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Souhrn

Tato bakalafska prace se zabyva syntézou derivata 5,8-dihydropteridinonu
substituovanych v poloze C4 svyuzitim syntézy na pevné fazi. Syntéza vychazi z 4,6-
dichloro-5-nitropyrimidinu, ktery byl v prvnim kroku navazan na pryskyfici pres
aminokyselinovy linker. Po substituci druhého atomu chloru rliznymi nukleofily a redukci
nitroskupiny byly ziskané meziprodukty Stépeny z pryskyfice a soucasné cyklizovany za
vzniku pteridinového cyklu. Ptipravené slouc¢eniny byly charakterizovany pomoci LC-MS a
NMR analyz a budou testovany na jejich biologickou aktivitu.

Soucasti této prace bylo i ovéteni aplikovatelnosti této metody v syntéze sloucenin
pyrimidodiazepinového typu. Doposud byl pfipraven jeden derivat obsahujici tento skelet.

V budoucnu bude této oblasti vénovana dalsi pozornost.



Summary

This bachelor thesis describes the solid-phase synthesis of 5,8-dihydropteridinone
derivatives substituted in position C4. The synthetic pathway starts from 4,6-dichloro-5-
nitropyrimidine which was bound to the resin by amino acid linker. After substitution of the
second chlorine atom with various nucleophiles and reduction of the nitro group the resulting
intermediates were cleaved from the resin and simultaneously cyclised to pteridine cycle. The
prepared compounds were characterised with LC-MS and NMR analyses. They will be tested
for their biological activity.

The applicability of this method to the synthesis of pyrimidodiazepine derivatives was studied
as well. One compound of this type has been prepared so far and more attention will be paid

this chemistry in the future.
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1. Uvod

Dihydropteridinony patii do skupiny pteridint. Historie téchto heterocyklt saha do 19.
stoleti, kdy byly zkiidel motylii izolovany prvni slouceniny obsahujici pteridinovy
skelet. Pozdégji zacaly byt tyto latky podrobné zkoumany pro jejich hojné zastoupeni v
prirod¢. Pteridiny zastavaji fadu vyznamnych fyziologickych a biochemickych funkci. Pasobi
jako koenzymy transferaz nebo oxidreduktaz, jako rtstové faktory, v oich hmyzu funguji
jako ochranné filtry nebo svételné receptory. Jako pigmenty se nachazi v klzich ryb,
obojzivelniki a plazi a vtélech hmyzu. Asi  nejvyznamnéj$i a nejznaméjsi
zastupce pteridint je kyselina listova, zndma také jako vitamin B9. Skupina pteridini mé své
zastoupeni 1 mezi 1éCivy, v této oblasti je pravdépodobné nejvyznamnéjs$i metotrexat jako 1ék
proti nékterym druhim rakoviny.

Pro syntézu derivatii dihydropteridinonu byla pouzita metoda syntézy na pevné fazi.
Syntéza na pevné fazi predstavuje metodu, ve které jsou organické molekuly vdzané na
polymerni nosi€. Nejvétsi vyhodou ve srovnani s klasickou roztokovou syntézou je provedeni
celé reakéni sekvence bez nutnosti izolace produktti jednotlivych krokid. Timto zptisobem Ize
pak dosdhnout velkého poctu latek za relativné kratkou dobu. Velky vyznam ma tato technika
hlavn¢ ve spojeni s kombinatoridlni chemii, kdy jsou syntetizovany pocetné chemické

knihovny pro rychlejsi postup piti hleddni novych farmaceutik.



2. Teoreticka cast

2.1. Historie pteridint

Jako pteridiny | jsou oznacovany bicyklické N-heterocykly majici pyrimidinovy kruh
ptipojeny v pozici 5,6 k pyrazinovému cyklu (Schéma I).
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Schéma I: Struktura pteridinu
Chemie pteridinli za¢ina v roce 1889, kdy Hopkins izoloval Zluté pigmenty z kiidel
motyla ,,Gonepteryx rthamni®. V roce 1925-26 Clemens Schopf izoloval tyto pigmenty v Cisté
form¢ a pojmenovava je podle jejich barvy a vzhledu v pfirodé xanthopterin 11 a leucopterin
11 (Schéma II). Poté byly isoxanthopterin IV a erythropterin V izolovany z ktidel tropickych

motyld. Vroce 1940 Pullmann objasnil strukturu téchto latek dosud nezndmou. Skupina

t&chto latek byla pojmenovéna pteridiny podle feckého slova pteron znamenajiciho kifdlo.!
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Schéma II: Prvni izolované prirodni pteridiny
2.2. Biologicky vyznamné pteridiny
2.2.1. Ptirodni latky
Pteridiny jsou v prirodé hojné rozsirené, vyskytuji se v oCich a kiizich nékterych ryb,

v téle vos a vcel, kvasnicich, jatrech. V této kapitole uvedeme nékolik nejvyznamnéjSich

zastupcll prirodné se vyskytujicich pteridind.



2.2.1.1. Kyselina listova
Kyselina listova VI je asi nejznamé;jsi slouceninou obsahujici skelet pterinu (pteridin
substituovany aminoskupinou v pozici 2 a ketoskupinou v pozici 4) znama také jako vitamin

B9 nebo folat (Schéma I1I). 2

Schéma III: Kyselina listova

Nachazi se ve Spenatu, listech tufinu, hlavkovém zeli, hrasku a dalSich. Kyselina
listova byla poprvé izolovana v roce 1941 ze Spenatovych listl a poprvé syntetizovana v roce
1946 reakci tii vychozich komponent: 2,5,6-triamino-4(3H)-pyrimidinonu VII, 2,3-
dibromopropionaldehydu V111 a p-aminobenzoylglutamové kyseliny 1X (Schéma IV). 3
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Schéma IV: Syntéza kyseliny listové

Folat je nezbytny pro vznik a chod buniky, je potfebny k syntéze DNA bazi, nékterych
aminokyselin, podili se i na tvorb&é &ervenych krvinek.! Nedostatek folatu ma mnoho
neblahych Uc¢inkd. Vede ke zpomaleni déleni bunék a produkce cervenych krvinek. U
téhotnych Zen mlze zplsobit poruchu neuralni trubice plodu. Mize mit i fyziologické projevy

napiiklad anémii.?
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2.1.1.2. Riboflavin

