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1 Uvod a cile prace

Purinové slouceniny jsou pfirozenou formou obsazeny v kazdé¢ burce, kde jsou soucasti
nukleovych kyselin, které ovliviiuji procesy zivé hmoty.! Z tohoto pohledu je jiz po
nekolik desetileti vénovana pozornost purinové chemii, kde se modifikaci zakladniho
purinového skeletu hledaji biologicky uc¢inné latky. Takovymi modifikacemi se podafilo
pfipravit a uvést na trh slouceniny, které se pouzivaji zejména jako virostatika nebo
kancerostatika (tenofovir, adefovir, acyklovir, fludarabin, kladribin, karbovir, nelarabin,

azatioprin atd.)>* (Schéma 1).
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Schéma 1: Néktera komeréné dostupna virostatika a kancerostatika

Purinovou chemii s ohledem na cilenou biologickou aktivitu se v soucasné dobé zabyva
cela fada pracovist, mimo jiné i UP a Laboratof rustovych regulatort, kde byly ve
vzajemné spolupraci nalezeny velice ucinné 2,6,9-trisubstituované derivaty spadajici do
skupiny inhibitort cyklin-dependentnich kinaz (bohemin, roscovitin, olomoucin I a II).
Cyklin-dependentni kindzy ftidi bunécny cyklus, a proto se jevi jako zajimavé

farmakologické cile v terapii fady onemocnéni véetné rakoviny>®.

Z pohledu substituce muze byt zajimavé pfipravit strukturné podobné derivaty liSici se

pozici substituentu predevsim v poloze N’ a pak také v poloze N° zavedenim malo



popsaného terc-butylového zbytku a vzajemné pak srovnat jejich cytotoxickou aktivitu a

CDK inhibici (Schéma 2).
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Schéma 2: Struktury poZadovanych analog purinovych inhibitort s terc-butylovym zbytkem

Princip pfipravy je zalozen na regioselektivnim zavedeni terc-butylového zbytku do
poloh purinu N’ a N° a nasledné postupné substituci atom@ chloru u 2,6-dichlorpurinu.
Kli¢ovou véci pro piipravu cilovych latek je pfiprava purinovych prekurzort obsahujicich
terc-butylovy zbytek. Proto je v prvnim kroku nezbytné najit a optimalizovat vhodnou
metodu, kterd poslouzi k navazani tohoto terciarniho alkylu stim, ze pfipraveny
prekurzor bude vznikat s dostate¢nou konverzi ve vysokém vytézku a Cistoté. Priprava
téchto sloucenin je sice v omezené mife znama, ale produkty vznikaji v nizkém vytézku
a ve smési, kterd se potom musi nekdy 1 slozit€ délit. Finalni slouceniny budou posléze
otestovany na CDK inhibici a cytotoxicou aktivitu na vybranych nadorovych a

leukemickych liniich.
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2 Teoreticka cast

Hlavnim cilem této bakalarské prace je vyvoj a optimalizace chemické syntézy vedouci
k ptipravé analogti purinovych inhibitora CDK (bohemin, olomoucin I, roscovitin), které
obsahuji v poloze N’ terc-butylovou skupinu. Vzhledem k zaméfeni prace je tato hlavni
kapitola rozdélena na dvé Casti. V prvni Casti je strucné nastinéna charakteristika CDK a
jejich rozdéleni a dale bunééné ucinky a syntéza 2,6,9-trisubstituovanych purint. Ve

druhé &asti se prace zabyva obecnymi metodami piipravy N'-substituovanych purint.

2.1 Charakteristika cyklin-dependentnich kinaz a 2,6,9-

trisubstituovanych purinovych inhibitoru

V prvni ¢asti této podkapitoly je predstavena problematika cyklin-dependentnich kinaz
v souvislosti s jejich obecnou charakteristikou a rozfazenim dle funkce. Ve druhé Casti je
pak stru¢né popsana syntéza a biochemické ucinky nejznaméjSich a dostupnych
purinovych inhibitori cyklin-dependentnich kinaz, které obsahuji na svém skeletu

v poloze 2 a 6 substituenty vazané pies atom dusiku a substituent v poloze N°.
2.1.1 Cyklin-dependentni kinazy

Cyklin-dependentni kinazy jsou dulezitou skupinou enzymi podilejicich se svou funkci
na regulaci bunécného cyklu. Jejich aktivitou je fizen proces dé€leni bunék. Kazda z téchto
kinaz se sklada z katalytické podjednotky a regulaéni podjednotky.” V ramci blizsiho
zafazeni mezi kinazy se jedna o prolinem fizené serin a threonin proteinkinazy, které
zpusobuji fosforylaci primami struktury bilkovin na jejich serinovych a threoninovych

aminokyselinach.!%!!

Soucasti aktivni holoenzymatické molekuly cykli-dependentnich kindz je tedy
katalyticka podjednotka (CDK1-CDKS) a dale regulacni podjednotka (cyklin A-H), ktera
zodpovida za aktivaci celé kinazové podjednotky.” Pojmenovani samotnych cyklindi
souvisi s jejich cyklicky se ménici koncentraci, ktera stoupa a klesa béhem bunééného

cyklu.!?

Podobné jako jiné enzymy ze tfidy kindz maji cyklin-dependentni kinazy dvoj-lalocnatou
strukturu tvofenou amino-koncovym a karboxy-koncovym lalokem. Bilkoviny amino-
koncového laloku zaujimaji strukturu beta-skladaného listu, zatimco bilkoviny karboxy-
koncového laloku jsou v podobé alfa-helixa. Aktivni misto, kam se vaze molekula ATP

11



nutné pro fosforylaci a pfipadné inhibitory, se nachazi mezi ob&éma laloky.>!'!:1314

Ilustraéni priklad struktury pro CDK2 (obrazek 1).

Obrazek 1: Kabschtuv-Sanderiv model struktury komplexu ATP-CDK2. N a C konce proteinu
jsou oznaceny N a C; Molekula ATP je znazornéna s koordinovanym iontem Mg?*. C-terminalni
doména sestava primarné z a-helixd (valctl) a N-terminalni doména sestava prevazné z B-lista

(stuhy).’?

Pro cyklin-dependentni kinazy je typické, ze jsou ve své monomerni formé neaktivni,
zéaroveti je tomu tak kviili nizké koncentraci regulaénich podjednotek.!>!¢ Aby mohla byt
cyklin-dependentni kinaza aktivni, je nutné spojeni s patficnym cyklinovym partnerem
v dostate€né koncentraci. Pfi spravném sparovani katalytické a regulacni podjednotky,
kde se cyklinovy protein vaze do regulacniho mista katalytické podjednotky, dochazi ke
konforma¢nim zménam na molekule enzymu, a tak vyznamné roste aktivita cyklin-
dependentni kinazy.® Tato regulace m4 za nasledek mimo jiné dvé zasadni funkce cykli-

dependentnich kinaz.

Prvni funkci je vhodné nacasovani aktivace cyklin-dependentni kindzy pomoci fizené

exprese konkrétni cyklinové podjednotky.

Druhou je prispévek cyklina k substratové specifité katalytickych podjednotek tvorbou

konformaénich zmén na jejich povrchu.!>!7-1
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2.1.2 Klasifikace cyklin-dependentnich kinaz

Bunécny cyklus sestava ze ctyf fazi, které vedou od jednoho bunécného déleni
k druhému. Prvni fazi je prvni ptipravna faze G1, kdy hned po predchozim d¢€leni dcefina
burka roste a vytvari si zdsoby pro vlastni existenci. Nasleduje synteticka faze S, pfi které
se replikuje DNA. Treti fazi je druha pripravna faze G2, jez je zavisla na predchozi
replikaci DNA a zde se buiika pfipravuje na déleni. Ctvrtou fazi je samotné déleni. Tato
faze nese oznaCeni mitotickd faze M, kdy dojde k rozdéleni matetské buriky na dvé

dcetiné.?

Bunécny cyklus a jeho samotna regulace je velmi slozity a komplexni proces. V buiikach
vice bunénych eukaryotickych organismi se proto setkame s vétSim zastoupenim
cyklin-dependentnich kinaz. Konkrétné v bunkach savci nalezneme 5 odlisnych
katalytickych CDK podjednotek [CDK1 (znamy také jako Cdc2), CDK2, CDK3, CDK4
a CDK®6] a 10 odlisnych regulacnich cyklinovych podjednotek [A1, A2, A3, B1, B2, DI,
D2, D3, El, E2, a F].! Vsechny tyto podjednotky se piimo ucastni bunééného cyklu
déleni. Kazda cyklinova podjednotka, nebo jejich tfida se vaze na urcité CDK
podjednotky. Cykliny typu A vytvareji komplexy s CDK1 a CDK2, které se béhem faze
S podileji na replikaci DNA a napomahaji fazi G2. Cykliny typu B se spojuji s CDK1 a
maji dulezitou roli v pfechodu mezi fazemi G2 a M, kde pak zejména fidi procesy buiky
v pripravé na mitdzu. Cykliny typu D preferuji tvorbu komplexti s CDK4 a CDKG6.
Vzniklé komplexy se ucastni G1 faze. Pozdni G1 a rané S faze, respektive jejich
prechodu, se pak ucastni komplexy cyklint typu E s CDK2. Tyto komplexy jsou nezbytné

jako ¢initel pro zahajeni replikace DNA. %2
2.1.3 Purinové inhibitory CDK

Kromé purinovych inhibitort existuji i jiné struktury majici funkci zapficinit v rizné mire
inhibici CDK, mezi né& patii napiiklad flavonoidy, indigoidy, staurosporiny a paullony.?!
Tato prace se zabyva vyhradné purinovymi inhibitory, a proto zde nebudou ostatni
struktury vice zmifiovany. Inhibitory CDK na bazi purinového skeletu jsou znamy jiz od
80. let minulého stoleti, kdy byl hojné vyuzivan 6-dimethylaminopurin, ktery vSak
nevykazoval piili§ vysokou specifitu. U 6-dimethylaminopurinu byl prokazan inhibicni
i¢inek na CDK2 spojeny s vyraznou inhibici mitézy bunék embrya motského jezka.>>>*
Screeningem  dalSich pfibuznych purind byl odhalen o néco zajimavéjsi

isopentenyladenin. Isopentenyladenin je rostlinny hormon (cytokinin) podporujici déleni

13



rostlinnych bunék, u néjz byla naméfena vyssi inhibicni aktivita, bohuzel byl opét jako
predesly 6-dimethylaminopurin malo selektivni.”> V nadchazejicich letech byl ve
spolupraci Univerzity Palackého a Laboratofe ristovych regulatori v Olomouci proveden
vyzkum dostupnych analogt isopentenyladeninu a jinych substituovanych purini na
CDK1 / cyklin B inhibici. V ramci tohoto testovani byla objevena latka nesouci nazev 2-
(2-hydroxyethylamino)-6-benzylamino-9-methylpurin  neboli  olomoucin 1> O
olomoucinu I bylo zjisténo, ze ma vyssi ucinnost a vyssi selektivitu pro CDK oproti 6-
dimethylaminopurinu a isopentenyladeninu. Olomoucin I se chova jako kompetitivni
inhibitor pro ATP a nekompetitivni inhibitor pro histon H1. Purinova specifita CDK
inhibice byla testovana pozdéji na 81 purinovych derivatech, ov§em pouze ty, které byly
2,6,9-trisubstituované, vykazovaly silné inhibi¢ni Gcinky.’ Studie olomoucinu I vedly
brzy k objevu dalgich neobvykle specifickych inhibitort, jako jsou bohemin a roscovitin.®
Konkrétné u roscovitinu je pak mnohem ucinngjsi jeho R-enantiomer — R-roscovitin
zvany takeé seliciclib. S-enantiomer roscovitinu ma mensi inhibi¢ni aktivitu vi¢i CDK2 a
z hlediska tohoto vyzkumu neni tolik zajimavy.®?® Vycet znamych CDK purinovych

inhibitord zobrazuje schéma 3.

OH OH
HN HN HN
NN HOS v Ny HOS v Ny
oA Ay A A P LAY
~ N N NN N NN N
N N N N N N
N \ O n
Olomoucin | Olomoucin Il Purvalanol A
HN HN
Ly S0
Z N P
Bohemin Roscovitin (Seliciclib)

Schéma 3: 2,6,9-trisubstituovana purinové inhibitory CDK
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2.1.4 Bunécné pusobeni 2,6,9-trisubstituovanych purinu

2,6,9-trisubstituované puriny pusobici jako inhibitory CDK maji ¢tyfi hlavni Géinky,

kterymi se podileji na regulaci bunééného cyklu:

Zaprvé jsou v zavislosti na podminkach schopné dobré inhibice mnozeni bunék, jez vede
k naruseni pochodu bunééného cyklu ve fazi G1 a v pfechodu mezi fazemi G2 a M. Tyto

antiproliferacni u¢inky jsou pievazné zpiisobeny inhibici CDK1 a CDK2.%

Zadruhé je jejich ucinkem vyvolana apoptdza mitotickych bunek. Tato vlastnost je
vyrazn€ podporena také pfitomnosti dalsiho inhibitoru jako v pfipadé olomoucinu I a
roscovitinu, které maji dohromady s inhibitorem farnesyltransferaza synergicky efekt.
Déle se podobné chova i purvalanol A s taxolem. Pouziti kombinace purvalanolu A a
taxolu, kde taxol musi jako prvni zajistit mikrotubularni stabilizaci a purvalanol A poté
inhibici CDK1, mélo za nasledek rozsahlou apoptézu na linii HeLa bunék. (Bunécna linie
HelLa je soubor epitelialnich nadorovych bunék, které jsou specialni svou schopnosti se
neustale a opakované mnozit a zajistit si tak nesmrtelnost diky ucinné aktivaci telomeraz.
Telomerazy jsou skupinou enzymua schopné dodateéné prodlouzit v priabéhu déleni
zkracené telomery urCujici délku zivota buné€k). Pfi samostatné aplikaci taxolu a
purvalanolu A, ¢i jejich opét spolené aplikaci jen v opacném poradi vSak ke stejnému
vysledku nedoslo. Oba pokusy zustaly neucinné a vyplynul tak zavér, ze je tfeba dbat na

spravné pofadi obou latek, aby bylo zajisténo spravné ptsobeni.?’?8

Zatteti maji schopnost diferenciace nadorovych bun¢k. Diferenciaci se v tomto piipade
rozumi preprogramovani nadorové buiiky zpét na buriku, ktera projde pouze omezenym
poctem déleni. Cyklin-dependentni kinazy tcastnici se rustového procesu burky a dale
souvisejici s diferenciaci jsou CDK2, CDK4 a CDK6. Moznym piikladem takto
pozitivniho diferenciacniho uc¢inku 2,6,9-trisubstituovanych purinovych inhibitort je in
vitro diferenciace mysich erytro-leukemickych bunék pomoci kombinované inhibice
CDK2 roscovitinem a CDK6 p16. Ne vsak v ptipadé inhibice CDK4 prostiednictvim p16,
protoze pouze kombinace inhibici CDK2 a CDKO6 spousti diferenciaci. Rovnéz opacny
sled inhibici CDK2 a CDK6 ziistava bez kyzeného diferencia¢niho ucinku. Vysledky
experimentu zabyvajicich se diferenciaci mysich erytro-leukemickych bunék poukazuji

na fakt, Ze je vyzadovano specifické potadi v inhibici CDK.*

Zactvrté mohou chranit buriky pfed nechténymi apoptézami. K ochrané pred apoptozou
dochazi naptiklad v ptipadé leukemickych bunék potkana, kde je apoptoza zpusobena
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cAMP. Zpusoby, jakymi purinové inhibitory dosahuji téchto ucinku, jesté nejsou plné
znamé, ale mohou souviset se zastavenim bunécéného cyklu v pfipadé neplanované

vyvolané aktivity CDK, ktera apoptdzu spousti.>
2.1.5 Syntéza 2,6,9,-trisubstituovanych purinu

Jak jiz bylo né€kolikrat zminéno, 2,6,9-trisubstituované puriny jako je olomoucin I,
bohemnin, roscovitin a dalsi vykazuji vysokou t¢innost inhibi¢nich u¢inkt na CDK.
V poloze 9 maji alkylovy zbytek a v polohach 2 a 6 jsou substituované substituenty, které
se na purinovy skelet vazou pres atom dusiku. Pfi jejich pfipravé se nejCasteji vychazi
z 2,6-dichlorpurinu. K vyslednym produktim se dojde postupnymi substitucnimi
reakcemi, kde se vyuziva znalosti rozdilnych reaktivit obou atomt chloru. Za zminku
stoji 1 to, ze inhibici CDK v mensi mife umoziuji také 6,9-disubstituované purinové
derivaty, jez se pripravuji obdobné jako 2,6,9-trisubstituované. Vychozi komponentou je
v tomto piipad¢€ nejcastéji 6-chlorpurin. Vzhledem k zaméteni bakalarské prace se jejich

ptipravou a ucinky dale tato prace nezabyva.

Substituované ¢asti struktur vazici se dusikem na purinovy skelet se mohou navézat
nékolika moznymi zptisoby modifikace 2,6-dichlorpurinu. Obecné se ve vétsiné pripadu
pomoci Sn2 reakci nejdiive substituuje reaktivn€jsi chlor v poloze 6 za relativné
mirnéj$ich podminek a potom za razantnéjSich podminek atom chloru v poloze 2. Tyto
kroky jsou nasledovany alkylaéni reakci, kterou dochazi na purinu v poloze N’
k substituci vodiku na atomu dusiku za Cist€ alkylovy substituent. DalSim zptisobem
miize byt zavadéni alkylu do polohy N’ na jiz pfipraveny derivat substituovany v poloze
6 a poté substituce za atom chloru v poloze 2. Existuji také postupy pftiprav, kdy se

v prvnim kroku za¢ina alkylaéni reakci do polohy N°.

Alkylace 2,6-dichlorpurinu zavadgjici substituent do polohy N° se miize potykat s jistou
komplikaci, a to se vznikem smési izomerd N’ a N° kvilli nedostate¢né regioselektivité
metody. Pro zisk N° produktu se smés obou izomerd musi dale &istit opakované
krystalizaci nebo pomoci sloupcové chromatografie. Bézné pouzivana metoda za pouziti
podminek Mitsunobu couplingu prokazala ve vétsiné piipadi dobrou regioselektivitu
s dominujicim produktem substituovanym v poloze N’ vysledn& obdrzeném ve vysokém
vytézku. Mitsunobu coupling upotiebuje jako alkylacni Cinidla Sirokou skalu alkohold,
které maji oproti dfive konven¢né pouzivanym alkylhalogenidim vyhodu ve snizené

tvorb& N’ izomer(i v reakéni smési a nejsou tolik toxické a karcinogenni. Pii piipravé
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derivatd timto zpusobem, mezi né€z se fadi konkrétn€ i roscovitin, se v jeho pripadé
namisto isopropylhalogenidu dava prednost isopropylalkoholu za vzniku 2,6-dichlor-9-
isopropylpurinu. Reakce probihd za laboratorni teploty, protoze se zjistilo, ze
regioselektivitu nepfiznivé ovliviiuje rostouci teplota. Cisténi surového produktu probiha

krystalizaci z niz§iho alkoholu nebo semi-preparativni chromatografii.!-3?

