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Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra organické a bioorganické chemie

Doktorsky studijni program Bioorganicka chemie

Kandidat: Ing. Vladimir Finger

Skolitel: doc. PharmDr. Jaroslav Roh, Ph.D.

Néazev disertaéni prace: Syntéza derivatii purinu s potencialni antimykobakterialni
aktivitou

Predkladand disertacni prace v teoretické ¢asti struéné shrnuje zdkladni udaje o tuberkuldze
(TB), tedy infekénim onemocnéni, které je zptisobeno bakterii Mycobacterium tuberculosis
(Mtb.). Jsou zde uvedena epidemiologickd data vydavana v kazdoro¢nim reportu Svétové
zdravotnické organizace (WHO) a struktury 1é¢iv vyuzivanych v soucasné terapii TB.
V teoretické Casti je dale strucné pfiblizena 1écba TB a jsou zde zminény Etyfi slouceniny, které
jsou v soucasné dob€ ve druhé fazi klinického testovani. Mechanismem u¢inku téchto latek je
inhibice enzymu dekaprenylfosforyl-B-D-rib6za-2 "-epimerazy, konkrétn€ podjednotky DprE1.
Tento enzym hraje vyznamnou roli v syntéze mykobakteridlni stény. Dalsi ¢ast disertacni prace
shrnuje  vysledky vyzkumu tykajici se potencidlnich purinovych a pyrrolo[3,2-
d]pyrimidinovych antituberkulotik odvozenych od purin-6-onu 10. Derivat 10 byl identifikovan
jako sloucenina se stfedni anti-TB ucinnosti (MICoo(Mth) = 4 pM) v radmci screeningu
provadéného farmaceutickou firmou Eli Lilly jako souc¢ast programu Eli Lilly Open Innovation.
U pfiipravené purinové a pyrrolo[3,2-d]pyrimidinové série byl definovany vztah mezi
strukturou a u¢inkem (SAR) s ohledem antimykobakterialni aktivity proti Mtb, Mycobacterium
kansasii, Mycobacterium avium, multilékové rezistentnim kmenim Mrb (MDR-TB) a
extenzivné rezistentnim kmentim Mth (XDR-TB). U vybranych slouCenin byla stanovena
rovnéz antibakteridlni aktivita (proti G+ a G- bakteriim), mikrosomalni stabilita, stabilita
v plasmé, cytotoxicita a rozpustnost sloucenin ve vod¢. V purinové sérii byly identifikovany tfi
nejucinnéjsi derivaty s oznacenim 53, 61 a 72 se shodnou anti-TB aktivitou (MICge9 = 1 pM).
U purinové série byl stanoven mechanismus antimykobakteridlniho Gginku (MU), kterym je
inhibice enzymu DprEl. MU byl stanoven s vyuzitim genové sekvenace kmenti Mth
rezistentnich ke slouceniné¢ 10 a potvrzen pomoci sledovani osudu radioaktivné znac¢eného

substratu ([C'#]acetat) v mykobakteriich za a bez pfitomnosti latky 10.



V pyrrolo[3,2-d|pyrimidinové sérii jsme identifikovali dva vysoce ucinné derivaty 151 a 152
se shodnou anti-TB aktivitou nejen proti I¢kové citlivému kmenu Mtb (MICoo(Mtb) = 0,06 uM),
ale 1 prott MDR/XDR-TB kmenim (MICq9 = 0,06 puM). Tyto derivaty navic vykazaly
vyznamnou aktivitu i proti G+ bakteriim. Dale u nich byla stanovena cytotoxicita, solubilita,
mikrosomalni stabilita a v sou¢asné dobé je studovan jejich MU. Vyse zminéné vysledky vedly
k designu nového pyrimidinového typu potencialnich antituberkulotik, ktery je v soucasné dobé

na nasem pracovisti intenzivné studovan.



Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Organic and Bioorganic Chemistry

Doctoral Degree Program  Bioorganic Chemistry

Candidate: Ing. Vladimir Finger

Supervisor: Assoc. Prof. PharmDr. Jaroslav Roh, Ph.D.

Title of Doctoral Thesis: Synthesis of purine derivatives with potential antimycobacterial
activity

The theoretical part of this dissertation briefly summarizes basic data on tuberculosis (TB),
an infectious disease caused by Mycobacterium tuberculosis (Mtb.). The epidemiological data
published in the annual report of the World Health Organization (WHO) and the structure of
drugs used in current TB therapy are presented. The theoretical section also gives a brief
overview of the treatment of TB and mentions four compounds that are currently in phase II
clinical trials. The mechanism of action of these compounds is inhibition of the enzyme
decaprenylphosphoryl-B-D-ribose-2'-epimerase, specifically the DprE1 subunit. This enzyme
plays an important role in the synthesis of mycobacterial call wall. The next part of the
dissertation summarizes the results of research on potential purine and pyrrolo[3,2-
d]pyrimidine antituberculosis agents derived from purine-6-one 10. Compound 10 was
identified as derivative with moderate anti-TB activity (MICoo(Mth) = 4 uM) in a high-
throughput screening of pharmaceutical company Eli Lilly. Structure-activity relationships
(SARs) in both purine and pyrrolo[3,2-d]pyrimidine series were elucidated with respect to
antimycobacterial activity against Mtbh, Mycobacterium kansasii, Mycobacterium avium,
multidrug-resistant Mtb strains (MDR-TB) and extensively drug-resistant Mtb strains (XDR-
TB). and is commented. Results of antibacterial activity (against G+ and G- bacteria),
microsomal stability, plasma stability, cytotoxicity and water solubility of the most active

compounds are also presented.

In the purine series, three most active compounds 53, 61 and 72 with identical anti-TB activity
(MICg9 = 1 uM) were identified. For the purine series, the exact mechanism of their
antimycobacterial action, which is inhibition of the DprEl enzyme, was determined. The

mechanism of action was determined by using whole-genome sequencing of Mitb strains
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resistant to compound 10. In addition, target was confirmed by monitoring the fate of the
radiolabeled substrate ([C'#]acetate) in Mtb in the presence or absence of compound 10. In the
pyrrolo[3,2-d]pyrimidine series, we identified two highly potent derivatives 151 and 152 with
identical anti-TB activity against the drug-sensitive Mtb strain and also against MDR/XDR-TB
strains (MICg9 = 0.06 uM). Moreover, these derivatives also showed significant activity against
G+ bacteria. Furthermore, their cytotoxicity, solubility, microsomal stability was determined
and their mechanism of action is currently being studied. The above-mentioned results led to
the design of a new pyrimidine type of potential anti-TB agents, which is currently being

intensively studied at our institute.



Seznam pouzitych zkratek

AIDS
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CFZ

Clint
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directly observed therapy short-course

(kratkodoby 1écebny rezim s piimou a trvalou kontrolou uzivani
1¢kt)

dekaprenylfosforyl-p-D-arabin6za
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U.S. Food and Drug Administration
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gentamicin
virus lidské imunitni nedostatecnosti
lidské jaterni mikrosomy

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim
isoniazid

latentni forma tuberkulozy



MBC minimalni baktericidni koncentrace

MDR-TB multirezistentni tuberkuldza
MIC minimdlni inhibi¢ni koncentrace
MRSA methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus
Mtb Mycobacterium tuberculosis
NMR nuklearni magneticka rezonance
OFX ofloxacin

PZA pyrazinamid

RIF rifampicin

SAR vztah mezi strukturou a u¢inkem
STR streptomycin

TB tuberkuloza

THF tetrahydrofuran

TLC chromatografie na tenké vrstveé
WHO Svétova zdravotnicka organizace

XDR-TB extenzivné rezistentni tuberkuloza
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Uvod

Tuberkulo6za je infek¢ni onemocnéni zplisobené bakterii Mycobacterium tuberculosis, poprvé
objevené Robertem Kochem v roce 1882.! Podle zpravy, kterou vydava kazdy rok svétova
zdravotnickd organizace (WHO), se jedné o jednu z 10 nejcastéjSich pficin umrti zpisobené
jednim infek¢énim agens. Kazdoro¢né se TB nakazi kolem 10 miliont lidi a kolem 1,5 milionu
lidi této chorob¢é rocné podlehne. Toto onemocnéni se nejcastéji prenasi vzduchem pomoci
kapének, které se po vdechnuti dostavaji do plic. Nasledné muze dojit k propuknuti tzv. aktivni
formy TB, ktera, pokud se jedna o plicni TB, je doprovazena neustalym kaslem s vykaslavanim
hlenu, bolesti na hrudi, ztratou vahy, hore¢kou a noénim pocenim.>* Pokud Mtb napadne kosti,
mozek, srdce a/nebo lymfatické uzliny, tak mluvime o tzv. extrapulmondrni tuberkuléze. Tato
forma TB neni tolik infekéni jako plicni TB. Pokud vSak neni 1é¢ena, zejména u pacientil se
snizenou funkci imunitniho systému (HIV/AIDS) mtize mit stejn¢ fatalni diisledky jako plicni
TB.*

Mtb miize byt pfitomna v organismu nékolik desitek let, aniz by doslo k rozvinuti aktivni formy.
Tato tzv. latentni forma TB (LTBI) podle WHO postihuje dokonce aZz jednu ctvrtinu svétové
populace. K propuknuti aktivni formy pak dochédzi predev§im u imunosuprimovanych
pacientt.*

WHO shromazd’uje daje z 205 zemi svéta zahrnujici prevalenci, diagnostiku a dalsi fakta
tykajici se TB. Na zaklad¢ téchto informaci byl stanoven epidemiologicky plan, ktery obsahuje
"Cile udrzitelného rozvoje (SDGs)" a "Strategii pro ukonceni tuberkul6zy". Podle reportu
WHO jsou TB nejvice postizeny zemé z Asie (44 %) a Afriky (24 %), kde je hiife dostupna
Indonésie, Filipiny, Pakistian, Nigérie, Bangladés a Jihoafrickd republika.’ Nedostatecna
zdravotni péce, Spatné zasobovani léky proti TB a nedodrZzovani 1é€ebnych rezimi ze strany
pacientli vedly k rozvoji multirezistentni formy TB (MDR-TB), kterd je charakterizovana
rezistenci vii¢i dvéma nejucinngjsim lékiim tzv. prvni volby, isoniazidu (INH) a rifampicinu
(RIF). MDR-TB byla poprvé popsana v 80. letech 20. stoleti, kdy se objevily nové ptipady TB
nereagujici na standardni 1écebné rezimy.

Celosvétove jsou 3-4 % nové diagnostikovanych ptipadi TB klasifikovany jako MDR-TB.
WHO odhadovala v roce 2021 vyskyt ptiblizn€ 450 000 novych piipadi MDR-TB a
celosvétové jsou touto formou TB nejvice zasazeny Rusko, Pakistan, Indie, Cina, Indonésie,

Jihoafricka republika a Filipiny (Obr. 1). Pandemie COVID-19 vyrazné ztizila 1écbu MDR-TB.
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V duisledku Spatného zasobovani 1€éky bylo pfiblizné 15 % pacienti s MDR-TB neadekvatné
1é¢eno. Podle oficidlnich statistik WHO se 1écba MDR-TB stala dostupnou pouze jednomu ze
tf1 lidi na planeté.

Ze 450 000 novych piipadit MDR-TB se ptiblizn¢ 30 000 piipadi dale rozvine v extenzivné
rezistentni formu TB (XDR-TB). Kmeny XDR-TB jsou rezistentni vii¢i vSem [ékiim prvni linie,
fluorochinolonim a alespoii jednomu z injekéné podavanych antibiotik (amikacin,

kapreomycin, kanamycin).*

Number of cases

1000
10 000

o 9 100 000

South Africa

Obr. 1 Mapa incidence MDR-TB. Staty uvedené jmenovité na mapé patii mezi ty, kde je incidence MDR-
TB viibec nejvyssi (prevzato ze stranek WHO: https://www.who.int/teams/global-tuberculosis-
programme/tb-reports/global-tuberculosis-report-2022/tb-disease-burden/2-3-drug-resistant-tb).°
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Lécba TB

Standardni 1écba TB citlivé na Iéky (DS-TB) se jiz n€¢kolik desetileti nezmeénila, takze 1écCebna
opatfeni stanovend WHO dfive stale plati. Obecné lze fici, Zze smérnice WHO pro 1écbu TB
byly stanoveny na zdkladé dlouhodobych zkuSenosti ziskanych z klinickych studii s cilem
minimalizovat toxicitu 1ékii a zvySit pravdépodobnost uspésného vyléfeni. Zakladnim
léCebnym piistupem je vyuziti tzv. kratkodobého léCebného rezimu s pfimou a trvalou
kontrolou uzivani 1ékt (DOTS, zangl. directly observed therapy short-course). V tomto
1é¢ebném rezimu, s uspésnosti priblizne 82 %, je nejprve poddvand kombinace 1é¢iv tzv. prvni
volby po dobu dvou mésicti. Léky prvni volby piedstavuji Ctyii antimikrobialni latky —
isoniazid (INH), rifampicin (RIF), pyrazinamid (PZA) a ethambutol (EMB) (Obr. 2). Hlavnim
cilem této faze 1éCby je stabilizovat pacienta snizenim poctu aktivné rostoucich mykobakterii,
coz vede k vyraznému zlepSeni zdravotniho stavu a pacient prestava byt infekéni. Nésleduje
Ctyfmesicni terapie sestavajici z podavani INH a RIF. Lécebny rezim nerozliSuje mezi plicni a
mimoplicni TB, coz vSak neplati pro TB CNS, kosti a kloubt.. V takovych ptipadech je

prodlouZeni 1é¢by nevyhnutelné.”

LEKY PRVNI LINIE
HsC
(@) NHNH, CH; o \/[OH !
H5;C N H,C N
| SN 3 [ j)LNHz 3 H/\/ \(\CHg,
N N” OH
Isoniazid Rifampicin K/N‘CH3 Pyrazinamid Ethambutol
(1953) (1974) (1959) (1968)

Obr. 2 Struktury 1éciv prvni linie uzivanych v 1é¢bé TB. V zavorkdch je uveden rok schvileni Uradem

pro kontrolu potravin a léciv (Prevzato z literatury 8 — viz Priloha 2).°
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LEKY DRUHE LINIE
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Obr. 3 Struktury léciv druhé linie uzivanych v lécbé TB. V zavorkdch je uveden rok schvaileni FDA

(Prevzato z literatury 8 — viz Priloha 2).

Lécba rezistentnich forem (MDR-TB a XDR-TB) je ¢asové a financné narocnéjsi oproti 1écbe

DS-TB. K 1é¢bé se pouziva kombinace 1€Civ tzv. druhé fady (Obr. 3), a to podle doporuceni

vydavané WHO a ATS/CDC/ERS/IDSA smémice pro klinickou praxi. Usp&$nost 1é¢by téchto

forem TB se sice vyrazné zvysila po schvaleni tfech novych 1é¢iv (bedachilin, delamanid a

pretomanid), ale i pfes tento pokrok v terapii TB se uvadi tspésnost 1¢cby XDR-TB pouze
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34 %.°712 V poslednich letech byl zaznamenidn vyskyt kmenti Mtb rezistentnich vidi

bedachilinu, delamanidu a pretomanidu. '3!3

Nova lé¢iva schvalena k 1é¢bé rezistentnich forem TB

Bedachilin (BDQ; Obr. 4), zndmy rovnéz pod obchodnim nazvem Sirturo, byl schvalen pro
1é&bu MDR-TB a XDR-TB v roce 2012 americkym Ustavem pro kontrolu potravin a 1é¢iv
(FDA) jako soucast 1écebnych rezimti v kombinaci s jinymi anti-TB 1é¢ivy. Toto 1éCivo pattici
do skupiny diarylchinolinii je v soucasnosti jedinym schvalenym anti-TB lé¢ivem, které
inhibuje energicky metabolismus Mb. MU BDQ spoéiva v selektivni inhibici mykobakterialni
ATP syntazy, enzymu kli¢ového pro tvorbu adenosintrifosfatu (ATP). BDQ tc¢inné inhibuje rtst
bakterii TB a diky svému baktericidnimu uc¢inku je rovnéz i G€inny i proti latentni form¢ TB

(LTBI).!617

Dalsim schvalenym 1é¢ivem je delamanid (Obr. 4) patfici do skupiny bicyklickych
nitroimidazolli, ktery byl vyvinut farmaceutickou firmou Otsuka Pharmaceutical Co. Toto
1é¢ivo znamé také pod obchodnim ndzvem Deltyba bylo schvaleno americkou agenturou FDA
v roce 2014 k 1écbé MDR-TB a XDR-TB v kombinaci s jinymi antituberkulotiky. Delamanid
je v principu prolécivem, které je aktivovano mykobakterialni deazaflavin (Fa20)-dependentni
nitroreduktazou (Ddn). Tato aktivace pravdépodobné vede k uvolnéni oxidu dusnatého a
dalSich reaktivnich intermediati, které inhibuji syntézu keto a methoxy mykolovych kyselin a

rovné&Z narusuji respiracni systém Mtb.'®

V roce 2019 byl schvalen pretomanid (PA-824, Obr. 4) jako posledni 1é¢ivo k terapit MDR-TB
a XDR-TB, ktery se podava v rezimu BPaL jako kombinace s BDQ a linezolidem. Stejné jako
delamanid je i pretomanid prolécivem, které je aktivovdno Ddn a uvolnéné reaktivni formy

dusiku inhibuji syntézu mykolovych kyselin a ovliviiuji respiraéni systém Mtb.'%2°

ool Re
o O

NN
b XTI \Co)*?ﬁ s
H3C O/lQN N02

Bedachilin Delamanid Pretomanid
(2012) (2014) (2019)

Obr. 4 Struktury léciv schvalenych v minulé dekade k léecbe TB.
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Ve studii z roku 2023 byl navrzen novy mechanismus ucinku pro pretomanid a delamanid,
kterym je inhibice dekaprenylfosforyl-B-D-ribéza-2 -epimerdzy, konkrétné isoformy DprE2
(DprE2, EC: 1.1.1.333). Enzym DprE2 je spole¢né s DprE1 (EC:1.1.98.3) stézejni pro syntézu
arabinogalaktanu, klicové slozky mykobakterialni stény. DprE2 ma byt inhibovan metabolity
uvedenych 1é¢iv po prisluiné aktivaci Ddn.?!

Vyvoj novych 1éCiv k 1écbé TB

Hledani novych 1é¢iv se nejcastéji déje pomoci farmakologického screeningu. Fenotypovy
screening je pak nej¢astéji pouzivanym typem screeningu, ktery umoznuje objevit slouceniny
ovliviiyjici jeden nebo vice biologickych cili s celobunéénou aktivitou. Pfidanou hodnotou
tohoto screeningu je, ze umoziuje identifikovat i proléciva, kterd se stavaji u¢innymi teprve po
enzymatické biotransformaci. K vyhodam takového screeningu nadale patii moznost
identifikovat slouéeniny bez nutnosti znat jejich MU. Vedle toho tato stanoveni poukazuji pfimo
na schopnost lé¢iva prekonavat jinak velmi téZzce permeabilni mykobakteridlni sténu.
U sloucenin identifikovanych ve fenotypovém screeningu se tak strukturni optimalizace
zamétuji zejména na strukturni obmeény, které zvysuji uc¢innost, snizuji toxicitu a zlepSuji

farmakokineticky profil. 2%

Neznalost pesného MU miize byt rovnéz i nevyhodou, protoze provedené strukturni obmény
jsou velmi casto vedeny empiricky s vyuZivanim isosterie, navySeni/sniZzeni lipofility nebo
rozdilné elektronové distribuce v molekule, coz ma ¢asto za nasledek vétsi Casovou 1 financni
naroénost strukturnich optimalizaci. I ureni samotného MU miize byt v mnoha piipadech
neuspésné. Strukturni optimalizace mnohdy tenden¢né vede k vyuZiti strukturnich fragmentt,
které¢ mohou interferovat s vice biologickymi cili najednou (tzv. ,,promiskuitni farmakofory*).
Takové strukturni obmény sniZuji $anci piipravit potencialni 1é¢ivo s novym MU a &asto vedou
k sloucenindm se zkiizenou rezistenci vici jiz zavedenym IéCivim. Posledni nevyhodou
fenotypového screeningu je mald rozmanitost screeningovych knihoven. V disledku nizké
diverzity jsou objevovany znamé ttidy inhibitord, jejichz aktivita bude jen mirné vylepSena.
Ptfesto vSechno je tfeba zminit, Ze pravé s vyuzitim fenotypového screeningu bylo

identifikovano mnoho souasné pouZzivanych 1é¢iv.?32426-27

Na rozdil od fenotypového screeningu umoziuje koncept nadvrhu novych 1é€iv na piredem
znamém biologickém cili vyuziti in silico a dalSich teoretickych ptistupi, které mohou vyuzit
data z voln€ piistupnych databazi krystalografickych struktur (napt. PDB databaze). Tyto

strukturni obmény mohou ¢asto vést k latkdm s mnohem vyssi selektivitou a vyssi inhibicni
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aktivitou k danému biologickému cili. Problémem je, Ze fada takto pfipravenych vysoce
ucinnych a selektivnich inhibitor vykazuje nizkou celobunécnou aktivitu, zejména kvili
Spatné prostupnosti pies mykobakteridlni sténu, nebo nevhodnym farmakokinetickym
vlastnostem v podminkach in vivo. Tento screening rovnéz neni Casto schopen reflektovat i dalsi
biologické cile, na které¢ miize dana sloucenina ptsobit. Timto typem screeningu zatim nebyla

identifikovana 7adn4 slou¢enina uZivana k 16¢bé TB.23-2428:29

Nejnoveéjsi pristup v hledani novych 1éCiv proti TB miize nabidnout vyhody obou metod, tedy
jak fenotypového screeningu, tak i pfistupu vyuzivajici pfedem znamy biologicky cil (v

anglickém jazyce: target-based whole-cell screening).’*!

Slouceniny v klinickych studiich

V devadesatych letech minulého stoleti doslo k strmému narastu poctu novych ptipadu TB
v disledku rostouci rezistence na pouzivana 1éciva a vyskytu koinfekce HIV. Z tohoto diivodu
se vroce 2000 uskutecnila schiizka zastupct soukromého 1 vefejného sektoru v Jihoafrické
republice, kde byla diskutovana naléhava potieba vyvinout lepsi a efektivnéjsi 1é¢bu TB.3>3
Dnes, po vice nez dvaceti letech, se nachéazi v klinickych studiich 17 nadéjnych kandidati v
ruznych fazich klinického testovani (Tabulka 1). Z téchto 17 kandidéatti ma 10 z nich zcela novy
mechanismus U¢inku, pfi¢emz Ctyfi z nich inhibuji enzym DprE1 (TBA-7371, OPC-167832,
BTZ-043 a PBTZ169). Dva z téchto Ctyi inhibitorit DprE1, BTZ-043 a PBTZ169, obsahuji ve
struktufe benzothiazinonovy strukturni motiv. Zbyvajicich sedm sloucenin je strukturné
odvozeno uz od dfive schvéalenych 1é€iv. Téchto sedm kandidath tak potvrzuje pravidlo, Ze
nejcastéjSim piistupem k tvorbé novych Iéki je strukturni optimalizace/modifikace jiz

zavedeného 1é¢iva.>
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Tabulka 1 Léciva nachazejict se v soucasné dobé v riznych fazich klinickych testii. Jsou zde uvedeny
nazvy, chemické vzorce, zarazeni do strukturni skupiny, klinicka faze a biologicky cil.

Klinicka

Nazev Struktura Strukturni motiv fize Biologicky cil
CF,
. L Mykobakterialni
BVL-GSK098 FaC {/ amido-piperidin I o .
MN $ PP transkripéni regulator?’
0
o Katabolismus
HN . . . .
GSK2556286 . ;Nﬁv ,C( j@ pyrimidin-2,4-dion I ol
H
\
TBAJ-587 Diarylchinolin I ATP syntéza’®
TBAJ-876 Diarylchinolin I ATP syntéza’®
1 Syntéza proteinti (50S
TBI-223 Oxazolidinon ! ribosomalni podejednotky)*’
SPR720 Benzimidazol- I Syntéza DNA%
mocovina
BTZ043 S\(O\O Benzothiazinon Ila DprE1#
FsC N
o
Ho &1
o/\O F
3,4-
- N . > . IIb/I0 DprE1#?
OPC-167832 f/@ :@\ dihydrokarbostyril blle pr
(o] H F Cl
F
ocFy; 07
Pvrifazimin Destabilizace membrany
It azirne N N Riminofenazin Ila skrz produkci reaktivnich
(TBI-166) o forem kysliku®
P A orem kysliku
N
e
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TBA-7371

GSK3036656

Macozinone

(PBTZ169)

Telacebec

(Q203)

Sudapyridin
(WX-081)

Sutezolid

Delpazolid

SQ-109

HO

cl NH,

F3C

| _lno
o
‘ /N\
R o
OO
7,’/
(o]
R O
/N >ko

1,4-azaindol

Benzoxaborol

Benzothiazinon

Imidazopyridin-
amid

Triarylpyridin

Oxazolidinon

Oxazolidinon

Ethylendiamin

Ila

Ila

Ila

Ila

ITa/IIb

IIb

IIb

1Ib/111

DprE1#

Syntéza proteinu
(leucyl-tRNA syntetaza)*’

DprE1#

Inhibice QcrB*

ATP syntéza*t

Syntéza proteint (50S
ribosomélni podjednotky)*’

Syntéza proteint (50S
ribosomalni podjednotky)*®

Ml’an347’48

S ohledem smétovani disertacéni prace je dalsi teoretickd ¢ast orientovana na slouceniny BTZ-

043, PBTZ169, OPC-167832 a TBA-737. Tyto latky, kter¢ jsou shodn¢ ve druhé¢ fazi klinického
5). Enzym DprEl

testovani,

inhibuji

enzym DprEl

(Obr.

katalyzuje

oxidaci

dekaprenylfosforyl-D-ribézy (DPR) na dekaprenylfosforyl-D-2"-keto-erythro-pentofurandézu

(DPX), ktera je nasledné redukovana DprE2 (dekaprenylfosforyl-D-2-keto-erythro-pentdzo

reduktiza) na dekaprenylfosforyl-D-arabinézu (DPA).
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HaC_~ _ _ o\F,)/o/,, oy
1l
Dekaprenylfosforyl-D-rib6za (DPR) Misto epimerizace
FAD H,0, / menachinol
DprE1 ( > C
FADH, 0O, / menachinon
(o} O .
HaC - Y Z O\I:I’/O/I'ﬂ \OH
1
CH3 CH3 CH3 8 O O OH
Dekaprenylfosforyl-D-2-keto-erythro-pentofuranéza (DPX)
NADH
DprE2 <
NAD*
o} O .
H3C / / / O\ﬁ/olu . \OH
1l A
CH3 CH3 CH3 8 O HC)\‘ OH

Dekaprenylfosforyl-D-arabin6za (DPA)

Obr. 5 Epimerizace DPR na DPA pomoci DprE1/DprE2. Enzym DprEl inhibuji BTZ-043, PBTZ169,

OPC-167832 a TBA-7371. Enzym DprE2 je dle nejnovéjsich pozmnatkit pravdépodobné inhibovan

pretomanidem a delamanidem po piedchozi Ddn aktivaci (prevzato z lit.*”’).

