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Syntéza derivatil sulfonylpyrimidinu s protirakovinnym téinkem

Oblast techniky

Vynalez se tyka N-1 sulfonylovych derivatd na bézi pyrimidinového jadra, které maji

protirakovinné vlastnosti, jejich piipravy a jejich protirakovinového U¢inku.

Dosavadni stav techniky

Aplikace derivéti sulfonylurey je zndma v lékai'ské chemii a zemédélské chemii. Tyto
sloudeniny vykazuji zajimavé biologické ucinky: antidiabetické, antibakteridlni a
protirakovinové Uginky a rovnéz velmi silny herbicidni i¢inek. V soucasnosti herbicidy
typu sulfonylurea pfedstavuji vyrazny pokrok z divodu jejich vysoké aktivity a téméf
74dné toxicity vi¢i lidem a zvifatim.

Na druhé strané je zde docela velky podet biologicky aktivnich nukleosidovych
derivath s antibiotickymi, rakovinu zpomalujicimi a virostatickymi G€inky. Upravené
nukleosidy jsou jedinymi slou¢eninami, které maji in vitro a in vivo antivirovy a anti -
HIV ¢inek.

Ukolem vynédlezu je vytvofeni novych N-1 sulfonylovych derivatd na bazi
pyrimidinového jidra, které by pfedstavovaly novy druh sulfonylcyklourey, coz by
umoznilo nové kombinace farmak s antivirovymi a protrakovinovymi u¢inky a vyvoj

novych chemoterapeutik.

Podstata vynélezu

Sulfonylurey jsou slou¢eniny se silnym antibakteridlnim (F. Kurzer, Chem. Rev. 50
(1952) 1.) a hypoglykemickym u¢inkem (Chem. Abstr. 102 (1985) 214964r; G. Levitt, US
4.435.206; Chem. Abstr. 1'00 (1984) 34458d; Chem. Abstr. 100 (1984) 34459e: L.

Aguilar- Bryan, D. A. Nelson, Q. A. Vu, M. B. Humphrey, a A. E. Boyd.. J. Biol. Chenz.
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265 (1990) 8218.; Chem. Abstr. 108 (1988) 161258d; Chem. Abstr. 106 (1987)
149243w; A. G. Hatzidimitriou, D. P. Kessissoglou, a G. E. Manoussakis, J. Inorg.
Biochem. 49 (1993) 157.). Jsou to silné diuretika (Chem. Abstr. 103 (1985) 215193w, EP-
AI-I51.451), protinddorové uginné létky (Chem. Abstr. 108 (1988) 94225a, EP-Al-
222.475; F. Mohamadi, M. M. Spels, a G. B. Grindey, J. Med. Chem. 35 (1992) 3012.; J.
J. Howbert, C. S. Grossman, T. A. Crowell, B. J. Rieder, R. W. Harper, K. E. Kramer, E.
V. Tao, J. Aikins, G. A. Poore, a dalsi, J. Med. Chem. 33 (1990) 2393; Chem. Abstr.120
(1994) 245006a, EP-A2-2.583.960) a anticholesterolika (D. R. Sliskovi¢, B. R. Krause, J.
A. Picard, M. Anderson, R. F. Bousley, K. L. Hamelehle, R. Homan, T. N. Julian, Z. A.
Rashidbaigi, a R. L. Stanfield, J. Med. Chem. (1994) 560; Chem Abstr.119 (1993)
138915j, WO-AI-9.308.16L; P. R. Carter, D. H. Hey, a D. S. Morris, J. Chem Soc. (1948)
143.). Suifonylurey, které maji  heteroaromatické (Het) skupiny vazané na NH
5ulfonylureového mostu (R-SO,-NH-CO-NH-Het), jsou mimofadné u¢innymi herbicidy.

Nové sulfonylcyclourey, t.j. N-1 sulfonylové derivaty uracilu and cytosinu, nejsou znamé
a nejsou zndmé ani jejich biologické w¢inky. Pouze Martirosyan (Z. A. Martirosyan, V. L.
Gundar, a S. L. Zav'yalov, Izv. Akad Nauk SSSR, Ser. Khim. 8 (1970) 1841) izoloval 1-
p-toluensulfonyluracil jako vedlej$i (nechtény) produkt v transformaci C-4 keto- skupiny
uracilu. Z hlediska biologické u&imnosti jsou N-1 sulfonylové derivaty na bazi
pyrimidinového jadra velice zajimavé slouceniny, jelikoz maji kombinaci biologicky
aktivnich slozek: sulfonylureovy fragment a jadrovou (nukleovou) bézi. Nové, nezndmé
sulfonylcyclourey jsme piipravili spojenim sulfonylového fragmentu na N- 1 atom
pyrimidinové baze (uracil, cytosin nebo 1,3,5-triazin). Tyto slouceniny by mohly mit
potencidlng biologické vlastnosti z hlediska jejich podobnych strukturdlnich vlastnosti

jako aktivni sulfonylurey, které asi maji Sestiprvkovy vodikem vazany pseodocyklus.
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Na druhé strané lze u sloudenin modifikovanych nukleosidd zvaZzovat jejich moZny
protirakovinovy t¢inek (Chemistry, Biology, and Clinical Uses of Nucleoside Analogs, A.
Bloch (Ed.), New York,1975, str. 185.), a rovnéz antivirovy u¢inek (E. de Clereg, v:
Design of Anti-AIDS Drugs, E. de Clercq (Ed.), Amsterdam, Elsevier Science Publishers,
B. V., 1990, p.I; H. Mitsuya, T. Shirasaka, a S. Broder, v: Design of Anti-AIDS Drugs, E.
de Clercq (Ed.), Amsterdam, Elsevier Science Publishers, B. V.,1990, str. 25.).

Tento vynalez ukazuje, ze N-1 sulfonylové derivaty na bazi pyrimidinového jadra maji
vyznaény protirakovinovy u¢inek in vitro na rizné druhy nadorovych bunék. Vytéeny
tikol sphiuje vynalez, kterym jsou N-1 sulfonylové derivaty na bazi pyrimidinového jadra

s obecnym vzorcem I, II, III, IV, V a VI zpisob jejich piipravy a jejich biologicka

uéinnost.
l NHR, XR3
Y Y
X I?J X ITI X)\N
[
Rl R1 R]
I I 11
R4 Ry
z. Wy
X~ °N xZ N X%l\N
Ry R, R,



V obecném vzorci I je:

X=0,S;

Y =H, F, Cl, Br, I, C;-Cs alkyl, NO,, NHa, substituovany alkynyl (C=CR4; Rs =H,
Si(CH3)s, Ci- C; alkyl, halogen, CO-alkyl); substituovany alkenyl (CH= CRs; Rs = H,

F, Cl, Br, I, C;- Cs alkyl, CN, COCHj3, CO,CHs);

R; =S0:-R¢;

R¢ = C;- C; (rozvétveny) alkyl , C;- C; (rozvétveny) haloalkyl, C;- Cs alkyl substituovany

Ci-Gs (halo)alkoxy skupinou, Cs-acyl,
;& <
HZC

(Ry = Fs; p-H, F, Cl, Br, 1, CH3z, OCHj3, -N=N- CsHa-p-N(CHas),
-CsH.z-p 302(:1 Oz, -NOz, -NOz, CF3 OCF3)

(Q=CN;R;=H,CH3; Rs = H, NHCOCH3),

Cl >

]0 (Rzo = CH3 and Rll“ H SOzCI R]O = CH(CH3)2 and R” = H)

~-CON(CH;),

, =
N

W
b



V obecném vzorei II je:
X=jak vl
Y =jakv]

R, =R, =H, SO»-Re; (Rs =jak vI)

R, # Ry kombinace - SO,-Rg(Rs=jak vI)

R] = SO;-&je li Rz = H;

V obecném vzorci 11 je:

X=0,S,N;
Y =jakv];
R, =jak v

R; = CH;, C.Hs;
V obecném vzorei IV je:
X =jak vI;

R, =jak L

R, = jak v I se substituovanym alkinylem:

V obecném vzorci V je:
X=jak v

R] =jak I;

R, = jak v I se substituovanym alkinylem;

V obecném vzorci VI je:
X =jakv]

Y = H, alkyl;

R, =jak I;

Z=C,N.



Pro syntézu derivatd sulfonylpyrimidinu jsou pouzity dvé metody:
a) kondenzace silylované pyrimidinové baze s rznymi chloridy sulfonylu
v acetonitrilu;

b) reakce pyrimidinovych bazi s chloridy sulfonylu v pyridinu.

X XSi(CHs)s ﬂ(
Y Y Y
HN BSA N R;SO,CI HN T
)\ CH,CN ’ |
XN 2 (CHy)SiX” N X IIJ/
|
H R
I

Rovnice la

Vétéina sloutenin z obecného vzorce I se pripravi dle rovnice la.

Derivéty uracilu jsou silylované N,O-bis (trimetylsilyl) acetamidem (BSA) v suchém
acetonitrilu pod refluxem po 60 minut J.R. Hanson, A. Hough a A.T. White, J. Chem.
Soc. Chem. Commun. (1968) 466) dle metody a). Takto aktivované slouceniny reaguji
s vhodnymi chloridy sulfonylu (1,2-2,0 eq.), pfi pokojové teploté na reflux, po 1 az 24
hodin, &mz se ziskaji N - 1 substituované derivity obecného vzorce I s 75 - 95%

vytézkem.