Dalsi krok, pftiprava 2-chlor-6N-substituovanych-9-isopropylpurint, je nukleofilni
substituce Sx2 na C® purinové pozici za pouziti vhodnych aminfi. Reakce se t&astni
triethylamin nebo N, N-diisopropyl-N-ethylamin (Hunigovy baze), ktery se ptidava jako
dopliujici pomocna baze, rozpoustédlem v provadéné reakci je v n-propanol. Teplota
reakce se pohybuje v rozmezi 80-100 °C a reakéni doba kolisa mezi 3—6 hodinami
v zavislosti na nastavené reakCni teploté a reaktivité pouzitého aminu. Surové
meziprodukty jsou Cistény krystalizaci v isopropanolu s uspokojivymi vytézky (70-85 %)

ve viech piipadech.®

Poslednim krokem pfipravy je opét nukleofilni substituce Sn2 tentokrat na purinové
pozici C2. Tento krok probih4 jiz diive popsanou metodou, kdy se vhodny aminoalkohol
nebo amin davkuje v nadbytku (5-20 ekv.). Pomocna Hunigova baze se reakce ucastni
jen v nékolika pfipadech. Pokud je ve snaze navazat stericky vice branény aminoalkohol
nebo amin, davkuji se tato Cinidla v mensim nadbytku (5-7 ekv.) za pfitomnosti pomocné
baze a N-methylpyrrolidonu majicim funkci rozpoustédla. Teplota reakce se udrzuje
okolo 150-160 °C a reak¢ni doba se pohybuje od nékolika hodin pro reaktivngjsi
aminoalkoholy a aminy (vSechny C? roscovitinové aminové derivaty) do 72 hodin
v piipadé méné reaktivnich stericky vice branénych aminoalkoholti a aminti. Surové
produkty jsou Cistény krystalizaci v diethyletheru nasledovanou rekrystalizaci ve smési
ethylacetatu a hexanu (1:2), nebo za pouziti semi-preparativni chromatografie. Vytézky
vyslednych produktt se 1isi podle pouzitych reakcnich Cinidel. V pfipadé reaktivnéjsich
aminoalkohol a amint je dosahovano dobré vytéznosti mezi 60—80 % a pro stericky

branéné je to pouze mezi 20—40 %.>
2.2 Syntéza 7-substituovanych purini

V této podkapitole je stru¢né uveden vycet znamych metod piipravy N’-substituovanych

puring.
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2.2.1 Metody primé alkylace

Prvni moznou cestou k piipravé N’-substituovanych purinii je metoda pfimé alkylace.
Reakce je provadéna za pritomnosti baze v rozpoustédle, jakym je mnohdy aceton,
acetonitril, DMF ¢i DMSO. Co se tyCe pouzivanych bazi potfebnych pro prubéh reakce,
je ¢asto mimo jiné vyuzivan uhlicitan draselny ¢i sodny, nebo také v neékterych piipadech
hydrid sodny. Uréitou nevyhodou této metody je vznik smési izomert N’ a N° v reakéni
smési, kdy je ve velké vétsing pievazujici N° izomer. Oba produkty se potom musi od

sebe oddélit sloupcovou chromatografii. 338

2.2.1.1 Klasicka metoda primé alkylace

Metoda ptimé alkylace uvadi piipravy chténych produkti, ve kterych je alkylacni ¢inidlo
nejCastéji ve formé alkylhalogenidového derivatu. Vznik produkti v reakcéni smési je
regioselektivné posunut ve prospéch N’ izomeru. Aby byl obdrzen N’ izomer, musi se
smeés délit sloupcovou chromatografii. Moznym piipadem je reakce 2,6-dichlorpurinu
s benzylchloridem, kdy nejdfive 2,6-dichlorpurin reaguje 20 minut s uhli¢itanem
draselnym v DMF za inertnich podminek a poté se piidava benzylchlorid, se kterym
reakce probiha 20 hodin (Schéma 4). Oba reakéni kroky jsou provadény za laboratorni

teploty. Vytéznost N’ izomeru XI je 18 %.%’

Cl Cl //O %
1. K,CO3, DMF N

NN N | S
| Yy —— | » + M2
Cl)\N/ N 2.BnCl Cl)\N/ N CI7oNT

X X1 18 % Xl 72 % \\©

Schéma 4: Prima alkylace.
2.2.1.2 Prima alkylace Mitsunobu metodou

Pfi pribéhu reakce za podminek Mitsunobu reakce s alkoholy je pro N’-substituované
puriny bohuzel opét regioselektivitou upfednostnéna substituce alkylu do polohy N’
Prikladem je zavadéni isopropylového zbytku za pouziti isopropanolu v pfitomnosti baze
di-terc-butyl-diazodikarboxylatu (DBAD) a trifenylfosfinu v tetrahydrofuranu. Reakce
bézi za laboratorni teploty po dobu 20 hodin v inertni atmosféfe (Schéma 5). Vysledna
smés izomerti N7 a N je Cisténa chromatograficky a N’ izomer XIII je obdrzen ve vytézku

pouze 10 %.%
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Schéma 5: Piima alkylace Mitsunobu zptisobem.
2.2.1.3 Prima alkylace pomoci Grignardovych sloucenin

Jednim z moznych zptuisobu piimé alkylace je i rovnéz alkylace za pouziti Grignardovych
sloucenin jako bazi. Grignardovy slouc¢eniny umoziuji na rozdil od piedchozich metod
regioselektivni substituci do polohy N’ diky své schopnosti se komplexovat s pfislusnym
purinovym derivatem. Na selektivitu té€chto alkylaci byla zkoumana rizna Grignardova
¢inidla a s postupem casu byl MeMgCl podobné jako i-PrMgCl, ktery neni v komplexaci
s LiCl, identifikovan jako optimalni baze poskytujici selektivitu N’/N° 99:1. Bylo také
zjisténo, ze kdyz byl protiion Grignardovy slouceniny zménén z chloridu na bromid nebo
jodid, konverze a selektivita pro tvorbu N’ izomeru vyznamné klesla. Produktem
pfipravenym za podminek alkylace Grignardovymi Cinidly mize byt 2,6-dichlor-7-
ethylpurin XV. 2,6-Dichlorpurin reaguje v prvnim kroku 30 minut s MeMgCl pii
laboratorni teploté v tetrahydrofuranu a inertni atmosféfe. Béhem druhého kroku se
ptidava ethyljodid a reakce bezi pti zahfivani na 70 °C po dobu 16 hodin (Schéma 6). 2,6-
Dichlor-7-ethylpurin je ziskan ve vytézku 72 %.*°

Cl cl
1. MeMgCl, THF -
)I\ Z N> )I\ < />
Cl N H 2. Etl cl N N
X XV

Schéma 6: Pfima alkylace za pouziti Grignardovych sloucenin.
2.2.2 Metoda za pouziti N° chranénych 7,8-dihydropurini

Tato vicekrokova metoda syntézy N’ substituovanych purinii vyZaduje nejprve protekci
polohy N° vhodnou chranici skupinou, pak redukci imidazolové poloviny purinového
skeletu, dale alkylacni reakci s danym cinidlem v pfitomnosti baze pro zisk kyzené
struktury produktu do polohy N’, odstranéni chranici skupiny deprotekci a v poslednim

kroku zpétnou oxidaci pro obnoveni aromaticity imidazolového kruhu. Obrovskou
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vyhodou této metody je jeji selektivita, diky cemuz je mozné obdrzet reakcni smes, ve
které se vedle N’ izomeru neobjevuje N’ izomer. Zavadénymi chranicimi skupinami

mohou byt napiiklad benzyl, trityl nebo Boc.*!*?

Piivodné pfipravované 7,8-dihydropuriny obsahujici v poloze N° chranici skupinu ve
formé benzylu a tritylu vykazovaly jistou komplikaci, a to ze u nich byl pozdéji zjistén
sklon k nechténé spontanni oxidaci za pfistupu vzduchu zpét na patficny purinovy
derivat. 7,8-dihydropuriny s elektronakceptornimi substituenty v polohach 2, 6, nebo 8
maji vy$si odolnost proti zp&tné oxidaci. Skupina Boc, vazana do polohy N°, byla zvolena
z toho divodu, ze jako elektronakceptorni skupina podporuje tuto vlastnost snizovanim
elektronové hustotu v cilené oblasti nachylné na oxidaci, a tim zvySuje stabilitu
potfebného meziproduktu. K deprotekci Boc skupiny z polohy N’ je poté, co prob&hne
alkylace, jednoduse dosazeno zajiSténim kyselého prostiedi stejné jako i1 v piipadé

ostatnich vyse zmin&nych chranicich skupin.*?

Jako piiklad pouziti metody s N? chranénym 7,8-dihydropurinem je piiprava 2,6-dichlor-
7-(4-methoxybynzyl)purinu XIX za laboratorni teploty (Schéma 7 a schéma 8). 2,6-
dichlorpurin je nejdfive v poloze N’ selektivné ochranén trityl chloridem za pfitomnosti
triethylaminu v bezvodém dichlormethanu. V dal§im kroku probihd redukce pomoci
DIBAL-H, pak nasledyje v inertni atmosfére deprotonace hydridem sodnym a alkylace
4-methoxybenzylbromidem v DMF. Odstranéni tritylu je dosazeno pridanim
trifluoroctové kyseliny v bezvodém dichlormethanu a reoxidace pak probehne

samovolné. Vysledny produkt je po Cisténi sloupcovou chromatografii obdrzen v 87%

vytézku.
Cl Cl Cl H
N N\ TrCl, Et3N, DCM N N\ DIBAL-H NN
PPN R — 0
ci” N N ci” N7 N ci” N7 N
x o O o O
XVI XVl

Schéma 7: Navazani chranici skupiny a redukce.
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Schéma 8: Alkylace a odstépeni tritylu.
2.2.3 Cykliza¢ni metody

Kromé predeslé metody existuji také cyklizacni pristupy, které vedou k piiprave produktu
v podob& N’-substituovaného purinu bez tvorby jiného izomeru. Vyuziva se
pyrimidinovych a imidazolovych prekurzord s vhodné substituovanymi postrannimi

fetézci, jejichz cyklizaci se uzavira imidazolovy, nebo pyrimidinovy kruh.

2.2.3.1 Pr¥iprava N’-substituovanych purini uzavienim imidazolového

kruhu (pyrimidinové prekurzory)

Jednou z moznosti uplatnéni pyrimidinovych prekurzori je postup podle vyvinuté
metody, pii které je cyklizace takovychto sloucenin fizend zahtivanim s formamidem.
Aby mohlo dojit k cyklizaci tzv. 5-pyrimidinylformamidii na pozadovanou purinovou
strukturu, je tieba je nejdfive pfipravit pomoci alkylhalogenida reagujicich s vhodnymi
N-(4-amino-5-pyrimidinyl)formamidy. Alkylacni reakce probihda v bézné€ pouzivaném
alkyla¢nim rozpoustédle N, N-dimethylformamidu a ti¢astni se ji uhliCitan draselny jako

baze.

Cykliza¢nim zpusobem z pyrimidinového derivatu se da pfipravit jiz vySe zminény 7-
benzyl-2,6-dichlorpurin XI (kapitola 2.2.1). Potifebny S-pyrimidinylformamid XXI se
ziska formylacni reakci v 98% kyseliné mravenci za laboratorni teploty z 4,5-diamino-
2,6-dichlorpyrimidinu. V dalsim kroku reakce reaguje benzylchlorid s meziproduktem
XXI po dobu tfi dnl pfi laboratorni teploté, béhem tohoto dé&e dochazi k Castecné
cyklizaci alkylaci formamidu za vzniku smeési produktti XXII a XI (Schéma 9). Chtény

produkt byl izolovan ve vytézku 45 % v surovém stavu.*’
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Schéma 9: Cyklizace imidazolového kruhu

2.2.3.2 Priprava N’-substituovanych purind uzavienim pyrimidinového

kruhu (imidazolové prekurzory)

Jak bylo patrné z tvodni podkapitoly o cyklizaénich reakcich, N'-substituované puriny
lze pfipravit uzavienim také pyrimidinového kruhu. Substituované 4(5)-amino-5(4)-
kyanoimidazoly jsou vSestrannymi vychozimi komponentami pro syntézu purinovych
systémll. Zkombinovani elektrofilni kyano skupiny, ktera ma prostorové nejbliz
k nukleofilni amino skuping, usti v jednokrokovou adi¢né-cyklizacni reakci elektrofilt za
poskytnuti purinovych analogli. Alkylace vySe jmenovanych reaktantd ma za nasledek

tvorbu izomera v reak¢ni smési a je nutné je peclivé oddélit chromatografickou separaci.

Jako uvadény piiklad, kdy je k pfipravé N'-substituovaného purinu pouzit imidazolovy
prekurzor, je pfiprava 7-benzyl-6-methylamino-2-methyldithiocarbamylpurinu XXIV.
Predem pfipraveny a izolovany 4-amino-1-benzyl-5-kyanoimidazol XXIII reaguje
v pyridinu s nadbytkem methylisokyanatu pii refluxu po dobu jedné hodiny a pul
(Schéma 10). Po rekrystalizaci ze smési rozpoustédel methanol-ether byl ziskan produkt

s vytézkem 43 %.%
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Schéma 10: Cyklizace pyrimidinového kruhu
2.2.4 Metoda alkylace pres purinové soli

Dal§i moznou metodou piipravy N’-substituovanych purinii je prostfednictvim
purinovych soli, které se béhem reakce tvoii. Zakladem je selektivné obsazena poloha N’
s navazanou chranici skupinou. Chranici skupina by méla v tomto pfipadé vykazovat
uréitou nestabilitu, aby ji bylo mozné snadno odstépit, mlze jit o ribosu®,
difenylmethyl®S, acetyl?’, trityl*, trimethylsilyl*’ nebo p-methoxybenzyl®’. Potom, co je
takovato sloucenina pfipravena, se provadi alkylace, pfi které vnikaji purinové soli a
jejich naslednym S$t&penim pak vznikaji N’-substituované purinové produkty.
K deprotekci dochézi bud samovolné¢ behem reakéniho procesu, nebo je tomu

dopomozeno kyselym prostredim.

Metodou alkylace pfes purinové soli lze napiiklad pfipravit  7-[(2-
chlorethoxy)methyl]guanin XXVIII. Guanin a siran amonny jsou ponechany v HMDS
pii refluxu po dobu 24 hodin. Rozpoustédlo je odpareno a odparek znovu rozpustén
v acetonitrilu, kam se pridava tritylchlorid. Reakce je michana za laboratorni teploty po
dobu 7 hodin. V dal§im kroku je po izolaci meziproduktu XXVI pfidan (2-
chlorethoxy)methylchlorid v DMF. Reakce bézi opét za laboratorni teploty po dobu 8
hodin (Schéma 11). Vysledny produkt je ziskdn po konecném cisténi sloupcovou

chromatografii v 88% vytézku*,
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Schéma 11: Alkylace pres purinovou sul s tritylovou skupinou
2.2.5 Silyla¢ni metoda

Tato metoda se pouziva ve vétSim mefitku predevs§im k pfipravé pyrimidinovych a
purinovych nukleosidii. Ve spojitosti s purinovymi slouceninami pak muze slouzit
k navazani glykosyli. Pfi reakci dochazi v reakéni smési k tvorb& izomerd N’ a N’
s rozdilnou regioselektivitou v zavislosti na substratu, teploté, rozpoustédle, reakcni
dobé, katalyzatoru a 1 na mnozstvi reagujicich komponent. Kazdou zménou reak¢nich
podminek je mozné korigovat regioselektivitu, a tedy i to jestli bude predominovat jeden
¢i druhy izomer. Obecné kli¢ovou roli ma piedevsim teplota a reakéni doba, protoze N’
izomer je kineticky stabilni, zatimco N’ izomer je zase stabilni termodynamicky.>!-?
Silyla¢ni metoda prosla v priabéhu let riznymi modifikacemi, jednou z nich je dilezita
Vorbriiggenova metoda, diky které se dnes jako katalyzatory pouzivaji nejvice Lewisovy
kyseliny, do nichz se mimo jiné tadi tfeba SnCls, TiCls, trimethylsilyltriflat (TMSOTY).
Dalsi modifikaci byla zameéna teplotné nestabilnich halogensacharidi za peracetylované
sacharidy jako reakéni ¢inidla.’! Podstatné je zminit, ze i kdyz za danych podminek
vznikne pfednostné jeden zizomerl, napiiklad N°, tak sjinym reaktantem mize

predikovana regioselektivita pfi reakci klesat®>>*

55-58

nebo muze dokonce dojit k jejimu

2

obréaceni ve prosp&ch N’ izomeru.

Prikladem pouziti silylacni metody pro zavadéni glykosylt na purinovy skelet je pfiprava

2,6-dichlor-7-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-f-D-glukopyranozyl)purinu XXX (Schéma 12).
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2,6-dichlorpurin musi nejdiive reagovat v bezvodém 1,2-dichlorethanu s N,O-
bis(trimethylsilylacetamidem (BSA) po dobu 30 minut pii 76-80 °C za inertnich
podminek. V druhém kroku je reak¢ni smés zchlazena v ledové lazni a pridava se SnCly,
dale reakce bézi za laboratorni teploty 30 minut a nasledné se pfidava 1,2,3,4,6-penta-O-
acetyl-f-D-glukopyranoza. Reakce je michana za laboratorni teploty po dobu 22 hodin.

Vyse jmenovany produkt je po chromatografickém ¢isténi obdrzen ve vytézku 42 %.>

Cl Cl
N N\ BSA,DCE, 80°C A N
| > | »TMS
_ PP
cl” N H ci” N N
X XXIX
Cl 1.SnCly, 0 °C =>RT N—Ns Cl!
onc ¢ Y
NN > o. .N N + N9 izomer
Cl N 0 OAC Cl
\\ 17 15 . 10
XXIX > L OA o
\\* ‘0 C
AcO OAc XXX
OAc

Schéma 12: Silylaéni reakce s 2,6-dichlorpurinem

Jako srovnani vysledku predchozi reakce pii zménach reakcénich podminek muze slouzit
ptiklad ptipravy 6-dichlor-7-(2,3.4,6-tetra-O-acetyl-f-D-glukopyranozyl)purinu XXXII
(Schéma 13). V reakci misto SnCly figuruje TiCls a vychozi latkou je 6-chlorpurin, jinak
jsou vSechny ostatni podminky a kroky postupu stejné. Zajimavé pfitom je, ze je v reak¢ni
smési pozorovan pouze regioselektivng zcela upfednostnény N’ izomer. Vysledny

produkt je &istén chromatograficky s 60% vytézkem.>

1. BSA, DCE, 80 °C

cl 2. TiCl,, 0 °C => RT N— N
4, oac ¢ | )
NN - 0. NN
| D
U _ N OAc I
N . .
H 3. 0 OAc RT ACO\\ IOAC
XXXI X » OAc
AcO' ‘OAc XXXl
OAc

Schéma 13: Silyla¢ni reakce s 6-chlorpurinem
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3 Vysledky a diskuze

Tato bakalarska prace si klade za jeden z hlavnich cili predev§im vyvoj metody pro
vyslednou syntézu purinovy analogli olomoucinu I, boheminu a roscovitinu slouzicich
jako potencionalni inhibitory cyklin-dependentnich kinaz, které ponesou v poloze N’ ale
i vpoloze N’ terc-butylovy zbytek. Ohledn& zavadéni terc-butylového postranniho
fetézce Ci obecné terciarnich skupin se z bézné€ dostupné literatury neda vycist piilis
mnoho a literatura je v tomto sméru prozatim omezena pouze na ojediné€lé ptipady, nebot’
purinové slouceniny s terciarnim zbytkem jsou stidle nedostateCné prozkoumané.
Divodem je zejména problemati¢nost zavadéni takovychto postrannich struktur na

purinovy skelet.