Dalsim vyznamnym zastupcem z rodiny pteridinovych derivati je riboflavin, zndmy
také jako vitamin B2 (Schéma V). Riboflavin X je ve vodé rozpustny vitamin nachazejici se
Vv celé fadé potravin jako mléku, vejcich, masu, rybach atd. Poprvé byl izolovan v roce 1879
z mlééné syrovatky.* Podobné jako ostatni vitaminy B ma i riboflavin vyznamnou roli
Vv metabolismu tukl, cukri a bilkovin. V jeho nejvyznamnéjsi biologicky aktivni formé
(flavin adenin dinukleotid FAD a flavin mononukleotid FMN) se tc¢astni redox reakci
Vv dychacim fetézci. Jeho nedostatek se projevuje zanétem ustnich koutkd, rtd, jazyka,
spojivek. Riboflavin byl studovan v souvislosti s 1é¢bou migreny® nebo redukce patogent

krevnich desti¢ek a plazmy, ¢imZ by se zvysila bezpecnost krevnich transfizi.®
0
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Schéma V: Riboflavin

2.2.1.3.Tetrahydrobiopterin

Fenylketonurie, dédicné metabolické onemocnéni projevujici se zvySenou hladinou
fenylalaninu v krvi, je zpisobena nedostate¢nou aktivitou fenylalanin hydroxylazy. V roce
1963 byla objasnéna struktura kofaktoru tohoto enzymu, tetrahydrobiopterinu (BH4) XI. ’
Kromé fenylalanin hydroxylazy ptiisobi BH4 také jako kofaktor pro syntézu oxidu dusného a
miize tak mit klicovou roli pii 1é¢bé nékterych vaskularnich onemocnéni.® Je dillezity i pfi
biosyntéze neurotransmiterii jako dopaminu, norepinefrinu a serotoninu. V roce 2010 byla
publikovana studie popisujici BH4 i¢innym v 1é¢bé détského autismu.®
o} OH

H,NT N
2 H
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Schéma VI: Tetrahydrobiopterin
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2.2.2. Synteticke pteridiny

Metotrexat XIl je aminoderivat pteridinu (Schéma VII) jehoz historie zacala v 50.
letech minulého stoleti, kdy se zacal podavat détem s akutni lymfoblastickou leukémii.
Pozdé&ji naSel uplatnéni v 1écbé jinych naddorovych onemocnéni, napi. rakoviny prsu nebo
choriokarcinomu. Dale je vyuzivan v lécbé autoimunitnich chorob, jako je Ilupénka,

revmatoidni artritida, Crohnova nemoc a dalsi.!

Schéma VII: Metotrexat

Kromée vyse zminénych uc¢inkt bylo publikovano mnoho praci zamétenych na syntézu
a studium biologické aktivity sloucenin odvozenych od pteridinového heterocyklu. Z
popsanych biologickych u¢inkii uvedme napiiklad inhibici viru hepatitidy C,°

antimalarické,!! antibakterialni® nebo protizanétlivé ucinky.*?

2.3. Syntéza pteridinu

2.3.1. Syntéza v roztoku

Syntézy sloucenin s pteridinovym skeletem lze rozdé€lit do dvou skupin: syntézy

vychazejici z pyrimidinu a syntézy vychazejici z pyrazinu.

2.3.1.1. Syntézy vychazejici z pyrimidinu

VétSina syntéz pteridinového cyklu vychazi z pyrimidinu jako vychozi latky. Jedna
z nejstarSich metod spoc¢iva v kondenzaci diaminopyrimidinu s dikarbonylovou slouc¢eninou
znama jako Gabriel-Isayova kondenzace.!®

Konkrétnim piikladem syntézy tohoto typu muiize byt syntéza z roku 1985, kdy byly
kondenzaci 5,6-diaminouracilu  XIIl srizné substituovanymi benzoylpyruvaty XIV
pfipraveny derivaty acylmethylpteridinu XV. Regioselektivita reakce byla kontrolovana

pouzitymi podminkami (Schéma V111).2

12
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Podminky: i) pyridin, reflux, 1 h; ii) HCI, reflux, 45 min.
Schéma VIII
Wu a kolektiv ziskali knihovnu 4,6,7-trisubstituovanych pteridinovych derivata XVI

kondenzaci 4,5-diaminopyrimidinonu XVII s diketony XVII1. Takto ziskan¢ hydroxyderivaty
XIX byly ptevedeny na chlorderivaty XX, které¢ byly dale modifikovany reakci s riznymi

aminy (Schéma 1X).1°
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lii
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Podminky: i) AcOH, AcONa, 150°C, 2 h; ii) POCl3 75°C, 1 h; iii) amin, EtOH, 70°C, 2 h.
Schéma IX
Aminopyrimidiny XXI byly vyuzity i pii syntéze difluorovanych derivati pteridinu

XXI1 ziskanych reakci s trihalogen karbonylovymi slou¢eninami XXI11 (Schéma X).1°
0]

0
HoN e Q i R__N
e o
_ F P>
of PN N NR

H,NT N7 NH,

XXI XX XXl

Podminky: 1) EtsN, EtOH, reflux, 48 h.

Schéma X
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Dalsi klicovou vychozi latkou pro syntézu sloucenin obsahujicich pteridinovy cyklus
je 4-amino-5-nitrosopyrimidin. Ten byl vyuzit naptiklad pti syntéze 6-substituovanych
triaminopteridini  XXIV pomoci metodiky vyvinuté Timmisem.!” Syntéza spocivala
v kondenzaci 2,4,6-triamino-5-nitrosopyrimidinu XXV s derivaty arylacetonitrilu XXVI
(Schéma X1).18

NH,
H,N

ON C i N>y
SN NC~ - . | I
| + NS —
P N~ N7 NH,
2 2 R
XXV XXVI R XXIV

Podminky: i) Na, 2-ethoxyethanol, reflux, 2 h.

