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1. UVOD

Cytokininy ptedstavuji dilezitou skupinu latek, které jsou schopny podporovat déleni
bunék v rostlinnych tkanovych kulturach™®l. Ptirozené se vyskytujici aromatické cytokininy
jsou N6-substituované adeniny, vyskytujici se v podobé volnych bazi, vazanych na cukr pies
N3, N7 nebo N9 (nukleosidy nebo nukleotidy), atd.[*°l. Je zajimavé, Ze nesubstituovany purin
neexistuje v piirodé a nejjednodussi piirodni se vyskytujici forma derivatu purinu je f-D-
ribonukleosid - nebularin, antibiotikum, izolovany z hub (Agaricus nebularis)®l. Chemie
purinii zaziva v poslednich letech renesanci, a to je hlavné kvili purinovym receptorim -
predevsim receptorim adenosinu, které¢ se nachazeji ve vsech organech lidského téla a hraji
klicovou roli, napt., - v regulaci tlaku krve, a také jsou dulezitym cilem souc¢asného zkoumani
novych agonistd a antagonistii purinovych receptorti.

Schopnost interpretace dat o struktufe sloucenin je nezbytnou soucasti nejen chemickych
véd. Prokazani struktury vede k jednoznacné identifikaci nov€ ziskanych latek, pochopeni
jejich chemickych vlastnosti nebo dokonce k moznosti ptipravy ptirodnich latek syntetickymi
metodami. Vyznamnou ulohu v identifikaci struktury organickych, pfirodnich a syntetickych
slou¢enin ma nuklearni magneticka rezonance vysokého rozliSeni v roztoku (stav maximalné
ptiblizeny biochemickym, ,,fyziologickym®, podminkdm). Vyuziva se k analyze chemickych
individui i smé&si malych molekul az biomakromolekul”®l. Tato metoda byla objevena
Edwardem Purcellem a Felixem Blochem (v roce 1952 byli ocenéni Nobelovou cenou za
fyziku)® Nezaménitelnymi jsou dvoudimenzionalni (2D) experimenty, zvlast, homo- a
heteronukledrni experimenty s nepiimou detekci a jednovazebnou nebo vicevazebnou
korelaci: {*H-'H}-gCOSY a {*H-'H}-gTOCSY; {!H-BC}-gHMQC a {‘H-1¥C}-gHMBC;
{*H-*>N}-gHMQC a {*H-*N}-gHMBC.

K ptesné identifikaci sloucenin, zv1ast sloucenin s vyznamnym biologickym
a farmakologickym ucinkem, slouZzi série 2D NMR spekter. Jedna se o pfifazeni konkrétnich
signali v nasem piipadé derivatt roskovitinu v NMR spektrech. Méfeni 2D NMR spekter
téchto organickych slou€enin je nezbytné nutné. Vzniklé chyby vyplyvajici z interpretace 1D
NMR experimentil totiz ¢asto vedou k nespravnym zaveérim nejen o struktuie konkrétnich
derivatu ale i o strukturnim typu, napt., metabolitt, jejich farmakodynamice, farmakokinetice
atd.

Cilem diplomové prace je identifikace a prokazani strukturniho slozeni série derivati
roskovitinu, pomoci 1D a 2D NMR spektroskopie, metodou pfitazeni vodikovych, uhlikovych
a dusikovych signali v NMR spektrech. Zkoumany byly derivaty roskovitinu, jakozto
vybrané¢ latky s vysokou protinadorovou aktivitou.

Diplomova prace se sklada ze tiéch zakladnich Casti. V prvni Casti je uveden struény
piehled derivatd roskovitinu. Druha ¢ast je vénovana principim 1D a 2D nuklearni
magnetické rezonancni spektroskopie. Ve tieti Casti je provedena identifikace ziskanych
derivatd roskovitinu a shrnuté samotné experimentalni vysledky NMR studia zkoumanych
latek.



2. TEORETICKA CAST.

2.1. Derivaty purinu jako CDK inhibitory.
2.1.1. Role purinii v bunééném cyklu.

Komplexy cyklinii a cyklin-dependentnich kindz (CDK) hraji klicovou roli v bunéném
cykIult. Tniciace, rozvoj a dokonéeni savéiho bunééného cyklu jsou regulované rtiznymi
CDK komplexy, funkce kterych jsou rozhodujici pro rist bundk™. Tyto komplexy obsahuji
katalytickou CDK a regula¢ni cyklinové podjednotky. CDK tvoii série dobfe konzervovanych
serin/theoninovych proteinovych kinaz. Lidsky genom je kddovan 13 CDK, 48 souvisejicimi
CDKmi a 25 cykliny™?, Ur¢ité CDK odpovidaji za fungovani réiznych kli¢ovych bun&nych
procesti: CDK1, 2, 3, 4, 6, & 7 reguluji bunécny cyklus; CDK7, 8 & 9 interaguji piimo s
transkripénimi faktory; CDK5 & 11 kontroluji neuronalni funkce, CDK2, 5, 6 & 9 jsou
zodpovédné za diferenciace bunck a CDK1, 2, 4, 5, 6 & 11 ovliviiuji apoptozu.

Vyvoj nadoru je uzce spojen s genetickymi a epigenetickymi zménami a deregulaci CDK
a jejich regulatort. Inhibitory CDK mohou byt potencialnymi léky pro 1é¢bu rakoviny
a jinych proliferativnich onemocnéni (revmatoidni artritida, roztrousena sklerdza,
Parkinsonova nemoc, psoriaza, diabetes atd.), za ptedpokladu, ze nemaji vliv i na ostatni
bunky v nizkych koncentracich (< 50 pmol/I). CDK hraji kli¢ovou roli ve fosforylaci.
Katalyticka faze, zprostfedkovana CDK zahrnuje reakce pienosu fosforu z ATP na
makromolekularni slozku enzymul*l, Tento objev zrychlil aktivni vyhled4vani inhibitor
kinaz s vysokou afinitou a specifitou na CDKy. Ctyfi hlavni skupiny slougenin jako CDK
inhibitory byly identifikovany: derivaty Staurosporinu, butyrolaktonu I a polyhydroxylované
flavony jako flavopyridol (vSichni tfi nejsou purinové derivaty, obr. 1) a vySe uvedené 2,6,9-
trisubstituované puriny™ (obr. 2). Mezi 2,6,9-trisubstituovanymi puriny (obr. 2), nejdiive byl
pfipraven vyznamny inhibitor CDK, jako oligospecificka latka zvana olomoucin!*4l,
Nejaktivnéjsi 2,6,9-trisubstituované puriny: bohemin a roskovitin byly objeveny v roce
199715171 (obr. 3). Roskovitin je latka se zvy$enou inhibi¢ni aktivitu vii¢i CDK 1
a ma antimitoticky ucineke®l, Krystalické struktury komplexit CDK2 s purinovymi
derivaty, vcetn¢ roskovitinu prokazaly, Ze inhibitory jsou vazané na ATP v pfiblizn¢ stejné
oblasti, ale s odlisnou orientaci, pokud jde o protein®! (obr. 4, 5). Detailni analyza
molekularnich a bunéénych ucinkll purinovych inhibitori CDK, podporovana krystalovou
analyzou, motivovala mnoho védcl k pokracovani v syntéze a biologickém zkoumani 2,6,9-
trisubstituovanych purinii®, Vyzkum pispél k identifikaci purvalanolu A (obr. 6), jednoho
z nejsilngjsich inhibitord CDK (ma4 asi 100 krat vétsi inhibi¢ni aktivitu neZ roskovitin)i32°l,

Dalsi experimenty?? ukazaly, Ze trisubstituované puriny s hydroxyfenylovou skupinou
V poloze C6 benzylaminového radikalu jsou obecné asi 10 krat ucinnéj$i nez nemodifikované
rodi¢ovské (pivodni) slouceniny. Vysledkem vyvoje 2,6,9-trisubstituovanych purind, rizné
substituovanych na benzylovém cyklu molekuly, je objev velmi G¢inné latky pod nazvem
olomoucin Il (podle prvniho cytokininového CDK inhibitoru - olomoucin). Biologicka
aktivita takového CDK inhibitoru striktn€ zavisi na poloze hydroxylové skupiny (ortho pozice
je nejvice aktivni). SlouCeniny byly testovany na in vitro protinadorovou aktivitu na riiznych
bunéénych liniich pfic¢emz 2-hydroxybenzylaminové derivaty byly nejaktivnéjsi. Cytotoxické
hodnoty byly piekroeny o vice neZ dvojnasobek, V porovnani S nesubstituovanym



benzylaminovym derivatem[??l, Olomoucin (prvni cytokininovy inhibitor CDK), ma pouze
slabou cytotoxickou aktivitu na nadorovych bunéénych liniich ve srovnani s olomoucinem II,
ktery je u€inny i pfi nizkych mikromolarnich koncentracich.

Staurosporin Flavopiridol
Butyrolakton-1

Obrazek 1. Struktury nepurinovych CDK inhibitort.
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Obrazek 2. Obecna struktura 2,6,9-trisubstituovanych purind.
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Olomoucin Bohemin R-(-)-Roskovitin (CYC - 202)

Obrazek 3. Struktury prvnich tfech objevenych 2,6,9-trisubstituovanych purin s inhibici CDK.

v

Olomoucin Il je u¢inngjsi in vitro proti nadorovym bunkam nez purvalanol A (jeden z nejvice
aktivnich inhibitort CDK)!?2,

V soucasné dob¢ vice nez 20 inhibitori CDK proslo Kklinickymi testy na rakovinu
Modifikaci molekuly roskovitinu byly ziskany dalsi latky se zvySenou CDK inhibiéni
aktivitou a cytotoxicitoul?®3l, Derivaty s biarylmethylaminovymi nebo biarylaminovymi
substituenty v poloze 6 purinového cyklu, jako je R-CR8 (obr. 6) patfi mezi nejaktivné&jsi
zndmé CDK inhibitory?®*°. Modifikace roskovitinu nebyla omezena jeho postrannimi
fetézci, ale dotkla se téz jeho heterocyklické ¢astil®?. Slouceniny, vykazujici anti-CDK
aktivitu zahrnuji trisubstituované pyrazol[1,5-a][1,3,5]triaziny[*3-3%],

[23,24]



pyrazol[4,3-d]pyrimidiny®! a pyrazol[1,5-a]pyrimidiny7-39,

Zejména optimalizace slouceniny z vySeuvedenych derivatl ptfinesla dalsi kandidaty na 1é¢ivo
tzv. dinaciclib (obr. 6)[“°#4 Agkoli mnohé selektivni inhibitory CDK prosly Klinickymi
testy, zadny z nich dosud neni schvalen jako 18k, kvili nezadoucim vedlejsim u¢inkum[*5-48],

The Cell Cycle

Cell with chromosomes in the nucleus

Cell division

\ I)\ A sym nh esis

\||| * .|
ych H\ S| |

................. ruplu_n.m
(h Jmosome 1‘mr[

Cell with duplicated chromosomes

Obrazek 4. Bunéény cyklus a CDK - cyklinovy komplex,

2.1.2. SAR purinovych inhibitori CDK (stru¢né shrnuti).

C2-substituce: poloha C2 umoziuje piipojeni velkého mnozstvi riznych substituenti,
(nejlepsi z nich jsou aminalkylaminy a aminalkoholy s nejméné 4 atomy uhliku, obr. 2).
Aminalkoholy jsou obvykle odvozené od odpovidajicich a-aminokyselin (jak R, tak i S
konfigurace). Aminalkoholy a aminalkylaminy mohou byt i cyklické (aminohexanoly,
prolinol, diaminhexany atd.). Pfitomnost 2 heteroatomti je nezbytna pro inhibi¢ni aktivitu
CDK. Substituce na C2 jednoduchymi alkylaminy zna¢né snizuje CDK inhibi¢ni
aktivitul3334],

C6-substituce: nejbézn&jsi substituenty jsou rizné upravené benzylové nebo fenylové
skupiny. Nejaktivnéjsi jsou struktury odvozené od olomoucinu |1, kde zasadni podminkou je
ptfitomnost hydroxylové skupiny v poloze 2 (orto) na fenylovém kruhu. Substituce v poloze 3
(meta) fenylového cyklu vede ke snizeni aktivity ve srovnani s derivaty Se substituci na 2, ale
derivaty se substituenty v pozice 4 (para) vykazuji stejnou aktivitu, jako derivaty
s nesubstituovanym benzylovym cyklem!®l,



Obrazek 5. Krystal rozkvitnu s CDK Y,
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Purvalanol R-CR8 dinaciclib

Obrazek 6. Struktury nejaktivnéjsich CDK inhibitort.

N9-substituce: zavedeni alkylovych (1-3 atomy uhliku) nebo cykloalkylovych (3-5 atomu
uhliku) substituentl je obvykle nutné. Nepfitomnost (R = H) substituent v poloze N9 vede
k neaktivnim slou¢eninam. Olomoucin s methylovou skupinou v poloze N9 je relativné slaby
purinovy inhibitor CDK, zatimco slou¢eniny s N9-isopropylovou skupinou vykazuji nejlepsi
vysledky. Cyklopentylové derivaty vykazuji inhibi¢ni aktivitu podobnou jako jejich
isopropylové analogy. ,.ZvétSeni alkylové skupiny na N9 vyrazné snizuje inhibi¢ni
aktivitul?®,

2.1.3. Syntéza 2,6,9-trisubstituovanych purini.

Ttistupiiova syntéza 2,6,9-trisubstituovanych purinovych inhibitord CDK vychazi
z komeréné dostupného 2,6-dichlorpurinu, ktery je obvykle alkylovan v N9 pomoci
isopropylbromidu nebo isopropyljodidu v pfitomnosti uhli¢itanu draselného v DMFA nebo
DMSOM04 (obr., 7)1,
Druhym krokem je zavedeni nukleofilového substituentu do polohy C6 pomoci vhodné
substituovaného benzylaminu nebo anilinu v n-butanolu v pfitomnosti triethylaminu, pfi
teplote 110°C.
Poslednim krokem je zavedeni nukleofilového substituentu do polohy C2 pomoci vhodného
aminalkoholu nebo diaminu ve velkém piebytku, pifi vysoké teploté¢ (160°C). Konecny
produkt se &isti pomoci rekrystalizaci nebo kolonovou chromatografiil?8323842],

10



V piipadech, ve kterych benzylamin neni substituovan hydroxylovou nebo amino-skupinou,
hrozi nebezpeci alkylace heteroatomu ve druhém stupni. Vychozi 2,6-dichlorpurin muize
reagovat s odpovidajicim benzylaminem jiz v prvnim stupni s alkylaci N9 a nakonec

s nukleofilnim nahrazenim atomu Cl v pozici 2 purinového skeletu aminalkoholem nebo
alkylendiaminem!283238421 - Hlayni nevyhodou NO9-alkylace 2,6-dichlorpurinu je vedlejsi
reakce - alkylace N7, kterd ma za nasledek relativné nizky vytézek N9-alkylpurinu (60%),
ktery je kontaminovan znaénym mnozstvim N7-izomeru. Surovy produkt se v tomto piipadé
Cisti kolonovou chromatografii nebo opakovanou rekrystalizaci, coz vede ke ztrat¢ NO-
izomeru a molarni pomér vyslednych izomerat N7 a N9 je asi 3:71%1,

Alternativni zpisob alkylace na N9 mize byt alkylace odpovidajicim alkoholem (metanol,
etanol, 1-propanol, 2-propanol atd.) za katalyzy pomoci trifenylfosfinu nebo jiného
fosfinového derivatu a dialkylazodikarboxylatu. Reakce byla objevena Oyo Mitsunobou
a posléze byla pouzita pii syntéze irokého spektra vysoceefektivnich derivatal®-6%l,

Ry NH
Z N Z N ke N
N | \> iPrBr (iPrl) N | \> N = | \>
PP AN =P N
H

N

N N
Y =40-60% Y =80-90% )\
NH2(CHz)nX
160°C
(X=OH,NHz)

10

R1,R2=H,0H,MeO,halogen,alky! et
R3=X(CHz)nNH

Obrazek 7. Shéma tfistupfiové syntézy purinovych inhibitorit CDK.

2.2. Nuklearni magneticka rezonanéni spektroskopie (NMR).
2.2.1. Zakladni principy NMR.

Dvé skupiny védct, vedenych Blochem a Purcellem objevily, téméef soucasné, fenomén
nuklearni magnetické rezonance (NMR). Bloch a Purcell dostali pak Nobelovu cenu za fyziku
v roce 1952.
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NMR je nejucinnéjsi metoda pro identifikaci organickych sloucenin, kterda je Siroce
pouzivana v mnoha oblastech®4,

2.2.1.1. Nuklearni magneticky moment.

Magneticka jadra jsou objekty studované pomoci NMR. Atomové jadro se sklada
z neutronil a kladné¢ nabitych protonti. Jadro miize mit magneticky moment, kdyz se otaci
kolem jaderné osy. Rota¢ni vlastnosti jadra zavisi na spinovém kvantovém ¢isle 1.

Existuji tfi moznosti:

1. Jadro se sudym poctem neutroni a sudym pocétem protonit ma nulové spinové
kvantové &islo, napiiklad: 12C, 1°0, 32S atd.

2. Jadro s lichym poctem neutrond a sudym poctem protond, nebo se sudym poctem
neutronl a lichym poctem protonti, méa polociselné spinové kvantové ¢islo, naptiklad:
| = 1/2, jako 'H, 3C, N, °F, 3Ip, 1%°pt atd.; | = 3/2, jako ’Li, °Be, 2Na, *3S, 3Cl, *'Cl
atd.; 1 = 5/2, jako 1’0, Mg, Z’Al, *Mn atd.; | = 7/2, 9/2 atd.

3. Jadro s lichym poctem neutronii a lichym poctem protonii ma nedilné spinové
kvantové ¢&islo, napiiklad: 1 =1 u2H, ¥*N; 1=2uCo; 1 =3 u B.

Z vyse uvedeného vyplyva, ze pouze jadra patfici 2. a 3. mohou byt studovany pomoci
NMR. Jadra s nenulovym spinovym kvantovym ¢islem se nazyvaji magneticka jadra. Kromé
toho, pouze jadra s | = 1/2 jsou vhodna pro NMR méfeni, protoze maji rovnomérné rozlozeni
naboje. V disledku toho, nemaji zadny elektricky kvadrupdlovy moment, a proto je
pozorujeme vV NMR spertrech jako uzké piky. VSechna ostatni magneticka jadra (I > 1/2),
s nerovnomé&rnym rozlozenim naboje se projevuji v NMR spektrech, jako Siroké (br) signaly.
Jadra v tomto piipad¢ maji elipsoidni tvar, pfi¢emz kladny (analogicky i zaporny) elektricky
kvadrupolovy moment se da vypoéitat pomoci nasledujici rovnicel®4l:

Q = (2/9)Z(b*- &’ )

kde Q je elektricky kvadrupolovy moment sféry; b a a jsou respektive 4 délky podélné osy
a %2 délky pti¢né osy elipsoidu; Z je naboj sféry.

VSechna jadra s elektrickym kvadrupdlovym momentem (pozitivhim nebo negativnim)
m4ji specificky relaxacni mechanismus, s kratkou relaxacni dobou, coZ vede k rozsifeni
signald (br). To je davod, pro¢ pouze jadra s | = 1/2 jsou vhodna pro méfeni NMR.

Jadro s nenulovym spinovym kvantovym ¢islem ma moment hybnosti P, jehoz velikost je
dana vztahem[%4:

p= JIU+1) h (2)

- 2
kde h je Planckova konstanta. Jadro s momentem hybnosti ma magneticky moment, dany:

u=yP 3)
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kde y je konstanta umérnosti relativné g a P, znama jako magnetogiricky pomér, coz je
dilezita vlastnost jadra.

2.2.1.2. Kvantizace momentu hybnosti a magnetického momentu.

V piipad¢€, Ze je magnetické jadro umisténo ve statickém magnetickém poli Bo, umisténé ve
sméru 2z, pak je podle kvantové mechaniky moment hybnosti jadra je kvantovan, a pfijme
jednu z orientaci 21 + 1 s ohledem na vné&j$i magnetické pole. Povolené projekce momentu
hybnosti na ose z, P;, jsou omezeny na nékolik diskrétnich hodnot, které jsou dané!®4:

Pz = mh/Pzzﬂ' (4)
kde m je magnetické kvantové Cislo jadra a nabyva hodnot 21 +1;m=1,1-1,1-2,...1.

Nachazi-li se jadro v magnetickém poli Bo, které je ve sméru osy z, pak je energie jadra

dana rovnicil®:

E =-u Bo =-u:Bo = -ymhBo/2n (5)
Energetické rozdily mezi riznymi energetickymi hladinami jsou:

AE = -yAmhBo/21 (6)

Podle kvantové mechaniky jsou piipustné pouze ptechody s Am = +1.
Z toho plyne, ze energetické rozdily pro povolené ptechody jsou:

AE = yhBo/2r1 @)

Na druhou stranu, m =1, I-1, ..., -1, to znamen4, Ze magneticky moment ma 21+1 orientaci
a proto, energeticky rozdil mezi povolenymi ptechody je:

AE = 2/1280/2] = /,lzBO/I (8)
kde u; je maximalni délka projekci u na osu z[%4],
2.2.1.3. Nuklearni magneticka rezonance.
Existuji riizné energetické urovn€ pro jadra s magnetickym momentem ve statickém
magnetickém poli. Jadro projde pfechodem, pokud je pouzivana frekvence elektromagnetické
viny dané v (7). Tento prechod i,je nuklearni magnetickou rezonanci (NMR)®4,

Zéakladni rovnice pro NMR je nésledujici:

hv = yhBo/2n
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v =yBo/ 21 9)

kde v je frekvence elektromagnetické viny.
S pomoci kruhové frekvence w takto:

@ = 21v = yBo (10)

Na NMR lze pohlizet i z jiného thlu. Ve statickém magnetickém poli Bo (podél osy z),
magneticky moment jadra opisuje kruznici, a kona tak tzv. precesni pohyb (Larmorova
precese, obr. 8)%!'s Larmorovou frekvenci o (10).

Sméry precese jsou uréeny znaménkem j. Predpokladame-li linearni polarizované
oscilujici magnetické pole znamena to, ze elektromagnetické zéateni s uhlovou Larmorovou
frekvenci w je aplikovano v roviné perpendikularni statickému magnetickému poli Bo. Toto
magnetické pole miize byt rozdéleno do dvou komponent, rotujicich v opaénych smérech.
Jedna z téchto komponent, rotujici opaénym smérem nez jaderné precese, je neefektivni.

U druhé jadernd precese excituje, protoze rotace probihda stejnym smérem a se stejnou
frekvenci, jako jadernd precese. Ur€itd Cast energie se pienasi z elektromagnetické viny na
magneticka jadra, ktera je podstatou NMR[®4],

1 1
IZ:+§ z 2

Obrazek 8: Interakce rotujiciho jadra s externim magnetickym polem[®,

2.2.2. Chemicky posun.

V roce 1950 Proctor a Yu pozorovali dva NMR signaly v roztoku dusi¢nanu amonného.
Bylo tedy ziejmé, Ze vzniklé dva signaly patfily amonnému a dusi¢énanovému iontu.
Miuzeme tedy vyvodit, Ze pomoci NMR lze rozliSit signaly jadra stejného izotopu s rliznym
chemickym okolim [¢4],

2.2.2.1. Konstanta magnetického stinéni.

Uvedeny jev lze vysvétlit stinicim efektem elektronii kolem jadra. Velikost magnetického

pole u jadra je ve skutec¢nosti o néco mensi nez velikost aplikovaného pole. Proto by méla byt

rovnice (9) upravenal®4:

v = yBo(1-0)/2n (11)
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kde o je konstanta magnetického stinéni. Tato konstanta (o) nezavisi na velikosti
magnetického pole, ale je zavisld na chemickém okoli jadra. Rizné izotopy maji rizné
hodnoty o, lisici se o n¢kolik fadl, ale hodnoty ¢ vSech izotopl jsou mnohem mensi nez 1.
Pro ¢ mizeme uvéstl®4:

o6 =04+0p+0atos (12)

od je diamagneticky vliv, na kterém se podili s elektrony. Indukce cirkulujicich elektron
vytvaii diamagnetické pole. Nazev ,,diamagnetické stinéni* vznikl z toho, ze indukované pole
je smérované opacné aplikovanému. Cim je vétsi hustota s elektronti kolem jadra, tim mensi
je sila pole u jadra. Uinkem stinéni bude posuv rezonanéniho signilu jadra ve spektru
smérem doprava. 6p je paramagneticky vliv p a d elektronl, které jsou distribuovany
nesymetricky kvili jadru. Vzhledem k tomu, Ze jsou stinéné jinymi chemickymi vazbami,
smér indukovaného pole se v tomto pfipade shoduje se smérem aplikovaného pole, a proto
vznikl termin ,,paramagnetické stinéni“. ¢a - je anizotropni vlivy sousednich skupin a s - je
vliv rozpoustédla (nebo prostiedi). Uginky 64 a op jsou mnohem vétsi nez oa a os. VIiv op je

vvvvvv

2.2.2.2. Chemicky posun 0.

Pro dany izotop, Se jadra riznych funkénich skupin projevuji jako NMR signaly s riznymi
useky. To je dano rozdilnymi hodnotami ¢. Urcita specificka latka byla vybrana jako vnitini
standard. V3echny polohy signalii funkénich skupin slouéeniny jsou definovany jako!®4l:

0= Vsample — Vstandard/Vstandard ® / 06 (13)

kde vsample @ Vstandard jsou rezonanéni frekvence funkéni skupiny a standardu, resp.

o0 je znama jako chemicky posun a ukazuje polohu piku pro konkrétni funkéni skupinu.
Udava se v ppm (,,parts per million®), coz je bezrozmérna veli¢ina. Znaménko je negativni,
kdyz je v levé stran¢ spektra (vlevo od standardu). Tetramethylsilan se obvykle pouziva jako
standard, protoZe ma pouze jeden signdl a miZze byt snadno odstranén ze vzorku (bp = 27°C).
Dalsi vyhodou je to, ze bézné funkéni skupiny maji kladné hodnoty 4.

2.2.3. Spin-spinova interakce.

V roce 1952 Gutowsky a spol. pozorovaly dva signaly °F u slougeniny POCI2F, coz vedlo
k objevu spin-spinové interakcel®4,

2.2.3.1. Spin-spinové Stépeni NMR signalu.
Stépeni signalu '°F je produkovano atomem P, ktery je pfipojen k F. Atom P ma spinové

kvantové ¢islo 1/2, proto mé dv€ mozné orientaci relativné aplikovanému magnetickému poli
(s tém¢ef stejnou pravdépodobnosti): paralelni nebo antiparalelni, coz vede bud’ ke zvySeni
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(v pripadé paralelni orientaci), nebo ke snizeni magnetického pole (v opaéném piipad¢)
Vv oblasti jadra F. V duasledku toho, je singlet nahrazen dubletem se zhruba stejnou intenzitou
podle rovnice 11. Tento efekt, produkujici spin-spinové Stépeni se jmenuje spin-spinova
interakce, jejiz velikost, znama jako vazebna interakéni konstanta J (Hz), je délka mezi
sousednimi piky v multipletu. Dale je nezavisla na aplikovaném magnetickém poli, nebo
frekvenci spektrometru. Je-li vice neZ jedno magnetické jadro (s s = %) interaguji

S pozorovanymi magnetickym jadry. Signal NMR bude tedy SS pozorovaného jadra, $tépen
na dalsi multiplet[,

2.2.3.2. Interakéni konstanta J.

Velikost J je tizce spojena s po¢tem chemickych vazeb mezi interagujicimi jadry (je
uveden v hornim levém indexu "J). Vzhledem k tomu, Ze¢ interakce mezi jadry je
zprostiedkovana vazebnymi elektrony, velikost magnetizace a tim padem i velikost J rychle
klesa s nardstem poctu vazeb. Termin vice-vazebna spin-spinova interakce je platny, pokud
Cislo vazeb je vétsi nez 1 (n > 1)1,V H spektrech o vice-vazebné spin-spinové interakci
mluvime vétinou, kdyz n > 4, v 3C je n > 2. J ma algebraickou hodnotu, ktera se vyznaduje
kladnym nebo zapornym znaminkem. Jestli dva interagujici jadra se stejnou orientaci jsou na
vyssi energetické hlading, nez bez interakce, nebo dva interagujici jadra s opacnou orientaci
jsou na niz$i energetické hladin€, nez bez interakce, je jich J ma pozitivni hodnotu.
V opatném piipadé, J mé& zdporné znaminko. Absolutni hodnotu J lze vypocitat
z odpovidajiciho spektra, ale znaminko J je obtizné ziskat[®4],

2.2.4. Magnetizace.
2.2.4.1. Koncept — magnetizace.

NMR je jev ansdmblu magnetickych jader a mize byt posuzovan i z makroskopického
hlediska. V statickém magnetickém poli Bo magnetické momenty urcitého typu jader rotuji
podél n€kolika os, pocCet a orientace, kterych jsou uréeny spinovym kvantovym ¢islem 1. Je-li
| = 1/2 jsou dvé mozné orientaci/osy podél, kterych magnetické momenty rotuji s Larmorovou
frekvenci. Podle Boltzmanova zékonu, populace magnetickych momentl, rotujicich
(precesirujicich) kolem Bo je o néco vétsi, nez u magnetickych momentt, precesirujicich
kolem -Bo. Musime konstatovat, ze pouze magnetické momenty reprezentujici rozdil mezi
dvéma populacemi, precesirujicimi kolem Bo vytvafeji vyslednou magnetizacil®, jak je
uvedeno na obrazku 9(1),
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Obrazek 9: 5 Spin jadra v rovnovaze (1) a po aplikaci pole By (2)[,

Za piedpokladu, ze v jednotkovém objemu mame N jader definujeme magnetizaci M

jakol®41:
N
M= E Hi (14)
i=1

kde ui je i-ty magneticky moment jadra v jednotkovém objemu. Je ziejmé, Ze:
M=M| + ML (15)
M| = M++ M- (16)

kde M| a ML jsou slozky podél a kolmé Bo, resp. Jen v statickém magnetickém poli
existujel®:
M| =Mz=M+= M- (17)

ML=0 (18)
2.2.4.2. Rotujici soustava.

V NMR pozorujeme vliv oscilujictho magnetického pole (linearni polarizované
magnetické pole) radiofrekvenéni viny Bi, obrazek 9(2)[%). Line4rni polarizované magnetické
pole B: se sklada ze dvou protibéznych magnetickych slozek, z nichz jedna ma stejny smér
otaceni s jadernymi magnetickymi momenty, ktera rotuje s Larmorovou frekvenci a ovliviiuje
nuklearni magnetické momenty.

Laboratorni soustava se sklada ze tii vzajemné kolmych os: X, y a z, posledni je ve sméru
Bo. V rotujici soustavé, ma 0sa z” stejny smér jako Bo, Nebo o0sa z, ptitom x " a y " osy otaceji se
kolem osy z” s Larmorovou frekvenci a ve stejném sméru otaceni jako je precese jadernych
magnetickych momentl. V rotujici soustaveé, Bi je relativné statické, takze lze jeho smér
nastavit podél osy x". M je ovlivnéna Bo podél osy z” a B1 podél osy x". Vzhledem k tomu, Ze
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soustava se otaci, B, (virtualni pole) musi byt ptidano do Bo a B:1. B, ma opacny smér nez Bo a
jeho velikost je dana néasledujici rovnicil®:

Bv = a)/y (19)

kde y je magnetogyricka konstanta izotopu a @ je frekvence rotujici soustavy. M je
ovlivnénion magnetickym polem Bo (obr. 10). B1 a B, jsou uvedené jako Beft:

Betf = Bo + B, + B (20)
V rezonanci: o = yBo nebo: Bo= wo /y (21)
kde wo je rezonan¢ni frekvence. Dosazenim (10) do (21) ziskame (22):

Beff = Bo + B, + B1 = [(wo — w)/y]k + Bii (22)

kde k ai jsou jednotkové vektory v rotujici soustaveé, resp. Pii @ = wo:

Befr = B1 (23)
Podle (23) magnetizace M je ovlivnéna pouze B1 za rezonan¢nich podminek. M rotuje kolem
osy x’ vytvari pficnou komponentu ML, kterd produkuje NMR signal. Zjednodusené: ML
rotuje v laboratorni soustavé, ve které se nachazi detekéni civka. Rotujici ML bude pribézné
vytvaret potencial na detekéni civee, coz i je NMR signal. Jestli w # wo, magnetizace rotuje

kolem Bett (22). Kdyz wo — @ > Bi, magnetizace rotuje kolem osy x’, to znamena, Ze
neexistuje pfi¢na komponenta a tim padem - neni NMR signal(®4],

A Z A Z
: MXY : X MXV : X
B, @
° y y
Laboratorni soustava Rotujici soustava

Obriazek 10: Laboratorni a rotujici soustava soutradnic(®®l,

2.2.5. Relaxace.
2.2.5.1. Koncept — relaxace.

Vsechny typy absorpéni spektroskopie funguji na stejnych principech tj. molekuly vzorku
prechézeji z niz8i energetické hladiny do vyssi, pficemZ molekuly absorbuji
z elektromagnetické viny kvanta odpovidajici energii, kterd se rovnaji rozdilu mezi témito
dvéma energetickymi urovnémi pfechodu. Soucasné se nékteré molekuly z vyssi energetické

cv w7
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Pravdépodobnost piechodu z nizsi energetické hladiny na vyssi je stejna jako u piechodu z
vys$si energetické hladiny na niz§i. Rovnéz populace na nizsi energetické irovni je o néco
v&t$i, neZ je tomu u populace na vyssi energetické trovni. Podle Boltzmanova zakonal®® tak
muze byt pozorovéana absorpce signalu.

Pozorovani absorpéniho signalu je tedy mozné, kdyz molekuly z vyssi energetické hladiny
jsou schopny neustale se vracet na nizsi energeticky uroven. Tento proces ,,vraceni je znamy
jako relaxace. NMR piechody maji nejmensi energetické rozdily v absorpéni spektroskopie a
proto, relaxace v NMR musi byt brana v tGvahu. V piipadé, Ze relaxace neni efektivni,
V systému nastane, tzn. saturace (populace na vyS$i energetické irovni se rovna populaci na
nizsi), ktera vede ke zmizeni NMR signalu®4l,

2.2.5.2. Podélna a pricna relaxace.

Je-li splnéna rezonan¢ni podminka, M rotuje kolem osy y’ v rota¢ni soustavé. Pfitom, ob¢
komponenty M se zméni: M| klesd od Mo na urcitou hodnotu. ML pak vzrista z nuly na
uréitou hodnotu (obr. 9.2)[°1. Jakmile za¢ne deklinace (naklanéni M od osy zk ose X,
respektive - y) vektoru magnetizace, relaxace vrati dvé slozky vektoru magnetizace do
pivodniho (rovnovazného) stavu (M| = Mo, ML = 0). Existuje fada zavislosti mezi relaxaci

MW

M| a ML, ale jsou dva tipy relaxace, znamé jako podélna a pficna relaxace, respektive, které
maji fyzicky vyznam, i kdyZ oba maji riizné mechanismy!®*,

Podélna relaxace je relaxace podélné slozky (analog osy z) vektoru magnetizace. Pied
deklinaci M (17, 18), M| je spojena s rozdilem v populaci na 2 souvisejicich energetickych
hladinach. Z energetického hlediska, NMR je proces, pii kterém spinovy systém absorbuje
¢ast energie z okoli za zvySenim populaci na vyssi energetické Grovni. Na druhé strané,
podélna relaxace vraci M| na Mo, takZe populace vyssi energetické hladiny klesa. Jedna se o
proces, pii kterém spinovy systém uvolni ¢ast své energie okoli. Podélné relaxace také se
nazyva spin-miizkova, kde miizka znamena okoli.

Pticnd relaxace je relaxace pticné slozky (v roviné xy’) vektoru magnetizace. Pred
vlozenim pole B1 precesni pohyb magnetickych momentii spind je nahodny (obrazek 9.1),
jejich projekce v roviné xy” maji rovnomérné rozdéleni. Neexistuje zadna souvislost mezi
fazi precesi magnetickych moment s vyslednou ML. Pfi rezonanci vektor magnetizace
nakloni se a vytvofi pficnou slozku (projekci) na ose y” (nebo v x’y” roving, obrazek 9.2).
Precesirujici magnetické momenty se rozdéli podle vé&jifovité symetrie kolem osy y’, coz
znamend, ze projekci magnetickych momenti jsou v koherentni zavislosti. Pfi¢na relaxace
vraci toto koherentni rozdéleni magnetickych momentl k rovnomérnému (piivodnimu)
rozdéleni. Pfi¢na relaxace je znama také jako spin-spinova relaxace a je to entropicky efekt.
Nehomogenita ptispiva k pti¢né relaxaci.

Rychlost podélné a pii¢né relaxace charakterizuji 1/T1 a 1/T2, resp., T1 je doba (Cas)
podélné relaxaci, T - pficné relaxaci a méti se v sekundach.

dM|/dt = dM./dt = -(M; — Mo)/T1 (24)

dM/dt = -(ML —0)/T2 = -ML/T> (25)
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kde Mo je hodnota M| pii pGvodnich (rovnovaznych) podminkach a nula je hodnota ML pfi
puvodnich (rovnovaznych) podminkach.
Kdyz se M odkloni od osy z" k ose y’, M| poklesne a vytvoii se ML. Po piisobeni B1, M|
a Mt relaxuje podle svych konstant Ty a T2, podle rovnic 24 nebo 25, resp. M| se blizi k Mo
tak, aby T1 > T[4,
2.2.5.3. Sitka NMR signalu.
NMR signal ma uréitou $itku kvili principu neuréitosti kvantové mechaniky!®4l,
AE - At=h (26)
At je doba, béhem které ¢astice zlistava na energetické urovni a h je Planckova konstanta.
V procesu NMR, At je urena spin-spinovou interakci s ¢asovou konstantou Ta.
Tedy:
AE T2 =h (27)
ale AE = hAv, takze:
Av=1/T> (28)

Vypoctend S$itka (rovnice 28) je tzv. pfirozend Sitka. Vzhledem k nehomogenité
aplikovaného magnetického pole, kniz také piispiva pii¢na relaxace, podle patrného
relaxacniho Casu 7T 2, ktery je krat$i nez T, rovnice 28 se stava 29:

v=1/T"> (29)

Diusledkem toho je realné §itka signalu, méfend v NMR vétsi nez prirozena §iikal®4l,

2.2.6. Pulzni NMR spektrometr s Fourierovou transformaci.
2.2.6.1. Pouziti silnych a kratkych pulsi.

V rotaéni soustavé je efektivni pole magnetického jadra danol®4:
Bett = (wo/y — w/y)k + Bl (30)
(30) miizeme zapsat i jako:
Beit = [(wo/y — w/)? + BT = 1/y[(wo — @)* — (yB1)] (31)
kde wo je rezonancni frekvence jadra; w je frekvence rotacni soustavy; Bi je indukéni sila

rotujiciho polarizovaného magnetického pole.
Pro jadra s riznymi chemickymi posuny a interak¢nimi konstantami:
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Bett = 1/y[(woi — @)? — (yB1)*]"? (32)

kde Befr je efektivni pole i-tého jadra; woi je rezonanéni frekvence i-tého jadra.
Za ptedpokladu, ze Sitka NMR spektra je AF (méfend v Hz) a B je dostatecné silné:

yB1 >> 27AF (33)

Za téchto podminek miize byt druhy ¢len v hranatych zavorkach (32) zanedban, a mizeme
tedy uvést:

Befr ~ B1 (34)

Pokud je B1 dostate¢né silné, vSechna jadra s riznymi 6 a J maji efektivni pole Bi. Jinymi
slovy, vSechny vektory magnetizace, odpovidajici vSem signalim v NMR spektru rotuji
kolem osy y” za ptisobeni B1 podél osy x . Proto, vS§echna jadra rezonuji soucasné, i kdyZz maji
jiné hodnoty ¢ a J. Podle rovnice (10) rotace vSech vektord magnetizace kolem osy x

Q=95 (35)

kde Q je thlova rychlost M kolem osy x". Za piedpokladu, ze doba trvani B; je t,, béhem
kterého se M oto¢i na uhel a:

a= Q fp = yBltp (36)
Za predpokladu, Ze a = 90° (je znamy jako 7/2 puls):
n/2 = yBaty nebo t, = 7/2yB, (37)
za podminek (33): ty << 1/4AF (38)
Podle rovnic (33) a (38): vSechna jadra mohou byt excitovana soué¢asné pouzitim silného,
avSak kratkého pulsu. Jestli neni splnéna podminka (33), M bude rotovat kolem Besr, nikoli -
kolem B,[®41,

2.2.6.2. Signal v ¢asové a frekvenéni doméné. Fourierova transformace.

Po plisobeni siln¢ho, kratkého pulsu se vSechny vektory magnetizace odkloni od osy
x” kosey’s vytvatenim piiénych komponent, méfitelnych jako Myl®4:

Md1i = Myi(0)e T2 cos (woi — w)t (39)
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kde My je namé&feny signal i-tého jadra za dobu t; t je doba trvani pulsu; Myi(0) je naméteny
signal i-té¢ho jadra pti t = 0; Ti je Cas pticné relaxacei i-t€ho jadra; wo je rezonancni frekvence
i-t¢ho jadra a w je rotacni frekvence rota¢ni soustavy.

Clen eV T2 v (39) pochazi z piicné relaxace, popsané v (25). Clen cos (woi — w)t vyplyva
ze skutecnosti, ze MLj rotuje v x'y” roving pii woi # @. Signaly My se nazyvaji FIDy, protoze
jsou zpusobené voln¢ precesirujicimi pficnymi komponentami, které jsou indukované
pusobenim pulsii a postupné snizuji svoji intenzitu podle odpovidajicich ptfiénych relaxa¢nich
cast. Vzhledem k tomu, Ze kazdy My vektor ma své hodnoty woi a T2i, naméfeny signal
piedstavuje urcity interferogram, pochazejici z ptispévka vSech FIDu. To je signal v ¢asové
doménég, protoze se méni Casove€. Fourierova transformace zméni ¢asovou doménu signalu
ve frekvenéni doménu a vysledkem - je spektrum®”88l. Toto je mozné popsat takto[84l:

F(w) = - [ f(0) etdt (40)
Fourierova transformace miize zménit frekvenéni doménu signalu v ¢asovou:
FID=f(t) = [*_ F(w)e“dw (41)

V obou vyse uvedenych rovnicich (40, 41) i je imaginarni jednotka.

Vzhledem k tomu, ze (40) a (41) jsou v riznych jednotkach, v (40) je pfitomen koeficient
1/2x.

Pro pochopeni abstraktniho vypoctu Fourierovy transformace se pouziva intuitivni
vysvétleni za pomoci trigonometrického vyjadieni komplexniho ¢isla, které je:

g7 = cos wt - isin wt (42)
rovnice (40) mize byt piepsana jako:

F(w) = %ffooof(t) [cos wt — isin wt]dt (43)

Realnou a imaginarni slozku lze ziskat z (43). Naptiklad: ffooo f(t) sin wtdt, podobné
mizeme vypocitat i dal$i sloZku, protoze: cos wt = sin (wt + 7/2).

Pokud " v f(t) = sin " €T se rovna w v sin wt a oba: f() a sin wt, maji stejnou fazi,
vysledkem je, ze ob¢ slozky jsou pozitivni. KdyZ je integrace (suma vsech slozek) pozitivni,
znamena to, ze ma nenulovou hodnotu. Na druhé strané, je-li " # w, pak nékteré slozky jsou
pozitivni a n€které z nich jsou negativni. Integrace je rovna v tomto piipadé nule, coz lze
prokézat striktn€ i matematicky.

f(t) je piidavek k FIDu s mnoha frekvencemi. Siika spektra bude stanovena pii méfeni.
Hodnotu w, ktera se postupné méni diskontinualné z jednoho konce spektralni $itky na druhy,
je nutno vypocitat pomoci Fourierovy transformace. Je-li @ rovna ', ve FIDu ziskame
nenulovou hodnotu integralu a v NMR spektru mame signal (pik). Pokud @ " neni rovna o,
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integralni hodnota je nulova a nedostaneme tedy zadny signal (chybi sloZka na ose X, w).
NMR spektrum se ziska diskontinualnim vypoétem zadané spektralni $itky®4l.

2.2.6.3. FT NMR s ohledem na Fourierovu dekompozici.

FT NMR Ize vysvétlit 1 z jiného uhlu pohledu — pomoci pojeti tzn., Fourierovy
dekompozice, kde elektromagnetickda vlna mize byt rozlozena do fady c¢tvercovych
pravothlych harmonickych slozek[®l. Cim vice je takovych slozek pfidano, tim vice se
vysledek blizi redlnému tvaru viny. Jestli se pocet slozek zvySuje az do nekone¢na, je tvarem
slozky ¢tvercova vina. Vzorek muze ,,vnimat* nekone¢ny pocet frekvenci ptisobenim pulsu
¢tvercového tvaru, coz znamend, ze jadra s riznymi rezonanc¢nimi frekvenci rezonuji
soucasng, a to prostiednictvim jediného pulsu.

V NMR experimentu jsou aplikované elektromagnetické viny, modulované ¢tvercovymi
pulsy. Modulace je v tom, ze jedna funkce se nasobi jinou funkcii. Z fyzického pohledu,
vzorek muze ,,vnimat® mnoho diskrétnich frekvenci, umisténych v Sirokém frekven¢nim
rozsahu.

Kfivka amplitud frekvenénich slozek miize byt vyjadienal®l:

H(f~f0) = Aty sin[a(f—fo)te]/ PDr(f=fo)to (44)

kde H(f—fo) je intenzita slozky s frekvenci (f—fo); A je intenzita pravouhlého pulsu; PD je
cyklus pravothlého pulsu; tp je doba trvani pulsu.

H(f—fo0) = 0, jestli (f—fo) = 1/tpo. Protoze tp je velmi kratké (n€kolik mikrosekund), (f—fo)
s amplitudou vétsi nez nula, ma velmi velky rozsah. Je-li (f—fo) << 1/tp (coz je realita),
hodnoty H(f—fo) jsou velice blizké H(fo), coz znamend, Ze NMR signaly maji perfektni
kvantitativni rozliSeni, navzdory jejich riznym rezonan¢nim frekvencim. Frekvenéni interval
mezi kazdymi dvéma slozkami je = 1/PD, ktery je obecné mensi neZ Sitka NMR signalu,

a proto se , signaly neptekryvaji.

FT NMR se da popsat dle rizného thlu pohledu (1.6.2 a 1.6.3.). Ve skutecnosti jsou, tyto
dva argumenty/pohledy spojeny, a kazdy z nich podporuje druhy. Prvni argument (rovnice
31-38), dava jasné vysvétleni nezbytnosti pulsu se silnym vykonem a kratkou dobu. Za
podminek (yB1)? >> (woi— w)?, viechna jadra riznych funkénich skupin rezonuji sou¢asné
a maji kvantitativni signdly ve spektru. Druhy argument (1.6.3.) vysvétluje to samé (kratky tp,
pfi kterém je dosazeno ptenosu energie do jadra a pro dosazeni dobrého kvantitativniho
vysledku, puls musi byt silny) z pozice frekven¢niho rozlozeni pulsu. Dale, prvni argument
(1.6.2.), ktery je zalozen na rotatni soustavé s frekvenci fo, coz je stfed frekvencniho
rozlozeni (1.6.3.) a AF v rovnice (33, 1.6.2.) odpovida zvolené frékvencni Sifce frekvenéniho
rozloZeni pulsu (1.6.3). Proto, vlastné souviseji tyto dva argumenty!®4,

2.2.7.'H NMR.
Ze vsech magnetickych jader 'H zaujiméa nejvyznamnéj$i pozice, protoze ma nejvyssi

citlivost ze vSech magnetickych izotopl (pfirozené zastoupeni 'H je témér 100%) a je
piitomen ve viech organickych slouéeninich. Informace, ziskané z *H NMR spekter jsou :
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chemické posuny, interakéni konstanty, multiplicita signdli a plochy piku (integralni
hodnota). Urceni poctu protonovych atoml kazdé funkéni skupiny v molekule je velmi
uzite¢né pii odvozeni strukturniho slozenil®l. Na obrazku 11 je schematické znazornéni 1D
'H pulsni sekvencel®!,

DT

Obrazek 11: *H-NMR pulsni sekvencel®!,

Kde, DT je relaxaéni doba (jednotky sekund) — vzorek musi zrelaxovat; tp je délka
pozorovaciho pulsu (jednotky usek); taje akviziéni doba (jednotky sekundy); n je pocet skent
(cykl) — bézné staci 8 (i mén¢). Pozorovaci puls zpusobi rotaci vektoru magnetizace

o sklapéci thel « (dle tp a vykonu). Pozn.: pokud je pouzivan sklapéci uhel 90°, je nutné
nastavit dostate¢né dlouhy interval DT + ta[6],

2.2.7.1. Faktory ovliviiujici chemicky posun protoni.

Magnetické pole v okoli jadra je zménéno okolnimi elektrony z hodnoty Bo na hodnotu
Bo(1-0). Magnetické pole indukované elektrony pisobi proti Bo a je pfimo umérné
elektronové hustoté (diamagnetické stinéni). Proton je ovlivnén pfipojenym atomem
1 vzdalengjSimi atomy. Pfipojené nebo sousedni atomy, €1 skupiny pfitahujici elektrony snizuji
stinéni a posouvaji rezonanci vlevo — k vyssim frekvencim (k niz§imu poli = ,,downfield*).
Elektropozitivni atomy a skupiny dodavajici elektrony zvysuji stinéni a posouvaji rezonanci
vpravo — k niz$im frekvencim (k vy$s$imu poli = ,,upfield”). Vliv hybridizace uhliku je: o sp3
> g Sp2 > o Sp. Indukce, mezomerie a hybridizace vyvolavaji lokalni elektronové proudy -
pfimo ovliviiuji elektronovou hustotu. Na stinéni protonu vSak také maji vliv nelokalni
proudy (&isté magneticky vliv), pokud skupina nema tvar koule!®®!. Stinéni isotropni skupiny,
napt., H-Cl (C1 ma tvar koule) je na obrazku 1206,

(R T I TN

Stinéno - XU QOdstinéno

Obrazek 12: Stinéni isotropni skupiny u HCI. a) Vazba paraleln¢ s Bo (vodik je stinén); b) vazba
kolmo k By (vodik odstinén). U isotropnich substituentii jsou obé& orientace ekvivalentni®l,
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Vétsina substituentd viak kulovita neni, napi., benzen je zplostély elipsoid (obr. 13)[5],
a) rovina kruhu je kolma na Bo: proton na okraji je odstinén (proudy zesili vliv vn&jsiho pole);
proton nad stfedem kruhu je stinén (silocary ptisobi proti poli); indukované pole je velké
(elektrony snadno cirkuluji nad a pod kruh);
b) rovina kruhu je rovnobézna s Bo: je indukovan pouze velmi slaby proud.