Inhibitory DprE1 mtzeme dale délit na kovalentni a nekovalentni. Pfitomnost nitroskupiny je
urcujici pro kovalentni inhibici DprEl. Ta je metabolicky redukovana na reaktivni nitroso
intermediat, ktery se sulfanylovou skupinou Cys387 DprE1l vytvaii stabilni adukt v aktivnim
misté enzymu.’! Dva kovalentni inhibitory, BTZ-043 a PBTZ169, vykazuji vyssi anti-TB
aktivitu nez vSechna v sou€asnosti pouzivana antituberkulotika (BTZ043: MIC(Mtbh) = 1 ng/ml;
PBTZ169: MIC(Mth) < 0,19 ng/ml).>>> Nekovalentni inhibitory rovnéz piisobi v aktivnim
misté enzymu, avSak interakce se sulfanylem Cys387 neni pro jejich aktivitu nezbytna. Tento
fenomén nepiimo koreluje s vysokou aktivitou OPC-167832 a TBA-7371 proti kmenim Mtb
rezistentnich vici BTZ-043 s bodovou mutaci Cys387 (Cys387Ser). Nekovalentni inhibitory
OPC-167832 a TBA-7371 vykazuji srovnatelnou anti-TB aktivitu (OPC-167832: MIC(Mtb) =
0,5 ng/ml; TBA-7371: MIC(Mtb) = 0,5 ng/ml) s benzothiazinony BTZ-043 a PBTZ169.4>#

Derivéaty purinu s anti-TB aktivitou

Purinové derivaty jsou piirozené se vyskytujici slouceniny, které jsou soucésti biologicky

dalezitych systémi, jako jsou nukleové baze (guanin a adenin), ATP, alkaloidy (kofein,
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theobromin, theofylin) a jsou i soucasti nckterych skupin 1éCiv, napf. antivirotik a
antineoplastik.>*7 V literatufe je popsana i cela fada purinovych derivatd s anti-TB aktivitou,

toto téma je dobie shrnuté v piehledovém ¢lanku autorts Gruzdev et al.>®

U fady nukleosidovych
derivatii purinu je rovnéz znam i biologicky cil, protoze se autofi v téchto studiich soustiedili
zejména na inhibici specifického enzymu. Vysoké inhibi¢ni aktivita vii¢i danému enzymu se
vSak u téchto latek mnohdy neprojevila na celobunécné urovni, zejména s ohledem
nedostupnosti  biologického cile kvili lipofilni mykobakterialni bunétné sténé. U

nenukleosidovych derivat purinu vétSinou samotny biologicky cil zndm neni.

Purinové derivaty s anti-TB aktivitou lze rozdélit i podle polohy substituce na imidazolovém
kruhu. VétSina derivati s anti-TB aktivitou popsanych v literatufe je substituovana
v poloze 9-, protoze tato substituce se vyskytuje v biologicky vyznamnych systémech
popsanych vyse. Z tohoto divodu je substituce v poloze 7- raritni a derivati s anti-TB aktivitou
je tak popsano velice malo.>*®* Derivat se substituci v poloze 7- a s vysokou anti-TB aktivitou
proti H37Rv a MDR-TB kmenlim je napf. agelasin F (MIC = 3,13-6,25 pg/ml), ktery byl
izolovan z moiské houby Agelase nakamurai (Obr. 6).5%% Strukturni zjednoduseni agelasinu F
vedlo k derivatu 1 (Obr. 6), ktery vykazuje jesté vyssi anti-TB aktivitu (MIC < 0,2 ug/ml).%’
Nejvys$si in vitro anti-TB G€innost mezi 7-substituovanymi puriny vykazovaly derivaty

theofylin-7-octové kyseliny (MIC = 0,12 pg/ml pro nejucinnéjsi derivat 2; Obr. 6).%5®

H5C
¥\ CH3
OH
H5C
gHs 3 HN o,
. o) //§
7 N 7 o©O CHs
N+ - | 7 . H3C\ N
N7 Cl N N N
L LD Yy B
N~ oN N N 0~ N 9N
\ H3C N 9\ |
CH3 CHs CH3
agelasin F 1 2
MIC(Mtb) = 3,13 pg/mL MIC(Mtb) < 0,2 pg/mL MIC(Mtb) = 0,12 ug/mL

Obr. 6 7-Substituované puriny s vysokou anti-TB aktivitou popsané v literature.
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Cile prace

Cilem této prace bylo prozkoumat vztah mezi strukturou a i€¢inkem (SAR) slouceniny 10 (Obr.
7), ktera byla identifikovana ve screeningu nasi knihovny sloucenin, a na jejim zakladé
vyvinout slouceniny s optimalizovanymi in vitro vlastnostmi, pfedevSim vyssi anti-TB

aktivitou, niz8i cytotoxicitou, vyssi mikrosomalni stabilitou a vyssi rozpustnosti ve vode¢.

K prvotnim informacim tykajici se SAR poslouzily rovnéz i vysledky ze samotného screeningu.
Ve struktute piedlohové slouceniny byla provedena vzdy jedna strukturni obména, aby bylo
z vysledkt ziejmé, jaky je efekt této zmény na anti-TB tc¢innost a byl vyloucen synergicky,

aditivni nebo naopak antagonisticky efekt nékolika zmén ve struktufe najednou.

Obr. 7 Struktura slouceniny 10 s cislovanim purinového skeletu

Vramci strukturnich obmén piedlohové latky byly provedeny substituce nejprve v
poloze 2-. Do této polohy byly zavedeny primarni a sekundarni aminy, ze sekundarnich amint
pak ty cyklické jako jsou pyrrolidin, piperidin a thiomorfolin. Z vysledk in vitro testovani bylo

urceno, ktery fragment je z pohledu anti-TB aktivity pro polohu 2- nejvyhodné;jsi.

Nasledné byly provedeny strukturni obmény v poloze 6-. Do této polohy byly rovnéz zavedeny
primarni a sekundarni aminy, dale alkoxy a thioalkoxy skupiny, chlor a sulfanylova skupina.
Poloha 7- byla dobfe prozkoumana v prvotnim screeningu, i piesto bylo na zavér n€kolik

obmén v této poloze provedeno.

V dalsi fazi byla aplikovana metoda molekularniho zjednoduseni, ktera vyustila v novou sérii
potencidlnich antituberkulotik na bazi pyrrolo[3,2-d]pyrimidint. Tato skupina latek byla rovnéz
strukturné modifikovéna s cilem definovat SAR s ohledem na antimykobakterialni ¢innost.
Prvotni zmény byly provedeny v poloze 2- a byly inspirovany piedeslou sérii potencidlnich
antituberkulotik. Dale byla modifikovana poloha 4-, do které byly zavedeny hlavné primarni a
sekundarni aminy. Poloha 5- byla modifikovana jako posledni. Na zaklad¢ vysledkt in vitro
studii byly pfipraveny finalni struktury, které ve struktuie kombinuji pravé ty fragmenty, které

vyznamné zvysily anti-TB aktivitu.
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Vysledky a diskuse

Nov4 antituberkulotika obsahujici purin

Na pracovisti Centra biomedicinského vyzkumu (CBV) Fakultni nemocnice v Hradci Kralové
byla v minulosti pfipravena série latek na bazi purin-6-ond a pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-ont.%’
Tyto skupiny latek se pivodné profilovaly jako potencialni cytostatika, ale bohuzel zadny
z derivati nevykdzal vyznamnou cytostatickou aktivitu. Ztoho divodu se tym doc.
Korabe¢ného rozhodl odeslat téchto 42 sloucenin do farmaceutické firmy Eli Lilly, ktera
v ramci své vyzvy Eli Lilly Open Innovation v high-throughtput screeningu otestovala tyto a
dalsi latky na jejich potencialni antituberkulotickou aktivitu. V tomto screeningu byla
identifikovana slouc¢enina 10 se stfedni anti-TB aktivitou (MICeo(Mth) = 4 uM). Bohuzel se
jednalo o jediny takto u¢inny derivat, navic acinnost byla vyhodnocena jako hrani¢ni pro dalsi

vyvoj, a proto firma od dalsi spoluprace ustoupila.

Vysledky anti-TB aktivity od Eli Lilly byly ovéfeny ve Zdravotnim Ustavé se sidlem v Ostravé
(Tabulka 2), ktery potvrdil anti-TB aktivitu derivatu 10 (MICoo(Mth) = 4 pM). Mimo potvrzeni
anti-TB aktivity derivatu 10 nam tyto vysledky daly zakladni vhled do vztahti mezi strukturou
aucinkem (SAR). Z vysledkt bylo patrné, ze pro anti-TB aktivitu je sté¢Zejni substituce v poloze
7- na purinu a ze nejvyhodnéjSim substituentem je naftalen-2-ylmethyl, jelikoZ isomer 9
s naftalen-2-ylmethylem byl zcela neucinny stejné jako derivat, kde byl purin v poloze 7-
substituovany naftalen-1-ylmethylem.

Tabulka 2. Slouceniny 3-19 a jejich antimykobakterialni aktivita proti Mtb, M. avium a M. kansasii

vyjadrena jako MICo (UM) po 7 (v pripadé M. kansasii), 14 nebo 21 dnech inkubace. Prevzato
z literatury 70 — viz Priloha 1.7

Mtb Hi:Rv M. avium M. kansasii
Sloucenina Struktura MICo (BM)  nMICyy (uM) MICy (M)
1421dnd 1471 dng 7/14/21 dnéa

3 @”*} O >500/>500  >500/>500  >500/>500/>500

4 K/W} @ 16/32  >500/>500  >500/>500/>500

/ N\ N \N\W
5 ouNﬁ/N;}N 16/32 >500/>500 >500/>500/>500
(¢]
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10

11

12

13

14

15

16

>500/>500

32/64

500/>500

>250/>250

4/4

>500/>500

>500/>500

>250/>250

>500/>500

>250/>250

125/>250

>500/>500

>500/>500

500/>500

>250/>250

>500/>500

>500/>500

>500/>500

>250/>250

>500/>500

>250/>250

>250/>250

125/250/>500

500/>500/>500

>500/>500/>500

>250/>250/>250

32/64/125

>500/>500/>500

>500/>500

>250/>250/>250

>500/>500/>500

>250/>250/>250

>250/>250/>250
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17 HN/T;) >500/>500 >500/>500 >500/>500/>500
N
(o]
/
oﬁ °
18 o /:;N) >500/>500  >500/>500 >500/>500/>500
HN N
0]
AN
[e]
0™ r@
19 K/NYN N >500/>500  >500/>500 >500/>500/>500
L)
HN N

Pozice 7- z hlediska SAR byla dobfe prozkoumana jiz prvotnim screeningem, protoze byly
testovany derivaty purin-6-onil, které mimo naftalen 2-ylmethylu obsahovaly ve struktuie 1
substituované benzyly ¢&i aryly (Tabulka 2). Zadny z téchto derivatd viak nedosahoval anti-TB
aktivity derivatu 10 obsahujici ve struktufe naftalen-2-ylmethylovou skupinu v poloze 7-.
V dalsi fazi byly strukturni modifikace zaméfeny na polohy 2- a 6- (Obr. 8). Vzdy byla
provedena pouze jedna zména ve struktufe, aby bylo zin vitro testovani anti-TB aktivity

ziejmé, Ze za zménu v anti-TB aktivité je odpoveédnd prave tato modifikace.

N
[ ] rNT N Nahrazeni morfolinu
[ —

0

T ey .

N NH FT,\IH Cl ”’T’\:\ MICgyo(Mtb) = 4 uM Z:CH,N

HO Nahrazeni laktamu nebo jeho alkylace

P "E*“ \/\H}\ "z; ﬂ j y

N N -
NS
NL (e}
R™ R ALK
T
N
R: ALK, H X
R/S Cl

Obr. 8 Provedené strukturni obmeny slouceniny 10.
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Nejprve jsme se zaméfili na polohu 2, kterd se ze syntetického hlediska jevila jako
nejjednodussi pro prvotni strukturni obmény. V této poloze byl nejprve bioisosterné nahrazen
morfolin za jiné sekundarni cyklické aminy jako jsou thiomorfolin, piperidin a pyrrolidin.
Rovnéz byl pfipraven derivat obsahujici spiromorfolin, derivaty s otevienymi analogy
morfolinu a déale byly do této polohy zavedeny i vybrané primarni aminy. Mimo derivati
obsahujici v této poloze amin byly na testovani zaslany i derivaty s halogenem, vodikem a
sulfanylovou funk¢ni skupinu. Byla provedena rovnéz methylace dusiku N1 u derivatu 10 a do
polohy 6- byly zavedeny primarni a sekundarni aminy, chlor, alkoxy a thioalkoxy skupiny a

sulfanylova skupina.

Syntéza novych derivati odvozenych od slouceniny 10

Vsechny nové derivaty purin-6-onli byly pripraveny podle syntetického ptistupu popsaného
v literatute.”! Vychozimi latkami v syntéze finalnich derivatd 10, 25-37, 39, 51-61, 64-74, 78 a
79 byly 2,6-dichlorpurin a 6-chlorpurin. 2,6-Dichlorpurin 20 byl alkylovan alkyla¢nimi ¢inidly
2-(brommethyl)naftalenem 21a, 2-(brommethyl)-6-fluornaftalenem 21b, resp. 2-
(brommethyl)chinolinem (21¢) v pfitomnosti uhli¢itanu draselného v DMF (Schéma 1).
Vsechny alkyla¢ni reakce poskytly dva regioisomery 7 a 9, které byly od sebe oddéleny pomoci
sloupcové chromatografie. N-7 Substituované derivaty (23a-c) byly minoritnimi produkty,
které mely vyssi retenci na silikagelu (nizsi Rf) nez N-9 produkty. N-7 Substituované derivaty

byly klicovymi intermediaty, které byly izolovany ve vytézku 16-23 %.

Purin-6-on 24, ktery pfedstavoval klicovy intermediat pii syntéze findlnich sloucenin 10, 25-
37 a 39, byl ptipraven podle publikovaného syntetického protokolu.”! Chlor v poloze 6- byl
substituovan za hydroxy skupinu nukleofilni aromatickou substituci probihajici ve vodném
roztoku 1M NaOH pii 100 °C. Reakce byla kvantitativni a derivat 24 byl pfipraven ve vytézku
94 %.

Intermediat 24 byl podroben alkylaci dusiku N1 methyl jodidem v suchém DMF za pouziti
hydridu sodného jako baze. Vznikly derivat 38 byl piipraven ve vytézku 62 %.”

Finalnim krokem reakéni sekvence v pfipravé purin-6-ontt 10, 25-37 a 39 byla druha
nukleofilni aromatické substituce, pfi které byl u derivati 24 a 38 substituovan chlor v poloze
2- za pfislusny amin. Tato reakce byla provedena v mikrovlnném reaktoru v ferc-butanolu a

finélni slouceniny 10, 25-37 a 39 byly pfipraveny ve vytézcich 39-62 %.

26



ye—
' « |
Br
H 9 Cl N N
Cl
CIYN N Z Y Y | \>
L » -+ | i * Ny z R
Na N P ; =
R
c ca 7 cl N\ /
20 21a-c 22a-c 23a-c
a:Z=CH;R=H a:Z=CH;R=H
b:Z=CH;R=F b:Z=CH;R=F
c:Z=N;R=H c:Z=N;R=H
cl Cl__N_ N
N
Y i e > i
: .o e U el
7 7
Cl O % O
23a 24 10, 25-37
j iv
o]
Cl _N_ N /m Ne N
N N
MR Y
_N
HaC N Q HsC N Q
7 7
) Y
38 39
R1
10 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36

oorm“@

\1[“1/1 VU,

Schéma 1. Syntéza purinovych derivatii 10, 25-37 a 39. “ Cinidla a podminky: (i) K:COs3, DMF, 24 h,
RT 16-23 %; (ii) IM NaOH, 100 °C, 24 h, 94 %; (iii) MW, amin, t-BuOH, 110 °C, 150 W, 3 h, 39-62 %;
(iv) NaH, methyl jodid, DMF, 4h, RT, 62 %. Prevzato z literatury 70 — viz Priloha I.”°

Derivaty 51-61 a 64-65 s amino skupinami v polohach 2- a 6- byly pfipraveny rovnéZ sekvenci
dvou po sobé€ jdoucich nukleofilnich aromatickych substituci (Schéma 2). Prvni aromaticka
substituce, pii které byl chlor v poloze 6- u derivati 23a-c substituovan primarnim a
sekundarnim aminem probihala selektivné jiz pti teploté 45 °C v acetonitrilu. Derivaty 40-50 a
62-63 pripravené touto syntetickou cestou byly ziskany ve vytézcich 27-98 %. Druhd
nukleofilni aromaticka substituce, pfi které byl nahrazen chlor v poloze 2- za morfolin,
vyzadovala drastictéjs$i reakéni podminky a tato reakce probihala za podminek mikrovinné
aktivace pfi teplot¢ 180 °C. Derivaty 51-61 a 64-65 piipravené touto reakéni cestou byly
ziskany ve vytézku 34-81 %.
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Schéma 2 Syntéza purinovych derivatit 51-61 a 64-65. © Reakcni podminky: (i) prislusny amin, CH3CN,
24 h, 45 °C, 45-98 %, (ii) morfolin, MW, dioxan/voda, 180 °C, 150 W, 3 h, 34-81 %. Prevzato z literatury
70 — viz Priloha 1.”°

Intermediat 23a byl vychozi latkou i pfi syntéze derivatli 66-69. Intermediaty obsahujici alkoxy
skupinu (methoxy 66, ethoxy 67) v poloze 6- a chlor v poloze 2- byly pfipraveny reakci derivatu
23a s methoxidem a ethoxidem sodnym ve vytézcich 74 % (derivat 66) a 64 % (derivat 67).
Finalni sloucenina 68 byla pfipravena reakci intermedidtu 23a s nadbytkem morfolinu za
podminek mikrovlnné aktivace, coZ umozZnilo substituci obou atomt chloru v polohéch 2- 1 6-.
Derivat 69 nesouci dvé sulfanylové skupiny v polohéch 2- a 6- byl pfipraven ve vytézku 87 %

reakci intermediatu 23a s thiomocovinou v ethanolu (EtOH) pti 78 °C.7

Intermediaty obsahujici v poloze 2- chlor a v poloze 6- methoxy nebo ethoxy skupinu mély byt
prekurzory pro ptipravu finalnich derivati 71 a 72. Reakce derivati 66 a 67 s morfolinem
v mikrovinném reaktoru vSak poskytla pouze smés produktii, mimo jiné byla pozorovana i
substituce alkoxy skupin morfolinem. Z toho diivodu byl zvolen alternativni synteticky piistup,
kdy byla nejprve finalni sloucenina 10 ptevedena reakci s POCI3; na 6-chloro derivat 70 ve
vytézku 48 %. Intermediat 70 byl v dal§im kroku podroben nukleofilni aromatické substituci,
pii které byl chlor v poloze 6- substituovan methoxidem sodnym (derivat 71, vytézek 90 %)

nebo ethoxidem sodnym (derivat 72, vytézek 61 %).
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Pro kompletni doplnéni vztahti mezi strukturou a G€inkem byly reakci derivatu 71 se sodnymi

solemi thioalkoholatl ptipraveny i derivaty 73 (vytézek 93 %) a 74 (vytézek 91 %).

(=]
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m
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-

ZI

10 70 71: R =Me
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Schéma 3. Syntéza purinovych derivatii 66-74. “ Reakcni podminky: (i) prislusny alkoxid sodny, alkohol,
reflux, 2h, 64-74 %, (ii) morfolin, MW, dioxan/voda, 180 °C, 150 W, 3 h, 76 %, (iii) thiomocovina,
EtOH, 78 °C, 24 h, 87 %, (iv) POCIs, 0 °C-135 °C, 3 h, 48 %, (v) prislusny alkoxid sodny, THF, 25 °C,
2 h, 61-90 %, (vi) prislusny alkoxid sodny, THF, 25 °C, 2 h, 91-93 %. Prevzato z literatury 70 — viz
Piiloha 1.7’

Derivat 77 byl pfipraven stejnym postupem jako v piipadé sloucenin 23a-c (Schéma 4).
Vychozi latkou pro ptipravu derivatu 77 byl 6-chlor-9H-purin (75), ktery reagoval s 2-
(brommethyl)naftalenem 21a a poskytl tak derivat 77 ve vytézku 16 %. Hydrolyza derivatu 77
probihala kvantitativné a poskytla derivat 78 ve vysokém vytézku 96 9%. Reakce
s thiomoCovinou probihala téméf kvantitativng, poskytla derivat 79 ve vytézku 91 %. Pro
objasnéni role dusiku v poloze 9- na anti-TB aktivitu byl pfipraven i 9-deazapurinovy derivat
83. Klicovym intermediatem byl derivat 81, ktery byl pfipraven ve vytézku 86 % reakci 2,4-
dichlor-5H-pyrrolo[3,2-d]pyrimidinu 80 s 2-(brommethyl)naftalenem 21a v DMF s vyuzitim
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uhli¢itanu draselného jako baze. Hydrolyza derivatu 81 neprobihala jiz v roztoku 1M NaOH
jako v ptipadé derivatii 24 a 78, ale byla provedena v roztoku 2M NaOH v pfitomnosti dioxanu,
ktery byl pouzit jako kosolvent. Reakce probihala pti 100 °C a po dvou hodinach poskytla
derivat 82 ve vytézku 72 %. Poslednim krokem byla nukleofilni aromatické substituce, pfi které
byl v mikrovinném reaktoru nahrazen chlor v poloze 2- derivatu 82 za morfolin. Tento reakéni

krok poskytl derivat 83 ve vytézku 81 %.

S e : ”rf“@ 3

75 21a Cl 76 77

+
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Schéma 4 Priprava purinovych derivatit 78-79 a 9-deazapurinového derivat 83. ¢ Reakcéni podminky:
(i) K:CO3, DMF, 24 h, 25 °C; (ii) IM NaOH, 100 °C, 24 h, 96 %, (iii) thiomocovina, EtOH, 78 °C, 24
h, 89 %, (iv) 2M NaOH/dioxan, 100 °C, 2 h, 72 %, (v) morfolin, MW, dioxan/voda, 180 °C, 150 W, 3 h,
81 %. Prevzato z literatury 70 — viz Priloha 1.”°

In vitro anti-TB aktivita sloucenin na bazi purinu a vztah mezi strukturou a
uc¢inkem

Vsechny slouceniny byly odeslany na Zdravotni tstav se sidlem v Ostravé, kde byly otestovany
proti sbirkovému kmenu Mycobacterium tuberculosis CNCTC My 331/88 a sbirkovym
atypickym kmentim mykobakterii Mycobacterium avium CNCTC My 330/88 a Mycobacterium
kansasii CNCTC My 235/80 a jejich aktivita byla porovnana s ucinnosti standardu INH.
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Derivaty 10, 29, 32, 56, 60-61 a 71-72, které vykazovaly aktivitu MICgg alespont 2 pM, byly
déle testovany na multirezistentni kmeny mykobakterii (MDR kmeny) s ozna¢enim Praha 1,
Praha 4, Praha 131, 9449/2007, 234/2005, 7357/1998 a 8666/2010, které byly klinicky

izolovany z pacientl a jsou ulozeny na Zdravotnim ustavu se sidlem v Ostrave.

Screening nasi knihovny latek ndm kromé potvrzeni anti-TB aktivity derivatu 10 (MICoo = 4
uM) dal rovnéz zakladni vhled do vztahli mezi strukturou a ucinkem (SAR). Z vysledkl
uvedenych v Tabulce 1 bylo patrné, ze pro anti-TB aktivitu je stézejni zejména substituce
v poloze 7- na purinu (Tabulka 1, derivaty 4,5 a 10) a Ze nejvyhodnéj$im substituentem v této
poloze je naftalen-2-ylmethyl (Tabulka 1, derivat 10). Na testovani anti-TB aktivity jsme mimo
finélnich sloucenin zaslali rovnéz intermedidty, jejichz anti-TB aktivita je uvedena v Tabulce 2.
Slouceniny obsahujici v poloze 2- substituenty méné objemné nez naftalen byly poslany rovnéz
na testovani anti-TB aktivity, protoze védecka skupina L.L. Gundersenové jiz diive publikovala
studii, v niz autofi ptipravili derivaty purinu, které byly v poloze 9- substituovany benzyly a v
poloze 6- aryly. Tyto derivaty vykazovaly vysokou anti-TB aktivitu, pokud v poloze 2-
obsahovaly vodik nebo chlor.®*%? Viechny derivaty v purinové sérii obsahujici v poloze 2- chlor
23a, 24, 38, 40-50, 62, 66-67, 81-82 nebo vodik 77-79 vsak byly zcela neucinné (MICoo(MitD)
> 32 uM). Pro dalsi diskusi anti-TB aktivity ptipravenych sloucenin budou derivaty
s hodnotami MICgo(Mth) > 32 UM povazovany za neacinné, MICoo(Mtbh) 4-16 uM za stiedné
ucinné a derivaty s hodnotami MICoo(Mth) <2 UM za vysoce ucinné.

Tabulka 2. Slouceniny 23a, 24, 38, 40-50, 62, 66-67 a 81-82 a jejich antimykobakteridlni aktivita proti

Mtb, M. avium a M. kansasii vyjadiend jako MICog (uUM) po 7 (v pFipadé M. kansasii), 14 nebo 21 dnech
inkubace. Prevzato z literatury 70 — viz Priloha I.”°

Mtb H37Rv M. avium M. kansasii
Sloucenina Struktura MICo9 (uM) MICo9 (uM) MICo9 (nM)
14/21 dni 14/21 dni 7/14/21 dni

Cl N
A
23a NJ@ ) 64/125 ~500/>500 125/250/500
L)
CIYN N\
24 HNWIN 64/125 >500/>500 500/>500/>500
(o]

CIYN ‘N\>
38 NN 1000/>1000 >1000/>1000  500/1000/>1000
A,
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Cl
Y # 64/125  >500/>500 250/250/250

CI\r
j/I . 32/64 500/100 250/250/500

Cl
\r
TI 64/64 500/1000 250/500/1000

Cl N

¥t
N

)
j\ 64/125 >1000/>1000  1000/>1000/>1000

Cl\r/N | \>

H >1000/>1000 >1000/>1000 >1000/>1000/>1000

Ns
HN

Cl\r/N ‘ N
N

>
X N
N 125/125 >1000/>1000 >1000/>1000/>1000

CIYN N>
‘ \
" N 64/64 >1000/>1000 125/125/125

Cl
\V | >
I\\' >1000/>1000 >1000/>1000 >1000/>1000/>1000

b 64/64 >500/>500 250/500/>500
N
(SNH 64/64 500/1000  500/1000/>1000

N >250/>250 >250/>250 >250/>250/>250
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62 N N >1000/>1000 >1000/>1000 >1000/>1000/>1000

Cl N
s
66 “gN 64/125  >1000/>1000  1000/>1000/>1000

Cl /N N
D
67 NN >500/>500 >500/>500 >500/>500/>500
OW
Cl N
81 NS AN QQ 125/125 >1000/>1000 125/125/250
Cl

TN
82 ”“ 125/125 >500/>500 250/250/250

Prvotni strukturni modifikace purinového skeletu byly zaméfeny pifedev§im na ndhradu
morfolinu v poloze 2- za jiné aminy. Z vysledkl uvedenych v Tabulce 3 lze vy¢ist, Ze pro anti-
TB aktivitu purin-6-onli je stézejni zavedeni sekundarniho aminu do této polohy, zejména
vyhodné je zavedeni cyklickych sekundarnich aminti (pyrrolidin, piperidin, thiomorfolin). Z
necyklickych sekundarnich amini vykazal sttedni anti-TB aktivitu pouze derivat obsahujici N-
methylcyklopropylamin (34: MICoo(Mth) = 16 uM). Déle byla provedena methylace dusiku N1
derivatu 10, ktera vyustila ve slouc¢eninu 39 se stfedni anti-TB

aktivitou (39: MICoo(Mtb) = 16 uM).

