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1. Uvod

Biogenni purinové bdze a jejich nukleosidy jsou v polo-
hach 2 a 6 substituovdny amino- nebo oxoskupinou, kterd se
ucastni tvorby vodikovych vazeb s komplementarni bazi po-
ptipadé s aktivnim mistem enzymu nebo receptoru. Substituci
téchto skupin je mozno pfipravit latky se Sirokym spektrem
biologické aktivity; napi. 6-(alkylamino)puriny (jako analogy
cytokininli) vykazuji antineoplastickou aktivitu, jejich nu-
kleosidy zase interaguji s adenosinovymi receptory atd.

Vyznamnou skupinou biologicky aktivnich purinovych
derivitt jsou N-(fosfonomethoxyalkyl)puriny, tzv. acyklické
analogy nukleotidii', vyvinuté v osmdesatych letech tymem
A. Holého. Tyto latky se vyznacuji protivirovou, cytostatic-

*  Predndska nositele Baderovy ceny za rok 1999, Liblice, 16. 11. 1999

kou, antiparazitickou a imunomodula¢ni aktivitou. Struktur-
né-aktivitni studie téchto latek ukaizala4’5, Ze pro zachovani
biologické aktivity je nutnd pfitomnost aminoskupiny v polo-
ze 2 nebo 6. Pozdéji se zjistilo, Ze vysoce biologicky aktivn{
jsou®? i nékteré 6-((di)alkylamino)purinové derivity.

Nahrazeni amino ¢i (alkylamino)skupiny u obou téchto
skupin ldtek C-substituentem mtize vést k vyfazeni z vodiko-
vych vazeb v pfipadé nefunkcionalizovaného C-substituentu,
popf. k mozné tvorbé vodikovych vazeb jiného typu v piipadé
funkcionalizovaného substituentu. Kromé toho takovéto C-
-substituované puriny nemohou byt katabolizovdny deami-
nasami a lze tudiz pfedpoklddat jejich vétsi biologickou sta-
bilitu.

2- a 6-C-substituované puriny byly diive obvykle pfipra-
vovany heterocyklizaci z pyrimidint ¢i imidazolli nebo foto-
chemickou radikdlovou substituci purinl"llo‘1 ! Heterocyklizac-
ni metody byly obvykle mnohastupniové syntézy s nizkymi
celkovymi vytézky, zatimco fotochemické metody byly znac-
né neselektivni. AZ v poslednich dvou dekdddch se s rozvojem
,cross-coupling™” reakci katalyzovanych komplexy piechod-
nych kovti zacaly vyvijet efektivni metody piimé C-substituce
halogenpurinti organokovy. Pro zavedeni riznych typu C-
-substituentd byva vyhodné pouziti riznych typ organoko-
vovych ¢inidel: arylmagnesiumhalogenidy'*" jsou vhodné
pro zavedeni nékterych jednoduchych arylt, stannany a orga-
nozine¢nata ¢inidla'*!” se pouzivaji zejména pro zavedeni
aryld, hetarylii a alkenylii, zatimco kupraty'®?° a trialkyl-
hliniky?! pro zavedeni alkylovych substituentd. K rozvoji této
metodologie vyrazné pfispéla i naSe laborator.

2. Acyklické analogy nukleotidi odvozené
od 2- a 6-(aminoalkyl)purini

Jak jizbylo zminéno v dvodu, pfitomnost 2- nebo 6-amino-,
popf. ((di)alkylamino)skupiny na purinovém jadie md ddleZi-
tou udlohu v biologické aktivité acyklickych analogl nukleo-
tidd. Informace o této tloze by mohly pfispét k porozuméni
mechanismu ucinku téchto latek. Pro studium tohoto feno-
ménu bylo navrzeno né€kolik typt modifikovanych analogii
téchto latek, které jsou charakterizovany nahrazenim (alkyl-
amino)skupiny (a) (aminomethyl)skupinou, kterd muze tvofit
analogické H-vazby, ale je bazictéjsi; (b) izosterni N-substi-
tuovanou 1-(aminoethyl)skupinou; (c) silné bazickou karbox-
amidinovou funkci; a kone¢né (d) rliznymi typy dusikatych
heterocykld.