Ob¢ orientace se vyrazné¢ liSi velikosti indukovanych proudd, proto se nevyrusi
(diamagnetickd anisotropie) = protony na okraji kruhu jsou odstinény (7.27 ppm), nad
rovinou by byly stinény.

T

Stinéno —=ay

I

@) (o

1]
Zadny efekt

[

Obrazek 13: Stinéni zplostélého elipsoidu (aromaticky cyklus). a) rovina kruhu kolma Bo; b) rovina
kruhu rovnobg&zna Bo®®l.

Pro diamagnetické proudéni je nezbytna pfitomnost (4n + 2) z-elektrond. Systémy s 4n 7-
elektrony se vyznaGuji paramagnetickym proudénim!®®l. Naptiklad, stinéni protahlého
elipsoidu (obr. 14)[%%]: a) elektrony jsou asteéné nachylné k proudéni kolem vélce
a indukované pole stini proton lezici v delsi ose; b) toto uspofadani je pro acetylen neucinné
a proto celkovy efekt nerusi, vysledkem je rezonance pfi 2.88 ppm.

Cirkulujici néboj kolem jednoduché vazby je méné silny nez kolem trojné vazby (vétsi
efekt se projevi, kdyZ je vazba kolma k Bo). Protony kolem vazby jsou stinény vice nez
protony kolem jejiho koncel®®. Anisotropie volného elektronového paru: proton, vazany

vodikovou vazbou k volnému paru je odstinén!®®l,

I A L

Stinéno Stinéno
—

Odstinéno Odstinéno

(@ (o)

Obrazek 14: Stinéni protdhlého elipsoidu — model chemické vazby (acetylen)!®l.
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Obrizek 15: Rozsah chemickych posunti (8 ppm) v *H-NMR bé&znych organickych sloucenin)®,

2.2.8. 3C NMR.

Informace o atomech uhliku z kostry organické molekuly je velmi uzite¢na pro identifikaci
strukturniho slozeni neznamé latky. Napiiklad, substituovany benzen s Sesti nevodikovymi
substituenty neobsahuje 74dné atomy vodiku a proto, neméd Zadné *H signaly. Nicméng, °C
NMR spektrum poskytuje informace o struktuie takové latky. Stejny problém piedstavuje *H
identifikace nékterych funkcnich skupin, které neobsahuji Zadné atomy vodiku, ale obsahuji
atomy uhliku, jako jsou naptiklad, karbonylové skupiny, které jsou identifikovatelné pomoci
jejich 13C NMR spekter.

Oblast chemickych posunti (5, ppm) u H spekter pro b&zné funkéni skupiny je ~ 10,
zatimco u *C NMR spekter oblast J, ppm je asi 200 a miize byt u nékterych syntetickych
slou¢enin az do ~ 600. V disledku toho, i mirné variace ve struktufe vzorku mohou byt
zietelné v °C NMR spektru.

V BC NMR spektroskopii kviili vyvinutym dekaplingovym (ozafovani uréité oblasti
spektra nebo kanalu, nasledkem kterého je zruseni spin-spinové interakce pomoci saturace —
,,of resonance*) metodam a fade pulsnich sekvenci je mozné stanoveni typu atomt uhliku
a ziskani bohaté strukturalni informace z ©>*C NMR spekter. Relaxace atomi uhliku miize byt
pomémé dlouh4. Relaxaéni ¢asy mohou byt pouZity pfi pfirazeni signaltt *C, coZ je uzite¢né
pro identifikace neznamé latky,

I kdyz vyhody *C NMR jsou znamy jiz dlouhou dobu, vyvoj *C NMR spektroskopie ma
zpozdéni ve srovnani s 'H NMR asi 0 20 let v diisledku téchto faktor@: za prvé, y 13C jader je
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Stvrtina y 'H jader (dasledkem je, ze 3C ma mnohem niZsi citlivost nez H); za druhé,
pfirozené zastoupeni °C je asi 1%, zatimco ‘H je skoro 100% (dtsledkem je, ze ziskavani dat
13C spekter je mnohem pomalejsi, nez *H)[071l,

Obycejny *C spektrum je dekaplovany (ozafenim — dekaplingem 'H kanalu je prerusena
spin-spinovéa interakce H-*C a vsichni °C signaly jsou s). Atomy uhliku tvoii kostru
organické molekuly a viechny strukturni variace jsou patrné v 13C spektru (jak bylo uvedeno),
a to je mnohem zfeteln&jsi nez v 'H spektru (rozsah Ad takovych variaci u substituovaného
benzenu, napiiklad, je jen asi 1,5 ppm v *H spektru, ale asi 60 ppm v *3C spektrul>73],

V (12) oq hraje dilezitou roli v *H spektroskopii, nicméné, to je op, ktera hraje klicovou
roli v 13C spektroskopii. Pople a Karplus vypoditali paramagnetické stinénil’ "l

op=e*h?2m*C? - (AE)™ (r®)2p[Qaa + Y. Qag] (45)
B

kde znaménko minus znamena, ze efekt op je Opacny, nez oq; vyssi hodnota [op] je silnéjsi
u atomu uhliku; (AE)™? je hodnotat? primémé excitaéni energie elektrond; (r)zp je hodnota
predpokladané inverzni kubické vzdalenosti mezi elektrony na 2p orbitalu a jadrem; Q je
urovenn vazby podle molekularniho orbitdlniho formalismu; Qaa je piispévek elektronové
hustoty na orbitalu 2p; Qas je Groven vazby mezi zkoumanym jadrem a sousednimi jadry.
Nahrazeni H elektronegativni funkéni skupinou se zvysi on a odc, 1 kdyz tyto dva
mechanismy jsou zcela odlisné: diamagnetické stinéni pro H a paramagnetické stinéni pro
cre4l,
Na obrazku 16 je schematické znazornéni 1D **C pulsni sekvencel®®.

on

"
H off I

183G
DT

Obrazek 16: *C-NMR pulsni sekvence!®].

Spektrometr vyuziva dvou kanalti: *C je pozorovaci kanal a H je s Sirokopasmovym
dekaplingem (,,0ff*, obr. 16). Pfirozené zastoupeni 3C je velmi nizké, proto pocet akumulaci
n je stovky az tisice. Pouzivaji rizné varianty dle dekaplingu: dekaplované spektrum s NOE
(DT + t3); kaplované spektrum; klicovany dekapling — je kaplované s NOE (DT); inverzné-
klicovany dekapling — je dekaplované bez NOE (t2)[®®l.
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2.2.8.1. Faktory ovliviiujici chemicky posun uhliku.

Rozsah ¢ (ppm) v *C-NMR béznych organickych slouéenin je uveden na obrazku 1709,
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Obrazek 17: Rozsah chemickych posunti (§ ppm) v 3C-NMR béznych organickych slou¢enin®,

C je uréujici prvek v organickych slou¢eninach, ale pfevazujici nuklid 2C ma vsak I = 0.
Diky pulsnim metoddm s FT lze vyuzivat i malo zastoupeny *C (1.11 %). Diky nizké
pravdépodobnosti vyskytu *C-BC (0.01 %) se nesetkdvime se $t&penim uhlik-uhlik.
Integrace je mnohem méné spolehliva nez u *H (rozdilné relaxaéni ¢asy jednotlivych uhliki
a vliv dekaplingu).

Ptispévek paramagnetického stinéni mize byt dost velky a zplisobuje rozsiteni rozsahu
J na 102-103 ppmt®®l. Efekt zavisi, jak bylo uvedeno, na elektronové hustoté, dostupnosti
excitovanych elektronovych stavii a p¥itomnosti 7-vazebl’*™). Nasycené slou¢eniny (alkany)
nemaji nizko polozené hladiny excitovanych stavli, proto je op maly a jejich posuny se
nachazeji ve vysokych polich (nizké frekvence). N v alifatickych aminech nebo O v etherech
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také nemaji nizko poloZzené excitované stavy a rezonuji pfi nizkych frekvencich také (v °N
nebo 10O spektrech)!®8,

Karbonylovy uhlik (C=0) rezonuje pfi vysokych frekvencich (je mozny piechod volného
elektronového paru do protivazebného 7z-orbitalu).

op roste, kdyz p-elektrony jsou blize jaddru = substituenty, dodéavajici elektrony zvysuji
odpuzovani elektroni a op klesd, naopak substituenty, pfitahujici elektrony umoziuji
elektronim dostat se blize k jadru a op roste (vyssi frekvence). Obecné plati, ze efekt
substituentu pfipojeného na uhlik odpovida jeho elektronegativit&!®l,

Nasobné vazby rezonuji pii vyssSich frekvencich.

Efekt tezkého atomu: zdrojem uhlového momentu je Spin-orbitalni $tépeni — pozorujeme
anomalni posun k nizkym frekvencim. Napiiklad: CHsBr > CH2Br2 > CHBr3 > CBr4[%8],

2.2.9.1. Spektra prvniho fadu.

Rozdil rezonanénich frekvenci dvou jader (Av) musi byt mnohem vétsi nez interakéni
konstanta (J) mezi nimi: Av/J > 10. Pfi tom: multiplicita signalu ptesn¢ odpovida pravidlu
2NI + 1; intenzity multipletl odpovidaji binominalnimu rozvoji (Pascaliv trojuhelnik); jadra
se stejnym o se navzdjem neS$tépi, 1 kdyz je mezi nimi nenulovd J; vzdalenosti mezi
sousednimi signdly multipletu odpovidaji J; stfed multipletu ,,sedi na jeho rezonancni
frekvenci. Jadra chovajici se dle 1. fadu se oznaduji jako AX (AX2, AX3...)6],

2.2.9.2. Spektra druhého radu.

Pokud plati Av/J < 10: ve spektrech pozorujeme odchylky (intenzity neodpovidaji
binominalnimu rozvoji); jadra se pak oznacuji jako typ AB (sousedni pismena abecedy).
Spektrum 2. fadu se na pfistroji s vyssi frekvenci mlze stat spektrem 1. fadu (J se neméni, ale
meéni se rozdil frekvenci mezi signély). Spektrum (tvar, pomér intenzit) se méni dle poméru
AvIJ (obr. 18)[68],

- IL
r ,AJ\FLL
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16 QU\ , ,4,4[@;

Obrazek 18: Dvouspinové spektrum s hodnoty Av/J = 0.4; 1.0; 4.0 a 15[,

2.2.10.1. Chemicka ekvivalence.

Chemicky ekvivalentni jddra mohou byt vzajemné vyménéna operaci symetrie, napf.,
1,1-difluorethen a difluormethan: rotace o 180° (obr. 19). Jadra zaménitelna rotaci se nazyvaji

homotopickal®®l.
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Obrazek 19: Struktury s chemicky ekvivalentnimi jadry®,

Zvlastni ptipad: molekula CH3CH2Br: vodiky methylové skupiny nejsou chemicky
ekvivalentni (Ha # Hx), ale diky rychlé rotaci kolem vazby C-C se rozdilna okoli jader A a X
zpraméruji (obr. 19).

Enantiotopicka jadra — spfazena jinou operaci symetrie (rovinou): molekula nema rota¢ni
osu, bromchlormethan — protony jsou ekvivalentni a enantiotopické® (rovina C, Br, Cl, obr.
20).

H, Br o0 H, B
~C ~C.
H” g o B

Obriazek 20: Struktura bromchlormethanu s ekvivalentnimi a enantiotopickymi protony!®l.

Enantiotopické vodiky se mohou stat v chiralnim okoli neekvivalentnimi (v opticky
aktivnim rozpoustédle nebo aktivnim misté enzymu) - ziskaji rozdilné okoli (zmizi rovina
symetrie) a vzniknou dvé rezonancel®®,

2.2.10.2. Magneticka ekvivalence.

Chemicky ekvivalentni jadra museji mit stejné interakéni konstanty ke vSem dalSim
jadram v molekule, napf., oba protony v CH2F2 jsou magneticky ekvivalentni (stejné J vuci
atomim fluoru). Protony 1,1-difluorethenu jsou magneticky neekvivalentni, maji rozdilné
interak¢ni Konstanty ke kazdému fluoru (Jeis @ Jirans, obrazek 21). Spinovy systém obsahujici
jadra chemicky ekvivalentni, ale magneticky neekvivalentni se oznacuje jako spinovy systém
druhého fadu (typ AA’XX"), spektrum ziistava spektrem 2. fadu i pii nejvyssich dostupnych
polich.

Magneticky ekvivalentni jaddra musi byt chemicky ekvivalentni, magnetick4 neekvivalence
je z hlediska interakéni konstanty (pouze riizna J, obrazek 21)[6],

Magneticka neekvivalence z hlediska chemického posunu (chem. neekvivalentni jadra) je:
chemicka ekvivalence H na riznych uhlicich se posuzuje na zaklad¢ symetrie; u gemindlnich
protont (na stejném C) miZe byt situace sloZitd, napf., nahrazenim protonu A nebo B u -
brom-p-chlorethylbenzenu deuteriem vzniknou diastereoisomery (obr. 22), deuterovany
derivat mé 2 stereogenni central®®l,
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Obriazek 21: *H-spektrum (90 MHz, CDCls ) 1,1-difluoretenu s magneticky neekvivalentnimi jadry®,

Obrazek 22: Diastereoisomery deuterovaného S-brom-g-chlorethylbenzenu.
2.2.11. Vicenasobna rezonance.

V piipad¢ vicendsobné rezonance, na vzorek pusobi zafeni o frekvenci 11 a jeSté jedno
(,,double resonance®) nebo dvé (,.triple resonance*) radiofrekvenéni pole o jinych frekvencich
12, 5. Na vicenasobné rezonanci je zalozen vodikovy dekapling *C spekter, eliminace
signalu rozpoustédla pomoci presaturace atd(®l,

2.2.11.1. Spinovy dekapling.

V piipadé, Ze ozafované a pozorované jadro je totozné (homonukledrni dekapling):
selektivné ozafujeme jednu vodikovou rezonanci Hx a pozorujeme efekt na ostatni rezonance;
j&dro X se pfepind mezi stavy +1/2 a —1/2, ostatni jadra ho nemohou ,,citit*; v systému AX se
odstrani interakce = signal Ha se zjednodussi (bez interakce s A); odhalime navzdjem
interagujici protony®®l. Napf., ethyl trans-krotonat (obr. 23):

Pokud jsou pozorovana a ozafovana jadra ruzna, jde o heteronuklearni dekapling.
Obycejné BC{*H} spektrum: méfime uhlikové spektrum a souasné ozafujeme protony
(potlagi se interakce H-C a spektrum se zjednodussi, singlety). Kdyz, ozafujeme pouze
uzkou cast frekvenci (selektivni dekapling): odstrani se interakce selektivné ozatfovanych
jader (napft., potlaceni signalu rozpoustédla). Ozatujeme- li vSechny frekvence dekaplovaného
jadra pfi heteronuklearnim dekaplingu (Sirokopasmovy dekapling), pak ozafujeme vodiky
mimo rozsah jejich frekvenci (mimorezonancni dekapling, ,, off-resonance dekapling*):
zachovaji se Stépeni; identifikujeme pocet piipojenych vodikd. Dnes se heteronukledrni
dekapling provadi vyhradné pomoci série pulsi (misto 180° pulsu - n¢kolik kratSich a
cyklovani fazi - zabrafiuje zahiivani vzorku)[®®l,
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Obriazek 23: H spektrum ethyl trans-krotonatu bez dekaplingu (a) as dekaplingem v oblasti 6 = 1.8

ppm (methylova skupina, b)tl,

2.2.11.2. Jaderny Overhauseruv efekt (Nucelar Overhauser Effect - NOE).

NOE vyuziva dipol-dipdlovou relaxaci a vicendsobnou resonanci. Kdyz, dvé jadra jsou
blizko sebe, jedno ozafujeme = dojde ke zmén¢ distribuce Boltzmannovy populace druhého
jadra = zmeéna intenzity rezonance. Neni tieba, aby mezi jadry byla spin-spinova interakce.
Vyuziti je ve strukturni analyze, nebot” dip6l-dipdlové relaxace zavisi na vzdalenosti mezi
jadry (obr. 24)18],

Na obrazku 25 je ptedstaven spinovy diagram normalniho dvouspinového systému do a po
dvojitém ozatfovani, kde jsou 4 mozné spinové stavy (BB, af, Ba, aa) a jsou 2 mozné
ptechody jadra A (jeho stav B piejde do a) a 2 mozné prechody jadra X. Pokud J = 0, oba
pfechody jadra A jsou stejné (stejné jako pro X). Normalni intenzity rezonanci A a X jsou
uréeny rozdilem populaci vysSich a niZSich spinovych stavii ve spinovém piechodu (napf.
mezi Bo a oo pro jeden prechod X)),

Mey  Me

/vu: Me L LCO,CHPh,
{ - \\\\
i \\\!\\COQ(,,HF’]]E / s S Hp
—10S HZ N
N _

\ o)

S H

O 10

Obrazek 24: Predpokladané konformace syntetického penicilinu (leva forma je spravna, ozafeni Me
zesiluje signaly H10 a H3)®51,

NOE experiment: jedna rezonan¢ni frekvence (A) je dvojité ozafovana a zmény intenzity
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Obrazek 25: Spinovy diagram normalniho dvouspinového systému (AX, vlevo) a po dvojitém
[65]

ozatfovani (vpravo)
jsou monitorovany pii jiné rezonanc¢ni frekvenci (X). Kdyz je rezonance A ozafovana (obr.
vpravo — ti1 paralelni ¢ary), rozdil populaci mezi spinovymi stavy piechodu A klesa vlivem
parcialni saturace. Zvysi se populace vyssich stavii aa a fo, snizi se populace stavi 3 a af.
Relaxace W2 (o — BP) mize vratit systém do rovnovahy. Ozafovani A vyvola rovnovahu
prenasejici spiny z o — oo = B — Pa. VyCerpava se stav afy, ¢imz se zesili X prechod B3
— of}, zaroven se obohacuje druhy X pfechod Ba — ao. ZvySena polarizace jadernych
spinovych stavli zvysi intenzitu X. Normdlni relaxace jadra X (W1) nemd na intenzitu vliv.
Relaxace Ba — off (Wo) také vraci systém do rovnovahy a ptsobi proti W2. Pro kapaliny a
malé molekuly plati: Wo << W>. Dvojité ozatfovani A v molekulach s molekulovou hmotnosti
do 1000 g.mol™ tak zptisobi zesileni intenzity X, pokud jsou tato jadra dostateéné blizko (cca
5 A). U velkych molekul (nad 5000 g.mol™) pievazuje Wo a intenzita klesa nebo se objevi
inverzni signdl. U stfedné velkych molekul efekt mizi (Mr 1000-3000). Pozorovany narist
intenzity je vzdy mensi neZ teoreticky: u stejnych jader (*H, H) je faktor zesileni 1.5 (50
%%)L661,

(45)

Yirr ( Wy — Wy ) _ U = Iy
M = . M=

Yirr
Iax(NOE) = [hl 1 + .
Yobs \ Wy -+ 2W, + W, lo de( ) 0( 2’Yobs)

n (eta) — zména intenzity; | — intenzita signalu s ozafovanim, lg —intenzita bez ozatfovani;
Imax - maximalni navyseni intenzity vlivem NOE.

Nektera jadra maji y zaporné = m je také zaporné. Muize se stat, ze signal zmizi (dipolarni
relaxace neni jedinym mechanismem)[®l.

2.2.12. Edita¢ni techniky.
2.2.12.1. Spinové echo.

Spinové echo je soucasti vétsiny editacnich technik (obr. 26). Na zacatku pouziva se 90°
puls (b). Béhem doby 7 se spiny vyvijeji rizné (nehomogenita pole nebo spin-spinova
interakce) = rozd¢li se (nékteré jsou rychlejsi, jiné pomalejsi, c¢). Nasleduje - puls 180° a
béhem dali doby 7 (d) se spiny zrefokusuji (pomalé i rychlé dojdou do osy y, €)[®l.

33



Bo
z
*
. y »>— ) \
; -/
(b) (c) (d) (e)
05 T 180; T Acquire

(a)
X 9

Obrazek 26: Pulsni sekvence spinového echal®l,
2.2.12.2. APT experiment (,,Attached Proton Test*, J-modulované spinové echo).

V APT vyuziva se pomérné jednoducha sekvence se spinovym echem, pii¢emz 7= 1/2]
(obr. 27). Rozlisime uhliky podle poc¢tu pripojenych vodikt (strukturni informace): kvartérni a

methylenové uhliky budou mit pozitivni signaly, zatimco methylové a methinové uhliky
budou zaporné (vodiky jsou dekaplovany)!®®l,

(d) (e)

{h)
|
905,

"HinCH 903 :
44
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Obrazek 27: Pulsni sekvence *C APT experimentul®®],

2.2.12.3. Zvyseni citlivosti (,,sensitivity enhancement*) INEPT (,,Insensitive Nuclei
Enhanced by Polarization Transfer).

Néktera jadra (**C, ®N) maji nizké piirozené zastoupeni a nizkou citlivost. Citlivost
takového jadra miize byt zvySena pomoci citlivého jadra (nejéastdji 'H). Pulsy jsou
aplikovany tak, Ze ptizniva populace citlivého jadra S je pfevedena na necitlivé jadro I

(pfenos polarizace, obr. 28)661,

Pouzivana sekvence v INEPT:

LH(S) 90°x - 1/4J - 180°y - 1/4] - 90°y
13C(I) 180° - 1/4J - 90°x - akvizice (obr. 29).

34



Normal INEPT

oo
13

'\Caﬁ

Bo

1

—2c pp

Obrazek 28: Spinovy diagram dvouspinového systému (**C-tH) bez (vlevo) a s INEPT pulsni
sekvenci (vpravo)®,

Spinové echo (7= 1/4J) — rozdéli *H a **C spinové vektory 0 180° (antifaze). Piidavné 90°
pulsy umisti vektory do pfislusnych os. Prvni sada pulsi je aplikovana na citlivé jadro,
soucasné 180° pulsy odstrani efekty nehomogenity a dovoli vodikovym vektoriim divergovat
(rozbihat se). Vysledek: protony piipojené k uhlikim se spinem +1/2 jsou uspofaddany ve
sméru +z, protony ptipojené k uhlikim se spinem —1/2 jsou ve sméru —Z (antifaze); zesileni
signalti necitlivého jadra 1061,

|max(|NEPT) = |O|}’|rr/}/obs| (46)

INEPT experiment mé nevyhodu: nelze pouzit dekapling (vSechny signaly by zcela
vymizely). Pouzivaji, tzn. refokusovany INEPT (umoznuje pouziti dekaplingu), ktery
obsahuje dvojnasobnou INEPT sekvenci:

YH(S) 90°x - 1/4] - 180°y - 1/4J - 90°y - 1/4J - 180° - 1/4) dekapling
Bem 180° -1/4J - 90°x - 1/4] - 180° - 1/4) akvizice

Druhé spinové echo refokusuje spiny do pozitivnich pikli a ziskdme dekaplované signaly
se zvysenou intenzitoul®®,
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Obriazek 29: Pulsni sekvence (**C-*H) INEPT experimentu®,
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2.2.12.4. Cyklovani fazi, kompozitni a tvarované pulsy. Pulsni gradienty magnetického
pole.

Pro vétSinu experimentt je nutné pouzivat pulsy presné 90 a 180°, jinak mohou vznikat
[66]

rizné artefakty a proto pouzivaji, tzn. cyklovani fazi (obr. 30)

Prvni cyklus

(a) (h) () X (d)

Druhy cyklus I

{ih=1{d) + {n)

(e)

Obriazek 30: Cyklovani fazi v ,, inversion recovery “ experimentu®!,

V druhém cyklu se pouzije puls s opacnou fazi (rotace o 180° v opacném sméru, f).
Sttidame pulsy 180 a -180° a chyba se vyrusil®.

Nepiesnosti v pulsech mohou byt odstranény pouzitim slozenych (kompozitnich) pulst.
Misto pulsu 180° Ize pouzit sérii 90°x, 180°y a 90°x (obr. 31). Tvrdy puls — pokryva iroky
rozsah frekvenci a trva jednotky mikrosekund. Meékky puls (= selektivni) — excituje omezeny
rozsah frekvenci. Pouzivaji niz§i vykon RF zdroje, ¢imz se snizi efektivni frekvenéni rozsah.
Pro dosazeni stejného sklapéciho uhlu pfi niZ§im vykonu je tfeba del§iho trvani pulsu
(jednotky milisekund). Nejjednodussi mékké pulsy jsou obdélnikové (pravouhlé), ale ty
zpusobuji deformaci signalu, kterou lze potlagit rvarovanymi pulsy (obr. 32)U71,

Obriazek 31: Kompozitni puls, adekvétni 180° pulsul®®,
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cas frekvence

L ——————”* Technika pulsnich gradienti magnetického pole ma
— mnoho wuzite¢nych aplikaci v moderni NMR
spektroskopii  (vSechny nové spektrometry jsou
vybavovany sondami alespoti s gradientem v ose z)%%,

Gradient podél
osy z

—L/2

Obrazek 33: Diagram Bo podél osy z[78l,

Pulsni gradienty magnetického pole predstavuji uméle vyvolavani nehomogenity
magnetického pole (vlivem na pfi¢nou magnetizaci, nékdy je vhodné pii¢nou magnetizaci
odstranit, obr. 33)[661,

2.2.13. Uvod do 2D NMR.

Pouziv Fourierovou transformaci FIDu dostaneme do Casové zavislosti na frekvenci a tim
padem ziskame spektrum, ale toto spektrum je jednodimenzionalni (1D), protoze je zde pouze
jedna proménna - frekvence. Pokud ziskame fadu spekter zménou jednotlivych parametru,
naptiklad, - teploty, koncentraci, pH atd., vznikne klastr spekter, ale tento ansambl spekter je
stale 1D, protoze i tady je pouze jedna proménna - frekvence. Navic, spektrum, ziskané ze
sérii spekter metodou ,,inversion recovery* za ucelem méteni Ty, je také 1D.

2D spektrum je takové, v némz existuje, vztah (korelace) mezi dvéma proménnymi
frekvencemi a je ziskan provedenim Fourierovy transformaci dvakrat. Pfed Fourierovou
transformaci, dvé proménné jsou jako ¢asové proménné: t; a to, kde t2 je akvizi¢ni Cas a t1 je
¢as trvani pulsni sekvence, napiiklad t1 je ¢ ve spinovém echu. Casové proménné t; a tz jsou
nezavislé. Jestli osa X je to, ktera se zvySuje zleva doprava a kazda ktivka je naméfena pii
hodnoté t1, ziskame sérii kiivek se zvySujicim se t1 zdola nahoru podle funkce S(t1, t2).
t2 se transformuje na w2 v prvni Fourierové transformaci za konstantni t;. Prifez sekce
z pravého konce osy w2 (y) predstavuje cosinusoidu nebo sinusoidu, ktera muze byt
podrobena druhé Fourierové transformaci (proménna t1 je transformovana v wi) a ziskame

funkci dvou proménnych S(w1, @2). Vyse uvedené miize byt vyjadienol®:
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J5 dtlem@iel [ d2ei@225(¢1,¢2) = [° dtle ®11S(¢1, w2) = S(wl,w2)  (47)
LInversion recovery* meéteni Ti:
S(t1, t2) = ecos w; to (48)
I kdyz funkce S ma dvé ¢asové proménné, je necyklickd funkce t1 a proto to je neni 2D NMR.
2.2.13.1. Casové intervaly v 2D NMR.

Existuje n€kolik typti 2D experimentd, nicméné vSechny se fidi ¢tyfmi ¢asovymi intervaly:
piiprava — evoluce — sméSovani — detekce. Prvni z nich, piiprava, je pomérné dlouhy
interval (bez pulst), po jehoz uplynuti se spinovy systém vrati k teplotni rovnovaze, do
reprodukovatelnych, vychozich podminek. Druhy, evoluce t: , je interval, v némz je na
pocatku spinovy systém excitovan jednim nebo vice pulsy. Slozky vektori magnetizace Se
pak vyvijeji, t1 se zvétSuje postupné. Pii tietim intervalu ,,mixing time*, tm jsou pfipravovany
detekéni podminky (nékteré 2D experimenty nemaji tm). Béhem posledniho, detekéniho t2, je
detekovan FID. Po prvni FT, t2 je transformovan do w2 (rezonané¢ni frekvence). Po druhé FT,

t; je transformovan do wi, (hodnota w1 zavisi na pouzité pulsni sekvence)®4.

2.2.13.2. Klasifikace 2D NMR spekter.

2D NMR experimenty jsou klasifikovany takto:
- J-rozliSena spektroskopie (,,J-resolved spectroscopy®): se také nazyva J-o (rozliSuje o a J),
mize byt homonuklearni a heteronuklearni
- 0-korela¢ni spektroskopie (,,correlation spectroscopy): se také nazyva 6-o0 (korelace mezi
rezonan¢nimi signaly); muze byt homo-, heteronuklearni a také s NOE nebo s chemickou
vyménou
- vicekvantova spektroskopie (,,multiple quantum spectroscopy*)
Obvykle jsou NMR signaly méfeny za podminky Am = +1 (jednokvantovy ptechod). Vice
kvantova spektroskopie pouzitim specidlnich pulsnich sekvenci umoZnuje detekovat
vicekvantové prechody (m je celé &islo vétsi neZ 1) v podobé vicekvantovych 2D spekter(®4,

2.2.13.3. Zobrazovani 2D NMR spekter.

,»Stacked trace plot™ (STP) se sklada z uspotadanych 1D spekter (podobné klasteru spekter
pii méteni T1 metodou ,,inversion recovery*). STP se dnes pouzivaji ziidka.

»Contour plot* (CP) je podobny obrysu mapy. Nejmensi centralni kruh oznacuje frekvenci
piku a pocet kruht - intenzitu. Vyhody CP jsou pfesné zobrazovani rezonan¢nich frekvenci
a jejich ulozeni v ¢ase. CP je nejpouzivangjsi zobrazovanif®,
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2.2.13.4. Homonuklearni - (spin-spinova) korela¢ni spektroskopie (,,Correlation
Spectroscopy*, COSY).

Homonuklearni korelacni spektroskopie je zékladni v 2D NMR a je oznacovana zkratkou
H,H-COSY, nebo zkracené¢ COSY. Pulsni sekvence (obr. 34): dva pulsy 90° jsou odd¢lené
intervalem t1; FID je sniman béhem akvizice t2; béhem evolu¢ni doby t1 se vyvine mézi spiny
ur¢ity vztah (korelace)!®l,

1D I—‘ t
2D (COSY)

[

Obrazek 34: Schéma pulsni sekvence jednoho cyklu v 1D a 2D spektroskopii.
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Obrazek 35: Pulsni sekvence COSY experimentu(®®.,

Puls 90°x pfevrati M do osy y (b); pak se spiny vyvijeji v rovin€ Xy (rotacni systém); vektor M
ziska slozky My a My (c); druhy puls 90°X ptetoc¢i M do osy -z, pficemz My se nezméni

a My = 0 (d); pokud je evolu¢ni doba relativné kratka, Mx a pik jsou malé, s rostouci t1 roste
intenzita signalu (c’a d’, obr. 35)6°1,

Faktory vyvolavajici nesymetri¢nost COSY spektra a falesné signaly: rozdily v digitalnim
rozliseni period t1 a tz (symetrie); nespravné délky pulsu (faleSné krospiky); neuplna pficna
relaxace (falesné krospiky); vliv podélné relaxace (vyvolava ti-Sum = pruh signali nad a pod
signalem). Artefakty lze minimalizovat optimalizaci délek pulsi, dostatecnymi relaxa¢nimi
dobami, cyklovanim fazi nebo symetrizaci spektra!®l,

Gradientova verze COSY (gs-COSY). Pulsni sekvence gs-COSY obsahuje dva gradienty
obklopuijici &teci puls (obr. 36.)[°. Proti negradientové verzi, staci 1-2 skeny na kazdou sérii
(misto ptivodnich 8-16); sta¢i kratsi relaxaéni doba (t1), aniz bychom pozorovali artefakty[®l,
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Obrazek 36: Pulsni sekvence gs-COSY!,

t

COSY jinych jader. COSY je zékladni experiment, ktery je vhodny pro kazdé jadro se
spinem ‘2 a stoprocentnim pfirozenym zastoupenim. Pro organofluorové slouceniny se
pouziva °F-F COSY (F,F-COSY). Pro organofosforové slou¢eniny se pouziva 3'P-31p
COSY (P,P-COSY)El. Pokud ma nuklid mensi zastoupeni nez 100 %, je nutné pouzit jiny
experiment (nejcastéji je pouzivan 2D INADEQUATE - ,,Incredible Natural Abundance
Double Quantum Transfer Experiment )7,

2.2.13.5. Celkova korelaé¢ni spektroskopie (,, Total Correlation Spectroscopy“, TOCSY).

Je ziejmé, ze je velmi uziteéné pozorovat v jednom spektru veskeré korelace atomt vodiku
ve spinovém systému, kde interak¢éni konstanty mezi dvéma vodikovymi atomy vice nez pies
tfi vazby mohou byt i nulovymil®l. Braunschweiler and Ernst navrhli ve svém ¢lanku nazev
TOCSY, podle pulsni sekvence . Pozdgji Bax a Davis navrhli termin HOHAHA
(,Homonuclear Hartmann-Hahn Spectroscopy*) podle mechanizmu pulsni sekvence (pfes
homonuklearni Hartmann-Hahn kros polarizaci)® a ukéazali na to, 22 HOHAHA ftzce
souvisi s TOCSY. Ve skutecnosti, v literatufe tyto terminy jsou zaménitelné. Princip pulsni
sekvence TOCSY (obr. 37) spo¢iva ve vyvojovém case (,,evolution time®) t1, jenz zaéina
koncem 90° pulsu. Vektory pii¢né magnetizace precesiruji podle jejich ,,offset-ovych
frekvenci (vi-wo) v roviné x’y’, resp., funguji, jako spinovy zamek (,,spin-lock®, vi — je
rezonan¢ni frekvence i-tého jadra a vo - je rotacni frekvence rotacniho systému). Béhem t:
existuji pouze slabé interakce, které jsou jenom v tzn., rezimu ,,single spin mode®. Izotropni
miSeny ¢as tm (,,mixing time) charakterizuje TOCSY™®4 (specificka pulsni sekvence v 7m
TOCSY neni znazornéna na obr. 37) (6],

90°

X

1
H Spin-lock,

f Tm

Y

Obrazek 37: Pulsni sekvence TOCSYI¢®!,

,»Singl spin mode* se zméni na ,,collective spin“ rezim. Interakce se pifenese béhem kratkého
7m (20 ms) pfimo na interagujici (vazana) jadra a béhem dlouhého m (50-100 ms) na cely
spinovy systém. Béhem detekcniho Casu, silné izotropni interakce se stanou slabymi, pfitom,
chemické posuny a interakéni konstanty hraji roli®. Jinymi slovy, vSechny interagujici spiny
v ramci spinového systému se stanou velmi blizkymi navzajem a magnetizace je prenasena
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z jednoho spinu na viechny ostatnil®l. Pouzitim TOCSY s dlouhym zm mohou byt pozorované
krospiky, patfici vSem atomim vodiku daného spinového systému. Zakladni princip pulsni
sekvence HOHAHA Ize vysvétlit: béhem t1, ktery zacina se koncem 90° pulsu, vektory piicné
magnetizace jsou urlitym zpisobem oznacen¢; béhem wm, pomoci kros polarizace. Podle
Hartmann-Hahn pravidla se vektory pficné magnetizace zvétsuji (,,isotropic mixing*), a pak
nasleduje detekce béhem to. Pulsni sekvence HOHAHA je stejna jako ROESY (,,Rotating
Frame Overhauser Effect 2D Spectroscopy) jenom intenzita pole HOHAHA je mnohem
silngjsi nez ROESY®4,

2.2.13.6. Proton-protonové korelace pi‘es prostor (NOESY, ROESY).

K pfenosu magnetizace lze vyuzit i jiné mechanismy, nez je nepiima skalarni interakce.
Ozatovanim jednoho protonu lze pfenést magnetizaci na okolni protony prostfednictvim
dipolarnich interakci (jaderny OverhauserGv efekt, NOE)!®®l. Je uzite¢né zobrazeni NOE
informaci prostfednictvim 2D spektra, i pfes to, ze ma nizsi citlivost, nez 1D NOESY
(,Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy®), hraje dilezitou roli pti urCovani struktury,
konfiguraci a konformaci organickych slou€enin, poskytuje informace o struktufe
biologickych molekul a zajima vyznamné postaveni v 2D spektroskopii. Pulsni sekvence
NOESY se sklada ze tii neselektivnich 90° pulsi:

90° - t1 - 90° - zm - 90° - t2 (akvizice) (49)

Po prvnim 90° pulsu, se vektory magnetizace odkloni od osy z k 0Se y’ s vytvofenim
béhem evolu¢niho t1, odpovidajicich vektord ptiéné magnetizace. Tyto precesiruji v ploskosti
x -y’ s charakteristickymi frekvencemi (tj. rozdil mezi jejich rezonan¢ni frekvenci a rotacni
frekvenci systému ordinat). Funguji jako znacené spiny nebo frekvence. Po druhém 90° pulsu,
vektory pfi¢né magnetizace, precesirujici v ploskosti x’-y” pteklopi se z ploskosti x™-y" do
ploskosti x’-z" s vytvofenim odpovidajicich vektort podélné magnetizace. Pokud zistanou
nékteré slozky vektori pfi€né magnetizace potom musi byt odstranény. Vynechava pti¢nou
relaxaci béhem t1, na konci druhého 90° pulsu, vektor podélné magnetizace jader A, Mza je
reprezentovan!®4l:

Mza(t1) = - Moa €0S [(wa — w)ti] (50)

kde, Mza(t1) je vektor podélné magnetizace jadra A na konci t1; Moa je vektor magnetizace
jadra A v rovnovaze; wa a w jsou rezonan¢ni frekvence jadra A a rotacni frekvence rota¢niho
systému ordinat, resp., tm, zacne po druhém 90° pulsu. V ptipadé, Ze jadro X se nachazi
Vv blizkosti A, mezi nimi vzniknou dip6l-dipolové interakce, které pomoci krosrelaxaci
produkuji NOE (viz 2.2.11.2.). Vlivem této krosrelaxace, M;a se postupné snizuje, ale

s narustem M;x. Na konci m, vektor podélné magnetizaci jadra X ma hodnotu CM;a(t1), kde C
je ur¢eno hodnotami m a rychlosti krosrelaxace. Pisobenim tietiho 90° pulsu, M;x pieklopi se
z ploskosti x’-z do x’-y” za vytvofenim vektoru pficné magnetizace, ktery bude precesirovat
v ploskosti x-y" s frekvenci wa — @ a ktery produkuje detekovatelny signal béhem to. Pro
signal jadra X (v ¢asové domén¢) mizeme uvést:
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Sx(t1, t2) = CMoa c0s [(wa — a))tl]ei(wxfw)tz (51)

kde Sx(t1, t2) je signal jadra X v ¢asové doméngé, ktery je funkci ty a to. Podle (51), signal jadra
X je modulovén rezonan¢ni frekvenci jadra A.
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Obrizek 38: 'H NOESY spektrum oznadené slouceniny (obrazek)®.

Krospiky v takovém 2D spektru jsou korelace jader, mezi kterymi existuje NOE.

V pfipadé€, Ze nejsou odstranény vSechny zbyvajici vektory pfi€né magnetizace po druhém
90° pulsu, oni mohou byt odstranény pomoci pulsnich gradientii nebo zménou faze druhého
90° a tietiho 90° pulsil®l, a proto se bézné pouzivaji fazové-citliva spektra (zdporné jsou
diagonalni signaly, COSY artefakty a signaly chemické vymény; kladné - pouze NOESY
krospiky, (obr. 38)[%¢l. V piipadé méfeni NOESY vzorku s velkou nebo naopak, s malou
molekulo-vou hmotnosti, mohou n¢které krospiky chybét. ROESY (dfive znamy jako
CAMELSPIN — ,cross relaxation appropriate for minimolecules emulated by locked spins®)
je idedlnim feSenim v této situaci. Pulsni sekvence ROESY je podobna TOCSY (obrazek 37)
s vyuzitim spinového zamku (,,spin locking®), ktery optimalizuje pfenos magnetizace
prostfednictvim dipoldrnich interakci (zm = 100-500 ms, nizsi vykon, obrazek 39). Zatimco
NOE postupné klesé k nule nebo nabyva zapornych hodnot, maximum ROE zistava kladné

a dokonce vzriista o 50 - 67.5%["®]. Signal je tedy zesileny a navic je potladena spinova difuze.
( Signal muze obsahovat TOCSY artefakty, které 1ze odstranit upravou pulsni sekvence nebo
odlisit fAzové citlivou variantou experimentu - nejéastéjsi experimentélni provedeni)®®!,
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Obrazek 39: Faktor zvétseni (n) jako funkce efektivniho korelacniho ¢asu (tc) u NOE a ,,rotating-
coordinate* (ROE) experimentul™,

2.2.13.7. 'H detekovana heteronuklearni korelaéni spektroskopie.
Pomér signal/sum (S/N) v 1D experimentech!®2l:
SIN © Nyexcydet™’? Bo®? (NS)Y2 To/T (52)

kde, N (v pravé ¢asti rovnice) je pocet jader, ktera maji byt zméfena v efektivnim objemu; yexc
je magnetogyricka konstanta excitovanych jader, ydet je magnetogyricka konstanta jader, které
maji byt zmétena; Bo je sila magnetické indukce, NS je pocet skeni, T2 je Cas pti¢né relaxace;
T je teplota experimentu. S/N (citlivost experimentu) se zvysi osmkrat zménou jadra z *3C na
1H, v dtsledku akviziéni doby. MnoZstvi vzorku se miZe popiipadé snizit.

V zavislosti na po¢tu chemickych vazeb mezi korelujicimi 'H a $3C se 2D NMR rozdéluje
do dvou typi. Prvni typ odpovidd H,C-COSY (korelace mezi dvéma 'H a 3C, vazanymi
ptimo. Druhy typ NMR odpovida vicevazebnému H,C-COSY nebo COLOC (,,Correlation
spectroscopy via Long-range Coupling“. Korelace mezi dvéma 'H a 3C ptes nékolik vazeb
S "Jch). Bez ohledu na to o jaky druh jde jsou tyto experimenty znamé jako inverzni
experimenty!®4,

2.2.13.7.1. HMQC (,,Heteronuclear correlation through Multiple Quantum Coherence*).

Inverzné detekovana nejsou piimo jadra °C, ale odpovéd’ je ziskana prostfednictvim
protonti (Pulsni sekvence HMQC je na obr. 4081) Jednd se o dvojnasobny pienos
polarizace (koherence). Po 90° pulsu, béhem A:; se vektory uspofadaji do antifaze
(prostiednictvim J). Vicekvantova koherence je vytvotrena prvnim uhlikovym pulsem. Zbytek
sekvence slouzi k vybéru dvoukvantové nebo vicekvantové koherence (**C satelity v *H
spektru) od jednokvantové koherence (prostiedni 'H pas) - proces obdobny 1D
INADEQUATE. Béhem akvizice probiha dekapling uhlikil, signaly jsou viak $tépeny v H
dimenzi (*H-13C)[6¢l,
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Obrazek 40: Pulsni sekvence HMQC experimentu a HMQC spektrum s *H-1C interakei v 'H
dimenzil®> &,

2.2.13.7.2. BIRD-HMQC (,,Bllinear Rotation Decoupling“).

Pomémé slozita sekvence BIRD (obr. 41)%! umoziuje potladeni signala vodikd,
pripojenych na uhlik *2C (jednokvantova koherence) ve prospéch protontl, pfipojenych k *C
(satelity, dvoukvantova koherence). Sekvence vyuziva rozdilnych vlastnosti protond
pfipojenych na uhlik 2C nebo *C. Signal vodikt na *2C je nestépeny.

Vektor magnetizace vodikli na *C se roz§tépi na dvé slozky, vzajemné otocené o 180°
(diky J), a vysledek: jednokvantové koherence uplné¢ vymizi, vicekvantové koherence
zustanou k dispozici pro sekvenci HMQC. Cela sekvence je:

BIRD - 7- HMQC - DT (53)
kde, 7je doba nezbytna pro vymizeni jednokvantovych koherenci (zrelaxuji do nuly); DT je

normalni relaxacni ,.delay* (nutnd pro repetici pulsi = regenerace magnetizace). Pro
provedeni experimentu je nutna znalost T1 a spravna volba 7a DT. U vétSich molekul muze
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dochazet ke ztrat¢ citlivosti diky zapornému NOE (pozn.: stejné¢ho vysledku lze dosdhnout
pomoci gradientt magnetického pole)[©®l,

Gradientova verze HMQC (gs-HMQC). Gradienty umoziiuji vybér magnetizaci H-3C
bez pouziti sekvence BIRD. Experiment ma nizsi citlivost (1.4x); prodlouzenou relaxac¢ni
dobu (,,relaxation delay*, vzorek se zahiiva dekaplingem); spektrum je v absolutnim médul®®l,
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Obrazek 41: Pulsni sekvence BIRD experimentul®®,

2.2.13.7.3. HSQC (,,Heteronuclear Single Quantum Correlation).

HSQC je alternativa experimentu HMQC. Experiment generuje jednokvantovou koherenci
diky sekvenci INEPT (2.2.12.3.), magnetizace se vyviji, a pak je pfenaSena druhou INEPT
sekvenci zpatky na proton a je detekovana. Pulsni sekvence je pomémé komplikovana (cca
2x vice pulsti, nez pii experimentu HMQC). HSQC spektra neobsahuji interakce *H-1H
v uhlikové dimenzi a proto jsou korela¢ni signaly 1épe rozliSené nez v HMQC a je vhodné&jsi v
ptipadé piekryvu signalti. V HSQC je komplikovanéjsi nastaveni akvizi¢nich parametrt, je
citlivéj$i na nepiesnosti (naladéni sondy a délky pulsi) = mohou vznikat artefakty. Kvili
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témto komplikacim dava vétSina experimentdtori bézné piednost HMQC, protoze je
interpretace spektra naprosto shodna s HMQCI®®l,

Gradientova verze HSQC (gs-HSQC) navic obsahuje puls 180° pro jadro X (po ¢ase t1,
obklopené &asy o) a 2 gradienty (obr. 42)[%%, Pro gs-HSQC je staéi niz§i podet skentl, nez pro
negradientovou verzi. Ze spektra vymizi t;-Sum (artefakty podél F1). Bézné se méii, jako
fazové-citlivé spektrum. Experiment ma sniZenou citlivost a diky dekaplingu se vzorek

zahiiva, proto je nutno prodlouZit t1[6],
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Obrizek 42: Pulsni sekvence gs-HSQC®],
2.2.13.7.4. HMBC (,,Heteronuclear Multiple Bond Correlation*).

HMBC je zkratka pro ,[(*H-detected) heteronuclear multiple-bond correlation
(experiment)]“, kde koreluji *C a H, které jsou oddélené n&kolika chemickymi C-C vazby.
Funguje HMBC na stejném principu jako vicevazebny H,C-COSY nebo COLOC.

Pulsni sekvence HMBC (obr. 43)[%! se 1isi ve dvou bodech, prvni je: t1/2, 180° a t1/2 hraji
role ¢ oznacovani (,,0 labeling); druhy: prvni polovina pulsni sekvence (,,low-pass J-filter)
je uréend pro potladeni vektorli magnetizace H, piipojenych piimo na *C a zarovei, ve
prospéch vektorti magnetizace *H, pfipojenych neptimo k 3CI4,

Je-li pulsni sekvence BIRD soucasti pulsni sekvence HMBC, tak muze byt intenzita
korelac¢nich signald vicevazebnych interakci posilena, ale v tomto piipadé hodnota 7 musi byt
poditana jako: 1/(2"Jcn)®5].

Pti zadani zakladnich akvizi¢nich parametrd musime brat v tivahu fakt, ze interval A musi
byt optimalizovan pro dvou a vicevazebné J (A = 1/(2J)); "J obvykle leZi v intervalu 0-15 Hz;
typické hodnoty A jsou 60-200 ms (2.5-8.3 Hz, v ptipadé¢ HMQC je tento interval 2-4 ms);
kratsi ,,delay* vede k vétsi citlivosti (= mensi ztrata signalu relaxaci, delsi ,,delaye* jsou vSak
u malych molekul naprosto vyhovujici, nebot’ maji relativn€ dlouhé relaxacni casy).
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Obriazek 43: Pulsni sekvence HMBC experimentul®®,
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Obrazek 44: HMBC spektrum heterocyklu (obrazek)[".