Schéma XI

Reaktivita pyrimidooxadiazinonti byla studovana pii ptipravé 6,7-disubstituovanych
pteridin-2,4-dionti  XXVIIL.Y®® Reakce 1,3-dimetyl-4-amino-5-nitrosouracilu ~ XXVIII
s trichlormethylchlorformatem poskytla klicovy meziprodukt XXIX, ktery dale reagoval
s karbanionty generovanymi in Situ piasobenim silné baze na slouceniny obsahujici
aktivovanou methylenovou skupinu jako S-diketony, S-diestery, f-ketoamidy a dalsi (Schéma
X11).

O o] (0]
NS
H,N r}l/go O)\N/ r}l/go Ry N r}l/go
CHs CH, CHs

XXVl XXIX XXVII

Podminky: i) trichlormethylchloroformat, THF, rt, 3 h; ii) sloucenina s aktivovanou methylenovou skupinou,
NaH, THF, rt, 30 — 60 min.

Schéma XII

Relativné novou metodou vychazejici ze 4-amino-5-nitrosopyrimidinu XXX je
intramolekularni [4+2] cykloadice, ktera poskytla derivaty pteridinont s C(6)-(Z)-allyl
hydroxylem XXXI substituci® pies acylaci 4-amino-5-nitrosopyrimidinii chloridy dienovych
kyselin nasledovanou jiz zmifovanou intramolekularni Diels-Alderovou cykloadici (Schéma

X111).

14
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X = OBn, R = H, Me, Ph
X = NH,, R = Me

Podminky: i) RCH=CH-CH=CH-COCI, pyridine -10°C, 12 h; ii) toluen, 100°C, 3-5 h nebo xylen, 120°C, 12 h.
Schéma XIII

Velky pocet praci popisuje piipravu pteridinovych derivati s vyuzitim dichloro-5-
nitropyrimidinu a to jak 2,4-dichlorovaného izomeru, tak 4,6-dichlorovaného izomeru.
Schéma XIV zobrazuje reak¢ni sekvenci vedouci k derivatim tetrahydropteridinonu, kde

jednim z reakénich kroki je substituce 2,4-dichloro-5-nitropyrimidinu XXXI11. %

O,N

H
0N~y N._COOMe | COOMﬂ
+ —_—
L G/ \)\N N” cl
cI” N e
XXXIII XXXIV XXXV

I

| H
o NrN il - v \OINFN
\j[N | N/)\NH N N/)\CI
ock, G
G XXXV

XXXVII

Hl}l O

R
Podminky: i) K2COs, aceton. rt, 14 h; ii) Zn, NH4Cl, MeOH, H.0, reflux, 17 h; iii) Mel, NaH, DMA, -15°C —rt,
1,5 h; iv) 4-amino-3-methoxybenzoova kyselina, HCIl, EtOH, H0, reflux, 72 h; v) amin, DCM, TBTU, DIEA,
rt, 1,5-12 h.

Schéma XIV

Pétistupnovou syntézou zacinajici substituci 4,6-dichloro-5-nitropyrimidinu XXXVIII
fluorovanymi aminokyselinami XXXIX a aminy byly pfipraveny derivaty dihydropteridinont
XL.%2 Po dvojité substituci nasledovala redukce nitroskupiny a v zavére¢ném kroku cyklizace

katalyzovana mikrovinami (Schéma XV).
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Podminky: i) DIEA, DMF, rt, 8 min; ii) morfolin, rt, 24 h; iii) Pd/C, H,, THF-MeOH, rt, 24 h; iv) MW, 150°C,

15 min.

Schéma XV

2.3.1.2. Syntézy vychazejici z pyrazinu

Ze syntetickych metod vyuzivajicich pyrazin jako vychozi latku mize byt uvedena

napiiklad syntéza 3-substituovanych 2-thioxo-1,2-dihydro-4(3H)pteridinontt XLIV. Pfislusné

isothiokyanatové meziprodukty byly ziskany reakci 3-amino-2-pyrazinkarboxylati XLV

s thiofosgenem. Reakce sloucenin s dusikatymi nukleofily pak poskytla cilové derivaty

pteridinond (Schéma XVI).%

H
N.__NH, . N.__NCS N. _N__S
X i AN ii
DO G G 1
P2 Pz 7 N.
N COOCH;4 N COOCH;4 N R
(6]

XLV XLVI XLIV
Podminky: i) thiofosgen, Ca,CQO3, DCM, rt, 48 h; ii) amin, EtOH, rt, 5 h.

Schéma XVI
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2.3.2. Syntéza na pevné fazi

Syntéza na pevné fazi vyuziva polymerni nosi¢, na ktery je v prvnim kroku navazana
vychozi stavebni jednotka. K té jsou pak postupné pridavany ostatni fragmenty az do dosazeni
cilovych latek. Poslednim krokem je pak odStépeni sloucenin z pryskyfice. Vyhodou této
metody oproti klasické roztokové syntéze je to, ze jednotlivé meziprodukty nemusi byt
izolovany a jsou jednoduchym promytim pryskyfice zbaveny nadbytku reagentti. Tato vyhoda
ma velky vyznam zejména u kombinatoridlniho zpisobu ptipravy chemickych knihoven.

4,6-dichloro-5-nitropyrimidin byl studovan jako vyhodny vychozi stavebni blok pro
syntézu heterocykli odvozenych od pyrimidinového cyklu s vyuzitim syntézy na pevné fazi.?*
Zminovany dichlorovany pyrimidin byl v prvnim kroku navazan na Wangovu pryskyfici pies
aminokyselinovy linker. Poté byl substituovan fadou aminokyselin, redukovan a odstépen

z pryskytice za vzniku ptislusnych dihydropteridinoni XLV I (Schéma XVII).

Cl
o O,N w o, NO,
NH . N cl
Qo™+ T Qo My
R CI” "N R NN
XLVIII XXXVIII XLIX

lii
o
R
0 HN)H/
§ " i, v Q oy NO2y
-~ N N._COOM
oy Q@ oy o
R

R NN NN R
XLVII L
Podminky: i) DIEA, DMF, tt, 4 h; ii) methylester aminokyseliny, DIEA, DMF, rt, 4 h; iii) SnCl,-H,0, EtOH,
DMEF, 70°C, 16 h; iv) 50% TFA, DCM.
Schéma XVII

Obdobnym zpisobem byl 2,4-dichloro-5-nitropyrimidin vyuzit pro ptipravu 2-amino-
7,8-dihydropteridinoni L1.% 2,4-dichloro-5-nitropyrimidin byl nejprve modifikovan reakci
s methylesterem aminokyselin LIl a v nasledujicim kroku reagovan saminy vazanymi
k pevné fazi. Po redukci nitroskupiny doslo ke spontanni cyklizaci za vzniku pteridinového

cyklu (Schéma XVIII).
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Podminky: i) DIEA, THF, 0°C; ii) DIEA, DMF, rt; iii) Na»S;04, NH4sOH, H,O/1,4-dioxane, rt; iv) 60% TFA,
MeCN, rt.

