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1. Uvod

Je zndmo, Ze purin jako zaklad struktury nukleovych kyselin a fady biologicky
aktivnich latek je pravdépodobné nejzkoumangj$im heterocyklem viibec. V literatufe je
popsano kvantum rozli¢nych derivatii s proménlivou substituci v polohéch 2, 6, 8 a 9,
pficemz u fady pfipravenych slouCenin byla nalezena rozmanita biologické aktivita. V
soucasné dobé je na vyzkum a vyvoj latek obsahujicich purinové jadro kladen stale vétsi
daraz. I pfes mnozstvi dostupnych informaci je vSak mozné vysledovat urcité strukturni
omezeni tykajici se polohy N° v tom smyslu, Ze vétsina dosud studovanych sloudenin
obsahuje v této poloze jako substituent pouze jednoduchy alifaticky nebo alicyklicky
fetézec. Priprava a studium derivati obsahujicich v dané poloze funkcionalizovany
ligand byla v literatufe popsana pouze ojedinéle. Vyjimku tvofi acyklické nukleosidy,
které v diskutované poloze obsahuji hydroxyalkylové substituenty nebo etherické
vazby.

Tento fakt se stal motivaci pro navrzeni jednoduché syntetické metody
umoziiujici importovat do polohy N° ligand s karboxamidovou skupinou. Takové
derivaty lze principialné pfipravit napt. z aminokyselin, kde dusik aminoskupiny se pii
vystavbé molekuly stava soucasti skeletu v poloze N° a karboxylova skupina tvofi
zaklad pro pfipravu amidické funkce. V naSem ptipad€ byly jako vychozi slouceniny
pro pfipravu zvoleny pfirodni a-aminokyseliny, které (podobné jako molekula purinu)
predstavuji privilegovany motiv v biologicky aktivnich slou€eninach ptirodniho i

syntetického plivodu.



2. (il bakalarské prace

Cilem prace je vyvinout jednoduchou metodu piipravy derivati purinu
obsahujicich v N° poloze ligand majici zaklad ve struktuie piirodnich aminokyselin.
Zakladni strukturou, ze které reak¢éni schéma vychazi, je pravé imobilizovana
aminokyselina, ktera je na polymerni nosi¢ ukotvena ve form¢ amidu pomoci acylace
imobilizovaného sekundarniho aminu. Nasledna vystavba purinového skeletu by méla

vést k findlnim derivatim s proménlivou substituci R; - Rs.
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Obecné schéma piipravy cilovych derivati (1).

Jako metoda ptipravy cilovych sloucenin byla zvolena syntéza na pevné fazi z

davodu snadného spojeni s kombinatorialni chemii.



3. Teoreticka Cast

3.1 Standardni moznosti pripravy purinu

3.1.1 Uvod do purinovych derivati

Purinovy skelet je jako takovy jednim z nejcastéji se vyskytujicich heterocykla.
Je pritomen v tadé biologickych molekul, ve struktufe DNA, a také v mnozstvi
biologicky aktivnich latek s nejriznéjSim zaméfenim. V této kapitole je popsano
nckolik mozZnosti samotné syntézy purinového jadra a derivati od néj odvozenych. Také
bylo vybrano n¢kolik vyznamnych sloucenin obsahujicich purin jako zakladni strukturu

a popsana jejich ptiprava a zakladni informace o téchto latkach.

3.1.2 Moznosti vystavby purinového skeletu v roztoku

V dnesni dobé je znama spousta metod, kterymi lze pfipravit samotny skelet
purinu (I). Vétsina pfitom vyuziva cykliza¢nich reakci. Vyznamnou reakci je syntéza
vychézejici z 4,5-diaminopyrimidinu (11), ktery je zahfivan s kyselinou mraven¢i®
(Schéma 1).

N'L/\//ENHZ HCOOH (I

N” NH,

I I
(Schéma 1)

Mezi dal$i mozné metody piipravy patii syntéza purinu z formamidu (III), ktera

bézi v jednom kroku pfii vyssich teplota’u:h2 (Schéma 2).

_160-200°
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i I
(Schéma 2)



Cyklizaci 4,5-diaminopyrimidinu lze provadét i katalyzovanou deoxygenaci
oxidu uhli¢itého s naslednym zabudovanim uhliku z molekuly CO, do polohy C® v

purinovém skeletu. Jako reduktant se pro tuto reakci vyuziva fenylsilan (IV)3 (Schéma
3).

i H
NZ NH, Sits cat. NZ N
] + + o, ———» [ )
N~ “NH, 70°C, 24 h. \N N
I v I
(Schéma 3)

VétSina dnes pouzivanych reakci vyuziva takovych postupt, kdy je vysledny
purin na nékterém mist¢ jiz substituovan. Ptikladem takovéto reakce je cyklizace na 4-
formamido-5-imidazolkarboxamidu (V), kdy vyslednym produktem je adenin (VI)
(Schéma 4).

HN NH
HN NH,  HCOg NZ >N
—>
L) 2
H
\Y/ VI

(Schéma 4)

Tento derivat imidazolu (V) pro vySe zminénou reakci lze ptipravit v nékolika
krocich z malononitrilu (VII), pfi¢emz nemusi bezpodmine¢né vznikat pouze adenin.
Lze naptiklad vyuzit 1 jeden z meziprodukti reakce, podobny derivat imidazolu (VIII),

ktery v podob& dihydrochloridu reakei s mogovinou dava isoguanin® (IX) (Schéma 5).

NH J H
N N HN 2 H,N” ONH N=
SN T (] N e 1 10
N~ “NH, 0” >N~ "N
H
VI VI IX
(Schéma 5)

-10 -



Obdobnou cyklizacni reakci lze také provést z dalSiho derivatu imidazolu (X),
ktery obsahuje nitrilovou skupinu. Tuto vychozi latku lze ziskat v n¢kolika krocich z

nitroimidazolu (X1). Produktem cyklizace je adenin® (Schéma 6).

H HN= CHNH2 7 H
I I |

oN" N > acon k\N N/>
Xl X Vi

(Schéma 6)

Zdaleka nejpouzivangjSimi reakcemi, jejichz produkty jsou riizn€ substituované
puriny, jsou reakce, které vyuzivaji modifikace jiz vhodn¢ substituovaného purinového
skeletu. Nejcastéjsi metody vychazeji z halogenderivati purinu. Halogenové ligandy
jsou snadno nahraditelné jinymi skupinami, coz umoziuje rychlou a efektivni syntézu
cilovych struktur. Jednoduchym piikladem je aminace 6-chlorpurinu (XII) ptisobenim

hydroxidu amonného, ktera dava jako produkt op&t adenin® (Schéma 7).

NHz
)i s NHOH NHLOH Qj:'\‘
k / \N| N/>

Xl VI
(Schéma 7)

3.1.3 Moznosti vystavby purinového skeletu na pevném nosic¢i

Syntéza na pevné fazi se ptili§ nelisi od klasické syntézy - pouzivaji se podobné
vychozi latky a mechanismy reakci. Hlavni vyhodou je ale moznost rychlé piipravy
velkého mnozZstvi latek. Toho Ize dale vyuzit v kombinatorialni chemii, coZ je hlavnim

divodem, proc¢ se vyuziva polymernich nosi¢ii pro organickou syntézu.

Zakladni pfipravu purinového skeletu miizeme provadét napf. na Wangoveé

pryskyfici s pouzitim 2-amino-4,6-dichloropyrimidin-5-karbaldehydu (XI1II), ktery lze

-11 -



na tento nosi¢ ukotvit (XIV), a poté provést cyklizacni reakci pomoci substituovaného

hydrazinu na kone&ny produkt’ (XV) (Schéma 8).

cl Q o Qo
CHO tBuO'K*, DMSO CHO  R.NHNH,.HCI XN
lﬁ > iﬁ e DR
Q oH N7 N : H,N" >N” N
R4

H,N” N7 >cl H, cl

X1 XV XV
(Schéma 8)

Dalsim klasickym piikladem solid-phase syntézy purinové kostry je reakce
vyuzivajici 4,6-dichloro-5-nitropyrimidin  (XVI), ktery je ukotven na Rinkovu
amidovou pryskyfici (XVII). Ten pak podléhd reakci s aminem, ktery atakuje
heterocyklicky skelet a nahradi zbyvajici chlor (XVIII), do jehoZz polohy se timto
krokem dostane amin s takovym uhlovodikovym zbytkem -R , ktery ma byt ve finalni
struktufe ligandem v poloze N°. Poté je vhodnym &inidlem zredukovéna zbyvajici
nitroskupina na aminoskupinu (XIX) a nakonec provedena cyklizace, ktera uzavie
purinové jadro (XX) (Schéma 9).

