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puriny.



IS

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 306894 B6

2-Substituované—6-biarylmethylamino-9—cyklopentyl-9H-purinové derivity, jejich pouZiti
jako lé¢iva a farmaceutické piipravky tyto slouceniny obsahujici

Oblast techniky
Tento vynalez se tykd novych 2-substituovanych—6-biarylmethylamino-9—cyklopentyl-9H-

purinovych derivatii, vykazujicich aktivitu jako specifické inhibitory ristu a angiogeneze hepato-
celularnich karcinomd, a jejich pouziti jako 1€€iv.

Dosavadni stav techniky

Hepatocelularni karcinomy (HCC) patii mezi nej¢astéjsi maligni onemocnéni ve svété (El-Serag
& Rudolph, 2007, Gastroenterology, 132(7):2557-76). Mezi nejbéznéjsi faktory vzniku HCC
patii infekce virem hepatitidy, chronické nadmémné pozivani alkoholu, toxiny Zivotniho prostiedi,
hemochromatéza, deficience o l-antitrypsinu nebo ne-alkoholicka onemocnéni jater (Farazi &
DePinho, 2006, Nat Rev Cancer, 6(9):674-87). Vedle kurativnich osetfeni HCC cestou chirur-
gicke resekce nebo transplantace jater byla nedavno jako velmi slibna terapeuticka moznost vy-
vinuta targetovani molekularné zalozena terapie. Nékolik terapeutickych agens je v sou¢asné
dob¢ studovano v jednoduché monoterapii nebo v tandemové ¢i kombinatorni cilené terapii s
dal$imi konven¢nimi lécivy (Chua & Choo, 2011, Int J Hepatol 348297. Epub 2011 Jul 12;
Tanaka & Arii, 2011, J Gastroenterol, 46(3):289-96). BohuzZel, fada z téchto 1é¢iv vykazala limi-
tovanou aktivitu vi¢i HCC, pravdépodobné kvili relativné vysoké chemorezistenci tohoto typu
nador.

Inhibice angiogeneze byla rovnéz rozpoznana jako racionalni zptisob lééby z diivodu typické
hypervaskularizace HCC nodulii v téchto nadorech (Welker & Trojan, 2011, World J Gastroente-
rol, 14;17(26):3075-81) a nedavno byly definovany i dalsi nové molekularni cile, v&etné nadoro-
vych kmenovych bunék, jako budouci mozné strategie pro 1ééeni HCC (Tanaka & Arii, 2011, J
Gastroenterol 46(3):289-96). Sorafenib (Nexavar) byl povolen jako prvni z 1&¢iv pro oSetfeni
rozvinutych stadii HCC, s tim, Ze je zacilen na $iroké spektrum kinas zahrnujici VEGFR, PDGFR
a Raf, kter¢ jsou ¢asto hyperaktivovany a nadmérné regulovany u HCC. BohuzZel je exaktni indi-
kace u sorafenibu velmi nejasnd a iroka (Kim et al., 2011, Oncology, 25(3):283-91, 295), a pro-
to jsou nové terapeutické strategie pro efektivni [é¢bu HCC velmi potiebné.

Nedavno byla rovn€Zz zavedena transarterialni chemoembolizace (TACE) pro o3etfeni nereseko-
vatelnych HCC (Llovet & Bruix, 2008, J Hepatol, 48 Suppl 1S20-37), ktera vedla k efektivni
distribuci a vy$3imu retenénimu &asu obvykle podavanych chemoterapeutik, jakymi jsou doxoru-
bicin, cis—platina a epirubicin v nadoru (Llovet & Bruix, 2003 Hepatology, 37(2):429-42; Ma-
relli et al, 2006, Cancer Treat Rev, 32(8):594-606).

Byly rovnéZ objeveny nové skutecnosti v oblasti patologie malignich hepatocyti reflektujicich
specifitu progrese HCC (Zijl et al., 2009, Future Oncol, 5(8): 1169-79). Nedavno vytvoreny lid-
sky model zahrnujici epitelialni mezenchymalni pfeménu (EMT) zdiraznil ddlezitost tohoto pro-
cesu zejména ve vztahu k roz§ifeni a metastatické kolonizaci nadorti, ale umoznil i uZite¢né vy-
hodnoceni uc¢innosti lé¢iv v priib&hu progrese HCC (Zijl et al., 2011, Mol Cancer Ther,10-
(5):850-60).

Substituce purinového kruhu v pozicich 2, 6 a 9 fadou substituentii byla jiz uskute¢néna a tyto
slouCeniny byly rovnéz otestovany, napf. substituce v pozici N® na benzylu a fenylu zalozenymi
slouc¢eninami (WO 03/040 144, WO 2010 CZ 00067, WO 2010 CZ 00004), substituce ribézou v
poloze 9 (WO 2004/058791), substituce méné& stericky naro¢nymi substituenty v poloze 2
(WO 2009/003428) a substituce 2-substituovanymi benzylovymi substituenty v poloze N°
(WO 2009/043320). US 696970 B2 se tyka rovnéz 2,6,9—trisubstituovanych biarylovych purino-
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vych derivata, které nesou hlavng kratky alkyl v poloze 9 (methyl, ethyl, isopropyl), a jejich pou-
ziti jako inhibitory CDK1/2 a antiproliferativni slougeniny. WO 03/022216 A2 a WO 0055161
Al se rovnéz tyka 2,6,9—disubstituovanych biarylovych adeninovych derivatii, které nesou iso-
propylovou skupinu v pozici 9, a jejich pouziti pro nekolik hyperproliferativnich onemocnéni.
Tyto substituce vsak nevedly k a¢innym Ié¢iviim proti hepatocelularnim karcinomim.

Série novych 2-substituovanych—6-biarylmethylamino-9—cyklopentyl-9H-purinovych derivatu
podle tohoto vyndlezu je vhodna pro inhibici riistu a angiogeneze v hepatocelularnich karcino-
mech. Tato skupina novych purinovych derivatii je charakteristicka nejen neobvyklou kombinaci

rrrrr

-----

cinomil, zejména jako protinidorové latky zacilené na metastazujici hepatocelularni karcinomy.
Predmétem tohoto vynalezu je poskytnout novou generaci unikatnich a velmi a¢innych protina-
dorovych sloucenin, které maji vysoky index selektivity a a¢innosti.

Podstata vynalezu

Piedmétem tohoto vynilezu jsou substituované 2-substituované—6-biarylmethyl-cyklopentyl—
9H—puriny obecného vzorce I,

NH
N N\
R1J|\)NIN>

(1)

ve kterém
X jeCHneboN,

R1 je vybrano ze skupiny zahrnujici
(4—aminocyklohexyl)amino,
(2-aminocyklohexyl)amino,
(3—aminocyklohexyl)amino,
(4-hydroxycyklohexyl)amino,
[(2R)—1-hydroxybutan—2—ylJamino,
(2-hydroxy—2-methylpropyl)amino,
(3—hydroxy-3-methylbutyl)amino,
[(3S]-2-hydroxy-2,4—dimethylpent-3—yl]Jamino,
piperazin—1-yl,
4-methylpiperazin—1-yl,
morfolin—4-yl,
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[(18)-1-(dimethylamino)-2-hydroxyethyl]amino,
[(3R)-2-hydroxypent—3—yl]amino,
(3-hydroxypropyl)amino,

(2—-aminoethyl)amino,

(3—aminopropyl)amino,

(2—aminopropy!l)amino,
4—(aminomethyl)piperidin—1-yl,
(piperidin4—ylmethyl)amino,
4-[2—(2-hydroxyethoxy)ethyl]piperazin—1-yl,
4—(2-hydroxyethyl)piperazin—1-yl,

a

R2  je vybrano ze skupiny zahrnujici
substituovany fenyl, ve kterém jsou substituenty v jakékoliv poloze a substituenty jsou vy-
brany ze skupiny zahrnujici OH, OCH;, NH,, Cl, Br, F, I, COOH, NO,,
2—pyridyl,
3—pyridyl,
4—pyridyl,
2—furanyl
3—furanyl,
thien—2—-yl,
thien—3—yl,
pyrazol-1-yl,
pyrazol-3—yl,
pyrazol—-4-yl,
pyrrol-1-yl,

a jejich farmaceuticky pfijatelné soli s alkalickymi kovy, amoniakem ¢&i aminy, nebo jejich adiéni
soli s kyselinami.

V pfipadé, Ze jsou v molekule chirdlni centra, pak tento vynalez zahrnuje i opticky aktivni isome-
ry, jejich smési a racematy.

Pfedmétem vyndlezu jsou 2-substituované—6-biarylmethylamino-9-cyklopentyl-9 H—puriny
obecného vzorce I pro pouziti jako 1é¢iva.

Predmétem vynalezu jsou rovnéz 2-substituované—6-biarylmethylamino—9-cyklopentyl-9H-
puriny obecného vzorce I pro pouziti pro inhibici bunééné proliferace a/nebo indukci apoptézy.

Dale jsou predmétem vynélezu 2—substituované—6-biarylmethylamino—9—cyklopentyl-9H-puri-
ny obecného vzorce I pro pouziti pro inhibici angiogeneze.
Pfedmétem vynalezu jsou i 2-substituované—6-biarylmethylamino—9—cyklopentyl-9H-puriny

rrrrrr

obecného vzorce I pro pouziti jako protizanétlivé latky.