Zpravidla je mozné pozorovat interakce az pies 4 vazby, pfi vhodné stereochemii dokonce
i - 5 vazeb. Nejintenzivngjsi signaly v HMBC spektru obvykle poskytuji methylové skupiny
(3 detekované vodiky, obr. 44)l7l. Spektrum obsahuje pouze korela¢ni signaly. Nejsou tam
symetrické jednokvantové koherence 'H-'?C. Jednovazebné korelace J(*C-'H) lze
odfiltrovat pouzitim gradienti magnetického polef®®,

Gradientovi verze HMBC (gs-HMBC). Pulsni sekvence gs-HMBC je na obrazku 451,
Gradienty selektivné refokusuji vicevazebné magnetizace *H-*C a odstrafiuji jednovazebné
magnetizace 'H-13C a 'H-12C. V gs-HMBC je sniZend citlivost oproti oby&ejnému HMBC, ale
spektrum neobsahuje t;-§um(®®l,

180°%

Obrazek 45: Pulsni sekvence gs-HMBC®!,

2.2.13.8. 15N 2D NMR experimenty.

N ma ptirozené nizsi citlivost nez *C. V soucasné dobé je pouzivanou technikou
vicevazebna heteronuklearni korelace (*H->°N HMBC) s pouzitim nizkopasmového filtru pro
potlaceni jednovazebnych J (mezijaderna spin-spinova nepifima interakéni konstanta)
interakcil®. Gradientova verze H-N HMBC (*H-®N gs-HMBC), ktera se objevila
pozdéjil®® je nyni b&zné pouzivana ke stanoveni konektivit a uréeni parametrii signali
neprotonovanych heteroatomtl, véetné °N. Pulsni sekvence 'H-N gs-HMBCE"®I je
identicka *H-13C gs-HMBC (obr. 45).
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3. EXPERIMENTALNI CAST.

3.1. Pouzité chemikalie a metody.
3.1.1. Priprava vzorku.

Pro NMR analyzu bylo pouzito 16 derivati roskovitinu, (obr. 46). Uvedené derivaty byly
poprvé syntetizovany V Laboratofi Rlistovych Regulatorii Prirodovédecké fakulty Univerzity
Palackého v Olomouci (LRR UP), Dr. Igorem Popou. VétSina téchto derivati byla nami
piipravena znovu ve mnoZstvich, odpovidajicim *C- a ®'N-NMR. Syntéza tchto latek byla
provedena dle metodiky, popsané v odstavci 2.1.3. (prvni zptisob, schéma je na obrazku ¢. 7).
Vychozi produkty (chemikalie) byly zakoupeny od Sigma Aldrich a Olchemim (2,6-di-
chlorpurin a 2,6-di-chlorpurinribisid). Konecné latky, a také meziprodukty byly analyzovany
pomoci chromatografie na tenké vrstvé (TLC), elementarni analyzou H, C, N prvku (EA),
infra¢ervenou spektroskopii (IC) a hmotnostni spektrometrii (MS) — vysledky nejsou uvedeny
v této praci. Navazky studovanych derivati roskovitinu v mnozstvich 5-30 mg byly
rozpoustény v deuterovaném rozpoustédle (0,5 ml) d-DMFA (Sigma-Aldrich) pomoci
ultrazvukové lazné (Bandelin Sonorex RK 31H) a tiepacky (Heidolph Reax Top). Oddéleni
nerozpustnych pevnych ¢&astic bylo provedeno mini centrifugou (Mini Spin Eppendorf).
Odpovidajici roztoky jsme napipetovali do sklenénych kyvet (5 mm) pro roztokovou NMR
spektroskopii.

3.1.2. Zakladni akvizi¢ni parametry nékterych 2D NMR experimentii.

{*H-1H}-gCOSY: 90°, t; = 0.32 s, DT = 1 s, resolution = 13 Hz, recovery time = 0.5 ms,
ns = 2-4; {*H-'H}-gROESY: t, = 0.42 s, resol. = 9 Hz, DT =15, ns = 16; {*H-*C}-gHMQC:
J = 146 Hz, ta = 0.15 s, resol. = 71 Hz, tree = 0.5 ms, ns = 4-8, s dekaplingem a bez
dekaplingu; {*H-*C}-gHSQC: J = 146 Hz, ta = 0.15 s, DT = 1 s, ns = 8, s dekaplingem; {*H-
13C}- gHMBC: J=8 Hz, t, = 0.3-0.5s, DT = 1-2 5, ns = 16-32, a také {*H->N}-gHMBC: J =
8-16 Hz, t. = 0.3-0.5s, DT = 1-2 s, ns = 128-256 a {*H-1*N}-gHMQC: J = 146 Hz, ta = 0.15 s,
DT = 1-2 s, ns =16-32. M¢teni spekter jsme provadeli na spektrometrech: Bruker Avance
300, LLR UP; Varian 400 MR, a.o. Farmak; Jeol ACX-500, LRR UP (resp., 7,5 — 11,7 Tesla)
pii rezonanénich frekvencich v (MHz) jader: *H (300-500), 3C (75-125) a 1°N (30-51).
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Obrazek 46. Studované derivaty roskovitinu.
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3.1.3. Pouzité pulsni sekvence nékterych experimenti spektrometru (Varian 400 MR).
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Schéma 3. Pulsni sekvence {*H-*C}-gHMQC.
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Schéma 6. Pulsni sekvence {*H-°N}-gHMBC.
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3.2. Charakteristika a vybaveni NMR spektrometru.
3.2.1. Charakteristika spektrometru Varian 400 MR.

Mg¢éteni byla provedena na pfistroji Varian 400 MR (9.40 Tesla) s rezonan¢ni frekvenci
v (MHz) jader: H (399.69), 13C (100.51) a °N (40.51). Spektrometr m4 tyto &asti:

1. Konzola obsahujici linedrni RF systém s velkym dynamickym rozsahem.
Predzesilovaé s vysokou citlivosti a nizkym Sumem pro H/*°F. Vysoce citlivy
Sirokopasmovy predzesilova¢ pro ®Ag — 3P. 2H lock svysoce citlivou
pseudokvadraturni detekci, kompatibilni s pulsnimi gradienty magnetického pole
a automatickym 'H a ?H gradientnim shimingem. Pseudokvadraturni detekce se
simultannim vzorkovanim. Korekce zmény faze a velikosti pole s vysokou piesnosti.
Duélni akvizi¢ni systém, digitalni filtry, pfijimac s vysokym dynamickym rozsahem
a zesilenim. Akvizi¢ni datovy systém pracujici v redlném case. NMR software.
Automatizace funkci locku, shimu, faze, zisku pfijimace, rotace, vyjimani
a vkladani vzorku.

2. Sirokopasmovy RF systém, 400 MHz. Dva RF kanaly pro pozorovaci, dekaplovaci
a pulsni funkce. Kanall: *H a °F, kanal 2: ®N az 3!P. Oba kandly s frekvenénim
rozlisenim 0.05 Hz. Linearni RF systém podporujici fadu $irokopasmovych H a °F
experimentll s jednou nebo dvourezonanci, zahrnujici: pfimé méfeni *H anebo °F
23Na a 13C, 3tp, 1N, 2°Sj, 1B, 1199n (s 'H anebo °F heteronuklearnim dekaplingem),
homonuklearni dekapling na !H (napf. NOEDIFF, H{'H}, presaturace),
homonukledrni korelace (naptiklad, COSY, TOCSY, INADEQUATE), NOE
experimenty (napfiklad, NOESY, ROESY), heteronukledrni korelace (naptiklad,
DEPT, APT, HETCOR), a experimenty s neptimou detekci (napiiklad, HMQC,
HMBC, HSQC, HSQC-TOCSY, HSQC-TOCSY a H{X}).

3. Féazovy modulator.

4. Modul automatického deuterovaného gradientniho shimingu.

5. Modul gradientu magnetického pole.

6. Jednotka proménné teploty.

7. 9.4 T Magnet, svétlost 54 mm, 400 MHz a ptisluSenstvi magnetu.

8. Ridici po¢itag se dvéma sériovymi vstupy, a barevnym monitorem.

3.2.2. Mé¥ici sonda (Varian).

H1-F{®N-3P} 5mm OneNMR PFG sonda s automatickou volbou méfeného jadra.
Vhodna pro experimenty s jedni-, dvou- nebo troji rezonanci a pro experimenty s nepfimou
detekci Vv teplotnim intervalu od -80 °C do 130 °C. Automatizace s pouzitim
vysokofrekvenénich kanald (*H a '°F) a nizkofrekvenéniho (*3C a 3'P az ®N) pro pozorovaci
a dekaplovaci funkce, s moznosti rychlého ptepnuti do nizkofrekvencniho Sirokopasmového
rezimu, Vnémz je mozno méfit jadra v rozsahu N-3'P pii zachovani moZnosti soucasné
méfit a dekaplovat *H a *°F. Sonda je vybavena vysoce vykonnou aktivné stinénou gradientni
civkou Vv 0se z s vytvofenim pravouhlych gradientnich pulsi.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE.
4.1. NMR studium derivati roskovitinu.

V ramci NMR studia derivati roskovitinu byly zméteny 1D: 'H, 3C spektra, 1*C-APT
a 2D experimenty: {*H-'H}-gCOSY, *H-'H}-gTOCSY, H-'H}-gROESY, {*H-*C}-gHMQC,
{*H-13C}-gHSQC, {*H-*C}-gHMBC, {*H-®N}-gHMQC, {*H-®N}-gHMBC. Mé¢ieni jsme
provadéli za normalni teploty (25 °C) v d-DMFA z davodu pouziti solventu (zbytky
nedeuterovaného DMFA v d7-DMFA s d1sn = 104.7 ppm) jako vnitiniho standardu pro {*H-
®N}-gHMQC, {*H->N}-gHMBC experimenty.

4.1.1. Prifazeni 'H, °C a 1°N signalt derivata roskovitinu.

2-(1-hydroxymethyl-propyl)amin-9-(isopropyl)adenin (1). *H, § (ppm) a J (Hz): 0.95, 3H,
t, 7.7, HC??; 1.53, 6H, d, 6.8, HC'"8; 1,57, 1H, sept, 7.6, 1.7, H.C?*; 1.74, 1H, sept, 7.6, 1.7,
Hp,C?; 3.56, 1H, dd, 10.9, 5.3, H.C%; 3.65, 1H, dd, 10.6, 5.3, H,C?; 3.95, 1H, sxit, 5.4, 2.7,
HC?; 4.61, 1H, sep, 7.2, HC; 4.79, 1H, br, HO*"; 5.78, 1H, d, 8.5, HN?; 6.70, 2H, bs, HN®;
7.81, 1H, s, HC® 3C, ¢ (ppm): 10.55 (HC??); 21.87, 21.90 (HC"8): 24.49 (HC?!); 46.38
(HC®); 54.68 (HC™); 64.19 (HC?); 114.50 (C®); 135.84 (HC?®); 151.77 (C*); 156.72 (C°);
159.99 (C?). ©®N, ¢ (ppm): 75.08 (N°), 92.27 (N?), 173.06 (N°), 180.88 (N3), 199.70 (NY),
240.44 (N').
{N6-(2,3-di-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(isopropyl) }purin
(2). *H, 6 (ppm) a J (Hz): 0.97, 3H, t, 7.5, HC??; 1.54, 6H, dd, 6.9, 1.5, HC'"8; 1.62, 1H, sep,
7.2, HaC?; 1.77, 1H, sept, 6.8, 1.9, HyC?!; 3.61, 1H, dd, 11.0, 5.6, H.C%; 3.69, 1H, dd, 10.6,
4.9, HpC?; 4.00, 1H, sxt, 7.0, HC'®; 4.63, 1H, sep, 6.8, HC®; 4.64, 2H, br, HC®; 4.76, 1H, br,
HO?; 5.87, 1H, d, 8.2, HN?; 6.62, 1H, t, 7.8, HC* 6.75, 1H, dd, 8.0, 1.6, HC™; 6.80, 1H, d,
7.4, HC™; 7.71, 1H, br, HN®; 7.83, 1H, s, HC?; 8.86, 1H, br, HO'*; 10.38, 1H, br, HO". 13C,
5 (ppm): 10.52 (HC?); 21.83, 21.77 (HC"'8); 24.40 (HC?Y); 39.86 (HC®); 46.64 (HC'®);
54.86 (HC'%); 63.81 (HC%); 114.31 (C®); 114.58 (HC); 119.20 (HC); 120.61 (HC™);
127.15 (C¥9); 135.84 (HC?®); 144.03 (C); 146.59 (C'?); 151.07 (C*%); 154.84 (C®); 159.20
(C?). BN, 6 (ppm): 89.01 (HN®), 92.83 (HN?), 174.24 (N°), 178.50 (N3), 228.92 (N%), 238.87
(NY).
{N6-(3,5-di-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(isopropyl) }purin
(3).*H, ¢ (ppm) a J (Hz): 0.94, 3H, t, 7.5, HC?; 1.53, 6H, d, 6.7, HC'"18;: 1,60, 1H, sept, 7.4,
1.5, HaC?; 1.73, 1H, sept, 6.8, 1.5, H,C?; 3.56, 1H, dd, 10.5, 5.4, H.C?; 3.66, 1H, dd, 10.8,
4.9, HyC?; 3.97, 1H, sxt, 5.7, HC; 4.62, 1H, sep, 6.8, HC®; 4.62, 2H, br, HC®; 4.76, 1H, t,
7.0, HO?: 5.82, 1H, d, 6.9, HN?; 6.24, 1H, t, 2.2, HC3; 6.40, 2H, d, 2.0, HC15; 7.41, 1H,
br, HN®; 7.79, 1H, s, HC8; 9.25, 2H, br, HO!2>'%", 13C, 5 (ppm): 10.58 (HC??); 21.91, 21.95
(HC"18): 24.48 (HC?!); 43.22 (HC®); 46.35 (HC¥); 54.86 (HC); 64.11 (HC%); 101.12
(HC®); 105.65 (HC15): 114.54 (C%); 135.20 (HC?®); 143.35 (C7); 151.22 (C*); 155.29 (C°);
159.13 (C'?'%): 159.84 (C?). N, § (ppm): 89.00 (HN®), 93.05 (HN?), 173.28 (N°), 177.99
(N®), 192.17 (N1), 239.56 (N).
{N6-(2,5-di-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(isopropyl) }purin
(4).H, ¢ (ppm) a J (Hz): 0.97, 3H, t, 7.4, HC??; 1.54, 6H, d, 6.7, HC'"18: 1,63, 1H, sep, 7.3,
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HaC?%; 1.77, 1H, sep, 7.0, HpC?%; 3.62, 1H, dd, 10.5, 5.1, H.C?°; 3.70, 1H, dd, 10.5, 4.6,
H,C%; 4.00, 1H, sxt, 5.7, HC®; 4.63, 1H, sep, 7.0, HC; 4.65, 1H, br, HC®; 4.86, 1H, br,
HO*’; 5.85, 1H, d, 8.0, HN?; 6.61, 1H, dd, 8.5, 2.7, HC'®; 6.71, 1H, d, 8.5, HC'?; 6.86, 1H, d,
2.1, HC'; 7.67, 1H, br, HN®; 7.82, 1H, s, HC®; 8.83, 1H, br, HO'*a 9.73, 1H, br, HO'". 13C,
o (ppm): 10.49 (HC??); 21.77, 21.82 (HC!"18); 24.39 (HC?!); 39.55 (HC®); 46.53 (HC);
54.78 (HCY); 63.84 (HC%); 114.29 (C®); 114.74 (HC®); 116.30 (HC™); 116.57 (HC®?);
127.22 (C¥9); 135.63 (HC?®); 148.35 (C'*); 150.65 (C'!); 151.00 (C*); 154.98 (C°); 159.39
(C?). BN, & (ppm): 87.18 (N°), 93.03 (N?), 173.99 (N°), 178.90 (N°), 190.77 (N%), 238.39
(N').

{N6-(2-hydroxy-3-methylbenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(isopropyl)}-
purin (5). *H, ¢ (ppm) a J (Hz): 1.01, 3H, t, 7.4, HC??; 1.53, 6H, d, 6.9, HC!"18; 1.66, 1H, sept,
7.6, 1.6, H.C?; 1.81, 1H, sept, 7.4, 1.6, H,C?; 2.20, 3H, s, HC!?; 3.65, 1H, dd, 10.6, 4.9,
HaC%; 3.73, 1H, dd, 10.6, 4.6, H,C?; 4.02, 1H, sxt, 5.3, HC®; 4.63, 2H, br, HC?; 4.63, 1H,
sep, 6.8, HC?®; 4.83, 1H, br, HO*"'; 5.92, 1H, d, 8.3, HN?; 6.70, 1H, t, 7.5, HC% 7.03, 1H, dq,
7.4, 0.8, HC'; 7.17, 1H, d, 7.6, HC; 7.85, 1H, s, HC? 8.08, 1H, br, HN®; 10.92, 1H, br,
HO''". 13C, ¢ (ppm): 10.45 (HC?); 16.10 (HC'?); 21.78, 21.83 (HC"18); 24.43 (HC?); 40.44
(HC®); 46.71 (HC); 54.86 (HC'®); 63.81 (HC?); 114.17 (C%); 119.03 (HC); 125.78 (C*?);
126.20 (C9); 128.89 (HC™®); 130.16 (HC3); 136.12 (HC?®); 151.12 (C*); 154.38 (C1); 154.65
(C®); 158.99 (C?). N, ¢ (ppm): 91.14 (N°), 92.79 (N?), 174.59 (N°), 178.51 (N?), 185.65 (NY),
239.02 (N).

{N6-(2-hydroxy-5-methyl-benzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-
(isopropyl)}purin (6). *H, ¢ (ppm) a J (Hz): 0.98, 3H, t, 7.4, HC?%;, 1.53, 6H, dd, 6.8, 1.3,
HC"18: 1,63, 1H, sept, 7.5, 1.5, H.C?%; 1.78, 1H, sept, 7.3, 1.5, H,C?; 2.18, 3H, s, HC!*;
3.63, 1H, dd, 10.6, 5.4, H.C%; 3.71, 1H, dd, 10.6, 4.9, H,C?; 4.02, 1H, sxt, 5.5, HC; 4.62,
1H, sep, 6.8, HC®; 4.68, 2H, br, HC®; 4.85, 1H, br, HO?**’; 5.90, 1H, d, 8.1, HN?; 6.76, 1H, d,
8.1, HC'?; 6.92, 1H, dd, 8.2, 2.1, HC'?; 7.12, 1H, d, 1.5, HC'®; 7.68, 1H, br, HN®; 7.83, 1H, s,
HC?; 10.27, 1H, br, HO''". BC, 6 (ppm): 10.52 (HC??); 19.95 (HC'#); 21.80, 21.85 (HC"8):
24.44 (HC?Y); 39.71 (HC®); 46.56 (HC'®); 54.83 (HC'®); 63.89 (HC?); 114.32 (C®); 116.01
(HC'?); 126.27 (C1%); 127.84 (C'*); 128.91 (HC™®); 130.54 (HC™); 135.72 (HC?®); 151.16 (C%);
153.78 (CY); 154.99 (C°); 158.39 (C?). ©*N, ¢ (ppm): 87.60 (N°), 93.08 (N?), 174.03 (N%),
178.55 (N®), 190.23 (N1), 238.30 (N).

{N6-(4-hydroxy-3,5-di-methoxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethylpropyl)-amin]-9-
(isopropyD)}purin (7). *H, ¢ (ppm) a J (Hz): 0.96, 3H, t, 7.4, HC??%;, 1.52, 6H, dd, 6.8, 1.3,
HC"18: 1,60, 1H, sept, 7.4, 1.2, H.C?; 1.77, 1H, sept, 6.8, 1.5, Hp,C?%; 3.59, 1H, dd, 10.7, 5.6,
H.C%; 3.70, 1H, dd, 10.4, 5.1, H,C?; 3.77, 6H, s, HC!2>1%"; 4.02, 1H, sxt, 6.1, HC'®; 4.61, 1H,
sep, 6.8, HC; 4.67, 2H, br, HC®; 4.81, 1H, br, HO*"; 5.94, 1H, br, HN?; 6.81, 2H, s, HC!*5;
7.62, 1H, br, HN®; 7.80, 1H, s, HC?; 8.35, 1H, br, HO'"*". 3C, ¢ (ppm): 10.56 (HC??); 21.86,
21.90 (HC"18); 2450 (HC?Y); 43.77 (HC?®); 46.35 (HC); 54.86 (HC'); 55.97 (HC'2"!#);
64.18 (HC?); 105.95 (HC'1%); 114.45 (C®); 131.07 (C*°); 135.23 (HC?); 135.28 (C*3); 148.23
(C214); 151.23 (C%; 155.11 (CP); 159.83 (C?). ®N, J (ppm): 88.75 (N°), 92.94 (N?), 173.25
(N®), 180.01 (N3), 189.87 (N1), 238.27 (N7).

{N6-(4-brombenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(isopro-pyl)}purin (8). 1H,
d (ppm) a J (Hz): 0.93, 3H, t, 7.4, HC?; 1.52, 6H, d, 6.8, HC'"®; 1.56, 1H, sept, 7.5, 1.7,
H.C?; 1.73, 1H, sept, 7.4, 1.7, H,C?; 3.55, 1H, dt, 9.6, 4.5, H.C?°; 3.66, 1H, dt, 10.6, 4.5,
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HpC?; 3.95, 1H, sxtt, 5.5, 2.6, HC'®; 4.61, 1H, sep, 6.8, HC™®; 4.73, 2H, br, HC®; 4.75, 1H, t,
6.4, HO*"; 5.87, 1H, d, 7.7, HN?; 7.42, 2H, dt, 8.4, 2.3, HC'?'4; 7.51, 2H, dt, 8.4, 2.3, HC!*®;
7.80, 1H, br, HN®; 7.80, 1H, s, HC®. 13C, 6 (ppm): 10.58 (HC??); 21.90, 21.93 (HC'"18); 24.48
(HC?); 42.84 (HC®); 46.38 (HC¥); 54.87 (HCY); 64.07 (HC?); 114.52 (C®); 119.96 (C™);
130.04 (HC'?%%): 131.31 (C'''¥:; 135.40 (HC?®): 140.86 (C'°); 151.51 (C*); 155.10 (CP);
159.79 (C?. BN, ¢ (ppm): 85.18 (N°), 93.09 (N?), 173.32 (N°), 179.73 (N3), 191.23 (NY),
239.27 (N).
[N6-(2-hydroxy-3-methoxybenzylamin)-2-(6-amincyklohexylamin)-9-(isopropyl)]purin
(9). H, 6 (ppm) a J (Hz): 1.26, 4H, mm, H,C?%*; 1,52, 6H, d, 6.8, HC'"!8; 1.67, 2H, d, 9.0,
HpC?%; 1.94, 1H, dt, 9.0, 4.5, H,C?; 2.14, 1H, dd, 11.5, 3.1, H,C#; 2.65, 1H, td, 9.9, 3.5,
HC?: 3.63, 1H, qd, 9.7, 4.5, HC?®; 3.81, 3H, s, HC!?; 4.63, 1H, sep, 6.8, HC®; 4.75, 2H, br,
HC®; 4.82, 2H, bs, HN*""; 6.15, 1H, d, 7.7, HN?%; 6.71, 1H, t, 8.2, HC!*; 6.86, 1H, dd, 8.3, 1.4,
HC!3; 6.93, 1H, dd, 7.7, 1.0, HC; 7.60, 1H, br, HN®; 7.82, 1H, s, HC?; 8.28, 1H, bs, HO'!"
13C, 6 (ppm): 21.94 (HCY"18); 2537 (HC?), 25.48 (HC?); 32.46 (HC?); 35.21 (HC?%); 39.38
(HC®); 46.40 (HC); 55.03 (HC?%); 55.80 (HC'?); 58.18 (HC); 111.00 (HC®); 114.36 (C°);
118.70 (C'¥; 121.48 (HC™); 125.87 (C9); 135.49 (HC?); 145.21 (C%); 148.39 (C*?); 151.22
(C*; 155.04 (CP); 159.85 (C?). ®N, 6 (ppm): 85.52 (N°), 97.54 (N?), 173.61 (N°), 179.07
(N®), 188.17 (N1); neni pozorovan (N?°); 238.23 (N').
[N6-(2-hydroxy-3-methoxybenzylamin)-2-(4-amincyklohexylamin)-9-(iso-propyl)]purin
(10). 'H, 6 (ppm) a J (Hz): 1.24, 2H, mm, H,C??%; 1.35, 2H, mm, H,C?*?%; 1,53, 6H, d, 6.8,
HC"18: 1.86, 2H, mm, HpC?12%; 2,03, 2H, mm, H,C?*?4, 2.65, 1H, t, 11.4, HC??; 3.53, 1H, m,
HC%; 3.82, 3H, s, HC'?’; 4.64, 1H, sep, 6.8, HC'®; 4.73, 2H, br, HN?*?"; 4.80, 2H, br, HC?;
5.97, 1H, d, 7.7, HN?, 6.72, 1H, t, 8.2, HC% 6.87, 1H, dd, 8.3, 1.4, HC'?; 6.92, 1H, d, 7.7,
HC'®; 7.43, 1H, br, HN®; 7.81, 1H, s, HC8; 8.30, 1H, bs, HO'!". 3C, 6 (ppm): 21.90 (HC'"18);
31.87 (HC?2%), 35,61 (HC?%); 39.38 (HC®); 46.46 (HC); 47.48 (HC?); 50.25 (HC'®);
55.80 (HC'?); 111.07 (HC®); 114.35 (C°); 118.75 (C*¥; 121.50 (HC™); 127.20 (C); 135.55
(HC?); 145.16 (C'1); 148.35 (C'?); 151.38 (C*); 155.14 (C°®); 158.95 (C?). N, ¢ (ppm): 90.55
(N®), 100.31 (N?), 173.86 (N°), 176.93 (N°), 187.36 (N1), 239.40 (N’), neni pozorovan (N??).
[N6-(2-hydroxybenzylamin)-2-(1,3-propylendiamin)-9-(isopropyl)]purin (11). *H, § (ppm)
aJ (Hz): 1.53, 6H, d, 6.9, HC*"!8; 1.77, 2H, qui, 6.6, HC?; 2.79, 2H, t, 6.0, HC?; 3.50, 2H,
sep, 5.9, HC?; 4.64, 1H, sep, 6.8, HC5; 4.71, 2H, d, 5.5, HC®; 5.73, 2H, br, HN?!; 6.44, 1H,
t, 7.1, HN% 6.75, 1H, td, 7.4, 1.1, HC'*; 6.88, 1H, dd, 8.1, 1.2, HC'%, 7.10, 1H, td, 7.8, 1.3,
HC'®; 7.31, 1H, dd, 7.6, 1.3, HC®; 7.71, 1H, br, HN®; 7.83, 1H, s, HC?; 9.30, 1H, br, HO'!",
13C, 6 (ppm): 21.83, 21.93 (HC"18); 32.90 (HC?), 38.55 (HC'®); 39.22 (HC?); 39.59 (HC?);
46.39 (HC); 114.21 (C®); 116.18 (HC'); 119.01 (HC); 126.77 (C%¥); 128.42 (HC);
129.95 (C'¥; 135.55 (HC®); 151.26 (C*); 155.02 (CP); 156.24 (C''); 159.55 (C?). N, o
(ppm): 85.44 (N?), 86.89 (N°), 174.10 (N°), 179.96 (N3), 187.21 (N%), 238.70 (N'), neni
pozorovan (N21),
{N6-(4-aminobenzensulfonamid)-2-[(1-hydroxymethylpropyl)amin]-9-(iso-propyl) }purin
(12).*H, 6 (ppm) a J (Hz): 1.01, 3H, t, 7.4, HC?; 1.57, 6H, d, 6.9, HC'"18; 1,65, 1H, sep, 7.6,
HaC?; 1.84, 1H, sept, 7.5, 1.6, H,C?; 3.66, 1H, dd, 10.7, 5.6, H.C%; 3.76, 1H, dd, 10.8, 5.1,
HpC?; 4.05, 1H, sxtt, 5.7, 2.6, HC'®; 4.69, 1H, sep, 6.8, HC®; 4.84, 1H, br, HO?**; 6.50, 1H,
br, HN?; 7.25, 2H, s, HN®'; 7.85, 2H, d, 9.0, HC21*: 8.00, 1H, s, HC8; 8.39, 2H, dt, 9.1, 2.0,
HC15: 9,75, 1H, bs, HN®. 13C, § (ppm): 10.54 (HC?); 21.80, 21.92 (HC"8); 24.41 (HC?);
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46.60 (HC); 55.13 (HC); 63.77 (HC?); 114.99 (C®); 119.24 (HC'%); 126.72 (C2¥;
136.75 (HC?); 136.98 (C'°); 144.23 (C™); 152.14 (C*); 152.18 (C®); 159.37 (C?). ®N, 6 (ppm):
94.59 (N?), 95.10 (N®), 105.38 (N°), 173.99 (N°), 195.93 (N°), 201.86 (N1), 238.28 (N").
{N6-(4-amin-N-3,5-dimethylpyrimidin-benzensulfonamid)-2-[(1-hydroxy-methylpropyl)-
amin]-9-(isopropyl)}purin (13). *H, ¢ (ppm) a J (Hz): 1.00, 3H, t, 7.0, HC?%; 1.55, 6H, d, 6.6,
HC"18: 1,65, 1H, sep, 6.8, HaC?; 1.82, 1H, sept, 6.8, 1.8, HpC?%; 2.28, 6H, s, HC*">"; 3.64,
1H, dd, 10.5, 5.5, H.C?%;, 3.74, 1H, dd, 10.8, 4.9, H,C?; 4.04, 1H, sxt, 6.0, HC; 4.67, 1H,
sep, 6.8, HC'®; 5.11, 1H, br, HO*"; 6.51, 1H, br, HN?; 6.77, 1H, s, HC?*; 8.01, 1H, s, HC?,
8.07, 1H, br, HN®’; 8.07, 2H, d, 8.4, HC'?14; 8.40, 2H, dt, 9.0, 2.0, HC!11%; 9,78, 1H, bs, HNE.
13C, 6 (ppm): 10.56 (HC?); 21.71, 21.86 (HC"18); 22.96 (HC?*?%); 24.45 (HC?); 46.61
(HC'®); 55.18 (HC?): 63.32 (HbC%); 64.35 (H.C?); 114.85 (HC?*); 115.02 (C%); 118.61
(HC'21%); 129.42 (CM1%); 132.29 (C!3); 137.07 (HC?); 145.20 (C'°); 152.03 (C!?); 152.71
(C%; 157.27 (C®); 159.38 (C?); 168.06 (C**?°). BN, 6 (ppm): 78.82 (N®), 91.44 (N?), 104.53
(N®), 172.40 (N®), 193.56 (N3), 199.92 (N1), 236.06 (N7), 252.66 (N112),
{N6-(2-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(ribosid) }purin  (14).
'H, 6 (ppm) a J (Hz): 0.97, 3H, td, 7.3, 3.8, HC?; 1.63, 1H, sep, 6.8, H.C?'; 1.75, 1H, sep, 6.8,
Hp,C?; 3.66, 1H, dd, 10.8, 4.2, H.C?®; 3.72, 1H, dd, 10.8, 4.3, H,C?; 3.77, 1H, dt, 11.7, 3.2,
Ha.C?"; 3.83, 1H, dd, 12.1, 3.2, H,C?""; 4.05, 1H, sxt, 4.5, HC®; 4.17, 1H, q, 3.3, HC!?’; 4.45,
1H, qui, 2.5, HC®; 4.77, 2H, br, HC®; 4.90, 1H, dt, 14.2, 5.0, HC'; 5.20, 1H, br, HO*"; 5.22,
1H, br, HO'®’; 5.40, 2H, br, HO'7**; 5.88, 1H, br, HN?; 5.96, 1H, d, 5.6, HC'®; 6.79, 1H, t,
7.5, HC*: 6.94, 1H, d, 7.8, HC'?; 7.13, 1H, t, 7.8, HC'?; 7.34, 1H, d, 7.5, HC'®; 7.77, 1H, br,
HNS®; 8.04, 1H, s, HC® a 9.50, 1H, br, HO'!". 13C, ¢ (ppm): 9.88 (HC??); 23.86 (HC?'); 38.96
(HC®); 54.06 (HC™); 61.99 (HC?); 63.02 (HC?); 71.12 (HC®®); 73.04 (HC"); 85.80 (C'");
88.29 (C16); 113.68 (C12); 114.92 (C®); 118.88 (C14); 127.58 (C13); 128.11 (C15); 129.13
(C19); 136.74 (HC?); 150.43 (C%); 154.41 (CY); 156.25 (C®); 158.98 (C?). ®N, ¢ (ppm): 92.42
(N?), 105.22 (N°), 160.15 (N°), 170.03 (N°), 185.33 (N%), 235.97 (N’).
{N6-(3-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(ribosid) }purin ~ (15).
H, 5 (ppm) a J (Hz): 0.94, 3H, td, 7.3, 2.7, HC?%; 1.59, 1H, sep, 6.9, H.C?; 1.73, 1H, sept,
6.8, 2.0, H,C%; 3.60, 1H, dq, 10.7, 2.5, H.C?; 3.68, 1H, dd, 10.8, 4.3, H,C%; 3.73, 1H, dt,
11.5, 2.8, HaC?*; 3.84, 1H, dd, 12.2, 3.1, H,C?*; 4.01, 1H, sxt, 4.5, HC®; 4.13, 1H, q, 2.9,
HC!?"; 4.39, 1H, qui, 2.5, HC'®; 4.74, 2H, br, HC®; 4.87, 1H, dt, 15.6, 5.8, HC'"; 5.23, 1H, br,
HO?’; 5.40, 2H, br, HO'®-2°": 5,60, 1H, br, HO'”"; 5.75, 1H, br, HN?; 5.92, 1H, dd, 6.4, 2.1,
HC?®; 6.75, 1H, dd, 7.9, 2.0, HC®3; 6.90, 1H, d, 7.5, HC®; 6.98, 1H, t, 2.0, HC; 7.15, 1H, t,
7.8, HC; 7.88, 1H, br, HN®; 7.98, 1H, s, HC® a 9.42, 1H, br, HO'?". 3C, 5 (ppm): 10.24
(HC??); 24.22 (HC?Y); 43.08 (HC®); 54.45 (HC™); 62.45 (HC?); 63.45 (HC?"); 71.60 (HC®?®);
73.79 (HCY); 86.34 (HC!); 88.68 (HC'?®); 113.92 (HC®); 114.70 (HCY); 114.92 (C®);
118.11 (HC™); 129.08 (HC'*); 129.13 (C9); 136.80 (HC?®); 150.43 (C*); 154.41 (C1); 156.25
(C); 158.98 (C?). °N, § (ppm): 92.43 (N?), 103.44 (N®), 165.64 (N°), 172.91 (N°), 181.25
(NY), 237.78 (N).
{N6-(2-hydroxy-3-methoxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(ribosid)}-
purin (16). *H, 6 (ppm) a J (Hz): 0.94, 3H, td, 7.3, 3.8, HC?; 1.59, 1H, sep, 6.8, H.C?; 1.72,
1H, sep, 6.8, HpC?%; 3.59, 1H, m, H,C%; 3.66, 1H, dd, 10.6, 4.2, H,C?; 3.70, 1H, dt, 11.7, 3.2,
Ha.C?; 3.81, 1H, dd, 11.7, 3.2, Hy,C?*; 3.83, 3H, s, HC'?; 3.99, 1H, sxt, 4.5, HC?®; 4.08, 1H,
g, 3.3, HC'; 4.36, 1H, qui, 2.5, HC®®; 4.76, 2H, br, HC®; 4.85, 1H, dt, 11.7, 5.5, HC'’; 5.00,
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1H, br, HO?*®; 5.23, 1H, br, HO'®; 5,50, 1H, br, HO**"; 5.68, 1H, br, HO'"; 5.79, 1H, br,
HN?; 5.89, 1H, dd, 6.5, 1.8, HC®; 6.74, 1H, t, 7.8, HC'*: 6.89, 1H, d, 7.8, HC3; 6.94, 1H, d,
7.8, HC®; 7.56, 1H, br, HN®; 7.98, 1H, s, HC® a 9.19, 1H, br, HO'!". 3C, § (ppm): 10.38
(HC?); 24.39 (HC?); 39.12 (HC®); 54.60 (HC™); 55.79 (HC!?); 62.63 (HC%); 63.56 (HC*");
71.70 (HC); 73.87 (HCY7); 86.40 (HC'?); 88.72 (HC6): 110.91 (HC*®): 114.51 (C5); 118.75
(HC); 121.24 (HC™); 126.76 (C9); 137.08 (HC?); 144.89 (C''); 148.07 (C'?); 151.11 (C%);
156.14 (C°); 159.60 (C?).

Interpretace/piifazeni 'H, *C a N signali vSech studovanych derivati roskovitinu
s detajlnym popisem naméfenych 1D a 2D spekter ve formé diskuse je uvedena v piiloze 8,
(8.1.1. - 8.1.16.).

4.2. CDK?2 inhibi¢ni aktivita a cytotoxicita nékterych studovanych derivati
roskovitinu na zakladnich nadorovych bunéénych liniich in vitro.

Latka CDK2 (ICsp, uM) Cytotoxicita (ICso, M)

MCF7 HOS G361 K562
Roskovitin 0,45 11,1 32 34 40
Olomoucin Il 0,02 53 6,3 6,3 11,1
2 0,07 10,9 21,1 15,1 14,7
3 0,10 >50 >50 >50 >50
4 0,14 3,0 2,9 4.4 7,0
5 0,12 6,6 14,0 10,7 20,7
7 >50 >50 >50
9 0,26 4.4 9,0 59 15,3

4.3. Shrnuti vysledki.

Kazdy derivat predstavuje s hlediska NMR individualni systém, ktery je tfeba nejenom
identifikovat, véetné pfifazeni *H, 13C a °N signald, ale i pokusit se o prokazani strukturnich
vlastnosti molekuly (NOESY, ROESY), coz bylo provedeno u nékterych derivati. Reseni
tohoto problému ma velky vyznam ptedevSim pro studium biologické aktivity uvedenych
vysoce aktivnich derivat roskovitinu (SAR) a jejich interakci s DNA.

4.3.1. Vysledky 1D NMR studia derivatia roskovitinu.

Ziskana data z 1D *H NMR spekter zkoumanych vzorki derivati roskovitinu (hodnoty 4, J
a pocet vodiki podle integralnich kiivek) jsou zakladem pro nasledujici pfesné piitazeni
pomoci 2D NMR experimentt jednotlivych signali. Zmény v 6 a J u derivata roskovitinu
jsou zpuisobeny zavedenim substituenttt OH, CHsz, OCHz atd., do riznych poloh benzylového
cyklu a samoziejme zavedenim riznych R do poloh 2, 6 a 9 purinového cyklu.

Cilem této diplomové prace je presné pfitazeni *H, 13C a °N signali konkrétnich derivati
roskovitinu za ucelem identifikace vSech téchto latek. Z uvedenych vysledkl je ziejmé, zZe
celkova interpretace spekter je bez vysledki 2D NMR spektroskopie nemoznd. Je tfeba brat
V potaz, Ze 1D NMR experiment nam podava pouze omezené informace o strukture.
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Pro odliseni di3c, které mohou patfit kvartérnim uhlikim a skupinam CH: od uhlika
skupin CH a CHa, ziskanych z 1D 'C{'H} spekter byl pouzit J-modulovany APT
experiment. Hlavnim divodem je fakt, ze analogické J-modulované DEPT experimenty
(DEPT-45, DEPT-90 a DEPT-135) by zabraly skoro tiikrat del$i dobu méteni k ziskani takika
stejné informace. Avsak stejné jako u 1D 'H NMR spekter, piifazeni konkrétnich 6 *C
signalti na zakladé uvedenych 1D *C experimentli maji charakter predpokladu.

4.3.2. 2D NMR spektroskopie v interpretaci *H, 13C a 1N signali u derivata roskovitinu.

Pro pfesné piifazeni H signaléi uvedenych derivati jsme pouzili vysledky {H-1H}-
gCOSY (90) a {*H-'H} gTOCSY metodou piifazeni krospikéi odpovidajicich signdlim
nepiimo intereagujicich vodikovych jader nachazejicich se na jedné HC-CH vazbé, a také
s vicevazebnou interakci ({*H-'H} gTOCSY).

Piesné piifazeni 6 °C signali, patiicich skupindm CH, CH, a CHs jsme provedli podle
vysledk {*H-BC}-gHMQC a {*H-1¥C}-gHSQC (interpretace je stejna, ale posledni ma
spektra s lepSim rozliSenim. V piipade piekryvu signall, naptiklad u derivatd s ribosidovym
substituentem v poloze 9 purinového cyklu) metodou piitazeni krospikt (d1n/d13c), podle
odpovidajicich a prokazanych {'H-'H}-gCOSY, 4§ 'H. Za pouziti vysledki {'H-*C}-
gHMBC jsme provedli presné piifazeni 6 *C signald patiicich kvartérnim uhlikim metodou
piifazeni krospikii s konektivitou ptes 1-5 vazby, a také jsme podpoiili vysledky {*H-1*C}-
gHMQC. Piitomnost atomu bromu u {N6-(4-brombenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-
propyl)amin]-9-(isopropyl) }purinu (8) se projevilo stinicim efektem tézkého atomu na disc
kvartérniho uhliku C13 ve srovnani s {N6-(4-hydroxy-3,5-di-methoxybenzylamin)-2-[(1-
hydroxymethylpro-pyl)-amin]-9-(isopropyl) }purinem (7),  coZz lze naptiklad prokazat
hodnotami Ads s - 5 7) = - 15.32 ppml’. Pouze za pouziti uvedenych 2D NMR experimentii
bylo mozné provedeni kompletniho jednozna¢né presného pfitazeni viech 'H a *C signaldi
zkoumanych derivatu.

Pro ziskani d1sn a soucasné piifazeni 1°N signalfl u vSech zkoumanych latek jsme pouzili
vysledky {*H-’N}-gHMBC, metodou pfifazeni krospikii (611/d15n) podle odpovidajicich
a prokazanych {*H-'H} gCOSY, ¢ H. Signaly HN?%6%" jsou pozorovany v podobé d s Jin-
157 = 90-100 Hz a 6 = 85-105 ppm s odpovidajicimi krospiky. Signaly N7 s § = 170-280
ppm jsou pozorovany jako krospiky na odpovidajici protony, bliz lezicich HC a HN skupin.

Pro prokazani konfiguracnich vlastnosti u n€kterych uvedenych derivati jsme pouzili 2D
ROESY experiment. Ten je nejlepsi, pro informace tohoto charakteru, v 2D NMR.

Ziskana data mohou uzitecné poslouzit pro identifikaci vysoceefektivnich derivata
roskovitinu v dalsich biologickych a klinickych testech. Rovnéz i pro prokazani zptsobi
koordinace v riznych komplexech s t€émito organickymi molekulami jako ligandy. Z vysledki
diplomové prace je také zietelny piinos 2D NMR spektroskopie a jeji nezastupitelnost pii
interpretaci *H, 3C a N signald v NMR spektrech vybranych aromatickych dusikatych
heterocyklt i dalsich typt sloucenin s biologickou aktivitou.
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5. ZAVER.

V souladu s cilem diplomové prace (identifikace a prokazani strukturniho slozeni sérii
derivatd roskovitinu, pomoci 1D a 2D NMR spektroskopie, metodou piifazeni vodikovych,
uhlikovych a dusikovych signali v NMR spektrech bylo provedeno nasledujici.

Za prvé, byla provedena struc¢nd literarni reserSe vénujici se derivatim purint jako CDK
inhibitord (role purini v bunééném cyklu, SAR purinovych derivatu, syntéza 2,6,9-
trisubstituovanych derivatd purinu), Z niz je ziejma aktualnost a perspektivita studia derivata
roskovitinu. Jsou to velmi efektivni slou¢eniny s protinadorovym ucinkem.

Za druhé, byla provedena literarni reSerSe principi NMR spektroskopie se ziskanim
zakladnich teoretickych znalosti, tykajicich jednodimenzionalnich experimentt, vcéetné
editacnich technik s heteronuklearni korelaci (APT, DEPT, INEPT a td). Dale byly ziskany
teoretické znalosti, nezbytné pro provedeni a interpretaci fady dvojdimenzionéalnich homo-

a heteronuklearnich experimentti s nepiimou detekci (COSY, TOCSY, HMQC, HSQC,
HMBC), a také NOE experimentl (NOESY, ROESY).

Za tieti, byly osvojeny postupy méfeni 1D a 2D NMR spekter riznych jader (vCetné
lockovani, shimovani, zadavani spravnych akvizi¢nich a procesnich parametrl, zpracovani
spekter, vymény a ladéni sond a dalSich nutnych operaci pro ladéni homogenity magnetického
pole a provedeni kvalitnich experimentd na spektrometréch Bruker Avance 300 (LRR UP),
Varian 400 MR (s.0. Farmak, Olomouc) a Jeol ACX-500 (LRR UP). Soucasti bylo také
zvladnuti zékladnich servisnich operaci spojenych s obsluhou spektrometri (vcetné
dopliovani kapalného helia a dusiku).

Za c¢tvrté, bylo syntetizovano 16 derivati roskovitinu (navazeni Vv odpovidajicich
mnozstvich pro NMR experimenty).

Za paté, byly zméfeny a posléze interpretovany 1D (*H, 3C, {*H-C}-APT, {*H-1*C}-
DEPT) a 2D NMR spektra piipravenych derivat roskovitinu s pfesnym ptitazenim H, 1*C
a N signald pomoci ziskanych vysledki dvojdimenzionalnich experimentt: {*H-H}-
gCoSY, {*H-'H}- gTOCSY, {*H-'H}- gROESY, {*H-**C}-gHMQC, {*H-*C}- gHSQC,
{*H-B3C}-gHMBC a {‘*H->N}-gHMBC. Ziskana data poslouzi k identifikaci uvedenych
derivata roskovitinu v biologickych a klinickych testech, smérovanych na protinadorovou
aktivitu.

Za Sesté, métenim a interpretaci jinych organickych a komplexnich sloucenin jsem
vyzkousel nezastupitelnost 2D experimenti v interpretace NMR dat!®0-%7],
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6. SYMBOLY A ZKRATKY.
Symboly

Bo hlavni magnetické pole

B: magnetické pole vzhledem K vysilaci

B> magnetické pole ve dvou-rezonan¢nich experimentech
Hz hertz, jednotka frekvence

I bezrozmérny spin

I, spinové kvantové Cislo ve sméru osy z

J nepfima spin-spinova interak¢éni konstanta

M magnetizace

p koherence

T tesla, jednotka magnetické indukce

T, spin-mfizkovy, podélny relaxaéni ¢as

T1p Spin-miizkovy relaxaéni Cas pfi spinovém zamku v ramci rotaéniho systému koordinat
T spin-spinovy, piiény relaxacni ¢as

T," efektivni spin-spinovy relaxaéni ¢as vlivem nehomogenity magnetického pole u magnetizaci v xy
T. teplota koalescence

ta akvizi¢ni cas

tp trvani pulsu vysilac¢e nebo délka pulsu v us

t1 dvou-dimenzionalni 2D ¢as t1

t, dvou-dimenzionalni 2D akvizi¢ni Cas

W oznaceni mozného relaxa¢niho energetického ptechodu v jednotkach rychlostni konstanty
o rotacni uhel

y gyromagnetickd nebo magnetogyricka konstanta

yBo rezonanéni frekvence nebo Larmorova frekvence

yB> intenzita dekaplovaného pole

0 chemicky posun

n Overhauserovo zvétSeni

4 magneticky moment

v linearni frekvence

o magnetické stinéni

7 Cas zpozdeéni

¢ efektivni korelacni Cas

m sméSovaci doba

o uhlova frekvence

Zkratky

APT attached proton test (test pfipojenych protontl)

ATP adenosintrifosfat

BIRD bilinear rotation decoupling (bilinearni rota¢ni dekapling)

Bohemin 6-benzylamin-2-(3-hydroxypropyl)amin-9-isopropylpurin

CAMELSPIN cross relaxation appropriate for minimolecules emulated by locked spins
CDCl; chloroform deuterovany

CDK cyklin-dependentni kinaza

COSY correlation spectroscopy (korelacni spektroskopie)

CP countur plot (modul obrysového zobrazovani 2D spekter)
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DEPT distortionless enhancement by polarization transfer (distoréni zmény probihajici pfenosem
polarizace)

DT relaxation delay time (relaxaéni ¢asovy interval)

d7-DMFA N,N* - dimethylformamid deuterovany

de- DMSO dimethylsulfoxid deuterovany

EA elementarni analyza prvka

FID free-induction decay (fid)

FT Fourier transform or transformations (Fourierova transformace)

G361 lidsky melanom

gs gradient selective (selektivni gradient)

H,C-COSY nebo COLOC correlation spectroscopy via long-range coupling

HETCOR heteronuclear chemical-shift correlation (heteronuklearni korelaéni spektroskopie

chemického posunu)

HMBC heteronuclear multiple bond correlation (heteronuklearni vicevazebna korelaéni
spektroskopie)

HMQC heteronuclear multiple quantum correlation (heteronuklearni vicekvantova korela¢ni
spektroskopie)

HOHAHA homonuclear Hartmann-Hahn spectroscopy

HOS lidsky osteosarkom

HSQC heteronuclear singl quantum correlation (heteronuklearni jednokvantova korela¢ni
spektroskopie)

LR long range (dlouhy dosah)

MCF7 karcinom prsu ¢loveéka

MQC multiple quantum coherence (vice kvantova koherence)

MS hmotnostni spektrometrie

ni number of time increments (poc¢et Casovych intervalt)

NMR nuklearni magneticka rezonance

NOE nuclear Overhauser effect or enhancement (nuklearni Overhausertv efekt)

NOESY NOE spectroscopy (NOE spektroskopie)

np number of data points (pocet datovych bodir)

ns number of scans (pocet skentl)

ns/i numer of scans per time increments (pocet skenti za Casovy interval)

IC infradervena spektroskopie

ICso, UM koncentrace latky (uM), letalni pro 50% nadorovych bungk (urceny z kiivek zavislosti

odpovédi na davce)

INADEQUATE incredible natural abundance double quantum transfer experiment

Olomoucin 6-benzylamin-2-(2-hydroxypropyl)amin-9-isopropylpurin

K562 lidska chronicka myeloidni leukémie

PFG pulsed field gradient (pulzni gradient magnetického pole)

ppm parts per million (ppm jednotka chemického posunu)

RCT related coherence transfer (odpovidajici koherencni pfenos)

ROESY rotating frame nuclear Overhauser effect spectroscopy (nuklearni Overhauserova
spektroskopie s rotaénim systémem koordinat)

Roskovitin R-(-)-6-benzylamin-2-[(1-hydroxymethyl)propyl]amin-9-isopropylpurin

RT repetition time, DT + ta (opakovaci Cas)

SAR structure—activity relationship (vztahy mezi strukturou a aktivitou)

S/IN  signal-to-noise ratio (pomér signal-Sum)

s. int. silna intenzita
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sl. int. slabéd intenzita
stf. int. stfedni intenzita
STP stacked trace plot (modul skladaného stopového zobrazovani 2D spekter)
sw spectral width (spektralni Sifka)
TMS tetramethylsilan
TLC chromatografie na tenké vrstveé
TOCSY total correlation spectroscopy (totalni korelacni spektroskopie)
WATERGATE water suppression by gradient tailored excitation (eliminace signalu vody pomoci
gradientové presaturace)
s singlet
br siroky signal (bs siroky singlet)
d dublet
t triplet
g kvartet
qui kvintet
sxt sextet
sep septet
m multiplet
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8. PRILOHA.

