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1. Uvod

Purinové a pyrimidinové nukleozidy su v réznych podobach priamo zapletené v
mnohych vyznamnych procesoch Zivych organizmov. Ci uz ide o uchovavanie genetickej
informacie a o jej naslednu expresiu cez mRNA do proteinov, alebo o katalytické
pdsobenie, u€ast na signalizanych a regulaénych dejoch, €i energetické zasobenie
v bunke. Ich nepopieratefna uloha v bunke lovi pozornost mnohych bioloégov
a chemikov, ¢im sa v medicinalnej chémii vytvorila rozsiahla oblast vyskumu zamerana

na nukleozidy, nukleotidy a nukleové kyseliny.

Syntéza nukleozidovych analégov a mimetik si kladie za ciel ovplyviiovat prave
nukleozidmi dotknuté deje, atato mysSlienka je podporena viacerymi uUspeSnymi
molekulami, ktoré vzisli z vyskumu poslednych desatroc¢i. Nukleozidové analégy dnes
zastavaju vyznamné miesto medzi lieCivami pdOsobiacimi proti infekciam rdézneho
pbvodu, a to najma ako antivirotika, ¢i medzi lie€ivami pouzZivanymi pri nadorovych
ochoreniach. Od schvalenia cytarabinu v roku 1969 ako prvého chemoterapeutika
nukleozidového typu bolo schvalenych mnoho dal3ich, z ktorych méze sluzit ako priklad
purinovy arabinozid nelarabin, pouZivany pri akutnej lymfoblastovej leukémii,
alebo kladribin pre terapiu vlasatobunkovej leukémie. Ako dalSie z rezonujucich molekul
je mozné uviest napriklad latky, ktoré vzisli z priekopnickej prace Antonina Holého, ako
napr. acyklicky nukleozidfosfonat tenofovir pouzivany v terapii HIV, & adefovir

pouzivany v terapii HBV.

Nukleozidové mimetika vykazuju rozsiahlu Strukturalnu variabilitu, zahffiajucu obmeny
cukernych Casti aj nukleovych baz. AvSak jednou z doposial malo prebadanych oblasti
nukleozidovej chémie su nukleozidy s glykozidom viazanym na purinovy derivat cez
atém N7, tj. regioizoméry k obvykle sa vyskytujicim N° nukleozidom. Primarny dévod ich
nedotknutého vyskumu, zda sa, tkvie uz v ich zaliatoCnej faze — absencia efektivnej
metddy umoziiujlcej pripravu SirSieho spektra purinovych N7 glykozidov. Vyplnenie tejto
medzery sa stalo hlavhym zamerom tejto diplomovej prace. Nasou snahou je teda zvratit
nepriaznivy selektivitu glykozylaénych reakcii do polohy N°, a najst tak podmienky, ktoré
poskytuju &im vadésiu regioselektivitu glykozylacie na Zelany N7 izomér. Dal$imi cielmi
v ramci syntetickej Casti je priprava novych glykozidov 6-chlérpurinu a 2,6-dichlérpurinu
sliziacich ako vhodné intermediaty pre dalSiu derivatizaciu, a zaroveri overenie
moznosti derivatizacie pripravenych N’ glykozidov. ZaviSenim tejto prace je umysel

podrobit pripravené latky zbeznému skriningu ich biologickej aktivity.



2. Teoreticka cast’

Teoreticka Cast tejto prace je rozdelena do dvoch Casti. Prva €ast’ poskytuje pohlad na
purinové derivaty ako z hfadiska funkcie prirodzene sa vyskytujucich derivatov, tak aj
z hladiska biologickej aktivity, plne zahffiajuc dostupnu literatiru N7 substituovanych
purinov. Druha ¢ast’ sa zaobera najma problematikou regioselektivity reakcii purinov a to
vratane vSeobecného pohladu na ambidentatnu nukleofilitu a takisto principov

vyuzivanych na jej objasnenie.

2.1. Biologické aspekty purinovych derivatov a glykozidov

Prva Cast tejto kapitoly zhffia purinové derivaty a glykozidy nachadzajuce sa v prirode a
struéne podava ich ulohu a ich pripadné p&sobenie na iné organizmy. Kvéli ich
nevyhnutnej pritomnosti v bunkach a zaujimavym ucinkom su molekulami, ktorych
mimikovanim ziskavame mozZnost zasahovat’ rézne biologické ciele. Druha ¢ast preto
poskytuje prehlad biologicky aktivnych purinovych derivatov vratane lieCiv, popisuje

spektrum ich farmakologickych uginkov a nastiefiuje potencial dalSieho vyskumu.

2.1.1. Prirodzeny vyskyt a funkcia

Purin sa povazuje za najabudantnej$i heterocyklus v prirode, a to napriek faktu, Ze
samotny purin v prirode nenajdeme. Najva¢sim prispevkom na jeho abundantnosti je
jeho pritomnost v nukleovych kyselinach, avdak tato kapitola sa zameria na prirodné
purinové derivaty a glykozidy, ktoré nie su suc€astou tychto biomakromolekul. Prvym
izolovanym purinovym derivatom sa stala v r. 1776 kyselina moc€ova, ktoru extrahoval
Scheele z oblickovych kamenov a spravnu Strukturu dokazal o viac ako sto rokov neskér
Fischer.! Kyselina mocova je uludi poslednym metabolitom inak vo vode zle
rozpustnych purinov, a napriek pritomnosti troch oxo skupin je aj jej rozpustnost stale
obmedzena, &o je pri¢inou vzniku dnavej artritidy. Dal$ie xantinové derivaty najdeme
medzi sekundarnymi metabolitmi rastlin. Metylované derivaty xantinu — kofein, teofylin
a teobromin - su alkaloidy pritomné v rastlinach ako su kava (Coffea Arabica), €aj
(Camelia Sinensis), maté (llex Paraguariensis) a kakao (Theobroma Cacao). Za ich
funkciu v rastlinach sa povazuje chemicka obrana pred patogénmi a herbivormi a taktiez
alelopatia, spoc€ivajuca v zabraneni rastu inym rastlinam v okoli, ktora bola u kofeinu
dokéazana pomocou transgénnych rastlin.? Spomenuté alkaloidy su pritomné v diéte
Cloveka a maju v roznej intenzite obdobné ucinky. Kofein pésobi najma ako stimulant
centralnej nervovej sustavy, teobromin ako diuretikum a myorelaxans, a teofylin sa
vdaka bronchodilatanému uc&inku pouziva ako antiastmatikum, aj ked v obmedzene;j
miere kvoli Uzkemu terapeutickému indexu. Dal$ie vyznamné biologické vlastnosti nesu

purinové derivaty viazané cez dusikovy atom s glykozidom.



V oblasti purinovych glykozidov hraju kfu€ovu rolu vo fungovani buneénych procesov
vSetkych organizmov najma adeninové nukleozidy. Samotny adenozin sa najprv javil
ako vazodilatator a neurotransmiter auténomneho nervového systému, no
s pribudajucimi Studiami sa zistilo jeho rozsiahle zapojenie aj do mnohych dalSich
procesov, vratane poésobenia na kardiovaskularny systém, endokrinny a imunitny
systém. Je tvoreny takmer v kazdej bunke, a pésobi nielen autokrinne priamo v bunke,
kde ovplyviiuje metabolické deje, ale aj parakrinne a systémovo. Jeho hladina v krvi je
vysledkom dynamického procesu tvorby a degradacie, kedze jeho pol€as sa pohybuje
v sekundach.® Pdsobenie adenozinu je sprostredkované tromi typmi receptorov
sprazenych s G-proteinmi oznacovanych ako AR1, AR2A, AR2B a AR3, pricom jeho
nadprodukcia sa dava do suvisu so zapalovymi stavmi, ischémiou, nerodegenerativnymi
ochoreniami, astmou &i s nadorovymi ochoreniami. Kofein a teofylin su najznamejSimi
antagonistami AR.* LieCebne sa vyuzivaju aj agonisti adenozinu — regadenoson

a dypiridamol s indikaciami pri kardiovaskularnych ochoreniach.®

Bunka pre riadenie svojich pochodov vyuZiva aj nukleotidy. Nukleozidfosfaty su
koenzymami niektorych transferaz a ligaz, nukleozidfosfaty tiez sluzia k uchovavaniu
energie a pomocou energetického sprazenia s endergonickymi reakciami umoZziuju
priebeh takychto reakcii. Adenozinové nukleotidy tvoria sucast koenzymov
oxidoreduktaz, ktorymi su nikotinamidové koenzymy NAD* a NADP* a flavinovy
koenzym FAD. Koenzym S-adenosyl-metionin zase umoziiuje metylacné reakcie
v bunkach, vratane metylacii DNA Ci tvorby adrenalinu z noradrenalinu. Nutné je zmienit
aj ulohu cyklického AMP ako druhého posla spustajuceho vnutornu kaskadu prenosu
signalu aktivaciou proteinkinazy A. Funkciu druhého posla ma taktiez cGMP, ktory sa

zucastnuje aj na procese videnia.®

Sucéastou prirodnych purinovych derivatov st aj N’ glykozidy. Doékazom je
pseudovitamin B> (1), ktory je adeninovym analégom vitaminu Bi» (2), kde nahradza
5,6-dimetylbenzimidazol (Obr. 1). Oba vitaminy obsahuju a-glykozidicku vazbu
s ribdzou, maju bakterialny pévod a akumuluju sa vo vysSich organizmoch. V niektorych
riasach bola identifikovana pritomnost pseudovitaminu Bi, dokonca vo vysSich
mnozstvach ako samotného vitaminu Bi.. Funkcia, absorpcia a interakcia
pseudovitaminu B2 s vitaminom Bi2 nie je Uplne objasnena a pre preukazanie ucinnosti,
neucinnosti, ¢ az Skodlivosti pseudovitaminu Bi, sklofiovanej kvéli sutaZzeniu s
vitaminom Bi> o transportny systém znizujuc tak biodostupnost tohto esencialneho

koenzymu, su potrebné dalSie Studie.’
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Obr. 1 pseudovitamin B;, a vitamin B, (vo forme kyanokobalaminu)

Adeninovy skelet maju vo svojej Strukture aj niektoré rastlinné hormony. Ide o skupinu
tzv. cytokininov — skupinu fytohormaonov, ktoré reguluju rast a vyvoj rastliny (Obr. 2). Prvy
zastupca tychto fytohormonov bol neofakavane izolovany z autoklavovanej DNA
spermii sleda a bol nazvany kinetin (6-furfurylaminopurin; 3) z dévodu jeho silne
stimulaéného Uc¢inku na cytokinézu skumaného rastlinného tkaniva.® Prirodzene sa
vyskytujice cytokininy v rastlinach mozu niest na N® adeninu substituent odvodeny
od izoprénovej jednotky. Prikladmi izoprenoidnych cytokininov su cis-zeatin,
trans-zeatin (4), dihydrozeatin a isopentenyladenin. Druhou skupinou su aromatické
cytokininy, ktoré su menej rozSirené naprie¢ rastlinnymi druhmi a zahfnhaju latky
benzylaminopurin (5) a topoliny (6). VSetky cytokininy sa obyvkle v rastline nachadzaju
nielen vo forme volnej bazy, ale aj v inych metabolickych formach, napr. ako glykozidy
ribdzy a glukdzy. Identifikované boli N°, ale aj N’ a N® glykozidy a taktiez O-glykozidy
v pripade cytokininov s hydroxy skupinou v postrannom retazci. Tieto formy su dokonca
v rastlinach pritomné vo vysSich koncentraciach ako volné bazy. Biologicky aktivnou
formou su v8ak volné bazy, ktoré sa v porovnani s ich glykozidovo viazanymi derivatmi
viazu na receptory prednostne. Cytokininy vykazuju rdézne ucinky poc€as rdéznych
Zivotnych faz rastliny a u€inok je taktiez zavisly od mnohych faktorov prostredia, vratane
svetla a stresu. Pdsobia v interakcii s inymi fytohorménmi — auxinmi, a podielaju sa na
regulacii proliferacie, organogenézy, tvorby korefiov, senescencie listov a mnohych
inych procesov.%1° Tieto latky aich syntetické analégy su zaujimavé aj z hladiska
vyuzitia ako agrochemikalii, tj. pre riadenie vyvoja rastlin a zvySovanie efektivity
produkcie v polnohospodarstve, avSak zatial nie su kvdli ich komplexite ucinkov

komercializované.!!
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Obr. 2 kinetin trans-zeatin  benzylaminopurin o-topolin

Variabilitu prirodnych purinovych derivatov potvrdzuju aj aristeromycin (7),
neplanocin A (8) a jemu pribuzné latky (Obr. 3), ktoré su vzacnymi karbocyklickymi
purinovymi nukleozidmi. Kvoli nepritomnosti pravej N-glykozidovej vazby su stabilnejsie
aodolné voci nukleoziddzam Stiepiacim klasické nukleozidy. Aristeromycin je
karbocyklicky analég adenozinu produkovany baktériami Streptomyces citricolor,
neplanocin bol ziskany kultivaciou Ampullariella regularis. Obe latky vykazuju
protinadorovu a antiviralnu aktivitu.'1® Antiviralnu aktivitu vykazuju na Siroké spektrum
virusov réznych typov, vratane virusu HIV, poxvirusov, paramyxo-, rhabdo-, reo-virusov
a dalSich. Za pri€inu tohto pdsobenia sa povazuje ich silny inhibiény efekt na S-
adenosylhomocystein hydrolazu — enzymu zapleteného v procese metylaénych reakcii
pomocou S-adenosylmetioninu, ktoré si nevyhnutné pre maturaciu virdinej mRNA
Tieto latky sa stali prototypom mnohych syntetickych karbocyklickych nukleozidov

s antivirotickym potencialom.
NH, NH, NH,
N N N
% 4 OH ¢
G2 A P
— — O \—rod

HO oH (7 HO OH (8) OH  (9)

Obr. 3 aristeromycin neplanocin A neplanocin B

Vy8Sie popisané derivaty purinov nie su vyCerpavajucim zoznamom ich zastupcov
v prirode, no uz aj tato hfstka vymenovanych demonstruje ich funk&nd rozmanitost, ktoru

purinové derivaty poskytuju.
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2.1.2. Potencial a vyuzitie v medicine

Zo Sirokého spektra funkcii prirodzene sa vyskytujucich purinovych derivatov je zrejmé,
Ze sa plne ponuka moznost vyuzit ich analogy a mimetika v medicine. Tento potencial
uz vyuzili desiatky latok pouzivanych ako lie€iva pre rézne indikacie a mnozstvo dalSich

prechadza zakladnym vyskumom ¢i klinickymi skuskami.

2.1.2.1. Terapeuticky vyuzivané analogy purinovych nukleozidov

NajCastejSiou indikaciou purinovych derivatov, ktoré si nasli cestu az k pacientom, su
virusové infekcie. Dal$iu vyznamnu skupinu tvoria antineoplasticky pdsobiace latky.
Zatial ojedinelymi terapeutickymi skupinami pre lieCiva so Strukturou purinovych
nukleozidov su koronarne vazodilatancia a antikoagulancia, pricom v kazdej zo

spomenutych skupin je jedno lie€ivo tohto typu.

Ako antikoagulans pésobi kangrelor (10) — analdég adenozindifosfatu schvaleny
v roku 2015. Ide o reverzibilného antagonistu trombocytového receptoru P2Y 12, ktorého
inhibiciou sa zabranuje agregacii trombocytov. Kvoli priamemu pésobeniu a teda
rychlemu nastupu a odzneniu U¢inku sa kangrelor pouziva intravendzne u pacientov
s ischemickou chorobou srdca podstupujucich perkutanny koronarny zakrok, pric¢om
v pouzivanych davkach nastupuje v ramci jednotiek minut a funkcia krvnych dosticiek sa

po ukonceni podavania kangreloru navracia do jednej hodiny.*®

HN NH,

—p-OH F

My O _N N/)\S/\*F o__N N/)\N N\
P\OW HOW \

! N HN—

HO  OH (10 HO  oH (11)

Obr. 4 kangrelor regadenoson

Regadenoson (11), selektivne vazodilatans koronarnych ciev schvaleny FDA v roku
2008, sa vyuziva diagnosticky ako zatazova latka pri perfuznej scintigrrafii myokardu
(MPI) a pri invazivnej koronarnej angiografii. Mechanizmom ucinku je agonistické
pdsobenie selektivne na adenozinovy A2A receptor, ktorého aktivaciou dochadza k
roz§ireniu koronarnych ciev azvy$eniu krvného prietoku v nich.!® Struktura
regadenosonu Vv sebe zachovava adenozin, ktory je na C2? substituovany

pyrazolkarboxamidom (Obr. 4).
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Analégov purinovych nukleozidov pouzivanych ako antivirotika Ci cytostatika je cely
zastup. Pre struénost’ su preto uvedené len niektoré registrované lieCiva a spomenuta je
ich hlavna indikacia.

Za objavom fosfonatov acyklonukleozidov stoji spolupraca Antonina Holého a Erika de
Clercga. Metabolicky stabilna fosfonatova skupina zaroven obchadza nevyhodu
ostatnych nukleozidov, ktorou je pomaly krok prvej fosforylacie nukleozidkinazami
nevyhnutnej pre aktivitu. Tenofovir je od roku 2001 pouzivany pre lieCbu infekcie HIV.
Kvéli biologickej dostupnosti sa pouziva vo forme prolieciv, ktorymi su tenofovir
disoproxil a tenofovir alafenamid (12). Adefovir dipivoxil (13) je zase ucinny pre lieCbu
infekcie HBV. Z karbocyklickych nukleozidov je mozné spomenut abacavir (14), ktory je
ako inhibitor reverznej transkriptazy uc¢inny na HIV a entecavir pouzivany pre terapiu
HBV. Dal$im antivirotikom je napriklad $irokospektralne antiherpetikum acyklovir, &i
ganciklovir uc€inny pri ochoreniach spdsobenych cytomegalovirusmi, ale aj didanozin,
penciclovir a mnoho inych. Z purinovych nukleozidov pouzivanych pri viacerych typoch
leukémie mozno uviest fludarabin, nelarabin ¢i kladribin (15) a spomedzi tiopurinovych
derivatov sa pouziva 6-merkaptopurin a thioguanin. Azatioprin (16), proliecivo
merkaptopurinu, sa dnes pouziva ako chemoterapeutikum zriedka, no zauZivalo sa jeho
vyuzitie ako imunosupresivum po organovych transplantaciach a u autoimunitnych

ochoreni, z nich najma pri reumatoidnej artritide a Crohnovej chorobe.

