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SAZETAK

Cilj ovog rada bila je sinteza novih potencijalno bioloski aktivnih 1,4-disupstituiranih bis-
1,2,3-triazolilnih dimera 6-supstituiranih-7-deazapurina (6a—6d, 8c, 8d, 9a, 9c, 9d) i 6-
supstituiranih purinskih analoga (11a-11d, 13a, 13b, 13d, 15a, 15c, 15d). Purinski spojevi su
alkiliranjem s 1,2-dibrometanom prevedeni u N-brometilne derivate (2a—2e), iz kojih su potom
nukleofilnom supstitucijom priredeni odgovaraju¢i azidi (3a-3e). Bis-triazolni derivati
pripravljeni su "klik" reakcijom, azid-alkin cikloadicijom Kkataliziranom bakrom(I), izmedu
odgovarajuceg azida i 4 razli¢ita terminalna dialkina. Reakcije dobivanja bis-1,2,3-triazolilnih
dimera provedene su u razli¢itim uvjetima: primjenom ultrazvuka, klasicnom sintezom pri
sobnoj temperaturi te uporabom dusikovog liganda, N,N-diizopropiletilamina (DIPEA). Rezultati
pokazuju da klasi¢ni sintetski pristup i uporaba dusSikovog liganda pogoduju stvaranju mono-
1,2,3-triazolilnog alkina (7b, 7d, 12a-12c, 14b, 14c, 16a, 16¢, 16d) te da se primjenom

ultrazvuka postize veca selektivnost i znatno skracuje reakcijsko vrijeme.

Konac¢no, amino-derivati bis-1,2,3-triazolilnih purinskih dimera (11a-11d, 13a-13d, 15a,
15c, 15d) priredeni su u mikrovalnom reaktoru supstitucijom halogenog atoma na purinskim

bazama odgovaraju¢im aminom uz primjenu vode kao otapala.

Strukture svih priredenih spojeva potvrdene su ‘H i *C NMR spektroskopijom te

masenom spektrometrijom.

Kljuéne rije¢i: bis-1,2,3-triazoli, purinski izosteri, azid-alkin cikloadicija, "klik" kemija,

ultrazvucna kemija, mikrovalna kemija



SUMMARY

The aim of this work was the synthesis of novel potentially biologically active 1,4-
disubstituted bis-1,2,3-triazolyl dimers with purine isosteres such as 6-substituted-7-deazapurines
(6a—6d, 8a—8d, 9a—9d) and 6-substituted purine analogs (11a-11d, 13a-13d, 15a, 15c, 15d).
Purine compounds were alkylated with 1,2-dibromoethane to obtain N-bromoethynyl derivatives
(2a—2e), which were subsequently transformed by substitution into corresponding azides (3a—
3e). Bis-triazolyl derivatives were prepared by copper-catalyzed “click™ chemistry approach
using corresponding azides and various terminal dialkynes. Reactions to obtain bis-1,2,3-
triazolyl dimers were carried out applying different conditions such as: ultrasonic irradiation,
classic synthesis at room temperature and using nitrogen ligand, N,N-diisopropylethylamine
(DIPEA). Results show that formation of mono-1,2,3-triazolyl alkyne (7b, 7d, 12a-12c, 14b,
14c, 16a, 16c¢, 16d) side-product occured in classic synthesis and using nitrogen ligand. On the
other hand, the ultrasonic irradiation contributed to higher reaction selectivity and significantly

reduced the time of reaction.

Finally, amine derivatives of bis-1,2,3-triazoles (11a-11d, 13a-13d, 15a, 15c, 15d) were
prepared under microwave irradiation by substitution of the halogen atom on purine ring with

corresponding amine in an agqueous medium.

The structures of all synthesized compounds were confirmed by 'H i C NMR

spectroscopy and mass spectrometry.

Keywords: bis-1,2,3-triazoles, purine isosters, azide-alkyne cycloaddition, "click" chemistry,

sonochemistry, microwave chemistry
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1. UvOD



Heterocikicki dusikovi spojevi su Siroko rasprostranjeni u prirodi te ¢ine jednu od
najznadajnijih strukturnih komponenti u razli¢itim lijekovima.® Jedni od najpoznatijih
heterociklickih dusikovih spojeva su purini i pirimidini. Oni ¢ine gradivne jedinice razlicitih
molekula klju¢nih za zivot, poput DNK ili RNK, koje sadrze genetsku informaciju i bitne su za

prirodne procese u stanici. 2

Jedna od najrasirenijih bolesti danasnjice je rak, a obuhvaca skupinu bolesti koje
karakterizira nekontroliran rast, dioba i Sirenje stanica, Sto uzrokuje primarne tumore koji mogu
metastazirati 1 unistiti druga zdrava tkiva. Uzro¢nik je 13% smrti diljem svijeta, a karakteristiCan
je za razvijenije zemlje. Nastaje zbog promjena u genetskom materijalu stanice - DNK, no moze
nastati i zbog promjena u strukturama histona i kromatina® Nazalost, prona¢i dobar
antitumorski lijek nije jednostavan zadatak;* uz antitumorsku terapiju vezu se razni problemi
poput nespecificne toksi¢nosti, velike razlike izmedu rezultata in vitro i in vivo modela

ispitivanja bioloskog djelovanja lijeka te razvijanja otpornosti stanica na lijek.

S obzirom na ograni¢enja u primjeni postojecih lijekova, stalna je potreba za
pronalaskom boljih, selektivnijih i djelotvornijih potencijalnih lijekova.” Neke od strategija u
racionalnom pristupu dizajniranja lijekova obuhvaéaju molekulsku hibridizaciju i primjenu
bioizosterije molekula. Bioizosteri purina se zbog male razlike u strukturi u usporedbi s purinima

vezu za purinske receptore i djeluju kao inhibitori kinaza.’

Molekulskom hibridizacijom se
povezuju dva ili vise farmakofora (podjedinica) s ciljem dizajniranja nove molekule koja ima
bolja svojstva i u¢inkovitost; na taj nacin se moze djelovati na vise bioloskih meta odjednom
samo jednom molekulom.® Jednostavan, brz i u&inkovit nadin povezivanja molekula predstavlja
azid-alkin cikloadicija katalizirana bakrom(l) i njenom primjenom se kao poveznica dobiva

1,2,3-triazolni prsten, koji ima Sirok spektar bioloskog djelovanja.”®



2. OPCI DIO



2.1. Purini

Purin (imidazo[4,5-d]pirimidin) u svojoj strukturi sadrzi kondenzirani pirimidinski i
imidazolni prsten. Prvi ga je sintetizirao Emil Fischer 1898. godine iz mokraéne Kkiseline
izolirane iz bubreznih kamenaca.>® Kroz niz razligitih transfomacija dokazao je da su prirodni
derivati purina (adenin, ksantin, kafein, mokra¢na kiselina i gvanin) zapravo razliite varijacije

hidroksi- i amino-derivata purinske jezgre.’
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Slika 1. Purinski prsten.

Purinski nukleozidi i nukleotidi imaju vaznu ulogu u raznim bioloskim procesima. Osim
Sto u monofosfatnom obliku ¢ine osnovne gradivne jedinice nukleinskih kiselina, sastavni su dio
energetskih kofaktora (adenozin-trifosfat, ATP i gvanozin-trifosfat, GTP), koenzima klju¢nih za
oksido-redukcijske reakcije (NADH, FAD), a djeluju i kao vazni sekundarni glasnici te sudjeluju

v e . . ... 1011
u stani¢noj signalizaciji. 0.
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Slika 2. Purinski nukleotid-monofosfati kao gradivne jedinice deoksiribonukleinskih i

nukleinskih kiselina.



2.1.1. Purinski derivati i njihova bioloska aktivnost

12,13 ¢

Velik broj enzima 1 proteina klju¢nih za stani¢ne procese prepoznaje purinsku jezgru i

pokazalo se da purini mogu prelaziti membransku barijeru i aktivnim i pasivnim putem.® Stoga je

purin molekula od iznimne vaZnosti za medicinsku kemiju® te su poznati brojni purinski lijekovi

10,11

koji se koriste kao antitumorski agensi (6-merkaptopurin, tiogvanin), u terapiji protiv

sistemne mastocistoze (2-klor-2'-deoksiadenozin),’® virusnih infekcija (uzrokovanih HIV-om:

15,16

abacavir; ili onih uzrokovanih virusom Herpesa: ganciklovir), te u odbacivanju

transplatiranih organa (azatioprin).*’

SH SH (@]
N/ N N/ N HN N
O T
N N H,N N N HoN N \\

(0]
6-merkaptopurin 6-tiogvanin
PP ‘ ganciklovir
A HO
NH, NH OH
=z N = N
N | \> N | \> N NO,
cl N N HoN N N
;o
o H3C
N
HN X \>
\\ —
HO HO N N
2-klor-2'-deoksiadenozin abacavir (ABC) azatioprin

Slika 3. Poznati purinski lijekovi



Nadalje, purini imaju brojne potencijalne primjene, koje uklju¢uju purine kao induktore

1820 antibakterijske,?* i antimikobakterijske®® agense, ligande adenozinskih

interferona,
receptora,® modulatore receptora za otpustanje kortikotropina,® te kao inhibitore mikrotubula,?

27 H H 28 29 H 30,31
Hsp90, leukotrien A, hidrolaze,”™ sulfotransferaze,” fosfodiesteraze, transporta
. 1.32 . . .
nukleozida™ i raznih kinaza.
?
antidepresiv
. o ?
antianksiolitik ‘
estrogen-sulfotransferaze
Parkinsonova h01'n10f1 otpuSFanja beta-
bolest kortikotropina arilsulfotransferaza-1V
(CRH) Alzheimerova
bolest
osteoporoza adenozinski kinaza ovisna
receptor o ciklinu
AspR (Cdk)
upalni
metabolizam IP3K procesi
kalcija Src kinaza
osteoporoza
Hsp90
rakovi .
fosfodiesteraze
DNA ili RNA (PDE) .
. reumatoidni
polimeraza e
artritis
katepsin K
virusi Ber-Abl (CatK) alergije

mitogenom aktivirane
proteinske kinaze
(MAPK)

CML otporna resorpcija kosti

na Gleevec

upalne bolesti alergije
crijeva

Slika 4. Potencijalna primjena purinskih derivata kao lijekova; crvnom bojom su oznacene mete

djelovanja, a plavom potencijalne primjene koje proizlaze iz djelovanja na metu.*

Polifunkcionalizirani purini se mogu prirediti iz razli¢ito aktiviranih purinskih
intermedijara reakcijama nukleofilne supstitucije, reakcijama Kkataliziranim s prijelaznim
metalima, N-alkiliranjem/aciliranjem, te Vorbriiggenovom reakcijom.®> Uvodenje supstituenata u
polozaje 2, 6 i/ili 9 se pokazalo klju¢no za povecanje ucinkovitog i selektivnog vezanja na

e . . . e . 4
razli¢ite kinaze te djelovanja na razli¢ite tumorske stanice.>33*



2.1.2. Bioizosteri purina

S obzirom na ogranicenja u primjeni postojecih lijekova zbog njihove citotoksi¢nosti te
nedovoljne selektivnosti, stalna je potreba za pronalaskom boljih, selektivnijih i djelotvornijih
potencijalnih lijekova.* Bioizosterija je jedan od pristupa u racionalnom razvoju lijekova u kojem
se primjenjuje molekularna modifikacija na predvodnom spoju s ciljem poboljsanja
farmakoloskog djelovanja, selektivnosti za odredeni receptor/enzim ili u svrhu optimiziranja
farmakokinetike lijeka.*® Koncept izosterije prvi je predlozio Irving Langmuir 1919. godine,*’
dok je termin bioizostera predstavio Friedman 1950. godine definiraju¢i ih kao spojeve Koji
izazivaju slicne bioloske ucinke.*® Bioizosteri podrazumijevaju spojeve ili skupine atoma koji
sadrze sli¢ne oblike i dimenzije molekula, priblizno jednaku raspodjelu elektrona, dok posjeduju
sli¢na fizikalna svojstva i imaju sli¢no djelovanje.* Dijele se na klasi¢ne bioizostere, atome ili
funkcionalne grupe sli¢nih strukturnih karakteristika i jednakog broja atoma, koji svojim
oblikom pristaju u mjesta vezanja, i neklasi¢ne bioizostere, koji obuhvacaju funkcionalne

skupine sli¢nih specifi¢nih interakcija s ciljanim proteinom.*

Tablica 1. Klasi¢ni i neklasiéni bioizosteri.®

Klasi¢ni bioizosteri

Monovalentni | Divalentni | Trivalentni | Tetravalentni | Prstenaste strukture

-F, -Cl, -Br -CH,- =CH- =C= @
2 O
N

-1, -SHy, -PH; -O- =N- =Si=

-CH3, -OR -S- =P- =N+= S o
/A

-OH, -NH; -Se- =As- =P+= Q Q

Neklasi¢ni bioizosteri

--CO -COOH -H -CONH- -CFs
COp,-S0,- | NN F N -CN
N-N N=-N




Primjer zamjene atoma ugljika u purinskom prstenu s atomom dusika je spoj alopurinol,
koji inhibira oksidaciju hipoksantina do mokra¢ne kiseline. S obzirom da kod bolesti gihta dolazi
do nakupljanja urata (soli mokracéne kiseline) u zglobovima, primjenjuje se kod tog oboljenja.*
Hipoksantin se u organizmu oksidira do ksantina pomoc¢u ksantin oksidaze te isti enzim zatim
prevodi ksantin u mokra¢nu kiselinu. Alopurinol je takoder supstrat tog enzima i biva preveden u
ksantinski izoster pirazolo[3,4-d]pirimidin-2,4-dion. S obzirom da produkt reakcije ima dusikov
atom na polozaju 8 u purinskom prstenu, na tom mjestu ne dolazi do oksidacije, a zbog
slobodnog elektronskog para produkt se jace veze za enzim elektrostatskim interakcijama te ga

na taj nacin inhibira.*>*

O O
HN N HN N
ksantin oksidaza
™ 4'6‘3/){[
N N 7 0. o)
N (6] N S,
H H H \”aee

H
hipoksantin ksantin N

LI

(6] (o) N
(0] H H
HN \ ksantin oksidaza HN \ % mokracna kiselina
[ e N
X N/ N/
N N o N N

alopurinol pirazolo[3,4-d]pirimidin-2,4-dion

Slika 5. Primjer bioizosterije purina - inhibicijsko djelovanje alopurinola.

