou byl triethylamin
pouzity v 1,1 molarnim piebytku. Ve stejném latkovém mnozstvi byl do reak¢ni smési
pfidan také anilin a jako rozpoustédlo byl pouzit ethanol. Reakce probihala pfi teploté
150 °C, vykonu 200 W a tlaku 21 bar po dobu 15 minut (Obrazek 28). Poté byl odebran
vzorek k analyze na GC-MS, kdy bylo zjiSténo, Ze se v reakéni smési nachéazi pouze

vychozi latky, nikoliv pozadovany produkt.

Cl HN :

triethylamin (1,1 ekv.)
N“X-N anilin (1,1 ekv.), EOH N N\>

U N\> MW (200W, 150 °C), 15 min L ZA;
- -

Obrazek 28: Vzorova reakce za pouziti triethylaminu.

Jelikoz vyse uvedeny postup nevedl k pozadovanému vysledku a nepomohlo ani zvySeni
molarniho mnoZzstvi baze, ani prodlouzeni doby provadeéni reakce v mikrovinném reaktoru,
bylo od tohoto postupu upusténo a ptistoupeno k postupu ovérenému z let minulych. Timto
jest provadéni reakce za vylouceni baze a pfi pouziti pfislusSného aromatického aminu ve
dvoumolarnim piebytku vii€i vychozimu purinu. Tento postup v sobé skyta jednu zasadni

nevyhodu, a to nutnost purifikace pomoci sloupcové chromatografie, kdy je od sebe
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nezbytné odd¢lit aromaticky amin vkladany do reakéni smési v prebytku od pozadovaného
produktu. Ze zkusenosti, které¢ jsem ziskal pti zpracovani bakalarské prace, jsem se tomu
chtél ptiivodné vyhnout, jelikoz naptiklad purifikace slou¢enin obsahujicich na benzenovém
jadie halogen (Cl, Br, F) byla zna¢n¢ komplikovana, zejména co do volby mobilni faze

zajiStujici oddéleni aromatického aminu a vznikajiciho produktu.

Nasledovalo tedy provadéni série experimentl s cilem nahradit atom Cl na C6 ptislusnym
aromatickym aminem, kdy tento byl v reakéni smési pouzit ve dvoumolarnim piebytku.
Jako rozpoustédlo byl opét pouzit ethanol a rovnéz podminky v mikrovinném rektoru
zustaly beze zmény (Obrazek 29). Po ukonceni pfislusné reakce byl z reakéni smési
odebran vzorek pro analyzu GC-MS, kterd ve vSech ptipadech poukazovala na tplné
zreagovani vychoziho purinu 2 a vznik uvazovaného produktu (slouceniny 4-9). Ve vSech
pfipadech byl také v chromatogramu detekovan zifetelny pik odpovidajici ptislusnému

aromatickému aminu.

cl HNR
N)ﬁ:N» amin (2,0 ekv.), EOH N)TN»
"\N/ N, MW (200 W, 150 °C), 15 min lN/ N
2 )\ 4-9 /\\

VeRNegve N

R=| 405%) _5@7% _ 8(2%)
%‘7(54%) ﬁz‘a(sz%) 29(50%)

Obrazek 29: Mikrovlnami asistovana nukleofilni aromaticka substituce slouceniny 2.

Po ukonceni reakce a provedeni analyzy na GC-MS, potvrzujici uplné zreagovani
vychoziho purinu 2 a vznik pozadovaného produktu (slouceniny 4-9), byla ptislusna
reakéni smés zpracovana a nasledné¢ bylo pfistoupeno k precisténi pomoci sloupcové
chromatografie. Nejvhodné€jsi mobilni fazi pro sloupcovou chromatografii se zdala byt
smés petrolether/ethyl-acetdt (1/1, v/v). U vSech provedenych reakci se podafilo
odseparovat nezreagovany piebytek aromatického aminu a ziskat pozadované slouceniny
v uspokojivych vytéZzich 45-52 % (Obrazek 29). Chromatograficka Cistota sloucenin 49

byla potvrzena pomoci analyz GC-MS provedenych po ¢isténi sloupcovou chromatografii,
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jejich struktura pak byla navrzena na zaklad¢ vysledkil ziskanych pomoci nukledrni

magnetické rezonance (NMR) a hmotnostni spektrometrie (ESI-MS).