Cl CI\?H NH
NO, @ “NH, R—NH
AN 2
N'k » N)\/[NOZ > N2
Z I |
N~ ~Cl KN/ cl KN/ NR
H
XVI XVII XVIII
NH NH NH
N/ﬁNOZ LiAIH, , AICI5 N)\/[NHz HCONH, N7 N\>
| 3 | 3 I
H H R
XVIII XIX XX
(Schéma 9)
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Finalni cyklizace pak miize byt provedena né€kolika riznymi ¢inidly. Ma-1i byt v
cilové purinové struktufe substituent i na C® poloze, lze pouZit naptiklad isothiokyanaty
nebo aldehydy s uhlovodikovym zbytkem, ktery po cyklizaci tvoii pravé C® ligand.
Kazda z téchto cyklizacnich metod dava jinak substituovanou heterocyklickou

slougeninu majici jako strukturni zaklad adenin® (XX, XXI, XXI1, aj.) (Schéma 10).

NH
N o NH2
—N=C=S
NZ N —CHO
DCC DDQ
iCONHZ Q
NH NH
N N
N
R N/liI:N> R
~
NH; NH,
N
H—NHR /LiI: N/ki[:\
Lt* CoL Ly
R
XXI XX XXII

(Schéma 10)

Jako substituenty R a R; v téchto molekulach ptitom slouZzi z velké ¢asti pouze

jednoduché uhlovodikové zbytky (methyl, ethyl, isobutyl).

Purinové derivaty pfipravované na pevné fazi maji zpravidla skelet jiz
substituovany jednou nebo vice ligandy, které 1ze jednoduchymi reakcemi odstépit nebo
nahradit jinym poZadovanym substituentem. Reakce takto probihajici jsou pfitom
analogické jako pfi roztokové syntéze. Pokud je jako vychozi latka pouzit 6-chlor-2-
fluorpurin (XXII1), 1ze jej ukotvit na rizné druhy polymernich nosi¢i do poloh 2, 6

nebo 9. Naslednou aminaci a alkylaci Ize pak atakovat zbyvajici dvé polohy a vytvotit

-13-



tak velké mnozstvi 2,6,9-trisubtituovanych purini (XXIV), které mohou slouzit jako

zéklad chemickych knihoven® (Schéma 11).

TTW
O
Cl H

N R
NN ~NH

O’NW/\N}%F N H RB\N)I\ ~ NT>

X
e
O
T
T
&

XXIV

(Schéma 11)

3.2 Vybrané derivaty purinu a jejich biologicka aktivita

3.2.1 Prirodni derivaty

3.2.1.1 Purinové baze v nukleovvych kyselinach

V moderni chemii je znamo Siroké spektrum latek obsahujicich ve struktufe
purinové jadro. Mezi zakladni pfirodni slouceniny patii nukleové baze v DNA savci.

Purinovy skelet je zde pfitomen v guaninu (XVI) a adeninu (V) (Schéma 7).

o) y NH, y
HN N> N)IN>
/ /
HZN)\\N N k\N N
XXV VI

(Schéma 12)

Syntéza téchto latek je zpravidla jednoduchd. Syntéza adeninu je zpracovana
vyse (Schéma 3). Pro syntézu guaninu lze pouzit obdobnou reakci z vystavby
heterocyklického skeletu, kdy lze opét provést cyklizaci 2,5,6-triamino-4-
hydroxypyrimidinu (XX V1) formamidem™® (Schéma 13).
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OH

H

NP NH2  HcoNH, AN
—> /

HzN)\\N NH, HZN)\\N N
XXVI XXV

(Schéma 13)

Tyto purinové baze spolu s pyrimidinovymi bazemi zékladnimi stavebnimi

bloky, které pomoci vodikovych vazeb udrzuji strukturu §roubovice DNA™M.

3.2.1.2 Xanthiny

Dalsi zajimavou skupinou derivati purinu jsou latky odvozené od xanthinu
(XXVII). Ten lze ptimo bez substituentd pfipravit podobnymi podminkami jako napf.
methylové derivaty, mezi které patii napiiklad kofein (XXVIII) nebo theobromin
(XXIX) (Schéma 14).

0 o 0
H / /
HNTY N> \Nﬁl\g HNTY N>
v 7 v
XXVII XXVIII XXIX

(Schéma 14)

Pti syntéze téchto derivatl lze vychdzet napiiklad z uracilu (XXX), ze kterého
1ze ptes nekolik reakénich krokt vyuzivajicich redukéni a cykliza¢ni reakce podobné pti

vystavbeé purinového skeletu pripravit findlni strukturu kofeinu®™ (Schéma 15).

H T
OY\N/\/rO \N)tN>
—> |
HN__~ O%\T N
XXX XXIX
(Schéma 15)
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Kofein a theobromin lze v pfirod¢ najit ve vice nez 60 druzich rostlin (napf.
Coffea arabica, Theobroma cacao, ...). U¢inky kofeinu jsou lidstvu dlouhodob& znamé,
mezi hlavni vlivy na organismus patii stimulace centralniho nervového systému,
zrychleni tepu a mozkové cirkulace a mimo jiné také vasodilatace. Theobromin se
ptimo pouziva ve farmacii jako vasodilatancium. Pii vyssi davce u kofeinu pak dochazi
k nespavosti, nervozité¢, zvonéni v uSich az lehkému deliriu. Toxické ucinky pfi
extrémni davce jsou zvraceni, zaludecni bolesti a zachvaty. Smrtelna davka v lidském
téle je nad 100 pug/ml krve. Kofein se v organismu neusazuje a po nékolika hodinach je

y y 1415
z téla vyloucen """,

3.2.1.3 Kyselina mocova

Mezi dal$i vyznamné derivaty purinu objevené v piirod¢ patii kyselina mocova
(XXXI). Tu je mozné ptipravit z 5,6-diaminouracilu (XXXII) zahtivanim s fosgenem

(XXXIII) v bazickém prostiedi (Schéma 16).

O e) ’
HN S 2 Q » HN N:
&J\ | * )J\ &I\ ‘ ©
07~ "N” "NH, CcI— Cl o0 >N~ "N
H H H
XXXII XXX XXXI

(Schéma 16)

Kyselina mocova je finalnim metabolickym produktem v télech savcu, kde
vznikd odbourdvanim purind. Rizikovymi faktory jsou pifevdzné obezita, vysoka
konzumace alkoholu, vysoky krevni tlak apod., pfi¢emZ alkohol patfi mezi
nejdilezitéj$i, protoze urychluje degradaci adeninovych nukleotidii. Hlavnim
problémem, ktery zpusobuje vysoka hladina kyseliny mocové v krvi, neboli
hyperurikémie, je tvorba soli (uratii) se sodnym kationtem, coz pii nedostatecném

odbouravéani nebo nadprodukci vede ke krystalizaci a riziku dny*® .
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3.2.2 Syntetické derivaty

Ze syntetickych purinovych derivatl je v této praci kladen diraz predev§im na
latky, které maji nahrazen vodik na dusiku v N° poloze, a které vykazuji zajimavou

biologickou aktivitu.

3.2.2.1 Entecavir

Mezi jednu z dulezitych latek patticich do skupiny purinti patii entecavir
(XXXIV). Jeho strukturu lze postupné vystavét tak, ze se vyuzije 4-trimethylsilyl-3-
butyn-2-onu (XXXV) a akroleinu (XXXVI), které vytvoii pozadovany substituent, na

ktery je poté zav&sen derivat purinu’® (Schéma 17).

o]
o) NfLN
>°ri%\L g
HO Y}/

~\
OH

XXXV XXIV XXXVI
(Schéma 17)

OV\

Entecavir je selektivnim inhibitorem pro enzymy DNA ve viru hepatitidy B
(HBV). Cilené¢ se zaméfuje na inhibici DNA polymerasy, ¢imz potlacuje hrozbu
hepatocelularniho karcinomu, ktery miZe u pacientll trpicich hepatitidou B zplsobit

zdravotni komplikace, které mohou zplisobit smrt'.