Strukturnim promjenama na Se¢ernoj komponenti ili bazi u nukleotidu prireden je velik
broj nukleozidnih analoga sa istaknutim antitumorskim i antivirusnim djelovanjem. Purinski
analozi s acetilnim derivatom L-askorbinske kiseline kao Secernim mimetikom inhibiraju stanice
leukemije (L1210), leukemije limfoblasta (CEM), akutne limfoblasticne leukemije (Molt4),

karcinoma dojke (FM3A),* vrata grli¢a maternice (HeLa) i guSterace (MiaPaCa-2).* Takoder su



pokazali antivirusnu aktivnost, djeluju¢i na Varicella-Zoster virus (VZV) i citomegalovirus

(CMV). Najbolje antitumorsko djelovanje pokazao je 6-klorpurinski N7-izomer, dok je 6-

aminopurinski N9-izomer pokazao je selektivno antitumorsko i jace antivirusno djelovanje od

odgovarajuéeg kloriranog analoga (slika 6).%

Qo ¥
N N

PhH,CO

OCH,Ph

o
,/ﬁo
N

> OCH,Ph
Vi
N

C

OCH,Ph

Inhibicijsko djelovanje na proliferaciju stanica, 1Cso / uM

Spoj | L1210/0 | FM3A/0 | Molt4/C8 | CEMI/O
A 11,6 16,4 14,8 15,9
B 110 >200 3,9 58
C 41 11,4 6,8 44

Antivirusno djelovanje, ICso / uM

\"/AY
Spoj | YS | OKA | 07/1 | YSIR
A >5| >5 >5 >5
B |15| 1,2 | 28 | 06
C |>5| 50 | >5 | 38

Slika 6. Biolosko djelovanje nukleozidnih purinskih mimetika.*?

Daljnja istrazivanja na ovom polju su rezultirala sintezom mnogih sli¢nih heterocikli¢kih

sustava poput aza- i deazapurinskih izostera. Azapurini su purinski izosteri kod kojih je jedan ili

vise atoma ugljika purinskog prstena zamijenjeno dusikovim atomom, dok su deazapurini

purinski izosteri kod kojih je jedan ili vise atoma dusika zamijenjeno ugljikovim atomom (slika

7). Takvi su spojevi pokazali izrazeno biolosko djelovanje: antivirusno, antitumorsko 1

antituberkulostatsko.

39,40




N N N N N N

1-deazapurin 3-deazapurin 7-deazapurin 9-deazapurin
imidazo[4,5-b]piridin imidazo[4,5-c]piridin pirolo[2,3-d]pirimidin pirolo[3,2-d]pirimidin
N § N
> "I CT1) T U
N A N NN / \ N \ /
H N H N H
1,3-dideazapurin 1,7-dideazapurin 1,9-dideazapurin 3,7-dideazapurin 3,9-dideazapurin
benzimidazol pirolo[2,3-b]piridin pirolo[3,2-b]piridin pirolo[3,2-c]piridin pirolo[2,3-c]piridin
H
72N N N N N
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5-azapurin 8-azapurin 8-aza-7-deazapurin 8-aza-9-deazapurin 4-aza-3-deazapurin

triazolo[1,5-a]triazin triazolo[4,5-d]pirimidin pirazolo[4,5-d]pirimidin  pirazolo[4,3-d]pirimidin triazolo[1,5-a]pirazin

D U D o

5-aza-1,9-dideazapurin 4-aza-3,7-dideazapurin 5-aza-1,3,7-trideazapurin  2,5-diaza-1,3,7-trideazapurin
pirazolo[1,5-a]pirimidin pirazolo[1,5-a]pirazin imidazo[1,2-a]piridin imidazo[1,2-a]pirazin

Slika 7. Aza- i deazapurinski izosteri.”

Bioizosterija predstavlja uspje$nu strategiju u racionalnom razvoju lijekova, kojom se
postizu modifikacije u molekuli te dizajn novih terapeutskih tvari razlicitin farmakoloskih
skupina. Takav pristup u racionalnom razvoju lijekova rezultira stvaranjem novih klasa
predvodnih spojeva s agonistickom ili antagonistickom aktivnoséu, smanjenim brojem sintetskih
koraka te povecanjem Sansi u pronalazenju spojeva koji su djelotvorniji i manje stetni za

organizam. *



2.1.2.1. 7-deazapurini i njihova bioloska aktivnost

7-deazapurini (pirolo[2,3-d]pirimidini) su purinski izosteri kod kojih je atom dusika na
polozaju 7 u purinskom prstenu zamijenjen ugljikovim atomom (slika 8). Zbog male razlike u
strukturi u odnosu na purin, mogu djelovati kao antimetaboliti u de novo biosintezi purina te

umetati se u DNK i RNK okosnicu umjesto purinskih baza s ciljem inhibicije sinteze i

4
5 7
3  F =z >
X N 7 AN 4 >N o
';‘ H H

a) b)

replikacije.

(=)}

Slika 8. 7-deazapurinski prsten numeriran prema a) pirolo[2,3-d]pirimidinu i b) purinu.

7-deazapurinski nukleozidi su prisutni u prirodi u obliku tubercidina, toyokamicina i
sangivamycina (slika 9). Svi ti spojevi posjeduju razna bioloska djelovanja, od antibiotskog do

antivirusnog i antitumorskog.*"*

Priredeni su razli¢iti 7-deazapuriniski derivati s
antibakterijskim, antitumorskim, antivirusnim, antiinflamantornim i antihiperglikemi¢nim
djelovanjem.*® Pudlo i suradnici*® priredili su razli¢ite 7-deazapurine supstituirane u polozaju 7 i
9. 7-Halogenirani analozi pokazali su snaznu inhibitornu aktivnost na stanice leukemije, L1210
te antivirusno djelovanje na HSV-1 i CMV. Najbolju antitumorsku aktivnost pokazao je
bromirani analog (ICso(L1210) = 0,7uM), dok nesupstituirani i metilni analozi nisu pokazali

znacajniju aktivnost.

Supstitucijom u polozajima 2, 6, 7 i 9 priredeni su brojni analozi 7-deazapurina s
antitumorskom aktivnos$¢u, djeluju¢i kao antifolati, inhibitori mikrotubulina, Hsp90, fokalne

adhezijske kinaze, aurora-kinaza te VEGFR i PDGFR.%*

Do danas su odobreni neki 7-deazapurinski lijekovi za lijecenje karcinoma poput,
Pemetrexeda , koji djeluje kao antifolat i odobren je za lijeCenje karcinoma pluca, te Ruxolitinib

koji djeluje na karcinom kostane srzi i krvnih stanica djelujuéi kao inhibitor janus-kinaza (JAK 1
i JAK 2) (slika 9).%



Tubercidin; R=H
Z Toyokamicin; R=CN
N Sangivamycin; R= CONH

Pemetrexed

OH 7
Ruxolitinib
/
OH OH HN '\L | \
)\ N \N N
HoN N H H

Slika 9. Prirodno prisutni 7-deazapurinski nukleozidi i odobreni 7-deazapurinski lijekovi.

2.1.3. Bispurini i bispurinski analozi

Heterociklicki dimeri poput bispirolobenzodiazepina,®® bisalkilaminofenilfurana® i
bisbenzimidazola® pokazali su zanimljivo antitumorsko djelovanje. Ti dimeri, s aciklickim i

cikli¢kim premosnicama, djeluju na DNA molekulu mehanizmima interkalacije i alkiliranja.

Kode i suradnici®® priredili su bis-N9-purinske analoge povezane preko dimetilfenilnih i
dimetilbisfenilnih premosnica u para-, meta- i orto- polozaju. Bis-2,6-diklorpurinski analozi
povezani p-dimetilfenilnom premosnicom su pokazali znac¢ajnu antitutumorsku aktivnost, dok su
njihovi odgovaraju¢i adeninski derivati pokazali slabije djelovanje. Ti derivati su ispitani na
preko 60 razlicitih stani¢nih linija karcinoma pluca, debelog crijeva, srediSnjeg Ziv€anog sustava
(CNS), jajnika, dojke, bubrega, prostate, melanoma i leukemije. Para-bispurinski klorirani
analog pokazao je inhibitorno djelovanje od Glsp <0,01 uM na veéinu ispitanih stani¢nih linija,
dok je meta-bispurinski klorirani analog pokazao selektivnost na stanice leukemije (Glsp 0d 2,23

do 3,46 uM). Amino analozi pokazivali su slabiju biolosku aktivnost.
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N Ry
D1-F3
\ 4 \
& O O
D-1; R,=Cl, R, =H E-1; R,=Cl, R, =H F-1; R,=Cl, R, =H
D-2; R,=Cl, R, =ClI E-2;R,=C,R,=Cl  F-2; R,=Cl, R, =CI

D-3; R1=NH2, R2 =H E-3; RIZNHz, R2 =H F'3; RIZNHz, R2 =H

Slika 10. Struktura bis-N9-purinskih spojeva koje su sintetizirali Kode i suradnici.>®

Purinski dimeri povezani preko triazolnog prstena pokazali su Sirok spektar bioloskih
aktivnosti. Ferincola i suradnici® pripravili su bis-purinske analoge koji inhibiraju ciklicki di-
GMP (c-di-GMP), koji ima funkciju sekundarnog glasnika i klju¢nu ulogu u formiranju biofilma
kod bakterija, citoktoksinosti i progresiji stani¢nog ciklusa. C-di-GMP reguliran je
Suprotstavljaju¢im aktivnostima diguanilat-ciklaze i fosfodiesteraze. Dizajn novih molekula
podrazumijevao je zamjenu fosfatne okosnice c-di-GMP nehidroliziraju¢im izosterom -

triazolnim prstenom. Najuc¢inkovitiji inhibitori prikazani su na slici 11.

HoN G; R=Cl
H; R= —=0

Slika 11. Inhibitori c-di-GMP.>*
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2.2. Triazoli

Triazoli su heterociklicki spojevi koji sadrze tri duSikova atoma u peteroclanom
aromatskom prstenu. Nisu rapsrostranjeni u prirodi, no moguce ih je sintetizirati 1,3-dipolarnom

cikloadicijom.>® Pojavljuje se u obliku 2 izomera, 1,2,3-triazola i 1,2,4-triazola (slika 12).>°

1 1

N N

N 2 N 2
A
4 N3 4N 3
1,2,3-triazol 1,2,4-triazol

Slika 12. Triazolni izomeri.

Triazoli se najces¢e primjenjuju u medicini kao razni lijekovi zbog Sirokog spektra
bioloske aktivnosti:  antifungalnog, antituberkulostatskog, analgetskog, anestetskog,

antikonvulzantnog, antitumorskog i antivirusnog djelovanja. ®°’

Bioloska aktivnost potje¢e od
strukture triazolnog prstena. Zbog svoje strukture triazol se moze vezati u aktivna mjesta raznih
enzima i receptora vodikovim vezama, ion-dipolnim te Van der Waalsovim interakcijama.”’
Djeluje kao bioizoster razli¢itih sustava poput E- i Z- amidne veze, trans-olefinske premosnice,
azolnog prstena te kao mimetik nukleozida.” Posljednjih nekoliko godina proudavan je odnos
strukture i aktivnosti 1,2,3-triazola. Pokazalo se da se najbolja svojstva postizu supstitucijom

dusikovog atoma na poloZaju 1 u prstenu raznim supstituentima.>

Za 1,4-disupstituirane 1,2,3-triazole se pokazalo da su sli¢ni Z-amidnoj vezi (slika 13).”
Dusikovi atom na polozaju 2 i 3 u triazolnom prstenu djeluju kao akceptori vodikove veze zbog
slobodnog elektronskog para (sli¢no karbonilnom kisiku), dok polarizirani ugljikov atom na
polozaju 5 1 NH djeluju kao akceptori vodikove veze, a ugljikov atom na polozaju 4 pokazuje

sli¢nost s karbonilnim ugljikom amida jer su oba elektrofilna.
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Slika 13. Bioizosterija 1,4-disupstituiranog 1,2,3-triazola i Z-amida

Neki od 1,2,3-triazolnih lijekova koji su odobreni za uporabu su tazobactam, B-laktamski
antibiotik koji inhibira bakterijsku laktamazu, te cefatrizin, cefalosporinski antibiotik.*®

(@] HO O
H o)
: = A
i -S0S N NQ \ o)
N 74 N
~ N s 7 N—‘/
O
P v N\ OH
/ OH S N
H
tazobactam cefatrizin H2N

Slika 14. 1,2,3-triazolni lijekovi
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2.3. "KIlik™ kemija

Prvu sintezu 1,2,3-triazolnog prstena proveo je njemacki znanstvenik R. Huisgen
provodeci reakciju izmedu terminalnog alkina i azida, koji reagiraju mehanizmom 1,3-dipolarne
cikloadicije pri poviSenoj temperaturi. Rezultat reakcije bila su dva produkta: 1,4- i 1,5-
disupstituirani triazolni prsteni u omjeru 1:1.%° Pogetkom 21. stolje¢a K. B. Sharpless proveo je
istu reakciju sinteze 1,2,3-triazolnog prstena uz primjenu bakra(l) kao kao katalizatora te izolirao
samo 1,4-disupstituirani regioizomer. Time su postavljeni temelji "klik" kemije. "KIik™ kemija
obuhvaca reakcije koje su stereospecificne i provodene u blagim reakcijskim uvjetima uz
koriStenje spremno dostupnih polaznih reagensa i materijala te otapala koja nisu Stetna za
zdravlje ni okoli$, a favoriziraju nastanak jednog produkta u visokom iskoriStenju koji se iz
reakcijske smjese lako izdvaja.®® Uz primjenu pogodnog Kkatalizatora poveéava se
regioselektivnost, povecava iskoriStenje, a reakcija ubrzava.®? Za sintezu 1,4-disupstituiranih
triazola najceSce se koristi bakar(I) kao katalizator, a za dobivanje 1,5-disupstituiranih triazola
kompleksi rutenija.®®

N
-
\N/ \N

e

1,4-regioizomer R’

R' — N N
R" R
< 2 \N/ \N \N/ \N
+
R N —_—
R
/ o / < >
} N :N:N ,
R \N/ \N ® R
1,4-regioizomer 1,5-regioizomer
1:1

R' 1,5-regioizomer

Slika 15. Regioselektivnost Huisgenove 1,3-dipolarne cikloadicije.®®

Odredene reakcije ispunjavaju kriterije "klik" kemije. To su reakcije cikloadicije, poput
Diels-Alderove cikloadicije i cikloadicije (Huisgenova 1,3-dipolarna cikloadicija); reakcije

nukleofilnog otvaranja prstena, poput nukleofilne supstitucije na prestenu oksima ili aziridina;
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reakcije adicije na dvostruku C-C vezu, kao $to su oksidativno formiranje epoksida i Michaelova

adicija nukleofila; te nealdolne karbonilne reakcije, poput formiranja urea i oksima.?

o]
R'0 /\  C=Cadcia
R'
Diels-Alderova cikloadicija ‘\‘ [O]

katalizator Nu—H

A

HO
/ nukleofilno otvaranje
I cu(l) prstena
[C] R’ Nu

R’ Y

Huisgenova 1,3-cikloadicija R"O
R' o—NH2 )
nealdolna karbonilna
~ )\ kemija
R

Slika 16. Reakcije koje zadovoljavaju kriterije "klik" kemije.®?