Princip pfipravy jiz zminénych analogt strukturné¢ podobnym olomoucinu I, boheminu a
roscovitinu bude zalozen na obdobné klasické postupné substituci popsané drive (kapitola
2.1.5) vychazejici z2,6-dichlorpurinu (1), kdy v prvni fadé¢ dojde ke vzniku ferc-
butylovaného prekurzoru a dale sekvenci nukleofilnich substituci za atomy chloru
v polohach 6 a 2 kvyslednym 2,6,7- respektive 2,6,9-trisubstituovanym purinovym
analogiim (Schéma 14). Aby bylo mozné dospét k finalnim produktiim, bude zapotiebi

nejprve najit a propracovat synteticky pfistup ke oném terc-butylovanym prekurzoram.

Cl)I\N/ N/> Cl)l\N/ N/> Rz)I\N/ N/>
/ 2 20 21
>\ o] Rq Ry
1 OO — 00— 10
CI” °N )4 CI” °N )4 Ry” N )L

23

z
Iz __Z

3 22

Schéma 14: Postup pripravy vyslednych produkti

Snahou bude také tyto slouceniny otestovat na biologickou aktivitu ve spojitosti s CDK
a cytotoxickou aktivitou na nadorovych bunécnych liniich. Predmétem zajmu bude

sledovat ulohu zerc-butylové skupiny, jak a zda viibec se pozitivné zapoji do inhibi¢nich
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procesu a ovlivni tak biologickou aktivitu, z cehoz pak bude vécné vyvodit patiicny zaveér

(Schéma 2).

)j: N N\> HOS S N\>
HO\/\ )\ O/\/\NJI\ Z ;\ \/:\N)I\N/ N

/ <
57 A
- I o

N
\ H H )4
14 15
analogy olomoucinu | analogy roscovitinu

HN

N N
N7 \>

)\ P Al
HO/\/\N N HO H N ;4

13

analogy boheminu

Schéma 2: Struktury poZadovanych analog purinovych inhibitort s terc-butylovym zbytkem
3.1 Priprava vychozich latek

Dulezitou latkou pro cely postup v syntéze az ke kyzenym produktim je jiz né€kolikrat
zmifiovany prekurzor s navazanym terc-butylovym zbytkem jak prednostné v poloze N,
tak i v poloze N°. Struktura 7-(terc-butyl)-2,6-dichlorpurinu (2) a 9-(terc-butyl)-2,6-
dichlorpurinu (3) je sice uz néjakou dobu znama, ale jejich pfiprava se v ramci snahy o
ziskani Cisté daného produktu potyka s jistou komplikaci, pfi kterém vnikaji smési vice
izomerd, jez je nutné podrobit peclivé a slozité separaci a Cisténi, a navic se chténé
produkty tvoii s nizkou konverzi a vytézkem (Schéma 15).%8 Proto je cilem prace pokusit
se najit zplisob, jak pfednostné regioselektivné zavést terciarni zbytek do polohy N’ u 2,6-

dichlorpurinu (1).
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Cl Cl cl %
NS\ — > NN + XN
<:|)I\)ND:M> HCI Cl)l\)Nj:5>4 C|J\)N:EN/>

1 2 24 % 3 15 %
Schéma 15: Tvorba izomeru pfi piipravé terc-butylovanych 2.6-dichlorpurini
3.1.1 Aplikace nékterych metod popsanych v literature

Hlavni diaraz u pfipravy ferc-butylovanych prekurzort je kladen na optimalizaci jiz
CasteCné prozkoumané silylacni metody. Z tohoto pohledu bylo ovSem nejdiive
vyzkousSeno par metod piimé alkylace pro ovéreni jejich pouzitelnosti na zavadéni
terciarnich zbytki. Metoda za pouziti 7,8-dihydropurini (viz kapitola 2.2.2) nebyla
zkousena z diivodu jiz dfive netispésné aplikace zavadéni rerc-butylové skupiny alkylaci

u 6-chlorpurinu.®

3.1.1.1 Klasicka prima alkylace

Touto metodou pifimé alkylace za pouziti halogenderivatu jako alkylacnich ¢inidel a
v pfitomnosti baze, jakou muze byt napfiklad uhliCitan draselny, lze sice doyjit
jednokrokovou syntézou k N’-substituovanym purinlim v reakéni smési, oviem je
nezbytné pocitat s faktem, ze vysledek nebude idealni, protoze v prubéhu reakce vznika
smés izomertl N’ a N’ a k tomu druhy jmenovany je vzdy dominantni. Metoda je také
vyzkousena jenom pro primarni a sekundarni alkylové zbytky, a proto bylo zajimavé ji

pouzit i v pfipadé zavedeni terciarniho.

Prima alkylace byla tedy aplikovana na zavedeni terc-butylu, kdy bylo pro tento alkyl
pouzito ¢inidlo terc-butylbromid. Bylo zahajeno nékolik sérii reakci, v nichz roli baze
plnil uhli¢itan draselny, 60% hydrid sodny a DBU. VSechny reakce probihaly
v rozpoustédle DMF a v ptipadé uhlicitanu draselného také v DMSO. Reakce probihaly
za laboratorni teploty a pfi 80 °C po dobu 24 hodin (Schéma 16).
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Schéma 16: Prima alkylace s pouzitim terc-butylbromidu

Z LC/MS analyz tykajicich se vSech provadénych reakci bylo patrné, ze zadna reakce
nenastala. Metoda piimé alkylace za standardniho uziti tedy neni vibec vhodna pro

navazani terc-butylového zbytku na skelet 2,6-dichlorpurinu ani do polohy N’, ani polohy

N.
3.1.1.2 Prima alkylace za pouziti Grignardovych sloucenin

Dal$i metodou ptfimé alkylace je pfima alkylace za pouziti Grignardovych Cinidel, u které
se obecné predpokladana vy3di regioselektivita do polohy N’. Samoziejmé i v tomto
ptipadé mohou vznikat smési izomerti N’ a N°, ale vhodnou volbou reakénich podminek,
kde hodné zalezi na typu pouzitého Grignardova cinilda, je mozné posunout
regioselektivitu aZz téméf uplné ve prospéch izomeru N’. Na ziklad& vybrané literatury
byl zvolen MeMgCl1.3® V této literatuie se autofi nijak nezmifuji o zavadéni terciarnich
zbytkd, jen o zavadéni primarnich a sekundarnich, a tak nastala pfihodna situace jejich
metodu ovérit pro ucely této prace a pokusit se podle predikce regioselektivity pfipravit

7-(terc-butyl)-2,6-dichlorpurin (3).

Aby bylo jisté, ze reakce bude probihat, byla tato metoda popsana v literatuie nejprve

ozkousSena na reakci 2,6-dichlorpurinu s benzylbromidem. Rozpoustédlem byl bezvody
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THF a Grignardovou slouc¢eninou zaji§tujici deprotonact MeMgCl. 2,6-Dichlorpurin
v prvnim kroku reagoval 30 minut s MeMgCl pii laboratorni teploté a poté byl pfidan

benzylbromid. Reakce s beznylbromidem bézela 27 hodin pfi 70 °C (Schéma 17).

Cl 1. MeMgClI (1,1 eq.) % //O

X N THF, RT, 30 min N N

)\ )\

H 2.BnBr (3 eq.), 70 °C, 27 h
1 27

Schéma 17: Pfima alkylace benzylbromidem za pouziti Grignardovych ¢inidel

Na LC/MS analyze byly z chromatogramu vidét Ctyfi piky, z nichz dva mély stejnou
hodnotu molekulové hmotnosti odpovidajici produktu, kde jeden predstavoval izomer N’
a druhy s vy$sim retenénim ¢asem izomer N° v poméru 9,4/1 (N'/N°). U zbyvajicich dvou
piku se ziejmé jednalo o adukty, které ale nebyly hloubé&ji zkoumany. Konverze vychozi

latky byla témért tiplna (98%).

Po zdafilé reprodukci popsané reakce s benzylbromidem byl stejny postup metody pouzit

i pro terc-butylbromid (Schéma 18).

o 1. MeMgCI (1,1 eq.) cl

X N THF, RT, 30 min )j: \ N\>
)\ o 54

2. t-BuBr (3 eq.), 70 °C, 27 h
1 2 63 : 10 3

Schéma 18: Pfima alkylace terc-butylbromidem za pouziti Grignardovych ¢inidel

Po LC/MS analyze byly identifikovany dva piky se stejnou molekulovou hmotnosti, které
opét odpovidaly produktiim ve formé izomerti N’ a N° spolu s korespondujicim vy$§im
retenénim &asem izomeru N°. Obdrzené produkty byly v poméru 63/10 (N'/N°) a
konverze vychozi latky byla pouze 7 %. Vyplyvajici zavér je ten, ze ani metoda pfimé
alkylace za pouziti Grignardovych cinidel neni dostacujici pro zisk pozadovaného

produktu.
3.1.2 Aplikace silylacni metody

Jak jiz bylo uvedeno v charakteristice silylacni metody, tato metoda se obecné pouziva

pro piipravu purinovych a pyrimidinovych nukleosidi. Pomoci silylacni metody je
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v chemii purinti mozné piipravit hlavné N° izomery. Na druhou stranu jsou znamé také
reakce, kde otekavana regioselektivita za vzniku N’ izomeru kles4, nebo je dokonce
vyrazné posunuta ve prospéch tvorby N’ izomeru. Pro zavadéni terc-butylové skupiny se
stala inspiraci Vorbriiggenova metoda, ktera byla jiz Castecné prozkouména a
propracovana u 6-chlorpurinu v zavéreéné praci Bc. Filipa Nevrlky.%° V této praci budou
aplikovany dfive nabyté poznatky s vlastnimi inovacemi pro zavadeéni terc-butylu u 2,6-

dichlorpurinu.
3.1.2.1 Optimalizace silyla¢ni metody

Za puvodné aplikovanych podminek reakce reagovalo nejprve analytické mnozstvi
0,25 mmol 2,6-dichlorpurinu v inertni atmosfére argonu a 2 ml DCE s 1,5 eq. BSA pfi
75-80 °C po dobu 30 minut. V dal§im kroku byla reakcni smés ochlazena na 0 °C, bylo
pfidano 2,1 eq. SnCls. Reakéni smes se nechala vytemperovat béhem 15 minut na
laboratorni teplotu. Thned po vytemperovani byly pfidany 3 eq. terc-butylbromidu a
reakce nasledné probihala za laboratorni teploty. Reakce byla monitorovana pomoci
LC/MS po 25 a 46 hodinach a poté po 7 dnech. Béhem reakce se postupné sice tvoril
pozadovany N’ (2) izomer, ale v s nizkou konverzi a ani ¢asové hledisko nebylo idealni.
Bylo tedy nutné optimalizovat reak¢éni podminky ve snaze zvysit konverzi vychozi latky

a ovlivnit tak pozdéji 1 vytéznost (Tabulka 1).
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Tabulka 1: Optimalizace reakcénich podminek

pomér
reakéni
sarze rozpoustédlo | SnCls | +-BuBr | teplota 5 latek
cas
D/2)/3)
25h 10/2/0
1
DCE 2,1eq. | 1,5eq. RT 46 h 10/3/0
(puvodni)
7 dni 10/3/0
2h 10/2/0
24 h 10/6/0
2 DCE 2,1 eq. 3 eq. 0°C 46 h 10/14/0
7 dni 10/15/0
9 dni 10/6/0
24 h 10/29/27
46 h 10/32/54
3 DCE 2,1 eq. 3 eq. 50 °C

7 dni 10/17/81
9 dni 10/13/78
2h 10/68/43
4 ACN 2,1 eq. 3eq. RT 24 h 10/424/28
6 dni 10/162/24
2h 10/65/42

5 ACN 2,1 eq. 3 eq. 50 °C 24 h 10/4/38
6 dni 10/2/67

lh 10/15/0

6 ACN 2,1 eq. 3eq. 0°C 2h 10/25/0
3h 10/50/0

7 ACN 2,1 eq. 3 eq. 80 °C 3h 10/0/69

Hodnoty z LC/MS analyz

U vSech provadénych optimaliza¢nich reakci bylo v prvnim kroku pouzito
1,5 ekvivalentu BSA, se kterym 2,6-dichlorpurin reagoval pii 75-80 °C po dobu
30 minut. Na zakladé optimalizacni tabulky 1 v ramci zahrnuti vSech reakcnich faktora
byly z provadénych experimentd na zavér vyhodnoceny jako optimalni Sarze 6 a7 s tim,

ze reak¢ni doba obou jsou 3 hodiny, kdy doslo k nejlepsi konverzi vychozi latky a zaroven
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nedoslo k téméf zadné a souCasné vyznamné tvorbé nezadoucich jinych izomerd
v reakéni smési. Obé Sarze 6 a 7 jsou provadény v acetonitrilu s 3 ekvivalenty terc-
butylbromidu za pfitomnosti 2,1 ekvivalentd Lewisovy kyseliny SnCl4 jako nezbytného

katalyzatoru. Reakce pfipravy latek (2) a (3) zobrazuje schéma 19.

. 1. BSA (1,5 eq.), ACN, 80 °C, 30 min o »L
2.8nCl4 (2,1 €eq.),0 °C
NN, 3. #BuBr(3eq.),0°C,3h NN
)I\ = % > )I\ Z %
clI” °N H cI” >N N
1 2
. 1. BSA (1,5 eq.), ACN, 80 °C, 30 min o

2.8nCl4 (2,1 eq.), 0 °C => RT, 10 min
NN, 3. #BuBr(3eq.),80°C,3h N
% P
> c” >N N

)I\/

N
Cl N H
1

Schéma 19: Optimalizovany postup pfipravy ferc-butylovanych prekurzoru

Od sarze 2 byly uz vzdy pouzivany 3 ekvivalenty terc-butylbromidu, protoze jeho vétsi
mnozstvi oproti Sarzi 1 zlepsilo konverzi vychozi latky na produkt, kterym byl zde N’
izomer. Teplotni rozdil a rizna reak¢ni doba v Sarzich 2 a 3 rovnéz poukazaly na posuny
v konverzi a zaroven podpofily odliSnou regioselektivitu pro piipravu kineticky
stabilniho N’ izomeru a termodynamicky stabilniho N’ izomeru. Z pohledu nizké
konverze zejména pro Sarzi 2 a dale pro ob¢ Sarze 2 a 3 pak z hlediska pfili§ dlouhého
reak¢niho Casu bylo zapotiebi tento problém vyftesit, a proto byl 1,2-dichlorethan jako
rozpoustédlo zameénén za acetonitril, u kterého se predpokladal kratsi reakéni Cas pro
provadéni reakce. Jak lze vidét z Sarzi 4 a 5, tak acetonitril skutecné vyrazné zvysil
konverzi vychozi latky smérem k produktim a spolu s tim také zkratil reakéni dobu. To
by vSak samo o sobé nestacilo. Posledni piekazkou bylo vykorigovat jednoznac¢nou
regioselektivitu a s ni spojenou teplotu a reakcni dobu, aby vznikal samostatné jeden ci
druhy izomer. U pfedchozich zminénych Sarzi si lze povSimnout, ze regioselektivni
tvorba kineticky stabilniho N7 izomeru bez vzniku ostatnich izomert je znaéné& podpoiena
pii teploté¢ 0 °C, z toho divodu byla zahajena Sarze 6, ktera byla peclivé co hodinu
monitorovana pfes LC/MS. Po 3 hodinach byla reakce zanalyzovana a ukoncena, protoze
se na zaznamu z chromatogramu zacaly objevovat naznaky nezadoucich izomert. Cileny

N’ produkt byl tedy za danych podminek ziskan s konverzi v poméru 10/50 (1/2). Na
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zé4kladé toho, Ze byl N7 izomer pii svych podminkach optimalné pfipraven za dobu 3
hodin, byla stejna reakéni doba aplikovana pro pfipravu i N’ izomeru a navic byla reakéni
teplota zvySena z 50 °C na 80 °C. Tato teplota byla zvolena jako teplota blizka bodu varu
acetonitrilu a rovnéz z diivodu podpoteni termodynamické rovnovahy pro vznik N’
izomeru, o némz jak uz bylo diive feceno, je stabilni termodynamicky. Shodou okolnosti
se po LC/MS analyze 3 hodiny pro pfipravu N’ izomeru jevi jako velmi dobré. Postupem
pro Sarzi 7 je mozné vysledny produkt obdrzet s konverzi 10/69 (1/3). Dale také

nedochazi k tvorbé jinych izomert.

Takto piipravené produkty podle Sarzi 6 a 7, tedy 7-(terc-butyl)-2,6-dichlorpurin a 9-
(terc-butyl)-2,6-dichlorpurin, byly dale zpracovany extrakénim procesem. K reakcni
smesi byl nejprve pridan isopropanol, aby zreagoval s nadbyte¢nym SnCls. Poté byl
kazdy produkt pivodné extrahovan v systémech chloroform a destilovana voda a
chloroform a hydrogenuhlicitan sodny. Nakonec doslo k promyti smeési solankou a bylo
zkontrolovano pH, aby nebylo pfili§ kyselé, coz by mélo opét Spatny vliv na stabilitu
zejména N’ produktu. Po analyze surového produktu na LC/MS bylo zjisténo, Ze
opakovanou extrakci ve zmiriovanych systémech se da velmi dobfe zbavit pfipadné zcela
minoritnich nezadoucich izomerit a hlavné také vychozi latky. Zaznamu
z chromatogramu vSak odhalil dva piky neznamych necistot a analyza za pomoci TLC
tento objev potvrdila. Pti reprodukei celého postupu byl v prubéhu extrakce vynechan
krok s hydrogenuli¢itanem sodnym a po opétovné TLC analyze se jiz tyto necistoty na
nosné destiCce neobjevily. Danych necistot se podafilo zbavit také po rekrystalizaci
produktu v isopropanolu, ale pro jejich ucinnéjsi odstranéni byl vysledné zvolen postup,
kdy je extrakce provadéna jen v systému chloroform a destilovana voda nasledovana

promyvanim solankou.