)\ NH,
(0] N S
H N N X
0 % f\ N

v -0 P. N

o)
)
(12) %0 (13)

tenofovir alafenamid adefovir dipivoxil

NH,

A NH, OZNIN

NH \>
N\ ¢ 1N s N
¢ ] A \
o O N""N""al N— X\
N NTNH;  HO <1
HO R NN
(14) HO (15) H (16)
abacavir kladribin azatioprin
Obr. 5 Struktary vybranych liegiv s antivirotickou alebo cytostatickou aktivitou
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2.1.2.2. Biologicka aktivita N” substituovanych purinovych derivatov

Biologicka aktivita N7 analdgov k bezne sa vyskytujicim N° purinovym derivatom zacala
budit' zaujem koncom 90. rokov, pricom predmetom skimania sa zatial nestali glykozidy,
ale alkylderivaty, tj. acyklonukleozidy. V prvotnych pokusoch N’ analégy antiviroticky
posobiacich N° derivatov aktivitu nevykazovali'’-*°, no s dal$imi publikaciami pribudli aj
aktivne derivaty. Prikladom méze byt derivat 17, analég 6-deoxygancikloviru, ktory na
tzv. Vero bunkach infikovanych HSV-1 aj HSV-2 vykazoval minimalnu inhibi¢nu

koncentraciu v jednotkach mikromolov, rovnako ako pribuzné N° derivaty.?°

0
o TN NS
HO\/Z NN %O\/Z N— N
) )
0 o) 0
Obr. 6 (17) (18)

Purinovym N’ acyklickym nukleozidom sa venoval okrem bohatej série klasickych
acyklonukleozidov aj Antonin Holy a tim Erik-a de Clercg-a. V ¢lanku z roku 1995
zaoberajucim sa antivirotickou aktivitou vo¢i HHV-6 bol zaradeny jeden N’ derivat medzi
30 testovanymi latkami zahffajucimi acyklovir, penciklovir, foskarnet a vybrané fosfonaty
acyklonukleozidov. I$lo o derivat 17 pripraveny vy$sie spomenutymi autormi?°, ktory bol
v testoch voc&i herpesvirusu HHV-6 najuéinnejsi, a s hodnotou ECsy = 0,02 uM tak
vykazoval aktivitu o 1-3 rady vysSiu vocCi ostatnym latkam. Dobré farmakologické
vlastnosti podporoval aj nizky cytostaticky efekt na herpesvirusom infikované lymfocyty
(CCso), ktory bol 42 nasobne vySsi nez stanovena ECso pre HHV-6. Stanovena aktivita
testovanych latok priblizne korelovala aj s antivirotickou aktivitou voci ludskému
cytomegalovirusu HCMV.?!  V stotinovych az desatinovych — mikromolarnych
koncentraciach sa ukazal ucinny aj voci dalSim kmenom herpes virusov, a to vratane
Varicella zoster virusu spdsobujiceho ovcie kiahne a pasovy opar.?? Naslednym
skumanim zistili, Ze latka 17, oznaCovana ako S2242, vyuZiva pre vstup do bunky
nukleozidovy transport a v bunke je fosforylovand na jej mono-, di- a tri-fosfaty.
Z experimentov takisto zistili, Ze fosforylacia je pre jej u€inok nevyhnutna. Vychadzali
z faktov, Zze v bunkach s nepritomnou deoxycytidin-kinazou sa znizilo mnozstvo
fosforylovanych metabolitov 100 nasobne a zaroven, Ze pridavkom exogénneho
deoxycytidinu k wildtype bunkam sa aktivita 17 taktiez radovo znizila.>®> Pozornost este
venovali jeho moznosti vyuZitia voci ortopoxvirusu Variola a to napriek faktu, Ze tento
virus bol celosvetovo pred viac ako 40 rokmi eradikovany. Dévodom je mozné zneuzitie
virusu pravych kiahni k bioterorizmu, nakolko Ziadny schvaleny liek na toto ochorenie
s 30% mortalitou neexistuje. S2242 a jeho diacetatovy prodrug (18) podrobili in-vivo

testom na imunodeficitnych mySiach infikovanych ortopoxvirusom Vaccinia s velmi
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dobrymi vysledkami — mysi, ktorym bol po€as desiatich dni peroralne &i intraperitonalne
podavany 18 v davke 100 mg/kg/den boli uplne pred infekciou ochranené na dobu

minimalne troch mesiacov, zatialo mysi bez terapie do mesiaca umreli.?42°

Neskor boli pripravené viaceré dal$ie N’ acyklonukleozidy so zaujmom o ich antiviroticku
aktivitu, kde sa naskytla moznost porovnat’ chlor derivaty 19 a 20 s ich hydroxy analogmi
21 a 22, pricom dosli k zaveru nevyhnutnej pritomnosti hydroxy skupiny pre ich

pOsobenie.?®

N NHz N--Ng
¢ 10 ¢ T )
CI\/\ N NH C|\/\ N _N
o— o (19) o— NH, (20)
N N\ NH, N N\
CTT ¢
HO N HO N
N
Obr. 7 \/\OJ o (21) OJ NHy (22)

Spektrum biologickej aktivity testovali Fuji et al. pre purinové N7 oxidy?’. Guanin-7-oxid
vykazoval zaujimavl aktivitu voéi lymfoblastickym leukemickym  bunkam
L1210 1Cso =1 uM. V testovani na antiviroticku aktivitu mal len mierne uc€inky
a antimikrobialne na stanovované kmene nepésobil. Hypoxantin-, 6-merkaptopurin-, ani
adenin-7-oxid cytotoxicitu nevykazovali. Pripravou 7-oxidu benzylaminopurinu sa znizila

cytokininova aktivita v porovnani s materskou molekulou 40 nasobne.

Zaujem vyvolali N’ derivaty aj pre inhibi¢ny ucinok na purin-nukleozid-fosforylazu (PNP),
teda enzym, ktory Stiepi N-glykozidovu vazbu a inaktivuje tym aktivne nukleozidové
analogy. Z testov vysiel N7 substituovany acyklonukleozid 23 s hodnotou K, = 5 uM, ¢im
sa stal trikrat aktivnejsi v inhibicii fudskej PNP z erytrocytov v porovnani s jeho N°

naprotivkom.?®

NN _NH;
¢TI T

HO “ N

}\4 O (23)

Obr. 8 HO

Spektrum ucinkov rozSirili aj Peifer et al., ked na zaklade modelovania do ATP kavity

receptoru VEGF-R2 nadizajnovali N-aryletanonové purinové derivaty, vratane Struktary
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24, ktoru kvoli svojej selektivite a aktivite k VEGF-R2 oznadili ako lead Strukturu

inhibitorov tychto receptorov.?°

N
O
I NN
NH,
(0]

V oblasti popisanych biologickych ucinkov glykozidov, ktoré su viazané na purinovy

Obr. 9 (24)

derivat cez atom N, literatira poskytuje zatial len prvé vyhonky. Preto napriek zahrnutiu
doposial dostupnej literatury, tato €ast v skutonosti zhfhia najma pracu kolektivu
autorov Rauterovej vyskumnej skupiny. Ich pociatocné kroky viedli k Studiu série
derivatov na inhibiény efekt acetyl- a butyryl-cholinesterazy, ktory umoznuje zasiahnut
Alzheimerovu chorobu. Zatial€o ako ACHE inhibitory sa ukazali neué€inng, ucinnost' sa
prejavila u BCHE, konkrétne ulatky 25, ktora ma rovnaku ucinnost s aktualne

pouzivanym lieGivom rivastigminom (ICso = 0,14 pM vs. 0,17 uM).*

Ny /0B NN _NHAC
o ¢ T T
BnO N ~N
BnO
o) Cl
Obr. 10 BnO (25)

Naopak aktivitu vo&i ACHE a inaktivitu voCi BCHE odhalili u derivatov kyseliny
glukurénovej. Pre porovnanie vplyvu substitticie pripravovali latky v zmesi N7 a N°
derivatov (26-33), no z N’ derivatov sa podarilo stanovit' len 31 a 33 kvoli nemoznosti
separacie 27 a 29 od ich N° regioizomérov. U glukopyranuronamidov bol v porovnani
s N® aktivnej$i N’ derivat 31 (ICso = 31 uM vs. 18,7 uM), aopacne to platilo
u glukopyranuronidov, kde bol aktivnej$i N° derivat 32 (ICso = 26,9 uM vs. 37,9 uM).3t

a 0
Obr. 11 NHBn
AcO:. "0 AcOw( O_NHBn . OHO
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Neskor boli popisané benzylované N7 a N° glykozidy 6-chlorpurinu a 2-acetamido-6-
chlorpurinu, z ktorych sa a-manozid 34 stal lead Struktdrou pre selektivne inhibitory
BCHE s K, = 0,05 uM.*2 Benzylované glykozidy 2-acetamido-6-chlérpurinu vykazovali
ucinnost v jednotkach mikromolov aj v testoch na cytotoxicitu na viacerych rakovinovych

bunecnych linidch, av§ak podobnu toxicitu vykazovali aj na nemalignej linii.=3

N NHAc
Y

N

Cl

Obr. 12 (34)

Najnedavnejsi ¢lanok Rauterovej vyskumnej skupiny sa zameral na cytostaticku aktivitu
fosforamiditov a azidonukleozidov.** Skiimané fosforamidity N’- a N°-glukopyranozidu
2-acetamido-6-chlérpurinu (35 a 36) boli v koncentracii pod 100 uM neuddinné, no
azidoderivaty xylofuranozidu (37 a 38) vykazovalivo€i leukemickej linii K562
cytostaticku  aktivitu Glsp 9,7uM al1l3,6 uM. ESte aktivnejSia ale bola
latka 39 s Glso = 6,8 uM, €o je sice stale desatnasobok hodnoty imatinibu, no motivuje
k dalSim Strukturalnym optimalizaciam. ISlo o azidoderivat glukopyranozidu, ktorého
antiproliferativne ucinky sa prejavili aj u bunecnych linii rakoviny prsnika MCF-7 (Glso =
29,6 uM) a BT474 (Glso = 13,6 pM).

cl
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il N N.__NHAc I N BN
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NHAG
Obr. 13 (39)
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Bez zistenia vyznamnej inhibicie vySiel z testovania disacharidovy nukleozid 40, ato
v testoch voCi acetyl- a butyryl- cholinesterazam, karboanhydraze IlI, komplexu
CDK-2/cyklinE, a neucinny bol aj pri stanovovani cytotoxickej aktivity k vySSie

spomenutym liniam K562 a MCF-7.3°

N._NHAc
e
N
AcO, N cl
. N:N
AcO o
Obr. 14 AcG  OMe (40)

Potencidlna cytostaticka aktivita N’ aj N° glykozidov 6-merkaptopurinovych derivatov
(41-44,..) zaujimala autorov Dimopoulou et al.*® Z testovania dvadsiatich latok vodi
buneénym liniam L1210, CEM a HeLa vysli ako najuc¢innejSie N° derivaty 42y, 424 a 42¢
s ICso Vvdesiatkach mikromolov, pricom aktivita N’ derivatov sa pohybovala

v koncentraciach o rad vysSich. Otaznik ale visi nad identitou tychto latok (vid' s. 34).

R1=H R1:NH2

SH
N N a = B-D-glukopyranozyl
</ | 41, 42, .
N N/)\R b = B-D-galaktopyranozyl
1
vvé\, ¢ = B-D-xylopyranozyl
N N R, d = a-D-manopyranozyl
AN
</ | \( 43, 44, e = a-D-lyxopyranozyl
N>~ZN
Obr. 15 o sH

Adeninové N’ glykozidy so Struktirou cytokininov boli skimané aj na ihibi¢nu aktivitu
cyklin-dependentnych kinaz.®” Testovany trans-zeatin 7-p-p-glukopyranozid (45), ani
6-benzylamino-7-B-b-glukopyranozylpurin (46) vS8ak nevykazovali u¢innost voci kindzam
cdc2, cdk5 a cdk4, avSak rovnako bola inaktivita zistena aj pre N° derivaty tychto latok.
Bunec¢né testy skumajuce antiproliferacné ucinky taktiez poukazali na inaktivitu tychto

cytokininov.®®

NNy NNy
OH ¢ Y OH ¢ N
N—~zN N—~2N
HN HN
“/OH “'OH L@
\
Obr. 16 HOH,C (45) (46)
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2.2. Syntetické aspekty purinovych derivatov a glykozidov

Tato kapitola teoretickej €asti sa venuje viacerym témam, ktoré suvisia s hfadanim
metody regioselektivnej glykozylacie purinovych derivatov. Nacrtnuta je ambidentatna
nukleofilita a pristupy k jej rieSeniu, a dotknuta je aj suvislost Struktary sacharidu s jeho
reaktivitou. Za nimi nasleduje suhrn bezne pouzivanych reakcii pre tvorbu purinovych

N°® derivatov a popisané su pripravy N’ derivatov.

2.2.1. Ambidentatna nukleofilita

V organickej chémii nie je pravidlom, ze nukleofilné centrum je v molekule len jedno.
Prave naopak, stretnit sa mbézeme s ambidentatnymi az multidentatnymi nukleofilmi.
Ambidentatnymi nukleofilmi su molekuly, ktoré mézu atakovat elektrofil jednym z
ich dvoch nukleofilnych miest, a poskytovat tak minimalne dva rézne izomérne produkty,
ktorych podiel zavisi od spolupésobenia mnohych faktorov reakcie. Klasickym prikladom
mdze byt dusitanovy anién, ktorého atak cez atom kyslika vedie k vzniku esteru kyseliny
dusitej, zatialo atak prostrednictvom atomu dusika poskytuje nitroderivat. Rovnakym
pripadom su kyanidové iony poskytujuce nitrily aisonitrily, & anidny alifatickych
nitroderivatov (Schéma 1). Reakciu ambidentatneho nukleofilu veducu k vzniku jedného
produktu oznaujeme za regioselektivnu. Asi najviac Studované su enolaty a fenoxidy,
kde sutazi C-atak na elektrofil s O-atakom, a zaroverf su €asto jedinymi organickymi
ambidentatnymi nukleofilmi, ktorych reaktivita sa rieSi v knihach zakladnej aj pokrocilej
organickej chémie. Pravidla, ktoré by pomonhli urCit' vysledok reakcie ambidentatneho
nukleofilu s istym elektrofilom za ulitych podmienok, by boli velmi uzitoéné, no kvéli
mnozstvu ovplyviujucich Cinitefov to nie je jednoduché, a napriek existencii istych

zovSeobecneni je reaktivita €asto neoCakavana.
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Schéma 1 Priklady ambidentatnych nukleofilov
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Vlastnosti ambidentatnych nukleofilov boli ¢asto popisované pomocou tedrie tvrdych
a makkych Lewisovych kyselin a baz (HSAB), ktora v najjednoduchsej interpretacii
hovori o uprednostiovanych interakciach hard-hard alebo soft-soft, zatial€o nepriaznivé
su interakcie typu hard-soft. Tato tedria byva kombinovana s Klopman-Salemovym
modelom uvazujucim HOMO energiu nukleofilu a LUMO energiu interagujuceho
elektrofilu®®, ktoré je mozno povazovat za ioniza¢ny potencidl, resp. elektrénovu afinitu.
Pokial je energia HOMO nizka, je nizka aj ochota daného nukleofilu poskytovat
elektrony. Naopak nukleofil s vysokou energiou HOMO ma vySSiu tendenciu elektrény
poskytnut. Nizka hodnota LUMO poukazuje na ochotu elektrony prijat a vysoka zase
naopak. Charakter tychto orbitalov ovplyviiuje tvorbu tranzitného stavu a rozdiel ich
energii hovori o energetickej vyhodnosti reakcie a mechanizme reakcie, tj. ¢i bude
mechanizmus riadeny nabojovo alebo orbitalovo. Doélezitym postulatom rieSiacim
ambidentatnu nukleofilitu je ten, Zze nabojovo riadeny mechanizmus vedie k reakcii
v miestach molekul s najvacsimi rozdielmi elektrickych nabojov, zatialo orbitalovo
riadeny mechanizmus vedie k interakcii v miestach s najvy$sou elektrénovou hustotou.*°
Napriek popularite tychto tedrii a vysvetleniu viacerych typov reakcii si vS8ak Pearsonova
HSAB tedria a Klopmanova tedria najdu aj kritikov, ktori popisuju zlyhania tychto teorii
napriklad aj pri alkylacnych reakciach beznych ambidentatnych nukleofilov.*!
Formulovany bol dalsi pristup, tzv. Marcusova teéria, ktora je zalozena na rozliSovani
kineticky a termodynamicky kontrolovanej reakcii. Dva produkty, ktoré mézu vznikat
v reakcii, maju rozdielnu Gibbsovu energiu a zaroven pre ich vznik je potrebna rozdielna
Gibbsova aktivatna energia (Obr. 17). Produkt s nizSou energiou je termodynamicky
stabilnej3i, oznacujeme ho za termodynamicky kontrolovany produkt — v priklade ide o
produkt B, pretoze AGg > AG.. Produkt s niz8ou aktivatnou energiou oznacujeme za
kineticky kontrolovany produkt — produkt C, kde AGéf < AG{;f . Pokial' by bola reakcia
ireverzibilna, bude vznikat vo va¢Som mnozstve produkt C, pretoze sa tvori rychlejSie.
Avs8ak ak je reakcia reverzibilna, v ¢ase sa ustavuje rovnovaha, v ktorej je dominujucim
alebo vyluénym produktom termodynamicky produkt. Proces, ku ktorému dochadza je
premena Ana C, spatna premena C na A, ajeho nasledna premena na B. Ztoho
vyplyva moznost viest aj reverzibilnu reakciu kinetickou kontrolou, ato v pripade
preruSenia reakcie pred ustavenim rovnovahy, tj. v ¢ase, ked je pritomné vacsie
mnozstvo kineticky kontrolovaného produktu.*? Podrobnejsi prehlad o Marcusovej teorii
je vSak za hranicami tohto textu a pozornost bude dalej venovana ambidentatnej

reaktivite purinov.
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Gibbsova energia

Reaké&na koordinata

Obr. 17 Profil reakcie s moznym vznikom kinetického a termodynamického produktu

Spomenuté principy sa hojne vyzivaju vo vypoctovej chémii, napr. pre odhad reaktivity
Studovanych substratov, kde sa pracuje s réznymi deskriptormi suvisiaciami so vSetkymi

spomenutymi teériami.

Z doteraz vymenovanych ambidentatnych nukleofilov boli vzdy nukleofilmi dva rézne
atomy, tj. atdmy znacCne sa liSiace vo svojich vlastnostiach vratane polarizovatelnosti,
elektronegativity, elektronovej hustoty a podobne. O nie€o vacsi problém v
regioselektivite reakcie mbze nastat’ v pripadoch, ked sa ambidentatna nuklecfilita tyka
rovnakych atémov, ako je tomu napriklad u purinu. Purin existuje v dvoch tautomérnych
formach, tj. ako 7H-purin a 9-H-purin, ktoré su v roztoku zastupené rovhomerne,
pricom v krystalickej forme sa popisuje vyluéna pritomnost 7H-purinu. Teoreticky sa
jedna o tetradentatny nukleofil, no vacsinou sa v reakciach s elektrofilmi tvori zmes N’
a N® derivatov (Obr. 18). Pripadny vznik N3 a N! derivatu je mozné potladit tvorbou

aniénu, kde zaporny naboj majoritne nesu atémy dusika imidazolového kruhu.

R

L @>8

9
Obr. 18 .’
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Stanovenim parametrov nukleofility pre aniény viacerych heterocyklov, vratane
purinovych derivatov, sa zaoberali Breugst et al.** Vychadzali z kinetickych $tudii reakcii
heterocyklickych nukleofilov s benzhydryliovymi kationmi ako referen¢nymi elektrofilmi,
pre kvantifikaciu nukleofility vyuzivali Mayr-Patzovu rovnicu a nehladiac na vznik
regioizomérov urcili a porovnali nukleofilitu jednotlivych heterocyklov. Z reaktivity
aniénov imidazolu, benzimidazolu a purinu uzavreli, Ze anelacia benzénového jadra
v Studovanych reakciach znizuje nukleofilitu takmer patnasobne, a az desatnasobne
v pripade aniénu purinu, tj. v pripade, ked je k imidazolu prikondenzovany pyrimidin.
Tento efekt je CiastoCne kompenzovany pritomnostou amino-skupiny, ako je tomu
u adeninu, ktorého anién je 2,6-nasobne nukleofilnejSi nez anién purinu. S vyuzitim
vypoctove] chémie popisali Stachowicz-Kusnierz et al. nukleofilitu jednotlivych
dusikovych atomov purinu, a to na adenine a guanine.** Vypocéty boli uskuto¢riované in-
silico pomocou metody zalozenej na tedrii funkcionalu hustoty (DFT). Modelovanou
reakciou bola reakcia adeninu ¢i guaninu v neutralnom aj anibnovom stave s H* ako
modelovym elektrofilom. Z &lanku vyplyva, Ze z hladiska elektrénovej Struktary adeninu
ma N’ atém v neutrdlnom aj bazickom pH najnukleofilnej$i charakter. Zaroven je
z pohladu HSAB tedrie najtvrdSim endocyklickym dusikom v molekule, pri¢om
najmaksie su atdomy dusika na pyrimidinovom kruhu. Preto produkty vzniknuté N® a N*
atakom extrémne tvrdého H* maju vyssSiu energiu. Ako bolo spomenuté, nukleofilita N’
atomu je vysSia aj oproti nukleofilite N° atému, avSak kvoli vys$Sej energii vysledného
produktu vzniknutého N’ atakom sa tato molekula stava kineticky priaznivou, no
termodynamicky nepriaznivou. VySSia energia 7H-purinu je spOsobena interakciou
vodika z aminoskupiny na C® s vodikom na N’, a nie niZzSou reaktivitou N’. V polarnych
solventoch je dokonca N’ substitlicia aj energeticky najvyhodnejsia, zatialGo v bazickom
prostredi a nepolarnych rozpustadlach, ako aj v plynnej faze, je pravdepodobnejsia N°
substitucia. V zavere podotykaju, Ze zistené vysledky su vo vacésSinovej zhode
s experimentalnymi pozorovaniami, ateda, ze k alkylaciam s réznymi elektrofilmi

v bazickych podmienkach majoritne dochadza k tvorbe N°® produktu.

Aj ked v oblasti multidentatnej nukleofility &i elektrofility bolo uskuto&nenych mnoho
pokrokov pomahajucich objasnit priebeh reakcie, stale zostava aj vela
nezodpovedanych aspektov a nevysvetlenych tendencii v reaktivite, ¢o vSak
samozrejme pobada k dalSiemu Studiu. Videalnom pripade by sme pomocou
vypoctovej chémie dokazali presne odhadnut priebeh reakcie, €o sa kvéli nespoetnému
mnozstvu vplyvov a faktorov pésobiacich na vysledok reakcie, zda aspon preteraz

nemozné.
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2.2.2. Stereochémia glykozylaénych reakcii na anomérnom uhliku

Nepochybnou vyzvou pri syntéze glykozidov je dosiahnutie stereoselektivity v
glykozylaénych reakciach. Zelanym vystupom idealnej glykozylaénej reakcie je tvorba
jedného produktu, tj. a- alebo B-anoméru prislusného glykozidu. Regioselektivita
nukleofinej substitucie na anomérny uhlik sacharidu je dana jeho najvysSou reaktivitou
a doladena méze byt vhodnym vyberom odstupujucej skupiny a takisto vyberom

vhodnych protektivnych skupin pre ostatné hydroxyly.