Pfedmétem tohoto vyndlezu jsou rovnéz 2—substituované—6-biarylmethylamino-9—cyklopentyl—
9H-puriny obecného vzorce I pro pouZiti pti 16&bé nadori, které jsou s vyhodou vybrany ze sku-
piny zahrnujici hepatocelularni karcinom a metastazujici hepatocelularni karcinom. Predmétem
tohoto vynalezu jsou dale 2-substituované—6-biarylmethylamino—9—cyklopentyl-9 H-puriny
obecného vzorce 1 pro pouziti pi 1é¢bé hepatocelularnich karcinomi, kde tyto latky kombinuji
protinadorové, antiangiogenni, protizanétlivé a proapoptotické aktivity. Dalsim ptedmétem toho-
to vyndlezu jsou 2-substituované—6-biarylmethylamino-9—cyklopentyl-9H—puriny obecného
vzorce | pro pouZiti pfi vyrobé léciva pro 1é¢eni onemocnéni vyznadujici se bunéénou proliferaci
a apoptozou, jako napriklad nadoru.
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Latky podle predkladaného vynélezu jsou inhibitory cyklin—dependentnich kinas vybranych ze
skupiny zahrnujici cyklin—dependentni kinasy 5, 7, a 9 a erkl ¢i jejich kombinace. Jsou také
schopny indukovat nadorovy supresor p53.

Predmétem vynalezu je rovn&z farmaceuticky pfipravek obsahujici alespoii jeden 2—substituo-
vany—6-biarylmethylamino-9—cyklopentyl-9H—purin obecného vzorce I a farmaceuticky pfija-
telny nosi&, poptipadé i alespoil jedno dal3i protinadorové agens vybrané ze skupiny zahrnujici
cis—platinu, doxorubicin nebo sorafenib.

Nové slou¢eniny mohou byt podle tohoto vynéalezu pouzity samotné a nebo jako intermediaty pfi
piipravé novych slougenin majicich fadu diagnostickych, terapeutickych a primyslovych pouZiti.

Vyhodnymi slou¢eninami podle vynalezu jsou derivaty obecného vzorce I vybrané ze skupiny
zahrnujici:

Nz—amino—cyklohexyl)—9—cyklopentyI—N6 —(4—pyridin—2-yl-benzyl}-9 H-purin—2,6—diamin, N—
(4—amir10—cyklohexyl)—9—cyklopentyl—N6 —(4-thiofen—2-yl-benzyl)-9 H—purin-2,6—diamin, N—
(4—amino—cyklohexyl)}-9—cykiopentyl-N°—~(4—thiofen—3-yl-benzyl)-9H~purin-2,6—diamin, N-—
(4-amino—cyklohexyl)}-9—cyklopentyl-N"—(4—furan-2—yl-benzyl)-9 H-purin-2,6—diamin, N-
(4—amino—cyklohexyl)-9H-N° —(4-amino—cyklohexyl)}-9—cyklopentyl-N>—~(3'fluoro-bifenyl-4—
ylmethy1)-9 H—purin-2,6—diamin, N’—(4—amino—cyklohexyl)-9—cyklopentyl-N"—~(2'-methoxy-bi-
fenyl-4—ylmethyl)-9 H-purin—2,6—diamin, N’~(4-amino—cyklohexyl)}-9-cyklopentyl-N"~(2'—
hydroxy-bifenyl-4—ylmethyl)-9H—purin-2,6—diamin, N—(4-amino—cyklohexy!l)-9—cyklo-
pentyl-N—(2'-amino-bifenyl-4—ylmethyl)-9 H—purin-2,6—diamin, N—(4—amino—cyklohexyl)-9—
cyklopentyl-N"~(4—pyrazol-1-yl-benzyl -9 H—purin-2,6—diamin, 4'~{[2—4—amino—cyklohexy!-
amino)-9—cyklopentyl-9 H—purin—6-ylamino]-methyl}—bifenyl-4—karboxylova kyselina, N—(4-
amino—cyklohexyl)-N—[2,2'Tbipyridinyl-5-ylmethyl-9—cyklopentyl-9 H—purin-2,6—diamin, N-
(4—amino—cyklohexyl)—9—cyklopentyl—N(’—(6—thiofen—2—yl—pyridin—3—yImethyl)—9H—purin—2,6—
diamin, N*~(4—amino—cyklohexyl)-9—cyklopenty!-N°—(6-thiofen-3—yl—pyridin-3 —ylmethyl)—