Cela pfiprava obou terc-butylovanych prekurzori byla provedena pro ovéreni reakce ze
Ctyfnasobného mnozstvi reakénich komponent. Pri sledovani priibéhu reakci se potvrdilo,
ze metoda pripravy za pouziti silylace probiha beze zmén jako s analytickym mnozstvim.
Oba izomery (2) a (3) mély podle kontroly v 'H-NMR spektru vysokou gistotu i
v surovém stavu, kdy vytézky Cinily 84 % pro (2) a 79 % pro (3). Déle byly reakce znovu
ovefeny, kdyz byly zahajeny z 1 g 2,6-dichlorpurinu a protoze bylo zapotiebi vice nez
ziskané mnozstvi ferc-butylovanych prekurzora pfi reakci z 1 gramu vychozi latky, bylo
provedeno jesté dalsi navySeni, kdy se zaCinalo z 5 g 2,6-dichlorpurinu. Tedy ve vSech

ptipadech tykajicich se navyseni, reakce probihala uspé$né tak, jak se po optimalizaci
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zamyslelo. Vysledné produkty byly pfi finalni pfiprave na veliko po rekrystalizaci z IPA
izolovany ve vytézku 61 % pro 7-(terc-butyl)-2,6-dichlorpurin (2) a 57 % pro 9-(terc-
butyl)-2,6-dichlorpurin (3), coz viceméné odpovida vytézkam produkti vychazejicich z 1
g vychozi latky, a tedy 60 % pro N izomer a 57 % pro N° izomer.

3.1.2.2 Aplikace jinych Lewisovych kyselin

Lewisovych kyselin existuje celda fada. Pro silyla¢ni metodu se dle Vorbriiggenovy
modifikace nejcastéji pouzivaji TiCls, SnCly a TMSOTS. Tyto latky maji ve zminéné
metode funkci katalyzatoru. Protoze celd zoptimalizovana pfiprava terc-butylovanych
prekurzorti probiha v ptitomnosti katalyzazoru SnCls, bylo zajimavé vyzkouset i jiny a
sledovat, jak a zda bude ovliviiovat pribéh reakci. Pro tyto ucely byl vybran TMSOTY.
Reakce byla provadéna standardnim optimalizovanym postupem pro oba izomery
v analytickém mnozstvi, tedy pro 0,25 mmol 2,6-dichlrpurinu (Schéma 20). Vysledky

jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2: Reakce s TMSOTf

Pomér latek
sarze teplota Reak¢ni cas
M/2)/(3)
1 0°C 3h bez reakce
pouze tvorba
2 0°C 27h
aduktu
3 80 °C 3h 10/0/21
10/0/1064
4 80 °C 27h
s tvorbou aduktu

Hodnoty z LC/MS analyz

Z tabulky 2 jde vidét, ze reakce zamyslené pro ptipravu N’ izomeru viibec neprobghly.
V Sarzi 2, u které se pokracovalo od 3 hodin dal, se naopak vytvortil neznamy adukt. Co
se tye reakci sméfovanych k N’ izomeru, byly 3 hodiny nedostateéné z hlediska
konverze vychozi latky, a proto byla reak¢ni doba prodlouzena na 27 hodin. Tehdy byla
konverze prakticky kvantitativni, oviem doslo v malé mife k tvorbé neznamého aduktu.
Zaveér tohoto experimentu je takovy, ze TMSOT{ neni vhodnym katalyzatorem zkoumané

reakce. Navic jeho pouziti vede pouze ke tvorbé N’ izomeru.
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cl 1.BSA (1,5 eq.), ACN, 80 °C, 30 min cl »L
2. TMSOTf (2,1 eq.), 0 °C

N XN, 3.tBuBr(3eq.),0°C,3h NN
clI” N ” < > ¢~ "N N
1 2
cl 1. BSA (1,5 eq.), ACN, 80 °C, 30 min cl

2. TMSOTf (2,1 eq.), 0 °C => RT, 10 min
N7 N\ 3. t-BuBr (3 eq.), 80 °C, 3 h N

N \
N> > CI)I\N/ N>

Schéma 20: Optimalizovany postup pfipravy ferc-butylovanych prekurzoru za pouziti TMSOTf
3.1.2.3 Nahrada terc-butylbromidu za terc-butylacetat

Terc-butylbromid rozhodné neni jedinym substratem pro zavedeni terc-butylového
zbytku, tudiz bylo také dulezité a zajimavé nahradit toxicky terc-butylbromid a vyzkouset
misto n¢j jiné Cinidlo. Pro takovouto reakci se vhodné nabizel terc-butylacetat. Orientacni
reakce byly provadény standardnim postupem pro oba izomery z analytického mnozstvi

(Schéma 21). Vysledky jsou uvedeny v tabulce 3.

cl 1. BSA (1,5 eq.), ACN, 80 °C, 30 min cl »L
2.8nCly (2,1 €eq.),0 °C
NN, 3. t+BuOAc(3eq.),0°C,3h NN
Ay WP
clI” °N ” cI” N N
1 2
cl 1. BSA (1,5 eq.), ACN, 80 °C, 30 min cl

2.SnCl, (2,1 eq.), 0 °C => RT, 10 min
N N\> 3. BuOAc (3 eq.), 80 °C, 3 h N A N\>
> Cl)\N/ N

Schéma 21: Optimalizovany postup pfipravy ferc-butylovanych prekurzort za pouziti --BuOAc
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Tabulka 3: Reakce s terc-butylacetatem

pomér
Sarze teplota reakéni ¢as pomér latek produkt (2)/
M/2)/(3) o
jiny izomer
10/58/0
1 0°C 3h s tvorbou jiného 45/10
izomeru
10/109/0
2 0°C 5h s tvorbou jiného 30/10
izomeru
10/182/0
3 0°C 23 h s tvorbou jiného 21/10
izomeru
4 80 °C 3h 10/0/32 -
5 80 °C 4h 10/0/40 -
6 80 °C 5h 10/0/50 -
7 80 °C 6 h 10/0/62 -
8 80 °C 7h 10/0/83 -

Hodnoty z LC/MS analyz

Z naméfenych hodnot ztabulky 3 vyplyva, Ze v pfipadé reakci pro N’ izomer je
standardni tiihodinovy postup v Sarzi 1 uz mirné€ nevyhovujici z davodu tvorby dalsiho
nezadouciho izomeru. Reakce probihala dal v Sarzich 2 a 3 s otazkou, zda dojde k lepsi
konverzi, coz se skuteéné stalo, bohuzel tim ale také piibyval nechtény jiny izomer. U N°
izomeru bylo zjiSténo, ze tfihodinova reakce v Sarzi 4 probihd bez problému
s predpokladanym pribéhem, pouze konverze je oproti reakci za pouziti terc-
butylbromidu zhruba polovicni. Z toho divodu byl reakce ponechan delsi reakeni Cas,
aby bylo mozné usoudit, co se poté stane s konverzi. Vysledek nebyl piekvapivy, protoze
v Sarzich 5 az 8 konverze postupné rostla. Ve srovnani Sarzi 1 a 4 se standardnim
postupem je pouziti terc-butylbromidu lepdi v ptipadé N’ izomeru s ohledem na
minimalni tvorbu nezadoucich jinych izomerdi v reakéni smési a v piipadé N’ izomeru
zase z hlediska vyssi konverze vychozi latky na pozadovany produkt. Reakce z pohledu
zjednoduseni byla standardnim zptsobem pro ovéfeni pribéhu a preparativni ucely

zopakovana ve Ctyfnasobném mnozstvi v piipadé obou izomerd. Po zpracovani, kterym
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se ucinné podafilo odstranit nechténé izomery, byl 7-(terc-butyl)-2,6-dichlorpurin (2)
v surovém stavu obdrzen s vytézkem 64 % a zaznam z chromatogramu obsahoval pouze
jeho pik, zatimco 9-(terc-butyl)-2,6-dichlorpurin (3) byl rovnéz v surovém stavu ziskan
s vytézkem 80 %, ale pfi analyze jeho spektra z LC/MS se na zaznamu objevily v mensi
mife nezadouci necistoty, které by bylo nejspi§ mozné odstranit rekrystalizaci. Obecné se
vSak da fict, Ze rerc-butylacetat je mozné pouzit jako Cinidlo pro zavedeni terc-butylové
skupiny timto zpisobem na purinovy skelet jak do polohy N, tak polohy N°. Oviem terc-
butylbromid je vhodn&jsi, protoze s nim probihaji reakce rychleji, co se tye N’ izomeru

a v piipadé N’ izomeru dochazi ke vzniku podstatné mengiho podilu jinych izomerd.
3.1.2.4 Aplikace silyla¢ni metody na reakce s jinymi halogenderivaty

Bylo také zajimavé vyzkouset, zda bude mit silylaéni metoda SirsSi pouziti, a proto byla
aplikovana i na jiné uhlovodikové zbytky jako jsou primarni a sekundarni alkyly. K tomu
slouzila série raznych halogenderivati. Terc-butylchlorid slouzil jako analog pro
srovnani s terc-butylbromidem. Jak reakce za pouziti standardniho postupu pro N’ a N’

derivaty probihaly (Schéma 22) je znazornéno v tabulce 4.

ol 1. BSA (1,5 eq.), ACN, 80 °C, 30 min o s
2.SnCly (2,1eq.),0°C 1
NN, 3.RX(3eq),0°C,3h NN
)l\ Z > )l\ =z />
c” NN > NN
1 28
ol 1. BSA (1,5 eq.), ACN, 80 °C, 30 min cl
2.8nCl4 (2,1 eq.), 0 °C => RT, 10 min
NN, 3.RX(3eq) 80°C,3h NN
)I\ Z > > )I\ Z >
cI”NT N c” >N N
. R
29

Schéma 22: Reakce s jinymi halogenderivaty
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Tabulka 4: Prubéh reakce s jinymi halogenderivaty

vychozil. (1)/N7 produkt | vychozil. (1)/N° produkt
alkyla¢ni ¢inidlo R-X

(28) (29)
terc-butylchlorid 10720 10/94
benzylbromid 10/9 10/0.2
tvorba slozité smési

allylbromid bez reakce 10/0,7
brombenzen bez reakce bez reakce

2-brompropan bez reakce 10/0,2
1-brompropan bez reakce bez reakce
bromethan bez reakce bez reakce

jodmethan bez reakce 10/0,1

Hodnoty z LC/MS analyz

Z tabulky 4 zcela patrné, Ze reakce, které by mély vést k N’ derivatlim, neposkytuji
z4dnou reakci kromé ptipadd terc-butylchloridu a benzylbromidu. V ptipadé N’ derivati
alesponi né€jaka reakce vedouci k pozadovanym produktim probiha, a to pfi pouziti
benzylbromidu, allylbromidu, 2-brompropanu a jodmethanu. Bohuzel ale u vSech ¢tyt
jmenovanych s mizivou konverzi. Reakce s benzylbromidem mé navic pfili§ reaktivni
prubéh, kde se tvoii spousta neznamych produkti. Jedinym halogenderivatem, ktery
obstojné reagoval v obou piipadech, tak byl zerc-butylchlorid, u n€jz byl podobny prabéh
predpokladan. Pro tvorbu N’ izomeru byl hor§im alkylaénim ¢inidlem, ale pro tvorbu N’

izomeru zase lep§im z hlediska konverze nez terc-butylbromid.

Na zakladé tohoto experimentu s jinymi halogenderivaty se silylatni metoda jevi jako
nevhodna pro zavadéni primarnich a sekundarnich alkylt, ale na druhou stranu je ziejmeé
selektivni pro zavadéni terciarnich zbytkt. Pouziti dalsiho alkylacniho Cinidla v podobé
2-brom-2-methylbutanu slouzilo k ovéfeni zminéného piedpokladu. Znovu byl pouzit
standardni postup bez dalsi optimalizace (Schéma 23), a protoze bylo v zajmu produkty

ziskat a zpracovat, byla reakce zahjena rovnou ze ¢tyinasobku.
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ol 1. BSA (1,5 eq.), ACN, 80 °C, 30 min cl ?/
2.8nCly (2,1€q.),0°C
X
~Z

NN 3. 2-brom-2-methylbutan (3 eq.), 0 °C, 3 h N N
)I\ Z N> > )I\ N/>
cI” NN cI” N
1 4
o 1. BSA (1,5 eq.), ACN, 80 °C, 30 min .
2.SnCl, (2,1 eq.), 0 °C => RT, 10 min
NN, 3. 2-brom-2-methylbutan (3 eq.), 80 °C, 3 h NN
PPN DN
cI” >N" N > c” >N N
1

5

Schéma 23: Piiprava N’ a N’ izomeru za pouZiti 2-brom-2-methylbutanu

Produkty byly svymi postupy pfipraveny regioselektivngé. 2,6-Dichlor-7-(terc-
pentyl)purin (4) byl obdrzen v reakéni smési s konverzi 10/13 (1/4) a po zpracovani a
Cisténi ve vytézku 44 %. 2,6-Dichlor-9-(terc-pentyl)purin (5) vykazoval v reakci konverzi
10/39 (1/5). Finalni vytézek Cinil 60 %. Zavadéni ferc-pentylu pomoci 2-brom-2-
methylbutanu podporuje aplikovatelnost vyvinuté silylacni metody pro terciarni zbytky

na rozdil od zavadéni primarnich a sekundarnich.

3.2 ZkouSka stability pripravenych terc-butylovanych

prekurzori

V této kapitole bude blize popsana stabilita ferc-butylovanych prekurzord, o niz byla
prozatim letma zminka v kapitole 3.1.2.1. Vzhledem k planovanym modifikacim atomu
chloru na purinovém skeletu potiebnym k pozd€jsi pfipravé analogli purinovych
inhibitori CDK, bylo nutné otestovat stabilitu navazaného ferc-butylu za raznych
podminek. Existuje zde totiz obava, ze piipravené prekurzory mohou byt z pohledu
zachovani struktury nestabilni a mtize dojit k odstépeni rerc-butylového zbytku. Zejména
pokud jde o N’ izomer, lze ofekavat tuto sniZenou stabilitu. Stabilita byla ozkousena

vlivem kysele a bazicky pasobicich latek.
3.2.1 Zkouska kyselé a alkalické stability

Terc-butylované N’ a N° izomery (2) a (3) byly podrobeny zkousce stability terc-
butylového postranniho fetézce v zavislosti na acidité prostiedi. Testy byly provadény

v piipadé kyselého prostiedi v roztoku kyseliny chlorovodikové (1:20) pii 100 °C
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(10 mg/ml) a naproti tomu zkouska stability v bazickém prostiedi byla provadéna v 1 ml
roztoku hydroxidu sodného obsahujiciho 3 ekvivalenty hydroxidu oproti mnozstvi terc-
butylovanych prekurzord také pfi 100 °C (10 mg/ml). Reakce probihaly 30 minut
(Schéma 24).

_ reao 7 %NaOH(3eq.) »L
NN —
)\ > 100 °C, 30 min I)'\N/ N/> 100 °C, 30 min )\ />
2

30

Cl Cl OH
HCI (1 20) NaOH (3 eq.)
UL womm LIS 00X
p 100 °C, 30 min
)\ 100 °C, 30 min I)\N ;4 Cl)\N/ ;L Cl)\N/ ;L
3 3 3 31

Schéma 24: Zkouska stability v kyselém a zasaditém prostiedi

Po zanalyzovani bylo u 7-(terc-butyl)-2,6-dichlorpurinu (2) zjisténo, ze jiz po pulhodiné
v kyselém prostredi terc-butyl zcela odpadne, tudiz pro n€j neni kyselé prostredi vhodné.
V bazickém prostredi naopak ferc-butyl odolal a zacalo dochézet i k substituci chloru
v poloze 6 za OH- skupinu. 9-(ferc-butyl)-2,6-dichlorpurin (3) byl stabilni v obou
prostredich a stejné jako u predchoziho izomeru dochazelo k substituci chloru v poloze 6

za OH- skupinu.
3.2.2 Zkouska stability vlivem Lewisovy kyseliny SnCl4

Nejprve byla tato zkouska provadeéna pro oba prekurzory za inertnich podminek, aby se
prokazal kysely vliv SnCls na nestabilitu terc-butylu. Reakce probihaly v acetonitrilu pfi
80 °C po dobu jedné hodiny. Mnozstvi ptidaného SnCly Cinilo jeden ekvivalent viici ferc-

butylovanému prekurzoru (Schéma 25).
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cl »L SnCl, (1 eq.) ¢l \ ¢! .
NN, NN+ N)\/E\

o | % | %
PP ) 80°C,1h M Cl)\N/ N

cl N N Cl N 54
2 3 1
Cl SnCl (1 | Cl
nCl, (1 eq.
N N
NI A \> —_— N™ X \>
P 80°C, 1h

Cl

N~ N Cl)\N/N
;< <

Schéma 25: Zkouska stability izomeru N7 a N° v pfitomnosti SnCly

Na zakladé¢ analyzy bylo zji§téno, ze 9-(terc-butyl)-2,6-dichlorpurin (3) byl v pfitomnosti
pouzité Lewisovy kyseliny zcela stabilni. 7-(terc-butyl)-2,6-dichlorpurin (2) opét potvrdil
svou nestabilitu i v tomto pfipade€, kde po prob&hnuti reakce vznikla smés dvou latek, a
tedy 2,6-dichlorpurinu (1) a 9-(ferc-butyl)-2,6-dichlorpurinu (3), ktery vznikl izomeraci,

ve vzajemném pomeru 3/10 (3/1).

Dale byl test stability s SnCls proveden pouze pro N’ izomer v rozdilnych rozpoustédlech
za inertnich podminek. Byly zahajeny ctyfi reakce, kdy 7-(terc-butyl)-2,6-dichlorpurin
(2) reagoval s 0,5 a 2 ekvivalenty SnCls bud’ v 1,2-dichlorethanu, nebo acetonitrilu. Opét
reakce probihaly po dobu jedné hodiny pii 80 °C. Vysledky ohledné prubéhu reakci jsou

v tabulce 5.

Tabulka 5: Zkouska stability N’ izomeru v piitomnosti SnCls v DCE a ACN

pomeér latek
sarze rozpoustédlo mnozstvi SnCl4
M/2)/3)
1 DCE 0,5 eq. 10/346/0
2 DCE 2 eq. 10/13/2
3 ACN 0,5 eq. 10/0/4
4 ACN 2 eq. 10/0/2

Hodnoty z LC/MS analyz

Zvysujici se mnozstvi katalyzatoru ovliviluje nepfiznivé stabilitu sledované latky ve
vSech Sarzich. Lze si pov§imnout, ze za pouziti DCE jako rozpoustédla je prechod zpét

na vychozi latku znacné€ pomalejsi, nez je tomu u reakci s ACN. Béhem tohoto prechodu
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se nejprve N’ izomer méni na N° izomer. U $arzi 3 a 4 za ucasti ACN vyplyva zavér, ze
toto rozpoustédlo ma spolu s SnCls vliv na nestabilitu 7-(terc-butyl)-2,6-dichlorpurinu
(2) a také vyrazné urychluje zménu z N’ na N’ izomer (3). Takze celkové je z pohledu
stability vyhodné&jsi spolecné s SnCls DCE, ale zpétn€ vramci pfipravy terc-
butylovanych prekurzori je stejné lepsi ACN, protoze reakce netrva tak dlouho a je
dosaZeno velmi ptiznivych vytézki. Kdyz se ptipraveny N’ terc-butylovany prekurzor

prednostné v€as a vhodné zpracuje, da se jeho nestabilité obratné prede;it.
3.3 Studium struktury pripravenych prekurzori

Silylaéni metodou byly ve velmi dobrém vytézku pfipraveny dva ferc-butyl-2,6-
dichlorpuriny liSici se pozici navazaného alkylu. Z toho divodu bylo potieba presné

specifikovat, ktery izomer je ktery. Pro jasné urceni struktury byly pouzity ¢tyfi zptisoby.