8.1. Interpretace 'H, 13C a °N signali derivata roskovitinu (vysledky/diskuze).
8.1.1. Interpretace 'H, 3C a '°N signali 2-(1-hydroxymethyl-propyl)amin-
9-(isopropyl)adeninu.

V H-spektru  2-(1-hydroxymethyl-propyl)amin-9-(isopropyl)adeninu (1, obrazek 1,
ptiloha) jsou 12 signali, odpovidajicich vodikiim zkoumané latky, 0 (ppm) a J (Hz): 7.81, 1H,
s; 6,70, 2H, bs; 5.78, 1H, d, 8.5; 4.79, 1H, br; 4.61, 1H, sep, 7.2; 3.95, 1H, sxtt, 5.4, 2.7; 3.65,
1H, dd, 10.6, 5.3; 3.56, 1H, dd, 10.9, 5.3; 1.74, 1H, sept, 7.6, 1.7; 1.57, 1H, sept, 7.6, 1.7,
1.53, 6H, d, 6.8; 0.95, 3H, t, 7.7. Pro pfifazeni vodikovych signalti jsme pouzily vysledky 2D
experimentu {*H-'H}-gCOSY (delka pulsu = 90°). V COSY (6 = 90°) spektru 1 (obrazek 2,
piiloha) jsou signély krospikt, 6 (ppm) a J (Hz): 6.50¢)/ 3.95@54) (sl. int.); 4.79®) / 3.65 106)
/3.56(@ 109 (g int.); 4.61¢ 72 /1,53 68) (s, int.); 3.95( 54/ 3.65( 106) ] 3 56(d. 109) / 1 74(t.76)
/ 1.57079) (s int.). Signaly 3.65@ 106)/ 3 56( 109 maji spoleeny krospik (s. int.), stejné, jako:
1.74478) 1 1.57078) (s int.). Signal 1.53@ ®® ma krospik se signalem 4.61¢ 72) (s. int.) a signél
0.95¢ 77 ma krospiky: 1.57¢ 78 a 1,74® 79 (s_int.). Po analyze, 'H signaly se da pfifadit, o
(ppm) a J (Hz): 0.95, 3H, t, 7.7, HC?; 1.53, 6H, d, 6.8, HC'"18; 1,57, 1H, sept, 7.6, 1.7,
HaC?%; 1.74, 1H, sept, 7.6, 1.7, HyC?; 3.56, 1H, dd, 10.9, 5.3, H.C%; 3.65, 1H, dd, 10.6, 5.3,
HoC%; 3.95, 1H, sxtt, 5.4, 2.7, HC'®; 4.61, 1H, sep, 7.2, HC?; 4.79, 1H, br, HO**; 5.78, 1H,
d, 8.5, HN?; 6.70, 2H, bs, HN®; 7.81, 1H, s, HC8.

V {H}3C-spektru 1 (obrazek 3, piiloha) jsou 12 uhlikovych signaléi, odpovidajicich
zkoumanému vzorku, ¢ (ppm): 10.55, 21.87, 21.90, 24.49, 46.38, 54.68, 64.19, 114.50,
135.52, 151.77, 156.72 a 159.99. V 13C (APT) spektru 1 (obrazek 4, ptiloha) jsou signdly, &
(ppm): 159.99, 156.72, 151.77, 114.50, 64.19 a 24.49 - v pozitivnim modu (4 signaly -
odpovidajicich kvartérnim uhlikiim a 2 signaly - uhlikim skupin CH2). Signaly v negativnim
modu, ¢ (ppm) jsou: 135.52, 54.68, 46.38, 21.90, 21.87 a 10.55 (6 signali — patii skupinam
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CH a CHs). Pro pfifazeni uhlikovych signali, patficich skupinam CH, CH2 a CHs jsme
pouzily vysledky analyzy experimentti 2D {*H-*C}-gHMQC sJ = 146 Hz. V {*H-1C}-
gHMQC spektru 1 (obrazek 5, ptiloha) jsou 8 signalt s din (J) / d13c (ppm), které po piifazeni
vodikovych signalti pomoci 2D {*H-'H}-gCOSY d4 se identifikovat: 7.81 / 135.52 (HC?);
4.61 (7.2) / 46.38 (HC'®); 3.95 (5.4) / 54.68 (HC'); 3.65 (10.6) / 64.19 (H,C?); 3.56 (10.9) /
64.19 (H.C?); 1.74 (7.6) / 24.49 (HpC?Y); 1.57 (7.6) / 24.49 (HaC?); 1.53 (6.8) / 21.90, 21.87
(HCY"'8) a 0.95 (7.7) / 10.55 (HC??). Pro nejpiesndjsi piifazeni vodikovych a uhlikovych
signalil, véetné kvartérnich jsme pouzily analyzu vysledkt 2D experimentu {*H-**C}-gHMBC
pii J = 8 Hz. Za prvé, v {*H-*C}-gHMBC spektru 1 (obrazek 6, ptiloha) jsou pfitomny
signaly s d1ac (ppm) = 159.99 s krospiky, din (ppm.), J (Hz): 5.78, s, HN? (stt. int.) a 3.95, s,
HC? (sti. int); d13c = 156.72 a krospikem, d1n, J: 6.70, s, HN® (sl. int.); d13c = 151.77 a kros-
piky, d1n, J: 7.81, s, HCB (s. int.), 5.78, s, HN? (sl. int.), 4.61, s, HC'® (s. int.); d13c = 114.50
a krospikem, din, J: 7.81, s, HC8 (stf. int.). Na zakladé uvedeného, da se konstatovat, Ze
kvartérnimi jsou uhliky s dizc: 114.50 (C®), 151.77 (C*), 156.72 (C®), 159.99 (C?). Dal, jsou
signaly s d1ac / o1n (ppm) a J (Hz): 135.52 / 7.81, d, 210.0, HC?® a krospikem s d1n (ppm):
4.61, s, HC™ (s. int.); 64.19 / 3.65, d, 111.0, H,C*/ 3.56, d, 111.0, H.C% a krospiky 5.78, s,
HN?2 (stf. int.), 4.79, s, HO?*" (sl. int.) a 3.95, d, 19.0, HC®® (s. int.); 54.68 / 3.95, d, 172.5,
HC? a krospiky 5.78, d, 12.0, HN? (s. int.), 3.65, d, 26.5, H,C?® (s. int.), 3.56, d, 24.0, H.C%
(s. int.), 1.74, t, 53.5, H,C? (s. int.), 1.57, s, H.C? (s. int.) a 0.95, s, HC?? (s. int.); 46.38 /
4.61, d, 146.5, HC® s krospiky 7.81, s, HC® (s. int.) a 1.53, s, HC"® (s. int.); 24.49 / 1.74, d,
162.0, HpC?#/ 1.57, d, 160.1, HaC?* s krospiky 3.95, s, HC'® (s. int.), 3.65, s, H,C% (sti. int.),
3.56, s, HaC? (stf. int.) a 0.95, s, HC?2 (s. int.); 21.90 / 1.53, d, 192.0, HC'"*® s krospikem
4.61, s, HC® (s. int); 21.87 / 1.53, d, 192.0, HC"*8 5 krospikem 4.61, s, HC® (s. int); 10.55 /
0.95, d, 126.5, HC? s krospiky 3.95, s, HC® (sl. int), 1.74, s, H,C?* (s. int), 1.57, s, HaC?* (s.
int.). Po analyze uvedenych dat se da konstatovat, Ze d13c uhlikti skupin CH, CH2 a CHj3 jsou:
10.55 (HC??); 21.87, 21.90 (HC'"18); 24.49 (HC?Y); 46.38 (HC'®); 54.68 (HC'®); 64.19 (HC?)
a 135.84 (HC?®).

V {*H-®N}-gHMBC, (J = 32 Hz) spektru 1 (obrazek 7, ptiloha) jsou signaly s din / disn
(ppm) a J (Hz): 8.03 /104.7, d, 15.4 s krospiky, o = 2.93 a 2.74 zbytkového
nedeuterovaného DMFA v d7-DMFA, které jsme pouzily jako kalibraéni vnitini standard.
Dal, jsou signaly s 11 / d1sn (ppm) a J (Hz): 6.70 / 75.08, d, 89.3, HN® bez krospiki; 5.78 /
92.27, dd, 88.2, 12.7, HN? s krospiky din (ppm) a J (Hz): 3.65, d, 6.7, H,C? (sti. int.), 3.56,
d, 6.8, HaC? (stt. int.), 1.74, t, 8.6, H,C?L (s. int.) a 1.57, t, 8.8, HaC?! (s. int.). Dal, smérem do
silnych poli jsou signaly: 7.81 / 173.06, d, 7.4, HC® a krospikem, d1n (ppm) a J (Hz): 1.53, d,
8.0, HCY"18 (s. int.); 5.78 / 180.88, d, 9.7, HN? bez krospikii; 6.70 / 199.70, s, HN® bez dalsich
krospikti a 7.81 / 240.44, d, 11.2, HC® bez krospiki také. Dusikové signaly se da piifadit, disn
(ppm): 75.08 (N®), 92.27 (N?), 173.06 (N°), 180.88 (N3), 199.70 (N) a 240.44 (N7).

8.1.2. Interpretace 'H, 13C a >N signali{N6-(2,3-di-hydroxybenzylamin)-
2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(isopropyl) }purinu.

V H-spektru {N6-(2,3-di-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-

(isopropyl) }purinu (2, obrazek 8, ptiloha) jsou pfitomny 18 signalli, odpovidajicich vodikim
zkoumaného vzorku s ¢ (ppm) a J (Hz): 10.38, 1H, br; 8.86, 1H, br; 7.83, 1H, s; 7.71, 1H, br;
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6.80, 1H, d, 7.4; 6.75, 1H, dd, 8.0, 1.6; 6.62, 1H, t, 7.8; 5.87, 1H, d, 8.2; 4.76, 1H, br; 4.64,
2H, br; 4.63, 1H, sep, 6.8; 4.00, 1H, sxt, 7.0; 3.69, 1H, dd, 10.6, 4.9; 3.61, 1H, dd, 11.0, 5.6;
Q pravdépodobné patiici vodé¢ v d7-DMFA. Da se piedpokladat, ze signaly s nejvétSimi
hodnoty 6 = 10,38, 1H, br a 8.86, 1H, br patii nejvice odstinénym vodikiim skupin HO!! a
HO'?. To, ze je to br odpovidd pomalé vyméné vodikéi s molekuly deuterovaného
rozpoustédla, které je typické pro skupiny OH a HNP? Dal, smérem do silnych poli jsou
signaly s 6 = 8.37, 1H, s; 7.83, 1H, s a 7.71, 1H, br. Prvni (8.37, 0.13H) patii pfimési, druhy
(7.83, 1H, s) — je HC® a tteti (7.71, 1H, br) — patti HN®Y. Signaly: 6.80, 1H, d, 7.4; 6.75, 1H,
dd, 8.0, 1.6 a 6.62, 1H, t, 7.8 podle multiplicity (d, dd a t) mfizou patiit vodikiim HC®, HC® a
HC! nebo HC:, HC™ a HC* benzylového cyklu, coz prokizat miize jeding 2D {!H-'H}-
COSY (45°), spis - {*H-!H}-TOXY. Z ostatnich 11 signalti se d4 ptredpokladat, ze signaly
podobnych tvarti (multiplicita, blizké hodnoty J): 3.69, 1H, dd, 10.6, 4.9; 3.61, 1H, dd, 11.0,
5.6 a 1.77, 1H, sept, 6.8, 1.6; 1.62, 1H, sep,7.2 patii HapC?® a HapC?, nebo naopak a také:
1.54, 6H, dd, 6.9, 1.6 a 0.97, 3H, t, 7.5 (multiplicita, integralni hodnoty a nejvétsi stinéni) se
da odnést ke skupinim HC!"'8 a HC?2. Pro ptifazeni vodikovych signal@i jsme pouzily
vysledky 2D experimentu {*H-'H}-gCOSY (90°) a {*H-'H}-TOCSY. V COSY spektru 2
(obrazek 9, piiloha) jsou pozorovany signaly krospikii s & (ppm) a J (Hz): 7.716 HNO)/ 4 646G
HC9) (Sllnt), 6.80(d' 7.4, HClS)/6.62(t’ 7.8, HC14); 6.75(d’ 8.0, HC13)/6.62(t’ 7.8, HC14); 6_62(t, 7.8, HC14)/6.75(d,
8.0, HC13)/ g (@ 74, HC15). 5 g7(d. 8.2 HN2)4 0()(d. 70, HC19). 4 53t 68, HC16)/1 54(d, 69, HC17.18). 4 ()(d. 70,

HC19)/3.69(d, 10.6, HbCZO)/3.61(d, 11.0, HaC20) /177(t, 6.8, HbC21)/1.62(t, 7.2, HaC21)_ Slgnély 369(d' 10.6,

HbC20)/3 61(@ 110, HaC20) maif spoleény krospik, stejnd, jako: 1.77¢ 88 HbC2D/1 gt 7.2, HaC2l).
signal 4.76 10200 m4 krospiky s 3.69¢: HC20) 3 3 61 HaC20) ] int ; samoziejmé, signal 1.54@
69, HC17.18) m4 krospik se signalem 4.64(" 68 HC10) 5 giong] 0,970 75 HC22) m4 krospiky: 1.62¢ 72
HaC21) 5 1,770 68, HbC2L) \/ TOCSY spektru 2 (obrazek 10, piiloha) jsou predeviim pozorovany
signaly krospikii s § (ppm) a J (Hz), 6.80C 74 HC19)/4 640 HC9) 5 g gg(s HO12)/g 75(d, 80, HCL3)
které prokazuji prifazeni signalti *H benzylového cyklu. Ostatni signaly krospikdi podporuji
data COSY (90°). Po analyze uvedenych COSY a TOCSY spekter, vodikové signaly
s odpovidajicimi 6 (ppm) a J (Hz) se da s jistotou pftifadit v nasledujicim potadi: 0.97, 3H, t,
7.5, HC?; 1.54, 6H, dd, 6.9, 1.5, HC'"!8; 1.62, 1H, sep, 7.2, H.C%; 1.77, 1H, sept, 6.8, 1.9,
HsC?; 3.61, 1H, dd, 11.0, 5.6, HaC?; 3.69, 1H, dd, 10.6, 4.9, H,C?; 4.00, 1H, sxt, 7.0, HC';
4.63, 1H, sep, 6.8, HC®; 4.64, 2H, br, HC®; 4.76, 1H, br, HO*""; 5.87, 1H, d, 8.2, HN?; 6.62,
1H, t, 7.8, HC; 6.75, 1H, dd, 8.0, 1.6, HC3; 6.80, 1H, d, 7.4, HC®; 7.71, 1H, br, HN®; 7.83,
1H, s, HC8; 8.86, 1H, br, HO'?; 10.38, 1H, br, HO'"".

V 1D dekaplovaném {H}**C-spektru 2 (obrazek 11, p¥iloha) jsou pfitomny 19 signali,
odpovidajicich uhlikim zkoumaného vzorku s ¢ (ppm): 10.52, 21.77, 21.83, 24.40, 39.86,
46.64, 54.86, 63.81, 114.31, 114.58, 119.20, 120.61, 127.15, 135.87, 144.03, 146.59, 151.07,
154.84, 159.20; 3 signaly uhliki zbytkového nedeuterovaného DMFA v d7-DMFA s 6 (ppm)
a J (Hz): 162.28, t, 29.4; 34.73, sep, 21.0; 29.65, sep, 21.0. Nejvice odstinéné, podle
strukturniho vzorce, musi byt C2 nebo C4, pak, — C6, C5 (induk¢ni efekt N-heteroatomu) a
také C11 a C12 musi byt posunuty do slabych poli**. Naopak, C22, C17, 18, jako nejvice
stinéné musi byt v oblasti silnych poli. V 13C (APT) spektru uvedeného vzorce (2, obrazek 12,
ptiloha) jsou signaly s ¢ (ppm): 159.20, 154.84, 151.07, 146.59, 144.03, 127.15 a 114.31
V pozitivnim modu, odpovidajici kvartérnim uhlikiim. Uhliky skupin CH2 (také v pozitivnim
modu v APT) jsou mnohem vice stinéné, tzn., musi mit hodnoty ¢ v intervalu 70 — 20 ppm.
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Signaly v negativnim modu s 6 (ppm): 135.87, 120.61, 119.20, 114.58 a také 54.86, 46.64,
21.83,21.77 a 10.52 patti skupindm CH a CH3*Y. Pro pfifazeni uhlikovych signaldi, patficich
skupindm CH, CHz a CHj3 jsme pouzily vysledky analyzy experimentii 2D {*H-*C}-gHMQC,
{*H-B3C}-gHSQC s J = 146 Hz. V 2D spektru {*H-3C}-gHMQC 2 (obrazek 13, piiloha) jsou
12 signalt s d1n (J) / d1ac (ppm, Hz), které po piifazeni vodikovych signala pomoci 2D {H-
'H}-gCOSY da se s jistotou pfifadit nasledujicim zptisobem: 7.83 / 135.87 (HC?®); 6.80 (7.4) /
120.61 (HCY); 6.75 (8.0) / 114.58 (HC?); 6.62 (7.8) / 119.20 (HC!); 4.64 / 39.86 (HC®);
4.63 (6.8) / 46.64 (HC'®); 4.00 (7.0) / 54.86 (HC'®); 3.69 (10.6) / 63.81 (H,C?); 3.61 (11.0) /
63.81 (HaC?); 1.77 (6.8) / 24.40 (HpC?Y); 1.62 (7.2) / 24.40 (HyC?Y); 1.54 (6.9) / 21.83, 21.77
(HCY"8): 0.97 (7.5) / 10.52 (HC?). Pro nejpfesnéjsi pfifazeni vodikovych a uhlikovych
signélil, véetné kvartérnich jsme pouzily analyzu vysledkt 2D experimentu {*H-*C}-gHMBC
pii J = 8 Hz. Za prvé, v {!H-13C}-gHMBC spektru 2 (obrazek 14, piiloha) jsou pfitomny
signaly s d1ac (ppm) = 159.20 a krospiky, din (ppm.), J (Hz): 5.87, s, HN? (stt. int.) a 4.00, s,
HC? (sti. int); d13c = 151.07 a krospiky, o, J: 7.83, s, HC8 (s. int.), 5.87, s, HN? (sl. int.),
463, s, HC® (s. int.); d13c = 146.59 a krospiky, o, J: 6.75, s, HC™ (s. int.), 6.62, s, HC* (sl.
int.); d13c = 144.03 a krospiky, din, J: 6.80, s, HC™ (sl. int.), 6.75, s, HC3 (stf. int.) a 6.62, s,
HC (sl. int.); d13c = 127.15 a krospiky, din, J: 6.80, s, HC® (s. int.) a 6.62, s, HC (stf. int.);
o1sc = 114.31 akrospikem, din, J: 7.83, s, HC? (stf. int.). Signal J13c = 154.84 — neni
pozorovan. Na zaklad¢ uvedeného, da se konstatovat, ze kvartérnimi jsou uhliky s disc:
114.31 (C®), 127.15 (C9), 144.03 (C!Y), 146.59 (C'?), 151.07 (C*), 154.84 (C®), 159.20 (C?).
Dal, jsou signaly s disc / d1n (ppm) a J (Hz): 135.87 / 7.83, d, 209.1, HC?® a krospikem s d11
(ppm): 4.63, s, HC® (s. int.); 120.61 / 6.80, d, 161.7, HC*® a krospiky 6.75, s, HC3 (stf. int.),
6.62, s, HC' (s. int.); 119.20 / 6.62, d, 161.7, HC'* a krospiky 6.80, s, HC® (s. int), 6.75, s,
HC®3 (s. int.); 114.58 / 6.75, d, 150.9, HC™® a krospiky 6.80, s, HC?® (sl. int.), 6.62, s, HC* (s.
int.); 63.81 / 3.69, d, 110.9, Hp,C?°/ 3.61, d, 110.8, H.C? a krospiky 5.87, s, HN? (sti. int.),
4.00, d, 18.8, HC? (s. int.); 54.86 / 4.00, d, 172.4, HC® a krospiky 5.87, d, 12.1, HN? (s. int.),
3.69, t, 26.4, H,C? (s. int.), 3.61, t, 23.5, H.C? (s. int.), 1.77, t, 53.6, H,C? (s. int.), 1.62, s,
HaC? (s. int.), 0.97, s, HC? (s. int.); 46.64 / 4.63, d, 146.5, HC'® a krospikem 1.54, s, HC'"8
(s.int.); 39.86 / 4.64, d, 159.6, HC®s krospikem 6.80, s, HC™® (stf. int.); 24.40 / 1.77, d, 162.0,
HpC?'/1.62, d, 160.1, H.C? a krospiky 3.69, s, H,C? (st int.), 3.61, s, HaC? (sti. int.), 0.97,
s, HC?% (s. int.); 21.83 / 1.54, d, 192.0, HC"8 a krospikem 4.63, s, HC (s. int); 21.77 / 1.54,
d, 192.0, HC'"® a krospikem 4.63, s, HC® (s. int); 10.52 / 0.97, d, 126.5, HC?? a krospiky
4.00, s, HC™® (sl. int), 1.77, s, H,C? (s. int), 1.62, s, HaC?! (s. int.). Podle analyzy uvedenych
dat se da konstatovat, ze uhliky CH, CHz a CH3 skupin jsou s disc: 10.52 (HC??); 21.83, 21.77
(HC"18): 24.40 (HC?); 39.86 (HC®); 46.64 (HC¥); 54.86 (HC); 63.81 (HC%); 114.58
(HC®); 119.20 (HC'); 120.61 (HC™) a 135.84 (HC?).

V {*H-BN}-gHMBC, (J = 16 Hz) spektru 2 (obrazek 15, piiloha) jsou signaly s d1n / J1sn
(ppm) a J (Hz): 8.03 / 104.7, d, 15.4 s krospiky, din = 2.93 a 2.74 zbytkového
nedeuterovaného DMFA v d7-DMFA, které jsme pouzily jako kalibra¢ni vnitini standard; dal
jsou signaly 7.71 / 89.01, d, 92.4, HN® bez krospik; 5.87 / 92.83, dd, 88.9, 9.7, HN? s kros-
piky 3.69, dd, 33.5, 13.7, H,C? (stf. int.); 1.77, s, 33.5, HoC?! (st. int.) a 1.62, d, 14.1, H,C?**
(stf. int.); signal 7.83 / 174.24, s, HC® (s. int.) s krospiky 4.63, d, 10.0, HC?® (stf. int.) a 1.54,
s, HCY"18 (sti. int). Dal, smérem do silnych poli nasleduji signaly 5.87 / 178.50, d, 5.7, HN?
(sl. int.); 5.87 / 228.92, s, HN? (sti. int.) a 7.83 / 238.87, d, 7.8, HC® (s. int.). Po analyze
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uvedenych dat, dusikové signaly se da ptitadit, disn (ppm): 89.01 (HN®), 92.83 (HN?), 174.24
(N®), 178.50 (N3), 228.92 (NY) a 238.87 (N’).

8.1.3. Interpretace 'H, 3C a !N signali{N6-(3,5-di-hydroxybenzylamin)-
2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(isopropyl)}purinu.

V H-spektru {N6-(3,5-di-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-
(isopropyl)} purinu (3, obrazek 16, ptiloha) jsou pfitomny 16 signalt, odpovidajicich vodikim
zkoumaného vzorku s 6 (ppm) a J (Hz): 9,25, 2H, br; 7.79, 1H, s; 7.41, 1H, br; 6.40, 2H, d,
2.0; 6.24, 1H, t, 2.2; 5.82, 1H, d, 6.9; 4.76, 1H, t, 7.0; 4.62, 1H, sep, 6.8; 4.62, 2H, br; 3.97,
1H, sxt, 5.7; 3.66, 1H, dd, 10.8, 2.0; 3.56, 1H, dd, 10.5, 5.4; 1.73, 1H, sept, 6.8, 1.5; 1.60, 1H,
sept, 7.4, 1.5; 1.53, 6H, d, 6.7; 0.94, 3H, t, 7.5; 3 signaly vodika zbytkového nedeuterovaného
DMFA v d7-DMFA a také signal s 6 = 3.51, br a integralni hodnotou = 1.76 patfici vod¢ v dr-
DMFA. Da se ptedpokladat, Zze signal s 0 = 9,25, 2H, br patii nejvice odstinénym vodiktim
skupin HO!'?"a HO''. Dal, smérem do silnych poli jsou signaly s § = 7.79, 1H, s a 7.41, 1H,
br. Prvni (7.79, 1H, s) — je HC® a druhy (7.41, 1H, br) — patii HN®®°!. Signaly: 6.40, 2H, d,
2.0; 6.24, 1H, t, 2.2 podle multiplicity (d) a malym hodnotam J (2.0 a 2.2 Hz), které
napovidaji, Ze jsou to interakéni konstanty vicindlnich c¢tyfvazebnych spin-spinovych
interakci, miizou patfit vodikim HC!, HC!® a HC® benzylového cyklu. Z ostatnich 11
signald se da predpokladat, Ze signaly podobnych tvard (multiplicita, blizké hodnoty J): 3.66,
1H, dd, 10.8, 4.9; 3.56, 1H, dd, 10.5, 5.4 a 1.73, 1H, sept, 6.8, 1.5; 1.60, 1H, sept,7.4, 1.5 patfi
HapC? a HapC?. Signaly: 1.53, 6H, d, 6.7 2 0.94, 3H, t, 7.5 (multiplicita, integralni hodnoty a
nejvétsi stinéni) se da odnést ke skupinam HC!"*8 a HC?2, Pro piifazeni vodikovych signali
jsme pouzily vysledky 2D experimentu {*H-'H}-gCOSY (sklapéci tihel, © = 90°). V COSY
spektru 3 (obrazek 17, piiloha) jsou pozorovany signaly krospikd s & (ppm) a J (Hz): 7.41¢
HN6)/ 4.62(5’ HC9) (Sllnt), 5.82(d’ 6.9, HNZ)/ 3.97(d, 5.7, HC19); 4.62(t, 6.8, HC16)/ 1_53(d, 6.7, HC17,18); 3.97(d,
5.7,HC19) | 3 G(d. 10.8, HDC20) / 3 B(d. 105, HaC20) / 1 73(t 6.8, HBC2L) / 1 GO(L 74 HaC2) Gjongly 3.66( 108
HbC20) | 3,56 105, HaC20) maif spoleény krospik, stejng, jako: 1.73( 68, HbC2D) /1 ot 74, HaC21).
signal 4.76 10200 m4 krospiky s 3.66( HC20) g 3 56( HaC20) ] int ; samoziejmé, signal 1.53@
67, HC17.18) m34 krospik se signalem 4.62¢ 68 HC0) 3 gional 0.94¢ 75 HC22) ma krospiky: 1.60¢ 74
HaC21) g 1,73 68, HC2Y) yodikové signaly se déa piifadit, o (ppm) a J (Hz): 0.94, 3H, t, 7.5,
HC?% 1.53, 6H, d, 6.7, HC'"18: 1,60, 1H, sept, 7.4, 1.5, H.C?%; 1.73, 1H, sept, 6.8, 1.5, H,C%;
3.56, 1H, dd, 10.5, 5.4, H.C%; 3.66, 1H, dd, 10.8, 4.9, H,C?’; 3.97, 1H, sxt, 5.7, HC; 4.62,
1H, sep, 6.8, HC'®; 4.62, 2H, br, HC®; 4.76, 1H, t, 7.0, HO**; 5.82, 1H, d, 6.9, HN?; 6.24, 1H,
t, 2.2, HC'; 6.40, 2H, d, 2.0, HCY1S; 7.41, 1H, br, HN®; 7.79, 1H, s, HC? 9.25, 2H, br,
HO!2:14"

V {H}3C-spektru 3 (obrazek 18, piiloha) jsou 17 signali odpovidajicich uhlikim
zkoumaného vzorku s ¢ (ppm): 10.58, 21.91, 21.95, 24.48, 43.22, 46.35, 54.86, 64.11, 101.12,
105.65, 114.54, 135.20, 143.35, 151.22, 155.29, 159.13, 159.84. Nejvice odstinéné podle
strukturniho vzorce musi byt C2, C4, pak — C6, C5 (indukéni efekt N-heteroatomu) a také
C12 a C14* Naopak, C22, C17, 18 jsou nejvice stinéné. V 3C (APT) spektru 3 (obrazek 19,
ptiloha) jsou signaly v pozitivnim modu, 6 (ppm): 159.84, 159.13, 155.29, 151.22, 143.35,
114.54, 114.54, 64.11, 43.22, 24.48, odpovidajici kvartérnim uhliktim a uhlikiim skupin CH>
(posledni jsou mnohem vice stinéné). Signaly v negativnim modu, ¢ (ppm): 135.20, 105.65,
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101.12, 54.86, 46.35, 21.95, 21.91 a 10.58 patii skupinam CH a CH3M. Stejné jako u
ptedchoziho vzorku, pro pfifazeni uhlikovych signali, patticich skupindim CH, CH2 a CHg3
jsme pouzily 2D {*H-*C}-gHMQC experiment. V {*H-1*C}-gHMQC spektru 3 (obrazek 20,
ptiloha) jsou 10 signalt s 011 (J) / d13c (ppm, Hz), které po piitazeni vodikovych signalt
pomoci 2D {*H-H}-gCOSY da se s jistotou identifikovat: 7.79 / 135.20 (HC?); 6.40 (2.0) /
105.65 (HC1%); 6.24 (2.2) / 101.12 (HC™); 3.56 (10.5) / 64.11 (H.C?); 3.66 (10.8) / 64.11
(HoC?); 3.97 (5.7) / 54.86 (HC™); 4.62 (6.8) / 46.35 (HC¥®); 4.62 / 43.22 (HC®); 1.60 (7.4) /
24.48 (HaC?Y); 1.73 (6.8) / 24.48 (HpC?Y); 1.53 (6.7) / 21.95, 21.91 (HC"8): 0.94 (7.5) / 10.58
(HC?). V {*H-13C}-gHMBC spektru 3 (obrazek 21, p¥iloha) jsou signaly d1zc (ppm) = 159.84
a krospiky, éin (ppm.), J (Hz): 5.82, s, HN? (sti. int.) a 3.97, d, 5.7, HC®® (sti. int); d1sc =
159.14 a krospiky, d1n, J: 6.40, s, HC® (s. int.) a 6.24, s, HC® (s. int.); d13c = 155.29 s kros-
pikem, d1n: 4.62, s, HC® (sl. int.); d13c = 151.22 a krospiKy, d1n, J: 7.79, s, HCB (s. int.), 4.62,
t, 6.8, HC®® (stf. int.); d1sc = 143.35 s krospiKy, d1n, J: 6.40, d, 2.0, HCY1 (s. int)), 4.62, s,
HC?® (sl. int.) a 6.24, s, HC®, (sl. int.); d13c = 114.54 a krospikem, d1n: 7.79, s, HC8 (stf. int.).
Signal d13c = 154.84 — neni pozorovan. D4 se konstatovat, Ze kvartérnimi jsou uhliky s di3c:
114.54 (C®), 143.35 (C9), 151.22 (C*, 155.29 (C®), 159.13 (C'>1%) a 159.84 (C?). Dal, jsou
signaly s d1ac / 011 (ppm) a J (Hz): 135.20 / 7.79, d, 208.8, HC? a krospikem s o1 (ppm):
4.62,d, 6.8, HC® (s. int.); 105.65 / 6.40, d, 150.7, HC!:15 a krospiky 6.24, s, HC® (stf. int.),
4.62, s, HC® (sl. int.); 101.12 / 6.24, d, 148.8, HC™® a krospikem 6.40, s, HC''™® (sti. int);
64.11/3.66, d, 111.0, H,C?/ 3.56, d, 111.2, HaC? a krospiky 5.82, s, HN? (st. int.), 3.97, d,
19.2, HC™ (s. int.); 1.73, d, 16.4, HyC?, 1.60, d, 16.6, H.C?!; 54.86 / 3.97, d, 172.2, HC® a
krospiky 5.82, d, 12.0, HN? (s. int.), 3.66, t, 26.2, H,C? (s. int.), 3.56, t, 24.5, H.C% (s. int.),
1.73, t, 48.9, HpC? (s. int.), 1.60, t, 40.2, H,C?! (s. int.), 0.94, s, HC? (s. int.); 46.35/ 4.62, d,
146.1, HC®s krospikem 1.53, s, HC"18 (s. int.); 43.22 / 4.62, d, 160.3, HC® s krospikem 6.40,
s, HC'1® (stf. int.); 24.48 / 1.73, d, 161.0, H,C?'/ 1.60, d, 160.3, HaC?' s krospiky 3.66, s,
HpC? (stt. int.), 3.56, s, HaC? (sti. int.), 0.94, s, HC?2 (s. int.); 21.95/ 1.53, d, 191.8, HC"!8s
krospikem 4.62, d, 8.5, HC® (s. int); 21.91 / 1.53, d, 191.9, HC"'8 s krospikem 4.62, d, 9.0,
HC (s. int); 10.58 / 0.94, d, 127.0, HC?2 s krospiky 3.97, d, 20.0, HC®® (sti. int), 1.73, d,
50.2, HpC? (s. int), 1.60, d, 48.3, HaC?! (s. int.). Podle analyzy uvedenych dat se da
konstatovat, ze uhliky CH, CHz a CHs skupin jsou, disc: 10.58 (HC??); 21.91, 21.95 (HC!"18);
24.48 (HC?Y); 43.22 (HC®); 46.35 (HC); 54.86 (HC'®); 64.11 (HC?); 101.12 (HC*?); 105.65
(HC1%) 2 135.20 (HC?).

V {*H-N}-gHMBC, (J = 32 Hz) spektru 3 (obrazek 22, piiloha) je signal s d1n / disn
(ppm) a J (Hz): 8.03 /104.7, d, 15.4 zbytkového nedejtérovaného DMFA v d7-DMFA, které
stejn¢ jako u predchozich derivati jsme pouzily jako kalibra¢ni vnitini standard; dal, je signal
7.41/89.00, d, 96,3, HN® bez krospiki; 5.82 / 93.05, dd, 87.7, 15.0, HN? bez krospiki. Dal,
smérem do silnych poli nasleduji signaly 7.79 / 173.28, d, 7.3, HC® s krospikem, d1n (ppm) a
J (Hz): 1.53 d, 7.7, HC"18 (s. int.); 5.82/177.99, s, HN? (sl. int.); 7.41/192.17, s, HN® (sl. int.)
a7.79/239.56, d, 10.8, HC®. Dusikové signaly se da pfifadit, d1sn (ppm): 89.00 (HN®), 93.05
(HN?), 173.28 (N°), 177.99 (N%), 192.17 (N*) a 239.56 (N’).
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8.1.4. Interpretace 'H, 3C a >N signala{N6-(2,5-di-hydroxybenzylamin)-
2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(isopropyl)}purinu.

V H-spektru {N6-(2,5-di-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-
(isopropyl)}purinu (4, obrazek 23, ptiloha) jsou 18 signal, odpovidajicich vodikim
zkoumaného vzorku, ¢ (ppm) a J (Hz): 9,73, 1H, br; 8,83, 1H, br; 7.82, 1H, s; 7.67, 1H, br;
6.86, 1H, d, 2.1; 6.71, 1H, d, 8.5; 6.61, 1H, dd, 8.5, 2.7; 5.85, 1H, d, 8.0; 4.86, 1H, br; 4.65,
2H, br; 4.63, 1H, sep, 7.0; 4.00, 1H, sxt, 5.7; 3.70, 1H, dd, 10.5, 4.6; 3.62, 1H, dd, 10.5, 5.1,
1.77, 1H, sep, 7.0; 1.63, 1H, sep, 7.3; 1.54, 6H, d, 6.7; 0.97, 3H, t, 7.4. Pfedpokladame, ze
signaly, ¢: 9.73, 1H, br a 8.83, 1H, br patii vodikim skupin HO'' a HO'. Dal, jsou
signaly, 6. 7.82, 1H, s a 7.67, 1H, br. Prvni (7.82, 1H, s) — je HC® a druhy (7.67, 1H, br) —
patii HN® (podobné ptedchozim derivatiim). Signaly: 6.86, 1H, d, 2.1; 6.71, 1H, d, 8.5 a 6.61,
1H, dd, 8.5, 2.7 podle multiplicity (d) a hodnot J, pravdépodobné patii vodikiim benzylového
cyklu HC¥, HC!? a HC®, nebo jinak: HC, HC!?® a HC! Zostatnich signald se da
pfedpokladat, Ze signaly s blizkymi hodnoty o, relativné pfedchozim derivatim a také
podobnych tvart (multiplicita a blizké hodnoty J): 5.85, 1H, d, 8.0; 4.86, 1H, br; 4.65, 2H, br;
4.63, 1H, sep, 7.0; 4.00, 1H, sxt, 5.7; 3.70, 1H, dd, 10.5, 4.96; 3.62, 1H, dd, 10.5, 5.1; 1.77,
1H, sep, 7.0; 1.63, 1H, sep,7.3; 1.54, 6H, d, 6.7 a 0.97, 3H, t, 7.4 patii HN?, HO%, HC® HC?®®,
HC?, HapC?, HapC?, HCY18 3 HC?2, v COSY (© = 90°) spektru 4 (obrazek 24, piiloha) jsou
pozorovéany signaly krospiki, d (ppm) a J (Hz): 7.67¢ HN&)/ 4 656 HC9) (5], int.); 6.71¢ 89)
6.61¢ 89 (s. int) a také 6.61@ 89 / 6.86® (sl. int.), coz napovida tomu, Ze signaly
benzylového cyklu se da piifadit,  (ppm): 6.86, 1H, HC®, 6.71, 1H, HC'? a 6.61, 1H, HC®,
Dale jsou krospiky, ¢ (ppm) a J (Hz): 5.85@ 80.HN2) y 4 00(@. 57, HC19). 4 53(t. 7.0, HC16) / 1 54(. 6.7,
HC17,18); 4loo(d, 5.7, HC19) / 3.7o(d, 10.5, HbCZO)/ 3.62(d’ 10.5, HaC20) / 1_77(t, 7.0, HbC21)/ 1.63(t’ 7.3, HaC21).
Podobné jako u pfedchozich derivati, signaly 3.70(@ 105 HbC20) / 3 §2(d 10.5, HaC20) i spoledny
krospik, stejng, jako: 1.77% 70 HbC2L) /1 §3(t 7.3, HaC2L). gjona] 4.86( HO20) m4 krospiky s 3.70¢:
HbC20) 3 3.62(% HaC20) (g]. int.); signal 1.54(@ 67 HC17.18) ;4 krospik se signalem 4.63 70 HC16) 5
signal 0.97¢ 74 HC22) ;4 krospiky: 1.63®% 73 HaC21) g 1 77 70.HOC2L) Tak7e vodikové signaly se
da ptitadit, 5 (ppm) a J (Hz): 0.97, 3H, t, 7.4, HC?; 1.54, 6H, d, 6.7, HC'"'®; 1.63, 1H, sep,
7.3, HaC?%; 1.77, 1H, sep, 7.0, H,C?; 3.62, 1H, dd, 10.5, 5.1, H.C?’; 3.70, 1H, dd, 10.5, 4.6,
H,C%; 4.00, 1H, sxt, 5.7, HC®; 4.63, 1H, sep, 7.0, HC; 4.65, 1H, br, HC®; 4.86, 1H, br,
HO?; 5.85, 1H, d, 8.0, HN?; 6.61, 1H, dd, 8.5, 2.7, HC'®; 6.71, 1H, d, 8.5, HC'?; 6.86, 1H, d,
2.1, HC'; 7.67, 1H, br, HN®; 7.82, 1H, s, HC?; 8.83, 1H, br, HO'%a 9.73, 1H, br, HO'"
(posledni - HO!!" je vic odstinény nez HO'*, podle strukturniho vzorce).

V {H}3C-spektru 4 (obrazek 25, piiloha) jsou 19 signaldi, odpovidajicich uhlikiim
zkoumaného vzorku, ¢ (ppm): 10.49, 21.77, 21.82, 24.39, 39.55, 46.53, 54.78, 63.84, 114.29,
114.74, 116.30, 116.57, 127.22, 135.63, 148.35, 150.65, 151.00, 154.98 a 159.39. Podle
strukturniho vzorce da se ptredpokladat poradi (>0): C2, C6, C4, C11, C14, C8, C10, C12,
C15, C13, C5, C20, C19, C16, C9, C21, C17,18, C22. 13C (APT) spektr 4, (obrazek 26,
ptiloha) podporuje tento piedpoklad. Signaly, o (ppm): 159.39, 154.98, 151.00, 150.65,
148.35, 127.22, 114.29, 63.84, 39.55, 24.39 jsou vV pozitivnim modu (10 signali -
odpovidajicich kvartérnim uhlikim a uhlikiim skupin CH2) a signaly v negativnim modu, 0
(ppm) jsou: 135.63, 116.57, 116.30, 114.74, 54.78, 46.53, 21.82, 21.77 a 10.49 (9 signali —
patfi skupinam CH a CH3*Y). V {*H-*C}-gHMQC spektru 4 (obrazek 27, ptiloha) jsou 13
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signalti s 011 (J) / d13c (ppm), které po piifazeni vodikovych signalt pomoci 2D {*H-'H}-
gCOSY dé se identifikovat: 7.82 / 135.63 (HC®); 6.86 (2.1) / 116.30 (HC); 6.71 (8.5) /
116.57 (HC'?); 6.61 (8.5) / 114.74 (HC™); 4.65/ 39.55 (HC®); 4.63 (7.0) / 46.53 (HC'®): 4.00
(5.7) / 54.78 (HC); 3.70 (10.5) / 63.84 (H,C?); 3.62 (10.5) / 63.84 (H.C%); 1.77 (7.0) /
24.39 (HoC?Y): 1.63 (7.3) / 24.39 (HaC?); 1.54 (6.7) / 21.82 (HCY"8); 1.54 (6.7) / 21.77
(HC718); 0.97 (7.4) / 10.49 (HC?). V {*H-3C}-gHMBC spektru 4 (obrazek 28, piiloha) jsou
signaly disc (ppm) = 159.39 s krospiky, o1 (ppm.), J (Hz): 5.85, s, HN? (st. int.) a 4.00, d,
5.7, HC (stf. int); d13c = 154.98 a krospiky, din: 6.86, s, HC!® (sl. int.) a 4.65, s, HC? (sl.
int.); o13c = 151.00 s krospiky, din: 7.82, s, HC® (st. int.) a 4.63, t, 7.0, HC (s. int.); d13c =
150.65 a krospiky, din, J: 6.71, d, 8.5, HC!? (s. int.), 6.61, d, 8.5, HC®® (sti. int.); d1asc =
148.35 s krospiky, d1n, J: 6.86, d, 2.1, HC® (s. int.), 6.71, d, 8.5, HC!? (sl. int.) a 6.61, d, 8.5,
HC3, (s. int.); d1ac = 127.22 a krospiky, d1n, J: 6.86, d, 2.1, HC®® (s. int.); 6.71, d, 8.5, HC12
(stf. int.); 6.61, d, 8.5, HC® (sl. int.) a 4.65, s, HC® (st. int.); d13c = 114.29 s krospikem, d1n:
7.82, s, HC8 (stf. int.). Po analyze uvedenych dat, da se konstatovat, Ze kvartérnimi jsou
uhliky, d13c: 114.29 (C5), 127.22 (C10), 148.35 (C4), 150.65 (C11), 151.00 (C*), 154.98 (C°) a
159.39 (C2). D4l, jsou signdly s diac / d1n (ppm) a J (Hz): 135.63 / 7.82, d, 208.0, HC® a kros-
pikem s 611 (ppm): 4.63, d, 7.0, HC?® (s. int.); 116.57 / 6.71, d, 154.2, HC'? a krospiKy 6.86, s,
HC5 (sti. int.), 6.61, d, 20.3, HC2 (s. int.); 116.30 / 6.86, d, 152.7, HC5 s krospiky 6.71, d,
23.8, HC'2 (sl. int); 6.61, d, 22.3, HC™® (stt. int.) a 4.65, s, HC® (sl. int.); 114.74 / 6.61, d,
158.3, HC® s krospiky 6.86, s, HCS (stf. int.), 6.71, d, 21.8, HC2 (s. int.); 63.84 / 3.70, d,
110.8, H,C%/ 3.62, d, 111.0, H.C? a krospiky 5.85, s, HN? (stf. int.), 4.00, d, 20.0, HC*® (s.
int.); 1.77, d, 16.6, H,C%, 1.63, d, 16.3, H.C?%; 54.78 / 4.00, d, 172.3, HC'® a krospiky 5.85, d,
12.2, HN? (s. int.), 3.70, d, 32.2, H,C? (s. int.), 3.62, d, 28.2, H.C? (s. int.), 1.77, t, 48.1,
HoC? (s. int.), 1.63, t, 42.1, H.C? (s. int.), 0.97, t, 12.3, HC? (stt. int.); 46.53 / 4.63, d, 146.4,
HC®'s krospikem 1.54, d, 10.1, HC'"8 (s. int.); 39.55 / 4.65, d, 160.8, HC® s krospikem 6.86,
s, HC® (sl. int.); 24.39/ 1.77, d, 160.8, HpC?*/ 1.63, d, 160.1, H,C? s krospiky 3.70, s, H,C?
(stf. int.), 3.62, s, HaC? (st¥. int.), 0.97, d, 8.0, HC? (s. int.); 21.82 / 1.54, d, 192.3, HC!"18 g
krospikem 4.63, d, 10.5, HC1e (s.int); 21.77 /154, d, 192.1, HC!"18¢ krospikem 4.63, d, 9.0,
HC (s. int); 10.49 / 0.97, d, 127.2, HC? s krospiky 4.00, d, 18.1, HC®® (stt. int), 1.77, d,
49.2, HoC?! (s. int), 1.63, d, 48.2, H,C? (s. int.). Po analyzé uvedenych dat se d4 konstatovat,
7e uhliky CH, CH2 a CHs skupin jsou, disc: 10.49 (HC?); 21.77, 21.82 (HC'"'8); 24.39
(HC?Y): 39.55 (HC®); 46.53 (HC): 54.78 (HC); 63.84 (HC®); 114.74 (HC); 116.30
(HC): 116.57 (HC2) a 135.63 (HC?).

V {*H-®N}-gHMBC, (J = 32 Hz) spektru 4 (obrazek 29, piiloha) jsou signaly s d1n / Jisn
(ppm) a J (Hz): 7.67 / 87.18, d, 74.4, HN® bez krospikd; 5.85 / 93.03, dd, 88.6, 9.0, HN? s
krospiky d1n (ppm) a J (Hz): 3.70, dd, 10.5, 6.3, H,C? (s. int.); 3.62, dd, 9.1, 4.8, H.C% (s.
int.); 1.77, t, 6.8, HyC?! (stf. int.); 1.63, qui, 6.8, H.C% (st¥. int.). D4l, smérem do silnych poli
nasleduji signaly: 7.82 / 173.99, d, 4.8, HC8 s krospiky, din (ppm) a J (Hz): 4.63, t, 5.6, HC®
(s. int.); 1.54, d, 6.6, HC"® (s, int.); 5.85 / 178.90, d, 7.3, HN? bez dalsich krospikii; 5.85 /
190.77, d, 8.1, HN? bez dalsich krospiki a 7.82 / 238.39, d, 9.0, HC® bez dalich krospikil,
také. Dusikové signaly se da prifadit, disn (ppm): 87.18 (N°), 93.03 (N?), 173.99 (N°), 178.90
(N3), 190.77 (NY) a 238.39 (N).
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8.1.5. Interpretace 'H, *C a N signala{N6-(2-hydroxy-3-methylbenzylamin)-
2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(isopropyl)}purinu.

