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ABSTRAKT

Tato diplomova prace je zaméfena na studium piipravy purinovych sloucenin, jak 2,6-
disubstituovanych, tak 2,6,9-trisubstituovanych. Cilem bylo vytvofit sérii sloucenin,
obsahujicich v poloze C6 nebo N9 adamantanovy motiv. V prvni ¢asti jsou struéné
popsany moznosti pfipravy a vyuziti purinovych sloucenin a derivati adamantanu. Poté
nasleduje prakticka Cast této prace zamétujici se na rizné zpusoby syntézy purinovych
sloucenin. Nejdiive je v poloze 6 purinového kruhu atom chloru nahrazen pfislusSnymi
aminy s naslednou alkylaci jednoduchého substituentu do polohy N9. Dalsi ¢ast této prace
poté tvoii snaha o pfipravu purinovych sloucenin, které jsou v poloze N9 substituovany 1-
adamantylem. Struktury pfipravenych latek byly charakterizovdny pomoci metod

strukturni analyzy.

Klicova slova: 2,6,9-trisubstituovany purin, 6,9-disubstituovany purin, adamantan,

aromatickd nukleofilni substituce, alkylace, Mitsunobiv coupling

ABSTRACT

The presented diploma thesis deals with the study of preparation of 2,6-disubstituted or
2,6,9-trisubstituted purines. The main aim of these thesis was to prepare the series of
compounds with adamantane moiety in C6 or N9 position. The theoretical part contains
information how to prepare and to use purines and adamantane derivatives. The
experimental part describes many different ways about substitution of purine derivatives.
These methods includes alkylation or Mitsunobu coupling. The structure of synthesized

compounds was confirmed using common methods of structural analysis.

Keywords: 2,6,9- trisubstituted purine, 6,9-disubstituted purine, adamantane, aromatic

nucleophilic substitution, alkylation, Mitsunobu coupling



Na tomto mist¢ bych rdda pod€kovala predev§im Ing. Michalu Rouchalovi, Ph. D. za

cenné rady, trpelivost, odhodlani a optimismus pfi vedeni mé diplomové préce.

Dale bych rada podékovala kolektivu laboratofi 408, 409 a 411, ktefi pfisp€li k mé

diplomové praci nejen svymi znalostmi ale 1 pratelskym piistupem a podporou.
Dékuji Mgr. Robertovi Vichovi, Ph. D. za méfeni NMR spekter.

A nejvetsi diky patii bezpochyby mé rodin€ za finanéni i psychickou podporu pfi studiu.

Prohlasuji, ze odevzdana verze diplomové prace a verze elektronicka nahrana do IS/STAG

jsou totozné.



OBSAH

UVOD .., 10

TEORETICKA CAST ......coooiiiiiieeeeeeeeee ettt 11
1 CHARAKTERISTIKA PURINOVYCH SLOUCENIN A MOZNOSTI

JEJICH SYNTEZY ...ttt ettt et s be e sre e s be e sbaesne e 12

11 SYNTEZA PURINOVYCH SLOUCENIN ......uuttteeiiiirreesittereessisneeeessssneesasssesssssnsnssessans 12

1.1.1  MitsunobllV COUPIING ...ociviiiiiiiiiiii e 13

1.1.2  Mikrovlnami asistovane reakCe.........ooovvureiiiiiiiiiiiiiiiieiee e 14

1.1.3  Aluminou katalyzovand reakce ..........cccooiiiiiiiiiiiiiie e 15

1.2 BIOLOGICKE UCINKY SLOUCENIN S PURINOVYM SKELETEM .....cccoviivireeeinveeeeninnnns 16

2 ADAMANTAN A JEHO VYUZITI ....c..cooovvivieiiieceeeeeeeeeeeeeeve s 21

2.1 ADAMANTAN V CHEMIL LECIV ...utiiiiiiiiiiie e e ciiee e e s citee e e s e e s e sntne e e s steeeeesnnnneaeennnnes 22

EXPERIMENTALNI CAST .......ooooiiiiieeeeeeeeeee st 27

3 PRISTROJE A VYBAVENI ......coooooiviiiiiiceceeeeeeeeee e 28

4 PRIPRAVA 6,9-DISUBSTITUOVANYCH PURINU ........cc.cooovvirvriiinninins 29

4.1  CHLORACE HYPOXANTHINU ....ocitiiitieeireeitteeteesteeeiteesssesbessssesseesssesseessessssessnnesnns 29

4.2  PRIPRAVA (1-ADAMANTYL)[4-(AMINOMETHYL)FENYL]METHANONU .........cecn.... 30

4.3 NUKLEOFILNI AROMATICKA SUBSTITUCE 6-CHLOR-9H-PURINUNA C6................ 30

4.4 ALKYLACE 6-,, AMINO“~9H-PURINU NA NO .......uutiiriiiiiiiiiiiiiiiiiriiiieresiieserenenen. 33

5  SUBSTITUCE PURINOVYCH SLOUCENIN V POLOZE 9.....cc.cccvevvevverenes 35

51 PRIPRAVA DERIVATU ADAMANTANU .....uviiiiiiiiiieeiiiiee e e esiieee e s siaereeessineeeesssnneaeens 35

5.1.1  Syntéza 1-adamantylmethanolu (12)........cccccooiiiriiniiiininiiiee e 35

5.1.2  Syntéza 1-(jodmethyl)adamantanu (13) ........cccocvveririiriininienene e 35

5.2 PRIPRAVA DERIVATU 2,6-DICHLOR-H-PURINU .......cootriirriiiiiiie et e e 36

5.2.1 Reakce 2,6-dichlor-9H-purinu s 2-jodpropanem ...........cccecevenenenenennnnn 36

5.2.2  Reakce 2,6-dichlor-9H-purinu s propan-2-0lem ..........ccccecevvieieeveiieseennnn 36

5.2.3  Reakce 2,6-dichlor-9H-purinu s 1-adamantylmethanolem.......................... 37

5.3 PRIPRAVA DERIVATU 6-CHLOR-9H-PURINU.........ccciiiiiiiiiiiee et 37

5.3.1  Reakce 6-chlor-9H-purinu s 2-jodpropanem ...........ccceeeeveerenenenesesesnnnes 37

5.3.2  Reakce 6-chlor-9H-purinu s propan-2-0lem ..........cccccevvvveveeiiieiee e 38

VYSLEDKY A DISKUZE .........covviviiieieeieeeeeessesesses s ses st 39

6 UVOD DO DISKUZE .........coovivieeieeeeeeeeeeeseesssseeses s sne s 40

7  PRIPRAVA 6,9-DISUBSTITUOVANYCH PURINU ........cccoooviviiiieiseeen. 41

7.1 CHLORACE HYPOXANTHINU ...uiiiiiiiiiieeeiiteeeeeciitee e e e ettee e e s stteeeessnsreessanntaeeessnssneeesans 41

7.2  PRiPRAVA (1-ADAMANTYL)[4-(AMINOMETHYL)FENYL]METHANONU .........c.o...... 42

7.3 NUKLEOFILNI AROMATICKA SUBSTITUCE 6-CHLOR-9H-PURINUNA C6................ 43

1.4 ALKYLACE 6-,,AMINO“-9H-PURINU NA N9 ...oooviiiiiiiiiii e, 45

8  SUBSTITUCE PURINOVYCH SLOUCENIN V POLOZE N9........cccecerrurnnns 47

8.1 PRIPRAVA JEDNODUCHYCH DERIVATU ADAMANTANU .....ovvveeiiiieeeeiiireeeessrnneeeeans 47

8.2 REAKCE VEDOUCI K PRIPRAVE 2,6,9-TRISUBSTITUOVANYCH PURINU .................. 48

8.3 PRIPRAVA 6,9-DISUBSTITUOVANYCH PURINU ....cccoiiuiiieeiiiiieeeesiitreeeeaisreeeesssnneeeeans 54



SEZNAM POUZITE LITERATURY ...ooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeetee e en e eneeeen s, 60
SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK .......coovveeieeeeeeeeeeeeeeeseeeeeneone 60
SEZNAM OBRAZKU .......ooooiooeeeeeeoeeeeeeeee oottt eee et es et s een et es s s eneneenne 66
SEZNAM TABULEK ..ottt ettt tes s etes s eees s et s en et es s et es e eeene e 67



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 10

UvVOD

Purinové slouceniny jsou nejen soucasti kazdodenniho zivota, ale také naseho
organismu, jakozto zakladni stavebni kdmen naSich bunék, v podobé bazi DNA a RNA.
Proto neni divu, Ze se témito latkami zabyva cela fada vyzkumnych skupin, které studuji
moznosti syntézy novych purinovych derivati a jejich mozného vyuziti v podobé¢ 1éCiv,
vyuzivajicich se naptiklad jako antivirotika nebo jako latky pisobici v riznych fazich

bunécného cyklu.

Syntéza purinovych sloucenin vychazi z komeréné dostupnych 6-chlor-9H-purinti pro
6,9-disubstituované puriny a z 2,6-dichlor-9H-purint, pii syntéze 2,6,9-trisubstituovanych.

Na tyto lze nasledné€ rliznymi metodami chemické syntézy navazat dalsi substituenty.

V této praci jsou popsany nejen purinové sloueniny, ale také dal$i farmaceuticky
vyznamna latka, zndma pod trividlnim ndzvem adamantan. Vyzkumy se pii uplatiovani
adamantanového skeletu rozdé€luji do dvou zékladnich vétvi. Prvni cestou je vytvofeni
jednoduchych slou¢enin adamantanu a tou druhou je navazani adamantanu na jiz zndma
1é¢iva, s cilem zlepsit jejich celkovy farmakologicky profil. Pokud tedy purin i adamantan
ma prokazatelny pozitivni vliv na lidsky organismus, je snahou o reakce téchto dvou

slou€enin a vytvoreni novych, ucinnych latek.

V experimentalni ¢asti je proto pojedndno o syntézach purinovych sloucenin a snaze
0 navazéni adamantanového skeletu do jejich struktury. Nezbytnou soucasti je také

komentaf k jednotlivym vysledktim a provedenym reakcim.
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.  TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA PURINOVYCH SLOUCENIN A
MOZNOSTI JEJICH SYNTEZY

Syntéza a pojmenovani purinu bylo poprvé provedeno vroce 1899, némeckym
chemikem Emilem Hermanem Fischerem. Struktura purinu je tvofena kondenzovanym
bicyklickym systémem pyrimidinu a imidazolu se ¢tyfmi atomy uhliku, ktera vykazuje
Siroké spektrum vyznamnych biologickych ucinkli. Na Obrazku 1 lze vidét strukturni

vzorec 9H-purinu spolu s jeho specifickym &islovanim.*
6 7
1 N x5 N\>
| 9,8
2 |\ N/4 N
3 H
Obrazek 1: Strukturni vzorec 9H-purinu a zplsob jeho ¢islovani.

1.1 Syntéza purinovych sloucenin

V této kapitole bude pojednano o syntéze vybranych 6,9-disubstituovanych a 2,6,9-
trisubstituovanych purinti, kterymi se dale tato prace v experimentalni ¢asti zabyva. Cest
pro piipravu 6,9-disubstituovanych a 2,6,9-trisubstituovanych purinii je V literatute

popsana cela fada a nékolik z nich bude blize komentovano nize.

U disubstituovanych purint se jako vychozi slou¢enina pro syntézy obvykle vyuziva 6-
chlor-9H-purin. Ten lze ptipravit z komeréné dostupného hypoxanthinu, kdy je k reakéni
smési spolu s N,N-dimethylaminem pfidan trichlorid fosforylu. Vytézek této reakce se
pohybuje kolem 86 % (Schéma 1). Pro pfipravu trisubstituovanych purint se relativné
Casto jako vychozi latka vyuziva 2,6-dichlor-9H-purinu, ktery je komercné dostupny. Tuto
latku lze pftipravit i laboratorni cestou, a sice chloraci xanthinu s pfidanim trichloridu

fosforylu a vhodné baze (Schéma 2).%°

Schéma 1
0] Cl
N = N
HN | \> POCI;, DMA N | \>
|\\ 120 °C I\\
N H N H
POCI3 = trichlorid fosforylu 86 %

DMA = N,N-dimethylanilin
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Schéma 2

Cl

POCl,, baze  NZ N
3 | \>

N
HN | \> _POCl;, baze
)\ reflux )\\
o cl” °N
H H

H
20 - 47 %
NMeZ NMeZ
N\ N\ NH
baze = )J\
N N Me,N” NMe,
47 % 40 % 30 % 20 %

1.1.1 Mitsunobuv coupling

Syntéza purinovych derivath mulZe probihat za pouZiti Mitsunobovy reakce,
pojmenované dle Oyo Mitsunoba, ktery tento typ reakce poprvé piedstavil v roce 1980.
Jako piiklad vyuziti Mitsunobovy reakce lze uvést zavadéni rtiznych substituentd do
polohy 9 purinového kruhu. Vychozi slouceninou pro tuto reakci je substituovany alkohol
a purin, které reaguji v pfitomnosti bezvodého tetrahydrofuranu (THF), trifenylfosfinu
(PPh3) a diisopropylazodikarboxylatu (DIAD), coz ukazuje Schéma 3. Nespornou
vyhodou této reakce je jeji vysokd regioselektivita, coz znamend, Ze je potlacen vznik
nezadouciho N7 isomeru. Je-li jako vychozi latka pouzit 6-chlor-9H-purin, vznika téméf
vyhradné N9 izomer. Naopak u 2,6-dichlor-9H-purinu mize dochéazet ke vzniku obou
izomert, 1 kdyZ N7 v minoritnim mnoZstvi, coz lze pficist nizké elektronové hustoté
disubstituovaného purinu. Substituované puriny jsou v THF velmi dobie rozpustné, proto
malé celkové vytézky, pohybujici se kolem 20-50 %, coz je pfisuzovano nizké nukleofilité
purinu, moznym nezadoucim reakcim v prubéhu syntézy a také postaveni alkoholu na

benzylové & allylové skuping.*”

Slouceniny, jejichz syntéza je znazornéna na Schématu 3 by bylo mozné ptipravit
I jinymi cestami. Jednou z nejpouzivanéjsich metod je zavadéni organickych halogenidd,
jakozto alkyla¢nich ¢inidel, do polohy 9 purinového kruhu. Tento typ reakce v sobé skyta,
V porovnani s Mitsunobovou reakci, dvé zakladni nevyhody: a) dochézi ke vzniku N7 a N9
izomerl, kdy zastoupeni N7 izomeru muze ¢init az 30 %; b) nékteré typy sloucenin

pouzivané v tomto typu reakce jsou toxické ¢i karcinogenni (napf. 2-jodpropan).’
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Schéma 3
Cl Cl
NT X N NTX N
)L)I S 4 r—on DIAD, PZF;th,:THF . )I\ ) )
Ry N H R "N N
R,
H 89 78 74
NN )\
Cl 90 88 76
H 87 85 81
Cl 88 96 88
H 89 77
Zz
Cl 86 75

& vytézek N9 izomeru

1.1.2 Mikrovlnami asistované reakce

Reakce tohoto typu jsou vyuzivany v Sirokém méfitku a uplatiovany jak
u disubstituovanych, tak trisubstituovanych purinti. Vyuzivaji se napiiklad u aromatickych
nukleofilnich substituci, cykloadi¢nich reakci nebo reakci s organokovy. Vyhody vyuziti
mikrovinného zafeni lze spatfovat napf. V uspoife reakéniho casu, ale také v poskytovani

. v ’ AR I S O r 7
relativné vysokych vytézka z provadénych reakci.