9 H-purin-2,6—diamin, N>~(4-amino—cyklohexyl)-9—cyklopenty-N~(6—furan-2-yl-pyridin-3—
ylmethyl)-9 H—purin-2,6—diamin, Nz—(4—amin()—cyklohexyl)—9—cyklopentyl—-N6 —(6—furan—3-yl-
pyridin—3—ylmethyl)-9 H-purin—2,6—diamin, Nz—(4—amino—cykl0hexyl)—9—cyklopentyl—N6—[6—
(3—fluoro—fenyl)-pyridin-3—ylmethyl]-9H-purin-2,6~diamin, N—(4-amino—cyklohexyl)}-9—
cyklopentyl-N°~[6—2-methoxy—feny!)-pyridin-3—ylmethyl]-9H—purin-2,6-diamin, N*—(4-ami-
no—cyklohexyl)—9—cyklopentyI—N6—[6—(2—hydroxy—fenyl)—pyridin—3—ylmethyl]—9H—purin—2,6—
diamin, Nz—(4—amino—cyklohexyl)—9—cyklopentyl—Né—[6—(2—amino—fenyl)—pyridin—3—yl-
methyl]-9H—purin—2,6—diamin, Nz—(4—amino—cyklohexyl)—9—cyklopentyl—N6 —(6—pyrazol-1-yl-
pyridin-3—ylmethyl)-9 H-purin—2,6—diamin, 4—5—{ [2—(4—amino—cyklohexylamino)-9—cyklo-
pentyl-9 H-purin—6—ylamino]-methyl}—pyridin—2-yl)-benzoova kyselina, N—(2-amino—cyklo-
hexyl)—9—cyklopentyl—Né—(4—pyridin—2—yl—benzy1)—9H—purin~2,6—diamin, N—~(2—amino—cyklo-
hexyl)—9—(:yklopentyl—N6 —(4—thiofen—2—yl-benzyl)-9 H—purin—2,6—diamin, N*—~(2—amino—cyklo-
hexyl)—9—cyklopentyl—N6—(4—thiofen—3—yl—benzyl)—9H—purin—2,6—diamin, N’—(2—amino—cyklo-
hexyl)-9—cyklopentyl-N'—(4—furan-2-yl-benzyl)}-9 H-purin-2,6—diamin, N*~(2-amino—cyklo-
hexyl)—9—cyklopentyl—]\’6—(4—furan—3—yl—benzyl)—9H—purin—2,6—diamin, N*~(2-amino—cyklo-
hexyl)-9—cyklopentyl—N—(3'fluoro-bifenyl-4—ylmethyl}-9 H-purin—2,6-diamin, N*~(2-amino-
cyklohexyl)-9—cyklopentyl-N°~(2'-methoxy-bifenyl-4—ylmethyl)-9 H-purin-2,6-diamin, N—
(2—amino—cyklohexyl)—9—cyklopentyl—Né—(Z'—hydroxy—bifenyl—4—ylmethyl)-9H—purin—2,6—di-
amin, Nz—(2—amino—cyklohexyl)—9—cyklopentyl-—Nﬁ—(2'—amino—bifenyl—4—ylmethyl)—9H—purin—
2,6—diamin, N>~(2-amino—cyklohexyl)-9—cyklopentyl- N—(4—pyrazol-1-yl-benzyl -9 H-purin-
2,6-diamin, 4'—{[2—(2-amino—cyklohexylamino)-9—cyklopentyl-9 H—purin—6-ylaminoj—
methyl}-bifenyl-4—karboxylova kyselina, N*—~(2-amino—cyklohexyl)- N°~[2,2']bipyridinyl-5—
ylmethyl-9—cyklopentyl-9H-purin-2,6—diamin, N’—(2—amino—cyklohexyl)-9-cyklopentyl—
(6-thiofen—2—yl-pyridin-3—ylmethyl)-6 H—purin-2,6-diamin, N—(2—amino—cyklohexyl)-9—
cyklopentyl—Né—{6—thi0fen—3—yl—pyridin—3—ylmethyl)—9H—purin—2,6—diamin, N—(2—-amino—
cyklohexyl)—9—cyklopentyl—]\/6 _(6—furan—2-yl-pyridin-3—ylmethyl}-9 H—purin-2,6—diamin, N—
(2—amino—cyklohexyl)-9—cyklopentyl- N°—(6—furan-3—yl-pyridin—3—ylmethyl)-9H-purin-2,6—
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diamin, Nz—(Z—amino—cyklohexyl)—9—cyklopentyl—N6~[6—(3—ﬂuoro—fenyl)—p ridin—3-yl-
methyl]-9H—purin—2,6—diamin, NZ—(2—amino—cyklohexyl)—9—cyklopentyl—1\16>,—[6—(2—methoxy—
fenyl)—pyridin-3—ylmethyl]-9 H-purin-2,6-diamin, N°~(2—-amino—cyklohexyl)-9—cyklopentyl—
Nﬁ—[6—(2—hydr0xy—fenyl)—pyridin—3—ylmethyl]—9H—purin—2,6—diamin, N—(2—amino—cyklo-
hexyl)—9—cyklopentyl—Nﬁ—[6—(2—amino—fenyl)—pyridin—3—ylmethyl]—9H—purin—2,6—diamin, N—
(2—amino—cyklohexyl)-9—cyklopentyl-N°~(6—pyrazol—1—yl—pyridin—-3 —ylmethyl)}-9H—purin—
2,6—diamin, 4—(5—{[2~«2-amino—cyklohexylamino)-9—cyklopentyl-9 H-purin—6—ylamino]—
methyl}—pyridin-2-yl)-benzoova kyselina, N«3-amino—cyklohexyl)}-9-cyklopentyl-N°—(4—
pyridin—2-yl-benzyl)-9H-purin-2,6—diamin, Nz—(3—amino—cyklohexyl)—9—cyklopentyl—N6—(4—
thiofen—2—yl-benzyl)-9 H—purin—-2,6—diamin, NZ—(3—amino—cyklohexyl)—9—cyklopentyl—]\’6—(4—
thiofen—3—yl-benzyl)-9 H—purin—2,6—diamin, N2—(3—amino—cyklohexy])—9—cyklopentyl—NG—(4—
furan-2—yl-benzyl)-9H—purin-2,6—diamin, Nz—(3—amino—cyklohexyl)—9—cyklopentyl—N(’—(4—
furan—3-yl-benzyl)}-9 H—purin-2,6—diamin, N2—(3—amino—cyklohexyl)—9—cyklopenty1~26—(3 -
fluoro—bifenyl-<4-ylmethyl)-9H—purin—2,6—diamin, Nz—(3—amino—cyklohexyl)—9—cyklopentyl—
]\’6—(2'—methoxy—bifenyl—4—ylmethyl)—9H—purin—2,6—diamin, N'—(3—-amino—cyklohexyl)-9—
cyklopentyl—Né—(2'—hydroxy-bifenyl—4—ylmethyl)—9H—purin—2,6—diamin, N—(3-amino—
cyklohexyl)—9~cyklopentyl—N6—(2'—amino—bifenyl—4—ylmethyl)—9H—purin—2,6—diamin, N-(3-
amino—cyklohexyl)-9—cyklopentyl-N"~(4—pyrazol-1-yl-benzyl}-9 H—purin-2,6—diamin, 4—{[2-
(3—amino—cyklohexylamino)-9—cyklopentyl-9 H—purin—6—ylamino]-methyl} -bifenyl-4—karbo-
xylova kyselina, NZ—(3—amino—cyklohexyl)—Né—[2,2']bipyridinyl—5—y1methyl—9—cyklopentyl—
9H-purin-2,6—diamin, N2—(3—amino—cyklohexyl)—‘)—cyklopentyl—N(’—(6—thiofen—2—yl—pyridin—
3—ylmethyl)-9 H-purin-2,6-diamin, N°~(3-amino—cyklohexyl)}-9—cyklopentyl-N°~(6~thiofen—
3—yl-pyridin—-3—ylmethyl}-9 H—purin-2,6—diamin, Nz—(3—amino—cyklohexyl)—9—cyklopentyl—
N°~(6-furan-2-yl-pyridin-3—ylmethyl)}-9 H-purin—2,6-diamin, N*~(3-amino—cyklohexyl}-9—
cyklopentyl—Né-{6—furan—3—yl—pyridin—3—ylmethyl)—9H—purin—2,6—diamin, N—(3-amino—
cyklohexyl)—9—cyklopentyl—N6—[6—(3—ﬂuoro—fenyl)—pyridin—3—ylmethyl]—9H——purin—2,6—di-
amin, Nz—(3—amino—cyklohexyl)—9—cyklopentyl—N6 —[62—-methoxy—fenyl)-pyridin—3-yl-
methyl]-9H-purin-2,6—diamin, Nz—(3—amino—cyklohexyl)—9—cyklopenty]—1\76—[6—(2—hydroxy—
fenyl)-pyridin—3—ylmethyl]-9H—purin-2,6—diamin, N2—(3—amino—cyklohexyl)—9—cyklopentyl—
N ~[6—~2-amino—fenyl)-pyridin-3—ylmethyl]-9 H-purin—2,6—diamin, NZ—(3—amino—cyklo-
hexyl)-9—cyklopentyl-N"~(6—pyrazo I-1-yl-pyridin—-3-ylmethyl}-9 H-purin-2,6—diamin, 45—
{[2—(3~amino—cyklohexylamino)-9—cyklopentyl-9 H-purin-6-ylamino]-methyl}—pyridin—2—
yl-benzoova kyselina, 4-[9—cyklopentyl-6—(4-thiofen—2-yl-benzylamino)-9 H-purin—2—yl-
amino]-cyklohexanol, 4-[9—cyklopentyl-6—4—thiofen-3-yl-benzylamino)}-9 H—purin—2—yl-
amino]-cyklohexanol, 4-[9—cyklopentyl-6—(4—furan-2—yl-benzylamino)-9 H-purin—2-yl-
aminol—cyklohexanol, 4-[9-cyklopentyl-6—(3—furan—2—yl-benzylarnino)}-9 H-purin-2-yl-
amino]—cyklohexanol, 4—{9—cyklopentyl-6—[(3'-fluoro-bifenyl-4—ylmethyl}-amino}-9 #—purin—
2-ylamino}—cyklohexanol, 4-{9—cyklopentyl-6—[(2'-methoxy-bifenyl-4—ylmethyl}-amino]~
9H-purin—-2—-ylamino}-cyklohexanol, 4—{9—cyklopentyl-6—[(2'-hydroxy—bifenyl-4—ylmethyl)}-
amino]-9H—purin-2-ylamino}—cyklohexanol, 4-{9-cyklopentyl-6-[(2'-amino—bifenyl-4—
ylmethyl)-amino]-9 H—purin—2—ylamino}—cyklohexanol, 4-[9—cyklopentyl-6—(4—pyrazol-1-yl-
benzylamino)-9 H-purin—2—ylamino]—cyklohexanol, 4'—{ [9—cyklopentyl-2—(4-hydroxy—
cyklohexylamino)-9 H-purin—6-ylamino]-methyl}-bifenyl-4—karboxylova kyselina, 4—{9—
cyklopentyl-6-{(6-thiofen—2—yl-pyridin-3—ylmethyl)-amino]-9 H—purin—2-ylamino} -