Stejné slougeniny se ziskaji metodou b); pii reakci derivatd uracilu s chloridy

sulfonylu v pyridinu, pii pokojové teploté, po 20 hodin, pfi 70% vytézku, rovnice 1b:



HN R;S0,ClI

e

\ 5

Rovnice 1b

Pred kondenzaci schloridy sulfonylu (sulfurylu) se zavadéji rlzné substituce

nukleového jadra.

Zavedeni halogenu na pozici C - 3 nukleového jadra pyrimidinu je védé jiz znamé
(A.M. Michelson, v: Synthetic Procedures in Nucleic Acid Chemistry, vol.l, W,W,
Zorbach a R.S. Tipson (Eds.), New York, John Wiley +Sons, 1968, str. 491.) podle

rovnice 2:.

X X
' Hal
HN l Hal‘_a H]\]
DMF )\
X/I\ITJ X ??I/[
H H

Rovnice 2
Zavedeni alkenylovych nahrad na pozici C - 5 nukleového jadra pyrimidinu je rovnéz
mamé v oboru (H. Eirota, Y. Kitade, Y. Isobe, Y. Maki, Heterocycles 26 (1987) 355.),

rovnice 3a:.



X
OSOzCF3 l CH=CHR5
HN H,C=CHR; Pj’\

' Et;N, A
H H

Rovnice 3a
Zavedeni alkinylovych néhrad na pozici C - 5 nukleového jadra pyrimidinu je rovnéz
znamé v oboru (T. Ueda, v :Chemistry of Nucleosides and Nucleotides, L.B. Townsend (Ed.),

New York, Plenum Press, 1988, str. 25.). Prekurzorem je S-jodo derivat nukleového jidra

pyrimidinu, rovnice 3b.

X X
I | C=CR,
HN RC=CH HN/W
)\ ~ (PhsP),PdCl )\ -~
= N Cul/Ei;N X~ N
H H

Rovnice 3b

C-5 bromovy derivat pyrimidinu lze ¢pavkem transformovat na C-5 amino derivat

nukleového jédra pyrimidinu (M. Roberts a D. W. Visser, .I. Am. Chem. Soc. 74 (1952)
668.).

C-5 dusikovy derivat lze pfipravit nitraci nukleového Jadra pyrimidinu s HNO; (I.

Wempen, I. L. Doerr, L. Kaplan, a J. J. Fox, J. Am. Chem. Soc. 82 (1960) 1624.).

Slou€eniny obecného vzorce II se pripravi podobnym zplisobem jako slouéeniny
obecného vzorce I (J. R. Hanson, A. Hough, a A. T. White, J. Chem. Soc. ; Chem. Commun.

(1968) 466; J. J. de Koning, H. J. Kooreman. H. S. Tan, a J. Verweij, .I. Org. Chem. 40
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(1975) 1346.). Derivity cytosinu jsou silylované s BSA vsuchém acetonitrilu, pod
refluxem po dobu 30 minut, dle metody a). Tyto aktivované slou€eniny reaguji s pfislusnym
chloridem sulfonylu pfi 20° C na reflux, po dobu I hodiny, a ziskdva se N - 1 sulfonylovy

derivéat obecného vzorce II s vytézkem 10 - 80 %, rovnice 4a:

NH, N(S(Cﬁs)a)z NHR;
v Y
N BS R1302Cl N
o g A
x)\N T (CH)SX X7 N
i R,
Ry = H

Rovnice 4a
N - 1, NH - 4 disulfonylové derivéty cytosinu II lze ziskat dle metody b) (Rovnice 4b):
R, =Ry = SO:Rs (R¢ = jak v I), R; # R, je kombinaci SO:Rs (Rs = jak v I). V reakei
cytosinu s 2 eq. chloridd sulfonylu Cl SO;R¢ (Rg = jak v I) v pyridinu se ziskaly slouCeniny
obecné formule II s R; = Ry. 'V reakci N-1 sulfonylovych derivatd cytosinu s rznymi

chloridy sulfonylu Cl SORg (Rs =jak v I) se ziskaly slouCeniny obecného vzorce II s R; #

R-.
NH, NHR,
Y Y
N R;SO,Cl N
ry == X
X~ N X~ N
H R;
II R1=R2
Ryj=R;
Rovnice 4b

C-5 Halogenové derivéty cytosinu lze pripravit dle zndmych postupi (J. Duval a J.

P. Ebel, Bull. Soc. Chim. Biol. 46 (1964) 1059; P. K. Chang, v: Nucleic Acid Chemistry,



10
¢ast 2, L. B. Townsend a R. S. Tipson (Eds.), New York, John Wiley & Sons, 1978, str.
779.).

Slougeniny obecného vzorce 111, IV, V a VI se piipravi transformaci nukleového jédra
pyrimidinu s nasledujici kondenzaci s vhodnymi chloridy sulfonylu (podobné ke slouc¢eninam
obecného vzorce I a II, tj. dle metody a): kondenzace silylovanych derivatd pyrimidinu
s vhodnymi chloridy sulfonylu v acetonitrilu nebo dle metody b): kondenzace nukleového
j4dra pyrimidinu s vhodnymi chloridy sulfonylu v pyridinu).

Transformace nukleového jadra pyrimidinu pro syntézu slou€enin III, IV, V a VI se
pfipravi dle nasledujiciho:

Alkylaci na pozici C-4 nukleového jadra pyrimidinu (N-1 ochranna skupina, X = O,
S ve slougeniné III) lze provést diazometanem resp. diazoetanem. Jako vedlejsi produkt byly
v piipadé X= O ziskdny O- Alkylové derivéty,a v piipadé X =S S-alkylové derivity jako
hlavni produkt. (N. K. Kochetkov a E. I. Budovskij v: Organic Chemistry of Nucleic Acids,
&ast B, Plenum Press, London and New York,1972, str. 370.).
Prekurzory pro syntézu slou¢enin obecného vzorce IV (X=0,S) se pripravi cyklizaci derivati
C-35 alkenyl uracilu s t-BuO'K” (rovnice 5a), R. C. Bleackley, A. S. Jones, aR. T. Walker,
Tetrahedron 32 (1976) 2797.) nebo reakei cyklizace derivatd C-5 alkynyl uracilu s Cul/Et:N

(M. J. Robins a P. J. Barr, Tetrahedron Lett. 22 (1981) 421.), dle rovnice 5b.

X X \
CH=CHBr .
HN t-BuOK N
—_—————
X)\N DMF )\ g
1 X~ N
H H

Rovnice 5a



Ry
X X
_ S
C=CR, Cul N
HN — |
)\ Et;N )\
N
X7 X i
H

Rovnice 5b

Prekurzory pro syntézu  sloucenin obecného vzorce Vse piipravi podobnym
zpisobem.

Prekurzory pro syntézu sloucenin obecného vzorce VI (Z=N) se piipravi z N-1
chrénéného uracilu, transformaci C-4 keto skupiny na C-4 imidazoyl nebo C-4-O-
trifluorometylsulfonat, coZ dé, v reakci s azidem sodnym bicyclicky produkt (rovnice 6a), A.

Matasuda, et al., Chem. Pharm. Bull. 33 (1985) 2575.), rovnice 6a:

p—

Y N, Y
N NaN3 j\
| X)\N X~ N
|
Rl

I
R|

Rowvnice 6a

Prekurzory pro syntézu sloucenin obecného vzorce VI (Z=C) se piipravi z N-1
chranéného uracilu, v reakci s chléroacetaldehydem (Schéma (6b), N.K. Kochetkov, V. N.

Shibaev, a A. A. Kost, v: Nucleic Acid Chemistry, ¢ast 3, L. B.Townsend a R. S. Tipson

(Eds.), New York, John Wiley & Sons, 1986, str. 279), rovnice 6b:



12 . tiee tost
NH, / N
Y \ Y
N CICH,CHO o j\
XJ\N X Tf
) k
Rovnice 6b

Sloueniny 1, 2, 3 a 4, jak je zndzoméno rovnici 7:
slouéeniny obecného vzorce I:
1 (Ry=-S0,-C¢Hs - p-CH;, X=0,Y =H),
2 (Ry=-S05-C¢H;s - p-CH;, X =0, Y =Br),

a sloufeniny obecného vzorce II: 3 (R =

- CONCH),
I P
N

X=0,Y=H),a4 (Ry=-S0,-C¢Hs —p - CH;, X =0, Y = H)), byly zkouseny in vitro na
lidskych néadorovych burikdch slinivky (MiaPaCa2), na lidskych nadorovych buiikéch
délozniho ¢ipku HeLa), na burikdch rakoviny hrtanu (Hep 2) a béZnych lidskych vazivovych

burikdch (Hef 2).
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Rovnice 7
Viechny zkoudené slouceniny vykazuji vyznamny U&inek zpomalujici rist
rakovinovych bunék typu MiaPaCa2 a HeLa (60 - 90% v koncentraci 10° M) a vyrazné mensi

zpomalovaci ¢inek na normalni typy bunek (20 - 35%). Nejvyznamnéjsi zpomalujici vliv na

typ bun&k Hep 2 byl zjistén pro slouceninu 3 (80%) v koncentraci 10° M.

