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POVZETEK

Rak predstavlja skupino bolezni, katerim je skupna nenadzorovana rast gensko
poskodovanih celic. V danasnjem svetu sta zanj znacilni visoka incidenca ter visoka
umrljivost. Prav zaradi slednjega si prizadevamo odkriti uc€inkovita zdravila za razlicne
tipe rakavih obolenj, glede na bolj specifiCen vzrok bolezni. Eden moznih vzrokov
nastanka raka je tudi mutacija gena za protein KRAS, ki je v druzini RAS najpogostejsa.
KRAS protein je zaradi tega postal zanimiv kot tarca pri nacrtovanju novih protitumorskih
ucinkovin. Vloga normalnega proteina je prenasanje signalov od membranskih receptorjev
v celi¢no jedro, ti signali pa z nadaljnjo kaskado reakcij vplivajo na potek celi¢ne delitve.
Nasa Zelja je bila pripraviti potencialne inhibitorje KRAS proteina, saj mutacija KRAS
povzro€i njegovo konstantno aktivnost in s tem nenadzorovano delitev celic. Pri delu smo
izhajali iz Ze bolj raziskanih purinov, ki so dokazali aktivnost napram proteinu KRAS. Te
smo strukturno modificirali tako, da smo iz purinskega ogrodja odvzeli en dusik in tako
dobili pirolopirimidine.

Sinteza je potekala v §tirih stopnjah. Sprva smo v treh stopnjah iz komercialnega produkta
sintetizirali $tiri razlicne izhodne spojine- alkinilpirimidine, nato pa le-te v enem koraku
pod vplivom mikrovalov ciklizirali in nanje pripeli ustrezne substituente. Kot reagente smo
uporabili amine in aniline ter tako pridobili razli¢ne analoge pirolopirimidinov.

Sintetizirali smo 20 novih potencialnih inhibitorjev proteina KRAS. Potrdili smo, da z
uporabo mikrovalov uspe$no zmanjSamo stroske in Cas sinteze, saj reakcija potee v
odsotnosti katalizatorja, ciklizacijo in substitucijo alkinilpirimidina pa opravimo v enem
samem koraku. Reakcija v dveh primerih ni potekla, saj 4-metoksianilin ter 4-metilanilin
ne omogocata nukleofilnega napada na izhodno spojino. Ostale pridobljene spojine pa

lahko predstavljajo temelj za nadaljnje sinteze morebitnih protitumorskih u¢inkovin.

Kljucne besede: protitumorske uc¢inkovine, KRAS protein, celi¢ni cikel, zaviralci KRAS

proteina, pirolopirimidini, »one-pot« sinteza
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ABSTRACT

Cancer represents a group of diseases characterized by the uncontrolled growth of
genetically damaged cells and is nowadays showing high incidence and high mortality.
Therefore we are trying to discover effective drugs for different types of cancer, depending
on the more specific cause of the disease. One of the possible causes of cancer is the
mutation of gene that codes the protein KRAS, which is the most common type in RAS
family. KRAS protein has become an attractive target for the design of new anti-cancer
agents. The role of a normal protein is transmitting signals from membrane receptors to the
cell nucleus. These signals influence the course of cell division via further cascades of
reactions. Our aim was to prepare potential inhibitors of KRAS protein because KRAS
mutation causes its constant activity and thus indirectly uncontrolled cell division. Our
work derived from the already well explored purines, which have shown activity against
KRAS protein. The purine scaffold was structurally modified taking out one of the purine's
nitrogens and thereby pyrrolopyrimidines were obtained.

The synthesis was carried out in four steps. Initially, four different starting compounds-
alkynyl pyrimidines- were synthesized in three steps from the commercial product. Those
were then cyclized and accordingly substituted in one step with the use of microwaves.
Amines and anilines were used as reagents to obtain the various analogs of
pyrrolopyrimidines.

20 new potential inhibitors of protein KRAS were synthesized. Cost and time of the
synthesis were effectively reduced by the use of microwaves, since the reaction did not
require a metal-catalyst assistance and a cyclization and a substitution of alkynil
pyrimidine were performed in a single step. The reaction did not occur using 4-
methoxyaniline and 4-methylaniline as they do not allow nucleophilic attack on the starting
compound. Other synthesized compounds may form the basis for further synthesis of
potential anti-cancer agents.

Key words: anti-cancer agents, KRAS protein, cell cycle, KRAS inhibitors,

pyrrolopyrimidines, »one-pot« synthesis
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SEZNAM OKRAJSAV

ATR zmanj$an popolni odboj (attenuated total reflection)

BINAP bis(difenilfosfino)binaftalen

CDK od ciklina odvisna kinaza (cyclin-dependent kinase)

CIP protein, ki interagira z od ciklina odvisnimi kinazami (CDK-interacting
protein)

CKI zaviralec od ciklina odvisne kinaze (cyclin-dependent kinases inhibitor)

Cq kvarterni ogljik

d dublet

dd dublet dubleta

DME dimetoksietan

DMF dimetilformamid

DMSO dimetilsulfoksid

DNK deoksiribonukleinska kislina

EGFR receptor za epidermalni rastni dejavnik (epidermal growth factor
receptor)

ESI eletrorazprsilna ionizacija

GAP GTP-azo aktivirajoci protein

GDP gvanozin difosfat

GEF gvanin nukleotid izmenjujoc¢i dejavnik (guanine nucleotide exchange
factor)

GRB 2 protein 2, ki veze receptor za rastni dejavnik (growth factor receptor-

bound protein 2)

GSK glikogen sintaza kinaza (glycogen synthase kinase)
GTP gvanozin trifosfat
HER 2 humani epidermalni receptor 2 za rastni dejavnik (human epidermal

growth factor receptor 2)

HRAS Harveyev sarkom na podgani (Harvey rat sarcoma)


https://www.google.si/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0CB0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FEpidermal_growth_factor_receptor&ei=a0oYVOFZpOHLA5X2gJgG&usg=AFQjCNEUk2dkinegbH1d3SNqFw_z45QdKg&sig2=xpQlS25HS7p1RD0-dBAvHQ&bvm=bv.75097201,d.bGQ
https://www.google.si/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0CB0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FEpidermal_growth_factor_receptor&ei=a0oYVOFZpOHLA5X2gJgG&usg=AFQjCNEUk2dkinegbH1d3SNqFw_z45QdKg&sig2=xpQlS25HS7p1RD0-dBAvHQ&bvm=bv.75097201,d.bGQ
http://en.wikipedia.org/wiki/Guanine_nucleotide_exchange_factor
http://en.wikipedia.org/wiki/Guanine_nucleotide_exchange_factor
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HRMS

INK4
IR

KIP
KRAS

MS

MV

NIS
NMR
NRAS
pRb
RalGDS

SHC

t-BuOK
TGF
THF
TLC
TMS
uv
VEGF
WHO

masna spektroskopija visoke locljivosti (high resolution mass
spectrometry)

zaviralec kinaze CDK4 (inhibitor of CDK4)

infrardeca spektroskopija

sklopitvena konstanta

protein, ki interagira s kinazami (kinase-interacting protein)
Kirstenov sarkom na podgani (Kirsten rat sarcoma)

multiplet

masna spektroskopija

molekulska masa

mikrovalovi

N-jodosukcinimid

nuklearna magnetna resonanca

nevroblastomski sarkom na podgani (neuroblastoma rat sarcoma)
retinoblastomski protein

Ral gvanin nukleotid izmenjujoci dejavnik

singlet

transformirajoc¢i protein 1 vsebujo¢ domeno, homologno Src (Src
homology 2 domain-containing)

triplet

kalijev terc-butoksid

transformirajo¢i rastni dejavnik (transforming growth factor)
tetrahidrofuran

tankoplastna kromatografija

trimetilsilan

ultravijoli¢no

zilni endotelni rastni dejavnik (vascular endothelial growth factor)
Svetovna zdravstvena organizacija (World Health Organization)
kemijski premik

frekvenca

valovna dolzina


http://acif.ucr.edu/mspec/useful.html
http://acif.ucr.edu/mspec/useful.html
http://en.wikipedia.org/wiki/Src_homology_2_domain-containing
http://en.wikipedia.org/wiki/Src_homology_2_domain-containing
http://en.wikipedia.org/wiki/Transforming_growth_factor
http://en.wikipedia.org/wiki/Vascular_endothelial_growth_factor
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1 UVOD

1.1 RAK

Dandanes se soocamo z vse veC razliénimi boleznimi, za katere Se vedno nimamo
aktivnega zdravila. Med te bolezni priStevamo tudi rak. Rak je tip bolezni, za katero je
znaCilna nenormalna oz. nenadzorovana rast celic brez kontaktne inhibicije. Pri tem celice
tvorijo skupke oz. tumorje v zdravem tkivu, ki se lahko razSirijo na druge organe. Ta
proces se imenuje metastaziranje in lahko prizadene kateri koli del telesa. [1]
Najpogostejsi tipi raka v Sloveniji so rak koZe, debelega Crevesja in danke, plju¢, prostate
in dojk; pri moskem delu populacije izstopa pljuéni rak, vse ve¢ se pojavlja tudi rak
prostate, pri zenskem pa prevladuje rak dojk. [1] Leta 2010 so v Sloveniji zabelezili 12896
ljudi obolelih za rakom, od tega pa jih je umrla skoraj polovica, to je 5900 bolnikov. [2]
Zadnji statisticni podatki (GLOBOCAN 2012) kaZejo, da je bilo v letu 2012 kar 14,1
milijonov primerov raka na svetu, od katerih se je 8,2 milijona konc¢ala s smrtjo. [3]

Pojem rak zdruzuje ve¢ kot 100 razli¢nih bolezni v eno skupino bolezni z enakim konénim
izidom- prizadetost normalnih bioloskih funkcij tkiva ali organa. Rak, ki ni zdravljen,
lahko povzro¢i resne bolezenske motnje in konéno tudi smrt. [4] Okrog 23% vseh
zabeleZenih smrti povzroci rak. Tako je ta bolezen po smrtnosti na drugem mestu, pred njo

so le sr¢no-Zilne bolezni (Slika 1). [5,6]

Sréno-Hne bolezm

Rak

Kroniéne pliutne
bolezni
Kap

Nenaterne poikodbe

Aleheimerjeva bolezen

VZROK SMRTI

Sladkorna bolezen
Ledwitne boleznt
Gripa in pljutnica

Samomor

I T T T T T T
] 100 200 300 400 500 600 700

STEVILO SMRTI (v tiso¢ih)

Slika 1: Razporeditev skupin bolezni glede na smrtnost v letu 2010 (povzeto po [7]).
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Po nekaterih zadnjih podatkih smrtnost, povzroc¢ena z rakom, pada, Se posebej v primeru
raka Crevesja. [8]

1.2 KANCEROGENI DEJAVNIKI

Kancerogene dejavnike lahko razdelimo v dve skupini. V prvo skupino spadajo genetski
dejavniki posameznika, v drugo skupino pa zunanji dejavniki oz. dejavniki okolja: 1-
fizikalni dejavniki kot je na primer izpostavljenost sevanju, 2-kemi¢ni dejavniki, kot so
nevarne snovi, zastrupitve, nikotin, onesnazenost zraka ter pa 3-bioloski dejavniki, kot so
virusne in bakterijske infekcije. [9] Pomembno vlogo seveda igra tudi posameznikov nac¢in
zivljenja, kamor spada prekomerno uzivanje alkohola, neuravnovesena prehrana ter na

splo$no nezdravo zivljenje. [10, 11]

1.3 BENIGNI IN MALIGNI TUMOR]JI

Poznani sta dve vrsti tumorjev: benigni in maligni tumorji. Benigni tumorji so skupki
benignih celic, katere se lahko odstrani in se ponavadi ne pojavijo ve¢ oz. se celice ne
raz§irijo na druga tkiva in organe. Nevarni so le v primeru, ¢e pritiskajo na sosednja tkiva.
Maligni tumorji so precej nevarnejsi, saj gre za rakaste tumorje. Lahko se jih odstrani,
vendar je velika verjetnost ponovnega pojava taksSnih celic. Maligne celice se lahko

raz$irijo na druge organe in tako tvorijo sekundarne tumorje. [12]

1.4 ZNACILNOSTI RAKASTIH CELIC

Delovanje kancerogenih dejavnikov privede do sprememb v izraZzanju genov (na primer
genov, ki kodirajo zaporedje aminokislin proteina, ki je udeleZen pri procesu proliferacije
celice) in direktnih mutacij na genetskem zapisu celice, ki se ob delitvi celic prenasajo na
héerinske celice. Mutacije se tako med delitvijo in replikacijo DNK za¢no nalagati ter
povzrocijo povecano izraZzanje protoonkogenov in zmanjSano delovanje tumorskih
supresorskih genov. [1] Tako celice pridobijo serijo skupnih znacilnosti (v preteklosti so

opisali 6 glavnih znacilnosti, v zadnjem Casu pa navajajo Se 2 dodatni), kot so (Slika 2):
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1. Samozadostnost za proliferacijske signale, ki jo iztrzijo s spodbujanjem nastanka
rastnih dejavnikov ter s spremembo izrazanja receptorjev za rastne dejavnike in s
spremembo znotrajceli¢ne signalizacije (nastanek onkogenov iz protoonkogenov);

2. Neobcutljivost na antiproliferativne signale, tj. z zavrto sintezo retinoblastomskega
proteina (pRb) ali podaljSevanjem telomer;

3. lzogib apoptozi- mutacije na proapoptoti¢nih genih;

4. Neomejena zmoznost podvojevanja DNK, kar pomeni nekontrolirano delitev celic s
pomocjo aktivacije telomeraz ter deaktivacijo pRb in tumorje zaviralnega gena p53
ter tako kopiCenje mutacij;

5. Angiogeneza- celice proizvajajo angiogene dejavnike, kot je VEGF;

6. Zmoznost prehajanja celic v krvni in limfni obtok in metastaziranje: s pomocjo
delovanja proteaz, ki jih tvorijo tumorske celice, le-te vstopijo v notranjost ozilja in
kasneje potujejo po njem do drugih organov. [1, 13, 14]

Navajajo tudi sposobnost spremembe metabolizma tumorskih celic ter izogibanje

imunskemu odzivu in tako unicenju. [13]

Samozadostnost za
proliferacyjske signale

Izogib Neobéutljivost na
apoptoz antiproliferativne signale

ZmoEnost prehajanja celic v
krvnd in limfhi obtok &
metastaziranje

Heomejena zmofnost
podvojevanja DIVE

Slika 2: Znacilnosti tumorskih celic (povzeto po [14]).
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1.5 INVAZIVNOST IN METASTAZIRANJE

Invazivnost je lastnost rakaste celice, ki jo le-ta pridobi zaradi rasti celic v skupke in
posledi¢no pritiskov ter ucinkov presnovkov te rakaste mase na okolico. Proces
invazivnosti je zapleten in poteka v ve¢ korakih. Najprej se celica odcepi od tumorja ter se
veze na zunajceli¢ni matriks in ga razgradi. Nato migrira do bliznje zile ali limfnih vodov,
kjer se preko celi¢nih receptorjev pripne na bazalno membrano ter zacne sproscati encime,
ki povzrocijo razgradnjo membrane in omogocijo vstop celice v zilo. V naslednjem
koraku- metastaziranju, se celice, ki prezivijo v notranjosti ozilja, §irijo po zilah do organa,
ki lahko podpre njihovo prezivetje. Tam se celice zasidrajo na notranjo povrsino zile,
povzrocijo preoblikovanje strukture membrane, izstopijo iz zile in migrirajo do tar¢nega

organa, kjer povzrocijo nastanek sekundarnega tumorja. (Slika 3). [15, 16]

a primarni tumor b odcep celice od primarnega
AN tumorja (invazija)

