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Seznam zkratek:

6-CIP 6-chlorpurin

ACN acetonitril

Bn benzyl

BnBr benzylbromid

Boc terc-butyloxykarbonyl

Boc.O di-terc-butyl-dikarbonat

BSA N,O-bis(trimetylsilyl)acetamid
CDK Cyklin-dependentni kinaza
DCE 1,2-dichlorethan

DCM dichlormethan

DMAP 4-(dimethylamino)pyridin
DMF N,N-dimethylformamid
DMSO dimethylsulfoxid

LIHMDS lithium bis(trimethylsilyl)amid
MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace
r.t. laboratorni teplota

RVO rota¢ni vakuova odparka

TFA trifluoroctova kyselina

THF tetrahydrofuran

TMS trimethylsilyl

TMSOTT trimethylsilylester trifluormethansulfonové kyseliny
Tr trityl

TrCl tritylchlorid

Ti(iPrO)4 isopropoxid titanicity

t-BuBr terc-butylbromid
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1 Uvod

Purinovy skelet je heterocyklicka sloucenina, ktera se nejcastéji vyskytuje v ptirod¢ a

Zasto se vyskytuje v celé fadé slou¢enin s prokazanymi biologickymi vlastnostmi.*

Substituované puriny, jako je adenin a guanin, nebo jejich derivaty hraji zasadni
roli v $iroké $kale funkci u Zivych druht.?® Screening purinovych derivati a jejich
biologickych aktivit vedl k otevieni jeho novych aplikaci jako terapeutickych latek a
bylo zjisténo, ze jsou ucinné jako chemoterapeutika (antivirova, antibioticka a proti
rakovinova ¢inidla).*% VyuZivaji své chemoterapeutické vlastnosti tim, Ze zptisobuji
inhibici nebo piisobi jako substraty enzymu zapojenych do metabolismu purinu. 6-
Merkaptopurin, thioguanin jsou nékteré piiklady protinadorovych 1é¢iv obsahujicich
strukturu purinu a acyklovir, ganciclovir, carbovir, abacavir jsou né¢kolika ptiklady 1é¢iv

na bézi purinti piisobicich jako antivirotika proti oparu nebo AIDS. 15

V poslednich desetiletich byly syntetizovany rizné substituované purinové
derivaty a testovany na jejich cytotoxickou aktivitu. Rané objevy rtiznych inhibitort
CDK, jako je roscovitin, olomoucin, purvanalol A (Schéma 1), a mnoho dalSich
slouenin s nimi souvisejicich byly ziskdny systematickou modifikaci purinového

skeletu.16-21

NH NH

CI/©\NH
%

o BH s
N N :

\)\ | > NH?:\ YN N~ N
HO N/kN/ N Ho\/\N)\N/ N> H )\

H )\ H \

(R)-roscovitin Olomoucin Purvalanol-A

Schéma 1 Inhibitory CDK.

Bylo pozorovano, ze vétSina purinovych derivath, které vykazuji silnou
protirakovinnou aktivitu, obsahuje aromaticky zbytek, jako je benzylamin v poloze 6, o
kterém bylo zjisténo, Ze se vaze na hydrofobni kapsu pobliz aktivniho mista CDK.?
Lécivo by mélo vykazovat cytotoxicky uinek pouze na rakovinné bunky bez ovlivnéni

normalnich bunék.%®



Je tedy obecné patrno, Ze 6,9-disubstituované a 2,6,9-trisubstituované puriny
maji velky potenciél z pohledu biologické aktivity a zejména inhibice CDK. Vyvstava
zde otazka, jaka by mohla byt biologicka aktivita podobnych derivati, které by se liSily

substituci ne v poloze N°, ale v méné obvyklé poloze N'.

Biologicka aktivita purinovych derivatii majici substituent v poloze N’ neni
dikladn¢ prozkoumand, a to pravé z divodu problematického selektivniho zavedeni
substituentu do polohy N’. Nicméné v literatufe jsou popsany biologické ucinky

nékterych z nich.

Mezi néz patii iso-Olomoucin jako kompetitivni inhibitor cdk1 a cyklin B, které

jsou zodpovédné v bunééném cyklu za ptechod z G2 faze do M faze.?*?’

NH /

NN

H

iso-Olomoucin

7-Methylxanthin jako inhibitor DNA gyrazy B u Escherichia coli (bakterie).
(gyraza - enzym dulezity pro spravny prubéh replikace DNA umoziujici zavijeni a
rozvijeni replikované DNA.) Tim zabrafiuje mnoZeni bakterii.?® Slouceniny I a II
(Tabulka 1) vykazuji vyznamnou cytotoxicitu na rakovinové bunééné linie v plicich.
Slouceniny 111 a 1V (Tabulka 1) vykazuji silnou cytotoxickou aktivitu proti vSem
testovanym rakovinnym bunéénym liniim (tlusté stfevo, leukémie, plice,

neuroblastom).?®

Tabulka 1 Cytotoxické latky

R2 RS R2 RS

=2
Iz

Pyrrolidinyl 4]

R R!
R1
| P Pyrrolidinyl OCHj; m Pyrrolidinyl| ~ 4-CF,
NN

Piperidinyl OCH v
N p y 3 N
H H
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2-Amino-7-[(1,3-dihydroxy-2-propoxy)methyl]purin  vykazuje anti-herpes virovou
aktivitu. Pokud byla sloucenina poddvana podkozné byla ucinnéj$i nez acyklovir v
modelu virus herpes simplex typu 1.3°%2 Mezi vazodilatadni 1é¢iva majici substituent
v poloze N7 purinového cyklu, ktera vyvolavaji vazodilataci krevniho fecisté (rozsifeni

cév) patii etofylin.®®

Z pohledu substituce, a tim 1 ovlivnéni biologické aktivity, mize byt zajimavé
piipravit vyse zminéné biologicky uc¢inné purinové derivaty (olomoucin, roscovitin,
bohemin, purvalanol A) lisici se pozici substituentu v poloze N’ (Schéma 2). P¥iprava
N’-substituovanych purinii neni bez komplikaci. Existuji metody, jak toho dosahnout.
Tyto metody ale nejsou obecné. Selektivné umoziiuji zavést pouze urcité skupiny
substituentti do zmin&né polohy. Terc-butylovy substituent v poloze N’, kterému se
chceme vénovat, neni v purinové chemii doposud dobie popsan. Ukolem bude nalézt a
propracovat metodu, kterd toto umozinuje a nasledné pripravit 2,6- resp. 6-substituované
derivaty purinu s terc-butylovym zbytkem v poloze N’ a vysledné slou¢eniny otestovat
na cytotoxickou Uc¢innost fady leukemickych a nadorovych linii a aktivitu CDK. Z toho
divodu se reSerSni Cast ze zaCatku zabyva cyklin dependentnimi kinidzami, jejich
inhibitory a biologickymi ucinky. Dal§i kapitoly se veénuji samotné piipraveé

N’-substituovanym derivatim purinu doposud znamych v literatuie.

cl cl §L R % R %
0 = TS — O — 1
—_— / V
X)\N/ H S X)\N/ N X)\N/ N RZJ\N/ N
Vv Vil IX

W1
X =H,Cl R'=OR, SR, NHR, CR R2 = NHR

Schéma 2 Princip ptipravy cilovych slou¢enin.
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2 Teoreticka ¢ast

Vzhledem k zaméfeni bakalarské prace, kterd si klade za cil chemickou modifikaci
zndmych purinovych inhibitort CDK (bohemin, olomoucin, roskovitin, purvalanol) v
poloze N’ terc-butylovou skupinou, je tato hlavni kapitola rozdélena na dvé &asti. Prvni
¢ast je veénovana stru¢né chemii a biochemii zminénym 2,6,9-trisubstituovanym
purinim a charakteristikou cyklin dependentnich kindz. Druhd cast je zaméfena na

obecné metody piipravy N’-substituovanych purind.

2.1 Charakteristika CDK a 2,6,9-trisubstituované purinové
inhibitory

V této podkapitole je nejprve podan piehled o cyklin dependentnich kindzach a poté o

biochemii a struéném syntetickém piistupu nejznaméjsich purinovych inhibitorid CDK,

které slouzily jako ptedlohy pro jejich modifikaci, majici v poloze 2 a 6 substituent

navazany pres atom dusiku a substituent v poloze N° purinového skeletu.
2.1.1 Cyklin dependentni kinaza

Cyklus déleni bunék je fizen cyklin dependentnimi kindzami (Cdk), které sestavaji z
katalytické podjednotky (cdk1-cdk®) a regulacni podjednotky (cyklin A-H). Cdk2, ktery
reguluje fazovy piechod bunécéného cyklu G1/S a replikaci DNA, sestavd ze dvou
domén, menSi N-terminalni domény a vétsi C-terminalni domény, ATP a vSechny

inhibitory se vdZou mezi ob& domény.3

12



Obrazek 1 Kabschiiv-Sanderiv model struktury komplexu ATP-cdk2. N a C konce proteinu
jsou oznaceny N a C; Molekula ATP je znazornéna s koordinovanym iontem
Mg?*. C-terminalni doména sestdva primarné z o-helixi (valc) a N-terminalni

doména sestava prevazné z B-listd (stuhy). **

Holoenzymy cyklin dependentnich kinaz se skladaji z katalytické podjednotky,
Cdk a regula¢ni podjednotky, cyklini. Charakteristickym znakem cyklin dependentnich
kinaz je, ze jsou neaktivni ve své monomerni form¢é a pro aktivaci vyzaduji spojeni s
pozadovanym cyklinovym partnerem. Tento zptsob regulace ma dva hlavni dtsledky

pro funkci Cdk.

Za prvé, nacasovani aktivace Cdk muze byt fizeno nacasovanim exprese

konkrétni cyklinové podjednotky.

Za druhé, cykliny mohou také pfispivat k substratové specificité konkrétni
katalytické podjednotky t&snym spojenim se substraty. Casova aktivace konkrétnich
Cdk podjednotek prostfednictvim zmén v mnozstvi ur¢itych partnert cyklinu je tedy

fyzicky spojena s vybérem substratu, ¢imz se poskytuje zéklad specificity kinazy.

Tyto regulacni rysy, 1 kdyz jsou centrdlni pro fizeni bunécného cyklu, nejsou v
zadném piipadé omezeny na tento proces. Strukturdlni a regula¢ni ramec Cdks byl
pouzit v mnoha procesech mimo kontrolu bunécného déleni, véetné transkripce, opravy
DNA a post mitotickych procest. I kdyz na¢asovani aktivace Cdk mize byt dostate¢né
nacasovanim vazby cyklint, k zajisténi dal§ich trovni kontroly se pouziva fada

13



odlisnych regulacnich drah. Mezi né patii fosforylace, navazani inhibitorti, regulované

sestavovani holoenzymi.3%38

2.1.2 Klasifikace cyklin dependentnich kinaz

Pucici a Stépici se kvasinky slouzi jako dilezité genetické systémy pro pochopeni
regulace a funkce Cdk. Tyto organismy pouzivaji primarné¢ jednu Cdk podjednotku
(Cdc28 v Saccharomyces cerevisiae a Cdkl (znamy také jako Cdc2) v
Schizosaccharomyces pombe) k provadéni vSech hlavnich krokt cyklu bunééného
déleni (Obrazek 2).%” Pro dosazeni dasové kontroly udalosti bunééného cyklu, odliiné
cyklinové podjednotky jsou syntetizovany ve specifickych fazich bunééného cyklu a
tyto cykliny davaji Cdk odlisnou substratovou specificitu. V pucicich kvasnicich
koordinuji tfi ¢astecné zbytecné G1 cykliny (Clnl, Cln2 a ClIn3) procesy puceni a
zdvojeni pdlového téliska vietene a jsou zodpoveédné za udalosti vedouci k aktivaci
primarni S-fazové Cdk, Cdc28 spojené s typem B cykliny Clb5 nebo Clb6. Ctyfi dalsi
cykliny B typu (Clbs1-4) koordinuji pozdni S-fazové a mitotické procesy.

vvvvvv

Cdk. V sav¢ich burikach je 5 riznych Cdk podjednotek [Cdk1 (znamy také jako Cdc2),
Cdk2, Cdk3, Cdk4 a Cdk6] a 10 raznych cyklinovych podjednotek [Al, A2, A3, B1,
B2, D1, D2, D3, El, E2, a F] ptimo pfispivajicich k procesu bunééného déleni. Tyto
hlavni typy cyklint se vyskytuji od C. elegant (Had’atko obecné) po savce, ale u savcl
ma kazdy typ cyklinu (s moznou vyjimkou cyklinu F) vice podtypt. U nékterych tiid
cyklini (napt. Cyklinti typu D) se predpokladd, ze kazdy podtyp funguje do znacné
miry rovnocenng, ale je pouzivan tkanové specifickymi zptisoby.3**° Kromé toho miize
cyklin B1 kompenzovat ztratu cyklinu B2 ve vyvoji my$i, coz znamena, ze cyklin Bl
muze zacilit Cdkl na substraty cyklinu B2. Distribuce riznych Cdk komplexti béhem

bunééného cyklu u savcl je znazornéna na obrazku.

Cykliny D-typu interaguji prednostné s Cdk4 a Cdk6 a tyto komplexy funguji
primarné béhem faze G1 bunééného cyklu. Syntéza a stabilita cyklinu typu D jsou
fizeny hladinami riistového faktoru a aktivace cyklin kindz typu D je limitujici rychlost
v progresi G1 ve fibroblastech. Cykliny typu E vytvéieji aktivni komplexy s Cdk2 a
hojnost téchto komplexti vrcholi béhem ptfechodu Gl / S. Cyklin E a Cdk2 jsou
skute€né nutné pro zahajeni replikace DNA (Obrazek 2). Cyklin A miZe tvofit
komplexy s Cdkl a Cdk2 bé&hem fazi S a G2 a tyto komplexy hraji pozitivni roli pfi

14



replikaci a pribéhu G2. Cykliny typu B tvoii komplexy s Cdkl béhem G2 a tyto

komplexy koordinuji mnoho udélosti pottebnych pro mitozu, 384142

Cell Cycle Cdks

H. sapiens 5. cerevisiae

Go
Muopgen-dependent

Cyel) .
s cell cycle entry

H
®

DMA replication and
cemtrosame duplication

(=]

Budding., spindle pole duplicatbon.
activation of §-phase Cdks

DMA replication DA replication

,.‘
o

‘Ibi-4 Mitosis

P I y
o =

] ‘& ‘&
o U -—

Milosis

Cidk activation Cadk activation

03

Crck

Obrazek 2 Funkce cyklin dependentnich kindz v bunééném cyklu. %
2.1.3 Inhibitory s purinovym skeletem

V 80. Letech byl casto pouzivan jako ,nespecificky inhibitor kindzy* 6-
dimethylaminopurin (6-DMAP) (Obrazek 3). 6-DMAP byl ptivodné objeven Lionelem
Rebhunem jako analog puromycinu, ktery na rozdil od pivodni struktury nebyl schopen
inhibovat syntézu proteinu, av§ak 6-DMAP siln¢ inhiboval mitézu embrya moiského
jezka.*® Mechanismus ptisobeni 6-DMAP na déleni bunék zistal tajemstvim, dokud
nebyly objeveny jeho inhibi¢ni vlastnosti na fosforylaci specifické pro M-fazi a histon
H1 kinazu.*** Utinek byl potvrzen v &asnych skriningovych testech a hodnota IC50
byla stanovena na 120 uM. Pii screeningu nékolika souvisejicich purind, bylo zjisténo,
7e isopentenyladenin (Obrazek 3) byl o néco aktivnéjsi (IC50: 55 uM).*® Bohuzel obé
slouceniny byly malo zajimavé kvuli jejich Spatné selektivité. Isopentenyladenin je
Siroce studovany rostlinny hormon (cytokinin), a to byl divod pocatecniho kontaktu s
Jaroslavem Veselym a Miroslavem Strnadem. Jaroslav Vesely otestoval vSechny
dostupné analogy isopentenyladeninu a dal$i substituované puriny na CDK1 / cyklin B.
Vysledky zastaly frustrujici az do objeveni mirn€¢ aktivniho inhibitoru, 2
hydroxyethylamino-6-benzylamino- 9-methylpurin (Obrazek 3), ktery byl pojmenovan
jako olomoucin (z Olomouce, domov univerzity Palackého v Ceské republice).*” Dva
rysy byly zvlasté zajimavé u olomoucinu, zlepSena téinnost (IC50: 7 uM) na rozdil od

6-DMAP a isopentenyladeninu, neocekévané selektivity pro CDK a v mensi mife pro
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MAP kinédzy. To bylo jasné proti (tehdej$§imu) soucasnému dogmatu, které uvadélo, ze
by nikdy nebyla ziskana selektivita s inhibitory zaméfenymi na ATP vazajici usek
kin4z. Bylo zjisténo, Ze Olomoucin inhibuje CDK1 a soutézi s vazbou ATP na enzym.
Studie strukturni aktivity s 81 puriny ukdazala, Ze inhibicni vlastnosti kinazy byly
omezeny na 2,6,9-trisubstituovanou purinovou podskupinu.*®

o O Sales

OH OH
6-dimethylaminopurine isopentenyladenine olomoucine (R)-roscovitine
(120 uM) (55 uM) (7 uM) (0.45 uM)

o, A QA @

ﬁ% “r& t&

purvalanol A purvalanol B aminopurvalanol MDL 108,522
(0.004 uM) (0.006 pM) (0.033 uM) (0.190 uM)

5 i Cﬁif*l%

HN™ N N
OL-567 NU2058 NU6102 H717
0.23 pM) (5 uM) O=?=0 (0.010 pM) HoN (0.052 uM)
NH;

Obrazek 3 Derivaty purinti inhibujicich CDK. Pod kazdou slouceninou jsou uvedeny hodnoty

IC50 pro CDK1 / cyklin B. *
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2.1.4 Vztah bunééného cyklu s cyklin dependentnimi kindzami

Progrese bunécného cyklu je fizena aktivaci a inhibici bunéénych faktord. Rovnovéha
mezi témito pozitivné a negativné pusobicimi regulatory zaruCuje spravnou progresi
bunécného cyklu v normalnich bunkéch a usnadnuje bunécnou reakci na riizné stresové
podnéty. ZvySena aktivita pozitivnich regulatorit bunécného cyklu v rakovinnych
bunkach je Casto doprovadzena ztratou nebo inaktivaci inhibitor cyklin-dependentnich
kinaz (CDK). Suplementace bunécnych inhibitort CDK farmakologickymi protéjsky je
velmi slibnou terapeutickou moznosti. Vytvorené farmakologické inhibitory CDK patii

do ruznych tfid sloucenin a vykazuji rizné CDK inhibi¢ni vlastnosti.