Priklady provedeni vynélezu

Za G&elem objasnéni vynélezu uvadime nésledujici piiklady provedeni vynalezu:

PRIKLAD 1. 1-Methansulfonyluracil
Smés uracilu (500 mg, 4.45 mmol) a N, O-bis(trimethylsilyl)acetamidu (2.3 ml, 8.90
mmol) se ohiiva pod refluxem v suchém acetonitrilu (15 ml) po dobu 30 minut. Bezbarvy

roztok se ochladi na 0 °C a piida se chlorid methansulfonylu (0.69 ml, 8.90 mmol). Po
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ohfivani pod refluxem napf. pies noc se ziskané bilé suspenze ochladi a pevnd faze se oddeli
filtraci. Po rekrystalizaci se z horkého methanolu ziskaji bilé krystaly (630 mg, 75%), mp
228-231 °C; UV (MeOH): A max /nm 210.8 a 245.1 (log € 3.86 a 3.93); IR (KBr) v max Jem'™:
3200 (m), 3080 (m), 2950 (W), 2850 (w),1725-1695 (s),1640 (m),1440 (s),1360 (5),1275 (s), 1
180 (s), 1170 (s); "H-NMR (d¢-DMSO) & /ppm: 11.87 (s, 1 H, NH), 7.87 (d, 1 H, H-6, J= 8.3
Hz), 5.80 (d, 1 H, H-5, J= 8.3 Hz), 3.70 (s, 3H, CH3); 13C-NMR (ds-DMSO) & /ppm: 163.28
(s, C-4), 148.76 (s, C-2), 138.23 (d, C-6), 103.41 (d, C-5), 41.62 (q, CH;); Anal. pocitano pro
CsHgN,04S (M, = 190.18): C (31.58), H (3.18), N (14.73), zjisténo: C (31.81), H (3.06), N

(14.89).

PRIKLAD 2. 1 - p - toluensulfonyluracil

Smés uracilu (1 g, 8.90 mmol) a BSA (4.6 ml, 17.80 mmol) se ohfivé pod refluxem v
suchém acetonitrilu (30 ml) po dobu 1 hodiny. Bezbarvy roztok se ochladi na 0 °C a ptida se
p-toluensulfonylchlorid (3.39 g, 17.80 mmol). Po ohfivéni pod refluxem napf. pfes noc se
ziskané bila suspenze ochladi a profiltruje. Ziskana pevna faze se rekrystalizuje z horkého
etanolu, ¢imz vzniknou bilé krystaly produktu (2.25 g, 95%), t.t. 259 °C; UV (MeOH): A max
/nm : 234.8 2 249.3 (log € : 3.78 a 3.81); IR (KBr) v jax / em™: 3120 (w), 3030 (w), 2830
(w), 1730 (s), 1700 (s),1615 (W), 1595 (w), 1405 (m), 1355 (m), 1190 (s), 1170 (s); '"H-NMR
(dg-DMSO) & /ppm: 11.74 (s, 1 H, NH), 8.15 (d, 1H, H-6, J= 8.3 Hz), 7.93 (d, 2H, Ph, J= 8.3
Hz), 7.50 (d, 2H, Ph, J= 8.3 Hz), 5.86 (d,1H, H-5, J= 8.3 Hz), 2.43 (s,3H, CHs); ¥C-NMR
(dg-DMSO) & /ppm: 163.07 (s, C-4), 147.54 (s, C-2), 146.64 (d, C-6),138.26 (s, Ph),133.42 (s,
Ph),130.18 (d, Ph),129.19 (d, Ph),104.05 (d, C-5), 21.27 (g, CHs);  Anal. potitano pro
Ci1,H oN204S (M= 266.22): C (49.63), H (3.79), N (10.53), zjisténo: C (49.62), H (3.65), N (

10.51).
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PRIKLAD 3.  1- (2-Sulfonyl-3-N,N dimethylaminokarbonylpyridin) uracil
Syntéza pyridinsulfonylchloridu.

Smés  2-fenylmethylthio-3-N,N dimethylaminokarbonylpyridinu (950 mg, 3.49
mmol), methylenchloridu (16 ml), vody (8 ml) a koncentrované HCI (1.1 ml) se ochladi na
-7 °C. Pfi teploté udrzované pod 0 °C se po kapkéch po dobu 15 minut pridava 5%-ni NaOCl
(14 ml, 10.50 mmol). Ziskand Zlutd emulze se pii °C micha dalsich 30 minut. Reakéni smés
se pak extrahuje methylenchloridem, a organicky extrakt se propere roztokem Na,S,05 a susi
nad Na,SOy (teplota se pfitom udrzuje blizko °C). Organicka vrstva se pak filtruje a odpaiuje
pod sniZenym tlakem bez vnéj$iho zahfivani. Ziskany surovy sulfonylchlorid se ihned pouzije

v kondenzaéni reakci s uracilem.

Kondenzace uracilu sulfonylchloridem

Smés uracilu ( 104 mg, 0.93 mmol) a BSA (0.46 ml,1.85 mmol) se ohfivd pod
refluxem v suchém acetonitrilu (3 m1) po dobu 50 minut. Bezbarvy roztok se ochladi na 0 °C
a polozi se na sulfonylchlorid. Po michani pii pokojové teploté po dobu 1.5 hodiny se
rozpoudtédlo odpafi pod sniZzenym tlakem bez vnéjsiho zahfivani. Ke zbytku se prida
methanol a ziska se pevna bild faze. Produkt se rekrystalizuje z methanolu (300 mg,100%),
t.t. 226 °C; UV (MeOH): A pa/nm 211.8 a 244.8 (log € 4.21 a 4.06); IR (KBr) v max/cm'l:
3210 (w), 3090 (m), 2940 (w), 2860 (w), 1730 (s), 1690 (s), 1650 (s), 1630 (s),1585 (m),1550
(W),1510 (w),1415 (s),1365 (5),1265 (s),1180 (s);'H-NMR (dg- DMSO) &/ppn1: 11.91 (s, 1 H,
NH), 8.77 (d, 1H, H-6', J= 4.6 Hz), 8.15 (d, 1H, H-4, J= 7.8 Hz), 8.11 (d,1H, H-6, J= 8.3
Hz), 7.87 (dd,1H, H-5', Js¢=4.6 Hz, , J+4=7.8 Hz), 5.93 (d,1H, H-5, J= 8.3 Hz), 3.01 (s, 3H,
NCH3), 2.87 (s, 3H, NCH3); "*C-NMR NMR (d¢- DMSO) &/ppm: 165.04 (s, C-2'),162.96 (s,
C-4),150.70 (d, C-6'),149.99 (s, C=0),148.27 (s, C - 2),139.39 (d, C-4"), 138.20 (d, C-6),

133.44 (s, C-3"), 129.43 (d, C-5"), 104.38 (d, C-5), 38.60 (q, NCHj3), 34.85 (q, NCH;); Anal.
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vypocet pro C2H;2N405S (M= 324.33): C (44.44), H (3.73), N (17.28), zjisténo: C (44.54), H

(3.92), N (17.25).

PRIKLAD 4.  5-Bromo-1-p-toluensulfonyluracil

1- p-toluensulfonyluracil (200 mg, 0.75 mmol) se rozpusti v suchém NN -
dimethylformamidu (13 ml), a pfida se roztok bromu (2.2 ml, 1.65 mmol) v
methylenchloridu. Ruda reakéni smés se micha pii pokojové teploté po dobu 4 hodin.
Rozpouitédlo se pak odpaii a do zbytku se piida etanol. Pevné bila faze produktu se filtruje a
rekrystalizuje z vody (140 mg, 54%), t.t. 248-250 °C; UV (MeOH): A ma/nm 232.8 2 269.6
(log € 3.05 a 3.02); IR (KBr1) v sadem’: 3150 (w), 3050 (w), 2920 (w), 2840 (w),1750 (m-
5),1675 (5),1610 (m),1590 (m),1420 (m),1320 (w),1250 (s),1175 (s);'H-NMR (de-DMSO) 5
/ppm:12.12 (s,1 H, NH), 8.43 (s,1 H, H-6), 8.00 (d, 2H, Ph, J= 8.1 Hz), 7.51 (d, 2H, Ph, J=8.1
Hz), 2.44 (s, 3H, CHj),?C-NMR (d6-DMSO) 8 /ppm: 159.06 (s, C-4), 146.77 (s, C-2), 136.88
(d, C-6), 146.65 (s, Ph), 132.86 (s, Ph), 129.94 (d, Ph), 129.35 (4, Ph), 98.91 (s, C-5),21.32
(q, CHs); Anal. vypocteno pro CyHoN,0;SBr(M,= 345.17): C (38.27), H (2.63), N (8.12),

zjisténo: C (38.34), H(2.47),N (8.10).