Prvni a nejjednodussi cestou je srovnani hodnot na zaklad¢ fyzikalnich a spektralnich dat
s jiz popsanymi stejnymi slouceninami v literatufe*®. Proto byla porovnana naméfena data
z 'H NMR, kter4 odpovidala pro oba prekurzory s pouhym rozdilem v setinach ppm. Déle
byly také srovnany hodnoty teplot tani. Zde se bohuzel namétené hodnoty s odkazovanou
literaturou mirné 1i§i. Pro N’ (2) izomer byla zméfena teplota tani na 193-195 °C a
literatura uvadi 200205 °C, u N’ (3) izomeru je naméfena hodnota 181-182 °C a
v literatufe se setkame s hodnotou 175-180 °C. Naproti tomu hodnota teploty tani pro 7-
(terc-butyl)-2,6-dichlorpurin (2) se shoduje s namérenymi hodnotami v bakalarské praci
Bc. Filipa Nevrlky®®. Pomoci HRMS byla stanovena pfesnd molekulovd hmotnost
((M+1)* 245,0364) pro N a (M+1)* 245,0357) pro N° izomer (3). Vygenerovany

sumarni vzorec byl v obou ptipadech (CoH10CI2N4).

Druhy zptisob ovéfeni polohy ferc-butylové skupiny je porovnani chemického posunu
v 13C NMR spektru na uhliku C. U N7 izomeru by to mélo byt okolo hodnoty 122 ppm,
coz je v souladu s namé&fenou hodnotou 122,4 ppm. V ptipadé N’ izomeru by to zase mélo
byt okolo hodnoty 132 ppm a opét naméfend hodnota 131,9 ppm spolehlivé koreluje.
Tyto hodnoty jsou pro 6,chlorpurinové izomery N’ a N’ typické.>

Tteti moznosti je spocitat rozdil chemickych posunti mezi C° a C®, ktery je u N’ izomer(
zhruba mezi 23-27 ppm a u N° izomeri mezi 11-14 ppm. Kazdopadné co se tyée N’

izomert mél by byt tento rozdil vyssi. Pro pfipraveny 7-(ferc-butyl)-2,6-dichlorpurin je
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rozdil chemickych posunt téchto uhlikii Ad = 21,2 a pro 9-(terc-butyl)-2,6-dichlorpurin
je A6 =11,7 ppm.>

Ctvrtou metodou je derivatizace terc-butylovanych prekurzor na methoxy derivat, kdy
bude methoxy skupina navazana misto chloru v poloze 6 (Schéma 26). UrCovani
struktury se provadi pomoci NOESY experimentu, kde by spolu pies prostor mély
interagovat vodiky na methoxy skupiné s vodiky na terc-butylové skupiné. Méfeni
NOESY bylo na pfislusnych derivatech provedeno a skutecné se zmifiovana interakce

potvrdila u N’ derivatu (17), viz. Ptilohy.

0 -
MeONa (3 eq.), MeOH
N N>
CI)LN/ v/ RT, 30min )\
2

17 70%
o
)j: MeONa (3 eq.), MeOH
A N
)\ RT, 30 min )\
3 18 79%

Schéma 26: Priprava methoxy derivati

Na zakladé vSech méfeni a porovnavani hodnot byl jednoznacné identifikovan 7-(terc-

butyl)-2,6-dichlorpurin (2) a 9-(terc-butyl)-2,6-dichlorpurin (3).
3.4 Priprava ferc-butylovanych analogi inhibitori CDK

Tato kapitola se zabyva problematikou postupnych substitu¢nich reakci vedoucich az
k finalnim produktim Kapitola je rozdélena predevsim do dvou useki reprezentujicich
jednotlivé substitucni kroky, kdy dochazi k nahradé atomu chloru na struktufe terc-

butylovanyc prekurzort (2) a (3).
3.4.1 Reakce N’ a N? terc-butylovanych prekurzori s benzylaminem

Aby bylo mozné pfipravit strukturné podobné analogy inhibitord CDK, musi byt do
polohy 6 purinového skeletu umistén benzylaminovy postranni fetézec. Pii této syntéze
se vyuziva vys$i reaktivity atomu chloru v poloze 6, kam by se jinak vazal 1 jiny zbytek,

a tudiz je nezbytné timto krokem za pouziti benzylaminu zacit. Pro pfipravu
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pozadovanych meziprodukti (6) a (7) byl aplikovan obecny postup pro zavadéni
benzylaminu. Pro ovéfeni reakce reagovalo nejdiive analytické mnozstvi N’ a N° terc-
butylovanych vychozich latek (2) a (3), predstavujici 50 mg latky, se 2 ekvivalenty
DIPEA a 1,5 ekvivalenty benzylaminu v n-butanolu jako rozpoustédle za inertnich

podminek pii 110 °C (Schéma 27). Vysledky uvadi tabulka 6.

Tabulka 6: Reakce N’ a N° terc-butylovanych prekurzorii s benzylaminem

pomér vychozi
vychozi latka reakcni ¢as
latka/produkt
N7 (2) lh 10/99
N7 (2) 3h uplna konverze
N (3) lh uplna konverze
N (3) 3h uplna konverze

Hodnoty z LC/MS analyz

Cl % BnNH, (1,5 eq.) NH »L
N)ﬁ:N> DIPEA (2 eq.) N)jr\g
| / | /
C|)\N’ N n-BuOH, 110 °C Cl)\N/ N
6

2

Cl BnNH, (1,5 eq.) NH
DIPEA (2 eq.) N
NN NT
Cl N ;4 n-BuOH, 110 °C Cl N ;4
3 7

Schéma 27: Reakce s benzylaminem

Diky t€mto piiznivym vysledktim byla reakce zahajena znovu, a to pfimo z 1 g vychozich
latek. Reakce byly nasledné na LC/MS monitorovany po dvou hodinach, za ticelem jistoty
v konverzi vychozi latky na produkt v piipadé obou izomer®. Pro N’ derivat (6) se tento

postup stal zcela dostateénym. U N’ derivatu 7 byla prodlouzena reakéni doba na 3 hodiny

45



kvuli rezidualni vychozi latce, doslo vSak k prekvapivému objevu, ze ve smési vychozi
latka stale ziistava i po tfech hodinach jen s lepsi konverzi, ktera byla 10/151 (2/6). Dalsi
opakovani této reakce dopadly vzdy stejn€, coz je v rozporu s prvotnim testem, ovSem
vychozi latky se da efektivné zbavit extrakci, nebo jak bylo pozdé&ji zjisténo, kdy se
v roztoku samovolné tvofila srazenina produktu, i samotnym pfefiltrovanim a promytim.
Reakéni doba N7 izomeru byla stanovena na 3 hodiny. Vysledné meziprodukty N-Benzyl-
7-(terc-butyl)-2-chlor-7H-purin-6-amin (6) a N-Benzyl-9-(terc-butyl)-2-chlor-9H-purin-
6-amin (7) byly ziskany, postupem zahrnujicim pfi zpracovani pouze filtraci a promyvani,

ve vysoké Cistoté s vytézkem 69 % (6) a 72 % (7).
3.4.2 Priprava finalnich N° produkti (10), (13) a (15)

Druhym krokem vedoucim k pfipravé daného analogu inhibitoru CDK, je substituce
atomu chloru v poloze 2 s pfisluSnym aminoalkoholem. Za timto ucelem byl aplikovan
obecny postup piipravy pro zavedeni aminoalkoholi na purinovy skelet do polohy 2.6!
V prvotnich screeningovych reakcich pro pfipravu analogi olomoucinu I (10) a
bohemninu (13) bylo pouzito 60 mg N’ benzylaminového derivatu 7 reagujicich s 8
ekvivalenty aminoalkoholu, kterymi byly 2-aminoethan-1-ol a 3-aminopropan-1-ol, pfi

150 °C za inertnich podminek (Schéma 28).

NH NH

N)\/[N NH,ROH (8 eq.), 150 °C
\
7 )4 32

Schéma 28: Reakce N’ derivatu (7) s aminoalkoholy

Z divodu ne zcela uplné konverze a také za preparativnimi ucely byly reakce
reprodukovany se 100 mg vychozi latky a postupnym monitorovanim byly reakce
zastaveny po tfech hodinach. Analog olomoucinu I (10) byl pfipraven s konverzi 10/401
(6/10) a dale byl cistén sloupcovou chromatografii s vytézkem 72 %. Analog boheminu
(13) byl pfipraveny s konverzi 10/192 (7/13). Protoze se v 'H-NMR spektru analogu
olomoucinu I vyskytovaly v mens§i mife necistoty a reakci analogu boheminu bylo

potteba provést jesté jednou pro ovéreni, zda opravdu takto probiha, byla zahajena dalsi
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Sarze trvajici 3 hodiny, kdy najednou doSlo k uplné konverzi na produkt v obou
ptipadech. Analog olomoucinu I byl dokonce po této reakci cistén rekrystalizaci

s vytézkem 35 %. Analog boheminu byl Cistén sloupcovou chromatografii s vytézkem
74 %.

Tyto vysledky poslouzily jako zéaklad pro pfipravu analogu roscovitinu (15), kdy
s vychozi latkou reagovalo 8 ekvivalentti (R)-2-aminobutan-1-olu pfi 150 °C za inertnich
podminek. Reakce probihala nejprve 3 hodiny, avSak konverze byla prili§ mala, a proto
byla s rostoucim reakénim Casem reakce monitorovana. K uplné konverzi doslo po 30

hodinach a vysledny produkt byl po €isténi rekrystalizaci obdrzen ve vytézku 58 %.

Reakce vedouci k ptipravé N° terc-butylovanych purinovych analogl inhibitori CDK

olomoucinu I (10), boheminu (13) a roscovitinu (15) shrnuje schéma 29.

NH OH NH
HNT "1 (8eq.)

AN N >N
)\ > 1o )\ D
150 °C, 3 h ~N

H
7 10
NH NH
H2N/\/\OH (8 eq.)
A >~ Y
150 °C, 3 h HO” "N NP N
H
7 13
NH I%IHZ NH
N N O A (Bea) o

..../
/
=

)\ 150 °C, 30 h )\ >
)4

7 15
Schéma 29: Piipravy N° terc-butylovanych analogui olomoucinu I, boheminu a roscovitinu
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3.4.3 Priprava finalnich N7 produkti (8), (11) a (14)

I v tomto ptipadé byl pouzit stejny postup pro substituci atomu chloru v poloze 2 jako u
N° analogi. Reakce pro piipravu analogu boheminu (11) byla zahajena zcela analogicky,
jen teplota byla 160 °C. Na zdznamu z chromatogramu jde vidét, ze doslo k Uplné
konverzi vychozi latky a ze spektru naprosto predominuje jeden pik. Tento pik mél ovSem
molekulovou hmotnost o 10 jednotek niz§i, nez by spravné mel mit kyzeny produkt.
Reakce byla provedena znovu a také pii 150 °C jak pro analog boheminu (11), tak
olomoucinu I (8). Uz po 10 minutach doslo ve vSech ptipadech k tvorbé onoho piku spolu
s produkty. S rostouci reakéni dobou se mnozstvi tohoto nezadouciho vedlejsiho produktu
v provadénych reakcich zvySovalo. Jak bylo pozdé€ji zjjisténo, pik s molekulovou
hmotnosti o 10 jednotek niz§i odpovida struktufe, u které dochazi o otevieni
imidazolového kruhu a soudasné k odstépeni uhliku C® purinového skeletu (Schéma 30).
Chybgjici atom uhliku u obou sloudenin byl dokazan v '*C-NMR spektrech. Urgita
nesrovnalost byla v 'H-NMR spektrech, kdy chybély zdznamy vodiki na pozicich 4 a 5,
které jsou pravdépodobné soudasti Sirokych signaléi. Syntéza N’ analogli purinovych
inhibitori CDK se musela s timto zasadnim problémem vypotadat a bylo nutné jej

alespori co nejvice eliminovat.

NH N NH N

HO~ AL, 2 P
N N NH, HO/\/\” N NH,
9 12

Schéma 30: Struktury vedlejSich produktu v pripad¢ pfipravy analogu olomoucinu I a boheminu

Z toho divodu bylo zahajeno nekolik sérii reakci pro ptipravu analogti olomoucinu I a
boheminu, kdy se v zavislosti na teploté hledaly ty nejlepsi podminky. Prvotni snahou
bylo snizovat teplotu reakce tak dlouho, aby vibec nedoslo ke vzniku produktu
s otevienym imidazolovym cyklem. To se bohuzel nepodafilo ani u jedné z reakci, za
pouziti puvodniho postupu, které probihaly pii teplotach 160, 150, 130 a 100 °C.
Nechtény produkt zacal vzdy po urCité dobé v reakéni smési vznikat. V prubéhu této
optimalizace se podafilo po separaci sloupcovou chromatografii ziskat analog boheminu

(11), ktery byl ptipravovan pii 130 °C po dobu hodiny a pal. Vytézek vsak ¢inil necelych

48



21 %. Navzdory tomu bylo ale zjisténo, ze pii nizsi teploté vznika vedlej§i produkt
pozdéji a vychozi latka muze delsi dobu prechazet v pozadovany analog. Panuje zde
pomeérné jista predstava, ze vychozi latka nejdfive reaguje za vzniku pozadovaného
produktu do chvile, kdy v reak¢ni smési dojde k ustanoveni urcité rovnovahy a poté
souCasneé dochazi ke S§té€peni tohoto produktu, jehoz vysledkem je nezadouci produkt
s otevienym imidazolovym cyklem. Ackoli se nizsi teplotou podaftilo Castecné odstranit
problém s nechténym produktem v reakcni smési, vyvstal dalsi, a to ten, ze se za nizsi
teploty zna¢né prodluzuje reak¢ni doba, ktera také nema pozitivni vliv na prabéh reakce,
co se tyCe tvorby vedlejSiho produktu. Piikladem mohou byt reakce piipravy analogt
olomoucinu I a boheminu pti 100 °C trvajici 29 hodin. Pomér komponent byl v prvnim
ptipadé pro analog olomoucinu I 10/53/45 (6/8/9) a ve druhém pro analog boheminu
10/89/74 (6/11/12). Protoze tyto reakce trvaly pfili§ dlouho a obsahovaly zna¢né mnozstvi
vedlejsiho produktu, byly jejich reakcni smési pro zisk téchto produktd déleny na
semipreparativni HPLC. Latka (9) byla nasledné izolovana s vytézkem 59 % a latka (12)
s vytézkem 52 %.

Bylo zapotiebi posunout rovnovahu vice smérem ke kyzenym produktim. Proto se
mnozstvi pfidavaného aminoalkoholu zvysilo z 8 ekvivalenti na 20. Vzapéti byly znovu
provadény reakce vedouci k analogu olomoucinu I (8) a boheminu (11) s peclivym
monitoringem prubé&hu. Pfi reakcich se pro preparativni tcely vychazelo ze 100 mg latky
(6), ktera vysledné reagovala pfi 100 °C v inertni atmosféfe po dobu 11 hodin
s 20 ekvivalenty 2-aminoethan-1-olu a po dobu 14 hodin s?20 ekvivalenty 3-
aminopropan-1-olu. Pomér komponent byl v pfipadé analogu olomoucinu I 10/102/15
(6/8/9) a v ptipadé analogu boheminu 10/198/41 (6/11/12). Analog olomoucinu I (8) byl
obtizné Cistén pomoci sloupcové chromatografie s vytézkem 14 %, tudiz se usoudilo, ze
tato separacni metoda neni vhodna a muselo se piejit na ciSténi za pomoci

semipreparativni HPLC, kde byl analog boheminu (14) ziskan v 48% vytézku.

Soucasné s predchozimi derivaty byl pfipravovan i analog roscovitinu (14). I zde
dochazelo k tvorbé vedlejSiho produktu s otevienym imidazolovym cyklem (33). U jeho
ptipravy se zacalo na teploté 130 °C. Screeningova reakce tak probihala 29 hodin pfi 130
°C s 8 ekvivalenty (R)-2-aminobutan-1-olu. Vysledkem sice byla uplna konverze vychozi
latky, ale pomér latek vzniklych ve smési byl 10/32 (14/33). Reakce byla nasledné
opakovana a ukoncena po 6 hodinach s pomérem komponent 10/14/2 (6/14/33). Dale byl
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analog roscovitinu ¢istén pomoci semipreparativni HPLC a poté izolovan s vytézkem

31 %. Zisk vedlejsiho produktu nebyl v tomto pfipadé cilem zajmu.

Reakce vedouci k ptipravé N’ terc-butylovanych purinovych analogi inhibitori CDK

olomoucinu I (8), boheminu (11) a roscovitinu (14) shrnuje schéma 31.

NH »L oH NH »L NH \b
)\/E H2N/\/ (20 eq.) +
N

N> > N —NH

| / /

Cl)\N/ N 100°C,11h HO\/\HJ\ HO\/\HJ\ NH,
6 8 50 : 10 9

100 °C, 14 h

NH »L NH »L wb
N)ﬁ:N HzN/\/\OH (20jq.) N + /K/ENH
Cl)I\N/ N/> - Ho/\/\NJ\ > HO/\/\NJ\
10 13

6 11 51

.../

NH »L NH »L
)j: HO\/\/ (20eq) o NN T HO N)ﬁ:NH
A x VARG

130°C,6h

14 : 33
Schéma 31: Piipravy N’ terc-butylovanych analogui olomoucinu I, boheminu a roscovitinu
3.4.3.1 Vliv rozpoustédla na pFipravu findlnich N7 produkti

V této kapitole je diskutovan vliv DMF na pribéeh reakce pfi piiprave analogu boheminu
(11).

Aby byla reak¢ni smés v prubéhu reakce homogennéjsi a dochazelo k lepSimu promiseni
reaktant, byl tento napad podpofen piidanim rozpoustédla v podobé DMF. S jeho
pouzitim se neoc¢ekavaly zadné vyznamné zmeény. Byly zah4jeny dvé Sarze reakci pii 120

a 140 °C v 0,5 ml DMF za zbylych podminek pivodniho postupu, ¢imz se mélo hlavné
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pozorovat chovani smeési v souvislosti s tvorbou vedlejsiho produktu. K velkému
prekvapeni vSak doSlo pfi pozdési analyze v obou Sarzich, kdy uz po 30 minutach
dochazelo k nepatrnym naznakim piku, jehoz molekulova hmotnost odpovidala
nasledujici struktufe (Schéma 32). Reakce byly ukonceny po 21 hodinach, kdy na
zaznamu z chromatogramu jiz nebylo vidét vychozi latku, ale pouze zcela minoritni
pozadovany produkt a dominantni nove vznikly dimethylamino derivat (16). Pii 120 °C

byly produkty ve vzajemném poméru 10/641 (11/16) a pii 140 °C 10/262 (11/16).