Schéma XVII|I

18



3. Experimentalni ¢ast

Pro syntézu na pevné fazi byly pouzity plastové stiikacky s vloZenou fritou pro snadné
piidavani a odstranovani reakcnich roztokii a promyvacich rozpoustédel k syntetizované latce
imobilizované na pryskyftici. Pfi reakcich za laboratorni teploty byla pouzita tfepacka pro
zajisténi promichavani reakéni smési. Pro promyvani pryskyfice byl pouzit domino blok. Po
jednotlivych reakcénich krocich byla pryskyfice promyvana asi 1 minutu piisluSnymi
rozpoustédly. Pti vysSich teplotach byly pouzity sklenéné vialky s vlozenym magnetickym

michadlem.

3.1. Pouzité ptistroje

M¢tfeni hmotnostnich spekter bylo provedeno na hmotnostnim spektrometru
s jednoduchym kvadrupdlem (Waters) s kolonou X-Select C18 za pouziti mobilni faze
slozené z (A) 0,01 M octanu amonného ve vod¢ a (B) acetonitrilu. Méfeni NMR spekter bylo
provedeno v roztoku DMSO — de na Jeol ECX-500 (500 MHz). Hodnoty chemického posunu
() jsou udany v ppm jednotkach, interakéni konstanty (J) v Hz. Preparativni HPLC byla
provadéna s vyuzitim pfistroje Waters 1500 series a preparativni kolony YMC-Pack Pro
C1820x100mm. s-5um, 12 nm. Mobilni faze byla slozena z 0,01 M octanu amonného ve vodé

a acetonitrilu.

3.2. Zpracovani vzorku na analyzu

Po kazdém kroku syntézy bylo odebrano cca. 5 mg pryskyfice k analyze, pro
stanoveni loadingu bylo odebrdno okolo 10 mg pryskyfice, pfesna hmotnost byla
zaznamenana pro pozdéjsi vypocty. Tato pryskyfice byla Stépena 1 ml 50% roztoku
TFA/DCM. Odstépeni z pryskyfice probihalo 30 minut za laboratorni teploty. Poté byla
kyselina trifluoroctova s DCM odfoukana proudem N2, vysuSeny odparek byl rozpustén
v cca. 1 ml smési methanolu svodou (1:1), pro stanoveni loadingu byl rozpustén piesné

V 1 ml methanolu. Nasledovala filtrace ptes mikrofiltr.

3.3. Stanoveni loadingu pryskyfice

Pro stanoveni loadingu byla provedena metoda vné¢jSiho standardu, jako standard byl
pouzit roztok o piesné koncentraci Fmoc-p-Ala-OH v methanolu. Protektivni skupina Fmoc
absorbuje UV zafeni o vlnové délce 300 nm. Na zdklad¢ toho byly srovnany plochy piki
absorbance standardu a vzorku. Pro kazdé stanoveni loadingu byly provedeny dva paralelni

odbéry vzorku.
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sz. Csta.
*

Sstd. Mmy;.

I =

(L =loading pryskytice [mmol/g]; Sy, = plocha piku vzorku; Ssq. = plocha piku standardu; csq = koncentrace

standardu [mmol/ml]; my,. = hmotnost odebrané pryskytice [g])

3.4. Vypocet vytézku reakce

Vytézky reakce byly vypocitany pomoci NMR spekter, na analyzu byla poslana
veskera ziskana latka. Jako vngjsi standard byl pouzit 1-methyl-2-nitrotereftalat o znamé

koncentraci. Takto byla ziskéana relativni odezva aromatického vodiku vici signalu DMSO.

Svz.
m = * Copq, * Vyz ¥ My, * 1000
Sstd.

(m = hmotnost produktu [mg]; Ssw. = plocha piku standardu; Sy, = plocha piku vzorku; Csq = koncentrace
standardu [mol/l]; V.. = objem roztoku vzorku [I]; M = molarni hmotnost vzorku [g/mol])

3.5. Syntéza

3.5.1. Ukotveni amino kyseliny (pryskytice 1)

Do plastové stiikacky s fritou bylo navazeno 0,5 g Wangovi pryskyfice, ktera byla
nasledné 3x promyta DMC. Do stiikacky byl natdhnut roztok Fmoc-Ala-OH (1 mmol;
0,3113 g), HOBt (1 mmol; 0,1531 g), DMAP (0,25 mmol; 0,0305¢g) a DIC (1 mmol;
0,1262 g) v5 mlI DMF. Po 2 hodinach na tfepacce byl roztok vypustén a pryskyfice byla
promyta 3x DMF, 3x DCM. Poté byla odebrana ¢ast pryskyfice na stanoveni loadingu. Zbyla
pryskyfice byla vlozena do 50% roztoku piperidinu v DMF (5 ml) na 15 minut a nasledné
byla pryskytice promyta 5x DMF, 3x DCM.

3.5.2. Reakce s 4,6-dichloro-5-nitropyrimidinem (pryskyftice 2)

0,5 g pryskyfice 1 bylo 3x promyto v bezvodém DMEF. Poté byl ptidan roztok 4,6-
dichloro-5-nitropyridinu (2,5 mmol; 0,485 g) a DIEA (2,5 mmol; 0,413 ml) v 5 ml bezvodého
DMF. Po 1,5 hodin€ za laboratorni teploty byla pryskyfice promyta 3x DMF, 3x DCM,

nasledné 3x MeOH pro srazeni pryskyfice a uskladnéni v lednici.