Vznik zmesi anomérov je désledkom obtiaznosti viest reakciu €isto Sy2 mechanizmom.
Podiel Sn1 mechanizmu do reakcie vnasa endocyklicky atom kyslika, ktory rezonanénou
stabilizaciou podporuje vznik katiénu sacharidu, ku ktorému nukleofil méze pristupovat
z oboch stran. Na vyslednu konfiguraciu anomérneho uhlika v produkte a jeho podiel
s druhym anomérom teda vplyva mnoho faktorov reakcie vratane typu katalyzatora,
rozpustadla, teploty, koncentracie ai., avSak klu€ové mézu byt aj protektivne skupiny
sacharidu. Pre riadenie stereochémie glykozylatnej reakcie je preto mozné vyuzit
tzv. participujucu susednu skupinu, ktorej rolu vacsinou zastava esterova chraniaca
skupina na C? sacharidového derivatu. Jej pritomnost ma zaistovat vznik produktu
s C!,C?-trans konfiguraciou, a to nezavisle od pévodne pouzitého anoméru. Dévodom je
stabilizacia kationu tvorbou acyloxéniového ionu, ktory je vysoko preferovany oproti
ostatnym rezonanénym Struktdram, priCom k naslednému ataku nukleofilu dochadza

z opaénej strany (Schéma 2).
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Schéma 2 Vplyv participujucej susednej skupiny na stereochémiu glykozylacie
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Tento proces sa oznacuje aj ako trans-pravidlo ¢i Bakerovo pravidlo a zaistuje tak vznik
B-anomérov glukozidov, ribozidov, galaktozidov, xylozidov ai., zatial€o glykozidy mandzy

¢i arabindzy vzniknuté za tychto podmienok nesu konfiguraciu a-anoméru.

o R
1

s
(47) (48)

Schéma 3 Vznik 1,2-trans-glykozidu na priklade glukozidového derivatu

U menej reaktivnych sacharidovych derivatov sa mézZe napriek pritomnosti participujucej
susednej skupiny tvorit cis-glykozid, €o sa vysvetluje atakom nukleofilu na
oxykarbéniovy kation, ktory je reaktivnej$i v porovnani so stabilnejSim acyloxdniovym
katibnom. KedZe schopnost stabilizovat idony maju taktiez polarne rozpustadia,
stereochémiu reakcie ovplyvriuje aj vyber rozpustadla. Napriklad acetonitril podporuje
vznik glykozidu v ekvatorialnej polohe substituentu, pretoze dokaze stabilizovat’ katién
sacharidu tvorbou nitriliového i6nu s preferovanym axialnym usporiadanim. Naopak

rozpustadla éterového typu tvoria ekvatorialny oxoniovy ion a preto davaju vznik

® _Et 5
Rm R(F)go

axialneho glykozidu.*
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Schéma 4 Vplyv rozpustadla na stereochémiu na priklade glukozidového derivatu
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2.2.3. Pristupy k syntéze N° substituovanych purinovych glykozidov

Tato kapitola sa zaobera moznostami tvorby N-glykozidickej vazby medzi
uhlikom C! sacharidu a dusikom N° purinu, ¢im spolu s nasledujicou kapitolou o
priprave N’ derivatov uceluje prehlfad syntetickych ciest vedulcich k purinovym
glykozidom, aumoznuje tak porovnanie podmienok popisanych reakcii. Purinové
N°® glykozidy je mozné tvorit okrem najpouzivanejSich glykozylaénych reakcii aj
postupnou vystavbou purinového skeletu na derivate cukru &i cyklizaénymi reakciami,
zvacsa pristupuje az po zlyhani reakcii glykozylacnych. Spomedzi velkého mnozstva
dostupnej literatury tykajlcej sa syntézy najréznejsich N° purinovych glykozidov je v tejto
kapitole venovana pozornost zlomku vybranych glykozylaénych reakcii, ktoré su
zaujimavé z hladiska historie, efektivity reakcie &i rozsahu pouzitelnosti. ldealna
glykozylaéna reakcia je regioselektivna, tj. eliminujica v tomto pripade neziaduci N’
izomér, a zaroven stereoselektivna, tj. davajuca vznik jedinému anoméru. Pre kritické
posudenie reakcie su reakcie v tejto kapitole uvadzané aj s vedlajSimi izomérnymi

produktami, avSak len v pripadoch ich popisania ¢i kvantifikacie v pévodnom ¢lanku.

Jedna z najstarSich metdd syntézy purinovych nukleozidov bola zavedena Fischerom
a Helferichom a vyuzivala soli purinov tazkych kovov reagujucich s vhodne chranenymi
C!-halogenidmi sacharidov.*® Reakcie boli popisované s dobrou regioselektivitou do N°,
aj ked mechanistické studie viedli k zisteniu, Ze pociatoCne dochadza ku glykozylacii na
atdme N3, pripadne N7, a tieto produkty podliehaju transglykozylacii na termodynamicky
stabilny N°® izomér. Nevyhodou reakcie boli mierne vytazky a stopova pritomnost kovov,
latok.47+48

S uspechom boli preto vyuzité aj sodné soli purinov, pomocou ktorych je mozné pripravit

ktora znehodnocovala vysledky biologického testovania pripravenych

napriklad 2,6-dichlorpurin-9-B-arabinofuranozid 52 v 80% vytazku?® ¢i 2'-deoxyadenozin
55 v 43% vytazku®. Nutno vSak podotknut, Ze klasické alkylacné reakcie purinov

s 1-halogenosacharidmi v prostredi baz vaésinou vedu k zmesiam N7 a N° derivatov.5:52
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Daldou moznostou glykozylécie je kyslo katalyzovana fuzna reakcia, ktorej ochotne
podliehaju kyslejSie purinové derivaty, teda najma chlérpuriny. Reakcia sa zvaé3a robi
v tavenine peracetylovaného sacharidu s purinovym derivatom v pritomnosti
Lewisovych kyselin a za vakua, ktoré umoznuje posuvat priebeh reakcie odstrafiovanim
kyseliny octovej z reakénej zmesi. Napriklad katalyza jddom za spomenutych podmienok
poskytla po deacetylacii 40 % 6-chlorpurin-9-B-ribofuranozidu 58, &im poskytla
alternativu chloridortutnatej metdde, aj ked so znizenym vytazkom.® Podobny derivat,
acetylovany 2,6-dichlérpurin-9--ribofuranozid 59, bol pripraveny za katalyzy kyseliny

p-toluénsulfénovej v 63% vytazku.>*
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Schéma 6

Fuzna reakcia prebieha aj na samotnom purine —s peracetylovanou ribofuran6zou dava
vznik 70 % prislusného N° derivatu, avSak v zmesi s 20 % derivatu N’. Rovnaka reakcia
s peracetylovanou glukézou vSak poskytla len 8,4 % N°-glukozidu.®® Syntézou
guaninovych glykozidov fuznou reakciou sa zaoberali lwamura et al., ktori pozorovali,
Ze anomérna konfiguracia peracetylovaného sacharidu, ani obmena katalyzatora nemali
znacny vplyv na vysledok reakcie a dospeli k zaveru, Ze vysledok reakcie za
Studovanych podmienok je zavisly od pouZitého purinového derivatu.®® V reakciach
popisali vznik zmesi N° a N’ izomérov N?-acetylguaninu v celkovom vytazku 39 — 58 %
a s relativne konstantnym pomerom N°:N’ 60:40 az 55:45 zachovanym pre ribozidovy,
xylozidovy aj glukozidovy derivat. Zaujimavym, aj ked nie ojedinelym zistenim je
schopnost produktov podliehat N-N migracii glykozylu, ku ktorej dochadza pri vystaveni
produktov fuznym podmienkam v pritomnosti bis-(p-nitrofenyl)fosfatu ako katalyzatora.
Ziskany podiel N°® a N’ glykozidov bol podobny vy$Sie spomenutému podielu po reakcii,

€¢o naznacuje ustavenie rovnovahy medzi tymito glykozidmi.
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Veduce postavenie v syntéze purinovych, ale aj pyrimidinovych glykozidov maju
silylacné glykozylacné reakcie, a to predovietkym v podobe zavedenej Vorbriggenom.
Vyuzitie silylovanych purinovych baz po prvykrat popisal Birkofer,> pricom $lo o reakciu
1-halogenosacharidu so silylovanym purinovym derivatom za katalyzy ortutnatymi alebo
striebornymi solami. Dal$im pokrokom bola prave Vorbriiggenova modifikacia, v ktorej
sa vyhlo teplotne nestabilnym halogenosacharidom, namiesto ktorych su pouzivané
peracetylované sacharidy. Zaroven boli nahradené toxické katalyzatory za Lewisove
kyseliny, z ktorych najviac dominuje trimetylsilyltriflat (TMSOTT), ale aj SnCls €i TiCla.
Zavedenie trimetylsilylovych skupin na purin so sebou nesie vyznamné vyhody.
Zvysenie lipofility a tym aj rozpustnosti umoznuje uskutocnit reakciu v homogénnej faze
a reakciu so sacharidom podporuje aj zvySena nukleofilita atdbmu dusika vdaka elektrén-
donornym vlastnostiam silylovej skupiny.#’#®¢ Na vysledok reakcie Vorbriiggenovej
glykozylacie Casto silne vplyva zmena akéhokolvek faktoru reakcie, vratane Struktury
reagujuceho purinu a sacharidu, rozpustadila a koncentracie ZloZiek,
teploty, katalyzatora ai. Tato nevyspytatelnost reakcie poskytuje moznost ladit reakéné
podmienky v zavislosti od Zelaného purinového derivatu, kedZe za vyuZitia tejto metédy
sU popisané aj reakcie za vzniku N’ glykozidov. Mozné je vSak zov§eobecnit, Ze tato
metdda poskytuje vyhodnu stereoselektivitu a za zvySenej teploty obvykle
dobru regioselektivitu na termodynamicky N° produkt, a aj preto si Vorbriiggenova
glykozylacia nasla Siroké uplatnenie v nukleozidovej chémii. Prikladmi vyuZitia tejto
metdody mbze byt priprava benzoylovaného 6-chlorpurin-9-B-ribofuranozidu 61
za katalyzy TMSOTf v refluxujicom acetonitrile s 94% vytazkom®®, ¢i séria
6-chlérpurinovych  a 2,6-dichlérpurinovych  5-O-alkylovanych — 9-B-ribofuranozidov
pripravenych vo vytazku 48 — 84 %.%° Reakciu Gc¢inne urychluje aj mikrovinné Ziarenie,

za ktorého pésobenia bol pripraveny adenozinovy derivat 64.%°
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Menej obvyklou moznostou pripravy purinovych N° glykozidov su tzv. transglykozylacné
reakcie, kde ako glykozyl-donor vystupuje iny, zva¢Sa pyrimidinovy, nukleozid. Ide
0 proces vyuzivajuci reverzibilitu glykozylaCnych reakcii, pricom transfer glykozylu
Z jednej nukleobazy na druhu je mozny najmé v smere od elektronovo chudobnejSich
pyrimidinovych glykozidov na purinové derivaty. Transglykozylacna reakcia
uskutoénena za podmienok beZne vyuzivanych u Vorbriggenovej syntézy poskytuje
napriklad adeninovy derivat 67 v 62%-nom vytazku anomérnej zmesi a za rovnakych

podmienok bol ziskany aj guaninovy derivat 69, kde vSak boli pritomné aj N’ izoméry.®!
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Schéma 8

Okrem klasickej katalyzy Lewisovymi kyselinami mdze byt transglykozylana reakcia
uskuto€nena aj za pomoci katalyzy enzymatickej. Takéto biotransformacie poskytuju
eSte zaujimavejSie vysledky, ato kvoli stereoselektivite, regioselektivite a efektivite
tychto reakcii. Reakciu sprostredkuvavaju nukleozid-fosforylazy, ktoré su enzymami
katalyzujuacimi rovnovaznu reakciu pyrimidinového ¢i purinového glykozidu na
glykozyl-1-a-fosfat a volnu nukleobazu a spatne. To znamena, Ze v transglykozylagnej
reakcii katalyzuju jednak disociaciu donorového glykozidu, a nasledne aj coupling
glykozylfosfatu s purinom. Do reakcie sa za pritomnosti fosfatového pufru pridava purin-
nukleozid-fosforyldza (PNPaza), v pripade pyrimidinovych donorov glykozylu aj
prislusna tymidin- ¢&i uridin- fosforylaza. S vyhodou Uplnej anomérnej kontroly su takto
pripravované inak obtiaZne dosiahnutelné 2‘-deoxy-9-B-derivaty.®?-%> Na promiskuitu
PNPazy poukazuju aj uspesSné syntézy stéricky naroCnejSich 6-substituovanych
purinovych 9-B-ribozidov a ich 2‘-deoxyribozidov, akymi su cytokininy zeatiny

a topoliny®®, ¢i ribozidy s benzoxazinovym fragmentom v C® substituente®’.
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2.2.4. Pristupy k syntéze N’ substituovanych purinovych glykozidov

Tato kapitola poskytuje suhrn reakcii vyuzitych pre pripravu purinovych N’ glykozidov
a podava prehlad o ich regioselektivite a vytaznosti. Takejto literatury vSak nie je mnoho,
a zahrnuté su preto aj publikacie zaoberajuce sa Studiom distribucie izomérov za
roznych podmienok reakcie a takisto reakcie, v ktorych N’, aj ked niekedy nezelane,
vznikal vo va¢som mnozstve. V takom pripade sa ale spravidla nejedna o vSeobecne
aplikovatelné metddy, kedze dané podmienky zva¢$a umoznuiju pripravit’ len konkrétny
N’ glykozid a s inymi derivatmi sa rovnaky vysledok nedosahuje. Teoretické pozadie
jednotlivych typov reakcii bolo spomenuté v predos$lej kapitole, tu budu diskutované

predpokladané dévody vzniku izoméru N”.

Priame glykozylacné metddy, tj. reakcie purinov s C!-halogenidmi sacharidov za
pbsobenia baz, vo vacsSine pripadov vedu na zmes izomérov, v ktorej znacne
predominuje N° glykozid. Napriek tomu tieto reakcie po preciznej chromatograficke;
separacii umoznuju ziskat N’ derivat v miernych vytazkoch. Dékazom moéze byt
priprava 2 -dideoxyribozidov 6-chlérpurinu (56) a 2,6-dichlérpurinu (50) v 11% a 13%
vytazku N’ izoméru, za su¢asného vzniku 59 % izoméru N° v oboch pripadoch.®! Napriek
absencii participujucej susednej skupine vznikli len B-anomeéry, o sa pripisuje Sn2

charakteru glykozylacie sodnej soli v acetonitrile.
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Schéma 9

Glykozylaénu reakciu sacharidu 54 s r6znymi purinmi v acetonitrile za pésobenia NaH
neskor detailnejsie Studovali dal$i autori,8 ktori ziskali odlisné vysledky u 6-chlérpurinu
(3 % 70). V reakcii zaroven detekovali aj malé mnozstvo a-anomérov, pricom dospeli
k zaveru, Zze su doésledkom anomerizacie vychodiskového sacharidu 54 eSte pred

vstupom do reakcie, ktorej Sn2 mechanizmus potvrdili.

ZvySeniu podielu N’ glukozidového derivatu v alkylacnej reakcii sa venovali
Cowley et al.,> pricom vysledok reakcie 6-chlérpurinu s acetobromoglukézou zavisel od
pouzitého rozpustadla. NajvyhodnejSia reakcia poskytujuca 14 % N’ izoméru spolu
s 42 % N° izoméru bola uskuto¢nena v propylénkarbonate s K.CO3 ako bazou. Obmena

propylénkarbonatu za DMF ¢i DMSO sposobila Gplné potlacenie vzniku N7 produktu.
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Neskodr bola vyuzita tato reakcia v jej miernej modifikacii, zahffala pouzitie acetonitrilu

ako rozpustadla, a dosiahnuty bol zhodny vysledok ako s propylénkarbonatom.®®

Z kyslo katalyzovanych flznych reakcii poskytujicich N’ glykozid vo vyznamnejSom
mnozstve je mozné uviest uz spomenutdreakciu purinu katalyzovanu
bis-(p-nitrofenyl)fosfatom,  ktora s peracetylovanou ribofuranézou  poskytuje
20 % N’ ribozidu spolu s 70 % izoméru N°. Reakcia v8ak nie je vSeobecne vyuzitelna,
pretoze za rovnakych podmienok s inymi peracetylovanymi sacharidmi k takymto

vysledkom nevedie.*®

peracetylovany vyt'azok
sacharid N’ glykozid N°® glykozid

ribofuranéza 20 % 70 %
xylofuranéza 8,5 % 63 %
ribopyran6za 12 % 85 %
glukopyran6za 0% 8,4 %
Tab. 1 Produkty fuznej glykozyla¢nej reakcie purinu za katalyzy bis-(p-nitrofenyl)fosfatu

Za rovnakej katalyzy neskor kondenzovali aj N2?-acetylguanin, tentoraz s celkovymi
vytazkami do 58 % a vacsinou takmer polovicnym zastipenim N7 glykozidu v izomérnej

zmesi s N° derivatom.5®

Kvéli nizkej efektivite reakcii glykozylujucich purin v jednom kroku, spadaju do uvahy pre
pripravu N’ glykozidov aj syntézy viackrokové. Snaha obist obtiaznu tvorbu N’
glykozidickej vazby na purine viedla k skumaniu cyklizaCnych metdd, u ktorych sa
vyuziva moznost glykozylacie purinového prekurzoru. Cyklizécia glykozylovaného
pyrimidinového prekurzoru narozdiel od jeho alkylovaného analogu zlyhavala,®® uspesne
ale cyklizacia prebieha na glykozylovanom imidazole. Takuto mnohokrokovu syntézu
vychadzajuc zo 4(5)-bromo-5(4)-nitroimidazolu popisal Townsend a spolupracovnici,”
ktori vyuzili pre zavedenie ribozylového derivatu na atéom N?, teda na buduci N7 atom
purinu, fuznu reakciu katalyzovanu chléroctovou kyselinou. Tato ribozylacia prebehla
s vysokym vytazkom 72 %, ¢im sa vyznamne podiefala aj na slusSnhom celkovom
vytazku, ktory dosiahol 49 %. Po ribozylacii nasledovala substitucia brému za vzniku
nitrilového derivatu 74 a katalyticka hydrogenacia nitroskupiny. K cyklizacii doslo
reakciou s dietoxymetylacetatom a naslednym pridavkom amoniaku, pricom vznikol
odchraneny adenin-7-B-ribofuranozid (77). Jednotlivé kroky tejto syntézy zobrazuje
Schéma 10. Podobnou cestou neskér pripravili aj 6-tiopurin-7-p-ribofuranozid, a to
prebublavanim roztoku intermediatu 76 sulfanom s naslednou deacetylaciou, pricom

tento produkt pouZzili na pripravu 6-alkyltio-, 6-alkoxy a 6-alkylamino- derivatov.”
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Schéma 10

Townsendovu metdédu aplikovala vyskumna skupina MaclLeoda pri  priprave
7-B-glukopyranozidov aromatickych aj izoprenoidnych cytokininov.527273 Prva reakcia
v tejto sekvencii spocivajuca v naviazani sacharidu na imidazolovy derivat vSak
s peracetylovanou glukopyrandézou neprebiehala. RieSenim bola modifikacia fuznej
reakcie za pouzitia koncentrovanej kyseliny sirovej, ktora poskyla 26 % prislusného
glukozidu. KedZe cytokininy su N°substituované adeninové derivaty, upravena bola aj
posledna reakcia. Reakciou etoxymetylénového intermediatu 78 s prisluSnym
primarnym aminom bol ziskany N!derivat, ktory podliehal Dimrothovmu presmyku
iniciovanému  zdhrevom za pritomnosti octanu  benzylaménia. V pripade
benzylaminopurinového derivatu 80 dosiahli celkovy vytazok 15 % a zeatin-7-B-

glukopyranozid (81) pripravili vo vytazku 11 %.

FN
NH
o N\/)\ 2 O  OEt
1.
AcO - A A oe ‘
AcO' ‘OAc 2. RNH,

OAc (78)

N._N
ST
N —N
(80) R =PhCH,-
HN_ (81) R = (E)-HOCH,(Me)C=CH-CH,-

BnNH3;OAc AcO

AT AcO"

Schéma 11
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Viackrokovou selektivnou metédou, aj ked aplikovanou len pre N7 alkylované puriny, je
démyselna reakéna sekvencia zahffiajica selektivnu protekciu atomu N° na 6-
chlérpurine alebo inom halogénpurine, redukciu imidazolového kruhu a alkylaciu N’
atdbmu nasledovanou deprotekciou a reoxidaciou na vysledny N’-alkylpurin. Tento
pristup povodne vyuzival ako protektivnu skupinu benzyl alebo trityl,”* no vyhodnejsie
sa neskoér ukazalo pouZitie tert-butyloxykarbonylovej skupiny, ktora zvySila stabilitu
medziproduktov a umoznila aplikovatelnost pre SirSie spektrum substituentov.”
Uspesne boli zavedené nielen alkyly vratane allylovych a propargylovych substituentov,
ale aj acylové substituenty. V zmysle Michaelovej adicie reagovali aj skimané Michael
akceptory. Pripravené N’ substituované 6-chlérpuriny neskér pomocou znamych reakcii

podrobili premene na N’ derivaty adeninu, guaninu, hypoxantinu a 6-merkaptopurinu.”