Postup v bunééném cyklu je regulovan pozitivnimi a negativnimi faktory. Kazda
faze bunécného cyklu je regulovana prostfednictvim komplext skladajicich se z cyklin-

dependentnich kinaz (CDK) a jejich regula¢nich podjednotek nazyvanych cykliny.*°
2.1.5 Bunééné ucinky 2,6,9 - trisubstituovanych purini
Inhibi¢ni puriny CDK maji ¢tyti hlavni G¢inky:

Nejprve dobie inhibuji proliferaci vedouci k zastaveni bun&¢ného cyklu v Gl
nebo G2 fazi, v zavislosti na modelu a podminkéch. Tyto antiproliferativni u¢inky jsou

v podstaté zptisobeny inhibici CDK2 a CDK1.%

Za druhé, vyvolavaji apoptézu v mitotickych buiikach, obvykle kdyz jsou v
kombinaci s dalsim inhibitorem. Napiiklad bylo zjist€éno, Ze roscovitin a olomoucin
synergizuji s inhibitorem farnesyltransferdza a vyvoldvaji apoptézu lidskych
rakovinnych bunécnych linii. Tato situace byla také ilustrovana purvalanolem A a
taxolem. Mikrotubularni stabilizace taxolem nasledovana inhibici CDK1 purvalanolem
A vedla k masivni apoptoze v  Hela buinkach (HelLa je buné¢na
linie lidskych epitelialnich bun€k. Jedna se o nadorové bunky. Buiky Hela jsou
nesmrtelna  bunéna linie, to znamena, Ze¢ se mohou neustadle mnozit.
Nepodléhaji Hayflickovu limitu, ktery zplsobi po né€kolika desitkach déleni odumfeni
bunék =z divodu zkracenych telomer. Tento limit Hela bunky obchazi
aktivaci telomeraz, enzymu, které jsou schopné zpétné prodlouzit telomery). Lécba
samotnym taxolem nebo purvalanolem A a spolecna 1écba obéma, ale v opacném potadi
(purvalanol A nasledovany taxolem), byly neucinné, coz prokézalo plsobivou

uspotadanou spolupraci mezi obéma léky .52
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Za tfeti vyvoldvaji diferenciaci v né€kolika modelech. Napftiklad in vitro
diferenciace mySich erytro-leukemickych bunék byla vyvolana kombinovanou
sekven¢ni inhibici CDK2 (s roscovitinem) a CDK6 (nikoli CDK4) (s p16). Opacna

sekvence inhibice byla neti¢inna.>

Za ctvrté, také chrani bunky ptfed apoptézou pomoci mechanismu, které jesté
nebyly identifikovany. Piiklady kdy purinové inhibitory CDK zabranuji apoptdze
vyvolané cAMP v leukemickych bunkéach potkana, apoptéze vyvolané etoposidem ve

fibroblastech potkana, a HIV vyvolané bun&né smrti v HIV vytvofeném syncytiu.>*

2.1.6 Synteticky pristup k 2,6,9-trisubstituovanym purinim

Z uvodu Bc. prace bylo patrné, ze 6,9-di ale zejména 2,6,9-trisubstituované puriny
obsahujici v polohdch 2 a 6 substituenty navdzané pies dusikovy atom, mezi néz
bohemin, olomoucin, roskovitin a purvalanol A patii, vykazuji vysokou G¢innost na
inhibici CDK. Existuje nékolik zpisobi, jak je lze obecné pripravit. NejCastéji se
vychazi z 6-chorpurinu (pro pfipravu 2,9-disubstituovanych purini) nebo z
2,6-dichlorpurinu. Zminéné slouceniny se pak pfipravuji postupnou substituci s tim, ze

se vyuziva rozdilné reaktivity atomi chloru.

V piipad¢é 6,9-disubstituovanych purini se nejcastéji nejprve zavede alkylaci
uhlovodikovy zbytek do polohy N° a nasledné se substituuje atom chloru v poloze 6.
Nezadouci N'-izomer vznikly vprvnim kroku se odstrani po druhém kroku

chromatograficky.?! Piiklad viz. schéma 3.

¢l CHal, (Bu)4OH, CH,Cl, )\/E R'NH,, TEA, n-BuOH )i
XN . A\ .
k 7 LY L

N \
RT 90-110 °C
N CH, xi  CHs

+ N7-izomer

X
Schéma 3 Priklad syntézy 6,9-disubstituovanych purint.

2,6,9-Trisubstituované puriny s alkylovymi substituenty vazané na dusik se daji
z 2,6-dichlorpurinu piipravit nékolika klasickymi modifikacemi (viz. schéma 4).2
Nejcastéji se Sy reakci substituuje reaktivnéjsi chlor v poloze 6, posléze za drsnéjSich
podminek v poloze 2 a nakonec alkylacni reakci se substituuje atom dusiku v poloze 9.
Jina modifikace predstavuje alkylaci na atomu N° piipraveného 2-chlor-
6-alkylaminopurinu a nakonec substituce atomu chloru v poloze 2.
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cl R! R R!

NH NH NH
N 1 2 RNH,
N‘ X \ R'NH,, TEA, n-BuOH NN R?X KiCO; DMSO | AN Y
Cl)\N/ N P > M 7 155-160 °C P )
H 110 °C c NN xy  RT c”>N" N HNT N7 N
X R2 D R2
3 xv R XVI
R°NH, | 155-160 °C
R
R! NH
NH , N
R2X, (Bu),OH, CH,Cl, N
N N\> e )‘\ _ \>
A A HNTONT TN
HN3 NN R3 R
R Xvii
XV

Schéma 4 Obecny piistup k syntéze 2,6,9-trisubstituovanych purinti.

Problematicky prvni krok zahrnujici nejprve alkylaci 2,6-dichlorpurinu do
polohy N°, kdy vznika smés izomeri N’/N°® byl pozdéji modifikovan u nékterych
derivati (roscovitin®) alkylaci isopropylalkoholem pomoci Mitsunobu reakci na N°,
tohoto kli¢ového meziproduktu pouzival isopropylhalogenid jako alkyla¢ni ¢inidlo, ale
nevyhodou této metody byla zminéna Spatni regioselektivita jako znaéné mnoZzstvi
vedlejsiho produktu, coZ je N'-izomer, ktery byl také vytvofen. Surovy produkt musi
byt ¢istén vicenasobnou krystalizaci nebo sloupcovou chromatografii. Metoda navic
pouziva toxicky a kancerogenni isopropylhalogenid. Z tohoto divodu se pouziva
Mitsunobu alkylacni reakce, pfi které se jako alkylacni €inidlo pouZiva isopropanol
(Schéma 5). Reakéni teplota byla udrzovana v rozmezi 20-25 °C, aby se
minimalizovala tvorba nezadouciho N’-izomeru, na rozdil od Weibing Lu®, ktery
proved! alkylaci pti 70 °C. Bylo zjisténo, Ze regioselektivita alkylace se snizovala se
zvySovanim reak¢ni teploty. Tato metoda probihala velmi hladce a ve srovnani s

halogenidovou metodou byla mnohem regioselektivnéjsi.

Druhym  krokem vedouci k pfipravé  2-chlor-6N-substituovanych-9-
isopropylpurind, je nukleofilni substituce v poloze purinu C® aminy. Reakce je
provadéna v n-propanolu a jako pomocna baze je pouzit N,N-diisopropyl-N-ethylamin
(Hunigova baze). Reak¢ni teplota je udrZzovana v rozmezi 80-100 °C (Schéma 5).
Reakéni doba se pohybuje od 3 do 6 hodin, v zavislosti na reak¢ni teploté a aminové
reaktivité. Surové meziprodukty se v pripadé potieby Cisti krystalizaci z isopropanolu.

VytézKky jsou ve vsech ptipadech uspokojivé (70-85 %).

Posledni krok je proveden diive popsanou metodou. Vhodny amin pro substituci
Sn2 na C? byl pouzit v prebytku (5-20 ekv.) (Schéma 5). Reakéni teplota byla
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udrzovana na 150-160 °C (uzaviena zkumavka) a reakcni doba se pohybovala od

nékolika hodin v piipadé reaktivnich amind (v§echny C2-derivéty roskovitinu) do 72

hodin v piipadech méné reaktivnich stericky branénych aminoalkoholi.®’

cl Cl
N7 N\ isopropanol NTX N\ RTNH,
P ) A7 ) ]
c” NN _II?E?:P, tDlAD CI” N N>/ Et;N/n-PrOH
. T °
Xl XIX 207C
]
RoNH RINH
NN R2NH,

Y
z
/

z

N
| N \
Cl)\N/ N)/ 160 oC R%N)l\N/ N>
H )/

XX XXI

Schéma 5 Ptiklad ptipravy 2,6,9-trisubstituovaného purinu za pouziti Mitsunobu reakce majici

v poloze N° isopropyl.

V literatufe je mozné nalézt i typy syntéz vychazejici z jinych vychozich latek
nez z2,6-dichlorpurinu. Jako ptfiklad je zde uvedena syntéza Olomoucinu

z 9-methylguaninu: Schéma 6 *°

o 1. BOP, DBU, BnNH, DMF/DMSO, RT
N 2. TBSOCH,CHO, HOAc, NaBH5;CN
HN \ .
PR S - Olomoucin
H,N” "N N
CHj,
XXl

Schéma 6 Priprava Olomoucinu.
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2.2 Synteticky pristup k 7-substituovanym puriniim
Nyni budou struéné wuvedeny doposud zndmé metody umoziujici piipravu

N’-substituovanych purini
2.2.1 Metoda primé alkylace

Pro syntézu N’-substituovanych purini lze vyuzit pfimou alkylaci, kdy reaguje
pfislusny purin s halogena¢nim ¢inidlem v pfitomnosti baze jako je napf. uhli¢itan
draselny nebo hydrid sodny. Jako rozpoustédlo se nejcastéji vyuzivaji poldrni
rozpoustédla jako nejcastéji aceton, DMF nebo DMSO. Touto reakci vznika smeés
izomeri, a to N’ a N°® izomeri s vyraznou pfevahou N° izomeru (Schéma 7). Tato
metoda je vSak omezena na primarni a sekundarni halogenidy. Alkylaci podléhaji
snadn&ji substituované puriny, jako jsou napiiklad guanin, adenin a halogen purin.?®¢-
61 Piikladd, kdy se alkyluje 6 resp. 2,6-dichlorpurin alkyla¢nimi ¢inidly za vzniku smési
izomeru N7 a predominujiciho N° Ize v literatufe najit celou fadu. Pro p¥ipravu &istych

N’ izomer@i véts§inou nezbyva, néz smés nékdy velmi pracné délit chromatografickou

separaci.
of Cl / Cl
NTX—N Mel N )ﬁi N NTX—N
\ > + \
l)IN> K,COx ( N/> lN/ N>
N" H DMSO N \
X XX XI

Cl

cl | cl B/
N N \( NJ?:N NTX N
')I \ - . \
A N> KoCOg Cl)l\N/ N/> Cl)l\N/ N>

™ N DM )\
XXIV XIX

X
Schéma 7 Priklady alkyla¢nich reakci chlorpurini.

Z teorie kineticky a termodynamicky fizené reakce, kdy kineticky produkt je ten,
ktery vznika nejrychleji a za niz8i teploty. Produkt, ktery rychle vznikd, se pomalu
pfeménuje na izomer pievladajici za rovnovaznych podminek. S rostouci teplotou se
izomerizace urychluje. Obvykle je kineticky produkt mén¢ termodynamicky staly. Za

termodynamicky produkt miZeme povazovat takovy, ktery pfevazuje v rovnovazné
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smési. Z této teorie miizeme N’ izomer oznacit jako produkt kineticky a N° izomer jako

produkt termodynamicky.®2

2.2.2 Priprava pres N° chranéné 7,8-dihydropuriny
Piim4 alkylace purinovych bazi nejéast&ji miii k tvorbé jak N’, tak N°® isomerti. Z toho
divodu byla popsana lepsi metoda zahrnujici do¢asnou ochranu polohy N° pomoci

),638485 redukci imidazolového cyklu a néslednou

ochrannych skupin (Boc, trityl, benzyl
selektivni alkylaci do polohy N’ spojenou s deprotekci a oxidaci. Coz umoziiuje

naslednou syntézu N’ substituovaného izomeru bez tvorby N° izomeru.

Vyvoj zminéné spolehlivé a selektivni syntézy N’-substituovanych purini
nejprve vedl k syntéze N’-alkyl-6-halo a N’-alkyl-2,6-dihalopurint jejiz podstatou byla
reakce 9-trityl(resp. benzyl)ovanych-7,8-dihydropurini s alkylhalogenidem v
pfitomnosti baze.®® Jednim problémem v popsaném postupu bylo to, Ze roztoky
9-benzyl-6-chlor-7,8-dihydropurinu a 6-chlor-9-trityl-7,8-dihydropurinu se projevily
nachylnosti ke spontanni oxidaci na odpovidajici puriny v pfitomnost vzduchu. Jelikoz
je znamo, ze 7,8-dihydropuriny majici substituenty odebirajici elektrony v polohach 2, 6
nebo 8 jsou odolngjsi na oxidaci, bylo ptedpovézeno, Ze zavedeni skupin odebirajicich
elektrony do polohy N° 7,8-dihydropurinu by mohlo zmensit hustotu elektrond, a tak
zvetsit celkovou stabilitu 7,8-dihydropurind i vici oxidaci. Z toho divodu byla zvolena
ochranné skupina Boc. Ta je kvantitativné navazana do polohy N° a je lehce stépitelna
Vv kyselém prostedi. V reakénim schéma 8 je vidét 6-chlorpurin, kterému je zavedena
ochranna skupina Boc do polohy N° a nasledné je pieveden redukci na kli¢ovy 7,8-

dihydropurin XXV1.%4

of of o
NN Boc,0 NN THF-BH NN
(O oSty mees S

N“TN DMAP NT N NE N

x S oS
XXV XXVI

Schéma 8 Pouziti chranici skupiny Boc.

Deprotonace dihydropurinu  XXVI byla provedena pomoci LiHMDS
V bezvodém roztoku THF a DMF pii -78 °C. Poté bylo ptfidano alkyla¢niho ¢inidlo a
smés byla zahtata na laboratorni teplotu, coz vedlo k tvorbé alkylovaného produktu

v poloze N7 XXVII (Schéma 9). Chranici skupina Boc byla nasledné snadno odstépena
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pomoci Kyseliny trifluoroctové v dichlormethanu a obdrzeny N-substituovany purin
XXV byl nasledné bez ¢isténi oxidovan pomoci Mn0> ve stejném rozpoustédle. Tuto
metodu lze vyuZit pro zavedeni primarnich a sekundarnich alkyli, kdy se vytézky N’

izomeri pohybuji v rozmezi 65-91 %.

Cl . Cl R Cl R
H 1. LIHMDS /
NN N DME N7 N> 1. TFA, CH,CI, _ X N>
—> _—
k 2. RX k N 2. MnOz, CHZC|2 k
4»‘0 C%&\O XXV
)v /\§ R = prim., sec. alkyl

XXVI XXVII
Schéma 9 Alkylace a odstépeni Boc.

2.2.3 Alkylace purinii za pouziti Grignardovych Cinidel

Dalsi metoda, ktera by mohla spiSe spadat i do kapitoly pifimych alkylaci alkyla¢nimi
¢inidly, je za pouziti Grignardovych sloucenin. Tyto slouceniny zde maji funkci jako
baze, ale svymi komplexacnimi vlastnosti umoznuji navic i selektivnéjsi substituci do

polohy N’, na rozdil od klasickych bazi, kde je situace opaéna. (viz. kapitola 2.2.1).

Metoda vedouci k piipravé N’ substituovanych purinti za pouziti Grignardovych
¢inidel byla vyvinuta z déivodu potiebného vysokého mnozstvi N’-methyl-6-chlorpurinu
pro in vivo studie. Mozny zptsob, jak tuto latku pfipravit byl takovy, ktery vyuZival jiz
zminovany zpusob redukce/oxidace s vyuzitim protekce/deprotekce (viz. kapitola 2.2.2).
JelikoZ bylo potieba tuto syntézu urychlit a zjednodusit, tak byly hledany podminky pro
zménu selektivity, podporujici alkylaci do polohy N”. Bylo nalezeno, Ze deprotonaci 6-
chlorpurinu pomoci i-PrMgCI-LiCl a poté alkylaci methyljodidem byl ziskan chtény

regioizomer se selektivitou 9:1 ve prospéch N’ polohy (Schéma 10).

