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Abstrakt

Purinové nukleosidy ptfedstavuji jednu z nejrozSifenéjSich skupin dusikatych
heterocykli zastoupenych v ptirod€. V medicing jsou velmi ¢asto pouzivany zejména
pro své vyznamné biologické uCinky, jakymi je inhibice transportu nukleosidii
v organismech, antifungalni, antiviroticka ¢i protinddorova aktivita.

PtedloZzena prace se =zabyva pfipravou série novych purinovych
2,6-disubstituovanych ribonukleosidi nesoucich unikatni adamantylované aminy.
Sestavena multikrokové syntéza zahrnuje sekvenci nékolika po sobé jdoucich reakci,
a sice glykosylaci vybranych, pfipadné ptipravenych, purinovych derivati v poloze
N9, nukleofilni aromatickou substituci do polohy C6 na purinovém skeletu vzniklych
nukleosidl a nasledné odchranéni nukleosidl. V ptipade, Ze molekula danych latek
dovolovala, byly provedeny jesté¢ dopliujici modifikace v podobé redukce ¢i dalsi
nukleofilni aromatické substituce do polohy C2 purinového jadra. VsSechny
pfipravené latky byly ziskany ve velmi dobrych vytéZcich a v odpovidajici Cistote.
Rovnéz byla jejich struktura potvrzena pomoci bézné pouzivanych metod spektralni
analyzy.

Pravé zdivodl zjisténi mozného medicinského vyuziti byly pfipravené
slouceniny podrobeny testim na biologickou aktivitu (antiproliferaCni ucinky
a inhibici enzymu), v jejichz ramci byly provedeny také komplexace testovanych
nukleosida s B-cyklodextrinem.



Abstract

Purine ribonucleosides represent one of the most extensive groups of nitrogen
heterocycles in the nature. In the medicine, these compounds are very often used
mainly for a wide range of interesting biological effects, such as inhibition
of nucleoside transport in the organisms or antifungal, antiviral and antitumor
activities.

Submitted work deals with a preparation of series of novel purine 2,6-disubstituted
ribonucleosides bearing unique adamantylated amines. Assembled multi-step
synthesis contains a sequence of several one by one reactions, namely
a glycosylation of sellected, or prepared purine derivatives at the position N9 with
a protected ribose as a glycosyl donor, a nucleophilic aromatic substitution
in the position 6 of formed nucleosides’ purine ring, followed by a deprotection
of ribofuranose units at nucleosides. If the molecule of prepared compounds enabled,
they were modified in next reactions as a reduction or a nucleophilic aromatic
substitution in the position C2 of the purine core. All prepared compounds were
obtained in good yields and purity. Their structures were confirmed using common
methods of spectral analysis.

For possibility of medical use, final nucleosides were subjected to tests for
biological activity (antiproliferative effects and enzyme ihnibition) including
complexation of tested nucleosides with B-cyclodextrin.
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UVOD

Puriny a monosacharidy svym vyznamnym zastoupenim v piirodé, zajimavymi
vlastnostmi a dualezitymi funkcemi v metabolickych drahach neustdle ptitahuji
pozornost nespoctu vyzkumnych tymi s riznorodym zaméienim. Tyto dvé skupiny
sloucenin se velmi uzce setkavaji zejména v oblasti cukerné chemie a chemie
nukleovych kyselin v podobé nukleosidovych bazi. Vznikaji prostfednictvim
glykosyla¢nich reakci, jejichZ charakteristikou se zabyva vétSina teoretické ¢asti této
prace. PrestoZze jsou glykosylace provadény jiz vice nez celé stoleti, jejich
komplikovanost je témeét povestnd. ,, Na prvni pohled se nezdaji byt prilis sloZité —
glykosylovy donor reaguje s glykosylovym akceptorem za pritomnosti aktivatoru.
Presto kazdy, kdo ma zkuSenosti v oblasti chemie cukrii, vi, Ze kazda glykosylace je
unikatni reakci, ktera musi byt optimalizovana individualné a stale casto prvni pokus
nejednoho védce konci stopou na TLC vrstvé pripominajici ¢drovy kéd. '

Do skupiny nejbéznéjSich dusikatych sloucenin v Zivych organismech se tadi
i1 derivaty adeninu a jeho glykosylované formy, adenosinu. Z toho diivodu volné
navazuje na pojednani o glykosylacich kapitola zabyvajici se jednémi z nej€astéjSich
modifikaci purint, a to nukleofilnimi aromatickymi substitucemi, které jsou vedené
zejména do poloh 2 a 6 zdkladniho purinového kruhu.

Ovsem nejen vznikem a proménami je ptiroda Ziva. Spousta latek na bazi purinu
¢1 jeho ptibuznych heterocyklickych analogli vykazuji 1 jistou biologickou aktivitu.
Na strané jedné stoji 1éCiva, jichz je v klinické praxi uz nékolik let hojné¢ vyuzivano,
nebo jsou v soucasnosti na klinické urovni testovany. Na stran¢ druhé, se jedna
o vyznamné bioaktivni slouceniny izolované z ptirodnich zdrojl, o jejichz mozném
vyuziti ve farmacii se teprve uvazuje. Velmi podobné je tomu 1 v ptipad¢ klecového
uhlovodiku adamantanu, jehoz vyuziti a dilezitost pro farmakologii a I€kafstvi je
piiblizeno v zavéru teoretické Casti.

Stejné jako se stavi dim, popisuje experimentalni ¢ast prace krok po kroku, kdmen
po kameni sestaveni syntézy vedouci k vyty¢enym ribonukleosidiim, do nichz byly
ucelné¢ zakomponovany unikatni adamantylované primarni aminy, v minulosti
navrzeny a vytvoreny nasi vyzkumnou skupinou. Nukleofilni aromatickou substituci
se podafilo témito primarnimi aminy obsadit polohu C6 vybranych purinovych
derivatl a ziskané poznatky o glykosylacich byly pfetransformovany v nezdary a ty
nasledné¢ ve zdarné vytvofeni ribosylovanych purini v poloze N9. Findlni
ribonukleosidy byly dokonCeny odstranénim chrénicich skupin z glykosylového
zbytku. Pokud to struktury pfipravenych nukleosidi dovolovaly, byly u nich
provedeny jesté dals$i modifikace purinového kruhu.

Vrcholem celé prace je studium biologické aktivity onéch ziskanych sloucenin,
zda maji pfedpoklady dostat se mezi uspésné adepty pro Iékaiské vyuziti. V rdmci
biologickych testl byly zkoumany 1 komplexy ptipravenych nukleosidi
s B-cyklodextrinem.



TEORETICKA CAST
1 GLYKOSYLACE

Glykosylace je vyznamna modifikace biologicky aktivnich latek, proto patii mezi
lipofilnich latek na hydrofilni, ¢imz vyznamné ovliviiuje nejen jejich fyzikalné-
chemické (rozpustnost ve vodnych médiich) ¢i farmakokinetické (transport pies
bunééné membrany, biologickd dostupnost) vlastnosti, ale i farmakodynamické
uCinky. Soucasné¢ vSak jde 1 o jeden z nejempirictéji interpretovanych
mechanismil organické syntézy.”

V pribéhu glykosylaénich reakci dochdzi ke spojeni dvou monosacharidii nebo
k zavedeni jedné ¢i vice monomernich sacharidovych jednotek do struktury riznych
molekul necukerné povahy, kterymi mohou byt lipidy, aminokyseliny, bilkoviny,
alkaloidy, peptidy nebo steroidy, za vzniku glykosidové vazby.>® Timto zptisobem
jsou ziskavany cukerné derivaty zvané glykosidy.

Pti tvorbé glykosidové vazby dochazi také ke zformovani nového anomerniho
centra na atomu uhliku C1 monosacharidového zbytku. Vznik a kone¢na konformace
glykosidi zdvisi mimo jiné na konformaci, sterickém branéni a elektronovém
zastoupeni u obou reakénich partnert.” Uplatiiuje se zde anomerni efekt, na jeho
zékladé je mozné rozeznat dva stereoisomery, a-anomer (1,2-cis) a [-anomer
(1,2-trans). Vzajemné se liSi konfiguraci hemiacetalové (anomerni) hydroxylové
skupiny, ktera je u oa-anomeru orientovana pod rovinu kruhu monosacharidu,
zatimco u B-anomeru nad ni, jak je ukazano na Obrazku 1.”

@] @)
2 2
L= =8
OH OHOR
1,2-trans 1,2-cis

Obrazek 1: Obecné znazornéni stereoisomerie glykosidii.

Protoze detailni mechanismus glykosylaci nebyl dlouho objasnén, slouzil model
znazornény na Schématu 1 jako obecné paradigma.’ V prab&hu nékolika poslednich
let byl tento ,,navrh* glykosyla¢nich pochodt, jimiz se vznik glykosidli mize ubirat,
opakované experimentalng testovan a ovéfovan.' >

Obecné by se dalo fici, ze glykosylace nejCastéji probiha mechanismem Syl
zahrnujici nukleofilni pfesun na anomernim centru donoru po aktivaci odstupujici
skupiny, kterd se obvykle provadi interakci s aktivatorem (¢i promotorem), méné
Gasto s katalyzatorem.>""

Pokud aktivator zajistuje oddéleni anomerni odstupujici skupiny z glykosylového
donoru nesouciho nelcastnici se skupinu (benzylovou (Bn) pro neutrdlni cukry
a azidovou (N3) pro 2-amino-2-deoxycukry), vznika glykosylovy kation, kdy jedina
moznost, jak jej intramolekuldrné stabilizovat, je vytvofeni oxokarbenioveho iontu



(anomerni atom uhliku je v hybridizaci sp”). Nukleofilni atak pak miiZe nastat témaf
se stejnou pravdépodobnosti jak ze ,,spodni“ (a-), tak z ,,horni* (3-) strany kruhu
(Schéma 1a).

B-Glykosidovd vazba vSak mize byt vytvofena také stercoselektivng,
a to za aktivni spoluucasti sousedicich karbonylovych skupin na atomu uhliku C2
(Schéma 1b). VSeobecné jde napiiklad o substituenty jako O-acetylové (Ac),
O-benzoylové (Bz), 2-ftalimidové (NPhth) a dalsi. Takové glykosylace probihaji
primarné pires bicyklicky intermedidt, acyloxoniovy ion, jenz je opét vysledkem
intramolekularni stabilizace glykosylového kationtu. V tomto ptipadé je ptiblizeni
nukleofilu (alkoholu ¢i aglykonu) mozné jen z ,,horni* strany kruhu.®”"

Schéma 1
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2 SYNTEZA NUKLEOSIDU

Nejvyznamnéj§imi dusikatymi glykosidy jsou tzv. nukleové baze, z nichz se
sklada patet nukleovych kyselin. Typicky zéklad aglykonové slozky nukleosidl
a nukleotidd tvofi pyrimidin nebo purin, na ktery je N-glykosidovou vazbou
napojena cukernd cast, béZné zastoupena D-ribosou nebo 2-deoxy-D-ribosou
(Obrazek 2)."*" Je oviem mozné setkat se i s jinym monosacharidem, jako
B-D-arabinosou ¢&i 3-deoxy-B-D-ribosou.'®

heterocyklicka baze

NUKLEOSID

cukr nebo
cukerny analog

NUKLEOTID

fosfatova skupina

O-P o
/e
o

Obrazek 2: Struktura adenosinu (nukleosid)
a adenosinmonofosfatu (nukleotid).”

Skute¢nost, ze se nukleosidy skladaji z téchto vcelku snadno definovatelnych
slozek, jejich syntézu do jist¢ miry zjednoduSuje. VSeobecna strategie zahrnuje ti
zékladni stupné. Prvnim je piedpiiprava jednotlivych komponentti ve vhodné
ochranéné podob¢, na coz navazuje jejich vzijemné sparovani s dosazenim
pozadované stereochemie (glykosylace). Neodmyslitelnou soucasti kazdé chemické
syntézy nukleosidi je pak deprotekce, neboli odstrandni chranicich skupin.'” Tyto
»zakladni kroky* byvaji doplnény o dalsi reakce a piemény ve snaze o piipravu
novych slouc¢enin s doposud nepopsanou strukturou.

2.1 Glykosylace a deprotekce

V soucasné¢ dobé jsou nejpouzivangjSimi aktivatory glykosylacnich reakci
Lewisovy kyseliny, jako je chlorid ciniCity, titani¢ity, zine¢naty nebo hlinity,
trimethylsilylchlorid (TMSCI), trimethylsilyltrifluormethansulfonat (TMSOTHT,
rovnéz trimethylsilyltriflat), & etherat fluoridu boritého (BF5-Et,0)."*?' Takto
modifikované Hilbertovy—Johnsonovy reakce jsou relativnd rychlé (cca 2—4 h),
probihaji za mirnych podminek (laboratorni teplota) a majoritnim produktem je
preferovanéjsi B-nukleosid, jehoz izolace obnasi jen n€kolik neprili§ slozitych
operaci.18

Ptiklad Hilbertovy—Johnsonovy glykosylace je rozkreslen na Schématu 2, jehoz
soucasti je 1 naznaCeny mechanismus aktivace cukerného donoru za ucasti sousedici

" Reakce 2,4-dialkoxypyrimidinii s halogenovanymi cukry publikované v roce 1929.



skupiny plsobenim TMSOTf a vzniku acyloxoniového kationtu. Obdobnym
mechanismem probiha i aktivace chloridem cini¢itym.*

Schéma 2
_ N _
(Me)sSi—OTf
o a) AcOSi(Me)s
a) TMSOTY, Bz0 e -OT
DCE \@49}
N — —
[ \ Ve (83 %) LA\ o
N B2O BzO ’(

b) SnCl,, M
MeCN. B &% 35 ©
B (§ //O//< b) AcOSnCl,
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L N _
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NZ \
, | N>

0Bz
(0}
0Bz
BzO
1

Dalo by se fici, ze nove&jsi verzi Hilbertovy—Johnsonovy metody je
tzv. Vorbriiggenova glykosylace. Typicka Vorbriiggenova reakce vyzaduje predem
silylovanou heterocyklickou béazi~ (1. krok), ktera nasledn& reaguje s glykosylovym
donorem aktivovanym katalytickym mnozZstvim Lewisovy kyseliny (2. krok).”"**

Bennua, Krolikiewicz a Vorbriiggen publikovali v roce 1995 studii zabyvajici se
persilylaci D-ribosy a vychoziho chranéného adeninu soucasn¢ pomoci
hexamethyldisilazanu (HMDS) s trimethylchlorsilanem (TCS).*> TMSOTS byl ptidan
az v dalsim kroku po odpateni ptebytecného Cinidla a po zaveérecné deprotekci byl
ziskan adenosin v celkovém vytézku 71 % (Schéma 3).