Dalsi strukturni modifikace byly provedeny v poloze 6-. Pro anti-TB aktivitu bylo
nejvyhodné€jsi zavedeni primarniho aminu do této polohy. Derivaty, u kterych byl zaveden
sekundédrni amin, dosahovaly niz$ich anti-TB aktivit (napt. derivat 52 s N,N-dimethylamino
skupinou: (MICeo(Mth) = 8 uM) nez derivat 51 s methylamino skupinou (MICoo(Mtb) =4 pM).
Z 6-amino purinovych derivati vykazovaly nejvyssi anti-TB aktivitu slouCeniny obsahujici

primarni amino (61: MICoeo(Mtb) = 1 uM) nebo ethylamino (53: MICoo(Mtb) = 1 pM) skupiny.

Pro hlubsi prozkoumani SAR byly do této polohy zavedeny chlor, alkoxy a thioalkoxy skupiny.
Derivat 70 s chlorem v poloze 6- vykazoval pouze stiedni anti-TB aktivitu (MICeo(Mtb) = 16
uM).  Derivaty s  thiomethoxy (73: (MICoo(Mth) = 8 uM) a thioethoxy
(74: (MICoo(Mtb) = 4 uM) skupinou vykazovaly Ctyfikrat nizsi anti-TB aktivitu nez derivaty
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s methoxy skupinou (71: (MICoeo(Mth) = 2 uM) a ethoxy (72: (MICoo(Mtb) = 1 uM)

substituenty.

Rovnéz byl piipraven i derivat 83 (MICoo(Mtb) > 500 uM), ktery je 9-deazapurinovym

derivatem 10. Tento derivat byl zcela neti€¢innym, coz poukazuje na fakt, ze pro anti-TB aktivitu

této skupiny latek je stézejni i ptitomnost dusiku N9.

Tabulka 3. Slouceniny 25-39, 51-61, 64-65, 68-74 a 77-78 a jejich antimykobakterialni aktivitu proti
Mtb, M. avium a M. kansasii vyjadrena jako MICo (uM) po 7 (v pFipadé M. kansasii), 14 nebo 21 dnech
inkubace. Prevzato z literatury 70 — viz Priloha I.”°

Mtb H37Rv M. avium M. kansasii
Sloucenina Struktura MICo9 (uM) MICy9 (uM) MICo9 (nM)
14/21 dni 14/21 dni 7/14/21 dni
25 %}7 250/500  >500/>500  250/500/500
SEEVSS
26 O >500/>500 >500/>500  >500/>500/>500
N N\
27 CNK}J 8/16 >500/>500  >500/>500/>500
o
28 W}L’ >500/>500  >500/>500  >500/>500/>500
29 O %;} J 2/4 5500/>500  >500/>500/>500
30 Vo LY ~ >500/>500  >500/>500  >500/>500/>500
o
!
N /N N\
31 YYT >500/>500  >500/>500  >500/>500/>500
o
ST N NS
32 L“j;}ﬁ 2/4 >500/>500 32/64/125
o]
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>500/>500

>500/>500

>500/>500

32/64

4/4

8/16

1/1

4/4

4/4

2/4

32/64

>500/>500

>500/>500

>500/>500

>500/>500

>500/>500

>500/>500

>500/>500

500/500

250/250
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250/500
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>500/>500/>500

125/250/500

>500/>500/>500

>500/>500/>500

>500/>500/>500

500/>500/>500
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8/8/8
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64/125/250
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73

74

77

78

79

83

8/8

4/4

125/125

>500/>500

>500/>500

>500/>500

>500/>500 32/64/64
>500/>500 32/64/125
1000/>1000/
>1000/>1000 1000

>500/>500 125/>500/>500

>500/>500  >500/>500/>500

>500/>500  >500/>500/>500

Derivaty s anti-TB aktivitou MICo9 = 2 uM a vyssi byly testovany i proti klinicky izolovanym
kmenim MDR-TB a XDR-TB (Tabulka 4). Derivaty 10, 29 a 32 s purin-6-onovym strukturnim

fragmentem vykazovaly vyraznéjsi pokles v aktivité proti t€émto kmenim (osmkrat) nez

derivaty s alkylamino 53, 56, a 60, amino 61 a alkoxy 72 skupinou. Jedinou vyjimku tvofil

derivat 71 s methoxy skupinou v poloze 6-, ktery stejné jako purin-6-ony vykazoval piiblizné

osminasobny pokles v anti-TB aktivité. Naproti tomu si nejucinnéjsi derivaty 53, 61 a 72

zachovaly vysokou uc¢innost (MICy9 = 2-4 uM).

Tabulka 4. In vitro antimykobakterialni aktivita nejvice ucinnych purinovych derivatii a anti-TB léciv
proti klinicky izolovanym kmeniim Mtb MDR/XDR.“? Prevzato z literatury 70 — viz Priloha 1.”

Mtb (kmeny MDR/XDR)

Derivit PRAHA1 pRapA4 PRAHA  9HO/ 234 TST s
10 32/64 16/32 32/32 32/64 16/32 32/64 32/64
29 16/16 8/16 8/16 8/16 16/16 16/16 8/8
32 16/16 8/16 8/16 8/16 16/16 16/16 8/8
53 ND ND 2/4 2/4 ND ND 2/2
56 4/4 4/8 4/8 4/8 4/8 4/8 4/8
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60 4/4 4/4 4/4 4/4 2/4 2/4 4/4

61 ND ND 2/4 2/4 ND ND 2/4

71 16/16 8/16 8/16 8/16 16/16 16/16 8/8

72 ND ND 2/4 2/4 ND ND 2/2
INH 16 (R) 16 (R) 16(R) 64(R) 16(R) 16(R) 32(R)
EMB® 32 (R) 16 (R) 32 (R) 8 (C) 16(R) 16(R) 16(R)

RIF >8 (R) >8 (R) >8(R) >8(R) >8(R) >8(R) >8(R)
STR® 16(R)  >32(R) >32@®R) >32@®) 32®R) >32®) >32®{R)
AMI®  0,5(C) 1(C) >32(R)  05(C) 05(C) 1(C)  2(C)
GEN?  1(C) 0,5 (C) >8 (R) 1(C) 025(C) 1(C) 2(C)

0,125 0,125 0,125
(©) (©) (©)

OFX®  1(C) >16(R)  16(R) 2(C)  05(C) 8®)  8(R)

CFZ® 05 (R) 0,5(R)  0,25(C) 2 (R)

“ Vysledky jsou vyjadrené jako MICog (uM) po 14 a 21 dnech inkubace a 14 dnech inkubace anti-TB
léciv.” AMI, amikacin; CFZ, clofazimin; GEN, gentamicin, OFX, ofloxacin;, STR, streptomycin;
R = rezistentni; C = citlive
Ve spolupréci s Centrem biomedicinského vyzkumu FNHK byla stanovena antibakterialni
aktivita, mikrosomalni stabilita, solubilita a cytotoxicita téchto latek. Tyto purinové derivaty
byly testovany na panelu gram pozitivnich 1 gram negativnich bakterii (Staphylococcus aureus
subsp. aureus, methicilin-rezistentni S. aureus subsp. aureus, S. epidermidis, vankomycin-
rezistentni Enterococcus faecium, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ESBL negativni,
Klebsiella pneumoniae ESBL pozitivni, multirezistentni Pseudomonas aeruginosa).
Z vysledkt uvedené v nasi studii (Ptiloha 1) je patrné, Ze tyto derivaty byly proti témto osmi
bakterialnim kmenim zcela neuinné, ¢imz se potvrdila vysokd selektivita téchto derivati

k M1b.

Cytotoxicky profil nejucinnéjSich derivati byl zkouman v modelu bunck lidského
hepatocelularniho karcinomu HepG2. Tyto buniky pfedstavuji nejcastéjsi bunécnou linii, na
které se ovetuje cytotoxicita (pfesnéji antiproliferativni uc¢innost; pro tcely predloZené prace je
pouzivan termin cytotoxicita bez ohledu na typ bunék a metodu stanoveni) potencidlnich
antituberkulotika v fadé publikovanych praci. Hodnoty ICso(HepG2) umoziiuji porovnat
cytotoxicky profil nasich sloucenin s t&mi jiz publikovanymi.’*”’. Mimo hodnot ICso byl u

kazdého derivatu rovnéz vypocitan index selektivity (SI), ktery je pomérem ICso(HepG2) a
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hodnot MICoo(Mth-H37Rv). VEtSina nejucinnéjsich derivatii v této studii ma nizsi cytotoxicitu
vici HepG2 s ohledem dosazenych hodnot MICoo(Mth-H37Rv) (ICso(HepG2) > 30,75 uM).
Nejméné cytotoxickymi derivaty v celé sérii byly vychozi purin-6-on 10 (ICso(HepG2) > 125
uM, SI > 31,25) a derivdt 61 sprimdrni amino skupinou v poloze 6-
(61: ICso(HepG2) > 125 uM, SI> 125). Nizkou cytotoxicitu vykazovaly i derivaty s ethylamino
(53: ICso(HepG2) = 63,88 uM, SI = 63,88) a ethoxy (72: ICso(HepG2) = 43,45 uM, SI = 43,5)

skupinou.

Stézejni bylo i stanoveni rozpustnosti ve vodé, a to z diivodu mozné in vivo aplikace. Purin-6-
ony vykazovaly vyrazné nizsi rozpustnost ve vod¢ nez derivaty obsahujici amino a alkoxy
skupinu v poloze 6-. Purin-6-on 10 vykazoval piiblizné pétkrat vys$si rozpustnost ve vode (10:
solubilita = 46,9 uM) nez derivat s piperidinem (29: solubilita 8,4 M) nebo thiomorfolinem
(32: solubilita = 9,3 uM). Mezi nejucinngjSimi slou¢eninami dosahl derivat 53 ptiblizné tfikrat
vys$si rozpustnosti ve vodé (53: solubilita 150,4 uM) nez purin-6-on 10. Derivaty 61 a 72
doséahly rovnéz vyssi rozpustnosti ve vodé (61: solubilita ve vodé = 97,7 uM; 72: solubilita ve

vode = 81,3 uM) nez derivat 10.

U stanoveni mikrosomalni stability na lidskych jaternich mikrosomech poslouzily verapamil a
diazepam jako standardy. Zatimco prvné uvedené léCivo patii mezi zastupce rychle se
metabolizujici, diazepam je vysoce metabolicky stabilni. Tento experiment poslouZzil k urceni
rychlosti prvni faze biotransformace. Nejstabiln€j$im derivatem z nové testovanych sloucenin
byl purin-6-on 10, ktery vykazal pfiblizné desetkrat vyssi stabilitu nez verapamil. Naproti tomu
pravdépodobné kvili oxidaci siry thiomorfolinu.”® Slou¢eniny s nejvyssi anti-TB aktivitou 53,
61 a 72 lze zatadit svymi hodnotami clearance na primér hodnot dosazenych verapamilem a

diazepamem.”

Mechanismus u¢inku byl ur¢en dvéma experimentalnimi metodami, a to ve spolupréci s Dr.
Rubenem Hartkoornem z Pasteurova institutu a prof. Katarinou MikuSovou z Univerzity
Komenského v Bratislaveé. Na Pasteurové institutu se tymu Dr. Hartkoorna podafilo izolovat
rezistentni kmeny Mtb ke slouceniné 10. Tti z téchto rezistentnich kmend (MICo9 > 128 uM)
byly podrobeny genové sekvenaci. Dva z téchto kment vykazovaly mutace v genu dprEl
(Rv3790: t1103¢c-> L368P) a rovnéz mutace v RvI356¢ (t103 g-> W35G). Tieti rezistentni
kmen vykazoval mutaci rovnéz v dprEl (Rv3790:g661 -> E221Q). Tyto mutace jsou znamé

z literatury i pro jiné nekovalentni inhibitory DprE1.70-8!
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Prof. MikuSova vyuzila pfi ovéfeni biologického cile faktu, ze inhibice mykobakteridlniho
DprEl1 vede k akumulaci specifickych mykobakteridlnich lipidd trehalézo dimykolati a
trehal6zo monomykolati v mykobakterii. Na zékladé metody radioaktivniho znaceni
vyuzivajici ['*C]-acetat pfi riistu Mtb bylo zjisténo, ze derivaty (10, 53 a 72) vykazuji stejny
efekt na kumulaci mykobakteridlnich lipidt jako standard BTZ-043, coz je kovalentni inhibitor
DprE1 v druhé fazi klinického testovani. Na zavér byla provedena i molekulové modelovaci
studie pro objasnéni interakci derivatti 10 a 53 s enzymem DprEl. Pro tuto studii byl pouzit
kokrystal DprE1 (PDB ID: 4P8N) s nekovalentnim inhibitorem na bazi 2-karboxychinoxalinu
QNI118. Tento enzym-ligand komplex byl vybran na zéklad¢ strukturni podobnosti QN118

s derivatem 10.%?

U derivatu 53 byla planovana farmakokinetika in vivo, kterd by poskytla urcujici informace o
vhodnosti pro navazujici in vivo studie na mysim modelu TB. AvSak solubilita derivatu 53 ve
vod¢ byla nedostateCna pro stanoveni farmakokinetického profilu. Z tohoto divodu doslo
k navazani spoluprace s prof. Hrubym z Ustavu makromolekularni chemie AV CR, ktery jiz
diive se svym tymem pfipravil nanoformulaci rifampicinu. Ta byla nasledné otestovana v in
vivo modelu na mysich infikovanych TB v Odboru biologické ochrany v Téchoning.®* Obdobna
nanoformulace s vySsi solubilitou ve vod¢ byla ptipravena i pro derivat 53. Farmakokinetické
stanoveni na mySim modelu vSak ukazalo, Ze koncentrace 53 v plasmé byla nizka, a tudiz tento
derivat nebyl vhodnym kandidatem pro testovani in vivo na my$im modelu TB. Cely projekt
tak byl ukoncen bez dal$iho in vivo testovani. Tato kapitola se stala podkladem pro
experimentalni védeckou préci autora (Ptiloha 1) a pro narodni patentovou ptihlasku, kterd byla

pfijata a byl udélen tuzemsky patent (Ptiloha 3).

Antituberkulotika na bazi pyrrolo[3,2-d]pyrimidint

Pyrrolo[3,2-d]pyrimidinova antituberkulotika byla rozvijena v ndvaznosti na purinovou sérii
sloucenin s cilem zjednodusSit syntézu cilovych molekul. Hlavnim tuskalim pii syntéze
purinovych antituberkulotik se ukazal zejména prvni alkyla¢ni stupen 2,6-dichlorpurinu, ktery
poskytuje smés dvou isomerti 7- a 9-. VSechny ucinné slouceniny byly isomery 7-, které jsou

pouze minoritnim produktem této reakce s vytéZzkem nepiekracujicim 23 %.

Strukturnim zjednodusSenim tak bylo ziskano celkem 12 slou€enin na bazi 3,5-dihydro-4H-
pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-ont. Tyto derivaty se liSily substituci v polohach 2-, 4- a 5-. VSechny
uvedené slouceniny vSak byly zcela neti¢inné proti vSem testovanym tuberkul6znim kmentim

(Mtb, M. avium a M. kansasiii; Tabulka 4).
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Tabulka 4. Slouceniny 82-96 a jejich antimykobakterialni aktivitu proti Mtb, M. avium a M. kansasii
vyjadiena jako MICo (uM) po 7 (v pripadé M. kansasii), 14 nebo 21 dnech inkubace.

Mtb H37Rv M. avium M. kansasii
Sloucenina Struktura MICy (uM) MICy (uM) MICy (uM)
14/21 dni 14/21 dni 7/14/21 dni
(¢]] N A
\
82 HNW 125/250 >500/>500 250/250/250
TN QQ
@
N N
83 ng \h} O >500/>500 >500/>500 >500/>500/>500
N
~ N\
99 ””ﬁ Q 250/250 >500/>500  >500/>500/>500
I
@
N N
100 HN/ B >500/>500 >500/>500 >500/>500/>500
(0] N\
I
101 HN/ L >500/>500 >500/>500 >500/>500/>500
5
O\/\\/\N /N \\
102 mﬁ >500/>500 >500/>500 500/>500/>500
o] \-\-\
~ "
103 QNHN/ \: >500/>500 >500/>500 >500/>500/>500
(6]
N
104 NHT,/ \; >500/>500 >500/>500 >500/>500/>500
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Srosgue
105 HN;? >500/>500 >500/>500  >500/>500/>500
(o]
V/N B
106 HN, >500/>500 >500/>500  >500/>500/>500
S

107 ITI'} >500/>500 >500/>500 >500/>500/>500

109 N N 64/125 >250/>250 >250/>250/>250
Y

V souladu s vysledky z purinové série antituberkulotik l1ze povazovat za kli¢ovou pfitomnost
dusiku v poloze 9- zékladniho skeletu pro zachovani anti-TB aktivity. V pfipad€ nové série
doslo k vyraznému zlepSeni anti-TB aktivity aZ po zavedeni methylamino skupiny do polohy
4- u derivatu 133 (MICoo(Mtb-H37Rv) = 8 uM), ktery se stal pfedlohovou strukturou pro
navazujici sérii slou¢enin strukturné ptibuznym 9-deazapuriniim (Obr. 9).

™

N N
Ztrata anti-TB aktlwty | N

“Iw' R o®

Mngg(Mtb) 4 uM MICgg(Mtb) > 500 uM

Vyrazné zlepsSeni aktivit;
ﬂStrukturni optimalizace ﬂ yrazne zlep ! vity

o/\ o

N N0
K/ Molekularni aednoduser& Y | \
N N
* ol (o
133
MIng(Mtb) =1uM MICgg(Mtb) = 8 uM

Obr. 9 Design novych pyrrolo[3,2-d]pyrimidinii odvozenych od purinovych derivatit 10 a 53.
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Syntéza novych derivati pyrrolo[3,2-d]pyrimidint

Pti syntéze novych 5H-pyrrolo[3,2-d]pyrimidinovych derivati byly pouzity stejné syntetické
pristupy jako v predchozi studii zabyvajici se purinovymi derivaty. Nékteré reakéni kroky se
lisily pouze reakéni dobou, teplotou a ptidavkem kosolventu, zpravidla dioxanu s ohledem
limitujici solubility intermediatt. Piprava derivati 81 a 89-94 vychazi z komeréné dostupného
prekurzoru SH-pyrrolo[3,2-d]pyrimidinu 80, ktery byl alkylovan 2-(brommethyl)naftalenem
21a, 2-(brommethyl)-6-fluornaftalenem 21b, 2-(brommethyl)chinolinem 21¢, methyljodidem
85, n-propylbromidem 86, n-pentylbromidem 87 a 1-(brommethyl)naftalen 88 v pritomnosti
uhli¢itanu draselného v DMF (Schéma 5). Derivat 95 byl pfipraven alkylaci SH-pyrrolo[3,2-
d]pyrimidinu 84 s 2-(brommethyl)naftalenem 21a v pfitomnosti uhli¢itanu draselného v DMF.
Derivaty 81 a 89-95 byly klicovymi meziprodukty pro dalsi syntetické kroky a byly izolovany
ve vytézeich 78-90 %. 3H,4H,5H-Pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-ony 82 a 96-99 byly pfipraveny
hydrolyzou derivati 81 a 89-95 v ptitomnosti 2M NaOH a dioxanu jakozto kosolventu, ktery
zlepsil solubilitu intermediatd 81 a 89-95 ve vod¢. Derivaty 82 a 96-99 byly pfipraveny ve
vytéZzcich 69-92 %. Finalni produkty 83 a 100-102 byly syntetizovany v mikrovinném reaktoru
z meziproduktl 82 a 96-98. Chlor v poloze 2- meziprodukti 82 a 96-98 byl nahrazen
morfolinem nukleofilni aromatickou substituci. Reakce probihala v dioxanu s malym
pridavkem vody a reak¢ni teplota byla zvySena na 180 °C (pozn. analogicka reakce u purin-6-
onl probihala v terc-butanolu pfi 110 °C). Derivaty 103-105, obsahujici ve struktufe jiné
sekundarni cyklické aminy (thiomorfolin, N-methylpiperazin, piperidin, pyrrolidin), byly
pripraveny stejnym zpuisobem jako derivaty 83 a 100-102. Nov¢ tak byly pfipraveny slouc¢eniny
83 a 100-105 ve vytézcich 33-81 % v poslednim kroku. Sirny derivat 106 byl pfipraven podle
literatury reakci derivatu 95 s piebytkem thiomocoviny v ethanolu za varu.” Dithionovy derivat
107 byl ptipraven stejnym zpusobem jako derivat 106, ale jako vychozi latka byl pouzit derivat
81. Oba sirné derivaty 106 a 107 byly pfipraveny ve  vytéZcich
93-94 %.

Meziprodukt 82 byl alkylovan na dusiku N3 methyljodidem v suchém DMF za pouziti hydridu
sodného jako baze.” Tato alkylace poskytla derivat 108 ve vytézku 56 %. Finalni produkt 109
byl pfipraven stejnym zplisobem jako derivaty 83 a 100-102 ve vytézku 64 %.
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Schéma 5. Syntéza 5SH-pyrrolo[3,2-d]pyrimidinii 83, 100-105 a 109.“ Reakcni podminky: (i) K-COs,
DMF, 24 h, 25 °C, 78-90 %; (ii) 2M NaOH/dioxan, 100 °C, 2 h, 69-92 %, (iii) MW, amin, dioxan/voda,
180 °C, 150 W, 3 h, 33-81 %; (iv) thiomocovina, EtOH, 78 °C, 24 h, 93-94 %, (v) K:CO3, methyl jodid,
DMF, 12 h, 25 °C, 56 %.

Pti ptipravé SH-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-amini byl pouzit stejny synteticky pfistup jako v
pfipad¢ purin-4-aminovych derivatd. Intermediaty 81 a 92-95 byly podrobeny nukleofilni
aromatické substituci, pfi niZ byl chlor v poloze 4- selektivné nahrazen pfislusSnym aminem.
Tato reakce byla provedena v acetonitrilu pii 45 °C s pfebytkem aminu a poskytla derivaty 110-
113 a 117-131 ve vytézku 36-94 %. Zavérecny synteticky krok ptipravy derivati 114-116 a
132-145 byl proveden v mikrovlnném reaktoru pfi teploté 180 °C s pfebytkem aminu v roztoku
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dioxanu s vodou. Pfi této nukleofilni aromatické substituci byl chlor v poloze 2- nahrazen

sekundarnim cyklickym aminem. Derivaty 114-116 a 132-145 byly ziskdny ve 42-74%

vytézcich.
O
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Schéma 6. Syntéza SH-pyrrolof3,2-d]pyrimidinit 114-116 a 132-145.° Reakcni podminky: (i) prislusny
amin, CH3CN, 24 h, 45 °C, 36-94 %, (ii) prislusny amin, MW, dioxan/voda, 180 °C, 150 W, 3 h,
42-74 %.

4-Alkoxy derivaty 147-149 byly pfipraveny podle stejného syntetického piistupu jako 6-
alkoxypuriny. Nejprve byl derivat 83 pieveden reakci s POCIl3 na 4-chlor-derivat 146 ve
vytézku 43 %. Derivat 146 nasledné reagoval v THF s pfisluSnym alkoxidem sodnym za vzniku
finélnich 4-alkoxy derivati 147-149 ve vytézku 46-84 %. Slouceniny 151-156 byly ptipraveny
stejnymi syntetickymi postupy popsanymi vyse, a to ve vytézcich 49-72 %.
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Schéma 7. Syntéza SH-pyrrolo[3,2-d]pyrimidinii 147-149 a 151-156." Reakcni podminky: (i) POCI;,
0 °C-135 °C, 3 h, 43 %, (ii) alkoxid sodny, THF, 25 °C, 2 h, 46-84 %, (iii) n-butylamin, CH3CN, 24 h,
45 °C, 87-92 %, (iv) piperidin, MW, dioxan/voda, 180 °C, 150 W, 3 h, 49-72 %.

In vitro anti-TB aktivita pyrrolo[3,2-d]pyrimidin{

Vysledy antimykobakteridlnich aktivit pyrrolo[3,2-d]pyrimidinovych derivati jsou uvedeny
v tabulkach 4 a 5. Isosterni zdména atomu dusiku u purinové série za methylenové uskupeni
pyrrolo[3,2-d]pyrimidinovych sloucenin vedla ke zcela odliSnym vztahiim mezi strukturou a
ucinkem. Toto strukturni zjednoduseni rovnéz ovlivnilo mikrosomalni stabilitu, solubilitu 1

cytotoxicitu cilovych latek.

Vsechny derivaty na bazi pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-onu a pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-thionu
82-83, 99-108 a 109 (Tabulka 4) byly zcela netGc¢inné jak proti Mtb (vSechny derivaty:
MICoo(Mtb) > 64 uM), tak i proti netuberkuléznim mykobakteriim (MICoo(M. avium, M.

kansasii > 250 uM). Ke zlepSeni anti-TB aktivity nedoslo ani po nahrazeni morfolinu v poloze
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2- zékladniho skeletu za jiné sekundarni aminy (thiomorfolin, N-methylpiperazin, pyrrolidin a
N,N-dimethylamin). Mimo substituce aminy byly pfipraveny i derivaty obsahujici v této poloze
chlor (82) a nebo nesouci pouze atom vodiku (99). Ob¢ slouceniny byly vSak zcela neti¢inné
(82: MICoo(Mtb) = 125 uM; 99: MICoo(Mtb) = 250 uM). Anti-TB aktivitu nevykazoval ani
derivat 109 s methylovanym dusikem N1 (109: MICoo(Mtb) = 64 uM) ani derivaty, v jejichz
struktuie byl naftalen-2-ylmethyl v poloze 5- nahrazen za methyl (100: MICoo(Mtb) = 64 uM),
n-propyl (101: MICoo(Mtb) = 64 uM) a n-pentyl (102: MICoo(Mtb) = 64 uM). Az zavedeni
methylaminu (133; MICoo(Mtb) = 8 uM) a vysSich alkylaminti (slouc¢eniny 138-140) do polohy
4- vedlo k nartstu anti-TB aktivity.

Dalsi strukturni modifikace byly provedeny zejména v polohach 2-, 4- a 5- s cilem zvysSit anti-
TB aktivitu. Ve struktufe byla vzdy provedena pouze jedna zména, aby bylo mozné ptisoudit
zménu v anti-TB aktivité provedené strukturni modifikaci a aby bylo souc¢asné vylouceno, ze
se nejednd o synergismus, aditivni anebo naopak antagonisticky efekt dvou strukturnich obmén

najednou.