Cl Cl
N 1.i-PrMgCI-LiCl, THF, rt N NN
N~ \ - ) 't N A >+ t \>
§ v : WP ZN
— 2. Mel, 70 °C “~N N

N~ N N \

H 9 : 1

X XX X

Schéma 10 Pouziti Grignardovych ¢inidel.

Pouzitim i-PrMgCl, ktery se nenachazi v komplexu s LIiCl byla vylepsena
selektivita N’/N°® na 99:1 (Schéma 10), s dobrou konverzi za laboratorni teploty. Diky
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tomuto zjisténi byl testovan MeMgCl, ktery reagoval sobdobnou selektivitou a
vykazoval lepsi vytézky. Zménénim Grignardova cinidla z chloridu na bromid nebo
jodid, se prudce snizila konverze a selektivita (schéma 11). Tato metoda byla popsana

spise pro zavedeni reaktivngjsich primarnich alkylhalogenidii.®®

Cl 1. baze (1,1 ekv.) a Cl
NN N\ 2. THF, rt, 30 min. N N +N| A N\>
L > 3. Mel, (3ekv.), rt, 16 hod. [ _ D kN/ N

N~ N N~ N \

H
X XX Xl
baze konverze N7 / N9

i-PrMgCl-LiCl 64 25:1
s-BuMgCl-LiCl 50 26:1
TMPMgCI-LiCl 50 15:1
i-PrMgCl 65 >99:1
MeMgCl 73 >99:1
MeMgBr <5 21:1
MeMgl <5 20:1
TMPMgCl 65 72:1

2.2.4 Schéma 11 Reak¢ni schéma a screening bazi pro methylaci 6-
chlorpurinu.Cykliza¢ni metody vedouci k piipravé 7-
substituovanych purini

Jednou z metod vedouci k jednoznaéné piipravé N7 substituovaného purinu je piiprava

vhodné substituovaného pyrimidinového nebo imidazolového prekurzoru, u kterého se

nasledn¢ uzavira imidazolovy ¢i pyrimidinovy skelet.

2.2.4.1 Priprava 7-substituovanych purini uzavérem imidazolového cyklu

(pyrimidinové prekurzory)

Byla vyvinuta syntéza pro tento typ sloucenin, ktera ma, zda se, §ir$i uplatnéni. Tato
metoda je zalozena na alkylaci pfislusnych N-(4-amino-5-pyrimidinyl)formamida
alkylhalogenidem v uhli¢itanu draselném v N,N-dimethylformamidu jako rozpoustédle,
které se osvédc¢ilo v mnoha jinych alkylacich. Uzavér imidazolového cyklu

pfipravenych pyrimidinovych prekurzort je pak proveden formamidem.

Jako konkrétni piiklad je uvedena reakce vedouci k N’-benzylovanému purinu
XXXI. Tato reakce se nejprve aplikovala na 5-pyrimidinylformamid XXIX

(Schéma 12) a benzylchlorid pfi laboratorni teploté, ¢imz se ziska dobry vytézek

24



5-pyrimidinylbenzylformamid XXX (Schéma 12). Cyklizace této slouceniny na

6,7-substituovany purin XXXI (Schéma 12) byla provedena zahiatim ve formamidu.®’

@ CI (P EP
O é \/© formamid, T I //®
N ’
)\/E ~ N, Nd|methylformam|d )\/E N N>
I\ K2003 “\N/ N/

XXIX XXX XXXI

Schéma 12 Priklad uzavieni imidazolového cyklu.
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bylo nutné ptipravit pozadované S-pyrimidinylformamidy XXXIIIl. Ty se ptipravily
formylacni reakci slouc¢eniny XXXII v 98 % kyseliné mravenci pii laboratorni teploté

(Schéma 13).%’

Cl cl
0
NZ>N2 HeooH NN
BN S N
NS NS
X7 N7 ONH, X7 N7 ONH,
XXXII XXXl
X=H,Cl

: C' N O

H
N*= N\¢O N= N\¢O + N™ N
| | P
PN > BN X~ N7 N
X" "N” "NH, N, N-dimethylformamid X" N 'NH;
K,CO35
XXX XXXIV XXXV
X=H,Cl

Schéma 13 Priklad uzavieni imidazolového cyklu.

Alkylace 5-pyrimidinylformamidi XXXI11 s benzylchloridem (Schéma 13) byla
ponechéna probihat tfi dny pfi laboratorni teploté. Na konci doslo k alkylaci formamidu
XXXI1 s naslednou castecnou cyklizaci na purin XXXV. Slouc¢enina XXXIV, tak

slougenina XXXV (Schéma 13) byly izolovany ze smési.®’

Podobny princip této metody se pouZivd i na piipravu problematickych N°-
izomerd, jako je napftiklad zavedeni terciarniho zbytku u 9-terc-butyl-6-chlor-9H-purinu
(Schéma 14).%8
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cl butanol, ¢l HC(OEt);
NTXyNH2 - EteN N VH2  EtsogH
k k k
cl >< N
NH, H
XXXVI XXXVII xxxvm

Schéma 14 Zavedeni terciarniho zbytku.

2.2.4.2 Priprava 7-substituovanych purini uzavérem pyrimidinového cyklu

(imidazolové prekurzory)

Jako ptiklad tohoto principu je uvedena syntéza 7-methylhypoxanthinu XLI, ktery byl
pfipraven z 4-aminoimidazolkarboxamidu XL s naslednym uzavérem pyrimidinového
cyklu formamidem. Chlorace 7-methylhypoxantinu XLI poskytla 7-methyl-6-
chlorpurin XXI11 (Schéma 15), ktery lze pouzit pro dalsi substituce.

Piislusny 4-aminoimidazolkarboxamid XL Ize pfipravit z nitrilu XXXIX
katalytickou redukci s Raneyovym niklem. 4-Aminoimidazolkarboxamid XL byl
izolovan jako hydrochlorid a tento produkt po zahtati s formamidem poskytl 7-
methylhypoxanthin (Schéma 15). Chlorace 7-methylhypoxanthinu s oxychloridem

fosforeénym poskytla 7-methyl-6-chlorpurin XXI111.%° Prib&h reakce je zndzornén ve

schématu 15.

H OH |
B | H N/C\\O / /
N=C \N» H,SO, K_7 2 NQ\ N> POCl, N)jN>
S > V2 > | /

Ni (H 7 k Pz
O,N N ( ) NP PN

XXXIX XL XLI XX

Schéma 15 Priklad uzavieni pyrimidinového cyklu.

Jako dalsi ptiklad pfipravy 7-substituovanych purint uzavérem pyrimidinového
cyklu je uvedena reakce vedouci k 7-benzyl-2-substituovanému adeninu XLIV, ktery
lze piipravit z 4-aminoimidazolnitrilu XLII reakci s methyl-pentanoatem a kyselinou
mravenci v bezvodém prostiedi za vzniku 4-substituovaného imidazolu XLIII. Ziskana
sloucenina se pak cyklizuje na 7-benzyl-2-substituovany adenin XLIV reakci

s amoniakem (Schéma 16).”
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Lot P

7 NH3 N \ N
\3»7 /

N HCOOH
XLII XLl XLIV

Schéma 16 Priklad uzavieni pyrimidinového cyklu.

2.2.5 Silyla¢ni metoda

Jedna se o metodu, kterd se pouziva v purinové chemii pievazné k zavedeni glykosylt

do polohy N°, ale i do polohy N”.

Jako prvni vyuzil silylované purinové baze Birkofer.”t Jednalo se o reakci
1-halogensacharidu a silylovaného purinového derivatu (2,6-dihydroxy-7,9-dihydro-8H-
purin-8-on), kde jako katalyzator byly pouzity organortutnaté a stiibrné soli. Tuto
metodu modifikoval Vorbriiggen. Vyhnul se teplotné nestabilnim halogensacharidiim,
misto nich pouzil peracetylové sacharidy a misto toxickych katalyzatori pouzil
Lewisovy kyseliny, jako jsou trimetylsilyltriflat (TMSOTY), SnCls a TiClsa.”? Zavedeni
trimetylsilylovych skupin na purin vede ke zvySeni lipofility a rozpustnosti, coz
umoziuje uskuteénit reakci v homogenni fazi. Prikladem vyuziti této metody miize byt
ptiprava benzoylovaného 6-chlorpurin-9-4-ribofuranosidu XLVI za katalyzy TMSOTf

v refluxujicim acetonitrilu s 94 % vytézkem (Schéma 17).

Cl Cl
NJTN\> . Bzo/\C?,NvOAC TMSOTF _ </Nf\|N
KN/ N 8,5 OBz CH4CN, reflux o N \N)

H BzOAg
X XLV 00 op, XLV

Schéma 17 Glykosylace silyla¢ni metodou.

Vysledek reakce zpohledu regioselektivity navazaného monosacharidu
ovlivituje jakakoliv zména reak¢énich podminek. Struktura reagujicich latek, teplota,
katalyzator, rozpoustédlo a koncentrace slozek. Zména reakénich podminek umoziuje
piipravu chténého izomeru, jelikoZ touto reakci vznikaji jak izomer N’, tak izomer N°,
ktery byva v dominantnim zastoupeni. Obecné lze fict ze zvySend teplota podporuje

vznik termodynamického N® produktu, ale nelze univerzalné uréit podminky za kterych
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by vznikal uréity izomer.”>”® To znamena, jestlize pfi n&jakych reakénich podminkach
vznikd z vychozi latky N’ izomer, tak neni pravidlem, Ze pfi stejnych reakénich
podminkach u jiné vychozi latky a alkylaéniho &inidla bude vznikat N’ izomer ve
stejném vytézku a konverzi. To je problémem této metody, ze ji nelze univerzalné

vyuZzit.

Jak jiz bylo zminéno vySe, silylatni metody umoznuji pfipravu glykosidi
. ; P 9: . fx .. v . .
S dominantnim zastoupenim N* izomeru. Nicméné mezi silylacnimi reakcemi se najdou
i takové, u kterych se oekdvana regioselektivita snizuje a roste ve prospéch N’

izomeru. P¥iklad takové reakce popisuje reakéni schéma 18.7

cl y
N~ XN 1.BSA, CHsCN
QN/ N/> 2. TMSOTf,

OAc
X O._.OMe

+ N® izomer
41 %

—
Y

AcO" “OAc XLvil
OAc

Schéma 18 Glykosylace silylacni metodou.

Byla pfedstavena metoda, jejiz reakéni podminky umoziuji piipravu
guaninovych N’ pentafuranosidii ribézy, xylézy a arabindzy ve vytézcich az 70 %.
Oproti minulym reakcim zde doSlo k zmén¢ katalyzatoru v podobé Lewisové kyseliny.
Byl pouzit i SnCls a TiCls. Dal$i zména nastala i u rozpoustédla, kde byl pouzit
1,2-dichlorethan. Konkrétni reakce jsou uvedeny ve schématech 19 a 20.>7® V piipadé
schématu 20 jsou zde popsany prvni slouc¢eniny umoziiujici zavedeni alkylu do polohy

N’ silylaéni metodou. Tyto alkyly ale maji strukturni podobnost s glykosidy.
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Schéma 19 Priklady silylace.
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Schéma 20 Alkylace silyla¢ni metodou.

2.2.6 Priprava 7-substituovanych purinu alkylaci pi‘es puriniové soli

K ptipravé 7-substituovanych purinti je mozné dospét pies puriniové soli. Princip této
méné obvyklé metody je zalozen na alkylaci N°-substituovanych purinti S labilni
skupinou alkyla¢nimi ¢inidly za vzniku puriniovych soli. Ty se pak $t&pi na N’-puriny.
labilni

trimethylsilyl’® nebo trityl®®. Omezeni téchto reakci je na reaktivni primarni

Takto byla jako skupina pouzita ribosa’’, acetyl’, difenylmethyl”,

halogenderivaty a v nékterych ptipadech nutnost §t€peni v kyselém prostiedi.
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Jako ilustrativni prfiklad je zde uvedena pfiprava 7-methyl-6-

methoxyguaninu L1X z 6-methoxyguanosinu LVII (Schéma 21).”

~ \O ~
/
XN N> CHjl >| H* S N>
)\ HZNJ\ )\
nbosa nbosa
LVl LVl LIX

Schéma 21 Reakce pies puriniovou sil s labilni skupinou ribosy.

Podobny piiklad representuje alkylace 9-substituovaného purinu LX skupinou

DPM (1,2-difenylmaleyl) 3-brompropanolem a nasledné $tépeni TFA (Schéma 22)."

HO.__R HO.__R

BnO. BnO.
| KT | KT
B N TFA, CH,CI N
N N g 2v12 N
—_— - —_—
k \> DMF, 3-5 dni, KJNI ) tt, 24 h, Q)NIN)

l\i
\ 0 \ 40-45 %
87-95 % DPM o
LXIl

LXI
R =H, Me, heptyl

Schéma 22 Reakce pies puriniovou sl s labilni skupinou DPM.

Problémem N’ selektivni substituce zminénym bez nutnosti pouziti kyselych
Stépicich ¢inidel je vénovana publikace,® kdy N°-substituovany purin skupinou PMB
(p-methoxybenzyl) LXIIlI  je alkylovan trialkyloxonium tetrafluoroboratem

(pro R = methyl a ethyl pouze). Nésleduje pak MW deprotekce (Schéma 23).8

X
1. (R)30 BF4 _
XN TFE, rt, 2 h R = Me, Et
\> > )\ /> X = CN, OEt
)\ 2. MW, 10-20 min, Y =NH,, I, F
PMB 100 °C

LXI1 LXIV

Schéma 23 Reakce pies puriniovou sil s labilni skupinou PMB.
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3 Vysledky a diskuse

Cilem bakalafské prace je piipravit derivaty 6-chlorpurinu majici v poloze N’
terc-butylovou skupinu. Jelikoz zavedeni terciarni skupiny na 6-chlorpurin do polohy
N’ nebylo doposud v literatuie popsano, bude ukolem nalézt a propracovat metodu,
ktera umoziiuje zavedeni terc-butylové skupiny do N polohy 6-chlorpurinu a nasledné
piipravit 6-substituované derivaty purinu substituci atomu chloru v poloze C8, které
maji v poloze N’ terc-butylovou skupinu. P¥ipravené derivaty budou otestovany na
cytotoxickou aktivitu na vybranych bunéénych liniich, respektive aktivitu na CDK a
bakteriostatickou aktivitu.

Tato ¢ast bude rozdélena do kapitol tak, jak probihaly experimenty v laboratofi.
Nejprve tedy snaha o pfipravu N’ substituovanych 6-chlorpurini, pficemz hlavnim
cilem je zavést terciarni alkyl, ktery doposud nebyl popsén zddnou metodou. V naSem
ptipadé se jedna o terc-butyl. Poté bude nasledovat kapitola pro optimalizaci vhodné
metody. Na zavér bude uvedena kapitola pro syntézu 6-substituovanych-7-(terc-
butyl)purin. Snahou bude pfipravit strukturné odlisné derivaty, které budou mit

v poloze C® substituenty vazany ptes atom dusiku, kysliku, uhliku a siry.

3.1 Aplikace metod popsanych v literatuie pro priprava N’
substituovanych purini k zavedeni terciarniho zbytku

Obsahem této kapitoly bude reprodukce metod, které se pouzivaji pro zavedeni
substituentti do polohy N’ purinového cyklu popsanych v resersni ¢asti a jejich aplikace

pro zavedeni terciarniho zbytku.

3.1.1 Metoda umoziujici pripravu pres 7,8-dihydropurin chranény

v poloze N°-Boc skupinou
Moznym pfistupem pro syntézu N’ substituovanych purinii je ochrdnéni polohy N°® Boc
skupinou vychoziho 6-chlorpurinu 1 snaslednou redukci imidazolového cyklu a
alkylaci prislusnym alkyla¢nim ¢inidlem (viz. kapitola 2.2.2). Bylo vychazeno z ¢lanki,
které se takovou syntézou zabyvaji.’#® Uvedeny postup, ktery znazortiuje reakéni
schéma 24, byl ovéeren nejprve pro popsany substrat benzylbromid vedouci k produktu 5

a nasledn¢ aplikovan pro terc-butylbromid.
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Schéma 24 (i) Boc,O, DMAP, DCE, r.t.,, 3 h, 95 %; (ii) THF-BHs, THF, - 78 °C — 0 °C,
30 min., 94 %; (iii) benzylbromid, LIHMDS, DMF, THF, - 78 °C — r.t., 20 min.,
96 %

Ochranéni N° polohy skupinou Boc prob&hlo v souladu s literaturou®® podle
navodu s vyuzitim nukleofilniho katalyzatoru DMAP (4-(dimethylamino)pyridin).
S redukci piipraveného Boc ochranéného 6-CIP (2) byl nejprve problém diky
nekvalitnimu BHz-THF. Z LCMS chromatogramu nebylo mozné urdit, jestli vznika
chtény produkt &islo 3. Teprve zméfenim 'H-NMR spektra bylo zjisténo, ze k redukci
nedochazi. Po pouziti nové chemikalie redukce prob&hla s 94 % vytéZzkem latky 3.
Nasledné byla provedena benzylace za popsanych podminek a ziskany benzylovany
produkt 5 byl zméfen NMR spektroskopii. *H-NMR spektrum se shoduje se spektry
uvedenych v literatute.®* Rovnéz i vytézek 96 % koresponduije s literaturou (91 %).