P

d vstop celice v Zilo {intravazacija) ¢ raziiritev v limfne vode
o - % - \ TN
o) (0 2= - ©-@
\ Gr—

f mlkrgmetastazwanje 9 napredovanje angiogeneze
¥ tarcnem organu in nastanek zasevkov

e zasidranje in izstop iz
Zile {ekstravazacija)

Slika 3: Proces metastaziranja (povzeto po [17]).
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1.6 CELICNI CIKEL

Proces celicne reprodukcije se imenuje celi¢ni cikel. V tem procesu tako iz ene starSevske
nastaneta dve hcerinski celici, ki sta zelo podobni starSevski celici in sta sami sposobni
ponovitve tega procesa. Da pride do delitve celice, se mora podvojiti genom ter celotna
celi¢na masa, kromosomi ter ostale celicne komponente pa se morajo natancno lociti in
razdeliti. Ti elementi tako celi¢ni cikel razdelijo v 4 faze (Slika 4).
e G1: celica raste in se pripravlja na naslednjo fazo (pripravlja kromosome na
podvajanje)
e S: faza sinteze DNK; celica podvoji svoj genetski material in centrosoma
e G2: celica raste in se s sintezo dolo¢enih proteinov pripravlja na naslednjo fazo
(mitozo)
e M: mitoza oz. celicna delitev, tj. delitev kromosomov, jedra ter citoplazme
(citokineza). Fazo mitoze ponovno razdelimo na 4 faze: profaza, metafaza, anafaza
in telofaza, v slednji se kon¢no razpolovi citoplazma in nastaneta dve hcerinski

celici. [18, 19]

Poleg faz G1, S, G2 in M, obstaja Se dodatna faza GO, kamor vstopijo celice, ki izstopijo iz
celicne delitve (bodisi zaradi odsotnosti mitoticnih signalov ali protimitoticne
signalizacije). To je tako imenovana faza mirovanja oz. pocivanja. Nekatere celice, ki so v
fazi GO, se na zunanje signale odzovejo, se reaktivirajo, vstopijo v S fazo ter tako ponovno
izvr§ijo celiléno delitev. Rakaste celice ponavadi ne vstopajo v fazo GO, tako rastejo
nekontrolirano in brez diferenciacije. [18, 19]

Potek celi¢nega cikla je odvisen od aktivnosti razli¢nih proteinov, kot so ciklini, CDK- od
ciklina odvisne kinaze, CDK zaviralci ter nekateri transkripcijski faktorji. [20] Kljuénega
pomena so CDK, ki pa za svojo aktivacijo potrebujejo vezavo ciklinov. Od ciklina odvisne
kinaze spadajo v druzino serin/treonin protein kinaz, heterodimernih kompleksov. [18, 21]
V celi¢nem ciklu so aktivne najmanj Stiri: v fazi G1 CDK4, CDK6 in CDK2, v fazi S
CDK2 , v fazah G2 in S pa CDK1. CDK so prisotne ves Cas, aktivirajo pa se le ob vezavi
doloCenega ciklina, slednji se tekom celi¢nega cikla, po aktivaciji dolo¢ene CDK,
razgradijo in po potrebi ponovno nastanejo. Ko se CDK aktivira, povzroci fosforilacijo
izbranih proteinov in tako vodi celico iz ene faze v drugo. [19, 20, 21]. Razli¢ni pari ciklin-

CDK so aktivni v vsaki fazi celicnega cikla.
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Po stimulaciji rastnih faktorjev se sintetizirajo trije tipi ciklina D (D1, D2 in D3), ki se
vezejo na CDK4 in CDK®6, kar popelje celico v fazo Gl-tako se celica pripravi na
podvojevanje dednega materiala. Z aktivacijo kompleksov ciklin D-CDK4 in ciklin D-
CDKaé, se inaktivira protein pRb, kar povzroci sintezo in ekspresijo ciklina E. Ta se veze
na CDK2, njun kompleks pa regulira vstop celice iz faze G1 v fazo S. V fazi S se ciklin E
razgradi, CDK2 pa se veze s ciklinom A, s ¢imer se celi¢ni cikel nadaljuje s fazo G2. V tej
fazi nastane kompleks ciklina A s CDK1, ki celici omogoci vstop v fazo mitoze. V zadnji
fazi, torej v fazi M, se ciklin A razgradi, M fazo pa regulira kompleks ciklin B-CDK1. [19,
22]

Slika 4: Prikaz poteka celicnega cikla (povzeto po [19]).

Prav tako pomembna skupina proteinov, udeleZenih v celi¢nem ciklu, je skupina CDK
zaviralcev (CKIl). Ti vplivajo na aktivnost kompleksov CDK-ciklin, predvsem v fazi G1 in
se vefinoma aktivirajo preko antiproliferativnih signalov. [19] Razdelimo jih na dve
druzini. Prva so zaviralci kinaze 4 (INK4), ki vkljucujejo p16;nk4a, p15ink4b, p18ink4c in
pl9nk4d ter se vezejo samo na CDK4 ali CDKG6, s tem pa preprecijo njuno vezavo S

ciklinom D. [19, 23] Druga druzina so tako imenovani CIP/KIP (proteini, ki interagirajo s



Nina Heindler Nacrtovanje in sinteza novih potencialnih zaviralcev proteina KRAS

CDK/ proteini, zaviralci kinaze), ki so aktivni tekom celotnega celi¢nega cikla. Obsegajo
proteine p21°PMa n2 74Pl iy nE7KP2 4 s vezejo na kompleks ciklin E-CDK2 in ciklin B-
CDK1 ter ju inaktivirajo. Ekspresija in aktivacija proteina p21 je odvisna od tumorje
zaviralnega proteina p53, proteina p27 in p57 pa od rastnega faktorja TGFf. [19]

Ze zgoraj omenjeni tumorje zaviralni protein, ki ima zelo pomembno vlogo v regulaciji
sinteze DNK, se imenuje protein retinoblastom (pRb). Njegova funkcija je preprecevanje
izrazanja genov, ki so odgovorni za rast in proliferacijo celic. Normalno je pRD
hipofosforiliran in vezan na transkripcijski faktor E2F. [20] E2F je heterodimerni
transkripcijski faktor, ki aktivira gene, potrebne za vstop celice v S fazo celi¢nega cikla.
Torej, kadar je E2F neaktiven oz. je nanj vezan pRb, slednji, ter tako celoten kompleks,
deluje kot zaviralec rasti celice, tako celica ostane v fazi G1 in se ne deli. [23, 24] Ko je
celica pripravljena na fazo S, kompleks ciklin D-CDK4/6 fosforilira pRb ter inaktivira
njegovo zaviralno delovanje. Protein pRb se sprosti iz kompleksa z E2F, tako E2F pospesi
transkripcijo genov, ki so potrebni za nadaljevanje celicnega cikla. Med njimi je tudi
transkripcija gena za ciklin E, ko le-ta nastane, se veze s CDK2. Poleg tega, da kompleks
CDKA4/6-ciklin D fosforilira proteine, kot je pRb, v celi¢nem ciklu sodeluje tudi tako, da
odstrani p21 in p27 s kompleksa CDK2-ciklin E ter tako omogo¢i njegovo aktivnost in
vstop celice v fazo S. [19]

Celi¢ni cikel je reguliran s tako imenovanimi kontrolnimi to¢kami, ki so kljuénega pomena
v fazi podvojevanja genoma in lo¢evanja kromosomov. V njih sodelujejo vsi zgoraj nasteti
in opisani proteini ter transkripcijski faktorji. Poznane so kontrolne tocke na prehodu iz
faze G1 v fazo S, iz faze G2 v fazo M in po koncu mitoze. V vsaki posamezni kontrolni
tocki se preveri, ali je celica pripravljena na naslednjo fazo celi¢nega cikla. [19] Ob napaki
na DNK oz. nepravilni podvojitvi verige se sprozi hiter proces aktivacije tumorje
zaviralnega gena p53, ki pospesi prepisovanje genov, kot je na primer gen za protein p21.
Tako se poveca ekspresija p21, slednji pa se veze na kompleks CDK2-ciklin E ali CDK1-
ciklin B ter ju tako inaktivira. Tako celica ne more vstopiti bodisi v S fazo celicnega cikla,
bodisi v fazo mitoze. [23] Celi¢ni cikel se ustavi za toliko ¢asa, dokler napaka na DNK ni
popravljena. Ce celica ni sposobna odpraviti napake in obnoviti verige, nastopi

programirana celi¢na smrt ali apoptoza. [20, 25]
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1.6.1 Celi¢ni cikel in RAK

Dve skupini genov sta zelo pomembni, ¢e ob razvoju celice pride do njihovih sprememb
oz. mutacij. To so protoonkogeni in tumorje zaviralni geni. Ce pride do genetskih
sprememb na protoonkogenih, lahko ob nastanku takoimenovanih onkogenov, pride do
pospesene proliferacijo celic. Mutacija tumorje zaviralnega gena (kot sta na primer pRb in
p53) pa povzroci nepravilno delovanje produkta tega gena, torej izgubo funkcije proteina,
ki v normalnem stanju deluje zaviralno na celi¢ni cikel. Tako celica raste in proliferira brez

kontrole. [19, 25]

1.7 KRAS

DruZina RAS proteinov igra pomembno vlogo v koraku celi¢ne signalizacije pri procesu
celicne rasti, proliferacije in prezivetja. Pri priblizno 30% vseh cloveskih malignih
sprememb so dokazali mutacije RAS druzine. [26]

RAS proteini so nizkomolekularne GTPaze, locirane na notranji membrani celice, ki
delujejo kot molekulska stikala. Zunajceli¢ne signale preko membranskih receptorjev
pretvarjajo v znotrajcelicne signale, kjer se iz neaktivne konformacije z vezanim GDP
pretvarjajo v aktivno konformacijo z vezanim GTP in tako sprozijo nadaljnje kaskade
reakcij znotraj celice. [27, 28] Poznamo tri glavne podskupine te druzine: H-RAS, N-RAS
in K-RAS. [26, 28]

Tako kot pri ostalih RAS podskupinah, tudi aktivacija in deaktivacija KRAS obsega
kompleksno zasnovano pot (Slika 5). Ob vezavi rastnega faktorja na tirozinski kinazni
receptor EGFR, pride do oligomerizacije le-tega. To povzro¢i kinazno aktivnost in tako
transfosforilacijo homodimera receptorja. [26] Nadaljnja vezava adaptorskega proteina
SHC (SH2) omogoc¢i, da adaptorski protein GRB2 prepozna SH2 domeno EGF receptorja
in se veze nanjo. [27] GRB2 se nato s svojo SH3 domeno veze na GEF, gvanin nukleotid
izmenjevalni faktor. Ta reagira z RAS ter tako povzro¢i njegovo konformacijsko
spremembo in zamenjavo vezanega GDP na RAS za GTP. To pomeni aktivacijo RAS
proteina in sprozenje kaskade nadaljnjih reakcij. Deaktivacija K-Ras poteka obratno, s
hidrolizo GTP v GDP. Kljub temu, da RAS proteini posedujejo GTPazno aktivnost, je

pretvorba razmeroma pocasna, zato je pospeSena s strani GTPaza-aktivacijskega proteina
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GAP. Ta z odcepom terminalnega fosfata z GTP slednjega pretvori v GDP in tako zaustavi

aktivnost KRAS ter tako tudi RAS stimulirano celi¢no signalizacijo. [28]
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Slika 5: RAS signalizacija (povzeto po [26]).

Aktivacija KRAS torej prevede signale do efektorskih proteinov, ki so Raf kinaze, P13
kinaze, Ral gvanin nukleotid cepitveni stimulator RalGDS in fosfolipaze Ce. Raf kinaza
fosforilira kinazo MAP- kinaza, ki se aktivira ob mitotskih signalih, ta pa dalje ERK, ki se
aktivira preko zunajceli¢nih signalov. Slednji aktivira transkripcijske faktorje, med drugim
tudi ELK1, ki regulira izrazanje genov, odgovornih za kontrolo poteka celicnega cikla.
[29] PI3 kinazna pot vodi preko aktivacije AKT, protein kinaze B, ki poveca prepisovaje
genov, ki sodelujejo pri prezivetju celic, ter aktivira mnoge transkripcijske faktorje.
RalGDS lahko deluje zaviralno preko RAL1, ki preko svoje poti inhibira FOX
transkripcijske faktorje, ali pa stimulativno preko JNK, kjer poveca prepisovanje genov,
odgovornih za prezivetje celic in potek celi¢nega cikla. [26] Ce pride do aktivacije
fosfolipaze € (PLCg), se aktivira protein kinaza C ter tudi prehajanje kalcija iz
znotrajcelicnih zalog. [30] Vse te kaskade reakcij privedejo do celi¢ne proliferacije,
stopnjevanja celicnega cikla, povecane transkripcije oz. genskega prepisovanja in tako

celi¢ne rasti in prezivetja celic (Slika 6). [26]
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PREZIVETIE ZAVIRANJE NADALJEVANJE RAST IN
CELIC APOPTOZE, CELICNEGA RAZVO)
SPREMEMBE CIKLA CELIC
Y
CITOSKELETU

Slika 6: Signalne poti proteinov, kodiranih z EGFR in KRAS geni (povzeto po [31]).

RAS proteini v dolZino povezujejo 188 ali 189 aminokislin, vendar morajo biti za svoje

delovanje locirani na membrani, poleg receptorjev. Ker so po svoji strukturi to majhne in

zelo hidrofilne molekule, se morajo po nastanku strukturno modificirati. To je Stiri-

stopenjski proces, kjer protein pridobi lipofilne karakteristike, tako da se lahko lokalizira

na membrani. [27] Modifikacija strukture poteka na CAAX okvirju, delu proteina RAS,

kjer C predstavlja cistein, A izoleucin in X serin ali metionin. Tiolna skupina cisteina se

najprej farnezilira s pomoc¢jo farnezil transferaze. Farnezil je veriga petnajstih ogljikovih

atomov. V naslednjem koraku potece hidroliza CAAX dela, kjer se odcepi AAX del, nato

pa na karboksilni skupini cisteina potece karboksimetilacija s pomocjo specificne

transferaze. Zadnja stopnja je palmitoilacija ostankov tiolnih skupin cisteina. Palmitoil

transferaza opravi ta proces na vseh skupinah RAS proteinov, prav tako na KRAS tip 4A,

ne pa na KRAS tip 4B. S taksno strukturo protein obsega dovolj hidrofobnih komponent,

da z membrano tvori stabilne nepolarne vezi. [26, 27]
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Slika 7: Strukturna modifikacija RAS proteina (povzeto po [27]).

Tockovne mutacije KRAS protoonkogena, najpogosteje na kodonih 12, 13 in 61, s
substitucijo aminokislin povzro¢ijo zmanjsano GTPazno aktivnost KRAS. [32, 33] Prav
tako lahko zmanjSajo aktivnost GAP, tj. odpravijo GTP hidrolizo, bodisi s stericnimi
ovirami in tako neuspesno signalizacijo, bodisi z oviranjem dostopa molekulam vode, ki so
potrebne za izvedbo hidrolize. Tako KRAS ostane v aktivnem stanju, kar pomeni nadaljnjo
celiéno signalizacijo in aktivacijo efektorskih poti, ki vodijo v proliferacijo, rast in
prezivetje celic ter tako nastanek rakastega tkiva. [34]
KRAS mutacije prav tako povezujejo z nefunkcionalnostjo apoptoze, ki bi jo zeleli sproziti
s kemoterapijo. Tako se na primer pacienti oboleli za rakom debelega Crevesja, z
mutacijami na KRAS genu, lahko ne odzivajo na dodano terapijo. [35]
Dokazano je, da je KRAS najbolj pogosta mutirana Ras izoforma. Pri raku trebusSne
slinavke je pogostost mutacije K-Ras kar 90%, pri raku debelega ¢revesja do 45%, pri
pljuénem raku pa do 35%. Ravno zato je KRAS postal zelo pomembna tarca pri odkrivanju
moznih alternativ zdravljenja raka. [30]
V iskanju spojine, ki bi u€inkovito omejila KRAS signalizacijo, je preko razli¢nih idej o
razli¢nih tar¢ah nastalo kar nekaj zdravil. Tarc¢e lahko opredelimo kot:

—  EGF receptor: poznamo na primer bioloSko zdravilo oz. monoklonsko protitelo

cetuksimab, ki blokira EGF receptor ter tako prepreci signalizacijo v notranjost

11
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celice. Ob mutaciji KRAS to zdravilo ni u¢inkovito, saj zaradi mutacije na genu
KRAS signalizacija za nenadzorovano rast celice vseeno poteka. [36]

—  KRAS/GEF povezava.