Nejbéznéji pouzivand silylacni cinidla v organické syntéze serazend dle relativni silylacni sily donoru:
N,O-bis(trimethylsilyl)acetamid ~ (BSA) >  N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid  (BSTFA) >
hexamethyldisilazan (HMDS).”
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Schéma 3

(Me)33i\ _Bz

NP2 o osoch3
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. N
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+ > M
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NZ \> extrakce \>
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WOH \OSi(Me)3
O o]
“OH 70Si(Me)s
HO (Me)3SiO
(71 %)
adenosin

Na Schématu 4 je znazornéna reprodukce piipravy adenosinu dle postupu
Vorbriiggena a spol.,”""*’ ktery uz pied 25 lety dokazal, Ze lze oba kroky, silylaci
a glykosylaci, sloucit v jeden, vSechny reaktanty zahtivat spolecné¢ a pozadovany
produkt pak ziskat ve vytézku az 81 %. Bookser a Rafaelle tyto poznatky vyuZili
a reakci uskute¢nili v podobé mikrovlnami asistované syntézy. Piedem ochranény
adenin a acetylbenzoylovana ribosa byly spole¢né se silylatnim c¢inidlem BSA
a aktivdtorem TMSOTf zahtivany na 130 °C po dobu 5 minut v mikroviném
reaktoru. Po odstranéni chranicich skupin &inil vytézek 74 %.>

Schéma 4
Bz _Bz
HN e HN NH,
Z
N7 | N\> . \(i?‘om BSA, TMSOTY, MeCN__ N)\/l[N\> NHy/MeOH = N7 | N\>
KN N \/ 130 °C, 5 min, MW KN N 50 °C, 16 h KN N
H BzO OBz 0Bz WOH
o o
0Bz “OH
BzO HO
(61 %) Il (74 %)
adenosin

VSechny dosud diskutované glykosylaéni metody maji jiz své modifikace, které
jsou neustale vylepSovany a rozSifovany, piipadné aplikovany na jiné typy sloucenin.
Naproti tomu jsou podminky deprotekénich reakci pro rozmanité typy chranicich
skupin do jist¢ miry univerzdlni. Timto krokem Ize chranicimi skupinami docasné
,zablokované* hydroxylové skupiny na cukerné jednotce glykosidu snadno obnovit,

11



neboli odchranit. Pfipfipravé nukleosidi byva tento krok zafazovan budto
bezprostiedné po navdzani cukru na heterocyklickou bazi, nebo az na konec celé
syntetick¢ cesty. Z téch nej€astéji pouZivanych Ize uvést methanol nasyceny
amoniakem (viz Schéma 3 a 4), ¢i roztok methoxidu sodného v methanolu
(Schéma 5).%*

Schéma 5

NZ | N\> MeO Na /MeOH N NZ | N\>
/K rt, 16 h /K N
Me N Me N
OBz WOH
o o
0Bz “OH
BzO HO

1l (92 %)

2.2 Nukleofilni substituce do poloh C6 a C2 purinovych derivati
a nukleosidu

Purinové nukleosidy a jejich analogy se vyznacuji enormni diilezitosti predevsim
v oblasti mediciny, kde stabiln¢ figuruji jako zdroj antivirotické a protinadorové
aktivity. Za timto ucelem je skupina téchto potencialnich chemoterapeutik neustale
rozsifovana,'* nejéast&ji prostfednictvim nukleofilni vymény vhodné odstupujici
skupiny v poloze 2 a 6 purinového skeletu.”” Tradi¢ni postup vedouci k syntéze
2,6-aminodisubstituovanych purinovych analogli piedstavuje nahrazeni atomu
halogenu (nejcastéji atomu chloru) ¢i oxoskupiny odpovidajicimi aminy.

Na Schématu 6 jsou znazornény dva ptiklady nukleofilni aromatické substituce
atomu chloru komer¢né dostupného 6-chlor-9H-purinu. Metodou A byl, reakci
vychoziho purinu s anilinem v refluxujicim propan-2-olu bez ucasti jakéhokoliv
dalsiho reaktantu, ziskan purinovy derivat IV ve vytézku 85 %.%° Naopak v ptipadé
Metody B byla substituce atomu chloru podpofena navic ptitomnosti triethylaminu.*'
Zasadni rozdil mezi obéma postupy €ini mnozstvi anilinu vstupujiciho do reakce.
Bez podpory dalsi baze je zapotiebi alespon 2 ekvivalenti aminu na 1 ekvivalent
vychozi latky, zatimco v druhém ptipad€ stac¢i pouze 1,1 molarni ptebytek anilinu
na to, aby byl pozadovany produkt ziskan v uspokojivém vytézku.

NH, Metoda A: (85 %) HN/Q

cl
i-PrOH

N7 | N\> . reflux, 1Th N/iN\>

KN Metoda B: (71 %) KN N

N
H TEA (1,1 ekviv.), DMF
Metoda A: 2 ekviv. 80-100 °C, 18 h
Metoda B: 1,1 ekviv. v

Schéma 6
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Ptestoze je glykosylova vazba v purinovych nukleosidech méné stabilni nez
u jejich pyrimidinovych prot&jski, 1ze 1 na jejich heterocyklické bazi provest celou
tadu transformaci.’**

Vcelku pokrokovou substituéni metodu znazoriiuje Schéma 7, kdy bézny protokol
Ctyfstupniové nukleosidové syntézy (protekce — glykosylace <« substituce —
deprotekce) svym zpisobem modifikoval Wan a jeho vyzkumna skupina.’
Oxoskupina na inosinu je aktivovana pomoci BOP" a po eliminaci molekuly
hexamethylfosforamidu (HMPA) nasleduje navdzani ptisluSného aminu do uvolnéné
polohy C6 v pritomnosti DIPEA a smési rozpoustédel (DMF/ethanol). Autofi
vyzkouSeli obdobné podminky pro Siroké spektrum primarnich, alifatickych
1 aromatickych, aminl a ve vSech piipadech dosdhli vytézkl vyssich nez 50 %.

Schéma 7

. o'% N‘M HN” l ’
e

HN)iN\> . O’ BOP, DIPEA, DMF/EtOH N)IN\> —HMPA, N)IN\>
|\N N rt-60 °C, 30 h > I\
(OH

o
))j"/OH

HO

Z vyse uvedenych reakci je patrné, ze nukleofilni substituce provadéné
konvencnim zplsobem mnohdy vyzaduji dlouhou reakéni dobu (hodiny, nékdy
i1dny). Vedle nich jsou vSak ¢im dal castéji publikovany 1 rychlejsi syntézy
asistované¢ mikrovlnami.

Napftiklad studie zabyvajici se vyvojem ,,ekologické* metody praveé pro piipravu
6-substituovanych aminopurin vyuziva pro navazani anilinu do polohy C6
u 6-chlor-9-(B-D-ribofuranosyl)-9 H-purinu mikrovlnami asistovanou syntézu. Béhem
10 minut vznikl finalni produkt VI ve velmi dobrém vyt&zku (Schéma 8).*!

NHy

Schéma 8
Cl HNO
N NH> N
=z =z
N ) . H,0 _ N )
KN N MW (200 W), 10 min KN N
WOH WOH
o I 3 ekviv. o J
‘OH 7OH
HO HO
VI (91 %)

*

1-H-benztriazol-1-yloxy-tris(dimethylamino)fosfoniumhexafluorfosfat

13



Vzhledem ke svym vyznamnym biologickym uc¢inkiim se adenosin nejednou stava
cilem nejrizn&jSich strukturnich modifikaci, zejména na atomu uhliku C2
purinového kruhu. ProtoZe je reaktivita vazby C6—CIl u 2,6-dichlorpurinit mnohem
vys$$i nez u vazby C2—Cl, je vyhodné&j$i z nich nejprve piipravit 2-chlorderivaty
adeninu €1 adenosinu. Teprve pii pouziti ,,drsn&jSich® podminek aminolyzy se
ziskavaji jejich 2,6-disubstituované aminoderivaty.

Vyvinutim vhodné metody pro nukleofilni substituci do C2 polohy
2-chloradenosinu se mimo jiné zabyvali i Francis a kol.” Pro zavedeni celé §kaly
alifatickych primarnich 1 sekundarnich aminti se jim osvéd¢ilo vynechani
rozpoustédla a vychozi nukleosid reagoval s pétindsobnym piebytkem piisluSného
aminu pi1 130-140 °C. Na Schématu 9 je uveden konkrétni priklad, kdy reaktantem
byl 2-(1-adamantyl)ethanamin.

Schéma 9
NH, NH,

N)iN\ . @\ﬁ 130-140 °C, 4 h N/K/[N\
CIJ\N’ N> NH; @\/\NANl N>

WOH o H WOH
o eKVIV. o
“OH “oH
HO HO

VIl (58 %)

Dalsim vyhledavanym zpiisobem je zavedeni molekuly hydrazinu nebo nékterého
z jeho derivath namisto atomu chloru jako tzv. linkeru. Tato reakce trva
za laboratorni teploty piiblizné 24 hodin a obvykle poskytuje uvazované produkty
ve vysokych vytézcich. Naslednou transformaci nebo prodlouzenim struktury
hydrazinu je mozné cilené¢ dospét napiiklad k latce VIII, kterd vznikla kondenzaci
2-hydrazinyladenosinu s 2-(p-tolyl)malondialdehydem (Schéma 10).*

Schéma 10
(o §: o o 9
HN-\\ HN\\\ HN'\\
=z N =z N H H Z N
N NH,-NH, N EtOH N
> — > + B8 S
CIJ\N N rt, 24 h H2N\N)\N N t, 24 h /N\NJ\N N
5 JOAc H 5 \OH ’ 5 \OH
(e} 0 Me 0
“0Ac “OH “OH
AcO HO HO
Me
(92 %) VIl (75-80 %)
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3 PURINOVE NUKLEOSIDY A JEJICH BIOLOGICKA
AKTIVITA

Jak v rostlinnych, tak v Zivoc¢iSnych organismech se vyskytuje velké mnoZstvi
latek, jejichz zakladni skelet tvofi dusikaty heterocyklicky  systém,
imidazo[4,5-d|pyrimidin, béZné vSak nazyvany purin, poprvé popsany E. Fischerem
v roce 1884.””°* Témat na vech atomech piitomnych v obou aromatickych cyklech
jsou provadény rizné modifikace (Obrazek 3). VSechny takové slouceniny pak lze
zatadit pod souhrnny pojem puriny.

H
HNT SN N/TN\ N/\/[N N/iN\
5, W T L 5 g o . H>
H

1H-purin 3H-purin 7H-purin 9H-purin

Obrazek 3: Mozné tautomery purinu.

Nemalou ¢ast purini predstavuji purinové nukleosidy, jez maji samy o sobé
mnohostranny vyznam. Dalo by se fici, Ze logickym pocatkem vyctu zastupct jsou
adenosin a guanosin, jejichz nejdulezitéjsi funkci je piitomnost v fetézcich
nukleovych kyselin. Odtud se jejich diilezitost pteklenuje prostfednictvim fady
derivatl Gcastnicich se mnoha metabolickych pochodi, z nichz kli¢ovym je proces
pro pfenos energie v organismu, jinymi slovy interkonverze fosfatovych estert obou
jmenovanych nukleosidli. AvSak purinové nukleosidy mohou také zastavat funkce
signalnich molekul, neurotransmitert a koenzymu &i jejich soucésti.*’

Pravé ztéchto divodi byvaji pfipravovany syntetické derivaty ptirodnich
nukleosidd, u nichz jsou nasledné testovany biologické ucinky a pozdéji provadény
klinické testy pro jejich mozné vyuziti v medicing.** V organismu tyto latky velmi
Casto pusobi jako antimetabolity. Mohou mit pfimy inhibi¢ni u¢inek na dil¢i reakce
intermediarniho metabolismu, nebo na enzymy, jejichz aktivita je nutna pro normalni
pribéh biosyntetickych reakei.’” Ovliviiuji tak naptiklad syntézu a opravy DNA, ¢&i
hromadéni zloma v fetézci DNA. Jako zavére¢nou akci jsou schopny navodit
apoptozu.®

3.1 Cytostatika

Purinové nukleosidy jako cytotoxicka a cytostatickd 1éCiva majici své misto
zejména v léCbé hematologickych nadorovych onemocnéni, kam patii
i leukemie — zhoubné poruchy krvetvorby. Jedna se o klondlni onemocnéni
charakterizované hromadénim a rozSifenim nddorovych bunék v kostni dfeni
a dilezitych organech, coz vede aZ k hemopoetickému selhani organismu. Dle typu
postizenych krvetvornych bun€k, v nichz doslo ke vzniku nddoru, se leukemie déli
na myeloidni (myelocyt (M) = bunika v kostni dfeni) nebo lymfocytarni (lymfocyt
(L) = typ bilé krvinky). Akutni leukemie (AL) je rychla forma, pfi niZ postizené
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buitky nejsou schopny se plnohodnotné vyvinout, jejich schopnost diferenciace je
snizena, nebo ji uplné ztratily. Pribéh chronické leukemie (CL) je naopak pomaly,
buiiky s malignimi rysy dosahuji dospélosti a mohou se rozSifovat, ale nepodléhaji
apoptoze tak rychle jako jejich zdravé fyziologické protéj sky. !

Obrazek 4 znazoriiuje rGznd jiz fadu let chemoterapeuticky vyuZivana
antileukemika.

OH NH, NH, o"vIe
N = N = N
N N
B N
X
N Cl)\N N )\
H
(0] (@)
“OH “OH “OH “/OH

HO HO
pentostatin cladribin clofarabin nelarabin

CLL HCL* ALL ALL

Obrdzek 4: Klinicky vyuzivnd antileukemika.”*°

3.2 Antivirotika

Zcela opravnéné se o virech mluvi jako o nejjednodussi formé zivota. Jejich
,organismus tvoii vlakno DNA nebo RNA s proteinovym obalem, nemaji vlastni
metabolicky apardt, pouze omezenou enzymovou vybavu, kterd umoziuje jejich
proniknuti do hostitelské buniky a ,,nastartovani‘ replikace. Dale jsou jiz zcela zavislé
na svém hostiteli a pln€ vyuzivaji jeho bunécnou vybavu.