3.2.2.2 Olomoucin, roscovitin, purvalanol

Dalsimi velmi podrobné zkoumanymi derivaty obsahujici substituent na
poslednim purinovém dusiku jsou olomoucin (XXXVII), roscovitin (XXXVIII) a
purvalanol (XXXIX) (Schéma 18).
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(Schéma 18)

Tyto latky lze efektivné pfipravit i pomoci syntézy na pevné fazi. Svou
biologickou aktivitou jsou znamy predev§im jako selektivni inhibitory cyklin-
dependentnich kindz (CDK), které jsou zodpovédné za bunécné d€leni, a tim padem
mohou zptisobovat riizné zdravotni potiZe, pfevazné vSak naddorové bujeni bunék. Tyto
latky funguji mimo jiné jako kompetitivni inhibitory v ATP (to je zajisténo diky
podobnostem v purinovém skeletu) a nekompetitivni inhibitory histonu HI, coz
umoznuje kontrolu nad bunénym cyklem. Diky svému viceucelovému plisobeni v

organismu jsou tyto latky pouzivany jako multiselektivni 1é¢iva 2021,22.23.24.

3.2.2.3 Aciclovir

Aciclovir (XXXX) je velmi u€inna latka fadici se mezi antivirotika. NejCastéji se
vyuziva u herpetickych vird, napf. herpes simplex. Aciclovir se v téle metabolizuje na
fosfatové formy a inhibuje tak replikaci viru, pfip. pfimo ¢innost DNA polymerasy. Od
jeho objeveni je hojn¢ pouzivan, byla také vyvinuta fada jeho derivati, které¢ vykazuji
podobné ucinky, napf. valaciclovir (XXXXI), famciclovir (XXXXII), penciclovir
(XXXXI) (Schéma 19) aj. Tyto derivaty byly vyvijeny pfevazné pro zvyseni
biologické dostupnosti aktivni latky pro organismus, napf. famciclovir je derivat
uzpasobeny pro oralni uziti. VSechny tyto slouceniny jsou z hlediska své aktivity velmi
selektivni a maji nizkou toxicitu. Aciclovir byl také testovan z hlediska vlivu na riziko
vyskytu HIV. Z hlediska rizika pfenosu nebyl objeven prokazatelny vliv, nicméné 1ze

pomoci této latky zpomalit celkovy vyvoj této nemoci?>%.
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H

3.2.2.4 Tenofovir, adefovir

vvvvvv

je tenofovir (XXXXIV), zndmy pod komerénim nazvem Viread. Je dodavan ve forme
disoproxil-fumaratu (XXXXV) a je vyznamnou latkou v oblasti vyvoje 1éCiv proti
virim sniZzujicim schopnost obranyschopnosti organismu. V téle funguje jako
terminator fetézce DNA, kdy nejprve dochdzi k jeho fosforylaci a nasledné inhibici
reverzni transkriptazy, ktera rozviji virus HIV, pfip. také virus hepatitidy B. Bylo
prokézéano, ze tenofovir je aktivni proti virim HIV-1 a HIV-2. Jeho pozitivni G¢inek byl
také potvrzen pti vyzkumu potlaceni vyskytu viru SIV, coz je virus podobny lidskému
HIV, vyskytujici se u primatd. Tento virus je povazovan za puvodni virus, ze kterého se
pozd¢ji vyvinul HIV. Tenofovir se spolu se svym strukturnim analogem adefovirem
(XXXXVI) (Schéma 20) také vyuziva pro 1écbu infekci virem hepatitidy B. Nékteré
typy HBV mohou byt rezistentni vici adefoviru, v téchto ptipadech se tedy vyuziva
praveé tenofoviru. Adefovir je obchodnimi nazvy oznacovan jako Hepsera nebo Preveon

a pouziva se vyhradné pro lé¢bu HBV?"?8%,
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(Schéma 20)

3.2.2.5 Cladribin, fludarabin, pentostatin

Nékteré purinové derivaty, jako napf. cladribin (XXXXVII) fludarabin
(XXXXVIII) nebo pentostatin (XXXXIX) (ktery se také tadi mezi latky odvozené od
purinu, i kdyZ ma ponékud pozménény skelet) (Schéma 21) jsou vyuzivany pro 1é¢bu
chorob zptisobovanych nadmérnou produkei lymfocyt. Jedna se o latky zamétujici se
proti tvorbé hematologickych malignit, tj. nadort krve, mezi které patii napf.
leukémie. Ob& dvé jsou imunni vii¢i deaminaci, kterou u adenosinu zajiStuje adenosin
deaminasa (ADA), a tim padem inhibuji syntézu DNA. Cladribin i pentostatin jsou
konkrétn¢ vyuzivany u pacientd trpicich vlasatobunéénou leukémii (hairy cell
leukemia), coZ je zvlastni forma leukémie zplisobovana poruchou B-lymfocytl. Diky
tomu, Ze jsou latky velmi podobné béZnym nukleosidiim, neni pribéh 1écby tak
drasticky, jako pfi pouziti klasické chemoterapie. Cladribin je navic u¢inny pii 1é¢bé
roztrousené sklerdzy, protoze snizuje recidivu této nemoci. Fludarabin je velmi uspéSny
pfi 1écbé chronické lymfatické leukemie, vyuZziva se v kombinaci s jinymi podobnymi

ucinnymi latkami pro zvyseni biologického 0¢inky303323%8,
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3.2.2.6 Dalsi derivaty

Azathioprin, merkaptopurin, thioguanin

Azathioprin (XXXXX) je derivatem 6-merkaptopurinu (XXXXXI), thioguanin
(6-thioguanin) (XXXXXII) patii do skupiny thiopurinii (Schéma 22). V organismu
slouzi tyto latky jako inhibitory metabolismu purinil, diky své funkci se zaclenit do
DNA. Z toho divodu se pouzivaji jako imunosupresiva, tzn. jako 1é¢ivé latky pfi
autoimunitnich onemocnénich. Pfikladem mtze byt Crohnova choroba, kterd postihuje

ror oy o v ’ . ce g . v [y o v 4
travici trakt, ale miize mit dopad i na jiné organy (postiZeni o&i a kize)**®.

NO,

N
e

;\l s SH s
NTXN NTX N HN N
oSS
kN N kN N HZN)\N N

XXXXX XXXXXI XXXXXII
(Schéma 22)

3.3 Obecnvy popis syntézy na pevné fazi

Historicky prvni pouziti syntézy na pevné fazi bylo popsano Robertem B.
Merrifieldem v roce 1963. Merrifield vyuzil polystyrenovou pryskyfici, ktera byla
castecné chlormethylovana. Substituci téchto funkénich skupin dokézal pftipravit

tetrapeptidovy fetézec a ucinil tak revolucni objev v oblasti organické syntézy. Popsal
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také metody protekce a deprotekce aminoskupin na fetézci aminokyselin a poukézal na
to, ze syntéza na pevné fazi méa v budoucnu vysoké uplatnéni v oblasti pfipravy Siroké
Skaly latek s moznou biologickou aktivitou™.

Postup syntézy na pevné fazi je rychle se rozvijejici odvétvi v oblasti organické
syntézy. Kromé syntézy peptidi a oleonukleotidi se vyuziva k syntéze tzv. malych
molekul, které 1ze efektivné ukotvit na nosici s vhodnymi funkénimi skupinami. Nosi¢
je zpravidla tvofen polymerni strukturou a linkerem, ktery je zvolen tak, aby vazba mezi
nim a imobilizovanou strukturou byla stabilni pfi béznych syntetickych reakcich, ale
zarovenn musi byt snadno Sté€pitelnd v tizkém spektru podminek (napt. vlivu pH). To
znamena, ze syntézoa na pevné fazi mize v urcitych ptipadech poskytovat jen omezené
mnozstvi organickych latek, nebot” musi byt splnény nasledujici podminky : musi byt
vhodné zvolen pevny nosi¢ a linker tak, aby bylo mozné latku imobilizovat a poté
snadnou metodou odstépit; dana synteticka cesta musi byt uzptisobena tak, aby nékteré
reakéni kroky nevedly k naruSeni systému nosic¢-linker-vychozi latky.