V H-spektru  {N6-(2-hydroxy-3-methylbenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-
9-(isopropyl) }purinu (5, obrazek 30, ptiloha) jsou 18 signalt, odpovidajicich vodikim
zkoumaného vzorku, 6 (ppm) a J (Hz): 10.92, 1H, br; 8,08, 1H, br; 7.85, 1H, s; 7.17, 1H, d,
7.6; 7.03, 1H, qd, 7.4, 0.8; 6.70, 1H, t, 7.5; 5.92, 1H, d, 8.3; 4.83, 1H, br; 4.63, 2H, br; 4.63,
1H, sep, 6.8; 4.02, 1H, sxt, 5.3; 3.73, 1H, dd, 10.6, 4.6; 3.65, 1H, dd, 10.6, 4.9; 2.20, 3H, s,
HC!?;, 1.81, 1H, sept, 7.4, 1.6; 1.66, 1H, sept, 7.6, 1.6; 1.53, 6H, dd, 6.9, 1.7; 1.01, 3H, t, 7.4.
Predpokladame, Ze signaly, 8: 10.92, 1H, br, 8.08, 1H, br a 4.83, 1H, br patfi vodikim HO'!,
HN®a HO?" jsou — br a je charakteristické pro hydroxy-, amino- a iminoskupiny (rychla
vyména s molekuly rozpoustédla)®. Signaly: 7.17, 1H, d, 7.6; 7.03, 1H, dq, 7.4, 0.8 a 6.70,
1H, t, 7.5 patii vodikiim benzylového cyklu HC®®, HC®® a HC!, nebo: HC®, HC™ a HC,
piicemz posledni (6.70, 1H, t, 7.5) podle multiplicity (t) pravdépodobné je HC!*. Z ostatnich
signall se da predpokladat, ze signaly s blizkymi hodnoty J, relativné ptedchozim derivatim
a také podobnych tvari (multiplicita a blizké hodnoty J): 5.92, 1H, d, 8.3; 4.63, 2H, br; 4.63,
1H, sep, 6.8; 4.02, 1H, sxt, 5.3; 3.73, 1H, dd, 10.6, 4.6; 3.65, 1H, dd, 10.6, 4.9; 1.81, 1H, sept,
7.4, 1.6; 1.66, 1H, sept, 7.6, 1.6; 1.53, 6H, d, 6.7 a 1.01, 3H, t, 7.4 patii HN?, HC®, HC,
HC®®, HapC?, HapC?, HCY18 3 HC?. Signal 2.20, 3H, s s nejvétsi pravdépodobnosti patii
stinéné methylové skupiné — HC!?. V COSY (© = 90°) 5 (obrazek 31, piiloha) jsou signaly
krospikti, 0 (ppm) a J (Hz): 8.08¢ HN6) / 4 656 HCI) (] int.); 7.17@ 70/ 7.03@ 74 (sti. int.) a
také 7.17@ 76 1 6,700 79 (s. int.); 7.03@ 74/ 6,700 75 (s. int.) a také 7.03@ 74 [ 7,17 76) (sti,
int.); 6.700 797 7.03¢ 74 (s_ int.) a také 6.70¢ 79/ 7,17 76) (s int.), coz prokazuje piifazeni
signalii benzylového cyklu nasledujicim zptisobem, ¢ (ppm): 7.17, HC®; 7.03, HC*® a 6.70,
HC. Déle, smérem do silnych poli jsou krospiky, J (ppm) a J (Hz): 5.92(¢ 83 HN2) /4 02 53,
HClQ); 4.63(t’ 6.8, HC16)/ 1.53(d, 6.9, HC17,18); 4_02(d, 5.3, HC19)/ 3_73(d, 10.6, HbCZO)/ 3.65(d’ 10.6, HaC20) /
1.81( 74 HC2D) 71 gt 76, HaC21) 3 hodobné jako u predchozich derivati, signaly 3.73(@ 106
HbC20) | 3,65 106, HaC20) maif spoleény krospik, stejng, jako: 1.81( 74 HbC2D) /1 (L 76, HaC2l).
signal 4.83 HO20) m4 krospiky s 3.736 HbC20) 5 3 65(5 HaC20) (] jnt.); signal 1.53(@ &9 HCL7.18)
ma krospik se signalem 4.63( 68 HC16) 5 ional 1.01¢ 74 HC22) my4 krospiky: 1.66(¢ 76 HaC2D) 5
1.81(¢ 74 HC2D) “Tak7e, vodikové signaly se da piitadit, o (ppm) a J (Hz): 1.01, 3H, t, 7.4,
HC?% 1.53, 6H, d, 6.9, HC'"18: 1,66, 1H, sept, 7.6, 1.6, H.C?%; 1.81, 1H, sept, 7.4, 1.6, H,C%;
2.20, 3H, s, HC'?; 3.65, 1H, dd, 10.6, 4.9, H,C%; 3.73, 1H, dd, 10.6, 4.6, H,C?°; 4.02, 1H, sxt,
5.3, HC'®; 4.63, 2H, br, HC®; 4.63, 1H, sep, 6.8, HC®; 4.83, 1H, br, HO*; 5.92, 1H, d, 8.3,
HN?; 6.70, 1H, t, 7.5, HC!4; 7.03, 1H, dq, 7.4, 0.8, HC®; 7.17, 1H, d, 7.6, HC'®; 7.85, 1H, s,
HC8; 8.08, 1H, br, HN®; 10.92, 1H, br, HO!". V {H}3C-spektru 5 (obrazek 32, piiloha) jsou
20 signalti, odpovidajicich uhlikiim zkoumaného vzorku, ¢ (ppm): 10.45, 16.10, 21.78, 21.83,
24.43, 40.44, 46.71, 54.86, 63.81, 114.17, 119.03, 125.78, 126.20, 128.89, 130.16, 136.12,
151.12, 154.38, 154.65 a 158.99. Podle strukturniho vzorce da se predpokladat poradi (>9):
C2, C6, Cl11, C4, C8, C13, C15, C10, C12, C14, C5, C20, C19, C16, C9, C21, C17,18, C12’,
C22. V BC (APT) spektru 5 (obrazek 33, pfiloha) jsou signaly, & (ppm): 158.99, 154.65,
154.38, 151.12, 126.20, 125.78, 114.17, 63.81, 40.44 a 24.43 - v pozitivnim modu (10 signali
- odpovidajicich kvartérnim uhlikim a uhlikim skupin CH3) a signaly v negativnim modu, 0
(ppm) jsou: 136.12, 130.16, 128.89, 119.03, 54.86, 46.71, 21.83, 21.78, 16.10 a 10.45 (10
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signalti — patii skupinam CH a CH3*!). V {*H-3C}-gHMQC spektru 5 (obrazek 34, piiloha)
jsou 13 signalti s d1n (J) / d13c (ppm), které po piifazeni vodikovych signalti pomoci 2D {*H-
1H}-gCOSY da se identifikovat: 7.85 / 135.12 (HC®); 7.17 (7.6) / 128.89 (HC™); 7.03 (7.4) /
130.16 (HC®); 6.70 (7.5) / 119.03 (HC%); 4.63 / 40.44 (HC®); 4.63 (6.8) / 46.71 (HC'®); 4.02
(5.3) / 54.86 (HC?); 3.73 (10.6) / 63.81 (HyC?); 3.65 (10.6) / 63.81 (H.C%); 2.20 / 16.10
(HC'2): 1.81 (7.4) / 24.43 (HyC?); 1.66 (7.6) / 24.43 (HaC%); 1.53 (6.9) / 21.83 (HC"%8);
1.53 (6.9) / 21.78 (HC"18): 1.01 (7.4) / 10.45 (HC?). V {*H-3C}-gHMBC spektru 5 (obrézek
35, ptiloha) jsou signaly dizc (ppm) = 158.99 s krospiky, o1 (ppm.), J (Hz): 5.92, s, HN? (st
int.) a4.02, d, 5.9, HC (stf. int); d13c = 154.65 a krospiky, din: 7.17, s, HC®® (sl. int.) a 4.63,
s, HC? (sl. int.); d1ac = 154.38 s krospiky, o, J: 7.17, d, 7.6, HC (sl. int.), 7.03, d, 7.4, HC®3
(stf. int.) a 2.20, s, HC'?'; d13c = 151.12 s kross piky, o1: 7.85, s, HC?® (sti. int.) a 4.63, t, 7.2,
HC® (s. int.); d1sc = 126.20 s krospiky, o, J: 7.17, d, 7.6, HC® (s. int.); 7.03, d, 7.4, HC®3
(sl. int.); 6.70, d, 7.5, HC (stf. int.) a 4.63, s, HC® (stf. int.); d13c = 125.78 s krospiKy, din, J:
7.17, d, 7.6, HC® (sl. int.), 7.03, d, 7.4, HC® (s. int.) a 6.70, t, 7.5, HC, (stf. int.); d13c =
114.17 s krospikem, d11: 7.85, s, HC?® (stf. int.). Po analyze uvedenych dat, da se konstatovat,
7e kvartérnimi jsou uhliky, d1ac: 114.17 (CP), 125.78 (C2), 126.20 (C9), 151.12 (C*), 154.38
(C11), 154.65 (C®) a 158.99 (C2). Ddl, jsou signaly s d1ac / S (ppm) a J (Hz): 136.12 / 7.85, d,
207.3, HC® s krospikem s 511 (ppm): 4.63, d, 6.8, HC® (s. int.); 130.16 / 7.03, d, 155.1, HC®3
s krospiky 7.17, d, 22.3, HC™ (sti. int.), 6.70, d, 20.8, HC (s. int.) a 2.20, s, HC!?' (s. int.);
128.89 / 7.17, d, 150.0, HC*® s krospiky 7.03, d, 20.3, HC® (st. int.); 6.70, d, 19.8, HC* (s.
int.) a 4.63, s, HC® (sl. int.); 119.03 / 6.70, d, 163.2, HC* s krospiky 7.17, d, 21.8, HC® (s.
int.), 7.03, d, 20.8, HC®3 (s. int.) 2 2.20, s, HC'? (st. int.); 63.81/3.73, d, 118.3, H,C®/ 3.65,
d, 110.7, HaC? s krospiky 5.92, s, HN? (stf. int.), 4.02, d, 20.2, HCY (s. int.); 1.81, d, 16.9,
HpC?!, 1.66, d, 16.5, H.C?'; 54.86 / 4.02, d, 171.9, HC®® s krospiky 5.92, d, 12.0, HN? (s. int.),
3.73, d, 32.0, HoC? (s. int.), 3.65, d, 28.1, HaC? (s. int.), 1.81, t, 50.0, HpC? (s. int.), 1.66, t,
43.6, HC? (s. int), 1.01, t, 12.1, HC? (stf. int.); 46.71 / 4.63, d, 146.8, HC® s krospikem
1.53, d, 9.9, HC'"18 (s. int.); 40.44 / 4.63, d, 161.2, HC® s krospikem 7.17, s, HC® (sl. int.);
24.43/1.81, d, 160.5, H,C?!/ 1.66, d, 160.0, H.C? s krospiky 3.73, s, H,C? (stt. int.), 3.65, s,
HaC? (st. int.), 1.01, d, 7.5, HC? (s. int.); 21.83 / 1.53, d, 190.9, HCY"18 5 krospikem 4.63, d,
10.3, HC®® (s. int); 21.78 / 1.53, d, 191.8, HC!"8 s krospikem 4.63, d, 9.8, HC® (s. int);
16.10 / 2.20, d, 190.3, HC'?'s krospiky: 7.17, d, 38.4, HC™ (sl. int.); 7.03, d, 36.7, HC™® (s.
int.) 2 6.70, d, 35.0, HC (stt. int.); 10.45 / 1.01, d, 126.9, HC?s krospiky 4.02, d, 18.4, HC
(stf. int), 1.81, d, 50.1, HxC? (s. int), 1.66, d, 48.8, HaC? (s. int.). MiZeme uvest, Ze uhliky
CH, CH; a CHg skupin jsou, d1sc: 10.45 (HC??); 16.10 (HC'?); 21.78, 21.83 (HC'"'8); 24.43
(HC?Y); 40.44 (HC®); 46.71 (HC'?); 54.86 (HC'®); 63.81 (HC%); 119.03 (HC); 128.89
(HC™); 130.16 (HC™) a 136.12 (HC?).

V {*H-BN}-gHMBC, (J = 32 Hz) spektru 5 (obrazek 36, piiloha) jsou signaly s d1n / Jisn
(ppm) a J (Hz): 8.08 / 91.14, d, 88.6, HN® bez krospiki; 5.92 / 92.79, dd, 88.9, 9.7, HN? s
krospiky din (ppm) a J (Hz): 3.73, t, 9.3, Hy,C? (stf. int.); 3.65, ¢, 6.8, HaC? (stf. int.); 1.81, s,
HpC? (s. int.); 1.66, s, HaC? (s. int.). Dal, smérem do silnych poli jsou signaly: 7.85 / 174.59,
s, HC® s krospiky, din (ppm) a J (Hz): 4.63, t, 5.6, HC® (s. int.); 1.53 d, 6.6, HC'"*® (s. int.);
5.92 / 178.51, d, 8.4, HN? bez krospiki; 5.92 / 185.65, d, 5.5, HN? bez krospikt a 7.85 /
239.02, d, 9.8, HC?® bez dalsich krospik, také. Dusikové signaly se da pfifadit, disn (ppm):
91.14 (N®), 92.79 (N?), 174.59 (N9), 178.51 (N3), 185.65 (N?) a 239.02 (N7).
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8.1.6. Interpretace *H, 2*C a >N signala{N6-(2-hydroxy-5-methylbenzylamin)-
2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(isopropyl)}purinu.

V H-spektru {N6-(2-hydroxy-5-methyl-benzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-
9-(isopropyl) } purinu (6, obrazek 37, ptiloha) jsou 18 signall, jako u pfedchoziho vzorku,
odpovidajicich vodiktim zkoumané latky, ¢ (ppm) a J (Hz): 10.27, 1H, br; 7,83, 1H, s; 7.68,
1H, br; 7.12, 1H, d, 1.5; 6.92, 1H, dd, 8.2, 2.1; 6.76, 1H, d, 8.1; 5.90, 1H, d, 8.1; 4.85, 1H, br;
4.68, 2H, br; 4.62, 1H, sep, 6.8; 4.02, 1H, sxt, 5.5; 3.71, 1H, dd, 10.6, 4.9; 3.63, 1H, dd, 10.6,
5.4; 2.18, 3H, s, HC!# (pfedpoklad). 1 78 '1H sept, 7.3, 1.5; 1.63, 1H, sept, 7.5, 1.5; 1.53, 6H, dd,
6.8, 1.3, HC!7:18 (pfedpoklad)- § 98 '3 t 7.4, HC?? (pfedpoklad) pg analogii s ptedchozimi struktury
vzorkl, predpokladame, ze signaly, o: 10.27, 1H, br, 7.68, 1H, br a 4.85, 1H, br patii
vodikim HO!", HN® a HO?" (jsou — br a je charakteristické pro hydroxy-, amino- a
iminoskupiny)®®.  Signaly: 7.12, 1H, d, 1.5; 6.92, 1H, dd, 8.2, 2.1 a 6.76, 1H, d, 8.1 patii
vodikiim benzylového cyklu HC?®®, HC® a HC®, nebo: HC®®, HC a HC%, pricemz prvni
(7.12, 1H, d, 1.5) podle multiplicity (d) a hlavné kviili malé hodnoté J* (1.5), pravdépodobné
je HC®. Z ostatnich signali se d4 predpoklddat, Ze signaly s blizkymi hodnoty J, relativné
predchozim derivatim a také podobnych tvart (multiplicita a blizké hodnoty J): 5.90, 1H, d,
8.1; 4.68, 2H, br; 4.62, 1H, sep, 6.8; 4.02, 1H, sxt, 5.5; 3.71, 1H, dd, 10.6, 4.9; 3.63, 1H, dd,
10.6, 5.4; 1.78, 1H, sept, 7.3, 1.5; 1.63, 1H, sept, 7.5, 1.5; 1.53, 6H, dd, 6.8, 1.3 a také 2.18,
3H, s; 0.98, 3H, t, 7.4 patii HN?, HC®, HC!®, HC®, H,pC?, HapC?, HCY18 a HC!*', HC?
V COSY (O = 90°) spektru 6 (obrazek 38, piiloha) jsou signaly krospiki, o (ppm) a J (Hz):
7.68( HN6) /4 680 HC9) (5] int.); dal: 7.12¢)/ 6.92 82) (sl. int.) a také 7.120)/ 2.18©) (sl. int.);
6.92:82 1 6.76% 8V (s. int.) a také 6.92(4 82 [ 2,180 (sti. int.); signal 6.76 82 ma spoleény
krospik jenom se signalem 6.92@ 82 (s_int.). Signaly benzylového cyklu mtizou byt ptitazeny
néasledujicim zptisobem, & (ppm): 7.12, HC®; 6.92, HC® a 6.76, HC!2. Dale, smérem do
silnych poli jsou krospiky, 6 (ppm) a J (Hz): 5.90@ 81 HN2) /4 02(d 5.5 HCIS). 4 go(t 68, HC1E)
1.53(¢ 68, HC17,18)- 4 )(d, 55, HC19) / 3 771 (d, 106, HBC20) / 3 §3(d, 106, HaC20) / 1 7g(t. 73, HBC21) / 1 53t 75,
HaC21) 3 signaly 3.71(@ 106, HbC20) /3 §3(d, 10.6, HaC20) tefi maji spoleény krospik, stejné, jako:
1.78( 7.3, HbC2) f 9 g3(L 75 HaC2L), iona] 4,856 HO20) myg krospiky s 3.71¢ HbC20) 3 3 63( HaC20)
(slint.); signal 1.53(@ 68 HC17.18) ;m4 krospik se signalem 4.62( 68 HCI6) 5 gjona] .98 74 HC22)
ma krospiky: 1.63% 75 HaC2l) 5 1 78 7.3, HC2Y) yodikové signaly se da pfitadit, 5 (ppm) a J
(Hz): 0.98, 3H, t, 7.4, HC??; 1.53, 6H, dd, 6.8, 1.3, HC'"8; 1.63, 1H, sept, 7.5, 1.5, H,C?;
1.78, 1H, sept, 7.3, 1.5, H,C?; 2.18, 3H, s, HC'*; 3.63, 1H, dd, 10.6, 5.4, H,.C%; 3.71, 1H, dd,
10.6, 4.9, H,C?; 4.02, 1H, sxt, 5.5, HC'®; 4.62, 1H, sep, 6.8, HC®; 4.68, 2H, br, HC®; 4.85,
1H, br, HO?; 5.90, 1H, d, 8.1, HN?; 6.76, 1H, d, 8.1, HC'?; 6.92, 1H, dd, 8.2, 2.1, HC®;
7.12, 1H, d, 1.5, HC*®; 7.68, 1H, br, HN®; 7.83, 1H, s, HC8; 10.27, 1H, br, HO'"",

V {H}*3C-spektru 6 (obrazek 39, ptiloha) jsou 20 uhlikovych signaldi, odpovidajicich
zkoumanému vzorku, ¢ (ppm): 10.52, 19.25, 21.80, 21.85, 24.44, 39.71, 46.56, 54.83, 63.89,
114.32, 116.01, 126.27, 127.84, 128.91, 130.54, 135.72, 151.16, 153.78, 154.99 a 159.39. Da
se predpokladat poradi (>0): C2, C6, C11, C4, C8, C15, C13, C14, C10, C12, C5, C20, C19,
C16, C9, C21, C17,18, C14’, C22. V 18C (APT) spektru 6 (obrazek 40, ptiloha) jsou
signaly, 6 (ppm): 159.39, 154.99, 153.78, 151.16, 127.84, 126.27, 114.32, 63.89, 39.71 a
24.44 - v pozitivnim modu (7 signaldi - odpovidajicich kvartérnim uhlikim a 3 signdly -
uhlikiim skupin CHyz). Signaly v negativnim modu, ¢ (ppm) jsou: 135.72, 130.53, 128.91,
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116.01, 54.83, 46.56, 21.85, 21.80, 19.95 a 10.52 (10 signald — patii skupinam CH a CH3! ).
V {*H-BC}-gHMQC spektru 6 (obrazek 41, ptiloha) jsou 13 signalt s din (J) / d1sc (ppm),
které po piifazeni vodikovych signaléi pomoci 2D {*H-'H}-gCOSY da se identifikovat: 7.83 /
135.72 (HC®); 7.12 / 130.54 (HC); 6.92 (8.2) / 128.91 (HC™): 6.76 (8.1) / 116.01 (HC);
4.68 1 39.71 (HC®): 4.62 (6.8) / 46.56 (HC): 4.02 (5.5) / 54.83 (HC); 3.71 (10.6) / 63.89
(HoC?); 3.63 (10.6) / 63.89 (H.C?); 2.18 / 19.92 (HC'*); 1.78 (7.3) / 24.44 (HyC?Y); 1.63
(7.5) / 24.44 (H.C?); 1.53 (6.8) / 21.85 (HCY"*8); 1.53 (6.8) / 21.80 (HC"18) a 0.98 (7.4) /
10.52 (HC??). V {*H-13C}-gHMBC spektru 6 (obrazek 42, ptiloha) jsou signaly d1zc (ppm) =
159.39 s krospiky, 51+ (ppm.), J (Hz): 5.90, s, HNZ (stf. int.) a 4.02, d, 5.5, HC® (stf. int); di3c
= 154.99 s krospiky, d11: 7.12, s, HC™® (sl. int.) a 4.68, s, HC® (sl. int.); d13c = 153.78 s kros-
piky, d1n, J: 7.12, s, HC®® (sl. int.), 6.92, d, 8.2, HC® (stt. int.) a 7.76, s, 8.1, HC!? (s. int.);
d1ac = 151.16 s krospiky, din: 7.83, s, HC® (sti. int.) a 4.62, t, 6.8, HC® (s. int.); d13c = 127.84
s krospiky, o1, J: 7.12, s, HC™® (s. int.); 6.92, d, 8.2, HC®® (s. int.) a 6.76, d, 8.1, HC'? (sti.
int.); disc = 126.27 s krospiky, din, J: 7.12, s, HC® (s. int.), 6.92, d, 8.2, HC® (sl. int.); 6.76,
d, 8.1, HC'?, (sl. int.) a 4.68, s, HC® (str. int.); di3c = 114.32 s krospikem, é1+: 7.83, s, HC®
(stf. int.). Po analyze uvedenych dat, da se konstatovat, ze kvartérnimi jsou uhliky, Jisc:
114.32 (C%), 126.27 (C19), 127.84 (C4), 151.16 (C%), 153.78 (C1), 154.99 (C?) a 158.39 (C?).
Dal, jsou signaly s disc / din (ppm) a J (Hz): 135.72 / 7.83, d, 205.1, HC8 s krospikem s o1
(ppm): 4.62, d, 6.8, HC® (s. int.); 130.53 / 7.12, d, 159.0, HC®® s krospiky 6.92, d, 18.3, HC®
(stf. int.), 6.76, d, 19.8, HC'? (sl. int.) @ 2.18, s, HC'* (s. int.) a 4.68, s, HC® (sl. int.); 128.91 /
6.92, d, 154.2, HC'® s krospiky 7.12, d, 17.2, HC® (st. int.); 6.76, d, 19.9, HC'? (s. int.) a
2.18,s, HC' (stt. int.); 116.01 / 6.76, d, 161.4, HC' s krospiky 10.27, s, HO'! (sl. int.), 7.12,
s, HC® (sl. int.), 6.92, d, 20.5, HC® (s. int.) a 2.18, s, HC'# (sl. int.); 63.89 /3.71, d, 119.1,
HpC%/ 3.63, d, 111.1, HaC?® s krospiky 5.90, s, HN? (sti. int.), 4.02, d, 19.8, HC®® (s. int.),
1.78, d, 17.0, HyC?, 1.63, d, 16.6, H.C? (stt. int.); 54.83 / 4.02, d, 172.0, HC s krospiky
5.90, d, 11.9, HN? (s. int.), 3.71, d, 30.0, H,C? (s. int.), 3.63, d, 28.4, H.C% (s. int.), 1.78, t,
48.1, HoC? (s. int.), 1.63, t, 43.5, H,C? (s. int.), 0.98, t, 12.3, HC?2 (sti. int.); 46.56 / 4.62, d,
147.0, HC'® s krospikem 1.53, d, 10.1, HC!"®8 (s. int.) a samoziejmé 7.83, s, HC® (s. int.);
39.71/ 4.68, d, 160.7, HC® s krospikem 7.12, s, HC™ (sl. int.); 24.44 / 1.78, d, 159.7, H,C?!/
1.63, d, 159.9, HaC% s krospiky 3.71, s, H,C? (stt. int.), 3.63, s, HsC? (stf. int.), 0.98, d, 7.4,
HC?2 (s. int.); 21.85 / 1.53, d, 191.0, HC'"® s krospikem 4.62, d, 10.2, HC® (s. int); 21.80 /
1.53, d, 191.2, HC'"*8 s krospikem 4.62, d, 10.0, HC®® (s. int); 19.95/ 2.18, d, 190.2, HC'#'s
krospiky: 7.12, d, 37.3, HC® (stf. int.); 6.92, d, 35.9, HC® (stf. int.) a 6.76, d, 34.9, HC*? (sl.
int.); 10.52 / 0.98, d, 127.0, HC? s krospiky 4.02, d, 18.2, HC (stt. int), 1.78, d, 50.0, HpC?
(s. int), 1.63, d, 48.9, HaC? (s. int.). Po analyz&, mizeme konstatovat, ze uhliky CH, CHz a
CHs skupin jsou, d1sc: 10.52 (HC??); 19.95 (HC!#); 21.80, 21.85 (HC'"18); 24.44 (HC?);
39.71 (HCY); 46.56 (HC): 54.83 (HC); 63.89 (HC®); 116.01 (HC!); 128.91 (HC®);
130.54 (HC®) a 135.72 (HC?).

V {*H-*N}-gHMBC, (J = 8; 32 Hz) spektru 6 (obrazek 43, ptiloha) jsou signaly s din /
S1sn (ppm) a J (Hz): 7.68 / 87.60, d, 88.4, HNO bez krospikii; 5.90 / 93.08, dd, 89.4, 8.5, HN? s
krospiky o1 (ppm) a J (Hz): 3.71, dd, 29.8, 9.6, H,C® (stt. int.); 3.63, d, 26.8, HaC? (sti-. int.);
1.78, t, 9.7, HoC% (s. int.); 1.63, qui, 6.7, HaC? (s. int.). Dal, jsou signdly: 7.83 / 174.03, d,
6.3, HC® s krospiky, d1n (ppm) a J (Hz): 4.62, t, 6.6, HC (s. int.); 1.53 d, 7.5, HC'"*8 (s. int.);
5.90 / 178.55, d, 8.9, HN? bez krospiki; 5.90 / 190.23, d, 8.3, HN? bez krospiki a 7.83 /
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238.30, d, 10.1, HC8 bez dalsich krospiki, také. Dusikové signaly se d4 piifadit, disn (ppm):
87.60 (N°), 93.08 (N?), 174.03 (N9), 178.55 (N®), 190.23 (N') a 238.30 (N7).

8.1.7. Interpretace 'H, 13C a N signali{N6-(4-hydroxy-3,5-di-methoxybenzylamin)-
2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(isopropyl)}purinu.

V H-spektru  {N6-(4-hydroxy-3,5-di-methoxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethylpropyl)-
amin]-9-(isopropyl) }purinu (7, obrazek 44, piiloha) jsou 16 signali, odpovidajicich vodikim
zkoumané latky, ¢ (ppm) a J (Hz): 8.35, 1H, br; 7,80, 1H, s; 7.62, 1H, br; 6.81, 2H, s; 5.94,
1H, br; 4.81, 1H, br; 4.67, 2H, br; 4.61, 1H, sep, 6.8; 4.02, 1H, sxt, 6.1; 3.77, 6H, s, HC!?*!%
(predpoklad). 3 70 1H, dd, 10.4, 5.1; 3.59, 1H, dd, 10.7, 5.6; 1.77, 1H, sept, 6.8, 1.5; 1.60, 1H,
sepsep, 7.4, 1.2; 152, 6H, d, 6.8, HC!78 (fedpoklad). g6 34, t, 7.4, HC?? (Predpokdad)
Predpokladame, Ze signaly, J: 8.35, 1H, br, 7.62, 1H, br a 4.81, 1H, br patii vodikim HO',
HNCa HO? (jsou — br a je charakteristické pro hydroxy-, amino- a iminoskupiny)®%. Signal
6.81, 2H, s patii vodikiim benzylového cyklu HC1S, Z ostatnich signalt: 5.94, 1H, br; 4.67,
2H, br; 4.61, 1H, sep, 6.8; 4.02, 1H, sxt, 6.1; 3.70, 1H, dd, 10.4, 5.1; 3.59, 1H, dd, 10.7, 5.6;
1.77, 1H, sept, 6.8, 1.5; 1.60, 1H, sept se da predpokladat, ze patii HNZ?, HC®, HC!6, HC?®,
HabC?, HapC?. V COSY (6 = 90°) spektru 7 (obrazek 45, ptiloha) jsou signaly krospiki, o
(ppm) a J (Hz): 7.626 HNO)/ 4 676 HC9) (5] int.); dal: 6.81¢) / 4.676 HC) (s, int.) / 3.77© (sl.
int.). *H signily benzylového cyklu mizou byt pfifazeny, J (ppm): 8.35, HO"'; 6.67, HNS;
6.81, HC!'15 3 3.77, HC'2"*' | D4le, smérem do silnych poli jsou krospiky, é (ppm) a J (Hz):
5.94( HN2) / 4, 02(d 61, HC19) (4 ) ; 4,61 68 HCI8) / 1 5@ 68 HCLT18) (5 jnt): 4,020 6.1 HC19)
3_7o(d, 104, HbCZO)/ 3.59(d, 10.7, HaC20) / 1_77(t, 6.8, HbC21)/ 1.60(t’ 7.4, HaC21) (S. int.). Slgl’lély 3.70(d, 104,
HbC20) /1 3,59(d. 10.7, HaC20) maii spoleény krospik (s. int.), stejné, jako: 1.77® &3 HbC2D /1 g0t 74
HaC2D): signal 4.816 10209 m4 krospiky s 3.706 HPC20) 5 3 596 HaC20) (g] int.); signal 1.52 68
HC17.18) ma krospik se signalem 4.61¢ 88 HC10) (s int) a signal 0.96® 74 HC22 my krospiky:
1.60( 74, HaC2) 5 1 77(t 68, HbC2D) (5 int.). *H signaly se da pfitadit, & (ppm) a J (Hz): 0.96, 3H,
t, 7.4, HC?; 1.52, 6H, dd, 6.8, 1.3, HC'"8; 1.60, 1H, sept, 7.4, 1.2, H.C?; 1.77, 1H, sept, 6.8,
1.5, HyC?; 3.59, 1H, dd, 10.7, 5.6, H.C*?; 3.70, 1H, dd, 10.4, 5.1, HyC?; 3.77, 6H, s,
HC!2-14, 4,02, 1H, sxt, 6.1, HC'®; 4.61, 1H, sep, 6.8, HC'®; 4.67, 2H, br, HC®; 4.81, 1H, br,
HO?; 5.94, 1H, br, HN?; 6.81, 2H, s, HC'15; 7.62, 1H, br, HN®; 7.80, 1H, s, HC?; 8.35, 1H,
br, HO'"".

V {H}3C-spektru 7 (obrazek 46, ptiloha) jsou 18 uhlikovych signald, odpovidajicich
zkoumanému vzorku, ¢ (ppm): 10.56, 21.86, 21.90, 24.50, 43.77, 46.35, 54.86, 55.97, 64.18,
105.95, 114.45, 131.07, 135.23, 135.28, 148.23, 151.23, 155.11 a 159.83. Da se piedpokladat
(>0): C2, C6, C4, C12,14, C13, C8, C10, C5, C11,15, C20, C127,14", C19, Cl6, C9, C21,
C17,18, C22. V 3C (APT) spektru 7 (obrazek 47, piiloha) jsou signaly, d (ppm): 159.83,
155.11, 151.23, 148.23, 135.28, 131.07, 114.45, 64.18, 43.77 a 24.50 - v pozitivnim modu (7
signalll - odpovidajicich kvartérnim uhlikiim a 3 signaly - uhlikiim skupin CH2). Signaly
V negativnim modu, J (ppm) jsou: 135.23, 105.95, 55.97, 54.86, 46.35, 21.90, 21.86 a 10.56
(8 signalti — patii skupinam CH a CH3M*Y). vV {*H-*C}-gHMQC spektru 7 (obrazek 48,
ptiloha) jsou 11 signalt s d1n (J) / d13c (ppm), které po ptifazeni vodikovych signalti pomoci
2D {*H-'H}-gCOSY da se identifikovat: 7.80 / 135.23 (HC®); 6.81 / 105.95 (HC15); 4.67 /
43.77 (HC®); 4.61 (6.8) / 46.35 (HC'®); 4.02 (6.1) / 54.86 (HC®); 3.77 / 55.97 (HC'?>"1*); 3.70
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(10.4) / 64.18 (HoC%); 3.59 (10.7) / 64.18 (HaC?); 1.77 (6.8) / 24.50 (H,C%); 1.60 (7.4) /
24.50 (HaC?); 1.52 (6.8) / 21.90 (HC'78): 1.53 (6.8) / 21.86 (HC'"%) a 0.96 (7.4) / 10.56
(HC?). V {*H-13C}-gHMBC spektru 7 (obrazek 49, piiloha) jsou signély d1zc (ppm) = 159.83
s krospiky, din (ppm.), J (Hz): 5.94, s, HN? (stf. int.) a 4.02, d, 6.1, HC®® (stf. int); d1sc =
155.11 s krospiky, d1n: 6.81, s, HCH® (sl. int.) a 4.67, s, HC® (sl. int.); d1sc = 151.23 s kros-
piky, din: 7.80, s, HC® (stf. int.) a 4.61, t, 6.8, HC® (s. int.); d1sc = 148.23 s krospiky, o, J:
8.35, s, HO' (sl. int.), 6.81, s, HCL1 (s. int.); d13c = 135.28 s krospiky, din, J: 8.35, s, HO'*
(stf. int.), 6.81, s, HC!M5 (stf. int.); d1sc = 131.07 s krospikem, dun: 6.81, s, HCL5 (s, int.) a
4.67, d, 6.2, HC® (sl. int.); d13c = 114.45 s krospikem, d1n: 7.80, s, HC® (st. int.). Miizeme
s jistotou Fict, ze kvartérnimi uhliky, d13c jsou: 114.45 (C°), 131.07 (C9), 135.28 (C%), 148.23
(C1214), 151,23 (C%), 155.11 (CP) a 159.83 (C2). D4l, jsou signaly s disc / 1 (ppm) a J (Hz):
135.23 / 7.80, d, 201.2, HC8 s krospiky s d1+ (ppm): 4.61, d, 6.8, HC (s. int.) a 1.52, d, 6.8,
HC!"18 (stt. int.); 105.95 / 6.81, d, 150.0, HC'*® s krospiky 4.67, s, HC® (sl. int.) a 3.77, s,
HC!2"14 (sl. int.); 64.18 / 3.70, d, 119.0, HyC®/ 3.59, d, 112.7, H.C? s krospiky 5.94, s, HN2
(stf. int.), 4.81, s, HO (sl. int.), 4.02, d, 20.2, HC® (s. int.), 1.77, d, 17.2, HyC?, (stf. int.),
1.60, d, 16.3, HaC? (sti. int.); 55.97 / 3.77, d, 33.4, HC'2"14' s krospikém 6.81, s, HC'15 (st
int.); 54.86 / 4.02, d, 173.4, HC®® s krospiky 5.94, d, 12.0, HN? (sti. int.), 3.70, d, 30.5, H,C%°
(s.int.), 3.59, d, 29.0, H.C? (s. int.), 1.77, t, 46.0, HpC?! (s. int.), 1.60, t, 44.3, H.C? (s. int.),
0.96, t, 12.5, HC? (stf. int.); 46.35 / 4.61, d, 146.5, HC® s krospiky 7.80, s, HC® (s. int.) a
1.52,d, 10.1, HC'"18 (s. int.); 43.77 / 4.67, d, 160.5, HC® s krospikem 6.81, s, HC'!*® (sl. int.);
24.50/1.77, d, 160.2, H,C?!/ 1.60, d, 159.5, H.C? s krospiky 3.70, s, H,C? (stf. int.), 3.59, s,
HaC? (sti. int.), 0.96, d, 7.5, HC? (s. int.); 21.90 / 1.52, d, 192.8, HC"18 s krospikem 4.61, d,
10.1, HC®® (s. int); 21.86 / 1.52, d, 191.7, HCY"18 5 krospikem 4.61, d, 10.0, HCZ® (s. int):
10.56 / 0.96, d, 126.8, HC? s krospiky 4.02, d, 18.3, HC® (stt. int), 1.77, d, 49.9, HyC? (s.
int), 1.60, d, 48.3, H.C? (s. int.). D4 se konstatovat, ze uhliky CH, CHz a CH3 skupin jsou,
d1ac: 10.56 (HC?); 21.86, 21.90 (HC718): 24.50 (HC?Y); 43.77 (HC®); 46.35 (HC®): 54.86
(HC); 55.97 (HC'2*14): 64.18 (HC%); 105.95 (HC11%) a 135.23 (HC?).

V {*H-BN}-gHMBC, (J = 32 Hz) spektru 7 (obrazek 50, piiloha) jsou signaly s d1n / d1sn
(ppm) a J (Hz): 7.62 / 88.75, d, 92.6, HN® bez krospikii; 5.94 / 92.94, dd, 90.3, 14.5, HN2 s
krospiky o1 (ppm) a J (Hz): 3.70, t, 8.0, HpC% (st. int.); 3.59, t, 7.6, HaC? (stf. int.); 1.77, s,
HpC?! (s. int.); 1.60, s, HaC? (s. int.). Dal, smérem do silnych poli jsou signaly: 7.80 / 173.25,
d, 5.4, HC® s krospiky, o1 (ppm), J (Hz): 4.61, t, 6.2, HC®*® (s. int.), 1.52 d, 9.4, HC!7:18 (s,
int.); 5.94/180.01, s, HN? (sl. int.) bez dalsich krospik®; 7.62/189.87, s, HN® (sl. int.) bez
dalsich krospikt také a 7.80 / 238.27, d, 10.2, HC® bez krospikd. Dusikové signaly se da
pritadit, disn (ppm): 88.75 (N°), 92.94 (N2), 173.25 (N9), 180.01 (N°), 189.87 (N*) a 238.27
(N7).
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8.1.8. Interpretace 'H, 2*C a >N signalG{N6-(4-brombenzylamin)-
2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(isopropyl)}purinu.

V H-spektru {N6-(4-brombenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(iso-
propyl)}purinu (8, obrazek 51, ptiloha) jsou 15 signalt, odpovidajicich vodikiim zkoumané
latky, o (ppm) a J (Hz): 7.80, 1H, s; 7,80, 1H, br; 7.51, 2H, dt, 8.4, 2.3; 7.42, 2H, dt, 8.4, 2.3;
5.87,1H, d, 7.7; 4.75, 1H, t, 6.4; 4.73, 2H, br; 4.61, 1H, sep, 6.8; 3.95, 1H, sxtt, 5.5, 2.6; 3.66,
1H, dt, 10.6, 4.5; 3.55, 1H, dt, 9.6, 4.5; 1.73, 1H, sept, 7.4, 1.7; 1.56, 1H, sept, 7.5, 1.7; 1.52,
6H, d, 6.8, HC!718 (pfedpoklad). ' 93 34t 7.4, HC?? (fedpoklad) - predpokladame, Ze signaly, o:
7.80, 1H, br a 4.75, 1H, br patii vodikim HN® a HO?® (jsou — br a je charakteristické pro
hydroxy-, amino- a iminoskupiny)®. Signaly 7.51, 2H, dt, 8.4, 2.3 a 7.42, 2H, dt, 8.4, 2.3
patii vodikim benzylového cyklu HC! a HC!??'4 nebo naopak: HC!?%* a HCE,
Z ostatnich signala: 5.87, 1H, d, 7.7; 4.73, 2H, br; 4.61, 1H, sep, 6.8; 3.95, 1H, sxtt, 5.5, 2.6;
3.66, 1H, dt, 10.6, 4.5; 3.55, 1H, dt, 9.6, 4.5; 1.73, 1H, sept, 7.4, 1.7; 1.56, 1H, sept se da
predpokladat, ze patfi HN?, HC®, HC, HC'®, HapC?, HapC?. V COSY (6 = 90°) spektru 8
(obrazek 52, piiloha) jsou signaly krospiki, J (ppm) a J (Hz): 7.80¢: HN6)/ 4,736 HC9) (g jnt.);
dal: 7.51@ 84) 1 4,736 HC9) (g int.) / 7.42¢ 84 (s, int.) a 7.42¢ 84 [ 751@ 84 (s jnt). 1H
signaly benzylového cyklu miizou byt ptitazeny, § (ppm): 7.80, HN®; 7.51, HC'® a 7.42,
HC!2%4 Dale, smérem do silnych poli jsou krospiky, J (ppm) a J (Hz): 5.87¢ HN2)/ 3,95 55,
HC19) (gtf. int.); 4.75( HO20) / 3 GG HaC20): 4 61(t 68, HCL6) 1 1 5(d 68, HCI7.18) (5 jnt): 3.95( 55,
HC19) | 3 GG(d 106, HBC20) / 3 BE5(d, 96, HaC20) 1 1 73(t 7.4, HbC21) / 1 Bt 75, HaC2D) (5 int.). Analogické,
jako u piedchozich derivatd, signaly 3.66( 106 HbC20) /3 55(d 96, HaC20) 1yaif spoleény krospik
(s. int.), stejnd, jako: 1,73 74 HBC2D) /1 5 7.5 HaC2D). gjong] 1,52( 68 HCITI8) 4 krospik
se signalem 4.61¢ 68 HC18) (g int ) a signal 0.93® 74 HC22) m3 krospiky: 1.56¢ 75 HaC2D) 3 1 73
74, HoC2L) (5 int.). TH signaly se da piifadit, J (ppm) a J (Hz): 0.93, 3H, t, 7.4, HC?; 1.52, 6H,
d, 6.8, HC'"18; 1,56, 1H, sept, 7.5, 1.7, H.C?; 1.73, 1H, sept, 7.4, 1.7, HpC?%; 3.55, 1H, dt,
9.6, 4.5, H.C%; 3.66, 1H, dt, 10.6, 4.5, H,C?’; 3.95, 1H, sxtt, 5.5, 2.6, HC'®; 4.61, 1H, sep, 6.8,
HC?: 4.73, 2H, br, HC®; 4.75, 1H, t, 6.4, HO*"; 5.87, 1H, d, 7.7, HN?; 7.42, 2H, dt, 8.4, 2.3,
HC!214. 7,51, 2H, dt, 8.4, 2.3, HC15: 7.80, 1H, br, HN®; 7.80, 1H, s, HC®.

V {H}*3C-spektru 8 (obrazek 53, ptiloha) jsou 17 uhlikovych signaldi, odpovidajicich
zkoumanému vzorku, ¢ (ppm): 10.58, 21.90, 21.93, 24.48, 42.84, 46.38, 54.87, 64.07, 114.52,
119.96, 130.04, 131.31, 135.40, 140.87, 151.51, 155.10 a 159.79. Da se piedpokladat (>0):
C2, C6, C4, C10, C8, C11,15, C12,14, C13, C5, C20, C19, C16, C9, C21, C17,18, C22. V *C
(APT) spektru 8 (obrazek 54, ptiloha) jsou signaly, 6 (ppm): 159.79, 155.10, 151.51, 140.86,
119.96, 114.52, 64.07, 42.84 a 24.48 - v pozitivnim modu (6 signdli - odpovidajicich
kvartérnim uhlikiim a 3 signaly - uhlikiim skupin CH>). Signal v oblasti stfedn¢ silnych poli s
0 (ppm) = 119.96 mozZna patii kvartérnimu uhliku C13, 1 kdyz musi byt odstinén napojenym
elektronegativnim atomem bromu, tzn. posunut do slabych poli, napiiklad v porovnani
s ptredchozim derivatem (7) u kterého d13c C13 je 135.28 ppm. Ale, tady pusobi tzn. stinici
efekt tézkého atomul®y (Br), vysledkem kterého C13 v 3C spektie bromderivatu je posunut
do silnych poli a Adw 4Br-rosc - 6 40H3,5Me0-rosc) = - 15.32 ppm. Signély v negativnim modu, &
(ppm) jsou: 135.40, 131.31, 130.04, 54.87, 46.38, 21.93, 21.90 a 10.58 (8 signalti — patii
skupinam CH a CHs). V {*H-*C}-gHMQC spektru 8 (obrazek 55, piiloha) jsou 11 signali
s o1n (J) / S1sc (ppm), které po piifazeni vodikovych signaléi pomoci 2D {*H-'H}-gCOSY da
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se identifikovat: 7.80 / 135.40 (HC®); 7.51 (8.4) / 131.31 (HC15); 7.42 (8.4) / 130.04
(HC'21%): 4,73 1 42.84 (HC®); 4.61 (6.8) / 46.38 (HC'®); 3.95 (5.5) / 54.87 (HC'®); 3.66 (10.6)
/ 64.07 (H,C?); 3.55 (9.6) / 64.07 (HaC?); 1.73 (7.4) / 24.48 (HyC?'); 1.56 (7.5) / 24.48
(HaC?Y); 1.52 (6.8) / 21.93 (HC"18); 1.52 (6.8) / 21.90 (HC'"*®) a 0.93 (7.4) / 10.58 (HC??). V
{*H-13C}-gHMBC spektru 8 (obrazek 56, ptiloha) jsou signaly disc (ppm) = 159.79 s kros-
piky, 11 (ppm.), J (Hz): 5.87, s, HN? (st. int.) a 3.95, d, 5.5, HC (stf. int); d13c = 155.10
s krospiky, din: 7.51, s, HC1S (sl. int.) a 4.73, s, HC® (sl. int.); d13c = 151.51 s krospiKy, d1n:
7.80, s, HC8 (stt. int.) a 4.61, t, 6.8, HC® (s. int.); d13c = 140.87 s krospiky, din, J: 7.51, d, 8.4,
HCI5 (s, int.), 7.42, d, 8.4, HC12 (sti. int.) a 4.73, s, HC? (sl. int.); d1sc = 119.96 s kros-
piky, o, J: 7.51, d, 8.4, HCS (stt. int.), 7.42, d, 8.4, HC!21 (s. int.); d13c = 114.52 s kros-
pikem, d1n: 7.80, s, HC® (stf. int.). Po analyze, da se konstatovat, Ze kvartérnimi uhliky, d1sc
jsou: 114.52 (C®), 119.96 (C*® - stinici efekt t&zkého atomul*l), 140.86 (C'°), 151.51 (C%),
155.10 (C®) a 159.79 (C?). Dal, jsou signaly s d1ac / d11 (ppm) a J (Hz): 135.40 / 7.80, d,
201.5, HC® s krospiky s din (ppm): 4.61, d, 6.8, HC'® (s. int.) a 1.52, d, 6.8, HC!"18 (stt. int.);
131.31/7.51, d, 154.1, HC115 s krospiky 7.42, d, 9.0, HC123 (s. int.) a4.73, s, HC® (sl. int.);
130.04 / 7.42, d, 152.0, HC'?* s krospikem 7.51, d, 9.1, HC™!S (s. int.); 64.07 / 3.66, d,
118.8, H,C?/ 3.55, d, 113.0, H.C? s krospiky 5.87, s, HN? (stf. int.), 4.75, s, HO?® (sl. int.),
3.95, d, 21.0, HC® (s. int.), 1.73, d, 17.4, HoC%, (stf. int.), 1.56, d, 16.4, H.C? (stf. int.); 54.87
/ 3.95, d, 172.9, HCY s krospiky 5.87, d, 12.4, HN? (stf. int.), 3.66, d, 30.4, H,C% (s. int.),
3.55, d, 28.8, H.C? (s. int.), 1.73, t, 45.9, HyC?! (s. int.), 1.56, t, 44.2, H,.C? (s. int.), 0.93, t,
12.6, HC?2 (stt. int.); 46.38 / 4.61, d, 146.4, HC®® s krospiky 7.80, s, HC® (s. int.) a 1.52, d,
10.2, HCY"18 (s. int.); 42.84 / 4.73, d, 160.3, HC® s krospikem 7.51, s, HC1® (sl. int.); 24.48 /
1.73, d, 160.1, H,C?'/ 1.56, d, 159.6, HaC?! s krospiky 3.66, s, H,C? (stf. int.), 3.55, s, HaC?
(stf. int.), 0.93, d, 7.4, HC? (s. int.); 21.93 / 1.52, d, 192.8, HCY"18 5 krospikem 4.61, d, 10.0,
HC2® (s. int); 21.90 / 1.52, d, 191.8, HC'"8 s krospikem 4.61, d, 10.1, HC (s. int); 10.58 /
0.93, d, 126.7, HC? s krospiky 3.95, d, 18.2, HC® (stf. int), 1.73, d, 49.8, HyC? (s. int), 1.56,
d, 48.4, H.C? (s. int.). Podle analyzy, se da konstatovat, ze uhliky CH, CH2 a CHs skupin
jsou, disc: 10.58 (HC?); 21.90, 21.93 (HC"18); 24.48 (HC?Y); 42.84 (HC®); 46.38 (HC);
54.87 (HC); 64.07 (HC?); 130.04 (HC214); 131.31 (C*19 a 135.40 (HC?).

V {*H-BN}-gHMBC, (J = 32 Hz) spektru 8 (obrazek 57, ptiloha) jsou signaly s d1n / J1sn
(ppm) a J (Hz): 7.80 / 85.18, d, 81.0, HN® bez krospikii; 5.87 / 93.09, dd, 88.2, 13.7, HN? s
krospiky o11 (ppm) a J (Hz): 3.66, dd, 16.8, 8.9, HpC? (stt. int.); 3.55, d, 6.9, HaC% (stf. int.);
1.73, s, HpC?* (s. int.); 1.56, qui, 8.6, HaC? (s. int.). Dal, smérem do silnych poli jsou signaly:
7.80 / 173.32, d, 9.4, HC8 s krospiky, d1+ (ppm) a J (Hz): 4.61, t, 6.8, HC®® (s. int.); 1.52 d,
9.7, HCY18 (s int.); 7.80 / 179.73, s, HC® bez krospiki; 7.80/191.23, s, HN® bez krospik;
7.80 / 239.27, d, 10.9, HC® bez dalsich krospikt, také. Dusikové signaly se da pfifadit, disn
(ppm): 85.18 (N©), 93.09 (N?), 173.32 (N9), 179.73 (N®), 191.23 (N%) a 239.27 (N).

8.1.9. Interpretace 'H, 13C a !N signali [N6-(2-hydroxy-3-methoxybenzylamin)-
2-(6-amincyklohexylamin)-9-(isopropyl)]purinu.