Cl Cl Cl H
N~ N Boc,O, DMAP N~ N BH..THE N= N
ﬁ>% @\>+F @>H

NTN © NT N N7 N

Boc Boc

(56) (82) (83)

R,
1
LIHMDS, R,X N)IN> 1. TFA DCM )j:
%
DMF/THF k\N N 2. Mno2 DCM k
\

= prim / sec alkyl, acyl

(84) (85)
Schéma 12

Silylaéné metddy, ako uz bolo spomenuté v predoSlej kapitole, poskytuji moznost
pripravit vo vysokych vytazkoch a s dobrou stereo- a regio-selektivitou purinové
N°® glykozidy. AvSak medzi popisanymi silylaénymi reakciami sa najdu aj také, u ktorych
sa viac ¢ menej predvidane regioselektivita reakcie znizuje az obracia v prospech
N7 izoméru. Zial, ako bude uZ aj z niz8ie popisanych reakcii zjavné, vztah medzi
podmienkami reakcie a distribuciou izomérov sa definuje velmi obtiazne. Dévodom je
skuto€nost, Zze zdanlivo &i aj uplne rovnaké podmienky reakcie z hladiska pouzitého
katalyzatoru, solventu Ci teploty s réznymi purinovymi ¢i sacharidovymi derivatmi

poskytuju raz N7, potom N° derivaty.

Jednou z reakcii silylatného typu vyuzitych pre pripravu Ustredného derivatu tejto
diplomovej prace, 7-B-glukozidu 6-chlérpurinu, bola kondenzacia silylovaného
6-chlérpurinu s chranenou 1‘-metylglukézou 86 za katalyzy obfubenym TMSOTf
v acetonitrile (Schéma 13). Pomocou nej bol vzmesi regioizomérov ziskany

N’ derivat 87 v 20 % vytazku.®? V pripade benzylovej protekcie $lo o anomérnu a
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regioizomérnu zmes S$tyroch latok so zachovanym 19 % vytazkom.** Autori podobnej
reakcie s vynimkou pouZzitia peracetylovanej glukdzy reportovali 60% vytazok latky 87,%¢

avsSak kvoli zhode poskytnutého spektra s N° izomérom, je vierohodnost tohto vysledku

pochybna.
Cl N\j
N/| N\> 1. BSA, MeCN |/N +  9uizomér
k\ N 2. TMSOT,
N H OAc Cl 41% (88)
0. .\OMe
(56)
AcO"’ “OAc
(86) O°° 20% (87)
Schéma 13

Garner a Ramakanth podrobnejSie skumali reaktivitu 2-aminopurinov s derivatmi
glukdzy.””"® Pévodna snaha pripravit N° glukozidy 2-aminopurinov vyvrcholila v metodu
ich N’ regioselektivnej glukozylacie. V ich prvej publikacii Studovali N-acetylguanin,
ktory bol po silylacii glykozylovany peracetylovanou glukdézou v acetonitrile za katalyzy
SnCls, a poskytol vyluéne N’ glukozid (91) v 61% vytazku. S obmenou reakénych
podmienok za benzoylovanu 1‘-acetylglukézu, katalyzu TMSOTTf a v refluxe dichléretanu
vznikli prislusné glukozidy v pomere N°N’ 8:1 v 56% vytazku. Zmenou podmienok
uvazovali podporu vzniku termodynamického produktu, ato aj kvoli tvorbe
benzoyloxéniového katidnu s nizSou energiou v porovnani s kationom acetyloxéniovym.

Analogicke vysledky dosiahli aj u ribozylacie.

OTMS OAc </N | Ny NHAC
OAc
NE NN WOAC ga, N NH
s | 2T1ms * >
~ N 4, MeCN, rt O
TMSAcN™ N OAc
OAG AcO OAc
(89) (90) OAc 61% (91)
0
OTMS OBz
NH
N7 >N O wOAC  rysors | .
PN s o [ T N” “NHAc
TMSAcN N BzO' ‘OBz reflux
OBz
(89) (92) OBz 50 % (93)
+ N’-izomér
6% (94)
Schéma 14
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Neskér boli tymito autormi popisané glukozylacie dalSich dvoch 2-aminopurinov.
Necakane vSak za podmienok, kedy N2-acetylguanin poskytol N7 izomér ako jediny
produkt, poskytol N?-acetyl-2-aminopurin vyluéne N° izomér v 11% vytazku. Na 2-amino-
6-chlorpurine bola opat pozorovana vyrazna dominancia N’ derivatu, ¢o poukazuje na
vyznamny vplyv substitucie purinu. Oba 8&tudované puriny poskytli v reakcii
katalyzovanej triflatom v refluxe dichléretanu zmesi s previadajucim N° derivatom.

Prehlad tychto reakcii je su€astou Tab. 2 (vid' nizSie).

V metdéde predstavenej Robinsom et al. najdeme kombinaciu vy$Sie uvedenych
podmienok.” Ich metéda umoziiuje pripravu guaninovych N’ pentofuranozidov ribdzy,
xylézy a arabinézy 95... v bezprecedentnych vytazkoch vySe 70 %. Ide o reakciu
silylovaného NZ2-acetylguaninu katalyzovand pomocou SnCl, v dichléretane za
laboratornej teploty, ktora napriklad s peracetylovanou rib6zou poskytla 70 % produktu.
Vplyv Lewisovej kyseliny, ako aj vplyv miernej zmeny v podobe chraniacej skupiny pre
exocyklicky atom dusika v guanine je oCividny z reakcie N-isobutyrylguaninu za pouzitia
TiCls so znac¢ne znizenym 42% vytazkom N’ derivatu. Schéma 15 zobrazuje uvedené

reakcie a aj dalSiu alternativu reakcie uskutoéfiovanej za katalyzy TiCls,.
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o ¢ T
N7 \ OAc _ SnCly N
PN | >Tms + AcoAQ’ — o
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Schéma 15
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Tabulka 2 umoziuje porovnanie jednak zmienenych reakcii v tejto kapitole, ale aj inych
relevantnych reakcii tu nerozoberanych kvoéli zachovaniu Citatelnosti tohto textu. Tabulka
uvadza derivat reagujuceho purinu a sacharidu, katalyzator, rozpustadlo a teplotu
reakcie, zatial€o presné detaily napr. o pomeroch reaktantov a o pouzitom silylathom

¢inidle su zanedbané.

mmnm-mm

a-1-Me-2,3,4,6-

6-chlérpurin TMSOTf ™ MeCN @ 20% 41%
tetraacetylglukdza
6-chlérpurin pentaacetylglukdza TMSOTf N MeCN | 60% 36
6-chl6rpurin L-acetyl-2,3,5- TMSOTf 1 MeCN 94%
tribenzoylribdza
-1-acetyl-2,3,5-
NE-benzoyladenin B-1-acetyl-2,3,5 TMSOTf 1 MeCN 61% ©
tribenzoylribdza
N2-acetylguanin a-pentaacetylglukoza TMSOTf ™ DCE 24% | 48%

N2-acetylguanin a-pentaacetylglukdza SnCls rt MeCN @ 61%

-1- -2,3,4,6-
o-l-acety-2,3,4,8 SnCly rt MeCN | 61% ”
tetrabenzoylglukdza

a-1-acetyl-2,3,4,6-

N2-acetylguanin

Tab. 2

nitro)benzoylxylofurandza

Prehlad vybranych silylaénych glykozylaénych metdd purinovych derivatov

N2- | i TMSOTf DCE 9 9
acetylguanin tetrabenzoylglukoza 50 T ¢ 6% | 50%
N2- I-
facety , o-pentaacetylglukdza SnCla rt MeCN 11%
2-aminopurin
N2- I- ,
?Cety , a-pentaacetylglukdza TMSOTf ™ DCE 2% | 49%
2-aminopurin
N2-acetyl-2-amino- ,
, , a-pentaacetylglukdza SnCla rt MeCN  60% 8% 78
6-chlérpurin
N2-acetyl-2-amino- ,
, , a-pentaacetylglukdza TMSOTf ™ DCE 11% 56%
6-chlérpurin
N2- [-2-amino- -6-amino- I-6-
acety, artuno a-6-amino pentalacety 6 SnCla t MeCN 9%  13%
6-chlérpurin deoxyglukdza
N2-acetylguanin B-tetraacetylrib6za SnCla rt DCE 70%
N2-i I
Igsl?:rtli;yry B-tetraacetylribdza TiCla rt DCE  42% 3% ™
N2-isobutyrylguanin B-tetraacetylrib6za TiCls ™ MeCN | 67%
Né-benzoyladenin B-pentaacetylglukdza SnCls N DCE 68% 8
1,2- I-3,5-di(p-
Né-benzoyladenin L acetyl-3,5-di(p , SnCla rt DCE 90%
nitro)benzoylxylofuranéza s1
1,2- I-3,5-di(p-
N2-lauroylguanin ,2-acetyl-3,5-di(p SnCls rt DCE 37% 6%

Uz aj z uvedeného zlomku reakcii je zrejmé, ze vysledok reakcie je obzvlast citlivy na
zmenu akéhokolvek faktoru. Tento fakt zamedzuje definovaniu vSeobecne platnych
podmienok pripravy N’ purinovych glykozidov, a preto su zatial k dispozicii presné
podmienky pre konkrétne derivaty. V zavere ale mozno konstatovat, Ze postupnym
vyvojom metdd v tejto oblasti sa k purinovym N’ glykozidom pozvolna razi pristup, ¢im

sa umoziuje pociato€né biologické skiumanie nukleozidovych mimetik tohto typu.

36



3. Vysledky a diskusia

NajvyznamnejSou ulohou tejto diplomovej prace bolo uskutoCnenie syntetickej Studie,
ktora by v idealnom pripade vyustila do vyvinutia metoédy pre pripravu N7 glykozidov
6-chlérpurinu a 2,6-dichlérpurinu. Tato kapitola preto podava proces vyvoja tejto

metody, interpretuje dosiahnuté vysledky a ¢o najkritickejsie ich hodnoti.

V praci sme sa rozhodli pre Stuadium distribucie izomérov za réznych podmienok
v metodde silylacnej, ato aj z dbévodu, ze vramci bakalarskej prace boli zbezne
preskimané a vyhodnotené roézne pristupy vratane priamych alkylacii, fuznych reakcii,
reakcii zahfhajucich glykozylaciu redukovaného imidazolového kruhu a reakcii
silylaéného typu, pricom ako reakcia s najvacsim potencialom sa javila prave silylaéna.
Volba SnCl, ako katalyzatora vziSla z pozorovania, ze spomedzi ¢lankov, v ktorych je
zmiefiované jeho pouZzitie pri glykozylaciach purinovych derivatov, sa sice vysledky liSia
v zavislosti od reagentov, avSak vacsinou s relativne dobrou preferenciou do N°, inokedy
do N7 produktu (vid vy$Sie napr. Tab. 2, resp. ¢lanky -81). Pre tento typ reakcie sme
si definovali niekolko predpokladov, ktoré zahfhali spdsoby, ktorymi by sa mohla docielit
preferencia kinetického N’ produktu. Pozorovany bol vplyv réznych faktorov na vysledok
reakcie, ¢o zahffialo najprv vplyv teploty, ¢asu a rozpustadla, nasledne najma vplyv
Lewisovej kyseliny a vplyv Struktary sacharidového derivatu. 6-Chlorpurin a
2,6-dichlorpurin boli vybrani ako latky hlavného zaujmu kvoli ich mozZnosti transformacie

na rozmanité purinové derivaty.

Reakcie boli v niektorych pripadoch vyhodnocované bez izolacie produktov, ato
prostrednictvom LC-MS analyzy reakénych zmesi. K tejto aproximacii pri vyhodnocovani
bolo pristupené z dévodu korelacie konverzie, pomeru regioizomérov a ich mnozstva
pri porovnani dat z analyzy s vysledkom po starostlivej izolacii. Identita izomérov bola
predbezne dedukovana jednak na zaklade niz$ej polarity N’ derivatov v porovnani
s prislusnym N° izomérom, ale rozliSeniu napomahalo aj absorpéné spektrum, ktoré
v pripade N’ derivatov siaha do 290 nm, zatialCo absorpcia N° derivatov je uz nad

275 nm minimalna az nulova.
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3.1. Vplyv zakladnych parametrov reakcie

Predpoklad o vplyve teploty a ¢asu reakcie na distriblciu regioizomérov vychadzal
z tedrie kineticky a termodynamicky kontrolovanej reakcie — tj., Ze vacsie mnozstvo N’
izoméru bude pritomné na zaciatku reakcie a zaroven v reakcii vedenej za nizSej teploty.
Zo solventov boli zvolené dichléretan a acetonitril, ktoré su zauzivanymi rozpustadlami
pre Vorbriggenovu glykozylaciu. Zakladnu reakciu, na ktorej boli podmienky testované
ukazuje Schéma 16. Ide o glukozylaciu silylovaného 6-chlorpurinu peracetylovanou

glukézou 99, pricom kluc¢ovou zloZkou zaistujucou vznik N’ sa zda byt SnCl..

N

Cl | \j

N7 i, i, il =N
k\N Cl
OAc (87)

+ N°® izomér (88)

Schéma 16 (i) 1.5 eq. BSA, 80°C, 30 min;
(ii) 2.1 eg. SnCl4, 0°C — r.t., 30 min
(iii) 1.1 eq. B-GlcpAc (99)

Reakcia vedena v polarnom aprotickom rozpustadle acetonitrile poskytuje po dni
mieSania 70% konverziu, avSak so znacnym mnozZstvom vedlajSich produktov (dalej ako
,VP*) a s rovnomernou distribdciou medzi oba izoméry. Konverzia sa ¢asom zlepSuje,
ale neumerne pribida najma N° produkt. Dichléretan poskytuje znacne lepsie vysledky,
ato upInu konverziu svySe S$tvornasobnou dominanciou N’ produktu. Vysledky
sprehladnuje tabulka 3 a graf 1. Odvazne by sa dalo predpokladat, ze zhorSeny pomer
je dosledkom schopnosti acetonitrilu stabilizovat” acyloxéniovy kation sacharidu a tym

znizit jeho reaktivitu, ¢im dojde k prednostnému vzniku termodynamického N° produktu.

Solvent Teplota Cas N7/N° konverzia VP  stipec

22 h 1 70 % A
r.t.
72 h 0,5 90 % 10 % B
r.t. 22h 44 99 % 7% C
Tab. 3 Vplyv rozpustadla na reakciu
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6-CIP
B 27 53 10 o7
mN9
C 75 17 7 mVP
0% 20% 40% 60% 80% 100%
Graf 1 Vplyv rozpustadla na reakciu

Aj teplota ma v tejto reakcii vyznamny, no o€akavany vplyv. Za refluxu sa dosiahne uplna
konverzia uz po dvoch hodinach, av8ak aj napriek zachovanej pritomnosti SnCl, sa
mnozstvo N° uz vyrovna mnozstvu N7 glukozidu. ZniZzena teplota zase pésobi na podiel
N’/N® priaznivo, av$ak rychlost reakcie je znatne spomalend. ZvySenim ekvivalentu
reagujuceho sacharidu sa konverzia do Zelaného produktu zvysi len nevyznamne
a spOsobi navysenie mnozstva vedlajSich produktov. Vyhodou reakcie vedenej v chlade

je jednoduchsia izolacia produktu z inak tazko separovatelnej izomérnej zmesi.

Solvent Teplota Cas N7/N?® konverzia VP stipec

22 h  minimum N°® 65 % 15 % A1
6°C

8d 7,4 87 % 11 % Az
DCE
r.t. 22 h 4.4 99 % 7% B
e 2h 1 99 % 10% C
Al 15
6-CIP
A2
mN7
B 75 17 7 N9
m\VP
C 45 45 10
0% 20% 40% 60% 80% 100%
Tab. 4, Graf 2 Vplyv teploty na reakciu
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Ze ide o rovnovaznu reakciu potvrdilo pozorovanie reakcii s niektorymi sacharidmi, kde
prvotne vzniknuté mnoZstvo N7 izoméru v ¢ase detekovatelne ubudalo a N’/N° pomer
sa znizoval. Trend bol pozorovany napr. u reakcii 6-chlérpurinu s peracetylovanym
galaktozidom 57 a ribozidom 113. Z tychto pozorovani vyplynulo, ze optimalny reakény
Cas je kompromisom medzi ¢im vy$8ou konverziou vychodiskovych latok a &im lepSim
pomerom N7 a N° derivatov. To znamend, ¢o najdihs$i reakény ¢as z hladiska konverzie,

no zaroven ¢o najkratsi kvoli zachyteniu kinetického produktu.

Zaujimavym zistenim bolo pozorovanie reakcie N’ glukozidu 87, ktory poskytol v
dichléretane po dvoch hodinach zahrievania s TMSOTf ako Lewisovou kyselinou zmes
s jeho N°® izomérom 88. To znova potvrdzuje moznost transglykozylacnej reakcie, pricom

preferovanym produktom je produkt termodynamicky.

Glykozylaéna reakcia bola pévodne pred separaciou spracovavana pridavkom metanolu
a nasledne extrahovana. AvSak pri ukon¢ovani reakcie metanolom bol pozorovany vznik
6-metoxy 122 a triacetatového derivatu 121 (Schéma 17). Aj ked islo len o jednotky
percent, konkurentna substiticia a monodeacetylacia bola potlacena nahradou

metanolu za isopropanol.

_N
+ N? izomér (88)
o Cl
N7 | N\> i, i, il (87)
k\N N N N N
H N N
56 | jN OAc ¢ I(WN
( ) ~ + N ~
Cl OMe
AcO" “OAc
OAc (121) OAc (122)

Schéma 17 (i) 1.5 eq. BSA, 80°C, 30 min;
(i) 2.1 eqg. SnCls, 0°C — r.t., 30 min
(i) 1.1 eq. B-GlcpAc (99), 24 h
(iv) MeOH

Nutné je zaroven zmienit, ze vytazok glykozylacie je znaCne znizeny v pripade pouzitia

starSich Cinidiel (najma BSA), ako aj pri nedokonale suchom rozpustadle &i atmosfére.
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3.2. Vplyv Lewisovej kyseliny

Uz zo zbezného porovnania Studovanej reakcie vo€i podmienkam klasickej
Vorbriiggenovej reakcie poskytujucej N° derivaty je zrejmé, Ze typ Lewisovej kyseliny ma
na regioselektivitu glykozylacie zasadny vplyv. Casto pouzivany TMSOTf poskytuje za
skumanych podmienok konverziu az pri zvySenej teplote a za takmer vyhradnej tvorby
N°® glukozidu, takisto ako aj BFs.Et.O a BF.OTf.OEt,, ktory je komplexom generovanym
kombinaciou dvoch predchadzajucich LA. Katalyza FeCls vedie majoritne na N° izomér,
zatialo s AICl;, ZnCl;, MgClz, ani s Ti(iPrO)s reakcia neprebieha. Rozhodujucim
experimentom bola reakcia katalyzovana TiCls, ktord poskytla vyluéne N’ produkt

s 60 az 70% konverziou 6-chlérpurinu.

Solvent Teplota LA  N7N° Konverzia VP stipec

SnCls 4,4 99 % 7% A

DCE rt. BAeI N7 only  60-70 % B

FeCls 0,3 95 % 12 % C

A . 6-ClP
N7
5 n
mN9
¢ mVP
0% 20% 40% 60% 80% 100%
Tab. 5, Graf 3 Vplyv Lewisovej kyseliny na reakciu

Pri reakciach za katalyzy SnCls a TiCls poskytujucich najvhodnejSie vysledky bol
sledovany vplyv ich mnozstva v reakcii. Pre tieto Lewisove kyseliny sa uvazuje dvoijité
pdsobenie, jednak tvorba kationu zo sacharidu a zaroven komplexacia LA s purinovym
derivatom. Tvorba o-komplexu zavisi najma od acidity Lewisovej kyseliny, pri€om napr.
pre silné LA ako je SnCls sa udava pre kvantitativhu tvorbu komplexu so silylovanym
5-metoxyuracilom len jeden ekvivalent, zatial¢o u TMSOT( je to pat.*® Spotreba istého
mnozstva LA vtejto interakcii je jeden zdbvodov Standardného pouzitia
2.1 ekvivalenta SnCl, &i TiCls vo&i purinovému derivatu, priCom podobné mnozstva sa
objavuju aj v literature. ZvySenie mnoZstva az na 4.2 ekvivalenta v3ak v oboch pripadoch

viedlo k potlaCeniu konverzie, aj ked za zachovania distribucie izomérov.
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Vysledok dosiahnuty za podmienok katalyzy TiCls je prvou regioselektivhou reakciou
veducou na N’ glukozid 6-chlérpurinu. V snahe zvysit nelplnu konverziu 6-chlérpurinu

v tejto reakcii boli uskutocnené viaceré experimenty:

Nadbytok sacharidového derivatu (1.5 ekv.) sice o par jednotiek percent zvySi konverziu,
no pritomnost nezreagovanej peracetylovanej glukozy, ktoru z reakénej zmesi nie je
mozné narozdiel od nezreagovaného 6-chlérpurinu vyextrahovat, zamedzuje prvotne
zvazovanu moznost vyhnut sa kolonovej chromatografii. MySlienka premenit
nezreagovany sacharid na polarmy glykozid atym ho odstranit extrakciou po
glykozylanej reakcii sa ukazala z prvotnych experimentov ako neuskutoCnitefna
a nebola dalej rozpracovavana. V ramci spomenutej mySlienky boli skuSané reakcie
peracetylovanej glukézy s viacerymi polarnymi alkoholmi (glycerol, kyselina vinna ai.)
za podmienok glykozylaénej reakcie (Schéma 18), avSak bez vyuzitelnosti kvoli

nedostatonému spolarneniu i nereaktivite za danych podmienok.