—  Proces strukturne modulacije po genskem prevajanju in sintezi KRAS proteina,
kjer so tarce lahko farnezil transferaza, CAAX endopeptidaza, metiltransferaza ali
palmitoil transferaza.

—  Efektorski proteini KRAS poti. [37]

—  Ekspresija KRAS proteina s pomoc¢jo »antisense« oligonukleotidov.

—  Mutiran KRAS protein preko imunoloskih pristopov ali sinteze proteinov. [38]
Pomembna spojine pa so lonafarnib in tipifarnib, ki sta zaviralca farnezil transferaze,
deltarasin, ki prav tako omejuje proces sidranja KRAS proteina na membrano, vendar
deluje na protein PDE 6, ki je soudeleZen pri tem procesu, salirasib, ki s KRAS tekmuje za
vezavo na protein galectin, lociran na membrani, ter vemurafenib, zaviralec proteina RAF.
[37]

1.8 METODE ZDRAVLJENJA RAKA

Zdravljenje raka obsega Cas od postavitve diagnoze do kon¢ne tocke, kjer naj bi bil rak tudi
dokon¢no odstranjen. Ker se razrast tumorskih celic lahko ponovi, je potrebno skrbno
spremljanje zdravstvenega stanja pacienta. Po biopsiji tumorskih celic in patoloskem
izvidu lahko onkolog opredeli malignost in tip raka. Zdravljenje dolo¢enega tipa raka
dolo¢i onkolog in je tako seveda odvisno od same vrste raka, velikosti tumorja, mesta
nastanka ter razSirjenosti oz. stadija. HistoloSka klasifikacija in prisotnost dolocenih
bioloSkih markerjev je lahko koristna tudi za diagnozo in individualizirano zdravljenje.
Trenutno razpolozljive moznosti za zdravljenje raka, so naslednje:

—  Kirurgija

— Radioterapija

—  Kemoterapija

— Imunoterapija

—  Gensko zdravljenje

—  Hormonsko zdravljenje [38]

Ponavadi pridejo v postev razli¢éne kombinacije zdravljenja. [39]
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Kirurski pristop ima prednosti in slabosti. Je hiter in u¢inkovit, vendar omejen v primeru
metastaz in vprasljiv v primeru nepopolne odstranitve tumorja. Gre za fizi¢no odstranitev
primarnega tumorja ter nekaj okolisSkega zdravega tkiva za preprecitev lokalne ponovitve
rasti tumorskih celic. [39, 40]

Pri radioterapiji gre za obsevanje rakastega tkiva z ionizirajo¢im sevanjem (x-ray in
gamma-ray zarki) s ciljem poskodovati ali uniciti tumorske celice. Nevarnost oz. slabost
radioterapije je poSkodba zdravega tkiva in tako tudi uni¢enje zdravih celic. Je zelo
uporabljena metoda, bodisi samostojno, bodisi v kombinaciji z drugimi tehnikami
zdravljenja. [39, 40]

Cilj imunoterapije je spodbuditi pacientov imunski sistem k zavrnitvi tumorskih celic. Gre
za pripravo monoklonskih protiteles in nato njihovo ciljanje na antigene, prisotne na
povrsini celic. Znani in ucinkoviti monoklonski telesi sta na primer trastuzumab in
cetuksimab, prvi uc¢inkovit pri HER2 pozitivnem raku prsi, slednji pa usmerjen proti EGF
receptorju. [41] Pomanjkljivost te terapije je, da se lahko uporablja le na rakastih masah,
torej trdnih oblikah raka, ter da ni samozadostna in se mora vedno uporabiti v kombinaciji
z drugo vrsto zdravljenja. [42]

Gensko zdravljenje temelji na vnosu neposkodovanega genskega materiala direktno, s
pomogjo virusov, liposomov ipd. Vnesen material lahko nadomesti mutiran gen, direktno
popravi napako ali pa sluzi za direktno sintezo proteinov, potrebnih za zdravljenje. Stremi
k ciljanem in specificnemu zdravljenju, vendar se ve€inoma uporablja v kombinaciji z
radioterapijo in kemoterapijo. [43]

Kemoterapija je ponavadi daljSa in zahtevna terapija, saj se izvaja v ciklih z razlicnimi
odmerki oz. intervalno. Veckrat se uporablja skupaj z radioterapijo ali kirurSko
odstranitvijo. Cilj kemoterapije je dose¢i remisijo (ti. zazdravitev), stanje ko bolezen
miruje, ali pa manj pogosto ozdravitev, ki je tako reko¢ preprecitev ponovitve bolezni. [39]
Glavna tarca terapije je DNK (poskuSa se zavreti podvojevanje in prepisovanje DNK),
ostale tare pa so $e receptorji, geni, encimi, tubularni sistemi ipd. Problem kemoterapije je
neselektivnost, saj prizadene tudi zdrave celice, ki se hitro delijo, kot so na primer epitelne
celice gastrointestinalnega trakta, celice lasnega folikla ter krvotvorne celice. [44]
Protitumorne u¢inkovine lahko razdelimo na razli¢ne skupine:

e Zaviralci sinteze DNK: alkilirajo¢e ué¢inkovine (klorambucil)
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citotoksi¢ni  antibiotiki-  interkalatorji  (daunorubicin,

doksorubicin)

antifolati (metotreksat)
antimetaboliti (analogi pirirmidina- 5-flurouracil, analogi

purina- 6-merkaptopurin)
e Zaviralci topoizomeraze (irinotekan)

e Zaviralci mitoze oz. zaviralci sinteze mikrotubulov (vinka alkaloidi, paklitaksel)

o Kortikosteroidi [39, 42]

1.9 DRUZINA PIROLOPIRIMIDINOV

Pirolopirimidini, poznani tudi kot 7-deazopurini, so heterocikli¢ni sistemi s pirolovim in

pirimidinskim obro¢em, ki sta med seboj povezana na a,B-poziciji.

4 5
P
2 N/ N

R
Slika 8: Deazopurini.
Ta druZina spojin je druZina pomembnih heterociklov, ki se nahajajo tudi v naravi kot

nukleozidni antibiotiki, to so na primer tojokamicin, sangivamicin ali tubercidin. [45]
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Slika 9: Tojokamicin, sangivamicin hidrat in tubercidin.

Tako na podrocju kemije obstaja veliko zanimanje za sintezo pirolopirimidinov. Na

podlagi njihove bioloske aktivnosti so sintetizirali nekaj spojin z razliénimi
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karakteristikami, kot so zaviralec GSK-3p (TWS119) [46], antifungiki [47] ter druge

spojine s protivnetnim in analgeti¢nim delovanjem. [45]

Slika 10: Primera pirolopirimidinov (TWS 119 ter spojina s protiglivicnim delovanjem
na Candida albicans).

Poznani so tudi pirolopirimidini z dokazanim delovanjem proti tumorskim celicam. [45,

48, 49, 50]
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Slika 11: Primeri pirolopirimidinov.

Sintezne metode za pripravo pirolopirimidinov so Se v odkrivanju. Lahko izhajamo iz
pirola ali pa pirimidina. Ce izhajamo iz pirolskega obro¢a, moramo najprej nanj pripeti
zelene substituente in kasneje spojino ciklizirati, kot je to storila skupina Rashada. Pot, Ki
izhaja iz pirimidina, zahteva ravno obraten postopek (najprej ciklizacija in kasneje

substitucija), vendar do sedaj $e ni bila realizirana. [45]
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2 NACRT DELA

Izhajamo iz purinov, ki so zaviralci sinteze purinskih baz ter zaviralci CDK ter KRAS. S
farmakomodulacijo purina odstranimo dusik na 7. mestu, tako da pridobimo pirolo[2,3-
d]pirimidine oz. deazopurine, ki so do sedaj Se dokaj nepoznani in so potencialne

antitumorne ucinkovine z zaviralecnim delovanjem bodisi na CDK, bodisi na KRAS.

4R1

NN

R, ———— QI\/f;Rz
N 2 >N N
1 7

1 6R15 7
hi/:/\ N\\
/8
2 N
4
N

Slika 12: Nacrtovanje pirolopirimidinov iz purinov.

Cilj nasega eksperimentalnega dela je najhitreje ciklizirati izhodno spojino, tj. razli¢éne 5-
alkinilpirimidine, ter tako pridobiti kar nekaj le-teh za nadaljnje pripenjanje doloc¢enih
substituentov in ciklizacijo. Na podlagi tega, bomo za sintezno pot izbrali pirimidin kot
zacetno spojino, natan¢neje komercialni produkt 2,4-dikloropirimidin.

Najprej bomo opravili tristopenjsko sintezo, katera vkljucuje tudi reakcije, pri katerih
uporabimo mikrovalove. S to sintezo bomo pridobili dolo¢eno koli¢ino izhodne spojine, ki
jo bomo v naslednjem koraku substituirali in ciklizirali.

V nasem projektu Zelimo pripraviti pirolopirimidine po do sedaj $e nepoznani sintezni poti.
Tako bomo najprej na 4,6-dikloropirimidinu izvedli nukleofilno substitucijo z
metilaminom na mestu C-4, nato pa bomo na mesto C-5 z iodizacijo pripeli jod. 1z
pridobljene spojine bomo sintetizirali razli¢ne 5-alkinilpirimidine s Sonogashira reakcijo
alkinilacije z uporabo komercialnih alkinilbenzenov. Slednje bomo na koncu ciklizirali do
pirolopirimidinov in nanje pripeli razlicne substituente (na 4. mesto pirolopirimidinskega

heterocikla).
Znana je ze sinteza pirolopirimidinov iz 5-alkinpirimidina v dveh korakih. Sprva

ciklizacija z uporabo mikrovalovnega reaktorja ter v drugi stopnji arilacija Suzuki-Miyaura

na C-4 mestu z aril bromovo kislino v prisotnosti katalizatorja in ligandov (Slika 13). [51]
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= | R2 p—
|R1 o~
Cl ™ Cl QB(OH)Z
=
'\i\ Cs,CO4 '\i\ N M Ri Pd(PPhg), (0,02 €q) "X A
P P \ 7/
-
3
CHs 30-90 min

MV, 100 °C, 1 h

CHj

Slika 13: Shema priprave pirolopirimidinov v dveh korakih.

Nas cilj je tudi optimizacija stopenj sinteze ter s pomo¢jo »one pot« sinteze tako skrajsati
celotno sintezno pot za en korak.

/ |
R
Cl U NR;R3
. HNR,R
N XN = 23 N AN \ /R1
| Baza m \ /
L “ N
N~ "NH CH3CN, MV N \
éHs 100 °C, t CH3

Slika 14: Priprava pirolopirimidinov v enem samem koraku.

V okviru te magistrske naloge bomo tako poskusali pridobiti ve¢ razli¢no substituiranih

pirolopirimidinov. Smo v prvih stopnjah poznavanja KRAS modela, tako lahko te spojine
kaZejo aktivnost proti KRAS.
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3 MATERIALI IN METODE

Eksperimentalni del naloge smo izvedli na Fakulteti za farmacijo na Univerzi v Barceloni
(Katedra za farmakologijo in terapevtsko kemijo, Oddelek za farmacevtsko kemijo). Pri
izvedbi eksperimentalnega dela smo uporabili reagente znamke Sigma Aldrich in topila
proizvajalcev Carlo Erba in Merck. Topili tetrahidrofuran in trietilamin, potrebni za
izvedbo reakcij, smo hranili pod argonom nad molekularnimi siti. Vsi produkti imajo
komercialno kakovost za sintezo. Uporabljena topila so analitske Cisto¢e oz. kakovosti ali
pa so bila ocisc¢ena pred uporabo.

Za izvedbo reakcij smo uporabili mikrovalovno napravo CEM discover, katere delovanje
se nadzoruje s Synergy programsko opremo, notranjo temperaturo pa zazanava IR senzor.
Moc¢ reaktorja smo nastavili na 200 W, pritisk v reaktorju pa omejili navzgor na najvec
180-200 PSI, kar ustreza prb. 12-13 bar. Sistem se ohlaja s tokom dusika. Vse reakcije smo
izvedli pri temperaturi 100°C.

Potek reakcij smo spremljali s tankoplastno kromatografijo, pri kateri smo uporabili silika
gel 60 Fj54 nanesen na aluminijeve plos¢e proizvajalca Merck. Lise na kromatogramih smo
opazovali pod UV lucjo valovne dolzine A =254 nm ter 365 nm.

Spojine smo lo¢ili in oéistili s kolonsko kromatografijo. Ob pripravi normalne 0z. manual
kolone smo uporabili steklene kolone razli¢nih velikosti in silika gel Merck 60 (40-60um).
Pri kromatografiji z avtomatsko kolono smo uporabili sistem CombiFlash Rf, ki je
opremljen z UV-vis detektorjem (PN 68-5230-008) ter kolumne s silika gelom RediSep Rf
od 4 do 12 gramov.

Spektri jederske magnetne resonance (NMR) *H in *3C so bili izvedeni na Bruker 250 MHz
(*C, 63 MHz), Varian Gemini-300 (75.5 MHz), Varian Gemini-400 (100 MHz) in Bruker
400 MHz (100 MHz). Uporabljena so bila topila: devteriran kloroform (CDCls), devteriran
dimetilsulfoksid (DMSO) in devteriran aceton, odvisno od topnosti produkta v
posameznem topilu. Kemijski premiki so bili izrazeni v ppm, kot interni standard pa smo
pri vseh spektrih uporabili tetrametilsilan (TMS). Za risanje spojin smo uporabili program
Chem Draw, za reSevanje spektrov pa program MestReNova LITE.

Infrardeco spektroskopijo smo izvedli na spektrofotometru FT-IR Perkin Elmer model

Spectrum RX I.
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Temperature talis¢a smo izmerili z aparatom Gallenkamp modela MFB.595.010M,
opremljenim z zunanjim termometrom.

Mikrodestilacijo smo opravili z aparatom znamke Biichi GKR-50, z vrte¢imi se kroglami.
Masni spektri so bili posneti na spektrometru Hewlett-Packard HP-5988A, izvedeni z ESI
elektrosprejem. Spektri visoke lo¢ljive masne spektrometrije so bili posneti na Maxis
Bruker 4G (Raziskovalno zdruzenje Univerze v Orleansu, Francija) ter na LC/MSD-TOF

(2006, Agilent technologies) na Fakulteti za kemijo, Univerza v Barceloni.
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4 EKSPERIMENTALNO DELO

4.1 SINTEZA 6-KLORO-N-METILPIRIMIDIN-4-AMINA

Reakcija:
ol Cl
MeNH,. HCI, Et;N
iPrOH XX
N| N > N|k
k _
=
N Cl N NH
CH,
1

Sintezni postopek:

V suho bucko smo natehtali 200 mg 4,6-dikloropirimidina (1,34 mmol) in 108,8 mg
metilamin hidroklorida (1,61 mmol) ter ju raztopili v 1,3 mL izopropanola. Nato smo s
pipeto dodali 0,22 mL trietilamina (1,61 mmol). V tako pripravljeno bucko smo dodali
magnetno meSalo ter jo opremili s povratnim hladilnikom. Reakcijo smo pustili mesati pri
temperaturi refluksa izopropanola (82° C). Potek reakcije smo spremljali s pomocjo
tankoplastne kromatografije. Po 12-ih urah smo reakcijo ustavili, ohladili ter topilo odparili
pod znizanim tlakom. Preostanku smo dodali 15 mL vode ter opravili ekstrakcijo z etil
acetatom (3 x 15 mL). Organske faze smo zdruzili, jih sprali z NH4Cl (10 mL) in susili s
suSilnim sredstvom Na,SO,. Slednjega smo odfiltrirali ter topilo pod zniZzanim tlakom
odparili. Produkt 1 smo ocistili z avtomatsko kolonsko kromatografijo z mobilno fazo

meSanice heksana in etil acetata.