V 'H -NMR spektru slougeniny 5 bylo pozorovano celkem sedum signald (Obrazek 30).
Z puvodniho vodikového NMR spektra slouceniny 2 mély byt viditelné Ctyfi signaly a
znové navazaného substituentu by meély byt pozorovany taky Ctyfi signdly. To je
zpusobeno ptrekryvem dvou signalli od vodikti z C2 a C8 purinového kruhu, které byly
pozorovany ve stejné oblasti 8,36 ppm, a tudiZ nebylo pozorovano osum samostatnych
pfedpokladanych signalii. V alifatické oblasti Ize vidét celkem tfi signaly. V pasmu 1,55
ppm lze vidét dublet odpovidajici methylovym skupinam nachazejicim se na propan-2-
ylovém substituentu (signal ,,d*). Singlet (2,28 ppm) pochazi z methylové skupiny
navéazané na aromatické jadie (signal ,.f). Jesté je zde multiplet v oblasti 4,75-4,85 ppm
pochazejici od atomu vodiku CH skupinypropan-2-ylu (signal ,,c*). V aromatické oblasti
byly detekovany ¢tyfi signaly, kdy dva dublety (7,11 a 7,80 ppm) pochazeji z fenylového
kruhu substituovaného v pozici 4 (signadly ,,Ph*). Dublet (8,36 ppm) lze prifadit jiz
zminovanym vodiklim na purinovém skeletu (signaly ,,a* a ,,b*) a posledni singlet nejvice
odstinény (9,67 ppm) lze piifadit vodiku z aminové skupiny NH (signal ,,e*). 'H NMR
spektra sloucenin 4, 6, 7, 8 a 9 jsou znazornéna v Ptiloh4ch 1-5.
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Obrazek 30: 'H NMR spektrum slouceniny 5.

Vyjma NMR analyz byly za ticelem potvrzeni struktury piipravenych slou¢enin provedeny
také ESI-MS analyzy. VSechny slouCeniny byly analyzovany v pozitivnim i negativnim

skenovacim moédu, kdy uspokojivych vysledkii bylo dosazeno, dle ocekavani, pouze
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v pozitivnim skenovacim modu. Ve spektru prvniho fadu byly v pfipadé vSech
analyzovanych sloucenin, vyjma brom derivatu 8, pozorovany tii jedenkrat nabité ionty,
které byly ureny jako protonovana molekula ((M+H]"), sodny adukt pfislu$né slouceniny
([M+Na]") a déle pak sodny adukt dimeru dané latky ([2-M+Na]"). Namé&fené hodnoty m/z
odpovidajici jednotlivym typim pozorovanych iontli a jejich srovnani s hodnotami

teoretickymi, jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1: Srovnani namétenych a teoretickych hodnot nabitych iontt ptislusnych
sloucenin 4-9.

4 254,1 254,0 276,1 276,0 5293 529,2
5 268,1 268,1 290,1 290,0 557,3 557,2
6 298,2 298,1 230,2 320,1 6173 617,2
7 288,1 288,0 310,1 310,0 597,2 597,1
8 332,0 332,0 354,0 NP 685,1 NP

9 272,1 272,0 294,1 294,0 565,2 565,2

NP = ion nebyl pozorovan

Na Obrazku 31 jsou pro ilustraci zndzornéna ESI-MS spektra ziskana analyzou slouceniny
6. Jak je patrné ze spektra prvniho tadu (+MS, Cernd barva), nachdzely se v ném tfi
jedenkrét nabité iony o m/z 298, 310 a 617, coz odpovida protonované molekule, sodnému
aduktu molekuly a sodnému aduktu dimeru slouceniny 6. Navic byl ve spektru prvniho
fadu slouceniny 6, jakozto jediné ze vSech analyzovanych latek, pozorovan také dvakrat

nabity ion odpovidajici vapenatému aduktu trimeru slouceniny 6 (m/z 465,7).