PRIKLAD 5. S-Bromo-1-methanasulfonyluracil

1-Methansulfonyluracil (200 mg, 1.05 mmol) se rozpusti v suchém DMF (18 ml), a pfida se
roztok brému (3 ml, 2.31 mmol) v methylenchloridu. Ruda reakéni smés se micha pri
pokojové teploté po dobu 4 hodin. Rozpoustédlo se pak odpaii a do zbytku se piida ethanol.
Pevna bild faze produktu se filtruje a rekrystalizuje z vody (171 mg, 60%), t.t. 235 °C; UV
(MeOH): A ma/nm 264.1 (log € 3.86); IR (KBr) v sadem’s 3150 (m), 3100 (s), 3050-3010
(br, 5), 2940 (m), 2860 (m),1730 (s),1680 (br, s), 1610 (s),1420 (s),1370 (s),1325 (5),1255 (s),

1 180 (s):'H-NMR (d-DMSO) 8 /ppm : 12.35 (s,1H, NH), 8.10 (s,1H, H-6), 3.71 (s, 3H,

[}
*
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CH;);"*C-NMR (de-DMSO) 8 /ppm :159.19 (s, C- 4), 147.94 (s, C-2), 137.02 (d, C-6), 98.10
(d, C-5), 41.55 (g, CH;); Anal. vypoéteno pro CsHsN,O,SBr (M= 269.08): C (22.32), H

(1.87), N (10.41), zjisténo: C (22.37), H (1.77), N (10.23).

PRIKLAD 6. 5-Jodo-1-methansulfonyluracil

Smés S-jodouracilu (300 mg,1.27 mmol) a BSA (0.63 ml, 2.53 mmol) se ohiiva pod
refluxem v suchém acetonitrilu (4 ml) po dobu 45 minut. Roztok se ochladi na 0 °C a piid4 se
MsCl (0.30 ml, 3.80 mmol). Po ohfivani pod refluxem napt. pfes noc se ziskan bils suspenze
ochladi a filtruje. Bild pevnd faze se rekrystalizuje z methanolu a ziskaji se bilé krystaly
produktu (365 mg, 92%), mp 234-237 °C; UV (MeOH): A pmay/nm 212.8 2 272.4 (loge3.67a
3.49); IR (KBr) v mad/em™: 3140 (m), 3100 (w), 3030 (s), 2930 (m), 2850 (m), 1725 (s),
1675 (s), 1600 (s), 1420 (s), 1370 (s), 1260 (s), 1 180 (s); 'H-NMR (ds-DMSO) & /ppm :
12.21 (s, 1H, NH), 8.08 (s, 1H, H-6), 3.69 (s, 3H, CH;); “C-NMR (d¢-DMSO) § /ppm :
160.81 (s, C-4), 148.47 (s, C-2), 141.47 (d, C-6), 72.48 (s, C-5), 41.49 (g, CHs); Anal.
vypocteno pro CsHsNoO4ST (M= 316.09): C (19.00), H (1.59), N (8.86), zjisténo: C (19.16),

H (1.66), N (8.73).

PRIKLAD 7. 5-jodo-1-p —toluensulfonyluracil

A) Smés 3-jodouracilu (200 mg, 0,84 mmol) a BSA (0.44 ml,1.69 mmol) se ohiiv4 pod
refluxem v suchém acetonitrilu (3 ml) po dobu 1 hodiny. Roztok se ochladi na 0 °C a prida se
TsCl (322 mg, 1.69 mmol). Po ohfivani pod refluxem napt. ples noc se ziskand bila suspenze

ochladi a filtruje. Bild pevna fize se rekrystalizuje z horkého methanolu a ziskaji se bilé

krystaly (360 mg, 90%).
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B) Do suspenze S-jodouracilu (200 mg, 0.84 mmol) v suchém pyridinu (9 ml) se ptida TsCl
(320 mg,1.68 mmol). Po promichani pii pokojové teploté napf. pies noc se rozpoustédlo
odpaii pod snizenym tlakem. Pfida se ethanol a vy"sledné’ pevnad faze se filtruje a
rekrystalizuje z methanolu a ziskajf se bilé krystaly produktu (230 mg, 71%), t.t. 237 °C; UV
(MeOH):‘ A max/nm 230.8 2 273.9 (log € 4.05 a 3.87); IR (KBr) v max/cm']: 3460-3410 (br, w),
3140 (w), 3060 (w), 2930 (W), 2850 (w),1765 (5),1670 (s),1600 (s),1410 (m), 1250 (s), 1180
(s); 'H -NMR (d¢-DMSO) & /ppm : 12.06 (s, 1 H, NH), 8.40 (s, 1H, H-6), 7.99 (d, 2H, Ph, J=
8.1 Hz), 7.50 (d, 2H, Ph, J= 8.1 Hz), 2.43 (s, 3H, CH3); BC-NMR (ds-DMSO) 8 /ppm :
160.64 (s, C-4), 147.29 (s, C-2), 141.24 (d, C-6), 146.75 (s, Ph), 133.07 (s, Ph),' 130.07 (d,
Ph), 129.43 (d, Ph), 73.41 (s, C-5), 21.25 (g, CHs); Anal. vypocteno pro C11HgN,O,4SI (M=

392.11): C (33.69), H (2.31), N (7.15), zjisténo: C (33.73), H (2.53), N (7.08).

PRIKLAD 8. 1-p-toluensulfonylcytosin

Smés cytosinu (222 mg, 2.00 mmol) a BSA (1.48 ml, 6.00 mmol) se ohfiva pod
refluxem v suchém acetonitrilu (7 ml) po dobu 30 minut. Roztok se ochladina 0 °C a piida
se TsCl (457 mg, 2.40 mmol). Po ohifivani pod refluxem po dobu 45 minut se rozpoustédlo
odpaii. Do zbytku se piidé ethanol a ziskand pevni faze se odfiltruje a rekrystalizuje
z horkého ethanolu a ziskaji se bilé krystaly produktu (421 mg, 80%), tt. 216 °C; UV
(MeOH): ): A may/nim 209.1 a 248.0 (log € 3.52 a 3.57); IR (KBr) v ma/em’: 3360 (s), 3100
(),1660 (s, br),1550 (s),1490 (s),1380 (5),1355 (s),1285 (s),1185 (s), 1 175 (s); ); 'H -NMR
(d¢-DMSO0) & /ppm : 8.12 (d, 1H, H-6, J=7.94 Hz), 7.94 (s, 2H, NHy), 7.86 (d, 2H, Ph, J=8.24
Hz), 7.45 (d, 2H, Ph, J=8.17 Hz), 5.96 (d, 1H, H-5, J=7.94 Hz), 2.41 (s, 3H, CHs); *C-NMR
(d¢-DMSO) & /ppm :166.27 (s, C-4),151.22 (s, C-2),145.61 (a, C-6),139.73 (s, Ph),134.47 (s,

Ph),129.80 (d, Ph), 129.02 (d, Ph), 97.50 (d, C-5), 21.20 (q, CHs); Anal. vypoclteno pro

.
.
.
.
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C;;H;;N;0;S (M= 265.30): C (49.80), H (4.18), N (15.84), zjisténo: C (50.09), H (4.02), N

(15.89).

PRIKLAD 9. 1-(2-Sulfonyl-3-N,N dimetylaminokarbonylpyridin)cytosin
Kondenzace cytosinu se sulfonylchloridem

Smés cytosinu (191 mg, 1.71 mmol) a BSA (1.28 ml, 5.15 mmol) se zahfiva v suchém
acetonitrilu (6 ml) pod refluxem po dobu 30 minut. Bezbarvy roztok se ochladi na 0 °C a déd
na sulfonylchlorid [pfipraveny jako pro uracilovy derivét, zacinajic 1.06 g (3.89 mmol) 2-
fenylmethylthio-3-N,N dimethylaminokarbonylpyridinem]. Po michani pii pokojové teploté
po dobg 2 hodin se pod snizenym tlakem odpaii rozpoustédlo bez vnéjsiho zahfivani. Ke
zbytku se pfidd methanol a bild pevna fize produktu se odfiltruje a rekrystalizuje z methanolu
(290 mg, 53%), t.t. 218°C; UV (MeOH): A pa/nm 246.1 (log € 4.07); IR (KBr) v max/enn’:
3400 (m), 3140 (v, br), 2920 (vw), 1700 (s), 1510 (m), 1490 (s), 1390 (s), 1360 (s), 1280 (m),
1170 (s); 'H -NMR (dg-DMSO) & /ppm : 8.68 (d, 1H, H-6', J = 4.6 Hz), 8.06 (m, 4H, H-4', H-
6, NHa), 7.78 (dd, 1 H, H-5', Js¢=4.6 Hz, Js4 = 7.6 Hz), 6.04 (d, 1H, H-5, J= 7.9 Hz), 2.99
(s, 3H, NCH3), 2.89 (s, 3H, NCH;); BC-NMR (dg-DMSO0) & /ppm : 166.43 (s, C-2"), 165.47
(s, C-4), 151.96 (s, C=0), 150.86 (s, C-2), 149.92 (d, C-6"), 140.49 (d, C-4), 137.44 (d, C-6),
133.20 (s, C-3",128.27 (d, C-5"), 97.61 (d, C-5), 38.38 (g, NCHj), 34.52 (q, NCH;); Anal.
vypoéteno pro Ci2HisNsOsS, (M; = 322.34): C (44.71), H (3.75), N (21.73), zjiténo: C

(44.72), H (3.87), N (21.79).