Cechova L. a kol popisuje mikrovinami asistovanou substituci atomu chloru
v poloze 6 purinového skeletu, za vyuziti N,N-dimethylformamidu (DMF), ktery se
Vv reakcich tohoto typu pouziva spiSe jako rozpoustédlo. Mozné vyuziti této reakce spatfuje
v aminaci heterocyklickych slouc¢enin. Rozklad DMF pfi reakci byl studovan v utésnéné
nadob€ a monitorovan automaticky narstem tlaku. Pfi vyuzZiti alternativnich ¢i draZSich
formamidd, mohou byt reakce provadény ve vhodnych rozpoustédlech, kdy byl napiiklad
pozorovan narlst rozkladu DMF v toluenu, tetrahydrofuranu a kyseliné octové, naopak
rozpoustédla jako ethanol, methanol a voda rozklad DMF neusnadiiuji. Schéma 4 ukazuje

provedeni a podminky reakce.
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Schéma 4

cl
N7 XN DMF, tBuOK _ N7 XN
l)NI'\? 180°C, 1min lN/ N\>

\\©t-BuOK = tert-butoxid draselny \\©

50 %

Mozna pftiprava trisubstituovanych purinlt pomoci mikrovin je popsana také Vv praci,
kterou publikoval Huang H. a kol., které je jedine¢na ve svém postupu a piinasi ve velmi
kratkém case vysoké vytézky (v primeéru 85 %) a Cistotu produkti. Pomoci dvoustupiiové
syntézy V jedné reak¢ni bance a asistenci mikrovin dojde k nasubstituovani komeréné
dostupného  2,6-dichlor-9H-purinu, coz znazorfiuyje Schéma 5. Reakce probiha
mechanismem nukleofilni aromatické substituce, Vv pfitomnosti alifatickych ¢i
aromatickych aminti a nasledné alkylace nebo arylace organickymi halogeny a kyselinou
boritou. Ve druhém kroku pak podporuje pfitomnost tetrafluoroboratu sodného substituci

na C2 purinového skeletu.

Schéma 5
R R R R
cl 1\N/ 2 l\N/ 2
1) anilin/amin, AcOH
NT N\> dioxan, MW, 10min N N N\> anilinfamin NT N\>
)l\ — 2) halogen/kys.borita )l\ — NABF,, DMSO R, )l\ —
CI” "NT N KyCO; DMF c” N7 N Mw, 5'min N~ N N
MW, 10 min Rs Fle Rs
5

NaBF, = tetrafluoroborat sodny
MW = mikroviny

1.1.3 Aluminou katalyzovana reakce

Tato metoda je dobfe pouzitelnd pro syntézu alkylovanych purini. Povazuje se za
jednoduchou, efektivni a Setrnou k Zivotnimu prostfedi. Alumina, neboli oxid hlinity
katalyzuje reakci mezi alkoholem a chlorovodikem v pfitomnosti tetrachlormethanu, za

vzniku alkyl halogenidu.'

2,6-Dichlor-9H-purin hydrochlorid mize byt efektivné pfeveden na N-alkylované
puriny s riznymi druhy alkoholil ptes katalyzu aluminou. Elektrofilni substituce probihaji
na 2,6-dichlor-9H-purinu do polohy N7 a/nebo do polohy N9. Regioselektivita elektrofilni

substituce purinu zavisi na stabilité¢ alkylovych karbokationtl. Méné stabilni karbokationt
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alkoholu, jako napf. methanol, ethanol ¢i isopropylalkohol poskytuje predevsim NO-
alkylovany-2-chlor-6-hydroxy-9H-purin.  Stabilngjsi  tert-butylové a  benzylové
karbokationty poskytuji N9 a N7 purinové derivaty, coz ukazuje Schéma 6. Hydrochlorid
purinu byl piipraven z 2,6-dichlor-9H-purinu rozpusténého v acetonu ptisobenim suchého

plynného chlorovodiku. *°

Schéma 6
Cl /Rl OH
N N
NT R;-OH _ROH \
|ﬁ/> ﬁ» : > >
Z alumma alumlna _
Cl)\N N )\ )\ N N
|O H R
R, = tert-butyl/benzyl R = methyl/ ethyl/ n-propyl/
isopropyl/n-butyl/isobutyl/

cyklopentyl

1.2 Biologické ucinky Sloucenin s purinovym skeletem

Purinové derivaty lze diky jejich struktufe vyuzit pro farmaceutické tcely. Neustale
dochazi k vyvoji latek k 1é¢bé rakoviny, leukemie, virové infekce jako Herpes, organového

odmitnuti nebo potlaceni projevi AIDS.

Z biologického hlediska byl zdjem o puriny posilen také analyzou lidského genomu
ajeho fungovani pii replikaci v bunééném cyklu ProtoZze jsou puriny také soucasti
purinovych nukleotidi a jejich kofaktori, tvoii je to sloufeninami vyuzitelnymi
V terapeutické praxi. Syntetické purinové derivaty mohou mit velky potencial v interferenci
s dalezitymi funkcemi bunky.'*

Zajimavymi farmakologickymi U¢inky purinovych derivata a jejich analogil je transport
téchto molekul pfes biologické membrany pomoci nukleobazi, aktivnim nebo pasivnim
transportnim systémem, které mohou byt charakterizovany v mnoha druzich savcich

bunék.

Puriny jsou vsSudyptitomné molekuly, které existuji v pomérné¢ velké (milimolarni)
koncentraci v zivych organismech. Jsou zakladni stavebni soucasti adeninu a guaninu,
jakozto komponent nukleovych kyselin. ProtoZe jsou puriny tak dilezitou soucasti zivych
organismt, piedstavuje syntéza novych purinovych derivati a studium jejich biologické

aktivity logické vyusténi snahy mnoha vyzkumnych tymi po celém svéts. ™
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Diky svym specifickym vlastnostem se puriny velmi casto testuji a popiipade
I vyuzivaji v klinické praxi jako inhibitory cyklin-dependentnich kindz (CDK). Cyklin-
dependentni kinazy jsou serin/threonin kinazy, které hraji ve spojeni s piislusnym
cyklinem klicovou roli jako regulatory raznych fazi bunécného cyklu. Bunécna aktivita
CDK je regulovana fadou mechanismt zahrnujicich fosforylaci jinymi kinazami,
defosforylaci fosfatdzami a vazbou na inhibi¢ni peptidy. Tyto pfirodni peptidové inhibitory
jsou casto mutovany nebo odstranény v nadorech. Bylo tedy zjisténo, Ze je mozné

inhibovat CDK malymi molekulami a tim u¢inné& brénit rakovinnému bujeni.*?

Purinové derivaty se fadi k nejstar§im inhibitorim CDK. Jako prvni, v roce 1994, byl
syntetizovan olomoucin, ktery byl zanedlouho doplnén G¢innéjSimi inhibitory, jakymi jsou
roskovitin, purvalanol A a nasledné syntetizovany olomoucin Il. Strukturni vzorce

, ‘e . y . 11,12,14-17
vybranych sloucenin jsou znazornény na Obrazku 2.

HN HN
NT X N\ N)\/[N\
HO\/\N)I\)N:[NS HO\)\N)I\N/ ;>\
H H

Olomoucin Roskovitin

" /©\
N Cl
N

HN H
N N
NT N
\ \
HO\)\ )I\):[N> HO\I )I\):[N>
N N N
. N
Olomoucin Il Purvalanol A

Obriazek 2: Strukturni vzorce vybranych purinovych inhibitord CDK.

Utinky roskovitinu jsou v bun&ném cyklu velmi rozsahlé. Vykazuje antimitoticky
efekt v mnoha fazich. Inhibuje CDK3 — konec faze Go, CDK2 — inhibice pfechodu G3/S

a také priabéh S faze ¢i CDKL1 — inhibice G, faze. Purvalanol A zastavuje mitozu v lidskych
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fibroblastech pii prechodu G1/S a v Go/M fazi a inhibuje tak CDK1 a CDK2. Olomoucin
inhibuje CDK4 a CDKS5 (pfechod Gi/S) a olomoucin Il inhibuje CDK1, stejné¢ jako

roskovitin.?

Substituované derivaty purinu je mozné, pro jejich antibakteridlni u€inky, pouzit napf.
k inhibici Mycobacterium tuberculosis (Mtb), pii 1é¢bé tuberkulozy. Na tuberkuldézu ro¢né
zahyne pres 2 miliony lidi a rostouci rezistence k dostupnym 1ékim predstavuje zavazny
problém. Proto je snaha vytvofit a uplatnit u¢inné latky na bazi purind, které vykazuji
vysokou selektivitu vici Mtb ve srovnani s jinymi mikroorganismy, jsou aktivni proti
nékolika rezistentnim kmentim Mtb a pro sav¢i builky malo toxické. Strukturu série téchto
latek a biologickou aktivitu ve srovnani s Rifampicinem, klinicky pouzivanym lékem proti
tuberkuloze, ukazuje Obrazek 3. Jak Ize vidét, nejnizsi biologickou aktivitu 1,65 pg-ml™
vykazuje latka a), obsahujici v poloze 2 puvodniho kruhu atom H, zatimco nejvyssi,
0,2 pg-ml™, latka e) s navézanou methylovou skupinou na C2. Inhibi¢ni aktivita této

slougeniny je dokonce vy3si nez u samotného Rifampicinu.™®

A o
NN
)l\ “ >
R N~ N
\\©\0Me
Rifampicin 1-6

A 0 0 S O O 0]
R H Cl Cl F Me MeO
MIC Mtb [pg-ml'l] 1,65 0,39 0,78 0,39 0,20 0,78 0,25

Obrazek 3: Struktura pripravenych latek a srovnani jejich biologické aktivity

s Rifampicinem.

Leishmaniéza ptedstavuje souhrn onemocnéni zpisobené parazitickymi prvoky, ktefi
nalezi do rodu Leishmania. Toto onemocnéni zahrnuje: a) kozni leishmaniézu —
onemocnéni kiize zanechdvajici jizvy, b) mukokutanni leishmaniézu — chronické

onemocnéni nosohltanu a slizni¢ni tkén€, c) viscelarni leishmaniézu — fatalni onemocnéni
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jater, sleziny a kostni dfené. Vétsi zdjem o 1écbu tohoto onemocnéni zpiisobuje jeho
rozsifeni 1 do oblasti, kde se dfive nevyskytovalo a také viici nému vznikajici rezistence.

Mechanismus G&inku spo&ivé v inhibici aktivity proteinové kinazy CRK3. *°

V recentni literatufe je popsano srovnani antiprotozoalni aktivity pyrazolo[4,3-
d]pyrimidinovych a purinovych derivati. Struktura sloucenin obsahujicich pyrazolo[4,3-
d]pyrimidinovy (A) a 6,9-disubstituovany purinovy skelet (B) a jejich antiprotozoalni
aktivita je znazornéna na Obrazku 4. Obecné lze fici, ze silngj$imi potencionalnimi
inhibitory CRK3/CYC6 jsou pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny, zatimco u purinovych slouc¢enin
(az na jednu vyjimku) nebyla pozorovana zadna aktivita. Je na misté zdlraznit vyraznou
aktivitu sloucenin 5A a 5B, jejichz spoleénym znakem je pfitomnost adamantanového
skeletu v molekule. Nelze ani opomenout skute¢nost, Ze aktivita slou¢eniny 5B je vyssi
nebo srovnatelna s aktivitou slou¢enin 1A — 4A. Jednoznacné nejsilngji inhibovala

prislusny bunécny cil sloucenina 5A, jez byla piiblizn¢ 10krat GCinngj$i nez druhy

nejsilngjsi inhibitor (latka 2A)."
R R
HN” HN
H —N
NT X \ N

l ~ / N m = \>

: e
A B

1A benzvl 54,16
1B y >100
2A 11,91

2-h | '
B ydroxybenzy 100
3A 83,16
3B 3-hydroxybenzyl 100
4A 2-aminobenzyl 58,64
4B y >100
5A 1,82

1-ad tyl ’
58 adamanty 12.23

& v pfitomnosti 15 um ATP
Obrazek 4: Struktura a antiprotozoalni aktivita nové série pyrazolo[4,3-d]pyrimidint

a 6,9-disubstituovanych purina.
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Purinové derivaty nemusi byt vyuzity pouze v souvislosti 1é¢by onemocnéni ¢loveka,
ale mohou byt napomocné i v oblasti fytochemie (nauka o vzniku, chemickém slozeni
areakcich latek obsazenych v rostlinach). Vyzkumna skupina Vaclava Mika® se zabyva
pusobenim 6,9-disubstituovanych purinovych derivati na senescenci (starnuti) rostlin.
Dutlezitou soucasti rostlin jsou cytokininy, patfici mezi regulatory ristu. Prvnim
izolovanym cytokininem je 6-furfurylaminopurin, tzv. kinetin. Tyto latky se podili na celé
fad¢ vyvojovych procesti jako je bunécné dé¢leni, vyvoj chloroplastli, biosyntéza
chlorofylu, rozliSeni vodivych pletiv a také maji roli ve vyvoji kvéth a plodt. Rostlinné
buiky v dobé starnuti, podobn¢ jako lidsky organismus, prochdzi velmi koordinovanymi
zménami v jejich struktufe, genové expresi a metabolismu. Proto byla pfipravena série
latek na bazi kinetinu, u kterych byla zkoumana a nasledné 1 prok4zéna antisenescencni
aktivita. Tato vlastnost, oddalujici starnuti rostlin, by mohla dale nalézt své uplatnéni
Vv biotechnologii ¢i zemédélstvi. Strukturni vzorec kinetinu a syntézu dvou vybranych
sloucenin, které vykazuji za svétla vyssi G¢innost nez samotny kinetin ukazuje Obrazek 5.
V procentualnim vyjadieni, ma kinetin pfi optimalni koncentraci relativni aktivitu 100 %,

nove vytvofené slouc¢eniny vykazuji aktivitu 116 % a 125 %.

o~ ONG

HN Cl
XN —N ) N
N| \> N| \> furfurylamin, TEA, propan-1-ol N| \>
kN/ N kN/ N reflux, 3 hod k N
" R

kinetin )\
R= oK R= 0

70 % 70 %

Obrazek 5: Strukturni vzorec kinetinu a syntéza modelovych latek.
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2 ADAMANTAN A JEHO VYUZITI