Izolaci a néslednou fragmentaci, za podminek kolizi indukované disociace (CID, z angl.
collision-induced dissociation), pozadované¢ho iontu, bylo studovano chovani piislusné
slouCeniny v plynné fazi. U vSech analyzovanych latek byl v ESI-MS/MS spektru
pozorovan jediny fragmentani ion, ve vSech piipadech vznikajici neutrdlni ztratou
propenu (C3He, m/z 42) z matefského iontu. ESI-MS/MS spektrum ziskané izolaci
a naslednou fragmentaci iontu [M+H]" slouceniny 6, je znazornéno na Obrazku 31 (+MS?,
¢ervend barva), kdy je patrné, ze z iontu o m/z 298 vznikal jediny ion o m/z 256. Hodnoty
m/z iontl vznikajicich fragmentaci iontu [M+H]" sloudenin 4, 5, 7, 8 a 9 jsou uvedeny

v experimentalni ¢asti (kapitola Chyba! Nenalezen zdroj odkazii.).
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Obrazek 31: ESI-MS spektrum slouceniny 6.

V ptipadé slouceniny 6 byla UspéSné provedena také fragmentace iontu o m/z 256,
vznikajictho v MS/MS spektru, ¢imZ bylo ziskano MS® (Obrazek 31, +MS?, modré
spektrum). V tomto ptipad¢ dochézelo k neutrdlni ztraté ethylenu (CoHa, m/z 28) za vzniku
iontu o m/z 228. Navrh fragmentace iontu [M+H]" slouenin 6, zndzorujici nejen vyse
popsané neutralni ztraty v MS/MS a MS? spektrech, ale také navrh vznikajicich struktur, je

uveden na Obrazku 32.

Ve spektrech prvniho tadu ziskanych v negativnim skenovacim moédu sice byl ve vSech
pfipadech pozorovéan ion o m/z odpovidajici deprotonované molekule ([M—H]"), av§ak ve
velmi nizké intenzité, coz vSak nebylo, s ohledem na strukturu studovanych latek, nikterak

piekvapivé.
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Obrazek 32: Navrh fragmentace iontu [M+H]" slouceniny 6.

Jak je zminéno vyse, cilem ptfedloZzené prace bylo pfipravit dvé série sloucenin, vzajemné
se liici substituentem v poloze 9 purinového skeletu. Po uspésné piipravé a purifikaci
sloucenin 4-9, tak bylo pfistoupeno k syntéze druhé série latek, obsahujicich na N9 misto

propan-2-ylového, cyklopentylovy substituent.

V tomto piipad¢ tedy byla ponechdna reagovat sloucenina 3 s dvoumolarnim piebytkem
ptislusného aromatického aminu v mikrovinném reaktoru, a to za stejnych podminek jako
tomu bylo v piipadé syntézy slou¢enin 4-9. Uplné zreagovani aminu bylo potvrzeno na
GC-MS, kdy byl odebran vzorek po ukonceni pfislusné reakce a podroben analyze.
V chromatogramu byl pozorovan zfetelny pik nové vzniklé slouceniny a také pik

odpovidajici piebytku piislusného aromatického aminu.

Po potvrzeni uplného zreagovani vychoziho purinu 3 a vzniku pozadovanych produktii
(slouceniny 10-15), byly reak¢ni smési zpracovany a nasledné bylo pfistoupeno k jejich
precisténi pomoci sloupcové chromatografie. Mobilni faze pro sloupcovou chromatografii
byly voleny individualné podle pfislusnych sloucenin. NejCastéji se jednalo o smesi
petrolether/ethyl-acetat a chloroform/methanol (informace o piesném slozeni mobilni faze
pouzité k purifikaci dané smési, je uvedeno pro kazdou slouceninu v experimentalni ¢asti).
Ve vSech piipadech se podafilo odseparovat nezreagovany piebytek aromatického aminu

a ziskat poZadované slouCeniny ve vytéZcich pohybujicich se v rozmezi 63-82 %
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(Obrazek 33). Chromatografickd cistota sloucenin 10—15 byla potvrzena pomoci analyz

GC-MS provedenych po cisténi sloupcovou chromatografii.