Mezi virova onemocnéni se fadi naptiklad chfipka, spalni¢ky, opary vyvolané
riznymi herpetickymi viry, hepatitida (zanét jater), vzteklina, détska obrna, pravé
nestovice, HIV/AIDS nevyjimaje.

Inhibitory nukleosidové reverzni transkriptasy (NRTIs) jsou prvni antiretroviralni
skupinou latek, kterd prokdzala efektivitu pravé vaci viru lidské imunitni
nedostate¢nosti (HIV — Human Immunodeficiency Virus). Tyto latky vystupuji jako
hlavni slozky vysoce ucinné antiretrovirdlni terapie (HAART — Highly Active
Antiretroviral Therapy), kdy v kombinaci s dal§imi 1éky snizuji riziko Sifeni viru.
Do skupiny nukleosidovych inhibitori na bazi purinu patii didanosin, abacavir
a entecavir (Obrazek 5).*"*

“viasatobunécénd leukemie (HCL — Hairy Cell Leukemia)
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(0] HN (0]
N z N N
HN N HN
L LY ):j[ ) Y
N~ N H,N N H,N” N7 N
O H>C
“OH
HO HO HO
didanosin abacavir entecavir

Obrdzek 5: Purinové inhibitory nukleosidové reverzni transkriptasy.

3.3 Agonisté adenosinového receptoru

V poslednich letech zaziva purinova chemie néco jako obrozeni. Velky rozvoj
zaznamenalo zejména studium adenosinovych receptori (AR). Receptory jsou
makromolekuly, jejichz fyziologickym ukolem je véazat biologicky ucinné latky
a prevadeét tuto vazbu na efekt, tedy na zménu bunééné funkce. Existuji receptory
riizného sloZeni a také s rozdilnymi zptsoby transdukei signalu.*

Adenosinové  receptory  nalezi do  skupiny receptori  spfazenych
s G-proteinem a existuji ¢tyfi zndmé podtypy — Aj, Asa, Asg a Aj, jeZ se vyskytuji
téméf v celém lidském téle a detekuji lokalni zménu koncentrace adenosinu.'>

Afinita k adenosinovym receptorim (K;) je definovana jako pomér rychlosti
disociace k asociaci 1é¢iva na receptor. Cim je stanovena hodnota vyssi, tim nizsi je
afinita.”’ Samotny adenosin ma vysokou afinitu k A; a Ayx AR (K; = 0,3-20 nM),
zatimco k receptoriim A,g a Aj; tak vyrazna neni (K; =>1000 nM).52

Na Obrazku 6 je uveden vybér n¢kolika agonistii adenosionového receptoru.

SO
HN NH, NH> HN

éU i\ﬁ% DTS TS

(OH Me‘N% ,Z‘ N OH OH (OH
o) H 0] O 0]
“/OH “/OH “/OH “/OH
HO HO HO HN

mé  ©

tecadenoson regadenoson binodenoson CF101

A1 AR Aoa AR Aoa AR A3z AR

K;=6,5nM K; =290 nM K; =270 nM Ki=1,8nM

; . L, 53-56
Obrazek 6: Agonisté adenosinového receptoru.

Adenosinove receptory jsou atraktivnim cilem pro vyzkum terapeutickych u¢inkt

v Siroké Skale onemocnéni, jako je astma, Parkinsonova choroba, hypoxie
(nedostatek kysliku v organismu) a mnoho dalsich.
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Purinové slouceniny se celkové staly také sttedobodem vyvoje genetické terapie,
biologickych sond a moderni technologie sekvenovani DNA, jejichZ prostfednictvim
se rovnéz dafi proniknout do molekularnich mechanismii chemické karcinogeneze
aoprav DNA.>"” 8

3.4 Antibiotika

Nukleosidova antibiotika slouzi zejména jako dulezity nastroj ke zkoumani
mechanismli biochemickych reakci. Primarné se jednd o biosyntézu nukleovych
kyselin a proteintl. Dnes je znamo vice nez dvacet nukleosidovych antibiotik, v nichz
aglykonovou (necukernou) slozku tvoi{ purinova nebo pyrimidinova baze.””*
Nektera ptirodni antibiotika jsou uvedena na Obrazku 7.

Me. _Me
NH, NH,
z N z N Z
g ﬁ LY
N~ N N~ N N~ N
‘\\OH ‘\\OH ‘\\OH
O Q o) o]
N “OH
HO H H,N HO HO
O,Me
puromycin cordycepin tubercidin
Bacillus subtilis ALL GICs9 = 0,011 uM
MIC = 20 pg-cm™ ICs0 = 50,4 uM

Obrdzek 7: Vybrand pfirodni nukleosidova antibiotika.’”

3.5 Cytokininové ribosidy

Pod ndzvem cytokininy je zahrnuta skupina rostlinnych hormont a bioregulatord,
které mnohostrann¢ ovliviiuji rist a vyvoj rostlin. Endogenni cytokininy stimuluji
bunécné déleni, fotomorfogenezi, vznik chloroplastl, biosyntézu pigmentl, reguluji
rist kofentl, vyhonki a celkovou stavbu rostliny.**

V mnohem niz§ich koncentracich nez volné cytokininy existuji v rostlindch
také jejich ribosidy (Obrazek 8).° Napiiklad nejhojnéji o-topolin-9-B-D-
ribofuranosid se v topolovych listech za rozbiesku vyskytuje az v mikromolarnich
koncentracich. Podle autory provedenych vyzkumii zalezi hladina tohoto cytokininu
jak na svételnych podminkach, tak na stupni rozvinutosti listu.®
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N6-benzyladenosin kinetin-9-B-D-ribofuranosid

(BAR) (KR)
Cocos nucifera OH Casuarina equisetifolia
HO
HO N
HN HN HN HN HN
NZ N7 N NZ N NZ N N7 N
> > > > >
Ky =n Ky N Ny N KN Ny N
WOH WOH WOH WOH WOH
(0] (0] (0] o (0]
“OH “OH “OH “OH “OH
HO HO HO HO HO
o-topolin-9-B-D-ribofuranosid p-topolin-9-p-D-ribofuranosid m-topolin-9-B-D-ribofuranosid
(oTR) (pTR) (mTR)
Populus x canadensis Gastrodia elata Populus x canadensis
65,67

Obrdzek 8: ,,Aromatické* cytokininové ribosidy.

Dtive se mé¢lo za to, Ze glykosidové konjugaty cytokininii (nesouci v poloze 9
purinového kruhu ribosu nebo glukosu) jsou jen transportni, zasobni a predevsim
neaktivni formy.®® AvSak na bazi hlavni funkce téchto fytohormont se zrodil
predpoklad, ze by stejné tak, jak ovliviiuyji riist a diferenciaci bunék u rostlin, mohly
totéz vykondvat 1 u zivocichii. Nasledné byly u téchto latek skute¢né prokazany
antiproliferadni G&inky na Zivo&igné nadorové buiiky (Tabulka 1).%

Tabulka 1: Antiproliferacni aktivita cytokininovych ribosidi.

Ribosid ICso [uM]

(zkratka) CEM HL60 K562 MCF7 HeLa BJ
iPR 1,7 0,7 5,2 6,9 5,5 2,5
tZR >166 95,9 >166 >166 >166 >166
cZR 18,8 7,9 >166 >166 42,3 55,2
mTR >166 24,0 >166 >166 >166 3.9
oTR 0,5 0,6 2,4 3,1 2,1 1,5
PTR >166 7,5 >166 >166 >166 15,3
BAR 1,3 0,9 5,9 3,7 1,9 1,7
KR 1,6 0,8 10,5 43 43 2,1

Pozn.: zkratky pouzitych bunéénych linii: CEM — T-lymfocytarni leukemie, HL60 — promyelocytarni leukemie, K562
— chronicka myeloidni leukemie, MCF7 — karcinomu prsu, HeLa — karcinomu délozniho ¢ipku, BJ — lidskych
fibroblastl z predkozky; >166 = 166 uM — nejvyssi pouzita koncentrace

U nékterych cytokininovych ribosidi byla zjiStovana také afinita vuci
adenosinovému receptoru Ass (ZR K; =2,9 uM, KR K; =17 uM, p-TR K; = 10 uM).
p-TR prokézal shodnou vazebnou odezvu 1 vici receptoru A; AR. Mimo to dokaze
také blokovat adenosinovy pienaSe¢ ENT-1 (rovnovazny nukleosidovy transportér,
Equilibrative Nucleoside Transpoter). Objev této souCasné¢ dudlni funkce p-TR
odstartoval velmi p¥inosnou strategii v 16¢b& Huntingtonovy choroby.”® "
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4 ADAMANTAN V PURINOVYCH NUKLEOSIDECH

ReSersni prizkum souvisejici s problematikou feSenou v této praci prokazal, Ze
do soucasnosti bylo ptipraveno jen nékolik malo purinovych nukleosidli obsahujicich
adamantanovy skelet. Strukturni vzorce doty¢nych sloucenin jsou znazornény
na Obrazku 9.”+"

U sloucenin IX-XIV byla vedle syntézy samotné studovdna a také potvrzena
biologicka aktivita. Nukleosid XII vykazuje antiprotozodlni UCinky vici
Trypanosoma brucei rhodesiense zpusobujici vychodoafrickou akutni formu spavé
nemoci (ICso= 34,1 pM)"" a sloutenina XIII aktivuje adenosinovy receptor
A, laboratornich krys (K; = 73 nM).”® Témé& o 15 let pozd&ji byla obdobna
schopnost potvrzena i u latky XIV ovSem tentokrat vici savéim A; AR receptorim
(ECso = 4,0 uM).”

@\NH NH, o
NZ N NZ N NZ N
» O »
HQNJ\N N S)\N N HJ\N N

\\\OH \\\OH
o o o
“OH "OH “OTBDMS
HO HO SMDBTO
IX X XI
NZ N NZ N N7 N
Y LY Ly
N~ N7 "N N~ N N~ N
H OH (OH \OH
o o o
“/OH “OH “OH
HO HO HN
MeJ
Xil Xl XV

Obrazek 9: Dosud pripravené adamantylované purinové nukleosidy.

Uvedené hodnoty biologické aktivity nukleosidii na bazi adamantanu vSak nelze
v kontextu jinych zndmych nukleosidii povazovat za ptili§ vyznamné. Pfi¢inou maze
byt ptiliSna blizkost adamantanového skeletu k purinovému kruhu a z toho plynouci
sterické branéni purinového skeletu. Toto tésné sousedstvi pak mize vést naptiklad
k nemoznosti navazani inhibitoru do aktivniho mista bunécného cile (napf. enzymu).
Z tohoto divodu je nasnad¢ upraveni struktury obdobnych sloucenin tak, aby
vzdalenost adamantylovych substituentii byla od purinového jadra vétsi.

NaSe vyzkumna skupina se jiz nékolik let vénuje syntéze novych sloucenin
nesoucich adamantanovy motiv, kdy jako vhodné pro zavedeni na purinovy skelet se
jevi aromatické aminy na bazi adamantanu, jejichZz syntéza a schopnost vytvaret
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supramolekularni komplexy s B-cyklodextrinem (B-CD) byly popsany v diive
publikovanych pracich.*

Zabudovanim adamantylového zbytku do struktury vybrané slou¢eniny dochézi ke
zvyseni jeji lipofility, v disledku ¢ehoz muze dojit ke zlepSeni jeji schopnosti projit
bunéénou membranou,” coz piedstavuje neodmyslitelnou nutnost pro uéinnost 16¢iv
v zivych organismech. Na ziklad¢ téchto znalosti a s velkym potencidlem byla
pfipravena sada originalnich 2,6,9-trisubstituovanych purinli, jez v poloze C2
purinového skeletu nesly atom chloru anebo zbytek aminoalkoholu (3-aminopropan-
1-olu), v poloze C6 pak vySe zminéné aromatické aminy na bdzi adamantanu
a kone¢né poloha N9, stejné¢ jako u roscovitinu, byla obsazena nepfili§ objemnym
nepolarnim propan-2-ylovym subtituentem.

Prestoze nasledné testovani biologické aktivity ptineslo pozitivni vysledky, znacné
jej zkomplikovala omezend rozpustnost piipravenych sloucenin v poladrnim prostiedi.
Pravé zde bylo efektivné vyuzZito schopnosti novych latek tvofit inkluzni komplexy
s B-CD, kdy doslo k prokazatelnému zlepSeni rozpustnosti, a to bez negativniho
dopadu na biologickou aktivitu.

Vyse uvedené uspéchy nds motivovaly jesté rozvinout zkoumanou problematiku
a rozhodli jsme se propan-2-yl na N9 nahradit polarn€jsim cukernym ,,alkoholem*
za ziskani ptirodé bliz§ich nukleosidi.
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5 CILE DISERTACNI PRACE

Impulzem pro sepsani ptfedkladané prace nejen o glykosylaénich metodach
vedoucich k purinovym nukleosidim bylo navazat na studii zabyvajici se syntézou
a studiem biologické aktivity 2,6,9-trisubstituovanych purinii nesoucich ve své
molekule adamantanovy motiv.

Na zékladé poznatkli ziskanych béhem reSerSniho prizkumu byla vytvotfena
pfedbéZzna posloupnost reakci, které bude nutné v rdmci planované multikrokové
syntézy provést, stejné¢ jako nasledné experimentdlné ovéfit ony vybrané metody
pro piipravu jednotlivych komponent, a sice vychozich sloucenin, modelovych
purinovych derivatli a adamantylem modifikovanych purin.

Série optimaliza¢nich reakci na modelovych slouc¢enindch by méla vést k nalezeni
pouzitelnych glykosyla¢nich podminek, aby pak jejich prostfednictvim a vzajemnou
kompletaci ptedchystanych stavebnich jednotek mohly byt uspéSné obdrzeny
tzv. prekurzory nukleosidi. Odblokovanim téchto prekurzori budou pak ziskdny
findlni 6-substituované a 2,6-disubstituované purinové nukleosidy s ptipadnou
moznosti dal§ich modifikaci na purinové bazi.