OAc

OAC  (g9) OAG (100)

Schéma 18  Reakcia peracetylovanej glukdzy (99) s alkoholmi za glykozylaénych podmienok

Dalsim pokusom zvysit konverziu bolo prevedenie reakénej zmesi zo suspenzie do
roztoku. Nariedenie dichléretdnom rozpusteniu zloZiek nepomohlo, a zatial¢o po

pridavku acetonitrilu reakcia prebieha v roztoku, glykozylacia je obomedzena.

Ako vhodna sa v niektorych glykozylaciach popisovala kombinacia 1 ekvivalentu SnCla,
ktory interaguje s purinovym derivatom, a malého mnozstva TMSOTf tvoriaceho
acyloxoniovy katién sacharidu.®® V nami Studovanej reakcii véak kombinacia TiCls a

SnCl, reakciu neovplyvnila.

ZvySenie teploty reakciu ,iba“ urychfuje. To znamena, Ze vo vysledku sa konverzia
nezvysi, ale rovnovaha sa ustavi skor. Reakciu tak mozno s rovnakym vysledkom skratit
Z 24 hodin na 2 hodiny, pokial je vedena pri 40°C. Pri eSte vy33ej teplote, 70°C, sa uz
dosahuje vytaZok glukozylacie mierne nizsi. Co je vSak prekvapivé, katalyza TiCl,

narozdiel od SnCl, dokonca zachovava N’ regioselektivitu aj pri tychto teplotach.
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3.3. Vplyv struktury glykozyldonoru

Tato podkapitola pokryva viaceré experimenty, ktoré zahffiali pozorovanie vplyvu typu
anoméru reagujuceho sacharidu, vplyvu charakteru odstupujucej skupiny, ako aj vplyvu
protektivnej skupiny na C2. Zahrnuta je takisto reaktivita réznych sacharidov, z ktorych

boli Studované najma ribéza, glukozamin, galaktéza ai.

3.3.1. Vplyv protektivhych skupin glykozyldonoru

Uvaha, Ze stabilita astym suvisiaca reaktivita acyloxoniového kationu sa méze
vyznamne podiefat na ovplyvneni pomeru kinetického a termodynamického produktu,
viedla k modifikacii Struktury sacharidu. Pre ovplyvnenie stability katiénu sacharidu je
nutné zmenit acylovd chraniacu skupinu pre hydroxyl na C2, ktora stabilizaciu umoziuije.
Nasim predpokladom bolo, Zze zvySenie reaktivity katiénu, bude viest k prednostnej
tvorbe kinetického N’ produktu. Pre overenie tejto hypotézy bolo cielom nahradit doteraz
vyuzivany acetyl, ktory sa zaroven pre tieto reakcie stal referenénou skupinou
umoznujucou porovnanie distribucie izomérov. Trifluéracetyl a para-nitrobenzoyl boli
skupinami, u ktorych bolo uvaZované pdsobenie v prospech N’ produktu. Benzoylova
skupina reprezentovala skupinu znizujucu reaktivitu katiéonu, apriori teda pdsobiaca
v prospech N° izoméru. Studovanou reakciou stale zostala glykozylacia katalyzovana
SnCl, (vid Schéma 16, s. 38) a popri nej bola paralelne Studovana aj reakcia za katalyzy
TiCla.

LA

o e Jeg

Schéma 19

Skutoéne, v analogickej reakcii derivatu ribdzy nesticeho 2'-O-benzoyl sa pomer N7/N°
v porovnani voci reakcii s peracetylovanou ribézou vyrazne zhorsil, pricom u Studovane;j

reakcie katalyzovanej TiCl, doslo takmer k Uplnemu potlaceniu vzniku N (Tab. 6).

n

S cl 90 %
nCly
/\(JAOAC - il 75 %
Ac- ) 6,6 75 %
TIC|4
Bz- <0,1 95 %
Tab. 6 Porovnanie vysledkov reakcii peracetylovanej a perbenzoylovanej ribozy
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Glykozylacia s analogickym glukézovym derivatom 92 bola za katalyzy TiCls
vyhodnotena taktieZ ako reakcia poskytujuca N° izomér, pricom izomér bol stotozneny
prostym porovnanim absorpéného UV spektra so zhodnymi produktami v dalSej reakcii
(glykozylacia so 102). Synteticka cesta na derivat 92 bola zlozena z popisanych reakcii
benzoylacie glukozy®, selektivnej deprotekcie®® a acetylacie volného anomérneho
hydroxylu®* (Schéma 20). Ako substrat pre glykozylaciu bola vyuZita aj perbenzoylovana
glukéza (102), ktora do tejto reakcie vstupuje v porovnani s derivatom 92 s odliSnou
odstupujucou skupinou a aj anomérom. Faktom vSak je, ze vysledok reakcie je zavisly
aj od tychto faktorov a niektoré stymto spojené pozorovania su uvedené nizSie.
V glykozyla¢nej reakcii s perbenzoatom 102 katalyzovanej SnCls vznikal prislusny N’
glukozid uz ,len“ v dvojnasobnom nadbytku, zatial¢o katalyza TiCls zachovala vyluénu

tvorbu N’ izoméru aj v tomto pripade.

BzCl
EE——
Py
OBz
44 % (102)
OBz OBz
NH3/THF:MeOH O ~OH Ac,0 O .OAc
— >
W' vy Py K ‘4,
BzO OBz BzO OBz
OBz OBz
52 % (103) 75 % (92)

Schéma 20  Priprava 1-O-acetyl-2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-a-D-glukopyranozy (92)

Dalsim krokom na ceste k odhaleniu vplyvu chraniacej skupiny na C2 bola priprava

esterov trifluéroctovej a para-nitrobenzoovej kyseliny. Derivat 105 bol pripraveny

reakciou glukozy s p-nitrobenzoylchloridom v pyridine.
OR

OH Cl
o<
WOH 2 5

Py

Y

“OH

OH
(104) (105)

NO,

Schéma 21  Priprava 1,2,3,4,6-penta-O-(4-nitrobenzoyl)-a-D-glukopyrandzy (105)

Za pouzitia derivatu 105 v skuSanej glykozylaCnej reakcii katalyzovane] SnCls bol
pozorovany vznik troch izomérnych produktov len v malom mnoZstve ato az po

niekolkodriovom zahrievani pri 74°C.
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Trifluéracetylovana glukéza (106) bola pripravena podfa popisanej reakcie glukézy
s Cerstvo predestilovanym trifluéracetanhydridom v pyridine.®> Produkt bol nasledne
destilovany za vakua 0,062 Torr pri teplote 115°C s vytazkom 78 %. Kvoli vysokej
citlivosti produktu na hydrolyzu bolo po cely ¢as zaobchadzania zabraniované kontaktu
s vlhkostou a aj skladovany bol vo forme zasobného roztoku v dichléretane pod
argonom. Pripraveny trifluoracetat 106 v3ak v Studovanych glykozylacnych reakciach
neposkytol ziadnu konverziu na zelany produkt. V snahe zistit vplyv na distribuciu
izomérov boli skiuSané viaceré obmeny, vratane zvySenia mnozstva glukozidového
derivatu 106 v reakcii, katalyza slab3ou Lewisovou kyselinou TMSOTf, ako aj reakcia
bez pritomnosti LA kvéli moznej deprotekcii trifluoracetylu a beztak vysokej reaktivite
glukdézového derivatu. V Ziadnej reakcii konverzia na N’ &i N° glukozid nebola
dosiahnuta. Rovnaky vysledok poskytla aj reakcia nesilylovaného 6-chlérpurinu za
katalyzy TMSOTf v pritomnosti DBU, ktora v beznom prevedeni s peracetylovanou

ribdzou vedie na prislusny N° ribozid.8®

OC(O)CF,
TFAG,0 \OC(O)CF3
Py F,C(0)CO" “OC(0)CF,4
OC(O)CF,4
(104) 78 % (106)

Schéma 22  Priprava 1,2,3,4,6-penta-O-trifluoracetyl-a-b-glukopyrandzy (106)

S neuspechom u trifluéracetylovanej glukézy sme sa presunuli na N-trifluoracetylaciu
glukozaminu, €o sa ukazalo ako vhodny krok. U peracetylovaného glukozaminu totiz
narozdiel od inych peracetylovanych monosacharidov (galaktézy, mandzy, ribézy
a xylézy) dochadzalo len k minimalnej konverzii, aj to az po zahriati reakcii (vid Tab. 7).
K obmedzenej premene na aminoglukozid 6-chlérpurinu (56) dochadzalo za pouzitia ako
a-anoméru (107), tak aj B- anoméru (108). R6zna reaktivita anomérov peracetylovaného

glukozaminu bola reportovana aj v inych reakciach.®’

Der.sacharidu LA Teplota &as N7/N® Konverzia stipec

OAc r.t. 1d -
o._ .OA SnCla
R 74C  2h 05 30 % A
AcO™ “NHAc 't 1d -
OAc TiCla
() 74°C  2h 7 15 % B
OAc r.t. 1d -
(o) OAC SnCls
74°C 12 h =
AcO™ “NHAc 't 1d -
OAc TiCla
(L) 74°C 12h 15 25% &
Tab. 7 Vysledky glykozyla&nych reakcii peracetylovaného glukozaminu
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Kvéli obmedzenej reaktivite peracetylovaného glukozaminu za podmienok nadejne sa
vyvijajucej glykozylacnej metddy sme pristupili k priprave glukozaminu 111. Jeho
priprava zahfmala najprv selektivne zavedenie trifluéracetylu na NH. skupinu uhlika C?

a nasledne acetylaciu hydroxyskupin, ktora poskytla zmes anomérov (Schéma 23).88:8°

OH OAc

(109) 37 % (110) 68 % (111)

Schéma 23  Priprava 1,3,4,6-tetra-O-acetyl-2-deoxy-2-trifluoracetamido-p-glukopyrandzy

Glykozylatna reakcia N-trifluéracetylovaného derivatu 111 so silylovanym
6-chlorpurinom katalyzovana SnCl, uz poskytla 39 % prislusného N’ aminoglukozidu
136 s detekovatelnym malym mnozstvom N° izoméru. Zahriatie oGakavane pdsobilo
nepriaznivo, napomohlo dalSej konverzii 6-chlérpurinu, av8ak takmer vyluéne do N°
izoméru. Katalyza TiCls sa v tomto pripade neosvedcila (Tabulka 7 - pokracovanie).

Vysledky dosiahnuté s glukozaminovymi derivatmi pre prehfadnost zobrazuje Graf 4.

Der. sacharidu LA Teplota cas N7/N® Konverzia stipec
OAc r.t. 1d minimum N°® 40 % D
O0._.OAc SnCl,
0 74°C 2h 1,2 75 % E
ACO\\‘ "/H%CFs r.t. 1 d =
o TiCls
(111) 74°C 2h -
A
B
6-CIP
c o
b 1 mN9
E
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Tab. 7 — pokraCovanie, Graf 4

Nepriaznivy vplyv acylu so stabilizujucimi vlastnostami a priaznivy  vplyv
elektrénakceptornych acylov bol v niektorych pripadoch potvrdeny, no bohuzial
u viacerych reakcii zhodnotenie vplyvu na pomer N’/N° nebolo mozné kvéli nereaktivite

sacharidového derivatu so silylovanym 6-chlérpurinom za Studovanych podmienok.
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3.3.2. Vplyv anomérnej konfiguracie glykozyldonoru

Rézna reaktivita anomérov, ktori sme pozorovali u peracetylovaného glukozaminu 107
a 108 (kap. 3.3.1.), nas primala k preskimaniu vplyvu anomérnej konfiguracie na
reakciu, ktory sme predtym eSte neuvazovali. Porovnané preto boli aj reakcie
B- a a- anoméru peracetylovanej glukozy, pricom vysledkom pozorovania bola zniZzena
reaktivita a-anoméru — za katalyzy SnCls sa zniZila konverzia na 80 % bez ovplyvnenia
distribucie izomérov, za katalyzy TiCls reakcia neprebiehala. Odévodnenie vSeobecne
platnym pravidlom vy33ej reaktivity axialnych substituentov spdsobenej ich nevyhodnymi
stérickymi podmienkami v porovnani so substituentami ekvatorialnymi, by vtomto
pripade bolo vrozpore s naSim zistenim, kedze axialnym substituentom je
v glukopyranéze a-anomér. U anomérnych hydroxy skupin (resp. inych substituentov
viazanych cez elektronegativny atém) totiz hra vyznamnu rolu tzv. anomérny efekt. Ten
sa vysvetluje nevyhodnou interakciou dipdlov volnych elektronovych parov
endocyklického kyslika s dipdlom tvorenym polarizovanou vazbou anomérneho uhlika
s elektronegativnym atdmom substituenta, ku ktorej dochadza u B-anomérov
(Obr. 19).45%0

ey 0«
M

o-anomer B-anomer

Obr. 19 Dipdlové momenty v 4C1 konformacii a- a B- anomérov (prevzaté z 4°)

Tato interakcia zvySuje energiu ekvatorialne orientovaného B-anoméru natofko, ze
energeticky stabilnejSim anomérom je anomér a. ZvySena reaktivita B-anomérov

u derivatov glukdzy by mala byt preto spésobena tymto efektom.®!

Anomeérny efekt je zaroven aj ddvodom obtiaznejSej pripravy Cistych B-anomérov, kedze
vacsina acylaénych reakcii pyranoz vedie na stabilnejSi a-anomér, prip. na ich zmes,
ktoru je v niektorych pripadoch mozné oddelit’ ich postupnou krystalizaciou. Priprava
a-anoméru peracetylovaného glukozaminu (107) nasledovala ¢lanok,*? kde iSlo o
acetylaciu v pyridine za laboratérnej tepoty. V snahe pripravit anomér B (108) bol
nasledovany patent,®® v ktorom acetylacia prebiehala v pyridine za zvySenej teploty,
avSak reprodukciou tohto postupu bol prvou krystalizaciou ziskany a-anomeér a az
dalSou krystalizaciou aj isté mnozstvo zelaného anomeéru. Vyluénu tvorbu B-anoméru
peracetylovaného glukozaminu (108) nakoniec zaistila katalyza montmorilonitom K10,

pricom acetylacia prebiehala na N-acetylglukozamine (Schéma 24).%*
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OH Acz0 OAc
o MK-10 0
“y /[k Py “y /ZK
N N
on M H
(123) 34 % (108)

Schéma 24  Priprava 1,3,4,6-tetra-O-acetyl-2-deoxy-2-acetamido-B-D-glukopyranozy

Z uvedeného vyplyva, ze pri pozorovani vplyvu modifikovanych sacharidov niekedy
reakcie nezahfiaju len jedind zamySfand zmenu, a preto vysledok prislicha ich

kombinacii. Interpretacia pésobenia chraniacej skupiny na C? tak nie je Uplne presna.

3.3.3. Vplyv odstupujucej skupiny glykozyldonoru

Pohlfad na vplyv odstupujucej skupiny v skiumanej glykozylaCnej reakcii uz sice
bol poskytnuty aj v ramci porovnania vplyvu réznych esterov glykozidov (kap. 3.3.1.),
no doplneny bol eSte oreakciu, kde bola ako glykozyldonor pouzita
a-acetobromoglukéza (112). Hoci s nizSou konverziou v porovnani s referenénou
reakciou peracetylovanej glukdzy, reakcia za katalyzy SnCl, prebiehala aj s derivatom
112, a to prvotne za vyluc¢nej tvorby N’ glukozidu (Tab. 8). Za zmienku na tomto mieste
stoji publikacia, v ktorej sa Spekuluje o mechanizme Vorbrliggenovej glykozylacie za
katalyzy SnCls. Ta hovori, Ze reakcia prebieha Ciastone aj mechanizmom zahfhajucim
substituciu 1'-O-acetylu za chlér zo SnCls aaz naslednu tvorbu acyloxéniového

kationu.%®

Der. sacharidu Teplota LA ¢éas N//N° Konverzia VP

OAc
OAcC SnCl, 1d 4.4 99 % 7%

AcO" "'OAc
OAC g9, TiCl, 1d N’only 60-70%
r.t.
OAc 2h N’only 40 %
\Br SnCI4
. 1d 4,5 70 % 9 %
“"OAc 2h -
TiCl,
OAC (112 1d -

Tab. 8 Porovnanie vysledkov reakcii glykozylacetatu 99 a glykozylbromidu 112
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3.3.4. Glykozyla€éné reakcie d’alSich glykozidov
Dalej bola pozornost venovana aplikécii vyvijanej metddy pre iné glykozidy. Reakcie boli
vedené za podmienok, ktoré sa v doterajSej Studii uskuto€novanej na glukozidovom

derivate ukazali ako priaznivé. NizSie popisané vysledky zhffia Tab. 9.

Glykozylacia  6-chlorpurinu  peracetylovanou  B-D-ribofuranézou (57) v zhode
s predchadzajucimi vysledkami poskytla za katalyzy SnCls dominujuci N7 ribozid 130,
avysSia selektivita bola dosiahnuta za katalyzy TiCls. Peracetylovana
B-D-galaktopyrandza (113) poskytla vysledky analogické glukozidovému derivatu,
ti. vznik vysoko dominujuceho N’ galaktozidu 127 stakmer Uplnou konverziou
6-chlorpurinu za katalyzy SnCls, a N regioselektivnu glykozylaciu za katalyzy TiCla.
V rovhakom trende reagovala peracetylovana B-xylopyranéza (114), ktora bola
pripravena reakciou D-xyldzy s acetanhydridom v prostredi octanu sodného®, a poskytla
xylozid 128. Peracetylovana a-D-manopyranéza (115) bola pripravena acetylaciou
v pyridine s katalytickym mnozZstvom dimetylaminopyridinu®” a N’ regioselektivnu
reakciu za vzniku manozidu 129 poskytla za zniZenej teploty so zvySenym podielom
sacharidu na 1.5 ekvivalenta vo¢i 6-chlérpurinu. Pre pripravu glukozaminového

N’ derivatu 6-chlérpurinu 136 bola nutna zmena glykozyldonoru (vid kap. 3.3.1.).

N
AcO 0 N 7
of Lg Cl
129 Acd OAc 130
NNy
OAc </ | j
N
J 8
N7 CF
H 3
136
Obr. 20 Struktary pripravenych N7 glykozidov 6-chlérpurinu
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Konverzia VP

Der. sacharidu LA  Teplota éas  N7/N°
(@)
OA
AcO/\Q’ ¢ SnCly4 r.t. 1d 14
A0 DAc o
(57) TiCla r.t. 1d 6,6
OAc
OAc SnCl,4 r.t. 1d 6,3
OR g t. 1d N onl
i r.t. on
OAC (143 4 y
O LOAc SnCly r.t. 1d 6,2
AcO‘\‘qOAc r.t. 1d N only
OAC 114y  TiCls
o * 7
15 eq 6°C 1d N7only
OAc r.t. 1 d 7
WOAc
SnCl4 r.t.* 1d 3
AcO" OAc :
o *
OAC 115) 6°C 1d Nonly
*15eq. TiCly
Tab. 9 Vysledky reakcii glykozylacie 6-chlérpurinu

90 %

75 %

99 % 5%

60 % 2%

72 %

65 %

70 %

85 %

95 % 10 %

60 %

Pripraveny bol aj peracetat laktdzy,®® avSak v glykozyla¢nej reakcii dochadza v znaénom

mnozstve k strate jedného acetylu. V reakcii so SnCls vznika len 5 % N° peracetatu

(125), ¢o je 6-nasobne menej nez N’ peracetatu (124) , pricom mono-deacetylovany

produkt (126) zastupeny v reakénej zmesi az zo 40 % pravdepodobne prislicha taktiez

N’ derivatu, ¢o vSak bolo ur¢ené len nejednoznacne z absorpéného spektra a dalej

nebolo overované.