Polycyklicky uhlovodik popsany Vv roce 1932 prof. Stanislavem Landou a izolovany
z hodoninské ropy, dostal pojmenovani adamantan, systematicky tricyklo[3.3.1.1%"]dekan.
Tato relativné jednoducha a symetrickd molekula tvofend tfemi cyklohexanovymi kruhy
v zidlickové konformaci vzbuzuje velky zajem z divodu jejiho mozného vyuziti, a to jak
ve farmacii, tak v elektrotechnickém priamyslu. I kdyz byl adamantan izolovan z ropy, dale
se téchto postupti kjeho ziskdvani nepouziva, zdivodu velmi malé vytéznosti

nepiesahujici 0,03 %. Mozné vyjadfeni struktury adamantanu ukazuje Obrazek 6.2

Obrazek 6: Priklady vyjadieni struktury adamantanu.
V primyslu se adamantan nejcastéji pfipravuje pomoci pfesmyku dicyklopentadienu,
jako  vychozi latky. Po  nasledné  hydrogenaci  dochazi ke  vzniku
tetrahydrodicyklopentadienu a v pfitomnosti AlICI; pti teploté 150-180 °C po dobu 8-12

hodin dojde ke vzniku adamantanu ve vyt&zku 15-20 % (Schéma 7).%

Schéma 7
M H, (0,35 MPa) ‘i : AICl5
/ PtO,, Et,O 150-180 °C
8-12 h
a b c

Zajimavou studii se zabyvali Mitsukara K. a kol.”®, ktefi zkoumali pomoci sekvenéni
analyzy 16S ribozomalni DNA, hydroxyla¢ni aktivitu adamantan-1-olu ptdnich
aktinomycet (SA8). Nejvyssi hydroxyla¢ni aktivitu prokazoval kmen Streptomyces sp.
SA8, ktery ma schopnost pfeménovat vychozi adamantan-1-ol na adamantan-1,3-diol.
Streptomyces produkuje 5,9 g-I"* adamantan-1,3-diolu z 6,2 g™ adamantan-1-olu. Nejdiive
bylo pfipraveno zivné médium, do kterého byl ptidan adamantan-1-ol, nasledovalo
zaoCkovani pozadovanym mikrobialnim kmenem a probihala kultivace po dobu 120 hodin
pii 28 °C. Vznikly supernatant byl odpaten a vysledny podil byl rozpustén v methanolu pro

odebrani vzorku K analyze.
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2.1 Adamantan v chemii 1é¢iv

Pouziti adamantanu ve farmacii Ize rozdé€lit do dvou vétvi. Prvni skupinu tvofi
jednoduché derivaty adamantanu, s navazanymi jednoduchymi funkénimi skupinami, kam
lze zafadit amantadin, dale memantin nebo rimantadin. Amantadin a rimantadin se
pouzivaji k 1écbé chiipky typu A. Nutno fici, Ze tato 1é¢iva virus piimo nezabijeji, ale
inhibuji virovou replikaci. Mozné vyuziti maji ob¢ latky také v 1éEbé spavé nemoci.
Amantadin se v sou¢asné dobé pouziva spise jako antiparkinsonikum, protoze se ukazalo,
ze je pomérné neurotoxicky a byl nahrazen rimantadinem. Memantin se vyuziva k 1é¢bé

a potlageni ptiznaki Alzheimerovy choroby.”*?!

Druhou skupinu zahrnuji derivaty adamantanu, u kterych dosSlo k obohaceni struktur
S jiz popsanymi biologickymi ucinky tak, aby nebyla dotcena jejich aktivni mista. Takové
obmény jsou pro své ucinky zna¢né vyhodné. Lipofilni charakter adamantanu umozni
snadnéjsi dostupnost 1éCivé latky v misté ptisobeni, coz ma za nasledek rychlejsi transport
lé¢iva v organismu nebo snizeni jeho davky. Do této skupiny biologicky aktivnich latek
patii naptiklad vildagliptin, saxagliptin nebo sitagliptin, které se uplatiuji v 1écbé diabetu
2. typu. Jejich ucinek spociva v inhibici dipeptidyl peptidazy-4 (DPP-4). DPP-4 inhibuje
zvySovani sekrece inzulinu a zabranénim inaktivace GLP-1 peptidu redukuje sekreci

glukagonu, ¢imZ snizuje hladinu glukézy.zﬂ"26

NH,
NH; NH,

amantadin memantin rimantadin
0 OO
tromantadin MeO adapalen
vildagliptin saxaghptln

Obrazek 7: Strukturni vzorce sedmi slouc¢enin S adamantanovym skeletem vyuzivanych

Vv klinické praxi.
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V klinick¢ praxi se vsoucasné dobé pouzivda sedm sloucenin obsahujicich
adamantanovy skelet a mnoho dalSich je ve fazi klinického testovani. Patfi sem jiz
zminény amantadin, memantin, rimantadin, tromantadin, adapelen, vildagliptin
a saxagliptin. Tromantadin je G¢innym antivirotikem pouZzivajicim se k 1écb¢ herpes viru
a adapelen se pouziva k 1é¢b¢ acne vulgaris. Tyto latky jsou pacienty velmi dobie snaseny

a maji dobry dlouhodoby toxikologicky profil.?” Strukturu t&chto latek ukazuje Obrazek 7.

S vyjimkou vySe uvedenych existuje celd fada sloucenin s adamantanovym skeletem,
vykazujicich rozdilnou $kalu biologickych u¢inkt, z nichz nékteré budou kratce zminény.
Prikladem je LLA-12, sloucenina na bazi cisplatiny, kterd je ve fazi klinického testovani
a vyuziti by mohla najit v boji s rakovinnymi bunikami. Jeji strukturu tvoii oktahedralni
komplex platiny, ktery obsahuje objemny hydrofobni ligand 1-adamantylamin. Vyuziti
samotné cisplatiny v 1é¢bé rakoviny mé dvé vyznamna omezeni. Prvnim jsou nezddouci
ucinky jako nefrotoxicita, neurotoxicita a tézkd nevolnost. Druhym omezenim je
rezistence, kterou projevuje fada tumori zejména zpocatku terapic nebo se jedna
0 rezistenci ziskanou béhem 1écby. LA-12 vykazuje vysoky cytotoxicky efekt bez vzniku
rezistence Kk cisplatiné. Mechanismus u¢inku této latky spociva v indukci apoptdzy
(programovana buné¢na smrt) a to i bunek K cisplatiné rezistentnich a také u bunék, které
neobsahuji aktivovany p53 protein, jehoz funkci je zastaveni bunétného cyklu po
poskozeni DNA, iniciace opravy poskozené DNA nebo spusténi apoptdzy a proliferace
poskozenych bunék.”®? Strukturni vzorce cisplatiny a LA-12 jsou znizorndny na

Obrazku 8.

O
ok

H3N/,,Pt_\\\C| H3N,, \ «Cl
HSNV ~e H, N' VC|
cisplatina @ Y
LA-12

Obrazek 8: Strukturni vzorec cisplatiny a LA-12.

Pocatkem tohoto stoleti byla syntetizovana série 1-adamanantankarboxylamida, které
byly zkoumany pro svou ucinnost jako selektivni inhibitory 5-HT, antagonistl receptoru.
5-HT je pouzivanou zkratkou pro serotonin, ktery nejen, Ze vyvolava silné vasokonstrikce
(stazeni cév) a ma vliv na srazeni krve, ale také jako synergista zesiluje efekt vasoaktivnich

latek a/nebo latek podilejicich se na srazeni krve, jako noradrenalin, angiotensin II,
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adenosindifosfat (ADP) a kolagen. Bylo prokazano, Ze jsou tyto dé&je zprosttedkovany 5-
HT receptory v krevnich destickdch a cévni tkéni. Ocekava se tedy, ze antagonisté
receptoru 5-HT budou uziteCné pii 1écbé kardiovaskularnich onemocnéni. Pro dalsi
testovani byla vybrana latka soznaCenim Y-39241, jejiz struktura je zndzornéna
Obrazku 9. V prvni fazi byl zkouman inhibiéni efekt plicni tromboembolické smrti umysi,
indukované kolagenem a 5-HT. Latka Y-39241 vyrazné snizila umrtnost, kdy EDsg
(efektivni davka) pro tuto latku je 0,04 mg-kg™, ve srovnani se sarpogrelatem (antagonista
5-HT receptoril), ktery ma EDsg 2,2 mg-kg™ . Sarpogrelat se v klinické praxi se pouziva
k 1é¢bé periferni arterialni okluzivni choroby, ale jeho afinita k 5-HT receptoru je nizka,
proto je snaha vytvofit jeho siln€jsi a G¢innéjsi inhibitory. Bylo tedy zjisténo, ze latka
s oznaCenim Y-39241 je efektivni v prevenci 5-HT a také v kolagenem indukovaném
srazeni, zkoumané in vitro a in vivo, coz vede k myslenkam dal$iho biochemického

a farmakologického zkoumani.*

Obrazek 9: Strukturni vzorec slouceniny Y-39241

Jak jiz bylo zminéno, derivaty adamantanu mohou vykazovat také antivirotické G¢inky.
Dalsimi latkami na této bdzi mohou byt derivaty thiazolidinu, které obsahuji lipofilni
adamantylovy motiv v poloze 2 nebo v poloze 3. Nékolik v nedavné dobé syntetizovanych
sloucenin vykazuje anti-HIV 1 aktivitu (latky 1-4, Obrazek 10). Adamantylova cast
pravdépodobné hraje dillezitou roli v potencialni antivirotické aktivité téchto latek, které
vystupuji jako nenukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy. U této slouCeniny byla
provedena separace enantiomerd pies diastercomerovou sul. Bylo prokazano, ze izomer
(+) je za anti-HIV 1 aktivitu vice zodpovédny nez izomer opacny, u n¢hoz je aktivita az
60krat niz8i. Slouceniny 5-8 (Obrazek 10) sadamantanovym skeletem Vv poloze
3 vykazuji mirngjsi anti-HIV 1 aktivitu, ale naopak vyraznou aktivitu cytostatickou. Studie
provedené rentgenovou difrak¢éni analyzou a kvantové chemické vypocty ukazaly, ze
aktivita vaci HIV dané latky je siln€¢ zdvisla na jejim dipélovém momentu a konformaci

thiazolidinong.>!3?
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Obrazek 10: Strukturni vzorce vybranych sloucenin substitovanych 1-adamantylem.

Joubert J. a kol** popisuje syntézu série fluorescencnich heterocyklickych
adamantanovych aminll s cilem vyvinout nové fluorescenéni ligandy pro neurologické
testovani. Tyto derivaty ukazuji na multifunkéni neuroprotektivni aktivitu v inhibici N-
methyl-D-aspartatovych receptorti, transportu vapenatych iontti a vykazuji také vysoky
potencidl v antioxidaéni aktivité. Na Obrazku 11 Ize vidét vybrané slouceniny, které
vykazuji vysoky stupenn multifunkcionality s ptiznivymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi

pro biologickou dostupnost a permeabilitu pies mozkovou bariéru.

Obrazek 11: Vzorce vybranych heterocyklickych aminli s adamantanovym motivem

vykazujicich multifunkcionalitu.

Adamantanové slouceniny Ize uplatnit nejen ve farmacii, ale mohou byt vyuzity
napiiklad jako organické krystaly pro Ramanovu spektroskopii. Materidlem pro mnoho
novych aplikaci v moderni kvantové elektronice je 5-nitro-N-(1-adamantyl)pyridin-2-amin

(AANP), jehoz vzorec ukazuje Obrazek 12. Tato latka ve formé krystalu, pfipraveného
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horizontalni Brigmen-Stokbargerovou metodou, vykazuje zna¢nou optickou linearitu
amize se vyuzivat jako konvertor Ramanova laseru ve viditelné¢ a blizké oblasti IR
(infracervena spektroskopie). Dalsi vyuziti tohoto krystalu mtize byt pro vysokorychlostni
optické komunikaéni systémy, kde mize fungovat jako spinaci zafizeni, diky pouziti
fazového posunu. Je to proto, Ze tento typ krystalu ma urcité faze, odpovidajici svym

o, . ys1. 3435
rozsahem telekomunikaéni vinové délce.

Obrazek 12: Strukturni vzorec 5-nitro-N-(1-adamantyl)pyridin-2-aminu (AANP).
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1. EXPERIMENTALNI CAST
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3 PRISTROJE A VYBAVENI

Teploty tani (tt) byly méteny na Koflerové bloku nebo na ptistroji Biichi Melting Point B—
540 a nejsou korigovany. Elementarni analyzy (C, H, N) byly provadény na pfistroji Flash
EA 1112 Automatic Elemental analyzer (Thermo Fischer Scientific). TLC analyzy byly
provadény na deskach typu TLC Silica gel 60F254 firmy Merck KgaA. Pouzité mobilni faze
CHCI3:MeOH (8:1, v:v), PE:EA (1:1, v:v), PE:EA (8:1, v:v). NMR spektra byla méiena na
piistroji Bruker Avance 500 pfi frekvenci 500,13 MHz (*H) a 125,77 MHz pro (*3C). Jako
interni standard bylo pouzivano rozpoustédlo (*H: &(rezidualni CHCls) = 7,27 ppm;
8(DMSO-ds) = 2,50 ppm; *C: §(CDCls) = 77,23 ppm; 8(DMSO-ds) = 39,52 ppm. Pii
interpretaci protonovych spekter bylo pouzito nasledujicich zkratek: s (singlet), d (dublet),
t (triplet), m (multiplet). Infradervena spektra byla méfena na pfistroji iS 10, Smart omni —
Transmission v podobé KBr tablet. Pti vypisovani spekter byly pouzity nasledujici zkratky
znacici intenzitu absorb¢niho pasu: w (slabd), m (sttedni), s (silna), piipadné¢ také jeho
Sitku: b (Siroky pas). Kvantitativni analyza reak¢nich smési byla méfena na plynovém
chromatografu s hmotnostni  detekci ~ Shimadzu ~ GCMS-QP2010  vybaveného
kvadrup6lovym hmotnostnim analyzatorem. Chromatograficka kolona: Supelco SLB-5ms
(30 m; 0,25 mm); nosny plyn: helium (konstantni pritok 38 cm-s™); teplotni program: 100
°C/7 min, 25 °C/min zvySeni na teplotu 250 °C, ktera byla drzena patfi¢éné dlouhou dobu;
teplota nastiiku: 250 °C; iontovy zdroj: 200 °C, 70 eV. Pfi vypisovani hmotnostnich
spekter byly brany v tivahu signaly s relativnim zastoupenim alespon 5% (neplati pro
molekulové ionty). Charakterizace vybranych fragmentii pozorovanych v hmotnostnich
spektrech je uvadéna v zavorce za hodnotou m/z. ESI-IT-MS analyzy byly provadény na
hmotnostnim spektrometru s iontovou pasti amaZon X (Bruker Daltonics) vybaveném
elektrosprejovym ionizacnim zdrojem. VesSkerd méfeni byla provedena v pozitivnim
a negativnim modu. Do iontového zdroje byly vzorky ptivadény kovovou kapilarou pfi
konstantnim pritoku 4 pl-min™. Ostatni parametry byly néasledujici: 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 dal$i parametry byly optimalizovany bé&hem jednotlivych experimentd.
Tandemova hmotnostni spektra byla — po izolaci ptislusného iontu — méfena pomoci kolizi
indukované disociace (z angl. collision-induced dissociation, CID). Jako kolizni plyn bylo

pouzito helium.
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4 PRIPRAVA 6,9-DISUBSTITUOVANYCH PURINU