6-kloro-N-metilpirimidin-4-amin (1)
Rezultati
Izgled: bela trdna snov
Mr: 143,57
Izkoristek reakcije: 78%
Retencijski faktor (TLC): 0,22 (diklorometan : etil acetat = 6 : 4)
'H NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 2.92 (d, J = 4.3 Hz, 3H), 5.87 (s, 1H), 6.33 (s,
1H), 8.31 (s, 1H).
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4.2 SINTEZA 5-JODO-6-KLORO-N-METILPIRIMIDIN-4-AMINA

Reakcija:
of o
NIS I
NT O - NT O
& CH5CN, MV, Ik P
/ o ;
N 'TIH 100 °C, 2x15 min N NH
CH,4 CHs
1 2

Sintezni postopek:

V posebno epruveto za reakcije v mikrovalovni pecici smo natehtali 200 mg produkta 1
(1,39 mmol) ter 940,2 mg N-jodosukcinimida (4,17 mmol). Dodali smo 4 mL acetonitrila
ter epruveto opremili z magnetnim meSalom. Tako pripravljeno epruveto smo tesno zaprli
ter reakcijo pustili meSati 15 min na 100 °C v mikrovalovnem reaktorju. Po petnajstih
minutah smo potek reakcije preverili s pomo¢jo tankoplastne kromatografije (CH,Cl, : etil
acetat = 6 : 4), v epruveto dodali dodatne 3 ekvivalente NIS (940,2 mg, 4,17 mmol) ter
reakcijo ponovno pustili mesati pod mikrovalovi 15 minut pri 100 °C. Po koncu reakcije
smo reakcijski zmesi dodali 25 mL etil acetata ter le-to organsko fazo spirali z nasi¢eno
raztopino Na,S;03 (2 x 25 mL) ter z 10% raztopino NaOH (2 x 25 mL). Opravili smo
ekstrakcijo vodne faze z etil acetatom (25 mL) ter organsko fazo susili nad Na,SQO,, ga
odfiltrirali in topilo odparili pod znizanim tlakom. Produkt 2 smo po potrebi

prekristalizirali iz etanola (20 mL).

5-jodo-6-kloro-N-metilpirimidin-4-amin (2)
Rezultati
Izgled: bledo rumeni kristali
Mr: 269,47
Izkoristek reakcije: 99 %
Retencijski faktor (TLC): 0,50 (diklorometan : etil acetat = 6 : 4)
Temperatura taliS¢a: 146-148 °C
MS (ESI): m/z = 270 [M+H]"
HRMS (m/z = 270) za CsHgCIIN3: izracunan 269.9289; izmerjen 269.9291.
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'H NMR (250 MHz, CDCls): & (ppm) = 3.06 (d, J = 4.9 Hz, 3H), 5.64 (s, 1H), 8.24 (s,
1H).

B3C NMR (63 MHz, CDCls): & (ppm) 29.45, 79.6, 157.3, 162.2, 163.0.

IR (ATR diamant) v: 3292, 2936, 1557, 1499, 1389, 1326, 1263, 1237, 1179, 1122, 1080,
1001, 888, 762 cm™.

4.3 SINTEZA 5-ALKINILPIRIMIDINOV

Reakcija [51]:
/©/R1
Z R,
Pd(dba),
Cl | P(o-furil) Cl _
’\i)\/E Cul N NTX =
_ NEt3 m P
v roiaks NT
° 55-70 °C CHs
2 A

Preglednica I: Podaja strukturo posamezne spojine z oznako A.

Oznaka produkta A R1 Formula produkta A

H

[OV)
I

N~ 'NH
CH3

/
A\

N~ “NH
CHj
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Cl
Cl P
5 Cl N 7
U _
N ITIH
CHs,
NH,
Cl _
6 NH; N7 ~
U _
N ITIH
CH3

Splosen sintezni postopek I (Sonogashira coupling):

Tetrahidrofuran in trietilamin, shranjena nad molekularnimi siti ter neprodusno zaprta, smo
najprej prepihali z argonom. Bucko, pripravljeno za reakcijo ter opremljeno z magnetnim
mesalom, smo pod argonom trikrat prezar¢ili. Ko se je bucka ohladila, smo pod tokom
argona vanjo spravili stehtan produkt 2 (1.0 mmol), Pd(dba), (0.03 mmol), tri(2-furil)fosfin
(0.06 mmol) in Cul (0.04 mmol) ter dodali THF in trietilamin. Na koncu smo dodali Se
dolocen alkin. Reakcijo smo pustili meSati 24 ur pri temperaturi 55-70°C. Potek reakcije
smo spremljali s TLC. Po koncani reakciji smo reakcijsko zmes ohladili ter jo razred¢ili z
15 mL nasi¢ene vodne raztopine NH4Cl ter vodno fazo ekstrahirali z etil acetatom (3 x 20
mL). Zdruzene organske faze smo su$ili z Na,SQO,, filtrirali ter topilo uparili na

rotavaporju. Produkt smo po potrebi ocistili s kolonsko kromatografijo.

5-(feniletinil)-6-kloro-N-metilpirimidin-4-amin (3)

Reakcijo smo izvedli po sploSnem sinteznem postopku I, zacensi s 5-jodo-6-kloro-N-
metilpirimidin-4-aminom, produktom 2 (350 mg, 1.3 mmol). Temu smo dodali 22,4 mg
Pd(dba); (39 umol), 18,1 mg tri(2-furil)fosfina (78 pmol) in 10 mg Cul (52 pumol), ter 2,6
mL THF in 9 mL trietilamina. Na koncu smo z injekcijo dodali Se fenilacetilen (0,29 mL,
2.6 mmol). Produkt smo Cistili s kolonsko kromatografijo (heksan : diklorometan : aceton
=8:1:1).

Rezultati

Izgled: bela trdna snov

Mr: 243,69
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Izkoristek reakcije: 93 %

Retencijski faktor (TLC): 0,28 (heksan : CH,CI;, :aceton=8:1: 1)

Temperatura taliS§¢a: 113-115 °C

MS (ESI): m/z = 244 [M+H]"

HRMS (m/z = 244) za Cy13H11CIN3: izratunan 244.0636, izmerjen 244.0637.

'H NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm) = 3.12 (d, J = 5.0 Hz, 3H), 5.76 (s, 1H), 7.34-
7.44 (m, 3H), 7.51-7.60 (m, 2H), 8.35 (s, 1H).

3C NMR (100 MHz, CDCls): & (ppm) 28.6, 79.6, 101.0, 102.3, 122.0, 128.7, 129.5,
131.8, 156.2, 159.2, 163.0.

IR (ATR diamant) v: 3397, 1564, 1490.1392, 1274, 1230, 1138, 1088, 906, 848, 749,
684 cm™.

5-((4-fluorofenil)etinil)-6-kloro-N-metilpirimidin-4-amin (4)

Reakcijo smo izvedli po sploSnem sinteznem postopku I, pri katerem smo zaceli z
jodiranim pirimidinom, produktom 2 (300 mg, 1.11 mmol), mu dodali 19,3 mg Pd(dba),
(33.3 umol), 15,6 mg tri(2-furil)fosfina (66.6 umol) in 8,6 mg Cul (44.4 pmol), ter 2,3 mL
THF in 7,8 mL trietilamina. Na koncu smo dodali $e 1-etinil-4-fluorobenzenom (0,26 mL,
2.22 mmol). Produkt smo ¢Cistili s kolonsko kromatografijo (heksan : diklorometan : aceton
=8:1:1).

Rezultati

Izgled: bela trdna snov

Mr: 261,68

Izkoristek reakcije: 98 %

Retencijski faktor (TLC): 0,15 (heksan : CH,Cl;, :aceton=8:1: 1)

Temperatura taliS¢a: 168-170 °C

MS (ESI): m/z = 262[M+H]"

HRMS (m/z = 262) za C13HgCIFN3: izraGunan 262.0542, izmerjen 262.0545.

'H NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) = 3.13 (d, J = 5.0 Hz, 3H, NCH3), 5.70 (s, 1H,

NH), 7.09 (t, J = 8.8 Hz, 2H, H-Ar), 7.54 (dd, J = 8.8, 5.3 Hz, 2H, H-Ar), 8.36 (s, 1H,

H,).

24



Nina Heindler Nacrtovanje in sinteza novih potencialnih zaviralcev proteina KRAS

3C NMR (75 MHz, CDCls): & (ppm) 28.5 (CH3), 79.3 (Cq), 100.7 (Cqg), 101.1 (Cq),
116.0 (d, J = 22 Hz, 2CH), 118.1 (d, J = 3 Hz, Cq), 133.8 (d, J = 9 Hz, 2CH), 156.3
(CH), 159.2 (Cq), 162.9 (Cq), 163.2 (d, J = 251 Hz, Cq).

IR (ATR diamant) v: 3407, 1567, 1506, 1396, 1279, 1229, 1160, 1136, 1088, 906,
858, 837, 811, 778, 732, 658, 617 cm™.

5-((4-klorofenil)etinil)-6-kloro-N-metilpirimidin-4-amin (5)

Reakcijo smo izvedli po sploSnem sinteznem postopku 1. Zaceli smo z iodiranim
pirimidinom, produktom 2 (300 mg, 1.11 mmol), mu dodali 19,3 mg Pd(dba); (33.3 umol),
15,6 mg tri(2-furil)fosfina (66.6 pmol) in 8,6 mg Cul (44.4 pmol), ter 2,3 mL THF in 7,8
mL trietilamina. Na koncu smo dodali Se 1-etinil-4-klorobenzenom (0,29 mL, 2.22 mmol).
Produkt smo distili s kolonsko kromatografijo (heksan : diklorometan : aceton =8 : 1 : 1).

Rezultati

Izgled: rjava trdna snov

Mr: 277,02

Izkoristek reakcije: 90 %

Retencijski faktor (TLC): 0,19 (heksan : CH,Cl, :aceton=8:1: 1)

Temperatura taliS¢a: 167-169 °C

MS (ESI): m/z = 278[M+H]"

HRMS (m/z = 278) za C13HgCloN3 [M+H]": izradunan 278.0246, izmerjen 278.0251.

'H NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) = 3.13 (d, J = 5.0, 3H, NCHj3), 5.70 (s, 1H,

NH), 7.37 (d, J = 8.8 Hz, 3H, H-Ar), 7.48 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H-Ar), 8.36 (s, 1H, Hy).

3C NMR (100 MHz, CDCl3): & (ppm) 28.5 (CH3), 80.6 (Cg), 100.6 (Cqg), 101.0

(Cq), 120.5 (Cq), 129.0 (2CH), 132.9 (2CH), 135.6 (Cq), 156.4 (CH), 159.4 (Cq),

162.9 (Cq).

IR (ATR diamant) v: 3413, 3050, 2922, 1568, 1489, 1395, 1348, 1279, 1233, 1199,

1137, 1086, 1017, 906, 848, 827, 801, 778, 698, 627 cm™.

5-((4-aminofenil)etinil-6-kloro-N-metilpirimidin-4-amin (6)
Reakcijo smo izvedli po sploSnem sinteznem postopku I, zacensi z iodiranim pirimidinom,
produktom 2 (100 mg, 0,37 mmol), mu dodali 6,4 mg Pd(dba); (11,1 umol), 5,2 mg tri(2-
furil)fosfina (22,2 pmol) in 2,8 mg Cul (14,8 umol), ter 0,74 mL THF in 2,60 mL
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trietilamina. Na koncu smo dodali stehtan 4-etinilanilin (86,9 mg, 0,74 mmol). Produkt

smo c¢istili s kolonsko kromatografijo (heksan : diklorometan : aceton=8 : 1 : 1).

Rezultati

Izgled: rjava oljnata tekocina

Mr: 258,71

Izkoristek reakcije: 95 %

Retencijski faktor (TLC): 0,53 (etil acetat : heksan =8 : 2)

MS (ESI): m/z = 259 [M+H]"

HRMS (m/z = 259) za C13H11CINg [M+H]": izradunan 259.0745, izmerjen 259.0740.
'H NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 3.09 (d, J = 5.0, 3H, NCH3), 3.96 (s, 2H,
NHy), 5.76 (s, 1H, NH), 6.63 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-Ar), 7.33 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-
Ar), 8.31 (s, 1H, Hy).

C NMR (100 MHz, CDCls): & (ppm) 28.4 (CHs), 77.4 (Cq), 101.6 (Cq), 103.5
(Cq), 110.7 (Cq), 114.6 (2CH), 133.1 (2CH), 147.8 (Cq), 155.5 (CH), 158.3 (Cq),
162.8.

IR (ATR diamant) v: 3483, 3386, 3258, 2098, 1588, 1510, 1437, 1390, 1360, 1278,

1238, 1215, 1176, 1123, 1080, 1002, 957, 888, 856, 828, 762, 668, 645 cm™.

4.4 SINTEZA 4-AMINIRANIH PIROLOPIRIMIDINOV

Reakcija:
/ |
cl I NR,R;
F HNR,R
7 —
NS LBUOK NI Ri
P LAy 7
N~ >NH CH5CN, MV N \
<|3H3 100 °C, t CHs
A B
Preglednica I1: Podaja strukturo posameznega produkta B.
Oznaka R Cas HNR>R3 Kon¢na struktura Izkoristek
produkta t (min) produkta B (%)

B
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Splosni sintezni postopek I1:

V epruveto, namenjeno reakcijam v mikrovalovnem reaktorju, smo natehtali alkin (1.0
mmol), amin ali anilin (2.0 mmol) in kalijev terc-butoksid (1.0 mmol) ter pripravljeno
raztopili v 3-4 mL acetonitrila. Epruveto smo neprodusno zaprli in reakcijo mesali v
mikrovalovnem reaktorju pri 100°C X minut (Preglednica II). Po koncani reakciji smo
reakcijsko zmes ohladili ter ji dodali meSanico etil acetata ter dietil etra (1 : 1, 30 mL).
Nato smo zmes spirali z vodo (3 x 10 mL) ter zbrane vodne faze ekstrahirali s 15 mL etil
acetata. Organsko fazo smo na koncu spirali Se z raztopino NaCl (brine, > 5 %, 10 mL) ter
fazi natan¢no locili. Organsko fazo smo susili nad Na;SO,, susilno sredstvo odfiltrirali in

topilo uparili pod znizanim tlakom. Produkt reakcije smo ocistili

kromatografijo.
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Rezultati spojin 7-2

4.4.1 S primarnim in sekundarnim aminom

Po splosnem sinteznem postopku II smo natehtali 50 mg alkina 3 (0.21 mmol), 23 mg t-
BuOK (0.21 mmol), dodali 42 pL dietilamina (0.41 mmol) ali 58 pL N,N-
dietiletilendiamina (0.41 mmol) ter 3 mL acetonitrila. Produkta smo o¢istili s pomocjo

avtomatske kolone (heksan/etil acetat).