V H-spektru  [N6-(2-hydroxy-3-methoxybenzylamin)-2-(6-amincyklohexylamin)-9-(iso-

propyl)]purinu (9, obrazek 58, ptiloha) jsou 18 signald, odpovidajicich vodikim zkoumané
latky, ¢ (ppm) a J (Hz): 8.28, 1H, bs; 7.82, 1H, s; 7,60, 1H, br; 6.93, 1H, dd, 7.7, 1.0; 6.86,
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1H, dd, 8.3, 1.4; 6.71, 1H, t, 8.2; 6.15, 1H, d, 7.7; 4.82, 2H, bs; 4.75, 2H, br; 4.63, 1H, sep,
6.8; 3.81, 3H, s, HC!2(predpoldad). 3 63 14 qd, 9.7, 4.5; 2.65, 1H, td, 9.9, 3.5; 2.14, 1H, dd,
11.5, 3.1; 1.94, 1H, dt, 9.0, 4.5; 1.67, 2H, d, 9.0; 1.52, 6H, d, 6.8, HC!7-18 (pfedpokdad). 1 55 44
mm. Piedpokladame, Ze signaly, &: 8.28, 1H, bs a 7.60, 1H, br patii vodikim HO'"" a HN®
(jsou S$iroké, jsou odstinéné a jsou charakteristické pro hydroxy- a iminoskupiny takového
typu)®. Signaly 6.93, 1H, dd, 7.7, 1.0; 6.86, 1H, dd, 8.3, 1.4 a 6.71, 1H, t, 8.2 patii vodikim
benzylového cyklu HC®, HC'® a HC! nebo naopak (v jiném potadi): HC*®, HC'® a HC,
Z ostatnich signalt se da uvest jenom: 6.15, 1H, d, 7.7; 4.75, 2H, br; 4.63, 1H, sep, 6.8 a 3.81,
3H, s, ze podle predpokladu a ve srovnani s predchozimi derivaty, patii: HN?, HC®, HC a
HC!2. V COSY (6 = 90°) spektru 9 (obrazek 59, piiloha) jsou signaly krospiki, J (ppm) a J
(Hz): 7.82(:HC8) | 4 53168, HCI6) (5] int.); 7.60¢ HNO) / 4,756 HC9) (s]int.); 6.93@ 77 / 6.86( 83)
(sti. int.), 6.93@ 71671482 (s int.) a také 6.93® / 4,750 (sl. int.); 6.86( 83/ 6,71 82) (s,
int.) a také 6.861 83 1 6.93@ 77 (stf. int.); 6.714 82 1 6.93@ 77 (s, int.) a 6.71¢82 /6.86( 83)
(s. int.), coz prokazuje pfifazeni signalii benzylového cyklu nasledujicim zptisobem, ¢ (ppm):
6.93, HC™; 6.86, HC'® a 6.71, HC!. Dale, smérem do silnych poli jsou krospiky, § (ppm) a J
(Hz): 6.15 77 HN2) 3 53(d. 9.7, HC19) (5] int.); 4.82( HN207) / 2 g5t 9.9, HC20) (5] int.); 4.75¢ HCA |
7.606 HN6) (5] int.) a 4.756 HC9 1 6,93( 7:7. HC15) (g] jnt.); 4.63( 68 HC16) ; 7 82( HC8) (] jnt.) a
4.63( 68 HC16) j 1 5(d. 68, HCIT.18) (g int); dale: 3.63(@ 7. HCI9) 1 6 15 7.7 HN2) (5] jnt,), 3.63( 97
HC19) 1 2,65 99, HC20) (g jnt.), 3.63(@ 9:7. HC19) /1 g4(d 9.0. HbC24) J 1 D@(s HAC24) (oha dva jsou - s.
int.), 3.63(@ 97, HC19) J 2 14(d, 115, HbC21) ;1 26(s HaC2l) (opa dva jsou - sti. int.), 3.63(@ 7 HC19)
1.67(@ 90, HbC22) 1 1 26 HaC22) (oha dva jsou - sl. int.). Dal, nasleduji signaly krospiku: 2.65® %%
HC20) 1 4,820 HN20) (] jnt.), 2.65® 99 HC20) / 3 §3(d. 9.7, HC19) 1 5 14(d HBC2) /1 9GS HAC2D) (yechny
jSOU _ s, int.), 2.65(t’ 9.9, HC20) / 1.67(d’ 9.0, HbC22)/ 1.26(5’ HaC22)/ 1.94(d, 9.0, HbCZ4)/ 1.26(5’ HaC24)
(vSechny jsou — st¥. int.) a 2.650 99 HC20) /1 g7(d 8.0, HXC23) /1 96(S HaC23) (ohha dva jsou - sl. int.).
Signal s ¢ = 2.14 ppm (H,C?) ma odpovidajici krospiky: 2.14 115 HbC21) /1 9g(s HaC21) 4
2_65(t, 9.9, HC20)/ 1.67(d' 9.0, HbC22)/ 1.26(3’ HaC22) (S. int.), 2.14(d, 11.5, HbC21) / 3.63(d’ 9.7, HC19)/ 1.67(d’
9.0, HBC23) / 1 D(5 HaC2) (st int) a 2.14(¢ 115 HOC2L) / 1 g4(E 90, HOC24) | 1 9g(s HeC24) (g] jnt),
Stejng, jako signal 6 = 2.14 ppm (HpC?') a i signal s ¢ = 1.26 ppm (HaC?) m4 stejné
odpovidajici krospiky se stejnou intenzitou s protony cyklohexylového cyklu. Samoziejmeé,
HaC?! (1.26) a H,C?! (2.14 ppm) maji spole¢ny krospik s. int. Signal s 6 = 1.94 ppm (HpC?*)
ma odpovidajici krospiky: 1.94(@ 90. HiC24) /1 2@(s HaC24) 1 3 g3(d 8.7, HCI9) /1 g7(d 9.0, HbC23)
1.26(5’ HaC23) (S. int.), 1.94(d, 9.0, HbC24) / 2.65“’ 9.9, HCZO)/ 1.67(d’ 9.0, HbCZZ)/ 1.26(5’ HaC22) (Stf'. il’lt.) a
1.94(d 9.0, HoC24) j 9 1 4(d, 115, HbC2L) /1 26(S HaC2L) (g] int.). Signal 0 = 1.26 ppm (HaC?) stejng,
jako signal ¢ = 1.94 ppm (HoC?*) ma stejné odpovidajici krospiky se stejnou intenzitou
s protony cyklohexylového cyklu. No a HoC?* (1.26) a H,C?* (1.94 ppm) maji spoleény kros-
pik s. int. Analogickym zptisobem byly piifazeny signdly HC?? a HC? cyklohexylového
cyklu. No a nakonec, stejné jako u predchozich derivati, signal 1.52(@ 68 HC17.18) 134 krospik
se signalem 4.63¢ 88 HC16) Takze interpretace (pfifazeni) vodikovych signald, & (ppm) a J
(Hz) 9: 1.26, 4H, mm, H.C?2*: 1,52, 6H, d, 6.8, HC"!®; 1.67, 2H, d, 9.0, H,C?*?3; 1.94, 1H,
dt, 9.0, 4.5, Hy,C?%; 2.14, 1H, dd, 11.5, 3.1, H,C?; 2.65, 1H, td, 9.9, 3.5, HC?’; 3.63, 1H, qd,
9.7, 4.5, HC'®; 3.81, 3H, s, HC'?; 4.63, 1H, sep, 6.8, HC'®; 4.75, 2H, br, HC®; 4.82, 2H, bs,
HN2; 6.15, 1H, d, 7.7, HN%; 6.71, 1H, t, 8.2, HC!*: 6.86, 1H, dd, 8.3, 1.4, HC3; 6.93, 1H, dd,
7.7,1.0, HC®; 7.60, 1H, br, HN®; 7.82, 1H, s, HC?; 8.28, 1H, bs, HO'"",

81



V {H}*®C-spektru 9 (obrazek 60, ptiloha) jsou 21 uhlikovych signaldi, odpovidajicich
zkoumanému vzorku, J (ppm): 21.94, 25.37, 25.48, 32.46, 35.21, 39.38, 46.40, 55.03, 55.80,
58.18, 111.00, 114.36, 118.70, 121.48, 127.28, 135.49, 145.21, 148.39, 151.22, 155.04 a
159.85. Da se piedpokladat (>9): C2, C6, C4, C12, C11, C8, C10, C15, C14, C5, C13, C19,
C12’, C20, Cl6, C9, C24, C21, C23, C22, C17,18. V 13C (APT) spektru 9 (obrazek 61,
piiloha) jsou signaly, d (ppm): 159.85, 155.04, 151.22, 148.39, 145.21, 127.28, 114.36, 39.38,
35.21, 32.46, 25.48 a 25.37 - v pozitivnim modu (7 signalti - odpovidajicich kvartérnim
uhlikim a 5 signalt - uhlikim skupin CHjz). Signaly v negativhim modu, ¢ (ppm) jsou:
135.49, 12148, 118.70, 111.00, 58.18, 55.80, 55.03, 46.40 a 21.94 (9 signall — patii
skupindm CH a CHs). V {*H-13C}-gHMQC spektru 9 (obrazek 62, piiloha) jsou 14 signali
krospikti s 611 (J) / d1sc (ppm), které po piifazeni vodikovych signali pomoci 2D {*H-H}-
gCOSY da se identifikovat: 7.82 / 135.49 (HC®); 6.93 (7.7) / 121.48 (HC™); 6.86 (8.3) /
111.00 (HC®); 6.71 (8.2) / 118.70 (HC#); 4.75/ 39.38 (HC®); 4.63 (6.8) / 46.40 (HC'®); 3.81
/ 55.80 (HC'?): 3.63 (9.7) / 58.18 (HC): 2.65 (9.9) / 55.03 (HC%): 2.14 (11.5) / 32.43
(HoC?Y); 1.94 (9.0) / 35.21 (HsC?); 1.67 (9.0) / 25.37 (H,C?); 1.67 (9.0) / 25.48 (HpC?®); 1.52
(6.8) / 21.94 (HCY"18): 1.26 / 32.43 (HaC?); 1.26 / 25.37 (HaC?); 1.26 / 25.48 (H.C*) a 1.26 /
35.21 (HaC?*). V {*H-*C}-gHMBC spektru 9 (obrazek 63, ptiloha) jsou signaly dizc (ppm) =
159.85 s krospiky, din (ppm.), J (Hz): 6.15, s, HN2 (stf. int.) a 3.63, d, 9.7, HC® (stf. int); d1sc
= 155.04 s krospiky, d11: 6.93, s, HC™® (sl. int.) a 4.75, s, HC® (sl. int.); d13c = 151.22 s kros-
piky, din: 7.82, s, HC® (stf. int.) a 4.63, t, 6.8, HC® (s. int.); d1sc = 148.38 s krospiky, din, J:
6.93, d, 7.7, HC™S (sl. int.), 6.86, d, 8.3, HC® (s. int.), 6.71, d, 8.2, HC! (stf. int.) a 3.81, s,
HC!?' (stf. int.); d13c = 145.21 s krospiKy, din, J: 6.93, d, 7.7, HC® (sl. int.), 6.86, d, 8.3, HC!®
(stf. int.), 6.71, d, 8.2, HC* (sl. int.) a 4.75, s, HC® (sl. int.); d1sc = 127.28 s krospiky, din, J:
6.93, d, 7.7, HC (s. int), 6.86, d, 8.3, HC (sl. int.), 6.71, d, 8.2, HCY (sti. int.) a 4.75, s,
HC® (sl. int.) a di1sc = 114.36 s krospikem, din: 7.82, s, HC8 (sti. int.). Po analyze, da se
konstatovat, ze kvartérnimi uhliky, disc jsou: 114.36 (C°), 125.87 (C9), 145.21 (C*'), 148.39
(C2), 151.22 (C%), 155.04 (C%) a 159.85 (C?). Dal, jsou signaly s diac / o (ppm) a J (Hz):
135.49 / 7.82, d, 201.7, HC® s krospiky s o1+ (ppm): 4.63, d, 6.8, HC® (s. int.) a 1.52, d, 6.8,
HC!"18 (sti. int.); 121.48 / 6.93, d, 155.0, HC® s krospiky 6.86, d, 8.3, HC®? (sti. int.), 6.71, d,
8.2, HCY (s. int.) a4.75, s, HC® (sl. int.); 118.70 / 6.71, d, 151.8, HC' s krospiky 6.93, d, 7.7,
HCS (s. int.) @ 6.86, d, 8.3, HC® (s. int.); 111.00 / 6.86, d, 158.2, HC®® s krospiky 6.93, d, 7.7,
HCS (stf. int.), 6.71, t, 8.2, HC (s. int.) a 3.81, s, HC'?' (sl. int.); 58.18 / 3.63, d, 148.8, HC®
s krospiky 6.15, s, HN? (sti. int.), 2.65, t, 10.0, HC® (s. int), 2.14, d, 11.5, H,C?" (sti. int.),
1.94,d, 9.0, HyC?, (s. int.), 1.67, d, 9.0, HyC?2 (stf. int.) a 1.26, s, HaC?2* (sti. int.); 55.80 /
3.81, d, 160.9, HC!? s krospikem 6.86, d, 8.3, HC'® (sl. int.); 55.03 / 2.65, d, 146.0, HC?® s
krospiky 3.69, d, 10.0, HC® (s. int.), 2.14, d, 12.0, H,C?* (s. int.), 1.94, d, 9.0, HyC?* (sti. int.),
1.67,d, 9.0, HC?2 (sl. int.) a 1.26, s, HaC??* (sti. int.); 46.40 / 4.63, d, 192.8, HC s kros-
piky 7.82,'s, HC® (sl. int.), 1.52, d, 7.0, HCY"18; 39.38 / 4.75, d, 134.0, HC? s krospiky 6.93, d,
8.0, HC® (stt. int.) a 6.71, d, 9.0, HC* (sl. int.); 35.21 / 1.94, d, 182.8, H,C?*/ 1.26, d, 180.0,
HoC? s krospiky 3.63, d, 9.7, HC (s. int), 2.65, d, 10.0, HC? (sl. int.), 2.14, d, 12.0, HpC?
(sl. int.), 1.67, d, 9.0, HyC???% (s. int.) a 1.26, s, HaC?2® (stf. int.); 32.46 / 2.14, d, 186.3,
HoC? / 1.26, d, 180.0, HaC?! s krospiky 3.63, d, 10.0, HC (sti. int), 2.65, d, 10.0, HC? (s.
int.), 1.94, d, 9.5, H,C?* (sl. int.), 1.67, d, 9.0, HpC??23 (s. int.) a 1.26, s, HaC?%?* (stf. int.);
25.48 / 1.67, d, 125.0, Hp,C?® / 1.26, d, 120.0, HaC? s krospiky 3.63, d, 10.0, HC?® (stf. int),
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2.65, d, 10.8, HC? (sl. int), 2.14, d, 12.0, H,C? (sti. int.), 1.94, d, 9.0, Hp,C?* (s. int.), 1.67, J -
neni identifikovatelna, HyC?, 1.26, J - nejsou identifikovatelné, H.C?*?22%; 25.37 / 1.67, d,
128.0, HpC?2 / 1.26, d, 125.0, HaC?? s krospiky 3.63, d, 10.0, HC®® (sl. int.), 2.65, d, 10.0,
HC? (stf. int.), 2.14, d, 11.5, H,C?* (s. int.), 1.94, d, 9.0, H,C?* (stf. int.), 1.67, d, 9.0, H,C?
(s. int.) a 1.26, J - nejsou identifikovatelné, HoC?*%324; 21.94 / 1.52, d, 192.8, HC!"8 5 kros-
piky 7.82, s, HC® (sl. int.) a 4.63, d, 7.0, HC® (s. int.). Podle analyzy, se d4 konstatovat Ze
uhliky CH, CH2 a CHs skupin jsou, disc: 21.94 (HC"18): 2537 (HC?), 25.48 (HC?%); 32.46
(HC?); 35.21 (HC?%; 39.38 (HC®); 46.40 (HC®); 55.03 (HC?); 55.80 (HC'?); 58.18 (HC®);
111.00 (HC™®); 118.70 (C*¥; 121.48 (HC'®) a 135.49 (HC?).

V {*H-BN}-gHMBC, (J = 32 Hz) spektru 9 (obrazek 64, piiloha) jsou signaly s 1 / d1sn
(ppm) a J (Hz): 7.60 / 85.52, d, 82.3, HN® bez krospikii; 6.15 / 97.54, dd, 88.0, 12.6, HN? bez
krospikii; 7.82 / 173.61, d, 7.2, HC® s krospiKy, din (ppm) a J (Hz): 4.63, 1, 6.2, HC® (s. int.) a
1.53d, 9.2, HCY"18 (s, int.); 6.15 / 179.07, t, 6.3, HN? bez krospik; 7.60 / 188.17, s, HN® (sl.
int.) bez krospiki; 7.82 / 238.23, d, 10.0, HC8 bez dalsich krospiki, také. Dusikové signély se
da pritadit, d1sn (ppm): 85.52 (N®), 97.54 (N?), 173.61 (N°), 179.07 (N°), 188.17 (N1); neni
pozorovan (N?*) a 238.23 (N').

8.1.10. Interpretace 'H, 3C a N signali [N6-(2-hydroxy-3-methoxybenzylamin)-
2-(4-amincyklohexylamin)-9-(isopropyl)]purinu.

V H-spektru  [N6-(2-hydroxy-3-methoxybenzylamin)-2-(4-amincyklohexylamin)-9-(iso-
propyl)]purinu (10, obrazek 65, priloha) jsou 18 signalti, odpovidajicich vodikiim zkoumané
latky, o (ppm) a J (Hz): 8.30, 1H, bs; 7.81, 1H, s; 7,43, 1H, br; 6.92, 1H, d, 7.7; 6.87, 1H, dd,
8.3,1.4;6.72, 1H, t, 8.2; 5.97, 1H, d, 7.7; 4.80, 2H, br; 4.73, 2H, br; 4.64, 1H, sep, 6.8; 3.82,
3H, s, HC!2(bredpoklad): 3 53 14 'm; 2.65, 1H, t, 11.4; 2.03, 2H, m; 1.86, 2H, m; 1.53, 6H, d,
6.8, HC!718 (pfedpoklad). 1 35 94 ‘mm; 1.24, 2H, mm. Pfedpokladdme, Ze signély, &: 8.30, 1H, bs
a 7.43, 1H, br patii vodikim HO'' a HN® %, Signaly 6.92, 1H, d, 7.7; 6.87, 1H, dd, 8.3, 1.4 a
6.72, 1H, t, 8.2 patfi vodikim benzylového cyklu HC®, HC! a HC¥ (v porovnani
s ptredchozim vzorkem). Z ostatnich signalti se da uvest: 5.97, 1H, d, 7.7; 4.80, 2H, br; 4.77,
2H, br; 4.64, 1H, sep, 6.8 a 3.82, 3H, s, Ze podle pifedpokladu a v porovnani s ptedchozim
derivatem, patfi: HN?, HC®, HN?*" (nebo: HN??', HC®), HC® a HC'?. V COSY (© = 90°)
spektru 10 (obrazek 66, ptiloha) jsou signaly krospikd, d (ppm) a J (Hz): 7.816 HC®) / 4 6468
HC16) (sl.int.); 7.43¢ HN6) 1 4 80 HC9) (sl.int.); 6.92¢ 77/ 6.87 83 (stf. int.), 6.92 77/ ,72¢
82) (s. int.) a také 6.92 / 4.80® (sl. int.); 6.87 83 /6,720 82 (5. int.) a také 6.87@ 83 /
6.92@ 77 (stt. int.); 6.724 82/ 6.92¢ 77 (s, int.) a 6.720: 82/ 6.871 83 (5. int.), coZ potvrzuje
pfifazeni signaléi benzylového cyklu, § (ppm): 6.92, HC™; 6.87, HC® a 6.72, HC'. Dale,
smérem do silnych poli jsou krospiky, d (ppm) a J (Hz): 5.97@ 77, HN2) / 3 53(d 8.7, HC19) (g,
int.); 4.736:HN229 1 2 g5t 114, HC22) (5] jnt.); 4.80(6 HC9 [ 7,436 HNO) (g] int.) a 4.80¢ HC9) / 6,920
77, HCI9) (5], int.); 4.64( 68, HC16) 1 7 81(5 HC8) (g] int.) a 4.64( 68 HC16) /1 53(d 68, HCIT.18) (g jnt);
dale: 3'53((1, 9.7, HC19) / 5.97(d, 7.7, HN2) (Sl int.), 3.53(d, 9.7, HC19) / 2.03(t, 10.0, HbC20) /1_35(t, 10.0, HaC20)
(S. int.), 3_53((1, 9.7, HC19) / 2.03(d, 9.0, HbC24)/ 1.35(5, HaC24) (S. int.), 3_53(d, 9.7, HC19) / 1.86(d’ 11.0, HbC21)/
1.246 HaC2Y) (ot int), 3.53(d 97 HC19) /5 g5t 114, HC22) (5] jnt.). Dal, nasleduji signaly kros-
pikii: 2.65® 114, HC22) 1 4 736 HN22 (g] jnt.), 2,65 114 HC22) 1 3 53(d 9.7, HC19) (g] “jnt,) / 2,03( 100,
HbC20,24)/ 1.35(5, HaC20,24) (Stf'. int.), 2.65(t’ 11.4, HC22) / 1.86(5’ HbC21,23)/ 1.26(5’ HaC21,23) (S. int.). Slgnal
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s ¢ = 2.03 ppm (HpC%:?%), stejné, jako signal s ¢ = 1.35 ppm (HaC?*?*) ma odpovidajici kros-
piky: 3.53(@ 97, HC19) j 1 gg(d, 110, HBC2123) /1 94(s HaC2123) (g jnt,) / 2,650 114 HC22) (g] int.).
Signal s 6 = 1.86 ppm (HxC??®), stejng, jako signal s d = 1.24 ppm (HaC?'?%) ma odpovidajici
krospiky: 3.53@ 7. HC19) (¢t int.) / 2.03(@ 100, HbC20.24) /1 35(s HaC2024) (g jnt ) / 2,65 114 HC22)
(s. int.). Samoziejmé, HaC?? (1.24) a H,C*? (1.86 ppm) maji spole¢ny krospik s. int.,
stejné, jako signaly HaC?%?* (1.35) a HpC?%?* (2.03 ppm) maji spoleény krospik s. int. No a
nakonec, stejnd, jako u piedchozich derivatt signal 1.53(@ 68 HCI718) ma krospik s. int.
se signalem 4.64¢ 68 HC16) Tak7e interpretace (piifazeni) vodikovych signald, & (ppm) a J
(Hz) 10: 1.24, 2H, mm, H,C?%; 1.35, 2H, mm, H,C??*, 1,53, 6H, d, 6.8, HC'"8; 1.86, 2H,
mm, HpC?%; 2.03, 2H, mm, H,C?*24; 2,65, 1H, t, 11.4, HC?; 3.53, 1H, m, HC'®; 3.82, 3H, s,
HC!2; 4.64, 1H, sep, 6.8, HC'®; 4.73, 2H, br, HN??’; 4.80, 2H, br, HC®; 5.97, 1H, d, 7.7, HN?
6.72, 1H, t, 8.2, HC'* 6.87, 1H, dd, 8.3, 1.4, HC®3; 6.92, 1H, d, 7.7, HC*®; 7.43, 1H, br, HNS;
7.81, 1H, s, HC?; 8.30, 1H, bs, HO'"".

V {H}3C-spektru 10 (obrazek 67, piiloha) jsou 19 uhlikovych signal, odpovidajicich
zkoumanému vzorku, ¢ (ppm): 21.90, 31.87, 35.61, 39.38, 46.46, 47.48, 50.25, 55.80, 111.07,
114.35, 118.75, 121.50, 127.20, 135.55, 145.16, 148.35, 151.38, 155.14 a 158.95. D4 se
predpokladat (>0): C2, Ce6, C4, C12, Cl11, C8, C10, C15, C14, C5,C13, C12’,C19, C22, Cl6,
C9, C21,23, C20,24, C17,18. V 3C (APT) spektru 10 (obrazek 68, piiloha) jsou signaly, &
(ppm): 158.95, 155.14, 151.38, 148.35, 145.16, 127.20, 114.35, 39.38, 35.61 a 31.87 -
V pozitivnim modu (7 signali - odpovidajicich kvartérnim uhlikiim a 3 signaly - uhlikim
skupin CH>). Signaly v negativnim modu, ¢ (ppm) jsou: 135.55, 121.50, 118.75, 111.07,
55.80, 50.25, 47.48, 46.46 a 21.90 (9 signali — patfi skupinam CH a CHs). V {*H-3C}-
gHMQC spektru 10 (obrazek 69, piiloha) jsou 12 signala krospikt s d1n (J) / d13c (ppm), které
po pfifazeni vodikovych signali pomoci 2D {*H-'H}-gCOSY d4 se identifikovat: 7.81 /
135.55 (HC?®); 6.92 (7.7) / 121.50 (HC®); 6.87 (8.3) / 111.07 (HC); 6.72 (8.2) / 118.75
(HC); 4.80 / 39.38 (HC®); 4.73 / 46.46 (HC); 3.82 / 55.80 (HC'?); 3.53 (9.8) / 55.25
(HC®); 2.65 (11.4) / 47.48 (HC%); 2.03 (11.5) / 31.87 (H,C??%); 1.86 (11.5) / 35.61
(HoC?12%); 1.53 (6.8) / 21.90 (HC"'8); 1.35 (11.5) / 31.87 (HaC?*?¥); 1.24 (11.5) / 35.61
(HaC?12%). V {*H-3C}-gHMBC spektru 10 (obrazek 70, piiloha) jsou signaly disc (ppm) =
158.95 s krospiky, din (ppm.), J (Hz): 5.97, s, HN? (stf. int.) a 3.53, d, 9.8, HC® (stf. int); d1ac
= 155.14 s krospiky, din: 6.92, s, HC® (sl. int.) a 4.80, s, HC® (sl. int.); d13c = 151.38 s kros-
piky, oH: 7.81, s, HC?8 (sti. int.) a 4.64, t, 6.8, HC® (s. int.); d13c = 148.35 s krospiky, d1H, J:
6.92, d, 7.7, HC® (sl. int.), 6.87, d, 8.3, HC®3 (s. int.), 6.72, d, 8.2, HC (sti. int.) a 3.82, s,
HC!? (stf. int.); d13c = 145.16 s krospiKy, din, J: 6.92, d, 7.7, HC® (sl. int.), 6.87, d, 8.3, HC'®
(stf. int.), 6.72, d, 8.2, HC (sl. int.) a 4.80, s, HC® (sl. int.); d13c = 127.20 s krospiky, din, J:
6.92, d, 7.7, HC® (s. int.), 6.87, d, 8.3, HC®3 (sl. int.), 6.72, d, 8.2, HC!* (st. int.) a 4.80, s,
HC® (sl. int.) a d13c = 114.35 s krospikem, din: 7.81, s, HC® (sti. int.). Po analyze, da se
konstatovat, ze kvartérnimi uhliky, disc jsou: 114.35 (C°), 127.20 (C'9), 145.16 (C*'), 148.35
(C*?), 151.38 (C*), 155.14 (C°) a 158.95 (C?). Dal, jsou signaly s diac / o (ppm) a J (Hz):
135.55/ 7.81, d, 201.2, HC?® s krospiky s d1n (ppm): 4.64, d, 6.8, HC® (s. int.) a 1.53, d, 6.8,
HC"18 (stf. int.); 121.50/ 6.92, d, 155.1, HC® s krospiky 6.87, d, 8.3, HC'® (sti. int.), 6.72, d,
8.2, HC™ (s. int.) a 4.80, s, HC® (sl. int.); 118.75/6.72, d, 151.8, HC* s krospiky 6.92, d, 7.7,
HC? (s. int.) a6.87, d, 8.3, HC® (s. int.); 111.07 / 6.87, d, 158.1, HC*3 s krospiky 6.92, d, 7.7,
HC® (stt. int.), 6.72, t, 8.2, HC' (s. int.) a 3.82, s, HC'?" (sl. int.); 55.80 / 3.82, d, 170.0,
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HC!?'s krospikem 6.87, d, 8.3, HC!2 (sl. int.); 50.25 / 3.53, d, 148.6, HC'® s krospiky 5.97, s,
HN? (stf. int.), 2.65, t, 11.4, HC? (sl. int.), 2.03, d, 10.0, H,C%*? (s. int.), 1.86, d, 9.8, H,C?!?3
(stf. int.), 1.35, d, 10.0, HaC??4, (s. int.) a 1.24, d, 9.8, H,C?1Z (stf. int.); 47.48 / 2.65, d,
183.0, HC? s krospiky 4.78, s, HN??' (sl. int.), 3.53, d, 10.0, (sl. int.), 2.03, d, 10.0, H,C??*
(stf. int.), 1.86, d, 9.8, HyC?>? (s. int.), 1.35, d, 10.0, HaC?>?* (stf. int.), 1.24, d, 9.8, H.C?1%
(s. int.); 46.46 / 4.64, d, 192.9, HC'® a s krospiky 7.81, s, HC® (sl. int.) a 1.53, d, 6.8, HC!"18
(s.int.); 39.38/4.80, d, 134.2, HC® s krospiky 6.92, d, 7.7, HC'® (sti. int.) 2 6.72, d, 8.2, HC*
(sl. int.); 35.61 / 1.86, d, 182.3, HyC?12® / 1.24, d, 181.0, H.C?% s krospiky 3.53, d, 10.0,
HC® (stf. int), 2.65, d, 11.4, HC?? (s. int.), 2.03, d, 10.0, H,C?*?* (s. int.) a 1.35, d, 10.0,
HaC?%24 (s. int.); 31.87 / 2.03, d, 186.5, H,C?°?* / 1.35, d, 180.2, HaC?®?* s krospiky 3.63, d,
10.0, HCY (s. int), 2.65, d, 11.4, HC?? (stf. int.), 1.86, d, 9.8, HpC?:% (s. int.) a 1.24, d, 9.8,
H.C#2 (s. int.); 21.90 / 1.53, d, 192.8, HC!"!8 s krospiky 7.82, s, HC® (sl. int.) a 4.64, d, 6.8,
HC?® (s. int.). Podle analyzy, se da konstatovat, ze uhliky CH, CH, a CHs skupin jsou, disc:
21.90 (HC"18): 31.87 (HC%2#), 35,61 (HC?%3); 39.38 (HC®); 46.46 (HC); 47.48 (HC?);
50.25 (HC); 55.80 (HC'?); 111.07 (HC®); 118.75 (C*¥; 121.50 (HC'®) a 135.55 (HC?).

V {*H-BN}-gHMBC, (J = 32 Hz) spektru 10 (obrazek 71, ptiloha) jsou signaly s d1n /
S1sn (ppm) a J (Hz): 7.43 / 90.55, d, 89.6, HN® (sl. int.) bez krospiki; 5.97 / 100.31, dd, 87.2,
10.6, HN? bez krospiki; 7.81 / 173.86, s, HC® s krospikem, d11 (ppm) a J (Hz): 1.53 d, 6.7,
HC!"18 (s, int.); 5.97 / 176.93, s, HN? (sl int.) bez dalsich krospikd; 7.43 / 187.36, s, HN® (sl.
int.) bez dal3ich krospikii a 7.81 / 239.40, d, 8.5, HC® bez dalsich krospikii. Dusikové signaly
se da prifadit, disn (ppm): 90.55 (N°), 100.31 (N?), 173.86 (N°), 176.93 (N°), 187.36 (NY),
239.40 (N7, neni pozorovan N?2,

8.1.11. Interpretace 'H, 13C a N signali [N6-(2-hydroxybenzylamin)-
2-(1,3-propylendiamin)-9-(isopropyl)]purinu.

V H-spektru  [N6-(2-hydroxybenzylamin)-2-(1,3-propylendiamin)-9-(isopropyl)]purinu
(11, obrazek 72, ptiloha) jsou 15 signalt, odpovidajicich vodikiim zkoumané latky, ¢ (ppm) a
J (Hz): 9.30, 1H, br; 7.83, 1H, s; 7,71, 1H, br; 7.31, 1H, dd, 7.6, 1.3; 7.10, 1H, td, 7.8, 1.3;
6.88, 1H, dd, 8.1, 1.2; 6.75, 1H, td, 7.4, 1.1; 6.44, 1H, t, 7.1; 5.73, 2H, br; 4.71, 2H, d, 5.5;
4.64, 1H, sep, 6.8; 3.50, 2H, sep, 5.9; 2.79, 2H, t, 6.0; 1.77, 2H, qui, 6.6; 1.53, 6H, d, 6.9.
Piedpokladame, e signaly, 6: 9.30, 1H, br a 7.71, 1H, br patii vodikim HO'" a HNS 1],
Signaly 7.31, 1H, dd, 7.6, 1.3; 7.10, 1H, td, 7.8, 1.3; 6.88, 1H, dd, 8.1, 1.2 a 6.75, 1H, td, 7.4,
1.1 patii vodikiim benzylového cyklu HC'®, HC®, HC!2 a HC* nebo HC!?, HC!, HCY a
HC., Z ostatnich signala se da uvest: 4.64, 1H, sep, 6.8 a 1.53, 6H, s, Ze podle piedpokladu a
Vv porovnani s pfedchozimi derivaty, patii: HC'® a HC'"8, V COSY (6 = 90°) spektru 11
(obrazek 73, ptiloha) jsou signaly krospikt, & (ppm) a J (Hz): 7.81© HC®)/ 4 6468, HCI6)
(sl.int.); 7.716: HN8) /4 71(A55HC9) (g] jnt.); 7.31@ 78) 1 7,10 7®) (stt. int.), 7.31 70 / 6,880 82
(sl. int.) 7.31@ 7)1 6,750 74 (5. int.) a také 7.31@ 70/ 47159 (s]. int.); 7.10¢ 78/ 7.31@ 7:6)
(stf. int.), 7.10¢ 78 /6,88 8D (s int.) a 7.10¢ 7/ 6.75¢ 74 (s. int.); 6.88@ 8D /7,31 76) (g],
int.), 6.88@ 839 /71078 (s int.), 6.88@ 8D/ 6,750 74 (stt. int.); 6.75¢ 74 1 7.31@ 79 (s, int.),
6.75¢ 74 1 7.10¢ 78 (s, int.), 6.75¢ 74 / 6.88@ &V (sti. int.), coZ prokazuje pfitazeni signalt
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benzylového cyklu nasledujicim zpiisobem, ¢ (ppm): 7.31, HC®; 7.10, HC®, 6.88, HC'? a
6.75, HC. Dale, smérem do silnych poli jsou krospiky, J (ppm) a J (Hz): 6.44© HN2)J 3 50
59, HCI9) (5], int.); 5.73@® HN21 /2 79(t 6.0, HC2Y) (] “int); 4.71( 55 HCA) j 7716 HNO) (g] "int) a
4,710 55 HC9) /7 31(d 7.6, HCIS) (g] jnt.); 4.64( 68 HCI6) /7 83(s HC8) (5], int.) a 4.64( &8 HC16)
1.53 68, HCI.18) (g int.); dale: 3.50% 9 HC19) 1 6,446 HN2) (g] jnt,), 3.50® 59 HC19) /2 79(t 60,
HC2) (stf. int.), 3.50(0 59 HC19) j 1 770 66, HC20) (g jnt,): 2,79 60, HC2) /5 730, HN21) (g jnt),
2_79(t, 6.0, HC21) / 3.5o(t, 5.9, HC19) (Stf‘. il’lt.) a 2-79(t, 5.9, HC21)/ 1.77(t, 6.6, HC20) (S. mt), 1.77(t, 6.6, HC20) /
3.50® 59 HC19) (g jnt), 1.77 66 HC20) y 2 79(t 6.0, HC21) (5 int)). No a nakonec, stejné, jako u
piedchozich derivati, signal 1.53(@ 69 HCIT.18) ;4 krospik se signalem 4.64¢ 68 HC16) (s jnt)).
Takze, interpretace (pfifazeni) vodikovych signala, ¢ (ppm) a J (Hz) 11: 1.53, 6H, d, 6.9,
HC!"18; 1.77, 2H, qui, 6.6, HC?®; 2.79, 2H, t, 6.0, HC?!; 3.50, 2H, sep, 5.9, HC'®; 4.64, 1H,
sep, 6.8, HC'®; 4.71, 2H, d, 5.5, HC®; 5.73, 2H, br, HN?!; 6.44, 1H, t, 7.1, HN?; 6.75, 1H, td,
7.4,1.1, HC'* 6.88, 1H, dd, 8.1, 1.2, HC*?; 7.10, 1H, td, 7.8, 1.3, HC®3; 7.31, 1H, dd, 7.6, 1.3,
HC?®; 7.71, 1H, br, HN®; 7.83, 1H, s, HC?; 9.30, 1H, br, HO'!",

V {H}3C-spektru 11 (obrazek 74, piiloha) jsou 18 uhlikovych signali, odpovidajicich
zkoumanému vzorku, ¢ (ppm): 21.83, 21.93, 32.90, 38.55, 39.22, 39.59, 46.39, 50.25, 114.21,
116.18, 119.01, 126.77, 128.42, 129.95, 135.55, 151.26, 155.02, 156.24 a 159.55. Da se
predpokladat (>0): C2, C11’, C6, C4, C8, C15, C13, C10, C14, C12, C5, C16, C9, C21, C19,
C20, C17,18. V BC (APT) spektru 11 (obrazek 75, piiloha) jsou signaly, 6 (ppm): 159.55,
156.24, 155.02, 151.26, 126.77, 114.21, 39.59, 39.22, 38.55 a 312.90 - v pozitivnim modu (6
signald - odpovidajicich kvartérnim uhlikiim a 4 signaly - uhlikim skupin CH). Signaly
V negativnim modu, J (ppm) jsou: 135.55, 129.95, 128.42, 119.01, 116.18, 46.39, 21.93 a
21.83 (8 signalti — patii skupindm CH a CHs). V {*H-*C}-gHMQC spektru 11 (obrazek 76,
ptiloha) jsou 12 signalti krospiki s o1+ (J) / d13c (ppm), které po piitazeni vodikovych signalt
pomoci 2D {*H-'H}-gCOSY da se identifikovat: 7.83 / 135.55 (HC®); 7.31 (7.6) / 129.95
(HC™); 7.10 (7.8) / 128.42 (HC'®); 6.88 (8.1) / 116.18 (HC?); 6.75 (7.4) / 119.01 (HC);
4.71 (5.5) / 39.59 (HC®); 4.64 (6.8) / 46.39 (HC); 3.50 (5.9) / 38.55 (HC); 2.79 (6.0) /
39.22 (HC%); 1.77 (6.6) / 32.90 (HC%); 1.53 (6.9) / 21.93, 21.83 (HC!"18), v {*H-3C}-
gHMBC spektru 11 (obrazek 77, pfiloha) jsou signaly dizc (ppm) = 159.55 s krospiky, JiH
(ppm.), J (Hz): 6.44, s, HN? (stf. int.) a 3.50, d, 5.9, HC® (sti*. int); d13c = 156.24 s krospiky,
o, J (Hz): 7.31, d, 7.6, HC® (sl. int.), 7.10, t, 7.8, HC™® (sti. int.), 6.88, d, 8.1, HC'? (s. int.),
6.75, t, 7.4, HC (sl. int.) a 4.71, d, 5.5, HC® (sl. int.); d13c = 155.02 s krospiky, d1n, J: 7.31,
d, 7.6, HC® (sl. int.) a 4.71, d, 5.5, HC® (sl. int.); d13c = 151.26 s krospiky, d1n, J: 7.83, s, HC®
(stf. int.) a 4.64, t, 6.8, HC (s. int.); d13c = 126.77 s krospiky, dn, J: 7.31, d, 7.6, HC™ (s.
int.), 7.10, t, 7.8, HC® (sl. int.), 6.88, d, 8.1, HC*? (sl. int.), 6.75, t, 7.4, HC* (stf. int.) a 4.71,
d, 5.5, HC® (sl. int.) a d1ac = 114.21 s krospikem, d1n: 7.83, s, HC8 (sti. int.). Po analyze, da se
konstatovat, ze kvartérnimi uhliky, disc jsou: 114.21 (C®), 126.77 (C*°), 151.26 (C*), 155.02
(CY), 156.24 (C'") a 159.55 (C?). D4l, jsou signaly s diac / S (ppm) a J (Hz): 135.55 / 7.83,
d, 201.1, HC® s krospiky s din (ppm): 4.64, d, 6.8, HC!® (s. int.) a 1.53, d, 6.9, HC"18 (stt.
int.); 129.95 / 7.31, d, 155.8, HC™ s krospiky 7.10, t, 7.8, HC'® (stt. int.), 6.88, d, 8.1, HC'?
(sl.int.), 6.75, 1, 7.4, HC! (s. int.) a4.71, d, 5.5, HC® (sl. int.); 128.42/ 7.10, d, 158.8, HC3 s
krospiky 7.31, d, 7.6, HC® (sti. int.), 6.88, d, 8.1, HC'? (s. int.) a 6.75, t, 7.4, HC (s. int.);
119.01/6.75, d, 157.9, HC* s krospiky 7.31, d, 7.6, HC*® (s. int.), 7.10, t, 7.8, HC® (s. int.) a
6.88, d, 8.1, HC'? (stt. int.); 116.18 / 6.88, 162.3, HC'? s krospiky 7.31, d, 7.6, HC*® (sl. int.),
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7.10, 1, 7.8, HC® (s. int) a 6.75, t, 7.4, HC (stf. int.); 46.39 / 4.64, d, 192.9, HC'® s kros-
piky 7.83, s, HCE (sl. int.) a 1.53, d, 6.9, HC'"*® (s. int.): 39.59 / 4.71, d, 134.5, HC® s kros-
piky 7.31, d, 7.6, HC™ (stf. int.) a 6.75, t, 7.4, HC (sl. int.); 39.22 / 2.79, d, 203.0, HC? s
krospiky 5.73, s, HN?!" (sl. int.), 3.50, t, 6.0, HC'® (stf. int.) a 1.77, t, 7.0, HC? (s. int.); 38.55
/ 3.50, d, 199.6, HC'® s krospiky 6.44, s, HN? (st. int.), 2.79, t, 6.0, HC? (stf. int.) a 1.77, t,
7.0, HC? (s. int.); 32.90 / 1.77, d, 198.5, HC? s krospiky 3.50, t, 6.0, HC' (s. int.) a 2.79, 1,
6.0, (s. int); 21.93 / 1.53, d, 193.0, HC"!® s krospiky 7.83, s, HC? (sl. int.) a 4.64, d, 6.8,
HC (s. int.) a 21.83 / 1.53, d, 193.1, HC'"'® s krospiky 7.83, s, HC® (sl. int.) a 4.64, d, 6.8,
HC® (s. int.). Po analyze, se d4 konstatovat ze uhliky CH, CH2 a CHs skupin jsou, disc:
21.83, 21.93 (HC"18); 32.90 (HC?), 38.55 (HC); 39.22 (HC?); 39.59 (HC®); 46.39 (HC®®);
116.18 (HC®); 119.01 (HC); 128.42 (HC3); 129.95 (C'® a 135.55 (HC?).

V {*H-BN}-gHMBC, (J = 32 Hz) spektru 11 (obrazek 78, ptiloha) jsou signaly s d1n /
S1sn (ppm) a J (Hz): 7.71 7 86.89, dd, 81.1, 17.1, HNS bez krospikii; 6.44 / 85.44, d, 88.3, HN?
s krospiKy, o1 (ppm) a J (Hz): 3.50, d, 6.0, HC® (s. int.) a 1.77 d, 7.1, HC? (stf. int.); 7.83 /
174.10, s, HC® s krospikem 1.53, d, 6.9, HC"!® (s. int.); 6.44 / 179.96, s, HN? (sl. int.) bez
dalsich krospika; 7.71 / 187.21, s, (sl. int.) bez krospikia a 7.83 / 238.70, d, 12.7, HC® bez
dalsich krospikti. Dusikové signaly se da piifadit, d1sn (ppm): 85.44 (N2), 86.89 (N°), 174.10
(N®), 179.96 (N2), 187.21 (N') a 238.70 (N’), neni pozorovan (N21).

8.1.12. Interpretace *H, 3C a >N signali {N6-(4-aminobenzensulfonamid)-
2-[(1-hydroxymethylpropyl)amin]-9-(iso-propyl)}purinu.

V H-spektru  {N6-(4-aminobenzensulfonamid)-2-[(1-hydroxymethylpropyl)amin]-9-(iso-
propyl)}purinu (12, obrazek 79, ptiloha) jsou 16 signali, odpovidajicich vodikiim zkoumané
latky, o (ppm) a J (Hz): 9.75, 1H, bs; 8,39, 2H, dt, 9.1, 2.0; 8.00, 1H, s; 7.85, 2H, d, 9.0; 7.25,
2H, bs; 6.50, 1H, br; 4.84, 1H, br; 4.69, 1H, sep, 6.8; 4.05, 1H, sxtt, 5.7, 2.6; 3.76, 1H, dd,
10.8, 5.1; 3.66, 1H, dd, 10.7, 5.6; 1.84, 1H, sept, 7.5, 1.6; 1.65, 1H, sep, 7.6; 1.57, 6H, d, 6.9,
HC!7.18 (predpoklad). 1 07 3H, t, 7.4, HC?? (Predpoklad) "pyednoklddame, Ze signaly, 6: 9.75, 1H, bs;
7.25, 2H, bs; 6.50, 1H, br a 4.84, 1H, br patii vodikéiim HN®, HN®, HN? a HO?*" (jsou — §iroké
a je charakteristické pro hydroxy-, amino- a iminoskupiny)™. Signaly 8.39, 2H, dt, 9.1, 2.0 a
7.85, 2H, d, 9.0 patii vodikiim benzenového cyklu HC*® a HC!214 nebo naopak: HC'?!4 g
HC15 Z ostatnich signéld: 4.69, 1H, sep, 6.8; 4.05, 1H, sxtt, 5.7, 2.6; 3.76, 1H, dd, 10.8,
5.1; 3.66, 1H, dd, 10.7, 5.6; 1.84, 1H, sept, 7.5, 1.6; 1.65, 1H, sep, 7.6 Vv porovnani
s predchozimi derivaty se da predpokladat, ze patii HC®, HC®, HapC?, HapC?. V COSY (6
= 90°) spektru 12 (obrazek 80, piiloha) jsou signaly krospikd, 6 (ppm) a J (Hz): 9.75¢ HN6);
8.39@ 91 HCILIS) (q]int.); dal: 8.39@ 91 / 785 90 HC1214) (s jnt). H signaly HN® a
benzenového cyklu miizou byt piifazeny, 6 (ppm): 9.75, HNS; 8.39, HC!1° a 7.85, HC214,
Déle, smérem do silnych poli jsou krospiky, 6 (ppm) a J (Hz): 6.50¢ HN2) /4 05 57, HCI9) (gt
int.); 4.84( H020) 3 76(s HaC20): 4 gQ(t. 68, HC16) J 1 57(d, 69, HCLT18) (g jnt); 4.05( 57 HC19)
3.76(¢ 108, HbC20) / 3 gg(d, 10.7, HaC20) 1 1 g4t 7.5 HbC2L) j 1 G5(L 7.6, HAC2L) (g int ). Jako u piedchozich
derivatt, signaly 3.76(: 108 HbC20) / 3 6g(d. 107, HaC20) pyqif spolecny krospik (s. int.), stejné, jako:
1.84(t 7.5, HbC21) /1 g5t 76, HAC2L) (g int.); signal 1.57@ 69 HC1118) ;4 krospik se signalem 4.69¢
68, HC16) (s, int.) a signal 1.01®% 74 HC22) ;3 krospiky: 1.650 76 HaC21) 5 1 g4(t 7.5 HbC2L) (g jnt ),
H signaly se da ptitadit, 6 (ppm) a J (Hz): 1.01, 3H, t, 7.4, HC??; 1.57, 6H, d, 6.9, HC"18,
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1.65, 1H, sep, 7.6, HaC?; 1.84, 1H, sept, 7.5, 1.6, H,C?; 3.66, 1H, dd, 10.7, 5.6, H.C?; 3.76,
1H, dd, 10.8, 5.1, Hy,C?%; 4.05, 1H, sxtt, 5.7, 2.6, HC'®; 4.69, 1H, sep, 6.8, HC'®; 4.84, 1H, br,
HO?; 6.50, 1H, br, HN?; 7.25, 2H, s, HN®; 7.85, 2H, d, 9.0, HC'?14; 8.00, 1H, s, HC?; 8.39,
2H, dt, 9.1, 2.0, HC'15; 9.75, 1H, bs, HN®.