cyklohexanol, 4-{9-cyklopentyl-6—[(6—thiofen—3—yl-pyridin-3—ylmethyl)-amino]-9 H—purin—
2-ylamino}—cyklohexanol, 4—{9—cyklopentyl-6—[(6—furan—2—yl-pyridin—3-ylmethyl}-amino]-
9H-purin—2-ylamino}—cyklohexanol, 4—{ 9—cyklopentyl-6-[(6—furan-3—yl-pyridin-3—yl-
methyl)-amino]-9 H-purin—2-ylamino}—cyklohexanol, 49—cyklopentyl—6—{[6—(3—fluoro—
fenyl)-pyridin-3-ylmethyl]-amino}—9 H-purin—2-ylamino)-cyklohexanol, 4—9——cyklopentyl-6—
{[6—(2—methoxy—fenyl)—pyridin—3—ylmethy1]—amino}—9H—purin—2—ylamino)—cyklohexanol, 4-
(9—cyklopentyl—6—{[6—(2—hydroxy—fenyl)—pyridin—3—ylmethyl]—amino}—9H—purin—2—ylamino)—
cyklohexanol, 4—(9—cyklopentyl-6—{ [6—(2—amino—fenyl)—pyridin—3—ylmethyl]-amino}-9H-
purin—2-ylamino)—cyklohexanol, 4- {9-cyklopentyl-6-[(6—pyrazol—1 -yl-pyridin—3—ylmethyl)-
amino]-9H-purin-2-ylamino}—cyklohexanol, 4—5—{ [9—cyklopentyl-2—(4-hydroxy—cyklohexyl-
amino)-9 H-purin—6-ylamino]-methyl}—pyridin—2—yl)-benzoova kyselina, (9—yklopentyl-2—
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morfolin—4—yl-9 H-purin—6-yl)—~(4—thiofen—2—yl-benzyl)-amin, (9—cyklopentyl-2—-morfolin—4-
yl-9 H-purin—6-yl)—~(4-thiofen-3-yl-benzyl)-amin, (9-cyklopentyl-2—-morfolin—4-yl-9 H-
purin—6-yl)~(4—furany—2-yl-benzyl)-amin, (9—cyklopentyl-2-morfolin—4-yl-9H-purin—-6-yl)-
(4—furan-3-yl-benzyl)-amin, (9—cyklopentyl-2-morfolin—4—y1-9 H—purin-6—yl)~(3'fluoro-bi-
fenyl-4—ylmethyl)-amin, (9—cyklopentyl-2-morfolin—4—yl-9 H-purin—6—yl}~(2'-methoxy-bi-
fenyl-4—ylmethyl)-amin, (9-cyklopentyl-2-morfolin—4—yl-9 H—purin—6-yl)—(2'-hydroxy-bi-
fenyl-4—ylmethyl)-amin, (9-cyklopentyl-2—morfolin—4—yl-9 H—purin—6—yl)~(2'-amino-bifenyl-
4—ylmethyl)-amin, (9-cyklopentyl-2-morfolin—4—y}-9 H—purin—6—yl)y—(4—pyrazol-l-yl-benzyl-
amin, 4'-[(9—cyklopentyl-2—morfolin—4—yl-9 H-purin—6—ylamino)-methyl]-bifenyl-4—karboxy-
lova kyselina, (9—cyklopentyl-2-morfolin—4~y -9 H-purin—6—-y!)~(64hiofen—2—yl-pyridin-3-yl-
methyl)-amin, (9—cyklopentyl-2-morfolin—4—yl-9 H—purin-6-yl)—(6-thiofen-3—yl-pyridin-3—
ylmethyl)-amin, (9—cyklopentyl-2-morfolin—4-yl-9 H—purin-6—y 1)« 6—furan-2~yl-pyridin-3-
ylmethyl)}-amin, (9—cyklopentyl-2-morfolin—4—yl-9H-purin—6-yl)~(6—furan-3-yl-pyridin-3-
ylmethyl)-amin, (9-cyklopentyl—2—morfolin—4-y1-9 H-purin—6—yl)-[6—(3—fluoro—fenyl)-pyri-
din-3—ylmethyl]-amin, (9—cyklopentyl-2-morfolin—4—yl-9 H—purin-6-yl)}-[6—(2-methoxy—
fenyl)—pyridin-3—ylmethyl}~amin, (9—cyklopentyl-2-morfolin—4-yl-9 H-purin—6-yl)}-{6—2—
hydroxy—fenyl)-pyridin-3—ylmethyl]-amin, (9-cyklopentyl-2—morfolin—4-yl-9 H-purin—6-yl)-
[6—(2—amino—fenyl)—pyridin-3—ylmethyl]-amin, (9—cyklopentyl-2—-morfolin—4—yl-9 H-purin—-6—
yl)~(6-pyrazol-l-yl-pyridin-3—ylmethyl)}-amin, 4—{5-[(9—cyklopentyl-2-morfolin—4-yl-9—
purin-6-ylamino)-methyl]-pyridin—2-yl}-benzoova kyselina, 1-[9-cyklopentyl-6—(4—thiofen—
2-yl-benzylamino)-9H-purin-2-lamino]-2-methyl-propan—2-ol, 1-[9—cyklopentyl-6—(4-thio-
fen—3—yl-benzylamino)-9H-purin—2—-lamino]-2—-methyl-propan—2-ol, 1-[9—cyklopentyl-6—~4—
furan—2—yl-benzylamino)-9H-purin—2-amino]-2—-methyl-propan-2-ol, I-[9-cyklopentyl-6—4-
furan—3-yl-benzylamino)-9 H-purin-2-lamino]-2—methyl-propan—2-ol, I-{9—cyklopentyl-6—
[(3'—fluoro-bifenyl-4—ylmethyl)-amino]-9H-purin-2—ylamino }—2-methyl-propan—2-ol, 1-{9-
cyklopentyl~6—[(2'—meth0xy—bifenyl-4—ylmethyl)—amino]—9H—purin—2—ylamino}~2—methyl—
propan—2—ol, I-{9—cyklopentyl-6-[(2'-hydroxy-bifenyl-4—ylmethyl)-amino]-9 H-purin—2-yl-
amino}—2-methyl-propan—2—ol, 1-{9—cyklopentyl-6-{(2'-amino-bifenyl-4—ylmethyl)-amino]-
9 H-purin—2—ylamino}—2-methyl-propan—2—ol, I-[9—cyklopentyl-6—(4-pyrazol-1-yl-benzyl-
amino -9 H-purin-2-ylamino]-2-methyl-propan-2-ol, 4'—{ [9—cyklopentyl-2—(2-hydroxy—2—
methyl—propylamino)-9 H-purin—6—ylamino]-methyl}-bifenyl-4—karboxylova kyselina, I-{9—
cyklopentyl—6—[(6—thiofen—2—yl—pyridin—3—ylmethyl)—amino]—9H—purin—2—ylamino}—2—
methyl-propan—2—ol, 1-{9-cyklopentyl-6-[(6-thiofen—3—yl-pyridin-3-ylmethyl)-amino]-9/-
purin—2-ylamino}—-2—methyl-propan-2—ol, |-{9—cyklopentyl-6—[(6—furan—2—yl-pyridin-3-yl-
methyl)-amino]-9H—purin-2-ylamino}—2-methyl-propan—2-ol, I-{9—cyklopentyl-6—[(6—furan—
3—y1—pyridin—3—ylmethyl)—amino]—9H—purin—2—ylamino}—2—methyl—propan—2—ol, 1-(9—yklo-
pentyl—6—{[6—(3—fluoro—fenyl)—pyridin-3—ylmethyl]-amino} —9H-purin—2-ylamino)-2-methyl-
propan—2—ol, 1{(9-cyklopentyl-6—{ [6~(2-methoxy—fenyl)-pyridin—3—ylmethyl]-amino}-9H-
purin—-2-ylamino)-2-methyl—propan-2-ol, 1-(9-cyklopentyl-6—{[6—~2—hydroxy—fenyl)-pyri-
din—3—ylmethyl]—amino}—9H—purin—2—ylamino)—2—methyl—propan—2—ol, 1—(9—cyklopentyl-6—
{[6—~(2—amino—fenyl)—pyridin-3—ylmethyl]-am ino}—9H-purin—2-ylamino)-2-methyl-propan—
2-0l, 1—{9—cyklopentyl—6—[(6—pyrazol—1—yl—pyridin—3—ylmethyl)—amino]—9H—purir1—2—yl-
amino}—2—methyl-propan—2-ol, 4—(5—{ [9—cyklopentyl-2—(2-hydroxy—2-methyl—propylamino)—
9 H-purin—6-ylamino]-methyl}—pyridin-2-yl)-benzoova kyselina, 4-[9—cyklopentyl-6—(4-thio-
fen—2—yl—benzylamino)—9H—purin—2—ylamino]—2—methyl—butan—2—ol, 4-[9—cyklopentyl-6—(4—
thiofen—3—yl—benzylamino)—9H—purin—2—ylamino]—2—methyl—butan—2—ol, 4—[9—cyklopentyl-6—
(4—furan—2—yl—benzylamino)—9H—purin—2—ylamino]—2—methyl—butan—2—ol, 4-[9—cyklopentyl—
6—(4—furan—3—yl—benzylamino)—9H—purin—2—ylamino]—2—methyl—butar1—2—ol, 4-{9—cyklo-
penty]—6—[(3'—ﬂuoro—bifenyl—4—y|methyl)—amino]—9H—purin—2—ylamino}—2—methyl—butan—2—
ol, 4—{9—cyklopentyl—6—[(2'—methoxy—bifenyl—4~ylmethyl)—amino]—9H—purin—2—ylamino}—2—
methyl-butan—2-ol, 4—{9—cyklopentyl—6—[(2'—hydroxy—bifenyl—4—ylmethyl)—amino]—9H—purin—
2—ylamino}-2-methyl-butan-2-ol, 4—{9—cyklopentyl—6—[(2'—amino—bifenyl—4—ylmethy1)—
amino]-9 H-purin—2-ylamino}-2-methyl-butan-2-ol, 4-[9—cyklopentyl-6—4—pyrazol-l-yl-
benzylamino)—9H—purin—2—ylamino]—2—methyl—butan—2—ol, 4'—{[9—cyklopentyl-2—3-hydroxy—
3—methyl—butylamino)—9H—purin—6—ylamino]—methyl}—bifeny]—4—karboxylové kyselina, 4—{9-
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cyklopentyl-6—[(6-thiofen—2—yl-pyridin-3-ylmethyl)-amino]-9 H—purin—2—ylamino}—2—
methyl-butan—2-ol, 4—{9—cyklopentyl-6-[(6-thiofen-3—yl-pyridin-3—ylmethyl)-amino]-9H-
purin—2-ylamino}—2-methyl-butan-2-ol, 4—{9—cyklopentyl-6—[(6-furan-2—yl-pyridin-3-yl-
methyl)-amino|-9H-purin-2-ylamino}-2—methyl-butan—2—ol, 4—{9~cyklopentyl-6—[(6—furan—