4.1 Chlorace hypoxanthinu

6-Chlor-9H-purin byl piipraven dle literarniho postupu.®® Do baiiky byl navazen
hypoxanthin (2,0 g; 14,7 mmol), ke kterému byl za stalého michani pfidan dimethylanilin
(5 cm®). Nasledn& doslo ke zchlazeni reakéni smési ledovou ti3ti na cca 0 °C a pomoci
ptikapavaci nalevky byl opatrné ptidavan chlorid fosforylu (82 mg; 0,54 mmol). Po
vytemperovani reakéni smési na laboratorni teplotu, byla tato refluxovana pii 120 °C pod
ochrannou dusikovou atmosférou. Po 3 hodinach doslo ke spotiebovéani veskeré vychozi
latky (monitorovano pomoci TLC). Nasledn¢ bylo na RVO odpafeno veskeré
rozpoustédlo, ¢imz byl ziskan olej, ktery byl podil nalit na ledovou tiist a ponechan
rozpustit, pficemz byla pozorovana zména barvy z hnédé na zelenou. Poté byla reakéni
smés zneutralizovana cca 20 cm® vodného amoniaku. Reakéni smés byla poté extrahovéana
chloroformem (5 x 10 cm®), do kterého pieslo vzniklé barvivo a spojené organické podily
byly suseny nad Na,SO, a vodna faze byla odpaiena na RVO. Po odpateni vodné faze byl
reakéni produkt zpracovan s acetonitrilem. Do reakéni baiiky bylo pridano 15 cm?®
acetonitrilu a zahfivano pomoci horkovzdusné pistole. Roztok byl zfiltrovan a filtrat ihned

odpafen na RVO. Tento postup byl n€kolikrat opakovan.
6-Chlor-9H-purin (2)

Surovy produkt byl nasledné piekrystalovan za horka v methanolu. Cisty produkt byl
ziskan ve form¢ zlutého krystalického prasku v mnozstvi 1,6 g (70 %); t; = > 300 °C.

'H NMR (DMSO-dg): 58,67 (s, 1H, NC*HN); 8,72 (d, J = 6,4 Hz, 1H, NC®HN); 13,85
(s, 1H, N°H) ppm. *C NMR (DMSO-ds): & 130,4(C); 145,7(CH); 148,5(C); 151,3(CH);
152,7(C) ppm. IR (KBr): 3062(s), 2802(s), 1606(s), 1577(s), 1492(m), 1448(m), 1391(s),
1327(s), 1285(s), 1233(s), 1147(m), 988(s), 924(m), 852(m), 643(s), 602(m) cm™. GC-ElI-
MS (tz = 13,4 min); m/z(%): 40(7), 47(4), 51(3), 53(13), 64(12), 65(32), 66(8), 67(8),
73(9), 74(5), 86(7), 92(33), 99(4), 100(11), 119(92), 120(9), 154(M*(*°Cl), 100), 155(8),
156(M*(3'Cl), 33).

(CsH3CINy) vyp. slozeni: 38,86 % C; 1,96 % H; 36,25 % N

exp. slozeni: 39,08 % C; 2,12 % H; 36,46 % N
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4.2 Priprava (1-adamantyl)[4-(aminomethyl)fenylmethanonu

(1-Adamantyl)[4-(azidomethyl)fenyl]Jmethanon (200 mg; 0,677 mmol) byl rozpustén
v pfedem piipravené methanolické HCI (8 cmg). Do nazloutlého roztoku bylo piidavano
zelezo (73 mg; 1,31 mmol) a smés byla ponechana michat za laboratorni teploty, pod
chlorkalciovym uzavérem. Jednotlivé porce zeleza byly pfidavany, dokud nedoslo ke
spotfebovani veskerého vychoziho azidoketonu (monitorovano TLC). Po ukonceni reakce
byla smés zalkalizovana pfidanim 7% roztoku hydroxidu sodného a extrahovana 4 x 10
cm? diethyletheru, spojené organické podily byly poté promyty 3 x 10 cm® nasyceného
roztoku chloridu sodného. Organicky podil byl vysusen nad Na;SO, a odpaien na RVO.

(1-Adamantyl)[4-(aminomethyl)fenyl]methanon hydrochlorid (4)

Titulni latka byla pfipravena ve formé hydrochloridu, ¢ehoz bylo docileno zavedenim
suchého plynného chlorovodiku do ,,volné baze*. Cisty produkt byl ziskan ve formé

bezbarvého krystalického prasku 200 mg (48 %); t; = 204 — 208 °C.

'H NMR (DMSO-dg): & 1,69(m, 6H, CHy(Ad)); 1,91(m, 6H, CHy(Ad)); 2,02(m, 3H,
CH(Ad)); 4,07(s, 2H, CH,NH3); 7,59(m, 4H, Ph); 8,50(s, 3H, NH3) ppm. *C NMR
(DMSO-ds; 39,5 ppm): o 27,3(CH); 359(CH,); 38,3(CHj); 41,8(CHy); 45,7(C);
126,9(CH); 128,5(CH); 135,9(C); 138,9(C); 208,3(CO) ppm. IR (KBr): 3036(w), 2908(s),
2847(w), 1732(w), 1693(s), 1614(w), 1598(w), 1495(m), 1451(m), 1383(w), 1344(w),
1274(w), 1241(m), 1179(w), 1104(w), 1071(w), 988(m), 933(w), 847(m), 634(m) cm™.
GC-MS (volna baze) (EI, 70 eV); m/z(%): 79(16), 81(4), 89(8), 91(7), 93(17), 105(7),
106(8), 107(12), 134(22), 135(Ad, 100), 136(AdH, 12), 252(11), 269(M", 2).

(C18H24CINO) vyp. slozeni: 70,69 % C; 7,91 % H; 4,58 % N

exp. slozeni: 70,55 % C; 7,76 % H; 4,40 % N

4.3 Nukleofilni aromaticka substituce 6-chlor-9H-purinu na C6

Obecny postup pfipravy 6-..amino‘‘-9H-purinu

Do roztoku 6-chlor-9H-purinu (2) v isopropanolu byl pfidan ptislusny amin (2 ekviv).
Reakéni smés byla refluxovana a po 60 az 90 minutach byl pozorovan vznik srazeniny. Po
spotfebovani vychoziho purinu 2, coz bylo monitorovano TLC, byla vznikla srazenina
zfiltrovana, promyta cca 5 cm® ledového isopropanolu a dikladng vysusena na RVO.

V piipadé necistot byl produkt reakce ptecistén sloupcovou chromatografii.
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N-fenyl-9H-purin-6-amin (5)

K pripravé titulni latky bylo pouzito obecného postupu z navazek: 6-chlor-9H-purin
(200 mg; 1,29 mmol), isopropanol 10 cm? a anilin (242 mg; 2,58 mmol). Titulni latka byla
ziskana v podobé& nazloutlého praSku v mnozstvi 100 mg (37 %), ti= 275 — 279 °C

'H NMR (CDCls, DMSO-dg): & 6,97 (t, J = 7,3 Hz, 1H, Ph); 7,26 (t, J = 7,6 Hz, 2H,
Ph); 7,88 (d, J = 7,6 Hz, 2H, Ph); 8,03 (s, 1H, NC?*HN); 8,32 (s, 1H, NC®HN); 9,49 (s, 1H,
C®NHPh); 13,49 (s, 1H, N°H) ppm. *C NMR (CDCls, DMSO-dg): §118,0(C); 120,0(CH);
120,0(CH); 122,3(CH); 139,7(CH); 139,9(C); 151,3(C); 151,4(CH); 151,6(C) ppm.
IR (KBr): 3354(m), 1702(w), 1577(s), 1529(s), 1502(s), 1479(s), 1440(s), 1397(m),
1362(s), 1327(m), 1306(s), 1254(s), 1226(m), 1189(w), 1077(w), 933(s), 856(m), 758(s)
cm™. GC-EI-MS (tg = 20,9 min); m/z(%): 51(19), 52(8), 53(8), 65(19), 66(11), 76(8),
77(34), 78(7), 92(16), 93(6), 102(4), 103(8), 104(5), 105(5), 119(5), 129(5), 156(5),
183(6), 210(100), 211(M*, 56), 212(9).

(C11HgNs) vyp. sloZeni: 62,55 % C; 4,29 % H; 33,16 % N

exp. slozeni: 62,45 % C; 4,34 % H; 33,10 % N

N-benzyl-9H-purin-6-amin (6)

K ptipravé titulni latky bylo pouzito obecného postupu z navazek: 6-chlor-9H-purin
(200 mg; 1,29 mmol), isopropanol 10 cm® a benzylamin (278 mg; 2,58 mmol). Titulni
latka byla ziskana v podob¢ nazloutlého krystalického prasku v mnozstvi 183 mg (63 %),
t= 229 — 234 °C.

'H NMR (DMSO-ds): & 4,94 (s, 2H, C*NHCH.Ph); 7,14-7,37 (m, 5H, Ph); 7,49 (s, 1H,
C®NHPh); 8,12 (s, 1H, NC?HN); 8,28 (s, 1H, NC®HN); 12,90 (s, 1H, N°H) ppm. *C NMR
(CDCls, DMSO-dg): & 42,4 (CH,); 120,4(C); 123,9(CH); 124,4(CH); 125,3(CH);
138,8(CH); 139,1(C); 149,3(C); 150,2(CH); 151,9(C) ppm. IR (KBr): 3044(s), 1656(m),
1537(s), 1477(s), 1402(m), 1365(s), 1224(m), 1194(m), 1086(w), 957(w), 949(w), 924(w),
756(s), 699(s) cm™. GC-EI-MS (t = 22,1 min); m/z(%): 51(8), 52(6), 53(7), 65(20),
66(10), 77(11), 79(14), 89(7), 91(41), 92(10), 93(16), 94(8), 104(5), 106(82), 107(9),
119(16), 120(19), 121(11), 148(10), 209(6), 224(44), 225(M*, 100), 226(17).

(C12H11N5s) vyp. slozeni: 63,99 % C; 4,92 % H; 31,09 % N

exp. slozeni: 63,86 % C; 5,04 % H; 31,18 % N
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2-(1-Adamantyl)-1-{3-[(9H-purin-6-yl)amino]fenyl}ethan-1-on (7)

K pripravé titulni latky bylo pouzito obecného postupu z navazek: 6-chlor-9H-purin
(57 mg; 0,37 mmol), isopropanol 10 cm® a 2-(1-adamantyl)-1-(3-aminofenyl)ethan-1-on
(200 mg; 0,70 mmol). Surovy produkt byl pie¢istén sloupcovou chromatografii v systému
PE:EA (1:1, v:v). Titulni latka byla ziskana v podobé bezbarvého krystalického prasku ve
vytézku 30 mg (20 %), t; = 201 — 205 °C.

'H NMR (CDCl3, DMSO-dg): & 1,71 (m, 6H, CH,(Ad)); 1,99 (m, 6H, CH,(Ad)); 2,03
(m, 3H, CH(Ad)); 2,54 (s, 2H, PACOCH,Ad); 7,18 (t, J = 7,7 Hz, 1H, Ph); 7,39 (t, J = 8,0
Hz, 1H, Ph); 8,13 (d, J = 7,9 Hz, 1H, Ph); 8,30 (s, 1H, NC?HN); 8,38 (s, 1H, Ph); 8,40 (s,
1H, NC®HN); 9,95 (s, 1H, C°NHPh); 13,13 (s, 1H, N°H) ppm. **C NMR (CDCl;, DMSO-
d): & 28,1(CH); 36,5(CH,); 39,0(CH.); 46,6(C); 119,4(C); 121,6(CH); 122,6(CH);
128,8(CH); 139,2(C); 139,9(CH); 143,2(C); 151,5(C); 152,1(CH); 153,8(C); 208,7(CO)
ppm. IR (KBr): 3300(m), 3091(m), 2902(s), 2848(s), 1637(s), 1557(s), 1479(s), 1431(s),
1352(s), 1271(s), 1240(s), 1166(m), 1089(m), 1006(m), 912(m), 795(m), 735(m), 648(m),
615(m) cm™. ESI-MS (pos.) m/z (%): 388,3 [M+H]* (100); 410,3 [M+Na]* (36); 797,3
[2-M+Na]" (9).

(C23H25N50) vyp. slozeni: 71,29 % C; 6,50 % H; 18,07 % N

exp. slozeni: 71,42 % C; 6,45 % H; 18,03 % N

(1-Adamantyl){3-[(9H-purin-6-yl)aminomethyl]fenyl}methanon (8)

K pripravé titulni latky bylo pouzito obecného postupu z navazek: 6-chlor-9H-purin
(54 mg; 0,35 mmol), isopropanol 2,7 cm® a aminoketon (198 mg; 0,74 mmol). Surovy
produkt byl ziskan v podobé hnédocerveného oleje v mnozstvi 43 mg (32 %). Surovy
produkt byl nasledné piecistén sloupcovou chromatografii v systému CHCI3:MeOH (5:1,
v:v). Titulni latka byla ziskana v podobé nazloutlého krystalického prasku ve vytézku 30
mg (22 %) t; = 178 — 183 °C.