Byla provedena analogickd reakce s vyuzitim terc-butylbromidu. Analyzou
zpracované reakéni smési metodou LCMS bylo zjisténo, ze se jedna o smés latek, kde
jeden pik byl dominantnéj$i. Na zdkladé LCMS analyzy vySe ovétfené reakce vedouci
k 7-benzyl derivatu 5 u kterého nebylo mozné nalézt molekularni iont, jak v kladném
ani zédporném modu, tak i v tomto piipadé¢ nebylo mozné dle hmotnostniho spektra
zjistit, zda se jedna o pozadovany terc-butyl derivat 29. Po komplikované
chromatografické separaci byla v 90 % Cistot¢ ziskana bila latka, kterd dle LCMS
spektra potvrdila pfitomnost atomu chloru v molekule a v kladném modu byly také

pfitomny ionty o hodnoté: 145, 189 a velice slabé intenzivni molekularni iont
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0 hodnoté€ 245. V zaporném modu byl dominantni pouze jeden molekularni iont o
hodnoté 169. Na zdkladé LCMS dat tedy nebylo mozné urcit o jakou latku se jedna.
Z naméiené¢ho 'H-NMR spektra byly kromé& 10 % neéistoty patrné 4 singlety. Dva o
integralni intenzit¢ po jednom vodiku s chemickym posunem 9.44 a 8.03 ppm. Jeden
Sirsi signal o integralni intenzité za 2 vodiky s chemickym posunem 5.46 ppm a jeden
za 9 vodiki s chemickym posunem 1.46 ppm. Diky navic jednomu signalu spektrum
neodpovida pozadované struktuie 29 (Schéma 25). V *C-NMR spektru bylo naméieno
pouze 7 strukturné odlisnych atoma uhlika (viz. ptiloha Be. prace, str. 97). Zajimavé
bylo, ze s asovym rozestupem 2 dnl dochazelo k separaci nerozpustné latky v kyveté
za vzniku smési 2 latek: vychozi latka a novy produkt, ktery se projevoval v *H-NMR
spektru navic tfemi singlety o chemickém posunu: 12.14, 11.7 ppm svéd¢ici dvéma
kyselym vodiktim a signalu 8.34 ppm. Zaroven byl v kyveté pozorovan piibyvajici terc-
butanol (singlet 1.1 ppm a Siroky signal pfi 4.2 ppm ve vzajemném poméru 9/1)
(viz. ptriloha Bc. prace, str. 98). Bylo jasné, ze vychozi latka se ve zminény produkt
méni za uvolnéni terc-butanolu. Uplna konverze byla dosazena zahiatim kyvety na 70
°C po dobu 24 hodin, ktera domnénku potvrdila (viz. pfiloha Bc. prace, str. 99).
V produktu pak bylo 5 strukturné odlisnych atomt uhliku. A jeho HRMS hodnota
v kladném modu (171,0070) naznacovala, ze se jedna o produkt o sumarnim vzorci
CsH3CIN4O. Vzhledem k vyse uvedenym faktim lze konstatovat, Ze produktem reakce
9-Boc-7,8-dihydro-6-chlorpurinu  (4) s terc-butylbromidem musi byt piekvapive
ochranény aminopyridin 6, ktery pak podléha intramolekularni cyklizaci za vzniku 4-
chlor-1,3-dihydro-2H-benzimidazol-2-onu (7).
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Schéma 25 (i) LiIHMDS, t-BuBr, DMF, THF, - 78 °C — r.t., 20 min., 12 % (ii) DMSO, 70 °C,
24 h

Je zajimavé, ze latka 6 z 9-Boc-7,8-dihydro-6-chlorpurinu (4) v prostredi
bis(trimethylsilyl)amidu lithného (LiHMDS) vznika. Otevieni imidazolinového cyklu
za vzniku N-methyl derivatu 30 by bylo snadn&ji vysvétlitelné (viz. analogie®®), nez

soucasna N-demethylace za vzniku latky 6.

Nasledné pro ovéreni, jestli pii reakci hraje roli t-BuBr byla reakce zopakovana
bez alkyla¢niho ¢inidla a bylo zjisténo, ze opét vznika na LCMS chromatogramu stejny
pik se stejnym retencnim Casem a stejnym hmotnostnim spektrem. Z toho plyne, Ze

t-BuBr se reakce neucastni a tato metoda neni vhodna pro zavedeni terciarniho zbytku.

3.1.2 Alkyla¢ni metoda s vyuzitim Grignardového Cinidla

Dalsi reakci, ktera byla zvolena pro zavedeni terc-butylu do polohy N byla reakce
vyuzivajici Grignardovo c¢inidlo. Grignardovo c¢inidlo zpusobi deprotonaci a anion
delokalizovany mezi N’ a N° reaguje s ptislusnym alkylhalogenidem za vzniku smési
N’ a N® izomerti, kde v zavislosti na reakénich podminkach, zejména typu pouZitého
Grignardova ¢inidla, Ize N°® izomer vyrazné potlacit.®? Pouzili jsme tuto metodu

popsanou V literatufe a aplikovali jsme ji na pfipravu chténého 7-(terc-butyl)-6-
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chlorpurinu (9). V plvodni literatufe byla popsana reakce pouze pro primarni resp.

sekundarni alkylhalogenidy, bylo proto zajimavé ji ovéfit pro terciarni alkyl.

Metoda byla nejprve ovétena V literatuie popsanou reakci 6-chlorpurinu (1)
s benzylbromidem v bezvodém THF. Jako Grignardovo ¢inidlo bylo zvoleno podle
literatury MeMgCI. Reakce probihala 20 hodin pfi teploté 50 °C. Prubéh reakce je

Cl Cl //O
NN i i NN N
mNﬁg—’ LA

1 8

znazornén ve schéma 26.

Schéma 26 (i) MeMgCI, THF, r.t., 30 min. (ii) benzylbromid, 50 °C, 20 h, 65 %

Vytézek produktu 8 byl po chromatografické separaci 65 % ve srovnani
s literaturou® je o 23 % mensi (88 %). Naméfené *H-NMR spektrum v DMSO bylo
srovnano s literaturou®? a lisilo se chemickym posunem pouze pro aromatické vodiky.
Jelikoz *C-NMR spektrum odpovidalo literatute, tak bylo usouzeno, Ze jsme na dobré
cesté. Publikovana ¢iselna data pro H-NMR spektrum litky 8 byla srovnana
s obrazkem spektra z téZe literatury a bylo zjiSténo, ze chemické posuny pro aromatické
vodiky v obrazku se neshoduji s ¢iselnymi daty uvedenymi v ptiloze literatury. Po
srovnani ndmi naméienych dat pro *H-NMR spektrum s obrazkem spektra z literatury
se jiz data tplné shodovala. Ciselna data byla srovnana i s jinym &lankem®, kde byl
stejny produkt 8 pfipraven. V tomto piipadé autor uvadél, ze *H-NMR spektrum bylo
zméfeno v DMSO, jako v nasem piipad¢, ale ve skutec¢nosti se jednalo o pieklep a bylo

autory ¢lanku zméfeno v chloroformu.

Na zéakladé uspé$né¢ zvladnuté reprodukce popsané reakce byla metoda
aplikovédna pro zavedeni terc-butyloromidu do polohy N7 spomoci MeMgCl. Ze
zacatku byly zvoleny stejné reak¢éni podminky. Po 20 hodinach pti 50 °C vsak nedoslo
ke konverzi a v reak¢éni smési byla pouze vychozi latka, coz bylo zjisténo na zakladé
TLC. Poté byla teplota zvednuta na 70 °C a reakéni smés byla michana dalSich 24
hodin. Prib¢h reakce je znazornén ve schéma 27. Po zméfeni vzorku metodou LCMS se
ukdzalo, Ze ani zménou reakénich podminek produkt 9 nevznikd. Tim padem ani tato

metoda neni vhodna pro zavedeni terciarni skupiny.
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Schéma 27 (i) MeMgCl (1,1 eq.), THF, r.t., 30 min. (ii) terc-butylbromid (3 eq.), 50 °C, 20 h;
(iii) 70 °C, 24 h

3.1.3 Metoda piimé alkylace

Pro syntézu N'-substituovanych purin@i lze vyuzit i pfimou alkylaci, kdy reaguje

ptislusny purin s alkylacnim c¢inidlem, jako jsou halogenderivaty v pfitomnosti bézné

baze jako je napf. uhli¢itan draselny. Tyto reakce byly i v tomto piipadé popsany pouze

pro priméarni a sekundarni alkyly (viz. kapitola 2.2.1). Béhem reakce vznikaji N a N°

izomery s prevahou N° izomeru, jelikoz se jedna o termodynamicky produkt a v p¥ipadé

N’ izomeru o kineticky produkt.

Reakce byla opét otestovana pro benzylbromid, ktery reagoval s 6-chlorpurinem

(1 mmol) (1) v ptitomnosti KoCOs pii laboratorni teploté 20 hodin, jak je znazornéno ve

Cl Cl //Q Cl
N | - N)j:N N)j:N\
l)NIH> mN/ N/> + lN/ N>

1 8 1o©

Schéma 28 (i) benzylbromid, K,COs;, DMF, r.t., 20 h

schéma 28.

Po LCMS méfeni byly vidét na chromatogramu 2 piky s rozdilnym retenénim ¢asem a
se stejnou molekulovou hmotnosti odpovidajici produktu. Jeden pik pro N’ izomer 8 a
druhy s vys§im retenénim ¢asem pro N° izomer 10 v poméru 1/2,4 (N7/N°). Konverze
vychozi latky byla 70 %.

Nasledné byla reakce opét pouzita pro zavedeni terc-butylu, misto KoCOs byl
rovnou pouzit NaH, jako rozpoustédlo bylo pouzito DMF a jako alkylac¢ni ¢inidlo
terc-butylbromid. Reakce probihala nejprve za pivodnich podminek pfi laboratorni

teploté. Po 20 hodinach byla reakéni smés analyzovana metodou LCMS a ukazalo se, ze
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k zadné reakci nedochazi. Reakce byla tedy nechana ptes vikend (dalSich 48 hodin) a
ani poté nedoslo k reakci. Reak¢éni smés byla nasledné jesté zahiivana na 70 °C po dobu
72 hodin a ani potom nedoSlo k reakci. Dale zvySovat teplotu nemélo smysl z duvodu
elimina¢ni reakce terc-butylbromidu za vzniku 2-methylpropenu a uvolnéni
bromovodiku. Z toho plyne, ze tato metoda také neni vhodna pro zavedeni terc-butylu
do purinového skeletu, coz se zde viceméné odekavalo (Schéma 29). V literatuie®® byl
popsan N° terc-butyl izomer 11, ktery byl vsak piipraven cyklizaéni metodou

(viz. schéma 14).

Cl Cl
X N> )j: XN N>
i - UL
N
1 9 11 )4

Schéma 29 (i) terc-butylbromid (1,5 eq.), NaH (1,1 eq.), DMF, r.t., 20 h, potom 70 °C, 72 h

3.1.4 Priprava 7-substituovanych purintu alkylaci pi‘es puriniové soli
Tato méné obvykld metoda spociva v alkylaci N° substituovanych purind s labilni
skupinou alkyla¢nimi ¢inidly za vzniku puriniovych soli, které Ize $t&pit na N7 puriny
(viz. kapitola 2.2.6).

Byly provedeny reakce vychazejici zdiive pfipraveného a ochranéného
6-chlorpurinu v poloze N°® Boc skupinou 2, ktery byl alkylovan terc-butylbromidem
(Schéma 30).

cl i }L cl §L

N . ) o N
k > i nebo ii g k @> Br ¢ I\i\/ />

)\O O)\O ’ 9
b e

Schéma 30 (i) terc-butylbromid (1,5 eq.); DMF; 80 °C (ii) terc-butylbromid (1,5 eq.); ACN;

80 °C; reakéni Cas viz. tabulka 2

2
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Tabulka 2 Alkylace pies puriniové soli

pokus | solvent polh* po3h* po 20 h *
1 DMF bez reakce bez reakce bez reakce
2 ACN | minoritni N° izomer | minoritni N° izomer | minoritni N° izomer

* dle LCMS analyzy

V piipadé pokusu 1 kdy reakce probihala v DMF, tak k zadné reakci
nedochazelo. V piipadé pouziti rozpoustédla ACN vsak vznikal v minoritnim mnozstvi
nejpravdépodobnéji N°® izomer 11 (jeho retenéni ¢as se lisil od dfive pfipraveného N’
izomeru 9). Z toho duvodu nebyla tato metoda vhodna pro zavedeni terc-butylu do

polohy N.

3.1.5 Silyla¢ni metoda

Jedna se o metodu, zndmou jako Vorbgiiggenova, ktera se pouziva v purinové chemii
pievazné k zavedeni glykosylti zejména do polohy N°, ale nékdy i do polohy N’. B&éhem
diplomové prace Be. Lenky Tranové, ktera se zabyvala regioselektivni N’ glykosylaci
purinovych derivati bylo okrajovym experimentem zjisténo, ze je mozné selektivni
zavedeni terc-butylu do N’ polohy 6-chlorpurinu silylaéni metodou®3, jak je znazornéno
ve schématu 31. Postup byl nasledujici.: Silylace 6-chlorpurinu probiha za inertnich
podminek. Jako Lewisova kyselina byla zvolena SnCls. 6-CIP (1 mmol) byl nejprve
silylovan pomoci BSA (1,5 eq.) v 1,2-dichlorethanu (10 ml) pii 80 °C. Poté byl roztok
ochlazen na 0 °C a byl ptidan SnCls (2,1 eq.) a nakonec terc-butylbromid (1,5 eq.) pfi
laboratorni teploté. Reakce probiha 20 hodin za laboratorni teploty S uvadénym

vytézkem okolo 50 %.

38



Cl i Cl %

STy — KT

1: R
28: R

O =2
©
Py
I

N
o
X
|

@)

Schéma 31 Reakéni schéma pro ptivodni reakéni podminky. (i) BSA (1,5 eq.), DCE, 80 °C,
30 min., (ii) SnCls (2,1 eq.), 0 °C — r.t., 30 min., (iii) terc-butylbromid (1,5 eq.),
r.t.,20h

Touto klicovou, doposud v odborné literatufe nepopsanou reakci se bylo dale
zabyvano ve snaze jejiho hlubsiho probadani, kde byl diraz kladen na zvySeni vytézku a

vy$si aplikovatelnosti pro jiné substraty a typy alkylacnich Cinidel.

Metoda byla nejprve reprodukovana se stejnymi podminkami. Byl ziskan N’
izomer 6-chlor-7-(terc-butyl)purin (9) svytézkem 40 %. Reakce byla nasledné
provedena i s deseti nasobnym mnozstvim a vytézek byl opét kolem 40 % (42 %). Bylo
zjisténo, ze ne prili§ vysoké vytézky jsou zpusobeny nedostateénou konverzi (47 %)

6-CIP za danych podminek.

Stejné reakéni podminky byly aplikovany i pro piipravu 7-(terc-butyl)-2,6-
dichlorpurinu (26) s izolovanym vytézkem 13 %. Zde byl divod ovéfeni reakce i na
jiném substratu, nez byl 6-chlorpurin (Schéma 31). Tato sloucenina 26 byla jiz popsana
V literatufe. Byla v§ak pfipravena na jiném principu a navic ve smési s N° izomerem.

NMR spektra pripraveného N’ izomeru 26 odpovidala publikovanym datfim.%
3.1.5.1 Vliv Lewisovych kyselin na reakci

Jelikoz jsou silylaéni reakce popisovany hojné i s TiCls, tak jsme se rozhodli metodu
otestovat s pavodnimi reakénimi podminkami, ale sobménou zminéné Lewisovy
kyseliny, nicmén¢ vytézek za pouziti TiCls byl pouze 21 %. Nizky vytézek byl opét

zpusoben nedostate¢nou konverzi vychozi latky.

Rozhodli jsme se pouzit i dal§i Lewisovy kyseliny dostupné v laboratofi S tim,
ze byly zvoleny plvodni reakéni podminky jako s SnCls. Testovaci reakce byly

provadény s 0,5 mmol 6-CIP. Priibéh reakci je znazornén v tabulce 3.
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Tabulka 3 Pouziti Lewisovych kyselin

) TLC po 120 h
Lewis. kys. | TLC po 24 h/r.t. | LCMS po 72 h/r.t.
pokus (poslednich 48 h
(2,1eq.) (konverze)*
pri 70 °C)
1 AICls3 bez reakce bez reakce
2 ZnCl, naznak produktu zanedbatelnd*** naznak produktu
g FeCls naznak produktu zanedbatelnd*** naznak produktu
4 Ti(iPrO)4 bez reakce bez reakce
5 BFs-Et,0 bez reakce / bez reakce
6

TMSOTf bez reakce / bez reakce
7 TiCls / 51 %** /

* hodnoty zLCMS analyzy, ** po 18 hodinach, *** minoritni produkty 9

identifikované dle reten¢niho ¢asu metodou LCMS

Z provedenych reakci vyplyva, ze zadna ze zvolenych Lewisovych kyselin neni vhodna
pro zavedeni terc-butylu silyla¢ni metodou. Kromé TiCls, ktery zptisoboval nizsi

vytézek zpusobeny nedostatecnou konverzi.