ZavéreCnym krokem bude u piipravenych latek provedena kompletni
charakterizace pomoci metod strukturni analyzy a také screening a vyhodnoceni
jejich pripadné biologické aktivity na vybranych bunécnych cilech.
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DISKUZE A VYHODNOCENI VYSLEDKU

6 MULTIKROKOVA SYNTEZA PURINOVYCH
RIBONUKLEOSIDU

Alfou a omegou této disertaCni prace bylo pfipravit ucelenou sérii novych
6-substituovanych a 2,6-disubstituovanych purinovych ribonukleosidi obsahujicich
adamantanovy skelet za uc¢elem nasledného zkoumani jejich u€inki vici vybranym
bunéénym cilim.

Tyto dvé zminéné skupiny nukleosidi méla vychazet ze dvou jednoduchych
purinovych derivati za vzniku jedné série latek s atomem vodiku v poloze C2
purinového kruhu a druhé s primarni amnoskupinou na stejném misté. Poloha C6
byla zvolena pro obsazeni substituenty nesoucimi 1-adamantyl (Obrazek 10).

(0]

HN Ny N
K | > _R'<—— para, meta HoN——
N H \ HN AN
6 ]

hypoxanthin 1N/ |5 N\>7 Y
8
nebo RN N
3 N 2.OH
e} / o
HNT NN HO—"s R = H, NH,, NHR?
guanin Y =0, OH

Obrazek 10: Ocbecna struktura pripravovanych nukleosidii.

Kazda vize na vytvofeni dosud nepopsanych latek, které by v budoucnu mohly
najit praktické vyuziti, je doprovazena myslenkou na to, aby synteticka cesta byla
efektivni a ¢asové 1 finann€ co moznd nejméné narocna.

Tvorba nukleosidi standardné cCitd tii zékladni kroky a mutze se ubirat dvéma
sméry. Nejcastéji vypada ndsledovné: do polohy N9 purinové baze je zaveden zbytek
z glykosylového donoru, jehoz hydroxylové skupiny byvaji zablokovany chranicimi
skupinami. Pfed i po samotném navazani glykosylu na danou slou€eninu se fadi
ptipadné modifikace purinové baze, a ne vzdy nutné na zadvér dochazi k odstranéni
chranicich skupin z cukerné ¢asti a vzniku cilového nukleosidu.

K dosazeni stanovenych cilii jsme zvolili sled reakci zvyraznénych na Obrazku 11
cervenou barvou. V ramci tohoto postupu jsou vybrané purinové baze nejprve
substituovany v poloze C6 derivaty adamantanu, nasledné¢ glykosylovany
ochranénym monosacharidem, zn¢hoz jsou v dalSim kroku chranici skupiny
odstranény, a celd syntéza je ukoncena druhou modifikaci purinové baze dalsi
substituci, tentokrat v poloze C2 purinového kruhu (tento krok se tyka pouze
2,6-disubstituovanych purinovych ribonukleosidi).
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Obrdazek 11: Obecné zndzorneéni pripravy a moznych modifikaci nukleosidii.

6.1 Priprava adamantylovych substituentii a dalSich vychozich
latek

Priiprava aromatickych aminit na bazi adamantanu

Ve studiich nasi vyzkumné skupiny zabyvajicich se vyvojem novych slou¢enin
na bazi adamantanu se jiz nékolikrat objevila pfed lety vyvinutd syntéza rGzné
,dlouhych® 1-adamantyl(alkyl/aryl)amini vychazejici z adamantan-1-karboxylové
kyseliny (Schéma 11).5%5%

Struktury téchto sloucenin, stejné jako syntetickd cesta vedouci k nim, byly
navrzeny mimo jiné na zakladé uvahy o jejich mozné orientaci v aktivnim misté
cyklin-dependentnich kinas (konkrétné heterodimerniho komplexu CDK2/cyklin E),
pro jejichz inhibici byly tyto ,stavebni bloky*“ syntetizovany a posléze
implementovany do polohy C6 purinového skeletu. Jelikoz z ptedchozich projekti
realizovanych vna$i vyzkumné skupiné =zlstalo nevyuzito vE&tSi mnozstvi
l-adamantyl(fenyl)methanonu, byla pfiprava potfebnych slouc¢enin zahijena jeho
nitraci, kterd je zndzornéna na Schématu 11a.

Samotna elektrofilni aromatickd substituce vychoziho ketonu byla provedena
oveéfenym postupem za vzniku odpovidajicich ortho, meta a para regioisomeri
v piiblizném poméru 1:1:1 (dle GC-MS). Pro odd¢leni jednotlivych isomer bylo
nutné provést nékolikanasobnou sloupcovou chromatografii s tim, Ze ortho derivat
jiz v dalSich syntézach nebyl vyuzit. Divodem byl ptfedpoklad vzniku sterického
branéni purinového skeletu uvazovanych sloucenin.

Nasledné¢ byly 1-adamantyl(nitrofenyl)ketony 1 (para) a 2 (meta) podrobeny
selektivni redukci vodikem (Schéma 11b) vznikajicim in situ z reakce praskoveého
pentakarbonylového Zeleza s kyselinou chlorovodikovou v methanolu (1:1, v:v).
Slouceniny 3 a 4 byly po pieCisténi pomoci sloupcové chromatografie ziskany
ve vysokych vytéZcich a Cistot¢é vhodné pro jejich pouziti v dalSich reakcich.
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Struktura slou¢enin 1-4 byla ur€ena pomoci béznych spektralnich metod (IR, NMR,
ESI-MS) s tim, Ze ziskand spektra byla srovnana se spektry téchto latek ptipravenych
v nasi vyzkumné skuping v predchazejicich letech. *

Schéma 11
HNO3, HoSOy,
___ A0 —N02 Fe, HCI, MeOH
15 °C,1h reflux 2h
1 para (85 %) 3 para (35 %)
2 meta (79 %) 4 meta (32 %)
ortho (33 %)

Chlorace hypoxanthinu

Ptestoze jsou chlorderivaty purinu, které jsme pro syntézu ndmi uvazovanych
latek pottebovali, komeréné dostupné, rozhodli jsme se vydat cestou jejich ptipravy
z dostupnych prekurzorli, konkrétné z hypoxanthinu a guaninu. Tyto se jevily jako
idedlni vychozi slouCeniny pro ob& zamyslené série ribonukleosidii spliujici
pozadované podminky substituce polohy C2 purinového jadra — hypoxanthin
s atomem vodiku a guanin s primarni aminoskupinou.

Aby vSak byly ob¢ vySe zminéné vychozi slouCeniny pouzitelné 1 pro dalsi
syntetické kroky, bylo nejprve nutné provést nahrazeni oxoskupiny na C6
purinového skeletu za atom chloru. V ptipad¢ hypoxanthinu tento krok necinil zadny
vétsi problém. Po provedeni modelové chlorace hypoxanthinu (v mnozstvi 200 mg
vychozi latky) pomoci fosforyl chloridu v N,N-dimethylanilinu (DMA) byl ziskan
pozadovany 6-chlor-9H-purin (5) ve vytézku prevySyjicim 80 %, stejné jako
v publikaci,”* zniz jsme postup prevzali. Vhodnost reakénich podminek byla
nasledné¢ potvrzena také pii pouziti vétSiho mnozstvi vychozi latky (1,5 g), 1 kdyz byl
uvazovany produkt ziskan v o néco niz§im vytézku, a sice 76 % (Schéma 12).

Jedinou komplikaci celého procesu bylo, Ze pfi neutralizaci reakéni smési vodnym
roztokem hydroxidu amonného dochdzelo k postupné tvorbé modrého zbarveni
zpusobeného vznikem krystalové violeti. Tu bylo vSak mozné z vodného podilu
odstranit extrakci do chloroformu, a to bez obav ze ztraty produktu, jelikoz
6-chlor-9H-purin je v chloroformu rozpustny jen velmi omezeng¢.

Schéma 12
o) cl
N Z N
HN \ POCI3, DMA N)i \
Gy Tcan - (LY
H H
5 (76-82 %)

V pifipadé guaninu se tuto konverzi vSak provést nezdafilo. Po opakovanych
selhanich riznych vyzkouSenych metod, mimo jiné ziskani nezadoucich sloucenin 6
a 7 (Obrazek 12), jsme se rozhodli syntézu 2,6-disubstituovanych nukleosidli
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provadét z vychoziho 2,6-dichlor-9H-purinu, ktery byl jiz dfive zakoupen
od spole€nosti  ApliChem. Oproti plvodné zamysSlené zakladni struktuie
jedné piipravované série latek tak doSlo ke zméné, kdy namisto aminové skupiny
v poloze 2 purinového kruhu zde byl atom chloru s moZnosti jeho budouciho
nahrazeni vhodnym substituentem.

- HsC..-CHs
o NZ N o NZ N
[ > [ >
HJ\N)\N N HJ\NJ\N N
H H
6 7

Obrdzek 12: Nezadouct produkty vzniklé behem chloraci guaninu.

6.2 Priprava purinovych derivati a jejich glykosylace

Glykosylacni reakce, pfestoze jsou léty ovéfené a nesCetnékrat zopakované,
malokdy probihaji dle prvotniho ptfedpokladu. Z tohoto divodu, jesté nez bylo
pfistoupeno k piipravé zamySlenych nukleosidd, v jejichz struktufe se mél
vyskytovat adamantanovy motiv, byly vSechny zvolené reakéni podminky
vychdzejici z dostupné literatury nejen pro glykosylace, ale i1 pro nukleofilni
aromatické substituce purinového skeletu a dal$i reakce, nejdiive vyzkouSeny
s modelovym substituentem, kterym byl anilin. Takto byly pfipraveny slouceniny 24
a 27 (Obrazek 13), které v poloze C6 purinového kruhu nesou sekundarni aromaticky
amin, pochézejici z anilinu, a v poloze C2 atom vodiku nebo atom chloru. Dal$im
davodem, pro¢ nebyla poloha C6 purinovych derivati rovnou obsazena
aromatickymi aminy s 1-adamantylem, byl fakt, Ze jsou tyto latky pro optimalizaci
syntetické cesty pfiliS cenné. Byla-li pak aplikace reakénich podminek vedouci
k latkam 24 a 27 UspéSnd, nasledovalo jejich pouziti 1pii syntéze uvazovanych
slouc¢enin obsahujicich ve své molekule adamantanovy skelet.

WOH
o
24 R=H “OH
27 R=Cl  HO

Obrazek 13: ,,Modelové * nukleosidy nesouct sekundarni
aromaticky amin v poloze C6 purinového kruhu.

6.2.1 Nukleofilni aromaticka substituce atomu chloru v poloze C6

Nukleofilni aromaticka substituce atomu chloru v poloze C6 6-chlor-9H-purinu
(5) a 2,6-dichlor-9H-purinu byla provadéna pomoci nadbytku aromatického aminu
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ve vroucim propan-2-olu.’® Zvolené reakéni podminky vychdzi ze zkugenosti
nabytych vna$i vyzkumné skupiné v uplynulych letech, kdy se tyto jevi
pii provadéni tohoto typu reakce jako nejvhodné;si.

Jak je uvedeno vyse, pro ovéfeni vhodnosti reakénich podminek byly nejprve
provedeny syntézy s modelovym substituentem, jimz byl anilin (Schéma 13, reakce
1 a4). Vobou ptipadech dosSlo b&hem nckolika hodin k vysraZeni zZlut€ého
krystalického prasku, ktery bylo mozné odfiltrovat za sniZené¢ho tlaku. Ziskané pevné
podily byly ndsledné¢ opakované promyty ledovym propan-2-olem (z davodu
odstranéni  nezreagované¢ho  anilinu) a  piekrystalizovany ve  smési
methanol/chloroform. Uvazované slouceniny 9 a 12 byly ziskdny ve vysokych
vytéZcich a v dostatecné Cistoté.

Schéma 13
Cl
amin (2 ekviv.)
N7 | N __i-PrOH
)\ N T oreflux )\
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Struktura a Cistota sloucenin 9 a 12 byla ovéfena pomoci bézné pouzivanych
metod.

Stejnym zpusobem byly do polohy 6 obou vychozich purinovych derivati
zavedeny také 1-adamantyl(aminofenyl)ketony 3 a 4. Reakce 2, 3, 5 a 6 (Schéma 13)
probéhly rovnéZz bez komplikaci a pozadované slouceniny byly izolovany
ve vysokych vytézcich (90-96 %). Jedinym rozdilem oproti nukleofilni aromatické
substituci atomu chloru na C6 provadéné s modelovym substituentem a vychozim
2,6-dichlor-9H-purinem se nakonec ukazal byt delSi reakéni ¢as (14-24 h) nutny
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pro syntézu sloucenin 13 a 14. Pfipravené sloucCeniny byly, stejné jako ve shora
uvedenych ptipadech, podrobeny charakterizaci pomoci spektralnich metod, jako je
IR, ESI-MS ¢i NMR.

6.2.2 Redukce Kkarbonylové skupiny u purinovych derivati s atomem
vodiku v poloze C2

Ptiprava adamantylovanych substituentii uvedena na Schématu 11 (str. 25)
zahrnuje v dalSich krocich také provedeni redukce karbonylové skupiny, a to bud’
thned na ziskanych nitroderivatech, nebo az na nasledné pfipravenych
aminoderivatech.®” Nicméng, po zku$enostech nabytych Davidem Gergelou v rAmci
jeho diplomové prace®™ zabyvajici se rovndZ syntézou purinovych derivatt
s adamantylovym sketelem, kdy béhem zavadéni ,,para aminoalkoholu* do polohy 6
u 6-chlor-9H-purinu v propan-2-olu dochdzelo na adamantylovém substituentu
k nezadouci reakci a ke vzniku propyloxyderivatu, bylo rozhodnuto, Ze potadi téchto
dvou krokl bude zménéno a redukce karbonylové skupiny bude provedena az po
uspesné provedené nukleofilni aromatické substituci purinovych derivati v poloze
C6.