3.5.3. Substituce 4,6-dichloro-5-nitropyrimidinu (pryskyfice 3)

Pryskyfice byla nabobtnana promytim 3x DCM. K 314 mg pryskyfice 2 byl pfidan
roztok piperidinu (1,57 mmol; 0,155 ml) a DIEA (1,57 mmol; 0,259 ml) v 3,5 ml DMF.
Reakce probihala 4 hodiny za laboratorni teploty, poté néasledovalo promyti pryskyfice 3x
DMF, 3x DCM.
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3.5.4. Redukce nitro skupiny (pryskyftice 4)

Redukéni roztok byl pfipraven rozpusténim NazS»04 (3,14 mmol; 0,5467 g), KoCO3
(3,768 mmol; 0,5208g) a TBAHS (0,314 mmol; 0,1066g) v 3,5ml vody a nasledné
pfidanych 3,5 ml DCM. Pfipraveny roztok byl pfidan k pryskyfici 3. Po 2 hodindch na
tiepacce byla pryskyfice promyta 3x DCM/voda, 3x DMF, 3x MeOH, 3x DCM.

3.5.5. Odstépeni z pryskyfice a cyklizace (slouceniny 5 a 13)

314 mg pryskytice 3 bylo pieneseno do sklenéné vialky s magnetickym michadlem,
bylo ptidano 3,5 ml 50% roztoku TFA/DCM. B&hem hodiny byla vialka zahiivana na 60°C,
doslo k odstépeni latky z pryskytice a k nasledné cyklizaci. Poté se kyselina trifluoroctova s
dichlormethanem odfoukala proudem N2, zbyly odparek byl rozpustén v MeOH na HPLC

separaci a prefiltrovan pies mikrofiltr.

3.5.6. Ptiprava diazepinového cyklu

Pryskyfice 11 byla pfipravena stejnym postupem jako pryskyfice 4. 300 mg pryskytice
11 bylo stépeno v 3,5 ml 50% roztoku TFA/DCM. Po 30 minutich byl stépici koktejl
odfoukan, odparek byl rozpustén ve 3 ml 96% H2SO4. Roztok byl zahtivan 1 hodinu pii 80°C.
Nasledné byla reakéni smés ziedéna 15 ml vody a zneutralizovana pfidinim NaOH. Produkt
byl extrahovan do EtAc a to tfikrat po 2 ml. Z organické faze byl ziskén produkt odpaienim
EtAc na vakuové odparce. Odparek v banice byl sonifikovan v diethyletheru, zfiltrovan a

vysusen na vzduchu.

3.6. Uprava vzorku na NMR analyzu

Produkt rozpuStény v MeOH byl pfecist€én pomoci semipreparativniho HPLC,
precistény produkt rozpuStény v mobilni fazi byl na vakuové odparce zbaven acetonitrilu.
Zbytku rozpoustédla byl zbaven lyofilizaci. Precistény produkt po lyofilizaci byl rozpustén
v 600 pul DMSO-d6, poté byl roztok kvantitativné pieveden do kyvety pro méteni NMR pro

potvrzeni struktury a urceni vytézku.
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4. Vysledky a diskuze

Hlavnim  cilem  bakalaiské  prace  byla  syntéza  dihydropteridinonu
substituovaného riznymi nukleofily v poloze C4, byla provedena i syntéza jednoho derivatu
pyrimidodiazepinového typu. Latky byly pfipraveny pomoci syntézy na pevné fazi.

Klicovym building blokem pro syntézu derivati dihydropteridinonu byl 4,6-dichloro-
5-nitropyrimidin 2 ukotveny na polymerni nosi¢ pies aminokyselinovy linker. Po nasledné
redukci nitro skupiny byly ziskané meziprodukty 4 odStépeny z pryskyfice a soucasné
cyklizovany na cilové molekuly 5. Synteticka cesta je zndzornéna ve Schématu XIX.

NO,

H Q Cl Cl
/N | A
Fmoc OH o

R H ) NN g 1
L. ! L< J\(N o} . L\OJ\(NW)\/CI
Qo ooy QTN
Ry O 1 Nz
Wang Resin
1 2
R1=H,CH3
o M C OH
O
%{—/
L
o}
X = NHR{R, TFA R1j)J\NH
Na,S,0 X
_ HS(CHo),0H O/ J\/ W)\f Naz$204 O/ J\( N T HNﬁ)\(X
N |
1 N /N \7 N\7N
3 4 5

Schéma XIX: Syntéza 4-substituovanych 7,8-dihydropteridin-6(5H)-onii.

4.1. Synteéza

4.1.1. Ukotveni aminokyseliny

Na Wangovu pryskyfici byla navazana aminokyselina pies esterovou vazbu. Pro vznik
vyluéné esterové vazby byla pouzita aminokyselina s ochranénou aminoskupinou. Fmoc-Gly-
OH a Fmoc-Ala-OH byly nejprve pievedeny na aktivované estery pomoci HOBt techniky a
poté navazany na pryskyfici. Reakce byla provedena za laboratorni teploty a ukonena po
dvou hodinach. Po reakci bylo odebrano analytické mnozstvi (asi 20 mg) pryskyfice pro
stanoveni loadingu (viz. experimentalni ¢ast). Ze zbytku pryskyfice byla odstranéna chranici

Fmoc skupina 15-ti minutovou reakci v 50% piperidinu v DMF (Schéma XX).
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Schéma XX: Syntéza aminokyselinového linkeru.

4.1.2. Reakce se 4,6-dichloro-5-nitropyridinem

V nasledujicim  kroku byla pryskyfice podrobena reakci s 4,6-dichloro-5-
nitropyridinem v bezvodém DMF za ptfitomnosti DIEA. Reakce probihala 1,5 hodiny za
laboratorni teploty. Bezvodé rozpoustédlo bylo pouzito z divodu zamezeni substituce
reaktivniho atomu chloru na pyrimidinu hydroxylovou skupinou. Vysoka reaktivita chloru je i
pfi¢inou zdanlivé nizké cCistoty produktu 2 této reakce (podle LC-MS), ktera je sniZena
pritomnosti necistot vznikajicich béhem analyzy. Pro jednozna¢né uréeni Cistoty produktu lze

Cast pryskyfice substituovat piperidinem za vzniku stabilngjsiho derivatu 7 (Schéma XXI).