Jelikoz byly vyse uvedené purifikacni experimenty provadény az v obdobi po
»Zznovuotevieni vysokych skol, tedy po 20. 4. 2020, byla pro urceni struktury sloucenin

10-15 pouzita, vyjma GC-MS, pouze nukledrni magneticka rezonance.

Cl
N N amin (2,0 ekv.), EtOH )I
\> MW (200 W, 150 °C), 15 min L 7
3 O 10-15
SOV AN
% % %

R=| 1069%) 1(80%) 12 (63 %)

LS

13(69%) 14 (77 %) 15 (82 %)

Obrazek 33: Mikrovlnami asistovana nukleofilni aromaticka substituce slouceniny 3.

Jako piiklad je nize uvedeno 'H NMR spektrum slou¢eniny 13 (Obrazek 34), v némz bylo
pozorovano celkem devét signald. V alifatické oblasti se nachdzi, stejné jako u slouceniny
3, ¢tyfi multiplety odpovidajici atomim vodiku (CH2) cyklopentylového kruhu (signaly
,»d—g*). Déle byl ve spektru pfitomny multiplet s chemickym posunem 4,91 ppm, ktery byl
urcen jako atom vodiku CH skupiny navdzané na N9 purinového skeletu (signal ,,c*).
Oproti slouc¢ening 3 byly dale pozorovany dva dublety (7,37 a 8,02 ppm), pochazejici
z fenylového kruhu (signaly ,,Ph*), naznacujici nejen pfitomnost aromatického jadra, ale
také jeho substituci v poloze para. Signal s chemickych posunem 8,40 ppm lze pfitadit jiz
zminovanym vodikiim na purinovém skeletu (signaly ,,a“ a ,b*). Poslednim, nejvice
odstinénym, a ve spektru pozorovanym signalem, byl singlet (9,97 ppm), ktery lze pfitradit
atomu vodiku pochézejicimu ze sekundarni aminové skupiny, kterd na C6 nahradila
ptivodné se vyskytujici atom chloru (signal ,,h*). '"H NMR spektra sloucenin 10, 11, 12, 14

a 15 jsou znazornéna v Ptilohach (6-10).
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Obréazek 34: 'TH NMR spektrum slou¢eniny 13.
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ZAVER
Cilem ptedlozené¢ diplomové prace bylo piipravit sérii 6,9-disubstituovanych purini

s doposud nepopsanou strukturou a nasledné provést jejich uplnou strukturni charakterizaci

pomoci bézné dostupnych instrumentalnich metod.

Ptiprava 6,9-disubstituovanych purinti sestavala ze dvou krokd. Jako prvni bylo nutné
pripravit slouceniny 2 a 3, které byly pozd¢ji pouzity pro piipravu findlnich sloucenin.
Alkylaci komeréné dostupného 6-chlor-9H-purinu (1) vznikla sloucenina 2, kdy byl do
pozice N9 zaveden propan-2-yl a slou¢enina 3 vznikla po zavedeni cyklopentylu do pozice
N9 vychoziho 6-chlor-9H-purinu. Reakce probihaly v DMSO za pouziti uhli¢itanu

draselného jako baze. Cisté slou¢eniny 2 a 3 byly ziskany ve vytézcich 93 a 87 %.

Nésledné byla provedena série mikrovlnami asistovanych nukleofilnich aromatickych
substituci atomu chloru na C6 sloucenin 2 a 3 pfedem vybranymi primarnimi
aromatickymi aminy vzajemné se liSicimi substituenty v poloze para. Do reakéni smési byl
pfisluSny amin pfidavan ve dvoumolarnim ptebytku. Zatimco slouCeniny 4-9 s propan-2-
ylem vazanym v pozici N9 byly ziskény s uspokojivymi vytézky okolo 50 %, slouceniny
10-15 snavazanym cyklopentylem byly ziskdny ve vytézcich okolo 70 %. VSechny
pripravené slouceniny byly charakterizovany pomoci bézné dostupnych spektralnich
metod. Z diivodu vyskytu epidemie COVID-19 na uzemi Ceské republiky a vyhlaseni
nouzového stavu Vlddou CR, doslo s platnosti od 11. biezna 2020 k pozastaveni jakékoliv
experimentalni ¢innosti této prace se tykajici, a to v okamziku, kdy méla byt provedena
purifikace sloucenin 10-15. K tomuto mohlo byt pfistoupeno az pocinaje 20. dubnem
2020, proto byla struktura slouCenin 10-15 navrhovdna pouze na zaklad¢ vysledka