Cl Cl B 8: R = benzyl
N i, i, iii 9: R = terc-butyl
le h \> > Nm)j:N) 27: R = terc-pentyl
“~N N/ N 39: R = allyl
H 40: R = ethyl
1 41: R = methyl
42: R = fenyl

43: R = isopropyl

Schéma 32 Obecné schéma pro zmény reakénich podminek: (i) BSA, rozpoustédlo, 80 °C,
30 min., (ii) Lewisova kyselina, 0 °C — r.t., 30 min., (iii) alkyla¢ni ¢inidlo (RX),
rt.,20h

3.1.5.2 Testovani silyla¢ni reakce s jinymi typy halogenderivati

Silyla¢ni metoda, za puvodnich podminek (viz. Schéma 31), byla otestovana i pro
zavedeni primérnich alkyli do polohy N’ (nyni zobecnéno do Schéma 32). Byla zvolena
alkylacni cCinidla, ktera a) svym obecnym substituénim mechanizmem byla podobna k
terc-butylbromidu (benzylbromid, allylbromid) b) byla jinak dostate¢né reaktivni
(ethyljodid, methyljodid). Vysledky pokusi jsou uvedeny v tabulce 4. Nejprve bylo

provedeno TLC po 20 hodinach, které u vSech pokust ukazalo dominantni skvrnu pro
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vychozi latku 1. Pouze u allylbromidu a benzylbromidu byl naznak konverze za vzniku
minoritniho produktu. V ptipadé benzylu bylo prokdzano, ze se jednd o piitomnost
pouze N’ izomeru 8 tak, Ze byla srovnana data LCMS s N’ benzylem 8 piipravenym za
pouziti Grignardového ¢inidla (viz. kapitola 3.1.2), ktery byl popsan V literatuie® a
prokazan na zakladé NMR. Porovnana data se shodovala v reten¢nim ¢ase i hodnotou
molekularniho iontu pro identicky produkt. Dale bylo zjisténo, ze béhem dalsiho
zahfivani na 80 °C doSlo k odstépeni benzylu a tim i vymizeni produktu za vzniku 6-
CIP. Coz je pravdépodobn¢ z divodu, Ze latka je nestabilni v prostiedi s SNCls pii vyssi
teploté, jak se analogicky ukazalo i pfi testovani stability samotného 7-(terc-butyl)-6-
chlorpurinu (9) v ptitomnosti SnCls (viz. kapitola 3.3.1).

Tabulka 4 Pouziti primarnich alkyla¢nich ¢inidel

konverze po 44 h*

pokus alkylaéni ¢inidlo konverze po 20 h* (poslednich 24 h pri

80 °C)

1 BnBr 1,4/1%* benzyl se odstepil

) minoritni produkt

2 Allylbromid zanedbatelna
setrval

3 Etl zadna

4 Mel zadna

* hodnoty z LCMS analyzy, ** vychozi latka 1 / produkt 8,

Zavérem pokusl je zjisténi, ze silylatni metodu za danych podminek nelze
vyuzit pro alkylaci primarnimi halogenderivaty. N7 produkt 8 vznikal pouze v ptipadé
benzylbromidu, ale se Spatnou konverzi. Nicméné tato rekce alespon potvrdila

regioselektivitu silyla¢ni metody za danych podminek do polohy N’.

Pro detailné;jsi oveéfeni metody byla silylaéni metoda otestovana i pro sekundarni
alkyla¢ni ¢inidlo isopropylbromid a pro aromaticky halogenderivat brombenzen. Pribéh
pokust je uveden v tabulce 5. Jelikoz tyto reakce byly provedeny dodate¢né, az po
optimalizaci této metody, tak byl pouzit 3 eq. alkylacniho €inidla namisto ptivodnich

1,5 eq. a rozpoustédlo acetonitril, ve kterém reakce probiha rychleji.
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Tabulka 5 Pouziti sekundarnich alkyla¢nich ¢inidel

konverze konverze konverze po 21 h
pokus | alkylaéni ¢inidlo
po 3 h** po 19 h** (2 h pri 80 °C)**
1* brombenzen zadna zadna zadna
2* isopropylbromid zadna zadna

* reakce vedeny v ACN, ** hodnoty z LCMS analyzy

Reakce za laboratorni teploty vSak neprobihaji. Na 80 °C byl ve snaze podpofit
reakci zahiivan pouze pokus s brombenzenem, jelikoz zavedené benzenového jadra by
mohlo vést k vétsi prokonjugovanosti teoreticky vznikajiciho produktu 42 a tim i

zvySeni jeho stability. Nicméné to bylo neuspésné.

Poslednimi testovacimi pokusy pro silylaéni metodu bylo ovéfeni této metody i
pro jiny tercidrni alkyl a tim potvrdit specifitu silylaéni metody, umoziujici
regioselektivni zavedeni alifatického tercidrniho substituentu do polohy N’ 6-CIP. Pro
tyto Gcely byl zvolen 2-brom-2-methylbutan. Ve snaze ovéfit i typ halogenu na vliv jiz
prozkoumané reakce byl terc-butylbromid vyménén za terc-butylchlorid. V tabulce 6
jsou zndzornéna pouzita rozpoustédla, alkylacni Cinidla a reakcni Casy, u kterych je
znazornéna konverze vychozi latky 1 na produkt (27 v pfipadé pouziti 2-brom-2-
methylbutanu, 9 v piipadé pouziti terc-butylchloridu). Jelikoz tyto reakce byly
provedeny dodatecné, az po optimalizaci této metody, tak byl pouzit 3 eq. alkyla¢niho
¢inidla.

Tabulka 6 PouZiti terciarnich alkyla¢nich ¢inidel

pokus | solvent alkyl. ¢. 3h* 22 h* 40 h*

2-bromo-2-
1 DCE 1,3/1 1,3/1
methylbutan

2 DCE | terc-butylchlorid / 1/2,5 12,5

2-bromo-2-
3 ACN 1,6/1 1,6/1
methylbutan

4 ACN | terc-butylchlorid 1/3 1/3 /

* vychozi latka 1 / produkt, hodnoty z LCMS analyzy

Z provedenych reakci je vidét, ze silylaéni metodu Ize pouzit i pro jina terciarni

alkyla¢ni ¢inidla. V porovnani t-BuCl s t-BuBr dochazi ale k mnohem mensi konverzi.
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Po 22 hodinach v DCE za stejnych podminek dochazi v pfipadé t-BuBr ke konverzi
(1/6,6), kdezto u t-BuCl (1/2,5). V porovnani 2-bromo-2-methylbutanu s t-BuBr je
konverze v DCE jesté nizsi (1,3/1). Po 22 hodinach pfevazuje v reakéni smési stale
vychozi latka. V acetonitrilu vznikaly produkty v podobném poméru jiz po 3 hodinach.
6-Chlor-7-(terc-pentyl)-7H-purin (27) (dle pokusu 1 v tabulce 6) byl pfipraven i

preparativné s izolovanym vytézkem 35 %.
3.1.5.3 Optimalizace silyla¢ni metody

Jak jiz bylo feeno na zacatku popisu silylacni metody, tak piivodni podminky poskytuji
40 % vytézek 7-(terc-butyl)-6-chlorpurinu (9). Proto jsme se rozhodli pro optimalizaci
reak¢nich podminek ve snaze vytézek zvysit. Byl testovan vliv rozpoustédla a rizné
ekvivalenty SnCls a alkyla¢niho ¢inidla, a to i v zavislosti na teploté, jak je uvedeno
v tabulce 7. Vsechny reakce pro optimalizaci vychazely z 0,25 mmol 6-CIP; 2,5 ml
rozpoustédla a 1,5 eq. BSA. Reakce byly délany v uzavienych vialkach za inertnich

podminek.
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Tabulka 7 Optimalizace reak¢énich podminek 1

vychozi l. (1)

pokus solvent SnCl4 t-BuBr re%kém’ teplota /
o produkt (9) *
1 3h 1,27/1
(ptvodni DCE 2,1eq. 1,5 eq. 19h r.t. 1,13/1
podminky) 5 dnu 1,26/1
3h 1,25/1
2 DCE 2,1eq. 1,5eq. 19h 50 °C 1/3,6
5 dnti 4,1/1
3h 8,66/1
3 DCE 1,2 eq. 1,5 eq. 19h r.t. 1,38/1
5 dntl 1/1,25
3h 4,3/1
4 DCE 1,2 eq. 3 eq. 19 h r.t. 1/1,6
5 dnti 1/5,1
3h 1,56/1
5 DCE 3 eq. 1,5eq. 19 h r.t. 1/1
5 dnti bez produktu
3h 1/3,43
6 DCE 2,1eq. 3 eq. 19h r.t. 1/3
5 dnti 1/7,5
3h nereaguje
7 DCE 3 eq. 19h r.t. nereaguje
5 dnti nereaguje
3h zanedbatelna
8 DCE 1eq. leq. 19h r.t. 5,6/1
5 dn 2/1
3h 1/1,6
9 ACN 2,1eq. 1,5eq. 19 h r.t. 1/1,7
5 dnu 1/2,2

* hodnoty z LCMS analyzy
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Srovnanim s pokusem 1 byly z provedenych experimenti vyhodnoceny jako
nejleps$i experimenty 6 a 9. V pfipadé pokusu 6 dochazi k dobré konverzi po 19
hodinach zvySenim mnozstvi alkyla¢niho Cinidla. Pokus 9 byl proveden v ACN jiz
béhem 3 hodin se zajimavou konverzi, kde navic byla pozorovana i vétSi rychlost
reakce. Je tedy zfejmé, ze 2,1 eq. SnCls je dostacujici a je tieba pouzit vice alkylacniho
¢inidla (3 eq.), coz bylo provedeno v pokusu 2/tabulky 8. V piipadé pokusu 2 bylo
pozorovano, ze i zvySeni teploty vedlo po 19 h klepsi konverzi, ale dramaticky se
zménila po 5 dnech. U pokusti 3 a 4 snizenim mnozstvi SnCls vedlo ke snizeni
konverze, proto je nutné pouzit 2,1 eq. SnCls. Zajimavé bylo vymizeni produktu po 5
dnech u pokusu 5 kde bylo pouzito vétsi mnozstvi SnCls vV poméru s alkylaénim
¢inidlem. Ani konverze vychozi latky po 19 hodinach nebyla dostate¢na (1/1). Z pokusu
7 je vidét, ze bez pouziti SnCls reakce neprobiha ani v piipadé dlouhé reakéni doby.
Pouzitim malého mnozstvi (1 eq.) SnCls a alkyla¢niho ¢inidla (1 eq) u pokusu 8 vedlo
k nedostatecné konverzi i v piipadé dlouhé reakéni doby. U pokusu 4 po 5 dnech

vznikal i jiny izomer nez N,

Tabulka 8 Optimalizace reakénich podminek 2

reakéni Konverze**
pokus | solvent  SnCls | t-BuBr - teplota vichozi 1. (1) / produkt (9)
3h 1/3
1* DCE 21eq. 3eq. 18 h r.t. 1/6,6
5 dnii 1/11,9
3h 1/8,3
2 ACN | 21leq. @ 3eq. 18 h r.t. 1/8
5 dnu 1/5
3h 1,75/1
3 DCE 21eq. 15eq. 18 h 50 °C 1/1,9
5 dnu odstépeni t-butylu
3h 1/1,2
4 ACN | 21leq. 3 eq. 18 h 50 °C smeés 4 izomerd
5 dnti dominantni N° izomer

* stejné podminky jako pokus 6 z minulé tabulky 7, ** hodnoty z LCMS analyzy

45



Pribéh opakovaného pokusu 6 z ptredchozi tabulky 7 za laboratorni teploty
odpovidal zhruba ptedchozimu pozorovani, coz slouzilo pro ovéfeni novych
pokus 9 z ptedchozi tabulky 7 poskytl pouzitim dvojnasobného mnozstvi alkyla¢niho
Cinidla jest¢ leps$i konverzi (nyni jako pokus 2/tabulka 8). Dale z provedenych
experimentll bylo pozorovano, ze v pfipadé pouziti acetonitrilu pfi zvySené teploté
dochazi po 18 hodinach ke vzniku i jinych izomeria nez N’ izomeru se stejnou hodnotou
molekularniho iontu, kdy dva nové izomery spolu s N’ izomerem s ¢asem vymizely a
po 5 dnech v reak¢éni smési dominoval (kromé taky ptitomného 6-CIP) pouze jeden
novy nejpravdépodobnéji nejstabiln&jsi N° izomer (pokus 4/tabulka 8). | v piipadé, ze
reakéni smeés s acetonitrilem nebyla zahfivana, tak vznikaji naznaky zminénych
izomerd, jejichZ mnozstvi se s Casem zvySuje, takze jak teplota, tak i reak¢ni doba zde
hraje zasadni roli. Opakovanim pokusu 2 z ptedchozi tabulky 7 bylo opét pozorovano,
jako v pfedchozim piipadé, Zze za zvysené teploty (50 °C) po 5 dnech v DCE doslo
k odstépeni terc-butylu ze vzniklého izomeru 9 z polohy N’ a vreakéni smési se
nachazel pouze 6-CIP (nyni jako pokus 3/tabulka 8). Zaroven nedoslo ani k tvorbé

jinych izomerd, coz je zasadni rozdil mezi pouzitymi rozpoustédly.

Jako nejlepsi reakéni podminky pro budouci ptipravu latky 9 ve vétsim méfitku
byly vyhodnoceny u experimentu 1/tabulky 8 s reakéni dobou 18 hodin a podminky
experimentu 2/tabulky 8, které davaji tu vyhodu, Ze reakce prob&hne jiz po 3 hodinach,

ale vznikaji minoritné jiz i jiné izomery.

Reakéni podminky z experimentt 1 a 2/tabulky 8 byly otestovany z analytickych
0,25 mmol 6-CIP pro preparativni dvacetinasobné mnozstvi reakénich komponent coz je
5 mmol 6-CIP. Reakce probihaly standardné, jako je popsano na tvodu silylac¢ni
metody. Reakce v 1,2-dichlorethanu probihala 19 hodin s konverzi 1/6,3. Reakce
V acetonitrilu probihala 3 hodiny s konverzi 1/10,2, pficemZz vznikalo zminéné
zanedbatelné mnoZstvi jiného izomeru. Pfi zpracovani reakéni smési bylo zjisténo, Ze
opakovanou extrakci s NaHCOs se lze i efektivné zbavit vychozi latky 1. V obou
ptipadech, tedy za pouziti ACN 1 DCE se vytézky po optimalizaci pohybuji od 75 do
78 %.

Lze shrnout, ze reakce probihajici v acetonitrilu za laboratorni teploty umoziuje

ptipravu surového 7-(terc-butyl)-6-chlorpurinu 9 v Cistot¢ 98 % za relativné kratkou
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dobu s vyskytem jiného izomeru v mnozstvi cca 1 % a to bez chromatografické
separace ¢i krystalizace, coz je jeji velkou vyhodou. Naopak reakce v DCE probiha sice
déle, ale vznikd ve srovnatelném vytézku, rovnéz bez Cisténi, velice Cisty produkt, ktery

ale navic vedlejsi izomer neobsahuje. Uvadény jsou ¢istoty z *H-NMR spektra.

Produkt 7-(terc-butyl)-6-chlorpurin 9 byl dale pfipraven jeste ve veétsim
mnozstvi, jelikoz slouzil knasledujicim substitucim. Postup byl shodny
s optimalizovanymi podminkami experimentu 1/tabulky 8, kdy se vychazelo z 5 g 6-CIP

(32 mmol). Vytézek reakce byl 4,7 g; 69 %.

3.2 ldentifikace struktury 7-(terc-butyl)-6-chlorpurinu (9)

Jelikoz latka 7-(terc-butyl)-6-chlorpurin nebyla doposud v literatufe popsana, bylo
nutné prokézat, ze terc-butyl je skute¢né v poloze N7, coz se zatim jednoznaéné podatit
nedokazalo. Z 2D NMR spekter, které¢ byly méfeny mimo Bc. praci toto nebylo mozné

uréit. Nicméné fada nepiimych ditkazli vSemu nasvédéuje, Ze se jedna o N’ izomer.

LCMS analyza prokazala vkladném modu pouze jeden pik o hodnoté
molekularniho iontu 211, coZz odpovida, Zze v molekule 6-chlorpurinu terc-butyl je
navazan. Dal§im dikazem bylo méfeni HRMS, ¢imz byla ziskana pfesnd molekulova
hmotnost ((M+1)* = 211.0746) a z ni vygenerovan sumarni vzorec (CoH12Cl1N4). Dale
bylo srovndno H-NMR spektrum a teplota tani ziskané latky 9 s izomernim N°
derivatem 11 popsanym v literatute®. 'H-NMR spektrum bylo rozdilné a to v fadu
desetin ppm. Bohuzel literatura *C-NMR spektrum neuvadi. Teplota tani ziskané latky
9 je 194 - 195 °C a popsaného N° derivatu 144 - 146 °C. Z porovnanych dat s literaturou

je zfejmé, Ze se jedna o rozdilné slouceniny a N® izomer to tedy byt nemize.

Pro jesté vétsi dotvrzeni bylo srovnano *C-NMR spektrum latky 9 se spektry
analogickych N7 a N® derivatii majicich v téchto polohach methyl, které byly popsany

v literatuie®2%, Srovnani je uvedeno v tabulce 9.