Ve srovnédni s roztokovou syntézou ma syntéza na pevné fazi fadu vyhod 1
nevyhod. Hlavnimi vyhodami jsou ptedev§im rychla izolace pfipravenych latek, nizka
Casovad naroc¢nost a jednoduchost ptipravy Sirokého spektra rozliénych struktur v
pomérné kratkém case. Mezi nevyhody patii ptiprava pouze malého mnozstvi findlniho

wewvr

optimalizace reak¢nich podminek.

3.3.1 Pevné nosice

Pevny nosi¢ je porézni material, ktery ma polymerni strukturu tvofenou
chemicky nereaktivnim skeletem a vhodnymi funkcemi, na které lze navazat linker a
poté 1 vychozi latku pro danou syntézu. Jako pevné nosi¢e se pouZzivaji komeréné
dostupné pryskyfice, které obsahuji konkrétni funkéni skupiny, napf. amidovou,
karboxylovou nebo hydroxylovou skupinu. Tyto funkce pak urcuji 1 nasledné vyuziti
pro dany typ pryskyfice.

Kromé vhodnych funkénich skupin a inertni struktury musi mit pryskyfice také
vlastnost bobtnat v urcitych rozpoustédlech, aby bylo mozné co nejefektivnéji vyuzit

vSechna aktivni mista ve struktufe pevného nosice. Pryskyfice tim padem zvétsi sviyj
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objem a umozni tak molekulam snadnéjsi pfistup k funkénim skupindm po celém svém
povrchu.

V soucasné¢ dobé¢ je k dispozici Sirokd skala komercné dostupnych druht
pryskyfic. Mezi nejpouzivanéjs$i patii jiz zminénd Merrifieldova pryskyfice
(XXXXXII), Wangova pryskyfice (XXXXXIV), Rinkova amidova pryskyftice
(XXXXXV) atd. (Schéma 23).

XXXXXI XXXXXIV XXXXXV
(Schéma 23)

) /@/\OH O,OOCH3

_NH OCH;
C

U vyse zminénych pryskyfic neni nutné pifed samotnou syntézou navazat vhodny
linker, nebot’ jsou jiz dodavany s vhodnymi funkénimi skupinami pro substituci. V
ptipad¢é Rinkovy pryskyftice je potfeba nejprve odstranit chranici Fmoc skupinu. Fmoc
skupina - fluorenylmethyloxykarbonyl (XXXXXVI) spoleéné¢ s Boc skupinou terc.-
butyloxykarbonyl (XXXXXVIII) (Schéma 24) slouzi k protekci aminoskupin a hojné se

vyuzivaji pfevazné pti syntézach peptidi i malych molekul.

Ry
O 2/ N\
Y R,
o} R>
O SOy
O °
XXXXXVI XXXXXVII

(Schéma 24)

3.3.2 Linkery

S rozvojem syntézy na pevné fazi byla vyvinuta také fada linker umoznujicich
imobilizaci Siroké Skaly latek. Linker je molekula tvofici spojnici mezi polymerni

strukturou pryskyfice a zakotvenou vychozi latkou. Vazba s pryskyfici je zpravidla
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obtizné Stépitelna a tudiz stabilni, naopak vazba s imobilizovanou molekulou byva lehce
Stépitelnd napt. v kyselém nebo zasaditém prostiedi. To umoznuje rychlou a efektivni
izolaci produktti pfipravenych na pevné fazi.

Cilovou latku je na linker mozné upevnit pies riizné funkéni skupiny. V piipadé
aminokyselin se vyuziva imobilizace jak pfes amino skupinu, tak pies karboxylovou
funkci. Pokud je jedna z téchto skupin vazana na linker, musi byt druhé skupina vhodné
ochranéna, aby bylo zakotveni aminokyseliny jednoznacné.

V organické syntéze se pouzivaji pievazné takové typy linkera, které jsou labilni
v kyselém prostiedi. Pro Stépeni latek z téchto linkert se vyuziva prevazné kyselina
trifluoroctova, méné castéji pak fluorovodikova. Obé¢ kyseliny jsou snadno odstranitelné
vzhledem k nizkym teplotam varu.

Pfi jednotlivych reakcénich krocich je nutné pouzivat takové prostiedi, které
nenaruSuje stabilitu systému pryskyfice-linker-imobilizovana molekula. Proto se napf.
pii pouziti kysele labilnich linkerti pracuje vétSinou v bazickém nebo neutradlnim
prostfedi. Pokud je kyselé prostfedi pro nckterou reakci vyzadovano, je nutné pouzit
bazicky labilni linker. Volba vhodného linkeru je tedy klicova pro spravnou a efektivni

/ r ooz 37
syntézu na pevné fazi.®
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4. Vvysledky a diskuze

Hlavnim cilem bakalafské prace bylo vyvinout jednoduchou metodiku ptipravy
derivati purinu nesoucich v poloze N° motiv ptirodni a-aminokyseliny. Jako vychozi
latky pro ovéieni dané syntetické cesty slouzily amino slouceniny, vhodné chranéné a-
aminokyseliny a aldehydy. Navrzené obecné schéma piipravy je uvedeno ve Schématu
25.

i N O i
-ami i N. NH
QL/\N’R1 Fmoc-aminokyselina QL/\'}‘)S/ ~Emoc O\L/\NJ\/ 2

H Ry R, Ri R
1(R4) 2 (Ry,Ry) 3 (Ry,Ry)
Cl R3\ R3\N’R3
NJYNOZ Cl \H
L NO 2
LN cl Nl)j 2 amin k)\/E SnCl * H,O Nﬁi[
EDIPA, DMSO kN/ NH DMSO MF N~ > NH
o)
O g, e, R
N. L. _N.
OL\/N\R1 0 ~ TRy Q > TR
R -Rs R\ -Rs
Ry
CHO N TFA,DCM N

o LR T Lo

DCM
OQX\ R O¥\ R

- HN-
OL\/N R Ri
7 (R1,R2,R3,R4) 8 (R1,R2R3,Ry)
(Schéma 25)
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Obr. 1 : Seznam pouzitych vychozich latek

H,N

~NH
primarni aminy (R,)
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N N N
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CHO CHO
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aldehydy (Ry) N
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4.1 Popis zvolené syntetické cesty

K samotné syntéze byla zvolena jako pevny nosi¢ aminomethylova pryskyfice,
na kterou byl ukotven BAL linker s imobilizovanym primarnim aminem. Na tuto
strukturu pak byla navdzana a-aminokyselina ve form¢& amidu. Tento systém
pryskyfice-linker-vychozi latka byl poté podroben arylaci 4,6-dichloro-5-
nitropyrimidinem. Néslednd aminace se sekundarnim aminem slouZila k substituci
zbyvajiciho chloru na pyrimidinovém kruhu. Poté byla provedena redukce nitro skupiny
na amino skupinu. Diky tomu bylo moZzné pomoci zvoleného aldehydu provést
cyklizaci imidazolového kruhu a tedy uzavieni purinového skeletu. Diky amino skupiné
na vychozi aminokyselin¢ se struktura imobilizovanad na pryskyfici stala ligandem na

purinovém jadie v poloze N°.
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4.1.1 Priprava vvchozi imobilizované aminokyseliny

4.1.1.1 Ukotveni BAL linkeru

Prvnim krokem syntézy bylo ukotveni BAL linkeru s aminomethylovou
pryskyfici. Cilovy systém byl vytvofen reakci pryskyfice s 4-(4-formyl-3-
methoxyfenoxy)butanovou, HOBt a DIC (Schéma 26). Tato reakce probihala pifes noc

pfi laboratorni teploté.

Q" NH,
HOBt, DIC ~o
+ : ' H
o~  DMF:DCM (1:1), 24h. Q_ WO o

HOY\/\O o~ |H|

O Q .~

@]
(Schéma 26)

Kvantitativni pribéh reakce byl ovéfen testem s bromfenolovou modii, ktera v
pfitomnosti volné amino skupiny otvira jeden ze svych kruhii (Schéma 27). Tato reakce
je charakteristicka zménou zbarveni pryskyfice. Modrani pryskyftice indikuje pfitomnost
volné amino skupiny v piipadé nekvantitativniho navazani BAL linkeru. V nasem
ptipad¢ bylo pifi prvnim ukotveni linkeru zbarveni pryskyftice zluté, pii druhém pak
zelené. Oba tyto vysledky byly dostacujici a pryskyfice tak mohla byt pouZita pro dalsi

reakce.