NH »L
NJﬁ:"B
\N)I\N/ N
! 16

Schéma 32: N°-Benzyl-7-(terc-butyl)-N?, N*>-dimethyl-7H-purin-2,6-diamin

Najednou ale nebylo jisté, zda tento novy derivat vznika jen diky ptitomnosti DMF, nebo
musi byt soudasti reakce i aminoalkohol. Z toho diivodu byly provedeny reakce, kde N’
a N’ izomer vychozi latky reagoval pii 120 °C pouze s DMF, ale ani po 27 hodinach
k zadné reakci nedoslo. Reakce byla opakovana s reakéni dobou 24 h, avSak se stejnym
vysledkem. Myslenku, ze aminoalkohol ¢i dokonce amin vyrazné€ podporuje tvorbu
dimethylamino derivatu, potvrdila reakce vychozi latky v DMF s piperidinem pii 120 °C
podle pavodniho postupu. Jednou z latek vytvofenych béhem reakce je podle hodnoty

molekulové hmotnosti tato struktura (Schéma 33). Vysledky jsou uvedeny v tabulce 7.

Schéma 33: N-benzyl-7-(terc-butyl)-2-(piperidin-1-yl)-7H-purin-6-amin
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Tabulka 7: Reakce vychozi latky s piperidinem v DMF

reakéni Cas Pomér latek (6)/(16)/(34)
lh 10/38/0
17h 10/154/244
43,5h 0/10/16

Hodnoty z LC/MS analyz

V prabéhu piipravy analogu boheminu tedy doslo piednostné k rovnovazné reakci mezi
DMF a 3-aminopropan-1-olem za uvolnéni dimethylaminu, ktery se substituoval za chlor

do polohy 2.

Dimethylamino derivat (16) byl také pro zajimavost izolovan v surovém stavu (58 %)

z cilené reakce podle schématu 34.

NH »L NH %

) - oL

N DMF (1,5 ml), 120 °C,17h >N

I
6 16

Cl

Schéma 34: Piiprava N°-Benzyl-7-(terc-butyl)-N?, N>-dimethyl-7H-purin-2,6-diaminu
3.4.3.2 Otevirani imidazolového kruhu

Pfi syntéze N’ analogli purinovych inhibitorti CDK bylo nutné se potykat s nepiijemnosti
spojenou se vznikem vedlejSich produkt, jejichz struktura vykazovala rozstépeny
imidazolovy kruh se ztratou uhliku C® purinového skeletu. Nabizi se otazka, ¢im je ono
Stépeni zpusobeno. Nestabilita imidazolového cyklu byla prozatim testovana s bazicky

pusobicimi ¢inidly. Typ latky a reak¢ni podminky uvadi tabulka 8.
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Tabulka 8: Potencionalni reakce zpusobujici otevieni imidazolového kruhu

¢inidlo rozpoustédlo teplota reakcni ¢as otevieni
DIPEA - 130 °C 24 h Ne
DIPEA H>O 130 °C 28 h Ne
DIPEA DMF 120 °C 23 h Ne
MeONa MeOH RT 30 min Ne
MeONa MeOH 50 °C 21h Ne
MeONa MeOH 90 °C 25h Ne
MeONa DMF 50°C 21 h Ne
MeONa DMF 90 °C 2,5h Ne

Z vysledkt vSech uvedenych reakci bohuzel plyne zavér, ze ani jedna z nich nezptisobuje
otevieni imidazolového kruhu. Na otazku, co otevirani zplisobuje, zatim neexistuje
jednozna¢na odpoveéd. Domnénkou je piitomnost aminoalkoholu v reakéni smési, Ci

navazany substituent v poloze 2.
3.5 Cytotoxicka aktivita pripravenych sloucenin

Protoze se u pripravovanych latek, jimiz se tato prace zabyva, predpokladala urcitd mira
biologické aktivity, byly téméf vSechny piipravené slouCeniny otestovany na kinaze
CDK2/E, kde vSak jejich inhibic¢ni u€inky podle hodnot IC50 byly piilis slabé. Déle byly
testovany na cytotoxickou aktivitu v pfipadé leukemickych linii K562 (erythrocyticka
leukémie) a MV4-11 (myeloidni leukémie). Cytotoxicita, ktera by stala za zminku, je
pouze v ptipadé linie MV4-11, nebot jde o hypersenzitivni linii. Zde je nejucinnéjsi

latkou sloucenina (4) s hodnotou IC50 4,2 uM.

NN
| »
CI)\N/ N
4

Obecné lze vsak fict, Zze tyto slouCeniny s navazanym ferc-butylovym postrannim

fetézcem af uz v poloze N’, nebo N°, nejsou nijak vyznamné biologicky aktivni.
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4 Experimentalni cast

Vsechny pfipravované latky byly syntetizovany z komeréné dostupnych sloucenin bez
Cisténi v kvalité deklarované vyrobcem. Pii reakcich vyzadujicich nepfitomnost vody
byly pouzity komeréné dostupna bezvoda rozpoustédla s deklarovanym maximalnim
obsahem vody dosu¢ena pomoci molekulovych sit. Upotfebené bylo molekulové sito 3A
pro ACN a DCE. Prubéh chemickych reakci a Cistota pfipravenych sloucenin byla
sledovana pomoci tenkovrstvé chromatografie na hlinikovych foliich DC-Kiesegel 60
Fas4 (Merck), detekce byla provedena pomoci UV zarfeni (A = 254 nm). LC-MS analyzy
byly provedeny na UHPLC-MS systému (Waters) slozeného z UHPLC chromatografu
Acquity s PDA detektorem a hmotnostniho spektrometru s kvadrupdlem. Byla pouzita
Nucleodur Gravity C18 kolona (rozmeéry 1,8 pum, 2,1 x 50 mm) pfi 30 °C a rychlosti
prutoku 600 ul/min. Mobilni faze byla (A) 0,1% octan amonny ve vodé a (B) 0,1% octan
amonny Vv acetonitrilu.  HRMS analyza byla provedena na systému tvoreném
kapalinovym chromatografem (Dionex UltiMate 3000, Thermo Fischer Scientific, MA,
USA) a hmotnostnim spektrometrem Exactive Plus Orbitrap high-resolution (Thermo
Fischer Scientific, MA, USA). Jako ioniza¢ni zdroj byl pouzit elektrosprej. HPLC ¢isténi
bylo provadéno systémem Agilent Technologies 1200 HPLC na koloné¢ C-18 (20 x
150 mm, ¢astice 5 um), gradient byl vytvoren z acetonitrilu a 0,01M octanu amonného
ve vodé pii pritoku 15 ml/min. '"H a '*C NMR spektra byly méteny v DMSO-dp, resp.
CDCls-d pti 25°C na NMR spektrometru JEOL ECA 40011 pii frekvenci 400 MHz ('H)
a 100 MHz (3C), respektive na spektrometru JEOL ECX500 pii frekvenci 500 MHz (*H)
a 100 MHz (**C). Chemické posuny (8) jsou uvedeny v jednotkach ppm s kalibraci na
signal reziduadlniho rozpoustédla. Zbytkovy signal octanu amonného (z Cisténi HPLC)
vykazoval hodnotu v CDCls pii 1,9 ppm (‘H) a pii 21,3 ppm a 172 ppm ('*C). Teplota

tani byla stanovena na Boetiové bloku, hodnoty nejsou korigovany.
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7-(Terc-butyl)-2,6-dichlor-7H-purin (2)

N
/

Cl)\N/ N

Metoda A:

2,6-Dichlor-9H-purin (1) byl navazen do 250ml tfihrdlé banky (5 g; 26,5 mmol). Na
bariku byl nasazen zpétny chladi¢. Aparatura byla vyplachnuta a naplnéna argonem. Dale
byl pfidan bezvody acetonitril (190 ml) a N,O-bis(trimethylsilyl)acetamid (9,7 ml;
39,7 mmol). Reak¢ni smes byla refluxovana v olejové lazni a reakce byla michana po
30 minut za vylouceni vzdusné vlhkosti. Reak¢ni smés byla poté zchlazena v ledové lazni
na 0 °C a byl pfidan chlorid cinicity (6,5 ml; 55,6 mmol) a ithned poté ferc-butylbromid
(8,9 ml; 79,4 mmol). V ledové lazni pii O °C byla reakéni smes ponechéna po dobu 3 h.
Byla provedena extrakce. K reak¢ni smeési byl nejprve ptidan isopropanol (53 ml) a poté
chloroform (265 ml). Organicka faze pak byla extrahovana Ctyfikrat destilovanou vodou
(1x 159 ml; 2x 370 ml; 1x 159 ml) a nasledné byla promyta solankou (370 ml). Organicka
faze byla vysuSena MgSO4 a odpafena na RVO. Po odpatfeni byla ziskana nazloutla
krystalicka latka v surovém stavu (4,68 g; 75 %). Latka byla rekrystalizovana pti refluxu
ve 335 ml isopropanolu, dale byla ochlazena na laboratorni teplotu a poté v ledové lazni.
Po prefiltrovani na Biichnerové nalevce, promyti isopropanolem a suseni v susarné po

dobu 1 h pfi 120 °C byla ziskéana bila krystalicka latka (3,91 g; 61 %).

Metoda B:

Ptiprava 7-(terc-butyl)-2,6-dichlor-7H-purinu (2) metodou B probéhla analogicky jako
v metodé A. 2,6-Dichlor-9H-purin (1) byl navazen do 10ml vialky (189 mg; 1,00 mmol),
ktera byla nasledné vyplachnuta a naplnéna argonem. Dale byl ptidan bezvody acetonitril
(8 ml) a N,O-bis(trimethylsilyl)acetamid (368 pl; 1,50 mmol). Reak¢ni smés byla
zahfivana v termobloku pifi 80 °C a reakce byla michana po 30 minut za vylouceni
vzdusné vlhkosti. Reakéni smeés byla poté zchlazena v ledové 1azni na 0 °C a byl pfidan
chlorid cinicity (248 ul; 8,40 mmol) a ihned poté terc-butylacetat (404 ul; 3,00 mmol).
V ledové lazni pii 0 °C byla reakéni smés ponechana po dobu 3 h. Byla provedena
extrakce. K reakéni smési byl nejprve piidan isopropanol (2 ml) a poté chloroform

(12 ml). Organicka faze byla extrahovana ctyfikrat destilovanou vodou (1x 8 ml; 2x
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14 ml; 1x 8 ml), nésledné byla promyta solankou (14 ml). Organickéa faze byla vysuSena
MgSO4 a odparena na RVO. Po odpareni a suSeni v susarné po dobu 1 h pii 120 °C byla
ziskana bila krystalicka latka v surovém stavu (156,8 mg; 64 %).

Teplota tani: 193-195 °C
HRMS (ESI, m/z): [M+H]" vypocitané pro CoH10Cl2N4, 245.0355; naméfené 245.0364
'"H-NMR (500 MHz, CHLOROFORM-d) § 8.47 (s, 1H), 1.90 (s, 9H)

3C-NMR (126 MHz, CHLOROFORM-d) § 165.5, 152.8, 148.3, 143.6, 122.4, 59.6, 31.1

9-(Terc-butyl)-2,6-dichlor-9H-purin (3)

Cl
N

N
| D
Cl)\N/ N

Metoda A:

9-(Terc-butyl)-2,6-dichlor-9H-purin (3) byl pfipraven analogicky postupem pfipravy
latky (2). 2,6-Dichlor-9H-purin (1) byl navazen do 250ml tfihrdlé baiky (5 g;
26,5 mmol). Na baiku byl nasazen zpétny chladic. Aparatura byla vyplachnuta a
naplnéna argonem. Dale byl pfiddin bezvody acetonitril (190 ml) a N,O-
bis(trimethylsilyl)acetamid (9,7 ml; 39,7 mmol). Reak¢ni smés byla refluxovana
v olejové lazni a reakce byla michana po 30 minut za vylouceni vzdusné vlhkosti. Reakcni
smes byla poté zchlazena vledové lazni na 0 °C a byl piidan chlorid cinicity
(6,5 ml; 55,6 mmol) a ihned poté rerc-butylbromid (8,9 ml; 79,4 mmol). Reak¢ni smés
byla opét ponofena do olejové 1azn€ na 80 °C po dobu 3 h. Byla provedena extrakce.
K reakéni smési byl nejprve piidan isopropanol (53 ml) a poté chloroform (265 ml).
Organicka faze pak byla extrahovana jednou destilovanou vodou (159 ml), jednou
NaHCOs3 (370 ml) a znovu dvakrat destilovanou vodou (370 ml; 159 ml), nasledn¢ byla
promyta solankou (370 ml). Organicka faze byla vysuSena MgSO4 a odpafena na RVO.
Po odparteni byla ziskana nazloutld krystalicka latka v surovém stavu (4,88 g; 75 %).

Latka byla rekrystalizovéana pii refluxu ve 100 ml isopropanolu, dale byla ochlazena na
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laboratorni teplotu a poté v ledové lazni. Po prefiltrovani na Biichnerové nalevce, promyti
isopropanolem a suSeni v susarné po dobu 1 h pfi 120 °C byla ziskana bil4 krystalicka

latka (3,69 g; 57 %).
Metoda B:

Ptiprava 9-(terc-butyl)-2,6-dichlor-9H-purinu (3) metodou B probé&hla analogicky jako
v metodé A. 2,6-Dichlor-9H-purin (1) byl navazen do 10ml vialky (189 mg; 1,00 mmol),
ktera byla nasledné vyplachnuta a naplnéna argonem. Dale byl ptidan bezvody acetonitril
(8 ml) a N,O-bis(trimethylsilyl)acetamid (368 pl; 1,50 mmol). Reakéni smés byla
zahfivana v termobloku pifi 80 °C a reakce byla michana po 30 minut za vylouceni
vzdus$né vlhkosti. Aparatura byla poté zchlazena v ledové lazni na 0 °C a byl pfidan
chlorid cinicity (248 ul; 8,40 mmol) a ihned poté terc-butylacetat (404 ul; 3,00 mmol).
Reak¢ni smés byla opét ponotena do olejové lazné na 80 °C po dobu 3 h. Byla provedena
extrakce. K reakéni smési byl nejprve piidan isopropanol (2 ml) a poté chloroform
(12 ml). Organicka faze byla extrahovana Ctyfikrat destilovanou vodou (1x 8 ml; 2x 14
ml; 1x 8 ml), nasledné byla promyta solankou (14 ml). Organicka faze byla vysusena
MgSO4 a odparena na RVO. Po odpareni a suSeni v susarné po dobu 1 h pii 120 °C byla
ziskana bila krystalicka latka v surovém stavu (196,7 mg; 80 %).

Teplota tani: 181-182 °C
HRMS (ESI, m/z): [M+H]" vypocitané pro CoH10Cl2N4, 245.0355; naméfené 245.0357
'"H-NMR (500 MHz, CHLOROFORM-d) § 8.17 (s, 1H), 1.81 (s, 9H)

3C-NMR (126 MHz, CHLOROFORM-d) & 153.1, 151.79, 151.76; 143.6, 131.9, 59.0,
28.9

2,6-Dichlor-7-(terc-pentyl)-7H-purin (4)
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2,6-Dichlor-7-(terc-pentyl)-7H-purin (4) byl pfipraven analogicky postupem pfipravy
latky (2). 2,6-dichlor-9H-purin (1)byl navazen do 10ml vialky (189 mg; 1,00 mmol), ktera
byla nasledné vyplachnuta a naplnéna argonem. Déale byl pfidan bezvody acetonitril
(8 ml) a N,O-bis(trimethylsilyl)acetamid (368 pl; 1,50 mmol). Reakéni smés byla
zahfivana v termobloku pfi 80 °C a reakce byla michana po 30 minut za vylouceni
vzdusné vlhkosti. Reakéni smeés byla poté zchlazena v ledové 1azni na 0 °C a byl pfidan
chlorid cinicity (248 ul; 8,40 mmol) a ithned poté neopentylbromid (383,4 ul; 3,00 mmol).
V ledové lazni pii 0 °C byla reakéni smés ponechana po dobu 3 h. Byla provedena
extrakce. K reakéni smési byl nejprve piidan isopropanol (2 ml) a poté chloroform
(12 ml). Organicka faze pak byla extrahovana Ctyfikrat destilovanou vodou (1x 8 ml; 2x
14 ml; 1x 8 ml), nasledné byla promyta solankou (14 ml). Organicka faze byla vysusena
MgSOs4 a odpatena na RVO. Po odpareni byla ziskana bila krystalicka latka v surovém
stavu (143,1 mg; 55 %). Latka byla rekrystalizovana pfti refluxu ve 2 ml isopropanolu,
dale byla ochlazena na laboratorni teplotu a poté vledové lazni. Po prefiltrovani na
Biichnerové nalevce, promyti isopropanolem a suSeni v lyofilizatoru byla ziskana bila

krystalicka latka (113,1 mg; 44 %).
Teplota tani: 115-117 °C
HRMS (ESI, m/z): [M+H]" vypocitané pro C1oH12C1oN4, 259.0512; naméfené 245.0511

'H-NMR (500 MHz, CHLOROFORM-d) & 8.43 (s, 1H), 2.28 (q, J = 7.5 Hz, 2H), 1.85
(s, 6H), 0.78 (t, J = 7.6 Hz, 3H)

13C-NMR (126 MHz, CHLOROFORM-d) § 165.6, 152.7, 149.0, 143.7, 122.4, 62.8, 34.5,
28.6, 8.4

2,6-Dichlor-9-(terc-pentyl)-9H-purin (5)

cl
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2,6-Dichlor-9-(terc-pentyl)-9H-purin (5) byl pfipraven analogicky postupem pfipravy
latky (3). 2,6-Dichlor-9H-purin (1) byl navazen do 10ml vialky (189 mg; 1,00 mmol),
ktera byla nasledné vyplachnuta a naplnéna argonem. Dale byl pfidan bezvody acetonitril
(8 ml) a N,O-bis(trimethylsilyl)acetamid (368 pl; 1,50 mmol). Reakéni smés byla
zahfivana v termobloku pifi 80 °C a reakce byla michana po 30 minut za vylouceni
vzdusné vlhkosti. Reakéni smeés byla poté zchlazena v ledové 1azni na 0 °C a byl pfidan
chlorid cinicity (248 ul; 8,40 mmol) a ithned poté neopentylbromid (383,4 ul; 3,00 mmol).
Reakeni smés byla opét vsazena do termobloku na 80 °C po dobu 3 h. Byla provedena
extrakce. K reakéni smési byl nejprve pfidan isopropanol (2 ml) a poté chloroform
(12 ml). Organicka faze pak byla extrahovana Ctyfikrat destilovanou vodou (1x 8 ml; 2x
14 ml; 1x 8 ml), nasledné€ byla promyta solankou (14 ml). Organicka faze byla vysuSena
MgSOs4 a odpatena na RVO. Po odpareni byla ziskana bila krystalicka latka v surovém
stavu (210,6 mg; 81 %). Latka byla rekrystalizovana pfi refluxu ve 2 ml isopropanolu,
dale byla ochlazena na laboratorni teplotu a poté v ledové lazni. Po prefiltrovani na
Biichnerové nalevce, promyti isopropanolem a suSeni v lyofilizatoru byla ziskana bila

krystalicka latka (156,5 mg; 60 %).
Teplota tani: 107-108 °C
HRMS (ESI, m/z): [M+H]" vypocitané pro C1oH12C1oN4, 259.0512; naméfené 259.0511