4.4.1.1 Z dietilaminom

N,N-dietil-6-fenil-7-metil-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-4-amina (7)
Izgled: rjava oljnata tekocina
Mr: 280,17
Izkoristek reakcije: 33 %
Retencijski faktor (TLC): 0,24 (heksan: etil acetat = 6 : 4)
MS (ESI): m/z = 281 [M+H]"
HRMS (m/z = 281) za C17H20N4 [M+H]": izra¢unan 281.1761, izmerjen 281.1766.
'H NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm) = 1.32 (t, J = 7.1 Hz, 6H, 2CHs), 3.77 (s, 3H,
CHs), 3.78 (q, J = 7.1 Hz, 4H, 2CH,), 6.47 (s, 1H, Hs), 7.39-7.52 (m, 5H, H-Ar), 8.36 (s,
1H, Hy).
3C NMR (100 MHz, CDCls): & (ppm) 13.8 (2CHs), 30.2 (CHs), 43.5 (2CHy), 101.1
(CH), 102.4 (Cq), 128.2 (CH), 128.7 (2CH), 129.2 (2CH), 132.3 (Cq), 137.1 (Cq), 151.5
(CH), 152.5 (Cq), 155.9 (Cq).
IR (ATR diamant) v: 2973, 2928, 1566, 1507, 1487, 1447, 1376, 1360, 1315, 1294, 1247,
1135, 1075, 1048, 1016, 909, 845, 778, 750, 728, 699, 639, 628 cm™.

4.4.1.2 Z dietilaminoetilaminom
N* N*-dietil-N?-(6-fenil-7-metil-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-4-il)etan-1,2-diamina  (8)

Izgled: rjava oljnata tekocina

Mr: 323,21
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Izkoristek reakcije: 27 %

Retencijski faktor (TLC): 0,22 (heksan: etil acetat = 6 : 4)

MS (ESI): m/z = 324 [M+H]"

HRMS (m/z = 324) za C19H25Ns [M+H]": izra¢unan 324.2183, izmerjen 324.2185.

'H NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm) = 1.06 (t, J = 7.1 Hz, 6H, 2CH3), 2.62 (g, J = 7.1
Hz, 4H, 2CH,), 2.77 (t, J = 5.7 Hz, 2H, CH,), 3.67 (g, J = 5.7 Hz, 2H, CH,), 3.78 (s, 3H,
CHz3), 6.42 (s, 1H, Hs), 7.37-7.54 (m, 5H, H-Ar), 8.38 (s, 1H, Hy).

3C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 11.8 (2CHj3), 29.8 (CH,), 30.1 (CH3), 46.9 (2CHy), 51.7
(CHy), 97.4 (CH), 103.5 (Cq), 128.2 (CH), 128.8 (2CH), 129.1 (2CH), 132.3 (Cq), 138.0
(Cq), 152.1 (CH), 156.1 (Cq), 156.3 (Cq).

IR (ATR diamant) v: 3287, 2965, 2925, 1595, 1562, 1468, 1380, 1340, 1304, 1211, 1113,
1071, 1013, 915, 758, 699, 632 cm™.

4.4.1.3 S piperidinom

6-fenil-7-metil-4-(piperidin-1-il)-7H-pirolo[2,3-d]pirimidina (9)
Po splosnem sinteznem postopku II smo natehtali 50 mg alkina 3 (0.21 mmol), 23 mg t-
BuOK (0.21 mmol), dodali 41 pL piperidina (0.41 mmol) ter 3 mL acetonitrila. Produkt
smo ocistili s pomocjo avtomatske kolone (heksan/etil acetat).
Izgled: svetlo rjava trdna snov
Mr: 292,38
Izkoristek reakcije: 83 %
Retencijski faktor (TLC): 0,19 (heksan: etil acetat = 6 : 4)
Temperatura taliS¢a: 102-105°C
MS (ESI): m/z = 293 [M+H]"
HRMS (m/z = 293) za C1gH»0N4 [I\/I+H]+: izracunan 293.1761, izmerjen 293.1764.
'H NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm) = 1.62-1.79 (m, 6H, 3CH,), 3.77 (s, 3H, CHa),
3.87-3.97 (m, 4H, 2CH,), 6.51 (s, 1H, Hs), 7.30-7.53 (m, 5H, H-Ar), 8.37 (s, 1H, Hy).
C NMR (100 MHz, CDCls): & (ppm) 24.9 (CH,), 26.1 (2CH,), 30.1 (CH3), 47.2
(2CHy), 100.1 (CH), 103.3 (Cq), 128.2 (CH), 128.7 (2CH), 129.1 (2CH), 132.2 (Cq), 137.2
(Cq), 151.3 (CH), 152.9 (Cq), 156.8 (Cq).
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IR (ATR diamant) v: 2939, 2851, 1562, 1543, 1459, 1444, 1385, 1337, 1314, 1274, 1257,
1135, 1078, 1016, 994, 950, 914, 853, 825, 787, 764, 730, 697, 627 cm™.

6-(4-fluorofenil)-7-metil-4-(piperidin-1-il)-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin  (10)
Po splosnem sinteznem postopku II smo natehtali 50 mg alkina 4 (0.19 mmol), 21,4 mg t-
BuOK (0.19 mmol), dodali 38 pL piperidina (0.38 mmol) ter 3 mL acetonitrila. Produkt
smo ocistili s pomoc¢jo avtomatske kolone (heksan/etil acetat).
Izgled: umazano bela trdna snov
Mr: 310,37
Izkoristek reakcije: 76 %
Retencijski faktor (TLC): 0,22 (heksan: etil acetat = 6 : 4)
Temperatura tali§¢a: 136-139°C
MS (ESI): m/z = 311 [M+H]"
HRMS (m/z = 311) za C1gH19FN4 [M+H]+: izracunan 311.1667, izmerjen 311.1669.
'H NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm) = 1.65-1.77 (m, 6H, 3CH,), 3.73 (s, 3H, CHa),
3.84-3.95 (m, 4H, 2CH,), 6.47 (s, 1H, Hs), 7.07-7.19 (m, 2H, H-Ar), 7.38-7.49 (m, 2H, H-
Ar), 8.36 (s, 1H, Hy).
C NMR (100 MHz, CDCls): & (ppm) 24.9 (CH,), 26.1 (2CH,), 30.0 (CH3), 47.2
(2CHy), 100.8 (CH), 103.2 (Cq), 115.8 (d, J = 22 Hz, 2CH), 128.3 (d, J = 3 Hz, Cq), 130.9
(d, J =8 Hz, 2CH), 136.1 (Cq), 151.4 (CH), 152.8 (Cq), 156.8 (Cq), 162.8 (d, J = 248 Hz,
Cq).
IR (ATR diamant) v: 2939, 2854, 1562, 1542, 1494, 1460, 1444, 1385, 1336, 1314, 1271,
1256, 1219, 1159, 1136, 1098, 1076, 1011, 993, 947, 912, 838, 814, 785, 744, 726, 624
cm™,
6-(4-klorofenil)-7-metil-4-(piperidin-1-il)-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin  (11)
Po splo$nem sinteznem postopku II smo natehtali 50 mg alkina 5 (0.18 mmol), 20,2 mg t-
BuOK (0.18 mmol), dodali 40 pL piperidina (0.36 mmol) ter 3 mL acetonitrila. Produkt
smo ocistili s pomoc¢jo avtomatske kolone (heksan/etil acetat).
Izgled: sivo-rjava trdna snov
Mr: 326,82

Izkoristek reakcije: 95 %
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Retencijski faktor (TLC): 0,24 (heksan: etil acetat = 6 : 4)

Temperatura taliS¢a: 115-118°C

MS (ESI): m/z = 327 [M+H]"

HRMS (m/z = 327) za C1gH19CIN, [M+H]+: izracunan 327.1371, izmerjen 327.1374.

'H NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm) =1.62-1.74 (m, 6H, 3CH,), 3.75 (s, 3H, CHa),
3.88-3.94 (m, 4H, 2CHy), 6.50 (s, 1H, Hs), 7.43 (s, 4H, H-Ar), 8.36 (s, 1H, H,).

3C NMR (100 MHz, CDCl3): & (ppm) 24.9 (CH,), 26.1 (2CH,), 30.2 (CHs), 47.2
(2CHy), 101.1 (CH), 103.3 (Cq), 129.0 (2CH), 130.3 (2CH), 130.6 (Cq), 134.4 (Cq), 135.9
(Cq), 151.5 (CH), 153.0 (Cq), 156.8 (Cq).

IR (ATR diamant) v: 2924, 2850, 1559, 1476, 1442, 1384, 1315, 1274, 1255, 1088, 1012,
992, 913, 838, 764, 736, 684, 622 cm™.

4-(7-metil-4-(piperidin-1-il)-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-6-il)anilin  (12)
Po splosnem sinteznem postopku Il smo natehtali 50 mg alkina 6 (0.19 mmol), 21,7 mg t-
BuOK (0.19 mmol), dodali 38 pL piperidina (0.39 mmol) ter 3 mL acetonitrila. Produkt
smo ocistili s pomocjo avtomatske kolone (heksan/etil acetat).
Izgled: sivo-rjava trdna snov
Mr: 307,39
Izkoristek reakcije: 79 %
Retencijski faktor (TLC): 0,29 (heksan: etil acetat = 2 : 8)
Temperatura tali§¢a: 208-212°C
MS (ESI): m/z = 308 [M+H]"
HRMS (m/z = 308) za C1gH21Ns [M+H]": izra¢unan 308.1870, izmerjen 308.1873.
'H NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm) = 1.66-1.78 (m, 6H, 3CH,), 3.75 (s, 3H, CHs), 3.86
(s, 2H, NH,), 3.89-3.94 (m, 4H, 2CHy), 6.42 (s, 1H, Hs), 6.77 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H-Ar),
7.29 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H-Ar), 8.37 (s, 1H, Hy).
3C NMR (100 MHz, CDCls): & (ppm) 25.0 (CH,), 26.1 (2CH,), 30.0 (CHs), 47.2
(2CHy), 99.5 (CH), 103.4 (Cq), 115.1 (2CH), 122.1 (Cq), 130.3 (2CH), 137.7 (Cq), 146.7
(Cq), 150.9 (CH), 152.6 (Cq), 156.6 (Cq).
IR (ATR diamant) v: 3437, 3326, 3210, 2920, 2848, 1647, 1612, 1562, 1493, 1457, 1444,
1390, 1358, 1335, 1314, 1266, 1175, 1063, 1024, 988, 916, 853, 824, 790, 756, 719, 687

cm™.
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4.4.1.4 S 4-metilpiperidinom

6-fenil-7-metil-4-(4-metilpiperidin-1-il)-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin (13)
Po splosnem sinteznem postopku II smo natehtali 50 mg alkina 3 (0.21 mmol), 23 mg t-
BuOK (0.21 mmol), dodali 49 pL 4-metilpiperidina (0.41 mmol) ter 3 mL acetonitrila.
Produkt smo ocistili s pomoc¢jo avtomatske kolone (heksan/etil acetat).
Izgled: sivo-rjava oljnata tekocina
Mr: 306,40
Izkoristek reakcije: 99 %
Retencijski faktor (TLC): 0,28 (heksan: etil acetat = 6 : 4)
MS (ESI): m/z = 307 [M+H]"
HRMS (m/z = 307) za C19H22N,; [M+H]": izratunan 307.1917, izmerjen 307.1922.
'H NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 0.96 (d, J = 6.4 Hz, 3H, CH3), 1.24-1.32 (m, 2H,
CHy), 1.66-1.73 (m, 1H, CH), 1.77-1.79 (m, 2H, CHy), 3.08 (t, J = 13.2 Hz, 2H, CH,), 3.76
(s, 3H, CH3), 4.75 (d, J = 13.2 Hz, 2H, CH,), 6.51 (s, 1H, Hs), 7.36-7.51 (m, 5H, H-Ar),
8.36 (s, 1H, Hy).
3C NMR (100 MHz, CDCl3): & (ppm) 22.0 (CH3), 30.1 (CHs), 31.4 (CH), 34.3 (2CHy),
46.5 (2CH,), 100.7 (CH), 103.4 (Cq), 128.2 (CH), 128.7 (2CH), 129.1 (2CH), 132.1 (Cq),
137.2 (Cq), 151.3 (CH), 152.9 (Cq), 156.8 (Cq).
IR (ATR diamant) v: 2917, 2848, 2189, 1562, 1484, 1452, 1388, 1306, 1253, 1216, 1072,
1015, 971, 913, 849, 777, 748, 729, 698, 627 cm™.

6-(4-fluorofenil)-7-metil-4-(4-metilpiperidin-1-il)-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin  (14)
Po splosnem sinteznem postopku Il smo natehtali 50 mg alkina 4 (0.19 mmol), 21,4 mg t-
BuOK (0.19 mmol), dodali 45 uL 4-metilpiperidina (0.38 mmol) ter 3 mL acetonitrila.
Produkt smo oéistili s kolonsko kromatografijo (CH2Cl, : aceton =9 : 1).
Izgled: zelena oljnata tekocina
Mr: 324,40
Izkoristek reakcije: 71 %
Retencijski faktor (TLC): 0,35 (CH,Cl, : aceton =9 : 1)
MS (ESI): m/z = 325 [M+H]"
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HRMS (m/z = 325) za CygH2,N4 [M+H]": izra¢unan 325.1823, izmerjen 325.1828.

'H NMR (400 MHz, CDCI3): & (ppm) = 0.97 (d, J = 6.4 Hz, 3H, CH3), 1.28-1.34 (m, 2H,
CH,), 1.66-1.72 (m, 1H, CH), 1.74-1.80 (m, 2H, CH,), 3.08 (t, J = 13.4 Hz, 2H, CH,), 3.74
(s, 3H, CH3), 4.75 (d, J = 13.4 Hz, 2H, CHy), 6.48 (s, 1H, Hs), 7.15 (t, J = 8.7 Hz, 2H, H-
Ar), 7.46 (t, J = 8.7 Hz, 2H, H-Ar), 8.36 (s, 1H, H,).

3C NMR (100 MHz, CDCI3): & (ppm) 22.0 (CHs), 30.0 (CHs), 31.4 (CH), 34.3 (2CH,),
46.5 (2CHy), 100.8 (CH), 103.3 (Cq), 115.9 (d, J = 22 Hz, 2CH), 128.3 (d, J = 4 Hz, Cq),
130.9 (d, J = 8 Hz, 2CH), 136.1 (Cq), 151.4 (CH), 152.9 (Cq), 156.8 (Cq), 162.8 (d, J =
249 Hz, Cq).

IR (ATR diamant) v: 2920, 2849, 1564, 1493, 1454, 1377, 1336, 1308, 1254, 1223, 1158,
1071, 971, 913, 839, 818, 763 cm™.