3-yl-pyridin—-3-ylmethyl)-amino]-9 H-purin—2—ylamino }-2-methyl-butan-2—ol, 4—(9—cyklo-
pentyl-6—{[6—(3~fluoro—fenyl)-pyridin-3—ylmethyl]-amino}-9 H-purin-2~ylamino)-2—-methyl—
butan—2-ol, 49-cyklopentyl-6—{[6—(2—methoxy—fenyl)-pyridin—3—ylmethyl]-amino}-9H—
purin—2-ylamino)-2-methyl-butan-2-ol, 4—(9-cyklopentyl-6—{[6—2-hydroxy—fenyl)}—pyridin—
3-ylmethyl}-amino}-9H-purin—2—ylamino)-2—-methyl-butan—2-ol, 4—«(9—cyklopentyl—6—{[6—
(2—amino~fenyl)-pyridin-3—ylmethyl]-amino}—9 H-purin-2-ylamino)-2-methyl-butan—2—-ol,
4—{9-cyklopentyl-6—[(6—pyrazol-1-yl-pyridin-3—ylmethyl)-amino]-9 H—purin—2—ylamino }—2—
methyl-butan-2-ol, 4—(5—{[9—cyklopentyl-2—(3-hydroxy—3-methyl-butylamino)-9 H—purin—6—
ylamino]-methyl}—pyridin—2-yl)-benzoov4 kyselina, NZ—(2—amino—propyl)—9—cyklopentyl—N6 —
(4—pyridin—2-yl-benzyl}-9H-purin-2,6~diamin, N°~(2—amino—propyl}-9—cyklopentyl-N°~(4—
thiofen—2-yl-benzyl)}-9 H-purin-2,6-diamin, N°~(2-amino—propyl)}-9—cyklopentyl-N°~(4—thio-
fen—3—yl-benzyl)-9 H-purin-2,6—diamin, N2—(2—amino—propyl)—9~cyk]opentyl—Né—(4—furan—2—
yl-benzyl}-9 H—purin-2,6—diamin, NZ—(2—amino—propyl)—9—cyklopentyl—N(’—(4—furan—3—yI—ben-
zyl)-9H—-purin-2,6—diamin, Nz—(2—amino—propyl)—9—cyklopentyl—N6—(3'—ﬂuoro—bifenyl—4—y1-
methyl}-9 H-purin—2,6—diamin, Nz—(2—amino—propyl)—9—cyklopentyl—Nﬁ—(Z'—methoxy—bifeny]—
4—ylmethyl)-9H—purin-2,6—diamin, Nz—(2—amino—propyl)—9—cyklopent—Nﬁ—(Z’—hydroxy—bi-
fenyl-4—ylmethyl)-9 H—purin-2,6—diamin, Nz—(2—amino—propyl)—9—cyklopentyl—1\’6—(2’—amino—
bifenyl-4-ylmethyl)-9 H—purin-2,6—diamin, NZ—(2—amino—propyl)—9—cyklopentyl—N6 —(4—pyra-
zol-1-yl-benzyl}-9 H-purin-2,6—-diamin, 4'-{[2—(2—-amino—propyl)-9—cyklopentyl-9H—purin—
6—ylamino]-methyl}-bifenyl-4—karboxylova kyselina, NZ—(Z—amino—propy])—N(’-[2,2']bipyridi-
nyl-5-ylmethyl-9—cyklopentyl-9H-purin-2,6—diamin, Nz—(2—amino—propyl)—9—cyklopentyl—
A/°—(6—thiofen—2—yl—pyridin—3—ylmethyl)—9H—purin—2,6—diamin, Nz—amino—propyl)—9—cyklo-
pentyl—N6—(6—thiofen—3—yl—pyridin—3—ylmethyl)—9H—purin—2,6—diamin, N2—(2—amin0—propy1)—
9—cyklopentyl—]\/6—(6—furan—2—yl—pyridin—3—ylmethyl)—9H—purin—2,6—diamin, N—(2-amino—
propyl)—9—cyklopentyl—Nﬁ—(6—furan—3—yl—pyridin—3—ylmethy1)—9H—purin—2,6—diamin, N—2-
amino—propyl)—9—cyklopentyl—]\’6—[6—(3—ﬂuoro—fenyl)—pyridin—3—ylmethyl]—9H—purin—2,6—di-
amin, N2—(2—amino—pr0py])—9—cyklopenty1—]\76—[6—(2—methoxy—fenyl)—pyridin—3—ylmethy1]—
9H-purin-2,6—diamin, N2—(2—amino—pr0py])—9—cyk]opentyl—]\ﬁ—[6—(2—hydroxy—fenyl)—pyridin—-
3—ylmethyl]-9H-purin-2,6—diamin, Nz—(2—amino—propyl)—9—cyklopenty]—N6—[6—(2—amino—
fenyl)-pyridin-3—ylmethyl]-9 H—purin—2,6—diamin, N2—(2—amino—propyl)—9—cyklopentyl—N6—
(6—pyrazol-1-yl-pyridin-3—ylmethyl)-9 H-purin-2,6-diamin, 4—5—{ [2—«2—-amino—propyl)-9—
cyklopentyl-9H-purin-6-yl amino]-methyl}—pyridin-2-yl)-benzoové kyselina, N°~(3~amino—
propyl)—9—cyklopentyl—N6—(4—pyridin—2—yl—benzyl)—9H—purin—2,6—diamin, N—~(3—amino—
propyl)-9-cyklopentyl-N°~(4~thiofen—2—yl-benzyl}-9H-purin-2,6-diamin, N°—(3-amino—
propyl)-9—cyklopentyl-N°—(4—thiofen—3—yl-benzyl}-9H-purin-2,6—diamin, N*—(3-amino—
propyl)—9—cyklopentyl—NG—(4—furan—2—yl—benzyl)—9H—purin—2,6—diamin, N—(3-amino-
propyl)—9—cyklopentyl—N6—(4—furan—3-yl—benzyl)—9H—purin—2,6—diamin, N’—(3-amino—
propyl)—9—cyklopentyl—N6—(3'—fluoro—bifenyl—4—ylmethyl)—9H—purin—2,6—diamin, N—(3-
amino—propyl)—9—cyklopentyl—N6—(2'—methoxy—bifenyl—4—ylmethyI)—9H—purin—2,6—diamin,
N2—(3—amino—propyl)— 9—cyklopentyl—Né—(Z'—hydroxy—bifenyl—4—y1methyl)—9H—purin—2,6—
diamin, N’~(3—-amino— propyl)—9—cyklopentyl—NG—(2'—amino—bifenyl—4—ylmethyl)—9H—purin—
2,6—diamin, Nz—(3—amin0—propyl)—9—cyklopentyl—]\’6—(4—pyrazol—l-yl—benzy])—9H—purin—2,6—
diamin, 4'{ [2~(3—amino-propyl)}-9—cyklopentyl-9H-purin-6—ylamino]-methy1}—bifenyl—4—
karboxylova kyselina, Nz—(3—amin0—propyl}—1\/6 —[2,2")bipyridinyl-5—ylmethyl-9—cyklopentyl—-
9H-purin-2,6—diamin, Nz—(3—amino—propyl)—9—cyklopenty1—N6—(6—thiofen—2—yl—pyridin—3—
ylmethyl)-9 H—purin—2,6—diamin, Nz—(3—amino—propyl)—9—cyk1opentyl—N(’—(6—thiofen—3—yl—
pyridin—3—-ylmethyl}-9 H-purin-2,6—diamin, Nz—(3—amino—propyl)—9—cyklopentyl—]\’6—(6—furan—
2-yl-pyridin-3—ylmethyl}-9 H—purin-2,6—diamin, Nz—(3—amino—propyl)—9—<:yklopentyl—N6 —(6—
furan-3—yl-pyridin-3—ylmethyl}-9 H-purin—2,6—diamin, Nz—(3—amino—propyl)—9—cykloper1tyl—
N6—[6—(3—ﬂuoro—fenyl)—pyridin—3—ylmethyl]—9H—purin—2,6—diamin, Nz—(3—amino—propyl)—9—
cyklopentyl—Né—[6—(2—methoxy—fenyl)—pyridin—3—ylmethy1]—9H—purin—2,6—diamin, N—3-
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amino—propyl)—9—cyklopentyl—Nz—[6—(2—hydr0xy—feny])—pyridin—3—ylmethyl]—9H—purin—2,6—
diamin, Nz—(3—amino—pr0pyl)—9—cyklopentyl—N6—[6—(2—amino—fenyl)—pyridin—3—ylmethyl]—
9H-purin-2,6—diamin, Nz—(3—amino—propyl)—9—cyklopen'tyl—N6 —(6—pyrazol 4—(5—{[2—-3—
amino—propyl)-9—cyklopentyl-9H-purin-6—ylamino]-methyl}—pyridin—2-yl)-benzoova kyseli-
na, Nz—(2—amino—ethyl)—9—cyklopentyl—N6 —(4—pyridin-2-yl-benzy!}-9 H-purin—2,6—diamin, N—
(2—amino—ethyl)—9—cyklopentyl—NG—(4—thiofen—2—yl—benzyl)—9H—purin—2,6—diamin, N—
(amino—ethyl}-9—cyklopentyl-N°~(4-thiofen—3-yl-benzyl}-9 H—purin-2,6—diamin, N2~
amino—ethyl)—9—cyklopentyl—Né—(4—furan—2—yl—benzyl)—9H—purin—2,6—diamin, N*—(2-amino—
ethyl)—9—cyklopentyl—N(’—(4—furan—3—yl—benzyl)—9H—purin—2,6—diamin, N—(2—amino—ethyl)—
9—cyklopentyl-N°—(3'—fluoro-bifenyl-4—ylmethyl)-9 H-purin—2,6—diamin, N—(2—amino—ethyl)—
9—cyk10pentyl—N6—(2'~meth0xy—~bif'enyl—4—ylmethyl)—9H—purin—2,6—diamin, N*~(2—-amino—
ethyl)}-9—cyklopentyl-N"—(2'-hydroxy-bifenyl—4—ylmethyl}-9 H—purin-2,6—diamin, N—2-
amino—ethyl)-9— cyklopentyl-N°~(2'—amino-bifenyl-4-ylmethyl)-9 H-purin-2,6—diamin, N-
(2—amino—ethy])—9—(:yklopentyl—1\/6 —(4—pyrazol-1-yl-benzyl -9 H—purin-2,6—diamin, 4'-{[2—(2~
amino—ethyl)-9—cyklopentyl-9H—purin—-6—ylamino]-methyl}-bifenyl-4—karboxylova kyselina,
N—(2—amino—ethyl)-N°~[2,2"]bipyridinyl-5—ylmethyl-9—cyklopentyl-9 H—purin-2,6—diamin,
N*—(2—amino—ethyl}-9—cyklopentyl— N°~(6—thiofen—2—yl-pyridin-3—ylmethyl}-9H-purin-2,6—
diamin, N°~(2—amino—ethyl}-9—cyklopentyl-N°~(6-thiofen—3—yl-pyridin—3-ylmethyl)-9 H-
purin—2,6—diamin, N°~(2-amino—ethyl)-9—cyklopentyl-N"~(6-furan-2-yl-pyridin-3-ylmethyl)-
9H-purin—2,6—diamin N*—(2—amino—ethyl)}-9—cyklopentyl-N"—~(6—furan-3-yl-pyridin-3—