'HNMR (CDCly): & 1,65-2,04 (m, 15H, CH,(Ad)+CH(Ad)); 4,76 (s, 2H,
C®NHCH,Ph); 6,49 (bs, 1H, C*NHCH.Ph); 7,22-7,57 (m, 4H, Ph); 8,09 (s, 1H, NC*HN);
8,26 (s, 1H, NC®HN); 12,87 (s, 1H, N°H) ppm. IR (KBr): 3293(m), 3098(m), 2910(s),
2855(s), 1649(s), 1564(s), 1422(s), 1359(s), 1266(m), 1231(m), 1161(m), 1096(m),
1017(m), 910(m), 719(m), 638(w), 611(w) cm™. ESI-MS (pos.) m/z (%): 388,3 [M+H]"
(100); 410,3 [M+Na]* (21); 775,4 [2-M+H]" (6).
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(C23H25Ns0) vyp. slozeni: 71,29 % C; 6,50 % H; 18,07 % N
exp. slozeni: 71,20 % C; 6,53 % H; 17,96 % N

4.4 Alkylace 6-,,amino“-9H-purini na N9

Obecny postup pripravy 6-..amino“-9-isopropyl-9H-purini

Do banky bylo navazeno vypocitané mnozstvi 6-,,amino*“-9H-purinu a rozpusténo v
dimethylsulfoxidu (DMSO). Po uplném rozpusténi latky byl do roztoku piidan uhli¢itan
draselny a 2-jodpropan. Reakéni smés byla michdna pfii teplot¢ 15-18 °C. Reakce
probihala az do spotifebovani vychoziho 6-,,amino*“-9H-purinu, coz bylo sledovano pomoci
TLC. Nasledng byla reakéni smés ziedna 10 —15 cm® destilované vody, extrahovéna 6 x
10 cm® ethylacetatu. Spojené organické podily promyty 2 x 10 cm?® nasycené¢ho roztoku
chloridu sodného. Organicka faze byla susena nad Na;SO,, odpafena na RVO a nésledné

precisténa sloupcovou chromatografii.
N-fenyl-9-isopropyl-9H-purin-6-amin (9)

Titulni latka byla ptipravena podle obecného postupu z vychozich navazek: purin (5)
(100 mg; 0,44 mmol), dimethylsulfoxid (2,9 cm?®), uhli¢itan draselny (184 mg; 1,33 mmol)
a 2-jodpropan (408 mg; 2,4 mmol). Cisty produkt byl ziskan po piedisténi sloupcovou
chromatografii v syst¢tmu CHCl3:MeOH (8:1, v:v) v podobé bezbarvého krystalického
prasku v mnozstvi 49 mg (44 %); t; = 75-78°C.

'H NMR (CDCls): & 1,64 (d, J = 6,7 Hz, 6H, CH(CHs),); 4,87 (septet, J = 6,7 Hz, 1H,
CH(CHa),); 7,15 (t, J = 7,3 Hz, 1H, Ph); 7,37 (t, J = 7,6 Hz, 2H, Ph); 7,78 (d, J = 7,6 Hz,
2H, Ph); 7,90 (s, 1H, NC®HN); 8,05 (s, 1H, C°NHPh); 8,56 (s, 1H, NC?HN) ppm.
BCNMR (CDCls): & 22,6(CHs); 47,5(CH); 120,3(CH); 123,4(CH); 129,2(CH);
138,3(CH); 138,5(C); 149,1(C); 152,0(C); 152,5(CH) ppm. IR (KBr): 3378(s), 2926(w),
1629(s), 1575(s), 1533(m), 1498(s), 1436(s), 1405(m), 1228(s), 1175(w), 1007(m),
899(m), 796(w), 747(s), 694(m), 554(m) cm™. GC-EI-MS (tg = 20,8 min); m/z(%): 41(11),
43(9), 51(6), 65(5), 77(24), 92(9), 103(9), 104(7), 119(4), 129(8), 156(7), 210(100),
211(23), 252(49), 253(M*, 61), 254(11).

(C14H15Ns) vyp. slozeni: 66,38 % C; 5,97 % H; 27,65 % N

exp. slozeni: 66,23 % C; 5,90 % H; 27,57 % N
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N-benzyl-9-isopropyl-9H-purin-6-amin (10)

Titulni latka byla pfipravena podle obecného postupu z vychozich navazek: purin (6)
(90 mg; 0,43 mmol), dimethylsulfoxid (2,6 cm®), uhli¢itan draselny (178 mg; 1,29 mmol)
a 2-jodpropan (394 mg; 2,32 mmol). Cisty produkt byl ziskan po piecisténi sloupcovou
chromatografii v systému CHCl3:MeOH (8:1, v:v) v podob¢ Zlutého krystalického prasku
v mnozstvi 64 mg (56 %); t; = 116-118 °C.

'H NMR (DMSO-dg): 61,53 (d, J = 6,7 Hz, 6H, CH(CH3)y); 4,74 (septet, J = 6,7 Hz,
1H, CH(CHs)y); 7,20 (t, J = 7,2 Hz, 1H, Ph); 7,26 (t, J = 7,8 Hz, 2H, Ph); 7,33 (d, J = 7,5
Hz, 2H, Ph); 8,22 (s, 1H, NC?HN); 8,25 (s, 1H, NC®HN) ppm. *C NMR (DMSO-ds):
5 22,2(CHs); 42,6(CH,); 46,7(CH); 119,2(C); 126,3(CH); 127,4(CH); 128,2(CH);
138,9(CH); 140,4(C); 148,5(C); 152,1(CH); 153,9(C) ppm. IR (KBr): 3264(w), 2982(w),
1718(w), 1625(s), 1568(m), 1458(w), 1350(m), 1315(m), 1294(m), 1256(w), 1228(m),
1204(w), 933(w), 722(w), 658(w) cm™. GC-EI-MS (tg = 13,2 min); m/z(%): 41(10), 43(8),
65(15), 66(8), 77(9), 79(12), 89(7), 91(41), 92(5), 93(12), 94(6), 106(97), 107(6), 119(15),
120(25), 121(14), 148(7), 162(11), 224(60), 225(21), 266(18), 267(M", 100), 268(19).

(C15H17Ns) vyp. sloZeni: 67,39 % C; 6,41 % H; 26,20 % N

exp. slozeni: 67,29 % C; 6,46 % H; 26,11 % N
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5 SUBSTITUCE PURINOVYCH SLOUCENIN V POLOZE 9

5.1 Priprava derivatii adamantanu

5.1.1 Syntéza 1-adamantylmethanolu (12)

Trojhrdla baiika o objemu 500 cm® byla naplnéna 100 cm?® suchého diethyletheru. Do
toho bylo opatrné po davkach ptidano reduk¢ni Cinidlo (Li[AlH]) v mnozstvi 6,4 ¢
(169 mmol). Reakéni smés byla chlazena ledem z divodu uvoliiovani vodiku. Nasledné
bylo opét po davkach pfidavano 10,8 g (59 mmol) adamantan-1-Karboxylové kyseliny.
Reakéni smés byla poté refluxovdna po dobu 10 hodin. Prabéh reakce byl monitorovan
GC-MS do spotiebovani veskeré vychozi latky. Zpracovani probéhlo pfidanim 8 cm® H,0,
8 cm® 15% roztoku hydroxidu sodného a poté op&t H,O v mnozZstvi 23 cm®. Vznikla
bezbarva smés byla piefiltrovana, filtrat promyt 5 x 20 cm® 1,15M roztokem K,COj3
a susena nad Na;SO,. Odparenim na RVO byl ziskan bezbarvy krystalicky prasek, ktery
byl nasledné ptecistén krystalizaci z hexanu, za vzniku bezbarvych jehlicek v mnozstvi

7,39 (80 %); t; =117-119 °C.

GC-EI-MS m/z(%): 166(M*, 4), 136(AdH, 11), 135(Ad, 100), 107(8), 93(19), 91(5),
79(16), 77(4), 67(7), 41(7).

5.1.2 Syntéza 1-(jodmethyl)adamantanu (13)

Do barky o objemu 100 cm?® bylo pfidano 7,7 g (54 mmol) P,Os a poté 14,1 cm?®
(252,6 mmol) H3PO,4. Tato suspenze byla ponechana michat za zvysené teploty. Po
rozpus$téni veskerého P,0Os bylo do vzniklého roztoku pfidano 5,4 g (36,1 mmol) jodidu
sodného, reakéni smés se z bezbarvé v tomto okamziku zménila na zlutou. Nakonec byly
ptidany 3 g (18 mmol) 1-adamantylmethanolu (12). Reakéni smés byla zahtivana pii
teploté 115 °C v olejové lazni pod ochrannou argonovou atmosférou. PO spotfebovani
veskerého vychoziho alkoholu 12 doslo k ukonéeni a zpracovani reakce. Reakéni smés
byla ziedéna 25 cm® H,O a extrahovana 5 x 15 cm® diethyletheru. Spojené organické
podily byly promyty 5% vodnym roztokem Na;S,03 v mnozstvi 2 x 5 cm® Na,S,03,
vysuseny nad Na,SOy a odpafeny na RVO. Cisty produkt byl ziskan v podobé nazloutlych
krystalkt ve vytézku 4,4 g (80 %) krystalizaci z hexanu; t; = 44-48 °C.

IR (KBr): 2912 (s), 2897 (s), 2926 (s), 2848 (s), 2670 (W), 2667 (w), 1455 (w), 1414
(W), 1365 (w), 1317 (w), 1280 (w), 1263 (w), 1192 (m), 581 (m) cm™. GC-EI-MS (m/z,
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%): 276 (M*, 1), 150 (13), 149 (AdCH,, 100), 107 (15), 93 (29), 92 (8), 91 (11), 81 (13),
79 (20), 77 (11), 69 (7), 67 (14), 55 (8), 41 (15).

5.2 Priprava derivati 2,6-dichlor-9H-purinu

5.2.1 Reakce 2,6-dichlor-9H-purinu s 2-jodpropanem

2,6-Dichlor-9H-purin (100 mg; 0,53 mmol) byl navaZen do baiiky 0 objemu 50 cm?®
arozpuitén v3 cm® DMSO. Naslednd byl piidan 2-jodpropan (486 mg; 2,86 mmol)
aKyCO3 (219 mg, 1,59 mmol). Reakéni teplota byla udrzovana piidavanim ledu
v rozmezi 15-18 °C. Pribéh reakce byl monitorovan TLC. Po 8 hodinach byla reakéni
smé&s zpracovana. Reakéni smés byla ziedéna vodou a nasledné promyta 6 x 15 cm®
ethylacetatu. Organicka faze byla promyta 3 x 10 cm® nasycen¢ho roztoku chloridu
sodného a spojené organické podily vysuSeny nad Na,SO,. Po piecisténi sloupcovou
chromatografii (CHCI3:MeOH, 8:1, v:v) byl ziskan cCisty produkt v podobé bezbarvého
prasku v mnozstvi 62 mg (51 %), t;= 149-151 °C.

2,6-Dichlor-9-isopropyl-9H-purin (15)

'H NMR (DMSO-dg): 51,56 (d, J = 6,7 Hz, 6H, CH(CHs),); 4,72 (septet, J = 6,9 Hz,
1H, CH(CHs),); 8,28 (s, 1H, NC®HN) ppm. *C NMR (DMSO-ds): 622,5(CHs); 48,8(CH);
131,1(C); 144,1(CH); 151,6(C); 152,5(C); 153,5(C) ppm. IR (KBr): 3121(w), 2989(w),
1789(w), 1590(s), 1561(s), 1483(m), 1465(m), 1354(s), 1322(m), 1275(m), 1248(s),
1214(s), 1187(m), 1163(s), 1141(m), 963(w), 879(s), 686(w), 645(w) cm™. GC-EI-
MS (tr = 12,8 min); m/z(%): 41(40), 42(9), 43(29), 64(5), 92(15), 106(97), 107(6),
119(15), 120(25), 121(14), 148(7), 153(41), 155(15), 188(100), 189(11), 190(65), 191(7),
192(10), 195(19), 197(6), 215(10), 217(5), 230(Ma*(*Cly), 33), 231(14),
232(Mg* (*°CI+*'Cl), 22), 233(8), 234(Mc"(¥'Cly)*, 4). ESI-MS (pos.) m/z (%): 231,0
[MA(®Clo)+H]" (100); 233,0 [Me(*CI+¥CI)+H]" (65); 235,0 [Mc(('Cly)+H]" (10); 252,9
[Ma(®*Cl,)+Na]" (23); 254,9 [Mg(**CI+*"Cl)+Na]* (15); 257,0 [Mc(*'Cl,)+Na]" (2).

(CgHsCIN) vyp. slozeni: 41,58 % C; 3,49 % H; 24,25 % N

exp. slozeni: 41,76 % C; 3,41 % H; 24,11 % N

5.2.2 Reakce 2,6-dichlor-9H-purinu s propan-2-olem

Do baiiky 0 objemu 50 cm® byl navaZen vychozi purin v mnozstvi 100 mg (0,53 mmol)

a rozpuitén v 5 cm® THF. Nasledn& byl piidan isopropanol (127 mg; 2,12 mmol),
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trifenylfosfin (278 mg; 1,1 mmol), dal§i mnozstvi THF (5 cm®) a pomalu pfikapavan
diisopropylazodikarboxylat DIAD (215 mg; 1,1 mmol). Pribéh reakce byl monitorovan
TLC a po 24 hodinach byla reakce ukoncCena a zpracovana nalitim reakéni smeési na led. Az
se vSe dobfe rozpustilo, vodna faze byla promyta 5 x 15 cm® ethylacetatu a spojené
organické podily vysuSeny nad Na,;SO,. Po ptecisténi sloupcovou chromatografii (PE:EA,
1:1, v:v) a odpatfeni na RVO, byl ziskan produkt ve formé bezbarvého krystalického prasku
v mnozstvi 80 mg (65 %), t; = 148-151 °C.

2,6-Dichlor-9-isopropyl-9H-purin (15)

Spektralni data se shoduji s daty uvedenymi v kapitole 5.2.1.

5.2.3 Reakce 2,6-dichlor-9H-purinu s 1-adamantylmethanolem

Reak¢ni podminky byly stejné jako u reakce 2,6-dichlor-9H-purinu s propan-2-olem
snasledujicimi  navazkami: 2,6-dichlor-9H-purin (100 mg; 0,53 mmol), 1-
adamantylmethanol (12) (351,8 mg; 2,1 mmol), PPhsz (278 mg; 1,1 mmol); DIAD (215 mg;
1,1 mmol) a THF 10 cm® Po zpracovéani byl surovy produkt precistén sloupcovou
chromatografii (PE:EA, 1:1, v:v) jako Zluty prasek v mnozstvi 89 mg (50 %), t; = 211—
215°C.

2,6-Dichlor-9-(1-adamantylmethyl)-9H-purin (16)

Vysledky 'Ha *C NMR analyz nebyly v okamziku finalizace rukopisu k dispozici.
IR (KBr): 3318(w), 2918(s), 2856(w), 1784(w), 1586(s), 1557(s), 1490(m), 1471(m),
1351(s), 1270(m), 1235(m), 1204(m), 1168(s), 1149(m), 965(w), 872(s), 682(w), 647(w)
cm™. ESI-MS (pos.) m/z (%): 337,2 [Ma(*®*Cl,)+H]" (100); 339,2 [Mg(*CI+3'CI)+H]" (64);
341,2 [Mc('Cly)+H]" (17).