Jelikoz tento typ reakce nebylo mozné vyzkouSet na modelovych latkach, bylo
nejprve pristoupeno k redukci karbonylovych skupin purini 10 a 11. Ob¢ vychozi
slou¢eniny byly rozmichany v ethanolu a ke wvzniklym nazloutlym suspenzim
ochlazenym na 0°C bylo ptfiddno odpovidajici mnozstvi tetrahydridoboritanu
sodného. Reakce nasledné probihaly za laboratorni teploty a jejich pribéh byl
monitorovan pomoci TLC (Schéma 14). V okamziku spotiebovani vychozi latky
bylo pfistoupeno ke zpracovani reakCnich smési, pficemz v obou piipadech byl
pozorovan vznik bezbarvé srazeniny, kterd byla odfiltrovana. Ziskané surové
produkty byly nadsledné precistény sloupcovou chromatografii. Pozadované produkty
pak byly ziskdny v izolovanych vytézcich 88 a 93 %.

Schéma 14
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6.2.3 Glykosylace

Komer¢né dostupna 1-O-acetyl-2,3,5-tri-O-benzoyl-B-D-ribofuranosa (dale v textu
oznacovana jako ,.chranénd ribosa®), zakoupena od spolecnosti Sigma Aldrich,
predstavuje financné dostupny monosacharidovy prekurzor, ktery je zvlasté uZite¢ny
pii stereochemicky kontrolovanych syntézach. Prostfednictvim glykosylace byl
2,3,5-tri-O-benzoyl-B-D-ribofuranosyl napojen na atom dusiku v poloze 9
pfedpfipravenych  purinovych akceptorti. Vzhledem k relativni  vzicnosti
pouzivanych adamantylovych reaktantli byly glykosylacni podminky opét nejprve
testovany a optimalizovany na modelovych purinech 9 a 12.

Na zéklad¢ reSerSe se jako vhodné jevilo katalyzovat glykosylaéni reakce
Lewisovymi kyselinami (LK), konkrétn€ chloridem cini¢itym ¢i trimethylsilyl-
triflitem (TMSOTY), jichz byva vyuZivano nejhojngji.***’

Optimalizace podminek glykosylacnich reakci

Na samotném pocatku jsme zjiStovali, s jak velkym pifebytkem monosacharidu
bude potieba do glykosylaci vstupovat. Reakéni podminky, jakoZ i molarni pitebytek
chranéné¢ ribosy (vztazené vaci vychozimu purinu), ktera byla vlozena
do glykosylace katalyzované chloridem cini¢itym, jsou uvedeny na Schématu 15.

Purin 9 byl za laboratorni teploty pod inertni dusikovou atmosférou ponechan
postupné¢ reagovat s 1,5, 2,0 a 3,0 molarnim pifebytkem ribosy do spotfebovani
vychozi latky, nebo do té doby, dokud na TLC dochézelo k jakymkoliv viditelnym
zménam. V piipad¢é pouziti chrdnéné ribosy v 1,5 molarnim nadbytku nedoslo ani
po 28 hodinach ke spotifebovani vesker¢ho vychoziho purinu (cca 50 % VL bylo
ziskano zpét béhem purifikace). I kdyz bylo mozné v reakéni smési (pomoci TLC)
vedle dalSich péti latek o slabych intenzitdch pozorovat i jednu vyraznéjsi skvrnu
(jak se pozdéji ukazalo odpovidajici predpoklddanému produktu), nepodaftilo se tuto
latku Gspésné izolovat. Po navyseni piebytku chranéné ribosy na dva ekvivalenty byl
jiz na TLC viditelny znatelnéj$i ubytek vychoziho purinu 9 (tentokrat nezreagovalo
ptiblizné 30 % vychozi latky). Ze vzniklé smési latek jsme vSak ziskali jen 12 %
pozadovaného produktu 17. Vyrazné¢ odlisny vysledek pak poskytla reakce
provedend se tiemi ekvivalenty chranéné ribosy. TLC indikovala spotfebovani
vychozi latky jiz po 7 hodinadch. Nicméné po zpracovani (reakéni smés byla zfedéna
vodou, vodna vrstva nasledné opakované extrahovana ethyl-acetatem) a po precisténi
surového produktu sloupcovou chromatografii jsme ziskali pozadovany produkt
v celkovém vytézku 13 %.

Tento nizky vytézek mohl byt dan bud’to nevhodnym zpracovanim reak¢ni smesi,
jez méla vzhled mlécné suspenze vlivem piitomnosti chloridu cini¢it¢ého (nebo
produkti jeho rozkladu vodou), coz zna¢né znesnadnovalo extrakci vodné faze, nebo
vznikajicimi necistotami v reakCnich smésich, které vSak, vzhledem k nizkym
intenzitam a tésnou blizkosti na TLC wvrstvach, nebylo mozZné sloupcovou
chromatografii rozd€lit a izolovat. Predpokladame, Ze by se mohlo jednat o derivaty
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vychozi chranéné ribosy, kterd byla plsobenim aktivatoru zptistupnéna dalSim
pfemé&nam, jako jsou cyklizacni reakce Ci vlastni glykosylace.

Protoze ale posledni reakce prob&hla relativné rychle, vychozi purin byl
spottebovan, na TLC vrstvach bylo viditelné nad€né mnoZstvi produktu, bylo
rozhodnuto déale pokracovat v optimalizaci tohoto kroku s trojndsobnym nadbytkem
glykosylového donoru.

Schéma 15
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Nasledné¢ tedy byla reakce purinového derivatu 9 s chloridem cini¢itym
a 3,0 molarnimi ekvivalenty chranéné ribosy provedena v jiném, pro tento typ reakci
Casto pouzivaném rozpoustédle, a sice v acetonitrilu (Schéma 16, reakce 1 a 2).
Zpracovani reakénich smési probihalo stejné jako ve shora uvedenych ptripadech
a bylo doprovazeno obdobnymi obtizemi, v disledku ¢ehoz se ndm nepodaftilo ziskat
pozadovany produkt 17 ve vytézku vyS§im nez 15 %. Tato skuteCnost nas vedla jesté
k otestovani v literatufe objevené alternativy v podobé 1M chloridu cini¢itého
v dichlormethanu v kombinaci s acetonitrilem® (Schéma 16, reakce 3). Nanestésti
ani tato volba se neukézala jako spravnd, protoze produkt v reakéni smési nevznikl
ani po 53 hodinach.

Dalsi glykosylace purinu 9 stiemi ekvivalenty chranéné ribofuranosy byly
provedeny za katalyzy TMSOTT nejprve v dichlorethanu (Schéma 16, reakce 4), kdy
byl na TLC pozorovan postupny vznik produktu 17, ktery se vSak s prodluzujicim se
reak¢énim Casem témei ztracel v pribyvajicim mnozstvi vedlejSich latek a v pribchu
CiSténi se jej nepodafilo viibec izolovat. Naopak pii glykosylaci s TMSOTTf
v acetonitrilu vychozi derivat 9 ochotné zreagoval béhem 6 hodin a i piesto, ze byla
reakce opét doprovazena vznikem vedlejSich produktli, se podatilo zadany produkt
17 ziskat v 54% vytézku (Schéma 16, reakce 5).

Ke glykosylaci druhé modelové slouceniny 12 byla, na zikladé vySe
komentovanych reakci, pouzita kombinace triflaitu v acetonitrilu za laboratorni
teploty pod inertni atmosférou. Po 5 hodinach byl veskery vychozi purin spotiebovan
a po zpracovani reakni smési a nasledné purifikaci pomoci sloupcové
chromatografie byla ziskana slou¢enina 18 ve vytézku 51 % (Schéma 16, reakce 6).
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Schéma 16
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Vychozi . Vytézek
Reakce l)zlicthZl Aktivator Rozpoustédlo Cas [h] Produkt }E ()Zz]e
1 9 SnCly DCE 27 17 13
2 9 SnCly MeCN 8 17 15
3 9 IM SnCly/DCM MeCN 53 --- ---
4 9 TMSOTf DCE 44 -—- —
5 9 TMSOTf MeCN 6 17 54
6 12 TMSOTf MeCN 5 18 51

Jak je patrné z vysledka uvedenych v tabulce u Schématu 16, glykosylacni reakce
provedené v dichlorethanu nevedly k zddanému cili (reakce 4), ptipadné poskytovaly
poZzadovany produkt ve velmi nizkém vytézku (reakce 2). Po bliz§im prostudovani
literatury byl vyzkouSen a pro budouci pouziti upfednostnén pravé acetonitril.
Dichlorethan totiz podporuje spiSe vznik 1,2-cis glykosidii (a-anomertt), zatimco
polarnéjsi acetonitril je vhodnéjSi pro piipravé nami preferovanych 1,2-trans
glykosidii (B-anomerti). Pfi onéch reakcich totiz in situ vytvoieny acyloxoniovy
kation zaujima vyhradné axialni orientaci umoznujici stereoselektivni formaci
ekvatorialn€ substituovaného glykosidu. Tento postup pak zajistuje ziskani 1,2-trans
nukleosidii s dostateCnou stereoselektivitou i u takovych glykosylovych donort,
které nesou netcastnici se substituent.’

Po pfecisténi surovych smési se nepodatilo vyizolovat, vyjma pozadovaného
produktu nebo nezreagované vychozi chranéné ribosy a VL, zaddnou z vedlejSich
latek vznikajicich v prib&hu reakce, proto nam jejich struktura zlstdva nezndma.
Tento fakt byl dan tim, ze podle TLC piedstavovaly vedlejsi produkty fadu v praxi
nedélitelnych smési.

Struktura slouceniny 17 byla potvrzena na zaklad¢ vysledkt ziskanych pomoci
béznych spektralnich metod (IR, MS a NMR).

Glykosylace vedené pies silylované meziprodukty

Vedle jednokrokovych glykosylaci s Lewisovymi kyselinami jsou popularni
rovnéz glykosylace vedené ptes silylované baze, které jsou v literatuie vyzdvihovany
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zejména ze ti1 divodl: 1) jednoduSe se ptipravuji, i1) ochotné reaguji s cukry
v homogennich roztocich diky zvySujici se rozpustnosti a vétsi nukleofilité a 1ii)
poskytuji meziprodukty, které lze snadno pievést na modifikované baze.* Oviem
maji nevyhodu spocivajici v tom, Ze vyZaduji praci za striktné bezvodych podminek.
Zpocatku byvaly také tyto reakce katalyzovany LK, ¢asem vSak byly LK nahrazeny
silylestery silnych kyselin, jako je mimo jiné i TMSOTT.”

Nami provadéna dvoukrokovad glykosylace se silylovym meziproduktem je
uvedena na Schématu 17.2 Bezprostiednd pied samotnou glykosylaci byl
v acetonitrilu vygenerovan persilylovany meziprodukt ze slouc¢eniny 9 za pouziti
silylacniho ¢inidla bis(trimethylsilyl)acetamidu (BSA). V acetonitrilu za béZznych
podminek nerozpustna vychozi latka wvytvofila nazloutlou suspenzi, ktera se
po pfidani BSA témét thned rozpustila. Dalo by se predpokladat, ze pravé rozpusténi
suspenze znaci UspéSnou silylaci, ale protoze se silylované latky v kontaktu se
vzdusnou vlhkosti okamzit¢ rozkladaji, nebylo mozné tuto hypotézu spolehlivé
oveiit. Nechali jsme tedy reakci probihat 2 hodiny pii 50 °C a teprve poté bylo
do reakéni smési pomoci injekéni stiikacky pies septum piiddno ekvimolarni
mnozstvi chranéné ribofuranosy a TMSOTf. Pribéh reakce byl od této chvile
sledovan pomoci tenkovrstvé chromatografie, ptficemz reakce byla ukoncena
po 19 hodinach, kdy na TLC nebyla viditelna vychozi latka (Schéma 17, reakce 1).

Schéma 17
HN BSA (H3C)3Si /@ BzO HN Bzow & /O
(2-3 ekviv.), N o TMSOTf,
NT \> MeCN N . \QA AC _MeCN _ )i . B20
)\ T50-75°C, NZ D) \_/ 75°C, Ar /k k
R H Ar, 2-6 h )\ N BZO\\ //OBZ \OBZ 0Bz
9 R=H Si(CHa)s (1 ekviv.) )}j )’j
12R =ClI - - /OBZ /OBZ
BzO BzO
17R=H 19
18R=Cl
vch. BSA Silylace Rib Y Vt6Z
Reakce V’yc S_ - ” ! (.)sa Cas [h] Produkt Vytezek
latka [ekviv.] Teplota [°C] Cas [h] [ekviv.] [Yo]
1 9 2,0 50 2 1,0 19 17|19 18|19
2 9 2,0 75 6 1,0 17 17|19 3112
3 9 2,0 75 6 2,0 24 17|19 17|54
4 9 3,0 75 6 2,0 3 17|19 20150
5 12 2,0 75 6 1,0 7 18 97

Po zpracovani a pteCiSténi surové reakéni smési byla uvazovana sloucenina 17
ziskana v relativné nizkém vytézku 18 %. Paralelné s tim byla, ve vytézku 19 %,
izolovana sloucenina, jejiz struktura nam byla po urCitou dobu neznama. Na zaklad¢
NMR a MS analyz bylo navrzeno, Ze se jedna o latku 19, jeZ je substituovana dvéma
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cukernymi zbytky, jednim v poloze 9 purinového skeletu a druhym velmi
pravdépodobné na atomu dusiku v poloze C6 purinového kruhu.

Ve Schématu 17 jsou uvedeny vysledky experimentli, které¢ byly provedeny
s cilem zvysit vytézek pozadovane¢ho produktu 17. Oproti prvnimu pokusu byla
zvysena teplota aZ k bodu varu acetonitrilu a doba silylace (1. krok) prodlouzena
na 6 hodin. Na zdklad¢ ptedpokladu, Ze vychozi purin 9 bude po uvedené dob¢ jiz
dostate¢né silylovan, bylo pfiddno opét po jednom ekvivalentu ribosy a triflatu.
Po 17 hodinach, kdy byla reakce ukonlena, izolovany vytéZzek slouceniny 17
skute¢né vzrostl, a to na 31 %. Vzniklé mnoZstvi slouceniny 19 pokleslo a ¢inilo jen
12 % (Schéma 17, reakce 2). Piesto nebyl vysledek tohoto experimentu uspokojivy,
aby mohly byt uvedené reakéni podminky pouzity pro ptipravu dalSich nukleosidi.