ylmethyl)-9 H—purin—2,6—diamin, N*—amino—ethyl)-9—cyklopentyl-N"~[6—(3—fluoro—fenyl)-
pyridin—3—ylmethyl}-9 H—purin—2,6—diamin, N*—(2-amino—ethyl}-9—cyklopentyl-N"—[6—(2—
methoxy—fenyl)—pyridin-3—ylmethyl]-9 H—purin-2,6—diamin, N—(2—amino—ethyl)-9—cyklo-
pentyl-N°~[6—(2-hydroxy—fenyl)-pyridin—3—ylmethyl}-9 H-purin-2,6—diamin, N—(2—amino—
ethyl)-9—cyklopentyl-N°—[6—2-amino—fenyl)-pyridin-3—ylmethyl]-9 H—purin-2,6—diamin, N—
(2—amino—ethyl)-9—cyklopentyl-N°~(6~pyrazol-1~yl-pyridin-3—ylmethyl)-9H-purin-2,6—di-
amin, 4—(5—{[2—(2—-amino—ethyl)-9—cyklopentyl-9H-purin—6—ylamino]-methyl}—pyridin—2—
yl)-benzoova kyselina, 3-[9—cyklopentyl-6—(4-thiofen—2-yl-benzylamino)-9 H-purin-2-yl-
amino}-propan—1—ol, 3-[9—cyklopentyl—6—(4-thiofen—3—yl- benzylamino)-9 H—purin-2-yl-
amino]-propan—1-ol, 3-[9—cyklopentyl-6—(4—furan—2-yl-benzylamino)-9 H-purin—2-ylamino]-
propan—1-ol, 3-[9—cyklopentyl-6—(4—furan-3—yl-benzylamino)-9 H—purin-2-ylamino]-propan—
1-ol, 3—{9-cyklopentyl-6-{(3'—fluoro-bifenyl-4—ylmethyl)-amino] -9 H—purin-2-ylamino}—
propan—1—ol, 3—{9—cyklopentyl-6-[(2'-methoxy-bifenyl-4—ylmethyl)-amino]-9 H-purin—2-yl-
amino}—propan-—1—ol, 3—{9—cyklopentyl-6—[(2'-hydroxy-bifenyl-4-ylmethyl)-amino]-9H-
purin—2—-ylamino}—propan—1-ol, 3—{9—cyklopentyl-6-[(2'-amino-bifenyl-4—ylmethyl)-amino]-
9 H-purin—2-ylamino}—propan—1-ol, 3-{9-cyklopentyl-6—(4-pyrazol-1-yl-benzylamino)}-9 4~
purin—2—ylamino]-propan—1 —ol, 4'—{[9-cyklopentyl-2—(3-hydroxy-propylamino)-9 H-purin—
6-ylamino]-methyl}—bifenyl-4-karboxylova kyselina, 3—{9—cyklopentyl-6—{(6~thiofen—2-yl-
pyridin-3-ylmethyl)}-amino]-9H-purin—2—ylamino}—propan—1-ol, 3—{9-cyklopentyl-6—[(6—
thiofen—3—yl—pyridin—3—ylmethyl)-amino]-9 H-purin—2—ylamino }—propan—1—ol, 3—{9—cyklo-
pentyl—6—[(6—furan—2—yl—pyridin—3—ylmethyl)—amino]—9H—purin—2—ylamino}—propan—l—ol, 3-
{9—cyklopentyl-6-[(6—furan-3—yl-pyridin-3—ylmethyl)-amino]-9/~purin-2-ylamino}—
propan—1-ol, 3—+(9—cyklopentyl-6—{ [6—(3—fluoro—fenyl)—pyridin-3—ylmethyl]-amino}-9H-
purin—2-ylamino)—propan—1-ol, 3—(9—cyklopentyl-6—{ [6—+2-methoxy—fenyl)—pyridin-3-yl-
methyl]-amino}~9 H-purin—2-ylamino)-propan—1—ol, 3—+(9—cyklopentyl-6—{ [6—(2-hydroxy—
fenyl)-pyridin-3—ylmethyl]-amino }—9H-purin-2—ylamino)-propan—I—ol, 3—(9—cyklopentyl-6—
{[6—~(2—amino—fenyl)-pyridin-3—yImethyl]-amino} -9 H-purin—2—ylamino)—propan— 1-ol, 3—{9-
cyklopentyl—6—[(6—pyrazol—1—yl—pyridin—3—ylmethyl)—amino]—9H—purin—2—ylamino}—propan—
1-ol, 4—(5—{[9—cyklopenty]—2—(3—hydroxy—pr0pylamino)—9H—purin—6—ylamin0]—methyl}—pyri-
din—2-yl)-benzoova kyselina, (R)-3-[9-cyklopentyl-6—(4-thiofen—2-yl-benzylamino)-9H~
purin—2—-ylamino]-pentan—2-ol, (R)-3-[9—cyklopentyl-6—(4—thiofen—3—yl-benzylamino}-9H-
purin—2—-ylamino}—pentan-2-ol, (R)-3-[9—cyklopentyl-6—(4—furan—2-yl-benzylamino)-9H-
purin—2—ylamino]-pentan—2-ol, (R)y-3-[9—cyklopentyl-6—(4—furan-3—yl-benzylamino)-9H-
purin—2—-ylamino]—pentan-2—ol, (R)-3-{9-cyklopentyl-6—[(3'—fluoro—bifenyl-4—ylmethyl)-
amino]-9H-purin—2-ylamino}—pentan—2—ol, (R)}-3—{9-cyklopentyl-6— [(2'-methoxy—bifenyl-
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4—ylmethyl)-amino]-9 H-purin-2—ylamino}—pentan-2—ol, (R)-3~{9—cyklopentyl-6— [(2'—
hydroxy-bifenyl-4-yImethyl)-amino]-9 H—purin—2—ylamino}-pentan-2-ol, (R)-3—{9-cyklo-
pentyl-6—[(2'-amino-bifenyl-4—ylmethyl)-amino]-9 A—purin—2—ylamino}—pentan—2—ol, (R)-3—
[9—cyklopentyl-6—(4—pyrazol-1-yl-benzylamino)}-9 H-purin-2—ylamino]-pentan—2—ol, 4'—{[9—
cyklopentyl-2—((R)-1-ethyl-2-hydroxy—propylamino)-9 H-purin—6—ylamino}-methyl }-bifenyl—
4—karboxylova kyselina, (R)-3—{9—cyklopentyl-6—[(6-thiofen—2—yl-pyridin-3—ylmethyl)—
amino]-9H~purin-2-ylamino}-pentan—2-ol, (R)}-3—{9—cyklopentyl-6— [(6-thiofen—3—yl-pyri-
din-3-ylmethyl)-amino}-9 H-purin—2—ylamino}—pentan-2—ol, (R)-3—{9—cyklopentyl-6—[(6—
furan—2—yl-pyridin-3—ylmethyl)}-amino]-9 H—purin—2-ylamino}—pentan-2—-ol, (R)-3-{9—cyklo-
pentyl-6—{(6—furan-3-yl-pyridin-3—ylmethyl)-amino]~9 H—purin—2—ylamino}-pentan—2—ol,
(R)-3—(9-cyklopentyl-6—{[6—3—fluoro—fenyl)}-pyridin—3—ylmethyl]-amino } -9 H~purin-2-yl-
amino)-pentan—2-ol, (R)}-3—~(9—cyklopentyl-6—{[6—(2-methoxy—fenyl)}-pyridin—3—ylmethyl]—
amino}—9H-purin-2—ylamino)-pentan-2-ol, (R)}-3—9—cyklopentyl-6—{[6—(2-hydroxy—fenyl)-
pyridin—3—ylmethyl]-amino}-9H-purin-2—ylamino)-pentan—2-ol, (R)}-3—(9—cyklopentyl-6—
{[6—(2—amino-fenyl)-pyridin-3—ylmethyl}-amino}—9H-purin—2—ylamino)-pentan-2—-ol, (R)-3-
{9-cyklopentyl-6—[(6—pyrazol-1-yl-pyridin—3—ylmethyl}-amino]-9 H-purin—2—ylamino}—pen-
tan—2-ol, 4—~(5-{[9—cyklopentyl-2—((R)-1-ethyl-2-hydroxy—propylamino)-9 H-purin—6-yl-
amino]-methyl}—pyridin-2-yl)-benzoova kyselina, [9—cyklopentyl-2—(4-methyl-piperazin—1—
y)-9H-purin—6-yl]-4—pyridin-2-yl-benzyl)-amin, [9—cyklopentyl-2—(4-methyl-piperazin—1—
yD-9H-purin-6-yl](4-thiofen-2-yl-benzyl)-amin, [9—cyklopentyl-2—(4-methyl-piperazin—1—
yD-9H-purin—6-yl]—-(4-thiofen-3—yl-benzyl}-amin, [9—cyklopentyl-2—(4—methyl-piperazin—1—
y)-9H-purin—6-yl]-(4-furan-2—yl-benzyl}-amin, [9—cyklopentyl-2—(4—methyl-piperazin—1—
yD)-9H—-purin—6-yl]+(4—furan-3—yl-benzyl)-amin, [9—cyklopentyl-2—(4—methyl-piperazin—1—
yD-9H-purin—6-yI[«3'fluoro-bifenyl-4—ylmethyl}-amin, [9-cyklopentyl-2—(4—methyl-pipe-
razin—l=yl)}-9H—purin-6-yl|«2'-methoxy-bifenyl-4—ylmethyl}-amin, [9—cyklopentyl-2—(4—
methyl-piperazin—1-yl)-9H-purin-6—yl]«(2'-hydroxy-bifenyl-4—ylmethyl)-amin, [9—cyklo-
pentyl-2—(4-methyl-piperazin—1-yl)-9H-purin—-6-yl]-(2'-amino-bifenyl-4—ylmethyl)-amin,
[9—cyklopentyl-2—(4-methyl-piperazin—1—yl}-9H—purin—6—yl]«(4—pyrazol-1-yl-benzyl)-amin,
4'-{[9—cyklopentyl-2—(4-methyl-piperazin—1—yl}-9H-purin—6—ylamino]-methy1}-bifenyl—4—
karboxylova kyselina, [2,2']bipyridinyl-5—ylmethyl-[9—cyklopentyl-2—(4-methyl—piperazin—1—
yD)-9H-purin—6~yl]-amin, [9—cyklopentyl-2—(4-methyl-piperazin—1—yl}-9H-purin—6—yl]{6—
thiofen—2-yl-pyridin—3—ylmethyl)}-amin, [9—cyklopentyl-2— (4-methyl-piperazin—1—yl)}-9H—
purin—6-yl]«(6-thiofen-3—yl-pyridin—3-ylmethyl}-amin, [9—cyklopentyl-2—(4-methyl—pipera-
zin—1-yl)-9H—purin-6-yl]«(6—furan—2—yl-pyridin-3-ylmethyl)}-amin, [9—yklopentyl-2—(4—
methyl-piperazin—1-yl)-9H-purin—6—yl]«6—furan-3-yl-pyridin-3—ylmethyl)-amin, [9—cyklo-