O NO, DIEA o H NO,
L. NH Lo N Cl
O/ O)J\/ 2 + ClWCﬂ O/ O)H/ Wl)\/
R1
6

Ny N bezvody DMF, rt Ri NN
2

piperidin
DMF, rt

o, NO O
Qo
Ry N._N

7

Schéma XXI: Navazani centralniho pyrimidinového cyklu.
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4.1.3. Substituce 4,6-dichloro-5-nitropyridinu

Po ziskani derivatd 2 byl atom chloru substituovan dusikatymi a sirnymi nukleofily
(Schéma XXII). Reakce probihala v DMF za pfitomnosti DIEA. Pro kvantitativni prub¢h

reakce byla zapotiebi 4-hodinova reakéni doba.

o) NO
. Q § NO o XH, DIEA . )J\/Hj)\ix
~ ~ \
Qo N . @ty
Ri NN

DMF, rt Ry NN
2 3
H
XHz)/NL iﬂ) NHz NH,  NH  Hs
000 ¢
OCH;
1 2 3 4 5 6

Schéma XXII: Substituce atomu chléru.

4.1.4. Redukce nitro skupiny

Pro redukci nitroskupiny byly testovany dvé metody: redukce chloridem cinatym a
redukce dithioni¢itanem sodnym. Prvni zminovana metoda, tj. reakce s chloridem cinatym
v DMF poskytla po 23 hodinach produktu (64 %) a vychozi latky (25 % podle LC-MS).
Redukce dithioni¢itanem sodnym byla provedena ve smési DCM a vody za pfitomnosti
fazového katalyzatoru. Byly vyzkouseny dva fazové katalyzatory: hydrogensiran
tetrabutylamonny (TBHAS) a ethylviologen dibromid. V ptipad¢ katalyzy ethylviologen
dibromidem po 23-hodinové reakci smés obsahovala z pifevazné ¢asti vychozi latku (podle
LC-MS). Nejlépe se osvédcila reakce s NaxS204 a TBHAS, kdy po 23 hodinach za laboratorni
teploty doslo ke stoprocentni konverzi. Ziskané aminoderivaty 4 byly ale doprovazeny
vedlejSim produktem. Zvlasté u derivatu 4(1,3) a 4(2,4) byly Cistoty a vytézky finalnich latek
v disledku vzniku tohoto vedlejSiho produktu znaéné sniZzeny. Ze srovnani LC-MS analyz
vSech derivati vyplynulo, Ze hmotnost vedlejsiho produktu je zavisla na substituci Ry, ale
nezavisld na substituci X. Jinymi slovy, Ze hmotnost vedlej$iho produktu je stejna pro
vSechny derivaty s glycinovym linkerem a stejné tak pro vSechny derivaty s alaninovym
linkerem. Na zaklad¢ tohoto pozorovani byla navrzena struktura necistoty jako produkt tzv.
cross-linkingu 14 (Schéma XXIII). Ovéteni struktury na zékladé NMR analyzy je prozatim
v feSeni.
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Schéma XXII1: Redukce nitro skupiny

4.1.5. Odstépeni z pryskyfice, cyklizace a purifikace

Poslednim krokem bylo odstépeni ziskanych meziprodukt 4 z pryskyfice a soucasné
uzavirani pteridinového cyklu. K roz§tépeni esterové vazby a nasledné cyklizaci za eliminace
vody byl pouzit 50 % roztok TFA v DCM. Uzavieni cyklu bylo nejprve testovano za
laboratorni teploty, kdy byly po 22 hodinach na LC-MS zaznamu detekovany produkt (55 %)
a vychozi latka (20 %). Pro doreagovani vychozi latky bylo zapotiebi prodlouzit reakéni dobu
na 4 dny. Za ucelem urychleni cyklizace byla zvySena reakéni teplota na 60 °C. Za téchto
podminek byla cyklizace kompletni jiz béhem jedné hodiny. Po cyklizaci byl roztok
TFA/DCM odfoukén proudem Nz, vysuseny odparek byl rozpustén v MeOH, ptefiltrovan a
precistén na semipreparativnim HPLC (Schéma XXIV).

0
0 NH,
H R
L. J\/Nj)\/)( TFA/DCM 1%,\“_'
(0} X .
O/ | HN o X

Ry NN |

NN
4

Schéma XXIV: Uzavirani pteridinového cyklu.

Uzavirani diazepinoveho kruhu

Vedle 6-ti ¢lenného kruhu bylo studovano i uzavirani 7-¢lenného kruhu. Syntéza
meziproduktu 12 probihala za stejnych reakénich podminek jako u meziproduktd 4
(Schéma XXV). V poslednim cyklizacnim kroku se vSak vySe zminéné reakéni podminky
neosveédcily a vychozi latka zlstala zcela nezreagovana. Byly proto zvoleny drsnéjsi reakéni
podminky a to reflux v TFA. Sloucenina 12 byla odstépena z pryskyfice, poté byl Stépici
koktejl odpafen proudem N», odparek rozpustén a refluxovan v TFA. Bohuzel ani po 2
hodindch nedos$lo k Zadané cyklizaci. Dalsi volbou byla kyselina sirovd. Reakce byla

provedena pii 80°C. Po hodinovém zahfevu nasledovalo zfedéni kyseliny vodou a
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neutralizace pomoci NaOH. Nasledovala extrakce cyklické formy produktu do EtAc a po

odpafeni EtAc na vakuové odparce byl odparek sonifikovan v diethyletheru a nakonec

zfiltrovan.
NO,
H CIWCI
X
Fmoc” N\/\fo O Nl N
/
OH
Wang Resin
8
H
N

O NayS,04
—e Qo I L) e 0o WO

O

TFA O SO ﬂNH O
—_— W HN\‘/S/N
|
NN

13
Schéma  XXV: Syntéza 4-(piperidin-1-yl)-5,7,8,9-tetrahydro-6H-pyrimido[4,5-
b][1,4]diazepin-6-onu.

26



4.2. Piipravené latky

Podafilo se piipravit 12 latek (Tab. I), které byly charakterizovany pomoci LC-MS a

'H a *C NMR analyz.