(C16H18CI2Ny) vyp. slozeni: 56,98 % C; 5,38 % H; 16,61 % N

exp. slozeni: 57,13 % C; 5,26 % H; 16,49 % N

5.3 Priprava derivati 6-chlor-9H-purinu

5.3.1 Reakce 6-chlor-9H-purinu s 2-jodpropanem

Do baiiky o objemu 50 cm® bylo navazeno 100 mg (0,65 mmol) vychoziho purinu
a pridany 3 cm® DMSO. Ve bylo dobie rozpusténo. Nasledovalo ptidani isopropyljodidu
(594 mg; 3,5 mmol) a K,CO3; v mnozstvi 268 mg (1,9 mmol). Reakéni smés Zluto-zelené

barvy byla udrzovana pfidavanim ledu pii teplot¢ 15-18 °C. Pribéh reakce byl
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monitorovan pomoci TLC az do spotiebovani veSkerého vychoziho purinu, coz trvalo
8 hodin. Nasledn& byla reakéni smé&s zfedéna 15 cm® destilované vody a promyta 6 x 15
cm® ethylacetatu. Spojené organické podily byly dale promyty 3 x 10 cm® nasycen¢ho
roztoku NaCl a vysuSeny nad Na,SO4. Surovy produkt byl pieéistén sloupcovou
chromatografii s mobilni fazi CHCI3:MeOH (8:1, v:v) a ziskan ve form¢ Zlutych krystalkii
Vv mnozstvi 54 mg (42 %), t; = 145-150 °C.

6-Chlor-9-isopropyl-9H-purin (17)

'H NMR (CDCls): 61,62 (d, J = 6,9 Hz, 6H, CH(CHs),); 4,94 (septet, J = 6,9 Hz, 1H,
CH(CHs),); 8,14 (s, 1H, NCB®HN); 8,76 (s, 1H, NC?*HN) ppm. *C NMR (CDCl,):
522,8(CHs); 48,2(CH); 132,0(C); 143,3(CH); 148,6(C); 151,1(C); 151,7(CH) ppm.
IR (KBr): 3103(s), 3070(s), 2981(s), 1590(s), 1556(s), 1495(m), 1436(m), 1392(s),
1336(s), 1230(s), 1137(m), 1103(w), 941(s), 854(m), 793(w), 636(m), 592(w), 565(w)
cm™. GC-EI-MS (tg = 13,5 min); m/z(%): 41(31), 42(10), 43(21), 77(6), 92(8), 119(40),
127(10), 134(10), 154(100), 155(17), 156(33), 181(10), 196(Ma*(**Cl), 41), 197(5),
198(Mg*(*Cl), 12). ESI-MS (pos.) m/z (%): 197,0 [Ma(*°Cl)+H]" (100); 199,0
[MsC'Cl)+H]" (33); 219,0 [MA(*CI)+Na]" (34); 221,0 [Ms(*'Cl)+Na]* (11).

(CgHoCIN,) vyp. sloZeni: 48,86 % C; 4,61 % H; 28,49 % N

exp. slozeni: 48,90 % C; 4,55 % H; 28,43 % N

5.3.2 Reakce 6-chlor-9H-purinu s propan-2-olem

V batice 0 objemu 50 cm?® bylo rozpusténo 100 mg 6-chlor-9H-purinu (0,65 mmol)
v5cm® THF. Do vzniklého roztoku byl pfidan isopropanol (156 mg; 2,59 mmol),
trifenylfosfin (339 mg; 1,29 mmol), dal$si mnozstvi THF (5 cm®) a pomalu piikapavan
diisopropylazodikarboxyldt DIAD (262 mg; 1,29 mmol). Reakce probihala 24 hodin za
laboratorni teploty, pficemz jeji byl pribéh monitorovan pomoci TLC. Reakéni smés byla
nalita na led. Po rozpusténi byla vodna faze promyta 5 % 15 cm® ethylacetatu a spojené
organické podily vysuSeny nad Na,SO,. Po precisténi sloupcovou chromatografii (PE:EA,
1:1, v:v) a odpatfeni na RVO, byl ziskan produkt ve formé bezbarvého krystalického prasku
v mnozstvi 81 mg (63 %), t; = 147-150 °C.

6-Chlor-9-isopropyl-9H-purin (17)

Spektralni data se shoduji s daty uvedenymi v kapitole 5.3.1.
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1. VYSLEDKY A DISKUZE
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6 UVOD DO DISKUZE

V ramci piedlozené diplomové prace bylo primarnim cilem pfipravit 2,6-
disubstituované purinové slouceniny, které by svoji strukturou zapadaly do postupné
tvotici se série 6,9-disubstituovanych purinti obsahujicich v poloze 6 adamantanovy motiv,
a to diky zavedeni fady unikatnich a strukturné piibuznych aromatickych amint
s adamantanovym skeletem. Syntetické postupy a ziskané vysledky tzce souvisejici

S ptipravou této skupiny pozadovanych sloucenin budou dale diskutovany v kapitole 7.

Vzhledem Kk ¢astenym komplikacim, knimZz doSlo Vv prabéhu syntézy 6,9-
disubstituovanych purinti s adamantanovym skeletem (kapitola 7), byla v ramci této
diplomové prace, ponc¢kud necekané, rozpracovdna zcela nova tematika, taktéz se
dotykajici ptipravy purinovych sloucenin. Konkrétn¢ se jednalo o ovéfeni moznosti zavést
adamantanovy motiv do polohy 9 purinového skeletu. Série provedenych syntéz tykajici se

této tematiky bude podrobnéji komentovana v kapitole 8 tohoto rukopisu.
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7 PRIPRAVA 6,9-DISUBSTITUOVANYCH PURINU

V této kapitole budou diskutovany syntézy, jejichz cilem bylo piipravit purinové
slouceniny substituované v poloze 6 a 9. Jedna se tedy o 6,9-disubstituované puriny, které
predstavuji relativné zajimavou alternativu k puriniim tri- ¢i tetrasubstituovanym. Nejprve
byly provedeny reakce s modelovymi substituenty, kterymi byly benzylamin a anilin. Az
poté, co byly tyto syntézy provedeny a optimalizovany, bylo pfistoupeno k reakcim, jejichz

cilem bylo zavedeni amina s adamantanovym skeletem do polohy 6 purinového kruhu.

7.1 Chlorace hypoxanthinu

Vzhledem k Sirokému spektru organickych sloucenin, které jsou v soucasné dobé
komeréné¢ dostupné, neni zadnym piekvapenim, ze ani 6-chlor-9H-purin, ktery
predstavoval pro tuto praci jednu z kli¢ovych sloucenin, neni v tomto ohledu vyjimkou.
Nicméné, vzhledem k ekonomickym divodim bylo ucinéno rozhodnuti, pfipravit si

pozadovany 6-chlor-9H-purin z dostupného prekurzoru, kterym byl hypoxanthin.

Chlorace hypoxanthinu (1) byla provedena postupu, ktery byl dfive publikovan.?
Reakéni smés, v niZz byl jako zdroj atomu chloru pouzit chlorid fosforylu a jako baze
dimethylanilin, byla michana pod ochrannou dusikovou atmosférou pfi teploté¢ 120 °C
(Schéma 8). Surovy produkt, ziskany po zpracovani reakéni smési, byl piekrystalizovan

z methanolu. Pozadovany 6-chlor-9H-purin (2) byl pfipraven ve vytézku 70 %.

Cl
> POCls;, DMA N)iN\>
K N, 120°C, 3 h KN H

1 2 (70 %)

Schéma 8

Struktura slouCeniny 2 byla potvrzena pomoci béZnych metod strukturni analyzy
(NMR, MS a IR). V 'H-NMR spektru slouceniny 2 byly pozorovany tfi signaly, které
rezonovaly v oblasti 8,67, 8,72 a 13,85 ppm. Pfitazeni pozorovanych signalti jednotlivym
atomim vodiku purinu 2, je zndzornéno na Obrazku 13. V hmotnostnim spektru prvniho
fadu, které bylo ziskdno metodou EI-MS, byl jako zékladni pik pozorovan molekulovy iont
0 m/z 154 [MA(*CN]", ktery byl doprovazen iontem o m/z 156 [Mg(*’CI)]"". Podle
ocekavani byly tyto ionty v pfiblizném vzajemném poméru 3:1 typickém pro molekuly

obsahujici ve své struktufe jeden atom chloru.
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Cl
NN st [
)

H

‘L 13,85

Obriazek 13: Pfifazeni "H-NMR signalii protontim purinu 2. (hodnoty jsou uvedeny v ppm)

H
8,67

7.2 Priprava (1-adamantyl)[4-(aminomethyl)fenyl]methanonu

Pro potieby této prace byly vybrany dva aromatické aminy s adamantanovym skeletem,
které mély byt zavedeny na C6 purinového kruhu slouceniny 2. Vzhledem k provazanosti
nasi vyzkumné skupiny, jejiz nékteti ¢lenové se zabyvaji podobnou problematikou, ktera je
pfedmétem této prace, bylo mozné pouzit pro piipravu aminoketonu 4 jako vychozi
slouceninu azidoketon 3, ktery byl v dobé pfipravy této latky dostupny z laboratornich
zasob. Tim bylo uspofeno relativné dost €asu, protoZe mohla byt vynechdna radikalova
bromace a nasledna nukleofilni azidace vychozi ketonu, tedy dva syntetické kroky, kterymi
lze vychozi azidoketon 3 pfipravit. Redukce azidoskupiny latky 3 na primarni
aminoskupinu byla provedena pomoci ,,pentakarbonylového* zeleza v 1-2M methanolické
HCI piipravené bezprostiedné pied provadénim samotného experimentu (Schéma 9).
Reakce byla provadéna za laboratorni teploty, kdy jednotlivé porce Zeleza byly do reakéni
smési pfidavany do té doby, neZ TLC indikovala uplné spotiebovani vychoziho
azidoketonu 3. Pozadovany aminoketon 4 byl, s ohledem na pfedchozi zkusenosti s timto
typem sloucenin, okamzité po jeho izolaci ve formé volné baze, pteveden na hydrochlorid.
Toho bylo docileno zavadénim suchého plynného chlorovodiku do roztoku slouceniny 4
(ve formé volné baze) v methanolu. Struktura aminoketonu 4 byla potvrzena metodami

strukturni analyzy, jako napt. NMR, IR a MS.

Schéma 9

W R @YG/\
25 °C, 72h

4 (48 %)
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7.3 Nukleofilni aromaticka substituce 6-chlor-9H-purinu na C6

Pii substitucich vychozi purinu 2 byl, na zdkladé¢ piedchozich zkuSenosti, zvolen
postup, Vvnémz je nejprve provedena nukleofilni aromaticka substituce atomu chloru
Vv poloze 6 purinového kruhu a poté je zaveden piislusny substituent (zpravidla shodny pro

celou sérii uvazovanych sloucenin) do polohy 9.

Cilem tohoto kroku bylo tedy navazat piislusné aromatické aminy do polohy 6
purinového skeletu. Nejdiive byly provedeny reakce slouceniny 2 s benzylaminem
aanilinem, jakozto modelovymi substituenty. Duvodem pro pouziti téchto dvou
modelovych substituentii byla skute¢nost, ze v ramci této prace byly dale pouzity jak
»anilinové™ tak ,benzylaminové® aminy s adamantanovym skeletem. Bylo tedy vhodné
ovéfit reaktivitu obou skupin aromatickych amint vzajemné se lisicich svoji nukleofilitou
(benzylamin je nukleofilngj$i nez anilin). Jednotlivé reakce byly provadény v prostiedi
propan-2-olu, kdy jednotlivé aminy byly pouzivany ve dvoumolarnim piebytku (vuci
vychozimu purinu 2). Pribéh reakci byl monitorovan pomoci chromatografie na tenké

vrstve. Sérii provedenych reakci ukazuje Schéma 10.

Schéma 10

N
H
56,7,8

NH
NH
5R:©/ 6 R=©/\
o
0]
7 R=Ad NH 8 R=Ad
NH

Po ukonceni reakce, jejim zpracovani a purifikaci surového produktu byly ziskany

Cl R
NZ N . ProH NP N
:i \> *+amin reﬂlux,r 2-6 h K ‘ \>
NN N
2

pozadované slou¢eniny 5-8. Zatimco vytézek slouceniny 6 byl velmi dobry, u ostatnich
latek, a zejména pak u purini obsahujicich na C6 aromatické aminy s adamantanovym
skeletem, byly vytézky velmi nizké (20 % pro purin 7 a 22 % pro purin 8). Pichled
provedenych reakci, jejich celkové délky a vytézky, v nichz byly jednotlivé latky ziskany,
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je znazornén v Tabulce 1. Struktura slouc¢enin 5-8 byla potvrzena pomoci metod

strukturni analyzy (NMR, IR, MS).

Tabulka 1: Nukleofilni aromaticka substituce na C6 purinu 2 (Schéma 10).

NH
| ij 5 5 37
I @A NH 2 6 63
(@)
i AdQK@(NH 6 7 20
O
Vi Ad 3 8 22
NH

V protonovych spektrech slouc¢enin 5-8 byly, v porovnéani s vychozim purinem 2,
pozorovany ,,nové“ signdly indikujici zménu struktury slouceniny 2. V piipad€ vSech
ptipravenych sloucenin (5-8) byly pozorovany signaly rezonujici v ,,aromatické* oblasti
6,97-8,13 ppm a které tak byly pfifazeny atomim vodiku z fenylového kruhu.
V protonovych spektrech sloucenin 7 a 8 pak byly pozorovany signaly v oblasti 1,65-2,03
ppm, jejichZ integraci bylo zjisténo, Ze obsahuji 15 atomil vodiku. Z naSich zkuSenosti byly
tyto signaly pfifazeny atomtim vodiku CH; a CH pochazejicich z adamantanového skeletu.
K potvrzeni struktury slouéenin 7 a 8 napomohly také provedené ESI-MS analyzy. Ve
spektrech prvniho fadu ziskanych v pozitivnim skenovacim modu byly u obou zminénych
sloucenin pozorovany signaly o m/z 388 a 410 odpovidajici protonované molekule

[M+H]", respektive sodnému aduktu [M+Na]" slou¢enin 7 a 8.

Proveden byl rovnéz pokus o zavedeni 2-(1-adamantyl)-1-(3-aminofenyl)ethan-1-olu do
polohy 6 purinu 2 (Schéma 11). Vychozi aminoalkohol byl ziskan z laboratornich zasob.
Ackoliv byl podle TLC spotiebovan veskery vychozi aminoalkohol, tak namisto
pozadované slouceniny byla ziskdna velmi komplikovana smés latek, jejiz rozdéleni

nebylo ani pii pouziti opakované sloupcové chromatografie Gspésné.
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Schéma 11

7.4 Alkylace 6-,,amino“-9H-purini na N9

Poté co byla Gispésné pfipravena série purinovych sloucenin substituovanych v poloze
C6 bylo pristoupeno k dal§imu kroku, a to k navazani nepolarniho alifatického substituentu
(isopropylu) do polohy N9. Vzhledem ke skutecnosti, ze slou¢eniny 7 a 8 byly v prvnim
syntetickém kroku ziskdny ve velmi malych mnozstvich a prekurzory nezbytné pro
pfipravu odpovidajicich aromatickych aminii s adamantanovym skeletem nebyly dostupné,

byly provedeny dalsi reakce pouze s puriny 5 a 6.