Za soucasného fixovani methylaminu v poloze 4- byly provedeny obmény v poloze 2-. Zde
byly zavedeny pouze sekundarni cyklické aminy, které v purinové sérii mély nejvyznamné;jsi
vliv na anti-TB aktivitu. NejvyraznéjSiho navyseni anti-TB aktivity bylo dosaZeno zavedenim
piperidinu. Tento piperidinovy derivat 144 mél Ctyfikrat vysSi anti-TB aktivitu (144,
MICo9(Mtb) =2 uM) nez derivat 133 s morfolinem.

Dalsi strukturni modifikace byly provedeny v poloze 5-. Z vysledki (Tabulka 5) je patrné, Ze
stejné jako v purinové sérii, tak 1 v pyrrolo[3,2-d]pyrimidinové sérii vedlo zavedeni chinolin-
2-ylmethylu (115, MICoo(Mth) = 16 M) ke sniZeni anti-TB akivity. Aktivita byla zachovéana
po zavedeni 6-fluornaftalen-2-ylmethylu (114, MICoo(Mtb) = 8 uM) a naftalen-1-ylmethylu
(116, MICoo(Mtb) = 16 uM). Tyto strukturné-aktivitni aspekty jsou v kontrastu s purinovou
sérii, kde zavedeni naftalen-1-ylmethylu vedlo ke zcela neu¢innému derivéatu (Tabulka 2, 11:
MICoo(Mtb) > 500 uM). Z téchto vysledkil 1ze usoudit na vétsi strukturni variabilitu polohy 5-
pyrrolo[3,2-d]pyrimidinové série oproti fixni substituci naftalen-2-ylmethylem polohy 7-

purinové série.

Nejvice strukturné modifikovanou byla poloha 4- se zachovanim morfolinu v poloze 2- a
naftalen-2-ylmethylu v poloze 5-. Do polohy 4- byly zavedeny primarni a sekundarni aminy a
také alkoxy skupiny. Zavedeni alkoxy skupin se na rozdil od purinové série ukazalo jako
nevyhodné z pohledu anti-TB aktivity. Derivat s methoxy skupinou vykazal polovi¢ni anti-TB

aktivitu (147: MICoo(Mth) = 16 pM), sloucenina s ethoxy substituci vedla k dalsimu poklesu
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aktivity (148: MICoo(Mtb) =32 uM) a derivat 149 s propyloxy substituci byl naprosto neucinny
(149: MICgo(Mtb) > 250 uM). Naproti tomu obdobna substituce u purinové série méla za
nasledek nartst anti-TB aktivity (ethoxy substituce; slou¢enina 72: MICoo(Mth) = 1 uM).

Derivaty obsahujici v poloze 4- amino skupiny ze skupiny primarnich akylaminti vykazaly
vyrazny narust aktivity, zatimco zavedeni sekundarnich amind jako dimethylamin (134:
MICoo(Mth) = 64 uM) a morfolin (142: MICoo(Mtb) = 32 uM) vedlo ke ztrat€¢ ucinnosti.
Derivaty s primarni amino skupinou 132, propylaminem (136), ethylaminem (135),
cyklopropylaminem (137) a ethanolaminem (141) vykazovaly prakticky identickou anti-TB
aktivitu (MICoo(Mtb) = 8 — 16 uM) jako derivat s methylamino skupinou 133.

Zavedeni alkylaminu se ¢tyfmi uhliky (cyklobutyl a n-butyl) vedlo ke zlepSeni anti-TB aktivity.
Derivat 138 s n-butylaminem vykazoval osmkrat lepsi anti-TB aktivitu (138: MICoo(Mtb) = 1
uM) a derivat s cyklobutylaminem vykazoval ¢tyfndsobné zvySeni anti-TB aktivity (139:
MICoo(Mtb) = 2 uM) oproti derivatu 133 (133: MICoo(M1tb) = 8 uM). Vysokou anti-TB aktivitu
vykazal i derivat s benzylamino skupinou 140 v poloze 4- (140: MICoo(Mtb) =2 pM).

Tabulka 5. Slouceniny 113-116, 132-149 a 151-156 a jejich antimykobakterialni aktivitu proti Mtb, M.
avium a M. kansasii vyjadiena jako MICoe (UM) po 7 (v pFipadé M. kansasii), 14 nebo 21 dnech

inkubace.
Mtb H3;Rv M. avium M. kansasii
Sloucenina Struktura MICyy (uM) MICy9 (UM) MICyy (uM)
14/21 dni 14/21 dni 7/14/21 dni
O
|
113 N\/ﬁ 125/125 500/500 125/250/250
1
O/\\ N
\\/N\« =T N\
114 N/ NF 8/16 32/64 16/32/32
HN— O
O/\\ N N
\\/Nj(
115 NN  N— 16/32 64/64 32/32/64
HN— \/
(o)

116 N ‘,: ‘ 16/16 64/64 32/64/64
_NH O

48



132

133

134

135

136

137

138

139

140
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HN\\

oON N/ﬁ \ N
HN Q

S

OON /N\ N\
T

o

o\i\\/N /N\ N
e,

8/16

8/16

64/64

16/16

8/8

16/16

172

2/4

2/4

16/16

125/125

64/125

125/125

32/64

32/64

64/64

8/8

16/16

16/16

250/250

32/64/64

8/16/32

32/64/125

16/32/32

16/32/32

16/32/32

2/4/4

8/8/8

8/8/8

32/64/64
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142

143

144

145

147

148

149

151

152

153

32/64

4/8

2/4

4/8

16/32

32/32

>250/>250

0,06/0,06

0,06/0,06

8/16

>500/>500

32/64

16/32

64/64

250/500

64/64

>250/>250

4/4

2/4

>32/>32

64/64/125

16/16/16

4/8/8

8/8/16

125/250/250

32/64/64

>250/>250/>250

1/1/2

1/2/2

16/16/16
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156 g N 8/8 32/32 4/8/8
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/

\

V dalsi fazi dosSlo ke zkombinovani takovych strukturnich fragmentd, které pfispivaly ke
zvySené anti-TB aktivit¢ (Obr. 10). Timto pfistupem byly pfipraveny slouceniny 151 a 152,
s piperidinem v poloze 2- a n-butylaminem v poloze 4-. Derivaty se liily pouze substituci v
poloze 5- naftalenového cyklu. Pro slouceninu 151 byl zachovan naftalen-2-ylmethyl, druhy

derivat 152 obsahoval 6-fluornaftalen-2-ylmethylovou skupinu.

51



07 ) :
| N N \ / :
E K/ T AN \ \\‘__‘,/ E
E N~ N . N‘~/ N N~ N E

114 138 144
Mngg(Mtb-H37RV) =8 IJM MIng(Mtb-H37RV) =1 HM MIng(Mtb-H37RV) =2 IJM

TN | A\
HNH OO HNHF
151 152
Mngg(Mtb-H37RV) =0,06 HM M|C99(Mtb-H37RV) =0,06 HM
MICgo(Mtb-XDR-TB) = 0,06 uM MICgg(Mtb-XDR-TB) = 0,06 uM
MICgg(M.avium) = 4 uM MICgg(M.avium) = 2 uyM
MICgg(M.kansasii) = 1 uM MICgg(M.kansasii) = 1 uM

________________________________________________________________________________

Obr. 10 Kombinace strukturnich fragmentii vedouci k vysoce ucinnym derivatiom 151 a 152.

Oba derivaty 151 a 152 vykazaly nejvyssi dosaZenou aktivitu napii¢ obéma sériemi proti Mtb
(151, 152: MICoo(Mtb) = 0,06 uM), ale také proti netuberkuloznim mykobakteriim M. avium
(151: MICoo(M.avium) = 4 uM; 152: MICoo(M.avium) = 2 uM) a M. kansasii (151:
MICoo(M.kanasii) = 1 pM; 152: MICoo(M.kansasii) = 1 pM). Navic si oba tyto derivaty
zachovaly vysokou anti-TB aktivitu i proti XDR-TB kmentim (Tabulka 6; 151, 152:
MICoo(XDR-TB) = 0,06 uM). Mimo 151 a 152 derivati byly na testovani proti XDR-TB
kmeniim poslany rovnéz slouceniny, které dosahly anti-TB aktivity alespont 4 pM (MICoo(M1b)
<4 uM).

Z vysledkii je patrné, ze oproti purinovym derivatim zadny z testovanych pyrrolo[3,2-
d]pyrimidint (138, 140, 143, 144 a 145) nezaznamenal propad anti-TB u¢innosti pod 4 uM
(Tabulka 6).
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Tabulka 6. In vitro antimykobakterialni aktivita nejucinnéejsich pyrrolo[3,2-d]pyrimidinovych derivatii
139, 141 a 144-146 a anti-TB [éciv proti klinicky izolovanym kmeniim MDR/XDR-TB.*"

Mtb (kmeny MDR/XDR)

Sloucenina PRAHA 131 9449/2007 8666/2010
138 4/8 4/4 8/8
139 4/8 4/8 4/8
140 4/4 4/4 4/4
143 4/8 4/8 4/8
144 4/4 4/4 4/4
145 4/8 4/8 4/8
151 0,06/0,06 0,06/0,06 0,06/0,06
152 0,06/0,06 0,06/0,06 0,06/0,06
INH 16 (R) 64 (R) 32 (R)

EMB? 32 (R) 8(C) 16 (R)
RIF >8 (R) >8 (R) >8 (R)
STR? >32 (R) >32 (R) >32 (R)
AMI b >32 (R) 0,5 (C) 2(0)
GEN ¢ >8 (R) 1(C) 2(C)
CFZ"’ 0,25 (C) 0,125 (C) 2 (R)
OFX* 16 (R) 2(0) 8 (R)

“ Vysledky jsou vyjadrené jako MICog (uM) po 14 a 21 dnech inkubace a 14 dnech inkubace anti-TB
16¢iv. AMI, amikacin; CFZ, clofazimin; GEN, gentamicin; OFX, ofloxacin; STR, streptomycin; R =

rezistentni; C = citlivé
Antibakterialni aktivita pyrrolo[3,2-d]pyrimidint

Nejlépe hodnocené anti-TB slouc¢eniny ze skupiny pyrrolo[3,2-d]pyrimidinl byly testovany na
antibakterialni aktivitu vi¢i osmi bakterialnim kmentm (Staphylococcus aureus subsp. aureus,
methicilin-rezistentni S. aureus subsp. aureus, S. epidermidis, vankomycin-rezistentni
Enterococcus faecium, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ESBL negativni, Klebsiella

pneumoniae ESBL pozitivni, multirezistentni Pseudomonas aeruginosa).

Tyto slouceniny byly zcela neucinné (Tabulka 7) proti panelu gram negativnich bakterii (MIC
> 62,5 uM). Naopak derivaty vykazovaly vysokou aktivitu proti gram pozitivnim bakteriim,
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kam spada i Mth.2* Slouceniny 140, 144, 151 a 152 vykazovaly nejvyssi antibakterialni aktivitu

proti citlivému kmenu S.aureus a methicilin rezistentnimu S. aureus.

Identicka aktivita se projevila u derivati 140 a 144 proti Iekové citlivému S. aureus (oba: MIC
= 17,81 uM) a methicilin-rezistentnimu S.aureus (oba: MIC(MRSA) = 7,81 uM) po 24hodinové
a 48hodinové inkubaci. Oba derivaty se vSak liSily v efektu pisobeni proti témto dvéma
kmenim, kdy pouze slouCenina 144 prokazala baktericidni Gc¢innost proti témto dvéma

kmenim (144: MBC(S.aureus) = 7,81 uM; MBC(MRSA) = 19,53 uM).

Nejvyssi antibakteridlni aktivitu v celé sérii vykazal derivat 152 proti vS§em gram pozitivnim
bakteriim (152: MICoo (S. epidermis, S. aureus, MRSA S. aureus, VRE E. faecium)=1.95 uM).
Pokles baktericidniho efektu byl zaznamenan vuci 1€kovée citlivému S.aureus (MBC = 10,42
uM) nez derivat 144 (144: MBC = 7,81 uM). Naopak baktericidni efekt slouceniny 152 byl
srovnatelny s molekulou 144 proti S. epidermis 144 (144, 152: MBC = 11,72 uM). Derivat 152
disponuje nejvyssi baktericidni G€innosti proti MRSA S. aureus (152: MBC = 7,16 pM) a VRE
E. faecium (152: MBC = 9,12 uM).

Derivat 151 byl rovnéZz vysoce ucinny proti gram pozitivnim bakteriim (MICoo(S. aureus) =
1,95 uM; MICoo(MRSA S. aureus) = 3,26 uM; MICoo(S. epidermis) = 2,6 uM; MICoo(VRE E.
faecium) = 1,95 uM). Soucasné tato latka dosédhla nejvysSiho baktericidniho efektu proti S.
epidermis (MBC(S. epidermis) = 5,86 uM) napfi¢ testovanymi slouceninami. Derivat 151 si
zachoval vysokou baktericidni aktivitu i proti dal§Sim G+ bakteriim (151: MBC(S. aureus) =
10,42 uM; MBC(MRSA S. aureus) = 16,93 uM; MBC(VRE E. faecium) = 11,72 uM).

Antibakterialni aktivita téchto derivati tak znaéné rozSifuje moznou aplikaci této skupiny

sloucenin.
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Tabulka 7 In vitro antibakterialni aktivita pyrrolo[3,2-d[pyrimidinii 139-141, 144-145 a 151-152 proti
gram pozitivnim a gram negativnim bakteriim.

MIC (uM); 24 h inkubace
MIC (uM); 48 h inkubace

MBC (uM); 48 h inkubace

139 140 141 143 144 145 151 152

Staphylococcus 1563 781 1563 1563 7,81 2344 195 1,95
aureus 15,63 781 1563 15,63 7,81 2344 2,60 3,91
(CCM4516) 4688 >125 3125 4688 7,81 62,50 1042 10,42

Methicilin-
rezistentni 15,63 7,81 1563 1563 7,81 1563 3,26 1,95
2344 781 15,63 1563 7,81 2344 326 1,95

Staphylococcus "2 13 155 39,07 2344 1953 3907 1693  7.16

aureus

S. epidermidis
15,63 7,81 15,63 15,63 7,81 15,63 2,60 1,95

klinicky izolat 39,07 7,81 15,63 1563 7,81 1563 2,60 195
C1936 39,07 >125 46,88 2344 11,72 46,88 586 11,72

E. faecium VRE
31,25 7,81 15,63 31,25 15,63 2344 391 1,95

klinicky izolat 31,25 7,81 31,25 46,88 39,07 23,44 3,91 6,51
52484 125 >125 125 78,13 78,13 31,25 11,72 9,12

MIC (pmol/L); 24 h inkubace

Escherichia coli

K12, CCM 7929 >125 >125  >125 >125 62,5 >125 >125  >125

Escherichia coli

klinicky izolat >125  >125 >125  >125 125 125 >125 >125
A1235

Klebsiella

pneumoniae
ESBL+ — klinicky ~>125 >125  >125 >125 >125 >125 >125 >125

izolat C1914

Pseudomonas
aeruginosa

Multirezistentni
kmen >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125

klinicky izolat
A1245
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Mikrosomalni stabilita derivata 151 a 152

Stanoveni solubility pfedchazelo experimentalnimu ovéfeni mikrosomalni stability.
Rozpustnost ve vod¢ byla stanovena pouze pro antimykobakteridlné nejicinnéjsi slouceniny
151 a 152 (Tabulka 8). Derivaty 151 a 152 sice vykazuji vyssi solubilitu ve vodé (151: solubilita
=60,37 uM; 152: solubilita = 83,62 uM) nez predlohovy purinovy derivat 10 (solubilita = 46,9

uM), ale soucasné nizsi nez nejucinnéjsi purinovy derivat 53 (solubilita = 150,4 uM).

Pro stanoveni mikrosomalni stability byly pouzity HLM a jako standardy byly pouzity 1é¢iva
s vysokou (verapamil) a nizkou mirou (diazepam) metabolizace. Jednotlivé slouCeniny byly
inkubovany s HLM po dobu 45 minut. Diazepam se vyznacuje nizkou metabolizaci (CLiy = 0,8
pL/min/mg) a dlouhym biologickym polo¢asem (Ti2 = 1730 min), naproti tomu verapamil
vykazoval vysokou metabolizaci (CLin = 71,27 pL/min/mg) a kratky biologicky polocas (T1.
= 19,47 min).% Derivaty 151 (CLin = 20,62 puL/min/mg, T1/2 = 67,28 min) a 152 (CLin = 31,23
pL/min/mg, Ti2 = 44,42 min) dosahovaly hodnot blizicich se vice metabolické stabilité
verapamilu. Z vysledkil stanoveni lze dale usoudit, Zze tato skupina latek se metabolizuje
podstatné rychleji nez purinova antituberkulotika 10 a 53. Paraleln¢ byl proveden i experiment
plasmatické stability pro derivaty 151 a 152, které shodn¢ jako purinové slouceniny 53 a 10
vykézaly vysokou stabilitu v plasmé& i po dvou hodinach inkubace.

Tabulka 8 Rozpustnost ve vodé (5% roztok DMSO/Nvoda), mikrosomdlni stabilita vyjadrena jako

mikrosomalni polocas (T13) a clearance, stabilita v plasmé. Diazepam a verapamil byly zahrnuty jako
referencni léciva s nizkou a vysokou mirou metabolizace.

Sloucenina Rozpustnost HLM T2 CLint Stabilita v
ve vodé [uM] (min) (uL/min/mg)  plasmé (%)°
diazepam neurceno 1730 0,8 (2,6)* neurceno
verapamil neurceno 19.47 71,27 (138,7)* neurceno
10 46,9 110,0° 12,6¢ 96,60
53 150,4 51,3¢ 27,0° 95,50
151 60,37 67,28 20,62 96,41
152 83,62 44,42 31,23 97,73
85. b

“ Hodnoty v zavorkdch pocitany z publikovanych dat™; ° procento nemetabolizované slouceniny po
120 minutach inkubace; © Hodnoty jsou prevzaté z experimentdlniho clanku (Priloha I). Primé srovnani
dosazenych hodnot clearance a mikrosomomalni stability mezi purinovymi (10 a 53) a deazapurinovymi

slouceninami (151 a 152) nelze aplikovat z duvodu rozdilnosti v aktivité pouzitych mikrosomai.
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Cytotoxicita

Cytotoxicita derivatti 151 a 152 byla stanovena jako hodnoty ICso po 24 hodinach inkubace
derivati 151 a 152 s buitkami hepatocelularniho karcinomu HepG2 (Tabulka 9). Obé¢ latky 151
(ICso(HepG2) = 3,36 uM) a 152 (ICso(HepG2) = 3,56 uM) vykazuji pfiblizn¢ 18x vyssi
cytotoxicitu nez 53 (ICso(HepG2) = 63,9 uM) a ptiblizn¢ 35x vyssi cytotoxicitu nez 10
(ICso(HepG2) > 125 uM). Vysoka cytotoxicita pyrrolo[3,2-d]pyrimidinti je mirn¢ vyvazena
vysokym indexem selektivity, v tomto ptipadé pocitanym jako pomér hodnot ICso HepG2 viici
testovanym MIC hodnotam (151: SI = 56; 152: SI = 59). Vedle HepG2 bunécné linie byly
testovany oba derivaty na bunécné linii CHO-K1, ktera byla izolovana z vajecniku dospélé
samice ¢inského kieCka. Ob¢ latky dosahuji témét shodnych hodnot ICso (151: ICso(CHO-K1)
= 12,44 uM; 152: 1Cso(CHO-K1) = 12,42 uM), pficemz byla zaznamenéna piiblizné trikrat
nizsi cytotoxicita v porovnani s hodnotami dosazenymi v ramci testovani na HepG2 bunééné
linii.

Tabulka 9 Cytotoxicita derivati 151 a 152

Slouc¢enina HepG2 Mtb Hy1Rv N & ICCH(IIS?)
ICs0 = SD (uM)*  MICoo (uM) >0
(xM)
151 3,36+0,09 0,06 56 12,44+0,35
152 3,56+0,21 0,06 59 12,42+1,04
10 >125 4 >3] nezmeéreno
53 63,944,8 1 63,9 nezmereno

“ ICsp urceno po 24 h inkubace; b index selektivity (SI) je pocitan jako pomér mezi HepG2 ICsy a
hodnotami MICgo(Mtb)
Z divodu vysoké cytotoxicity derivati 151 a 152 proti HepG2 bunéénym liniim a zaroven
limitujici solubilité, byly provedeny posledni strukturni obmény v poloze 4- (Obr. 11), kam
byly zavedeny polarni funkéni skupiny (derivaty 153-156). Charakter polarnich funkcnich
skupin byl volen tak, aby mohly byt pfevedeny na piislusné soli nebo dale konvertovany na

proléciva s vyhledem navazujicich in vivo experiment.

VSechny tyto nové derivaty s polarnimi funkénimi skupinami zaznamenaly pokles v aktivité
(Tabulka 5, 153, 155, 156: MICoo(Mth) = 8 uM; 154: MICoo(Mtb) = 16 uM), proto bylo od

navazujicich experimentli odstoupeno. V soucasné dobé nicméné probihaji experimenty na
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stanoveni mechanismu U¢inku u nejvice perspektivnich slouCenin ze série pyrrolo[3,2-

d]pyrimidint (151 a 152).

____________________________________________________________________________

141 151 ;
MICQQ(Mtb-H37RV) =16 HM MICQQ(Mtb-H37RV) = 0,06 HM E

Y/N Y/N \ Y/N
f f . p

| MICgg(Mtb-Ha;RV) = 8 uM  MICqg(Mtb-Hz7Rv) = 16 uM  MICeg(Mtb-H37Rv) = 8 yM  MICgg(Mitb-Hz7Rv) = 8 uM

Obr. 11 Strukturni obmény vedouct k navyseni polarity u pyrrolo[3,2-d]pyrimidinové série.

Z divodu dlouhodobého podavéani anti-TB 1éCiv je pfedmétem navazujicitho vyzkumu
stanoveni kardiotoxicity sloucenin 151 a 152 prosttednictvim vlivu na hERG receptor (human
ether-a-go-go related gene). Déle je studovana inhibice isoforem cytochromti CYP450
(CYPI1A2, CYP2C9, CYP2D6 a CYP3A4). Kancerogenita a mutagenita bude vystupem AMES

testu.6

Zaver

Cela prace shrnuje vysledky studia novych, strukturné unikatnich antituberkulotik odvozenych
od purinového derivatu 10, ktera byla identifikovdna screeningem farmaceutické firmy Eli
Lilly. V sérii purinovych antituberkulotik byl prostudovan a definovan SAR diky ¢etnym
strukturnim modifikacim na skupiné 57 latek. Na zaklad¢ t€chto obmén byly identifikovany tfi

derivaty s nejvyssi anti-TB aktivitou (53, 61 a 72: MICoo(Mth) = 1 uM). U nich byla dale

potvrzena jejich vysoka selektivita k Mtb a zaroven akceptovatelna cytotoxicita vii¢i HepG2
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bunéénym liniim (s ohledem dosazenych hodnot MIC). Dale byla u vybranych kandidatt

stanovena rozpustnost ve vod¢ a in vitro stabilita v plasm¢ a mikrosomech.

Mechanismus ucinku byl stanoven ve spolupraci se zahrani¢nimi pracovisti pomoci genové
sekvenace rezistentnich kment M¢b k derivatu 10 a pomoci metody vyuzivajici radioaktivné
znadeného [C'*]-acetitu jako metabolického substratu podaného mykobakteriim. Obé metody
potvrdily, Ze latka 10 je nekovalentnim inhibitorem enzymu DprEl. S vyuzitim molekulové
modelovaci studie jsme rovnéz naznalili vazebné interakce nejucinné€jSich derivati se
samotnym enzymem. Tato Cast prace se stala podkladem pro publikovany experimentalni
¢lanek (Ptiloha 1) a patentovou ptfihlasku, na zéklad¢ které byl udélen tuzemsky patent (Pfiloha

3).

Navazujicim projektem bylo studium antituberkulotik na bazi pyrrolo[3,2-d|pyrimidint
odvozenych od purinového derivatu 10. I pro tuto skupinu latek se podafilo definovat SAR a
téchto poznatkli bylo vyuZzito pfi ptiprave nejicinnéjsich derivati 151 (MICoo(M1th) = 0,06 uM)
a 152 (MICoo(Mtb) = 0,06 uM), v jejichz struktufe byly zkombinovany fragmenty, které
vykazovaly nejvétsi vliv na anti-TB aktivitu u predlohovych latek. Oproti purinovym derivatim

si tyto slouceniny zachovaly vysokou anti-TB aktivitu i proti XDR-TB kmentim.

Selektivita ucinku k MtD byla u téchto latek vyrazné€ sniZzena; vyznamné antibakterialni aktivity
bylo dosazeno rovnéz proti gram pozitivnim bakteriim. Vystupiiovana byla i cytotoxicita vaci
HepG2 bunééné linii, fadoveé niZsi cytotoxicita se projevila vici CHO-K1 bunécné linii.
Vybrané pyrrolo[3,2-d]pyrimidinové slouceniny déle vykéazaly niz§i mikrosomalni stabilitu a
solubilitu ve vode. V nejblizsi dobé bude experimentalné stanoven mechanismus ucinku, vliv
na jednotlivé isoformy cytochromu CYP450 (1A2, 2C9, 2D6, 3A4), ovlivnéni hERG a bude
prozkouméana mozna mutagenita a kancerogenita s vyuzitim AMES testu. Tato prace se stala
podkladem pro patentovou piihlasku (Substituovany 5H-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin a jeho pouZiti
a farmaceuticky pfipravek ho obsahujici. PV/1430/CZ), ktera byla zaslana na Ufad
pramyslového vlastnictvi. Po dokonceni vSech zbyvajicich biologickych testii bude sepsana

experimentalni prace.

Na tyto dvé€ uvedené série slouc¢enin v soucasné dob¢ navazujeme projektem antituberkulotik
druhé generace na bazi substituovanych pyrimidinti. Tyto derivaty byly rovnéz strukturné
odvozeny od purinového derivatu 10 aplikaci metody “scaffold hopping”. V této sérii bylo
doposud piipraveno pies 120 novych pyrimidinovych derivati. Dva z téchto derivati vykazuji
velmi vysokou selektivitu k netuberkuloznim mykobakteriim M. kansasii (MICoo(M.kansasii)

= 0,25 uM), pticemz vici Mtb jsou prakticky neucinné (MICoo(Mtb) > 64 uM). Jednoduchymi
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strukturnimi obménami byly pfipraveny dva derivaty, které maji inverzni G¢innost, a které se
tak vyznamnéji profiluji proti Mtb (MICoo(M.kansasii) > 64 puM; MICoo(Mth) = 2 uM).
Ptitomnost dvou bazickych dusikli ve struktufe téchto latek ddva moznost prevedeni na
prislusnou stl. Tato vlastnost se pozitivné odrazi ve vodné solubilité; ta je pfiblizn¢ desetkrat
vyssi nez pro derivat 10. Vykazuji i Sestkrat vy$$i mikrosomalni stabilitu nez v této praci
uvedeny nejstabilngj$i purinovy derivat 10 a 12x vyssi stabilitu nez jeden z nejucinngjsich
pyrrolo[3,2-d]pyrimidini 151. V soucasné dobé je ovéfovan mechanismu ucinku a potencidlni
kardiotoxicita téchto latek. K dispozici je farmakokineticky profil in vivo. Koncentrace této
latky v krvi byla po peroralnim podani mysi dostate¢n¢ vysoka, a proto bude ptistoupeno k in

vivo farmakodynamickym experimentim.