2.1. Syntéza acyklickych nukleotidi
odvozenych od 2-(aminomethyl)purini

Byla vyvinuta origindlni metoda” pfipravy benzyloxykar-
bonylem (Cbz) chranénych 2-(aminomethyl)purinovych bazi

** Nemad Cesky ekvivalent; jde o tvorbu C-C vazby mezi dvéma riiznymi organickymi zbytky; bézné se tento termin pouZziva pro reakce orga-

nického elektrofilu s organokovem
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IIT heterocyklizaci derivati 4-aminoimidazol-5-karboxylové
kyseliny I s Cbz-chrdnénym aminoorthoacetitem vedouci
kvantitativné k imidatovym intermediatm /1, které byly bazic-
ky cyklizovany na puriny (schéma 1). Tato metoda umozZnila
efektivni piipravu chranénych 2-(aminomethyl)adeninu a 2-
-(aminomethyl)hypoxanthinu v multigramovém méfitku. Al-
kylace™ 2-(Cbz-aminomethyl)adeninu IV fosfonomethoxy-
alkyla¢nimi ¢inidly za pfitomnosti NaH probihala regiose-
lektivn€ za vzniku Zddanych N-9 substituovanych derivatd.
Analogickd alkylace 2-(aminomethyl)hypoxanthinu vSak byla
nedspésnd. Prislusné hypoxanthinové derivéty byly tedy pfi-
praveny oxodeaminaci derivatti adeninovych. Pouzitim jod(tri-
methyl)silanu byly soucasné odStépeny isopropylesterové
skupiny fosfondtu a Cbz skupina za vzniku pozadovanych
volnych fosfondta V.

2.2. Syntéza acyklickych nukleotidi
odvozenych od 6-(aminomethyl)purind
a purin-6-karboxamidint

K pripravé cilovych sloucenin byl navrzen postup vycha-
zejici z 6-kyanopurinovych bazi VIII. Tyto klicové latky byly
ziskdny zlepsenou metodou® spocivajici v reakci tetra-
hydropyran-2-yl (THP) chrdnénych 6-chlorpurinG VI s te-
traecthylamonium kyanidem za pfitomnosti 1,4-diazabicyclo-
[2,2,2]oktanu (DABCO) v acetonitrilu za pokojové teploty.
Piislusné chranéné 6-kyanopuriny VII byly ziskdny ve vyso-
kych vytézcich (schéma 2). THP skupiny téchto intermediata
byly kvantitativné odstepeny za mirnych podminek ionexem
v H* cyklu (Dowex 50X8) v methanolu. Takto byl snadno
ziskan 6-kyanopurin a 2-amino-6-kyanopurin v multigramo-
vych mnozstvich. Oba 6-kyanopuriny VIII byly potom selek-
tivné alkylovainyzs‘26 fosfonomethoxyalkyla¢nimi Cinidly za
pfitomnosti uhli¢itanu cesného za vzniku zZddanych N-9 sub-
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stituovanych 6-kyanopurinovych derivétt. Ty pak byly po-
drobeny katalytické hydrogenaci ndsledované reakci s brom-
(trimethyl)silanem (TMSBr) a poskytly cilové fosfondty 6-
-(aminomethyl)purinti IX. Ziskané chrdnéné 6-kyanopurinové
intermedidty byly také vyuzity k pfipravé 6-karboxamidinio-
purinovych derivéta X sledem reakci s methoxidem sodnym,
chloridem amonnym a TMSBr.

2.3. Syntéza acyklickych analogi
odvozenych od 6-(l-aminoethyl)purint
a 6-hetarylpurint

Stilleho reakce pfislusnych 6-chlorpurinovych fosfonati
Xla a Xlc s (1-ethoxyvinyDtributylstannanem poskytla 6-(1-
-ethoxyvinyl)puriny X/I, které byly nédsledné hydrolyzovany
na 6-acetylpuriny X/II (schéma 3). Reduktivni aminace téchto
latek pisobenim NaBH,CN za piitomnosti primdrnich a se-
kunddrnich amin hydrochloridi ndsledovand odchranénim
umoznila piipravu®’ série N-substituovanych 6-(1-amino-
ethyl)purinovych acyklickych nukleosidd XIV. Cross-coup-
ling reakce 6-jod-9-[2-(diethoxyfosforylmethoxy)ethyl]puri-
nu X7b s riznymi heteroarylstannany a heteroarylzine¢natymi
¢inidly za katalyzy Pd(PPh,), poskytly®® sérii 6-hetarylpurino-
vych derivdtd v dobrych vytézcich. Vysledné chrdanéné 6-
-hetarylpurinové meziprodukty byly standardnim zptisobem
deblokovdny na volné fosfondty XV.