distota po

kod latky R1 X surova Cistota vytézek
precisténi
-
5(1,1) H JNL 63 % 99 % 24 %
5(1,5) TR 99 % 16 %
5(1,4) H i) 61 % 95 % 26 %
5(1,6) H HS_OH 64 % 96 % 53 %
5(1,3) H N~ ) 33 % 98 % 4%
5(1,2) H ) 68 % 98 % 17 %
5(2,2) CHs ) 85 % 95 % 12 %
H
5(2,1) CHs JNL 71 % 99 % 56 %
5(2,5) chs | O gy 99 % 3%
5(2,4) CH, i) 32 % 99 % 3%
5(2,6) CHs HS—_OH 80 % 98 % 34 %
NN
¢
13 N 89 % 98 % 25 %
N
Tabulka |
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4.3. Analyticka data

4-(Dipropylamino)-7,8-dihydropteridin-6(5H)-on

H
J/:N /NW
I

o NL(N

H

SN

Vytézek 8,4 mg (24 %). Cistota surového produktu 63 %.
HPLC-MS m/z = 250, [M+H]*
'H NMR (DMSO-d6) &: 9.46 (br. s., 1H), 7.82 (s, 1H), 7.18 (br. s., 1H), 3.80 (s, 2H), 3.24 (t, ]

= 7.1 Hz, 4H), 1.44 (sxt, J = 7.1 Hz, 4H), 0.79 (t, J = 7.3 Hz, 6H)
13C NMR (DMSO-d6) &: 164.0, 153.0, 151.8, 151.2, 104.1, 50.5, 45.2, 20.5, 11.4

4-[(4-Methoxyfenyl)amino]-7,8-dihydropteridin-6(5H)-on
NN

¢!
07NN

/©/NH

0
I

Vytézek 5,5 mg (16 %). Cistota surového produktu 54 %.

HPLC-MS m/z = 272, [M+H]*

'H NMR (DMSO-d6) &: 9.92 (s, 1H), 8.16 (s, 1H), 7.80 (s, 1H), 7.44 - 7.49 (m, J = 9.2 Hz,
2H), 7.10 (s, 1H), 6.85 - 6.90 (m, J = 9.2 Hz, 2H), 3.95 (s, 2H), 3.72 (s, 3H)

13C NMR (DMSO-d6) &: 164.5, 154.9, 151.5, 150.5, 146.0, 133.6, 122.2, 114.1, 100.1, 55.5,
455

4-(Fenylamino)-7,8-dihydropteridin-6(5H)-on
NN
L
07NN
©/NH
Vytézek 8,1 mg (26 %). Cistota surového produktu 61 %.

HPLC-MS m/z = 242, [M+H]*
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IH NMR (DMSO-d6) &: 10.03 (br. s., 1H), 8.32 (s, 1H), 7.86 (s, 1H), 7.60 (d, J = 7.8 Hz, 1H),
7.27 (t, 3 = 7.9 Hz, 2H), 7.20 (s, 1H), 6.95 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 3.93 - 3.98 (M, 2H)
13C NMR (DMSO-d6) &: 164.0, 150.9, 150.2, 144.9, 140.2, 128.3, 121.5, 119.5, 100.2, 44.9

4-[(2-Hydroxyethyl)sulfanyl]-7,8-dihydropteridin-6(5H)-on

fos
;

HO
Vytézek 15,5 mg (53 %). Cistota surového produktu 64 %.
HPLC-MS m/z = 227, [M+H]*
'H NMR (DMSO-d6) &: 8.00 (s, 1H), 7.64 (br. s., 1H), 3.97 (s, 2H), 3.55 (t, J = 6.6 Hz, 2H),
3.24 (t,J =6.6 Hz, 2H)
13C NMR (DMSO-d6) &: 164.1, 151.4, 149.9, 147.0, 114.7, 60.4, 45.1, 31.7

4-(Cyclohexylamino)-7,8-dihydropteridin-6(5H)-on

Vytézek 1,4 (4 %). Cistota surového produktu 33 %.

HPLC-MS m/z = 248, [M+H]*

!H NMR (DMSO-d6) &: 9.70 (br.s., 1H), 7.68 (s, 1H), 6.74 (br. s., 1H), 6.10 (d, J = 7.4 Hz,
1H), 3.82 (s, 2H), 3.80 (m, J = 3.4 Hz, 1H), 1.85 (dq, J: = 11.2 Hz, J, = 2.8 Hz, 2H), 1.67 (dq,
J1=12.7 Hz, J» = 3.4 Hz, 2H), 1.54 (dt, J1 = 12.7 Hz, J, = 3.4 Hz, 1H), 1.26 (qd, J1 = 12.7 Hz,
J2 =3.4 Hz, 2H), 1.12 (qd, J: = 11.2 Hz, J> = 2.8 Hz, 2H), 1.12 (m,1H)

13C NMR (DMSO-d6) &: 169.03, 164.70, 152.14, 150.46, 149.85, 148.26, 143.26, 99.21,
49.31, 45.77, 33.41, 25.90, 25.20
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4-(Piperidin-1-yl)-7,8-dihydropteridin-6(5H)-on
NN
LI
07NN
O

Vytézek 5,8 mg (17 %). Cistota surového produktu 68 %.

HPLC-MS m/z = 234, [M+H]"

'H NMR (DMSO-d6) &: 9.47 (br. s., 1H), 7.81 - 7.88 (m, 1H), 7.25 (br. s., 1H), 3.82 (br. s.,
2H), 3.18 (br. s., 3H), 1.48 - 1.68 (m, 5H)

13C NMR (DMSO-d6) &: 163.8, 152.7, 152.6, 151.3, 104.5, 48.3, 45.3, 25.0, 24.1

7-Methyl-4-(piperidin-1-yl)-7,8-dihydropteridin-6(5H)-on
NN

T

07NN
O

Vytézek 3,8 mg (12 %). Cistota surového produktu 85 %.

HPLC-MS m/z = 248, [M+H]*

'H NMR (DMSO0-d6) &: 9.50 (br. s., 1H), 7.87 (s, 1H), 7.37 (br. s., 1H), 3.86 - 3.94 (m, 1H),
3.14 - 3.27 (m, 4H), 1.50 - 1.68 (m, 6H), 1.25 (d, J = 6.9 Hz, 3H)

13C NMR (DMSO-d6) §: 166.8, 153.0, 151.9, 104.9, 50.8, 48.6, 25.5, 24.7, 17.5

4-(Dipropylamino)-7-methyl-7,8-dihydropteridin-6(5H)-on
NN

TN

NN
Jal

Vytézek 4,3 mg (56 %). Cistota surového produktu 72 %.