Experimentalni cast

Vsechny nové piipravené slouceniny byly charakterizovany 'H a *C NMR a HPLC-HRMS
experimenty. NMR spektra byla méfena pii laboratorni teploté na ptistroji Varian VNMR S500
pracujicim pii 500 MHz ('H) a 126 MHz (**C) nebo Jeol INM-ECZ600R pracujicim pii 600
MHz (*H) a 151 MHz (**C). 'H NMR spektra byla pro roztoky latek v CDCl; kalibrovana na
residualni signal CHCI3 (6 7,26 ppm) a pro roztoky latek v DMSO-ds kalibrovana na residualni
signal DMSO (8 2,52 ppm). 3C NMR spektra byla kalibrovana na stiedovy signl multipletu
rozpoustédla (5 77,16 ppm v CDCl3; § 39,52 ppm v DMSO-ds). 1*C NMR spektra byla métena
metodou s protonovym dekaplingem. Hmotnostni spektra s vysokym rozliSenim (HRMS) a
Cistota latek byly ziskdny pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie a hmotnostni
spektrometrie. Byly pouzity pfistroje Dionex Ultimate 3000 UHPLC (Thermo Fischer
Scientific; Germering, Némecko) a hmotnostni spektrometr Q Exactive Plus Orbitrap se
softwarem Thermo Xcalibur, verze 4.3.73.11.; (Thermo Fischer Scientific; Brémy, Némecko).
Hmotnostni spektra byla ziskdna s rozliSenim 140000 v rozsahu 105-800 m/z v reZimu
pozitivnich iontl. Ionizace byla provedena pomoci vyhiivaného elektrosprejového zdroje. Pro
kapalinovou chromatografii byla pouzita kolona s reverzni fazi Kinetex EVO C18 (2,1x50 mm,
1,7 um, Phenomenex, Torrance, Kalifornie, USA). Jako mobilni faze byla pouzita ultracista
voda typu ASTM i (odpor 18,2 MQ-cm pfii 25 °C) pfipravena na piistroji Barnstead Smart2Pure
3 UV/UF (Thermo Fischer Scientific, Brémy, Némecko) s 0,1 % (v/v) kyseliny mraven¢i (LC-
MS grade, Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko). Jako mobilni faze B byl pouzit acetonitril
(MS, VWR International, Fontenay-sous-Bois, Francie) s 0,1 % (v/v) kyseliny mravenc¢i. Déleni
probihalo gradientovou metodou v dané koloné temperované na 27 °C. Cistota slouenin byla

ovétena pomoci LC-MS s vyuzitim UV detekce (254 nm). Vzorky byly rozpustény ve smési

60



DMSO/MeOH 50/50 (v/v), nastfikovan byl 1 pl. Chemikalie byly pofizeny od spole¢nosti
Sigma-Aldrich, Acros Organics, TCI, Alfa Aesar, Fluorochem nebo Penta a pouzivany bez
dalSiho Ccisténi. Flash chromatografie byla provadéna na pfistroji puriFlash® 5.050 a
puriFlash® 5.125 na kolonach naplnénych silikagelem. Tenkovrstva chromatografie byla
provadéna na aluminiovych destickach potazenych silikagelem SiO> s vizualizaci pomoci UV
lampy (254 nebo 366 nm). Body tani byly stanoveny v otevienych kapilarach na ptistroji Biichi
B-540. Vybrané reakce probihaly v mikrovinném reaktoru A CEM Explorer SP 12 S.

Stanoveni in vitro antimykobakteridlni a antibakterialni aktivity
Stanoventi in vitro antimykobakterialni aktivity bylo stanoveno na Zdravotnim ustavu se sidlem

v Ostravé a stanoveni in vitro antibakterialni aktivity bylo stanoveno v Centru biomedicinského

vyzkumu FNHK. Piesné laboratorni protokoly jsou uvedeny v literatuie 70 — viz Piiloha 1.7

Stanoveni cytotoxicity, solubility, mikrosomalni stability a stability v lidské
plasmé

Vsechny tyto experimenty byly provedeny na Centru biomedicinského vyzkumu FNHK a

viechny laboratorni protokoly jsou uvedeny v literatufe 70 — viz P¥iloha 1.7

In silico vypocetni metody
Vsechny vypocetni metody byly provedeny ve spolupraci s Centrem biomedicinského

vyzkumu FNHK a Vojenské lékarské fakulty, Univerzity obrany. Postup je uveden rovnéz

v literatuie 70 — viz P¥iloha 1.7°

Syntéza a charakterizace sloucenin

Syntéza purinovych derivata

Ptiprava vSech purinovych derivati a jejich charakterizace je popsana v publikované
experimentalni praci (Ptiloha 1).

Syntéza pyrrolo[3,2-d]pyrimidinti

Obecn4 priprava 1:

Suspenze 2,4-dichlor-5H-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin 80 (1 g; 5,29 mmol), K>CO3 (0,88 g, 6,35
mmol) byla michana v 10 ml DMF pfi laboratorni teploté. Po 30 minutach bylo ptidano
alkylacni ¢inidlo 21a-21¢ nebo 85-88 (5,82 mmol) do reak¢ni smési a ta byla michéana pies noc.
Do reak¢ni smési bylo nalito 100 ml destilované vody a suspenze byla extrahovana 3x50 ml

dichlormethanu (DCM). Organické faze byla posléze vysuSena siranem sodnym, zfiltrovana a
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rozpoustédlo bylo odpafeno na vakuové rotacni odparce (RVO). Produkt byl €istén s vyuzitim

flash chromatografie, kdy mobilni fazi byl petrolether a EtOAc v poméru 1:1.

2,4-Dichlor-5-[(naftalen-2-yl)methyl]-SH-pyrrolo[3,2-d]|pyrimidin (81)

CI\ N
0
XN

b

Sloucenina 81 byla ptipravena podle Obecné piipravy 1. 2-(Brommethyl)naftalen 21a byl
pouzit jako alkyla¢ni ¢inidlo. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash chromatografie (PE/EtOAc,
1:1). Vytézek 86 % (zluta krystalicka latka); teplota tani 109-112 °C. '"H NMR (500 MHz,
CDCl3) & 7,89 — 7,82 (m, 2H), 7,78 — 7,73 (m, 1H), 7,59 (d, J = 3,2 Hz, 1H), 7,52 — 7,49 (m,
2H), 7,44 (bs, 1H), 7,23 (dd, J= 8,5, 1,9 Hz, 1H), 6,74 (d, J= 3,2, 0,6 Hz, 1H), 5,84 (s, 2H)
ppm. 3C NMR (126 MHz, CDCl3) § 154,39, 150,54, 143,01, 138,79, 133,62, 133,22, 132,95,
129,14, 127,80, 127,73, 126,73, 126,55, 125,60, 124,09, 123,08, 102,96, 52,43 ppm. HRMS:
m/z [M+H]" 328,0402 (vypoéteno pro: [C17H12C1aN3]" 328,0403).

2,4-Dichlor-5-methyl-SH-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin (89)

Cl N
N\ N

Cl '

Sloucenina 89 byla pfipravena podle Obecné piipravy 1. Methyl jodid 85 byl pouzit jako
alkyla¢ni ¢inidlo. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash chromatografie (PE/EtOAc, 1:1). Vytézek
68 % (bila krystalicka latka); teplota tani 159-161 °C. 'TH NMR (500 MHz, CDCls) § 7,46 (d, J
= 3,1 Hz, 1H), 6,62 (d, J = 3,1 Hz, 1H), 4,14 (s, 3H) ppm. '*C NMR (126 MHz, CDCl;) §
153,98, 150,24, 143,13, 139,31, 123,29, 102,02, 36,71 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 201,9937
(vypocteno pro: [C7HsCLN3]" 201,9933).

2,4-Dichlor-5-propyl-SH-pyrrolo[3,2-d|pyrimidin (90)

CIYN
N ;
XN

L

Sloucenina 90 byla ptipravena podle Obecné ptipravy 1. n-Propyl bromid 86 byl pouzit jako
alkylacni €inidlo. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash chromatografie (PE/EtOAc, 1:1). Vytézek
72 % (bila krystalicka latka); teplota tani 69-71 °C. '"H NMR (600 MHz, CDCl3) § 7,53 (d, J =
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3,1 Hz, 1H), 6,65 (d, J = 3,2 Hz, 1H), 4,47 — 4,30 (m, 2H), 1,98 — 1,78 (m, 2H), 0,96 (t, J= 7,4
Hz, 3H) ppm. '*C NMR (151 MHz, CDCL3) & 154,62, 150,48, 143,06, 139,05, 122,97, 102,39,
51,18, 25,69, 11,20 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 230,0246 (vypocteno pro: [CoHioClaNs]*
230,0246).

2,4-Dichlor-5-pentyl-5H-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin (91)

Cl N
N N N
Cl

Sloucenina 91 byla ptipravena podle Obecné piipravy 1. n-Pentyl bromid 87 byl pouZit jako
alkyla¢ni ¢inidlo. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash chromatografie (PE/EtOAc, 1:1). Vytézek
86 % (zluté olejovita latka). '"H NMR (500 MHz, CDCls) 6 7,15 (d, J = 2,9 Hz, 1H), 6,41 (d, J
=2,9 Hz, 1H), 4,40 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 1,94 — 1,79 (m, 2H), 1,42 — 1,24 (m, 4H), 0,90 (t, J =
7,2 Hz, 3H) ppm. *C NMR (126 MHz, CDCls) & 155,65, 145,55, 138,71, 131,82, 115,25,
102,94, 49,21, 31,53, 28,52, 22,20, 13,92 ppm. HRMS: m/z [M+H]"258,0559 (vypo&teno pro:
[C1iH14C12N3]" 258,0559).

2,4-Dichlor-5-(6-fluornaftalen-2-ylmethyl)-SH-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin (92)

Sloucenina 92 byla pfipravena podle Obecné ptipravy 1. 2-(Brommethyl)-6-fluornaftalen 21b
byl pouzit jako alkyla¢ni Cinidlo. Produkt byl c¢iStén s vyuzitim flash chromatografie
(PE/EtOAc, 1:1). Vytézek 88 % (Zlut4 krystalick4 latka); teplota tani 106-108 °C.'H NMR (600
MHz, CDCl;) ¢ 7,80 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,75 (dd, J = 9,1, 5,5 Hz, 1H), 7,61 (d, J = 3,2 Hz,
1H), 7,46 (dd, J=9,6, 2,6 Hz, 1H), 7,43 (s, 1H), 7,30 (dd, J=8,7, 2,6 Hz, 1H), 7,28 — 7,26 (m,
1H), 6,76 (d, J= 3,2 Hz, 1H), 5,85 (s, 2H) ppm. *C NMR (151 MHz, CDCl3) § 161,16 (d, 'Jc.
F = 247,4 Hz), 154,63, 150,84, 143,23, 138,96, 133,95 (d, *Jcr = 9,4 Hz), 133,83, 133,27 (d,
“Jor = 2,5 Hz), 130,45 (d, *Jcr = 8,7 Hz), 128,70 (d, “Jcr = 5,5 Hz), 125,73, 125,35, 123,27,
117,38 (d, 2Jcr= 25,3 Hz), 111,12 (d, 2Jc.r = 20,4 Hz), 103,27, 52,48 ppm. HRMS: m/z [M+H]"
346,0301 (vypoé&teno pro: [Ci7H11N3CLF]" 346,0309).
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2-[(2,4-Dichlor-5H-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-5-yl)methyl]chinolin (93)

Sloucenina 93 byla ptipravena podle Obecné piipravy 1. 2-(Brommethyl)chinolin 21c¢ byl
pouzit jako alkylac¢ni ¢inidlo. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash chromatografie (PE/EtOAc,
1:1). Vytézek 82 % (bila krystalicka latka); teplota tani 104-106 °C. 'H NMR (600 MHz,
CDCl) 6 8,12 (d, J=8,5 Hz, 1H), 7,97 (dt, J= 8,6, 1,0 Hz, 1H), 7,79 (dd, J=8,2, 1,4 Hz, 1H),
7,74 — 7,69 (m, 2H), 7,58 — 7,50 (m, 1H), 6,99 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 6,75 (d, J = 3,2 Hz, 1H),
5,94 (s, 2H) ppm. *C NMR (151 MHz, CDCls) & 155,93, 154,68, 150,72, 147,91, 143,11,
139,70, 137,86, 130,36, 129,32, 127,80, 127,51, 127,11, 123,38, 118,19, 103,28, 54,42 ppm.
HRMS: m/z [M+H]" 329,0357 (vypoc&teno pro: 329,0355 [CisH11N4CLo]").

2,4-Dichlor-5-(naftalen-1-ylmethyl)-SH-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin (94)

Cl O
>

Sloucenina 94 byla ptipravena podle Obecné piipravy 1. 1-(Brommethyl)naftalen 88 byl pouzit
jako alkyla¢ni ¢inidlo. Produkt byl €istén s vyuzitim flash chromatografie (PE/EtOAc, 1:1).
Vytézek 82 % (zluta krystalickd latka); teplota tani 116-118 °C. "H NMR (600 MHz, CDCls) §
7,95 - 17,92 (m, 1H), 7,87 (dd, J = 8,9, 3,5 Hz, 2H), 7,60 — 7,53 (m, 2H), 7,42 — 7,36 (m, 2H),
6,81 (d, J = 7,0 Hz, 1H), 6,67 (d, J = 3,3 Hz, 1H), 6,14 (s, 2H) ppm. 3C NMR (151 MHz,
CDCI3) & 154,55, 150,78, 143,39, 138,68, 133,91, 131,45, 130,46, 129,49, 129,29, 127,36,
126,58, 125,66, 125,23, 123,41, 122,26, 102,95, 50,61 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 328,0403
(vypoéteno pro: [C17H12N3Cl2]" 328,0403).

4-Chlor-5-(naftalen-2-ylmethyl)-SH-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin (95)

N
T
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Suspenze 4-chlor-5H-pyrrolo[3,2-d]pyrimidinu 84 (1 g; 5,29 mmol), K.COs (0,88 g, 6,35
mmol) v 10 ml DMF byla michana pfi laboratorni teploté. Po 30 minutach byl pfidan do reakéni
smési 2-(brommethyl)naftalen 21a (5,82 mmol) a reakéni smés byla michana pfes noc. Do
reak¢ni smési bylo nalito 100 ml destilované vody a suspenze byla extrahovana 3x50 ml DCM.
Organickd faze byla posléze vysuSena siranem sodnym, zfiltrovand a rozpoustédlo bylo
odpafeno na rota¢ni vakuové odparce (RVO) a produkt byl cistén s vyuzitim flash
chromatografie, kdy mobilni fazi byl petrolether a EtOAc v poméru 1:1. Vytézek 87 % (bila
krystalick4 latka); teplota tani 163-165 °C. 'H NMR (500 MHz, CDCls) § 8,74 (s, 1H), 7,84 —
7,80 (m, 2H), 7,75 - 7,71 (m, 1H), 7,54 (d, J = 3,2 Hz, 1H), 7,50 — 7,45 (m, 2H), 7,43 (s, 1H),
7,24 (dd, J= 8,5, 1,6 Hz, 1H), 6,80 (d, J= 3,2 Hz 1H), 5,86 (s, 2H) ppm. '*C NMR (126 MHz,
CDCl3) 6 152,83, 150,32, 142,61, 137,36, 134,48, 133,54, 133,21, 129,31, 128,11, 128,03,
126,94, 126,73, 125,86, 124,53, 124,34, 103,58, 52,59 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 294,0794
(vypocteno pro: [C17H13N3C1]" 294,0793).

Obecna priprava 2:

Intermediaty 81, 89-91 (0,76 mmol) byly rozpustény v dioxanu (5 ml). K roztoku bylo pfidano
5 ml 2N roztoku NaOH a smés byla zahtata na 100 °C. Po dvou hodinach byl roztok ochlazen
na laboratorni teplotu a nasledn¢ bylo upraveno pH roztoku na hodnotu 3-4 pomoci roztoku 2N
HCI. Vyloucena pevna latka byla zfiltrovana, promyta vodou (3%15 ml), diethyletherem (15 ml)
a vysusena.

2-Chlor-5-(naftalen-2-ylmethyl)-3H,4H,SH-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-on (81)

T

Sloucenina 81 byla pfipravena podle Obecné ptipravy 2. Vytézek 72 % (bila krystalicka latka);
teplota tani 234-236 °C. "H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 12,89 (s, 1H), 7,90 — 7,79 (m, 3H),
7,70 (s, 1H), 7,64 (d, J=2,9 Hz, 1H), 7,51 — 7,45 (m, 2H), 7,42 — 7,39 (m, 1H), 6,39 (d,J=2,9
Hz, 1H), 5,75 (s, 2H) ppm. *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 154,72, 144,67, 139,16, 136,14,
132,97, 132,49, 132,42, 128,45, 127,90, 127,73, 126,55, 126,27, 125,94, 125,56, 115,53,
103,01, 51,15 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 310,0740 (vypoéteno pro: [C17H;3CIN3O]" 310,0742).
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2-Chlor-5-methyl-3H,4H,5H-pyrrolo[3,2-d|pyrimidin-4-on (96)

Cl N
\(/ | A
HN N
S \

Sloucenina 96 byla ptipravena podle Obecné ptipravy 2. Vytézek 69 % (bilé krystalicka latka);
teplota tani 116-118 °C. '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8,04 (d, J = 3,1 Hz, 1H), 6,64 (d, J
=3,1 Hz, 1H), 4,07 (s, 3H) ppm. *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) § 153,59, 148,60, 142,48,
141,91, 122,91, 100,93, 36,42 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 184,0272 (vypoclteno pro:
[C7H6CIN3O]" 184,0272).

2-Chlor-5-(n-propyl)-3H,4H,SH-pyrrolo|3,2-d|pyrimidin-4-on (97)

Cl N
HN

£

Sloucenina 97 byla pfipravena podle Obecné ptipravy 2. Vytézek 74 % (bila krystalicka latka);
teplota tani 223 °C-rozklad. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8,15 (d, J = 3,2 Hz, 1H), 6,70
(d, J=3,1 Hz, 1H), 4,41 (t, 2H), 1,79 (sext, 2H), 0,84 (t, J = 7,4 Hz, 3H) ppm. '*C NMR (126
MHz, DMSO-ds) 6 153,98, 148,65, 142,04, 141,39, 122,20, 101,24, 49,96, 24,97, 10,71 ppm.
HRMS: m/z [M+H]" 212,0589 (vypoc&teno pro: [CoH11CIN3O]" 212,0585).

2-Chlor-5-(n-pentyl)-3H,4H,5SH-pyrrolo[3,2-d|pyrimidin-4-on (98)

Cl N
HN N
o

Sloucenina 98 byla pfipravena podle Obecné ptipravy 2. Vytézek 92 % (bila krystalické latka);
teplota tani 181-183 °C. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8,13 (d, J = 3,2 Hz, 1H), 6,68 (d, J
=3,2 Hz, 1H), 4,43 (t, 2H), 1,75 (sext, J = 14,8, 7,4 Hz, 2H), 1,33 — 1,15 (m, 4H), 0,81 (t, J =
7,1 Hz, 3H) ppm. '3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) § 153,97, 148,64, 141,97, 141,29, 122,12,
101,27, 48,51, 31,36, 28,09, 21,80, 13,93 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 240,0904 (vypo&teno pro:
[C1iH15CIN3O]" 240,0898).
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5-(Naftalen-2-ylmethyl)-3,5-dihydro-4 H-pyrrolo|3,2-d|pyrimidin-4-on (99)

7 B
HN
ﬁ

4-Chlor-5-(naftalen-2-ylmethyl)-5 H-pyrrolo[ 3,2-d|pyrimidin 95 (0,762 mmol) byl rozpustén
v 5 ml dioxanu. K tomuto roztoku bylo ptiddno 5 ml 2N NaOH a smés byla ohtata na 100 °C.
Po dvou hodinach byl roztok ochlazen na laboratorni teplotu a nasledn¢ bylo upraveno pH
roztoku na hodnotu 3-4 pomoci roztoku 2N HCI. Vyloucena pevna latka byla zfiltrovana,
promyta vodou (3x15 ml), diethyletherem (15 ml) a vysuSena. Vytézek 76 % (bila krystalicka
latka); teplota tani 202 °C-rozklad. '"H NMR (600 MHz, DMSO-de) & 7,90 — 7,87 (m, 2H), 7,86
-17,83 (m, 1H), 7,82 (s, 1H), 7,73 (d, J= 1,4 Hz, 1H), 7,62 (d, J= 3,0 Hz, 1H), 7,53 — 7,48 (m,
2H), 7,44 (dd, J = 8.4, 1,8 Hz, 1H), 6,43 (d, J= 3,1 Hz, 1H), 5,81 (s, 2H) ppm. >*C NMR (151
MHz, DMSO-ds) 6 154,21, 145,11, 142,11, 136,34, 132,81, 132,28, 131,28, 128,21, 127,69,
127,54, 126,34, 126,03, 125,73, 125,47, 116,86, 102,95, 51,03 ppm. HRMS: m/z [M+H]"
276,1129 (vypocteno pro: [C17H14N3O]" 276,1131). HPLC ¢istota: 99 %.

2-Chlor-3-methyl-5-(naftalen-2-ylmethyl)-3,5-dihydro-4 H-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-on
(108)

N

K roztoku 2-chlor-5-[(naftalen-2-yl)methyl]-3H,4H,5H-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-onu 82
(1,29 mmol) v 8 ml such¢ho DMF bylo ptidano 0,18 g KoCO3 a 0,1 ml methyl jodidu (1,6
mmol) a reakéni smés byla michéna ptes noc. Nasledné bylo k reakéni smési ptilito 20 ml vody
a vznikld suspenze byla extrahovana 3x15 ml DCM. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash
chromatografie (PE/EtOAc, 4:1). Vytézek 56 % (Zluta krystalicka latka); teplota tani 191 °C-
rozklad. "H NMR (600 MHz, CDCl3) § 7,79 (s, 3H), 7,62 (s, 1H), 7,50 — 7,45 (m, 2H), 7,35
(dd, J=4,6,2,3 Hz, 1H), 7,17 (d, J = 3,0 Hz, 1H), 6,41 (d, J = 3,0 Hz, 1H), 5,80 (s, 2H), 3,73
(s, 3H) ppm. *C NMR (151 MHz, CDCls) § 155,22, 143,57, 142,13, 135,19, 133,62, 133,21,
131,84, 129,03, 128,20, 128,00, 126,66, 126,59, 126,48, 125,53, 115,91, 103,62, 52,22, 33,02
ppm. HRMS: m/z [M+H]" 324,0893 (vypocteno pro: [CisHisN3ClO]* 324,0898).
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Obecna priprava 3

Do zkumavky bylo vlozeno 0,43 mmol intermediatu 82 a 96-98, 1,5 ml pfislusného aminu a
bylo do ni pfilito 5 ml dioxanu a 1 ml vody. Reakce byla provedena v mikrovinném reaktoru
pii 180 °C, 150 W, 300 psi a trvala 3 hodiny. Po ukonceni reakce byl roztok ze zkumavky prelit
do 50 ml banky a odpaten do sucha. Produkt byl ¢istén flash chromatografii.

2-(Morfolin-4-yl)-5-(naftalen-2-ylmethyl)-3H,4H,5SH-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-on (83)
oY
L_NLN

Sloucenina 83 byla pfipravena podle Obecné ptipravy 3. Produkt byl CiStén s vyuzitim flash
chromatografie (DCM/MeOH, 30:70). Vytézek 81 % (bila krystalicka latka); teplota tani 246-
248 °C. '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 10,98 (br, 1H), 7,88 — 7,79 (m, 3H), 7,69 (s, 1H),
7,47 (dd, J= 6,1, 2,2 Hz, 2H), 7,44 (d, J=2,9 Hz, 1H), 7,40 (dd, J= 8,5, 1,5 Hz, 1H), 6,12 (d,
J=2,8 Hz, 1H), 5,67 (s, 2H), 3,66 — 3,60 (m, 4H), 3,41 — 3,36 (m, J = 10,8, 6,2 Hz, 4H) ppm.
3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) § 155,31, 151,26, 146,52, 136,78, 132,96, 132,41, 131,66,
128,26, 127,81, 127,69, 126,45, 126,11, 125,76, 125,62, 112,41, 101,65, 65,85, 50,95, 46,54
ppm. HRMS: m/z [M+H]" 361,1661 (vypolteno pro: [C21H21N4O2]" 361,1659).
HPLC C¢istota: 99 %.

2-(Morfolin-4-yl)-5-(methyl)-3H,4H,5SH-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-on (100)

0]

K/N\(/N

Tp
HN N
\
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Sloucenina 100 byla ptipravena podle Obecné piipravy 3. Produkt byl ¢iStén s vyuzitim flash
chromatografie (DCM/MeOH, 30:70). Vytézek 43 % (bila krystalicka latka); teplota tani 184
°C-rozklad. "H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 10,95 (br, 1H), 7,19 (d, J=2,8 Hz, 1H), 6,02 (d,
J=2,8 Hz, 1H), 3,89 (s, 3H), 3,66 — 3,62 (m, 4H), 3,37 (m, 4H). '*C NMR (126 MHz, DMSO-
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ds) 8 155,51, 151,20, 146,06, 132,21, 113,00, 100,65, 65,90, 46,69, 35,40. HRMS: m/z [M+H]"
235,1191 (vypocteno pro: [C1iH1sN4O2]" 235,1190). HPLC d&istota: 99 %.

2-(Morfolin-4-yl)-5-(n-propyl)-3H,4H,5SH-pyrrolo[3,2-d|pyrimidin-4-on (101)

O

QNI:(\E%
I

Sloucenina 101 byla pfipravena podle Obecné piipravy 3. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash
chromatografie (DCM/MeOH, 30:70). Vytézek 33 % (bila krystalicka latka); teplota tani 231-
233 °C. 'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 11,50 (br, 1H), 7,03 (d,J=2,9 Hz, 1H), 6,21 (d,J=2.8
Hz, 1H), 4,27 (t,J=6,9 Hz, 2H), 3,91 — 3,78 (m, 4H), 3,66 — 3,62 (m, 4H), 1,85 (sext, J= 14,3,
7,2 Hz, 2H), 0,90 (t, J = 7,4 Hz, 3H) ppm. *C NMR (126 MHz, CDCl3) § 156,61, 150,89,
147,78, 131,72, 112,32, 101,00, 66,60, 50,42, 46,51, 24,89, 10,97 ppm. HRMS: m/z [M+H]"
263,1510 (vypoéteno pro: [Ci3sHi9N4O2]" 263,1503). HPLC ¢&istota: 99 %.