Z toho diivodu jsme piistoupili k otestovani ndsledujicich dvou modifikaci.
V piipad¢ reakce oznacené ve Schématu 17 ¢islem 3 byl ve druhém kroku vlozen
dvojnasobny molarni ptfebytek ribofuranosy. I kdyz jsme pocitali s tim, ze vedlejsi
produkt bude vznikat ve vétsi mite, predpokladali jsme vSak, ze rychleji bude vznikat
poZzadovana sloucenina 17 a k substituci na atomu dusiku v poloze 6 dojde az
po obsazeni polohy 9. Tento ptfedpoklad se ovSem nepotvrdil. Latka 19 byla
izolovana ve vytézku 54 %, zatimco vytézek slouc¢eniny 17 ¢inil pouhych 17 %.
Ke zlepSeni nevedla ani druhd zminéna modifikace, a sice pouziti silyla¢niho ¢inidla
BSA v tiimolarnim ptebytku. Kone¢ny vysledek této reakce (Schéma 17, reakce 4)
se takifka shodoval s ptfedchazejicim pokusem. Silylace vychozich latek je tudiz
dostate¢nd a ptidavek silylacniho ¢inidla vytézek neovlivnil.

Pro srovnani jsme touto metodou provedli 1 glykosylaci purinu 12 za reak¢énich
podminek uvedenych ve Schématu 17, reakce 2. Sloucenina 18 byla uUspésné
vyizolovdna po sedmihodinové glykosylaci persilylovaného purinu v prekvapivé
vysokém vytezku 97 %. Dle TLC dosSlo k Giplnému zreagovani vychoziho purinu,
jakoZ 1 do reakce vstupujici chranéné ribofuranosy, a to bez prokazatelného vzniku
vedlejsich produkti.

Pro lepsi ptehlednost a snadnéjsi orientaci je na Schématu 18 uvedeno srovnani
nejslibnéji se jevicich glykosylaci pro pfipravu budoucich adamantylovanych
nukleosid. Pro glykosylaci slouCenin s atomem vodiku v poloze 2 purinového
skeletu (dale oznacovana jako ,,H-fada*) byla vybrana jednokrokova Hilbertova—
Johnsonova glykosylace, zatimco pro pfipravu nukleosidii s atomem chloru v poloze
2 (,,Cl-fada*) se jako vhodnéjsi jevila dvoukrokova Vorbriiggenova glykosylace se
silylovanymi meziprodukty.
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Schéma 18

O metoda A: /@
HN TMSOTf (2 ekviv.), HN

BzO GD (3 ekviv.), MeCN 17 R = HC_metoda A: 54 %
N7 N (0) OAc rt Ar NZ N metoda B: 31 %
> - : >
R)\N N / metoda B: R)\N N
H BzO 0Bz 1. BSA (2 ekviv.), MeCN OBz 18 R =Cl metoda A: 51 %
2. TMSOTY (1 ekviv.), o metoda B 97 %
9 R=H glykosylovy donor GD (1 ekviv.), MeCN .,
12 R=Cl (GD) 75 °C, Ar ‘OBz
BzO

Glykosylace purinii substituovanych 1-adamantylem — ,,H-ifada*

Sloueniny 10 a 11 byly pak uspésné glykosylovany pomoci jednokrokové
Hilbertovy—Johnsonovy metody (Schéma 19), tzn. za pouziti TMSOTTf jako
aktivatoru a 3,0 ekviv. chranéné ribofuranosy v acetonitrilu za laboratorni teploty
pod argonovou ochrannou atmosférou. V piipadé syntézy slouceniny 20 doslo
ke spotiebovani vychozi latky jiz po 3 hodindch a pozadovany produkt se podafilo
uspeésné vyizolovat v 73% vytézku. Chranény nukleosid 21 vznikal jednou tak
dlouho, reakce byla ukoncena az po 6 hodinach s koneCnym vytézkem 59 %. Obé¢
slou¢eniny byly charakterizovany obvyklymi spektrdlnimi metodami a ziskany
v Cistoté vhodné pro jejich pouziti v dalSich uvazovanych reakcich.

Schéma 19
.R .R
HN HN
BzO
N7 | N\> . O\ 40Ac  TMSOTf, MeCN N7 | N\>
KN N \_/ rt, Ar kN N
H BzO OBz OBz
10, 11, 15, 16 o}
'//OBZ
BzO
20, 21
Vychozi Reakéni oy
Reakee Yoo R Produkt  VytéZek [%]
slouc¢enina doba [h]

(—27/

1 10 W 3 20 73
2 11 Msﬂ 6 21 59
(—27/

3 15 @YO 8
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Stejné reakéni podminky byly aplikovany 1 pro glykosylaci latek 15 a 16 (Schéma
19, reakce 3 a 4), k ptipravé uvazovanych sloucenin ovSem nevedly. Dle TLC doslo
po 8 hodinach témét ke kompletnimu zreagovani vychozich slouc¢enin, z obou reakci
vSak byly obdrzeny velmi komplikované a nepurifikovatelné smési latek.
Pravdépodobné diky ptitomnosti dalSiho reaktivniho centra v podob& hydroxylové
skupiny mezi benzenovym jaddrem a I1-adamantylem dochdzelo k neZadoucim
reakcim ve vétSi mife, neZz jsme plvodné predpokladali. Z tohoto divodu bylo
upusténo od dalSich experimentil, aby nedochazelo k plytvani vychozimi latkami,
a redukce byla opétovné posunuta a naplanovana az po odstranéni chranicich skupin
z cukerné Casti.

Glykosylace purinii substituovanych 1-adamantylem — ,,Cl-ifada*

Glykosylace purinovych derivath 13 a 14 byla provedena Vorbriigenovou
dvoukrokovou metodou, a to se stejné dobrymi vysledky, jako tomu bylo u modelové
slou¢eniny 12. Nutno podotknout, ze podminky provadéni reakce bylo zapotiebi
nepatrné modifikovat. Byl-li pouzit shodny postup jako v piipad¢ syntézy slouceniny
12, (2,0 ekviv. BSA v 1. kroku; 1,0 ekviv. chranéného cukru a 1,0 ekviv. triflatu
ve 2. kroku), bylo na TLC zjevné spotiebovani veSkeré ribofuranosy, zatimco
vychozi puriny byly stale jesté, 1 kdyz v nevelkém mnoZzstvi, v reakéni smeési
pfitomny. Proto jsme do dalSich reakci mirné¢ navysili piebytek chranéné
ribofuranosy na 1,1 ekvivalentu (Schéma 20). Obé vychozi slou¢eniny pak zcela
zreagovaly a reak¢ni smési obsahovaly vedle samotnych produktii jen velmi malé
mnozstvi neCistot, které se daly bez vétSich obtizi odstranit pomoci sloupcové
chromatografie. 1zolované vytézky chranénych nukleosida 22 a 23 pak Cinily 89 %
a 81 %.

Schéma 20
HaG,_ CHs
R _Si. _R
HN HsC™ "N
. N BSA (2 ekviv.), BzO o TMSOTTf (1 ekviv.)
N | \> MeCN . OAc _ MeCN
CI)\N \/ 75°C.Ar6h )\ \_/ T 75°C. A )\
H SrCHs BzO OBz 0Bz
13,14 HsC™ 'CH3 (1,1 ekviv.)
- - 0Bz
BzO
22,23
Vychozi Reakéni .
. . R Produkt Vytézek [%]
sloucenina doba [h]

‘??/
13 2 22 89
14 @\(@g 4 23 81
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6.3 Odchranéni prekurzora nukleosidu

Posledni krok nutny k ziskdni uvaZzovanych nukleosidii spocival v odstranéni
benzoylovych chranicich skupin z ribofuranosovych hydroxylovych skupin dosud
pfipravenych prekurzori. Ze spousty v literatufe popsanych metod slouzicich
k odchranéni byl vybran nenaro¢ny a efektivni postup vyuZivajici i€¢inku methoxidu
sodného.**”"%2

Benzoylové chranici skupiny byly nejprve odstranény z prekurzori ,,modelovych*
nukleosid 17 a 18, a to plsobenim 1M methoxidu sodné¢ho v methanolu, ptes noc,
za laboratorni teploty (Schéma 21, reakce 1 a 4). Po ukonceni reakci bylo z reakénich
smési za vakua odpafeno rozpousStédlo a ziskané surové produkty byly nasledné
docistény pomoci sloupcové chromatografie. Nukleosidy 24 a 27 byly ziskany
ve vysokych vytézcich 77 % a 95 %. Odchranéni zbyvajicich nukleosidt 20, 21, 22
a 23, obsahujicich ve své molekule adamantanovy motiv, probéhlo rovnéz bez
problémi, kdy uvazované slouceniny byly ziskany ve vybornych vytézcich
pohybujicich se v rozmezi 87-94 % (Schéma 21, reakce 2, 3, 5 a 6).

Schéma 21
R? R?
HN” HN”
N7 | N\> MeO N&>. MeOH _ N)IN\>
R1J\N N rt, 14-18 h R1J\N N
\\\OBZ \\\OH
o} o}
0Bz “OH
BzO HO
17, 18, 20-23 24-29
Vychozi 1 2 Reakéni
Reak R R Produkt Vytézek [%
cakce sloucenina doba [h] rocu yeezek |7l
1 17 H Oz 17 24 77

‘?7/
2 20 H W 18 25 92
3 21 H Wg 17 26 94

4 18 cl Oz/ 14 27 95

‘?7/
5 22 cl W 16 28 90
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6.4 Redukce karbonylové skupiny sloucenin 25, 26, 28 a 29

Z dtvodi popsanych v kapitole 6.2.3 (str. 35) byla redukce karbonylove skupiny
zafazena az téméf na konec celé syntetické cesty a tykala se jiz hotovych
odchranénych nukleosidl 25, 26, 28 a 29, které¢ jsme chtéli pievést na odpovidajici
alkoholy.*’

Karbonylova skupina byla u téchto sloucenin zredukovéna stejnym zptsobem jako
v ptipad¢ purinovych derivati 10 a 11, kdy byly ptipraveny latky 15 a 16 (kap. 6.2.2,
str. 28), a sice tetrahydridoboritanem sodnym, jenz byl do suspenze dané vychozi
latky v ethanolu pfidan pti 0 °C. Samotnd reakce probihala po vytemperovani
reak¢ni smési na laboratorni teplotu ptfiblizné 24 hodin a vytézky vSech izolovanych
produktl, po ptfecisténi surovych smési sloupcovou chromatografii, se pohybovaly
v rozmezi 80-90 % (Schéma 22, reakce 1-4).

Schéma 22
R? R®
HN” HN”
Na[BH,] (1,24 ekviv.),
N” | N\> *EtoH N7 | N\>
R1J\N N OOC—I't R1J\N N
LOH LOH
o o
HO HO
25, 26, 28, 29 30-33
Vychozi 1 2 Reakéni 3 .
Reak R R Produkt R Vytézek [
eance sloucenina doba [h] rocu ytezek [%]
Y Y
1 25 H 25 30 82
O OH
2 26 H w.& 24 31 @\(OA 90
(¢) OH
Y Y
3 28 Cl W 24 32 M 86
O OH
4 29 Cl @ﬁ(@ﬁ 23 33 @\(@i 80
O OH

6.5 Nukleofilni aromaticka substituce atomu Cl v poloze C2

V zavéreCném kroku mély byt pfipraveny 2,6-diaminonukleosidy zavedenim
zbytku z 3-aminopropan-1-olu do polohy C2 purinového kruhu dosud stale obsazené
atomem chloru u nukleosidi 27-29, 32 a 33. I vtomto ptipadé¢ byly reakéni
podminky nejprve otestovany, a sice na nukleosidu 27.

UZ po 2 hodindch v osmimolarnim piebytku 3-aminopropan-1-olu pfti teploté
160 °C a pod ochrannou argonovou atmosférou indikovala TLC spottebovani
vychoziho nukleosidu (Schéma 23). Po zpracovani reakéni smési jejim ziedénim
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chloroformem se stopovym mnozstvim methanolu a nékolikerym promytim
destilovanou vodou za ucelem odstranéni nezreagovan¢ho 3-aminopropan-1-olu,
bylo po odpaieni organického rozpoustédla a precisténi sloupcovou chromatografii
uspé$né izolovano 86 % pozadovaného produktu, jehoz struktura byla ovéfena
pomoci obvyklych spektralnich metod.

ne e

Schéma 23

3-aminopropan-1-ol
/’1/ | N\> (8 ekviv.) . )N\/ | N\>

Cl \N N 160 °C, Ar, 2 h HO™ "N \N N
‘\\OH H ‘\\OH

o) o
“OH “OH

HO HO
27 34 86 %

Reak¢ni postup byl nasledné aplikovdn 1 na nukleosidy 32 a 33, které mezi
benzenovym jaddrem a 1-adamantylem nesly hydroxylovou skupinu. Stejné jako
v predeslém piipad¢ doslo, dle TLC, ke spotfebovani vychozich latek jiz po 60
minutach (Schéma 24). Po zpracovani obou reakénich smési a odpafeni chloroformu
vSak byla ziskana mnozstvi surovych produktii velmi nizkd, z cehoz jsme usoudili, ze
latky by mohly inadéle zlistavat ve vodném podilu. Obé vodné faze byly proto
okyseleny nckolika kapkami koncentrované kyseliny chlorovodikové a znovu
extrahovany chloroformem. Zatimco sloueninu 36 se podafilo ziskat
v izolovaném vytézku 87 %, u slouceniny 35 jsme tak UspéSni nebyli, a to 1 ptesto, ze
byla provedena opakovana extrakce vodnych podili pomoci ethyl-acetatu, coby
polarn¢jSiho rozpoustédla. Kone¢ny vytézek slouceniny 35 tak ¢inil pouhych 25 %.

Schéma 24
.R .R
HN HN
3-aminopropan-1-ol
= N . = N
)N\ | \> (8 ekviv.) _ /I\t | \>
‘\\OH H ‘\\OH
o 0]
() “/OH
HO ! Z 5| HO
'R = ~ 7
32 para ' ' 35 para (25 %)
33 meta 5 OH : 36 meta (87 %)

V ptipad¢ zbyvajicich dvou nukleosidii 28 a 29 obsahujicich ve své struktuie
l-adamantyl(fenyl)keton neprob&hly substituce zcela dle ofekdvani (Schéma 25).
Ptestoze v jejich pribéhu byly na TLC viditelné jen mizejici vychozi latky a
vznikajici produkty, po zpracovani se ukazalo, Ze surové produkty obsahuji celkem
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dvé latky o vyrazné riznych intenzitdich a s velmi podobnymi retenénimi faktory.
Vzhledem k tomu, Ze obou latek bylo na pocatku reakci velmi malé mnoZstvi, nebylo
jejich  déleni na sloupcové chromatografii vibec jednoduché, piesto se
po nékolikatém zopakovani podatilo z kazdé smési 1zolovat po jednom produktu.