Jako zdroj isopropylového substituentu byl pouzit odpovidajici alkyl halogenid, a sice
2-jodpropan. Reakce, jejichz pribéh je ilustrovan na Schématu 12, probihaly v prostiedi

dimethylsulfoxidu a K,COs jako baze.

R R
' N
N7 N K,COsDMsO _ N7
:i \> " )\ 1516°C. 66 h K\ >
A " ;p

56 9,10

Schéma 12

Poté, co analyza TLC indikovala spotiebovani veskerého vychozi purinu, byla reakéni
smés zpracovana a ziskany surovy produkt piecistén pomoci sloupcové chromatografie
(CHCI3:MeOH, 8:1, v:v). Pozadované slouceniny byly ziskany ve velmi vysoké Cistoté a
uspokojivych vytézcich. Délku obou provedenych reakci a vytézky, v nichz byly

pozadované slouceniny ziskany, shrnuje Tabulka 2.
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Tabulka 2: Alkylace ,,6-amino-9H-purind na N9 (Schéma 11).

NH
| 5 (j 8 9 44
I 6 @A NH 6 10 56

Tak jako u vSech ptedchozich sloucenin, tak také v ptipadé purin 9 a 10 byla struktura
téchto latek potvrzena pomoci bézné pouzivanych metod strukturni analyzy (NMR, IR
a GC-MS). V 'H-NMR spektrech slouenin 9 a 10 byly pozorovany dvé sady signald, které
prokazovaly navazani isopropylového substituentu do struktury vychozich purinti 5 a 6.
Zatimco signaly odpovidajici atomim vodiku CH(CHzs), rezonovaly v oblasti 1,64 ppm
(purin 9) a 1,53 ppm (purin 10), tak signaly pochazejici z atomu vodiku CH(CHz);
rezonovaly v oblasti 4,87 (purin 9) a 4,74 (purin 10). V piipadé GC-MS analyzy byly
v hmotnostnich spektrech prvniho #adu pozorovany kationradikalové ionty ([M]*"), jejichz
hodnoty m/z odpovidaly hodnotam molekulovych hmotnosti slouceniny 9 (253 m/z)
a slouceniny 10 (267 m/z).
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8 SUBSTITUCE PURINOVYCH SLOUCENIN V POLOZE N9

Vzhledem ke skuteCnosti, ze reakce komentované v pfedchozi kapitole byly
doprovazeny urcitymi komplikacemi, zejména pak v ptipad¢ syntéz vedoucich k pfiprave
sloucenin obsahujicich ve své molekule adamatnanovy motiv, bylo u¢inéno rozhodnuti
pokusit se o ptipravu purinovych slouc¢enin obsahujicich adamantanovy skelet v poloze 9,

namisto polohy 6.

Ve své prvni €asti je tato kapitola zaméfena na piipravu vychozich latek, a to derivati
adamantanu, pouzitych k naslednym reakcim, za ucelem jejich zavedeni do polohy 9
purinového kruhu. Nasledné¢ budou komentovany reakce, jejichz cilem bylo pfipravit 6,9-

disubstituované a 2,6,9-trisubstuované puriny na bazi adamantanu.

8.1 Priprava jednoduchych derivati adamantanu

Od pocatku bylo uvazovéno o tom, Ze bude do polohy 9 purinového kruhu zavadén
vysoce nepolarni adamantanovy substituent, a sice 1-adamantylmethyl. Stejné jako
v piipadé alkylaci 6-,,amino*“-9H-purinti (latky 5 a 6) popisovanych v pfedchozi ¢asti této
prace, kdy byl jako zdroj nepolarniho alifatického substituentu na N9 pouzit odpovidajici
alkyl halogenid, bylo rozhodnuto o stejném postupu i pii pfipravé purini obsahujicich 1-

adamantyl v poloze 9 purinového kruhu.

Pozadovany 1-(jodmethyl)adamantan (13) byl piipraven pomoci dvoustupnové
syntézy vychazejici z komeréné dostupné adamantan-1-karboxylové kyseliny (11). Ta byla
v prvni kroku zredukovana pomoci silného redukéniho <¢inidla (Li[AlHs]) na 1-
adamantylmethanol (12). Reakce probihala v prosttedi bezvodého diethyletheru,
vysuSeného bezprostiedn¢ pied samotnou reakci (Schéma 13). Doba reakce cinila
10 hodin a jeji pribéh byl monitorovan odebiranim vzorki a jejich postupnych
analyzovanim metodou GC-MS. Surovy produkt byl pie¢istén krystalizaci z hexanu, ¢imz

byla ziskana pozadovana latka 12 ve vysoké Cistoté a vytézku 80 %.

Li[AlH,], Et,O
OH ——— OH
reflux, Ar, 10 h

o 12 (80 %)

Schéma 13

11
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Priprava 1-(jodmethyl)adamantanu (13) vychazela z piedesle piipraveného 1-
adamantylmethanolu (12). Reakce probihala v kyselém prostiedi pod ochrannou
argonovou atmosférou pii teploté 115 °C, pfiemz zdrojem halogenidu byl jodid sodny
(Schéma 14). Pozadovany jod derivat 13 byl ziskan v 80% vytézku, kdy surovy produkt
byl ptekrystalizovan z hexanu. Pribéh reakce byl, stejné jako v pripadé piipravy alkoholu
12, monitorovan metodou GC-MS.

Vzhledem k tomu, Ze slou¢eniny 12 a 13 patii mezi latky, které jsou v nasi vyzkumné
skupin€é piipravovany relativné casto, k potvrzeni jejich struktury byla dostacujicim
dikazem naméfend hmotnostni spektra, jez byla porovnana s databazi hmotnostnich

spekter NIST 02.

Schéma 14

Nal, H3PO4, P205
EVOH Ar, 115 °C, 3 h '

12 13 (80 %)

8.2 Reakce vedouci k pripravé 2,6,9-trisubstituovanych purina

Vychozi latkou pro tyto reakce byl komeréné dostupny 2,6-dichlor-9H-purin (14). Jak je
uvedeno vyse, byla nejprve vyzkousena alkylace alkyl halogenidu na N9 purinového
kruhu. Pfesto, ze se jedna o relativn€ jednoduchou reakci, kterou autorka této prace jiz
nékolikrat d¢lala s 6-,,amino“-9H-puriny 5 a 6, bylo rozhodnuto provést nejprve
modelovou reakci se substituentem, ktery neobsahuje adamantanovy skelet. Jako modelova
latka byl vybran jiz ovéfeny 2-jodpropan. Reakce probihala za stejnych podminek jako
v predchozich pfipadech, tedy v dimethylsulfoxidu jako rozpoustédla a uhlicitanu
draselného jako baze. Poté, co byl spotfebovan veskery vychozi purin 14, byla reakéni
smes zpracovana a surovy produkt pfeCiStén pomoci sloupcové chromatografie.

Pozadovany produkt 15 byl ziskan ve vytézku 51 %.

Schéma 15

Cl

Cl
N ' N
ﬁ[ R T A\
_ T1518°C.8h
N
Cl N H

)\

14 15 (51 %)
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Struktura purinu 15 byla potvrzena pomoci bézné pouzivanych metod strukturni
analyzy (NMR, IR, MS). Na tomto misté, a v pribéhu celé této kapitoly, budou blize

komentovany vysledky ziskané pomoci ESI-MS analyz.

[M+H]
231,_(})
(IM(*CL+HT' ) i
2}1.0
M(*CI+Cly+H]" N
[ ( 2330 ) ] N \>
: /jl\ P
cl N N
[M("CL)+H] )\
235.0 15
[M N ]+ L230'231 22 23 24 235 236 | exaktni hmotnost = 230.030 u
+Na]" -
252.9

| L
—~ 1 1 T 1 T 1T * T *r T T 1
100 200 300 400 500 600 700 800 900 m/z

Obrazek 14: ESI-MS spektrum slouceniny 15.

Na Obrazku 14 je zndzornéno hmotnostni spektrum prvniho fadu purinu 15 ziskané
metodou ESI-MS. Ve spektru byl jako dominantni pozorovan jedenkrat nabity signal o m/z
231 odpovidajici protonované molekule [M+H]". Tento iont byl doprovézen signalem
vétsim o 22 m/z, ktery byl uréen jako sodny adukt latky 15 [M+Na]*. Na tomto obrazku je
rovnéz zobrazen detail molekulového klastru iontu [M+H]" sestavajici ze tfi vyznamnych
maxim s hodnotami m/z 231 [Ma(*Clo)+H]", m/z 233 [Mg(*CI+*'Cl)+H]* a m/z 235
[Mc('Clo)+H]". Nejen rozdil hodnot m/z mezi jednotlivymi signaly nachézejicimi se
vV tomto molekulovém klastru, ale také jejich vzajemny pomér (9:6:1), jsou dostateCnym
dikazem pro to, Ze se ve struktufe slouceniny 15 nachdzi dva atomy chloru. Pro potvrzeni
struktury slouceniny 15, ale také s ohledem na studium jejiho chovani v plynné fazi, byla
dale provedena izolace iontu [M+H]" a jeho nasledna fragmentace za podminek kolizi
indukované disociace (CID; z angl. collision-induced dissociation). ESI-MS/MS spektra

ziskana fragmentaci iontti o m/z 231, 233 a 235 jsou uvedena na Obrazku 15.

Jak je z jednotlivych ESI-MS/MS spekter patrné, vSechny tii fragmentované ionty se
chovaly naprosto stejné, pficemz v prib¢hu jejich fragmentace doSlo k neutrdlni ztraté
castice CsHg (m/z 42) za vzniku protonovaného 2,6-dichlorpurinu s izotopovym
zastoupenim atomi chloru odpovidajicimu nekurzorovému iontu. To znamend, Ze

v piipadé iontu o m/z 231 doslo neutralni ztratou C3Hg ke vzniku jedenkrat nabitého iontu
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0 m/z 189 (Obrazek 15A). Fragmentace ionti o m/z 233 (Obrazek 15B) a 0 m/z 235
(Obrazek 15C) probihala analogicky.

A 189.0

35 35

Cl Cl

>H CID

35 /I\ Z 35 A &
)\ H
231.0 m/z 189.0 m/z

231.0
|
B 191.0
)t[ )IN\ :
I )\ 376 A N> §
\
2330mfz 191.0leH
233.0
J
C 193.0

AT e )\)I

235.0m/z )\ 193.0 rer

2315.0

50 100 150 200 m/z
Obrazek 15: ESI-MS/MS spektra iontu [M+H]" slou¢eniny 15.

Po potvrzeni uspéSné piipravy purinu 15 bylo pfistoupeno k pokusu o syntézu
purinového derivatu za pouziti 1-(jodmethyl)adamantanu (13). Nejprve byla provedena

reakce za stejnych podminek jako v pfipadé pripravy latky 15. Nicméné, ani po
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24 hodinach nebyl v reakéni smési pozorovan vznik zadné latky, pficemz TLC analyza
naznacovala, ze se v reak¢éni smési nachazi pouze nezreagovany vychozi purin 14. Ten byl
také jako jedind latka z reak¢ni smési pozdéji izolovan. Z tohoto diivodu bylo pfistoupeno
ke druh¢ reakci, kde byl jako katalyzator fazového pienosu pouzit tetrabutylamonium-
fluorid (TBAF). Bohuzel, ani tomto pfipadé¢ nebyl zaznamenan zadny posun smérem
k pozadovanému produktu, tedy slouc¢eniné 16. Ob¢ provedené syntézy jsou znazornény na

Schématu 16.

Schéma 16

DMSO,MS -18°C
a

cl cl
N N
NT NT X
)\)i \> ' Ev ! )\)I \>
cl NT N cl N
14 13 16 \\@
b’ TBAF, THFMAT, 25-80 °C T

Vzhledem kvyse uvedenému byla vyzkousena dal$i metoda vedouci k pfipravé

pozadované latky, a to za pomoci Mitsunobova couplingu,” vnémz je jako reaktant,
namisto alkyl halogenidu, pouzivan alkohol. Pro ovéfeni a optimalizaci reakénich

podminek byl nejprve, jako modelovy substituent, pouzit propan-2-0l.

Reakce uvedend na Schématu 17 ukazuje, Ze byla provadéna za laboratorni teploty
v ptitomnosti trifenylfosfinu (2 ekviv.) a diisopropylazodikarboxylatu (DIAD, 2 ekviv.)
v prostfedi bezvodého tetrahydrofuranu (THF), pficemz propan-2-ol byl pouzit ve 4
molarnim pfebytku vii¢i vychozimu purinu. Po 24 hodindch byla reakce ukoncena
(monitorovano pomoci TLC) a reakéni smés zpracovana. Po piecisténi surového produktu
pomoci sloupcové chromatografie byl pozadovany produkt ziskdn ve formé bezbarvého
krystalického prasku ve vytézku 65 %. Spektralni data produktu ziskaného pomoci

Mitsunobova couplingu odpovidala pozadované slou¢ening 15.
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Schéma 17
Cl Cl
OH
N7 SN THF, PPhs NN
PPN OR
)\ P DIAD, 1. t, 24 h )\ P
ca” NN cl” N ;\
14 15 (65 %)

S ohledem na vysledek vyse komentované modelové reakce, byl proveden pokus
0 pfipravu slouceniny 16 za stejnych ¢i obdobnych podminek. Vzhledem k tomu, ze se
Vv této reakci pouziva alkohol v 4 molarnim piebytku vic¢i vychozimu purinu 14, bylo
nejprve vyzkouseno (s ohledem na ekonomické duvody a cenu 1-adamantylmethanolu),
zda je mozné tuto reakci uskuteCnit také s menSim piebytkem 1-adamantylmethanolu
(Schéma 18a). Bohuzel, tento piedpoklad se nepotvrdil a tak bylo pfistoupeno k provedeni

reakce za analogickych podminek, jako jsou uvedeny na Schématu 17.

Reakce tedy opét probihala v prostiedi bezvodého tetrahydrofuranu, vysuSeného
bezprostfedné pied zacatkem reakce, trifenylfosfinu a diisopropylazodikarboxylatu, ktery
bylo nutné do reakce pfidavat pomalu a po kapkach. Reakce uvedena na Schématu 18b
probihala za laboratorni teploty po dobu 24 hodin a po pfecisténi sloupcovou
chromatografii byl ziskan produkt v uspokojivém vytézku 50 %. Struktura této latky byla
v okamziku finalizace tohoto rukopisu potvrzena ptedevSim diky vysledkiim ziskanych

z ESI-MS analyzy.

Schéma 18

THF, PP (1,1 ekviv.)

DIAP/CL,l Wv), rt

Cl
N N
N N XX
PPN va ¢[>
N c” N7 N
14 12 16 (50 %)
a=1,1 ekviv. b‘ 1
b = 4,0 ekviv.