2-(Morfolin-4-yl)-5-(n-pentyl)-3H,4H,5SH-pyrrolo[3,2-d|pyrimidin-4-on (102)
0™
K/NIN | ':
o K\j
Sloucenina 102 byla ptipravena podle Obecné ptipravy 3. Produkt byl ¢iStén s vyuzitim flash
chromatografie (DCM/MeOH, 30:70). Vytézek 40 % (bila krystalickd latka); teplota tani 169-
171 °C. "H NMR (500 MHz, CDCl3) § 11,51 (br, 1H), 7,03 (d, J = 2,8 Hz, 1H), 6,21 (d, J=2,8
Hz, 1H), 4,30 (t, J = 6,9 Hz, 2H), 3,89 — 3,75 (m, 4H), 3,69 — 3,57 (m, 4H), 1,90 — 1,75 (m,
2H), 1,43 — 1,15 (m, 4H), 0,88 (t, /= 7,2 Hz, 3H) ppm. 1*C NMR (126 MHz, CDCls) 6 156,61,
150,88, 147,76, 131,63, 112,27, 101,00, 66,60, 48,82, 46,51, 31,36, 28,59, 22,34, 13,96 ppm.

HRMS: m/z [M+H]" 291,1824 (vypocteno pro: [CisH2sNsO2]"  291,1816).
HPLC ¢istota: 98 %.
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2-(4-Methylpiperazin-1-yl)-5-(naftalen-2-ylmethyl)-3,5-dihydro-4 H-pyrrolo|[3,2-
d|pyrimidin-4-on (103)

Sloucenina 103 byla ptipravena podle Obecné piipravy 3. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash
chromatografie (DCM/MeOH, 30:70). Vytézek 63 % (bila krystalickd latka); teplota tani 249-
251 °C. '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 10,98 (s, 1H), 7,90 — 7,85 (m, 2H), 7,85 — 7,81 (m,
1H), 7,71 (s, 1H), 7,52 — 7,47 (m, 2H), 7,46 (d, J = 2,8 Hz, 1H), 7,42 (dd, J= 8,5, 1,5 Hz, 1H),
6,13 (d, J= 2,8 Hz, 1H), 5,69 (s, 2H), 3,46 — 3,40 (m, 4H), 2,39 — 2,32 (m, 4H), 2,19 (s, 3H)
ppm. *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 155,23, 151,03, 146,58, 136,69, 132,82, 132,27,
131,51, 128,14, 127,68, 127,57, 126,33, 125,98, 125,62, 125,50, 112,08, 101,43, 54,14, 50,80,
45,84, 45,69 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 374,1961 (vypo&teno pro: [C22H24NsO]" 374,1975).
HPLC ¢istota: 99 %.

5-(Naftalen-2-ylmethyl)-2-(piperidin-1-yl)-3,5-dihydro-4 H-pyrrolo[3,2-d|pyrimidin-4-on
(104)

Sloucenina 104 byla ptipravena podle Obecné piipravy 3. Produkt byl CiSté€n s vyuzitim flash
chromatografie (DCM/MeOH, 30:70). Vytézek 74 % (bila krystalicka latka); teplota tani 225-
227 °C. "H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 10,86 — 10,80 (s, 1H), 7,90 — 7,85 (m, 2H), 7,85 —
7,82 (m, 1H), 7,73 (s, 1H), 7,52 — 7,47 (m, 1H), 7,45 — 7,42 (m, 2H), 6,11 (d, J=2,9 Hz, 1H),
5,68 (s, 2H), 3,46 — 3,40 (m, 4H), 1,57 — 1,48 (m, 6H) ppm. *C NMR (151 MHz, DMSO-dj) &
155,85, 151,50, 147,42, 137,22, 133,35, 132,79, 131,89, 128,62, 128,18, 128,07, 126,82,
126,47, 126,18, 126,05, 112,38, 101,82, 51,29, 46,97, 25,50, 24,54 ppm. HRMS: m/z [M+H]*
359,1858 (vypocteno pro: [C22H23N40]" 359,1866). HPLC ¢&istota: 99 %.
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5-(Naftalen-2-ylmethyl)-2-(pyrrolidin-1-yl)-3,5-dihydro-4 H-pyrrolo|3,2-d]pyrimidin-4-
on (105)

i

WJ@ e

Sloucenina 105 byla piipravena podle Obecné ptipravy 3. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash
chromatografie (DCM/MeOH, 30:70). Vytézek 51 % (bila krystalickd latka); teplota tani 237-
240 °C. "H NMR (600 MHz, CDCls3) § 10,20 (s, 1H), 7,86 — 7,70 (m, 3H), 7,55 (s, 1H), 7,49 —
7,43 (m, 2H), 7,33 (dd, /= 8,4, 1,8 Hz, 1H), 7,04 (d, J = 2,9 Hz, 1H), 6,26 (d, /=2,9 Hz, 1H),
5,73 (s, 2H), 3,69 — 3,13 (m, 4H), 2,56 — 1,30 (m, 4H) ppm, '*C NMR (151 MHz, CDCl;) &
156,29, 149,25, 136,14, 133,51, 132,91, 131,60, 128,59, 127,97, 127,78, 126,38, 126,07,
125,66, 125,14, 111,98, 101,68, 51,88, 46,99, 25,50. *C NMR (151 MHz, CDCl;3) § 156,29,
149,25, 136,14, 133,51, 132,91, 131,60, 128,59, 127,97, 127,78, 126,38, 126,07, 125,66,
125,14, 111,98, 101,68, 51,88, 46,99, 25,50 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 345,1706 (vypoéteno
pro: [C21H21N4O]" 345,1710). HPLC ¢istota: 98 %.

1-Methyl-2-morfolino-5-(naftalen-2-ylmethyl)-3,5-dihydro-4 H-pyrrolo|3,2-d]pyrimidin-
4-on (109)

!

Sloucenina 109 byla ptipravena podle Obecné piipravy 3. Produkt byl ¢iStén s vyuzitim flash
chromatografie (PE/EtOAc, 1:1). Vytézek 64 % (bila krystalickd latka); teplota tani 145-147
°C.'H NMR (600 MHz, CDCls) § 7,81 — 7,75 (m, 3H), 7,63 (d, J = 1,6 Hz, 1H), 7,47 — 7,42
(m, 2H), 7,36 (dd, J = 8,4, 1,8 Hz, 1H), 7,12 (d, /= 2,9 Hz, 1H), 6,36 (d, J = 2,9 Hz, 1H), 5,79
(s, 2H), 3,89 — 3,82 (m, 4H), 3,59 (s, 3H), 3,20 — 3,09 (m, 4H) ppm. '3*C NMR (151 MHz,
CDCl3) 6 156,59, 154,18, 143,85, 135,66, 133,49, 133,00, 131,06, 128,69, 128,04, 127,81,
126,35, 126,34, 126,14, 125,54, 114,90, 102,76, 66,67, 51,96, 50,57, 31,68 ppm. HRMS: m/z
[M+H]" 375,1813 (vypocteno pro: [C22H23N4O2]" 375,1816). HPLC Cistota: 97 %.
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5-(Naftalen-2-ylmethyl)-3,5-dihydro-4 H-pyrrolo|3,2-d|pyrimidin-4-thion (106)

K roztoku 4-chlor-5-(naftalen-2-ylmethyl)-5 H-pyrrolo[3,2-d]pyrimidinu 95 (0,34 mmol) v 10
mL of EtOH bylo pfidano 75 mg (1 mmol) thiomocoviny a nasledné byla reakéni smés zahtéata
k bodu varu ethanolu. Po dvou hodinach byla reakéni smés ochlazena a vylouceny pevny podil
byl zfiltrovan, promyt 10 ml EtOH a vysuSen. Vytézek 94 % (zluta krystalicka latka); teplota
tani 248-251 °C. 'TH NMR (500 MHz, DMSO-dj) § 13,35 (s, 1H), 8,05 (d, J= 3,6 Hz, 1H), 7,90
(d,J=3,0 Hz, 1H), 7,90 — 7,85 (m, 2H), 7,84 — 7,79 (m, 1H), 7,62 (s, 1H), 7,51 — 7,47 (m, 2H),
7,41 (dd, J=8.5, 1,7 Hz, 1H), 6,60 (d, J= 3,0 Hz, 1H), 6,41 (s, 2H) ppm. 3*C NMR (126 MHz,
DMSO-ds) 8 168,25, 142,17, 141,93, 136,90, 136,75, 132,79, 132,17, 128,12, 127,64, 127,51,
126,67, 126,27, 125,93, 125,37, 125,27, 102,80, 50,65 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 292,0904
(vypocteno pro: [C17H14N3S]" 292,0903). HPLC ¢istota: 97 %.

5-(Naftalen-2-ylmethyl)-1,5-dihydro-2H-pyrrolo|3,2-d|pyrimidin-2,4(3H)-dithion (107)

K roztoku 2,4-dichlor-5-[(naftalen-2-yl)methyl]-5H-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin 82 (0,34 mmol) v
10 mL of EtOH bylo pfidano 75 mg (I mmol) thiomocoviny a néasledné byla reakéni smés
zahtata k bodu varu ethanolu. Po dvou hodinach byla reakéni smés ochlazena a vylouceny
pevny podil byl zfiltrovan, promyt 10 ml EtOH a vysuSen. Vytézek 93 % (zluta krystalicka
latka); teplota tani 286 °C-rozklad. '"H NMR (500 MHz, DMSO- ds) § 13,26 (s, 1H), 12,87 (s,
1H), 7,90 — 7,86 (m, 2H), 7,86 — 7,82 (m, 1H), 7,75 (d, J = 2,9 Hz, 1H), 7,54 (s, 1H), 7,51 —
7,47 (m, 2H), 7,35 (dd, J = 8,5, 1,7 Hz, 1H), 6,19 (s, 2H), 6,10 (d, J = 2,9 Hz, 1H) ppm. *C
NMR (126 MHz, DMSO- ds) 6 173,04, 169,04, 137,24, 136,33, 132,79, 132,71, 132,17, 128,11,
127,67, 127,50, 126,27, 125,94, 125,05, 125,00, 123,05, 94,50, 50,43 ppm. HRMS: m/z
[M+H]" 324,0619 (vypocteno pro: [C17H14N3S2]" 324,0624), HPLC ¢istota 95 %.
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Obecna priprava 4

Roztok intermediatu 81 nebo 91-95 (0,36 mmol) a 5 ekvivalenti ptislusného aminu (2,1 mmol)
byl michén pii 45 °C 24 hodin v acetonitrilu (15 ml). Reakce byla monitorovana pomoci TLC.
Po uplném zreagovani vychozi latky byl odpafen acetonitril a k odparku bylo nalito 10 ml
destilované vody a celd reakéni smés byla extrahovana 3x10 ml DCM. Organicka faze byla
vysusena bezvodym siranem sodnym, zfiltrovana a rozpoustédlo bylo odpafeno na RVO.

Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash chromatografie.
2-Chlor-5-(6-fluornaftalen-2-ylmethyl)-N-methyl-SH-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-amin

(110)

Sloucenina 110 se pfipravuje podle obecné ptipravy 4. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash
chromatografie (mobilni faize EtOAc:MeOH, 95:5). Vytézek 86 % (bild krystalicka latka);
teplota tani 150-152 °C. 'H NMR (500 MHz, CDCls) § 7,86 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,77 (dd, J =
9,0, 5,5 Hz, 1H), 7,49 (dd, J=9,6, 2,5 Hz, 1H), 7,43 (s, 1H), 7,33 (td, /= 8,7, 2,6 Hz, 1H), 7,28
—7,23 (m, 2H), 6,57 (d, J= 3,1 Hz, 1H), 5,59 (s, 2H), 4,72 (d, /= 5,1 Hz, 1H), 2,83 (d, /= 4,8
Hz, 3H) ppm.'*C NMR (126 MHz, CDCl3) § 161,27 (d, 'Jcr = 248,0 Hz), 152,78, 151,70,
151,13, 134,13 (d, *Jc-r = 9,4 Hz), 133,73, 133,39 (d, “Jc.r = 2,7 Hz), 130,53, 130,53 (d, *Jc.r =
9,1 Hz), 129,36 (d, “Jcr = 5,3 Hz), 124,77, 124,28, 117,76 (d, 2Jc-r = 25,3 Hz), 114,13, 111,27
(d, 2Jcr = 20,6 Hz), 102,56, 53,23, 28,31 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 341,0958 (vypoéteno pro:
CisHisN4CIF [341,0964]7).

2-Chlor-N-methyl-5-(chinolin-2-ylmethyl)-5H-pyrrolo[3,2-d|pyrimidin-4-amin (111)

Cl N\
| A\
N~ N
N\
NH
e \ y

Sloucenina 111 se pfipravuje podle obecné ptipravy 4. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash

chromatografie (mobilni faze EtOAc:MeOH, 95:5). Vytézek 92 % (bila krystalicka latka);
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teplota tani 154-156 °C. 'H NMR (600 MHz, CDCl5) & 8,60 — 8,52 (m, 1H), 8,24 (d, J= 8,4 Hz,
1H), 8,02 (dd, J = 8,5, 1.0 Hz, 1H), 7,85 (dd, J = 8,1, 1,4 Hz, 1H), 7,83 — 7,76 (m, 1H), 7,63 —
7,56 (m, 1H), 7,45 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,28 (d, /= 3,1 Hz, 1H), 6,44 (d, J = 3,1 Hz, 1H), 5,55
(s, 2H), 3,17 (d, J = 4,6 Hz, 3H) ppm. *C NMR (151 MHz, CDCl5) § 156,31, 152,95, 152,55,
150,68, 147,13, 138,94, 131,93, 130,95, 128,71, 128,05, 127,94, 127,80, 120,49, 114,93, 102,79,
55,61, 28,03 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 324,1009 (vypoc&teno pro: Ci17H;sCINs [324,1010]F).

2-Chlor-N-methyl-5-(naftalen-1-ylmethyl)-5H- pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-amin (112)

Sloucenina 112 se ptipravuje podle obecné ptipravy 4. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash
chromatografie (mobilni faze EtOAc:MeOH, 95:5). Vytézek 88 % (bila krystalicka latka);
teplota tani 165-167 °C. '"H NMR (600 MHz, CDCls) & 7,95 (dd, J = 7,9; 1,7 Hz, 1H), 7,93 —
7,91 (m, 1H), 7,86 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 7,65 — 7,56 (m, 2H), 7,37 (dd, J=8,3, 7,1 Hz, 1H), 7,14
(d, J=3,0 Hz, 1H), 6,76 (dd, J= 7,0, 1,3 Hz, 1H), 6,48 (d, J = 3,0 Hz, 1H), 5,85 (s, 2H), 4,60
(q, J = 4,9 Hz, 1H), 2,76 (d, J = 4,9 Hz, 3H) ppm. '*C NMR (151 MHz, CDCls) § 152,69,
151,77, 150,93, 133,85, 133,47, 131,64, 129,76, 129,52, 129,45, 127,54, 126,79, 125,97,
124,18, 121,75, 114,38, 102,51, 50,82, 28,27 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 323,10556 (vypo&teno
pro: [CisHi6CIN4]" 323,1058).

N-Methyl-5-(naftalen-2-ylmethyl)-SH-pyrrolo|3,2-d]|pyrimidin-4-amin (113)

N
O
N0

Sloucenina 113 se pfipravuje podle obecné piipravy 4. Produkt byl ¢iStén s vyuZzitim flash
chromatografie (mobilni fize EtOAc:MeOH, 95:5). Vytézek 92 % (zluta olejovita latka). 'H
NMR (600 MHz, CDCl3) & 8,44 (s, 1H), 7,87 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7,85 — 7,83 (m, 1H), 7,75 —
7,71 (m, 1H), 7,53 — 7,48 (m, 2H), 7,44 (d, J= 1,7 Hz, 1H), 7,23 (d, /= 3,2 Hz, 1H), 7,20 (dd,
J=28,4,1,9 Hz, 1H), 6,61 (d, J=3,0 Hz, 1H), 5,59 (d, /= 1,2 Hz, 2H), 4,66 (q, /= 5,0 Hz, 1H),
2,81 (d, J=4,9 Hz, 3H) ppm. *C NMR (151 MHz, CDCl3) § 151,42, 150,86, 149,22, 134,55,
133,56, 133,26, 132,69, 129,82, 128,02, 127,98, 127,10, 126,85, 124,80, 123,37, 115,64,
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102,67, 53,27, 28,05 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 289,1444 (vypoéteno pro: [CisHi7N4]"
289,1448). HPLC Ccistota: 99 %.

2-Chlor-5-(naftalen-2-ylmethyl)-SH-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-amin (117)

o

Sloucenina 117 se ptipravuje podle obecné ptipravy 4. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash
chromatografie (mobilni faze EtOAc:MeOH, 95:5). Vytézek 92 % (bila krystalicka latka);
teplota tani 142-144 °C. "H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 7,88 — 7,84 (m, 2H), 7,80 — 7,77 (m,
1H), 7,75 (d, J = 3,1 Hz, 1H), 7,52 — 7,45 (m, 3H), 7,17 (dd, J = 8,6, 1,8 Hz, 1H), 7,09 (s, 2H),
6,42 (d, J=3,0 Hz, 1H), 5,78 (s, 2H) ppm. '*C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 151,83, 151,26,
151,12, 136,16, 135,44, 132,80, 132,33, 128,43, 127,74, 127,65, 126,54, 126,19, 124,72,
124,57, 112,73, 101,23, 51,42 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 309,0890 (vypoclteno pro:
[C17H14N4CI1]" 309,0902).

2-Chlor-N-methyl-5-[(naftalen-2-yl)methyl|-5H-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-amin (118)

CIYp

Sloucenina 118 se pfipravuje podle obecné piipravy 4. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash
chromatografie (mobilni faze EtOAc:MeOH, 95:5). VytéZzek 83 % (bila krystalicka latka);
teplota tani 174-177 °C. '"H NMR (500 MHz, CDCls) & 7,91 — 7,83 (m, 2H), 7,77 — 7,74 (m,
1H), 7,56 — 7,49 (m, 2H), 7,44 (s, 1H), 7,24 (d, /= 3,1 Hz, 1H), 7,19 (dd, /= 8,5, 1,7 Hz, 1H),
6,51 (d, J=3,1 Hz, 1H), 5,57 (s, 2H), 4,80 (d, J = 4,5 Hz, 1H), 2,79 (d, J = 4,8 Hz, 3H) ppm.
3C NMR (126 MHz, CDCls) § 152,54, 151,56, 150,90, 133,90, 133,57, 133,38, 133,16, 129,82,
127,87,127.86,127,07, 126,84, 124,68, 123,12, 114,03, 102,20, 53,21, 28,08 ppm. HRMS: m/z
[M+H]" 323,1061 (vypocteno pro: [CisHisN4CI]" 323,1058).

2-Chlor-N,N-dimethyl-5-(naftalen-2-ylmethyl)-SH-pyrrolo[3,2-d|pyrimidin-4-amin (119)

T
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Sloucenina 119 se pfipravuje podle obecné piipravy 4. Produkt byl Cistén s vyuzitim flash
chromatografie (mobilni faze EtOAc: MeOH, 95:5). Vytézek 52 % (Zluta olejovita latka). 'H
NMR (500 MHz, CDCl3) & 7,85 — 7,81 (m, 1H), 7,81 — 7,76 (m, 2H), 7,53 (s, 1H), 7,52 — 7,48
(m, 2H), 7,31 (d, J= 3,2 Hz, 1H), 7.11 (dd, /= 8,5, 1,8 Hz, 1H), 6,60 (d, J = 3,2 Hz, 1H), 5,58
(s, 2H), 3,06 (s, 6H) ppm. '*C NMR (126 MHz, CDCls) § 156,54, 153,65, 151,49, 135,46,
134,58, 133,33, 132,97, 129,14, 127,95, 127,89, 126,80, 126,56, 125,95, 124,60, 117,95, 104,31,
51,99, 41,87 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 337,1215 (vypocteno pro: [CioHisN4C1]" 337,1215).

2-Chlor-N-ethyl-5-(naftalen-2-ylmethyl)-SH-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-amin (120)

- QQ#

Sloucenina 120 se pfipravuje podle obecné ptipravy 4. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash
chromatografie (mobilni faze EtOAc: MeOH, 95:5). Vytézek 76 % (bila krystalicka latka);
teplota tani 176-178 °C. 'H NMR (500 MHz, CDCls) § 7,85 — 7,80 (m, 2H), 7,73 — 7,70 (m,
1H), 7,52 — 7,47 (m, 2H), 7,45 (s, 1H), 7,23 (d, /= 3,1 Hz, 1H), 7,14 (dd, /= 8,4, 1,8 Hz, 1H),
5,51 (s, 2H), 4,70 (t, J = 5,0 Hz, 1H), 3,18 (qd, J = 7,3, 5,0 Hz, 2H), 0,70 (t, J = 7,3 Hz, 3H)
ppm. *C NMR (151 MHz, CDCl3) § 152,72, 151,18, 151,02, 134,18, 133,86, 133,48, 133,32,
130,06, 128,01, 127,93, 127,30, 127,04, 125,05, 123,28, 113,94, 102,19, 53,58, 35,94, 14,13
ppm. HRMS: m/z [M+H]" 337,1202 (vypocteno pro: [Ci1oHisN4CI]" 337,1215).

2-Chlor-5-(naftalen-2-ylmethyl)-N-propyl-SH-pyrrolo|3,2-d|pyrimidin-4-amin (121)

o Q@

Sloucenina 121 se pfipravuje podle obecné ptipravy 4. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash
chromatografie (mobilni faze EtOAc:MeOH, 95:5). Vytézek 79 % (bila krystalicka latka);
teplota tani 189-191 °C. 'TH NMR (500 MHz, CDCl3) § 7,90 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,88 — 7,85 (m,
1H), 7,78 — 7,74 (m, 1H), 7,56 — 7,52 (m, 2H), 7,49 (s, 1H), 7,30 (d, /= 3,1 Hz, 1H), 7,21 (dd,
J=138,5,1,9 Hz, 1H), 6,54 (d, J= 3,0 Hz, 1H), 5,59 (d, J= 1,1 Hz, 2H), 4,68 (t, /= 5,1 Hz, 1H),
3,25 3,17 (m, 2H), 1,13 (h, J = 7,4 Hz, 2H), 0,50 (t, /= 7,4 Hz, 3H) ppm. '*C NMR (126 MHz,
CDCl;) ¢ 152,61, 151,06, 151,03, 134,04, 133,77, 133,40, 133,22, 130,00, 127,90, 127,82,
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127,20, 126,94, 124,79, 123,06, 113,80, 102,09, 53,45, 42,65, 22,04, 10,98 ppm. HRMS: m/z
[M+H]" 351,1360 (vypo&teno pro: C20H20N4Cl1 [351,1371]).

2-Chlor-N-cyklopropyl-5-(naftalen-2-ylmethyl)-SH-pyrrolo|3,2-d]pyrimidin-4-amin
(122)

0
@

Sloucenina 122 se pfipravuje podle obecné ptipravy 4. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash
chromatografie (mobilni faze EtOAc:MeOH, 95:5). Vytézek 84 % (bila krystalicka latka);
teplota tani 187-189 °C. "H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 7,89 — 7,87 (m, 2H), 7,85 (d, J = 8,6
Hz, 1H), 7,82 — 7,79 (m, 1H), 7,78 (d, J = 3,1 Hz, 1H), 7,53 — 7,48 (m, 3H), 7,09 (dd, J = 8,5,
1,7 Hz, 1H), 6,91 (d, J = 2,7 Hz, 1H), 6,45 (d, J = 3,1 Hz, 1H), 5,81 (s, 2H), 2,80 (tq, J = 6,9,
3,7 Hz, 1H), 0,66 — 0,58 (m, 2H), 0,20 — 0,16 (m, 3H) ppm. *C NMR (151 MHz, DMSO-ds) &
151,67,151,11, 150,64, 135,82, 135,28, 132,65, 132,24, 128,41, 127,57, 127,52, 126,52, 126,14,
124,90, 124,34, 113,40, 101,05, 51,66, 23,67, 6,42 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 349,1161
(vypocteno pro: C20H1gN4Cl [349,1215]").

N-Butyl-2-chlor-5-(naftalen-2-ylmethyl)-SH-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-amin (123)
Cl N
\W NS A
N A~N
JNH *Q

Sloucenina 123 se pfipravuje podle obecné ptipravy 4. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash
chromatografie (mobilni faze EtOAc:MeOH, 95:5). Vytézek 87 % (bila krystalicka latka);
teplota tani 177-179 °C. 'H NMR (600 MHz, CDCl) § 7,88 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,87 — 7,83 (m,
1H), 7,77 - 7,72 (m, 1H), 7,54 — 7,51 (m, 2H), 7,48 (s, 1H), 7,27 (d, /= 3,1 Hz, 1H), 7,17 (dd,
J=38,5, 1,8 Hz, 1H), 6,52 (d, /= 3,1 Hz, 1H), 5,57 (s, 2H), 4,63 (t, J= 5,1 Hz, 1H), 3,26 — 3,17
(m, 2H), 1,07 — 0,98 (m, 2H), 0,81 — 0,72 (m, 2H), 0,52 (t,J= 7,3 Hz, 3H) ppm. *C NMR (151
MHz, CDCl3) 6 152,79, 151,21, 151,18, 134,16, 133,86, 133,57, 133,38, 130,10, 128,01, 127,95,
127,32, 127,04, 124,88, 123,13, 113,97, 102,24, 53,56, 40,70, 31,02, 19,71, 13,54 ppm. HRMS:
m/z [M+H]"365,1466 (vypocteno pro: C21H22N4Cl1 [365,1528]1).
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2-Chlor-N-cyklobutyl-5-(naftalen-2-ylmethyl)-5SH-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-amin (124)

Cp@#

Sloucenina 124 se pfipravuje podle obecné ptipravy 4. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash
chromatografie (mobilni faze EtOAc:MeOH, 95:5). Vytézek 79 % (bila krystalicka latka);
teplota tani 145-147 °C. '"H NMR (600 MHz, CDCl3) 6 7,92 (d, J= 8,3 Hz, 1H), 7,89 — 7,85 (m,
1H), 7,80 — 7,76 (m, 1H), 7,56 (s, 1H), 7,55 — 7,52 (m, 2H), 7,29 (d, J = 3,2 Hz, 1H), 7,20 (dd,
J=38,4,1,8 Hz, 1H), 6,51 (d, J=3,0 Hz, 1H), 5,58 (s, 2H), 4,86 (d, /= 7,5 Hz, 1H), 4,43 — 4,34
(m, 1H), 2,14 — 2,04 (m, 2H), 1,52 — 1,41 (m, 1H), 1,32 — 1,23 (m, 1H), 1,15 — 1,05 (m, 2H)
ppm. 3C NMR (151 MHz, CDCls) § 152,79, 151,56, 150,09, 134,29, 134,04, 133,52, 133,39,
130,22, 128,05, 127,89, 127,44, 127,15, 125,28, 123,36, 113,85, 102,21, 53,74, 45,69, 311,2,
14,90 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 363,1370 (vypo&teno pro: C21H20N4Cl [363,1371]").