"KIik" kemija je primijenjena u podrucju medicinske kemije kao djelotvorna metoda za
sintezu novih spojeva s bioloSkom aktivnos¢u. "KIlik" reakcije nastajanja 1,2,3- triazolnog
prstena koriste se u razvoju lijekova, odnosno u procesu optimiranja predvodnih struktura i ranoj

fazi otkrivanja lijekova.**

2.3.1. Azid-alkin cikloadicija katalizirana bakrom (CUAAC)

Azid-alkin cikloadicija katalizirana bakrom (CuAAAC) je regiospecificna Huisgenova
1,3-dipolarna cikloadicija kod koje se koristi bakar(l) kao katalizator kako bi se dobio 1,4-
disupstituirani regioizomer 1,2,3-triazola kao produkt. Reakciju je mogucée provoditi u vodenim

medijima bez dodatnog zagrijavanja, zbog Gega se moZe svrstati u zelenu kemiju.*>®
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Reakcija se odvija izmedu 1,3-dipola s intramolekulskom oktetnom stabilizacijom i
dipolarofila. 1,3-dipol je organski spoj koji u svojoj strukturi na polozaju 1 sadrzi atom s
elektronskim sekstetom, odnosno nepopunjenu valentnu ljusku, zbog ¢ega taj atom nosi formalni
pozitivni naboj i na poloZaju 3 atom sa slobodnim elektronskim parom (npr. azid).®” Da bi doslo
do oktetne stabilizacije u molekuli, potrebno je da atom na polozaju 2 takoder posjeduje
slobodan elektronski par koji moze donirati atomu u elektronskom deficitu i na taj nacin

rezonantno stabilizirati molekulu. Dipolarofil je svaki spoj s dvostrukom ili trostrukom vezom.®’

Pretpostavlja se da reakcija zapocinje interakcijom bakra(I) i m-elektrona trostruke veze u
alkinu, §to rezultira stvaranjem n-kompleksa, bakrovog acetilida 3.%° Zbog tog vezanja dolazi do
snizenja pK, vodikovog atoma alkina (= 9,8) 1 omogucuje se deprotoniranje slabom bazom kao
Sto je voda.®® Zatim dolazi do zamjene jednog od bakrovih liganada u bakrovom acetilidu
azidom; azid se veze na bakar atomom dusika s formalnim negativnim nabojem. Nastaje bakrov
dimer bakrovih 9, kompleks bakrov acetilid-azid.*® Vezanjem azida u kompleks aktivira se
nukleofilni napad acetilidnog ugljika na poloZaju 4 na dusikov atom azida na polozaju 3 i nastaje
metalocikl 8. Njegovom transformacijom nastaje bakar-triazol kompleks; disocijacijom

triazolnog prstena s bakra zatvoren je krug reakcije, a bakrov katalizator se regenerira.®®
C“an
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Slika 16. Pretpostavljeni mehanizam CuAAC.%
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2.3.2. Uvjeti provodenja reakcije

Reakcija nastajanja triazola iz azida i terminalnih alkina katalizirana bakrom(I) moZze biti
izvedena na razne nacine i pomoéu gotovo bilo kojeg izvora solvatiranih Cu(l) iona.”® Reakcija
doseze visoka iskoriStenja ukoliko se reaktanti nalaze u otopini (ili u obliku sitnih cestica ili

70,71

agregata, ukoliko se reakcija provodi bez otapala) I ukoliko je koncentracija Cu(l) iona

odrzavana razmjerno visokom tijekom provodenja reakcije.

Neki od poznatih katalizatora koji se koriste za provodenje CuAAC su CuSO4 U
kombinaciji s elementarnim bakrom (u obliku Zica, strugotina, praSka ili nanocestica) ili
reducensom u vodenom mediju, dok drugi pristupi ukljucuju koristenje bakrovih halida (bromida
1 jodida), koji se obi¢no koriste u reakcijama polimerizacije, te razne Cu(l) soli (npr.
[CU(CH3CN)4]PFs, (EtO)sP:Cul, (Cu(CHsCN),OTf), koje su stabilnije u organskim otapalima”
ili Cu(ll) soli (npr. Cu(OAc),) za koje je poznato da kataliziraju reakciju formiranja triazolnog

prstena jednako uginkovito kao Cu(I) soli.”

Obicno se reakcija provodi pomoc¢u Cul u THF-u, acetonitrilu ili DMSO, ili CuSO4 u
kombinaciji s Na-askorbatom (u smjesi vode i alkohola poput t-butanola i/ili DMF-a). Ne postoji
poveznica izmedu metode dobivanja i iskoriStenja, premda primjena svakog katalizatora ima
svoje prednosti.’*™ Uporaba kombinacije CuSO./Na-askorbat je favorizirana zbog jednostavne
obrade i visoke ¢istoce produkta, dok se u drugim slu¢ajevima kod kojih je bitno ubrzati reakciju
(npr. kod reakcija polimerizacija) koriste bakrovi(l) halidi. U reakcijama s CuBr i Cul potrebno
je koristiti aminsku bazu kako bi se destabilizirali veliki klasteri halida, koji potom reagiraju s
acetilidnim anionom.” Mogu se koristiti i razli¢iti ligandi, ¢ija je uloga zastita Cu(l) od
oksidacije ¢ime se osigurava dovoljna koli¢ina kataliticki aktivnih tvari potrebnih za reakciju.

Ipak, s druge strane ligand moze ometati odvijanje reakcije jer se veZe za Cu(I)."

Treba imati na umu da Huisgenova 1,3-dipolarna cikloadicija u odsutstvu katalizatora
zahtjeva zagrijavanje i vremenski traje dugo. Primjena Cu(l) kao katalizatora ubrzava reakciju do
10" puta i daje regioselektivan produkt. Reakciju je moguée provoditi i pod utjecajem
ultrazvuénog zradenja te u tom sludaju nije potrebno koristiti bazu, ** dok upotreba mikrovalnog

vvvvv

iskoristenju.”
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2.4. Zelena kemija

Pojam "zelena kemija" odnosi se na pokret prevencije onec¢iS¢enja koji je pokrenut nakon
izdavanja Uredbe o prevenciji one¢is¢enja 1991.7° 1z tog pokreta stvorena je grana kemije koja
za sintetske procese bira odrzive, sigurne i za okoli§ benigne puteve uz uporabu minimalne
koli¢ine energije i materijala. Time se direktno smanjuje ili izbjegava nastanak otpadnih tvari.”’
Koncept zelene kemije i njegova praksa temelje se na dizajnu kemikalija i proizvodnih procesa
koji zadovoljavaju kriterije u&inkovitosti i sigurnosti;"® smanjuje se ili izbjegava uporaba
kemikalija sa $tetnim djelovanjem na ljude i okoli3 te onih zapaljivih i eksplozivnih.” Zelena
sinteza i proizvodnja zelenih kemikalija pristupaju kemijskoj sintezi na netradicionalan nacin,
odnosno primjenom metoda aktivacije poput mikrovalnog zracenja, ultrazvuc¢nog zraéenja,

fotokatalize 1 raznih katalizatora neskodljivih za okolis."”

2.4.1. Sinteze potpomognute ultrazvukom

Primjena ultrazvuka u kemijskim reakcijama rezultirala je boljom selektivnoscu, kra¢im
reakcijskim vremenom i ve¢om jednostavnosti rukovanja od klasi¢nog pristupa. Pokazala se vrlo

korisnom u organskoj sintezi i sintezi nanomaterijala te sonoelektrokemiji.®*

Nadziranje Medicinska
potresa Sonokemija dijagnostika
Ultrazvuk
20 Hz 20 kHz 1 MHz 10 MHz

Slika 17. Podjela zvucnog spektra.™
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Ultrazvuk je dio zvucnog spektra Cija frekvencija lezi izmedu 20 kHz 1 100 MHz 1 moze
se podijeliti na 3 glavna dijela: ultrazvuk niske frekvencije i visoke jakosti (20 - 100 kHz),
ultrazvuk visoke frekvencije i srednje jakosti (100 kHz - 1 MHz) te ultrazvuk visoke frekvencije
i niske jakosti (1 - 10 MHz).%" U rasponu ultrazvuka visoke i srednje jakosti moguée je izazvati
kavitaciju pa se za sonokemiju koriste frekvencije od 20 kHz do 1MHz, dok se vise frekvencije

koriste u medicinskoj dijagnostici.®

Mehanizam djelovanja ultrazvuka moZe se objasniti kavitacijskim mjehuri¢ima.
Preduvjet za Sirenje ultrazvucnih valova je elasticnost provodnog medija; Cestice medija
osciliraju i prenose energiju u smjeru Sirenja vala. U teku¢inama, djelovanjem ultrazvuka, dolazi
do stvaranja polja naizmjeni¢nog visokog i niskog tlaka.®' U polju niskog tlaka dolazi do rasta
kavitacijskog mjehurica koji nakon nekog vremena viSe ne moze rasti i kolapsira. Tim kolapsom
se oslobada energija i temperature na tom mjestu se podizu do nekoliko tisuca stupnjeva, a

tlakovi i do tisuéu atmosfera.®

P ¥ ¥

refrakeija  komprasija refrakeijla  komprasija

JEDAN CIKLUS
5000 °C
° ® ® =
Foitima Dosszanje Kolaps
e T o et velidine pri kojoj
mjehurica J
3 mjehuri¢ postaje
nestabilan

Slika 18. Formiranje i kolaps kavitacijskog mjehuriéa.®

Ultrazvucéne reakcije mogu se podijeliti na homogene, heterogene i heterogene reakcije

mijeSanog mehanizma. Homogene ultrazvucne reakcije odvijaju se preko intermedijara koji su
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radikali ili radikal-ioni preko kavitacijskog mehanizma, dok se heterogene odvijaju se preko

ionskih intermedijara i kod njih je izraZeniji mehanicki efekti.®®

2.4.2. Sinteze potpomognute mikrovalovima

Mikrovalno zracenje spada u dio spektra elektromagnetskog zracenja frekvencije 0,3
GHz i 300 GHz. Prvi rad koji je koristio mikrovalno zrac¢enje u svrhu kemijske sinteze objavljen
je 1986. Reakcije su onda provodene u mikrovalnim pecnicama, medutim reakcije nisu bile
reproducibilne zbog nemoguénosti kontrole reakcijskih uvjeta. Danas je na trziStu dostupan velik

broj reaktora prilagodenih za sintezu manjih i ve¢ih koligina spojeva.®

Brojne kemijske reakcije koje se provode klasi¢nim putem mogu se takoder provesti uz
pomo¢ mikrovalnog zracenja. Provodenjem reakcija na takav nacin skracuje se vrijeme trajanja
reakcija, koriste se netoksi¢na otapala, postizu se veca selekektivnost i iskoriStenje te manji udio
nusprodukata.®® Vrijeme trajanja reakcije se skracuje zbog selektivne apsorpcije mikrovalnog
zracenja kod polarnih molekula;*® vazan preduvjet za odvijanje mikrovalnih reakcija je stalan
dipol najmanije jedne komponente reakcijske smjese.®® Nadalje, profil zagrijavanja je drugaciji.
Kod konvencionalnog zagrijavanja vanjski izvor topline zagrijava prvo stijenke posude a tek
potom sadrZaj u njoj. Ovakav prijenos topline ovisi o toplinskoj vodljivosti materijala pa dolazi
do jaceg zagrijavanja posude nego smjese, a termicka ravnoteza se uspostavlja sporo. To nije
slucaj kod uporabe mikrovalnog zracCenja jer reakcijska smjesa direktno apsorbira energiju, dok
stijenke posude ne jer su za mikrovalno zracenje propusne. Time se postize idealniji profil

zagrijavanja.®®
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3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. Opée napomene

Sva otapala su suSena/procis¢ivana prema preporu¢enom postupku suSenja agensima i/ili
destiliranjem preko molekulskih sita veli¢ine 3A. Za tankoslojnu kromatografiju (TLC) koristene
su ploce 60F-254 prevucene slojem silikagela Merck, a za detekciju izoliranih komponenata

koriStena je UV svjetlost valne duljine 254 nm.

Kromatografija na koloni provedena je na silikagelu (Fluka, 0,063-0,2 mm) i
aluminijevom oksidu, staklene kolone su punjene pod utjecajem gravitacije, a kao eluens su

koriStene odgovarajuc¢e smjese CH,Cl,/CH3OH, odnosno n-heksan/etil-acetat.

Tocke talista sintetiziranih spojeva su odredene na instrumentu Kofler (Reichert, Wien) i

nisu korigirane.

Spektri *H NMR snimljeni su na spektrometru Bruker 300 i 600 MHz. Svi uzorci
otopljeni su u DMSO-dg i mjereni pri 298 K. Kemijski pomaci (8) u "H NMR spektrima izraZeni
su u ppm u odnosu prema DMSO na 62,50 ppm. Pojedine rezonancije su pridruZzene na temelju

kemijskih pomaka, intenziteta signala, multipliciteta signala i H-H konstante sprege.

Maseni spektri zabiljeZeni su na Agilent 6410 instrumentu opremljenom elektrosprejnim
suceljem 1 trostrukim kvadrupolskim analizatorom (LC / MS / MS). Teku¢a kromatografija
visokog ucinka (HPLC) provedena je na serijskom sustavu Agilent 1100 sa UV detekcijom
(fotodiodni raspon detektor) pomocu analiticke kolone reverzne faze Zorbax C18 (2,1 x 30 mm,

3,5um).

Reakcije potpomognute mikrovalovima provedene su u reaktoru Milestrone Start S
koristec¢i staklene kivete pri 80°C i 300 W uz tlak 1 bar. Reakcije potpomognute ultrazvuénim
valovima provedene su u Bandelin Bath Cleaner (Sonorex digital 10 P) s nominalnom snoagom
od 1000 W i frekvencijom od 35 kHz. Reakcije su provedene u tikvici od 25 mL s ravnim dnom,

smjestene u srediStu kupelji Scm ispod povrsine tekucine.
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3.2. Pregled sintetiziranih spojeva
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3.3. Priprava spojeva

3.3.1. Opéeniti postupak priprave 6-amino supstituiranih purinskih baza

6-klorpurin (1,5 mmol) i odgovarajuc¢i amin (4 eq) otopljeni su u 3 mL vode. Reakcijska
smijesa mijesana je u mikrovalnom reaktoru pri 100 °C i 400 W. Tijek reakcije pracen je TLC-
om. Po zavrSetku reakcije smjesa isprana je s vodom. Nastali talog je filtriran kroz sinter lijevak,

ispran vodom 1 suSen u su$ioniku.