PRIKLAD 10. 1-Methansulfonylcytosin a 4-N methansulfonylcytosin
Smés cytosinu (500 mg, 4.50 mmol) a BSA (3.3 ml, 13.50 nunol) se zahfivé v suchém
acetonitrilu (15 ml) pod refluxem po dobu 30 minut. Bezbarvy roztok se ochladi na 0 °C a

pfidd se MsCl (0.42 ml, 5.40 mmol). Roztok se zahfiva napf. pfes noc pod refluxem .
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Rozpoustédlo se pak odpaii a zbytek se vy¢isti sloupcovou chromatografii (metylenchlorid:
metanol 9:1). Jako bilé krystaly se izoluje 1-Metansulfonylcytosin (91 mg, 11.5 %) a 4-N

metansulfonylcytosin (226 mg, 26.5%). Vytéznost reakce je kolem 38%.

1-Methansulfonyleytosin: t.t. 222 °C; UV(MeOH): A ma/nm 218.1 a 283.7 (log € 429 a
4.45); IR (KBr) v Cadom’’: 3410 (s), 3380 (s), 3100 (s), 2950 (m),1680-1640 (br, s),1520 (s),
1485 (s), 1350 (s), 1320 (s), 1290 (s), 1170 (s); '"H -NMR (d¢-DMSO0) & /ppm : 7.92 (d, 2H,
NH,, J= 8.7 Hz), 7.86 (d,  H, H-6, J= 7.8 Hz), 5.91 (d,1 H, H-5, J= 7.8 Hz), 3.64 (s, 3H,
CH;); *C-NMR (d¢-DMSO) & /ppm : 166.23 (s, C-4),152.20 (s, C-2), 139.26 (d, C-6), 96.76
(d, C-5), 41.16 (q, CH3); Anal. Vypoet pro CsH;N;05S (M= 189.20): C (31.74),H(3.73),N

(22.21), zjistEno: C (31.92), H (4.01), N (22.02).

4-N Methansulfonylcytosin: tt. 281-282 °C; UV(MeOH): A max/nm 220.8 2 286.4 (log ¢
3.38 a 3.74); IR (KBr) v madem’s 3200 (br, m), 3100 (m), 2930 (m), 1730 (s), 1640 (s),
1565 (s), 1450 (m), 1400 (m), 1380 (s), 1300 (s), 1130 (s); "H -NMR (d¢-DMSO) & /ppm :
11.64 (s, 2H, NH-SO,- a NH), 7.60 (d, 1H, H-6, J= 7.6 Hz), 6.35 (d, 1H, H-5, J= 7.6 Hz),
2.95 (s, 3H, CHs); *C-NMR (ds-DMSO) & /ppm :160.37 (s, C-4),

149.70 (s, C-2),144.13 (d, C-6), 95.48 (d, C-5), 42.21 (q, CHs); Anal. vypocet pro CsH7N505S

(M= 189.20): C (31.74), H (3.73), N (22.21), zjidténo: C (31.92), H (3.71 ), N (22.12).

PRIKLAD 11. 5-Bromo-1- p ~toluensulfoncytosin

A) Smés S-bromocytosinu (110 mg, 0.58 mmol) a BSA (0.43 ml,1.74 mmol) v suchém
acetonitrilu (2 ml) se ohfiva pod refluxem po dobu 45 minut. Bezbarvy roztok se ochladi na 0
°C a piidd se TsCl (133 mg, 0.70 mmol). Po 30 minutich refluxovéni se pod snizenym

tlakem bez vnéjsiho ohiivéni rozpoustédlo odpaii. Do zbytku se pfidd ethanol a odfiltruje se
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pevna faze S-bromcytosinu. Filtrdt se odpari a zbytek se vyCisti preparativni chromatografii
(metylenchloride : metanol 9:1 ), ziskal se produkt (48 mg, 24%) a 1- p- toluensulfonylcytosin
(8 mg, 5%).

B) Do suspense 5-bromocytosinu (150 mg, 0.79 mmol) v suchém pyridinu (8§ ml) se pfida
TsCl (300 mg, 1.58 mmol). Po michani pii pokojové teploté napf. pfes noc se odpaii
rozpoustédlo pod refluxem bez vnéjsiho ohfivani. Prida se ethanol a odfiltruje se pevny 5-
bromocytosin. Filtrat se odpaii a zbytek se vycisti preparativni chromatografii ethylenchlorid :
methanol 9:1 ). Produkt se zisk4 po rekrystalizaci z methanolu (50 mg, 18%), t.t. 213 °C; UV
(MeOH): A pa/nm 234.7 a 254.0 (log € 3.98 2 3.95); IR (KBr) v madem’’: 3450 (s), 3070 (m),
2960 (w), 2920 (w), 1680 (s), 1640 (s), 1600 (m), 1490-1475 (s), 1370 (s), 1170 (s); '"H -NMR
(d-DMSO) & /ppm : 8.61 (s, 1H, NH), 8.35 (s, 1H, H-6), 7.95 (d, 2H, Ph, J=8.1 Hz), 7.72 (s,
1H, NH), 7.46 (d, 2H, Ph, J= 8.1 Hz), 2.42 (s, 3H, CH;s); "C-NMR (d¢-DMSO) & /ppm :
162.85 (s, C-4), 149.94 (s, C- 2), 146.08 (s, Ph), 139.74 (d, C-6), 133.83 (s, Ph), 129.89 (d,
Ph), 129.44 (d, Ph), 90.27 (s, C-5), 21.27 (q, CH3); Anal. vypocet pro C;H;oN;03SBr

(M,=344.19): C (38.39), H (2.93), N (12.21), Zjisténo: C(38.19), H (2.94), N (12.44).

PRIKLAD 12: 5 - Jodo-1 - p-toluensulfonylcytosin

A) Smés S-jodocytosinu (250 mg, 1.06 mmol) a BSA (0.78 ml, 3.17 mmol) ) v suchém
acetonitrilu (3.5 ml) se ohfivala pod refluxem po dobu 45 minut. Do ziskaného erveného
roztoku se pridal TsCI (242 mg, 1.27 mmol). Po ohféti pod refluxem po dobu 45 minut se
rozpoudtédlo odpafilo a zbytek se vycistil preparativni chromatografii (methylenchlorid :
methanol 9:1). Produkt se ziskal po rekrystalizaci z metanolu (20 mg, 5%), t.t. 210 °C: a

rovnéz se izoluje 1-p-toluensulfonyleytosin,, 8 mg (3%).

B) Do suspenze 5-jodocytosine (200 mg, 0.84 mmol) v suchém pyridinu (9 ml) se prida

. .o .o
.
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TsCl1 (322 mg, 1.69 mmol). Po michani pii pokojové teploté pres noc se rozpoustédlo odpaii
pod sniZenym tlakem bez vnéjsiho zahfivani. Do zbytku se pid4 ethanol a bil4 pevnad faze
produktu se o;iﬁltruje a rekrystalizuje z ethanolu (171 mg, 52%), UV (MeOH): A ./nm
228.92289.4 (loge 4.15a 3.67); IR (KBr) v pa/em’': 3480 (m), 3310(m), 3200(w), 2920
(vw), 2850 (vw), 1640 (s), 1560 (s), 1525 (m), 1390 (s), 1370 (s), 1190 (s), 1170 (s); 'H -
NMR (d¢-DMSO) & /ppm : 9.18 (s, 1H, NH), 8.82 (s, 1H, NH), 8.25 (s, 1H, H-6), 7.53 (d,
2H, Ph, J=8.0 Hz), 7.16 (d, 2H, Ph, J=7.8 Hz), 2.31(s, 3H, CH;); '*C-NMR (de-DMSO) &
/ppm : 160.32 (s, C-4), 153.52 (d, C-6), 142.55 (s, C-2), 147.51 (s, Ph), 138.57 (s, Ph),
128.56 (d, Ph), 125.76 (d, Ph), 54.99 (s, C-5), 20.91 (q, CHa). Analvypoet pro
Ci1HoN;O5SBI (M;=391.19): C (33.77), H (2.58), N (10.74), zjisténo C (33.94), H (2.75),N

(10.71).

PRIKLAD 13. 4-N-Metansulfonvl-1 -p-toluensulfonylcytosin

A) Do studené suspenze 1-p- toluensulfonylcytosinu (50 mg, 0.19 mmol) v suchém
pyridinu (2 ml) se pfidd MsC1 (0.029 ml, 0.38 mmol). Po michédni p#i pokojové teploté pies
noc se rozpoustédlo odpaiif pod snizenym tlakem. Do zbytku se prid4 ethanol a bilg pevna

féze produktu se odfiltruje a rekrystalizuje z ethanolu (20 mg, 31%).