(Schéma 27)

-27-



4.1.1.2 Reduktivni aminace

Jakmile byla piipravena vychozi pryskyfice s ukotvenym BAL linkerem, mohla
byt provedena tzv. reduktivni aminace. Cilem této reakce bylo imobilizovat na linker
primarni amin, ktery poté umoznil navadzat danou a-aminokyselinu pfes amidovou
vazbu. Prvni fazi reakce byla samotna imobilizace aminu, ktery byl rozpustén v 10%
kyselin€ octové v bezvodém DMF. Po 24 hodinach byl k roztoku piidan
triacetoxyborohydrid sodny v 5% kyselin€ octové v bezvodém DMF (Schéma 28). Pro
odvod vznikajiciho vodiku byla pod pist stfikacky umisténa jehla. Pryskyfice pak byla
po reakci jesté 10 minut protiepana s 20% piperidinem v DMF. Loading pryskyftice po
reduktivni aminaci byl uréen kontrolni reakci s Fmoc-OSu v DCM. Analyzou S vnéjSim
standardem Fmoc-alaninu a naslednou integraci a srovnanim ploch pika standardu a
analyzovanych latek v LC-MS systému byl stanoven skute¢ny loading pouzité
pryskyfice. Dosazené hodnoty byly pro 1 (1) 0,250 mmol/g, pro 1 (2) pak 0,252

mmol/g.

H
Q AcOH L= R4-NH, L+NH
L AN
o Q@ OH OH R
-H0 H NaBH(OAGc
_— Q s Ry ( )3 O\L/\N’R1
L H
1(Ry)
(Schéma 28)

4.1.1.3 Imobilizace aminokyseliny

Samotné navazani kyseliny na amin bylo provadéno v podobnych podminkach
jako ukotveni BAL linkeru na pryskyfici s pfidavkem konkrétni aminokyseliny. Amino
skupina na pfislusné aminokyselin¢ byla chranéna Fmoc skupinou, a reakce tedy
probihala na karboxylové skupin€ tvorbou amidu s aminem navézanym pfi reduktivni
aminaci (Schéma 29). Kvantitativni prubéh reakce byl opét overen kontrolni reakci S
Fmoc-OSu, nebylo ale jiZ nutné pocitat loading. Touto metodou byly pfipraveny
intermediaty 2 (1,1), 2 (1,2), 2 (1,3) a2 (2,4).
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(Schéma 29)

4.1.2 Arylace s 4,6-dichloro-5-nitropyrimidinem

Pfed samotnym navdzanim pyrimidinového derivatu bylo nejprve nutné
odstranit Fmoc protektivni skupinu z amino skupiny dané kyseliny. To bylo zajisténo
reakci s 50% piperidinem v DMF po dobu 10 minut. Po této reakci byla pryskyfice
tiepana S 4,6-dichloro-5-nitropyrimidinem v bezvodém DMF a bazickém prostiedi
(Schéma 30). Bezvodé rozpoustédlo bylo pro tuto reakci zvoleno proto, ze po substituci
jednoho chloru na pyrimidinovém skeletu dochazelo k vedlejsi reakci, a to hydrolyze
druhého chloru na hydroxylovou skupinu (Schéma 31). Pozdé&ji pak z divodu problému
s hydrolyzou nebyl tento krok analyzovan viibec a rovnou byla nasazena dalsi reakce.

Byly ptipraveny derivaty 4 (1,1), 4 (1,2), 4 (1,3) a 4 (2,4).

H
N
i (J i
H
O\L/\ITI N\Fmoc O‘L/\N)K(NHZ
|

DMF, 10 min.

Ry R Ry Ry
2 (R1.Rz) 3 (R1.R2)
Cl o, NO
L/\N)S/NHZ OoN = |N DIEA »QL/\N NWCI
|
R, N) DMF bezv., 24 h. Ri Ry NN
3 (R1.R2) 4 (R,,R,)
(Schéma 30)
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(Schéma 31)

4.1.3 Aminace na pyrimidinovy kruh

Substituce zbyvajiciho chloru sekundarnim aminem byla provadéna ihned po
skonCeni ptfedchozi reakce a taktéZ v bezvodém rozpoustédle, aby bylo zabranéno
hydrolyze pftislusSného intermediatu. Pryskyfice byla tfepdna s 10% roztokem
piislu§ného aminu v bezvodém DMF (Schéma 32). Uplné odstranéni hydrolyzovaného
produktu bylo dosazeno zvySenim teploty reakce na 60°C. Bylo totiz zjisténo, ze
hydrolyza probiha pievazné az béhem piipravy vzorku k analyze. Nebyla-li aminace
kvantitativni, zbyly monochlor derivat poskytoval hydrolyzou hydroxy derivat. Z toho
davodu byla pro reakci pouzita vyssi teplota. Pii 60°C doslo ke kvantitativni reakci a
vedlejsi hydroxy derivat tak nebyl v analyzovaném vzorku piitomen. Aminaci byly

postupné piipraveny meziprodukty 5 (1,1,2), 5 (1,2,1), 5 (1,3,4) a5 (2,4,3).

O H N02 R3\ /R3 O H N02 R3
Q,_~ N Cl ” Q. _~ N N.
=N B > LN Y R
Ri R, N\¢N DMF bezv., 60°C, 24 h. Ry Ry NV/N
4 (R4,Ry) 5 (R1,R2R3)
(Schéma 32)

4.1.4 Redukce nitro skupiny na amino skupinu

Aby mohla byt provedena cyklizace imidazolového kruhu a tedy dokonceni
purinového jadra, musela byt NO, skupina na pyrimidinu zredukovana na NH; skupinu
(Schéma 33). K redukci byl pouzivan dithionicitan sodny. Reakce probihala ve
dvoufazovém prostfedi DCM:H,0. Pivodni variantou bylo pouziti chloridu cinatého
jako reduk¢niho ¢inidla misto dithioni¢itanu, ale tato metoda nebyla kvantitativni a

navic zbytky cinatych soli kontaminovaly produkt reakce a znesnadnovaly tak finalni
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purifikaci. Navic vzhledem k tomu, ze redukce za pouziti dithioni¢itanu byla velmi
efektivni, byla pouzita pro vSechny ptipravené latky. Redukci predchozich latek byly
ptipraveny latky 6 (1,1,2), 6 (1,2,1), 6 (1,3,4) a 6 (2,4,3).

) NO, R 0 NH, R
Q H 2 N3 N3282O4, TBAHS, K2003>o\ )K(H 2 N3
P N o~ )
- 'T')K( \K\( Rs  DCM:H,0 (1:1), 24 h. L~ "N TN R
1 2 \7N R1 R2 N\7N
5 (R4,R5R3) 6 (R\RRy)

(Schéma 33)

4.1.5 Finalni cyklizace

Po redukci nasledoval posledni krok celé syntézy, a to cyklizace imidazolového
kruhu ptisobenim aldehydu (Schéma 34). Tato reakce probihala v prostfedi 0,2 M
roztoku piislusného aldehydu v DMSO. Pro tuto reakci byla nejprve testovana teplota
60°C, ale po skonceni reakce bylo ve smési zjisténo velké mnozstvi vychozi latky a jen
malé mnoZstvi produktu. Nakonec byla optimalni teplota stanovena na 100°C a reakéni
doba na 72 hodin. Touto metodou byly ptipraveny produkty 7 (1,1,2,1), 7 (1,2,1,2), 7
(1,34,3)a7(2,4,34).

o NH, R; LNV
A~ &HW)\/N RCHO o 7\14 N-R,
S 1 Rs bmso, 100°C, 72 h. L/\ITIJK( 7\
Ri R NN R, R, N=/
6 (R/,R,R;3) 7 (R1,R,R3,R,)
(Schéma 34)

4.2 QOdstépeni a purifikace findlnich produktt

Pro odstépeni kone¢nych struktur z pryskyfice byla nejprve navrzena podobna
metoda jako pii $tépeni jednotlivych meziprodukti pro analyzu (Schéma 35), tj. celé
mnozstvi pryskyfice bylo tfepano 1 hodinu v 50% TFA v DCM a poté jesté¢ promyto
timto roztokem pro kvantitativni vytéZzek. Ukézalo se ale, Ze 1 ptes delSi dobu Stépeni

nejsou vytézky dostatecné vysoké. Proto byly dalsi latky St€peny 2 hodiny ve stejné
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smési, ale se zahfevem na 60°C. Smés po $tépeni byla pozdé€ji vysusena proudem
dusiku a odparek byl ponechan v reakéni nddobé&, pfipraven k precisténi. Jako findlni

produkty byly piipraveny latky 8 (1,1,2,1), 8 (1,2,1,2), 8 (1,3,4,3) a 8 (2,4,3,4).