V {H}!3C-spektru 12 (obrazek 81, piiloha) jsou 16 uhlikovych signalii, odpovidajicich
zkoumanému vzorku, ¢ (ppm): 10.54, 21.80, 21.92, 24.41, 46.60, 55.13, 63.77, 114.99,
119.24, 126.72, 136.75, 136.98, 144.23, 152.14, 152.18 a 159.37. Da se ptedpokladat (>0):
C2, C6, C4, C13, C10, C8, C12,14, C11,15, C5, C20, C19, C16, C21, C17,18, C22. V °C
(APT) spektru 12 (obrazek 82, piiloha) jsou signaly, 0 (ppm): 159.37, 152.18, 152.14, 144.23,
136.98, 114.99, 63.77 a 24.41 - v pozitivnim modu (6 signdll - odpovidajicich kvartérnim
uhlikim a 2 signaly - uhlikim skupin CH2). Signaly v negativnim modu, ¢ (ppm) jsou:
136.75, 126.72, 119.24, 55.13, 46.60, 21.92, 21.80 a 10.54 (8 signalli — patfi skupinam CH a
CHs). V {*H-1C}-gHMQC spektru 12 (obrazek 83, piiloha) jsou 10 signalii s d1n (J) / d1sc
(ppm), které po piifazeni vodikovych signalti pomoci 2D {*H-!H}-gCOSY d4 se identifikovat:
8.39 (9.1) / 119.24 (HC1%); 8.00 / 136.75 (HC8): 7.85 (9.0) / 126.72 (HC'214): 4.69 (6.8) /
46.60 (HC); 4.05 (5.7) / 55.13 (HCY); 3.76 (10.8) / 63.77 (H,C%): 3.66 (10.7) / 63.77
(HaC?®); 1.84 (7.5) / 24.41 (HuC?); 1.65 (7.6) / 24.41 (H.C?); 1.57 (6.9) / 21.92, 21.80
(HCY18) 3 1.01 (7.4) / 10.54 (HC?). V {*H-13C}-gHMBC spektru 12 (obrazek 84, piiloha)
jsou signaly d1ac (ppm) = 159.37 s krospiky, d1n (ppm.), J (Hz): 6.50, s, HN? (sl. int.) a 4.05,
d, 5.7, HC® (stf. int); d1ac = 152.18 s krospiky, oin: 9.75, s, HNE (sl. int.) a 8.39, d, 9.1,
HCI5 (sl. int.); disc = 152.14 s krospiky, din: 8.00, s, HCB (stf. int.) a 4.69, t, 6.8, HC (s.
int.); o13c = 144.23 s krospiKy, d1n, J: 8.39, d, 9.1, HC™® (stf. int.) a 7.85, d, 9.0, HC!214 (s,
int.); d13c = 136.98 s krospiky, din, J: 9.75, s, HC (sl. int.), 8.39, d, 9.1, HC™ (s. int.) a
7.85, d, 9.0, HC12% (sti. int.); d1ac = 114.99 s krospikem, din: 8.00, s, HC8 (stf. int.). Po
analyze, da se uvést, ze kvartérnimi uhliky, d1ac jsou: 114.99 (C®), 136.98 (C9), 144.23 (C3),
152.14 (C*), 152.18 (C®) a 159.37 (C?). D4, jsou signaly s disc / o1n (ppm) a J (Hz): 136.75 /
8.00, d, 202.0, HC® s krospiky s d1n (ppm): 4.69, d, 6.8, HC® (s. int.) a 1.57, d, 6.9, HC"18
(stf. int.); 126.72 / 7.85, d, 160.2, HC'?* s krospikem 8.39, d, 9.1, HC!' (s. int.); 119.24 /
8.39, d, 159.0, HC1® s krospikem 7.85, d, 9.0, HC1214 (s. int.); 63.77 / 3.76, d, 119.0, H,C?/
3.66, d, 113.5, HaC? s krospiky 6.50, s, HN? (sl. int.), 4.84, s, HO?® (sl. int.), 4.05, d, 21.1,
HC? (s. int.), 1.84, d, 17.2, HpC?:, (stf. int.), 1.65, d, 16.6, HaC?! (sti. int.); 55.13 / 4.05, d,
173.1, HC® s krospiky 6.50, s, HN? (sl. int.), 3.76, d, 30.3, H,C% (s. int.), 3.66, d, 28.7, H,.C%®
(s.int.), 1.84, t, 43.0, HC? (s. int.), 1.65, t, 44.0, HaC?! (s. int.) a 1.01, t, 12.5, HC? (stf. int.);
46.60 / 4.69, d, 146.5, HC® s krospiky 8.00, s, HC? (s. int.) a 1.57, d, 10.0, HCY"8 (s. int.);
24.41/1.84,d, 160.1, H,C?!/ 1.65, d, 159.7, H.C? s krospiky 3.76, s, H,C? (stt. int.), 3.66, s,
H,C% (stf. int.), 1.01, d, 7.4, HC? (s.int.); 21.92 / 1.57, d, 192.8, HC1718 g krospiky 8.00, s,
HC?8 (sti. int.) a 4.69, d, 10.0, HC?® (s. int); 21.80 / 1.57, d, 191.9, HC!"18 5 krospiky 8.00, s,
HC?8 (stt. int.) a 4.69, d, 10.1, HC® (s. int); 10.54 / 1.01, d, 126.9, HC?? s krospiky 4.05, d,
18.1, HC?® (st. int), 1.84, d, 49.3, HpC?* (s. int) a 1.65, d, 48.6, H,C? (s. int.). Po analyze, se
dé uvést, ze uhliky CH, CH, a CHs skupin jsou, disc: 10.54 (HC?); 21.80, 21.92 (HC!"18);
24.41 (HC?Y); 46.60 (HC): 55.13 (HC); 63.77 (HC?); 119.24 (HC%); 126.72 (C24 a
136.75 (HC?).

V {*H-BN}-gHMBC, (J = 32 Hz) spektru 12 (obrazek 85, ptiloha) jsou signaly s d1n /
d1sn (ppm) a J (Hz): 6.50 / 94.59, d, 99.4, HN? s krospiky: 4.05, d, 6.2, HCY (s. int.), 3.76, t,
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8.4, HpC? (stt. int.), 3.66, t, 8.4, Hi.C? (stf. int.), 1.84, s, HpC?! (stf. int.) a 1.65, d, 10.5, H.C%
(stf. int.); 7.25/ 95.10, d, 77.8, HN® bez dalsich krospik®; 9.75 / 105.38, d, 91.7, HN® s kros-
pikem 8.39, d, 8.9, HC'!*° (s. int.). D4l, smérem do silnych poli jsou signaly: 8.00 / 173.99, d,
6.7, HC® s krospiky, din (ppm) a J (Hz): 4.69, t, 4.0, HC®® (s. int.) a 1.57 d, 5.7, HC!"18 (s,
int.); 6.50 / 195.93, s, HN? (sl. int.) bez dalsich krospiki; 9.75 / 201.86, s, HN® bez krospiki;
8.00 / 238.28, d, 12.0, HC® bez dalsich krospikt, také. Dusikové signaly se da pfifadit, disn
(ppm): 94.59 (N?), 95.10 (N%), 105.38 (N®), 173.99 (N°), 195.93 (N%), 201.86 (N?) a 238.28
(N7).

8.1.13. Interpretace 'H, 3C a >N signali {N6-(4-amin-N-3,5-dimethylpyrimidin-
benzensulfonamid)-2-[(1-hydroxymethylpropyl)amin]-9-(iso-propyl)}purinu.

V H-spektru  {N6-(4-amin-N-3,5-dimethylpyrimidin-benzensulfonamid)-2-[(1-hydroxy-
methylpropyl)amin]-9-(isopropyl) }purinu (13, obrazek 86, piiloha) jsou 17 signald,
odpovidajicich vodikiim zkoumané latky, ¢ (ppm) a J (Hz): 9.78, 1H, bs; 8,40, 2H, dt, 9.0,
2.0; 8.07, 1H, br; 8.07, 2H, d, 8.4; 8.01, 1H, s; 6.77, 1H, s; 6.51, 1H, br; 5.11, 1H, br; 4.67,
1H, sep, 6.8; 4.04, 1H, sxt, 6.0; 3.74, 1H, dd, 10.8, 4.9; 3.64, 1H, dd, 10.5, 5.5; 2.28, 6H, s,
HC?2325" (pfedpoklad). 1 89 " 1H, sepd, 6.8, 1.8; 1.65, 1H, sep, 6.8; 1.55, 6H, d, 6.6, HC"18
(predpoklad). 1 00, 3H, t, 7.0, HC?2 (Predpokdad) “predpokladame, ze signaly, o: 9.78, 1H, bs; 8.07,
1H, br; 6.51, 1H, br a 5.11, 1H, br patfi vodikim HN® HN®, HN2 a HO* (jsou
charakteristické pro hydroxy- a iminoskupiny)®. Signaly 8.40, 2H, dt, 9.0, 2.0 a 8.07, 2H, d,
8.4 patii vodikiim benzenového cyklu HC'''® a HC!?4 nebo naopak: HC'?'* a HC!?®,
Z ostatnich signalu: 4.67, 1H, sep, 6.8; 4.04, 1H, sxt, 6.0; 3.74, 1H, dd, 10.8, 4.9; 3.64, 1H,
dd, 10.5, 5.5; 1.82, 1H, sepd, 6.8, 1.8; 1.65, 1H, sep, 6.8 v porovnani s ptedchozimi derivaty
se da predpokladat, ze patii HC!®, HC, HapC%, HapC?. V COSY (6 = 90°) spektru 13
(obrazek 87, ptiloha) jsou signaly krospiki, o (ppm) a J (Hz): 9.786 HN6)/ g 40(@. 9.0, HCILIS)
(slint.); dal: 8.40(d 90, HC1L.15) s g 07(d 84, HCI214) (5 int.). *H signaly HN® a benzenového cyklu
miizou byt pfifazeny, J (ppm): 9.78, HN®; 8.40, HC!!® a 8.07, HC'?!4, Dale, smérem do
silnych poli jsou krospiky, 6 (ppm) a J (Hz): 6.77 HC24) [ 2 28(8 HC23.25) (st int.); 6.51¢ HN2) /
4,04 80, HC19) (g7 int): 4,67 68 HC16) / 1 5E(A 66, HCL718) (5 jnt.); 4.04( 6.0, HC19) / 3 74(. 108,
HbC20) / 3 G4 (d 105, HaC20) /1 (1 6.8, HbC2L) /1 B5(t 6.8, HaC21) (5 int.). Jako u predchozich derivati,
signaly 3.74(¢ 108 HbC20) j 3 64(d, 105, HaC20) maii spoleény krospik (s. int.), stejng, jako: 1.82( 68,
HbC21) 1 1,65 68, HaC2D) (5 int.); signal 1.55(@ 66 HC1718) ma krospik se signalem 4.67 68 HC10) (g,
int.) a signal 1.00¢ 70 HC22) m3 krospiky: 1.65( 68 HaC21) 5 1 g2t 68, HbC21) (5 int), 1H signaly se
da ptitadit, 5 (ppm) a J (Hz): 1.00, 3H, t, 7.0, HC?; 1.55, 6H, d, 6.6, HC'"'®; 1.65, 1H, sep,
6.8, HaC?'; 1.82, 1H, sepd, 6.8, 1.8, HpC?!; 2.28, 6H, s, HC?***; 3.64, 1H, dd, 10.5, 5.5,
H.C%; 3.74, 1H, dd, 10.8, 4.9, H,C?; 4.04, 1H, sxt, 6.0, HC'®; 4.67, 1H, sep, 6.8, HC'®; 5.11,
1H, br, HO?"; 6.51, 1H, br, HN?; 6.77, 1H, s, HC?*; 8.01, 1H, s, HC?; 8.07, 1H, br, HN®;
8.07, 2H, d, 8.4, HC'?4; 8.40, 2H, dt, 9.0, 2.0, HC!:!5; 9.78, 1H, bs, HN®. Prtitazeni H
signalt 13 potvrdily také vysledky{*H-'H}-gROESY (obrazek 88, ptiloha). Byli pozorovany
krospiky, které jsou vysledkem dipol-dipolovych interakci meziprostor ve vzdalenosti ~ 5 A

(pfesnéji fe¢eno - dipol-dipolovych relaxa¢nich procesti): 9.78 HN6)/ g 40(d 90, HC1L15). g 4q(d
9.0, HC11,15)/ 8.07(d' 8.4, HC12,14); 8.01(8’ HCB8) / 4.67(t, 6.8, HC16); 6.77(5’ HC24) / 2.28(5’ HC23’,25’); 4.67(t’ 6.8,

HC16) / 1 55(d 66, HC17.18): 4 04(d, 60, HC19) / 3 74(d, 108, HBC20) / 3 G(d, 105, HaC20) / 1 @t 6.8, HbC21)
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1.65( 68, HaC21). 3 74(d, 10.8, HbC20) / 3 EA(d, 105, HaC20). 1 go(t, 6.8, HBC21) / 1 EE(L 6.8, HaC21). 1 §5(d 66,

HC1718) / 4 g7 68, HCO), 1 Ot 70, HC22) [ 1 GE(t 68, HaC21) /1 go(t 68, HOC2) Dgafyi krospik, ktery
svédéi o konformacnich vlastnostech této molekuly je 8.40(@ 90 HC1115) /4 04(d 6.0.HCI9) 5 kiery
prokazuje, ze R6 je otocen vlevo, relativné purinové ¢asti molekuly (jak je na obrazku 88,
priloha).

V {H}3C-spektru 13 (obrazek 89, piiloha) jsou 21 uhlikovych signalii, odpovidajicich
zkoumanému vzorku, ¢ (ppm): 10.56, 21.71, 21.86, 22.96, 24.45, 46.61, 55.18, 63.32, 64.35,
114.85, 115.02, 118.61, 129.42, 132.29, 137.07, 145.20, 152.03, 152.31, 157.27, 159.38 a
168.06. Da se ptredpokladat (>J): C23, C25, C2, C6, C4, C10°, C10, C8, C13, C12,14,
Cl11,15, C5, C24, C20, C19, C16, C21, C23°,25", C17,18, C22. V 13C (APT) spektru 13
(obrazek 90, ptiloha) jsou signaly, 6 (ppm): 168.06, 159.38, 157.27, 152.31, 152.03, 145.20,
132.29, 115.02, 64.35, 63.32 a 24.45 - v pozitivnim modu (8 signalli - odpovidajicich
kvartérnim uhlikiim a 2 signaly - uhlikiim skupin CHz). Signaly v negativnim modu, ¢ (ppm)
jsou: 137.07, 129.42, 118.61, 114.85, 55.18, 46.61, 22.96, 21.86, 21.71 a 10.56 (10 signald —
patii skupinam CH a CHgs). V {*H-*C}-gHMQC spektru 13 (obrazek 91, ptiloha) jsou 13
signalt s d1n (J) / d1sc (ppm), které po piifazeni vodikovych signalti pomoci 2D {*H-'H}-
gCOSY da se identifikovat: 8.40 (9.0) / 118.61 (HC+%®); 8.07 (8.4) / 129.42 (HC'?%); 8.01 /
137.07 (HC®); 6.77 / 114.85 (HC?%); 4.67 (6.8) / 46.61 (HC®); 4.04 (6.0) / 55.18 (HC'®); 3.74
(10.8) / 63.32 (HsC%); 3.64 (10.5) / 64.35 (HaC?); 2.28 / 22.96 (HC**%); 1.82 (6.8) / 24.45
(HoC?Y); 1.65 (6.8) / 24.45 (HaC?Y); 1.55 (6.6) / 21.86, 21.71 (HC'"!8) a 1.00 (7.0) / 10.56
(HC?). V {*H-BC}-gHMBC spektru 13 (obrazek 92, piiloha) jsou signaly dizc (ppm) =
168.07 s krospiky, 11 (ppm.), J (Hz): 6.77, s, HC?* (s. int.) a 2.28, s, HC**"' (s. int); d13c =
159.38 s krospiky, din: 6.51, s, HN? (sl. int.) a 4.04, d, 6.0, HC® (stf. int.); d13c = 157.27
s krospiky, din: 9.78, s, HN® (stf. int.) a 8.40, d, 9.0, HC% (sl. int.); d13c = 152.71 s kros-
piky, d1n, J: 8.01, s, HC8 (sti. int.) a 4.67, t, 6.8, HC® (stf. int.); d13c = 152.03 s krospiky, din:
8.07, s, HN® (sl. int.), 6.77, s, HC? (sl. int.) a 2.28, s, HC?"?% (sl. int.); d13c = 145.20 s kros-
piky, d1n, J: 9.78, s, HN® (stt. int.), 8.40, d, 9.0, HC'*® (s. int.) a 8.07, d, 8.4, HC'2! (sl. int.);
d1ac = 132.29 s krospiky, din, J: 8.40, d, 9.0, HC® (sti. int.) a 8.07, d, 8.5, HC'? (sl. int.) a
d1sc = 115.02 s krospikem, d1n: 8.01, s, HC8 (stt. int.). Po analyze, da se uvést, ze kvartérnimi
uhliky, d13c jsou: 115.02 (C°), 132.29 (C®3), 145.20 (C19), 152.03 (C'?), 152.71 (C*), 157.27
(C®), 159.38 (C?) a 168.06 (C*%). Dal, jsou signaly s diac / o1 (ppm) a J (Hz): 137.07 / 8.01,
d, 202.9, HC8 s krospiky s din (ppm): 4.67, d, 6.8, HC® (s. int.) a 1.55, d, 6.6, HC"*® (stt.
int.); 129.42 / 8.07, d, 160.4, HC'?'* 5 krospikem 8.40, d, 9.0, HC'%® (s. int.); 118.61 / 8.40,
d, 159.9, HC1 s krospiky 9.78, s, HN® (stf. int.) a 8.07, d, 8.5, HC'?! (s. int.); 114.85 /
6.77, d, 153.00, HC?* s krospikem 2.28, s, HC*"?%" (s. int.); 64.35 / 3.64, d, 120.0, H.C?® s
krospiky 6.51, s, HN? (sl. int.), 4.04, d, 21.8, HC'® (s. int.), 1.82, d, 17.8, H,C?!, (stf. int.),
1.65, d, 16.3, HaC? (stf. int.); 63.32 / 3.74, d, 120.8, HpC? s krospiky 6.51, s, HN? (sl. int.),
4.04,d,21.8, HC® (s. int.), 1.82, d, 17.7, HpC?, (st int.), 1.65, d, 16.5, HaC?! (sti-. int.); 55.18
/ 4.04, d, 173.3, HC® s krospiky 6.51, s, HN? (sl. int.), 3.74, d, 28.5, H,C? (s. int.), 3.64, d,
27.9, HaC? (s. int.), 1.82, t, 42.9, HpC?! (s. int.), 1.65, t, 44.1, H,C?! (s. int.) a 1.00, t, 12.0,
HC?2 (stf. int.); 46.61 / 4.67, d, 146.8, HC® s krospiky 8.01, s, HC® (s. int.) a 1.55, d, 8.9,
HC"18 (s. int.); 24.45 / 1.82, d, 159.5, H,C?'/ 1.65, d, 159.0, HaC?! s krospiky 3.74, s, HpC?
(sti. int.), 3.64, s, HaC? (st¥. int.), 1.00, d, 7.0, HC? (s. int.); 22.96 / 2.28, d, 176.3, HC*"**" s
krospikem 6.77, s, HC?*; 21.86 / 1.55, d, 193.1, HC'"8 5 krospiky 8.01, s, HC® (stf. int.) a
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4.67, d, 9.3, HC6 (s. int); 21.71 / 1.55, d, 192.3, HC'"18 s krospiky 8.01, s, HC® (stf. int.) a
4.67,d, 9.3, HC (s. int); 10.56 / 1.00, d, 127.1, HC? s krospiky 4.04, d, 18.0, HC® (stf. int),
1.82, d, 50.0, HyC?! (s. int) a 1.65, d, 49.1, H.C? (s. int.). Po analyze, se da uvést, ze uhliky
CH, CH2 a CHjs skupin jsou, disc: 10.56 (HC??); 21.71, 21.86 (HC"18); 22.96 (HC>*'¥);
24.45 (HC?Y); 46.61 (HC); 55.18 (HC™); 63.32 (HnC?); 64.35 (H.C?); 114.85 (HC?;
118.61 (HC214): 129.42 (C1115) a 137.07 (HC?).

V {*H-®N}-gHMBC, (J = 32 Hz) spektru 13 (obrazek 93, ptiloha) jsou signaly s din /
S1sn (ppm) a J (Hz): 8.07 / 78.82, d, 75.9, HN (sl. int.) bez krospikii; 6.51 / 91.44, d, 88.1,
HN? bez krospiki; 9.78 / 104.53, d, 90.4, HN® bez krospik®; 8.01 / 172.40, s, HC® s kros-
pikem 1.55, d, 9.9, HC!"18; 6,51 / 193.56, s, HN? (sl. int.) bez krospiki; 9.78 / 199.92, s, HN®
(sl. int.) bez dalsich krospikd; 8.01 / 236.06, s, HC® bez krospikii, také a 6.77 / 252.66, s, HC®
s krospikem, din (ppm) 2.28, s, HC?**%' (sl. int.). Dusikové signaly se da piifadit, disn (ppm):
78.82 (N®), 91.44 (N?), 104.53 (N°), 172.40 (N°), 193.56 (N?), 199.92 (N%Y), 236.06 (N) a
252.66 (N1112),

8.1.14. Interpretace 'H, 3C a N signala {N6-(2-hydroxybenzylamin)-
2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(ribosid) }purinu.

V H-spektru {N6-(2-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(ribosid)}-

purinu (14, obrazek 94, ptiloha) jsou 24 signalid, odpovidajicich vodikiim zkoumané latky, o
(ppm) a J (Hz): 9.50, 1H, bs; 8,04, 1H, s; 7.77, 1H, br; 7.34, 1H, d, 7.5; 7.13, 1H, t, 7.8; 6.94,
1H,d, 7.8; 6.79, 1H, t, 7.5; 5.96, 1H, d, 5.6; 5.88, br; 5.40, 2H, br; 5.22, 1H, br; 5.20, 1H, br;
4.90, 1H, dt, 14.2, 5.0; 4.77, 2H, br; 4.45, 1H, qui, 2.5; 4.17, 1H, q, 3.3; 4.05, 1H, sxt, 4.5;
3.83,1H, dd, 12.1, 3.2; 3.77, 1H, dt, 11.7, 3.2; 3.72, 1H, dd, 10.8, 4.3; 3.66, 1H, dd, 10.8, 4.2;
1.75, 1H, sep, 6.8; 1.63, 1H, sep, 6.8; 0.97, 3H, td, 7.3, 3.8, HC?2 ®edroklad) predpokladame, e
signaly, 0: 9.50, 1H, br; 7.77, 1H, br; 5.88, 1H, br; 5.40, 2H, br; 5.22, 1H, br; 5.20, 1H, br a
4.77, 2H, br patii vodikiim HO'"', HN®, HN2, HO!"2*"" HO'®" a HO?" (jsou charakteristické
pro hydroxy- a iminoskupiny)®®. Signaly 7.34, 1H, d, 7.5; 7.13, 1H, t, 7.8; 6.94, 1H, d, 7.8 a
6.79, 1H, t, 7.5 patii vodikiim benzenového cyklu HC®, HC®, HC'? a HC!, nebo naopak:
HC!2, HC, HC™ a HC'3. Z ostatnich signali: 4.05, 1H, sxt, 4.5; 3.72, 1H, dd, 10.8, 4.3; 3.66,
1H, dd, 10.8, 4.2; 1.75, 1H, sep, 6.8 a 1.63, 1H, sep, 6.8 v porovnani s pfedchozimi derivaty
se da predpokladat, ze patti HC!®, HapC?® a HapC?. V COSY (O = 90°) spektru 14 (obrazek
95, piiloha) jsou signaly krospiki, 0 (ppm) a J (Hz): 8.04® HC8) / 5.96( 56 HCL6) (gt int.);
7.776 HN6)/ 7 34(d. 75, HCIS) | 4 776 HC9) (oha jsou - sl. int.); 7.34@ 75 HCIS) /7 13(t 78 HCI3) (g
int.) /6.94@ 78HC12) (5] int.) / 679" 75 HCLY) (g int.); 7.130 78 HC13) 1 7 340 7.5, HCIS) (gt int.) /
6.94(: 78 HC12) (g jnt) / 6.79C 75 HC14) (g int.); 6.94( 78, HC12) 1 7 34(d. 75, HCIS) (g] int) / 7.13C¢
78 HCL3) (5. int.) / 6.79C 75 HC4) (st int.); 6.79¢ 75 HCL4) 17 34(0 75, HCIS) (g jnt) / 7.13¢ 78
HC13) (5. int.) / 6.94@ 78 HC12) (sti int.); 5.96(¢ 56 HC16) 1 8 046 HCY) (st int.) / 4.90( 142 HCLT) (g,
int.) / 4.456 HC®) (st int.) / 4.17G HC19) (5], int.); 5.88¢ HN2) [ 4,05 45 HCI9) (gtf int.); 5.20C
HO20) 4 3.72(d, 10.8, HbC20) / 3.66(d‘ 10.8, HaC20) (oba jSOLI -gl. int.); 4.90(d, 14.2, HC17) / 5.96(d’ 5.6, HC16) /
4,456 HC18) (gba jsou — s. int.) / 4.176 HC19) (g] int.); 4,77 HC9) [ 7 770 HNE) 1 7 34(d, 75, HCIS)
(oba jsou — sl. int.); 4.456 HC18) / 5 g6 56, HC18) (g int.) / 4,90 142 HC17) 1 4 17( HCI9) (ghg
jsou - s. int.) / 3.83(@ 121, HbC20Y J 3 77(d, 117, HaC20) (oba jsou sti. int.); 4.17C HC1) 1 4 90 142
HCLT) (stt. int.) / 4.456 HC18) 1 3,83(d 121, HbC20Y) /3 77(d, 117, HaC20) (posledni tii jsou - S. int.);
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4.05(d, 4.5, HClQ)/ 5.88(5’ HN2) (Stf‘. il’lt.) / 3.72(d, 10.8, HbCZO)/ 3.66(d’ 10.8, HaC20) / 1.75(t, 6.8, HbCZl)/ 1.63(t,
68, HaC21) (posledni &tyfy signaly jsou - s. int.) / 0.97¢ HC22) (sti, int.); 3.83(@ 12.1, H6C20) /4 456
HC18) (stt. int.) / 4.17( HC19) 1 3, 77(0 117, HaC20) (oha jsou - s. int.); 3.77(@ 117, HaC207) 1 4 45(s HC18)
(stf. int.) / 4.176- HC19) 1 3 g3(d 12.1. HOC20Y (g jsou - s. int.); 3.72(¢ 108, HbC20) / 5 p(ls, HO20D (g
int.) / 4.05@ 45.HC19) / 3 gg(d. 108, HaC20) (hosledni dva signaly jsou oba — s. int.) / 1.75® &8 HbC21)
/ 1.630 68 HaC2L) (ghg jsou - sti. int.) / 0.97¢ HC2) (5], int.); 3.66( 108 HaC20) /5 o((s, HO20Y (g,
int.) / 4.05( 45 HC19) 3 72(d, 108, HbC21) (hosledni dva signaly jsou oba —s. int.) / 1.75® &8 HbC2D)
/ 1.63% 88 HaC2L) (ghg jsou - sti. int.) / 0.97¢ HC22) (5], int.); 1,750 68 HBC21) j 4 05 45, HCL9) (g
int.) / 3.72( 108, HbC20) s 3 GG(d. 108, HaC20) (oha jsou — sti. int.) / 1.63( 88 HaC2D) 1 0 976 HC22) (gpg
jsou - s. int.); 1.63( 68, HaC21) j 4 o5 45, HCI9) (g int ) / 3,72(d 108, HBC20) / 3 GG(d. 108, HaC20) (ohg
jsou — stt. int.) / 1.75® 68 HbC2L) /0 g7(s HC22) (oha jsou - s. int.) a nakonec, 0.97® 73 HC22)
4,05 45 HC) (gt int,) / 3.72( 108, HbC20) y 3 560, 10.8, HaC20) (gha jsou sl. int.) / 1.75" 68 HbC2L)
1.63 68.HaC2D) (oha jsou —s. int.). *H signaly se da ptitadit, J (ppm) a J (Hz): 0.97, 3H, td, 7.3,
3.8, HC?; 1.63, 1H, sep, 6.8, H.C?%; 1.75, 1H, sep, 6.8, HyC?!; 3.66, 1H, dd, 10.8, 4.2, H.C?;
3.72, 1H, dd, 10.8, 4.3, H,C%; 3.77, 1H, dt, 11.7, 3.2, H,C?""; 3.83, 1H, dd, 12.1, 3.2, H,C*;
4.05, 1H, sxt, 4.5, HC'®; 4.17, 1H, q, 3.3, HC!?"; 4.45, 1H, qui, 2.5, HC8; 4.77, 2H, br, HC®;
4.90, 1H, dt, 14.2, 5.0, HCY’; 5.20, 1H, br, HO*; 5.22, 1H, br, HO'®"; 5.40, 2H, br, HO!""2’;
5.88, 1H, br, HN?; 5.96, 1H, d, 5.6, HC®; 6.79, 1H, t, 7.5, HC!#; 6.94, 1H, d, 7.8, HC'?; 7.13,
1H, t, 7.8, HC®; 7.34, 1H, d, 7.5, HC*®; 7.77, 1H, br, HN®; 8.04, 1H, s, HC® a 9.50, 1H, br,
HO!'!',

V {H}!3C-spektru 14 (obrazek 96, piiloha) jsou 21 uhlikovych signalii, odpovidajicich
zkoumanému vzorku, ¢ (ppm): 9.88, 23.86, 38.96, 54.06, 61.99, 63.02, 71.12, 73.04, 85.80,
88.29, 113.68, 114.92, 118.88, 127.58, 128.11, 129.13, 136.74, 150.43, 154.41, 156.25 a
158.98. Da se predpokladat (>0): C22, C21, C9, C19, C20°, C20, C18, C17, C19’, Cl6, C12,
C5, C14, C13, C15, C10, C8, C4, C11, C6 a C2. V BC (APT) spektru 14 (obrazek 97,
priloha) jsou signaly, 0 (ppm): 158.98, 156.25, 154.41, 150.43, 129.13, 114.92, 63.20, 61.99,
38.96 a 23.86 - v pozitivnim modu (6 signald - odpovidajicich kvartérnim uhliktim a 4 signaly
- uhlikiim skupin CH2). Signaly v negativnim modu, ¢ (ppm) jsou: 136.74, 128.11, 127.58,
118.88, 113.68, 88.29, 85.80, 73.04, 71.12, 54.06 a 9.88 (11 signalt — patfi skupinam CH a
CHs). V {*H-1C}-gHMQC spektru 14 (obrazek 98, piiloha) jsou 15 signalii s d1n (J) / diac
(ppm), které po piifazeni vodikovych signalii pomoci 2D {*H-'H}-gCOSY d4 se identifikovat:
8.04 /136.74 (HC?®); 7.34 (7.5) / 128.11 (HC*®); 7.13 (7.8) / 127.58 (HC*%); 6.94 (7.8) / 113.68
(HC'); 6.79 (7.5) / 118.88 (HC%); 5.96 (5.6) / 88.29 (HC); 4.90 (14.2) / 73.04 (HC''); 4.77
/ 38.96 (HC®); 4.45 (2.5) / 71.12 (HC™®); 4.17 (3.3) / 85.80 (HC'?); 4.05 (4.5) / 54.06 (HC);
3.83 (12.1) / 61.99 (HpC>®); 3.77 (11.7) / 61.99 (H.C?**); 3.72 (10.8) / 63.02 (HpC?); 3.66
(10.8) / 63.02 (HaC?); 1.75 (6.8) / 23.86 (HvC?); 1.63 (6.8) / 23.86 (HaC?') 2 0.97 (7.3) / 9.88
(HC?). V {*H-BC}-gHMBC spektru 14 (obrazek 99, piiloha) jsou signaly dizc (ppm) =
158.98 s krospiky, din (ppm.), J (Hz): 5.88, s, HN? (sl. int.) a 4.05, d, 4.5, HC®® (stf. int); d1sc
= 156.25 s krospiky, din, J: 7.77, s, HN® (sti. int.) a 7.34, d, 7.5, HC®® (sl. int.); d13c = 154.41
s krospiKy, o1, J: 9.50, 1H, s, HO'" (sl. int.), 7.34, d, 7.5, HC® (sl. int.), 7.13, d, 7.8, HC*®
(stf. int.), 6.94, d, 7.8, HC'? (s. int.), 6.79, d, 7.5, HC (sti. int.) a 4.77, s, HC® (sl. int.); d13c =
150.43 s krospiky, din, J: 8.04, s, HC8 (stf. int.) a 5.96, d, 5.6, HC!® (stf. int.); d13c = 129.13
s krospiky, din, J: 7.77, s, HN® (sl. int.), 7.34, d, 7.5, HC®® (s. int.), 7.13, d, 7.8, HC*3 (sl. int.),
6.94, d, 7.8, HC(sl. int.), 6.79, d, 7.5, HC (sti. int.) a 4.77, s, HC® (stf. int.) a d13c = 114.92
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s krospikem, o14: 8.04, s, HC® (sti. int.). Po analyze, d4 se uvést, ze kvartérnimi uhliky, d13c
jsou: 114.92 (C®), 129.13 (C1%), 150.43 (C*), 154.41 (C!), 156.25 (C°) a 158.98 (C?). Dal,
jsou signdly s dizc / o1n (ppm) a J (Hz): 136.74 / 8.04, d, 205.7, HC?® s krospik s d1n (ppm):
5.96, s, HC® (sti. int.); 128.11 / 7.34, d, 156.0, HC™® s krospiky 7.77, s, HN® (sl. int.), 7.13, d,
7.8, HC® (stt. int.), 6.94, d, 7.8, HC!? (sl. int.), 6.79, d, 7.5, HC! (s. int.) a 4.77, s, HC® (sl.
int.); 127.58 / 7.13, d, 158.2, HC® s krospiky 7.34, d, 7.5, HC®® (sti. int.), 6.94, d, 7.8, HC'?2 a
6.79, d, 7.5, HC* (posledni dva jsou —s. int.); 118.88 / 6.79, d, 158.0, HC* s krospiky 7.34,
d, 7.5, HC®, 7.13, d, 7.8, HC®3 (oba jsou - s. int.) a 6.94, d, 7.8, HC*? (sti. int.); 113.68 / 6.94,
d, 160.5, HC'? s krospiky 9.50, s, HO!!" (sl. int.), 7.34, d, 7.5, HC® (sl. int.), 7.13, d, 7.8,
HC® (s. int.) a 6.79, d, 7.5, HC (stf. int.); 88.29 / 5.96, d, 139.8, HC® s krospiky 8.04, s,
HC8 (sti. int.), 4.90, d, 14.2, HCY' (s. int.), 4.45, s, HC®, (sti*. int.) a 4.17, s, HC'? (sl. int.);
85.80 / 4.17, d, 143.2, HC! s krospiky 5.96, d, 5.6, HC® (sl. int.), 4.90, d, 14.2, HC'’ (stt.
int.), 4.45, s, HC®® (s. int.), 3.83, d, 12.1, H,C?** a 3.77, d, 11.7, HaC** (oba jsou - s. int.);
73.04 / 4.90, d, 150.3, HC' s krospiky 5.96, d, 5.6, HC® (s. int.), 5.40, s, HO'7" (sl. int.),
4.45, s, HC® (s. int.), 4.17, s, HC'' (sti. int.), 3.83, d, 12.1, H,C?*" a 3.77, d, 11.7, H.C*
(posledni dva jsou — sl. int.); 71.12 / 4.45, d, 145.5, HC®8 s krospiky 5.96, d, 5.6, HC® (sti.
int.), 5.22, s, HO'™ (sl. int.), 4.90, d, 14.2, HCY, 4.17, s, HC'" (oba jsou - s. int.), 3.83, d,
12.1, HpC?* a 3.77, d, 11.7, HaC*" (oba jsou stf. int.); 63.02 / 3.72, d, 123.2, HpC? s kros-
piky 5.88, s, HN? (sl. int.), 4.05, d, 21.5, HC'® (s. int.), 1.75, d, 17.3, H,C?, (stf. int.), 1.63, d,
16.0, HaC? (stt. int.); 63.02 / 3.66, d, 120.0, HaC? s krospiky 5.88, s, HN? (sl. int.), 4.05, d,
20.9, HC'® (s. int.), 1.75, d, 17.0, H,C?' a 1.63, d, 16.8, H.C? (oba jsou - st. int.); 61.99 /
3.83, d, 163.2, H,C?*'/ 3.77, d, 160.5, H.C*"" s krospiky 5.40, s, HO?®", 4.90, d, 14.2, HCY
(oba jsou - sl. int.), 4.45, s, HC®8 (st int.) a 4.17, s, HC'® (s. int.); 54.06 / 4.05, d, 172.9,
HC? s krospiky 5.88, s, HN? (sl. int.), 3.72, d, 28.2, H,C% (s. int.), 3.66, d, 28.0, H.C? (s.
int.), 1.75, t, 39.9, H,C# (s. int.), 1.63, t, 42.0, H.C? (s. int.) a 0.97, t, 9.5, HC? (sti. int.);
38.96 / 4.77, d, 140.2, HC® s krospiky 7.77, s, HN® (sl. int.) a 7.34, d, 7.5, HC™ (stf. int.);
23.86/1.75, d, 160.1, H,C?!/ 1.63, d, 160.0, H.C? s krospiky 3.72, s, H,C? (stt. int.), 3.66, s,
HaC? (stf. int.), 0.97, t, 7.3, HC?? (s. int.); 9.88 / 0.97, d, 130.5, HC?? s krospiky 4.05, d, 16.9,
HC® (stf. int), 1.75, d, 48.3, HoC? (s. int) a 1.63, d, 48.1, HaC?! (s. int.). Po analyze, se d4
konstatovat, ze uhliky CH, CH, a CHs skupin jsou, dizc: 9.88 (HC??); 23.86 (HC?); 38.96
(HC®); 54.06 (HC™); 61.99 (HC?); 63.02 (HC?); 71.12 (HC®®); 73.04 (HC"); 85.80 (C');
88.29 (C16); 113.68 (C12); 118.88 (C14); 127.58 (C13); 128.11 (C15) a 136.74 (HC?).

V {*H-N}-gHMBC, (J = 8; 32 Hz) spektrech 14 (obrazek 100, piiloha) jsou signaly, d1n /
Ssn (ppm) a J (Hz): 4.05/92.42, s, HC'®; 3.72/92.42, s, H,C?* a 3.66 / 92.42, s, H.C®; 7.77
/ 105.22, d, 96.8, HN® bez krospikd; 8.04 / 160.15, s, HC® a 5.96 / 160.15, s, HC'®; 5.88 /
170.03, s, HN2 (sl. int.) bez dalsich krospik®i; 7.77 / 185.33, s, HN® (sl. int.) bez dalsich kros-
piki; 8.04 / 235.97, s, HC8. Dusikové signaly, po analyze dat se dé pfifadit, d1sn (ppm): 92.42
(N?), 105.22 (N®), 160.15 (N®), 170.03 (N?), 185.33 (N') a 235.97 (N7).
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8.1.15. Interpretace 'H, 3C a N signala {N6-(3-hydroxybenzylamin)-
2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(ribosid)}purinu.

V H-spektru {N6-(3-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-
(ribosid)}purinu (15, obrazek 101, pftiloha) jsou 24 signali, odpovidajicich vodikim
zkoumané latky, ¢ (ppm) a J (Hz): 9.42, 1H, br; 7,98, 1H, s; 7.88, 1H, br; 7.15, 1H, t, 7.8;
6.98, 1H, t, 2.0; 6.90, 1H, d, 7.5; 6.75, 1H, dd, 7.9, 2.0; 5.92, 1H, dd, 6.4, 2.1; 5.75, br; 5.60,
1H, br; 5.40, 2H, br; 5.23, 1H, br; 4.87, 1H, dt, 15.6, 5.8; 4.74, 2H, br; 4.39, 1H, qui, 2.5;
4.13, 1H, q, 2.9; 4.01, 1H, sxt, 4.5; 3.84, 1H, dd, 12.2, 3.1; 3.73, 1H, dt, 11.5, 2.8; 3.68, 1H,
dd, 10.8, 4.3; 3.60, 1H, dqg, 10.7, 2.5; 1.73, 1H, sept, 6.8, 2.0; 1.59, 1H, sep, 6.9; 0.94, 3H, td,
7.3, 2.7, HC? (redpoklad) predpokladame, Ze signaly, o: 9.42, 1H, br; 7.88, 1H, br; 5.75, 1H,
br; 5.60, 1H, br; 5.40, 2H, br a 4.74, 2H, br patii vodikim HO'"', HN®, HN?, HO'"', HO?"-1¥
a HO?® (jsou charakteristické pro hydroxy- a iminoskupiny)®. Signaly 7.15, 1H, t, 7.8;
6.98, 1H, t, 2.0; 6.90, 1H, d, 7.5 a 6.75, 1H, dd, 7.9, 2.0 patii vodikim benzenového cyklu
HC, HCM, HC™ a HC™?, nebo naopak: HC!*, HC, HC® a HC. Z ostatnich signalii: 4.01,
1H, sxt, 4.5; 3.68, 1H, dd, 10.8, 4.3; 3.60, 1H, dq, 10.7, 2.5; 1.73, 1H, sept, 6.8, 2.0 a 1.59,
1H, sep, 6.9 v porovnani s piedchozim derivatem se da predpokladat, ze patiit HC'®, HapC?° a
HabC?L. V COSY (O = 90°) spektru 15 (obrazek 102, piiloha) jsou signaly krospikd, J (ppm) a
J (Hz): 7.986 HC® | 5 92 64, HC1E) (41 int.); 7.88( HNO) 7 6 9g(s HCLL) / 6 9@ 7:5, HCIS) /4 746
HC9) (vSichni tfi jsou - sl. int.); 7.150 78 HC14 /6 986 HC1D (g jnt.) / 6.90@ 75 HCIS) (5 int.) /
6.75 79 HC13) (5 int.); 6.98¢ HC1Y 1 7.88( HNO) (] int.) / 7.15® 78 HC4) (g] int.) / 6.90@ 75
HCIS) (sti. int.) / 6.75@ 79 HC13) (sti int.) / 4.746 HC (sl int.); 6.90@ 75 HCIS) /7 gg(s, HNG) (g
int.) / 7.15® 78 HC) (5 jnt.) / 6.98¢ HCD (5], int.) / 6.75 7% HC13) (sti int.) / 4.74C HC9 (g],
int.); 6.750 79 HC13) ;7 15(t 7.8, HC1Y) (g int.) / 6.98¢ HCD) (stt. int.) / 6.90@ 75 HC9) (stf int.);
5.92(¢ 64, HC16) ;7 98(s HC8) (stf int.) / 4.87( 156 HCIN) (5 int.) / 4.396: HC18) (stt. int.) / 4.13¢
HC19Y (sl. int.); 5.756 HN2) /4,01 45 HCI9) (st int.); 5.60¢ HOIT) [ 4,87( 156 HCIY) (g jnt,);
5.40( HO207) | 3 84(@, 12.2, HbC20) 3 73(d, 115, HaC20) (9hg jsou - sl. int.); 5.40¢ HO18) 1 4 39 HC18)
(sl int.); 5.23( HO20) / 3 gg(d 108, HBC20) 1 3 G(d. 10.7, HaC20) (g jsou — sl. int.); 4.87(@ 156 HCLT)
5.92(:64.HC16) (g int.) / 5.606 HOIT) (5|, int.) / 4.39¢ HC®) (s int.) / 4.13¢ HC19) (sl int.); 4.74¢
HCS) 1 7.88( HN6) / §.98(5 HC1L) 1 6,90( 75 HCIS) (y&ichni ti jsou — sl. int.); 4.39¢ HC18) / 5 92 64,
HC16) (sl. int.) / 5.40¢ HOI8) (5] int.) / 4.87( 156, HC17) 1 4 136 HC19) (oha jsou - s. int.) / 3.84(
12.2, HbC207) 3 73(, 115, HaC20Y) (obg jsou sti. int.); 4.13¢- HC19) [ 4, 87(0 156, HCIT) (gti int.) / 4.39¢
HC18) | 3.84(¢ 12.2, HbC20') /3 73(d, 115, HaC20) (hosledni tHi jsou - S. int.); 4.01(@ 45 HC19) / 5 75(s HN2)
(sti. int.) / 3.68(@ 108 HbC20) /3 (. 107, HaC20) /1 73( 68, HBC2L) /1 5Ot 69, HaC2L) (posledni Styfi
signaly jsou - s. int.) / 0.94C HC22 (sti int.); 3.84( 122, HOC20) 4 39(s HCI8) (st int.) / 4.13¢
HC19) 13,730 115, HaC20) (9hg jsou - s. int.); 3.73(@ 115, HaC20%) /4 39( HC8) (gt int.) / 4.13( HE1)
/ 3.84( 122, HC20) (ghg jsou - s. int.); 3.68( 108, HbC20) / 5 93(s, HO20) (g] “jnt.) / 4.01( 45 HC19) 4
3.60( 107, HaC20) (posledni dva signaly jsou oba — s. int.) / 1.73( 88, HbC2) /1 5g(t 6.9, HaC21) (gphg
jsou - sti. int.) / 0.94¢ HC22) (g] int.); 3.60( 107, HaC20) j § 93(s, HO20) (g] int,) / 4,01( 45 HC19)
3.68(¢: 108, HbC20) (ho5]edni dva signaly jsou oba — s. int.) / 1.73(t 68 HbC21) 1 1 5o(t 69, HaC21) (gya
jsou - sti. int.) / 0.94¢ HC22) (] int.); 1.73( 68 HBC21) /4 01(d 45, HC19) (5 jnt,) / 3.68(c 108 HBC20)
3.60(@ 107, HaC20) (oha jsou — st¥. int.) / 1.59 69 HaC2D) 1 0 94 HC22) (ohg jsou - s. int.); 1.59 &9
HaC21) 1 4,01 45 HC19) (5 jnt.) / 3.68( 108, HbC20) / 3 §)(d, 10.7. HaC20) (g jsou — sti. int.) / 1.73¢ 68
HbC21) 1094 HC22) (oba jsou - s. int.) a nakonec, 0.94% 73 HC22) 1 4 01(d 45 HC19) (st int.) /
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3.68(d’ 10.8, HbCZO)/ 3.60(d’ 10.7, HaC20) (Oba jSOU sl. |nt) / 1'73t, 6.8, HbCZl)/ 1'59(t, 6.9, HaC21) (Oba jSOU _
s. int.). 'H signély se dé ptitadit, J (ppm) a J (Hz): 0.94, 3H, td, 7.3, 2.7, HC??; 1.59, 1H, sep,
6.9, HaC?'; 1.73, 1H, sept, 6.8, 2.0, H,C?; 3.60, 1H, dg, 10.7, 2.5, H.C%; 3.68, 1H, dd, 10.8,
4.3, HyC?; 3.73, 1H, dt, 11.5, 2.8, H,C**; 3.84, 1H, dd, 12.2, 3.1, HyC*"; 4.01, 1H, sxt, 4.5,
HC; 4.13, 1H, q, 2.9, HC'?; 4.39, 1H, qui, 2.5, HC!8; 4.74, 2H, br, HC®; 4.87, 1H, dt, 15.6,
5.8, HC''; 5.23, 1H, br, HO?"; 5.40, 2H, br, HO'®-2"": 5,60, 1H, br, HO!"’; 5.75, 1H, br, HN?;
5.92, 1H, dd, 6.4, 2.1, HC®; 6.75, 1H, dd, 7.9, 2.0, HC3; 6.90, 1H, d, 7.5, HC™; 6.98, 1H, t,
2.0, HCY; 7.15, 1H, t, 7.8, HC*; 7.88, 1H, br, HN®; 7.98, 1H, s, HC® a 9.42, 1H, br, HO'?.
Pfifazeni H signali potvrdily také vysledky {*H-'H}-gROESY (obrazek 103, pfiloha). Mimo
krospiky, které neprokazuji konformacni vlastnosti molekuly, byly pozorovany krospiky:
7.98( HC8) / 5 g(d 6.4, HCI6) 5 7 9g(s HC8) /4 87(d 156, HCIN) | teré naopak prokazuji otodeni
ribosového cyklu kolem vazby N9-C16 vlévo (jak je na obrazku 103, ptiloha). V opacném
pripade¢: jestli by ribosova ¢ast byla by oto¢ena vpravo, byl by, s nejvétsi pravdépodobnosti,
pozorovan krospik 7.98¢ HC8) / 4 13MHC19) Steing, jako u piedchoziho derivatu - {N6-(4-amin-
N-3,5-dimethylpyrimidin-benzensulfonamid)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-
(isopropyl)}purinu (13), je pozorovan krospik: 6.98 HCD /4,01 45 HCI) '\tery prokazuje, Ze
R6 (benzylovy cyklus) je otocen vIévo, relativné purinové ¢asti molekuly (jak je na obrazku
103, piiloha).