N-Benzyl-2-chlor-5-(naftalen-2-ylmethyl)-SH-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-amin (125)
CI\(
gﬁ o

Sloucenina 125 se ptipravuje podle obecné ptipravy 4. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash
chromatografie (mobilni faze EtOAc:MeOH, 95:5). Vytézek 82 % (bila krystalicka latka);
teplota tani 168-170 °C. 'H NMR (600 MHz, CDCls) § 7,83 — 7,80 (m, 1H), 7,74 (d, J= 8,5 Hz,
1H), 7,60 — 7,58 (m, 1H), 7,55 — 7,48 (m, 2H), 7,31 — 7,28 (m, 2H), 7,09 (tt, J = 7,3, 1,3 Hz,
1H), 7,01 (dd, J = 8,5, 1.9 Hz, 1H), 6,95 — 6,89 (m, 2H), 6,70 — 6,66 (m, 2H), 6,55 (d, J = 3,1
Hz, 1H), 5,54 — 5,50 (m, 2H), 4,92 (t, J = 5,0 Hz, 1H), 4,40 (d, J= 5,0 Hz, 2H) ppm. *C NMR
(151 MHz, CDCls) 6 152,67, 151,49, 150,62, 137,33, 134,08, 133,88, 133,45, 133,29, 130,02,
128,50, 128,12, 127,94, 127,69, 127,47, 127,10, 126,92, 124,74, 122,94, 113,85, 102,26, 53,49,
45,33 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 399,1355 (vypocteno pro: C24H20N4Cl1 [399,13717).
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2-(-2-Chlor-5-(naftalen-2-ylmethyl)-SH-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-yl)ethan-1-ol (126)

HN/IN

Sloucenina 126 se pfipravuje podle obecné piipravy 4. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash
chromatografie (mobilni faze EtOAc: MeOH, 95:5). Vytézek 72 % (bila krystalicka latka);
teplota tani 151-152 °C. '"H NMR (500 MHz, DMSO-de) § 7,90 — 7,82 (m, 4H), 7,76 (d, J = 3,1
Hz, 1H), 7,66 (s, 1H), 7,53 — 7,48 (m, 2H), 7,24 (dd, J = 8,5, 1,8 Hz, 1H), 6,96 — 6,93 (m, 1H),
6,43 (d,J=3,1 Hz, 1H), 5,82 (s, 2H), 4,89 — 4,83 (m, 1H), 3,47 — 3,45 (m, 4H) ppm. °*C NMR
(126 MHz, DMSO-ds) & 151,08, 150,74, 150,56, 135,64, 134,98, 132,83, 132,39, 128,50,
127,82, 127,65, 126,55, 126,27, 125,41, 124,89, 112,99, 101,37, 59,16, 51,86, 42,84 ppm.
HRMS: m/z [M+H]" 353,1151 (vypo&teno pro: CioHisN4CIO [353,1164]").

4-{2-Chlor-5-(naftalen-2-yl)methyl-SH-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-yl} morfolin 127)

Qﬁ#

Sloucenina 127 se pfipravuje podle obecné ptipravy 4. Produkt byl ¢istén s vyuZzitim flash
chromatografie (mobilni faze EtOAc:MeOH, 95:5). Vytézek 79 % (zlutd krystalicka latka);
teplota tani 168-170 °C. '"H NMR (600 MHz, CDCl3) § 7,86 — 7,79 (m, 2H), 7,78 — 7,74 (m,
1H), 7,54 — 7,48 (m, 3H), 7,38 (d, J = 3,1 Hz, 1H), 7,13 (dd, J = 38,5, 1,8 Hz, 1H), 6,67 (d, J =
3,1 Hz, 1H), 5,62 (s, 2H), 3,88 — 3,77 (m, 4H), 3,49 — 3,23 (m, 4H) ppm. 3*C NMR (151 MHz,
CDCI3) 6 155,59, 154,12, 151,55, 136,15, 134,34, 133,36, 133,02, 129,30, 127,94, 127,92,
126,93, 126,67, 125,65, 124,21, 118,30, 104,34, 66,49, 51,59, 50,66 ppm. HRMS: m/z [M+H]"
379,1319 (vypocteno pro: C21H2CIN4O [379,1320]").
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3-{[2-Chlor-5-(naftalen-2-ylmethyl)-5H-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-yl]amino}propan-1-ol
(128)

T
gﬁ

OH

Sloucenina 128 se ptipravuje podle obecné ptipravy 4. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash
chromatografie (mobilni fize EtOAc:MeOH, 95:5). Vytézek 84 % (zluta olejovita latka). 'H
NMR (600 MHz, CDCls) & 7,88 — 7,79 (m, 2H), 7,76 — 7,68 (m, 1H), 7,54 — 7,47 (m, 2H), 7,43
(s, 1H), 7,24 (d, J= 3,1 Hz, 1H), 7,15 (dd, J = 8,5, 1,8 Hz, 1H), 6,50 (dd, /= 3,1, 1,0 Hz, 1H),
5,57 (s, 2H), 5,35 (t, J= 6,1 Hz, 1H), 3,43 (q, /= 5,8 Hz, 2H), 3,36 — 3,22 (m, 2H), 1,42 — 1,33
(m, 2H) ppm. 3C NMR (151 MHz, CDCl3) § 152,41, 151,33, 151,08, 134,12, 133,99, 133,46,
133,22, 129,79, 127,96, 127,94, 127,25, 127,01, 124,98, 123,42, 113,54, 102,40, 59,68, 53,45,
38,29, 31,85 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 367,1265 (vypocteno pro: C20H20CIN4O [367,1320]").

N'-[2-Chlor-5-(naftalen-2-ylmethyl)-5 H-pyrrolo[3,2-d|pyrimidin-4-yl]-/V3,N3-

dimethylpropan-1,3-diamin (129)

RS
ﬁs

/N\

Sloucenina 129 se pfipravuje podle obecné piipravy 4. Produkt byl ¢iStén s vyuZzitim flash
chromatografie (mobilni fize EtOAc:MeOH, 95:5). Vytézek 78 % (Zluta olejovita latka). 'H
NMR (600 MHz, CDCl3) 6 7,85 — 7,81 (m, 2H), 7,77 — 7,73 (m, 1H), 7,52 — 7,48 (m, 2H), 7,46
- 7,43 (m, 1H), 7,20 (dd, J = 8,5, 1,9 Hz, 1H), 7,13 — 7,08 (m, 2H), 6,47 (d, J = 3,1 Hz, 1H),
5,57 (s, 2H), 3,62 — 3,54 (m, 2H), 2,35 — 2,24 (m, 2H), 2,04 (s, 6H), 1,68 — 1,59 (m, 2H) ppm.
BCNMR (151 MHz, CDCls) § 152,63, 151,13, 150,75, 134,31, 133,49, 133,19, 132,80, 129,43,
128,02, 127,93, 126,99, 126,77, 125,59, 124,24, 114,20, 102,75, 59,21, 52,61, 45,42, 41,88,

24,90 ppm. HRMS: m/z [M+H]"394,1797 (vypoéteno pro: C22HzsCINs [394,1793]9).
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2-Chlor-N-(2-methoxyethyl)-5-(naftalen-2-ylmethyl)-SH-pyrrolo|3,2-d]pyrimidin-4-amin

(130)

Y@#

Sloucenina 130 se ptipravuje podle obecné ptipravy 4. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash
chromatografie (mobilni faze EtOAc:MeOH, 95:5). Vytézek 87 % (zluta olejovita latka). 'H
NMR (600 MHz, CDCl3) 6 7,86 — 7,80 (m, 2H), 7,76 — 7,71 (m, 1H), 7,52 — 7,47 (m, 2H), 7,44
(dt,J=1,9, 1,0 Hz, 1H), 7,27 (d, J = 3,1 Hz, 1H), 7,15 (dd, J = 8,5, 1,9 Hz, 1H), 6,52 (d, J =
3,1 Hz, 1H), 5,56 (d, J= 1,1 Hz, 2H), 5,21 (t,J= 5,1 Hz, 1H), 3,48 (m, 2H), 3,19 (m, 2H), 2,88
(s, 3H) ppm. *C NMR (151 MHz, CDCls) § 152,55, 151,23, 150,94, 133,94, 133,90, 133,53,
133,29, 129,61, 128,06, 127,91, 126,99, 126,79, 124,83, 123,29, 113,95, 102,22, 70,41, 58,35,
53,41, 40,39 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 367,1259 (vypocteno pro: C20H20CIN4O [367,13201").

N'-[2-Chlor-5-(naftalen-2-ylmethyl)-5H-pyrrolo[3,2-d|pyrimidin-4-yl]-N?,N2-

dimethylethan-1,2-diamin (131)

Qﬁw’

Sloucenina 131 se pfipravuje podle obecné piipravy 4. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash
chromatografie (mobilni fize EtOAc:MeOH, 95:5). Vytézek 72 % (Zluta olejovita latka). 'H
NMR (600 MHz, CDCls) 6 7,82 (dd, J = 8,9, 2,9 Hz, 2H), 7,73 — 7,67 (m, 1H), 7,52 — 7,44 (m,
2H), 7,35 - 7,32 (m, 1H), 7,25 (d, J = 3,0 Hz, 1H), 7,13 (dd, /= 8,5, 1,8 Hz, 1H), 6,53 (d, J =
3,0 Hz, 1H), 5,78 (t, /= 4,4 Hz, 1H), 5,59 (d, J = 1,2 Hz, 2H), 3,33 (td, J = 5,8, 4,3 Hz, 2H),
2,23 (t, J = 5,8 Hz, 2H), 1,85 (s, 6H) ppm. *C NMR (151 MHz, CDCls) & 152,72, 151,10,
150,89, 134,24, 133,57, 133,52, 133,20, 129,21, 128,03, 127,85, 126,86, 126,63, 124,46,
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123,30, 113,97, 102,31, 56,82, 53,28, 44,59, 38,10 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 380,1636
(vypocteno pro: C21H23CINs [380,1636]").

N-Butyl-2-chlor-5-(6-fluornaftalen-2-ylmethyl)-SH-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-amin (150)

ROS

Sloucenina 150 se pfipravuje podle obecné ptipravy 4. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash
chromatografie (mobilni faze EtOAc:MeOH, 95:5). Vytézek 92 % (bila krystalicka latka);
teplota tani 184-186 °C. 'H NMR (600 MHz, CDCls) 6 7,85 (d, J= 8,3 Hz, 1H), 7,78 — 7,72 (m,
1H), 7,50 — 7,46 (m, 2H), 7,34 — 7,30 (m, 1H), 7,27 (s, 1H), 7,23 (dd, /= 8,7, 1,8 Hz, 1H), 6,52
(d, J= 3,2 Hz, 1H), 5,58 (s, 2H), 4,61 (t, J= 5,2 Hz, 1H), 3,28 — 3,19 (m, 2H), 1,09 — 1,01 (m,
2H), 0,86 — 0,71 (m, 2H), 0,56 (t, J = 7,3 Hz, 3H) ppm. '*C NMR (151 MHz, CDCls) § 161,22
(d, Jcr=248,1 Hz), 152,76, 151,18, 151,08, 134,12 (d, *Jc.r = 9,8 Hz), 133,80, 133,54 (d, “Jc
r=3,7Hz), 130,50, 130,38 (d, *Jcr = 9,4 Hz), 129,33 (d, “Jcr = 6,2 Hz), 124,80, 124,19, 117,70
(d, 2Jer = 26,0 Hz), 113,86, 111,16 (d, 2Jcr = 21,0 Hz), 102,27, 53,32, 40,63, 31,00, 19,65,
13,52 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 383,1380 (vypocteno pro: C21H21N4CIF [383,1433]").

Obecna priprava 5

Do zkumavky bylo vloZeno 0,43 mmol intermediatu 110-112, 117-131 nebo 150, 1,5 ml
pfislusného aminu a bylo do ni pfilito 5 ml dioxanu a 1 ml vody. Reakce byla provedena
v mikrovlnném reaktoru pti 180 °C, 150 W, 300 psi a trvala 3 hodiny. Po ukonceni reakce byl
roztok ze zkumavky pielit do 50 ml baiikky a odpafen do sucha. Produkt byl ¢istén flash

chromatografii.

5-(6-Fluornaftalen-2-ylmethyl)-N-methyl-2-morfolin-5SH-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-
amin (114)

L0
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Sloucenina 114 se ptipravuje podle obecné ptipravy 5. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash
chromatografie (mobilni faze PE:EtOAc, 1:1). Vytézek 46 % (bild krystalicka latka); teplota
tani 149-151 °C. '"H NMR (500 MHz, CDCl3) & 7,78 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,73 — 7,67 (m, 1H),
7,44 (dd, J=9,7, 2,6 Hz, 1H), 7,39 (s, 1H), 7,29 — 7,24 (m, 1H), 7,21 (dd, J= 8,4, 1,8 Hz, 1H),
7,09 (d,J=3,1 Hz, 1H), 6,37 (d, J= 3,0 Hz, 1H), 5,47 (s, 2H), 4,40 (q, /= 4,8 Hz, 1H), 3,79 —
3,76 (m, 4H), 3,75 — 3,72 (m, 4H), 2,75 (d, J = 4,8 Hz, 3H) ppm. '*C NMR (126 MHz, CDCl3)
8 161,05 (d, 'Jc.r = 247,4 Hz), 158,53, 151,36, 151,04, 134,38 (d, “Jcr = 2,8 Hz), 133,92 (d,
3Jcr = 9,3 Hz), 132,33, 130,53, 130,44 (d, *Jer = 9,0 Hz), 128,89 (d, “Jcr = 5,4 Hz), 124,64,
124,50, 117,36 (d, 2Jcr = 25,4 Hz), 111,11, 111,09 (d, 2Jcr = 20,6 Hz), 67,26, 53,04, 45,54,
27,81 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 392,1873 (vypocteno pro: [C22H23NsFO]™ 392,1881). HPLC
Cistota: 98 %.

N-Methyl-2-morfolin-5-(chinolin-2-ylmethyl)-S H-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-amin (115)

0
N._N
N AN
N\
HN._ v

Sloucenina 115 se pfipravuje podle obecné piipravy 5. Produkt byl €istén s vyuzitim flash
chromatografie (mobilni faze PE:EtOAc, 1:1). Vytézek 51 % (bila krystalicka latka); teplota
tani 80-82 °C. 'H NMR (500 MHz, CDCls) 6 8,16 (d, J= 8,4 Hz, 1H), 8,04 (d, J= 8,5 Hz, 1H),
7,81 (d, J=8,1 Hz, 1H), 7,79 — 7,75 (m, 1H), 7,58 (t, J= 7,3 Hz, 2H), 7,34 (d, /= 8,4 Hz, 1H),
7,26 (s, 1H), 7,16 — 7,13 (m, 1H), 6,31 — 6,28 (m, 1H), 5,50 (s, 2H), 3,78 — 3,74 (m, 4H), 3,73
- 3,69 (m, 4H), 3,08 — 3,02 (m, 3H) ppm. *C NMR (126 MHz, CDCl;) & 158,56, 157,15,
151,57, 150,90, 147,05, 138,51, 130,71, 130,60, 128,77, 127,95, 127,74, 127,45, 120,37,
111,64, 101,28, 67,29, 55,77, 45,60, 27,68 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 375,1930 (vypocteno pro:
375,1928 [C21H22N6O]"). HPLC ¢istota: 96 %.

N-Methyl-2-morfolin-5-(naftalen-1-ylmethyl)-SH-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-amin (116)
oY
L_NN
A
Says
HN O
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Sloucenina 116 se ptipravuje podle obecné ptipravy 5. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash
chromatografie (mobilni faze PE:EtOAc, 1:1). Vytézek 72 % (bila krystalicka latka); teplota
tani 79-81 °C. "H NMR (600 MHz, CDCl3) 6 7,94 (td, J= 8,2, 1,5 Hz, 2H), 7,83 (d, /= 8,2 Hz,
1H), 7,65 — 7,54 (m, 2H), 7,38 — 7,30 (m, 1H), 7,01 (d, J = 3,0 Hz, 1H), 6,80 (dd, J=17,1, 1,3
Hz, 1H), 6,37 (d, J= 3,0 Hz, 1H), 5,78 (s, 1H), 4,27 (q, J = 4,8 Hz, 1H), 3,80 — 3,78 (m, 4H),
3,78 — 3,75 (m, 4H), 2,73 (d, J = 4,8 Hz, 3H) ppm. *C NMR (151 MHz, CDCl;) § 158,55,
151,24, 151,15, 133,74, 132,57, 132,11, 129,84, 129,32, 129,01, 127,21, 126,52, 125,99,
124,08, 121,88, 111,47, 101,12, 67,29, 50,67, 45,59, 27,82 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 374,1970
(vypo&teno pro: 374,1975[C2H24Ns0]"). HPLC ¢istota: 99 %.

2-Morfolin-5-(naftalen-2-ylmethyl)-SH-pyrrolo[3,2-d|pyrimidin-4-amin (132)

@
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Sloucenina 132 se ptipravuje podle obecné piipravy 5. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash
chromatografie (mobilni faze PE:EtOAc, 1:1). Vytézek 42 % (bila krystalicka latka); teplota
tani 74-76 °C. "H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 7,87 — 7,81 (m, 2H), 7,73 — 7,70 (m, 1H), 7,51 —
7,48 (m, 2H), 7,43 (s, 1H), 7,23 — 7,16 (m, 2H), 6,40 (d, J = 3,0 Hz, 1H), 5,54 (s, 2H), 4,38 (s,
2H), 3,78 — 3,73 (m, 4H), 3,73 — 3,67 (m, 4H) ppm. 3C NMR (126 MHz, CDCls) § 158,54,
150,36, 135,16, 133,78, 133,55, 133,19, 129,69, 128,02, 127,93, 127,00, 126,71, 124,54,
123,37, 110,98, 100,78, 67,22, 53,10, 45,47 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 360,1825 (vypoéteno
pro: 360,1819 [C21H22NsO]"). HPLC ¢istota: 98 %.

N-methyl-2-morfolin-5-(naftalen-2-ylmethyl)-SH-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-amin
(133)

o™
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Sloucenina 133 se pfipravuje podle obecné ptipravy 5. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash
chromatografie (mobilni faze PE:EtOAc, 1:1). Vytézek 58 % (zluté krystalicka latka); teplota
tani 165-167 °C. 'TH NMR (500 MHz, CDCls) §: 7,88 — 7,81 (m, 2H), 7,76 — 7,70 (m, 1H), 7,54
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— 7,46 (m, 2H), 7,43 (s, 1H), 7,20 (dd, J = 8,5, 1,8 Hz, 1H), 7,12 (d, J = 3,0 Hz, 1H), 6,38 (d, J
=3,0 Hz, 1H), 5,51 (s, 2H), 4,42 (q, J = 4,8 Hz, 1H), 3,79 (t,J = 5,0, 4,5 Hz, 4H), 3,75 (t, J =
5,0, 4.5 Hz, 4H), 2.74 (d, ] = 4,8 Hz, 3H) ppm. '*C NMR (126 MHz, CDCls) §: 158,3, 151,0,
150,9, 1349, 133,3, 132,9, 132,1, 129,2, 127,8, 127,7, 126,6, 126,4, 124,5, 123,4, 111,0, 100,6,
67,0, 52,8, 45,4, 27,5 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 374,1964 (vypo&teno pro: 374,1975
[C22H24N50]"). HPLC distota: 98 %.

N,N-Dimethyl-2-morfolin-5-(naftalen-2-ylmethyl)-SH-pyrrolo|3,2-d|pyrimidin-4-amin
(134)

07
L_NLN
TN
N~ N
Sloucenina 134 se pfipravuje podle obecné piipravy 5. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash
chromatografie (mobilni faze PE:EtOAc, 1:1). Vytézek 51 % (bila krystalicka latka); teplota
tani 94-96 °C. 'H NMR (500 MHz, CDCls) § 7,80 — 7,71 (m, 3H), 7,50 (s, 1H), 7,45 (m, 2H),
7,12 (d, J=3,2 Hz, 1H), 7,10 (dd, J = 8,5, 1,8 Hz, 1H), 6,42 (d, J= 3,2 Hz, 1H), 5,47 (s, 2H),
3,83 — 3,80 (m, 4H), 3,80 — 3,77 (m, 4H), 2,98 (s, 6H) ppm. *C NMR (126 MHz, CDCls) &
157,97, 156,14, 153,70, 135,65, 134,23, 133,39, 132,90, 128,76, 127,98, 127,85, 126,54,

126,25, 125,87, 124,97, 114,72, 103,12, 67,27, 51,86, 45,65, 41,59 ppm. HRMS: m/z [M+H]"
388,2130 (vypocteno pro: 388,2132 [C23H26Ns0]"). HPLC ¢istota: 98 %.

N-Ethyl-2-morfolin-5-(naftalen-2-ylmethyl)-SH-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-amin (135)

TN

N~ N

rNH \‘0
Sloucenina 135 se pfipravuje podle obecné ptipravy 5. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash
chromatografie (mobilni faze PE:EtOAc, 1:1). Vytézek 51 % (bild krystalicka latka); teplota

tani 151-153 °C. 'H NMR (600 MHz, CDCls) & 7,86 — 7,81 (m, 2H), 7,74 — 7,70 (m, 1H), 7,52
— 747 (m, 3H), 7,19 (dd, J = 8,5, 1,8 Hz, 1H), 7,12 (d, J = 3,0 Hz, 1H), 6,37 (d, J = 3,0 Hz,
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1H), 5,49 (s, 2H), 4,35 (t, J = 5,2 Hz, 1H), 3,78 — 3,75 (m, 4H), 3,74 — 3,69 (m, 4H), 3,25 —
3,16 (m, 2H), 0,76 (t, J = 7,2 Hz, 3H) ppm. 1*C NMR (151 MHz, CDCls) § 158,57, 151,52,
150,45, 135,13, 133,55, 133,23, 132,48, 129,68, 127,95, 127,02, 126,71, 124,94, 123,53,
111,01, 100,83, 67,27, 53,44, 45,56, 35,52, 14,42 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 388,2129
(vypocteno pro: [C23Ha6NsO]" 388,2123). HPLC ¢istota: 99 %.

N-Propyl-2-morfolin-5-(naftalen-2-ylmethyl)-S H-pyrrolo|[3,2-d]pyrimidin-4-amin (136)

S
I N

Sloucenina 136 se ptipravuje podle obecné ptipravy 5. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash
chromatografie (mobilni faze PE:EtOAc, 1:1). Vytézek 44 % (bila krystalicka latka); teplota
tani 146-148 °C. 'H NMR (500 MHz, CDCls) § 7,89 — 7,83 (m, 2H), 7,77 — 7,71 (m, 1H), 7,54
- 7,50 (m, 2H), 7,49 (s, 1H), 7,21 (dd, J = 8,5, 1,8 Hz, iperilH), 7,15 (d, J = 3,0 Hz, 1H), 6,40
(d, J=3,0 Hz, 1H), 5,51 (s, 2H), 4,43 (t, /= 5,3 Hz, 1H), 3,82 — 3,77 (m, 4H), 3,76 — 3,71 (m,
4H), 3,24 — 3,09 (m, 2H), 1,23 — 1,12 (m, 2H), 0,52 (t, J = 7,4 Hz, 3H) ppm. 1*C NMR (126
MHz, CDCl3) & 158,55, 151,43, 150,51, 135,06, 133,54, 133,20, 132,45, 129,67, 127,91,
127,90, 126,98, 126,67, 124,77, 123,38, 110,93, 100,77, 67,26, 53,39, 45,53, 42,40, 22,32,
11,22 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 402,2294 (vypocteno pro: 402,2288 [C24H23Ns0]"). HPLC
Cistota: 99 %.

N-Cyklopropyl-2-morfolin-5-(naftalen-2-ylmethyl)-SH-pyrrolo[3,2-d|pyrimidin-4-amin
137)

o™

Sloucenina 137 se pfipravuje podle obecné piipravy 5. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash
chromatografie (mobilni faze PE:EtOAc, 1:1). Vytézek 46 % (Zluta krystalicka latka); teplota
tani 152-154 °C. 'TH NMR (500 MHz, CDCl3) § 7,91 — 7,84 (m, 2H), 7,79 — 7,73 (m, 1H), 7,57
-7,51 (m, 2H), 7,47 (s, 1H), 7,19 (dd, J = 8,6, 1,8 Hz, 1H), 7,16 (d, J= 3,1 Hz, 1H), 6,40 (d, J
=3,0 Hz, 1H), 5,48 (s, 2H), 4,63 (d, /= 2,8 Hz, 1H), 3,82 — 3,79 (m, 4H), 3,79 — 3,76 (m, 4H),
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2,68 — 2,62 (m, 1H), 0,57 — 0,46 (m, 2H), -0,02 — -0,04 (m, 2H) ppm. *C NMR (126 MHz,
CDCI3) & 158,46, 151,10, 134,93, 133,38, 133,07, 132,56, 129,61, 127,92, 127,87, 127,82,
126,98, 126,67, 124,75, 123,34, 111,00, 100,67, 67,18, 53,31, 45,41, 23,45, 6,81 ppm. HRMS:
m/z [M+H]" 400,2139 (vypoéteno pro: [C24H26NsO]" 400,2132), HPLC ¢&istota: 95 %.

N-Butyl-2-morfolin-5-(naftalen-2-ylmethyl)-SH-pyrrolo|3,2-d|pyrimidin-4-amin (138)

“NHN

Sloucenina 138 se ptipravuje podle obecné ptipravy 5. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash
chromatografie (mobilni faze PE:EtOAc, 1:1). Vytézek 61 % (bila krystalicka latka); teplota
tani 146-148 °C. 'H NMR (600 MHz, CDCls) § 7,86 — 7,84 (m, 1H), 7,84 — 7,82 (m, 1H), 7,74
—7,70 (m, 1H), 7,52 — 7,48 (m, 2H), 7,47 (s, 1H), 7,18 (dd, J = 8,5, 1,8 Hz, 1H), 7,12 (d, J =
3,0 Hz, 1H), 6,37 (d, J = 3,0 Hz, 1H), 5,49 (s, 2H), 4,37 (t, J = 5,3 Hz, 1H), 3,79 — 3,75 (m,
4H), 3,74 — 3,68 (m, 4H), 3,24 — 3,13 (m, 2H), 1,12 — 1,02 (m, 2H), 0,84 — 0,74 (m, 2H), 0,53
(t,J=7,3 Hz, 3H) ppm. *C NMR (151 MHz, CDCls) § 158,59, 151,51, 150,55, 135,10, 133,61,
133,27, 132,47,129,70, 127,96, 127,92, 127,01, 126,69, 124,78, 123,38, 110,99, 100,82, 67,27,
53,41, 45,57, 40,25, 31,22, 19,82, 13,60 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 416,2433 (vypocteno pro:

416,2445 [CasH30NsO]"). HPLC ¢istota: 99 %.