'H-NMR (500 MHz, CHLOROFORM-d) & 8.13 (s, 1H), 2.21 (q, J = 7.4 Hz, 2H), 1.78
(s, 6H), 0.73 (t, J = 7.4 Hz, 3H)

3C-NMR (126 MHz, CHLOROFORM-d) § 153.1, C 151.77, 151.76; 144.3, 131.8, 62.1,
32.8, 26.6, 8.2

N-Benzyl-7-(terc-butyl)-2-chlor-7H-purin-6-amin (6)
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7-(Terc-butyl)-2,6-dichlor-7H-purin (2) byl navazen do 50ml bariky (1 g; 3,17 mmol),
ktera byla nasledné vyplachnuta a naplnéné argonem. Poté byl pfidan n-butanol (20,4 ml),
DIPEA (1,4 ml; 8,2 mmol) a benzylamin (668 pl; 6,12 mmol). Reakéni smés se nechala
pfiblizné€ 2 minuty probublévat argonem pro vylouceni nezadouciho kysliku v n-butanolu.
Aparatura byla uzaviena a reakéni smés byla zahtivana v olejové lazni po dobu 3 h pfi
110 °C za vylouceni vzdusné vlhkosti. Aparatura byla zchlazena na laboratorni teplotu a
dale v ledové lazni. Vyloucena latka byla prefiltrovana na Biichnerové nalevce, promyta
isopropanolem a po suSeni v susarné po dobu 1 h pti 80 °C byla ziskana bila krystalicka

latka v surovém stavu (893,6 mg; 69 %).
Teplota tani: 190-191 °C
HRMS (ESI, m/z): [M+H]" vypocitané pro CisHisCINs, 316.1323; naméfené 316.1321

'H-NMR (500 MHz, CHLOROFORM-d) § 8.10 (s, 1H), 7.39-7.31 (m, 5H), 5.49 (bs,
1H), 4.85 (d, J = 5.0 Hz, 2H), 1.73 (s, 9H)

BC-NMR (126 MHz, CHLOROFORM-d) & 163.1, 154.1, 150.2, 142.9, 137.6, 129.0,
nejpravdépodobnéji 2x C 127.9, 110.7, 56.5, 46.3, 31.6

N-Benzyl-9-(terc-butyl)-2-chlor-9H-purin-6-amin (7)
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N-Benzyl-9-(terc-butyl)-2-chlor-9H-purin-6-amin  (7) byl pfipraven analogicky
postupem pfipravy latky N-benzyl-7-(terc-butyl)-2-chlor-7H-purin-6-amin (6). 9-(Terc-
butyl)-2,6-dichlor-9H-purin (3) byl navazen do 50ml bariky (1 g; 3,2 mmol) ), ktera byla
nasledné vyplachnuta a naplnéna argonem. Poté byl pfidan n-butanol (20,4 ml), DIPEA
(1,4 ml; 8,2 mmol) a benzylamin (668 pl; 6,12 mmol). Reakcni smés se nechala pfiblizné
2 minuty probublavat argonem pro vylou€eni nezadouciho kysliku v n-butanolu.

Aparatura byla uzaviena a reakéni smés byla zahtivana v olejové lazni po dobu 2 h pfi
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110 °C za vylouceni vzdusné vlhkosti. Aparatura byla zchlazena na laboratorni teplotu a
dale v ledové lazni. Vyloucena latka byla prefiltrovana na Biichnerové nalevce, promyta
isopropanolem a po suSeni v susarné po dobu 1 h pti 80 °C byla ziskana bila krystalicka

latka v surovém stavu (921,8 mg; 72 %).
Teplota tani: 170-172 °C
HRMS (ESI, m/z): [M+H]" vypocitané pro CisHisCINs, 316.1323; naméfené 316.1327

'"H-NMR (500 MHz, CHLOROFORM-d) § 7.63 (s, 1H), 7.37-7.27 (m, 5H), 6.76 (bs,
1H), 4.83 (bs, 2H), 1.73 (s, 9H)

3C.NMR (126 MHz, CHLOROFORM-d) & 155.2, 153.5, 150,4, 138.1, 137.7, 128.7,
127.9, 127.6, 119.7, 57.6, 44.5, 29.0

2-((6-(Benzylamino)-7-(terc-butyl)-7H-purin-2-yl)amino)ethan-1-ol (8)

Y

NN

?

oy LA
H

N-Benzyl-7-(terc-butyl)-2-chlor-7H-purin-6-amin (6) byl navazen do LC/MS vialky
(100 mg; 0,32 mmol), ktera byla nasledné vyplachnuta a naplnéna argonem. Poté byl
pfidan 2-aminoethan-1-ol (383 pl; 6,33 mmol). Reak¢ni smés byla zahfivana v olejové
lazni po dobu 11 h pii 100 °C za vylouceni vzdusné vlhkosti. Byla provedena extrakce.
K reakcéni smési byl pfidan chloroform (2 ml). Organicka faze pak byla extrahovana
Ctytikrat destilovanou vodou (2ml) a nasledné byla promyta solankou (2 ml). Organicka
faze byla vysuSena MgSQO4 a odpaiena na RVO. Po odpateni byla ziskana medovita tmave
bézova latka. Dale byla provedena sloupcova chromatografie (primeér kolony 4,5 cm;
vyska sloupce silikagelu 10 cm, mobilni faze CHCI3:MeOH; 40:7). Po odpareni frakci na
RVO a suSeni v lyofilizatoru byla ziskana sypka bila latka (14,9 mg; 14 %).

HRMS (ESI, m/z): [M+H]" vypocitané pro Ci1sH24NsO, 341.2084; namérené 341.2082
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'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 8.01 (s, 1H), 7.37-7.17 (m, 5H), 6.39 (t, J = 5.2 Hz,
1H), 5.90 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 4.76 (d, J = 5.5 Hz, 2H), 3.44 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.25 (q, J
=5.9 Hz, 2H), 1.68 (s, 9H)

13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) 5 163.4, 158.5, 149.4, 141.7, 140.6, 128.1, 127.1, 126.3,
105.5, 60.6, 55.6, 44.1, 43.8, 30.9

2-((4-Amino-6-(benzylamino)-5-(terc-butylamino)pyrimidin-2-yl)amino)ethan-1-ol (9)
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H
2-((4-Amino-6-(benzylamino)-5-(terc-butylamino)pyrimidin-2-yl)amino)ethan-1-ol (9)
byl pfipraven analogickym postupem pfipravy latky (8). N-Benzyl-7-(terc-butyl)-2-
chlor-7H-purin-6-amin (6) byl navazen do LC/MS vialky (100 mg; 0,32 mmol), ktera
byla nasledné vyplachnuta a naplnéna argonem. Poté byl pfidan 2-aminoethan-1-ol
(153 pl; 2,53 mmol). Reakéni smés byla zahtivana v olejové lazni po dobu 29 h pti 100 °C
za vylouceni vzdu$né vlhkosti. Byla provedena extrakce. K reak¢ni smeési byl pfidan
chloroform (2 ml). Organicka faze pak byla extrahovéana ctyfikrat destilovanou vodou
(2 ml) a néasledné byla promyta solankou (2 ml). Organicka faze byla vysusena MgSO4 a
odparena na RVO. Po odpareni byla ziskana medovitd tmavé bézova latka. Déle byla
provedena semipreparativni HPLC, kde byl hlavni produkt (9) separovan od produktu (8).

Po odpareni frakci a suseni v lyofilizatoru byla ziskéana olejovita latka (62 mg; 59 %).
HRMS (ESI, m/z): [M+H]" vypocitané pro C17H26N6O, 331.2241; naméfené 331.2239

'H-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & 7.32-7.25 (m, 5H), 5.94 (t, J = 5.2 Hz, 1H),
5.51 (bs, 1H), 4.55 (d, J = 5.8 Hz, 2H), 3.74 (t, J = 4.7 Hz, 2H), 3.47 (g, J = 4.6 Hz, 2H),
1.13 (s, 9H)

3C-NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & 162.7, 154.4, 153.1, 138.5, 128.6, 127.5,
127.4,92.7, 61.8, 54.6, 45.0, 4.1, 30.6
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2-((6-(Benzylamino)-9-(terc-butyl)-9H-purin-2-yl)amino)ethan-1-ol (10)

N-Benzyl-9-(terc-butyl)-2-chlor-9H-purin-6-amin (7) byl navazen do LC/MS vialky
(100 mg; 0,32 mmol), ktera byla nasledné vyplachnuta a naplnéna argonem. Poté byl
pfidan 2-aminoethan-1-ol (153 pl; 2,53 mmol). Reak¢ni smés byla zahfivana v olejové
lazni po dobu 3 h pii 150 °C za vylou€eni vzdu$né vlhkosti. Byla provedena extrakce.
K reakcni smési byl pfidan chloroform (2 ml). Organicka faze byla extrahovana Ctytikrat
destilovanou vodou (2 ml) a nasledné byla promyta solankou (2 ml). Organicka faze byla
vysuSena MgSO4 a odpafena na RVO. Po odpareni byla ziskana bila krystalicka latka
v surovém stavu (96,4 mg; 89 %). Latka byla rekrystalizovana pii varu ve 2,2 ml
acetonitrilu, dale byla ochlazena na laboratorni teplotu a poté v lednici pii 0 °C. Po
prefiltrovani na Biichnerové nalevce, promyti acetonitrilem a suSeni pii laboratorni

teploté byla ziskana bila krystalicka latka (37,3 mg; 35 %).
Teplota tani: 116-118 °C
HRMS (ESI, m/z): [M+H]" vypocitané pro Ci1sH24NsO, 341.2084; nameétené 341.2087

'"H-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) § 7.42 (s, 1H), 7.34-7.20 (m, 5H), 6.39 (bs,
1H), 5.27 (t, J/ =5.8 Hz, 1H), 4.73 (d, J = 4.3 Hz, 2H), 4.45-4.67 (bs, 1H), 3.79 (t, /=49
Hz, 2H), 3.53 (q, J 5.6 Hz, 2H), 1.67 (s, 9H)

3C-NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & 159.5, 155.0, 151.0, 139.0, 134.7, 128.5,
127.6, 127.2, 115.8, 64.1, 56.4, 45.0, 44.3, 28.9
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3-((6-(Benzylamino)-7-(terc-butyl)-7H-purin-2-yl)amino)propan-1-ol (11)

3-((6-(Benzylamino)-7-(terc-butyl)-7H-purin-2-yl)amino)propan-1-ol (11) byl pfipraven
analogickym postupem piipravy latky (8). N-Benzyl-7-(terc-butyl)-2-chlor-7H-purin-6-
amin (6) byl navazen do LC/MS vialky (100 mg; 0,32 mmol) ), kterd byla nasledné
vyplachnuta a naplnéna argonem. Poté byl pfidan 3-aminopropan-1-ol (484.4 pl;
6,33 mmol). Reak¢ni smés byla zahfivana v olejové lazni po dobu 14 h pii 100 °C za
vylouceni vzdusné vlhkosti. Byla provedena extrakce. K reakéni smeési byl pfidan
chloroform (2 ml). Organicka faze byla extrahovana Ctytikrat destilovanou vodou (2 ml)
a nasledné byla promyta solankou (2 ml). Organicka faze pak byla vysusena MgSO4 a
odpatfena na RVO. Po odpareni byla ziskdna medovita tmavé bézova latka. Dale byla
provedena semipreparativni HPLC, kde byl hlavni produkt (11) separovan od produktu
(12). Po odpareni frakci na RVO a suSeni v lyofilizatoru byla ziskana sypka jemné

nazloutla latka (53,9 mg; 48 %)
HRMS (ESI, m/z): [M+H]" vypocitané pro Ci19H26NsO, 355.2241; namétené 355.2273

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds)  8.00 (s, 1H), 7.38-7.16 (m, SH), 6.38 (bs, 1H), 6.06 (t,
J=6.2Hz, 1H), 478 (d, J = 4.9 Hz, 2H), 3.41 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 3.23 (q, J = 6.4 Hz,
2H), 1.68 (s, 9H), 1.58 (quin, J = 6.4 Hz, 2H)

13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) § 163.5, 158.6, 149.4, 141.6, 140.7, 128.1, 127.1, 126.3,
105.3, 58.7, 55.6, 44.1, 38.1, 32.8, 30.9
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3-((4-Amino-6-(benzylamino)-5-(ferc-butylamino)pyrimidin-2-yl)amino)propan-1-ol
12)
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3-((4-Amino-6-(benzylamino)-5-(ferc-butylamino)pyrimidin-2-yl)amino)propan-1-ol
(12) byl ptipraven analogickym postupem ptipravy latky (8). N-Benzyl-7-(terc-butyl)-2-
chlor-7H-purin-6-amin (6) byl navazen do LC/MS vialky (100 mg; 0,32 mmol), ktera
byla nasledné vyplachnuta a naplnéna argonem. Poté byl pifidan 3-aminopropan-1-ol
(194 pl; 2,54 mmol). Reakéni smés byla zahtivana v olejové lazni po dobu 29 h pti 100 °C
za vylouceni vzdu$né vlhkosti. Byla provedena extrakce. K reak¢ni smeési byl pfidan
chloroform (2 ml). Organicka faze pak byla extrahovéana ctyfikrat destilovanou vodou
(2 ml) a néasledné byla promyta solankou (2 ml). Organicka faze byla vysusena MgSO4 a
odpatfena na RVO. Po odpareni byla ziskdna medovita tmavé bézova latka. Dale byla
provedena semipreparativni HPLC, kde byl hlavni produkt (12) separovan od produktu
(11). Po odpareni frakci na RVO a suSeni v lyofilizatoru byla ziskana sypka svétle Cervena
latka (56,8 mg; 52 %)).

HRMS (ESI, m/z): [M+H]" vypocitané pro CisH26NsO, 345.2397; nameétené 345.2397

'"H-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) § 7.33-7.25 (m, 5H), 5.72 (bs, 1H), 4.94 (bs,
1H), 4.53 (d, J = 5.8 Hz, 2H), 3.62 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.49 (q, J = 6.1 Hz, 2H), 1.67
(quin, J =5.8 Hz, 2H), 1.13 (s, 9H)

3C.NMR (126 MHz, CHLOROFORM-d) & 162.4, 160.6, 159.2, 139.7, 128.5, 127.6,
127.1,94.8, 58.1, 54.3, 45.0, 37.0, 33.6, 30.9
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3-((6-(Benzylamino)-9-(terc-butyl)-9H-purin-2-yl)amino)propan-1-ol (13)

3-((6-(Benzylamino)-9-(terc-butyl)-9H-purin-2-yl)amino)propan-1-ol (13) byl pfipraven
analogickym postupem piipravy latky (10). N-Benzyl-9-(terc-butyl)-2-chlor-9H-purin-6-
amin (7) byl navazen do LC/MS vialky (100 mg; 0,32 mmol), kterd byla nasledné
vyplachnuta a naplnéna argonem. Poté byl pfidan 3-aminopropan-1-ol (194 pl;
2,54 mmol). Reakéni smés byla zahfivana v olejové lazni po dobu 3 h pii 150 °C za
vylouceni vzdusné vlhkosti. Byla provedena extrakce. K reakéni smeési byl pfidan
chloroform (2 ml). Organicka faze pak byla extrahovéana ctyfikrat destilovanou vodou
(2 ml) a néasledné byla promyta solankou (2 ml). Organicka faze byla vysusena MgSOs a
odpafena na RVO. Dale byla provedena sloupcova chromatografie (primeér kolony
4.5 cm; vyska sloupce silikagelu 10 cm, mobilni faze CHCl3:MeOH; 40:1). Po odpareni
frakci na RVO a suseni v lyofilizatoru byla ziskana sypka bila latka (82,9 mg; 74 %).

HRMS (ESI, m/z): [M+H]" vypocitané pro Ci19H26NsO, 355.2241; naméfené 355.2233

'H-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) § 7.46 (s, 1H), 7.36-7.22 (m, 5H), 6.19 (bs,
1H), 4.95 (t, J = 6.3 Hz, 1H), 4.75 (d, J = 4.3 Hz, 2H), 3.70 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 3.58 (q, J
= 6.3 Hz, 2H), 1.78 (quin, J = 6.2 Hz, 2H), 1.70 (s, 9H)

3C.NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & 159.3, 155.0, 151.4, 138.9, 134.7, 128.5,
127.7,127.2, 115.5, 59.3, 56.4, 44.4, 38.0, 33.0, 29.0
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(R)-2-((6-(Benzylamino)-7-(terc-butyl)-7H-purin-2-yl)amino)butan-1-ol (14)

(R)-2-((6-(Benzylamino)-7-(terc-butyl)-7H-purin-2-yl)amino)butan-1-ol 14) byl
pfipraven analogickym postupem piipravy latky (8). N-Benzyl-7-(terc-butyl)-2-chlor-
7H-purin-6-amin (6) byl navazen do LC/MS vialky (100 mg; 0,32 mmol), ktera byla
nasledné vyplachnuta a naplnéna argonem. Poté byl pfidan (R)-2-aminobutan-1-ol
(598.4 ul; 6,33 mmol). Reakéni smés byla zahfivana v olejové lazni po dobu 6 h pfi
130 °C za vylouceni vzdu§né vlhkosti. Byla provedena extrakce. K reakcni smési byl
pfidan chloroform (2 ml). Organicka faze pak byla extrahovana ctyfikrat destilovanou
vodou (2 ml) a nasledné byla promyta solankou (2 ml). Organicka faze byla vysusena
MgSO4 a odparena na RVO. Po odpateni byla ziskana medovita tmaveé bézova latka. Dale
byla provedena semipreparativni HPLC, kde byl hlavni produkt (14) separovan od
produktu (33). Po odpateni frakci na RVO a suSeni v lyofilizatoru byla ziskéna sypka
nazloutla latka (37 mg; 31 %)).