6-(4-klorofenil)-7-metil-4-(4-metilpiperidin-1-il)-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin  (15)
Po splosnem sinteznem postopku II smo natehtali 50 mg alkina 5 (0.18 mmol), 20,2 mg t-
BuOK (0.18 mmol), dodali 43 uL 4-metilpiperidina (0.36 mmol) ter 3 mL acetonitrila.
Produkt smo o¢istili s kolonsko kromatografijo (CH,Cl,/aceton od 98:2 do 8:2).
Izgled: rjava oljnata tekocina
Mr: 340,85
Izkoristek reakcije: 99 %
Retencijski faktor (TLC): 0,38 (CH,CI, : aceton =9: 1)
MS (ESI): m/z = 341 [M+H]"
HRMS (m/z = 341) za CyoH21 CIN, [M+H]": izradunan 341.1528, izmerjen 341.1532.
'H NMR (400 MHz, CDCI3): & (ppm) = 0.96 (d, J = 6.4 Hz, 3H, CH3), 1.26-1.30 (m, 2H,
CHy), 1.66-1.71 (m, 1H, CH), 1.74-1.79 (m, 2H, CHy), 3.08 (t, J = 13.2 Hz, 2H, CH,), 3.74
(s, 3H, CH3), 4.74 (d, J = 13.2 Hz, 2H, CH,), 6.50 (s, 1H, Hs), 7.42 (s, 4H, H-Ar), 8.36 (s,
1H, Hy).
3C NMR (100 MHz, CDCI3): & (ppm) 22.0 (CH5), 30.1 (CH), 31.4 (CH3), 34.3 (2CHy),
46.5 (2CH,), 101.1 (CH), 103.3 (Cq), 129.0 (2CH), 130.2 (2CH), 130.6 (Cq), 134.3 (Cq),
135.9 (Cq), 151.5 (CH), 153.1 (Cq), 156.8 (Cq).
IR (ATR diamant) v: 2952, 2919, 2849, 1563, 1480, 1454, 1308, 1254, 1091, 971, 833,
762 cm™,
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4.4.1.5 S pirolidinom

6-fenil-7-metil-4-(pirolidin-1-il)-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin  (16)
Po splosnem sinteznem postopku II smo natehtali 50 mg alkina 3 (0.21 mmol), 23 mg t-
BuOK (0.21 mmol), dodali 34 pL pirolidina (0.41 mmol) ter 3 mL acetonitrila. Produkt
smo ocistili s kolonsko kromatografijo (etil acetat).
Izgled: bela trdna snov
Mr: 278,35
Izkoristek reakcije: 81%
Retencijski faktor (TLC): 0,20 (etil acetat)
Temperatura tali§¢a: 125-127 ° C
MS (ESI): m/z = 279 [M+H]"
HRMS (m/z = 279) za C17H19N4[M+H]": izratunan 279.1604, izmerjen 279.1603.
'H NMR (400 MHz, CDCI3): & (ppm) = 2.00-2.07 (m, 4H, 2CH,), 3.78 (s, 3H, CHa),
3.81-3.87 (m, 4H, 2CHy,), 6.58 (s, 1H, Hs), 7.35-7.51 (m, 5H, H-Ar), 8.36 (s, 1H, Hy).
3C NMR (100 MHz, CDCI3): & (ppm) 25.5 (2CH,), 30.1 (CHs), 48.0 (2CH,), 100.8
(CH), 103.7 (Cq), 128.1 (CH), 128.8 (2CH), 129.0 (2CH), 132.4 (Cq), 136.8 (Cq), 151.9
(CH), 152.0 (Cq), 155.2 (Cq).
IR (ATR diamant) v: 2964, 2922, 2874, 1571, 1548, 1505, 1479, 1455, 1385, 1344, 1330,
1307, 1257, 1223, 1126, 1074, 1028, 1014, 950, 926, 840, 777, 751, 738 cm™.

4.4.1.6 S cikloheksilaminom

N-cikloheksil-6-fenil-7-metil-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-4-amin  (17)
Po splos$nem sinteznem postopku II smo natehtali 50 mg alkina 3 (0.21 mmol), 23 mg t-
BuOK (0.21 mmol), dodali 47 pL cikloheksilamina (0.41 mmol) ter 3 mL acetonitrila.
Produkt smo ocistili z avtomatsko kolono (etil acetat/MeOH).
Izgled: rumena trdna snov
Mr: 306,40
Izkoristek reakcije: 76%
Retencijski faktor (TLC): 0,14 (etil acetat)
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Temperatura taliS¢a: 210-212° C

MS (ESI): m/z = 307 [M+H]*

HRMS (m/z = 307) za C19H23N4[M+H]": izradunan 307.1917, izmerjen 307.1914.

'H NMR (400 MHz, CDCI3): & (ppm) = 1.20-1.33 (m, 3H, Hz), 1.40-1.54 (m, 2H, Hay),
1.62-1.72 (M, 1H, Heg), 1.74-1.84 (M, 2H, Heg), 2.10-2.18 (M, 2H, Heg), 3.78 (s, 3H, CHa),
4.06-4.21 (M, 1H, CHay), 4.84-5.00 (m, 1H, NH), 6.36 (s, 1H, Hs), 7.38-7.53 (s, 5H, H-
Ar), 8.37 (s, 1H, Hy).

3C NMR (100 MHz, CDCI3): & (ppm) 25.1 (2CH,), 25.8 (CH.), 30.1 (CH3), 33.9
(2CH,), 49.8 (CH), 97.3 (CH), 103.0 (Cq), 128.3 (CH), 128.8 (2CH), 129.1 (2CH), 132.2
(Cq), 138.1 (Cq), 151.7 (CH), 152.1 (Cq), 155.6 (Cq).

IR (ATR diamant) v: 3247, 3192, 3165, 3114, 3034, 2925, 2850, 1602, 1566, 1546, 1523,
1505, 1470, 1443, 1404, 1383, 1357, 1337, 1310, 1250, 1207, 1110, 1072, 1012, 907, 896,
769, 740 cm™.

4.4.2 7 anilini

4.4.2.1 Z anilinom

N,6-difenil-7-metil-7H- pirolo[2,3-d]pirimidin-4-amin  (18)
Po splosnem sinteznem postopku II smo natehtali 50 mg alkina 3 (0.21 mmol), 23 mg t-
BuOK (0.21 mmol), dodali 37,4 uL anilina (0.41 mmol) ter 3 mL acetonitrila. Produkt smo
oc¢istili s kolonsko kromatografijo (CH,Cl,/aceton od 98:2 do 9:1).
Izgled: trdna snov umazano bele barve
Mr: 300,36
Izkoristek reakcije: 35%
Retencijski faktor (TLC): 0,15 (CH,CI, : aceton =9: 1)
Temperatura taliS¢a: 212-214° C
MS (ESI): m/z = 301 [M+H]"
HRMS (m/z = 301) za C19H17N4[M+H]+: izracunan 301.1448, izmerjen 301.1446.
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'H NMR (400 MHz, CDCI3): & (ppm) = 3.81 (s, 3H, CH3), 6.16 (s, 1H, Hs), 7.09 (m, 1H,
NH), 7.14-7.18 (m, 1H, H-Ar), 7.35-7.48 (m, 7H, H-Ar), 7.57-7.64 (m, 2H, H-Ar), 8.50 (s,
1H, Hy).

3C NMR (100 MHz, CDCI3): & (ppm) 30.2 (CH3), 97.8 (CH), 104.0 (Cq), 122.4 (2CH),
124.4 (CH), 128.5 (CH), 128.8 (2CH), 129.1 (2CH), 129.2 (2CH), 131.9 (Cq), 138.9 (Cq),
139.1 (Cq), 151.6 (CH), 152.5 (Cq), 154.0 (Cq).

IR (ATR diamant) v: 2918, 2849, 1600, 1581, 1563, 1537, 1491, 1469, 1450, 1434, 1404,
1352, 1341, 1306, 1244, 1222, 1212, 1074, 1012, 920, 801, 780, 755, 735 cm™.

4.4.2.2 S 4-nitroanilinom

6-fenil-7-metil-N-(4-nitrofenil)-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-4-amin  (19)
Po splo$nem sinteznem postopku II smo natehtali 50 mg alkina 3 (0.21 mmol), 23 mg t-
BuOK (0.21 mmol), dodali 56,7 mg 4-nitroanilina (0.41 mmol) ter 3 mL acetonitrila.
Produkt smo o¢istili s kolonsko kromatografijo (CH,Cl,/aceton od 98:2 do 8:2).
Izgled: rumenkasta trdna snov
Mr: 345,35
Izkoristek reakcije: 91%
Retencijski faktor (TLC): 0,22 (CH,CI; : aceton = 98 : 2)
Temperatura taliS¢a: 240-242° C
MS (ESI): m/z = 346 -[M+H]"
HRMS (m/z = 346) za C19H15N502[M+H]": izra¢unan 346.1299, izmerjen 346.1304.
'H NMR (400 MHz, CDCI3): 6 (ppm) = 3.80 (s, 3H, CHs3), 7.03 (s, 1H, Hs), 7.47-7.52
(m, 1H, H-Ar), 7.54-7.59 (m, 2H, H-Ar), 7.65-7.69 (m, 2H, H-Ar), 8.25 (s, 4H, H-Ar),
8.52 (s, 1H, Hy), 10.08 (s, 1H, NH).
3C NMR (100 MHz, CDCI3): & (ppm) 29.7 (CH3), 98.0 (CH), 105.0 (Cq), 118.7 (2CH),
124.9 (2CH), 128.5 (CH), 128.7 (2CH), 128.9 (2CH), 131.3 (Cq), 138.9 (Cq), 140.7 (Cq),
147.0 (Cq), 150.5 (CH), 151.8 (Cq), 152.1 (Cq).
IR (ATR diamant) v: 3119, 2922, 2852, 1628, 1590, 1563, 1493, 1469, 1416, 1382, 1311,
1298, 1254, 1226, 1181, 1113, 1079, 1026, 1005, 946, 914, 848, 810, 773, 742, 694, 660,
652, 614 cm™.
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6-(4-fluorofenil)-7-metil-N-(4-nitrofenil)-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-4-amin  (20)
Po splo$nem sinteznem postopku II smo natehtali 50 mg alkina 4 (0.19 mmol), 21,4 mg t-
BuOK (0.19 mmol), dodali 52,8 mg 4-nitroanilin (0.38 mmol) ter 3 mL acetonitrila.
Produkt smo ocistili s kolonsko kromatografijo (CH,Cl,/aceton od 98:2 do 8:2).
Izgled: rumenkasta trdna snov
Mr: 363,35
Izkoristek reakcije: 50%
Retencijski faktor (TLC): 0,19 (CH,CI, : aceton = 98 : 2)
Temperatura taliS¢a: 265-267° C
MS (ESI): m/z = 364 [M+H]"
HRMS (m/z = 364) za C19H14FNsO,[M+H]": izradunan 364.1204, izmerjen 364.1209.
'H NMR (400 MHz, CDCI3): 6 (ppm) = 3.78 (s, 3H, CH3), 7.01 (s, 1H, Hs), 7.37-7.43
(m, 2H, H-Ar), 7.69-7.74 (m, 2H, H-Ar), 8.25 (s, 4H, H-Ar), 8.52 (s, 1H, Hy), 10.08 (s, 1H,
NH).
3C NMR (100 MHz, CDCI3): & (ppm) 30.2 (CHs), 98.7 (CH), 105.4 (Cq), 116.4 (d, J =
22 Hz, 2CH), 119.2 (2CH), 125.4 (2CH), 128.2 (d, J = 3 Hz, 2CH), 131.4 (d, J = 8 Hz,
2CH), 132.1 (Cq), 139.8 (d, J = 284 Hz, Cq), 147.5 (Cq), 151.0 (CH), 152.2 (Cq), 152.6
(Ca).
IR (ATR diamant) v: 3119, 2920, 2851, 1628, 1590, 1564, 1495, 1467, 1413, 1382, 1312,
1224, 1181, 1165, 1113, 1019, 948, 913, 838, 812, 763, 749, 688, 647, 624 cm™.

6-(4-klorofenil)-7-metil-N-(4-nitrofenil)-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-4-amin  (21)
Po splo$nem sinteznem postopku Il smo natehtali 50 mg alkina 5 (0.18 mmol), 20,2 mg t-
BuOK (0.18 mmol), dodali 49,7 mg 4-nitroanilina (0.36 mmol) ter 3 mL acetonitrila.
Produkt smo ocistili s kolonsko kromatografijo (CH,Cl,/aceton od 98:2 do 9:1).
Izgled: oranzna trdna snov
Mr: 379,80
Izkoristek reakcije: 82%
Retencijski faktor (TLC): 0,23 (CH,CI; : aceton = 98 : 2)
Temperatura taliS¢a: 295-297° C
MS (ESI): m/z = 380 [M+H]"
HRMS (m/z = 380) za C19H14CINsO,[M+H]*: izradunan 380.0909, izmerjen 380.0910.
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'H NMR (400 MHz, CDCI3): 6 (ppm) = 3.80 (s, 3H, CHs), 7.05 (s, 1H, Hs), 7.60-7.64
(m, 2H, H-Ar), 7.68-7.72 (m, 2H, H-Ar), 8.22-8.28 (m, 4H, H-Ar), 8.52 (s, 1H, H,), 10.10
(s, 1H, NH).

3C NMR (100 MHz, CDCI3): & (ppm) 29.9 (CH3), 98.5 (CH), 105.0 (Cq), 118.7 (2CH),
125.0 (2CH), 129.0 (2CH), 130.2 (Cq), 130.5 (2CH), 133.4 (Cq), 137.6 (Cq), 140.8 (Cq),
147.0 (Cq), 150.7 (CH), 151.9 (Cq), 152.2 (Cq).

IR (ATR diamant) v: 3377, 2920, 2850, 1737, 1621, 1593, 1559, 1504, 1465, 1402, 1375,
1350, 1312, 1260, 1178, 1111, 1090, 1017, 1008, 907, 859, 847, 830, 772, 751, 726, 713,
689, 640 cm™.

4.4.2.3 S 4-bromoanilinom

N-(4-bromofenil)-6-fenil-7-metil-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-4amin (22)
Po splo$nem sinteznem postopku II smo natehtali 50 mg alkina 3 (0.21 mmol), 23 mg t-
BuOK (0.21 mmol), dodali 70,6 mg 4-bromoanilina (0.41 mmol) ter 3 mL acetonitrila.
Produkt smo ocistili s kolonsko kromatografijo (CH,Cl,/aceton od 98:2 do 8:2).
Izgled: bela trdna snov
Mr: 379,25
Izkoristek reakcije: 23%
Retencijski faktor (TLC): 0,38 (heksan : etil acetat = 6 : 4)
Temperatura taliS¢a: 230-232° C
MS (ESI): m/z = 379 [M+H]*
HRMS (m/z = 379) za C19H16BrNyj[M+H]": izradunan 379.0553, izmerjen 379.0555.
'H NMR (400 MHz, CDCI3): & (ppm) = 3.82 (s, 3H, CHs), 6.26 (s, 1H, Hs), 6.95 (s, 1H,
NH), 7.41-7.51 (m, 7H, H-Ar), 7.55 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H-Ar), 8.51 (s, 1H, Hy).
3C NMR (100 MHz, CDCI3): & (ppm) 30.2 (CHs), 97.3 (CH), 104.2 (Cq), 116.6 (Cq),
123.2 (2CH), 128.7 (CH), 128.9 (2CH), 129.2 (2CH), 131.8 (Cq), 132.1 (2CH), 138.4
(Cq), 139.4 (Cq), 151.4 (CH), 152.5 (Cq), 153.4 (Cq).
IR (ATR diamant) v: 3172, 3100, 3059, 2997, 2915, 1621, 1575, 1561, 1546, 1524, 1487,
1455, 1443, 1379, 1356, 1335, 1302, 1243, 1223, 1073, 1031, 1009, 909, 820, 807, 795,
772,712,700 cm™,
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4.4.2.4 S 4-kloroanilinom

6-fenil-N-(4-klorofenil)-7-metil-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-4-amin (23)
Po splos$nem sinteznem postopku II smo natehtali 50 mg alkina 3 (0.21 mmol), 23 mg t-
BuOK (0.21 mmol), dodali 52,3 mg 4-kloroanilina (0.41 mmol) ter 3 mL acetonitrila.
Produkt smo ocistili s kolonsko kromatografijo (CH,Cly/aceton od 98:2 do 8:2).
Izgled: rumena trdna snov
Mr: 334,80
Izkoristek reakcije: 31%
Retencijski faktor (TLC): 0,23 (CH,CI, : aceton =9: 1)
Temperatura tali§éa: 211-213° C
MS (ESI): m/z = 335 [M+H]"
HRMS (m/z = 335) za C1gH16CIN4[M+H]": izra¢unan 335.1058, izmerjen 335.1055.
'H NMR (400 MHz, CDC13): & (ppm) = 3.81 (s, 3H, CHs), 6.24 (s, 1H, NH), 7.04 (s, 1H,
Hs), 7.33 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H-Ar), 7.42-7.49 (m, 5H, H-Ar), 7.59 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H-
Ar), 850 (s, 1H, H,).
3C NMR (100 MHz, CDCI3): & (ppm) 30.2 (CH3), 97.4 (CH), 116.6 (Cq), 123.1 (2CH),
128.7 (CH), 128.9 (2CH), 129.1 (Cq), 129.2 (2CH), 129.2 (2CH), 131.8 (Cq), 137.8 (Cq),
139.3 (Cq), 151.4 (CH), 152.5 (Cq), 153.5 (Cq).
IR (ATR diamant) v: 2919, 2850, 1619, 1578, 1563, 1548, 1490, 1470, 1456, 1443, 1380,
1356, 1337, 1304, 1243, 1223, 1099, 1085, 1030, 1012, 909, 823, 808, 797, 779, 701 cm™.