Tabulka 9 *C-NMR spektra porovnavanych latek v DMSO

derivat chemicky posun v 3C-NMR (ppm)
N’-methy|®2 161.37 151.44 15127 14241 122.69 33.9
N’-terc-butyl (9) | 16350 151.10 149.15 14177 @ 122.67 58.82 30.45
N°-methyl%® 152.65 151.82 149.21 148.49 131.08 / 30.57
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6-chloro-7-methyl-7H-purin 9 6-chloro-9-methyl-9H-purin

Obrazek 4 Struktury porovnavanych latek v tabulce 9

Z tabulky 9 je patrné, Ze chemické posuny se shoduji vice s N’-methyl
derivatem, hlavné v piipadé C° uhliku, ktery je oznacen tu¢né. Naopak v piipadé N°-
methyl derivatu je shoda pouze se dvéma purinovymi uhliky, coz opét potvrzuje, ze by

se mélo jednat o N’ derivat.

K jednoznaénému urceni struktury by bylo potieba provést rentgenostrukturni
analyzu, pfi které by byl potieba dostatecné velky monokrystal. Na tomto tkolu se ted’

pracuje.

3.3 Stabilita piipraveného 7-(terc-butyl)-6-chlorpurinu (9)

Na zaklad¢ optimalizacnich reakei, které naznacovaly, ze terc-butylova skupina nemusi
byt pevné na atomu dusiku navazana, byly i v dalSich kapitolach provedeny reakce,
které svym typem modeluji rizné reakéni podminky, které by mohly stabilitu
terc-butylu ovlivnit. Zaroven byly voleny i takové reakce, které by umoznovaly vyuzit
7-(terc-butyl)-6-chlorpurin a substituci atomu chloru v poloze C® pfipravit slougeniny,
které by mohly jako purinové derivaty byt zajimavé z pohledu testovani biologické
aktivity, ktera je vtéto praci planovana. Snaha je vytvofit u novych purinovych
slougenin v poloze C®vazby C-O, C-S, C-C, C-N.

3.3.1 Testovani stability slouc¢eniny 9

a) v pritomnosti SnCls a rozpoustédla DCE a ACN

Béhem optimalizace silylacni metody vedouci k pfipravé slouceniny 9 bylo
pozorovano na LCMS chromatogramu, ze v pfipad¢é reakce v DCE pii zahfivani na
50 °C po 5 dnech dochazelo k odstépeni terc-butylu z polohy N7 produktu 9 a vzniku
samotného 6-CIP (pokus 2/Tabulka 7). V ptipad¢ reakce v ACN pii zahtivani na 50 °C
dochézelo po 19 hodinach ke vzniku smési i dalSich izomerd, které po 5 dnech vymizely
a zostal prevazné jediny, nejpravdépodobnéji  nejstabilngjsi N° izomer.

(pokus 4/Tabulka 8)
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Z toho divodu byly provedeny pii 50 °C dalsi dvé testovaci reakce za ucelem
ovéfeni vlivu samotného SnCls (1 eq.) na pfipraveny 7-(terc-butyl)-6-chlorpurin (9).
Jedna reakce byla provedena v DCE a druha v ACN. V piipadé pouziti rozpoustédla
DCE byla latka 9 po 21 hodinach stabilni. Po 2 dnech byla pozorovéna desetinova
preména na 6-CIP. V ptipad¢ pouziti rozpoustédla ACN byla latka 9 po prvni hodiné
stabilni. Po 21 hodinach dochazelo k preméné na 6-CIP s konverzi 35 % a naznaku
tvorby N° izomeru. Po 2 dnech doslo k témé&f iplnému vymizeni latky 9 a dominanci
6-CIP a zaroven vzniku celkem 3 dalSich minoritnich izomer odvozenych od latky 9,
které nejpravdépodobnéji odpovidaji Nt, N3 a N® izomertim (viz. obrazek 5), kde piky
s retenénim &asem 1,2 a 1,6 odpovidaji N' a N3 izomerim 34, 35. Pik s reten¢nim
¢asem 1,9 odpovidd N’ izomeru 9 a pik sretenénim casem 2,45 odpovida
N® izomeru 11. Z reakci je vidét Ze na stabilitu latky 9 v pfitomnosti Lewisové kyseliny
ma velky vliv i rozpoustédlo, coz je nutné mit na paméti pii mozné budouci derivatizaci

této slouceniny.

KSFM-065-2-po-2dnech

4 0.49._
9 Oe+1
8 0e+1
7 Oe+1
6.06+1
2 50e+
0.86
4.0e+1 0.44
3 0e+1 1o 245
2 De+1
1.22
1.0e+1 /\ NS
0.0+ T T T T T |J\ T T T T T
000 025 050 o075 100 125]| 1|50 [1.74 200 225[ 25 275 3.00

>L Cl Cl cl
NSNS Cl »L
\> + | \\> N AN N
k\N N kN N Nl\ N lN/ N\>
4\ 35 N”
34 o 1 )ﬁ

Obrazek 5 Smés izomert po 2 dnech reakce vedeny v ACN pii 50 °C
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b) v roztoku HCI

V dal§im piipadé byla otestovana stabilita 7-(terc-butyl)-6-chlorpurinu
Vv kyselém prostiedi kyseliny chlorovodikové (1:10) pii 100 °C (25 mg/ml). Jiz po 15
minutach doslo ke kvantitativnimu odStépeni terc-butylu a vzniku smési 6-CIP a
hypoxantinu. Je tedy patrné, ze kyselé prostiedi slouceniné 9 nesvéd¢i. Naopak
v alkalickém prostiedi, jak bylo pozdéji zjisténo u piipravy 7-(terc-butyl)hypoxantinu
13 (viz. kapitola 3.4.1), je terc-butyl stabilni.

c¢) ve vodé

Stabilita 7-(terc-butyl)-6-chlorpurinu byla testovana i ve vodé¢, zahtivanim pfi
100 °C (25 mg/ml), kdy bylo zjisténo, ze az po 24 hodindch dochdzi pouze k nepatrné

konverzi (do 5%) za vzniku smési hypoxantinu a 6-CIP.

3.4 Vyuziti 7-(terc-butyl)-6-chlorpurinu k piipravé dalSich
purinovych derivatii obsahujicich v poloze N’-terc-butyl
Pro syntézu derivati vychazejicich z 7-(terc-butyl)-6-chlorpurinu byla zvolena takova
¢inidla, aby byly ziskdny strukturné odlisné derivaty. Primarné se jednalo o takové
derivaty, které budou mit v poloze C® substituenty vazany pies atomy dusiku, kysliku,

uhliku a siry.

3.4.1 Priprava C°® derivati purinii vazanych pies atom kysliku
7-(Terc-butyl)hypoxantin (13)

Prvnim derivatem, ktery byla snaha pfipravit byl 7-(terc-butyl)hypoxantin (13).
Z ptedchozich pozorovani bylo jasné, ze kyselinu chlorovodikovou pouzit nelze, jelikoz
by doslo k odstépeni terc-butylu z vychozi latky 9. Nejprve byl pokus piipravit latku 13
za pouziti kyseliny mravenci, ktera je slabsi a pouziva se k Setrné substituci halogenu za
hydroxylovou skupinu u purinovych glykosidi. Béhem reakce doslo sice k tvorbé
produktu 13, ale ve smé&si dominoval ¢isty hypoxantin (31). Bylo tedy pozorovano, Ze

dochazi k odstépeni terc-butylu i v kyselém prostiedi HCOOH za zvysené teploty.
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Schéma 33 (i) HCOOH, 75 °C, 1 h (i) NaOH (3 eq.), H2O, 100 °C, 30 min., 66 %

Z vyse uvedenych divodu byla latka 13 pripravena alkalickou hydrolyzou za
pouziti NaOH ve vod¢ pii 100 °C a tim bylo 1 zji§téno, ze terc-butyl je za danych
podminek vysokého pH stabilni. Na LCMS chromatogramu byla vidét Uplna konverze
vychozi latky v produkt za 30 minut. Na zavér byla zneutralizovana reakéni smés a

produkt byl vyloucen z roztoku a odsat.

7-(Terc-butyl)-6-ethoxypurin (14)

Dalsim pfipravenym derivatem s navazanym substituentem ptes atom kysliku byl
7-(terc-butyl)-6-ethoxypurin (14). Byl piipraven ve vysokém vytézku Vv ethanolu za

pouziti ethoxidu sodného. Po zneutralizovani byl produkt extrahovan ve smési toluenu a

solanky (Schéma 34).

|
L Ay ~ Ly
9 14

Schéma 34 (i) 1IM-EtONa, EtOH, r.t., 30 min., 93 %

3.4.2 Priprava C® derivati purini vazanych pies atom siry
7-(Terc-butyl)-6-merkaptopurin (15)

Jelikoz se samotny 6-merkaptopurin pouziva jako 1€k proti rakoving, tak bylo zajimavé

z hlediska biologické aktivity piipravit jeho terc-butyl analog 15.

Nejprve byla snaha latku 15 pfipravit pomoci thiomocoviny, ktera je pro
podobné systémy popsand v literatufe. Jelikoz vznikla smés latek po reakci, tak byla
zvolena vhodné&js$i metoda za pouziti NaSH v DMF. Po provedeni reakce byla latka 15
poprvé separovana na kolon¢, ¢imz doslo béhem manipulace k oxidaci a vzniku smeési

s disulfidem 32. Proto byla ihned po druhé reakci provedena extrakce za inertnich
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podminek ve smési ethyl-acetitu a solanky, kterd zahrnovala zejména pouziti
rozpoustédel probublanych dusikem a proces rychlého pievedeni v pevny produkt. Ve
schéma 35 je zndzornéna thioxo tautomerni forma, ktera byla potvrzena z *H-NMR

spektra piitomnosti dubletu na C? uhliku.
cl % s »L cl »L
NN | INENGY ! NN
Ly N Lo P
N~ N N~ N N~ N

9 9

15

b

N>z N
% Sss %
N)j"‘>
32 I /
Y
Schéma 35 (i) thiomocovina, ethanol, reflux, 1 h (ii) 4M-NaSH; DMF; r.t.;; 1,5 h; 70 %,; (iii)
vzdusny kyslik

3.4.3 Priprava C® derivati purint vdzanych pi‘es atom dusiku

Z téchto sloucenin je nejzajimavej$Sim zastupcem adenin. JelikozZ se adenin vyskytuje ve
vSech zivych bunkach, tak bylo zajimavé z pohledu biologické aktivity piipravit i jeho
7-(terc-butyl) derivat. Déle byly pfipraveny i dalsi zajimavé strukturné odli$né derivaty
se substituenty v C® poloze vazanymi pies atom dusiku jako je napiiklad analogie

znamého BAP ¢i meta-topolinu, které jsou pak uvedeny ve schéma 39.
6-Azido-7-(terc-butyl)purin (16)

6-Azido-7-(terc-butyl)purin (16) byl pfipraven substitu¢ni reakci vychozi latky 9
s azidem sodnym v DMSO. Tato sloucenina byla pfipravena hlavné pro naslednou

redukci a ptipravu adeninu (17).
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Schéma 36 (i) NaNs (3 eq.), DMSO, 60 °C, 3 h, 91 %

7-(Terc-butyl)adenin (17)

Bylo by mozné tuto latku 17 z prekurzoru 9 piipravit Sy reakci s NHs, ale bylo by nutné
pouzit drsnéjSi reakéni podminky jako je zahfivani se zkapalnénym amoniakem
v tlakové ampuli. Z toho divodu byla zvolena redukce ptipraveného 6-azido-7-(terc-
butyl)purinu (16).

Nejprve byla otestovana Staudingerova reakce, ktera sice probihala bez
problémi, ale pro jednoduchost zpracovani reak¢éni smési byla zvolena redukce

vodikem za pouziti katalyzatoru palladia na aktivnim uhli a za tlaku 5 bart.

Nj »L NH, %
N)j:N> i neboii N)ﬁ:N>
I - > I /
P L.
16

N
17

Schéma 37 (i) trifenylfosfin (2 eq.), CHsCOOH/THF/H20, 2/6/1, 60 °C, 24 h, potom 80 °C, 6 h,
konverze: 98 % (LCMS) (ii) 10 %-Pd/C, Hy, ethanol, 5 bar, 24 h, 75 %

3.4.3.1 Priprava C® alkylamino derivatd Sn reakci

K pfipravé nize uvedenych N-substituovanych adeninti 18-23 (Schéma 39) byly
vybrany zastupci aminl, reprezentujici riizny typ jejich struktury. Jako prvni byl
pfipravovan benzyalmino derivat 18, u které¢ho byly zjiStovany reakéni podminky jeho

piipravy vyuzitelné pro dalsi derivaty.
6-Benzylamino-7-(terc-butyl)purin (18) a studium optimalizace jeho p¥ipravy

6-Benzylamino-7-(terc-butyl)purin (18) byl nejprve pfipravovan reakci vychozi latky
(9) s benzylaminem (1,2 eq.) v propanolu za pouziti baze N,N-diisopropylethylamin
(2eg.) (Schéma 38). Snahou bylo pouzit co nejmensi mnozstvi benzylaminu, aby

vysledna reakéni smés nemusela byt zpracovavana chromatograficky, ale co
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nejjednoduseji napt. nalitim do vody a filtraci vysrazeného produktu. Ocekavalo se, ze
puvodné zvolena reakéni teplota 97 °C bude dostate¢nd pro hladky prabéh, jak je u
analogickych purinovych derivatii obecné popisovano v literatufe. Nicméné s konverzi
spokojenost ani po 11 hod zahfivani nebyla a bylo nutno podminky optimalizovat.

Reakce byla v prubéhu monitorovana, jak je uvedeno v tabulce 10.

Cl »L NH »L
NN i NN
DI —

N~ N N~ N

9 18
Schéma 38 (i) benzylamin (1,2 eq.), DIPEA (2 eq.), propanol, teplota a Cas viz. tabulka 10

Tabulka 10 Optimalizace reak¢nich podminek vedouci k benzylamino derivatu 18

konverze* po 18 h, = konverze* po 22 h,
Ztoho 7 h pti 120 | z toho 11 h p¥i 120
OC OC**

konverze* po5h, | konverze* po 11 h,
97 °C 97 °C

1,6/1 1/1,7 1/3,5 1/11,4
* vychozi latka 9/produkt 18, hodnoty z LCMS analyzy; ** pfidani 0,8 eq. benzylaminu

Jak je vidét v tabulce 10, tak pti krats$i reakéni dobé a nizsi teploté nedochazi
Kk dostate¢né konverzi. K téméf Gplné konverzi doslo az po ptidani dalsiho mnozstvi

benzylaminu (0,8 eq.) a zvySenim teploty v uzaviené vialce na 120 °C.

S ohledem na dlouhou reakéni dobu, ktera ale uz zptisobovala tvorbu vedlejsich
produktl, a ne zcela uplnou konverzi vychozi latky 9 byla dalsi ptiprava latky 18
provedena zrovna z 1,5 eq. benzylaminu a jako rozpoustédlo byl zvolen vyse vrouci
butanol. Po 6,5 hodinach pii 120 °C byl ziskan produkt 18 s konverzi vychozi latky 78
%, ktery po nutné chromatografické separaci vychozi latky 9 a nadbyte¢ného
benzylaminu, poskytl vytézek 64 %.

Na zaklad¢ optimalizace pro benzylamino derivat 18 byly zvoleny takové
reakéni podminky pro nasledujici alkylaminopuriny 19-22 tak, aby dochazelo k co

nejlepsim vytézkim (Schéma 39).
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18: R' = H, R? = benzyl
19: R" = H, R? = cyklohexyl

Cl »L R! ,R2§L
N
NN i N 20: R" = H, R? = 3-hydroxybenzy!
- X
m)NIN) '\i)j: /> 21: R" = H, R? = furfuryl
N~ N 22: R" + R? = (CH,)s
9 23: R' = H, R? = 4-methoxyfenyl

Schéma 39 Obecné schéma pro piipravu alkylamino derivatd. (i) alkylamin (viz. tabulka 11),

DIPEA (2 eq.), butanol, teplota a ¢as viz. tabulka 11

Tabulka 11 Reakéni podminky pro ptipravu alkylamino derivata 19-22.

alkylaminopurin Alkylamin / mnoZstvi teplota cas vytézek
19 cyklohexylamin 2 eq. 120 °C 13h 76 %
20 3-hydroxybenzylamin | 2 eq. 120 °C 3h 47 %
21 furfurylamin 2 eq. 120 °C 3h 75 %
22 piperidin 5 eq. 120 °C 3h 87 %

S ohledem na reak¢ni dobu a konverzi bylo pro pfipravu alkylamino derivati
pouzito 2 eq. aminu. V piipad¢ snadno odstranitelného piperidinu bylo pouzito rovnou
5 eq. Piipravené derivaty, které jsou uvedeny ve schéma 39 byly ptipraveny analogicky
jako benzylamino derivat (18). Reakéni doba byla zkradcena na 3 hodiny pti 120 °C,
kromé cyklohexyl derivatu 19 (13 h).