HRMS (ESI, m/z): [M+H]" vypocitané pro C20H238NsO, 369.2397; nameétené 369.2393

"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 8.00 (s, 1H), 7.37-7.16 (m, 5H), 6.36 (bs, 1H), 5.59 (d,
J=8.2Hz, 1H), 4.77 (ddd, J = 24.9, 15.0, 5.3 Hz, 2H), 3.72 (td, J = 13.3, 5.4 Hz, 1H),
3.42 (dd, J = 10.5, 4.7 Hz, 1H), 3.29 (dd, J = 10.5, 5.6 Hz, 1H), 1.68 (s, 9H), 1.59-1.52
(m, 1H), 1.43-1.32 (m, 1H), 0.78 (t, J = 7.3 Hz, 3H)

13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) § 163.2, 158.4, 149.4, 141.7, 140.6, 128.1, 127.1, 126.3,
105.3, 63.2, 55.7, 53.8, 4.1, 30.9, 23.8, 10.5
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(R)-2-((6-(Benzylamino)-9-(terc-butyl)-9H-purin-2-yl)amino)butan-1-ol (15)

(R)-2-((6-(Benzylamino)-9-(terc-butyl)-9H-purin-2-yl)amino)butan-1-ol (15 byl
pfipraven analogickym postupem pfipravy latky (10). N-Benzyl-9-(terc-butyl)-2-chlor-
9H-purin-6-amin (7) byl navazen do LC/MS vialky (100 mg; 0,32 mmol), ktera byla
nasledné vyplachnuta a naplnénd argonem. Poté byl pfidan (R)-2-aminobutan-1-ol
(242 pl; 2,56 mmol). Reakéni smés byla zahtivana v olejové lazni po dobu 30 h pti 150 °C
za vylouceni vzdu$né vlhkosti. Byla provedena extrakce. K reak¢ni smeési byl pfidan
chloroform (2 ml). Organicka faze byla extrahovana Ctyftikrat destilovanou vodou (2 ml)
nasledné byla promyta solankou (2ml). Organicka faze byla vysusena MgSO4 a odpatrena
na RVO. Po odpareni byla ziskana bila krystalicka latka v surovém stavu (104 mg; 89 %).
Latka byla rekrystalizovana pii varu ve 2 ml acetonitrilu, dale byla ochlazena na
laboratorni teplotu a poté v lednici pfi O °C. Po prefiltrovani na Biichnerové nalevce,

promyti acetonitrilem a suSeni pfi laboratorni teploté byla ziskana bila krystalicka latka

(67,4 mg; 58 %).
Teplota tani: 132-134 °C
HRMS (ESI, m/z): [M+H]" vypocitané pro C20H28NsO, 369.2397; nameétené 369.2391

'H-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) § 7.45 (s, 1H), 7.36-7.23 (m, 5H), 6.18 (bs,
1H), 4.87 (d, J = 6.2 Hz, 1H), 4.78-4.68 (m, 2H), 4.44 (bs, 1H), 3.89 (quind, J = 7.0, 3.1
Hz, 1H), 3.82 (dd, J = 10.7, 3.1 Hz, 1H), 3.62 (dd, J = 10.7, 7.6 Hz, 1H), 1.69 (s, 9H),
1.58 (dekaplet, J = 7.3 Hz, 2H), 1.00 (t, J = 7.5 Hz, 3H)

3C.NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & 159.3, 154.9, 150.9, 138.9, 134.8, 128.5,
127.7,127.3, 115.8, 67.7, 56.4, 55.9, 44.4, 28.9, 24.9, 10.9
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N°®-Benzyl-7-(terc-butyl)-N?, N*-dimethyl-7H-purin-2,6-diamin (16)

v -

\)\>

N-Benzyl-7-(terc-butyl)-2-chlor-7H-purin-6-amin (6) byl navazen do LC/MS vialky
(75 mg; 0,24 mmol) ), ktera byla nasledné vyplachnuta a naplnéna argonem. Poté byl
pfidan bezvody dimethylformamid (1,5 ml, 19,4 mmol) a 3-aminopropan-1-ol (145 pl;
1,89 mmol). Reakéni smés byla zahiivana v olejové lazni po dobu 17 h pii 120 °C za
vylouceni vzdusné vlhkosti. Byla provedena extrakce. K reakéni smeési byl pfidan
ethylacetat (2 ml). Organicka faze pak byla extrahovana ctyfikrat destilovanou vodou
(2 ml), nasledné byla promyta solankou (2 ml). Organicka faze byla vysusena MgSQO4 a
odpatrena na RVO. Po odpateni a suseni pfi laboratorni teploté byla ziskana svétle Cervena

sypka latka v surovém stavu (44,9 mg; 58 %).
HRMS (ESI, m/z): [M+H]" vypocitané pro Ci1sH24Ns, 325.2135; nameéfené 325.2163

'H-NMR (500 MHz, CHLOROFORM-d) § 7.87 (s, 1H), 7.38-7.28 (m, 5H), 5.15 (t, J =
5.3Hz, 1H), 4.83 (d, J=5.3 Hz, 2H), 3.16 (s, 6H), 1.69 (s, 9H)

3C.NMR (126 MHz, CHLOROFORM-d) & 164.5, 159.6, 149.3, 141.0, 139.2, 128.7,
127.5, 127.3, 105.2, 55.3, 45.6, 37.4,31.4

7-(Terc-butyl)-2-chlor-6-methoxy-7H-purin (17)

V-
JT

7-(Terc-butyl)-2,6-dichlor-7H-purin (2) byl navazen do Sml vialky (100 mg; 0,41 mmol),
ktera byla nasledné vyplachnuta a naplnéna argonem. Dale byl pfidan methanol (2 ml) a

methanolat sodny (1,22 ml; 1 mmol/ml). Reakéni smés byla michana pfi laboratorni
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teploté po dobu 30 minut za vylouCeni vzdusné vlhkosti a potom byla zneutralizovana
zfedénou kyselinou octovou. Byla provedena extrakce. K reakéni smési byl pridan toluen
(2 ml). Organicka faze pak byla extrahovana Ctyfikrat destilovanou vodou (2 ml) a
nasledné byla promyta solankou (2 ml). Organicka faze byla vysusena MgSQO4 a odparena
na RVO. Po odpareni a suSeni pfi laboratorni teploté byla ziskana jemné naoranzovéla

sypka latka v surovém stavu (68,5 mg; 70 %).
HRMS (ESI, m/z): [M+H]* vypocitané pro CioH13CIN4O, 241.0851; naméfené 241.0853
'"H-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) § 8.16 (s, 1H), 4.19 (s, 3H), 1.72 (s, 9H)

13C-NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) § 164.8, 156.3, 152.5, 144.3,111.5, 58.3, 55.0,
30.0

9-(Terc-butyl)-2-chlor-6-methoxy-9H-purin (18)

O/

>N

N
! »
Cl)\N/ N

9-(Terc-butyl)-2,6-dichlor-9H-purin (3) byl navazen do Sml vialky (100 mg; 0,41 mmol),
ktera byla nasledné vyplachnuta a naplnéna argonem. Dale byl pfidan methanol (2 ml) a
methanolat sodny (1,22 ml; 1 mmol/ml). Reak¢ni smés byla michana pti laboratorni
teploté po dobu 30 minut za vylouCeni vzdusné vlhkosti a potom byla zneutralizovana
zfedénou kyselinou octovou. Byla provedena extrakce. K reakéni smési byl pridan toluen
(2 ml). Organicka faze pak byla extrahovana ctyfikrat destilovanou vodou (2 ml) a
nasledné byla promyta solankou (2 ml). Organicka faze byla vysusena MgSQO4 a odparena
na RVO. Po odpareni a suSeni pii laboratorni teploté byla ziskana bila sypka latka

v surovém stavu (77,7 mg; 79 %).
HRMS (ESI, m/z): [M+H]* vypocitané pro CioH13CIN4O, 241.0851; naméfené 241.0850
'"H-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) § 7.95 (s, 1H), 4.16 (s, 3H), 1.77 (s, 9H)

3C-NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) § 161.4, 153.2, 151.7,140.2, 121.8,57.9, 54.7,
29.0
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2-Chlor-6-methoxy-9H-purin (19)

O/

N

N
| »
Cl)\N/ ”

2,6-Dichlor-9H-purin (1) byl navazen do Sml vialky (189 mg; 1 mmol), ktera byla
nasledné vyplachnuta a naplné€na argonem. Dale byl pfidan methanolat sodny (3 ml;
1 mmol/ml). Reakéni smés byla michana pii 70°C po dobu 2 h za vylou€eni vzdusné
vlhkosti. Reakéni smés byla odparena na RVO. Pak k ni byla pfidana destilovana voda (5
ml) a reakéni smés byla zneutralizovana zfedénou kyselinou octovou za vylouceni
srazeniny. Po pfefiltrovani na Biichnerové nalevce, promyti destilovanou vodou a suseni

pti laboratorni teploté byla ziskana bila sypka latka v surovém stavu (144,7 mg; 74 %).
HRMS (ESI, m/z): [M+H]" vypocitané pro C¢HsCIN4O, 185.0225; namétené 185.0255

"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 13.59 (bs, 1H), 8.41 (s, 1H), 4.08 (s, 3H)
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5 Zavér

Literatura zabyvajici se chemii purini nenabizi u¢inné metody pfipravy derivati, které
by mély zavedeny terciarni zbytek do polohy N’. Tim padem je i méalo informaci ohledné
jejich biologické aktivity. Jednim z cil( této bakalarské prace bylo tento nedostatek
vyfesit a pokusit se tak najit optimalni metodu, ktera by regioselektivni syntézu N’ terc-
alkylovanych derivata 2,6-dichlorpurinu umoziiovala a biologickym testovanim bylo by
mozné se pak dovédét o jejich vlivech na Zivé organismy vice. Z toho divodu byla
aplikovana nova silylacni metoda, jejimz vyvojem a propracovanim doslo uspésné
k objevu optimalnich podminek pro regioselektivni zavedeni terciarniho alkylu,
konkrétné terc-butylu, do polohy N7 i N° v souvislosti s pouzitim terc-halogenderivatu,

coz bylo ovéteno i na dalSim terc-alkylu neopentylu.

Aplikovana silylacni metoda pro regioselektivni zavedeni terc-butylového zbytku do
polohy N7 a N° 2,6-dichlorpurinu probihala nejen pomoci terc-butylbromidu, ale i malo
toxického trerc-butylacetatu v acetonitrilu za pfitomnosti katalyzatoru chloridu cinicitého.
Peclivym postupem pii optimalizaci podminek a zpracovanim byly vysledné produkty 7-
(terc-butyl)-2,6-dichlor-7H-purin a 9-(terc-butyl)-2,6-dichlor-9H-purin izolovany ve
velmi dobrém vytézku, ve vysoké Cistoté a s vysokym stupném konverze s maximalni
moznou eliminaci tvorby nezadoucich izomerti. Nové popsana metoda je selektivni pro

zavadeéni terciarnich zbytkl, coz popsané metody nalezené v literatufe neumoziuji.

Pripravené N’ a N’ terc-butylované prekurzory byly zdarné vyuzty k piiprave
purinovych analogt inhibitori CDK olomoucinu I, boheminu a roscovitinu. V procesu
ptipravy té&chto analogti CDK byl nalezen rozdil v reaktivité N’ a N° izomerti, kdy N’
izomery pfi substitu¢ni reakci do polohy 2 na rozdil od N’ izomerti vykazovaly
neocekavané otevirani imidazolového cyklu, coz znaéné zkomplikovalo syntézu finalnich

N’ produktt. Navzdory tomu viak byly objeveny vyhovujici podminky.

Hlubsim zkoumani byl také nalezen rozdil ve stabilité rerc-butylového zbytku, kdy byl
v ptipadé N’ izomeru v kyselém prostiedi a v pfitomnosti Lewisovy kyseliny nestabilni
na rozdil od N’ izomeru, nebot dochazelo kjeho odstépeni v souvislosti se

zpétnou tvorbou 2,6-dichlorpurinu a izomeraci na stabilngj§i N’ izomer.

Celkem bylo ptipraveno 15 novych sloucenin s ovéfenou strukturou pomoci spektralnich

metod a tyto slouceniny byly zaslany na cytotoxickou aktivitu a CDK inhibici. Nanestésti
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jsou piipravené slouceniny jen velmi malo biologicky aktivni a z tohoto pohledu ztraci

svij vyznam.
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9-(Terc-butyl)-2,6-dichlor-9H-purin (3)
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2,6-Dichlor-7-(terc-pentyl)-7H-purin (4)
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2,6-Dichlor-9-(terc-pentyl)-9H-purin (5)
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N-Benzyl-7-(terc-butyl)-2-chlor-7H-purin-6-amin (6)
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1H), 4.85 (d, J =5.0 Hz, 2H), 1.73 (s, 9H)
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N-Benzyl-9-(terc-butyl)-2-chlor-9H-purin-6-amin (7)

'H-NMR (500 MHz, CHLOROFORM-d) § 7.63 (s, 1H), 7.37-7.27 (m, 5H), 6.76 (bs,
1H), 4.83 (bs, 2H), 1.73 (s, 9H)
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2-((6-(Benzylamino)-7-(terc-butyl)-7H-purin-2-yl)amino)ethan-1-ol (8)
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=5.9 Hz, 2H), 1.68 (s, 9H)
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2-((4-Amino-6-(benzylamino)-5-(terc-butylamino)pyrimidin-2-yl)amino)ethan-1-ol (9)
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2-((6-(Benzylamino)-9-(terc-butyl)-9H-purin-2-yl)amino)ethan-1-ol (10)

'H-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) § 7.42 (s, 1H), 7.34-7.20 (m, 5H), 6.39 (bs,
1H), 5.27 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 4.73 (d, J = 4.3 Hz, 2H), 4.45-4.67 (bs, 1H), 3.79 (t, /=49
Hz, 2H), 3.53 (q, J/ 5.6 Hz, 2H), 1.67 (s, 9H)
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3-((6-(Benzylamino)-7-(terc-butyl)-7H-purin-2-yl)amino)propan-1-ol (11)

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds)  8.00 (s, 1H), 7.38-7.16 (m, SH), 6.38 (bs, 1H), 6.06 (t,
J=6.2Hz, 1H), 4.78 (d, J = 4.9 Hz, 2H), 3.41 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 3.23 (g, J = 6.4 Hz,
2H), 1.68 (s, 9H), 1.58 (quin, J = 6.4 Hz, 2H)
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3-((4-Amino-6-(benzylamino)-5-(ferc-butylamino)pyrimidin-2-yl)amino)propan-1-ol

12)

v

I
HO/\/\H)\N/ NH,

'"H-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & 7.33-7.25 (m, 5H), 5.72 (bs, 1H), 4.94 (bs,
1H), 4.53 (d, J = 5.8 Hz, 2H), 3.62 (t, J/ = 5.6 Hz, 2H), 3.49 (q, J = 6.1 Hz, 2H), 1.67

(quin, J =5.8 Hz, 2H), 1.13 (s, 9H)

=]
=]
g
<]
153
=1 b
g
<]
|
s
e | N
| (2 &
2 Jx 3 | |
] - F |
H "J ’ 1 1] t [ ‘
H s N~ U (W AN I A Y W S
8.0 7.0 6‘0 50 4.0 3.0 20 I‘O 0
AN [ A A AN
22350y 8 g g3 EEEEEYE B 1T
=883 = 3 e BYTnR%s R8L8Y =
FFFFFF P $ 29 b 22323
X : parts per Million : Proton

3C-NMR (126 MHz, CHLOROFORM-d) § 162.4, 160.6, 159.2,
127.1,94.8, 58.1, 54.3, 45.0, 37.0, 33.6, 30.9

139.7, 128.5, 127.6,

=3
EE
3
g,
=]
3
g_
g,
=3
il | \ H ‘ }
=
1600 1500 100 1300 1200 1100 1000 90.0 500 0.0 600 50.0 100 300 0.0 100
L] | /N \ || | |
288 g e K. g §
EEE H g g s
X : parts per Million : Carbon13

91




3-((6-(Benzylamino)-9-(terc-butyl)-9H-purin-2-yl)amino)propan-1-ol (13)

'H-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) § 7.46 (s, 1H), 7.36-7.22 (m, 5H), 6.19 (bs,
1H), 4.95 (t, J = 6.3 Hz, 1H), 4.75 (d, J = 4.3 Hz, 2H), 3.70 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 3.58 (q, J
= 6.3 Hz, 2H), 1.78 (quin, J = 6.2 Hz, 2H), 1.70 (s, 9H)
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127.7, 127.2, 115.5, 59.3, 56.4, 44.4, 38.0, 33.0, 29.0
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(R)-2-((6-(Benzylamino)-7-(terc-butyl)-7H-purin-2-yl)amino)butan-1-ol (14)

NH »L
HO\_ N)jN)
\/:\N)I\N/ N/
H

"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 8.00 (s, 1H), 7.37-7.16 (m, 5H), 6.36 (bs, 1H), 5.59 (d,
J=8.2Hz, 1H), 4.77 (ddd, J = 24.9, 15.0, 5.3 Hz, 2H), 3.72 (td, J = 13.3, 5.4 Hz, 1H),
3.42 (dd, J = 10.5, 4.7 Hz, 1H), 3.29 (dd, J = 10.5, 5.6 Hz, 1H), 1.68 (s, 9H), 1.59-1.52
(m, 1H), 1.43-1.32 (m, 1H), 0.78 (t, J = 7.3 Hz, 3H)
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(R)-2-((6-(Benzylamino)-9-(terc-butyl)-9H-purin-2-yl)amino)butan-1-ol (15)

NH
HO\ N
SN
i )'\):[\>
N~ N N
H )4

'H-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) § 7.45 (s, 1H), 7.36-7.23 (m, 5H), 6.18 (bs,
1H), 4.87 (d, J = 6.2 Hz, 1H), 4.78-4.68 (m, 2H), 4.44 (bs, 1H), 3.89 (quind, J = 7.0, 3.1
Hz, 1H), 3.82 (dd, J = 10.7, 3.1 Hz, 1H), 3.62 (dd, J = 10.7, 7.6 Hz, 1H), 1.69 (s, 9H),
1.58 (dekaplet, J = 7.3 Hz, 2H), 1.00 (t, J = 7.5 Hz, 3H)
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13C-NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) § 159.3, 154.9, 150.9, 138.9, 134.8, 128.5,
127.7,127.3, 115.8, 67.7, 56.4, 55.9, 44.4, 28.9, 24.9, 10.9
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N°-Benzyl-7-(terc-butyl)-N?, N*-dimethyl-7H-purin-2,6-diamin (16)

o
|

'"H-NMR (500 MHz, CHLOROFORM-d) 6 7.87 (s, 1H), 7.38-7.28 (m, 5H), 5.15 (t, J =
5.3 Hz, 1H), 4.83 (d, J = 5.3 Hz, 2H), 3.16 (s, 6H), 1.69 (s, 9H)
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BC-NMR (126 MHz, CHLOROFORM-d) § 164.5, 159.6, 149.3, 141.0, 139.2, 128.7,
127.5,127.3,105.2, 55.3, 45.6,37.4, 31.4
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7-(Terc-butyl)-2-chlor-6-methoxy-7H-purin (17)

O/
O
/)
CI)\N/ N

'H-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & 8.16 (s, 1H), 4.19 (s, 3H), 1.72 (s, 9H)
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X : parts per Million : Proton

13C-NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) § 164.8, 156.3, 152.5, 144.3,111.5, 58.3, 55.0,
30.0
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9-(Terc-butyl)-2-chlor-6-methoxy-9H-purin (18)
o
NN
)'\)I >
Cl” N 54

'H-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & 7.95 (s, 1H), 4.16 (s, 3H), 1.77 (s, 9H)
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2-Chlor-6-methoxy-9H-purin (19)

O/

>N

N
| D
Cl)\N/ N

"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 13.59 (bs, 1H), 8.41 (s, 1H), 4.08 (s, 3H)
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NOESY NMR spektrum slouceniny 7-(Terc-butyl)-2-chlor-6-methoxy-7H-purin (17)
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