B) Do suspenze 4-N- metansulfonylcytosinu (63 mg, 0.33 mmol) v suchém pyridinu (3.5 ml)
se pfidd TsCl (127 mg, 0.67 mmol). Po michéni pii pokojové teploté pres noc se
rozpoustédlo odpafi pod snizenym tlakem. Do zbytku se prida ethanol a bil4 pevna faze
produktu se odfiltruje a rekrystalizuje z ethanolu (11 mg). Zbytek se vy¢isti preparativni
chromatografii (methylenchlorid: metanol 20:1), a izoluje se dalgich 30 mg produktu,
Celkovy vytézek je asi 38,5%: t.t.=229 °C; UV (MeOH): A a/nm 234.42276.5 (loge 3.51

a 3.68); IR (KBr) v pma/em’: 3200 (m), 3100 (m), 2920 (m), 2850 (m), 1730 (s), 1640-1630
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(s), 1570 (m), 1460 (m), 1410-1390 (m), 1280 (s), 1175 (s), 1115(m); "H -NMR (ds-DMSO)
§ /ppm : 12.28 (brs, 1H, NH), 8.26 (d, 1H, H-6, J=8.4 Hz), 7.93 (d, 2H, Ph, J=8.1 Hz), 7.51
(d, 2H, Ph, J=8.1 Hz), 6.69 (d, 1H, H-5, /=8.4 Hz), 3.02 (s, 3H, CHs), 2.44 (s, 3H, CHs);
13C.NMR (de-DMSO) & /ppm : 158.86 (s, C-4), 146.78 (s, C-2), 146.22 (s, Ph), 139.06 (d, C-
6), 132.68 (s, Ph), 130:03 (d, Ph), 129.29 (d, Ph), 98.65 (s, C-5), 41.00 (g, CH3), 21.33 (q,
CH;). Anal. vypoget pro Ci2HisN30sS; (M= 343.39): C (41.97), H (3.82), N (12.24),

zjisténo: C (41.98), H (4.00), N (12.06).

PRIKLAD 14. 1-Methansulfonyl-4-N —toluensulfonylcytosin

A) Smés 1-metansulfonylcytosinu (32 mg, 0.17 mmol) a BSA (0.084 ml, 0.34 mmol) se
ohi{va pod refluxem v suchém acetonitrilu (1 ml) pod dobu 45 minut. Piida se TsCl (39 mg,
0.20 mmol), a po ohfivéani pod refluxem po dobu 2 hodin se odpati rozpoustédlo a zbytek se

vy&isti preparativni chromatografii (methylenchlorid : metanol 3:1). Po rekrystalizaci

z etanolu se ziskaji bilé krystaly produktu (28 mg, 438%).

B) Do suspenze 1-methansulfonyleytosinu (52 mg, 028 mmol) v suchém pyridinu (3 ml) se
piidd TsCl (63 mg, 0.33 mmol). Po michéni pii pokojové teploté pies noc se odpafi
rozpoustédlo pod snizenym tlakem. Do zbytku se prida etanol a bila pevna faze produktu se
filtruje a rekrystalizuje z etanolu (85 mg, 90%); .t.=206-208 °C; UV (MeOH): A pma/nm
234.5 2 277.2 (log € 3.89 a 4.06); IR (KBr) v ma/em’'s 3220 (m), 3100 (w), 2920 (w), 2850
(w), 1730 (s), 1640 (s), 1590-1570 (s, dublet), 1480-1450 (s, br), 1400 (s, dublet), 1370 (s),
1330 (s), 1275-1255 (s, dublet), 1190 (s),1170 (s); 'H -NMR (de-DMSO) § /ppm : 12.30 (s,
1H, NH), 8.27 (d,1H, H-6, J=8.4 Hz), 7.94 (d, 2H, Ph, J= 8.1 Hz), 7.51 (d, 2H, Ph, J= 8.1 Hz),
6.69 (d,1H, H-5, J= 8.4 Hz), 3.03 (s, 3H, CH;), 2.44 (s, 3H, CHs); BC.NMR (dg-DMSO) &

fppm : 158.99 (s, C-4),146.98 (s, C- 2),146.36 (s, Ph),139.26 (d, C-6),132.84 (s, Ph),130.20
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(d, Ph),129.45 (d, Ph), 98.70 (s, C-5), 42.39 (q, CHs), 21.30 (g, CH3). Anal. vypoteno pro

CyoHisN;0sS; (M= 343.39): C (41.97), H (3.82), N ( 12.24), zjisténo: C (42.01 ), H (3.47),

N ( 12.46).

PRIKLAD 15. 1,4-N Dimetansulfonylcytosin

Do studené suspenze cytosinu (500 mg, 4.50 mmol) v suchém pyridinu (15 ml) se pfidd
MsCl (0.7 ml, 9.00 mmol). Po michani pii pokojové teploté pfes noc se odpafi rozpoustédlo
pod snizenym tlakem. Do zbytku se pfidé ethanol a bild pevnd faze produktu se filtruje a
rekrystalizuje z etanolu (825 mg, 69%); t.t.=220 °C; UV (MeOH): A max/mm 220.0 a 2732
(log € 3.84 2 4.19); IR (KBr) v mad/em’s 3260 (m), 3030 (w), 2940 (w), 1790-1760 (s), 1640
(s), 1575 (m), 1465-1455 (m, dublet), 1390 (s), 1350 (5),1290-1260 (s),1150 (s),1125 (s); 'H-
NMR (ds-DMSO) & /ppm : 12.40 (s,1H, NH), 7.99 (d, 1H, H-6, J= 8.4 Hz), 6.64 (d, 1H, H-5,
J= 8.4 Hz), 3.72 (s, 3H, CHs), 3.04 (s, 3H, CHs); "C-NMR (dg-DMSO) & /ppm :163.98 (s, C-
4),152.38 (s, C-2),144.20 (d, C-6),102.98 (s, C-5), 47.27 (q, CH3), 46.39 (q, CH;). Anal.
vypoéteno pro CeHoN30sSz (M= 267.29): C (26.96), H (3.39), N (15.72), zjisténo: C (27.05),

H (3.30), N (15.61).

PRIKLAD 16. 1,4-N Di-p —toluensulfonylcytosin
A) Do suspenze 1- p -toluensulfonylcytosinu (200 mg, 0.81 mmol) v suchém pyridinu (8.5
ml) se pfidd  TsCl (185 mg, 0.97 mumol). Po michéni pii pokojové teploté pies noc se odpafi

rozpoustédlo pod sniZenym tlakem. Zbytek se vy€isti  preparativni chromatografii

(methylenchlorid/metanol 9:1 ). Po rekrystalizaci z ethanolu se ziska produkt (295 mg, 87%); -

t.t.=182 °C; UV (MeOH): A na/nm 227.2 a 283.0 (log € 4.39 a 4.45); IR (KBr) v ma/em’:
3200 (w), 3090 (w), 3030 (w), 2920 (w), 2830 (w), 1730-1715 (s, dvojice), 1630 (s), 1570 (s,

dvojice), 1450 (m, dvojice), 1400 (s, dublet), 1370 (m), 1290 (s), 1260 (m), 1175 (s), 1155 (s);
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'H -NMR (ds-DMSO) & /ppm : 12.10 (brs,1H, NH), 8.26 (d, 1H, H-6, J= 8.4 Hz), 6.76 (d, 1H,
H-5, J= 8.4 Hz), 7.93 (d, 2H, Ph, J=8.1 Hz), 7.73 (d, 2H, Ph, J= 8.1 Hz), 7.49 (d, 2H, Ph, J=
8.1 Hz), 7.37 (d, 2H, Ph, J= 8.1 Hz), 2.43 (s, 3H, CHs), 2.38 (s, 3H, CHs); *C-NMR (d¢-
DMSO) & /ppm : 159.79 (s, C-4), 146.79 (s, Ph),146.42 (s, C-2),142.94 (s, Ph),139.52 (d, C-
6),132.91 (s, Ph),132.90 (s, Ph), 130.06 (d, Ph),129.63 (d, Ph),129.38 (d, Ph),126.47 (d, Ph),
98.78 (s, C-5), 21.21 (g, CHs), 20.95 (g, CH3). Anal. vypo&teno pro CysHj7N305S; (M=

419.48): C (51.54), H (4.09), N (10.02), zjisténo: C (51.26), H (4.20), N ( 10.00).

B) Do suspenze cytosinu ( 100 mg, 0.90 mmol) v suchém pyridinu (9.5 ml) se pfidd TsCl
(343 mg, 1.80 mmol). Po michdni pfi pokojové teplot€é po dobu 48 hodin se odpaii
rozpoudtédlo pod snizenym tlakem. Zbytek se vyCisti preparativni chromatografii
(methylenchlorid/metanol 15:1 ). Po rekrystalizaci zethanolu se ziskd produkt,106 mg

(44.4%) 1-p-toluensulfonylcytosinu a 92 mg (24.4%) 1,4-N di - p- toluensulfonylcytosinu.

PRIKLAD 17. Riist zpomalujici G¢inek

Slougeniny 1, 2, 3 a 4, dle zndzoméni v rovnici 7 :

slou¢eniny obecného vzorce I:

1 (R;=-S0,-C¢Hs - p-CH3, X=0,Y =H), 2 (R;=-S0,-C¢H;s - p-CH3, X=0, Y =Br),

a slougeniny obecného vzorce II: 3 (Ry =

N CON(CH);
(X
N

X=0,Y=H),a4 (R;=-S0,-CsHs - p-CH;, X =0, Y = H byly testovany na u¢inky proti
rakoviné in vitro s pouzitim lidskych nédorovych bunék slinivky biini (MiaPaCa 2), na
lidskych nédorovych burkéach déloZniho ¢ipku (HeLa), na lidskych nadorovych buiikach

hrtanu (Hep 2) a béZnych lidskych vazivovych bunikach (Hef 2).



e LA RN e LR
o e . LR} 3
. 800 * . e L]
. L oo oo
L . . .
L e a0 or

2

Bunééni vystelky. Nechaly se rlst lidské nadorové buriky slinivky bfidni (MiaPaCa 2),
hrtanu (Hep 2), délozniho ¢ipku (HeLa) a bézné vazivové lidské buiiky (Hef 2) v jedné vrstvé
pfi 37 °C ve vlhéené atmosfére s 5% CO; v DMEM doplnénym s 10% plodovym hovézim
sérem, 2 mM glutaminu,100 U/ml penicilinu a 100 mg/ml streptomycinu. Byly rutinng
kontrolovany na mykoplasmickou kontaminaci metodou Hoechst 33250 fluorochromovym
barvenim a technikami aerobnich a anaerobnich kultur.