4.4.2.5 S 4-fluoroanilinom

6-fenil-N-(4-fluorofenil)-7-metil-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-4-il)amin (24)
Po splosnem sinteznem postopku II smo natehtali 50 mg alkina 3 (0.21 mmol), 23 mg t-
BuOK (0.21 mmol), dodali 38,9 uL 4-fluoroanilina (0.41 mmol) ter 3 mL acetonitrila.
Produkt smo o¢istili s kolonsko kromatografijo (CH,Cl, : aceton =9 : 1).
Izgled: bela trdna snov
Mr: 318,35
Izkoristek reakcije: 27%
Retencijski faktor (TLC): 0,17 (CH,Cl, : aceton =9: 1)
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Temperatura taliS¢a: 201-203° C

MS (ESI): m/z = 319 [M+H]"

HRMS (m/z = 319) za C19H15FN4 [M+H]": izra¢unan 319.1354, izmerjen 319.1352.

'H NMR (400 MHz, CDCI3): & (ppm) = 3.80 (s, 3H, CHs), 6.08 (s, 1H, Hs), 7.08 (t, J =
8.6 Hz, 2H, H-Ar), 7.37-7.50 (m, 5H, H-Ar), 7.54 (dd, J = 8.6 Hz, J = 4.8 Hz, 2H, H-Ar),
7.55 (s, 1H, NH), 8.47 (s, 1H, H,).

3C NMR (100 MHz, CDCI3): & (ppm) 30.2 (CHs), 97.7 (CH), 103.7 (Cq), 115.9 (d, J =
23 Hz, 2CH), 124.8 (d, J = 8 Hz, 2CH), 128.5 (CH), 128.9 (2CH), 129.2 (2CH), 131.8
(Cq), 135.1 (d, J = 3 Hz, Cq), 139.0 (Cq), 151.5 (CH), 152.5 (Cq), 154.2 (Cq), 160.0 (d, J
= 244 Hz, Cq).

IR (ATR diamant) v: 3152, 2911, 2873, 1603, 1569, 1538, 1504, 1491, 1434, 1404, 1352,
1339, 1304, 1240, 1215, 1152, 1091, 1012, 918, 838, 796, 778, 755, 741, 711 cm™.

4.4.2.6 S 4-aminobenzonitrilom (s 4- cianoanilinom)

4-((6-fenil-7-metil-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-4-il)amino)benzonitril (25)
Po splosnem sinteznem postopku II smo natehtali 50 mg alkina 3 (0.21 mmol), 23 mg t-
BuOK (0.21 mmol), dodali 48,5 mg 4-aminobenzonitrila (0.41 mmol) ter 3 mL
acetonitrila. Produkt smo odistili s kolonsko kromatografijo (CH2Cl./aceton od 98:2 do
8:2).
Izgled: rumena trdna snov
Mr: 325,37
Izkoristek reakcije: 63%
Retencijski faktor (TLC): 0,16 (CH,CI, : aceton = 98 : 2)
Temperatura taliS¢a: 251-253° C
MS (ESI): m/z = 326 [M+H]"
HRMS (m/z = 326) za CyH1gNs[M+H]": izratunan 326.1400, izmerjen 326.1398.
'H NMR (400 MHz, CDCI3): & (ppm) = 3.85 (s, 3H, CH3), 6.46 (s, 1H, Hs), 7.11 (s, 1H,
NH), 7.43-7.54 (m, 5H, H-Ar), 7.64 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-Ar), 7.90 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-
Ar), 8.58 (s, 1H, H,).
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3C NMR (100 MHz, CDCI3): & (ppm) 30.3 (CH3), 96.5 (CH), 105.1 (Cq), 105.4 (Cq),
119.5 (Cq), 119.8 (2CH), 128.9 (CH), 129.0 (2CH), 129.2 (2CH), 131.5 (Cqg), 133.4
(2CH), 140.3 (Cq), 143.7 (Cq), 151.1 (CH), 152.3 (Cq), 152.5 (Cq).

IR (ATR diamant) v: 3362, 2215, 1617, 1602, 1559, 1543, 1518, 1505, 1461, 1446, 1414,
1374, 1355, 1343, 1316, 1279, 1253, 1226, 1173, 1024, 904, 837, 778, 756, 703 cm™.

4.4.2.7 S 4-metoksianilinom (s p-anisidinom)

6-fenil-7-metil-N-(4-metoksifenil)-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-4-il)amin (26)
Po splosnem sinteznem postopku II smo natehtali 50 mg alkina 3 (0.21 mmol), 23 mg t-
BuOK (0.21 mmol), dodali 50,5 mg p-anisidina (0.41 mmol) ter 3 mL acetonitrila. Produkt
smo ocistili s pomocjo avtomatske kolone (MeOH).

Izkoristek reakcije: 0%

4.4.2.8 S 4-metilanilinom

N,6-difenil-N,7-dimetil-pirolo[2,3-d]pirimidin-4-amin  (27)
Po splo$nem sinteznem postopku II smo natehtali 50 mg alkina 3 (0.21 mmol), 23 mg t-
BuOK (0.21 mmol), dodali 37,4 uL N-metilanilina (0.41 mmol) ter 3 mL acetonitrila.
Produkt smo ocistili avtomatsko kolono (heksan/etil acetat).

Izkoristek reakcije: 0%

4.4.3 S hidrazinom

4-(2,2,-diometilhidrazinil)-6-fenil-7-metil-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin (28)
Po splos$nem sinteznem postopku II smo natehtali 50 mg alkina 3 (0.21 mmol), 23 mg t-
BuOK (0.21 mmol), dodali 31,2 pL N,N-dimetilhidrazina (0.41 mmol) ter 3 mL
acetonitrila. Produkt smo ocistili s kolonsko kromatografijo (etil acetat : MeOH = 95 : 5).
Izgled: svetlo rumena trdna snov
Mr: 267,33
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Izkoristek reakcije: 38%

Retencijski faktor (TLC): 0,23 (etil acetat : MeOH =95 : 5)

Temperatura talis§¢a: 181-183° C

MS (ESI): m/z = 268 [M+H]"

HRMS (m/z = 268) za Cl5H13N5[M+H]+: izracunan 268.1557, izmerjen 268.1553.

'H NMR (400 MHz, CDCI13): 6 (ppm) = 2.67 (s, 6H, 2CHs), 3.80 (s, 3H, CH3), 5.98 (s,
1H, NH), 6.89 (s, 1H, Hs), 7.41-7.55 (m, 5H, H-Ar), 8.31 (s, 1H, Hy).

3C NMR (100 MHz, CDCI3): 6 (ppm) 30.1 (CHs), 48.5 (2CH3), 101.2 (CH), 102.5 (Cq),
128.2 (CH), 128.8 (2CH), 129.2 (2CH), 132.4 (Cq), 138.2 (Cq), 151.5 (CH), 153.0 (Cq),
156.8 (Cq).

IR (ATR diamant) v: 3188, 3045, 2954, 2918, 2855, 1584, 1488, 1446, 1434, 1341, 1302,
1159, 1009, 909, 876, 785, 760, 742, 701 cm™.
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5 REZULTATI IN RAZPRAVA

Moje laboratorijsko delo je nadaljevanje eksperimentalnega dela doktorantke Vanesse
Prieur. Do zacetka njenega dela so bile objavljene sintezne poti do 2,4,7-triarilpirolo[2,3-
d]pirimidinov ter 2,6,8-triarilpurinov. Sama je Zelela razviti u¢inkovito sintezno pot do
heterocikli¢nih sistemov, pirolopirimidinov z razlicnimi substituentami, ter se odlocila
pripraviti razliéne 4,5,6-triarilpirolo[2,3-d]pirimidine, saj sinteza teh Se ni bila objavljena.
[45]

Nasa sintezna pot je tako temeljila na objavljenih dognanjih vecih raziskovalcev. Kopecky
in njegova skupina je objavila sintezo 4,5,6-triarilpirolo[2,3-d]pirimidiov iz 4,6-diamino-5-
iodopirimidina preko intramolekularne Heckove reakcije, katalizirane s paladijem. [52]
Raziskovalna skupina Carpita-e je pokazala sintezno pot do indolov preko
intramolekularne ciklizacije 2-alkinilanilinov, ki je potekala pri 200°C. [53] Pri iskanju
uspesne sintezne poti do TWS119, zaviralca glikogen sintaze kinaze-3p, ki je po strukturi
prav tako pirolopirimidin, pa sta Maysundari in Fujii prikazala intramolekularno ciklizacijo
5-alkinil-4-aminopirimidina, za katero je potrebna baza ter temperatura 180°C. [54] Prav s
pomocjo slednjih sinteznih postopkov smo v nasi skupini pripravili ustrezno substituirane

pirolopirimidine.

V. Prieur je sintezni postopek pricela s komercialnim reagentom 4,6-dikloropirimidinom

ter nato v sedmih stopnjah sinteze prisla do 4,5,6-triarilpirolo[2,3-d]pirimidinov (Slika 15):
1. nukleofilna substitucija z metilaminom na C-4,

2. elektrofilno jodiranje na C-5,

3. Sonogashira coupling alkinilacija,

4. intramolekularna ciklizacija,

5. halogeniranje na 5.mestu bicikli¢nega obroca/ arilacija na 4. mestu,

6. pripenjanje arilne skupine na 5.mestu/ jodiranje na 5.mestu,

7. arilacija bodisi na 4.mestu, bodisi na 5.mestu.
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Slika 15: Sintezni poti do triarilpirolopirimidinov (povzeto po [45]).

Intramolekularno ciklizacijo je opravila v mikrovalovnem reaktorju v prisotnosti baze
Cs,CO3 in Cul kot katalizatorja. V' nadaljnjih reakcijah je poskusila z odpravljanjem
katalizatorja in znizevanjem temperature. Z odpravo Kkatalizatorja ter zniZanjem
temperature na 100°C je ugotovila, da reakcija potece $e lazje oz. z vi§jimi izkoristki v 30-
90 minutah pod vplivom mikrovalov. Produkti so bili ¢isti, tako da nadaljnje ¢iscenje ni
bilo potrebno. [45]

Tako smo v naslednjem koraku pripravili razlicne 4-aminirane-6-arilpirolo[2,3-

d]pirimidine ter hkrati optimizirali sintezni postopek, ki ga je uporabila V. Prieur.

5.1 Komentar sinteznim postopkov

Izhodne reagente, ustrezne 5-alkinilpirimidine, smo pripravili s Sonogashira alkinilacijo 6-

kloro-4-metilamino-5-jodopirimidina z uporabo ustreznih komercialnih alkinilbenzenov.
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Najprej smo tako morali pripraviti 6-kloro-4-metilamino-5-jodopirimidin, zacensi s 4,6-

dikloropirimidinom.

5.1.1 SINTEZA 6-KLORO-N-METILPIRIMIDIN-4-AMINA

Produkt 1 smo pripravili iz komercialnega produkta 4,6-dikloropirimidina z metilaminom

v izopropanolu. Izopropanol smo po koncani reakciji odparili pod znizanim tlakom, saj je

kot alkohol s krajSo alkilno verigo topen tako v vodi kot v organskem topilu. S tem smo

preprecili izgube produkta tekom ekstrakcije. Mehanizem reakcije je nukleofilna

substitucija, kjer amino skupina metilamina nastopa kot nukleofil ter napade C-4 atom, pri

tem pa izstopa HCI. Z dodatkom trietilamina smo nevtralizirali slednjo kislino.

cl
N [ N)j + HCl
m P t — _H

N an

7 "CH,4

Cl

Slika 16: Mehanizem nukleofilne substitucije in nastanka 4-metilaminopirimidina.

5.1.2 JODIRAN]JE 6-KLORO-4-METILAMINOPIRIMIDINA

Produkt druge stopnje sinteze smo pripravili z jodiranjem produkta 1. Gre za elektrofilno

jodiranje s pomo¢jo N-jodosukcinimida, ki predstavlja donor joda.

|/y °r
CI/‘% C|I
(o S
k'}!/ N,H

CHj;

.
A
N

CHs

Cl

N

¢l | |
WS-
NN

M
.

CHs

Cl
Nﬁl ’ H
k\ | ,H+ t}:o
A
CHs

Slika 17: Mehanizem jodiranja 6-kloro-4metilaminopirimidina.
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Ko se jod veze na sp2 hibridiziran C-5, dejansko potece adicija elektrofila na eno od
aromati¢nih dvojnih vezi. Nastane intermediat oz. karbokation, ki je resonanc¢no
stabiliziran, C-5 pa postane sp3 hibridiziran. Gre za neugodno reakcijo, ki poteka dokaj
pocasi, saj se podre aromati¢nost obroca., nastane c-kompleks. Druga stopnja reakcije je
eliminacija protona, ki je energetsko ugodnejSa, saj reagira stabiliziran intermediat.
Reakcija potece na C-5 mestu in ne na C-2, to nam dokazujejo resonan¢ne strukture o-
kompleksa, saj v primeru vezave na C-2 pozitiven naboj na dusikovem atomu pirimidina

ne daje stabilne strukture.

Sprva smo reakcijo pustili meSati v mikrovalovnem reaktorju 15 minut, nakar smo dodali
dodatne 3 ekvivalente NIS in reakcijo mesali Se 15 minut. Po nekaj opravljenih reakcijah
smo po spremljanju poteka reakcije s TLC ugotovili, da ¢e reakcijsko zmes pred meSanjem
v reaktorju dodobra premesamo, drugih 15 minut ni potrebnih. S tem smo skrajsali Cas
reakcije ter zmanjSali porabo NIS, torej stroske. Prav tako smo v prvih nekaj poskusih za
&iscenje spojine opravili rekristalizacijo, vendar smo v nadaljnje ugotovili, da H' spekter
pokaze spojino Cisto. Tako smo rekristalizacijo opustili in s tem zmanjSali morebitne

izgube produkta.

Po koncani reakciji smo organsko fazo reakcijske zmesi spirali z Na,S,03 ter NaOH. Z

Na,S,03 smo eliminirali prebiten jod, z NaOH pa preostali sukcinimid.

5.1.3 SINTEZA 5-ALKINILPIRIMIDINOV

5-alkinilpirimidine smo pripravili s Sonogashira pripajanjem, ki je reakcija tvorbe ogljik-
ogljik vezi med organohalidi in terminalnimi alkini. [51] Gre za kemoselektivno reakcijo,
tako izkoristek reakcije ni odvisen od elektronskega stanja 4-substituiranih aril alkinov.
[45] Pri reakciji smo uporabili bis(dibenzilidenaceton)paladij (0) (Pd(dba),) kot katalizator,
Cul kot ko-katalizator, tri(2-furil)fosfin kot ligand oz. za povecanje ucinkovitosti reakcije,

ter trietilamin (EtzN) kot bazo in sotopilo, ki nevtralizira HI, ki izhaja.