Cl
N R
N= | \> i, i, i OAc
N
N H
(36) AcO

Schéma 17 (i)
(ii)
(iii)

“'OAc

OAc
1.5 eq. BSA, 80°C, 30 min;
2.1 eq. SnCls, 0°C — r.t., 30 min

1.1 eq. peracetat laktézy, 24 h

+  N%izomeér

+ N7 hexaacetat

(125)

(126)
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3.4. Optimalizacia separacie zmesi izomérov

Izolacia N’ glykozidu z izomérnej zmesi je kritickym krokom vyrazne ovplyviiujucim
vytazok glykozylacie a preto bola venovana pozornost aj tomuto procesu. Separacia
bola vyladena na glukozide 6-chlérpurinu a nasledne aplikovana na ostatné glykozidy

s pripadnymi malymi obmenami v zavislosti na zmene polarity produktov.

Izolacia prvotne spocivala v preciznej koldbnovej chromatografii na aktivovanom silikagéli
v gradiente metanolu v dichlormetane (0 — 1.5%), ktora v stovkach miligramov umoznila

Uplné odseparovanie N’ a N°® izomérov glukozidu 6-chlérpurinu.

Pri snahach o krystalizaciu spracovanej reakénej zmesi dochadzalo k vzniku zmesnych
krystalov a Cistota N’ glykozidu sa tak nezlepsila. Nadej obist chromatografické Cistenie
vyvstala z regioselektivnej reakcie katalyzovanej TiCls. Vtomto pripade vSak
nedochadazalo k tvorbe kryStalov a produkt zroztoku vypadaval aj po mnohych
obmenach krystalizacnych rozpustadiel vo forme oleja. Neschopnost’ krystalizacie bola

pripisana pritomnosti velkého mnoZstva nezreagovanej peracetylovanej glukézy.

Pre izolaciu N’ glykozidu zo surového produktu bola vyskisana este chromatografia na
suchej kolone za podtlaku (tzv. Dry Column Vacuum Chromatography; DCVC),* ktora
sa osvedcila s rovnako dobrym rozliSenim ako klasicka kolénova chromatografia, no
s vyhodami men3ej spotreby rozpustadiel a Casovej naro€nosti. Pre eluciu bol vyuzZity
gradient acetonu v toluéne (0 — 45%). Pouzivany silikagél vSak musi mat menSiu velkost
&astic (pod 40 um) a nutna je takisto precizna priprava utladeného stipca silikagélu, o

tvori kfuCové faktory dobrého rozliSenia tejto techniky.
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3.5. Optimalizacia deprotekcie

KedZze N° acetaty 6-chlérpurinovych glykozidov su bezproblémovo deacetylované
v nasytenom metanolickom ¢i etanolickom roztoku amoniaku, deprotekcia pripravenych
N’ analégov sa na prvy pohlad zdala uskutoénitelna obvyklou proceddrou. Amonolyza
bola vSak sprevadzana ¢iasto¢nou nukleofilnou substitiiciou chléru na C® amoniakom za
vzniku 6-aminopurin-7-glukozidu (119), ktory kokrystalizoval s Zelanym 6-chlérpurin-7-
glukozidom (118).

N N N
NHa/MeOH
| 7\1 3ore OH </ | \W
= NH4/EtOH N N

Cl 0°c NH,

"OH
OAc (87) OH (118) OH (119)

Schéma 25 Deacetylacia amonolyzou

DalSou moznostou bola deacetylacia v bazickom prostredi v zmesi vody a alkoholu,
pricom tato transesterifikacna reakcia bola popisana aj pre N° purinovy nukleozid inozin
triacetat za pouzitia trietylaminom katalyzovanej metanolyzy.® Vyhodou tejto reakcie je
eliminacia vzniku adeninu a zarovefi moznost’ odparit vSetky zlozky reakénej zmesi od
produktu. Reaktivita 6-chlérpurinu 87 sa v8ak prejavila opat ato Ciasto¢nou tvorbou
odchraneného 6-metoxyderivatu 122, ktory bol identifikovany az pomocou NMR,
nakolko ma tento derivat rovnaku polaritu s zelanym produktom. Ani zmena za etanol
vedlajSej reakcii nezabranila aso stéricky branenym isopropanolom uz sice
6-isopropoxy derivat nevznikal, no k deacetylacii pravdepodobne dochadzalo za ucasti

vody a ako vedlajsi produkt bol pomocou LC-MS zase pozorovany derivat hypoxantinu.

Zaujimavé bolo zistenie, Ze pri snahe uskutonit amonolyzu v tetrahydrofurane
nasytenom amoniakom ani po dni reakcie k deacetylacii nedo$lo. To nabadalo k uvahe,
Ze aj pri klasickej deacetylacii v alkoholickom roztoku amoniaku je mozno za
odchranenie hydroxylovych skupin zodpovedny alkohol, pri€om amoniak, podobne ako

v reakcii popisanej vySsie s trietylaminom, pdsobi ako bazicky katalyzator.

Z vysledkov bolo usudené, Ze deacetylaciu nie je mozné kvéli pritomnosti chléru
uskutoénit bez nutnosti chromatografického Cdistenia po deprotekcii, a preto je
vhodnejSie ku odchraneniu hydroxylovych skupin pristupit az po derivatizacii

6-chlérpurinu na C°S.
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3.6. Aplikacia vyvinutej metédy pre iné substraty

V doterajSej praci sa podarilo definovat podmienky za ktorych je 6-chlérpurin
glykozylovany predominantne do polohy N’. Aplikovatelnost tejto metody na iné
substraty bola overena najma pre 2,6-dichlorpurin, ktory je dalSim délezitym
intermediatom pre rézne purinové derivaty, vratane guaninu ¢&i xantinu. VSeobecnu

schému glykozylaénej reakcie skusanej na 2,6-dichlérpurine zobrazuje Schéma 26.

Vo v8eobecnosti sa da zhrnut, Ze vysledky nenasleduju rovnaky trend ako u
6-chlorpurinu. Katalyza TiCls neposkytuje v porovnani s SnCls regioselektivnejSiu
reakciu a vo viacerych pripadoch zlyhava aj z hfadiska konverzie. Za katalyzy SnCl,
u vSetkych skusanych glykozidov stale dominuje N’ produkt aj pri laboratérnej teplote.
Pomer vznikajucich N7/N° glykozidov sa sice so zniZzenou teplotou vacésinou zlepsuije,
ale v absolitnom mnozstve je kvoli vzniku inych vedlajSich produktov vo vysledku N’

glykozidu menej. Vysledky so skumanymi sacharidmi su uvedené v Tab. 10.

Cl
N | \> i, i, iii - </ | Y + N2 izomér
Cl)\\N N
H
~ 4
(50)
(140)
o)
’OAc
OAc (143)

“OAc  AcO" “NHAc  AcO"
OAc OAcC

Schéma 26 (i) 1.5 eq. BSA, 80°C, 30 min;
(i) 2.1 eq. SnCls/ TiC4, 0°C — 6°C / r.t., 30 min
(iii) 1.1eq./1.5 eq. glykozyldonor (57 /99 /108 /111/113/114/115/ 120)
(iv) 6°C /r.t., 1 den
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Der. sacharidu LA

Teplota cas

N7/N®

Konverzia

AcO

Tab. 10

AcO

*1.5 eq.
OAc

"'OAc
OAc

SnCl4

TiCl4

SI’]C|4

SnCI4

TiCly

SnCl4

(115)

SnCI4

TiCla

SI’]C|4

TiCla

SI’]C|4
TiClg

SnCI4

SnCl4

TiClg

SnCl4

TiClg

SnCI4

TiClg
(120)

r.t.

r.t.

6°C*

r.t.

r.t.

6°C~

r.t.

r.t.

r.t.

r.t.

r.t.

r.t.

6°C*

r.t.

r.t.

r.t.

r.t.

r.t.

r.t.

1d

1d

1d

1d

1d

1d

1d

1d

1d

1d

1d

1d

1d

1d

1d

1d

1d

1d

1d

15

11

3,5

2,5

15

15

12

15

0,5

15

0,7

80 %

50 %

75 %

99 %

60 %

95 %

90 %

90 %

80 %

90 %

99 %

95 %

15 %

85 %

45 %

Vysledky reakcii glykozylacie 2,6-dichlorpurinu

4 %

10 %

25 %

10 %

19 %

35 %

2%

3%

5%

10 %

8 %

20 %

5 %

44 %

(34 %
monodeAc)

7%
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Pre zbezné zhodnotenie priebehu reakcii na inych purinovych derivatoch boli vyskusané
nechranené derivaty adenin, guanin a hypoxantin. Vo vSetkych pripadoch tato reakcia
neprebieha idealne, konverzia sa dosahuje az po zahriati reakénych zmesi. Na LC-MS
su detekované viaceré izomeéry glykozidov a v pripade hypoxantinu aj znaéné mnoZzstvo
diglykozidov. Vysledky naznacuju, Ze pre aplikaciu metddy na tieto purinové derivaty je
vhodné na nukleofilné substituenty zaviest pred glykozylaciou protektivne skupiny

a glykozylaciu dalej optimalizovat.

Dalsou myslienkou bolo vykrogit z glykozidovej chémie a aplikovat metédu aj pre
N’ alkylacie. ZatialGo za pouzitia etylboromidu ku alkylacii 6-chlérpurinu za tychto
podmienok nedochadzalo a s benzylbromidom boli detekované len malé mnozZstva
produktov, tert-butyl bromid poskytol regioselektivnu reakciu za vzniku jediného izoméru
s vySe 50% konverziou, pricom Cisty produkt bol ziskany uz po extrakcii reakénej zmesi.
Produkt 120 bol identifikovany na zaklade liSiaceho sa spektra v porovnani s prisluSnym
N°® izomérom. Prekvapivé je, Ze priprava jeho N° analdgu nie je popisana v literatire
priamym zavedenim na purinovy derivat, jedinou popisanou metédou pripravy 9-tert-

butyl-6-chlérpurinu je cyklizaciou z 5-amino-4-(tert-butylamino)-6-chlorpyrimidinu.10?

VB

N N
(56) (120)
Schéma 27 (i) 1.5 eq. BSA, 80°C, 30 min;

(ii) 2.1 eq. SnCls, 0°C — r.t., 30 min
(iii) 1.5 eq. tert-butylbromid, r.t., 18 h
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3.7. Identifikacia pripravenych glykozidov

V ramci urCenia identity pripravenych glykozidov bolo nutné jednoznacéné uréenie miesta
vazby sacharidu s purinovym derivatom, ako aj ur€enie konfiguracie tejto vazby. To, o
aky anomér by sa malo jednat bolo predpokladané kvéli participujucej skupine
zabezpedujucej vznik 1,2-trans-glykozidov, ¢o znamena  anomery v pripade derivatov
glukopyranozy, galaktopyranézy, xylopyrandzy a ribofurandzy, zatial€o trans-glykozid
manozidu zodpoveda anomeéru a. Pokial je znama konformacia glykozidu, anomérnu
konfiguraciu je mozné uréit z'H NMR spektra v zavislosti od velkosti interakénej
konstanty Ji1,. Ta sa odvija z Karplusovho diagramu, ktory popisuje korelaciu medzi

3Ju.n Stiepiacou konstantou a dihedralnym torznym uhlom (Obr. 21).

Ha

—
I
Noa

—_—

o

T
30 60 90 120 150 180
torsion angle (8)

Obr. 21 Vztah medzi interakénou konstantou 3Ju.+ a torznym uhlom 6 (prevzaté z 102)

V pripade pyrandz bD-cukrov je vSeobecne preferovanou konformaciou “C; konformacia,
pricom interakéna konsStanta J.» je vysoka v pripade diaxialnej interakcii (obvykle
8-10 Hz) a v pripade axialno-ekvatorialnej alebo diekvatorialnej interakcie ziskavame
hodnotu obvykle v rozmedzi 2-3 Hz.1°? B-anoméru glukozidu 87 zodpoveda diaxialna
orientacia H" a H? a preto signal H" nachadzame ako doublet s interakénou konstantou

Ji2 = 8,5 Hz (Schéma 28). Rovnaka je situacia pre analogicky derivat B-galaktozidu 127

(J1,2 = 6,8 Hz) a B-xylozidu 128 (J1,2 = 9,2 Hz).
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Schéma 28 Newmanova projekcia orientacie H' a HZ vodikov v “C1 konformécii glukozidu 87

N N N
B AL
N _N
Cl Cl
OAc (127) (128)
Schéma 29 B-anoméry galaktozidu 127 a xylozidu 128

Ina situacia nastava v pripade manozidov, ktoré maju v obvyklej *C; konformacii
orientovany vodik H? ekvatorialne. Z toho vyplyva v pripade oboch anomérov nizka
interakéna konstanta, priCom sa zovSeobechuje, Ze vySSia hodnota okolo 1,5 Hz
prislicha diekvatorialnej interakcii, teda a-anoméru, zatial€o hodnota blizka 0,8 Hz patri
axialno-ekvatorialnej interakcii, tj. B-anoméru. Toto rozliSenie vSak nie je dostatoCne
dbékazné a potrebné su dalSie experimenty, z ktorych je mozné menovat napr. spolahlivé
stanovenie na zaklade Jc+ n1-hodnoty!%, &i uskutoénenim NOE experimentov pozorujic
priestorovu interakciu vazobne vzdialenych vodikov v sacharide!®. Z mechanizmu nami
uskutoénenej syntézy N’ manozidu 6-chlérpurinu 129 bol predpokladany vznik
a anoméru, avSak namerana interakéna konstanta doubletu anomérneho vodika mala
hodnotu J: > = 8,2 Hz, ¢o poukazalo na fakt, Ze manozid 129 nezaujima *C, konformaciu.
Zmerany bol preto NOE experiment, kde bol selektivne oZiareny H'. Ziadna vyznamna
interakcia vSak nebola pozorovana. Dalej sme preto pristupili k uréeniu pravdepodobnej
konformacie tejto latky, k Comu bol vyuzity in-silico vypocet konformérov o najniz3e;j
energii (metéda DFT, software Spartan). Jedna z dvoch energeticky najvyhodnejSich
konformacii pre tuto molekulu dava odpoved pre tak vysoku interakénu konStantu,
pretoZe dihedralny uhol medzi H" a H? je 137° (Obr. 22). Tento konformér ma podla
vypocltov 5% zastipenie a energeticky je 0 5,5 kJ/mol vy8Si nez zakladny konformér,
ktory taktieZ nie je v stoliCkovej konformacii. Odpovedou na vysoku interakénu konstantu
by bola aj 1C4 stolickova konformacia vzniknuta preklopenim “Cs, ktora dostava purinovy

skelet do ekvatorialnej polohy a vodiky H' a H? do polohy diaxialne;.
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N N
OAc ¢ \?\l
~

\
s\\\

Cl
OAc
OAc (129)

Obr. 22 UvaZzovany konformér tetraacetatu 6-chlérpurin-7-a-p-manopyranozidu (129)

U ribofuranozidu 130 bol B-anomeér potvrdeny taktiez na zaklade vy$3ej interakénej
konstanty Ji» = 4,6 Hz. Podobné hodnoty nachadzame v literature pre B anoméry

N°® purinovych ribofuranozidov®®1%, priGom a-anoméry by mali tito konstantu niz$iu.

NN
<10

AcO (130)
Schéma 30 B-anomér 6-chlérpurin-7-B-b-ribofuranozidu (130)

UrCenie regioizoméru pripraveného glykozidu 6-chlérpurinu taktiez umoziuju NMR
spektra. Aj kvoli tomu bolo nutné priradenie signalov *H a *C spektier k prislusnym
atdomom v molekule (zobrazuje Tab. 11). V tabulke je mozné pozorovat, ze chemické
posuny jednotlivych atébmov naprie¢ v§etkymi pripravenymi N’ glykozidmi 6-chlérpurinu
a 2,6-dichlorpurinu  koreluju asu viacmenej zachované. Pre N’ glykozidy je
charakteristicky chemicky posun uhlika C°® pohybujuci sa pri 122 ppm.
U zodpovedajucich N° izomérov je tento uhlik viac odstieneny s posunom pri
132 ppm.1%” Jednoznacéné urCenie regioizoméru umozriuje HMBC experiment, kde
v pripade N’derivatov pozorujeme interakciu anomérneho vodika s C® a C5, zatialCo
u N°® izomérov interaguje anomérny vodik s uhlikmi C® a C* (Obr. 23). Tuto interakciu
z pripravenych N7 glykozidov 6-chlérpurinu nevykazuje glukozid 87, ktorého signal H"
neposkytuje Ziadnu interakciu. Pre tuto zluc¢eninu je vSak podpora v literature®?, a takisto
bola identita spektralne overena na jeho N znatenom analogu. H"-C® interakcia nie je

pritomna ani v pripade galaktozidu 127 a aminoglukozidu 6-chlérpurinu 136.
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chraneny 6-chlérpurin-N7-glykozid

| chrénenjGchiorpurinN'glykosid |
AR E
xylozid galaktozid | glukozid | glukozid ribozid
. 0
152.9 153.0 153.0 1531 1529 1529
162.2 162.0 162.2 1622 1615 1624
122.3 122.1 122.2 1222 1225 1220
1433 142.8 142.8 1429 1439 1427
147.0 146.5 146.7 1463 1472 1457
| H2  EXE 8.92 8.93 8.93 8.86 8.92
D sss 8.50 8.55 849 880 871
6.64 6.12 6.15 6.18 6.67 6.67
[ H2 ! 5.57 5.80 569 503 5.62
el s 5.47 5.31 5.47 5.72 5.43
AN s.a0 5.20 5.58 5.28 5.33 4.52
DN 424 434365 431 408 422  4.46/4.40
DT 488/4.12 . 4.21/413 4.28/4.19 43/43 .
77.6 83.2 83.1 82.6 82.6 87.7
67.6 70.4 67.7 69.8 533 74.5
68.2 723 71.1 729 719 69.4
67.4 68.2 66.9 67.6 67.5 80.3
76.0 65.5 74.1 75.1 74.9 62.3
59.8 . 61.2 614 615 .
T T
Tab. 11 Vybrané chemické posuny chranenych 6-chlorpurin-N’-glykozidov
Cl

OAc (131)

Obr. 23 Rozlienie regioizomérov na zaklade interakcie H"-C5 (129), resp. H"-C# (131)



3.8. Overenie moznosti C° substitticie N’ glukozidu 6-chlérpurinu

Po vyvinuti metody pre pripravu N’ glykozidov 6-chlérpurinu a 2,6-dichlérpurinu sa
naskytla otazka kompatibility tychto produktov s podmienkami derivatizaénych reakcii na
purinovom skelete. Ako modelova zlu¢enina bol vybrany 6-chlérpurin-7-3-D-
glukopyranozid-2‘,3‘,4‘,6'-tetraacetat (87), na ktorom uz bola v minulosti overena
substittcia chléru aminmi za vzniku cytokyninovych derivatov.®® Pre tvorbu C-C vazby
bol vybrany v medicinalnej chémii oblubeny Suzuki-Miyaura coupling. Reakcia
prebiehala v mikrovinom reaktore za katalyzy Pd(PPhs)s v bazickom prostredi K.COs3
(Schéma 31). SkuSané reakcie prebiehali takmer s Uplnou konverziou a po filtracii
aodpareni bol produkt chromatograficky precisteny. V pripade couplingu
s 4-metoxyfenyl-borénovou kyselinou bol ziskany produkt 132 v 66% vytazku, zatialco

couplingova reakcia s 3-tienylborénovou kyselinou poskytla 133 vo vytazku 55 %.

NIN? MeOOB(OH)z

=N Pd(PPhs),
& K,COj3 .
PhMe
140°C, 17 min, 200 W
(87)
N N S
B L -B(0H),
=N Pd(PPhs),
K,CO
Cl 2 3 >
PhMe
140°C, 17 min, 200 W
OAc (87)
Schéma 31 C¢ derivatizacia pomocou Suzuki-Miyaura couplingu

Dalsia derivatizacia zahffiala znamu substittciu chléru tioacetatom draselnym za tvorby
6-merkapto derivatu 134.%¢ Po ukonceni reakcie bol produkt separovany na koléne
s vytazkom 63 %.

_N
)J\sw NI(

DMF - .
80°C, 30 min AcO' ‘OAc

OAc (134)

Y

Schéma 32 Priprava tetraacetatu 6-merkaptopurin-7-p-bD-glukozidu (134)
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Dal$ou overovanou reakciou bola premena na hypoxantinovy derivat 135 vyzaduijica
kyslé podmienky, na ktoré je vo vdeobecnosti glykozidova vazba nachylna. Pre jeho
pripravu boli pouzZité podmienky popisané na 7-alkylovanom 6-chlorpurine’,
tj. 7-glukozid 87 zahrievany v kyseline mravcej (Schéma 33). V reakcii bol ako vedlajsi
produkt pozorovany hypoxantin vznikajuci Stiepenim glykozidovej vazby, a ktory bol
v reakénej zmesi pritomny asi z 30 %. Po odpareni reakénej zmesi nasledoval reflux
v etanole a po chromatografickom precisteni bol ziskany Zelany produkt 135 v 31%
vytazku. Na mieste bolo takisto opatovné overenie regioizoméru, nakolko v kyslych
podmienkach mdze  dochadzat  k transglykozylatnym  reakciam  (priebeh
transglykozylacie N7 izoméru 87 za vzniku zmesi s N° izomérom 88 bol potvrdeny v kap.
3.1.). Ako bolo v8ak uz spomenuté, prave glukozid 6-chlorpurinu 87 ako jediny z tejto
série glykozidov neposkytuje preukazatelnu interakciu H" s C® v HMBC spektre.
Potvrdenie, Ze sa stale jedna o N’ derivat umoznilo porovnanie so starSou literatirou®®,

ktora uvadza chemicky posun anomérnych vodikov N7 aj N® regioizoméru.