pentyl-2—(4-methyl-piperazin—1-yl)-9H-purin-6-y!]-[6—~3—fluoro—fenyl}-pyridin-3—ylI-
methyl]-amin, [9—cyklopentyl-2—(4-methy|-piperazin—1-yl)}-9H—purin—6—yl]-{6—(2—-methoxy—
fenyl)-pyridin-3-ylmethyl]-amin, [9—cyklopentyl-2—(4-methyl-piperazin—I-yl)}-9H—purin—6—
ylJ-[6—+2-hydroxy—fenyl)-pyridin-3—ylmethyl]-amin, [9—cyklopentyl-2—(4-methyl—piperazin—
1-y1)-9H-purin—6-yl]-[6~2—-amino—fenyl)-pyridin-3—-ylmethyl]-amin, [9—cyklopentyl-2—(4—
methyl-piperazin—1-yl}-9H-purin—6-yl]H6—pyrazol-1-yl-pyridin-3—ylmethyl)-amin, 4—(5—
{[9—cyklopentyl-2—(4-methyl-piperazin—1-yl}-9H-purin—6—ylamino]-methyl}—pyridin—2—yl)
benzoova kyselina, [9-cyklopentyl-2—(piperazin—1-yl)-9H-purin-6-yl](4—pyridin—2—yl—
benzyl)-amin, [9-cyklopentyl-2—(piperazin—1-yl)}-9H-purin-6~yl](4—thiofen—2—yl-benzyl)—
amin, [9—cyklopentyl-2—(piperazin—1—yl)}-9H-purin-6-yl]—(4-thiofen—3—yl-benzyl-amin[9-
cyklopentyl-2—(piperazin—I-yl)-9H-purin—6—yl]—(4-furan-2-yl-benzyl)-amin, [9—cyklopentyl—
2—(piperazin—1-yl}-9H-purin—6-yl](4—furan-3—yl-benzyl}-amin, [9—cyklopentyl-2—(pipera-
zin—1-yl}-9H-purin-6-yl]~(3'-fluoro-bifenyl-4—yimethyl)-amin, [9—cyklopentyl-2—(piperazin—
1-y1)}-9H-purin—6-yl]«2'-methoxy-bifenyl-4—yImethyl)}-amin, [9—yklopentyl-2—(piperazin—
1=yI}-9H-purin—6-yl]+(2-hydroxy-bifenyl-4-ylmethyl)-amin, [9—cyklopentyl-2—(piperazin—I—
yD-9H—purin-6-yl]-(2'- amino—bifenyl-4—ylmethyl)}-amin, [9-cyklopentyl-2—(piperazin—1—
yD)-9H-purin—6-yl}«(4-pyrazol-1-yl-benzyl)-amin, 4'{ [9—cyklopentyl-2—(piperazin—1-yl)-
9H-purin—6-ylamino]-methy1}—bifenyl-4-karboxylova kyselina, [2,2"]bipyridinyl-5—ylmethyl-
[9—cyklopentyl-2—(piperazin—1-yl)}-9H-purin-6-yl]-amin, [9-cyklopentyl-2—(piperazin—1-yl)-
9H-purin—-6-yl]«6-thiofen—2—yl-pyridin-3—ylmethyl)}-amin, [9—cyklopentyl-2—(piperazin—1—
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y1)-9H-purin—6-yl]—(6-thiofen—3—yl-pyridin-3—ylmethyl)-amin, [9-cyklopentyl-2—~(piperazin—
1—y1}-9H-purin—6-yl]~6—furan—2—yl-pyridin-3—ylmethyl)-amin, [9-cyklopentyl-2—(piperazin—
1-y1)-9H-purin—6—yl](6—furan-3—yl-pyridin-3—ylmethyl)-amin, [9-cyklopentyl-2—(piperazin—
1-y1)-9H-purin—6-yl]-[6—3—fluoro—fenyl)-pyridin-3—ylmethyl]-amin, [9-cyklopentyl-2—
(piperazin—1-yl)-9H-purin-6-yl]-[6—(2—methoxy—fenyl)-pyridin-3 ~ylmethyl]-amin, [9—cyklo-
pentyl—2—(piperazin—1—yl)—9H—purin—6—yl]—[6—(2—hydroxy—fenyl)—pyridin—3—ylmethy]]—amin,
[9—cyklopenty 1 -2—(piperazin—1-yl)-9H—purin—6-yl]-[6—{2-amino—fenyl)-pyridin—3-yl-
methyl]-amin, [9—cyklopentyl-2—(piperazin—1-yl}-9H-purin—6-yl]«6-pyrazol-1-yl-pyridin—
3—ylmethyl)-amin, 4—(5—{[9-Cyklopentyl-2—(piperazin—I—-yl)-9H-purin-6—ylamino}-methyl}-
pyridin—2—yl)}-benzoova kyselina, 9—cyklopentyl—Nz—piperidin—él—ylmethyl—Né—(4—pyridin—2—
yl-benzy!)-9H-purin—2,6-diamin, 9—cyklopentyl-N"—piperidin—4-ylmethyl-N’~(4-thiofen-2—
yl-benzyl)-9 H-purin—2,6—diamin, 9—cyklopentyl—N2—piperidin—4—ylmethyl—N°—(4—thiofen—3—
yl-benzyl)}-9 H-purin-2,6—diamin, 9—cyklopentyl—N2—piperidin—4—ylmethyl—Né—(4—furan—2—yl—
benzyl)-9H-purin—2,6—diamin, 9—cyklopentyl—Nz—piperidin—4—ylmethy]—NG—(4—furan—3—yl—
benzyl)-9 H-purin-2,6—diamin, 9—cyklopentyl—N2—piperidin—4—y1methy]—N"—(3'—ﬂuoro—bifenyl—
4—ylmethyl)}-9 H—purin-2,6—diamin, 9—cyklopentyl—N2—piperidin—4—ylmethyl—1\76—(2'—methoxy—
bifenyl-4—ylmethyl)-9H-purin-2,6-diamin, 9-cyklopentyl— N—piperidin—4-ylmethyl-N°~(2'
hydroxy-bifenyl-4-ylimethyl)-9H-purin-2,6—diamin, 9—cyklopentyl-N*—piperidin—4-ylmethyl-
N~2'-amino-bifenyl-4—ylmethyl)}-9 H—purin-2,6—diamin, 9—cyklopentyl-N"—piperidin—4-yl-
methyl-N°~(4—pyrazol-1—yl-benzyl)}-9 H-purin-2,6—diamin, 4'~({9-cyklopentyl-2—[(piperidin—
4—ylmethyl}-amino]-9 H-purin-6-ylamino}—methyl)-bifenyl-4—karboxylova kyselina, 9—cyklo-
pentyl—Nz—piperidin—4—ylmethyl—N6 —(6-thiofen—2—yl-pyridin-3—ylmethyl}-9 H—purin-2,6—di-
amin, 9—cyklopentyl—N2—piperidin—4—ylmethyl—]\16 —(6-thiofen—3—yl-pyridin—3—ylmethyl)-9H~
purin—2,6—diamin, 9—cyklopentyl—N2—piperidin—4—ylmethyl—N(’—(6—furan—2—yl—pyridin—3—yl-
methyl)}-9H-purin—2,6—diamin, 9—cyklopentyl—N2—piperidin—4—ylmethy1—A’6—(6—furan—3—y1—
pyridin—3—ylmethyl]-9 H-purin-2,6—diamin, 9—cyklopentyl—N2—[6—(2—meth0xy—fenyl)—pyridin—
3—ylmethyl]-N*—piperidin—4—ylmethyl-9H-purin-2,6-diamin, 9—cyklopenty-N"~[6—(2-
hydroxy—fenyl)—pyridin—3—ylmethyl]—N2—piperidin—4—ylmethyl—9H—purin—2,6—diamin, 9—cyklo-
pentyl—Nz—[6—(2—amino—fenyl)—pyridinw3—ylmethy]]—Nz—piperidin—4—y1methyl—9H—purin—2,6—
diamin, 9—cyklopentyl—N2-pipendin—4—yl—methyl—N(’ —pyrazol—1-yl-pyridin-3—ylmethyl)}-9H-
purin-2,6—diamin, 4-[5—({9—cyklopentyl-2-[(piperidin—4—ylmethyl)-amino]-9 H-purin—6-yl-
amino}—methyl)}—pyridin—2—yl]-benzoova kyselina, (R)-2—[9-cyklopentyl-6—(4-pyridin—-2-yl-
benzylamino)-9H-purin—2—ylamino]-butan-1-ol, (R)y-2—[9—cyklopentyl-6—(4—thiofen—2—yl-
benzylamino)-9 H-purin-2—-ylamino]-butan—1-ol, (R)-2-[9—cyklopentyl-6—(4—thiofen-3-yl-
benzylamino)-9 H-purin—2—ylamino]-butan—1-ol, (R)-2-[9-cyklopentyl-6—(4—furan—2-yl-
benzylamino)-9 H-purin—2—ylamino]-butan-1-ol, (R)-2—[9—cyklopentyl-6—(4—furan-3-yl—-
benzylamino)-9H-purin-2—ylamino]-butan—1-ol, (R)-2—{9—cyklopenty-6—{(3 "“fluoro-bifenyl-
4-yImethyl)-amino]-9 H-purin-2—ylamino}—butan—1-ol, (R)}-2—{9-cyklopentyl-6-[(2'-
methoxy-bifenyl-4-ylmethyl}-amino]-9H-purin-2-ylamino}-butan—1-ol, (R)-2—{9—cyklo-
pentyl-6-[(2'-hydroxy-bifeny |-4—ylmethyl)-amino]-9 H—-purin—2—ylamino}—butan—1—ol, (R)}-2—
{9—cyklopentyl—6—[(2'—amino—bifenyl—4—ylmethyl)—amino]—9H—purin—2—ylamino}—butan—l—ol,
(R)-2-{9—cyklopentyl-6—(4—pyrazol-1 —yl-benzylamino)}-9H-purin—2-ylamino]-butan—1-ol, 4
{[9—cyklopentyl—2—((R)—l—hydroxymethyl—propylamino)—9H—purin—6—ylamino]—methyl}—bi-
fenyl-4—karboxylova kyselina, (R)-2—{9—cyklopentyl—6—[(6-thiofen—2-yl-pyridin—3—ylmethyl-
amino]-9H-purin—2-ylamino}—butan—1-ol, (R)-2—{9—cyklopentyl-6—[(6—thiofen—3—yl-pyridin—
3—ylmethyl)-amino]-9 H-purin—2-ylamino}-butan—1-ol, (R)-2—{ 9—cyklopentyl-6—[(6—furan—2—
yl-pyridin—3—ylmethyl)-amino]-9 H-purin—2-ylamino}-butan—1—ol, (Ry-2—{9—cyklopentyl-6—
[(6~furan—3-yl—pyridin-3—ylmethyl)-amino]-9 H-purin-2-ylamino}—butan—1 —ol, (Ry-2—(9-
cyklopentyl—6—{[6—(3—ﬂuoro—fenyl)—pyridin—3—ylmethyl]—amino}—9H—purin—2—ylamin0)—
butan—1-ol, (R)-2—(9—cyklopentyl-6—{ [6—(2-methoxy—fenyl)-pyridin—3—ylmethyl]-amino}—