Mehanizem reakcije Sonogashira do sedaj Se ni popolnoma znan, vendar dosedanja
dognanja kaZejo na to, da se pri oksidativni adiciji organohalida na Pd (0) tvori Pd (II)
kompleks. Med tem terminalni alkin in Cu kot ko-katalizator prav tako tvorita kompleks,

nakar potece transmetalacija, kar pomeni, da anion terminalnega alkina izpodrine halid v
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Pd kompleksu in se tvori CuX, v nasem primeru Cul. Nazadnje poteCe reduktivna
eliminacija, odstrani se Pd iz kompleksa in nastane kon¢ni spojeni produkt ter nova ogljik-
ogljik vez (Slika 19). [55]
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Slika 18: Mehanizem Sonogashira pripajanja (povzeto po [55]).

Reakcijo smo izvedli v anaerobnih pogojih- v inertni atmosferi argona. Ce je Cul v stiku z
zrakom, bakrov acetilid ne vstopa v reakcijo z arilhalidom, vendar poteCe oksidativno
spajanje dveh molekul bakrovega acetilida (»homocoupling«) in tako nastaja nezazelen

stranski produkt reakcije. [56]

5.1.4 »ONE-POT« SINTEZA 4-AMINIRANIH-6-ARILPIROLO[2,3-
d]PIRIMIDINOV

4-aminopirolopirimidine smo poskusili sintetizirati v ve¢ poskusih, kjer smo spreminjali
temperaturo od sobne do 140 °C ali uporabili mikrovalove. S tem smo poskuSali zmanjSati
Stevilo stopen;j sinteze in skrajSati reakcijski ¢as. Najprej smo alkinilpirimidine ciklizirali
do pirolo[2,3-d]pirimidinov, nato pa na 4. mestu pirimidinskega obroc¢a opravili aminacijo
po dveh razlicnih poteh. Ko smo pirolo[2,3-d]pirimidinu dodali piperidin kot amin,

katalizator Pd[P(o-tolil)3].Cl,, cezijev karbonat ter BINAP in reakcijo pustili meSati 24 ur
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na 140 °C, nam je cross coupling reakcija dala izkoristek 68% (pot A). Z uporabo
mikrovalov ter zamenjavo baze za moé¢nejSo (t-BuOK), smo pri isti temperaturi zmanjSali
reakcijski €as na 5 minut ter zviSali izkoristek reakcije na 86%. Tako je bil skupen
izkoristek reakcije po poti A 67%, po poti B pa 85%. Nato smo poskusili s sintezo
aminiranega pirolopirimidina direktno iz alkinil pirimidina z namenom zmanjsanja Stevila
stopenj sinteze, s tem skrajSanja reakcijskega Casa ter stroskov sinteze. Ugotovili smo, da
direktna reakcija ciklizacije in aminiranja z uporabo mikrovalov, zamenjavo cezijevega
karbonata za t-BuOK, v 5 minutah pri 100 °C (M), da izkoristek 84%. Tako smo s to
reakcijo prisli do 4-aminiranih-6-arilpirolo[2,3-d]pirimidinov iz alkinil pirimidinov v eni
sami stopnji, brez uporabe katalizatorjev in z zadovoljivimi izkoristki. Prav tako smo

pridobili na Cistosti produkta v primerjavi z konvencionalnimi metodami (Slika 19).

POT B
Piperidin/t-BuOK
CH3CN, MV
140 °C, 5 min

86%

ci POT A O

Ci N

= Piperidin
N Cs,CO4 N Pd[P(o-tolil)g] ,Cl, N7 77\
L~ CH3CN L~ 7
N7 ONH N N~ N (+/9-BINAP, Cs,C03 N~ N
CH, MV 100 °C CHj Toluen, 140 °C CHs
30 min 2
4 h
99% 68%
POT C
Piperidin/t-BuOK/CH3;CN/MV 100 °C, 5 min

84%

Slika 19: Shema aminiranja 4-kloropirolo[2,3-d]pirimidinov.

Reakcijo s piperidinom smo najprej izvedli v 60 minutah (izkoristek 85%), nato pa Se v 5
minutah (izkoristek 84%). S tem smo ugotovili, da daljsi reakcijski ¢as ne vpliva znatno na
izkoristek reakcije. Prav tako smo poskusali z visanjem temperature, kjer temperature do
120 °C niso kazale sprememb, temperature, vi§je od 140 °C pa so pokazale niZje izkoristke

na racun tvorjenja stranskih produktov.

Da bi optimizirali pogoje reakcije, smo poizkusili izpeljati sintezo z razli¢nimi topili

razli¢nih lastnosti, kot so dimetilsulfoksid (DMSO), metanol, dimetilformamid (DMF) in
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acetonitril. DMF in acetonitril sta se izkazala za najbolj primerna, vendar smo za izvajanje
reakcij izbrali acetonitril, saj je v nasprotju z DMF netopen v vodi ter ima nizje vrelisce
(82 °C) in so tako njegove lastnosti najprimernejSe za nadaljevanje postopkov sinteze.

DMF lahko zaostaja v reakcijski zmesi in tako tudi povzroci izgube produkta.

Prav tako smo poskusili izvesti reakcijo ob prisotnosti razlicnih baz. Ob uporabi NaH ali
NaNH, do intramolekularne ciklizacije ni prislo tudi po daljs$ih reakcijskih ¢asih, cezijev
karbonat daje zadostne rezultate, vendar ga moramo dodati v presezku. Najboljse

izkoristke smo opazili pri uporabi 1 ekvivalenta t-BuOK.

Rezultati so pokazali, da ima substituenta na C-6 mestu morda dobrSen vpliv na
reaktivnost, saj pri reakcijah s substituentama fenil in p-klorofenil dobimo precej visje
izkoristke kot pri reakcijah s p-fluorofenilom in p-nitrofenilom. Slednjih rezultatov ne
moremo z gotovostjo potrditi, saj Smo z vsemi omenjenimi substituentami opravili samo
eno paralelo oz. reakcijo s samo enim skupnim reagentom, tj. piperidinom. Problem je bil v
uporabi (4-aminofenil)etinilpirimidina, saj je bil v tekofem stanju, tehtanje smolnato
teko¢e snovi pa je bilo zato tezavno. Ce bi hoteli potrditi nase domneve, bi morali
pripraviti vecje koli¢ine 4-aminofeniletinilpirimidina, da bi bilo tehtanje tako lazje, mi pa
smo razpolagali z nekaj 100 mg spojine. Sklepamo, da amino skupina kot elektron donor
destabilizira sistem in tako zmanj$a moznost intramolekularne ciklizacije spojine. Kljub
malce bolj problemati¢ni sintezi takih pirolopirimidinov, bi bila 4-aminofenil skupina zelo
zanimivo izhodiS¢e za pripravo spojin s potencialno bioloSko aktivnostjo. Na trziScu
obstaja zdravilo sorafenib, ki je derivat senine in se Ze uporablja pri zdravljenju raka
ledvic, jeter ter SCitnice. Na podlagi tega bi lahko iz naSih spojin pripravili derivate se€nine

in jih biolosko ovrednotili.

Reakcija s cikloalkilamini kot so piperidin, 4-metilpiperidin in pirolidin, je potekla brez
tezav, prav tako s cikloheksilaminom. Pri reakcijah z neciklicnimi alkil amini, kot na
primer dietilaminom in dietilaminoetilaminom pa smo kljub daljSem reakcijskem casu
dobili nizje izkoristke. Sklepamo, da so temu vzrok fizikalne lastnosti reagentov, saj so ti
amini precej bolj hlapljivi, prav tako pa v prisotnosti ostalih reagentov v reakcijski zmesi
lahko pride do njihovega oksidativnega razpada. Alkilhidrazin je sicer reagiral malce
boljse kot sami alkil amini, vendar je bil pridobljen produkt tako bolj polaren in sama

izolacija/Cis¢enje produkta je bilo zato tezavnejse.
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Reakcijo smo poskusili izvesti tudi z razli¢no substituiranimi anilini. V primerjavi s samim
anilinom, dajeta 4-nitroanilin in 4-cianoanilin precej boljSe rezultate. Nitro in ciano
skupina sta elektron akceptorski skupini, ki v bazi¢nih pogojih stabilizirata nastanek aniona
na amino skupini anilina in tako izbolj$ata nukleofilni napad na C-6 mesto etinilpirimidina.
V nasprotju z nitro in ciano skupino dajejo halogenirani anilini (na C-4 mestu) slabse
rezultate kot sam anilin. Razlog je verjetno v topnosti, saj so halogenirani anilini bolj
lipofilni. V' primeru 4-metoksi- in 4-metilanilina je H* NMR spekter pokazal prisotnost
izhodne spojine ter intermediata (cikliziranega, vendar nesubstituiranega) pirolopirimidina,
kar kaze na to, da elektron donorske skupine destabilizirajo strukturo aniona in do

nukleofilnega napada ne pride.

Rezultati, ki smo jih dobili z NMR spektrom produktov reakcij s 4-metoksi- in 4-
metilanilinom, so nas napeljali na nadaljnje raziskovanje samega poteka reakcije. Se enkrat
smo opravili reakciji 5-(feniletinil)-6-kloro-N-metilpirimidin-4-amina s pirolidinom in
anilinom pod enakimi pogoji (t-BuOK, 100 °C MV, CH3;CN), vendar ju tokrat pustili
mesati le 5 minut. Ta reaktanta smo izbrali ravno zato, ker smo v prvem poskusu izvedli
reakciji v 30-ih minutah (pirolidin) in 20-ih minutah (anilin), pri drugih reaktantih pa
ugotovili, da reakcija potece skoraj takoj, tj. v 5-ih minutah. Po 5 minutah mesanja izhodne
spojine s pirolidinom smo po analizi H* spektra ugotovili, da imamo prisotno mesanico
substituirane izhodne spojine (39%) in substituirane ter ciklizirane- konéne spojine (45%).
V primeru druge reakcije, z anilinom, smo ugotovili prisotnost mesanice cikliziranega
produkta (48%) ter kon¢nega produkta (17%) (Slika 20).

= CH3CN, MV

H N |
Cl AK CH3 Chs
39% 45%
N 100 °C, 5 min
L @
N© A \ cl HN

CH3CN, MV CH, CH,
48% 17%

Slika 20: Dva mehanizma reakcije alkinilpirimidinov v bazicnem mediju.
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S pridobljenimi rezultati lahko potrdimo, da v primeru alkil aminov, v prvi stopnji potece
aminiranje (nukleofilna substitucija) ter v drugi intramolekularna ciklizacija (Slika 21). V

nasprotju z anilini pa sistem najprej ciklizira, Sele v drugi stopnji pa potece N-arilacija.

H H,C Ha
Cl 2 2 HN-C R
Z HN-C R Cl. NH P
NN 4 ﬁ Bz 2 - HCl N =
L~ | |
—
“ Sy F
3 CH3 CH3
H2 H2
HN-C R HN-C R
H o
N7 ; N
P P
N~ N N~ NH
CH,4 CHs

Slika 21: Mehanizem tandem reakcije v primeru reakcije z alkilaminom- 1. nukleofilna

aromatska substitucija in 2. intramolekularna ciklizacija.

Pri reakcijah z alkilamini prednostno potece nukleofilna substitucija, saj je alkilamin boljsi
nukleofil kot amino skupina alkinilpirimidina. V primeru anilina sta si amino skupini glede
nukleofilnosti precej podobni, amino skupina alkinilpirimidina je celo manj reaktivna in
tako termodinamsko hitreje reagira. Tako reakcije z anilini stremijo k intramolekularni

ciklizaciji, zato je mehanizem reakcije ravno obraten.

Nukleofilna substitucija prednostno potece na C-6 mestu pirimidinskega obroca in ne na C-
4 mestu fenilnega obroca, saj je v nasprotju s pirimidinom fenilni obro¢ bogat z elektrofili
(vsi ogljikovi atomi so bogati z elektrofili) in zato ni naklonjen nukleofilni substituciji.
Pirimidin ima zmanjSano gostoto m elektronov, tako je na ogljikovih atomih zmanj$ana

elektronska gostota in so tako naklonjeni nukleofilnim substitucijam.

V prvih poskusih izvedbe celotne sinteze smo sprva pripravili 6-kloropirimidin-4-amin ter
s potekom sinteze nadaljevali z le-tem. Ustavilo se je pri 4. stopnji, saj do intramolekularne
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ciklizacije ni prislo, ker je amino skupina presibek nukleofil. Tako smo se na podlagi te
ugotovitve odlo¢ili poskusiti pripraviti 6-kloro-N-metilpirimidin-4-amin po Ze prej
opisanem poteku. Metilamino skupina je tako boljsi nukleofil za napad na trojno vez in

ciklizacija poteCe brez problema.
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6 SKLEP

V sklopu te magistrske naloge smo uspeli sintetizirati 20 novih 4-amino-6-arilpirolo[2,3-
d]pirimidinov, ki so potencialni zaviralci proteina KRAS. Razvili smo ucinkovito »one-
pot« sintezo 4-alkilamino- ali 4-arilaminopirolopirimidinov iz alkinilpirimidinov, ki smo
jih prej pripravili s trostopenjsko sintezo iz 4,6-dikloropirimidina. Ugotovili smo, da
reakcija ne poteCe samo v primeru 4-metoksi- in 4-metilanilina, saj zaradi destabilizacije

sistema do nukleofilne aromatske substitucije ne pride.

Dosegli smo zastavljen cilj optimizacije prej preverjene sinteze v nasi delovni skupini.
Optimizacija sinteze je bila mozna brez uporabe katalizatorja. Uporaba mikrovalov je
opazno zmanjSala reakcijske Case, zviSala izkoristke reakcij ter precej znizala stroSke
sinteze (ekonomicnost zaradi ucinkovitosti reakcij v odsotnosti katalizatorja). Z
enostopenjsko sintezo pirolopirimidinov iz alkilpirimidinov smo dokazali preprost
postopek, z blagimi reakcijskimi pogoji, precej$njo ucinkovitostjo reakcije (>87%) ter
visoko Cistostjo produktov (>99%). Postopek bi bil primeren tudi za razvoj na

industrijskem nivoju.

Zanimivo je izpostaviti, da narava amina doloca zaporedje korakov sinteze (vpliva na sam
mehanizem reakcije): intramolekularno ciklizacijo in nukleofilno aromatsko substitucijo
(SnA). Pri uporabi alkilaminov reakcija najprej poteka z zamenjavo amina s klorom, nato
pa z zapiranjem obroca. To zaporedje dogodkov je pri uporabi anilinov ravno obratno-

najprej potece ciklizacija in Sele nato substitucija.
Spojine, pridobljene tekom te magistrske naloge, so lahko tudi izhodis¢e za naprej. 1z njih

bi lahko pripravili razli¢ne se¢ninske derivate, ki bi prav tako lahko bile nove ucinkovine

pri zdravljenju raka.
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Spojina 2: *H NMR, CDCls, 250 MHz
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Spojina 3: *H NMR, CDCls, 400 MHz
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Spojina 4: *H NMR, CDCls;, 300 MHz
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Spojina 5: *H NMR, CDCls, 300 MHz
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Spojina 6: *H NMR, CDCls, 250 MHz
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Spojina 6: *C NMR, CDCls, 100 MHz
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Spojina 7: *H NMR, CDCls, 400 MHz
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Spojina 8: *H NMR, CDCls, 400 MHz
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Spojina 10: *H NMR, CDCls, 400 MHz
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Spojina 11: *H NMR, CDCls, 400 MHz
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Spojinal2: *H NMR, CDCls, 400 MHz
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Spojina 13: *H NMR, CDCls, 400 MHz
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Spojina 14: *H NMR, CDCls, 400 MHz
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Spojina 15: *H NMR, CDCls, 400 MHz
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Spojina 16: *H NMR, CDCls, 400 MHz
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Spojina 19: *H NMR, DMSO-ds, 400 MHz
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Spojina 21: *H NMR, DMSO-ds, 400 MHz
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Spojina 22: *H NMR, CDCls, 400 MHz
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Spojina 23: *H NMR, CDCls, 400 MHz
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Spojina 24: *H NMR, CDCls, 400 MHz
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Spojina 25: *H NMR, CDCls, 400 MHz
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