R3<, .
3N
Ry R

R3
N TFA:DCM (1:1) N XN
o - N-R, . Ll >Ry
O\L/\NJ\/N a 60°C, 2 h. NN
| )\(

R>

/NH
R1

7 (R,R2,R3R,) 8 (R1,R2R3.R4)
(Schéma 35)

Produkty po odstépeni byly rozpustény v AcCN a nasledné piecistény pomoci

semipreparativniho HPLC systému na zékladé specifickych absorbanci v UV-VIS
oblasti.
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4.3 Piehled piipravenvch latek

V ramci prace byly v preparativnim mnozstvi pfipraveny Ctyfi cilové derivaty
purinu s pestrou Skalou substituentll v polohach 6, 8 a 9. V poloze 9 byl pak piitomen
prvek aminokyseliny ve formé amidu, ktery byl kliCovym substituentem pro celou
syntézu. Struktura produktu 8 (1,1,2,1), 8 (1,2,1,2) a 8 (2,4,3,4) byla potvrzena pomoci
NMR.

R3\N,R4
NN
L )™
O
RZ)\/(NH
RY
kéd latky Rq Ry R :;ETR Ry surova &istota
3 3
A
8(1,1,2,1) 81,3 %
7| wer | (Y o
A
8(1,2,1,2) [ ] N 69,6 %
@) N~
T
8 (1,3,4,3) ©/\/ N o 81,2 %
HO\}% { ) NN \
A
8 (2,4,3,4) vy ©/\/ [ ] HCA 71,7 %
3
N
|
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5. Experimentalni Cast

Pro ptipravu jednotlivych latek na pevné fazi byly vyuzity plastové stiikacky
opatiené fritou z polypropylenu, ktera zajistovala snadnou prostupnost rozpoustédel a
reak¢nich roztokl k intermediatim zakotvenych na nosi¢i, a zarovenl branila vymyti
pryskyfice ven ze stfikacky. Promyvéani a samotné reakce byly provadény na
laboratornim shakeru. Pfi uziti vysSich reakcnich teplot pak byla k reakci pouzita
sklenéna vialka umisténd v olejové 1azni. Michani bylo zajiSténo pomoci magnetického

michadla.

5.1 Pristroje a metody

Acquility UHPLC-MS (Waters)

e hmotnostni spektrometr s jednoduchym kvadrupdlem a PDA detektorem

e mobilni faze : 0,1% octan amonny v H,O:AcCN; linearni gradient z 20% na
80% AcCN po dobu 2,5 minut, poté ekvilibrace kolony 20% AcCN po dobu 1
minuty

e priitok 0,6 ml/min

e X Select kolona (HSS T3; 2,5 mikront)

e dalsi parametry: odpatovaci teplota 400°C, kapilarni teplota 200°C

Lyofilizator SCANVAC
® k odstranéni zbytkl rozpoustédel (AcCN, H,O, DMSO) z vysledného vzorku

Semipreparativni HPLC Breeze

e separace na zakladé specifickych absorbanci v UV-VIS oblasti
e mobilni faze: 0,1% octan amonny v HyO:AcCN
e priitok 20 ml/min

® YMC kolona (YMC Pack ODS-A, S5pm, 100x20 mm)

NMR JEOL - 500 MHz
e mc¢teni spekter v dg DMSO (pii 23°C)

e chemicky posun v ppm, interak¢ni konstanty v Hz
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5.2 Stépeni vzorku z pevné faze a nasledna analyza

5.2.1 Stépeni vzorku a pfiprava k analyze

Odstépeni vzorku z pryskyfice bylo nutné pro podrobnéjsi analyzu struktur
navazanych na nosic¢. Jako §tépici smés byl pouzivan roztok kyseliny trifluoroctové v
DCM v poméru 1:1. Pfi bézné analyze bylo ke st€peni odebrano cca. 5 mg vzorku, pii
kvantifikaci pak cca. 10 mg vzorku (pfesna hmotnost byla zapséna pro pozdéjsi vypocet
loadingu). Tato pryskyfice byla tiepana s 1 ml $tépici smési na shakeru po dobu 30
minut. V ptipadé aminokyseliny serinu, kde byla hydroxylova funkce chranéna
tercbutylovou skupinou, probihalo §tépeni cca. 2 hodiny pro odchranéni OH skupiny na
postrannim fetézci kyseliny. Po Stépeni byla smés s pryskyfici umisténa pod proud
dusiku, ¢imz doslo k odpateni t€kavé slozky. K odparku byl poté ptfidan cca. 1 ml smési
rozpoustédel methanol:voda (1:1), v ptipad¢ kvantifikace pak pfesné¢ 1 ml methanolu
pro HPLC. Tento roztok byl poté prefiltrovan do vialky a umistén do autosampleru v
LC-MS systému k analyze.

Pro latky, které nemaji dostatecnou absorpci v UV oblasti, byla pfed analyzou
provedena derivatizace navazanim Fmoc skupiny, kterd v dané oblasti absorbuje zateni.
Ptiprava vzorku byla provadéna s malym mnozstvim pryskyiice reakci s Fmoc-OSu
(0,5 mmol; 160 mg) a DIEA (0,5 mmol; 83 pul) v 1 ml DCM. Reak¢ni smés byla tiepana
na shakeru po dobu 30 minut a poté promyta 3x DCM a 3x MeOH. Nasledné¢ bylo

provedeno Sté€peni roztokem TFA a ptiprava vzorku k analyze.

5.2.2 Obecny postup pro stanoveni loadingu pii1 kvantifikaci

Pro urceni loadingu pryskytice byla pouzita metoda vnéjSiho standardu. Nejprve
byl analyzovéan standard Fmoc-B-alaninu o ptfesné koncentraci. Poté byly analyzovany
zkoumané vzorky odStépené z pfesného mnozstvi pryskyfice, které byly rozpustény
pfesné v 1 ml MeOH. Pro kazdou latku byly pouzity 2 vzorky. Z integrace ploch pikt
standardu a vzorkti na LC-UV pii 300 nm bylo stanoveno latkové mnozstvi dané latky,

které bylo poté ptepocitano na 1 g pouzité pryskyfice.
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sz. " Cstand.

Nyy =
Sstand. Mstand.

Nyz.
L =

mprysk.

(nyz. = latkové mnozstvi vzorku [mol]; Sy;. = plocha piku vzorku; Ssang. = plocha piku
standardu; Cs@ang. = hmotnostni koncentrace standardu [mg/ml]; Msang. = molarni
hmotnost standardu [g/mol]; L = loading pryskyfice [mmol/g]; Mpysk. = navazka pro

vzorek pryskyfice [mg])

5.3 Svyntéza na aminomethylové pryskyrici

5.3.1 Ukotveni BAL linkeru

Do stiikacky s polypropylenovou fritou byl navazen 1 g aminomethylové
pryskytice (piivodni loading 0,98 mmol/g). Pryskyfice byla promyta 3x DCM. Poté byl
do stiikacky pfidan roztok 10% TEA v DMF (10 ml). Reakéni smés byla tfepana 10
minut a poté promyta 3x DMF. Nasledné¢ byl pfidan roztok 4-(4-formyl-3-
methoxyphenoxy)butanové kyseliny (2 mmol; 476 mg), HOBt (2 mmol; 306 mg) a DIC
(3,6 mmol; 557 pl) v DMF:DCM (1:1; 10 ml). Ttepano ptes noc, poté promyto 3x
DMF, 3x DCM.

Analyza: Roztok bromfenolové modie v DCM (0,5 ml) byl pfidan k cca. 3 mg
pryskyfice. Po protfepani bylo sledovano zbarveni pryskyfice. Modry vysledek
znamenal nedostateCnou kvantifikaci, vysledek byl zlutozeleny nebo zeleny, takZe

imobilizace linkeru byla dostate¢na.