6-(piperidin-1-il)-9H-purin (1c)®

Prema gore navedenom postupku iz 6-klorpurina (200 mg; 1,29 mmol) i piperidina (0,51
mL,; 5,18 mmol) izoliran je spoj 1c kao bijeli prah (200 mg, 75,73 %, T;= 286-287 °C).
'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 12,89 (1H, bs, NH), 8,18 (1H, s, H-2), 8,07 (1H, s, H-8), 4,18
(4H, m, CH,), 1,66-1,63 (2H, m, CH,), 1,57-1,48 (4H, m, CH,). MS (ESI, m/z) 204,1 [M+H]".

6-(pirolidin-1-il)-9H-purin (1d)

Prema gore navedenom postupku iz 6-klorpurina (250 mg; 1,62 mmol) i pirolidina (0,55
mL,; 6,48 mmol) dobiven je bijeli prah spoja 1b (272,5 mg, 88,90 %, T;= 284-286 °C).
'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 12,88 (1H, bs, NH), 8,16 (1H, s, H-2), 8,05 (1H, s, H-8), 3,63—
4,05 (4H, m, CHy), 1,95 (4H, s, CH,). *C NMR (100 MHz, DMSO-dg): 152,6 (C-6), 152,2 (C-
2), 150,8 (C-4), 138,2 (C-8), 119,2 (C-5), 47,7 (CH>), 25,0 (CH,). MS (ESI, m/z) 190,1 [M+H]".

3.3.2. Op¢éeniti postupak priprave N-brometilnih purinskih izostera

Odgovarajuca heterociklicka baza (6-klor-7-deazapurin, 6-klorpurin, 6-piperidino-purin,
6-pirolidino-purin ili adenin) otopljena je u suhom DMF-u, dodan je kalijev karbonat (1,2 eq).
Smjesi je nakon 1 h mijeSanja pri sobnoj temperaturi dodan dibrometan (1,2 eq). Reakcijska
smjesa mijeSana je 24 h pri sobnoj temperature. Po zavrSetku reakcije otapalo je otpareno pri

snizenom tlaku, a smjesa razdvajana kromatografijom na koloni.
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7-(2-brometil)-4-klor-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin (2a)

Spoj 2a prireden je prema gore neavednom potupku iz 6-klor-7-deazapurina (500 mg;
3,26 mmol). Nakon proc¢is¢avanja kolonskom kromatografijom (heksan:etil-acetat = 8:1) izoliran
je spoj 2a kao bijeli prah (347,38 mg, 41 %, T; = 91-93 °C). 'H NMR (300 MHz, DMSO) §
8,66 (1H, s, H-2), 7,85 (1H, d, J = 3,6 Hz, H-6), 6,69 (1H, d, J = 3,6 Hz, H-5), 4,71 (2H, t, J =
6.2 Hz, CHy), 3,96 (2H, t, J = 6,2 Hz, CH). *C NMR (151 MHz, DMSO) & 150.74 (C-4), 150.64
(C-7a), 150.31 (C-2), 131.36 (C-6), 116.77 (C-4a), 98.55 (C-5), 45.92 (CH,), 31.60 (CH,).

9-(2-brometil)-6-klor-9H-purin (2b)

Spoj 2b prireden je prema gore navedenom postupku iz 6-klorpurina (1 g; 7,40 mmol).
Nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom (CH,Cl,:MeOH = 50:1) izolirani su bijeli
kristali spoja 2b (1,24 g, 73,48 %, T; = 110-117 °C). *H NMR (300 MHz, DMSO) & 8,81 (1H,
s, H-2), 8,76 (1H, s, H-8), 4,74 (2H, t, J = 6,0 Hz, CH,CHy), 4,01 (2H, t, J = 6,0 Hz, CH,CH)).
3C NMR (75 MHz, DMSO) & 151,93 (C-6), 151,64 (C-2), 149,09 (C-4), 147,49 (C-8), 130,77
(C-5), 45,32 (CH,), 31,14 (CH,).

9-(2-brometil)-6-(piperidin-1-il)-9H-purin (2c)

Spoj 2c prireden je prema gore navedenom postupku iz spoja 1c (550 mg; 2,71 mmol).
Nakon proc¢is¢avanja kolonskom kromatografijom (CH,Cl,:MeOH = 100:1) izoliran je spoj 2c
kao bijeli prah (650 mg, 76,04 %, T,= 148-152 °C). 'H NMR (300 MHz, DMSO) 5 8,22 (1H, s,
H-2), 8,19 (1H, s, H-8), 4,57 (2H, t, J = 6,1 Hz, CH,CH,), 4,19 (4H, s, CH,), 3,94 (2H, t, J = 6,1
Hz, CH,CH,), 1,75-1,38 (6H, m, CH,). *C NMR (75 MHz, DMSO) & 153,57 (C-6), 152,38 (C-
2), 150,94 (C-4), 140,17 (C-8), 119,33 (C-5), 45,12 (CH,), 31,93 (CHy), 26,13 (CH,), 24,72
(CHy). MS (ESI, m/z) 310,1 [M+H]".

9-(2-brometil)-6-(pirolidin-1-il)-9H-purin (2d)

Spoj 2d prireden je prema gore navedenom postupku iz spoja 1d (650 mg; 3,44 mmol)
Nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom (CH,Cl,:MeOH = 100:1) izoliran je spoj 2d
kao bijeli prah (650 mg, 63,80 %, T,= 162-166 °C). *H NMR (300 MHz, DMSO) & 8,21 (1H, s,
H-2), 8,16 (1H, s, H-8), 4,57 (2H, t, J = 6,0 Hz, CH,CHy), 4,04 (2H, s, CHy), 3,94 (2H,t,J=6,1
Hz, CH,CH,), 3,63 (2H, s, CHy), 1,95 (6H, s, CH,). *C NMR (75 MHz, DMSO) & 153,53 (C-6),
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150,69 (C-2), 149,44 (C-4), 140,84 (C-8), 119,19 (C-5), 59,20 (CH,), 45,91 (CH,), 44,73 (CHy),
31,48 (CHy). MS (ESI, m/z) 296,1 [M+H]".

9-(2-brometil)-9H-purin-6-amin (2e)

Spoj 2e prireden je prema gore navedenom postupku iz adenina (200 mg; 1,48 mmol).
Nakon proci§¢avanja kolonskom kromatografijom (CH,Cl,:MeOH = 50:1) izolirani su bijeli
kristali spoja 2e (301,7 mg, 84,21 %, T; = 210-215 °C). 'H NMR (300 MHz, DMSO) o 8,17
(1H, s, H-2), 8,14 (1H, s, H-8), 7,24 (2H, s, NH,), 4,56 (2H, t, J = 6,1 Hz, CH,CH,), 3,94 (2H, t,
J = 6,1 Hz, CH,CH,). *C NMR (151 MHz, DMSO) & 155,95 (C-6), 152,45 (C-2), 149,45 (C-4),
140,84 (C-8), 118,66 (C-5), 44,60 (CH,), 31,47 (CH,). MS (ESI, m/z) 242,0 [M+H]".

3.3.3. Opdeniti postupak za priprave azidnih derivata

Odgovarajuc¢i brometilni purinski derivat (2a—2e) otopljen je u acetonu, te je pazljivo
dokapan natrijev azid (4 eq) otopljen u vodi (~ 3 mL). Reakcijska smjesa mijeSana je preko noci
pri na temperaturi refluksa. Pri zavrSetku reakcije otapalo je otpareno pri snizenom tlaku, a suhi
ostatak je otopljen u 60 mL etil-acetata i ekstrahiran zasi¢enom otopinom natrijevog klorida (3 x

30 mL). Organski sloj susen je iznad magnezijevog sulftata i uparen pri snizenom tlaku.

7-(2-azidoetil)-4-klor-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin (3a)

Prema gore navedenom postupku iz spoja 2a (247.8 mg, 0.95 mmol) prireden je spoj 3a
kao kruto ulje (189.2, 95%). ‘*H NMR (300 MHz, DMSO) & 8,67 (1H, s, H-2), 7,83 (1H, d, J = 3,6 Hz,
H-6), 6,71 (1H, d, J = 3,6 Hz, H-5), 4,49 (2H, t, J = 6.2 Hz, CH,), 3,81 (2H, t, J = 6,2 Hz, CH,). °C
NMR (151 MHz, DMSO) & 150,95 (C-4), 150,78 (C-7a), 150,45 (C-2), 131,45 (C-6), 116,92 (C-4a),
98,94 (C-5), 50,13 (CH,), 43,92 (CH,).

6-azido-9-(2-azidoetil)-9H-purin (3b)

Prema gore navedenom postupku iz spoja 2b (652 mg; 2,49 mmol) izolirani su bijeli
kristali spoja 3b (230,2 mg, 63,43 %, T, = 108-112 °C). *H NMR (600 MHz, DMSO) & 10,14
(1H, s, H-2), 8,70 (1H, s, H-8), 4,62 (2H, t, J = 5,6 Hz, CH,CH,), 3,93 (2H, t, J = 5,6 Hz,
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CH,CH,). *C NMR (75 MHz, DMSO) & 145,44 (C-6), 144,50 (C-2), 142,38 (C-4), 135,88 (C-
8), 119,70 (C-5), 49,93 (CH;), 43,62 (CH,). MS (ESI, m/z) 357,1 [M+H]".

9-(2-azidoetil)-6-(piperidin-1-il)-9H-purin (3c)

Prema gore navedenom postupku iz spoja 2c¢ (650 mg; 2,10 mmol) izoliran je spoja 3c
kao bijeli prah (566,3 mg; 99%, T, = 78-80 °C). *H NMR (300 MHz, DMSO) & 8,22 (1H, s, H-
2), 8,18 (1H, s, H-8), 4,35 (2H, t, J = 5,7 Hz, CH,CH,), 4,19 (4H, s, CH.), 3,81 (2H, t, J = 5,7
Hz, CH,CH,), 1,72-1,52 (6H, m, CH,CH,). *C NMR (75 MHz, DMSO) & 153,11 (C-6), 151,92
(C-2), 150,59 (C-4), 139,68 (C-8), 118,86 (C-5), 49,62 (CHy), 42,39 (CHy), 25,65 (CH,), 24,24
(CHy).

9-(2-azidoetil)-6-(pirolidin-1-il)-9H-purin (3d)

Prema gore navedenom postupku iz spoja 2d (400 mg; 1,35 mmol) izoliran je spoj 3d kao
bijeli prah (345,1 mg; 99%, T, = 96-101 °C). *"H NMR (300 MHz, DMSO) § 8,21 (1H, s, H-2),
8,15 (1H, s, H-8), 4,35 (2H, t, J = 5,7 Hz, CH,CHy), 4,05 (2H, s, CH,), 3,80 (2H, t, J = 5,7 Hz,
CH,CH,), 3,63 (2H, s, CH,), 1,95 (4H, s, CH,). **C NMR (151 MHz, DMSO) & 152,47 (C-6),
152,21 (C-2), 150,00 (C-4), 140,16 (C-8), 119,31 (C-5), 49,65 (CH,), 42,33 (CH)).

9-(2-azidoetil)-9H-purin-6-amin (3e)

Prema gore navedenom postupku iz spoj 2e (1277,5 mg; 5,28 mmol) izoliran je spoj 3c
kao bijeli prah (1245,3 mg, 78,19 %, T;= 188-190 °C). '*H NMR (300 MHz, DMSO) § 8,16 (1H,
s, H-2), 8,15 (1H, s, H-8), 7,23 (2H, s, NH,), 4,34 (2H, t, J = 5,7 Hz, CH,CH,), 3,81 (2H, t, J =
5,7 Hz, CH,CH,). **C NMR (151 MHz, DMSO) § 155,95 (C-6), 152,48 (C-2), 149,58 (C-4),
140,82 (C-8), 118,68 (C-5), 49,67 (CH,), 42,39 (CH,). MS (ESI, m/z) 205,1 [M+H]".

3.3.4. 1,4-bis(prop-2-iniloksi)benzen (4)

Metoda A: Hidrokinon (1000 mg; 9,08 mmol) otopljen je u 15 mL etanola te je dodan
kalijev karbonat (1882,83 mg; 13,62 mmol). Suspenzija je mijeSana pri sobnoj temperaturi 30
minuta, a zatim je suspenziji dodan propargil-bromid (2,42 mL; 21,8 mmol). Tijek reakcije je

pracen TLC-om. Reakcijska smjesa je mijesana 24 h pri temperaturi refluksa. Pri zavrsetku
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reakcije otapalo je otpareno pri snizenom tlaku, a reakcijska smjesa razdvajana kolonskom
kromatografijom uz eluens CH,Cls. Izolirani su zuti kristali spoja 4 (1383,7 mg, 81,80 %, T; =50
- 57°C).

Metoda B: Hidrokinon (1000 mg; 9,08 mmol) otopljen je u 25 mL acetona te je dodan
kalijev karbonat (3013 mg; 21,8 mmol). Suspenzija je mijeSana pri sobnoj temperaturi 30
minuta, a zatim je suspenziji dodan propargil-bromid (2,48 mL; 22,34 mmol). Tijek reakcije je
pracen TLC-om. Reakcijska smjesa je mijeSana 24 h pri temeperaturi refluksa. Pri zavrSetku
reakcije otapalo je otpareno pri snizenom tlaku, a reakcijska smjesa razdvajana kolonskom

kromatografijom uz eluens CH,Cl,. Izolirani su zuti kristali spoja 4 (594,1 mg, 35,13 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO) & 6,93 (4H, s, Ph), 4,72 (4H, d, J = 2,4 Hz, CH,), 3,53 (2H, t, J =
2,3 Hz, CH). *C NMR (75 MHz, DMSO) § 151,70 (Ph-q), 115,80 (Ph), 79,47 (CCH), 78,00
(CCH), 55,84 (CH5).

3.3.5. 4,4'-bis(prop-2-in-1-iloksi)-1,1'-bifenil (5)

Bisfenol (1000 g; 5,37 mmol) otopljen je u 20 mL etanola. Dodan je kalijev karbonat
(1112,28 mg; 8,06 mmol) i suspenzija je mijeSana pri sobnoj temperaturi 30 minuta. Suspenziji
je zatim dodan propargil-bromid (1,43 mL; 12,9 mmol). Tijek reakcije je praten TLC-om.
Reakcijska smjesa mijeSana je 48 h pri temperaturi refluksa. Otapalo je tada otpareno pri
snizenom tlaku, a reakcijska smjesa je razdvajana kromatografijom na koloni uz eluens CH,Cl,.
Izoliran je bijeli prah spoja 5 (922,0 mg, 65,45 %). *H NMR (300 MHz, DMSO) & 7,56 (4H, d, J
= 8,8 Hz, Ph), 7,05 (4H, d, J = 8,8 Hz, Ph), 4,83 (4H, d, J = 2,3 Hz, CH,), 3,58 (2H, t, J = 2,3
Hz, CH). **C NMR (75 MHz, DMSO) & 156,36 (Ph-g), 132,90 (Ph-q), 127,28 (Ph), 115,22 (Ph),
79,30 (CCH), 78,23 (CCH), 55,42 (CH,).