NNy

OAc </ | W

NN

1. HCOOH, 75°C, 2 h
Cl ) >
',/OAC 2. EtOH, reflux, 30 min
OAc (87)
Schéma 33 Priprava tetraacetatu hypoxantin-7-B-D-glukozidu (135)

Uspesne uskutoénené derivatizaéné reakcie naznaduju, ze N’ glykozidy
6-chlérpurinu a 2,6-dichlérpurinu budd schopné podliehat’ rtéznym podmienkam, ¢im sa
tieto glykozidy stavaju vyznamnym zdrojom pre purinovych N’ glykozidov. Priaznivost
existencie tohto pristupu podporuje aj nemoznost pripravy glykozidov hypoxantinu,

adeninu a guaninu bez vzniku izomérnych zmesi.
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4. Experimentalna ¢éast’

VSetky pripravované latky boli syntetizované z komercne dostupnych zlu€enin bez
Cistenia v kvalite deklarovanej vyrobcom. 6-Chlérpurin bol pred reakciou suseny pri
120°C po dobu 1 h. Silikagél pre kolonovu chromatografiu bol pre jeho aktivaciu suseny
pri 140°C po dobu 24 hod. Pri reakciach vyZadujucich nepritomnost’ vody boli pouZité
komeréne dostupné bezvodé rozpustadla s deklarovanym maximalnym obsahom vody
s pripadnym dosudenim pomocou molekulovych sit. Priebeh chemickych reakcii
a Cistota pripravenych zluc¢enin bola sledovana pomocou tenkovrstvovej chromatografie
na hlinikovych platnickach DC-Kiesegel 60 Fzs4 (Merck), detekcia bola uskuto€nena
pomocou UV Zziarenia (A = 254 nm) a UV inaktivne latky boli vizualizované etanolickym
roztokom kyseliny fosfomolybdénovej. LC-MS analyzy boli merané na UHPLC-MS
systéme, zlozeného z UHPLC chromatografu Accela s PDA detektorom a hmotnostného
spektrometra TSQ Quantum Access s APCI ibnovym zdrojom a trojitym kvadrupdlovym
hmotnostnym analyzatorom (Thermo Scientific, CA, USA). High resolution MS analyzy
boli merané na LC-MS systéme, zlozeného z UHPLC chromatografu Dionex Ultimate
3000 s PDA detektrom a hmotnostného spektrometra Thermo Exactive Plus s ESI
idbnovym zdrojom a orbitrap hmotnostnym analyzatorom (Thermo Scientific, MA, USA).
'H a ¥C NMR spektrda boli merané v DMSO-ds, resp. CDCls-d pri 25°C na NMR
spektrometri JEOL ECA 400II pri frekvencii 400 MHz (*H) a 100 MHz (*3C). Chemické
posuny (&) su uvedené v jednotkach ppm s kalibraciou na signal rezidualneho

rozpustadia.
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6-Chlérpurin-7-B-p-glukopyranozid-2‘,3¢,4,6‘-tetraacetat (87)

K 6-chlérpurinu (39 mg; 0,25 mmol) bol pridany suchy 1,2-dichléretan (2,5 ml) a
po vytvoreni inertnej atmosféry bol pridany N,O-bis(trimetylsilyl)acetamid (92 ul,
0,38 mmol). Reak&na zmes bola zahrievana 30 min pri 74°C. Po ochladeni reakénej
zmesi v fadovom kupeli bol pridany TiCls (58 pl; 0,53 mmol) a reakcia bola mieSana
30 minut za postupného samovolného ohriatia reakénej zmesi na laboratérnu teplotu.
Po pridavku roztoku pentaacetatu [(-D-glukopyranézy (107 mg; 0,28 mmol)
v 1,2-dichléretane (1,4 ml) bola reakcia za laboratérnej teploty mieSana 22 hodin
(alternativne 2 h pri 40°C). Po uplynuti reakéného €asu bola reakcia ukoncena
pridavkom iPrOH (1,3 ml), nariedena chloroformom (13 ml) a extrahovana sofankou,
nasytenym roztokom NaHCO; a znovu sofankou (po 13 ml). Organicka vrstva bola
vysusena Na:S0as, prefiltrovana a po odpareni chromatograficky precistena (DCVC,
30 g SiOy, priemer koldny 3,5 cm, zmes acetdnu v toluéne 0-45 %) za zisku bielej latky
(73 mg, 60 %).

Alternativny postup: Za pouzitia SnCl,s (namiesto TiCls) vo vySSie uvedenej reakcii bol
po separacii kolonovou chromatografiou ziskany produkt 87 v 70% vytazku spolu s jeho

N°® izomérom 88 v 20% vytazku.

6-chlérpurin-7-B-D-glukopyranozid-2-,3,4‘,6‘-tetraacetat (87)
C19H21CIN4Og (M =484,8 g/mol)

HRMS (ESI, m/z), vypocitané pre [M+H]" 485,1070; namerané 485,1072

IH-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & 8.93 (s, 1H), 8.49 (s, 1H), 6.18 (d, J = 8.5 Hz,
1H), 5.69 (t, J = 9.3 Hz, 1H), 5.47 (t, J = 9.4 Hz, 1H), 5.28 (t, J = 9.7 Hz, 1H), 4.28 (dd, J
=12.6, 5.0 Hz, 1H), 4.19 (dd, J = 12.6, 1.8 Hz, 1H), 4.06-4.10 (m, 1H), 2.08 (s, 3H), 2.07
(s, 3H), 2.05 (s, 3H), 1.88 (s, 3H)

13C-NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & 170.4, 169.9, 169.2, 169.0, 162.2, 153.1,
146.3, 142.9, 122.2, 82.6, 75.1, 72.9, 69.8, 67.6, 61.4, 20.6, 20.5, 20.4, 20.2

(identické s literatdrou 1°7)
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6-(4-Metoxyfenyl)purin-7-B-D-glukopyranozid-2-,3‘,4‘,6‘-tetraacetat (132)
6-Chlorpurin-7-B-D-glukopyranozid-2°,3‘,4,6'-tetraacetat (87, 121 mg; 0,25 mmol) bol
rozpusteny v toluéne (5 ml) a nasledne bol pridany Pd(PPhs)s (14 mg; 5 mol%),
4-metoxyfenyl-borénova kyselina (57 mg; 0,38 mmol) a K:CO; (52 mg; 0,38 mmol).
Reakcia prebiehala v mikrovinnom reaktore (70 W, 140°C, 17 min), nasledne bola
reakéna zmes prefiltrovana, odparena a po separacii na koléne (DCVC, zmes acetdnu
v toluéne 0-50 %) bola ziskana biela latka (93 mg, 66 %).

6-(4-metoxyfenyl)purin-7-B-D-glukopyranozid-2f,3¢,4¢,6‘-tetraacetat (132)
C26H28N4010 (M = 556,5 g/mol)
HRMS (ESI, m/z), vypoditané pre [M+H]* 557,1878; namerané 557,1881

IH-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & 9.18 (s, 1H), 8.49 (s, 1H), 7.73 (d, J = 8.7 Hz,
2H), 7.13 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 5.63 (t, J = 9.4 Hz, 1H), 5.50 (d, J = 10.1 Hz, 1H), 5.08-
5.16 (m, 2H), 4.23 (dd, J = 12.5, 5.5 Hz, 1H), 4.07 (dd, J = 12.5, 2.5 Hz, 1H), 3.97 (s,
3H), 3.50-3.54 (m, 1H), 2.09 (s, 3H), 2.05 (s, 3H), 2.00 (s, 3H), 1.80 (s, 3H)

13C-NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & 170.3, 167.0, 169.1, 168.8, 161.6, 153.5,
151.6, 146.1, 130.3, 128.6, 128.4, 122.6, 114.5, 81.2, 74.5, 73.0, 69.0, 67.6, 61.8, 55.6,
20.7, 20.5, 20.4, 20.2

6-(Tiofén-3-yl)purin-7-B-D-glukopyranozid-2‘,3‘,4¢,6‘-tetraacetat (133)
6-Chlorpurin-7-B-D-glukopyranozid-2°,3‘,4°,6'-tetraacetat (87, 121 mg; 0,25 mmol) bol
rozpusteny v toluéne (5 ml) a nasledne bol pridany Pd(PPhs). (14 mg; 5 mol%),
3-tienylborénova kyselina (48 mg; 0,38 mmol) a K,COs (52 mg; 0,38 mmol).
Reakcia prebiehala v mikrovinnom reaktore (70 W, 140°C, 17 min), nasledne bola
reakéna zmes prefiltrovana, odparena a po separacii na koléne (DCVC, zmes acetdnu
v toluéne 0-45 %) bola ziskana biela latka (73 mg, 55 %).

6-(tiofén-3-yl)purin-7-B-D-glukopyranozid-2‘,3‘,4,6‘-tetraacetat (133)
C23H2aN4O0S (M = 532,5 g/mol)
HRMS (ESI, m/z), vypocitané pre [M+H]" 533,1337; namerané 533,1340

IH-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & 9.17 (s, 1H), 8.49 (s, 1H), 7.90 (dd, J =
2.7, 1.4 Hz, 1H), 7.62 (dd, J = 5.0, 2.7 Hz, 1H), 7.55 (dd, J = 5.0, 1.4 Hz, 1H), 5.65 (t, J
= 7.1 Hz, 1H), 5.52 (d, J = 9.6 Hz, 1H), 5.11-5.17 (m, 2H), 4.19 (dd, J = 12.8, 6.0 Hz,
1H), 4.09 (dd, J = 12.8, 2.0 Hz, 1H), 3.52-3.56 (m, 1H), 2.09 (s, 3H), 2.05 (s, 3H), 2.00
(s, 3H), 1.81 (s, 3H)

13C-NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & 170.2, 169.9, 169.2, 168.8, 161.6, 153.6,
147.4, 146.1, 136.8, 127.9, 127.6, 127.1, 122.8, 81.2, 74.7, 73.0, 68.9, 67.5, 61.8, 20.7,
20.5, 20.4, 20.2
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6-Merkaptopurin-7-B-D-glukopyranozid-2‘,3¢,4¢,6‘-tetraacetat (134)

K navazenému 6-chlérpurin-7-3-D-glukopyranozid-2°,3‘,4‘,6‘-tetraacetatu (87, 121 mg;
0,25 mmol) atiooctanu draselnému (39 mg; 0,34 mmol) bol pridany
N,N-dimetylformamid (1 ml) a vzniknuta suspenzia bola nechana reagovat’ 30 minut pri
80°C. Po odpareni reakénej zmesi bol produkt chromatograficky precisteny (DCVC,

zmes acetonu v petrolétere 0-100 %) a ziskany bol hnedy prasok (76 mg, 63 %).

6-merkaptopurin-7-B-D-glukopyranozid-2¢,3¢,4‘,6‘-tetraacetat (134)
Ci19H22N406S (M = 482,5 g/mol)

HRMS (ESI, m/z), vypocitané pre [M+H]" 483,1180; namerané 483,1182

IH-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & 11.78 (br s, 1H), 8.47 (s, 1H), 8.37 (s, 1H), 7.39
(d, J = 7.8 Hz, 1H), 5.64 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 5.49 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 5.26-5.30 (m, 1H),
4.14-4.31 (m, 3H), 2.08 (s, 6H), 2.05 (s, 3H), 1.92 (s, 3H)

13C-NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & 170.8, 170.0, 169.5, 152.8, 145.1, 144.1,
125.5, 81.2, 74.4, 73.3, 69.6, 67.8, 61.4, 20.8, 20.6, 20.4

(signal jedného uhliku purinu chyba; uhliky jedného acetylu sa prekryvaju so signalom iného)

Hypoxantin-7-B-D-glukopyranozid-2*,3‘,4‘,6-tetraacetat (135)

6-chlérpurin-7-B-D-glukopyranozid-2*,3‘,4¢,6‘-tetraacetat (87, 61 mg; 0,13 mmol) bol po
dobu 60 minut zahrievany pri 75°C v kyseline mravcej (1,25 ml). Reakéna zmes bola
odparena a po pridavku etanolu (1,25 ml) refluxovana 30 minut. Po opatovnom odpareni
bol produkt separovany na koléne (DCVC, zmes metanolu v chloroforme 0-20 %)

a ziskana bola biela latka (18 mg, 31 %).

Hypoxantin-7-B-D-glukopyranozid-2-,3-,4‘,6‘-tetraacetat (135)
C19H22N401 (M = 466,4 g/mol)

HRMS (ESI, m/z), vypocitané pre [M+H]* 467,1409; namerané 467,1411

IH-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & 11.88 (br s, 1H), 8.32 (s, 1H), 8.24 (s, 1H), 6.20
(br's, 1H), 5.78 (br t, 1H), 5.53 (t, J = 9.5 Hz, 1H), 5.35 (t, J = 9.8 Hz, 1H), 4.28 (dd, J =
12.7, 4.7 Hz, 1H), 4.19 (dd, J = 12.7, 2.3 Hz, 1H), 4.09-4.13 (m, 1H), 2.07 (s, 3H), 2.06
(s, 3H), 2.04 (s, 3H), 1.86 (s, 3H)

13C-NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & 170.5, 170.1, 169.4, 169.0, 157.7, 154.9,
145.0, 142.2, 115.1, 83.0, 74.8, 72.9, 70.5, 67.8, 61.7, 20.7, 20.5 (2x), 20.2
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6-Chlérpurin-7-B-b-galaktopyranozid-2¢,3,4‘,6‘-tetraacetat (127)

6-Chlorpurin-7-B-D-galaktopyranozid-29,3°,4,6'-tetraacetat  (127) bol  pripraveny
analogicky s postupom pripravy 6-chlérpurin-7-B-D-glukopyranozid-2°,3‘,4*,6"-
tetraacetatu (87) vychadzajuc z vy8Sej navazky 6-chlorpurinu (154 mg; 1 mmol) a za
pouZitia pentaacetatu B-D-galaktopyranézy (430 mg; 1,1 mmol). Po 22 hodinach reakcie
za laboratornej teploty bola reakéna zmes analogicky spracovana a nasledne
separovana kolénovou chromatografiou (50 g SiOz, priemer kolény 4 cm, zmes metanolu

v dichlérmetane 0-1,5 %). Ziskana bola biela latka vo vytazku 56 % (271 mg).

6-chlérpurin-7-B-D-galaktopyranozid-2°,3‘,4‘,6‘-tetraacetat (127)
C19H21C|N4Og (M = 484,8 g/mol)

HRMS (ESI, m/z), vypocitané pre [M+H]*485,1070; namerané 485,1069

IH-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & 8.93 (s, 1H), 8.55 (s, 1H), 6.15 (d, J = 6.8 Hz,
1H), 5.80 (t, J = 9.4 Hz, 1H), 5.58 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 5.31 (dd, J = 9.4, 3.0 Hz, 1H), 4.29-
4.32 (m, 1H), 4.21 (dd, J = 11.5, 5.5Hz, 1H), 4.13 (dd, J = 11.7, 7.1 Hz, 1H), 2.23 (s,
3H), 2.04 (s, 3H), 2.02 (s, 3H), 1.86 (s, 3H)

13C-NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & 170.3, 169.9, 169.7, 169.1, 162.2, 153.0,
146.7, 142.8, 122.2,83.1, 74.1, 71.1, 67.7, 66.9, 61.2, 20.6 (2x), 20.4, 20.2

6-Chlérpurin-7-a-D-manopyranozid-2¢,3,4‘,6'-tetraacetat (129)
6-Chlorpurin-7--D-manopyranozid-2°,3-,4‘,6'-tetraacetat (129) bol pripraveny
analogicky s postupom pripravy 6-chlérpurin-7-B-D-glukopyranozid-2°,3‘,4*,6"-
tetraacetatu (87) vychadzajuc z vy$Sej navazky 6-chlorpurinu (154 mg; 1 mmol) s tymito
obmenami: SnCls (namiesto TiCls), 6°C (namiesto laboratérnej teploty) a 1.5 ekvivalenta
pentaacetatu a-manopyrandzy (namiesto 1.1 eq.; 585 mg; 1,5 mmol). Po 22 hodinach
reakcie pri 6°C bola reakéna zmes analogicky spracovana a nasledne chromatograficky
separovana (DCVC, 50 g SiOy, priemer kolony 4 cm, zmes aceténu v toluéne 0-40 %).
Ziskana bola biela latka vo vytazku 50 % (242 mg).

6-chlérpurin-7-a-D-manopyranozid-2,3‘,4‘,6‘-tetraacetat (129)
C19H21CIN4OQ (M = 484,8 g/mol)

HRMS (ESI, m/z), vypocitané pre [M+H]*485,1070; namerané 485,1070
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IH-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & 8.93 (s, 1H), 8.58 (s, 1H), 6.64 (d, J = 8.2 Hz,
1H), 5.74 (dd, J = 8.2, 2.7 Hz, 1H), 5.52 (t, J = 3.9 Hz, 1H), 5.10 (dd, J = 5.0, 3.0 Hz, 1H),
4.89 (dd, J = 12.1, 8.9 Hz, 1H), 4.24 (m, 1H), 4.13 (dd, J = 12.4, 4.1 Hz, 1H), 2.23 (s,
3H), 2.20 (s, 3H), 2.03 (s, 3H), 1.88 (s, 3H)

13C-NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) 3 170.6, 169.3, 168.9 (2x), 162.2, 152.9, 147.0,
143.3, 122.3, 77.6, 76.0, 68.2, 67.6, 67.4, 59.8, 20.8, 20.7, 20.6, 20.3

6-Chloérpurin-7-g-p-2°-trifluoracetamido-2‘-deoxyglukopyranozid-
34,6 -triacetat (136)
6-Chlorpurin-7-B-D-2‘-trifluoracetamido-2°-deoxyglukopyranozid-3‘,4‘,6'-triacetat  (136)
bol pripraveny analogicky s postupom pripravy 6-chlérpurin-7-3-D-glukopyranozid-
2',3"4" 6'-tetraacetatu (87) vychadzajuc zvysSej navazky 6-chlorpurinu (154 mg;
1 mmol) za pouzitia 1,3,4,6-tetra-O-acetyl-2-deoxy-2-trifluoracetamido-f3-D-
glukopyranozy (488 mg; 1,1 mmol) a s obmenou SnCl, (namiesto TiCls). Po 22 hodinach
reakcie za laboratérnej teploty bola reakéna zmes analogicky spracovana a nasledne
chromatograficky separovana (DCVC, 50 g SiO., priemer kolény 4 cm, zmes acetdénu v
toluéne 0-50 %). Ziskana bola biela latka vo vytazku 35 % (188 mg).

6-chlérpurin-7-B-p-2‘-trifluoracetamido-2‘-deoxyglukopyranozid-3‘,4¢,6‘-triacetat
(136)
C19H19CIF3NsOs (M =537,1 g/mol)

HRMS (ESI, m/z), vypocitané pre [M+H]*538,0947; namerané 538,0950

IH-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & 9.32 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 8.86 (s, 1H), 8.80 (s,
1H), 6.67 (br s, 1H), 5.72 (t, J = 9.8 Hz, 1H), 5.33 (t, J = 8.7, 1H), 5.03 (br s, 1H), 4.20-
4.31 (m, 3H), 2.08 (s, 3H), 2.06 (s, 6H)

13C-NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & 170.6, 170.5, 169.2, 161.5, 158.1 (q, J = 39.6
Hz), 152.9, 147.2 (br s), 143.9 (br s), 122.5, 115.2 (q, J = 287.5 Hz), 82.6 (br s), 74.9,
71.9, 67.5, 61.5, 53.3, 20.7, 20.5, 20.2
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6-Chloérpurin-7--b-xylopyranozid-2¢,3,4‘-triacetat (128)
6-Chlorpurin-7-B-D-xylopyranozid-2°,3°,4'-triacetat (128) bol pripraveny analogicky
s postupom pripravy 6-chlorpurin-7-B-D-glukopyranozid-2°,3°,4°,6'-tetraacetatu  (87)
vychadzajuc z vys$8ej navazky 6-chlorpurinu (154 mg; 1 mmol) s tymito obmenami:
6°C (namiesto laboratérnej teploty) a 1.5 ekvivalenta tetraacetatu B-xylopyrandzy
(namiesto 1.1 eq.; 477 mg; 1,5 mmol). Po 22 hodinach reakcie pri 6°C bola reakéna
zmes analogicky spracovana a nasledne chromatograficky separovana (DCVC,
50 g SiOg, priemer kolony 4 cm, zmes acetonu v toluéne 0-40 %) za zisku bielej latky vo
vytazku 50 % (206 mg).