V {H}3C-spektru 15 (obrazek 104, ptiloha) jsou 21 uhlikovych signali odpovidajicich
zkoumanému vzorku, ¢ (ppm): 10.24, 24.22, 43.08, 54.45, 62.45, 63.45, 71.60, 73.79, 86.34,
88.68, 113.92, 114.27, 114.70, 118.11, 129.08, 136.80, 142.11, 150.86, 154.93, 157.83 a
159.51. Da se ptedpokladat (>0): C22, C21, C9, C19, C20, C20’, C18, C17, C19’, Cl16, C13,
C5, C11, C15, C14, C8, C10, C4, C6, C12 a C2. V 3C (APT) spektru 15 (obrazek 105,
ptiloha) jsou signaly, 6 (ppm): 159.51, 157.83, 154.93, 150.86, 142.11, 114.27, 63.45, 62.45,
43.08 a 24.22 - v pozitivnim modu (6 signali - odpovidajicich kvartérnim uhlikiim a 4 signaly
- uhlikim skupin CH»). Signaly v negativnim modu, ¢ (ppm) jsou: 136.80, 129.08, 118.11,
114.70, 113.92, 88.68, 86.34, 73.79, 71.60, 54.45 a 10.24 (11 signalt — patii skupinam CH a
CHs). V {*H-BC}-gHMQC spektru 15 (obrazek 106, piiloha) jsou 15 signali s 611 (J) / disc
(ppm), které po piifazeni vodikovych signalii pomoci 2D {*H-'H}-gCOSY d4 se identifikovat:
7.98/136.80 (HC?®); 7.15 (7.8) / 129.08 (HC'*); 6.98 (2.0) / 114.70 (HC%); 6.90 (7.5) / 118.11
(HC™); 6.75 (7.9) / 113.92 (HC'®); 5.92 (6.4) / 88.68 (HC); 4.87 (15.6) / 73.79 (HC'"); 4.74
/ 43.08 (HC®); 4.39 (2.5) / 71.60 (HC'®); 4.13 (2.9) / 86.34 (HC'?); 4.01 (4.5) / 54.45 (HC);
3.84 (12.2) / 62.45 (HpC>®); 3.73 (11.5) / 62.45 (HaC?*); 3.68 (10.8) / 63.45 (HpC?); 3.60
(10.7) / 63.45 (HaC?); 1.73 (6.8) / 24.22 (HpC?Y); 1.59 (6.9) / 24.22 (H.C?) a 0.94 (7.3) /
10.24 (HC?). V {*H-3C}-gHMBC spektru 15 (obrazek 107, piiloha) jsou signaly disc (ppm)
= 159.51 s krospiky, o1n (ppm.), J (Hz): 5.75, s, HN? (sl. int.) a 4.01, d, 4.5, HC'® (sti. int);
d1sc = 157.83 s krospiky, din, J: 9.42, 1H, s, HO'' (sl. int.), 7.15, d, 7.8, HC!* (st. int.), 6.98,
s, HC! (s. int.), 6.90, d, 7.5, HC® (sti. int.), 6.75, d, 7.9, HC® (s. int.) a 4.74, s, HC® (sl. int.);
o13c = 154.93 s krospiky, d1n, J: 7.88, s, HN® (stf. int.), 6.98, s, HC, 6.90, d, 7.5, HC' a
4.74, s, HC® (posledni ti jsou — sl. int.); d13c = 150.86 s krospiky, din, J: 7.98, s, HC8 (stt. int.)
a5.92, d, 6.4, HC® (sti. int.); d13c = 142.11 s krospiky, din, J: 7.88, s, HN® (sl. int.), 7.15, d,
7.8, HC™ (stt. int.), 6.98, d, 2.0, HC!! (s. int.), 6.90, d, 7.5, HC® (s. int.), 6.75, d, 7.9, HC3 (sl.
int.) a 4.74, s, HC® (stf. int.) a d13c = 114.27 s krospikem, d1n: 7.98, s, HC?® (sti. int.). Po
analyze, da se uvést, ze kvartérnimi uhliky, d1sc jsou: 114.27 (C°), 142.11 (C'°), 150.86 (C*),
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154.93 (C"), 157.83 (C'?) a 159.51 (C?). D4l, jsou signaly s diac / d1n (ppm) a J (Hz): 136.80 /
7.98, d, 206.0, HC® s krospikem s d1n (ppm): 5.92, s, HC® (stt. int.); 129.08 / 7.15, d, 165.3,
HC s krospiky 6.98, s, HC!! (sl. int.), 6.90, d, 7.5, HC® (s. int.), 6.75, d, 8.0, HC® (s. int.);
118.11/6.90, d, 159.2, HC'® s krospiky 7.88, s, HN® (sl. int.), 7.15, d, 7.8, HC* (s. int.), 6.98,
s, HC (sl. int.), 6.75, d, 7.9, HC*® (stf. int.) a 4.74, s, HC® (sl. int.); 114.70 / 6.98, d, 151.0,
HC!! s krospiky 7.88, s, HN®, 7.15, d, 7.8, HC** (oba jsou - sl. int.), 6.90, d, 7.5, HC'®, 6.75,
d, 7.9, HC'® (posledni vdva jsou - stf. int.) a 4.74, s, HC® (sl. int.); 113.92 / 6.75, d, 162.3,
HC™® s krospiky 7.15, d, 7.8, HC* (s. int.), 6.98, d, 2.0, HC*! (sl. int.) 2 6.90, d, 7.5, HC® (stf.
int.); 88.68 / 5.92, d, 140.1, HC'® s krospiky 7.98, s, HC? (stf. int.), 4.87, d, 14.0, HCY" (s.
int.), 4.39, s, HC®, (stf. int.) a 4.13, s, HC!” (sl. int.); 86.34 / 4.13, d, 142.9, HC"' s krospiky
5.92, d, 6.4, HC® (sl. int.), 4.87, d, 15.6, HCY (st int.), 4.39, s, HC® (s. int.), 3.84, d, 12.2,
HpC?* a3.73, d, 11.5, H,C?** (oba jsou - s. int.); 73.79 / 4.87, d, 150.8, HC'"s krospiky 5.92,
d, 6.4, HC®® (s. int.), 5.60, s, HO'7 (sl. int.), 4.39, s, HC!® (s. int.), 4.13, s, HC!" (stf. int.),
3.84, d, 12.2, H,C* a 3.73, d, 11.5, HaC?" (posledni dva jsou — sl. int.); 71.60 / 4.39, d,
146.0, HC'® s krospiky 5.92, d, 6.4, HC'® (sti. int.), 5.40, s, HO'®' (sl. int.), 4.87, d, 15.6,
HCY, 4.13, s, HC" (oba jsou - s. int.), 3.84, d, 12.2, H,C*® a 3.73, d, 11.5, H.C*" (oba jsou
stf. int.); 63.45/ 3.68, d, 123.8, HpC? / 3.60, d, 120.6, HaC?® s krospiky 5.75, s, HN? (sl. int.),
4.01,d, 21.0, HC® (s. int.), 1.73, d, 15.6, H,C%, (sti. int.), 1.59, d, 15.0, HaC?! (sti. int.); 62.45
/ 3.84, d, 163.5, H,C*'/ 3.73, d, 161.0, HiC** s krospiky 5.40, s, HO?*"", 4.87, d, 15.6, HC'’
(oba jsou - sl. int.), 4.39, s, HC!8 (st. int.) a 4.13, s, HC'® (s. int.); 54.45 / 4.01, d, 173.1,
HC®® s krospiky 5.75, s, HN? (sl. int.), 3.68, d, 27.9, Hp,C% (s. int.), 3.60, d, 28.0, HaC? (s.
int.), 1.73, d, 40.9, H,C? (s. int.), 1.59, d, 42.3, H.C% (s. int.) a 0.94, d, 10.0, HC?? (stf. int.);
43.08 / 4.74, d, 142.5, HC® s krospiky 7.88, s, HN® (sl. int.) a 6.98, s, HC'! a 6.90, d, 7.5,
HC?®® (oba jsou - sti. int.); 24.22 / 1.73, d, 160.0, H,C* / 1.59, d, 159.6, HaC% s krospiky 3.68,
s, HoC?, 3.60, s, HaC% (oba jsou - stt. int.) a 0.94, t, 7.3, HC?? (s. int.); 10.24 / 0.94, d, 131.2,
HC?? s krospiky 4.01, d, 17.0, HC®® (stt. int), 1.73, d, 47.1, HpC?! (s. int) a 1.59, d, 48.2, H,.C*
(s. int.). Po analyze, se da konstatovat, ze uhliky CH, CH2 a CHs skupin jsou, diac: 10.24
(HC??); 24.22 (HC?Y); 43.08 (HC®); 54.45 (HC); 62.45 (HC?); 63.45 (HC?); 71.60 (HC®?®);
73.79 (HCY'); 86.34 (HC!); 88.68 (HC®); 113.92 (HC'®); 114.70 (HC!Y); 118.11 (HC™);
129.08 (HC*) a 136.80 (HC?).

V {*H-N}-gHMBC, (J = 8; 32 Hz) spektrech 15 (obrazek 108, ptiloha) jsou signély kros-
pikt, d1n / d1sn (ppm) a J (Hz): 4.01 / 92.43, s, HC® (s. int.); 3.68 / 92.43, s, Hy,C?%; 3.60 /
92.43, s, H.C? (oba jsou - sti. int.); 1.73 / 92.43, s, H,C?! @ 1.59 / 92.43, s, H.C?! (oba jsou —
sl.int.); 7.88 / 103.44, d, 92.5, HN® bez krospiki; 7.98 / 165.64, s, HC8 (s. int.); 5.92 / 165.64,
s, HC® (stf. int.) a 4.87 / 165.64, d, 16.5, HCY(sl. int.); 5.75 / 172.91, s, HN? (sl. int.) bez
dalsich krospik®i; 7.88 / 181.25, s, HN® (sl. int.) bez dalsich krospikti a 7.98 / 237.78, s, HC®
(s. int.) bez dalsich krospikd, také. Dusikové signaly, po analyze dat se da piitadit, disn (ppm):
92.43 (N?), 103.44 (N9), 165.64 (N°), 172.91 (N®), 181.25 (N*) a 237.78 (N7).
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8.1.16. Interpretace 'H a 13C signalia {N6-(2-hydroxy-3-methoxybenzylamin)-
2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(ribosid)}purinu.

V H-spektru {N6-(2-hydroxy-3-methoxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-
9-(ribosid) }purinu (16, obrazek 109, pfiloha) jsou 25 signaldi, odpovidajicich vodikim
zkoumané latky, o (ppm) a J (Hz): 9.19, 1H, br; 7,98, 1H, s; 7.56, 1H, br; 6.94, 1H, d, 7.8;
6.89, 1H, d, 7.8; 6.74, 1H, t, 7.8; 5.89, 1H, dd, 6.5, 1.8; 5.79, br; 5.68, 1H, br; 5.50, 1H, br;
5.23, 1H, br; 5.00, 1H, br; 4.85, 1H, dt, 11.7, 5.5; 4.76, 2H, br; 4.36, 1H, qui, 2.5; 4.08, 1H, q,
3.3; 3.99, 1H, sxt, 4.5; 3.83, 3H, s, HC!? (Pzedpoklad)- 3 81 14 dd, 11.7, 3.2; 3.70, 1H, dt, 11.7,
3.2; 3.63, 1H, dd, 10.6, 4.2; 3.66, 1H, dd, 10.6, 4.2; 3.59, 1H, m; 1.72, 1H, sep, 6.8; 1.59, 1H,
sep, 6.8; 0.94, 3H, td, 7.3, 3.8, HC?? (redpoklad) - prednokladame, Ze signaly, d: 9.19, 1H, br;
7.56, 1H, br; 5.79, 1H, br; 5.68, 1H, br; 5.50, 1H, br; 5.23, 1H, br a 5.00, 1H, br patii
vodikiim HO!"', HN®, HN?, HO!”', HO?®", HO'"® a HO?"' (jsou charakteristické pro hydroxy- a
iminoskupiny)®. Signaly 6.94, 1H, d, 7.8; 6.89, 1H, d, 7.8; 6.74, 1H, t, 7.8 patii vodikiim
benzenového cyklu HC?'®, HC® a HC!, nebo: HC!®, HCa HC!. Z ostatnich signal: 3.99,
1H, sxt, 4.5; 3.66, 1H, dd, 10.6, 4.2; 3.59, 1H, m; 1.72, 1H, sep, 6.8 a 1.59, 1H, sep, 6.8
Vv porovnani s pfedchozimi podobnymi derivaty, se d4 predpokladat, Ze patii HC!®, HapC? a
HabC?L. Pro pfifazeni vodikovych signalti jsme pouzily vysledky 2D experimentu {*H-H}-
gCOSY (90°) a {*H-'H}-TOCSY. V COSY (6 = 90°) spektru 16 (obrazek 110, piiloha) jsou
signaly krospikt, 6 (ppm) a J (Hz): 7.98( HC8) /5 gg(d 65, HC16) (gti int.); 7.56( HN6) 1 6,940 78,
HC15) 1 4.76¢ HC) (oba dva jsou - sl. int.); 6.94(@ 78 HCIS) 7 560 HN6) (5] jnt.) / 6.89( 78 HC13)
(sti. int.) / 6.740 78 HCLY (5 jnt) /4,76 HC9) (5], int.); 6.89 78 HC13) | 6 94 78, HCS) (gt int.)
[ 6.744 78 HCLY) (g int); 6.74( 78 HC14) | 6 94(d. 78, HCIS) (g int)) / 6.89( 78 HCI3) (5 jnt.):; 5.89(
65, HC16) 1 7 980 HC8) (stt. int.) / 4.85@ 117 HCIN) (5 jint.) / 4.36( HC18) (sti. int.) / 4.08( HE1) (g,
int.); 5.796 HN2) /3 9g(d 45, HC19) (sti int.); 5.68( HOIT) [ 4,850 117, HCIT) (5] jnt.); 5.50( HO20™)
3.81(¢ 1.7, HbC207) 3 70(d. 1.7, HaC20) (o jsou - sl. int.); 5.23¢- HO18) 1 4 360 HCI8) (5] jnt.): 5.00¢
HOZO’)/ 3.66(d’ 10.6, HbC20) / 3.59(d, 10.6, HaC20) (oba jSOU —sl. int.); 4.85(d’ 11.7, HC17) / 5.89(d’ 6.5, HC16)
(s. int.) / 5.68 HO7) (5| int.) / 4.36® "C18) (s, int.) / 4.086 HC19) (51, int.); 4.76 HC) / 7.56¢
HNG) 1 6,940, 78 HCIS) (oha dva jsou — sl. int.); 4.36( HC18) / 5 gg(d. 65, HC16) 1 5 23(s, HOIS) (oha dva
jsou - sl. int.) / 4.85@ 117, HC1T) 4 08(s HCI9) (oha jsou - s. int.) / 3.81( 117, HbC209 /3 70(d 117,
HaC20) (oba jsou - stf. int.); 4.08( HC19) /4 85 117 HCID) (gti int)) / 4.36¢ HC18) / 3 81@ 117,
HbC20%) 3, 70(@ 1.7, HaC20) (hosledndi tii jsou - S. int.); 3.99(@ 45 HC19) 1 5 796 HN2) (st int.) / 3.66(
10.6, HbC20)/ 3.59(d, 10.6, HaC20) / 1_72(t, 6.8, HbC21)/ 1.59(t, 6.8, HaC21) (posledni étyﬁ Slgl’lély jSOU -3,
int.) / 0.946 HC22) (sti int.); 3.81( 117, HbC20Y) /5 50 HO20™) (g jnt,) / 4.36 HC18) (stt. int.) /
4,08 HC19) [ 3 700 117, HaC20) (oha jsou - s. int.); 3.70@ 117, HaC209 /5 5qls HO20™) (g int.) /
4.366 HC®) (stt. int.) / 4.08( HC19) 1 3,81(d. 1.7, HOC20) (9hg jsou - s. int.); 3.66(¢ 106, HbC20) / 5 0o
HO20 (g]. int.) / 3.99(@ 4.5 HC19) / 3 590, 10.6, HaC20) (pos]edni dva signaly jsou oba —s. int.) / 1.720
68, HbC21) 1 1 59( 68 HaC21) (gha jsou - sti. int.) / 0.94¢ HC22 (s, int.); 3.59@ 106, HaC20) / 5 0O
HO20) (g], int.) / 3.99@ 45 HC19) J 3 g 106, HOC20) (hos]ledni dva signaly jsou oba — s. int.) /
1.72( 68 HbC21) /1 5o(t 69, HaC21) (gha jsou - stf. int.) / 0.94© HC22) (s]. int)); 1.72( 68 HbC2L)
3.99(¢ 45 HC19) (g int.) / 3.66(¢ 106 HbC20) / 3 5g(d, 106, HaC20) (o3 jsou — sti. int.) / 1.59( 6.8, HaC2L)
0.946:1C22) (oba jsou - s. int.); 1.59( 68, HaC21) /3 gg(d 45, HC19) (5 jnt.) / 3,66 106 HbC20) / 3 5g(d
106, HaC20) (oha jsou — sti. int.) / 1.72( 88 HC2D) 19 94 HC22) (9ha jsou - s. int.) a nakonec, 0.94¢
73,HC22) | 3 99 45, HCI9) (ot int.) / 3.66(d 106 HbC20) / 3 5g(d, 106, HaC20) (o3 jsou sl. int.) / 1.72
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68, HbC21) 1 1 59t 68, HaC2D) (9ha jsou — s. int.). *H signaly se da piifadit, 6 (ppm) a J (Hz): 0.94,
3H, td, 7.3, 3.8, HC?; 1.59, 1H, sep, 6.8, H.C?!; 1.72, 1H, sep, 6.8, HpC?%; 3.59, 1H, m,
H.C?; 3.66, 1H, dd, 10.6, 4.2, H,C®; 3.70, 1H, dt, 11.7, 3.2, H,.C*; 3.81, 1H, dd, 11.7, 3.2,
H,C?; 3.83, 3H, s, HC'?; 3.99, 1H, sxt, 4.5, HC; 4.08, 1H, q, 3.3, HC'®"; 4.36, 1H, qui, 2.5,
HC!8; 4.76, 2H, br, HC®; 4.85, 1H, dt, 11.7, 5.5, HCY'; 5.00, 1H, br, HO?"; 5.23, 1H, br,
HO'®'; 5,50, 1H, br, HO*"; 5.68, 1H, br, HO!"; 5.79, 1H, br, HN? 5.89, 1H, dd, 6.5, 1.8,
HC®; 6.74, 1H, t, 7.8, HC*; 6.89, 1H, d, 7.8, HC™®; 6.94, 1H, d, 7.8, HC'®; 7.56, 1H, br, HN®;
7.98, 1H, s, HC® a 9.19, 1H, br, HO'"". TOCSY spektrum 16 (obrazek 111, piiloha) ma lepsi
rozlieni a jsou tam pozorovany krospiky, které svédéi o *H-H spin-spinovych interakci pies
n&kolik (3-5)1° vazeb a které podporuji piifazeni signalti H benzylového cyklu na zakladé
COsY.

V {H}!3C-spektru 16 (obrazek 112, ptiloha) jsou 21 uhlikovych signalti, odpovidajicich
zkoumanému vzorku, J (ppm): 10.38, 24.39, 39.12, 54.60, 55.79, 62.63, 63.56, 71.70, 73.87,
86.40, 88.72, 110.91, 114.51, 118.75, 121.24, 126.76, 137.08, 144.89, 148.07, 151.11, 156.14
a 159.60. Da se predpokladat (>0): C22, C21, C9, C19, C12’, C20, C20’, C18, C17, C19’,
C16, C13, C5, C14, C15, C10, C8, C11, C12, C4, C6 a C2. V BC (APT) spektru 16 (obrazek
113, ptiloha) jsou signaly, 0 (ppm): 159.60, 156.14, 151.11, 148.07, 144.89, 126.76, 114.51,
63.56, 62.63, 39.12 a 24.39 - v pozitivnim modu (7 signalG - odpovidajicich kvartérnim
uhlikiim a 4 signaly - uhlikim skupin CH2). Signaly v negativnim modu,  (ppm) jsou:
137.08, 121.24, 118.75, 110.91, 88.72, 86.40, 73.87, 71.70, 55.79, 54.60 a 10.38 (11 signalt —
patii skupinam CH a CH3s). Pfifazeni signalti skupin CHz, HC a CHs podpofily také vysledky
13C DEPT (135 Hz) experimentu (obrazek 114, piiloha); jsou 4 signaly ¢ (ppm): 63.56, 62.63,
39.12, 24.39 - v pozitivnim modu (CHz) a 11 signalt skupin CH a CHs ¢ (ppm): 137.08,
121.24, 118.75, 110.91, 88.72, 86.40, 73.87, 71.70, 55.79, 54.60, 10.38 jsou Vv negativnim
modu. V {*H-BC}-gHMQC spektru 16 (obrazek neni uveden kvili $patnému rozliSeni
z divodu vadné sondy JEOL ACX-500) jsou 15 signalt s din (J) / d13c (ppm), které po
pfifazeni vodikovych signdlé pomoci 2D {*H-'H}-gCOSY da4 se identifikovat: 7.98 / 137.08
(HC?®); 6.94 (7.8) / 121.24 (HCY); 6.89 (7.8) / 110.91 (HC*?); 6.74 (7.8) / 118.75 (HC*); 5.89
(6.5) / 88.72 (HC¥); 4.85 (11.7) / 73.87 (HC"); 4.76 / 39.12 (HC®); 4.36 (2.5) / 71.70 (HC®);
4.08 (3.3) / 86.40 (HC'"; 3.99 (4.5) / 54.60 (HC'®); 3.83 / 55.79 (HC'?); 3.81 (11.7) / 3.70
(11.7) / 63.56 (HbaC?); 3.66 (10.6) / 3.59 (10.6) / 62.63 (Hp2C%); 1.72 (6.8) / 1.59 (6.8) /
24.39 (HpaC?) a 0.94 (7.3) / 10.38 (HC?). V {*H-13C}-gHMBC spektru {N6-(2-hydroxy-3-
methoxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(ribosid) }purinu =~ 16  (obrazek
neni uveden ze stejného dtvodu) jsou signaly dizc (ppm) = 159.60 s krospiky, dix (ppm.), J
(Hz): 5.79, s, HN? (sl. int.) 2 3.99, d, 4.5, HC? (stf. int); d13c = 156.14 a krospiky, d1n, J: 7.56,
s, HN® (stf. int.), 6.94, d, 7.8, HC'® a 4.76, s, HC® (oba dva jsou — sl. int.); d1sc = 151.11
s krospiky, d1n, J: 7.98, s, HC® (sti*. int.) a 5.89, d, 6.5, HC® (stf. int.); d13c = 148.07 s kros-
piky, din, J: 6.94, d, 7.8, HC™® (sl. int.), 6.89, d, 7.8, HC® (s. int.), 6.74, t, 7.8, HC* (st. int.)
a3.83, s, HC'? (s. int.); d13c = 144.89 s krospiky, d1n, J: 9.19, s, HO!! (sl. int.), 6.94, d, 7.8,
HC® (sl. int.), 6.89, d, 7.8, HC™? (stf. int.) a 6.74, t, 7.8, HC* (sl. int.); d13c = 126.76 s kros-
piky, o1n, J: 7.56, s, HN® (sl. int.), 6.94, d, 7.8, HC?® (s. int.), 6.89, d, 7.8, HC® (sl. int.), 6.74,
t, 7.8, HC (stf. int.) a 4.76, s, HC® (sti. int.) a d13c = 114.51 s krospikem, d1n: 7.98, s, HC?
(stf. int.). Po analyze, da se uvést, ze kvartérnimi uhliky, disc jsou: 114.51 (C%), 126.76 (C'°),
144.89 (CY), 148.07 (C*?), 151.11 (C*), 156.14 (C®) a 159.60 (C?). Dal, jsou signaly s disc /
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o (ppm) a J (Hz): 137.08 / 7.98, d, 206.3, HC® s krospikem s d1n (ppm): 5.89, s, HC® (sti.
int.); 121.24 / 6.94, d, 161.2, HC® s krospiky 7.56, s, HN® (sl. int.), 6.89, d, 7.8, HC® (stt.
int.), 6.74, t, 7.8, HC!* (s. int.) a 4.76, s, HC® (sl. int.); 118.75 / 6.74, d, 163.0, HC* s kros-
piky 6.94, d, 7.8, HC®® a 6.89, d, 7.8, HC*® (oba jsou - s. int.); 110.91/ 6.89, d, 159.7, HC® s
krospiky 6.94, d, 7.8, HC'® (stf. int.) a 6.74, t, 7.8, HC (s. int.); 88.72 / 5.89, d, 142.1, HC!® s
krospiky 7.98, s, HC® (st. int.), 4.85, d, 11.7, HCY' (s. int.), 4.36, s, HC!®, (stf. int.) a 4.08, s,
HC'' (sl. int.); 86.40 / 4.08, d, 143.1, HC' s krospiky 5.89, d, 6.5, HC® (sl. int.), 4.85, d,
11.7, HCY (stt. int.), 4.39, s, HC® (s. int.), 3.81, d, 12.0, HpC?* a 3.70, d, 12.0, H,C?" (oba
jsou - s. int.); 73.87 / 4.85, d, 151.0, HC's krospiky 5.89, d, 6.5, HC'® (s. int.), 5.68, s, HO'”’
(sl. int.), 4.36, s, HC®® (s. int.), 4.08, s, HC®" (sti. int.), 3.81, d, 12.0, H,C?*" a 3.70, d, 12.0,
HaC?* (posledni dva jsou — sl. int.); 71.70 / 4.36, d, 145.5, HC'® s krospiky 5.89, d, 6.5, HC'®
(stf. int.), 5.23, s, HO'® (sl. int.), 4.85, d, 11.7, HC'", 4.08, s, HC!®" (oba jsou - s. int.), 3.81, d,
12.0, Hy,C?*" a 3.70, d, 12.0, HaC** (oba jsou sti. int.); 63.56 / 3.81, d, 163.3, H,C?>*'/ 3.70, d,
163.2, HaC?"" s krospiky 5.50, s, HO*", 4.85, d, 11.7, HC' (oba jsou - sl. int.), 4.36, s, HC'8
(sti. int.) a 4.08, s, HC'' (s. int.); 62.63 / 3.66, d, 124.0, H,C?® / 3.59, d, 122.9, H.C? s kros-
piky 5.79, s, HN? (sl. int.), 3.99, s, HC'® (s. int.), 1.72, d, 7.0, H,C%, (st. int.), 1.59, d, 7.0,
HaC?! (stt. int.); 55.79 / 3.83, d, 89.0, HC'? bez krospikii; 54.60 /3.99, d, 173.2, HC'® s kros-
piky 5.79, s, HN? (sl. int.), 3.66, d, 27.5, H,C? (s. int.), 3.59, d, 28.0, H.C? (s. int.), 1.72, d,
39.9, HpC? (s. int.), 1.59, d, 42.0, HaC? (s. int.) a 0.94, d, 10.0, HC? (sti. int.); 39.12 / 4.76,
d, 143.0, HC® s krospiky 7.56, s, HN® (sl. int.) a 6.94, d, 7.8, HC'® (st. int.); 24.39 / 1.72, d,
159.8, HpC?'/ 1.59, d, 159.8, HaC? s krospiky 3.66, s, H,C?, 3.59, s, H.C? (oba jsou - stf.
int.) a 0.94, t, 7.3, HC? (s. int.); 10.38 / 0.94, d, 130.5, HC?? s krospiky 3.99, d, 16.5, HC*®
(stf. int), 1.72, d, 46.7, HpC?* (s. int) a 1.59, d, 48.0, HaC? (s. int.). Po analyze, se da
konstatovat, ze uhliky CH, CH, a CHs skupin jsou, disc: 10.38 (HC?2); 24.39 (HC?Y); 39.12
(HC®); 54.60 (HC™); 55.79 (HC'?); 62.63 (HC?); 63.56 (HC>"); 71.70 (HC®); 73.87 (HC');
86.40 (HC'®); 88.72 (HC®); 110.91 (HC™®); 118.75 (HC); 121.24 (HC'®) a 137.08 (HC?).
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8.2. Obrazky 1D a 2D spekter derivata roskovitinu.
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Obriazek 1. *H-spektrum 2-(1-hydroxymethyl-propyl)amin-9-(isopropyl)adeninu
v d7-DMFA, relativné TMS, pti 25 °C.
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Obrazek 2. {*H-'H}-gCOSY (90°) spektrum 2-(1-hydroxymethyl-propyl)amin-9-(isopropyl)adeninu
v d7-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.
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Obriazek 3. *C-spektrum 2-(1-hydroxymethyl-propyl)amin-9-(isopropyl)adeninu v d;-DMFA, relativn TMS,
pii 25 °C.
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Obrazek 4. *C-APT-spektrum 2-(1-hydroxymethyl-propyl)amin-9-(isopropyl)adeninu v d7-DMFA, relativné
TMS, pii 25 °C.
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Obriazek 5. {*H-3C}-gHMQC spektrum 2-(1-hydroxymethyl-propyl)amin-9-(isopropyl)adeninu v d;-DMFA,
relativné TMS, pfi 25 °C.
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Obrizek 6. {*H-*C}-gHMBC spektrum 2-(1-hydroxymethyl-propyl)amin-9-(isopropyl)adeninu v d,-DMFA,

relativné TMS, pii 25 °C
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Obrazek 7. {*H-*N}-gHMBC spektrum 2-(1-hydroxymethyl-propyl)amin-9-(isopropyl)adeninu v d--DMFA,
relativné DMFA (104.7 ppm), pii 25 °C.
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Obrazek 8. *H-spektrum {N6-(2,3-di-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(isopropyl)}-
purinu v d--DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.
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Obriazek 9. {*H-'H}-gCOSY (90°) spektrum {N6-(2,3-di-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-
propyl)amin]-9-(isopropy!) }purinu v d7-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.
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Obrazek 10. {*H-'H}-TOCSY spektrum {N6-(2,3-di-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-
9-(isopropyl)}purinu v d7-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.
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Obrazek 11. **C-spektrum {N6-(2,3-di-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-
(isopropyl)}purinu v d7-DMFA, relativné TMS, pfi 25 °C.
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Obrazek 12. 13C-APT-spektrum {N6-(2,3-di-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-
(isopropyl)}purinu v d;-DMFA, relativné TMS, pfi 25 °C.
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Obrazek 13. {*H-*C}-gHMQC spektrum {N6-(2,3-di-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-
9-(isopropyl)}purinu v d7-DMFA, relativn¢ TMS, pfi 25 °C.
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Obrazek 14. {*H-C}-gHMBC spektrum {N6-(2,3-di-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-
9-(isopropyl)}purinu v d7-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.
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Obriazek 15. {*H-*N}-gHMBC spektrum {N6-(2,3-di-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-
9-(isopropyl)}purinu v d7-DMFA, relativné DMFA (104.7 ppm), pti 25 °C.

DMFA

Obrazek 16. *H-spektrum {N6-(3,5-di-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(isopropyl)}-
purinu v d7--DMFA, relativné TMS, piti 25 °C.
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Obriazek 17. {*H-'H}-gCOSY (90°) spektrum {N6-(3,5-di-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)-
amin]-9-(isopropyl)}purinu v d;-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.
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Obrazek 18. 1*C-spektrum {N6-(3,5-di-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(isopropyl)}-
purinu v d7--DMFA, relativné TMS, piti 25 °C.
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Obriazek 19. *C-APT-spektrum {N6-(3,5-di-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-
(isopropyl)}purinu v d7-DMFA, relativné TMS, pfi 25 °C.
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Obriazek 20. {*H-BC}-gHMQC spektrum {N6-(3,5-di-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-
9-(isopropyl)}purinu v d7-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.
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Obrazek 21. {*H-*C}-gHMBC spektrum {N6-(3,5-di-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-
9-(isopropyl)}purinu v d7-DMFA, relativn¢ TMS, pfi 25 °C.
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Obrazek 22. {*H-°N}-gHMBC spektrum {N6-(3,5-di-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-
9-(isopropyl) }purinu v d-DMFA, relativné DMFA (104.7 ppm), pii 25 °C.
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Obrazek 23. *H-spektrum {N6-(2,5-di-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(isopropyl)}-
purinu v d7-DMFA, relativné TMS, pti 25 °C.
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Obrazek 24. {*H-'H}-gCOSY (90°) spektrum {N6-(2,5-di-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)-
amin]-9-(isopropyl) }purinu v d;-DMFA, relativné TMS, pfi 25 °C.
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Obrazek 25. *C-spektrum {N6-(2,5-di-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(isopropyl)}-
purinu v d7-DMFA, relativné TMS, pti 25 °C.

Obrazek 26. 13C-APT-spektrum {N6-(2,5-di-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-
(isopropyl)}purinu v d7-DMFA, relativné TMS, pti 25 °C.
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Obriazek 27. {*H-*C}-gHMQC spektrum {N6-(2,5-di-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-
9-(isopropyl)}purinu v d7-DMFA, relativn¢ TMS, pii 25 °C.
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Obrazek 28. {*H-C}-gHMBC spektrum {N6-(2,5-di-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-
9-(isopropyl)}purinu v d7-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.
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Obriazek 29. {*H-*N}-gHMBC spektrum {N6-(2,5-di-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-
9-(isopropyl)}purinu v d7-DMFA, relativné DMFA (104.7 ppm), pti 25 °C.
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Obrazek 30. 'H-spektrum {N6-(2-hydroxy-3-methylbenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-
(isopropyl)}-purinu v d7-DMFA, relativné TMS, pti 25 °C.
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Obriazek 31. {*H-'H}-gCOSY (90°) spektrum {N6-(2-hydroxy-3-methylbenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-
propyl)amin]-9-(isopropyl)}purinu v d7;-DMFA, relativné TMS, pti 25 °C.
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Obrazek 32. 13C-spektrum {N6-(2-hydroxy-3-methylbenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(iso-
propyl)}purinu v d7-DMFA, relativné TMS, pti 25 °C.
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(isopropyl)}purinu v d7-DMFA, relativné TMS, pti 25 °C.
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Obrazek 33. 1*C-APT-spektrum {N6-(2-hydroxy-3-methylbenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-
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propyl)amin]-9-(isopropyl)}purinu v d,-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.

Obrazek 34. {*H-C}-gHMQC spektrum {N6-(2-hydroxy-3-methyl-benzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-

116



M
Wi
——_ Hi e
o ¥ = L3
o b M ot M il Jh-. A
F 3 ":":’_"_-'H HET eI 1 J:'!!'!ﬂ:-:’"-‘c”
F Fl 3 e = B Pl 2
' E Tor HEMCH e o
o (ppm i 3 WY s---_i e
E H - a = i
3 HeRCE HEWEEM n:ETr.:.--'. |
40 2 Heyc HEmC et jHeey
3 ¥ o ‘
3 HEHCH - = :
£03 . !_._e?-ﬂ IR
3 [ ) HapSHice -"F-. HEIE e
802 HRIC™ WG HattcE
8 3 .
P J IUU_E Hc!l!-cs i
Ty B
= i ] E T
R e h @ " —w 1:u_5 Heyer i HE®IE
” };\ v e 3 vy . ;.
E o -
? = w ! 1403 WIS MW
4T 3 ey iy
il . = - - - L
= ES - = A o . . . :
ke 1é U—: HEfpCe “?.i" 1.3 'ﬁ‘l ]
| 3 HEWMEn [
3 HHYCT
R B L I I LA I I
8 8 7 E 5 4 3 2 1 0

F2 (ppm)

Obrazek 35. {*H-*C}-gHMBC spektrum {N6-(2-hydroxy-3-methylbenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)-
amin]-9-(isopropyl)}purinu v d;-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.
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Obrazek 36. {*H->N}-gHMBC spektrum {N6-(2-hydroxy-3-methylbenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)-
amin]-9-(isopropyl) }purinu v d7-DMFA, relativné DMFA (104.7 ppm), pii 25 °C.
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Obrazek 37. *H-spektrum {N6-(2-hydroxy-5-methylbenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-
(isopropyl)}purinu v d7-DMFA, relativné TMS, pfi 25 °C.
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Obrazek 38. {*H-'H}-gCOSY (90°) spektrum {N6-(2-hydroxy-5-methylbenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-
propyl)amin]-9-(isopropyl)}purinu v d,-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.
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Obrazek 39. *C-spektrum {N6-(2-hydroxy-5-methylbenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(iso-
propyl)}purinu v d-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.
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Obrazek 40. 1*C-APT-spektrum {N6-(2-hydroxy-5-methylbenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-
(isopropyl)}purinu v d7-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.
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Obriazek 41. {*H-*C}-gHMQC spektrum {N6-(2-hydroxy-5-methyl-benzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-
propyl)amin]-9-(isopropyl)}purinu v d7;-DMFA, relativné TMS, pti 25 °C.
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Obrazek 42. {*H-C}-gHMBC spektrum {N6-(2-hydroxy-5-methyl-benzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-
propyl)amin]-9-(isopropyl)}purinu v d,-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.
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Obriazek 43. {*H-'*N}-gHMBC spektrum {N6-(2-hydroxy-5-methyl-benzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-

propyl)amin]-9-(isopropyl)}purinu v d;DM

FA, relativné DMFA (104.7 ppm), pfi 25 °C.
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Obrazek 44. 'H-spektrum {N6-(4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-
(isopropyl)}purinu v d;-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.
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Obriazek 45. {*H-'H}-gCOSY (90°) spektrum {N6-(4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzylamin)-2-[(1-
hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(isopropyl) }purinu v d--DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.
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Obrazek 46. 13C-spektrum {N6-(4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-
(isopropyl)}purinu v d;-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.
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Obrazek 47. 1*C-APT-spektrum {N6-(4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)-
amin]-9-(isopropyl)}purinu v d;-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.
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Obrazek 48. {*H-C}-gHMQC spektrum {N6-(4-hydroxy-3,5-dimethoxy-benzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-
propyl)amin]-9-(isopropyl) }purinu v d,-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.
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Obrazek 49. {*H-*C}-gHMBC spektrum {N6-(4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-
propyl)amin]-9-(isopropyl)}purinu v d7;-DMFA, relativné TMS, pti 25 °C.
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Obrazek 50. {*H->N}-gHMBC spektrum {N6-(4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-
propyl)amin]-9-(isopropyl) }purinu v d7-DMFA, relativné DMFA (104.7 ppm), pii 25 °C.
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Obrazek 51. *H-spektrum {N6-(4-brombenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(isopropyl) }purinu v
d7-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.

HEmE
e
=
e
* HE
=
o “ ya HE e Ca o=
wa | . T AT .
1 H.-h{‘f"‘l’H_C""
wm _ 4 ippm HCAHC AL >
. ] .
—
= t
HapCaiH e
s H{}"‘_l’HC"': H l|I
LT — _|‘ \4
¥ =
Hul —1 4 [l R
- A .
i / * 4,
-ﬁ’] HNHHC 8
e + e HCAHC e
T
—
s T ’ !
|
1 1 1 L] i L] n |

Obrazek 52. {*H-H}-gCOSY (90°) spektrum {N6-(4-brom-benzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-
(isopropyl)}purinu v d;-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.
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Obrazek 53. *C-spektrum {N6-(4-brom-benzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(isopropyl) }purinu
v d7-DMFA, relativné TMS, pti 25 °C.
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Obrazek 54. 13C-APT-spektrum {N6-(4-brom-benzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(isopropyl)}-
purinu v d7--DMFA, relativné TMS, piti 25 °C.
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Obrazek 55. {*H-*C}-gHMQC spektrum {N6-(4-brom-benzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-
(isopropyl)}purinu v d7-DMFA, relativné TMS, pti 25 °C.
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Obrazek 56. {*H-C}-gHMBC spektrum {N6-(4-brombenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-
(isopropyl) }purinu v d7-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.
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Obrazek 57. {*H-*N}-gHMBC spektrum {N6-(4-brombenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-
(isopropyl) }purinu v d;-DMFA, relativné DMFA (104.7 ppm), pti 25 °C.
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Obrazek 58. ‘H-spektrum [N6-(2-hydroxy-3-methoxybenzylamin)-2-(6-amincyklohexylamin)-9-(isopropyl)]-
purinu v d7--DMFA, relativné TMS, piti 25 °C.
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Obriazek 59. {*H-'H}-gCOSY (90°) spektrum [N6-(2-hydroxy-3-methoxybenzylamin)-2-(6-amincyklohexyl-
amin)-9-(isopropyl)]purinu v d--DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.
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Obrazek 60. 1*C-spektrum [N6-(2-hydroxy-3-methoxybenzylamin)-2-(6-amincyklohexylamin)-9-(isopropyl)]-

purinu v d7--DMFA, relativné TMS, piti 25 °C.
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Obriazek 61. 1*C-APT-spektrum [N6-(2-hydroxy-3-methoxybenzylamin)-2-(6-amincyklohexylamin)-9-
(isopropyl)]purinu v d7-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.
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Obrazek 62. {*H-C}-gHMQC spektrum [N6-(2-hydroxy-3-methoxybenzylamin)-2-(6-amincyklohexylamin)-
9-(isopropyl)]purinu v d7-DMFA, relativné TMS, pfti 25 °C.
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Obriazek 63. {*H-*C}-gHMBC spektrum [N6-(2-hydroxy-3-methoxybenzylamin)-2-(6-amincyklohexylamin)-9-

(isopropyl)]purinu v d7-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.

e

HEmE

| BN |1M_ il

F1
]
r G HRENE
- -
100 -
130
f
140
R HeTHe
L]
180 r
-
2006
HESH:
220 . !
ETTS L
E HESNT
2604
h T T T T T T T T
L] 7 [ 1] i 3 2 1 o
F2 ippm)

Obrazek 64. {*H->N}-gHMBC spektrum [N6-(2-hydroxy-3-methoxybenzylamin)-2-(6-amincyklohexylamin)-

9-(isopropyl)]purinu v d7-DMFA, relativné DMFA (104.7 ppm), pii 25 °C.
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Obrazek 65. 'H-spektrum [N6-(2-hydroxy-3-methoxybenzylamin)-2-(4-amincyklohexylamin)-9-(isopropyl)]-
purinu v d7-DMFA, relativné TMS, pti 25 °C.
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Obrazek 66. {*H-'H}-gCOSY (90°) spektrum [N6-(2-hydroxy-3-methoxybenzylamin)-2-(4-amincyklohexyl-
amin)-9-(isopropyl)]purinu v d-DMFA, relativné TMS, pti 25 °C.
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Obrazek 67. 13C-spektrum [N6-(2-hydroxy-3-methoxybenzylamin)-2-(4-amincyklohexylamin)-9-(isopropyl)]-

purinu v d--DMFA, relativné TMS, pti 25 °C.
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Obriazek 68. *C-APT-spektrum [N6-(2-hydroxy-3-methoxybenzylamin)-2-(4-amincyklohexylamin)-9-
(isopropyl)]purinu v d7-DMFA, relativné¢ TMS, pii 25 °C.
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Obriazek 69. {*H-*C}-gHMQC spektrum [N6-(2-hydroxy-3-methoxybenzylamin)-2-(4-amincyklohexylamin)-
9-(isopropyl)]purinu v d7-DMFA, relativné TMS, pti 25 °C.
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Obrazek 70. {*H-C}-gHMBC spektrum [N6-(2-hydroxy-3-methoxybenzylamin)-2-(4-amincyklohexylamin)-9-
(isopropyl)]purinu v d7-DMFA, relativné TMS, pfi 25 °C.
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Obriazek 71. {*H-*N}-gHMBC spektrum [N6-(2-hydroxy-3-methoxybenzylamin)-2-(4-amincyklohexylamin)-
9-(isopropyl)]purinu v d7-DMFA, relativné DMFA (104.7 ppm), pii 25 °C.
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Obrazek 72. *H-spektrum [N6-(2-hydroxybenzylamin)-2-( 1,3-propylendiamin)-9-(isopropyl)]purinu v
d7-DMFA, relativné TMS, pti 25 °C.
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Obrazek 73. {*H-'H}-gCOSY (90°) spektrum [N6-(2-hydroxybenzylamin)-2-( 1,3-propylendiamin)-9-
(isopropyl)Jpurinu v d7-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.
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Obrazek 74. 13C-spektrum [N6-(2-hydroxybenzylamin)-2-( 1,3-propylendiamin)-9-(isopropyl)Jpurinu v
d7-DMFA, relativné TMS, pti 25 °C.
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Obriazek 75. *C-APT-spektrum [N6-(2-hydroxybenzylamin)-2-( 1,3-propylendiamin)-9-(isopropyl)]purinu v
d7-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.
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Obrazek 76. {*H-C}-gHMQC spektrum [N6-(2-hydroxybenzylamin)-2-( 1,3-propylendiamin)-9-(isopropyl)]-
purinu v d--DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.
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Obriazek 77. {*H-*C}-gHMBC spektrum [N6-(2-hydroxybenzylamin)-2-( 1,3-propylendiamin)-9-(isopropyl)]-
purinu v d7-DMFA, relativné TMS, pti 25 °C.
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Obrazek 78. {*H->N}-gHMBC spektrum [N6-(2-hydroxybenzylamin)-2-( 1,3-propylendiamin)-9-(isopropyl)]-
purinu v d7-DMFA, relativné DMFA (104.7 ppm), pii 25 °C.
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Obrazek 79. *H-spektrum {N6-(4-aminobenzensulfonamid)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(isopropyl)}-
purinu v d7-DMFA, relativné TMS, pti 25 °C.
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Obrazek 80. {*H-H}-gCOSY (90°) spektrum {N6-(4-aminobenzensulfonamid)-2-[(1-hydroxymethylpropyl)-
amin]-9-(isopropyl) }purinu v d;-DMFA, relativné TMS, pfi 25 °C.
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Obriazek 81. 1*C-spektrum {N6-(4-aminobenzensulfonamid)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(isopropyl)}-
purinu v d--DMFA, relativné TMS, pti 25 °C.
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Obrazek 82. 1*C-APT-spektrum {N6-(4-aminobenzensulfonamid)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-
(isopropyl)}purinu v d;-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.
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Obriazek 83. {*H-*C}-gHMQC spektrum {N6-(4-aminobenzensulfonamid)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-
9-(isopropyl)}purinu v d7-DMFA, relativn¢ TMS, pfi 25 °C.
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Obrazek 84. {*H-3C}-gHMBC spektrum {N6-(4-aminobenzensulfonamid)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-
9-(isopropyl)}purinu v d7-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.
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Obriazek 85. {*H-*N}-gHMBC spektrum {*H-*C}-gHMBC spektrum {N6-(4-aminobenzensulfonamid)-2-[(1-
hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(isopropyl)}purinu v d-DMFA, relativn¢ DMFA (104.7 ppm), pti 25 °C.
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Obrazek 86. *H-spektrum {N6-(4-amin-N-3,5-dimethylpyrimidin- benzensulfonamid)-2-[ (1-hydroxymethyl-
propyl)amin]-9-(isopropyl)}purinu v d,-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.
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Obrazek 87. {*H-'H}-gCOSY (90°) spektrum {N6-(4-amin-N-3,5-dimethylpyrimidinbenzensulfonamid)-2-[(1-

hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(isopropyl)}purinu v d--DMFA, relativn¢ TMS, pii 25 °C.
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Obrazek 88. {*H-'H}-gROESY spektrum {N6-(4-amin-N-3,5-dimethylpyrimidin- benzensulfonamid)-2-[(1-

hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(isopropyl) }purinu v d-DMFA, relativné TMS, pfi 25 °C.
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Obrazek 89. 1*C-spektrum {N6-(4-amin-N-3,5-dimethylpyrimidin- benzensulfonamid)-2-[(1-hydroxymethyl-

propyl)amin]-9-(isopropyl)}purinu v d7;-DMFA, relativné TMS, pti 25 °C.
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Obrazek 90. 13C-APT-spektrum {N6-(4-amin-N-3,5-dimethylpyrimidin- benzensulfonamid)-2-[(1-hydroxy-

methylpropyl)amin]-9-(isopropyl) }purinu v d;-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.
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Obrazek 91. {*H-*C}-gHMQC spektrum {N6-(4-amin-N-3,5-dimethylpyrimidin- benzensulfonamid)-2-[(1-
hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(isopropyl)}purinu v d,-DMFA, relativn¢ TMS, pii 25 °C.
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Obrazek 92. {*H-C}-gHMBC spektrum {N6-(4-amin-N-3,5-dimethylpyrimidin- benzensulfonamid)-2-[(1-
hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(isopropyl) }purinu v d-DMFA, relativné TMS, pfi 25 °C.
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Obriazek 93. {*H-15N}-gHMBC spektrum {N6-(4-amin-N-3,5-dimethylpyrimidin- benzensulfonamid)-2-[(1-
hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(isopropyl)}purinu v d-DMFA, relativn¢ DMFA (104.7 ppm), pti 25 °C.
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Obrazek 94. *H-spektrum {N6-(2-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(ribosid) }purinu v
d7-DMFA, relativné TMS, pti 25 °C.
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Obrazek 95. {*H-'H}-gCOSY (90°) spektrum {N6-(2-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-
9-(ribosid)}purinu v d7-DMFA, relativn¢ TMS, pii 25 °C.
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Obrazek 96. 13C-spektrum {N6-(2-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(ribosid) }purinu
v d7-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.
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Obrizek 97. *C-APT-spektrum {N6-(2-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(ribosid)}-
purinu v d7-DMFA, relativné TMS, pti 25 °C.
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Obrazek 98. {*H-C}-gHMQC spektrum {N6-(2-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-
(ribosid)}purinu v d7-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.
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Obriazek 99. {*H-*C}-gHMBC spektrum {N6-(2-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-
(ribosid)}purinu v d7-DMFA, relativné TMS, pti 25 °C.
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Obrazek 100. {*H-°>N}-gHMBC spektrum {N6-(2-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-
(ribosid)}purinu v d7-DMFA, relativné DMFA (104.7 ppm), pii 25 °C.
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Obrazek 101. *H-spektrum {N6-(3-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(ribosid) }purinu

v d7-DMFA, relativné TMS, pti 25 °C.
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Obrazek 102. {*H-'H}-gCOSY (90°) spektrum {N6-(3-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)-

amin]-9-(ribosid) }purinu v d;-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.
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Obriazek 103. {*H-'H}-gROESY spektrum {N6-(3-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-
(ribosid)}purinu v d7-DMFA, relativné TMS, pti 25 °C.
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Obrazek 104. 13C-spektrum {N6-(3-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(ribosid) }purinu
v d7-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.
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Obriazek 105. °C-APT-spektrum {N6-(3-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-(ribosid)}-
purinu v d7-DMFA, relativné TMS, pti 25 °C.
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Obrazek 106. {*H-C}-gHMQC spektrum {N6-(3-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-
(ribosid)}purinu v d7-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.
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Obriazek 107. {*H-*C}-gHMBC spektrum {N6-(3-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-
(ribosid)}purinu v d7-DMFA, relativné TMS, pti 25 °C.
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Obrazek 108. {*H-°>N}-gHMBC spektrum {N6-(3-hydroxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-
(ribosid)}purinu v d7-DMFA, relativné DMFA (104.7 ppm), pii 25 °C.
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Obriazek 109. *H-spektrum {N6-(2-hydroxy-3-methoxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-
(ribosid)}purinu v d7-DMFA, relativné TMS, pti 25 °C.
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Obrazek 110. {*H-'H}-gCOSY (90°) spektrum {N6-(2-hydroxy-3-methoxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-
propyl)amin]-9-(ribosid) }purinu v d7-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.
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Obrazek 111. {*H-'H}-gTOCSY (90°) spektrum {N6-(2-hydroxy-3-methoxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-
propyl)amin]-9-(ribosid)}purinu v d7-DMFA, relativn¢ TMS, pii 25 °C.
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Obrazek 112. 13C-spektrum {N6-(2-hydroxy-3-methoxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-9-
(ribosid)}purinu v d7-DMFA, relativné TMS, pii 25 °C.
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Obriazek 113. 3C-APT-spektrum {N6-(2-hydroxy-3-methoxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-
9-(ribosid)}purinu v d7-DMFA, relativn¢ TMS, pii 25 °C.
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Obrazek 114. 13C-DEPT-spektrum {N6-(2-hydroxy-3-methoxybenzylamin)-2-[(1-hydroxymethyl-propyl)amin]-
9-(ribosid)}purinu v d7-DMFA, relativné TMS, pfti 25 °C.
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