N-Cyklobutyl-2-morfolin-5-(naftalen-2-ylmethyl)-SH-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-amin
(139)

Om
(S
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Sloucenina 139 se pfipravuje podle obecné piipravy 5. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash
chromatografie (mobilni faze PE:EtOAc, 1:1). Vytézek 68 % (bila krystalicka latka); teplota
tani 171-173 °C. '"H NMR (600 MHz, CDCl3) & 7,87 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,86 — 7,83 (m, 1H),
7,77 - 7,73 (m, 1H), 7,54 (s, 1H), 7,53 — 7,49 (m, 2H), 7,21 (dd, J = 8,6, 1,9 Hz, 1H), 7,14 (d,
J=3,0 Hz, 1H), 6,36 (d, /= 3,0 Hz, 1H), 5,50 (s, 2H), 4,56 (d, /= 7,0 Hz, 1H), 4,29 (h,J=17,8
Hz, 1H), 3,78 — 3,75 (m, 4H), 3,72 — 3,68 (m, 4H), 2,10 — 2,02 (m, 2H), 1,55 — 1,43 (m, 1H),
1,37 - 1,28 (m, 1H), 1,21 — 1,12 (m, 2H) ppm. *C NMR (151 MHz, CDCl;) & 158,54, 151,81,
149,50, 135,21, 133,55, 133,26, 132,66, 129,79, 127,97, 127,89, 127,10, 126,78, 125,14,
123,61, 110,86, 100,76, 67,26, 53,54, 45,94, 45,51, 31,12, 15,14 ppm. HRMS: m/z [M+H]"

414,2278 (vypoéteno pro: 414,2288 [C2sH2sNsO]"). HPLC &istota: 99 %.

N-Benzyl-2-morfolin-5-(naftalen-2-ylmethyl)-SH-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-amin (140)
0™
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Sloucenina 140 se pfipravuje podle obecné piipravy 5. Produkt byl €istén s vyuzitim flash
chromatografie (mobilni faze PE:EtOAc, 1:1). Vytézek 76 % (bila krystalicka latka); teplota
tani 170 °C-rozklad. "H NMR (600 MHz, CDCls) § 7,83 — 7,80 (m, 1H), 7,74 (d, J = 8,4 Hz,
1H), 7,63 — 7,59 (m, 1H), 7,50 (dtd, J= 13,2, 6,9, 3,5 Hz, 2H), 7,33 (s, 1H), 7,15 (d, J= 3,1 Hz,
1H), 7,08 — 7,04 (m, 2H), 6,93 — 6,89 (m, 2H), 6,71 — 6,67 (m, 2H), 6,39 (d, J = 3,1 Hz, 1H),
5,46 (s, 2H), 4,72 (t, J= 5,3 Hz, 1H), 4,39 (d, /= 5,4 Hz, 2H), 3,77 — 3,74 (m, 4H), 3,73 — 3,69
(m, 4H) ppm. *C NMR (151 MHz, CDCls) § 158,49, 151,85, 150,03, 138,67, 134,92, 133,55,
133,23, 132,77, 129,68, 128,35, 128,13, 127,91, 127,39, 127,08, 126,89, 126,65, 124,72,
123,28, 110,84, 100,81, 67,22, 53,40, 45,54, 44,85 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 450,2278
(vypocteno pro: 450,2288 [CasH2sNsO]"). HPLC ¢Eistota: 99 %.
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2-{[2-Morfolin-5-(naftalen-2-ylmethyl)-5H-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-yl]amin}ethan-1-ol
(141)

SIS

Sloucenina 141 se ptipravuje podle obecné ptipravy 5. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash
chromatografie (mobilni faze PE:EtOAc, 1:1). Vytézek 51 % (bila krystalicka latka); teplota
tani 64-66 °C. 'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 7,86 — 7,80 (m, 2H), 7,75 — 7,71 (m, 1H), 7,52 —
7,47 (m, 3H), 7,18 (dd, J= 8,5, 1,9 Hz, 1H), 7,15 (d, /= 3,0 Hz, 1H), 6,36 (d, /= 3,1 Hz, 1H),
5,50 (s, 2H), 4,94 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 3,77 — 3,72 (m, 4H), 3,71 — 3,65 (m, 4H), 3,50 — 3,45 (m,
2H), 3,41 — 3,33 (m, 2H) ppm. *C NMR (126 MHz, CDCls) § 158,20, 151,76, 150,85, 134,79,
133,46, 133,23, 133,15, 129,60, 127,94, 127,93, 127,05, 126,77, 124,87, 123,52, 110,70,
100,88, 67,16, 63,21, 53,44, 45,50, 43,49 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 404,2085 (vypo&teno pro:
404,2081 [C23H26Ns502]"). HPLC ¢istota: 99 %.

4-[2-(Morfolin-4-yl)-5-(naftalen-2-ylmethyl)-SH-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-yl|morfolin
(142)

@4

Sloucenina 142 se pfipravuje podle obecné piipravy 5. Produkt byl ¢istén s vyuZzitim flash
chromatografie (mobilni faze PE:EtOAc, 1:1). Vytézek 82 % (Zluta krystalicka latka); teplota
tani 127-129 °C. '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 7,85 — 7,77 (m, 3H), 7,68 (dd, J= 3.2, 0,5
Hz, 1H), 7,64 (s, 1H), 7,50 — 7,43 (m, 2H), 7,19 (dd, /= 8,5, 1,8 Hz, 1H), 6,28 (dd, J=3,1, 0,5
Hz, 1H), 5,46 (s, 2H), 3,79 (t, 4H), 3,66 — 3,61 (m, 4H), 3,58 — 3,55 (t, 4H), 3,24 (t, J=4,6 Hz,
4H) ppm. *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) § 157,23, 154,77, 154,35, 136,25, 136,19, 132,84,
132,35, 128,26, 127,81, 127,66, 126,49, 126,16, 125,67, 125,17, 113,66, 101,98, 66,26, 65,95,
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50,15, 45,03 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 430,2221 (vypo&teno pro: [C2sH2sNsO2]" 430,2238).
HPLC cistota: 99 %.

N-Methyl-5-(naftalen-2-ylmethyl)-2-thiomorfolin-5H-pyrrolo|[3,2-d]pyrimidin-4-amin
(143)

Tp
"

Sloucenina 143 se ptipravuje podle obecné ptipravy 5. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash
chromatografie (mobilni faze PE:EtOAc, 1:1). Vytézek 68 % (bila krystalicka latka); teplota
tani 175-177 °C. '"H NMR (500 MHz, CDCls) & ppm: 7,88 — 7,81 (m, 2H), 7,77 — 7,71 (m, 1H),
7,54 — 7,47 (m, 2H), 7,45 (s, 1H), 7,20 (dd, J= 8,5, 1,8 Hz, 1H), 7,10 (d, /= 3,1 Hz, 1H), 6,36
(d, J=2,9 Hz, 1H), 5,49 (s, 2H), 4,40 (q, /= 4,8 Hz, 1H), 4,13 (dd, J = 6,4, 3,5 Hz, 4H), 2,73
(d, J=4,7 Hz, 3H), 2,67 (dd, J = 6,2, 3,8 Hz, 4H) ppm. 3*C NMR (126 MHz, CDCl3) § ppm:
157,7,151,5, 151,1, 135,0, 133,6, 133,2, 132,3, 129,6, 128,0, 127,9, 127,0, 126,7, 124,7, 123,5,
110,8, 100,8, 53,2, 47,2, 27,9, 27,1 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 390,1745 (vypo&teno pro:
[C24H2sNsO]" 390,1747). HPLC Cistota: 97 %.

N-Methyl-5-(naftalen-2-ylmethyl)-2-(piperidin-1-yl)-SH-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-amin
(144)

i

Sloucenina 144 se pfipravuje podle obecné piipravy 5. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash
chromatografie (mobilni faze PE:EtOAc, 1:1). Vytézek 64 % (bild krystalicka latka); teplota
tani 138-140 °C. '"H NMR (600 MHz, CDCl3) § 7,85 — 7,79 (m, 2H), 7,73 — 7,69 (m, 1H), 7,51
- 7,46 (m, 2H), 7,42 (d, J = 1,9 Hz, 1H), 7,18 (dd, J = 8,5, 1,8 Hz, 1H), 7,05 (d, J = 3,1 Hz,
1H), 6,36 (d, J = 3,1 Hz, 1H), 5,45 (s, 2H), 4,37 (q, J=4,9 Hz, 1H), 3,77 — 3,66 (m, 4H), 2,75
(d, J=4,8 Hz, 3H), 1,61 (s, 6H) ppm. *C NMR (151 MHz, CDCl;) & 158,78, 151,62, 151,04,
135,23, 133,56, 133,15, 132,00, 129,47, 128,02, 127,89, 126,85, 126,56, 124,66, 123,53,
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110,81, 100,86, 53,13, 45,85, 27,77, 26,09, 25,21 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 372,21872
(vypocteno pro: [C23Ha6Ns]" 372,2183). HPLC ¢&istota: 99 %.

N-Methyl-5-(naftalen-2-ylmethyl)-2-(pyrrolidin-1-yl)-SH-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-
amin (145)

S,

Sloucenina 145 se pfipravuje podle obecné ptipravy 5. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash
chromatografie (mobilni faze PE:EtOAc, 1:1). Vytézek 50 % (bilé krystalicka latka); teplota tani
132-134 °C. Produkt byl ¢istén flash chromatografii (mobilni faze EtOAc:PE 1:1). '"H NMR
(500 MHz, CDCl3) 6 ppm: 7,85 — 7,79 (m, 2H), 7,74 — 7,68 (m, 1H), 7,51 — 7,45 (m, 2H), 7,44
—7,39 (m, 1H), 7,18 (dd, J= 8,5, 1,8 Hz, 1H), 7,04 (d, /= 3,1 Hz, 1H), 6,38 (d, /= 3,0 Hz, 1H),
5,46 (d,J= 1,2 Hz, 2H), 4,38 (q, J= 4,9 Hz, 1H), 3,64 — 3,56 (m, 4H), 2,75 (d, /= 4,7 Hz, 3H),
1,99 —1,87 (m, 4H) ppm. '*C NMR (126 MHz, CDCls3) & ppm: 157,4, 151,7,151,1, 135,3, 133,5,
133,1, 131,8, 129,5, 128,0, 127,9, 126,8, 126,5, 124,6, 123,5, 110,6, 100,6, 53,1, 46,9, 27,7, 25,8
ppm. HRMS: m/z [M+H]" 358,2030 (vypocteno pro: [C22H24Ns]" 358,2026). HPLC ¢&istota: 97
%.

N-Butyl-5-(naftalen-2-ylmethyl)-2-(piperidin-1-yl)-5H-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-amin
(151)

S
L 5

Sloucenina 151 se pfipravuje podle obecné piipravy 5. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash
chromatografie (mobilni faze PE:EtOAc, 1:1). Vytézek 72 % (bila krystalicka latka); teplota
tani 132-134 °C. '"H NMR (600 MHz, CDCl;3) § 7,88 — 7,81 (m, 2H), 7,76 — 7,71 (m, 1H), 7,53
- 7,48 (m, 3H), 7,20 (dd, J = 8,5, 1,8 Hz, 1H), 7,10 (d, J = 3,0 Hz, 1H), 6,38 (d, J = 3,0 Hz,
1H), 5,49 (d, J = 1,2 Hz, 2H), 4,32 (t, J = 5,3 Hz, 1H), 3,76 — 3,70 (m, 4H), 3,29 — 3,15 (m,

91



2H), 1,62 (s, 6H), 1,13 — 1,04 (m, 2H), 0,86 — 0,77 (m, 2H), 0,56 (t, J = 7,4 Hz, 3H) ppm. 1*C
NMR (151 MHz, CDCI3) 6 158,85, 151,82, 150,53, 135,32, 133,64, 133,26, 132,14, 129,62,
128,00, 127,92, 126,95, 126,63, 124,81, 123,49, 110,62, 100,78, 53,39, 45,90, 40,24, 31,30,
26,10, 25,27, 19,86, 13,65 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 414,2642 (vypoéteno pro: [Ca¢H32Ns]"
414,2652). HPLC Cdistota: 99 %.

N-Butyl-5-(6-fluornaftalen-2-ylmethyl)-2-(piperidin-1-yl)-5SH-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-
amin (152)

Sloucenina 152 se pfipravuje podle obecné ptipravy 5. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash
chromatografie (mobilni faze PE:EtOAc, 1:1). Vytézek 67 % (bila krystalicka latka); teplota
tani 142-144 °C. "H NMR (600 MHz, CDCl3) § 7,80 (d, J= 8,6 Hz, 1H), 7,73 (dd, J=9,0, 5,5
Hz, 1H), 7,49 — 7,44 (m, 2H), 7,31 — 7,26 (m, 2H), 7,24 (dd, J = 8,6, 1,7 Hz, 1H), 7,09 (d, J =
3,1 Hz, 1H), 6,37 (d, J= 3,0 Hz, 1H), 5,48 (s, 2H), 4,28 (t, J = 5,2 Hz, 1H), 3,74 (s, 4H), 3,24
(q,/=6,5Hz, 2H), 1,62 (s, 6H), 1,14 — 1,06 (m, 2H), 0,87 — 0,77 (m, 2H), 0,57 (t, /= 7,4 Hz,
3H) ppm. *C NMR (151 MHz, CDCl3) § 161,09 (d, 'Jc.r = 247,1 Hz), 158,81, 151,79, 150,49,
134,72 (d, *Jer = 3,7 Hz), 133,99 (d, *Jcr = 10,0 Hz), 132,12, 130,62, 130,43 (d, *Jc.r = 9.6
Hz), 128,92 (d, *Jc.r = 6,4 Hz), 124,79, 124,57, 117,37 (d, 2Jcr = 25,7 Hz), 111,08 (d, 2Jcr =
21,1 Hz), 110,52, 100,87, 53,20, 45,89, 40,22, 31,32, 26,10, 25,25, 19,84, 13,66 ppm. HRMS:
m/z [M+H]" 432,2548 (vypoéteno pro: [C26H31NsF]" 432,2558). HPLC ¢&istota: 97 %.

3-{[5-(Naftalen-2-ylmethyl)-2-(piperidin-1-yl)-SH-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-
yl]amino}propan-1-ol (153)

S
s
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Sloucenina 153 se ptipravuje podle obecné ptipravy 5. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash
chromatografie (mobilni faze PE:EtOAc, 1:1). Vytézek 62 % (Zluta olejovita latka). '"H NMR
(600 MHz, CDCl3) 6 7,90 — 7,82 (m, 2H), 7,78 — 7,71 (m, 1H), 7,54 — 7,49 (m, 2H), 7,48 — 7,43
(m, 1H), 7,18 (dd, J=8,5, 1,8 Hz, 1H), 7,13 (d, /= 3,1 Hz, 1H), 6,38 (d, J = 3,0 Hz, 1H), 4,58
(t, J= 6,4 Hz, 1H), 3,70 (s, 4H), 3,48 — 3,41 (m, 2H), 3,06 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 1,62 (s, 6H),
1,19 (m, 2H) ppm. *C NMR (151 MHz, CDCls) & 158,49, 152,07, 150,81, 135,19, 133,52,
133,15, 132,87, 129,60, 127,93, 127,90, 127,07, 126,77, 124,80, 123,52, 109,92, 100,89, 58,39,
53,49, 45,93, 36,24, 32,44, 26,09, 25,12 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 416,2439 (vypodteno pro:
[C2sH30NsO]" 416,2445). HPLC d&istota: 95 %.

N, N'-dimethyl-N3-[5-(naftalen-2-ylmethyl)-2-(piperidin-1-yl)-5H-pyrrolo[3,2-
d]pyrimidin-4-yl)propan-1,3-diamin (154)

SV
s
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Sloucenina 154 se pfipravuje podle obecné piipravy 5. Produkt byl ¢iStén s vyuZzitim flash
chromatografie (mobilni fize PE:EtOAc, 1:1). Vytézek 49 % (Zluta olejovita latka). '"H NMR
(600 MHz, CDCls3) 6 7,83 — 7,78 (m, 2H), 7,74 — 7,70 (m, 1H), 7,48 — 7,45 (m, 2H), 7,44 (d, J
=1,7 Hz, 1H), 7,20 (dd, J= 8,5, 1,8 Hz, 1H), 6,99 (d, J=3,1 Hz, 1H), 6,33 (d, /= 3,2 Hz, 1H),
5,74 (t,J=4,8 Hz, 1H), 3,73 (s, 4H), 3,45 — 3,33 (m, 2H), 2,11 (t, J = 6,6 Hz, 2H), 1,98 (s, 6H),
1,61 (s, 6H), 1,52 (t, J = 6,4 Hz, 2H) ppm. *C NMR (151 MHz, CDCls) § 158,75, 151,46,
150,42, 135,42, 133,52, 133,07, 131,58, 129,17, 127,98, 127,84, 126,73, 126,41, 125,03,
124,03, 110,77, 101,11, 58,63, 52,73, 45,88, 45,41, 40,55, 26,07, 25,21 ppm. HRMS: m/z
[M+H]" 443,2919 (vypocteno pro: [C27H3sNe] " 443,2918). HPLC Cistota: 99 %.
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N-(2-Methoxyethyl)-5-(naftalen-2-ylmethyl)-2-(piperidin-1-yl)-5H-pyrrolo|[3,2-
d|pyrimidin-4-amin (155)

S
%

Sloucenina 155 se ptipravuje podle obecné ptipravy 5. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash
chromatografie (mobilni faze PE:EtOAc, 1:1). Vytézek 71 % (Zluta olejovita latka). '"H NMR
(600 MHz, CDCl3) & 7,85 — 7,79 (m, 2H), 7,75 — 7,70 (m, 1H), 7,49 — 7,44 (m, 3H), 7,18 (dd,
J=238,5,1,8 Hz, 1H), 7,09 (d, /= 3,0 Hz, 1H), 6,37 (d, /= 3,0 Hz, 1H), 5,49 (d, /= 1,2 Hz, 2H),
4,82 (t,J=5,3 Hz, 1H), 3,71 (t, J = 4,2 Hz, 4H), 3,46 (q, J = 5,2 Hz, 2H), 3,21 (t, J = 5,1 Hz,
2H), 2,89 (s, 3H), 1,60 (s, 6H) ppm. *C NMR (151 MHz, CDCls) § 158,58, 150,25, 135,08,
133,58, 133,16, 132,25, 129,21, 128,04, 127,82, 126,67, 126,40, 124,76, 123,60, 110,56,
100,71, 70,91, 58,29, 53,26, 45,87, 40,01, 26,02, 25,16 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 416,2443
(vypocteno pro: [CasH3oNsO]" 416,2445). HPLC ¢&istota: 95 %.

NLN!-dimethyl-N?-[5-(naftalen-2-ylmethyl)-2-(piperidin-1-yl)-SH-pyrrolo[3,2-
d|pyrimidin-4-yl)ethan-1,2-diamin (156)

O
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Sloucenina 156 se pfipravuje podle obecné piipravy 5. Produkt byl ¢istén s vyuzitim flash
chromatografie (mobilni fize PE:EtOAc, 1:1). Vytézek 56 % (Zluta olejovita latka). '"H NMR
(600 MHz, CDCIl3) 6 7,83 — 7,76 (m, 2H), 7,71 — 7,66 (m, 1H), 7,48 — 7,43 (m, 2H), 7,39 — 7,36
(m, 1H), 7,14 (dd, /= 8,5, 1,8 Hz, 1H), 7,07 (d, J = 3,0 Hz, 1H), 6,36 (d, J= 3,0 Hz, 1H), 5,50
(d, J=1,2 Hz, 2H), 5,25 (t, J = 4,6 Hz, 1H), 3,73 (s, 4H), 3,30 (td, /= 5,9, 4,6 Hz, 2H), 2,18
(dd, J = 6,8, 5,1 Hz, 2H), 1,84 (s, 6H), 1,60 (d, J = 3,0 Hz, 6H) ppm. *C NMR (151 MHz,
CDCl3) 6 159,12, 151,78, 150,70, 135,59, 133,79, 133,32, 132,13, 129,10, 128,26, 127,99,

126,77, 126,49, 124,73, 123,87, 110,84, 101,00, 57,63, 53,43, 46,08, 44,97, 38,12, 26,33, 25,45
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ppm. HRMS: m/z [M+H]" 429,2763 (vypocteno pro: [C26H33Ns]" 429,2761). HPLC distota:
99 %.

4-[4-Chlor-5-(naftalen-2-ylmethyl)-SH-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-2-yl|morfolin (146)

Do 25 ml baniky umisténé v ledové 1azni bylo vlozeno 0,11 mmol derivatu 83. Do baiiky byly
prikapany 2 ml POCl; a nasledné byla celd reakéni smés zahtata na 135 °C. Po dvou hodinéach
zahtivani pti 135 °C byla reakéni smés ochlazena v ledové 14zni, postupné k ni byl pfisypan led
a pfilit vodny roztok amoniaku. Tento vodny roztok byl extrahovéan 3 x 20 ml DCM. Organicka
faze byla odd¢lena, vysusena bezvodym Na>SOs, zfiltrovana a rozpoustédlo bylo odpatfeno na
RVO. Produkt byl ¢iStén s vyuzitim flash chromatografie (mobilni fize PE:EtOAc, 1:1).
Vytezek 43 % (bild krystalickd latka); teplota tani 136-137 °C. 'H NMR (500 MHz, CDCls) &
7,86 — 7,79 (m, 2H), 7,75 - 7,70 (m, 1H), 7,52 — 7,44 (m, 2H), 7,42 — 7,37 (m, 2H), 7,22 (dd, J
=8,4, 1,8 Hz, 1H), 6,62 — 6,57 (m, 1H), 5,73 (s, 2H), 3,87 — 3,83 (m, 4H), 3,82 — 3,79 (m, 4H).
BC NMR (126 MHz, CDCl3) § 137,94, 136,92, 134,72, 133,35, 132,94, 128,96, 127,91, 127,82,
126,67, 126,41, 125,27, 124,24, 119,00, 100,64, 66,87, 52,35, 45,52 ppm. HRMS: m/z [M+H]"
379,1266 (vypocteno pro: [C21H20N4CIOCI]" 379,1320).

4-[4-Methoxy-5-(naftalen-2-ylmethyl)-SH-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-2-yl]morfolin (147)

@
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Do 25 ml banky bylo vlozeno 0,078 mmol intermediatu 146 a 8 ml suchého THF. Ke vzniklému
roztoku bylo ptfikapano 0,8 ml roztoku 25% methoxidu sodného v methanolu. Roztok byl
posléze michéan pfti laboratorni teploté. Po dvou hodinach bylo k reakéni smési pfilito 0,5 ml
vody. Roztok odpaten do sucha a produkt byl cistén s vyuzitim flash chromatografie
(PE:EtOAc, 1:1). VytéZzek 90 % (bil4 krystalickd latka); teplota tani 138-140 °C. 'H NMR (500
MHz, CDCl3) ¢ 7,83 — 7,71 (m, 3H), 7,49 — 7,43 (m, 3H), 7,24 (dd, J= 8,5, 1,8 Hz, 1H), 7,16

(d, J = 3,0 Hz, 1H), 6,43 (d, J = 3,0 Hz, 1H), 5,56 (s, 2H), 4,00 (s, 3H), 3,87 — 3,76 (m, 8H)
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ppm. 3C NMR (126 MHz, CDCls) § 157,63, 156,69, 152,50, 135,77, 133,27, 132,73, 132,62,
128,47, 127,81, 127,68, 126,33, 126,03, 125,45, 124,79, 110,91, 100,91, 67,02, 52,93, 52,60,
45,48 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 375,1811 (vypoc¢teno pro: [C22H23N402]" 375,1816). HPLC
Cistota: 96 %.

4-[4-Ethoxy-5-(naftalen-2-ylmethyl)-SH-pyrrolo[3,2-d|pyrimidin-2-yljmorfolin (148)

ow

Do 25 ml banky bylo vlozeno 0,16 mmol intermediatu 146 a 8 ml suché¢ho THF. Ke vzniklému
roztoku byl pfikapan 1 ml roztoku 21% ethoxidu sodného v methanolu. Roztok byl posléze
michan pfi laboratorni teploté. Po dvou hodinach bylo k reakéni smési prilito 0,5 ml vody.
Roztok odpaten do sucha a produkt byl ¢istén s vyuzitim flash chromatografie (PE:EtOAc, 1:1).
Vytezek 54 % (bila krystalicka latka); teplota tani 154-155 °C. 'H NMR (500 MHz, CDCl3) &
7,83 — 7,80 (m, 1H), 7,78 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,76 — 7,72 (m, 1H), 7,50 — 7,43 (m, 3H), 7,25
(dd, J=8.,4, 1,8 Hz, 1H), 7,19 (d, J = 3,1 Hz, 1H), 6,41 (d, J = 3,0 Hz, 1H), 5,58 (s, 2H), 4,46
(q,J=7,1Hz, 2H), 3,84 — 3,79 (m, 4H), 3,79 — 3,75 (m, 4H), 1,33 (t, J= 7,1 Hz, 3H) ppm. 1*C
NMR (126 MHz, CDCl) 6 157,76, 156,48, 152,59, 135,98, 133,35, 132,82, 132,73, 128,52,
127,87, 127,78, 126,41, 126,08, 125,50, 124,82, 110,89, 100,84, 67,12, 61,69, 52,82, 45,56,
14,59 ppm. HRMS: m/z [M+H]" 389,1967 (vypocteno pro: [C23H2sN4O2]" 389,1972), HPLC
Cistota: 95 %.

4-[4-Propoxy-5-(naftalen-2-ylmethyl)-SH-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-2-ylmorfolin (149)

oy
e N

Ve 25ml bance byl suspendovéan derivat 146 v 7 ml 0,5 M roztoku propoxidu sodného v n-
propanolu (0,12 g sodiku bylo pfidano k 10 ml n-propanolu pod argonem a sm¢s byla michana,
dokud nebyl sodik zcela rozpustén). Vznikly roztok byl michan 3 hodiny pii 50 °C. Reakce
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byla monitorovana pomoci TLC a po dokonceni reakce byl roztok odpatren do sucha. K odparku
bylo pfidano 10 ml vody a reak¢ni smés byla extrahovana 3 x 10 mL dichlormethanu. Organicka
faze byla posléze vysuSena siranem sodnym, zfiltrovana a rozpoustédlo bylo odpafeno na
vakuové rotani odparce (RVO). Produkt byl Cistén s vyuzitim flash chromatografie, kdy
mobilni fazi byl petrolether a EtOAc v poméru 1:1. Vytézek 46 % (bild krystalickd latka);
teplota tani 162-164 °C. '"H NMR (500 MHz, CDCl3) & 7,82 (d, J = 5,9 Hz, 1H), 7,78 (d, J =
8,5 Hz, 1H), 7,76 — 7,71 (m, 1H), 7,50 — 7,46 (m, 2H), 7,45 (s, 1H), 7,24 (dd, J = 8,6, 1,8 Hz,
1H), 7,19 (d, J = 3,1 Hz, 1H), 6,43 — 6,40 (m, 1H), 5,60 (s, 2H), 4,36 (t, J = 6,5 Hz, 2H), 3,84
— 3,80 (m, 4H), 3,79 — 3,76 (m, 4H), 1,78 — 1,65 (m, 2H), 0,92 (t, J = 7,4 Hz, 3H) ppm. 1*C
NMR (126 MHz, CDCIs) 6 156,62, 135,89, 133,30, 132,75, 132,65, 128,50, 127,80, 127,70,
126,35, 126,01, 125,26, 124,63, 110,86, 100,83, 67,38, 67,05, 52,72, 45,50, 22,21, 10,68 ppm.
HRMS: m/z [M+H]" 403,2128 (vypocteno pro: [C2sH27N4O2]" 403,2129). HPLC Cistota:
95 %.
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