2.4. Syntéza acyklickych analogt
nukleotidd odvozenych
od 2-amino-6-C-substituovanych
purini

Vzhledem k jiz zminované dulezité dloze aminoskupiny
v biologické aktivité této skupiny latek, byla dal§im logickym
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pokracovanim projektu systematicka priprava a studium pro-
tivirové aktivity 2-amino-6-C-substituovanych purinovych
derivata®. Byly studovény cross-coupling reakce 6-chlor- a 6-
-jodpurinovych derivatt XIc a XId s riznymi typy organokovi
(schéma 3). Chlorpurinovy derivdt XlIc reagoval s trialkyl-
hliniky a arylboronovymi kyselinami za vzniku pfislusnych
6-C-substituovanych produkti X VI, zatimco pro reakce s heta-
rylzinecnatymi Cinidly a hetarylstannany bylo nutno pouZzit
reaktivnéjsi 6-jodpurinovy derivdt XId. Perfluoralkylkupraty
generované in situ z perfluoralkylsiland pomoci KF a Cul
reagovaly s 6-jodpurinovym derivitem XId za vzniku 6-per-
fluoralkylpurint v nizkych vytézcich.

2.5. Biologickd aktivita pfipravenych
latek

Vsechny vySe uvedené acyklické nukleotidy byly testo-
vany na protivirovou aktivitu. Ukdzalo se, Ze pouze latky
nesouci funkcionalizovany C-substituent (aminomethyl, hyd-

M = Cu, ZnX, B(OH),, SnBuj
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roxyethyl, heptafluorpropyl) v poloze 6 a soucasné ami-
noskupinu v poloze 2 si ¢dste¢né zachovdvaji biologickou
aktivitu. Definitivn{ strukturné aktivitni zdvéry z tohoto stdle
jesté probihajiciho projektu vSak bude mozno ucinit az v bu-
doucnu v kontextu s rozsdhlymi sériemi biologicky aktiv-
nich acyklickych analogti nukleotidi pfipravenych ve skupiné
A. Holého.

3. Rozvoj metodiky cross-coupling reakci purini
a syntéza 6-C-substituovanych purinovych
bazi a nukleosidi

Kromé vySe uvedenych metod, zaméfenych na syntézu
acyklickych analogi nukleotidt jako potencidlnich protiviro-
vych latek, byl nasim cilem také obecny rozvoj metodiky
cross-coupling reakei halogenpurind s organokovy a pouZiti
této metodiky pro syntézu 6-C-substituovanych purinovych
badzi a nukleosidu cilenych pifedevsim na moznou antineoplas-
tickou aktivitu.

3.

1. Syntéza 6-(perfluoralkyl)purint

a jejich alkylace a glykosidace

Byla vyvinuta originalni metoda®® perfluoralkylace 6-jod-
purini XVIT pouzitim perfluoralkyl(trimethyl)silani za pfi-
tomnosti Cul a KF (schéma 4). Vlastnim perfluoralkyla¢nim
¢inidlem je in situ vytvoreny perfluoralkyl kuprat. Tato meto-
da je velmi efektivni zejména pro trifluormethylaci 6-jod-
purinovych derivatd. Trifluormethylace 2-amino-6-jodpurint
a perfluoralkylace vyssimi perfluoralkylsilany probihd s niz-
$imi vytézky. Touto metodou byla ptipravena série 6-(trifluor-
methyl)- a 6-(heptafluorpropyl)purinovych bézi, nukleosidi
a acyklickych nukleotidt XVIII. U vSech pfipravenych ldtek
byla testovdna biologicka aktivita. Zatimco u 9-(B-D-ribofura-
nosyl)-6-(trifluormethyl)purinu byla nalezena vyznamnd cy-
tostatickd aktivita (IC5, = 0,45-2,5 pumol.I'") proti n&kolika
bunécnym kulturdm lidskych nddori a leukémifi, ostatni ldtky
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byly inaktivni. Proto se jevilo zajimavé pripravit sérii riznych
nukleosidli a acyklickych nukleosidi odvozenych od 6-(tri-
fluormethyl)purinu X7X. Tato baze vySe zminénou metodou