THF, PPh3 (2 ekviv.)
DIAD (2 ekviv.), r.t, 24 h




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 53

337.2
[M+H]"
Cl
N

N7
| >
CI/I\N/ N
16

exaktni hmotnost = 336.091 u

_.__I.........u..x._n_l.u..u.luhul:l-l m
f T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
100 200 300 400 500 600 700 800 900 m/z

Obriazek 16: ESI-MS spektrum slouceniny 16.

Z Obrazku 16 je patrné, Ze jedinym pozorovanym signalem ve spektru prvniho fadu
purinu 16 byl iont o m/z 337 odpovidajici protonované molekule této slouceniny.
Skuteénost, 7e tento iont neni doprovizen zadnymi aduktovymi ionty (Na®, K¥) lze
vysvétlit tak, Zze do vzorku bylo pfed samotnym métfenim ptidano 5 pl kyseliny mravenci.
Divodem byla skute¢nost, ze bez pridani kyseliny mravenci byl signal o m/z 337 ve
spektru prvniho fadu sice pozorovan, ale v relativné nizké intenzité. Ptidani kyseliny
mravenéi do analyzovaného vzorku mélo za cil zvysit v systému pocet atomi vodiku,
SnimiZ by mohla analyzovand molekula interagovat. Zaroveil tim byl potlaen vznik
aduktovych iontl. Molekulovy klastr sestaval, stejné jako v pfipadé slouceniny 15, ze tii
iontll vzajemné se liSicich o 2 m/z a v poméru indikujicim pfitomnost dvou atomti chloru
v molekule. Jednalo se o signaly o m/z 337 [Ma(**Cl,)+H]*, m/z 339 [Mg(**CI+*'CI)+H]*
am/z 341 [Mc(*'Cly)+H]". Struktura slouGeniny 16 byla potvrzena pomoci néslednd
provedenych ESI-MS/MS experimenti (Obrazek 17). Zatimco izolace a nasledna
fragmentace iontd o m/z 337 a 339 byla uspésna, pak v pripadé iontu o m/z 441 se tento

nepodatilo, pravdépodobné z diivodu jeho nizké intenzity, vyizolovat.

Z Obrazku 17 je opét patrné, ze oba fragmentované signaly, tedy 337 a 339 m/z, se
chovaly naprosto totozné. Zajimavéjsi ovSem je skutecnost, Ze na rozdil od fragmentace
iontu [M+H]" purinu 15, kdy dochazelo k neutralni ztraté ¢astice C3Hg (Obrazek 15), byla
v pifpadé fragmentace iontu [M+H]" purinu 16 pozorovana naprosto odliina fragmentaéni
drédha. Dochazelo sice k destrukci kovalentni vazby na stejném misté, tedy mezi atomem
dusiku N9 purinového kruhu a atomem uhliku na né& navazaného substituentu, ale
s pon¢kud odlisSnym typem vznikajiciho iontu. Tim byl v tomto piipad¢ jedenkrat nabity

iont 0 m/z 149, ktery byl uren jako adamantylmethyl.
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Obriazek 17: ESI-MS/MS spektra iontu [M+H]" slougeniny 16.

Zavérem této kapitoly je na misté uvést, Ze Usp&Sna piiprava slouCeniny 16 otevira
mozZnosti dal$i syntézy v polohdch 2 a 6 purinového kruhu, kde mohou byt navazany
stericky méné¢ objemné substituenty. Zaroven pak tato latka piredstavuje zajimavou
alternativu k latkam podobného typu, obsahujicim na N9 isopropyl, které byly doposud

Vv nasi vyzkumné skupiné¢ syntetizovany.

8.3 Priprava 6,9-disubstituovanych purini

Z divodu potvrzeni fungovani reakci, provedenych v pfedchozi kapitole, bylo
pfistoupeno k rozSifeni série vzniklych latek o 6,9-disubstituované. V nasledné

komentovanych reakcich se vychazelo z diive piipraveného 6-chlor-9H-purinu (2).

V prvnim kroku bylo tedy nejdiive potieba si ovéfit, zda postupy vyzkousené na 2,6-
dichlor-9H-purinu, bude mozné aplikovat i u 6-chlor-9H-purinu. Proto byly nejprve opét
provadény opét modelové reakce, spouzitim 2-jodpropanu a propan-2-olu jakozto

reaktantl. Jak je patrné ze Schématu 19, tak ob¢ pouzité metody, tedy jak alkylace 2-
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jodpropanu, tak Mitsunoblv coupling propan-2-olu, byly uspésné. Zatimco sloucenina 17
pfipravend pomoci alkylace byla ziskdna ve vytézku 42 %, tak tataz latka pfipravena
Mitsunobovym couplingem byla vyizolovana ve vytézku 63 %. Ziskané vysledky jsou ve
vzajemné shodé¢ s vysledky ziskanymi pti syntézach, v nichz jako vychozi latka vystupoval
2,6-dichlor-9H-purin. Struktura slouceniny 17 byla opét potvrzena pomoci bézné
pouzivanych metod strukturni analyzy, pfi¢emz nize budou opét komentovana namefena

ESI-MS spektra.

Schéma 19
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Stejné jako v ptipadé doposud komentovanych ESI-MS spekter ptipravenych sloucenin,
byl také ve spektru prvniho fadu purinu 17 (Obrazek 18) pozorovan jako dominantni
signal o m/z odpovidajici protonované molekule [M+H]". Tento signal byl doprovazen
sodnym aduktem [M+Na]* o hodnoté¢ m/z 219. V ptipadé obou pozorovanych ionti byl
molekulovy klastr tvofen dvéma signaly lisicimi se o 2 m/z, kdy jejich vzajemny pomér byl

Vv piiblizném poméru 3:1, coZ je typické pro molekuly obsahujici jeden atom chloru.

[M+H]"
197.0
17 )\
g}g;Na] exaktni hmotnost = 196.052 u
| Ny )

I -1 - ! 7T "~ °F 71T 0 I "1
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Obrazek 18: ESI-MS spektrum slouceniny 17.
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Fragmentaéni cesta pozorovana u iontu [M+H]" slou¢eniny 17 se shoduje s fragmentaci
iontu [M+H]" pozorovanou u slou¢eniny 15. Je zde tedy patrny vliv substituentu vazaného
na N9 purinového skeletu na typ ionty produkovanych béhem ESI-MS/MS analyz

ptipravenych latek. Fragmentace iontti o m/z 197 a 199 je uvedena na Obrazku 19.
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Obrizek 19: ESI-MS/MS spektra iontu [M+H]" slou¢eniny 17.

V navaznosti na uspésné provedené reakce 6-chlor-9H-purinu (2) s modelovymi
reaktanty byly uskute¢nény reakce purinu 2 s 1-(jodmethyl)adamantylem (13) a 1-

adamantylmethanolem (12).
Alkylace jod derivatu 13 do polohy 6 slouCeniny 2, kterd je znazornéna na
Schématu 20, byla, stejn¢ jako v predchozim piipad€, netispesnad, pricemz z reakéni smési

byl také v tomto ptipad¢ vyizolovan pouze vychozi purin.
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Schéma 20

cl cl
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Poslednim experimentem, ktery byl v ramci této diplomové prace uskutecnén, byla
reakce purinu 2 s 1-adamantylmethanolem (12), jak ukazuje Schéma 20. Reakce opét
probihala v prostifedi  bezvodého tetrahydrofuranu, S pouzitim trifenylfosfinu
a diisopropylazodikarboxylatu za laboratorni teploty. Ackoliv podle TLC analyzy doslo ke
spotfebovani vychoziho purinu 2, nelze, sohledem na skute¢nost, Ze v soucasné dobé
nejsou Kk dispozici zadna spektralni data (produkt prozatim nebyl piecistén), s jistotou fici,

zda byl pozadovany produkt pfipraven, ¢i nikoliv.

Schéma 20
Cl

N
N7 THF, PPh
M \> + OH ——— 2 »
2 DIAD, r. t, 24 h
N

H
2 12
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ZAVER

Hlavnim cilem piedlozené¢ diplomové prace bylo provést sérii experimentil s cilem
piipravit 2,6-disubstituované a/nebo 2,6,9-trisubstituované puriny s vyuzitim struktury
adamantanu a jeho navazanim do polohy 6 nebo 9 purinového skeletu. Veskeré slou¢eniny

byly charakterizovany béZznymi metodami strukturni analyzy jako je spektroskopie

nuklearni magnetické rezonance, hmotnostni ¢i infracervena spektrometrie.

Nejdiive bylo nutné piipravit vychozi 6-chlor-9H-purin (2) pro nasledné reakce, jehoz
syntéza vychazi z komeréné dostupného hypoxanthinu (1). Atom chloru v poloze 6
purinového skeletu byl nésledné nahrazen pfisluSnymi aminy, za vzniku latek 5-8. Latky 5
a 6 byly dale pouzity k reakci s 2-jodpropanem, provadéné v prostiedi dimethylsulfoxidu
a uhlicitanu draselného jako baze pii teploté 15—18 °C, za vzniku latek 9 a 10. Vzhledem
K tomu, Ze zavadéni vybranych aromatickych amint s adamantanovym skeletem do polohy
6 purinového kruhu se ukazalo jako problematické, bylo od tohoto typu reakci ustoupeno
a pozornost byla soustfedéna na mozné zavadéni 1-adamantylu do polohy N9 purinového

skeletu.

V prvni fadé byl pfipraven 1-adamantylmethanol (12) redukci adamantan-1-
karboxylové kyseliny (11). Z 1-adamantylmethanolu (12) byl nasledné pfiipraven 1-
(jodmethyl)adamantan (13).

Nasledovala série reakci, jejichZz cilem bylo zavedeni substituent do polohy N9
purinového kruhu 2,6-dichlor-9H-purinu (14). Nejdiive byla vhodnost zvoleného postupu
ovéiena pii reakci purinu 14 S 2-jodpropanem za vzniku slouceniny 15. Poté jiz bylo
ptistoupeno k reakci slouceniny 14 s 1-(jodmethyl)adamantanem (13). Provedené reakce
nevedly K pozadovanému cili, pfestoze byly vyzkouseny ruzné reakéni podminky —
Vv prostfedi dimethylsulfoxidu a uhli¢itanu draselného pii teplotdich 15-18 °C a nebo
v prostiedi bezvodého tetrahydrofuranu a tetrabutylamonium-fluoridu pfi rizném
teplotnim gradientu (laboratorni teplota az zahtev pii 80 °C pod ochrannou argonovou
atmosférou). Proto bylo pfistoupeno k dalsimu typu reakce, kterym je mozné uvazované
slouCeniny pfipravit, a sice k Mitsunobovu couplingu. Nejprve byla tato reakce
vyzkouSena s propan-2-olem, pficemz poZzadovana latka byla ziskana ve vytézku 65 %.
Vzhledem Kk tomu bylo pfistoupeno k reakci purinu 14 s 1l-adamantylmethanolem (12),

pfi¢emz pozadovanad sloucenina 16 byla ziskana ve vytézku 50 %.
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Stejny typ reakci byl provadén také za pouziti 6-chlor-9H-purinu (2) jako vychozi latky.
Usp&sné byly reakce, ve kterych purin 2 reagoval s 2-jodpropanem nebo propan-2-olem, za
vzniku 6-chlor-9-isopropyl-9H-purinu  (17). Reakce purinu 2 se slouceninou 13
pozadovany produkt neposkytovaly. Jako posledni byla provedena reakce purinu 2 se
slouceninou 12, ptficemz TLC analyza poukazovala na spotfebovani vychozi slouceniny.
Nicméné¢ doposud nebyla provedena purifikace surového produktu pomoci sloupcové
chromatografie a nejsou tak dispozici spektralni data na zakladé nichz, by bylo mozné

konstatovat, zda byla pozadovana latka ptipravena ¢i nikoliv.

Pti tvorbé této diplomové prace byla vyzkousena fada postupt a jejich obmén, které
mnohdy nepfiinesly kyzené vysledky, ale daly ndm nahlédnout, kterymi cestami se dale
ubirat a kterymi nikoliv. Za nejvyznamnéj$i vysledek, v pozitivnim slova smyslu, lze
povaZzovat syntézu slouceniny 16 obsahujici adamantanovy skelet v poloze 9 purinového
kruhu. Tato latka bude zcela urcité predmétem budouciho vyzkumu, kdy budou na C6 a C2
purinového kruhu zavadény predem pecliveé zvolené substituenty. Lze tedy fici, Ze purin 16
v sobé skytd nejeden potencidl pii tvorbeé dal§i série novych purinovych sloucenin
s adamantanovym motivem, u nichZ by mohly byt v budoucnu studovény jejich biologické
ucinky. Stejné tak bude nezbytné v blizké budoucnosti urcit strukturu slouceniny, ktera
vznikla reakci 6-chlor-9H-purinu (2) s 1-adamantylmethanolem (12). Pokud se bude jednat
o pozadovanou latku, pak 1 tato bude podrobena sérii aromatickych nukleofilnich
substituci, scilem pfipravit novou sérii 6,9-disubstituovanych purini. Pokud se o
pfedmétnou slouceninu jednat nebude, bude vyvinuto maximalni tsili vedouci k nalezeni
reakénich podminek, za nichZ bude tuto latku moZné ziskat. Dlivodem je naSe presvédcent,
Ze purinové derivaty substituované v poloze 9 1-adamantylem piedstavuji velice zajimavou

skupinu latek ve vztahu k jejich moznym biologickym tG¢inkiim.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
AcOH kyselina octova

ADP adenosindifosfat

AlCl; chlorid hlinity

ATP adenosintrifosfat

CDK cyklin-dependentni kinaza

CRK3 cyklin-dependentni kinaza pochazejici z rodu Leishmania
DIAD diisopropylazodikarboxylat

DMA N,N-dimethylanilin

DMF N,N-dimethylformamid

DMSO  dimethylsulfoxid

DPP-4 dipeptidyl peptidaza 4

EA ethylacetat

ESI-MS  hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci
Et,0 diethylether

GC-MS  plynova chromatografie s hmotnostni detekci

CHCl; chloroform

1Cso koncentrace latky inhibujici 50%

IR infracervena spektroskopie

K>,CO3 uhli¢itan draselny

Li[AlH,] lithiumaluminum hydrid

MeOH methanol

MIC minimdalni inhibi¢ni koncentrace

Mtb Mycobacterium tuberkulosis

MW mikroviny
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Na,SO4
NaBF,4
NMR
PE
POCl;
PPh;
RVO
TBAF
t-BuOK
TEA
THF
TLC

te

siran sodny

tetrafluoroborat sodny
nuklearni magneticka rezonance
petrolether

trichlorid fosforylu
trifenylfosfin

rotacni vakuova odparka
tetrabutylamonium fluorid
tert-butoxid draselny
triethylamin

tetrahydrofuran
chromatografie na tenké vrstveé

teplota tani
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