5.3.2 Reduktivni aminace

1g pryskyfice s navazanym BAL linkerem byl promyt 3x bezvodym THF a 3x
bezvodym DMF. Poté byl do strikacky ptidan roztok piislusného aminu - benzylaminu
(4 mmol; 437 pl) nebo propylaminu (4 mmol; 329 ul) v 10% kyseliné octové v
bezvodém DMF (10 ml). Reak¢ni smés byla tfepana pres noc, poté nebyla pryskyiice
promyta, ale pfimo do stiikacky byl pfidan roztok triacetoxyborohydridu sodného (1,25
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mmol; 317 mg) v 5% kyseliné octové v bezvodém DMF (5 ml). Stiikacka byla
zafixovana do svislé polohy a pod pist byla umisténa zahnuta jehla pro odvod vodiku.
Po 1 hodiné tiepani byla do stiikacky piidana dalsi davka triacetoxyborohydridu (1,25
mmol; 317 mg) a byla nasypéana piimo do reakcni smési. Po dal$i hodiné byla piidana
posledni davka triacetoxyborohydridu (1,25 mmol; 317 mg) a reakce byla ponechéana 2
hodiny k doreagovani. Po uplynulé dob¢ byla pryskyfice promyta 3x DMF a nasledné
ttepana 10 minut v roztoku 20% piperidinu v DMF (10 ml). Poté byla promyta 3x DMF,
3x DCM, 3x MeOH a vysusena pod proudem dusiku.

Analyza: 30 mg pryskyfice bylo reagovano s roztokem Fmoc-OSu (0,5 mmol,
169 mg) a DIEA (0,5 mmol; 87 ul) v DCM (1 ml). Reakce probihala 30 minut, poté
byla pryskyfice promyta 3x DCM, 3x MeOH a vysuSena. Z vysuSené pryskyfice bylo
odebrano 2x 10 mg pro analyzu (pfesnd hmotnost byla zaznamenana). Tyto dva vzorky
byly stépeny po dobu 30 minut v TFA/DCM (1:1; 1 ml). Reak¢ni smés byla ponechana
k odpareni pod proudem dusiku. Odparek byl poté rozpustén presné¢ v 1 ml MeOH,
prefiltrovan a nasledné analyzovan se standardem Fmoc-B-alaninu. Na zakladé
porovnani ploch piki se standardem o znamé koncentraci byl stanoven loading
pouzivané pryskyfice. V ptipadé benzylaminu byl loading 0,250 mmol/g, ve druhé pak
0,221 mmol/g, u propylaminu mél hodnotu 0,183 mmol/g. Na zakladé téchto hodnot
bylo v dalSich reakcich pouzivano 400 mg pryskyfice.

1 (1): ¢istota 98,7 %; UHPLC-MS m/z = 330 [M+H]"

1 (2): ¢istota 98,7 %; UHPLC-MS m/z = 282 [M+H]"

5.3.3 Imobilizace aminokyseliny

Z pryskyftice po reduktivni aminaci bylo odebrano 400 mg. Toto mnoZstvi bylo
nasledné reagovano s piisluSnou aminokyselinou (pouZité aminokyseliny mély amino
skupinu ochranénou Fmoc protektivni skupinou, serin mél navic ochranénou 1
hydroxylovou skupinu na vedlejs$im fetézci pomoci tercbutylu) - Fmoc-Phe-OH (1,6
mmol; 620 mg), Fmoc-Val-OH (1,6 mmol; 543 mg), Fmoc-Ser(tBu)-OH (1,6 mmol;
614 mg). Tyto aminokyseliny byly k pryskyfici ptidany spolu s HOBt (1,2 mmol; 160
mg) a DIC (1,2 mmol; 170 ul) ve smési DMF/DCM (1:1; 4 ml). Reakce bézela pies
noc, poté byla pryskyfice promyta 3x DMF, 3x DCM a 3x MeOH.
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Analyza: 5 mg pryskyfice reagovano s roztokem Fmoc-OSu (viz 5.3.2 -
Analyza). Nebylo nutné jiz zaznamenavat pifesnou navazku, tato kontrola slouzila pouze
k potvrzeni kvantitativniho pribéhu reakce. Po reakci a promyti pryskyiice byl vzorek
Stépen v TFA/DCM (1:1, 1 ml) po dobu 30 minut. V piipadé reakce se serinem, ktery
m¢él hydroxy skupinu chranénou tercbutylem, bylo $t€peni provadéno 2 hodiny, aby
byla tato skupina kvantitativn¢ odchranéna a nedochéazelo tak ke zkresleni analyzy
ptitomnosti dvou signala pro produkt reakce. Po §tépeni byla smés vysuSena dusikem a
odparek rozpustén v roztoku MeOH/H,0 (1:1, 1 ml), piefiltrovan a analyzovan v LC-
MS systému.

2 (1,1): ¢istota 83,7 %; UHPLC-MS m/z = 401 [M+H]"

2 (1,2): ¢istota 71,3 %; UHPLC-MS m/z = 429 [M+H]"

2 (1,3): ¢istota 93,4 %; UHPLC-MS m/z = 417 [M+H]"

2 (2,4): ¢istota 90,6 %; UHPLC-MS m/z = 429 [M+H]"

5.3.4 Arylace 4,6-dichloro-5-nitropyrimidinem

400 mg pryskyfice s odpovidajici imobilizovanou aminokyselinou bylo nejprve
reagovano 10 minut s 50% piperidinem v DMF (4 ml). Diky tomu doslo k odstranéni
Fmoc chranici skupiny na struktute aminokyseliny. Po této reakci byla smés promyta 3x
DMF a 3x DCM. Pied samotnou arylaci doslo jesté¢ k promyti 5x bezvodym DMF pro
odstranéni vody. Pryskytice pak byla reagovana s 4,6-dichloro-5-nitropyrimidinem (10
mmol; 1660 mg) a DIEA (4 mmol; 660 ul) v bezvodém DMF (4 ml). Reakce probihala
na tfepacce pifes noc, poté byla reakéni smés promyta 3x bezvodym DMF a 3x
bezvodym DCM.

Analyza: Neanalyzovano z diivodu rizika vznikajiciho hydrolyzovaného analogu

v pritbéhu Sté€peni a analyzy.

5.3.5 Aminace sekundarnim aminem

Celkové mnozstvi pryskyfice (400 mg) z ptedchoziho kroku bylo podrobeno
reakci s roztokem pfislusného sekundarniho aminu (0,4 ml) - piperidinu, N-
methylpiperazinu, pyrrolidinu nebo morfolinu - v bezvodém DMF (4 ml). Reakce

béZela pres noc na tfepacce, poté byla reakéni smés promyta 3x DMF a 3x DCM.
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Analyza: 5 mg pryskyfice bylo stépeno v roztoku TFA/DCM (1:1, 1 ml) po dobu
30 minut (pro serin byla doba §tépeni prodlouzena na 2 hod.). Po odpaieni $tépici smési
byl odparek rozpustén v MeOH/H,O (1:1, 1 ml) a po filtraci analyzovan v LC-MS
systemu.

5 (1,1,2): ¢istota 58,0 %; UHPLC-MS m/z = 385 [M+H]"

5 (1,2,1): ¢istota 73,0 %; UHPLC-MS m/z = 415 [M+H]"

5 (1,3,4): ¢istota 63,4 %; UHPLC-MS m/z = 443 [M+H]"

5 (2,4,3): ¢istota 55,0 %; UHPLC-MS m/z = 428 [M+H]"

5.3.6 Redukce nitro skupiny

400 mg pryskyfice po aminaci bylo reagovano s roztokem Na,S;04 (4,6 mmol;
800 mg), K,CO3 (5,8 mmol; 800 mg) a TBAHS (0,4 mmol; 136 mg) v dvoufazovém
syst¢ému DCM/H,0 (1:1; 8 ml). Reakce bézela n€kolik hodin, pro kvantitativni pribch
byla ale ponechana pfes noc na tfepacce. Druhy den byla pryskyfice promyta 3x
DCM/H,0 (1:1), 3x DMF, 3x MeOH a 3x DCM.

Analyza: viz 5.3.5 - Analyza.

6 (1,1,2): istota 81,2 %; UHPLC-MS m/z = 355 [M+H]"

6 (1,2,1): &istota 91,4 %; UHPLC-MS m/z = 385 [M+H]"

6 (1,3,4): neanalyzovan.