3.3.6. Op¢éeniti postupak sinteze 1,4-disupstituiranih 1,2,3-triazolnih derivata

Metoda A: Bis-alkin (1 eq), odgovarajuci azidoetilni purinski izoster (2a—2e) (2,2 eq),
Cu(0) (1 eq) i CuSO4 (1M, 0,5 eq) otopljeni su u DMF-u (1 mL) i t-BuOH:H,0O = 1:1 (2 mL).

Reakcijska smjesa smjestena je u ultrazvucnu kupelj pri 80 °C, 1000 W i 35 kHz, 90 minuta.
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Tijek reakcije pracen je TLC-om. Po zavrSetku reakcije otapalo je upareno, a reakcijska smjesa

je pro¢is¢ena kolonskom kromatografijom u eluensu CH,Cl,-MeOH.

Metoda B: Bis-alkin (1 eq), odgovarajuéi azidoetilni purinski izoster (2a—2e) (2,2 eq),
Cul (0,2 eq), N,N-diizopropiletilamin (4 eq) i octena kiselina (4 eq) otopljeni su u diklormetanu
(1 mL). Reakcijska smjesa mijeSana je na sobnoj temperature 3 dana. Tijek reakcije pracen je
TLC-om. Po zavrSetku reakcije otapalo je upareno, a reakcijska smjesa je prociS¢ena kolonskom

kromatografijom u eluensu CH,Cl,—MeOH.

Metoda C: Bis-alkin (1 eq), odgovarajuci azidoetilni purinski izoster (2a—2e) (2,2 eq),
Cu(0) (1 eq) i CuSO4 (1M, 0,5 eq) otopljeni su u DMF-u (1 mL) i t-BuOH:H,0O = 1:1 (2 mL).
Reakcijska smjesa mijeSana je na sobnoj temperature 5 dana. Tijek reakcije pracen je TLC-om.
Po zavrSetku reakcije otapalo je upareno, a reakcijska smjesa je prociS¢ena kolonskom

kromatografijom u eluensu CH,Cl,—MeOH.

1,4-bis((1-(2-(4-klor-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-7-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-
il)metoksi)benzen (6a)

Spoj 6a prireden je prema gore navedenom postupku iz spoja 4 (Metoda A: 50 mg, 0,27
mmol; Metoda B: 50 mg, 0,27 mmol; Metoda C: 21,97 mg; 0,11 mmol) i spoja 2a (Metoda A:
132,24 mg, 0,59 mol; Metoda B: 123,24 mg, 0,59 mmol; Metoda C: 58 mg; 0,44 mmol). Nakon
proc¢is¢avanja kolonskom kromatografijom (CH,Cl,:MeOH = 50:1) izoliran je spoj 6a kao bijeli
prah (Metoda A: 83,5 mg, 49 %; Metoda B: 40,4 mg; 24 %, Metoda C: 40,0 mg; 54 %; T; = 234—
239 °C). *H NMR (300 MHz, DMSO) & 8,54 (2H, s, H-2), 8,01 (2H, s, H-5), 7,49 (2H, d, J =
3,6 Hz, H-6), 6,89 (4H, s, Ph), 6,57 (2H, d, J = 3,6 Hz, H-5), 4,98 (4H, s, CH,), 4,89-4,83 (4H,
m, CH,CH,), 4,79-4,73 (4H, m, CH,CH,). *C NMR (151 MHz, DMSO) & 152,19 (Ph-q),
150,72 (C-4), 150,55 (C-7a), 150,27 (C-2), 142,98 (C-4"), 131,10 (C-6), 124,68 (C-5", 116,69
(C-4a), 115,57 (Ph), 98,79 (C-5), 61,39 (CHy), 48,99 (CHy), 44,65 (CH,). MS (ESI, m/z) 631,2
[M+H]".
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4,4'-bis((1-(2-(4-klor-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-7-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi)-1,1'-
bifenil (6b)

Spoj 6b prireden je prema gore navedenom postupku iz spoja 5 (Metoda A: 50 mg, 0,19
mmol; Metoda B: 50 mg, 0,19 mmol; Metoda C: 29,37 mg; 0,11 mmol) i spoja 2a (Metoda A:
93,06 mg, 0,42 mol; Metoda B: 93,06 mg, 0,42 mmol; Metoda C: 55 mg; 0,24 mmol). Nakon
procisc¢avanja kolonskom kromatografijom (CH,Cl,:MeOH = 50:1) izoliran je spoj 6b kao bijeli
prah (Metoda A: 46,4 mg, 48 %; Metoda B: 47,2 mg; 48 %, Metoda C: 26,2 mg; 38 %; T; > 260
°C). 'H NMR (600 MHz, DMSO) & 8,54 (2H, s, H-2), 8,06 (2H, s, H-5"), 7,54 (4H, d, J = 8.7
Hz, Ph), 7,49 (2H, d, J = 3.6 Hz, H-6), 7,03 (4H, d, J = 8.7 Hz, Ph), 6,56 (2H, d, J = 3.6 Hz, H-
5), 5,08 (4H, s, CH,), 4,90-4,86 (4H, m, CH,CHj), 4,79-4,75 (4H, m, CH,CH,). *C NMR (75
MHz, DMSO) § 157,06 (Ph-q), 150,71 (C-4), 150,53 (C-7a), 150.23 (C-2), 142.79 (C-4"), 132.54
(Ph-q), 131,07 (C-5), 127,21 (Ph), 124,75 (C-5'), 116,67 (C-4a), 115,12 (Ph), 98,75 (C-6), 61,01
(CHy), 48,99 (CHy,), 44,62 (CH,). MS (ESI, m/z) 707,2 [M+H]".

1,3-bis(1-(2-(4-klor-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-7-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propan (6c)
Spoj 6¢ prireden je prema gore navedenom postupku iz 1,6-heptadiina (Metoda A: 100
mg, 1,09 mmol; Metoda B: 50 mg, 0,54 mmol; Metoda C: 10,51 mg; 0,11 mmol) i spoja 2a
(Metoda A: 534,31 mg, 2,4 mol; Metoda B: 264,48 mg, 1,19 mmol; Metoda C: 56,0 mg; 0,25
mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom (CH,Cl,:MeOH = 50:1) izoliran je
spoj 6¢ kao bijeli prah (Metoda A: 238,6 mg, 41 %; Metoda B: 183,0 mg; 58 %, Metoda C: 26,6
mg; 41 %; T, =208 — 210 °C).
'H NMR (300 MHz, DMSO) & 8,54 (2H, s, H-2), 7,62 (2H. s, H-5), 7,52 (2H, d, J = 3,6 Hz, H-
6), 6,59 (2H, d, J = 3,6 Hz, H-5), 4,87-4,67 (8H, m, CH,CH,), 2,43 (4H, t, J = 7,4 Hz,
CH,CH,CH,), 1,75-1,57 (2H, m, CH,CH,CH,). *C NMR (75 MHz, DMSO) & 150,70 (C-4),
150,53 (C-7a), 150,19 (C-2), 146,34 (C-4"), 131,11 (C-6), 122,14 (C-5"), 116,67 (C-3a), 98,73
(C-5), 48,80 (CHy), 44,69 (CH,), 28,73 (CH>), 23,97 (CH,). MS (ESI, m/z) 537,1 [M+H]".
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7,7'-(((oksibis(metilen))bis(1H-1,2,3-triazol-4,1-diil))bis(etan-2,1-diil))bis(4-klor-7H-
pirrolo[2,3-d]pirimidin) (6d)

Spoj 6d prireden je prema gore navedenom postupku za metodu C iz propargil-etera
(Metoda C: 100 mg; 1,06 mmol) i spoja 2a (Metoda C: 495,57 mg; 2,33 mmol). Nakon
procis¢avanja kolonskom kromatografijom (CH,Cl,:MeOH = 50:1) izoliran je spoj 6d kao bijeli
prah (Metoda C: 290,1 mg; 51 %; T, = 206 — 208 °C). *H NMR (300 MHz, DMSO) & 8,54 (2H,
s, H-2), 7,93 (2H, s, H-5"), 7,52 (2H, d, J = 3,6 Hz, H-6), 6,59 (2H, d, J = 3,6 Hz, H-5), 4,89—
4,83 (4H, m, CH,CH,), 4,80-4,74 (4H, m, CH,CH,), 4,34 (4H, s, CH,OCH,). *C NMR (75
MHz, DMSO) & 150,69 (C-4), 150,53 (C-7a), 150,21 (C-2), 143,53 (C-4'), 131,10 (C-6), 124,30
(C-5), 116,68 (C-4a), 98,75 (C-5), 61,95 (CH,), 48,91 (CH,), 44,65 (CH,). MS (ESI, m/z) 539,1
[M+H]".

4-Klor-7-(2-(4-(((4'-(prop-2-in-1-iloksi)-[1,1'-bifenil]-4-il)oksi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-
iletil)-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin (7b)

Spoj 7b prireden je prema gore navedenom postupku za metodu C iz spoja 5 (Metoda C:
29,37 mg; 0,11 mmol) i spoja 2a (Metoda C: 55 mg; 0,24 mmol). Nakon procis¢avanja
kolonskom kromatografijom (CH,Cl,;:MeOH = 50:1) izoliran je spoj 7b kao zuckasti prah
(Metoda C: 13,2 mg; 24 %:; T, = 234 — 238 °C). 'H NMR (300 MHz, DMSO) & 8,54 (1H, s, H-
2), 8,05 (1H, s, H-5), 7,62-7,49 (4H, m, Ph), 7,49 (1H, d, J = 3,6 Hz, H-6), 7,16-6,92 (4H, m,
Ph), 6,57 (1H, d, J = 3,6 Hz, H-5), 5,08 (2H, s, OCHy), 4,91-4,84 (2H, m, J = 5,4 Hz, CH,CH,),
4,82 (2H, d, J = 2,3 Hz, CH,CCH), 4,80-4,74 (2H, m, CH,CH,), 3,58 (1H, t, J = 2.3 Hz,
CH,CCH). MS (ESI, m/z) 485,1 [M+H]".

4-Klor-7-(2-(4-(pent-4-in-1-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etil)-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin (7c)

Spoj 7c prireden je prema gore navedenom postupku iz 1,6-heptadiina (Metoda B: 50 mg,
0,54 mmol; Metoda C: 10,51 mg; 0,11 mmol) i spoja 2a (Metoda B: 264,48 mg, 1,19 mmol;
Metoda C: 56,0 mg; 0,25 mmol). Nakon prociS€avanja kolonskom kromatografijom
(CH2CI;:MeOH = 50:1) izoliran je spoj 7c¢ kao zuckasto kruto ulje (Metoda B: 51,5 mg; 30 %,
Metoda C: 7,8 mg; 23 %). "H NMR (300 MHz, DMSO) 5 8,55 (1H, s, H-2), 7,65 (1H, s, H-5",
7,52 (1H, d, J = 3,6 Hz, H-6), 6,60 (1H, d, J = 3,6 Hz, H-5), 4,97-4,64 (4H, m, CH,CH,), 2,78
(1H, t, J = 2,6 Hz, CH), 2,58 (2H, t, J = 7,4 Hz, CH,), 2,08 (2H, td, J = 7,1, 2,6 Hz, CH,), 1,71—
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1,53 (2H, m, CH,). *C NMR (151 MHz, DMSO) & 150,78 (C-4), 150,63 (C-7a), 150,20 (C-2),
146,05 (C-4'), 131,11 (C-6), 122,28 (C-5), 116,73 (C-4a), 98,83 (C-5), 84,06 (CCH), 71,42
(CCH), 48,88 (CH,), 44,71 (CH,), 27,85 (CH,), 23,78 (CH,), 17,01 (CH,). MS (ESI, m/z) 315,1
[M+H]".

3.3.7. Opéeniti postupak priprave 6-aminskih bis-pirolo[2,3-d]pirimidinskih derivata
Odgovarajuc¢i bis-pirolo[2,3-d]pirimidinski derivat (6a—6d) i ciklicki amin (4 eq)

otopljeni su u 3 mL vode. Reakcijska smjesa mijeSana je u mikrovalnom reaktoru pri 100 °C 1

400 W. Tijek reakcije pracen je TLC-om. Po zavrsetku reakcije smjesa isprana je s acetonitrilom.

Nastali talog je filtriran kroz sinter lijevak, ispran vodom i su$en u su$ioniku.

1,3-bis(1-(2-(4-(piperidin-1-il)-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-7-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-
il)propan (8c)

Prema gore navedenom postupku iz spoja 6¢ (50 mg; 0,09 mmol) i piperidina (0,04 mL,
0,37 mmol) prireden je spoj 8¢ kao bijeli prah (51,3 mg, 87 %:; T, = 145-147 °C). *H NMR (600
MHz, DMSO) & 8,11 (2H, s, H-2), 7,57 (2H, s, H-5"), 6,92 (2H, d, J = 3,7 Hz, H-6), 6,50 (2H, d,
J =3,7 Hz, H-5), 4,73 (4H, t, J = 5,9 Hz, CH,CH,), 4,60 (4H, t, J = 5,9 Hz, CH,CH,), 3,98-3,64
(8H, m, CHy), 2,47 (8H, t, J = 7,4 Hz, CH,CH,CH,), 1,76-1,69 (2H, m, CH,CH,CH,), 1,66-1,60
(4H, m, CH,), 1,56-1,50 (8H, m, CH,). MS (ESI, m/z) 635,4 [M+H]".