ziskanych pomoci GC-MS a '"H NMR analyz.

Zavérem lze fict, ze byla uspéSn¢ provedena piiprava celkem dvanacti 6,9-
disubstituovanych purint, znichz deset nebylo doposud popsano v literatuie. Tyto
slouceniny dopliuji jiz dfive ptipravené série derivati purinu a pyrrolo[2,3-d]pyrimidinu,
jimiz se Ustav chemie dlouho dobu zajima. Slou¢eniny 4-15 budou v blizké budoucnosti
podrobeny testovani na jejich potencidlni biologickou aktivitu, a to ve spolupraci

s Laboratofi riistovych regulatord Univerzity Palackého v Olomouci.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

MW mikrovinné zahtivani
rt pokojova teplota
DIPEA N,N-diisopropylethylamin

TEMPO (2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-yl)oxyl

DTBP di-terc-butyl peroxid

TBHP terc-butyl hydroperoxid
DCP dikumylperoxid

PNA peptidové nukleové kyseliny
DNA deoxyribonukleova kyselina
TEA triethylamin

DMSO dimethylsulfoxid

RNA ribonukleova kyselina

HIV virus lidské imunodeficience
5-FU 5-fluoruracil

dNTP deoxyribonukleotidtrifosfat
Huh7 rakovinné bunky jater
HCTI116 rakovinné buiiky tlustého stteva
MCEF7 rakovinné buiiky prsu

HCC hepatocelularni karcinom
HepG2 rakovinné bunky jater

MAHLAVU rakovinné bunky jater

FOCUS rakovinné buiky jater

LDso smrtelnd davka inhibujici 50 % testovanych jedincii
Au(L3)(PPhs) zlatny komplex trifenylfosfinu

THP-1 bunééna linie akutni monocytarni leukémie
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PEG 400 polyethylenglykol 400

AChE acetylcholinesteraza

NaBH4 tetrahydridoboritan sodny

ssRNA jednovldknova RNA

SARS jedna z forem koronaviru (z angl. Severe Acute Respiratory Syndrome)
MERS jedna z forem koronaviru (z angl. Middle East Respiratory Syndrome)
CHIKV infekce zplisobena Chikungunya virem

mRNA mediitorovd RNA

SAM S-adenosinmethionin

SAH S-adenosylhomocystein

ECso ucinnd koncentrace

DAA kyselina D-asparagova

GT genotyp

HCV hepatitida C

DIAD diisopropylazodikarboxylat

PPh3 trifenylfosfin

TBAF tetra-N-butylamonium florid

BAP 6-benzylaminopurin

BOP 1 H-benzotriazol-1-yloxy)tris(dimethylamino)fosfonium hexafluorfostat
TLC tenkovrstva chromatografie

tt teplota tani
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'"H NMR SPEKTRUM N-4-ETHOXYFENYL-9-

A4
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'"H NMR SPEKTRUM N-FENYL-9-CYKLOPENTYL-9H-
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PRILOHA 7: '"H NMR SPEKTRUM N-4-METHYLFENYL-9-
CYKLOPENTYL-9H-PURIN-6-AMINU (11)
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PRILOHA 9: '"H NMR SPEKTRUM N-4-BROMFENYL-9-

CYKLOPENTYL-9H-PURIN-6-AMINU (14)
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PRILOHA 10: "H NMR SPEKTRUM N-4-FLUORFENYL-9-
CYKLOPENTYL-9H-PURIN-6-AMINU (15)
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