Puvodni studie”™ se zmifiuje, Ze u podobnych slouenin dochazelo pfi tomto typu
reakci ke vzniku nezddoucich latek, pravdépodobné imini, které se ale nepodafilo
izolovat a patficné charakterizovat. Diky jejich navrzenému mechanismu
a naslednému vlastnimu ovéfeni struktur obdrZzenych sloucenin pomoci NMR byla
hypotéza o vzniku imint v obou reakcich pfeci jen podpotena ('"H NMR spektra
potvrdila ptitomnost dvou uhlovodikovych fetézcli se 6 atomy vodikli a dvou novych
protontli z hydroxylovych skupin) a dvé ziskané slou¢eniny byly identifikovany jako
iminy 37 a 38.

Schéma 25
NS NoH
s*W s iy
L Qe 28 R = para )N\/ | N\>
iR HO S SN S N

OH
P N 3-aminopropan-1-ol H N
)N\ | \> (8 ekviv.) O .
S 160 °C, Ar, 1 h “
o NN 37 (87 %) o OH HN
)

(0] N)IN\> N~ -OH
> - -
o OH 29 R = meta HO/\/\NJ\N N

H \\\OH
(e}
"“OH
38 (87 %) HO

Ze ale nejde o nutné koneénou podobu latek, ndm odhalil vysledek z hmotnostni
spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci (ESI-MS). Ve spektru prvniho tadu
nukleosidu 38 (Obrazek 14) byl v pozitivnim skenovacim modu pozorovany
dominantni signal o m/z 579, ktery v§ak neodpovidal hmotnosti obdrzen¢ho iminu.
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[M+HT
579.3

HN
- N ©

M= Y o

HOT "N N TN [M+Na’]

H SOH 601.3
g
“OH
HO
J O B ..JL]l[J._'hl.u — JllJLlL.L.‘ Lk N
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Obrazek 14: ESI-MS spektrum prvniho 7dadu slouceniny 38.

Po kratké tivaze jsme dosli k zavéru, Ze se jednalo o protonovany molekulovy ion
puvodné¢ pozadované slouceniny (Obrazek 15), jejiz exaktni hmotnost ¢ini
578,285 u. Pravdépodobné béhem piipravy vzorka latek 37 a 38 pro potieby
ESI-MS analyzy doSlo vlivem jejich rozpousténi a fedéni ve smési MeOH:H,0 (1:1,
v:v) k hydrolyze iminové skupiny zpét na oxoskupinu. Tento predpoklad vSak nebylo
v nasich sildich experimentaln¢ ovéfit, a to z divodu nedostatecného mnoZzstvi
potiebnych sloucenin. Ve spektru je rovnéz viditelny signal o m/z 601 odpovidajici
sodnému aduktu ptivodné poZzadovaného nukleosidu.

_R
HN
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Obrazek 15: Ocekavané produkty z reakce uvedené na Schéematu 235.
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7 STUDIUM TVORBY HOSTITEL-HOST KOMPLEXU
S B-CD

V navaznosti na vysledky neddvno publikované nasi vyzkumnou skupinou® byla
u ptipravenych nukleosidii cilené¢ studovana jejich schopnost vytvaret
supramolekularni komplexy s B-cyklodextrinem (-CD). Podnétem pro tento pocin
bylo zlepSeni  farmakokinetickych ~a  farmakodynamickych  vlastnosti
komplexovanych slou€enin pro jejich snadn€j$i pohyb v biologickém prostiedi.
Cyklodextriny (CDs) se k tomuto ucelu vyuzivaji zcela béZné¢.

Pro demonstraci schopnosti pfipravenych sloufenin tvofit inkluzni komplexy
s B-CD byl zvolen nukleosid 32. Na Obrazku 16 jsou uvedena dvé 'H NMR spektra,
méfena ve smési DMSO-ds:D,O (2:1, viv) pii 303 K, 400 MHz, a to samotné
sloueniny 32 (linie A) a po ptfidavku ptiblizné 1,2 molarniho ekvivalentu B-CD
(linie B). Pfitomnost pfedpokladaného komplexu nukleosidu 32 s B-CD naznacuje
vyrazna zména chemického posunu, kterd je patrna zejména u signali ndlezicich
atomiim vodiku z adamantanové klece (j, 1, k). VSechny tyto signdly zménily polohu
smérem k vy$§im hodnotdm chemického posunu, coz je typické pro adamantanovy
skelet (1 jiné klecové uhlovodiky) nachazejici se uvniti dutiny B-CD. Pfitomnost
B-CD také ovliviiuje chemicky posun aromatickych signalii benzenového jadra
a signalu skupiny CHOH spojujici adamantanovou klec s benzenovym jadrem.
Signal g se posunul k vysS§im a signaly h a i k niz§im hodnotdm chemického posunu.
Naproti tomu chemické posuny signalii purinu a ribosy nebyly pfidanim B-CD nijak
ovlivnény, cozZ rovnéZ naznaCuje vznik supramolekularniho komplexu
s adamantanovym substituentem v kavité B-CD.
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Obrazek 16: 'H NMR spektrum slouceniny 32 (4) a komplexu 32 s f-CD (B), spektrum B
bylo ziskano za vyuziti presaturace signalu HDO.
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Hypotézu, Ze se adamantan nachdzi uvnitt kavity B-CD, miZe podpofit
1 vysledek HH-ROESY experimentu, ktery dokdze identifikovat prostorové blizka
jadra do vzdalenosti priblizné 6A. Ve vyfezu 2D NMR spektra (Obrazek 17) lze
pozorovat intermolekularni interakce mezi atomy vodiku ze skupin CH
adamantanového skeletu (signal k) a vnitfnimi atomy vodiku z B-CD, H(3/5/6), které
ovSem nejsou ve spektru rozliSeny (vyznaceno v Obrazku 45 Cervenou barvou). Dale
pak je ve spektru viditelna korelace fenylového atomu vodiku g rovnéz s H(3/5/6)
B-CD. Signaly vnitinich H-atoma kavity B-CD, H(3/5/6), ovSem ptekryvaji dva
dublety dubletdt (dd) nalezejici f atomim ribosy. Pfipadna zdména
intermolekularnich kontaktli s protony B-CD s intramolekularnimi kontakty s atomy
vodiku na ribose je ale velmi nepravdépodobnd. Dle modelu slouceniny 32
optimalizovaného pomoci MM2 (molekulova mechanika 2) ¢ini vzdalenost mezi
atomy f a k minimalné 10 A. Navic tvar cross-signalu neodpovida
charakteristickému tvaru pro dva dd, jak je mozné srovnat s intramolekularnim
cross-signdlem mezi atomy ribosy f a e (ve spektru vyznaceno modrou barvou).
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Obrazek 17: Vyrez ROESY spektra smési latky 32 s f-CD. Méreno v DMSO-ds:D,0 (2:1,
v.v) pri 303 K, 400 MHz s pouzitim presaturace signalu HDO.
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Kromé nuklearni magnetické rezonance (provadéné v roztoku) byla schopnost
nukleosidii 24-33 vytvafet supramolekularni komplexy s B-CD ovéiena takeé
v plynné fazi, konkrétné za pouziti hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou
ionizaci. Analyzovany byly ekvimolarni smési pfisluSného purinu a B-CD, kdy
roztoky byly pfipravovany bezprosttedné pred realizaci samotné analyzy. Cilem bylo
zjistit, zda ptislusné hostitel-host komplexy vznikaji a pokud ano, jaka je jejich
stechiometrie. V ptipad¢ tvorby komplexli pak byla ovétena jejich stabilita, coz bylo
realizovdno pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie za podminek kolizné
indukované disociace. Jednotlivé smési byly analyzovany jak v pozitivnim, tak
v negativnim skenovacim modu.

Ve spektrech prvniho fadu ziskanych v kladném skenovacim modu byly
pozorovany tfi ,,série® iontdl. lonty pochézejici z molekuly hosta, ionty pochazejici
z molekuly hostitele a ionty, jejichz hodnota m/z odpovidala tvorbé komplexu typu
hostitel-host. Hostujici molekula byla zastoupena celkem Cc¢tyfmi ionty, jejichZ
hodnota m/z odpovidala protonované molekule ([M+H']"), sodnému ([M+Na']")
a draselnému ([M+K']") aduktu. Tyto ionty byly doprovazeny jedenkrat nabitym
signalem, jehoz hodnota m/z byla pfiblizné dvakrat vyssi, a ktery byl uren jako
sodny adukt dimeru molekuly hosta ([2-M+Na']"). Ionty pochdzejici z hostitelské
molekuly mély hodnotu m/z 1157 a 1173 a byly identifikovany jako sodny a draselny
adukt B-CD. Poslednim pozorovanym ve spektru byl jedenkrat nabity ion, jehoz
hodnota m/z odpovidala sodnému aduktu komplexu tvofené¢ho jednou molekulou
hosta a jednou molekulou hostitele ([M@B-CD+Na']"). Bohuzel se v zadném
z analyzovanych vzorkil nepodatilo uspésné provést izolaci a ndslednou fragmentaci
tohoto iontu a neni tak mozné detailnéji diskutovat o jeho chovani v plynné fazi.

V piipad¢ zaporné ionizace byly opét pozorovany tii ,,série” signald, které stejné
jako ve vySe uvedeném piipad¢ pochazely z molekuly hosta, hostitele a komplexu.
Molekula hosta byla zastoupena tfemi jedenkrat nabitymi ionty, které byly urceny
jako deprotonovany ion molekuly nukleosidu 32 ([M—H']), chloridovy adukt
molekuly ([M+C1]) adeprotonovany ion hosta postradajici cukernou jednotku
([M=H'-CsHgO4]). Struktura tohoto iontu byla navrzena pomoci tandemové
hmotnostni spektrometrie (MS/MS) iontu odpovidajiciho deprotonované molekule,
béhem niz tento ion vznikal. MiiZeme tedy fici, Ze se jednad o produkt fragmentace
v iontovém zdroji, coZ neni v pfipadé¢ mekkych ioniza¢nich technik (mezi néz se ESI
pocitd) dé&j uplné obvykly. Hostitelskd molekula byla zastoupena dvéma ionty,
jedenkrat nabitym iontem o m/z 1133 ([B-CD-H']") a dvakrat nabitym iontem o m/z
566 odpovidajicim molekule B-CD bez dvou atomi vodiku ([p-CD-2-H']*).
Poslednim pozorovanym byl ion, jehoz hodnota m/z odpovidala deprotonovanému
komplexu daného purinu a B-CD ([M@B-CD-H']).

[lustrativni ESI-MS spektra smési nukleosidu 32 s [3-CD jsou znazornéna
na Obrazku 18.
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Obrazek 18: ESI-MS spektra prvniho r7adu ekvimolarni smési slouceniny
32 a [-CD ziskana v pozitivnim a negativnim skenovacim modu.
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8 STUDIUM BIOLOGICKE AKTIVITY PURINOVYCH
NUKLEOSIDU

Biologickd aktivita ptipravenych latek byla testovana ve spolupraci s Katedrou
experimentalni biologie Pfirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci
pod vedenim doc. RNDr. Vladimira KrysStofa, Ph.D. Konkrétné¢ byly zkoumdny
purinové ribonukleosidy 24-33 (Obrazek 19). Testovani bylo provedeno ve dvou
urovnich. Jednak byl studovan antiproliferacni G€inek slou€enin proti dvéma typtim
lidského hematologického nadorového onemocnéni, a to vi¢i chronické myeloidni
leukémii (K562) a akutni myeloidni leukémii (MV4;11). Nasledné bylo provedeno
itestovani na rostlinnych systémech — schopnost inhibice enzymu cytokinin
oxidasy/dehydrogenasy (CKX). Biologicka odezva byla zjistovéana jak u samotnych
nukleosidd, tak u jejich ekvimolarnich smési s B-CD.
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Obrdazek 19: Obecna struktura testovanych sloucenin.

8.1 Cytotoxicita

Vysledky testovani antiproliferacni aktivity jsou shrnuty v Tabulce 3 v hodnotach
ICs, kdy pfi této koncentraci dochazi k 50% inhibici riistu nebo aktivity nddorovych
bunék. Implementaci cukerného zbytku do polohy 9 purinového skeletu nesouciho
I-adamantylované substituenty se skutecné, v souladu s naSim piedpokladem,
zlepsila do jisté miry rozpustnost ptipravenych nukleosidii v polarnim prostiedi.
Na druhou stranu komplexace testovanych latek s 3-CD jejich biologicky ucinek
nijak vyrazné neovlivnila.

V ptipad¢ antiproliferacni aktivity vici nddorové linii K562 nebyla zjiSténa zadna
odezva usloucenin 24-27, 29-31 a 33. Jistd cytotoxicita, jejiz hodnoty se
pohybovaly tésné¢ pod hranici maximalni testovné koncentrace, byla potvrzena pouze
uslouCenin 28 a 32, obé spara adamantylovym substituentem v poloze C6
a atomem chloru v poloze C2. Vysledky testovani proti druhému biologickému cili,
MV4;11, byly o néco pozitivnéj$i. Nejvyraznéjsi antiproliferacni ucinek, 12,3 uM,
byl prokdzan u nukleosidu 32, jenz ma v poloze C6 para adamantylovy substituent
s karbonylovou skupinou mezi adamantylem a benzenovym kruhem a v poloze C2
atom chloru. Druhou nejvy$§i hodnotu vykazoval pravé nukleosid 28,
s hydroxylovou skupinou mezi benzenovym jadrem a adamantylem na substituentu
v C6 a atomem chloru v poloze C2, a sice 16,6 uM. Dale proti této linii aktivné
ucinkovaly také slouceniny 26 a 29-31.
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Tabulka 2: Antiproliferani aktivita nukleosidi 24-33 proti vybranym
nadorovym liniim.