7,7'-(((oksibis(metilen))bis(1H-1,2,3-triazole-4,1-diil))bis(etan-2,1-diil))bis(4-(piperidin-1-
il)-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin) (8d)

Prema gore navedenom postupku iz spoja 6d (50 mg; 0,09) i piperidina (0,04 mL, 0,37
mmol) prireden je spoj 8d kao bijeli prah (34,7 mg, 59 %; T, = 141-147 °C). *H NMR (300
MHz, DMSO) 8 8,12 (2H, s, H-2), 7,90 (2H, s, H-5"), 6,95 (2H. d, J = 3,1 Hz, H-6), 6,51 (2H, d,
J = 3,1 Hz, H-5), 4,84-4,75 (4H, m, CH,CH,), 4,66-4,58 (4H, m, CH,CH,), 4,38 (4H, s,
CH,OCH,), 3,92-3,66 (4H, m, CH,), 1,73-1,43 (8H, m, CH,). *C NMR (75 MHz, DMSO) &
156,13 (C-4), 150,72 (C-7a), 150,66 (C-2), 143,47 (C-4"), 124,25 (C-5"), 123,92 (C-6), 102,13
(C-4a), 100,93 (C-5), 61,99 (CH,), 48,97 (CH,), 46,15 (CHy), 43,96 (CH,), 25,42 (CH,), 24,17
(CHy). MS (ESI, m/z) 637,4 [M+H]".
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1,4-bis((1-(2-(4-(pirolidin-1-il)-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-7-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-
il)metoksi)benzen (9a)

Prema gore navedenom postupku iz spoja 6a (50 mg; 0,10) i pirolidina (0,04 mL, 0,40
mmol) prireden je spoj 9a kao bijeli prah (46,3 mg, 65 %; T, = 193-199 °C). ‘H NMR (300
MHz, DMSO) & 8,09 (2H, s, H-2), 8,00 (2H, s, H-5"), 6,89 (4H, s, Ph), 6,84 (2H, d, J = 3,5 Hz,
H-6), 6,48 (2H, d, J = 3,6 Hz, H-5), 5,00 (4H, s, CH>), 4,80 (4H, t, J = 5,6 Hz, CH,CHy,), 4,62
(4H, t, J = 5,6 Hz, CH,CH,), 3,67 (8H, s, CH,), 1,93 (8H, s, CH,). *C NMR (75 MHz, DMSO)
8 154,66 (C-4), 152,20 (C-7a), 151,20 (C-2), 149,77 (Ph-q), 142,91 (C-4'), 124,47 (C-5'), 123,35
(C-6), 115,65 (Ph), 102,61 (C-4a), 100,74 (C-5), 61,53 (CH,), 49,04 (CH,), 47,42 (CH,), 43,83
(CH,). MS (ESI, m/z) 701,4 [M+H]".

1,3-bis(1-(2-(4-(pirolidin-1-il)-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-7-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-
il)propan (9c)

Prema gore navedenom postupku iz spoja 6¢ (50 mg; 0,09) i pirolidina (0,04 mL, 0,37
mmol) prireden je spoj 9c kao bijeli prah (53,1 mg, 97 %; T; = 170 — 174 °C). *H NMR (300
MHz, DMSO) 8 8,07 (2H, s, H-2), 7,54 (2H, s, H-5"), 6,87 (2H, d, J = 3,5 Hz, H-6), 6,48 (2H, d,
J =3,6 Hz, H-5), 4,73 (4H, t, J = 5,7 Hz, CH,CH,), 4,59 (4H, t, J = 5,6 Hz, CH,CH,), 3,64 (8H,
s, CHy), 246 (4H, t, J = 7,4 Hz, CH,CH,CHy), 1,91 (8H, s, CHy), 1,79-1,62 (2H, m,
CH,CH,CH,). MS (ESI, m/z) 307,3 [M+H]".

7,7'-(((oksibis(metilen))bis(1H-1,2,3-triazol-4,1-diil))bis(etan-2,1-diil))bis(4-(pirolidin-1-il)-
7H-pirolo[2,3-d]pirimidin) (9d)

Prema gore navedenom postupku iz spoja 6d (50 mg; 0,09) i pirolidina (0,04 mL, 0,37
mmol) prireden je spoj 9d kao bijeli prah (35,9 mg, 65 %:; T, = 131-135 °C). *H NMR (300
MHz, DMSO) 8 8,07 (2H, s, H-2), 7,85 (2H, s, H-5"), 6,89 (2H, d, J = 2,2 Hz, H-6), 6,50 (2H, d,
J = 2,6 Hz, H-5), 4,84-4,73 (4H, m, CH,CHy), 4,69-4,56 (4H, m, CH,CH,), 4,36 (4H, s,
CH,0CH,), 3,64 (8H, s, CH.), 1,92 (8H, s, CH,). *C NMR (151 MHz, DMSO) & 154,66 (C-4),
151,15 (C-2), 149,78 (C-7a), 143,44 (C-4"), 124,10 (C-5", 123,30 (C-6), 102,58 (C-4a), 100,75
(C-5), 61,96 (CHy), 48,96 (CH,), 47,35 (CHy>), 43,84 (CH,). MS (ESI, m/z) 609,3 [M+H]".

35



7-(2-(4-((prop-2-in-1-iloksi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etil)-7H-tetrazolo[5,1-i]purin (10)

Propargil-eter (0,10 mL, 1,01 mmol), azidoetilni purinski izoster 3b (513,08 mg,
2,23mmol), Cu(0) (64,18 mg, 1,01 mmol) i CuSO,4 (1M, 0,51 mL) otopljeni su u DMF-u (1 mL)
I t-BUOH:H,O = 1:1 (2 mL). Reakcijska smjesa mijeSana je na sobnoj temperaturi 24h. Tijek
reakcije pracen je TLC-om. Po zavrSetku reakcije otapalo je upareno, a reakcijska smjesa je
procis¢ena kolonskom kromatografijom u eluensu CH,Cl,:CH3;OH = 10:1. Spoj 10 je izoliran
kao prozirni kristali (189,4 mg; 59 %; T;= 149-148 °C). *H NMR (300 MHz, DMSO) & 10,07
(1H, s, H-2), 8,39 (1H, s, 8-H), 7,95 (1H, s, H-5), 4,99-4,87 (4H, m, CH,CH,), 4,46 (2H, s,
CHy), 4,06 (2H, d, J = 2,4 Hz, CH,CCH), 3,44 (1H, t, J = 2,4 Hz, CH,CCH)."*C NMR (75 MHz,
DMSO) 6 145,36 (C-6), 143,29 (C-4), 142,25 (C-4"), 124,64 (C-5"), 119,64 (C-5), 79,87 (CCH),
77,42 (CCH), 61,74 (CH,), 56,39 (CHy), 48,88 (CHy)), 44,46 (CHy). MS (ESI, m/z) 325,1
[M+H]".

3.3.8. Opceniti postupak sinteze mono- i bis-6-aminskih purinskih derivata

Metoda A: Bis-alkin (1 eq), odgovaraju¢i azidoetilni purinski izoster (2a—2€) (2,2 eq),
Cu(0) (1 eq) i CuSO4 (1M, 0,5 eq) otopljeni su u DMF-u (1 mL) i t-BuOH:H,0O = 1:1 (2 mL).
Reakcijska smjese smjestena je u ultrazvuénu kupelj pri 80 °C, 1000 W i 35 kHz, 90 minuta.
Tijek reakcije pracen je TLC-om. Po zavrSetku reakcije otapalo je upareno, a reakcijska smjesa

je pro¢is¢ena kolonskom kromatografijom u eluensu diklormetan-metanol.

Metoda B: Bis-alkin (1 eq), odgovarajuéi azidoetilni purinski izoster (2a—2e) (2,2 eq),
Cul (0,2 eq), N,N-diizopropiletilamin (4 eq) i octena kiselina (4 eq) otopljeni su u diklormetanu
(1 mL). Reakcijska smjesa mijeSana je na sobnoj temperature 3 dana. Tijek reakcije pracen je
TLC-om. Po zavrSetku reakcije otapalo je upareno, a reakcijska smjesa je procis¢ena kolonskom

kromatografijom u eluensu diklormetan-metanol.

Metoda C: Bis-alkin (1 eq), odgovarajuci azidoetilni purinski izoster (2a—2e) (2,2 eq),
Cu(0) (1 eq) i CuSO4 (1M, 0,5 eq) otopljeni su u DMF-u (1 mL) i t-BuOH:H,0 = 1:1 (2 mL).

Reakcijska smjesa mije$ana je na sobnoj temperature 5 dana. Tijek reakcije pracen je TLC-om.
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Po zavrSetku reakcije otapalo je upareno, a reakcijska smjesa je procis¢ena kolonskom

kromatografijom u eluensu diklormetan-metanol.

1,4-bis((1-(2-(6-(piperidin-1-il)-9H-purin-9-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi)benzen
(11a)

Spoj 11a prireden je prema gore navedenom postupku iz spoja 4 (50 mg; 0,27 mmol) i
spoja 2¢ (160,67 mg; 0,59 mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom
(CH2CI;:MeOH = 20:1) izoliran je spoj 11a kao bijeli prah (Metoda A: 121,1 mg, 61 %; Metoda
B: 67,5 mg; 36 %, Metoda C: 58,1 mg; 28 %; T; = 233-236 °C). *H NMR (300 MHz, DMSO) 5
8,18 (2H, s, H-2), 8,12 (2H, s, H-8), 7,83 (2H, s, H-5"), 6,90 (4H, s, Ph), 5,01 (4H, s, CH,), 4,87
(4H, t, J = 5,7 Hz, CH,CHy), 4,65 (4H, t, J = 5,7 Hz, CH,CH,), 4,16 (8H, s, CH,), 1,70-1,51
(12H, m, CH,). *C NMR (75 MHz, DMSO) & 153,21 (C-6), 152,42 (Ph-q), 152,06 (C-2),
150,60 (C-4), 143,26 (C-4"), 139,45 (C-8), 124,78 (C-5"), 118,87 (C-5), 115,86 (Ph), 61,69
(CHy), 48,76 (CHy>), 43,17 (CH,), 25,80 (CH,), 24,35 (CH,). MS (ESI, m/z) 731,4 [M+H]".

4,4'-bis((1-(2-(6-(piperidin-1-il)-9H-purin-9-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi)-1,1'-bifenl
(11b)

Spoj 11b prireden je prema gore navedenom postupku iz spoja 5 (50 mg; 0,19 mmol) i
spoja 2¢ (113,83 mg; 0,42 mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom
(CH.CI;:MeOH = 20:1) izoliran je spoj 11b kao bijeli prah (Metoda A: 70,4 mg, 46 %; Metoda
B: 74,0 mg; 48 %, Metoda C: 53,4 mg; 38 %:; T, = 221-225 °C). 'H NMR (300 MHz, DMSO) &
8,18 (2H, s, H-2), 8,16 (2H, s, H-8), 7,83 (2H, s, H-5"), 7,53 (4H, d, J = 8,8 Hz, Ph), 7,05 (4H, d,
J = 8,8 Hz, Ph), 5,12 (4H, s, CHy), 4,91-4,86 (4H, m, CH,CHy), 4,74-4,62 (4H, m, CH,CH,),
4,16 (8H, s, CHy), 1,69-1,51 (12H, m, CHy). *C NMR (151 MHz, DMSO) & 157,10 (Ph-q),
153,03 (C-6), 151,85 (C-2), 150,47 (C-4), 142,85 (C-4"), 132,58 (Ph-q), 127,21 (Ph), 124,67 (C-
5", 118,72 (C-5), 115,10 (Ph), 61,13 (CHy), 48,56 (CH,), 42,96 (CH,), 25,59 (CH,), 24,19
(CHy).

1,3-bis(1-(2-(6-(piperidin-1-il)-9H-purin-9-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propan (11c)
Spoj 11c prireden je prema gore navedenom postupku iz 1,6-heptadiina (0,06 mL; 0,54

mmol) i spoja 2c (324,06 mg; 1,19 mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom
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(CH2CI;:MeOH = 20:1) izoliran je spoj 11c kao bijeli prah (Metoda A: 178,6 mg, 52 %; Metoda
B: 78,4 mg; 23 %, Metoda C: 137,3 mg; 40 %; T, = 218-220 °C). *H NMR (300 MHz, DMSO)
§ 8,17 (2H, s, H-2), 7,81 (2H, s, H-8), 7,72 (2H, s, H-5"), 4,80 (4H, t, J = 5,6 Hz, CH,CH,), 4,62
(4H, t, J = 5,7 Hz, CH,CH,), 4,14 (4H, s, CH,), 1,86-1,69 (2H, m, CH,CH,CH,), 1,68-1,50
(12H, m, CH,). *C NMR (151 MHz, DMSO) & 153,04 (C-6), 151,84 (C-2), 150,46 (C-4),
146,45 (C-4"), 139,27 (C-8), 122,17 (C-5"), 118,72 (C-5), 48,39 (CH,), 43,05 (CH,), 28,66 (CH,),
25,59 (CHy), 24,20 (CHy), 24,07 (CHy). MS (ESI, m/z) 637,3 [M+H]".

9,9'-(((oksibis(metilen))bis(1H-1,2,3-triazole-4,1-diil))bis(etan-2,1-diil))bis(6-(piperidin-1-
il)-9H-purin) (11d)

Spoj 11d prireden je prema gore navedenom postupku za metodu C iz propargil-etera
(0,05 mL; 0,53 mmol) i spoja 2c¢ (301,17 mg; 1,17 mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom
kromatografijom (CH,Cl,:MeOH = 10:1) izoliran je spoj 11d kao zuta krutina (156,1 mg; 46 %).
'H NMR (600 MHz, DMSO) & 8,17 (2H, s, H-2), 8,03 (2H, s, H-8), 7,82 (2H, s, H-5"), 4,88
4,84 (4H, m, CH,CH,), 4,67-4,64 (4H, m, CH,CH,), 4,42 (4H, s, CH,OCH>), 4,13 (8H, s, CH>),
1,67-1,62 (4H, m, dt, CH,), 1,57— 1,51 (8H, m, CH,). MS (ESI, m/z) 639,3 [M+H]".