6-(4-Methoxyanilino)-7-(terc-butyl)purin (23)

6-(4-Methoxyanilino)-7-(terc-butyl)purin (23) se nepovedlo pfipravit jako ostatni
derivaty Sn reakci. Vysledkem reakce bylo, Ze v reakéni smési se nachazela pouze
vychozi latka 9 a nezreagovany 4-methoxyanilin. Z toho duvodu byla otestovana
Buchwaldova-Hartwigova aminace (pouzivana k tvorb&é vazeb uhlik-dusik reakci
arylhalogenidd s aminy) a pouziti katalyzatoru XPhos Pd G2 ve smési dioxan/voda, 4/1
pii 100 °C v mikrovinném reaktoru. Vysledkem reakce byla po 1 hodiné pozorovana

zadna konverze vychozi latky.
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Schéma 40 (i) 4-methoxyanilin (2 eq.), DIPEA (2 eq.), butanol, 120 °C, 3 h
(ii) V.L. (9) (0,5 mmol), 4-methoxyanilin (1 eq.), K:CO3z (4 eq.), XPhos Pd G2
(0,02 eq.), dioxan/voda, 4 ml/1 ml, MW 100 °C, 1 h (iii) 4-methoxyanilin (1 eq.),
InCl3 (0,1 eqg.), ACN, MW 120 °C, 30 minut

Nakonec byla latka 23, ale bohuZzel ve smési s produktem 33, u kterého chybél
terc-butyl, ptipravena podle jiného postupu uvedeného v literatuie®® cross-couplingovou
reakci. Reakéni podminky byly aplikovany pro vychozi komponenty za pouZiti

popisovaného chloridu inditého, jak je uvedeno ve schéma 40.

Na LCMS chromatogramu byly po reakci v mikrovinném reaktoru vidét dva
hlavni piky, kdy byl v MS spektru u jednoho patrny molekularni iont o hodnoté
odpovidajici produktu 23 a u druhého byla hodnota odpovidajici de-terc-butylovanému
produktu 33. Jelikoz je chlorid indity do urité miry kysely, tak dochazelo i k odstépeni
terc-butylu za vyssi teploty, coz opét potvrdilo nestabilitu terc-butylu v poloze N’
v kyselém prostiedi, respektive v prosttedi Lewisovych kyselin. Z ¢asovych divoda
produkt jiz nebyl izolovan a ani dale reakce optimalizovdna. Zajimava by zde byla
zména rozpoustédla z polarniho acetonitrilu, ve kterém je vliv Lewisovych kyselin za
vysS$i teploty vyrazné€js$i nez v piipadé nepolarnich rozpoustédel, jak bylo 1 dokazano

experimentem v kapitole (3.3.1) o stabilité slouceniny 9.
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3.4.4 Priprava C°® derivati purini vazanych pies atom uhliku

Pomoci Suzuki cross-couplingovych reakci za pouziti katalyzatoru Pd(PPhsz)s byly
pfipraveny 2 reprezentativni derivaty 24 a 25 majici substituent v poloze C® purinového
cyklu vazany pres atom uhliku vazbou C-C, kdy byla snaha prostiednictvim
boronovych kyselin pfipojit aromatické zbytky. Obé¢ reakce byly provedeny analogicky

pii 140 °C v mikrovinném reaktoru, jak je uvedeno ve schéma 41.

o
/ S
Z
Cl
P P P
24 9 25

Schéma 41 (i) 4-methoxyfenylboronova kyselina (1,5 eq.); Pd(PPhs)s (0,05 eq.); K:COs
(1,3 eq.); toluen; 140 °C, 30 min.; 66 % (ii) 3-thienylboronova kyselina (1,5 eq.);
Pd(PPhs)4 (0,05 eq.); K2COs (1,3 eq.); toluen; MW 140 °C, 30 min.; 84 %

Témito dvéma cross-couplingovymi reakcemi se dokazalo, Zze za danych
podminek terc-butyl ziistdva stabilni v poloze N7 a je tedy mozné touto cestou bez

problému piipravovat i jiné C® derivaty s vazbou C-C.
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3.5 Cytotoxicka a bakteriostaticka aktivita pripravenych
sloucenin

Biologicka aktivita purinovych derivatii majici substituent v poloze N’ neni diikladné
prozkoumana, a to pravé z diivodu problematického selektivniho zavedeni substituentu
do polohy N’. Nicméné v literatue jsou popsany biologické ti¢inky nékterych z nich.

Z toho ditvodu byla testovana biologické aktivita pfipravenych sloucenin.

Nejprve byla testovana bakteriostaticka aktivita ptipravenych sloucenin, kdy se
nejprve méti velikost inhibi¢nich zén u jednotlivych bakteridlnich kment. Pokud je
hodnota zény u dané bakterie vétsi nez 20 mm, pak se postupuje do dalsiho kola a
zjiStuje se MIC (minimalni inhibi¢ni koncentrace) testované latky, pfi které jesté¢ dana

latka bakterii zahubi.

Tabulka 12 bakteriostaticka aktivita

B. Subtillis | M. Lutteus | M. Vaccae | S. Aureus | P.aeruginosa| E. Coli
latka | Zone/MIC | Zone/MIC | Zone/MIC | Zone/MIC | Zone/MIC | Zone/MIC
9 15 12 10 21 18 27/200

13 15 10 10 20 17 20
14 15 15 11 20 18 28/200
15 16 14 12 18 19 30/25
17 16 16 10 22 19 25/200
18 14 10 13 20 20 25/200
20 15 11 10 19 21 30/200
22 15 13 13 19 13 15
21 15 13 12 20 15 15
19 16 12 11 21 16 13
26 15 14 14 24/200 19 19
24 15 12 13 23/200 17 19
25 14 11 10 18 14 17

Z naméfenych hodnot v tabulce 12 je vidét, ze z latek, které maji zonu vétsi nez
20 mm ma pouze latka 15 vyznamnéj$i minimalni inhibi¢ni koncentraci na bakterii

E. Coli. Bakteriostaticka aktivita ostatnich pfipravenych latek je mala.
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Nové ptipravené slouceniny byly testovany i na kinazach CDK2/E, CDK4 a
kinaze FLT3-ITD, kde ani pti zékladni koncentraci 100 uM latky nevykazovaly inhibici
téchto enzymu. Dale byly slouceniny testovany na cytotoxicitu na dvou leukemickych
liniich CEM (lymfoidni leukémie) a MV4-11 (myeloidni leukémie). Hodnoty 1C50
vétSiny latek jsou kolem 100 puM, coz neni zajimavé. Ze vSech testovanych latek byla

nejucinnéjsi latka 26 jejiz hodnota IC50 pro CEM byla 19 uM a pro MV4-11 35 uM.

of
ey
Cl)l\N/ N/

26
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4 Experimentalni ¢ast

Vsechny pfipravované latky byly syntetizovany z komeréné dostupnych sloucenin bez
C¢isténi v kvalité deklarované vyrobcem. 6-chlorpurin byl pied reakci suseny pii 120 ° C
po dobu 1 h. Silikagel pro kolonovou chromatografii byl pro jeho aktivaci suseny pfi
140 ° C po dobu 24 hod. Pfi reakcich vyzadujicich neptitomnost vody byly pouzity
komer¢né dostupné bezvoda rozpoustédla s deklarovanym maximalnim obsahem vody s
pfipadnym dosusenim pomoci molekulovych sit. Pribéh chemickych reakci a Cistota
pfipravenych sloucenin byla sledovdna pomoci tenkovrstvé chromatografie na
hlinikovych foliich DC-Kiesegel 60 Fzss (Merck), detekce byla provedena pomoci UV
zateni (A = 254 nm) a UV inaktivni latky byly vizualizovany ethanolickym roztokem
kyseliny fosfomolybdenové. LC-MS analyzy byly provedeny na UHPLC-MS systému
(Waters) slozeného z UHPLC chromatografu Acquity s PDA detektorem a
hmotnostniho spektrometru s kvadrupolem. Byla pouzita Nucleodur Gravity C18
kolona (rozméry 1,8 pum, 2,1 x 50 mm) pii 30 °C a rychlosti pratoku 600 pl/min.
Mobilni faze byla (A) 0,1% octan amonny ve vodé¢ a (B) 0,1% octan amonny
Vv acetonitrilu. HRMS analyza byla provedena na systému tvofeném kapalinovym
chromatografem (Dionex UltiMate 3000, Thermo Fischer Scientific, MA, USA) a
hmotnostnim spektrometrem Exactive Plus Orbitrap high-resolution (Thermo Fischer
Scientific, MA, USA). Jako ioniza¢ni zdroj byl pouzit elektrosprej. 'H a *C NMR
spektra byly méfeny v DMSO-ds, resp. CDCls-d pri 25°C na NMR spektrometru JEOL
ECA 400II pti frekvenci 400 MHz (*H) a 100 MHz (**C). Chemické posuny (8) jsou
uvedeny v jednotkach ppm s kalibraci na signél rezidualniho rozpoustédla, ktery je ve
spektrech explicitné vyznacen. Teplota tani byla stanovena na Boetiové bloku, hodnoty

nejsou korigovany.
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7-(Terc-butyl)-6-chlor-7H-purin (9)

Metoda A:

6-Chlor-9H-purin (1) (775 mg; 5 mmol) byl rozpustén v bezvodém 1,2-dichlorethanu
(38 ml) za inertnich podminek. Potom byl piidan N,O-bis(trimethylsilyl)acetamid (1,84
ml; 7,5 mmol). Reak¢éni smés byla zahiivana na 80 °C v termobloku (ptipadné olejové
lazni) po dobu 30 minut. Poté byla reak¢éni smés ochlazena ledovou lazni na 0 °C a byl
ptidan SnCls (1,23 ml; 10,5 mmol). Poté byla reakéni smés michana 30 minut pfi
laboratorni teploté a byl pfidan terc-butylbromid (1,68 ml; 15 mmol). Vznikly roztok
byl michan 19 hodin za laboratorni teploty.

Zpracovani: Do reak¢éni smési byl pfidan isopropanol (10 ml) a nasledné
chloroform (50 ml) a voda (30 ml). Byla provedena extrakce. Organicka faze se
protiepala dvakrat s NaHCOs3 (2 x 65 ml), na zdvér se promyla vodou (30 ml) a

solankou (65 ml). Organickd faze byla vysuSena MgSO4 a odpafena na RVO. Po
odpareni byla ziskana svétle Zluta krystalicka latka (792 mg, 75 %)

Metoda B:

Metoda B probihala analogicky s metodou A s malymi obménami. V metodé¢ B bylo
pouzito bezvodé rozpoustédlo acetonitril (38 ml) a reakéni doba pro alkylaci byla
zkracena na 3 hodiny. Zpracovani prob¢hlo analogicky, jako v pfipadé¢ metody A s tim
rozdilem, Ze pfed pfidanim chloroformu se vétSina acetonitrilu nechala odpafit na RVO.

Byla ziskana svétle Zluté krystalicka latka (825 mg, 78 %).

Teplota tani: 194 — 195 °C

HRMS (ESI, m/z): [M+H]" vypoéitané pro CoH12Cl1N4, 211.0745; namétené 211.0746
'H-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & 8.85 (s, 1H), 8.45 (s, 1H), 1.91 (s, 9H)

3C-NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) § 163.90, 151.84, 146.93, 142.76, 123.22,
59.07, 31.17
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7-(Terc-butyl)-2,6-dichlor-7H-purin (26)

o N\
N\N/>

)l\N/ N

7-(Terc-butyl)-2,6-dichlor-7H-purin (26) byl pfipraven analogicky s postupem pfipravy

Cl

latky 9 metodou A. Reakce byla provedena jest¢ pied optimalizaci. 2,6-Dichlor-
9H-purin (189 mg, 1 mmol) byl rozpustén v bezvodém 1,2-dichlorethanu (10 ml) za
inertnich podminek. Potom byl ptidan N,O-bis(trimethylsilyl)acetamid (368 pul;
1,5 mmol). Reakéni smés byla zahtivana na 80 °C v termobloku po dobu 30 minut. Poté
byla reakéni smés ochlazena ledovou lazni na 0 °C a byl pfidan SnCls (246 pl; 2,1
mmol). Poté byla reakéni smés michana 30 minut pfi laboratorni teploté a byl pfidan
terc-butylbromid (168 ul; 1,5 mmol). Vznikly roztok byl michan 19 hodin za
laboratorni teploty. Zpracovani bylo provedeno analogicky s latkou 9. Byla ziskéana bila

krystalicka latka (31 mg, 13 %)
Teplota tani: 193 — 196 °C
'H-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & 8.46 (s, 1H), 1.91 (s, 9H)

3C-NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & 165.61, 152.91, 148.25, 143.61, 122.68,
59.54, 30.97

HRMS (ESI, m/z): [M+H]" vypo¢itané pro CoH11CI2N4, 245.0355; naméiené 245.0355

6-Chlor-7-(terc-pentyl)-7H-purin (27)

0

N~ X—N

L2

6-Chlor-7-(terc-pentyl)-7H-purin (27) byl pfipraven analogicky s postupem piipravy
latky 9 metodou A. 6-Chlor-9H-purin (1) (155 mg, 1 mmol) byl rozpustén v
bezvodém 1,2-dichlorethanu (10 ml) za inertnich podminek. Potom byl ptidan N,O-
bis(trimethylsilyl)acetamid (368 ul; 1,5 mmol). Reakéni smés byla zahfivana na 80 °C

Vv termobloku po dobu 30 minut. Poté byla reak¢éni smés ochlazena ledovou lazni na 0
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°C a byl ptidan SnCls (246 pl; 2,1 mmol). Poté byla reak¢ni smés michana 30 minut pfi
laboratorni teplot¢ a byl ptidan 2-bromo-2-methylbutan (328 ul; 3 mmol). Vznikly
roztok byl michan 17 hodin za laboratorni teploty. Zpracovani bylo provedeno

analogicky s latkou 9. Byla ziskana bila krystalicka latka (78 mg, 35 %)
Teplota tani: 86 — 89 °C

IH-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & 8.84 (s, 1H), 8.42 (s, 1H), 2.30 (¢, J = 7.5
Hz, 2H), 1.85 (s, 6H), 0.77 (t, J = 7.5 Hz, 3H)

13C-NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & 163.92, 151.74, 147.64, 142.86, 123.17,
62.28, 34.49, 28.72, 8.38

7-(Terc-butyl)-7H-purin-6-ol (13)

OH%

N
[
Do 5 ml vialky byl navazen 7-(terc-butyl)-6-chlor-7H-purin (9) (100 mg; 0,48 mmol) a
byla pfidana voda (4 ml). Nakonec byl pfidan NaOH (60 mg, 1,44 mmol). Reak¢ni
smés byla zahtivana v termobloku na 100 °C po dobu 30 minut. Pomoci zifedéné
kyseliny octové bylo zneutralizovano pH na 7 aZ 8, reak¢éni smés byla zchlazena ptes
noc V lednici a vylouceny produkt byl zfiltrovan. Byla ziskana bila krystalicka latka (60
mg, 66 %)

Teplota tani: 268 — 269 °C
HRMS (ESI, m/z): [M+H]" vypo¢itané pro CoH13N4O1, 193.1084; namétené 193.1085

IH-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & 12.40 (s, 1H), 8.28 (s, 1H), 8.11 (s, 1H),
1.81 (s, 9H)

3C-NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) § 159.88, 155.27, 144.49, 141.19, 115.61,
58.60, 29.95
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7-(Terc-butyl)-6-ethoxy-7H-purin (14)

O

NN

|)\/E %

L AN
Do 5 ml vialky byl navazen 7-(terc-butyl)-6-chlor-7H-purin (9) (100 mg; 0,48 mmol) a
byl rozpustén ve 2 ml ethanolu. Potom byl pifidan ethoxid sodny (1,5 ml; 1 mmol/ml).
Reakéni smés byla michana 30 minut pfi laboratorni teploté. Reakéni smés byla
zneutralizovana ziedénou kyselinou octovou, zifedéna toluenem (5 ml) a extrahovana

solankou (2 x 2,5 ml). Organicka faze byla susena pomoci MgSOj4 a odpatena na RVO.
Byla ziskana bila krystalicka latka (98 mg, 93 %).

Teplota tani: 85 — 87 °C
HRMS (ESI, m/z): [M+H]" vypoc¢itané pro C11H17N4O1, 221.1397; naméfené 221.1398

IH-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & 8.60 (s, 1H), 8.18 (s, 1H), 4.66 (g, J = 7.0
Hz, 2H), 1.76 (s, 9H), 1.51 (t, J = 7.2 Hz, 3H)

B3C-NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) § 163.34, 155.56, 151.85, 143.22, 112.64,
63.15, 57.97, 30.17, 14.41

7-(Terc-butyl)-1,7-dihydro-6H-purin-6-thion (15)

LV

HN N
|
NP

Do 10 ml vialky byl navazen 7-(terc-butyl)-6-chlor-7H-purin (9) (150 mg; 0,71 mmol) a
byl rozpustén v DMF (4,3 ml). Byl ptidan hydrogensulfid sodny (893 pul, 4M NaSH) a
reak¢éni smés byla michana 1,5 hodiny pii laboratorni teploté. Poté byla reakéni smeés
zneutralizovana zifedénou kyselinou octovou, ziedéna ethylacetatem (80 ml) a
protiepana solankou (3 x 30 ml). Extrakce byla provedena za inertnich podminek, ktera
zahrnovala zejména pouziti rozpoustédel probublanych dusikem a proces rychlého
ptevedeni v pevny produkt. Organicka faze byla susena pomoci MgSOs a odpafena na

RVO. Byla ziskana bil4 krystalicka latka (104 mg, 70 %)
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Teplota tani: 250 — 252 °C
HRMS (ESI, m/z): [M+H]" vypoc¢itané pro CoH13N4S1, 209.0855; naméfené 209.0854

IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds) 5 13.60 (s, 1H), 8.58 (s, 1H), 8.15 (d, J = 4.0 Hz, 1H),
1.92 (s, 9H)

B3C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 169.92, 156.14, 146.10, 144.83, 127.33, 59.50,
30.79

6-Azido-7-(terc-butyl)-7H-purin (16)

o -
NN
ﬁi V%
L PN
Do 10 ml vialky byl navazen 7-(terc-butyl)-6-chlor-7H-purin (9) (300 mg; 1,43 mmol) a
byl rozpustén v DMSO (5,7 ml). Byl pfidan azid sodny (279 mg, 4,3 mmol) a reakéni
smés byla michdna 4 hodiny pii 60 °C. Poté byla reakéni smés zfedéna ethylacetatem

(100 ml) a extrahovana solankou (3 x40 ml). Organicka faze byla susena pomoci

MgSOs a odpatfena na RVO. Byla ziskana bilé krystalicka latka (282 mg, 91 %)
Teplota tani: 220 — 222 °C

HRMS (ESI, m/z): [M+H]" vypogitané pro CoH12N7, 218.1149; namétené 218.1149
'H-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & 9.57 (s, 1H), 8.34 (s, 1H), 1.97 (s, 9H)

3C-NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & 152.81, 143.23, 142.02, 133.64, 110.69,
59.45, 29.19
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7-(Terc-butyl)-7H-purin-6-amin (17)

-

NTX—N

Ly

N N

Do 25 ml banky byl navazen 6-azido-7-(terc-butyl)-7H-purin (16) (100 mg, 0,46
mmol), 10 %-palladium na aktivnim uhli (25 mg) a byl pfidan ethanol (12 ml). Redukce
byla provedena béhem 24 hodin za tlaku 5 bar v autokldvu. Reak¢ni smés byla
prefiltrovana pies mikrofiltr a rozpoustédlo bylo odpafeno na RVO. Poté byla
provedena rekrystalizace z vody (1,5 ml). Byla ziskana bila krystalicka latka (66 mg, 75
%).