IC50 [H.M]
K562 MV4;11

24 . @Le; >25 >25
B-CD-24 >25 >25

25 - @Y@? >25 >25
B-CD-25 >25 >25

26 . @Y@f\ >25 21,8+5,6
B-CD-26 >25 24,6 +0,7

27 : >25 >25
ci Cr
B-CD-27 >25 >25

28 - @\(@? 21,4+23 16,6 + 7,6
B-CD-28 22.7+32 212+54
29 @Y@ >25 23,8+ 1,7
Cl s,
B-CD-29 >25 24.1+13
30 @Y@? >25 20,0 £ 7,1
B-CD-30 H >25 24,4409
31 i @Y@f\ >25 18,8 + 8.8
B-CD-31 >25 25,0+ 0,0
32 wif 23,4+ 0,4 12,3+3,9
B-CD-32 cl 24.4+0,8 18,5+7.8
33 >25 >25

Cl @\(@5{
B-CD-33 oH >25 >25

Pozn.: zkratky pouzitych bunéénych linii K562 — chronicka myeloidni leukemie, MV4;11 — akutni myeloidni
leukemie; >25 =25 uM — nejvyssi pouzita koncentrace

Slouéenina R R!

Ziskan¢ hodnoty jsou bohuzel mnohem vys$§i nez u ,aromatickych®
cytokininovych ribosidli, u nichz byla rovnéz testovana antiproliferacni aktivita vici
nadorovym liniim zptsobujicim onemocnéni krvetvroby.”® Zejména vedle
nejucingjSich ribosylovych forem cytokininli o-topolinu (0TR) a N6-benzyladeninu
(BAR), je rozdil celkem markantni. Hodnota ICsy oTR proti buitkdm K562 ¢ini
2,40 uM, u BAR je o néco vyssi, 5,90 uM. Piestoze pfimo vici naddorové linii
MV4;11 tyto slouCeniny testovany nebyly, vykazuji velmi vyraznou aktivitu vici
buitkam promyelocytarni leukemie (HL60) s ICso do 1 uM (Tabulka 1, str. 19).

8.2 Inhibice enzymu CKX

U jednotlivych nukleosidi byla rovnéZz testovana jejich interakce s kliCovym
enzymem katabolismu cytokinind, a to s cytokinin oxidasou/dehydrogenasou (CKX),
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konkrétné pak s genem AtCKX2, kédujicim jednu z isoforem Arabidopsis thaliana.
Jedna se o skupinu enzymu, kterd katalyzuje nevratnou degradaci cytokininl
v jediném enzymatickém kroku oxidativnim Stépenim postranniho fetézce za icelem

udrzeni homeostazy cytokininll v organismu.

94,95

Tabulka 3: Inhibi¢ni aktivita nukleosidii 24—33 proti CKX, doplnéna o rychlost

odezvy enzymu pii riiznych koncentracich.

Maximalni rychlost enzymu [%]

Slouc¢enina R R ICsy [uM]
100 pM 10 pM 1pM 0,1 pM
24 @Le; 441-10°  71,85+5,91 82,58+6,33 86,19+8,23 88,59+6,59
B-CD-24 3,51-10°  72,33+4,65 85,73+7,04 90,36+5,39 91,55+7,03
25 - W‘%’ 1,34-10°  98,99+8.75 84,39+7,74 85,97+7,72 88,95+8,27
B-CD-25 I 9,68-10°  93,44+5,98 91,1446,01 90,11+6,45 91,84+5,43
26 - W; 6,77-10*  93,43+6,72 83,57+8,80 86,18+5,96 87,81+9,24
B-CD-26 ! ©4,61-10*  87,11£5,87 90,47+6,75 90,74+5.21 86,62+4,49
27 al ©z 1,96:10°  56,91+£5,65 85,39+6,76 91,28+6,16 92,86+9,13
B-CD-27 2,01-10°  57,43+4,40 85224597 92,93+4.49 91,34+5,77
28 cl W?’ 8,58-10* 93,50+10,76 87,77+8,20 87,81+9,87 86,69+6,16
B-CD-28 T 7.21-10°  92,50+6,66 86,84+6,10 92,12+9,74 92,42+6,33
29 cl @\(@; 501-10*  89,44+6,60 86,59+8,42 85,88+6,78 86,41+7,79
B-CD-29 ! ©6,66-101  90,2246,91 91,14+5,41 90,09+4,71 89,12£10,05
30 w? 4,02-10* 87,89+13,04 85,32+6,81 87,72+7,37 87,12+6,70
H
B-CD-30 g 437-10° 87,2249.78 89,79+4.85 90,65+4,99 88.97+4 81
31 - @Y@f 1,62:10°  97,83+7,19 90,21+6,84 87,39+8,16 89,85+6,15
B-CD-31 e T 1,89-10%  82,40+9,11 92,87+4,79 91,41+4,39 93,69+7,17
32 | w?’ 3,76-10°  87,20+7,49 85,82+7,79 87,56+5,67 88,06+5,93
C

B-CD-32 g 44810 87,11+4,66 91,70+7,60 89,52+526 90,50+4,38
33 a1 wf 1,02:10°  95,09+8,58 87,69+6,49 87,10+5,89 89,21+5,92
B-CD-33 e T 4,11-10%  87,37+£5,89 94,61+5,98 93,30+5,36 92,8446,63
Incyde-F 6,42:10%  1,046,71 9,87+8,01 39,71+9,77 84,02+9,89
B-CD-Incyde-F --- 518102 0,3344,74 8,14+5,68 36,72+8,33 79,58+9.42

Testovani vici enzymu AtCKX2 bohuzel neodhalilo Zadné nové skute¢né ucinné

inhibitory (Tabulka 3). V porovnani se standardem Incyde-F (Obrazek 20), jehoz
ICsp €ini 0,06 uM (resp. 0,05 uM v komplexu s 3-CD), je aktivita naSich testovanych
purinovych nukleosidi velmi nizka. Jako nejaktivnéjSi se ukéazala modelova
slou¢enina 27 substituovanid v poloze C6 fenylovym zbytkem a atomem chloru
v poloze C2 s hodnotou IC5y = 196 uM, coz odpovida o tii fady niz§imu G¢inku, nez
je praveé ucinek zminéného standardu. Z adamantylovanych nukleosida pak vykazuje
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nejvy$si uginnost sloutenina 31 v komplexu s -CD, 189-10*> uM. V ndkolika
pfipadech mélo fedéni latek s cyklodextrinem na jejich testovanou aktivitu pozitivni
vliv a G€inek posilovalo.

Po srovnani s daty v dostupné literatufe €inil druhy nejsilnéjSi inhibi¢ni G¢inek
viuci CKX jesté analog standardu, rovné€Z na Obrazku 20, a to 1,9 uM, ktery v poloze
C2 purinového skeletu obsahuje atom chloru.”®”’

O,CH3 O/CH3
A, A,

NZ N NZ N

[ > [ >

F/k\N N CI/KN N
Incyde-F Incyde

Obrazek 20: Inhibitory enzymu CKX.
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ZAVER

Cilem ptedloZené disertani prace bylo pfipravit sérii novych 6-substituovanych
a 2,6-disubstituovanych purinovych ribonukleosidli a provést jejich biologicky
screening.

Navrzend multikrokova syntéza, kterd byla usp&sné vyzkouSena a optimalizovéana
béhem piipravy ,,modelovych® nukleosidii 24 a 27, se ukézala byt efektivni, u¢inna
a dobie reprodukovatelnd. Byly ptredptipraveny zakladni komponenty v podobé
substituentii pro obsazeni polohy C6 (sada 1-adamantyl(fenyl)amini) a vychozi latka
pro fadu nukleosidii satomem vodiku vpoloze C2 purinového kruhu
(6-chlor-9H-purin). Po n€kolika netispé$nych pokusech o syntézu guaninu, ur¢ené¢ho
coby vychozi slou¢enina pro druhou fadu nukleosidli s primarni aminoskupinou
vpoloze C2 purinu, byl pouzit 2,6-dichlor-9H-purin jiz dfive zakoupeny
z komer¢nich zdrojl. Po substituci atomu chloru v poloze C6 obou vychozich purinti
pfipravenymi primarnimi aminy byla dalSim krokem glykosylace ziskanych
purinovych derivatl, tedy implementace chranéného ribofuranosylu do polohy N9
purinového kruhu. Glykosylace byla provedena dvéma zplisoby v zavislosti
na obsazenosti polohy C2: pro ,fadu H* byla zvolena jednokrokova Hilbertova—
Johnsonova glykosylace a pro,fadu CI“ Vorbriiggenova glykosylace se
silylovanymi meziprodukty. Posledni krok k hotovym nukleosidim spocival
v odstranéni chranicich skupin z cukerného zbytku. Tato syntetickd cesta byla pak
doplnéna dal$imi modifikacemi purinové casti zahrnujicimi redukci karbonylové
skupiny u sloucenin 25, 26, 28 a 29 a nukleofilni substituci atomu chloru
3-aminopropan-1-olem v poloze C2 u nukleosidi 27-29, 32 a 33. Struktura vSech
ziskanych sloucenin byla navrZzena na zaklad¢ vysledki ziskanych pomoci béznych
spektralnich metod.

Ptipravené¢ adamantylové nukleosidy byly pouzity pro tvorbu inkluznich
komplexti s B-cyklodextrinem (B-CD) jakozto hostitelskou molekulou za ucelem
zlepsit jejich rozpustnost v polarnim prostiedi a prostudovat vliv pfitomnosti
makrocyklu na biologickou aktivitu. Biologickd aktivita tak byla zkoumana nejen
u samotnych pfipravenych sloucenin 24-33, ale také u jejich komplexti s B-CD. Byl
zjiStovan ucinek slou€enin proti dvéma typtim lidského nadorového onemocnéni,
asice vuci chronické myeloidni leukémii (K562) a akutni myeloidni leukémii
(MV4;11). Nejsilngjsi cytotoxicitu o hodnoté 12,3 uM prokazal nukleosid 28 proti
buitkam MV4;11. Latka 28 spolecné se slouceninou 32 projevily odezvu vii¢i obéma
nadorovym liniim. Obé maji zavedeny para adamantylovy substituent s oxo- nebo
hydroxylovou skupinou mezi adamantylem a benzenovym kruhem v poloze C6 a oba
obsahuji v poloze C2 atom chloru. Naproti tomu slouceniny 24, 25, 27 a 33
neucinkovaly ani na jeden z testovanych cilti. Nutno zdaraznit, ze mezi nimi byly
oba modelové nukleosidy s fenylem v poloze C6 purinového kruhu. Naopak tomu
bylo u testll na inhibici enzymu CKX, v nichz se jako neju¢innéjsi projevil praveé
modelovy nukleosid 27 s atomem chloru v poloze C2 purinového kruhu.
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Zbyvajici pripravené nukleosidy 34-38 testiim na biologickou aktivitu podrobeny
nebyly, jelikoZ se nezdafilo pfipravit je v mnozstvi nezbytném pro realizaci
strukturni analyzy 1 pro testovani biologickych u¢ink{i. V budoucnu by bylo Zadouci
piipravit tyto latky jiz optimalizovanou a ovéfenou cestou v dostateCném mnozstvi.
Jsme pifesvédCeni, Ze pritomnost zbytku 3-aminopropan-1-olu v poloze C2
purinového kruhu skyta velky potencial jak pro zlepSeni rozpustnosti, tak pro zesileni
kone¢ného biologického efektu.

Z obecného hlediska byla rozSifena fada biologicky aktivnich nukleosidl
nesoucich 1-adamantyl popsanych v kapitole 4. Piestoze vzdjemné srovnani jejich
biologickych ucink nelze objektivné provést, je ziejmé, ze na§ predpoklad
o nutnosti dodrzZet jistou vzdalenost adamantanového skeletu od purinového jadra
neni zcela nespravny. Kdyby byla rozpustnost nami ptipravenych sloucenin
ve vodném prostedi jeSté o néco lepsi, je mozné, Ze se biologické aktivita prokadze
1 u dalSich z testovanych nukleosidi.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

Ac acetyl

AIDS syndrom ziskaného selhani imunity
ALL akutni lymfocytarni leukemie

AL akutni leukemie

AR adenosinovy receptor

Bn benzyl

BOP 1-H-benztriazol-1-yloxy-tris(dimethylamino)fosfoniumhexafluor fosfat
BSA N,O-bis(trimethylsilyl)acetamid
BSTFA N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid
Bz benzoyl

CD cyklodextrin

CDK-2 cyklin-dependentni kinasa

CID kolizi indukovana disociace

CKX cytokinin oxidasa/dehydrogenasa

CL chronicka leukemie

CLL chronickd lymfocytarni leukemie

DCE dichlorethan

DCM dichlormethan

DIPEA N,N-diisopropylethylamin

DMA N,N-dimethylanilin

DMAM N,N-dimethylamin

DMF N,N-dimethylformamid

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

ECso polovi¢ni u¢inna koncentrace

ENT rovnovazny nukleosidovy transportér
ESI-MS hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci
Et ethyl

GC-MS plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
GD glykosylovy donor

GICso polovi¢ni riistova inhibi¢ni koncentrace
HAART  vysoce uc¢inné antiretroviralni terapie
HCL vlasatobunécna leukemie

HIV virus lidské imunitni nedostatecnosti

HMDS hexamethyldisilazan
HMPA hexamethylfosforamidu

ICso polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace
i-Pr isopropyl

IR infracervena spektroskopie

K, asociacni konstanta

K, vazebna afinita ligandu
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LK Lewisovy kyseliny

Me methyl

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace
MW mikrovinné zafeni

NMR nukledrni magnetickd rezonance
NRTIs inhibitory nukleosidové reverzni transkriptasy
NS neucastnici se skupina

OS odstupujici skupina

Phth ftalimid

RNA ribonukleova kyselina

TBAF tetrabutylamonium-fluorid

TCS trimethylchlorsilan

TEA triethylamin

TLC tenkovrstva chromatografie

TMSCI trimethylsilylchlorid
TMSOTf  trimethylsilyltrifluormethansulfonat

VL vychozi latka

Bunééné nadorové linie:

CEM T-lymfocytarni leukemie
Hela dé€lozniho Cipku

HL60 promyelocytarni leukemie
K562 chronicka myeloidni leukemie

MCF7 prsu
MV4;11 akutni myeloidni leukemie

Cytokininy:

iP N6-isopentenyladenin

tZ trans-zeatin

cZ cis-zeatin

mT m-topolin

oT o-topolin

pT p-topolin

BA N6-benzyladenin

K kinetin

R ,»cytokinin‘-9--D-ribofuranosid
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