6-(piperidin-1-il)-9-(2-(4-((4-(prop-2-in-1-iloksi)fenoksi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etil)-9H-
purin (12a)

Spoj 12a prireden je prema gore navedenom postupku iz spoja 4 (50 mg; 0,27 mmol) i
spoja 2c (160,67 mg; 0,59 mmol). Nakon proc¢iséavanja kolonskom kromatografijom
(CH.CI;:MeOH = 20:1) izoliran je spoj 12a kao bijeli prah (Metoda B: 34,4 mg; 28 %, Metoda
C: 4,9 mg; 4 %; T, = 157-160 °C). *H NMR (300 MHz, DMSO) § 8;19 (1H, s, H-2), 8,12 (1H,
s, H-8), 7,83 (1H, s, H-5), 6,92 (4H, d, J = 1,9 Hz, Ph), 5,02 (2H, s, CH,), 4,87 (2H, t, J = 5,7
Hz, CH,CH,), 4,71 (2H, d, J = 2,4 Hz, CH,CCH), 4,66 (2H, t, J = 5,7 Hz, CH,CHy), 4,17 (4H, s,
CHy), 3,53 (1H, t, J = 2,4 Hz, CH,CCH), 1,74-1,48 (6H, m, CH,). *C NMR (75 MHz, DMSO)
6 153, 04 (C-6), 152,55 (Ph-q), 151,88 (C-2), 151,44 (Ph-q), 150,48 (C-4), 143,02 (C-4"), 124,61
(C-5), 118,74 (C-5), 115,84 (Ph), 115,59 (Ph), 77,97 (CCH), 61,54 (CH,), 55,86 (CH,), 48,54
(CHy>), 43,00 (CHy), 25,63 (CHy>), 24,22 (CH,). MS (ESI, m/z) 459,2 [M+H]".
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6-(piperidin-1-il)-9-(2-(4-(((4'-(prop-2-in-1-iloksi)-[1,1'-bifenil]-4-il)oksi)metil)-1H-1,2,3-
triazol-1-il)etil)-9H-purin (12b)

Spoj 12b prireden je prema gore navedenom postupku iz spoja 5 (50 mg; 0,19 mmol) i
spoja 2¢ (113,83 mg; 0,42 mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom
(CH2CI;:MeOH = 20:1) izoliran je spoj 12b kao bijeli prah (Metoda C: 31,2 mg; 31 %; T; = 184—
185 °C). *H NMR (300 MHz, DMSO) & 8,18 (1H, s, H-2), 8,16 (1H, s, H-8), 7,83 (1H, s, H-5"),
7,55 (4H, dd, J = 8,7, 6,4 Hz, Ph), 7,05 (4H, dd, J = 8,8, 1,9 Hz, Ph), 5,12 (2H, s, CH,), 4,88
(2H, t, J = 5,7 Hz, CH,CH,), 4,82 (2H, d, J = 2,3 Hz, CH,CCH), 4,66 (2H, t, J = 5,8 Hz,
CH,CHy), 4,16 (4H, s, CHy), 3,58 (1H, t, J = 2,3 Hz, CH,CCH), 1,73-1,50 (6H, m, CH,). MS
(ESI, m/z) 535,2 [M+H]".

9,9'-(((oksibis(methilen))bis(1H-1,2,3-triazol-4,1-diil))bis(etan-2,1-diil))bis(6-(piperidin-1-
il)-9H-purin) (12d)

Spoj 12d prireden je prema gore navedenom postupku iz spoja propargil-etera (50 mg;
0,53 mmol) i spoja 2c (318,6 mg; 1,17 mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom
(CH2CI;:MeOH = 20:1) izoliran je spoj 13d kao zuti prah (Metoda C: 155,2 mg; 46 %).
'H NMR (600 MHz, DMSO) & 8,17 (2H, s, H-2), 8,03 (2H, s, H-8), 7,82 (2H, s, H-5'), 4,88-4,84
(4H, m, CH,CHy), 4,67-4,64 (4H, m, CH,CH,), 4,42 (4H, s, CH,OCHy), 4,13 (4H, s, CH,),
1,67-1,62 (4H, m, CH,), 1,57-1,51 (8H, m, CHy).
MS (ESI, m/z) 639,3 [M+H]".

1,4-bis((1-(2-(6-(pirolidin-1-il)-9H-purin-9-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi)benzen (13a)

Spoj 13a prireden je prema gore navedenom postupku iz spoja 4 (50 mg; 0,27 mmol) i
spoja 2d (152,84 mg; 0,59 mmol). Nakon proc¢iséavanja kolonskom kromatografijom
(CH2CI;:MeOH = 20:1) izoliran je spoj 13a kao bijeli prah (Metoda A: 100,7 61 %; Metoda B:
101,9 mg; 61 %, Metoda C: 53,2 mg; 19 %; T, = 253-256 °C). ‘H NMR (300 MHz, DMSO) §
8,17 (2H, s, H-2), 8,09 (2H, s, H-8), 7,79 (2H, s, H-5), 6,90 (4H, s, Ph), 5,00 (4H, s, CH,), 4,94—
4,76 (4H, m, CH,CHy), 4,76-4,59 (4H, m, CH,CH,), 4,01 (4H, bs, CH,), 3,62 (4H, bs, CH,),
1,93 (8H, bs, CH,). *C NMR (151 MHz, DMSO) & 152,40 (Ph-q), 152,25 (C-6), 152,18 (C-2),
149,88 (C-4), 143,02 (C-4"), 124,53 (C-5"), 119,19 (C-5), 115,65 (Ph), 61,56 (CH), 48,56 (CH),
42,93 (CH,). MS (ESI, m/z) 703,3 [M+H]".
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4,4'-bis((1-(2-(6-(pirolidin-1-il)-9H-purin-9-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi)-1,1'-bifenil
(13b)

Spoj 13b prireden je prema gore navedenom postupku iz spoja 5 (50 mg; 0,19 mmol) i
spoja 2d (107,25 mg; 0,42 mmol). Nakon prociS¢avanja kolonskom kromatografijom
(CH.CI;:MeOH = 20:1) izoliran je spoj 13b kao bijeli prah (Metoda A: 110,5 mg, 75 %; Metoda
B: 118,4 mg; 80 %, Metoda C: 71,5 mg; 49 %; T, = 259-262 °C). *H NMR (300 MHz, DMSO)
§ 8,17 (2H, s, H-2), 8,14 (2H, s, H-8), 7,80 (2H, s, H-5, 7,53 (4H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 7,04 (4H,
d, J=8,7 Hz, Ph), 5,12 (4H, s, CH,), 4,92-4,85 (4H, m, CH,CH,), 4,70-4,63 (4H, m, CH,CH,),
4,00 (4H, bs, CH,), 3,61 (4H, bs, CH,), 1,92 (8H, bs, CH,). *C NMR (151 MHz, DMSO) &
157,05 (Ph-g), 152,37 (C-6), 152,07 (C-2), 149,84 (C-4), 142,79 (C-4"), 132,55 (Ph-q), 127,12
(Ph), 124,50 (C-5, 119,14 (C-5), 115,09 (Ph), 61,15 (CH,), 48,51 (CH,), 42,80 (CH,), 41,37
(CHy). MS (ESI, m/z) 779,40 [M+H]".

9,9'-(((oksibis(metilen))bis(1H-1,2,3-triazole-4,1-diil))bis(etan-2,1-diil))bis(6-(pirolidin-1-il)-
9H-purin) (13d)

Spoj 13d prireden je prema gore navedenom postupku iz spoja propargil-etera (50 mg;
0,53 mmol) i spoja 2d (301,3 mg; 1,17 mmol). Nakon proci§¢avanja kolonskom
kromatografijom (CH,Cl;:MeOH = 20:1) izoliran je spoj 13d kao zuti prah (Metoda C: 164,2
mg; 48 %). *H NMR (300 MHz, DMSO) & 8,16 (2H, s, H-2), 8,05 (2H, s, H-8), 7,81 (2H, s, H-
5", 4,86 (4H, s, CHy), 4,66 (4H, s, CHy), 4,40 (4H, s, CH), 3,97 (4H, s, CH,), 3,59 (4H, s, CH,),
1,91 (8H, s CH,).

9-(2-(4-(((4'-(prop-2-in-1-iloksi)-[1,1'-bifenil]-4-il)oksi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)ethil)-6-
(pirolidin-1-il)-9H-purin (14b)

Spoj 14b prireden je prema gore navedenom postupku iz spoja 5 (50 mg; 0,19 mmol) i
spoja 2d (107,25 mg; 0,42 mmol). Nakon proc¢iséavanja kolonskom kromatografijom
(CH.CI;:MeOH = 20:1) izoliran je spoj 14b kao zuc¢kasti prah (Metoda B: 60,5 mg; 61 %; T; =
134-137 °C). 'H NMR (300 MHz, DMSO) & 8,17 (1H, s, H-2), 8,14 (1H, s, H-8), 7,80 (1H, s,
H-5Y, 7,55 (4H, dd, J = 8,7, 7,1 Hz, Ph), 7,04 (4H, d, J = 8,7 Hz, Ph), 5,12 (2H, s, CH,), 4,91
4,86 (2H, m, CH,CH,), 4,83 (2H, d, J = 2,3 Hz, CH,CCH), 4,70-4,64 (m, J = 5,6 Hz, CH,CH,),
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4,01 (2H, s, CH,), 3,58 (1H, t, J = 2,3 Hz, CH,CCH), 3,14 (2H, s, CHy), 1,93 (4H, s, CH). MS
(ESI, m/z) 535,2 M+H]".

9,9'-((((1,4-fenilenbis(oksi))bis(metilen))bis(1H-1,2,3-triazole-4,1-diil))bis(etan-2,1-
diil))bis(9H-purin-6-amin) (15a)

Spoj 15a prireden je prema gore navedenom postupku iz spoja 4 (100 mg; 0,49 mmol) i
spoja 2e (200,73 mg; 1,08 mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom
(CH.CI;:MeOH = 20:1) izoliran je spoj 15a kao bijeli prah (Metoda A: 28,9 mg; 11 %; T, > 280
°C). 'H NMR (600 MHz, DMSO) § 8,11 (2H, s, H-2), 8,09 (2H, s, H-8), 7,80 (2H, s, H-5"), 7,20
(4H, s, NHy), 6,90 (4H, s, Ph), 5,01 (4H, s, CHy), 4,87 (4H, t, J = 5,8 Hz, CH,CH,), 4,65 (4H, t,J
= 5,8 Hz, CH, CH,). *C NMR (151 MHz, DMSO) & 155,63 (Ph-q), 152,22 (C-6), 152,14 (C-2),
149,34 (C-4), 142,90 (C-4"), 124,04 (C-5"), 118,46 (C-5), 115,69 (Ph), 61,71 (CH,), 48,29 (CH,),
42,61 (CH,). MS (ESI, m/z) 595,30 [M+H]".

9,9'-((propan-1,3-diilbis(1H-1,2,3-triazol-4,1-diil))bis(etan-2,1-diil))bis(9H-purin-6-amin)
(15¢)

Spoj 15¢ prireden je prema gore navedenom postupku iz 1,6-heptadiina (50 mg; 0,53
mmol) i spoja 2e (243,7,40 mg; 1,17 mmol). Nakon proci§¢avanja kolonskom kromatografijom
(CH,CI,:MeOH = 20:1) izoliran je spoj 15c¢ kao bijeli prah (Metoda C: 29,4 mg; 11 %, T, = 220-
224 °C). "H NMR (300 MHz, DMSO) & 8,10 (2H, s, H-2), 7,78 (2H, s, H-8), 7,75 (2H, s, H-5"),
7,16 (4H, s, NH), 4,80 (4H, t, J = 5,7 Hz, CH,CH),), 4,61 (4H, t, J = 5,7 Hz, CH,CH,), 2,77 (2H,
t,J =2,6 Hz, CH,CH,CHy), 1,68 (4H, p, J = 7,2 Hz, CH,CH,CH,).

9,9'-(((oksibis(metilen))bis(1H-1,2,3-triazol-4,1-diil))bis(etan-2,1-diil))bis(9H-purin-6-amin)
(15d)

Spoj 15d prireden je prema gore navedenom postupku iz propargil-etera (100 mg; 1,06
mmol) i spoja 2e (432,88 mg; 2,12 mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom
(CH.CI;:MeOH = 20:1) izoliran je spoj 15d kao zuti prah (Metoda C: 48,9 mg; 8 %, T; = 191-
193 °C). *H NMR (300 MHz, DMSO) & 8,11 (2H, s, H-2), 7,98 (2H, s, H-8), 7,80 (2H, s, H-5"),
7,20 (4H, s, NHy), 4,86 (4H, t, J = 5,3 Hz, CH,CH), 4,64 (4H, t, J = 5,2 Hz, CH,CH>), 4,41 (4H,
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s, CH,OCH,). *C NMR (151 MHz, DMSO) 5 155,80 (C-6), 152,36 (C-2), 149,41 (C-4), 143,59
(C-4"), 124,11 (C-5'), 118,51 (C-5), 62,10 (CH,), 56,65 (CH,), 48,47 (CH5), 42,89 (CHy).

9-(2-(4-((4-(prop-2-in-1-iloksi)fenoksi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etil)-9H-purin-6-amin
(16a)

Spoj 16a prireden je prema gore navedenom postupku iz spoja 4 (100 mg; 0,49 mmol) i
spoja 2e (200,73 mg; 1,08 mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom
(CH.CI;:MeOH = 20:1) izoliran je spoj 16a kao bijeli prah (Metoda C: 105,4 mg; 25 %; T > 250
°C). 'H NMR (300 MHz, DMSO) & 8,11 (2H, d, J = 1,7 Hz, H-2; H-8), 7,80 (1H, s, H-5'), 7,20
(2H, s, NH), 6,92 (4H, d, J = 1,6 Hz, Ph), 5,01 (2H, s, CHy), 4,87 (2H, t, J = 5,7 Hz, CH,), 4,72
(2H, d, J = 2,3 Hz, CH,CCH), 4,65 (2H, t, J = 5,7 Hz, CH,CH,), 3,53 (t, J = 2,3 Hz, CH,CH),).
3C NMR (75 MHz, DMSO) & 155,91 (Ph-q), 152,56 (C-6), 152,47 (C-2), 151,43 (Ph-q), 149,47
(C-4), 142,97 (C-4"), 140,46 (C-8), 124,62 (C-5"), 118,58 (C-5), 115,84 (Ph), 115,59 (Ph), 79,52
(CCH), 77,99 (CCH), 61,52 (CH,), 55,86 (CH,), 48,60 (CH,), 42,96 (CH;). MS (ESI, m/z)
391,20 [M+H]".