6 (2,4,3): ¢istota 68,7 %; UHPLC-MS m/z = 398 [M+H]"

5.3.7 Cyklizace s aldehydem

Pro findlni cyklizaci bylo pouzito 400 mg pryskyfice po predchozim kroku. Toto
mnozstvi bylo premisténo do sklenéné vialky a reagovano s roztokem ptisluSného
aldehydu - benzaldehydu (0,8 mmol; 82 ul), acetaldehydu (0,8 mmol; 45 ul), furfuralu
(0,8 mmol; 66 pul) nebo pyridin-4-karbaldehydu (0,8 mmol; 75 ul) - v DMSO (4 ml). Do
vialky bylo vlozeno michadlo a uzavér byl piekryt vrstvou parafilmu, aby nedoslo ke
kontaminaci vzorku pasobenim vyssi teploty. Takto pfipravené reakéni nadoby byly

umistény do olejové lazn€, kde byly zahtivany za konstantniho michani po dobu 72
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hodin pfi teplot¢ 100°C. Po této dobé byla pryskyfice presunuta zpét do plastové
stiikacky a promyta 3x DMF a 3x DCM.

Analyza: viz 5.3.5 - Analyza.

7 (1,1,2,1): ¢istota 81,3 %; UHPLC-MS m/z = 441 [M+H]"

7 (1,2,1,2): ¢istota 69,6 %; UHPLC-MS m/z = 472 [M+H]"

7 (1,3,4,3): ¢istota 81,2 %; UHPLC-MS m/z = 433 [M+H]"

7 (2,4,3,4): ¢istota 71,7 %; UHPLC-MS m/z = 422 [M+H]"

5.3.8 Finalni $tépeni produktt, purifikace a NMR méfeni

Po poslednim kroku syntézy byla veskera pryskyfice s navdzanymi produkty
opét presypana do sklenénych vialek. K t€émto vzorkiim byl pfidan roztok TFA/DCM
(1:1; 4 ml) a vialky byly s michadly zahtivany a michany na olejové lazni po dobu 2
hodin pfi teploté¢ 60°C. Po této reakci byla smés kvantitativné ptevedena do stiikacky,
promyta 3x roztokem TFA/DCM (1:1) a pies fritu piefiltrovana do novych vialek k
odstranéni $tépiciho roztoku. To bylo provadéno analogicky jako pii analyzach, tzn. pod
proudem dusiku. Po odpateni kyseliny trifluoroctové a dichlormethanu byl odparek
rozpustén v AcCN pro HPLC (4 ml) a pfecistén pomoci semipreparativniho HPLC.
Vycistény vzorek rozpustény v mobilni fazi byl poté na vakuové odparce zbaven
acetonitrilu. Zbyvajici rozpoustédlo bylo odstranéno pomoci lyofilizatoru.

Cista latka po lyofilizaci byla rozpusténa v DMSO-ds (600 pul) a roztok byl poté
kvantitativné ptreveden do kyvety pro NMR méfeni a potvrzeni ptesné struktury

pfipraveného produktu a stanoveni celkového vytézku.

8 (1,1,2,1): Vytézek nestanoven, latka v obsahu < 1 mg. *H NMR (500 MHz,
DMSO-dg) 6 ppm 1.2 (s, 3H) 1.52-1.60 (m, 4 H) 1.61 - 1.67 (m, 2 H) 4.13-4.24 (m, 4
H) 4.26 - 4.33 (m, 2 H) 5.04 - 5.10 (m, 1 H) 7.16 - 7.20 (m, 1 H) 7.21 - 7.29 (m, 4 H)
7.48 - 7.54 (m,3H) 7.57 - 7.62 (m, 2 H) 8.18 - 8.21 (m, 1 H) 8.48 (s, 1 H)

8 (1,2,1,2): Vytézek 16 mg (44%). *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & ppm 0.38 -
0.45 (m, 3 H) 0.89 - 0.96 (m, 3 H) 2.95 - 3.06 (m, 1 H) 3.69 (t, J=4.87 Hz, 4 H) 4.09 -
4.30 (m, 4 H) 4.35 (dd, J=14.89, 5.73 Hz, 2 H) 4.60 (d, J=10.88 Hz, 1 H) 7.14 - 7.21
(m,3H)7.22-7.28 (m,2H)7.70 (d, J=5.73 Hz, 2 H) 8.29 (s, 1 H) 8.71 - 8.76 (m, 2 H)
8.92 (t, J=6.01 Hz, 1 H)
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8 (2,4,3,4): Vytezek 5,1 mg (14%). *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 0.73
(t, J=7.45 Hz, 3 H) 1.31 - 1.37 (m, 2 H) 2.12 - 2.18 (m, 6 H) 2.34 (t, J=4.87 Hz, 4 H)
2.90 - 3.07 (M, 3 H) 3.46 - 3.57 (m, 3 H) 4.08 (br. s., 4 H) 5.35 (dd, J=10.88, 5.15 Hz, 1
H) 6.89 - 6.94 (m, 2 H) 7.03 - 7.10 (m, 3 H) 7.92 (t, J=5.73 Hz, 1 H) 8.11 (s, 1 H)

-4] -



6. Zaver

Tato bakaldiskd prace se zabyva syntézou novych purinovych derivati pro
studium mozné biologické aktivity. V teoretické Casti jsou popsany jednotlivé postupy
pro syntézu purinového skeletu, moznosti derivatizace a také biologické ucinky
vybranych pfirodnich i1 syntetickych derivatl. Kratce je také nastinén princip syntézy na

pevné fazi a postupy v ni vyuzivané.

Ve vysledkové a diskuzni ¢asti je poté podrobné rozebran navrh zvolené
syntetické cesty pro cilové purinové derivaty, majici klicové substituenty v polohéch 6,
substituovany pfirodni aminokyseliny ve formé amidi. Tyto aminokyseliny byly
pouzity jako vychozi latky a sérii nékolika reakénich krokd byl na tyto struktury

vystavén purinovy skelet s pouZzitim Siroké skaly vedlejSich substituenti.

Experimentalni ¢ast se zamétuje na konkrétni chemické postupy vyuzivané pii
syntéze cilovych latek. Jsou zde uvedeny pouzité reagencie, rozpoustédla, chemické
aparatury a pfistroje, se kterymi bylo béhem celé syntézy pracovéano. Jsou zde také
uvedeny vysledky analyz, Cistoty a vytézky pro jednotlivé meziprodukty i1 findlni

produkty.

Celkem byly v ramci zpracovavani prace pripraveny 4 latky. Jako substituenty
ve zvolenych polohéch byly vybrany aldehydy a aminy tak, aby byly cilové struktury
rozmanité a pokryly tak varianty pro moznou pfipravu chemickych knihoven téchto
latek. Dalsi struktury a problematika budou dale feSeny v ramci diplomové prace, ktera

bude na tuto praci navazovat.
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7. Pouzité zkratky

DMSO
TEA
TFA
DCC
DDQ
CDI
HOBt
DMAP
DIC
DIEA
MeOH
DMF
DCM
THF
TBAHS
Fmoc-OSu
AcCN

dimethylsulfoxid

triethylamin

trifluoroctova kyselina
N,N'-dicyklohexylkarbodiimid
2,3-dichloro-5,6-dikyano-1,4-benzochinon
1,1'-karbonyldiimidazol
hydroxybenzotriazol
4-dimethylaminopyridin
N,N'-diisopropylkarbodiimid
N,N-diisopropylethylamin
methanol

dimethylformamid
dichlormethan

tetrahydrofuran

hydrogensiran tetrabutylamonny

N-(9-Fluorenylmethoxykarbonyloxy)sukcinimid

acetonitril
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Ptilohy



Piiloha €. 1 : LC-MS analvza surového produktu 8 (1,1,2.1) po od$tépeni z pryskyiice
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Piiloha ¢. 2 : LC-MS analvyza surového produktu 8 (1,2,1,2) po odst&peni z pryskyfice
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Piiloha €. 3 : LC-MS analvza surového produktu 8 (1,3.4,3) po od$tépeni z pryskyfice

Dh-Ser-58-2-60stupnu

3: Diode Array
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Piiloha €. 4 : LC-MS analvza surového produktu 8 (2,4,3.4) po od$tépeni z pryskyiice
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Ptiloha & 5 : 'H NMR spektrum produktu 8 (1,1,2,1)

Normalized Intensity
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Ptiloha & 6 : 3C NMR spektrum produktu 8 (1,1,2,1)

Normalized Intensity
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Ptiloha & 7 : *H NMR spektrum produktu 8 (2,4,3.4)
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