Bunécni cytotoxicita. Pro potieby experimentl byly buriky (200 ml; 2x10* bunék /ml)
umistény na 96 skli¢ek pro mikromanipulaci. Po 24 hodinéch se do bunék piidaly zkouSené
sloudeniny riznych koncentraci (10 - 10 M). Po tfech dnech se uréila Zivotaschopnost
bunék pomoci vyloudeni trypanové modie. Kontrolni buiiky se nechaly rist za stejnych
podminek bez piidani zkouSenych sloucenin.. Rist bunék byl ur€en barvici procedurou MTT
(Mickisch et al., 1989). Tato metoda zavisi na proméné vodou rozpustné tetrazoliové soli
(MTT) wvnachové zbarvenou formazanovou srazeninu. Reakce vyvoland enzymy
dehydrogenézy probihd pouze v Zivych buiikdch. Zkousky byly provadény na 96 skli¢cich pro
mikrokultury. Bylo pouZito 104 zivych nadorovych bunék na skli¢ko, po 4 h inkubacni dobé
20 ng MTT7100, p 1 celkovy stiedni objem. Krystaly formazanu se rozpustily v DMSO a
skli¢ka se ihned méfila na Ctecce mikrokultur pfi 540 nm.

Wysledky. Rist inhibinich u€inkd zkoumanych slouenin 1, 2, 3 a 4, rovnice 7, pro

rizné buné&né vystelky lidskych nddorovych bunék a normalni bunééné vystelky je zobrazen

v tabulkach I, II, Il a IV.
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Na bunikdch HeLa (lidskych rakovinnych bunék délozniho ¢ipku) se zjistil velice silny

inhibiéni u¢inek pro latky 1, 2, 3 a 4 pri koncentraci 10° M. Tato koncentrace zpomalila

bunéény rast o 85% (Tabulka I).

TABULKA I

HeLa Log koncentrace (M)
latka -8 -7 -6 -5
1. 3.7 94.5 92.3 11.2
2. 94.5 92.4 82.2 10.3
3. 98.9 25.5 14.8 14.8
4 94.5 37.4 38.3 30.5

HeLa '

100 4 -

3w E— g

€ g0l w—2!]

£ 40 < 3

g 20 bl

® | :

-8 7 6 -5 I

log concentration (M)



Legenda: % from control = % z kontrol. vzorku, log concentration = logaritmus koncentrace
Nejvyraznéjsi rist inhibienich u&inkd na Hep 2 (rakovinné buriky hrtanu) byl pozorovéan u
latky 3, pfi koncentrace 10~ M. Tato koncentrace zpomalila rst o 80%. Létky 1,2 a4

prokézaly méné vyrazny inhibi¢ni G¢inek, o 20%, pii koncentraci 10 M (Tabulka 2).

TABULKA II
Hep 2 Log koncentrace (M)
latka -8 -7 -6 -5
1. - - - -
2. 101.3 100.2 90.4 81.3
3. 95.9 81.4 80.3 254
4 97.7 91.5 84.3 80.7
Hep 2
120
s 100
2 80 %2
S e —&—3
E 4 ——4
£ % k
° 0 : ;
-8 -7 5 -5
log concentration (M)

Legenda: % from control = % z kontrol. vzorku, log concentration = logaritmus koncentrace

Na MiaPaCa 2 (rakovinné buriky slinivky brisni) byl zpomalujici-inhibi¢ni u¢inek na buitkach
zjistén pii koncentraci 10° M. Létka 1 zpomalila rist bunék o 55%, létka 2 o 80%, litka 3 o

40% a latka 4 0 65% (Tabulka III).

TABULKA III
MiaPaCa 2 Log koncentrace (M)
latka -8 -7 -6 -5
1. 127.0 127.1 79.2 45.4

2. 126.0 114.6 52.1 23.1
3. 130.4 101.3 82.5 62.3
4

101.0 91.5 82.5 35.2




MiaPaCa 2 |

150
g ——1
E —a—3
g =4
® 0

-8 -7 -6 -5
fog concentration (M)
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Legenda: % from control = % z kontrol. vzorku, log concentration = logaritmus koncentrace
Zpomalujici Géinky zkouSenych sulfonylovych derivatl na bézné lidské buiiky jsou slabé v
porovnéni s rakovinovym busikami. Koncentrace 10 M viech zkousenych latek zpomaluje

rist bunék o vice nez 50% u nadorovych bunék (MiaPaCa 2, Hela), ale uéinek na normalni

fady bunék byl mensi nez 40% (Tabulka IV).

TABULKA IV
Hef2 Log koncentrace (M)
latka -8 Y -6 -5
1. 98.0 98.4 80.4 71.7
2. 102.0 101.8 89.0 58.3
3. 95.2 89.3 - 71.9 65.4
4 105.0 99.2 98.4 80.3
' )
! Hef 2 g
120
S 100
2 801
S &0
: g 40 | ;
Pos 20 !
I = ol
-8 -7 -6 -5
l log concentration (M)

Legenda: % from control = % z kontrol. vzorku, log concentration = logaritmus koncentrace
Nejvyraznéj§i u¢inek proti zhoubnému bujeni byl u zkoumanych sulfonylovych

derivatd (1, 2,3 a 4) ziskdn u koncentrace 10° M. Inhibieni u¢inek zkoumanych
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sulfonylureovych derivatd byl vyrazné niz$i na normaélnich lidskych vazivovych buikich v
porovnéni s k rakovinovym burikdm. Napiiklad latka 1 vykdzala téméf 90% zpomaleni u
HeLa bunék a pouze 20% u Hef 2 bunék. Latka 3 vykdzala 75% zpomalujici tcinek na Hep2

a pouze 35% rist zpomalujici G¢inek na Hef 2. Rovnéz sloudenina 4 zpomalila rist o 70% u

Hela a MiaPaCa 2 bunék a pouze 0 20% u Hef 2.

Priimyslové vyuZitelnost

Tento vynélez se vyuZije pfi procesu vyroby (pripravy) N-1 sulfonylovych a N-1, NH-
4 sulfonylovych derivétd baze jadra pyrimidinu (uracilu a cytosinu) podle vynélezu a jejich
modifikaci dle obecnych rovnic I, I, III, IV, V a VL. Létky 1, 2, 3 a 4 predstavené rovnici 7
(slougeniny obecné formule I: 1 (R;=- SO»-C¢Hs - p-CH;, X=0, Y =H), 2 (R;=-S0;,-

CgHs - p-CH3, X =0, Y = Br), a slouceniny obecného vzorce II: 3 (R; =

CON(CHy);
(I
N

X=0,Y=H),a4 (R =-S0,-C¢Hs - p-CH;, X = 0O, Y = H), vykazuji in vitro
protirakovinovy ¢inek. Slouceniny predvedené v tomto vynélezu jsou pfedmétem pro rozvoj

protirakovinovych 1éki.
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Patentové naroky

1. Slou¢eniny obecného vzorce I, kde :

X=0,S;
Y =H, F, Cl, Br, I, C1-C5 alkyl, NO2, NH2, substituovany alkynyl (C=CR4; R4 =H, Si(CH3)3,

C1- C3 alkyl, halogen, CO-alkyl); substituovany alkenyl (CH= CR5; R5 = H, F,Cl, B, I, C1-
C3 alkyl, CN, COCH3, CO2CH3);

= SO2-R6;
R6 = Cl- C3 (rozvétveny) alkyl, C1- C3 (rozvétveny) haloalkyl, C1- C3 alkyl substituovany Cl1-

C3 (halo)alkoxy skupinou, C2-acyl,
;b 3

= F<,p H I: Cl
-C6H4-p -SO,Cl, NOy; 0-NO3; m

(Q =CN; Ry =H, CHs; Rg=H. NHCOCHS,),

BX‘ I CH3, OCH3 -N=N- C6H4—}7-I\(CH3)2,
m-NO,, CF3, OCF3),

OH/
Ci Cl
Ry Rio F F
R]O‘Q’ F@‘
Ryo F F
(Rlo = CH3 and R“: H, SO)_Cl;
R;o = CH(CH3); and Ry = H),



(V3]
()

\_CONCCHy),
. N

' z
~N
' (Z=N:C)a OO >
=

2. Slougeniny obecného vzorce II, kde:
X=jak vl

Y =jakvI;

R1=R2=H, SO2-R6; (R6 =jak v I)
R1#R2 kombinace - SO2-R6 (R6 =jak v I)
R1= SO2-R6jeliR2=H;

3. Slougeniny obecného vzorce III, kde:

X=0,S,N;
Y =jakvI;
Rl =jakv];

R3=CH3,C2H5;

4. Slou¢eniny obecného vzorce IV, kde:
X =jak v

R1=jak ];

R4 = jak v I se substituovanym alkynylem;

5. Slougeniny obecného vzorce V, kde:
X=jak vl

Rl =jak I;

R4 = jak v I se substituovanym alkynylem;

6. Slou¢eniny obecného vzorce VI, kde:

X =jakvI;
Y =H, alkyl;
R1=jak ]

Z=C,N.
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7. Slouenina podle néroku ], 1-Methansulfonyluracil (1-metanesulfonylpyrimidin- 2,4(3H)-
dion).