9-(2-(4-(pent-4-in-1-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etil)-9H-purin-6-amin (16c¢)

Spoj 16¢ prireden je prema gore navedenom postupku iz 1,6-heptadiina (50 mg; 0,53
mmol) i spoja 2e (243,7,40 mg; 1,17 mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom
(CH.CI;:MeOH = 20:1) izoliran je spoj 16¢ kao bijeli prah (Metoda B: 153,7 mg; 97 %, Metoda
C: 89,3 mg; 57 %; T, = 226228 °C). 'H NMR (600 MHz, DMSO) & 8,11 (1H, s, H-2), 7,78
(1H, s, H-8), 7,74 (1H, s, H-5"), 7,18 (2H, s, NH), 4,80 (2H, t, J = 5,8 Hz, CH,CH>), 4,61 (2H, t,
J =5,8 Hz, CH,CHy), 2,78 (1H, t, J = 2,6 Hz, CCH), 2,63 (2H, t, J = 7,5 Hz, CH>), 2,14 (2H, td,
J =71, 2,6 Hz, CH,), 1,72-1,65 (2H, m, CH,). *C NMR (75 MHz, DMSO) & 155,88 (C-6),
152,41 (C-2), 149,44 (C-4), 146,04 (C-4"), 140,49 (C-8), 122,22 (C-5'), 118,52 (C-5), 84,04
(CCH), 71,51 (CCH), 48,52 (CHy), 42,99 (CH,), 27,84 (CH,), 23,84 (CHy), 17,06 (CH,). MS
(ESI, m/z) 297,40 [M+H]".
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9-(2-(4-((prop-2-in-1-iloksi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etil)-9H-purin-6-amin (16d)

Spoj 16d prireden je prema gore navedenom postupku iz spoja propargil-etera (100 mg;
1,06 mmol) i spoja 2e (432,88 mg; 2,12 mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom
kromatografijom (CH,Cl,:MeOH = 20:1) izoliran je spoj 16d kao zuti prah (Metoda C: 20,8 mg;
7 %, Ty = 175-180 °C). *H NMR (300 MHz, DMSO) & 8,11 (1H, s, H-2), 8,02 (1H, s, H-8), 7,80
(1H, s, H-5"), 7,20 (2H, s, NHy), 4,85 (2H, t, J = 5,7 Hz, CH,CH,), 4,64 (2H, t, J = 5,7 Hz,
CH,CH,), 4,50 (2H, s, CH,), 4,09 (2H, d, J = 2,4 Hz, CH,CCH), 3,46 (1H, t, J = 2,4 Hz,
CH,CCH). *C NMR (151 MHz, DMSO) & 155,88 (C-6), 152,42 (C-2), 149,45 (C-4), 143,17
(C-4", 140,44 (C-8), 124,40 (C-5"), 118,55 (C-5), 79,94 (CCH), 77,37 (CCH), 61,76 (CH,),
56,30 (CHy), 48,59 (CH,), 42,96 (CH,).
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4. REZULTATI | RASPRAVA



4.1. Sinteze spojeva

U ovom radu pripravljeni su potencijalno bioloski aktivni N9-bis-triazolilni dimeri 6-
supstituiranih-7-deazapurina (6a-6d, 8c, 8d, 9a, 9c, 9d, Shema 1) i 6-supstituiranih purinskih
analoga (11a-11d, 13a, 13b, 13d, 15a, 15c, 15d, Shema 4) , klik* reakcijom iz purinskih i
pseudopurinskih azida (3a—3e) s alifatskim i aromatskim (4, 5) terminalnim dialkinima.
Aromatski dialkini 4 i 5 priredeni su reakcijom O-alkiliranja s propargil-bromidom (Shema 1).

HO—R—OH ——

hidrokinon; R= @ 4: R= @
4,4"bifenol; R= 5: R=

Shema 1. Reagensi i uvjeti: (i) K,CO3 (1,5 eq), propargil-bromid (1,5 eq), etanol/aceton (= 20
mL), refluks, 24 h.

Ciljani ~ 6-klor-7-deazapurinski  bis-triazolilni  dimeri  (6a—6d) priredeni su
regioselektivnom bakrom(l) kataliziranom Huisgenovom 1,3-dipolarnom cikoadicijom iz azido
derivata 3a i odgovaraju¢ih dialkina. N-alkiliranjem 6-klor-7-deazapurina l1a s kalijevim
karbonatom kao deprotoniraju¢im agensom i 1,2-dibrometanom, prireden je N-brometilni derivat
2a. Nukleofilnom supstitucijom s natrijevim azidom dobiven je N-azidoetilni derivat 3a kao
kljucni prekursor. U svrhu optimiranja reakcijskih uvjeta, tri sintetske metode provedene su u
pripravi Zeljenih spojeva. Usporedeno je vrijeme reakcije, iskoristenje te izvor Cu(l) soli (Tablica
1). Cu(l) katalizator je in situ prireden iz Cu(IT)sulfata i elementarnog bakra u reakcijama
potpomognutim ultrazvu¢nim valovima (metoda A) i klasiénom sintezom (metoda C), te iz
bakrovog(I)jodida u prisutnosti dusikovog liganda N,N-diizopropiletilamina i octene kiseline
(metoda B). U reakciji sa spojem 5 je, uz ciljane bis-triazolilne dimere, takoder izoliran i
monosupstituirani triazolni derivat 7b (metodom C), kao i u reakciji s 1,6-heptadiinom gdje je
nastao spoj 7c (metodama B i C). Priredeni bis-triazolilni dimeri su zatim mikrovalovima

potpomognutom nukleofilnom supstitucijom s odgovarajuéim aminom (piperidinom i
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pirolidinom) prevedeni u 6-amino supstituirane bis-triazolilne-7-deazapurinske (8c, 8d, 9a, 9c,

9d) derivate u dobrim iskoriStenjima (59-97%), koristec¢i vodu kao otapalo (Shema 2).

Cl Cl

Cl
Ty 2 ® e T
A H \N N \N N

N
1a 2a \\\ 3a \\\

Br N3
(i)

— =N
N\)\/X\/g/N k | \>
_ A <
— +
N — 6a.- 6 ) cl \\\
N

LJN < >_ N |
;X= 0 o |
=0 mxe p~ -, )

8c, &d

— —
\/ 9a, 9¢,9d \/

8c, 8d; Y= (Nj a; X= ,'O_Q_O\
9a-9d;Y= ! '

Shema 2. Reagensi i uvjeti: (i)1,2-dibrometan (1,2 eq), K.CO3 (1.2 eq), DMF (8-10 mL), s.t.,
24h; (ii) NaNs (4eq), H20 (2-3mL), aceton (15 mL), refluks, preko no¢i; (iii) odgovarajuéi
dialkin (1eq) i 3a (2,2 eq): Metoda A (US): Cu(0) (1eq), 1M otopina CuSO, (0,5 eq), t-
BUOH:H,0 = 1:1 (1 mL), DMF (1 mL), US, 80 °C, 1000 W, 1,5h; Metoda B (DIPEA): Cul
(0.2eq), DIPEA (4eq), HAc (4eq), CH,CI, (1 mL), s.t., 3 dana: Metoda C (ST): Cu(0) (1eq), 1M
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otopina CuSO4 (0.5 eq), t-BuOH:H,0O = 1:1 (1 mL), DMF (1 mL), s.t., 5 dana; (iv) odgovarajuéi
amin (4eq), KOH (2eq), H,0 (2 mL), MW, 400W, 100 °C, 10 min.

Supstitucijom 6-klorpurinskog brometilnog derivata 2b s natrijevim azidom prireden je
bis-azido derivat 3b, koji je u ravnotezi s tetrazolnim tautomerom. U prisutnosti bakra kao
katalizatora di-azido derivat 3b podlijeze redukciji pri ¢emu je izoliran N-azidoetilni adeninski
derivat (3e, Shema 3). U reakciji s izuzetno reaktivnim propargil-eterom izoliran je mono-
supstituirani produkt "klik" reakcije spoj 10, ¢ija je struktura potvrdena rendgenskom analizom
(slika 19).

-~

Cl cl /L\I l{l N3
N)IN\> () N)IN\> (i) N\N)j['\‘\> L N)IN\>

1b 2b Br Na Nj

3b

l(iii)
N=N
NANIN\)\/O\/ NZ

C :\>
5 3

/
N N—?
SN 10 3e Ny

Shema 3. Reagensi i uvjeti: (i)1,2-dibrometan (1,2 eq), K.CO3 (1.2 eq), DMF (8-10 mL), s.t.,
24h; (ii) NaNs (4eq), H20 (2-3mL), aceton (15 mL), refluks, preko no¢i; (iii) propargil-eter (1eq)
(2,2 eq): Metoda A (US): Cu(0) (1eq), 1M otopina CuSO, (0,5 eq), t-BuOH:H,O =1:1 (1 mL),
DMF (1 mL), US, 80 °C, 1000 W, 1,5h; Metoda B (DIPEA): Cul (0,2eq), DIPEA (4eq), HAc
(4eq), CH.ClI, (ImL), s.t., 3 dana: Metoda C (ST): Cu(0) (1eq), 1M otopina CuSO,4 (0,5 eq), t-
BuOH:H,O =1:1 (1 mL), DMF (1 mL), s.t., 5 dana.
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Slika 19. Rendgenska struktura spoja 10.

Zbog nezeljene supstitucije 6-klorpurina s natrijevim azidom nije bilo moguce prirediti
odgovarajuc¢e 6-klorpurinske dimere, te je predloZzen drugi sintetski put (Shema 4). U prvom
koraku je 6-klorpurinska baza (1b) supstituirana odgovaraju¢im aminima (pireridin i pirolidin),
koji su dalje N-alikiliranjem s dibrometanom i supstitucijom s natrijevim azidom dali N-
azidoetilne-6-aminosupstituirane derivate 3c, 3d i 3e. Ciljani 6-aminopurinski dimeri (11a-11d,
13a, 13b, 13d, 15a, 15c i 15d) priredeni su ultrazvu¢no potpomognutom (Metoda A) i klasicnom
sintezom (Metoda B), koriste¢i Cu(ll)sulfat i elementarni bakar kao izvor Cu(l) iona, te
reakcijom na sobnoj temperaturi koriste¢i bakrov(l) jodid u prisutnosti dusikovog liganda N,N-
diizopropiletilamina i octene kiseline (Metoda B). Primjenom Metoda B i C takoder su izolirani

nezeljeni monosupstituirani nusprodukti (12a, 12b, 14b, 16a, 16c i 16d).

Akusti¢na kavitacija u heterogenom sustavu (Metoda A) povecéala je prijenos mase i
elektrona s povrSine metala do organskog akceptora, te je pokazala bolju selektivnost i znatno
skrac¢ivanje vremena reakcije u odnosu na reakcije provedene na sobnoj temperaturi (s 5 dana na
1,5 h; Tablica 2). Metodama B i C izolirani su nezeljeni mono-supstituirani analozi. Koristenje

N-liganda (Metoda B), vrijeme reakcije skracuje se na 3 dana u odnosu na Metodu C.
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Shema 4. Reagensi i uvjeti: (i) 1,2-dibrometan (1,2 eq), K.CO3 (1,2 eq), DMF (8-10 mL), s.t.,
24h; (ii) NaNs (4eq), H20 (2-3mL), aceton (15 mL), refluks, preko no¢i; (iii) odgovarajuéi
dialkin (1eq) i azid (3c—3e) (2,2 eq): Metoda A (US): Cu(0) (1eq), 1M otopina CuSO, (0,5 eq),
t-BuOH:H,0 = 1:1 (1 mL), DMF (1 mL), US, 80 °C, 1000 W, 1,5h; Metoda B (DIPEA): Cul
(0,2eq), DIPEA (4eq), HAc (4eq), CH,CI, (ImL), s.t., 3 dana: Metoda C (ST): Cu(0) (1eq), 1M
CuSOq (0,5 eq), t-BuOH:H,0 = 1:1 (1 mL), DMF (1 mL), s.t., 5 dana, (iv) odgovarajuci amin
(4eq), KOH (2eq), H,0O (2 mL), MW, 400W, 100 °C, 10 min.
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Tablica 2. Prikaz iskoristenja sinteze ovisno o koriStenoj metodi, bazi i premosnici.

Baza Premosnica, R | Spoj IskoriStenje/ %
’ PO) ™Vetoda A7 | Metoda B® | Metoda C°
Bis 49 24 54
Cl @ Mono - - -
N \ Bis 34 35 33
:I} Mono i - 24
R cH Bis 41 63 45
2 Mono - 35 23
@ Bis 61 36 28
O Mono - 29 4
N -
. . Bis 48 48 38
m Q O Mono - 31 -
x N Bis 52 21 40
" CH, Mono - 10 -
Bis 51 61 28
<N) @ Mono - - R
Bis 75 80 49
m Mono - 61 -
Ny N Bis 50 58 41
) CH Mono - 51 7
@ Bis 11 - R
i Mono - - 25
Z . . Bis - - -
m Q O Mono - - -
\N N
Bis - 95 55
CH, Mono - - 11

®Metoda A, uvjeti: Cu(0), CuSO,, US, 1000W, 80°C, 90 min.
®Metoda B, uvjeti: Cul, DIPEA, AcOH, CH,Cl,, s.t., 3 dana
“Metoda C, uvjeti: Cu(0),CuSQ,, s.t., 5 dana



4.2. Analiza spektara 'H i *C NMR spektroskopije te masene spektrometrije

Strukture svih priredenih spojeva odredene su na temelju kemijskih pomaka, veli¢ine
signala, veli¢ine i multipliciteta rezonancija te H-H konstanti sprega. 7-deazapurinski derivati u
aromatskom podru¢ju pokazuju karakteristi¢ne signale pirolopirimidinskog prstena H-2 (~ 8
ppm), H-5 (~ 6.6 ppm) i H-6 (~ 7.7 ppm) (slika 20), dok purinski analozi posjeduju
karakteristi¢ne signale prstena H-2 i H-8 (slika 21). Prisutnost triazolnog prstena potvrdena je
karakteristiénim signalom protona H-5' 1,2,3-triazolnog prstena (~ 8 ppm). Monosupstituirani
nusprodukti, pokazuju karakteristiCan triplet terminalnog alkina na 3,5 ppm. Strukture
novopripravljenih  spojeva su dodatno potvrdene kvalitativnom analizom masenom

spektrometrijom (slika 22).
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Slika 20. *H NMR spektar spoja 9c
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5. ZAKLJUCAK



U ovom radu uspjeSno je provedena sinteza novih potencijalno bioloski aktivnih 1,4-
disupstituiranih bis-1,2,3-triazolilnih dimera 6-supstituiranih-7-deazapurina (6a—6d, 8c, 8d,
9a, 9c, 9d) i 6-supstituiranih purinskih analoga (11a-11d, 13a, 13b, 13d, 15a, 15c, 15d).

Odgovarajuce 7-deazapurinske i purinske baze prevedeni su u N-brometilne derivate (2a—2e)
alkiliranjem s 1,2-dibrometanom, te su zatim nukleofilnom supstitucijom prevedeni u

odgovarajuce azide (3a—3e), kao kljucni prekursori za sintezu bis-triazolilnih dimera.

Bis-triazolni derivati priredeni su azid-alkin cikloadicijom kataliziranom bakrom(I) izmedu
odgovarajueg azida 1 4 razli¢ita dialkina. Reakcije su provodene u razliitim
uvjetima:primjenom ultrazvuka uz poviSenu temperaturu, klasiénom sintezom pri sobnoj
temperaturi te kombinacijom katalizatora, duSikovog liganda i octene kiseline na sobnoj

temperaturi.

Ultrazvuéno potpomognute reakcije pokazale su se selektivnim za dobivanje bis-triazolnih
produkata u znatno krac¢em vremenu reakcije u odnosu na reakcije provedene na sobnoj

temperaturi.

6-amino supstituirani analozi priredeni su reakcijama potpomognutim mikrovalovima s

odgovarajuc¢im ciklickim aminima u dobrom iskoristenju.

Novopripravljenim spojevima potvrdena je struktura primjenom 'H i ®C NMR

spektroskopije te masene spektrometrije.

Novopripravljeni spojevi ispitat ¢e se na antiproliferativna djelovanja na zlo¢udne stanice

tumora kod Covjeka.
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