HPLC-MS m/z = 264, [M+H]"*

'H NMR (DMSO-d6) 5: 9.49 (br. s., 1H), 7.84 (s, 1H), 7.28 (s, 1H), 3.86 (q, J = 6.7 Hz, 1H),
3.28 (td, J = 7.0, 3.7 Hz, 4H), 1.44 (sxt, J = 7.2 Hz, 4H), 1.24 (d, J = 6.3 Hz, 3H), 0.78 (t, J =
7.4 Hz, 6H)
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4-[(4-Methoxyfenyl)amino]-7-methyl-7,8-dihydropteridin-6(5H)-on
NN

¢!
0PN

jon

o)
I

Vytézek 0,9 mg (3 %). Cistota surového produktu 67 %.

HPLC-MS m/z = 286, [M+H]"

'H NMR (DMSO-d6) &: 9.90 (br. s., 1H), 8.18 (s, 1H), 7.83 (s, 1H), 7.44 - 7.51 (m, J = 8.9
Hz, 2H), 7.23 (s, 1H), 6.84 - 6.91 (m, J = 8.9 Hz, 2H), 4.06 (q, J = 6.8 Hz, 1H), 3.72 (s, 3H),
1.32 (d, J = 6.6 Hz, 3H)

13C NMR (DMSO-d6) &: 167.4, 155.1, 151.8, 150.5, 146.1, 133.8, 122.4, 114.3, 100.5, 55.7,
50.9,19.0

7-Methyl-4-(fenylamino)-7,8-dihydropteridin-6(5H)-on
NN
P!
PN
©/NH

Vytézek 0,9 mg (3 %). Cistota surového produktu 32 %.

HPLC-MS m/z = 257, [M+H]"*

'H NMR (DMSO-d6) §&: 8.54 (br. s., 1H), 7.86 - 7.90 (m, 1H), 7.63 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.23 -
7.32 (m, 2H), 6.90 - 6.99 (m, 1H), 4.07 (q, J = 6.9 Hz, 1H), 1.32 (d, J = 6.4 Hz, 2H)

4-[(2-Hydroxyethyl)sulfanyl]-7-methyl-7,8-dihydropteridin-6(5H)-on
NN
XX
OONTY
H S\L
OH

Vytézek 10,2 mg (34 %). Cistota surového produktu 80 %.
HPLC-MS m/z = 257, [M+H]"*
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IH NMR (DMSO-d6) 5: 8.04 (s, 1H), 7.77 (s, 1H), 5.00 (t, J = 4.6 Hz, 1H), 4.04 - 4.14 (m,
1H), 3.52 - 3.59 (M, 2H), 3.18 - 3.29 (m, 2H), 1.31 (d, J = 6.9 Hz, 2H)
13C NMR (DMSO-d6) &: 166.9, 151.5, 149.7, 147.1, 114.8, 60.3, 50.5, 31.6, 18.6

4-(Piperidin-1-yl)-5,7,8,9-tetrahydro-6H-pyrimido[4,5-b][1,4]diazepin-6-on
N
N
s
N
N

Vytézek 9,3 mg (25 %). Cistota surového produktu 89 %.

HPLC-MS m/z = 248, [M+H]*

'H NMR (DMSO-d6) §: 8.14 (s, 1H), 7.87 (s, 1H), 7.06 (br. s., 1H), 4.10 (br. s., 3H), 3.54 (d,
J = 4.0 Hz, 2H), 2.54 - 2.58 (m, 2H), 1.53 - 1.62 (m, 6H)

13C NMR (DMSO-d6) §: 172.3, 159.6, 156.2, 153.4, 102.9, 49.2, 49.1, 43.2, 36.2, 25.8, 24.7
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5. Zavér

Bakalaiska prace byla zaméfena na syntézu 5,8-dihydropteridinont a 6-methyl-5,8-
dihydropteridinont substituovanych v poloze C4. Série derivati byla pfipravena metodou
syntézy na pevné fazi. Kli¢ovou slouceninou této syntetické cesty byl 4,6-dichloro-5-
nitropyrimidin, ktery diky svému uspofdddni mize byt vhodné modifikovan za vzniku
prekurzoru piipravené¢ho na uzavirani pteridinového cyklu. Pouzita reakéni sekvence jiz byla
popsana Boonem v roztokové syntéze,?® v této praci byla aplikovana na syntézu na pevné fazi.

Béhem této prace bylo pfipraveno 12 derivatl, které byly charakterizovany pomoci
LC-MS a NMR analyz a budou zaslany na biologické testovani.

Vedle zminénych pteridinovych heterocykli byla ovétena i aplikovatelnost této
metody pro piipravu sloucenin obsahujici 8,9-dihydro-5H-pyrimido[4,5-b][1,4]diazepin-
6(7H)-onovy skelet. Slouc¢eniny tohoto typu s volnou NH skupinou v poloze 9 dosud nebyly
popsany. Do této chvile byl pfipraven jeden derivat obsahujici tento cyklus, série téchto latek

bude v budoucnu rozsifena.
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6. Seznam pouzitych zkratek

Ala alanin

BH4 tetrahydrobiopterin

DCM dichlormethan

DIC N,N'-diisopropylcarbodiimid

DIEA N,N-diisopropylethylamin

DMAP 4-(dimethylamino)pyridin

DMF dimethylformamid

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

EtAc ethylacetat

FAD flavin adenin dinukleotid

FMN flavin mononukleotid

Fmoc fluorenylmethyloxycarbonyl chlorid
Gly glycin

HOBt hydroxybenzotriazol

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
LC-MS kapalinova chromatografie-hmotnostni spektrometrie
MeOH methanol

MS hmotnostni spektrometrie

NMR nuklearni magneticka rezonance
TBAHS hydrogensulfat tetrabutylamonny
TFA kyselina trifluoroctova

uv ultrafialové zateni
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