8. Slouenina podle néroku 1, 1- p-toluensulfonyluracil (1- p-toluensulfonylpyrimidin- 2,4(3H)-
dion).
9. Slougenina podle naroku 1, 1-(2-sulfonyl-3-N,N-dimethylaminocarbonylpiridin)uracil 1-(2-

sulfonyl-3-N,N dimethylaminocarbonylpiridin)pyrimidin-2,4(3H)-dion).

10. Sloucenina podle néroku 1, 5-bromo-1 p-toluensulfonyluracil (5-bromo-1 p-
toluensulfonylpyrimidin-2,4(3H)-dion).

11. Slouenina podle ndroku 1, 5-bromo-1-methansulfonyluracil (5-bromo-1-
methansulfonylpyrimidin-2,4(3H)-dion).

12. Slou¢enina podle néroku 1, 5-jodo-1-metansulfonyluracil (5-jodo-1-
methansulfonylpyrimidin-2,4(3H)-dion).

13. Sloudenina podle nroku 1, 5-jodo-1- p-toluensulfonyluracil (5-jodo-1-1- p-
toluensulfonylpyrimidin-2,4(3H)-dion).

14. Slou¢enina podle néroku 2, 1- p-toluensulfonylcytosin = (4-amino-1- p-
toluensulfonylpyrimidin- 2-on).

15. Slouéenina podle ndroku 2, 1,4-N- Di- p-toluensulfonylcytosin  (4-N- p-
toluensulfonylamino-1- p-toluensulfonylpyrimidin-2-jon).

16. Slou¢enina podle naroku 2, 1-(2-sulfonyl-3-N,N dimethylaminocarbonylpiridin)cytosin 1-
(2-sulfonyl-3-N,N- dimethylaminocarbonylpiridin) pyrimidin-2-on).

17. Slou¢enina podle ndroku 2, 1-methansulfonylcytosin (4-amino-1-
methansulfonylpyrimidin-2-on).

18. Slouéenina podle néroku 2, 4-N - methansulfonylcytosin(4-N-
methansulfonylaminopyrimidin-2( 1 H)-on).

19. Slou¢enina podle ndroku 2, 1,4-N - dimethansulfonylcytosin (4-N methansulfonyl-1-
methansulfonylpyrimidin-2-on).

20. Slou¢enina podle ndroku 2, 4-N - methansulfonyl-I p-toluensulfonylcytosin (4-N -
methansulfonylamino-1- p-toluensulfonylpyrimidin-2-on).

21. Slougenina podle ndroku 2, 1-methansulfonyl-4-N p-toluensulfonylcytosin (1-
methansulfonyl-4-N- p-toluensulfonylaminopyrimidin-2-on).

22. Slougenina podle néroku 2, S-bromo-1 p-toluensulfonylcytosin (4-amino-5-bromo-1 p-
toluensulfonylpyrimidin-2-on).
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23. Sloucenina podle naroku 2, 5-jodo-1 p-toluensulfonyleytosin (4-amino-5-jodo-1 - p-
toluensulfonylpyrimidin-2-on).

24. Zptsob pripravy derivatd sulfonyl pyrimidinu obecného vzorce I, dle naroku 1, reakei
sulfonylchloridd R1-S02C1 s fadné aktivovanymi derivaty nukleového jadra pyrimidinu;
R1=C1-C3 (rozvétveny) alkyl, C1-C3 haloalkyl, C1-C3 alkyl substituovany s C1-C3
(halo)alkoxy skupinou, C2-acyl,

CH;
H;C
L7 Yi
] o Rg” S
(Q=CN;R;=H, CH3; Rg=H,

NHCOCH3),

(Ry =; p-H, F, C}, Br, I, CHs, OCHj3, -N=N-C¢Hs-p-N(CHs)2,
-Cd‘h-p-SOzC], NOz; O-NO;; m-N02, CF;, OCF3),

Cl O,N Cl OH

, 04{},

Ryt Rio F F

ol

Rio

10

1
)
3

Rjo=CHs and Ry; =H, SO,CI
R]O = CH(CH3)2 and Rn =H

N CON(CH3),
QCH;- 4 I P »
N
z
N
O e O
a

1,2 - 2.0 ekvivalenty v organickém rozpoustédlu, 0.5 - 24 hodin. 20 - 80°C.
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25. Zptisob piipravy derivati sulfonylpyrimidinu obecného vzorce II, dle naroku 2, reakei
sulfonylchloridi R1-S02C1 s fadné& aktivovanymi derivaty nukleového jadra pyrimidinu;

R1=jak v naroku 24 a H;
1,2 — 2,0 ekvivalenty v organickém rozpoustédly, 0,5 - 24 hodin, 20 - 80°C.

26. Zptisob piipravy derivétd sulfonylpyrimidinu obecného vzorce III, dle naroku 3, reakci
sulfonylchloridd R1-S02C1 s fadné aktivovanymi derivaty nukleového jadra pyrimidinu;

R1=jak v néroku 24 ;
1,2 — 2,0 ekvivalenty v organickém rozpoustédlu, 0,5 - 24 hodin, 20 — 80°C.

27. Zptisob piipravy derivati sulfonylpyrimidinu obecného vzorce IV, dle naroku 4, reakci
sulfonylchloridd R1-S02C1 s fadné aktivovanymi derivaty nukleového jadra pyrimidinu;

R1=jak v ndroku 24;
1,2 — 2,0 ekvivalenty v organickém rozpoustédlu, 0,5 - 24 hodin, 20 - 80°C.

28. Zplisob piipravy derivétl sulfonylpyrimidinu obecného vzorce V, dle néroku 5, reakci
sulfonylchloridd R1-S02C1 s fadné aktivovanymi derivaty nukleového jadra pyrimidinu;

R1=jak v ndroku 24;
1,2 - 2,0 ekvivalenty v organickém rozpoustédlu, 0,5 - 24 hodin, 20 - 80°C.

29. Zphisob piipravy derivéti sulfonylpyrimidinu obecného vzorce VI, dle néroku 6, reakei
sulfonylchloridi R1-S02C1 s f4dné& aktivovanymi derivéty nukleového jadra pyrimidinu;

R1=jak v naroku 24;
1,2 - 2,0 ekvivalenty v organickém rozpoustédlu, 0,5 - 24 hodin, 20 - 80°C.

30. Zptsob piipravy derivati sulfonylpyrimidinu obecného vzorce I, dle naroku 1, reakei
sulfonylchloridd R1-S02C1 s derivaty nukleového jadra pyrimidinu;

R1= jak v néroku 24;

1,2 - 2,0 ekvivalenty v pyrimidinu, 1- 48 hodin, 20°C.

31. Zptsob piipravy derivati sulfonylpyrimidinu obecného vzorce 11, dle naroku 2, reakei
sulfonylchloridd R1-S02C1 s derivaty nukleového jadra pyrimidinu;

R1=jak v naroku 24;

1,2 - 2,0 ekvivalenty v pyrimidinu, 1- 48 hodin, 20°C.

32. Zpisob piipravy derivatd sulfonylpyrimidinu obecného vzoree I1I, dle naroku 3, reakei
sulfonylchloridd R1-S02C1 s derivaty nukleového jadra pyrimidinu;

R1=jak v ndroku 24;

1,2 — 2,0 ekvivalenty v pyrimidinu, 1- 48 hodin, 20°C.

33, Zpisob piipravy derivéti sulfonylpyrimidinu obecného vzorce IV, dle naroku 4, reakci
sulfonylchloridd R1-S02C1 s derivaty nukleového jadra pyrimidinu;

R1=jak v ndroku 24,

1,2 — 2,0 ekvivalenty v pyrimidinu, 1- 48 hodin, 20°C.

34. Zpusob piipravy derivéti sulfonylpyrimidinu obecného vzorce V, dle néroku 5, reakei
sulfonylchloridd R1-S02C1 s derivaty nukleového jddra pyrimidinu;

R1=jak v naroku 24;

1,2 - 2.0 ekvivalenty v pyrimidinu, 1- 48 hodin, 20°C.
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35. Zptsob piipravy derivatd sulfonylpyrimidinu obecného vzorce V1, dle naroku 6, reakci
sulfonylchloridd R1-S02C1 s derivéty nukleového jadra pyrimidinu;
R1=jak v naroku 24;
1,2 - 2,0 ekvivalenty v pyrimidinu, 1- 48 hodin, 20°C.

36. Zpiisob piipravy derivat sulfonylpyrimidinu obecného vzoree I, 11, 1T, IV, V a VI, dle nérokd
1 - 35, pri€emz nékteré z nich maji protirakovinové u¢inky.
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