6-chlérpurin-7-B-D-xylopyranozid-2°,3-,4‘-triacetat (128)
C16H17C|N407 (M = 412,8 g/mol)
HRMS (ESI, m/z), vypocitané pre [M+H]"413,0859; namerané 413,0858

IH-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & 8.92 (s, 1H), 8.50 (s, 1H), 6.12 (d, J = 9.2 Hz,
1H), 5.57 (t, J = 9.2 Hz, 1H), 5.47 (t, J = 9.4 Hz, 1H), 5.17 — 5.24 (m, 1H), 4.34 (dd, J =
11.7, 5.7 Hz, 1H), 3.65 (t, J = 11.0 Hz, 1H), 2.08 (s, 3H), 2.07 (s, 3H), 1.84 (s, 3H)

13C-NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & 169.9, 169.6, 169.0, 162.1, 153.0, 146.5,
142.8, 122.1, 83.2, 72.3, 70.4, 68.2, 65.5, 20.6, 20.5, 20.1

6-Chlérpurin-7-B-p-ribofuranozid-2‘,3,5-triacetat (130)
6-Chlorpurin-7-B-D-ribofuranozid-2*,3‘,5'-triacetat (130) bol pripraveny analogicky
s postupom pripravy 6-chlérpurin-7-B-D-glukopyranozid-2‘,3°,4°,6'-tetraacetatu  (87)
vychadzajuc z vys8ej navazky 6-chlérpurinu (154 mg; 1 mmol) a za pouZzitia tetraacetatu
B-D-ribofurandzy (350 mg; 1,1 mmol). Po 22 hodinach reakcie za laboratérnej teploty
bola reak&na zmes analogicky spracovana a nasledne separovana kolénovou
chromatografiou (50 g SiO2, priemer kolény 4 cm, zmes metanolu v dichlérmetane
0-1,5 %). Ziskana bola biela latka vo vytazku 36 % (149 mg).

6-chlérpurin-7-B-b-ribofuranozid-2,3‘,5‘-triacetat (130)
C16H17C|N407 (M = 412,8 g/mol)
HRMS (ESI, m/z), vypocitané pre [M+H]*413,0859; namerané 413,0858

IH-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & 8.92 (s, 1H), 8.71 (s, 1H), 6.67 (d, J = 4.6 Hz,
1H), 5.62 (t, J = 5.0 Hz, 1H), 5.43 (t, J = 5.3 Hz, 1H), 4.52 (ddd, J = 5.3, 3.0, 2.8 Hz 1H),
4.46 (dd, J = 12.6, 3.0 Hz, 1H), 4.40 (dd, J = 12.6, 2.5 Hz, 1H), 2.19 (s, 3H), 2.13 (s, 3H),
2.12 (s, 3H)

13C-NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & 170.1, 169.4, 169.0, 162.4, 152.9, 145.7,
142.7,122.0, 87.7, 80.3, 74.5, 69.4, 62.3, 20.8, 20.4, 20.3
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2,6-Dichlérpurin-7-B-p-glukopyranozid-2£,3,4¢,6‘-tetraacetat (137)

K 2,6-dichlérpurinu (189 mg; 1 mmol) bol pridany suchy 1,2-dichléretan (10 ml) a
po vytvoreni inertnej atmosféry bol pridany N,O-bis(trimetylsilyl)acetamid (368 ul,
1,5 mmol). Reakéna zmes bola zahrievana 30 min pri 74°C. Po ochladeni reakénej zmesi
v ladovom kupeli bol pridany SnCls (245 pl; 2,1 mmol) a reakcia bola mieSana 30 minut
za postupného samovolného ohriatia reakénej zmesi na laboratérnu teplotu.
Po pridavku roztoku pentaacetatu [(-D-glukopyrandézy (430 mg; 1,1 mmol)
v 1,2-dichléretane (5,5 ml) bola reakcia za laboratérnej teploty mieSana 22 hodin.
Po uplynuti reakéného ¢asu bola reakcia ukoncena pridavkom iPrOH (5 ml), nariedena
chloroformom (50 ml) a extrahovana solankou, nasytenym roztokom NaHCO3 a znovu
solankou (po 50 ml). Organicka vrstva bola vysuSena Na:2SOa, prefiltrovana a po
odpareni chromatograficky precistena (DCVC, 50 g SiO,, priemer koléony 4 cm, zmes

etylacetatu v petrolétere 0-65 %) za zisku bielej latky (219 mg, 42 %).

2,6-dichlérpurin-7-8-D-glukopyranozid-2£,3¢,4,6‘-tetraacetat (137)
C19H20CI2N4Og (M = 519,3 g/mol)

HRMS (ESI, m/z), vypocitané pre [M+H]" 519,0680; namerané 519,0682

IH-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & 8.48 (s, 1H), 6.10 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 5.67 (t,
J=9.4 Hz, 1H), 5.46 (t, J = 9.4 Hz, 1H), 5.27 (t, J = 9.8 Hz, 1H), 4.28 (dd, J = 12.6, 5.0
Hz, 1H), 4.19 (dd, J = 12.6, 2.1 Hz, 1H), 4.06 (ddd, J = 10.1, 5.1, 2.2 Hz, 1H), 2.09 (s,
3H), 2.08 (s, 3H), 2.06 (s, 3H), 1.91 (s,3H)

13C-NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & 170.4, 169.9, 169.2, 169.0, 163.9, 154.0,
147.7, 143.6, 121.4, 82.7, 75.1, 72.8, 69.7, 67.4, 61.3, 20.6, 20.5, 20.5, 20.2

2,6-Dichlérpurin-7-B-p-galaktopyranozid-2£,3‘,4¢,6‘-tetraacetat (138)

2,6-Dichlérpurin-7-B-D-galaktopyranozid-2,3‘,4°,6'-tetraacetat (138) bol pripraveny
analogicky s postupom pripravy 2,6-dichlorpurin-7-B-D-glukopyranozid-2‘,3°,4*,6-
tetraacetatu (137) za pouzitia pentaacetatu B-D-galaktopyranézy (430 mg; 1,1 mmol).
Po 22 hodinach reakcie za laboratérnej teploty bola reakéna zmes analogicky
spracovana a nasledne chromatograficky separovana (DCVC, 50 g SiO,, priemer kolony

4 cm, zmes etylacetatu v toluéne 0-55 %) za zisku bielej latky vo vytazku 50 % (260 mg).

2,6-dichlérpurin-7-B-D-galaktopyranozid-2-,3‘,4*,6‘-tetraacetat (138)
C19H20CI2N4Og (M =519,3 g/mol)

HRMS (ESI, m/z), vypocitané pre [M+H]"519,0680; namerané 519,0679
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IH-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & 8.56 (s, 1H), 6.08 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 5.78 (t,
J=9.6 Hz, 1H), 5.57 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 5.29 (dd, J = 10.1, 3.4 Hz, 1H), 4.31 (t, J = 6.3
Hz, 1H), 4.20 (dd, J = 11.7, 5.5 Hz, 1H), 4.12 (dd, J = 11.7, 7.1 Hz, 1H), 2.22 (s, 3H),
2.03 (s, 3H), 2.01 (s, 3H), 1.89 (s, 3H)

13C-NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & 170.3, 169.8, 169.6, 169.1, 163.8, 153.8,
148.2, 143.6, 121.4, 83.2, 74.2, 70.9, 67.7, 66.9, 61.2, 20.6 (2x), 20.4, 20.2

2,6-Dichloérpurin-7-a-pD-manopyranozid-2¢,3-,4°,6‘-tetraacetat (139)
2,6-Dichlérpurin-7-a-D-manopyranozid-2*,3‘,4‘,6‘-tetraacetat (138) bol pripraveny
analogicky s postupom pripravy 2,6-dichlorpurin-7-3-D-glukopyranozid-29,3°,4*,6-
tetraacetatu (137) za pouzitia pentaacetatu a-D-manopyrandzy (430 mg; 1,1 mmol).
Po 22 hodinach reakcie za laboratornej teploty bola reakéna zmes analogicky
spracovana. Cast surového produktu bola (z &asovych dévodov) separovana
pomocou semipreparativneho HPLC. Vytazok preto nebol stanoveny (hypoteticky
na zaklade LC-MS 50%).

2,6-dichlérpurin-7-a-D-manopyranozid-2f,3¢,4,6‘-tetraacetat (139)
C19H20C|2N409 (M = 519,3 g/mol)
HRMS (ESI, m/z), vypocitané pre [M+H]* 519,0680; namerané 519,0682

IH-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & 8.57 (s, 1H), 6.58 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 5.73 (dd,
J=8.2,3.2 Hz, 1H), 5.50 (t, J = 3.9 Hz, 1H), 5.09 (dd, J = 4.5, 2.6 Hz, 1H), 4.92 (dd, J =
12.3, 9.3 Hz, 1H), 4.23-4.27 (m, 1H), 4.08 (dd, J = 12.4, 3.9 Hz, 1H), 2.22 (s, 3H), 2.20
(s, 3H), 2.03 (s, 3H), 1.90 (s, 3H)

13C-NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & 170.7, 169.2, 168.9, 168.9, 163.9, 153.8,
148.4, 144.1, 121.5,77.9, 76.2, 68.1, 67.6, 67.4, 59.7, 20.8, 20.7, 20.6, 20.3

2,6-dichlérpurin-9-a-D-manopyranozid-2°,3‘,4‘,6‘-tetraacetat (139)
C19H20C|2N409 (M = 519,3 g/mol)
HRMS (ESI, m/z), vypocitané pre [M+H]*519,0680; namerané 519,0682

IH-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & 8.29 (s, 1H), 6.19 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.08 (dd,
J=8.1,3.3 Hz, 1H), 5.58 (t, J = 3.9 Hz, 1H), 5.08 (t, J = 4.1 Hz, 1H), 4.82 (dd, J = 12.4,
8.7 Hz, 1H), 4.30-4.34 (m, 1H), 4.14 (dd, J = 12.4, 3.9 Hz, 1H), 2.22 (s, 3H), 2.21 (s, 3H),
2.07 (s, 3H), 1.92 (s, 3H)

13C-NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & 170.7, 169.4, 169.0, 168.9, 153.5, 152.9,
152.3, 144.7, 131.1, 77.7, 75.3, 68.0, 67.7, 66.3, 60.2, 20.8, 20.8, 20.7, 20.4
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2,6-Dichlérpurin-7-g-p-ribofuranozid-2°¢,3,5'-triacetat (140)
2,6-Dichlérpurin-7-3-p-ribofuranozid-2°,3‘,5'-triacetat (140) bol pripraveny analogicky
s postupom pripravy 2,6-dichlérpurin-7-3-D-glukopyranozid-2*,3‘,4¢,6'-tetraacetatu (137)
za pouzitia tetracetatu B-D-ribofurandézy (350 mg; 1,1 mmol). Po 22 hodinach
reakcie za laboratornej teploty bola reakéna zmes analogicky spracovana.
Cast' surového produktu bola (po neuspechu kolénovej chromatografie) separovana
pomocou semipreparativneho HPLC. Vytazok preto nebol stanoveny (hypoteticky
na zaklade LC-MS 40%).

2,6-dichlérpurin-7-g-D-ribofuranozid-2f,3¢,5triacetat (140)
C16H15C|2N4O7 (M = 447,2 g/mol)

IH-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & 8.71 (s, 1H), 6.60 (d, J = 4.6 Hz, 1H), 5.59 (t,
J=5.0 Hz, 1H), 5.41 (t, J = 5.3 Hz, 1H), 4.50-4.53 (m, 1H), 4.46 (dd, J = 12.6, 3.2 Hz,
1H), 4.38 (dd, J = 12.6, 2.5 Hz, 1H), 2.17 (s, 3H), 2.12 (s, 3H), 2.11 (s, 3H)

13C-NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & 170.0, 169.4, 169.0, 164.0, 153.7, 147.2,
143.4,121.2, 87.8, 80.5, 74.4, 69.5, 62.3, 20.8, 20.4, 20.2

2,6-dichlérpurin-9-B-D-ribofuranozid-2*,3",5'-triacetat (140)
C16H15C|2N407 (M = 447,2 g/mol)
H-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & 8.29 (s, 1H), 6.21 (d, J = 5.5 Hz, 1H), 5.79 (t,

J = 5.6 Hz, 1H), 5.57 (dd, J = 5.5, 4.4 Hz, 1H), 4.40-4.49 (m, 3H), 2.17 (s, 3H), 2.14 (s,
3H), 2.09 (s, 3H)

13C-NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & 170.1, 169.5, 169.3, 153.5, 152.6, 152.4,
143.7, 131.4, 86.5, 80.9, 73.2, 70.6, 62.9, 20.7, 20.5, 20.3

(identické s literattrou 1)
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7-Tert-butyl-6-chlérpurin (120)

7-Tert-butyl-6-chlorpurin - (120) bol pripraveny analogicky s postupom pripravy
6-chlérpurin-7-B-D-glukopyranozid-2°,3‘,4*,6'-tetraacetatu  (87) vychadzajuc z vys3ej
navazky 6-chlérpurinu (154 mg; 1 mmol) s tymito obmenami: SnCl, (hamiesto TiClas)
a 1.5 ekvivalenta tert-butylbromidu (namiesto 1.1 eq. pentaacetatu B-D-glukopyranézy;
169 ul, 1,5 mmol). Po 22 hodinach reakcie za laboratérnej teploty bola reakéna zmes
analogicky spracovana, pricom uz odparenim po extrakcii bola ziskana sC€asti krystalicka
biela latka (105 mg, 50 %).

7-tert-butyl-6-chlérpurin (120)
CoH11CINg (M =210,7 g/mol)

HRMS (ESI, m/z), vypocitané pre [M+H]" 211,0745; namerané 211,0747

IH-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & 8.88 (s, 1H), 8.47 (s, 1H), 1.92 (s, 9H)

13C-NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) 8 163.7, 151.9, 146.9, 142.8, 123.2, 59.2, 31.2
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5. Zaver

Chémia nukleozidovych mimetik je dlhodobo aktualnou témou poskytujucou vysledky
v podobe mnohych biologicky aktivnych latok najma s antivirotickym Ci cytostatickym
u¢inkom. Jedna z doposial zanedbavanych oblasti tejto témy s N’ substituované
purinové derivaty, pre ktoré nie je popisana dostato¢ne vhodna metdda pripravy. V ramci
diplomovej prace sa postupnou $tudiou zavislosti distriblicie N’ a N° regioizomérov na
reakénych podmienkach a Strukture glykozyldonoru podarilo dospiet k SirSie
aplikovatelnej metode pripravy purinovych N’ glykozidov. Zavedenie trimetylsilylovej
skupiny na 6-chlérpurin, resp. 2,6-dichlérpurin, a nasledna glykozylacia vhodne
chranenym derivatom sacharidu za katalyzy SnCl, ¢&i TiCls poskytuje N’ izomér ako
predominujuci regiozomér, Vv niektorych pripadoch aj ako vyluény produkt.
Z pripravenych N’ derivatov purinu bol v minulosti popisanou latkou peracetat
7-B-D-glukopyranozid a 7-B-D-xylopyranozid 6-chlorpurinu. OCakavané je eSte biologické
testovanie pripravenych N’ derivatov, ktorého vysledky v8ak do ukonéenia zaverecnej

prace nestihli byt ziskané.

Vyvinutd metéda dava vznik N7 glykozidom 6-chlérpurinu a 2,6-dichlérpurinu vo
vytazkoch 35 — 60 %. ZbeZne bola overena aj kompatibilita tychto glykozidov pri dalSich
derivatizaciach spocivajucich v substitucii chléru za tvorby C-N, C-C, C-S- &i C-O vazby.
Zaujimavym zistenim je aj aplikovatelnost metddy pre alkylaciu 6-chlérpurinu pomocou

tert-butylbromidu s vytazkom 50 %.

Odvaznym prianim autora v zavere prace je, aby bola tato metéda vyuzita
k preskimaniu biologického potencialu N’ substituovanych purinovych

nukleozidovych mimetik.
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6-(4-metoxyfenyl)purin-7-B-D-glukopyranozid-2‘,3‘,4‘,6‘-tetraacetat (132)

Fo
[=
o
L0¢
& ls
[o
-
160
—
£0e
- [=
=0 i
€0T
gr- L
o1z =
— —==
0T
O
— —
[o
©
e w r2
€0 .W
— J
[o
<
0T
—_—
[o
00T o
e
2
re
o
Fd
=}
T T T T
(04 oe 0C 0T 0
aouepunge

— ot
o0z

=
——G60C

\\ 015G
809'S

TN 859G

_ e
R

09z,

__suL
=onzL

— G6V'8

— V8T6

Iy
30.0

RS, P

50.0

X : parts per Million : Proton

W AR .‘L i M.Ju.h Ll i Ll L mmlu Ao o P A Y 01T 0 A

(stppuesnot)

10.0

o102z
> [ ave
A 68v°0¢
0902

20.0

40.0

— ¥09'SS

60.0

—T6L'T9

- T185°29
—— 16689

70.0

__—96TL
——20SvL
— 0002

80.0

— V1218

90.0

—— BISVIT

——g85zer

667’821
2 —<eoser
& —~ gog0eT

140.0

—— SYTOrT

50.0

©__ /29T8T
__STSEST

o
2 .
S 629791

808'89T
o _/sereat
© = £56'69T
S

N

190.0 180.0

200.0

X : parts per Million : Carbon13

81



82

(x4
e ———
1/ 69T°S
0T

—_— —— 687’8

L=
—
—3¥Fo
)
—m
L2 K 150 yLT0C
——680C =] £07°07
M 5 69702
] 869'02
)
3=
&
5] ]
[ £S
=3
___se15e 3
- —~ o5t —3
—TeLE .
o 20 F@— 6019
poo = [ ¥ a0y €259
[—— YTy £S = 98889
60Ty R __sooes
MM M — e
]
ETT'S . = p— ]
621'S
Lo 9ET'S
w 'S £2
€ST'S s
6825 =
=~ 015S S
- VeSS
829G o
Sv9's ES
re £99'S =
<
EsS -
38
S § WA
09z'L Fo \ev6uer
665 —_— 2
F= MMMM [ 7T
955°L \m
oros et
2200 s 1 3=E
Fo
- WMWM S A A W
968'L =]
o ES 009'T9T
2 668'L
@ m ool S — 1889
N 2ST'69T
_ 2 /506691
- P[=T~ewoa
o
=
2
1
L2
> )
—) 5} S 2
ks 5
] 2
4
° S
= c
& 2
o o =
re £s g
S H
ES =
N x
s R R R AR R A A AR A A AR AN A A
s 910 10 cro 70 800 900 00 200 0
o a Jouepunge
[= 8
z
]
2
5
g
x
0
aouepunqe

6-(tiofén-3-yl)purin-7-B-D-glukopyranozid-2,3‘,4‘,6‘-tetraacetat (133)



6-merkaptopurin-7-B-D-glukopyranozid-2,3‘,4‘,6‘-tetraacetat (134)
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Hypoxantin-7-B-D-glukopyranozid-2¢,3‘,4¢,6‘-tetraacetat (135)
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-7-B-D-galaktopyranozid-2£,3-,4¢,6‘-tetraacetat (127)
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6-chlérpurin-7-a-D-manopyranozid-2¢,3,4,6‘-tetraacetat (129)
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6-chlérpurin-7-B-o-2‘-trifluoracetamido-2‘-deoxyglukopyranozid-3¢,4¢,6‘-triacetat (136)
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-7-B-D-xylopyranozid-2¢,3,4‘-triacetat (128)
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-7-B-D-ribofuranozid-2-,3,5'-triacetat (130)
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-7-B-D-glukopyranozid-2,3‘,4‘,6‘-tetraacetat (137)
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-7-B-D-galaktopyranozid-2,3‘,4‘,6‘-tetraacetat (138)

orpurin

2,6-dichl

91




-7-a-D-manopyranozid-2-,3‘,4‘,6‘-tetraacetat (139)
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-9-a-D-manopyranozid-2-,3,4‘,6‘-tetraacetat
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2,6-dichlérpurin-9-g-D-ribofuranozid-2‘,3‘,5-triacetat

o
<1 2
>
<
3]
<
&
3
@
<
]
s ] 2 e
. g < [E[E
% l
3
2
S
3
8
T T T T T T T T T
11.0 100 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 2.0 10 0
g g 4&%@% ;{&\:8 8\?8
g & SR8RKBhEHB 2R58SS 38
= ~ PR R R v v v SYSYSY S ISP
X : parts per Million : Proton

el
Al

gog
SR
B
<I’§
R
S
o]
S
a
CE
mg
o4
EE
<]
=
© 4
?g
o4
CE
o
o4
R
s 3
g
g ] T bt
< °H bR oyialabhshad il il Vil
T T T T T T T T T T T T T
200.0 190.0 180.0 170.0 160.0 150.0 140.0 130.0 120.0 110.0 100.0 90.0 80.0
(Y S S L
388 368 = 8 3 %5 8
238 388 g g g 8 K
- 588 fer] 3 3
X : parts per Million : Carbon13

73234 —
70.545

T
70.0

95



7-tert-butyl-6-chlérpurin (120)
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