dostupnd v multigramovém mnoZstvi, slouZila jako vychozi

latka pro alkylaéni a glykosylaéni reakce. Tyto reakce pro-
bihaly regio- a stereoselektivné za vzniku pouze N-9 substitu-
ovanych derivdtd a f-anomerti v piipadé nukleosidi. Takto
byla pfipravena31 série: 9-(B-D-ribofuranosyl)-, 9-(2-deoxy-[3-
-D-ribofuranosyl)-, 9-(B-D-arabinofuranosyl)-, 2,3-dihydroxy-
propyl- a (2-hydroxyethyl)oxymethylderivatt 6-(trifluorome-
thyl)purinu XX. Prekvapivé, kromé jiz zminéného ribonu-
kleosidu, ostatni derivdty byly inaktivni, coz svéd¢i o velmi
uzké strukturni specificité cytostatické aktivity této skupiny
latek.

3.2. Suzuki-Miyaurova reakce
6-halogenpurinli s boronovymi
kyselinami a syntéza a biologickd
aktivita 6-fenylpurint

Ve spoluprici s tymem D. Dvotdka byla vyvinuta ori-
gindlni metoda® 6-C-substituce purinti aplikaci Suzuki-Mi-
yaurovy reakce 6-halogenpurini s boronovymi kyselinami.
Tato velmi pouzivand reakce dosud nebyla nikdy uspésné
aplikovdna v chemii purind. Optimalizaci byly nalezeny dvoje
reak¢ni podminky, za nichz reakce probihd riznym zptsobem.
Pouziti bezvodych podminek v toluenu je velmi vhodné k re-
akeim fenylboronovych kyselin nesoucich elektroneutrdlni,
elektrondonorni nebo slabé elektronakceptorni substituenty,
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zatimco pouziti vodnych podminek je vhodné k reakcim alke-
nylboronovych kyselin a fenylboronovych kyselin nesoucich
elektronakceptorni substituent. Za bezvodych podminek byla
pouzitim série komercné dostugnych substituovanych fenyl-
boronovych kyselin pfipravena’ velkd fada substituovanych
6-fenylpurinovych bdzi XX1II a nukleosidi XXVI (schéma 5).

Substituované 6-fenyl-9-(B-D-ribofuranosyl)puriny XX VI (Y =
H) vykazovaly vyznamnou cytostatickou aktivitu in vitro (ICy,
= 0,25-10 umol.I'"). Studie dalsich specificky substituova-
nych derivatd tohoto typu teprve probihaji.

4. Zavér

Byly vyvinuty efektivni metody piipravy 2- a 6-C-substi-
tuovanych purinovych derivati a aplikovdny pro piipravu
purinovych bdzi, nukleosidii a acyklickych analogti nukleo-
tidd. Zatimco u pfipravenych acyklickych analogi nukleotidd
byly nalezeny pouze margindlni protivirové aktivity u néko-
lika ldtek, mezi pripravenymi nukleosidy byla objevena nova
skupina latek s vyznamnou cytostatickou aktivitou — 6-fenyl-
purinové ribonukleosidy. Systematické studium ve vSech zmi-
novanych oblastech stale pokracuje.

Autor dékuje vSem spolupracovnikiim. Nejvétsi dik patri
dr. A. Holému za odborné vedeni béhem disertacni prdce a za
cenné rady a spoluprdci v pozdéjsich fdazich projektu. Na
nékterych cdstech tohoto projektu se podileli Ing. M. Cesnek,
doc. D. Dvordk, Ing. M. Havelkovd a dr. D. Hockovd (chemie),
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byla podporovdna granty GA CR: 203/93/0118, 203/96/0005,
203/96/K001, 203/98/P027 a 203/00/0036 a firmou Gilead
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M. Hocek (Institute of Organic Chemistry and Bioche-
mistry, Academy of Sciences of the Czech Republic, Prague):
Synthesis and Biological Activity of 2- and 6-C-Substituted
Purine Bases, Nucleosides and Acyclic Nucleotide Analo-
gues (Bader Award Lecture)

An overview of the author’s recent achievements in the
synthesis 2- and 6-C-substituted purines. Diverse approaches
consisting mainly in heterocyclization, nucleophilic substitu-
tion and cross-coupling reactions were applied to the prepara-
tion of the title purines which were further transformed to
target nucleosides and nucleotide analogues. Biological activi-
ty of the analogues is discussed.