Teplota tani: 287 — 290 °C
HRMS (ESI, m/z): [M+H]" vypo¢itané pro CoH14Ns, 192.1244; namétené 192.1243
'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 8.35 (s, 1H), 8.20 (s, 1H), 6.66 (s, 2H), 1.69 (s, 9H)

BC-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 161.50, 151.78, 150.65, 143.46, 110.75, 56.24,
30.94

N-Benzyl-7-(terc-butyl)-7H-purin-6-amin (18)
gNH )L

N)j:N>

I
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Do 5 ml vialky byl navazen 7-(terc-butyl)-6-chlor-7H-purin (9) (105 mg; 0,5 mmol) a
byl rozpusSténve 2 ml butanolu. Byl pfiddn benzylamin (81,3 pl; 0,75 mmol) a
N,N-diisopropylethylamin (173,5 ul; 1 mmol). Reakéni smés byla zahfivana
v termobloku na 120 °C po dobu 6,5 hodiny. Po odpafeni byl produkt separovan na
chromatografické kolon¢ o priméru 4 cm (smés methanolu v dichlormethanu 1,5/40).

Byla ziskana svétle oranzova krystalicka latka (90 mg, 64 %).
Teplota tani: 176 — 178 °C

HRMS (ESI, m/z): [M+H]" vypoc¢itané pro C1sH20Ns, 282.1713; naméiené 282.1711
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IH-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & 8.57 (s, 1H), 8.12 (s, 1H), 7.29-7.40 (m,
5H), 5.34 (s, 1H), 4.88 (d, J = 5.2 Hz, 2H), 1.75 (s, 9H)

13C-NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & 161.56, 152.79, 149.54, 142.12, 138.30,
128.90, 127.70, 127.68, 111.81, 56.11, 45.93, 31.73

7-(Terc-butyl)-N-cyklohexyl-7H-purin-6-amin (19)
O\NH »L

N N>

I /

L AN

Do 5 ml vialky byl navazen 7-(terc-butyl)-6-chlor-7H-purin (9) (110 mg; 0,52 mmol) a
byl rozpustén ve 2 ml butanolu. Byl pfidan cyklohexylamin (120 pl; 1,04 mmol) a
N,N-diisopropylethylamin (182 pul; 1,04 mmol). Reakéni smés byla zahfivana
v termobloku na 120 °C po dobu 13 hodin a poté byl ptidan jesté cyklohexylamin (60
ul, 0,52 mmol) a smés zahtivana dalsi 2 hodiny. Po odpateni byl produkt separovan na
koloné o priméru 4 cm (smés methanolu v dichlormethanu 1,5/40). Byla ziskana svétle

hnéda krystalicka latka (108 mg, 76 %).
Teplota tani: 144 — 146 °C
HRMS (ESI, m/z): [M+H]" vypogitané pro C1sH24Ns, 274.2026; namé&fené 274.2028

IH-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & 8.45 (s, 1H), 8.04 (s, 1H), 4.99 (d, J = 7.0
Hz, 1H), 4.20-4.29 (m, 1H), 2.07-2.11 (m, 2H), 1.75 (s, 9H), 1.58-1.72 (m, 3H), 1.41-
1.51 (m, 2H), 1.19-1.32 (m, 3H)

B3C-NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) § 161.24, 152.72, 149.08, 141.68, 111.61,
55.90, 49.46, 33.03, 31.65, 25.53, 24.48
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3-(((7-(Terc-butyl)-7H-purin-6-yl)amino)methyl)fenol (20)
HO\O/\NH »L

L

LAy

Do 5 ml vialky byl navazen 7-(terc-butyl)-6-chlor-7H-purin (9) (110 mg; 0,52 mmol) a
byl rozpustén ve 2 ml butanolu. Byl ptidan 3-hydroxybenzylamin (128 mg, 1,04 mmol)
a N,N-diisopropylethylamin (182 pl; 1,04 mmol). Reakéni smés byla zahfivana
v termobloku na 120 °C po dobu 3 hodin. Po odpafeni byl produkt separovan na koloné

o pruméru 4 cm (smés methanolu v dichlormethanu 1,5/40). Byla ziskana svétle zluta

krystalicka latka (73 mg, 47 %).
Teplota tani: 109 — 112 °C
HRMS (ESI, m/z): [M+H]" vypoc¢itané pro C16H20Ns01, 298.1662; naméiené 298.1662

IH-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & 9.79 (s, 1H), 8.40 (s, 1H), 8.03 (s, 1H), 7.18
(t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.10 (t, J = 1.8 Hz, 1H), 6.89 (dd, J = 8.1, 2.3 Hz, 1H), 6.81 (d, J =
7.6 Hz, 1H), 5.48 (t, J = 5.2 Hz, 1H), 4.81 (d, J = 5.2 Hz, 2H), 1.71 (s, 9H)

13C-NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & 160.40, 158.03, 152.33, 149.83, 141.98,
139.47,129.92, 118.54, 115.34, 114.83, 111.68, 56.50, 45.68, 31.66

7-(Terc-butyl)-N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin (21)
= NH

NT 5

I

e

7-(Terc-butyl)-N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin (21) byl pfipraven analogicky
S postupem piipravy latky 20 s pouzitim alkyla¢niho ¢inidla furfurylaminu (100 pl,
1,04 mmol). Zpracovani bylo provedeno analogicky s mobilni smési pro separaci na
kolon¢ (methanol v dichlorethanu 2/40). Byla ziskana hnéda krystalicka latka (106 mg,
75 %).

Teplota tani: 164 — 166 °C
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HRMS (ESI, m/z): [M+H]" vypo¢itané pro C1aH18NsO1, 272.1506; naméiené 272.1505

IH-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & 8.56 (s, 1H), 8.11 (s, 1H), 7.37 (d, J = 0.8
Hz, 1H), 6.33-6.34 (m, 1H), 6.30 (d, J = 4.0 Hz, 1H), 5.44 (s, 1H), 4.86 (d, J = 5.2 Hz,
2H), 1.77 (s, 9H)

13C-NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & 161.57, 152.62, 151.31, 149.16, 142.25,
142.20, 111.96, 110.55, 107.49, 56.16, 38.71, 31.63

7-(Terc-butyl)-6-(piperidin-1-yl)-7H-purin (22)

P

7-(Terc-butyl)-6-(piperidin-1-yl)-7H-purin (22) byl piipraven analogicky s postupem
ptipravy latky 20 s pouzitim alkyla¢niho ¢inidla piperidinu (256 pl, 2,6 mmol). Reakéni
smés byla zfedéna toluenem (5 ml) a extrahovana solankou (2 x 8 ml). Poté byla
organicka faze odpafena na RVO. Byla ziskana svétle oranzova krystalicka latka (118

mg, 87 %).
Teplota tani: 167 — 169 °C
HRMS (ESI, m/z): [M+H]" vypo¢itané pro C14H22Ns, 260.1870; naméfené 260.1873

IH-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & 8.89 (s, 1H), 8.33 (s, 1H), 3.04 (t, J = 5.3
Hz, 4H), 1.83 (s, 9H), 1.71-1.76 (m, 4H), 1.65-1.67 (m, 2H)

3C-NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & 164.84, 158.71, 152.73, 146.27, 119.56,
58.98, 53.12, 30.04, 25.64, 23.79
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7-(Terc-butyl)-6-(4-methoxyfenyl)-7H-purin (24)

L

N
LY
Do tlakové zkumavky byly navazeny nasledujici komponenty: 7-(terc-butyl)-6-chlor-
7H-purin (9) (100 mg; 0,48 mmol); 4-methoxyfenylboronova kyselina (83 mg,
0,72 mmol); uhli¢itan draselny (83 mg, 0,6 mmol); (Pd(PPh3)s (26,7 mg, 0,023 mmol) a
nakonec byl pfidan toluen (6 ml). Zkumavka byla vloZzena do mikrovinného reaktoru a
michéna 30 minut pfi 140 °C. Po odpateni byl produkt separovan na kolon¢ o priméru
4 cm (smes methanolu v dichlormethanu 1,5/40). Byla ziskana bila krystalicka latka (88
mg, 66 %).

Teplota tani: 142 — 146 °C
HRMS (ESI, m/z): [M+H]" vypo¢itané pro C16H19N4O1, 283.1553; naméfené 283.1551

IH-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & 9.05 (s, 1H), 8.4 (s, 1H), 7.37 (d, J = 8.5
Hz, 2H), 7.00 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 3.87 (s, 3H), 1.47 (s, 9H)

3C-NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & 162.85, 160.32, 153.18, 151.67, 147.54,
132.62, 130.29, 124.09, 113.77, 58.72, 55.39, 30.80

7-(Terc-butyl)-6-(thiofen-3-yl)-7H-purin (25)

7-(Terc-butyl)-6-(thiofen-3-yl)-7H-purin (25) byl piipraven analogicky s postupem
ptipravy latky 24 spouzitim 3-thienylboronové kyseliny (92 mg, 0,72 mmol).
Zpracovani prob&hlo analogicky. Byla ziskdna oranZovéa krystalicka latka (103 mg,
84 %).
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Teplota tani: 164 — 167 °C
HRMS (ESI, m/z): [M+H]" vypoc¢itané pro C13H15N4S1, 259.1012; namétené 259.1012

IH-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & 9.05 (s, 1H), 8.45 (s, 1H), 7.47 (dd, J = 8.1,
3.2 Hz, 2H), 7.24 (d, J = 4.6 Hz, 1H), 1.50 (s, 9H)

B3C-NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & 162.88, 151.71, 148.95, 147.48, 140.11,
128.65, 126.48, 125.87, 124.52, 58.63, 30.55

Terc-butyl-(5-amino-6-chlorpyrimidin-4-yl)karbamat (6)
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Terc-butyl-6-chlor-7,8-dihydro-9H-purin-9-karboxylat (4) (0,47 g; 1,84 mmol) byl
rozpustén v bezvodém DMF (7,3 ml) a THF (2,4 ml), poté byl piidan
bis(trimethylsilyl)amid lithny (1,92 ml; 1,93 mmol) pfi - 78 °C. Smés byla michana
minutu pii - 78 °C a poté byl pfidan terc-butylbromid (620 ul; 5,5 mmol). Nasledné
byla reakéni smés zahtata na laboratorni teplotu a michdna 20 minut. Po odpateni byl
produkt separovan na koloné o priméru 4 cm (smé&s methanolu v dichlormethanu

0,5/40). Byla ziskana krystalicka latka (56 mg, 12 %).

HRMS (ESI, m/z): [M+H]" vypocitané pro CoH14CliN4Oz, 245.0800; naméiené
245.0800

IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 9.44 (s, 1H), 8.03 (s, 1H), 5.46 (s, 2H), 1.46 (s, 9H)

B3C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 151.35, 144.75, 144.41, 142.65, 130.14, 80.19,
27.87
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5 Zavér

Jelikoz v literatufe pro chlorované puriny nebyly doposud popsany efektivni
metody, které umoziiuji zavedeni terciarniho zbytku do polohy N, tak byl prostor
k tomu, pokusit se takovou metodu vyvinout. Zcela novou metodu se vyvinout podafilo,
kdy jeji novost spofiva ve vyuziti silylacnich podminek ve spojeni
s terc-halogenderivatem, umoziujici regioselektivni zavedeni do polohy N’

chlorpurinovych derivatt.

Aplikovali jsme silylatni metodu katalyzovanou chloridem cini¢itym v
dichlorethanu na zavedeni terc-butylu do polohy N’ 6-chlorpurinu za pouziti t-BuBr.
Po precizni optimalizaci jsme se dostali do takového bodu, kdy jsme ziskali ve vysoké
Cistoté surovy produkt s vysokym stupném konverze a vysokym vytézkem. Zaroven se
nam povedlo eliminovat pfitomnost jinych izomert, které pifi urcitych podminkéch
touto metodou vznikaji. Vyvinutda metoda umoznila i snadno odstranit zbytkové
mnozstvi vychozi latky a byla suspéchem pouzita pro piipravu 7-(terc-butyl)-2,6-

dichlorpurinu a 7-(terc-pentyl)-6-chlorpurinu.

Nov¢ piipraveny, doposud v literatuie nepopsany 7-(terc-butyl)-6-chlorpurin byl
dale substituovan v poloze C® a byla ptipravena fada novych purinovych derivati majici
v poloze C® vazby C-O, C-S, C-C, C-N. Celkem bylo v pribéhu bakalafské prace

pfipraveno a charakterizovano 17 novych sloucenin.

Ptipravené slouCeniny byly testovdny na cytotoxickou a bakteriostatickou
aktivitu. Sloueniny bohuZel nejsou vyznamné biologicky aktivni. Zajimavou
bakteriostatickou aktivitu (MIC: 25 uM) jevila latka 15. Zajimava cytotoxicka aktivita
(IC50: 19 uM) pro linii CEM byla nalezena u slouceniny 26. Sloucenina 26 jako jedina
mé atom chloru jak v poloze CS, tak v poloze C2. Ztoho diivodu by mohlo byt v
budoucnu zajimavé piipravit derivaty 7-(terc-butyl)purinu majici substituenty v poloze

C® i C?, které by mohly vykazovat biologickou aktivitu.
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7 Piilohy
'H-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) 7-(terc-butyl)-6-chloro-7H-purin (9)
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'H-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) 6-chloro-7-(terc-pentyl)-7H-purin (27)

o N

NN

L A

6.23

3.02

4.0

3.0

1.00

1.03

7.260

B840 —
8421 —

X - parts per Million - Proton

13C-NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d)

7
o]

04

0.1

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
2200 2100 200.0 190.0 180.0 1700 160.0 150.0 1400 1300 1200 1100 100.0 90.0 80.0 700 60.0 500 40.0 30 200 10.0 0|

151742 ——
147,642~
142,865 ——
123,166

000

4,495 ——
WNT
8,380

163.917 —
62,279

X - parts per Million : Carbon13

84



'H-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) 7-(terc-butyl)-7H-purin-6-ol (13)
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'H-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) 7-(terc-butyl)-6-ethoxy-7H-purin (14)
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'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) 7-(terc-butyl)-1,7-dihydro-6H-purin-6-thion (15)
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'H-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) 6-azido-7-(terc-butyl)-7H-purin (16)
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!H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) 7-(terc-butyl)-7H-purin-6-amin (17)
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'H-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) N-benzyl-7-(terc-butyl)-7H-purin-6-amin
(18)
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!H-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) 7-(terc-butyl)-N-cyclohexyl-7H-purin-6-amin
(19)
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'H-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d)

3-(((7-(terc-butyl)-7H-purin-6-yl)amino)methyl)fenol (20)

HO
LA

70
I

902

6.0

50

4.0

3.0

1.0

X : parts per Million : Proton

13C-NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d)

0.1

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
220.0 210.0 200.0 190.0 180.0 170.0 160.0 150.0 140.0 130.0 120.0 110.0 100.0 90.0 80.0 70.0 60.0 50.0 400 300 200 10.0 0
2% ®E 2= = saon = o g
g% 98 &8 = XEEG Z g g
g% 23 =8 & L3z b < =

X - parts per Million : Carbon13

92



IH-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d)

7-(terc-butyl)-N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin (21)
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'H-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) 7-(terc-butyl)-6-(piperidin-1-yl)-7H-purin
(22)
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'H-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d)

7-(terc-butyl)-6-(4-methoxyfenyl)-7H-purin (24)
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'H-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) 7-(terc-butyl)-6-(thiophen-3-yl)-7H-purin
(25)
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'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds)
Terc-butyl-(5-amino-6-chloropyrimidin-4-yl)karbamat (6)
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IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds) smés latek 6 a 7
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'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6-chloro-7,9-dihydro-8H-purin-8-on (7)
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'H-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) 7-(Terc-butyl)-2,6-dichlor-7H-purin (26)
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