9 H—purin—2—ylamino)-butan—1-ol, (R)-2+9—cyklopentyl-6—{ [6—(2—hydroxy—fenyl)—pyridin—-3—
ylmethyl]-amino}-9H-purin—2-ylamino)-butan-1-ol, (R)-2—~(9—cyklopentyl-6—{[6—(2—amino—
fenyl)-pyridin-3—ylmethyl]-amino}-9 H-purin-2-ylamino)-butan-1-ol, (R)-2—{9-cyklopentyl-
6-[(6-pyrazol—1-yl-pyridin-3-ylmethyl-amino]-9 H—purin-2-ylamino}-butan—1-ol, 4—(5-{[9-
cyk]opentyl—2—((R)—1—hydroxymethyl—propylamino)—9H—purin—6—ylamino]——methy]}—pyridin—
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2-yl)-benzoova kyselina, 2—{4-[9—cyklopentyl-6—(4—pyridin—2-yl-benzylamino)}-9 H-purin—2—
yll-piperazin—1-yl}—ethanol, 2—{4-[9—cyklopentyl-6—(4-thiofen—2—yl-benzylamino)}-9H-
purin—2-yl]-piperazin—1-yl}—ethanol, 2—{4-[9—cyklopentyl-6—(4-thiofen-3—yl-benzylamino)—
9 H-purin-2-yl]-piperazin—1-yl}—ethanol, 2—{4-[9—cyklopentyl-6—(4—furan—2—yl-benzyl-
amino)-9H-purin-2-yl]-piperazin—1-yl}—ethanol, 2—{4-[9—cyklopentyl-6—(4—furan—3—yl—
benzylamino)-9H-purin-2-yl}-piperazin—1-yl}—ethanol, 2—(4—{9—cyklopentyl-6—[(3'—fluoro—
bifenyl-4—ylmethyl)-amino]-9 H—purin-2—yl}—piperazin—1-yl)}-ethanol, 2—(4—{9—cyklopentyl—
6—{(2'-methoxy-bifenyl-4-ylmethyl)}-amino]-9H-purin—2-yl}—piperazin—1-yl)—ethanol, 24—
{9—cyklopentyl-6-[(2'-hydroxy-bifenyl-4-ylmethyl)-amino]-9 H-purin—-2-yl}—piperazin—1—
yl)-ethanol, 2—(4—{9—cyklopentyl-6-[(2'-amino-bifenyl-4—ylmethyl)}-amino]-9 H-purin—2-yl}—
piperazin—I-yl)-ethanol, 2—{4-[9—cyklopentyl-6—(4—pyrazol-1-yl-benzylamino)-9 H—purin—2—
yl]-piperazin—1-yl}—ethanol, 4~ {9—cyklopentyl-2—[4—(2-hydroxy-ethyl)}-piperazin—1—yl]-9 H~
purin—6-ylamino}~methyl)-bifenyl-4—karboxylova kyselina, 2—(4—{6-[([2,2"1bipyridinyl-5—
ylmethyl)-amino]-9-cyklopentyl-9H-purin—2—yl}—piperazin—1-yl)-ethanol, 2-[4—(9—cyklo-
pentyl—6—{[6—~(3—fluoro—fenyl)-pyridin-3-ylmethyl]-amino}—9 H-purin-2~yl)-piperazin—1-yl]-
ethanol, 2-[4~(9—cyklopentyl-6—{[6—2-methoxy—fenyl)-pyridin—3—ylmethyl]-amino} -9 H-
purin-2-yl)-piperazin—1-yl]-ethanol, 2—[4—~(9-cyklopentyl-6—{[6—(2-hydroxy—fenyl)pyridin—
3-ylmethyl]-amino}-9H-purin—-2—yl)-piperazin—1—yl]-ethanol, 2—[4—(9—cyklopentyl-6—{[6—(2—
amino—fenyl)-pyridin-3-ylmethyl}-amino}—9 H—purin-2-yl)-piperazin—1-yl]—ethanol, 4-[5—
({9—cyklopentyl-2—[4—(2-hydroxy—ethyl—piperazin—1-yl]-9 H-purin—6-ylamino }—methy)—
pyridin—2-yl}-benzoova kyselina, 2—(4—{9—cyklopentyl-6-[(6-thiofen-2-yl-pyridin-3—yl-
methyl)-amino]|-9H~purin-2-yl}—piperazin-1—yl)}-ethanol, 2—(4—{9—cyklopentyl-6—[(6~thio-
fen—3-yl-pyridin-3—ylmethyl)-amino}-9 H-purin—2-yl}-piperazin—1-yl}-ethanol, 2—(4—{9—
cyklopentyl-6-[(6—furan—2-yl-pyridin—3-ylmethyl)}-amino]-9 H-purin-2-yl}—piperazin—1—yl)-
ethanol, 2—(4—{9-cyklopentyl-6—[(6—furan—3—yl-pyridin-3—ylmethyl)-amino]-9 H-purin—2—
yl}—piperazin-1-yl)-ethanol, 2—«4—{9—yklopentyl-6—[(6—pyrazol-1-yl-pyridin-3—ylmethyl)—
amino]-9H—purin—2-yl}~piperazin-1-yl)-ethanol, 2—(2—{4—[9—cyklopentyl-6—(4—pyridin-2—yl—
benzylamino)-9 H-purin—2—yl]-piperazin—1-yl}—ethoxy)—ethanol, 2-[2—~(4—{9—cyklopentyl-6—
[(3'—fluoro-bifenyl-4-yImethyl)-amino]-9 H-purin—2-yl}piperazin—I-yl)—ethoxy]—ethanol, 2—
[2+4—{9-cyklopentyl-6-[(2'-methoxy-bifenyl-4—ylmethyl)}-amino]-9 H—purin—2-yl }—pipera-
zin—1-yl)—ethoxy]—ethanol, 2-{2+(4-{9—cyklopentyl-6-[(2'-hydroxy-bifenyl-4—ylmethyl)}—
amino]-9H—purin—2-yl}—piperazin-1-yl)-ethoxy]—ethanol, 2-[2—{4—{9—cyklopentyl-6—[(2'-
amino-bifenyl-4-ylmethyl)-amino]-9H-purin-2—yl}-piperazin—1-yl)}-ethoxy]—ethanol, 4'~[(9—
cyklopentyl-2—{4-[2—(2-hydroxy—ethoxy)—ethyl]-piperazin—1-yl}-9 H-purin-6—ylamino)—
methyl]-bifenyl-4-karboxylova kyselina, 2~2—{4-[9—cyklopentyl-6—(4—thiofen—2—yl-benzyl-
amino)-9 H-purin-2-yl]-piperazin-1-yl}—ethoxy )}-ethanol, 22— {4-[9-cyklopentyl-6—(4—thio-
fen—3-yl-benzylamino)-9 H-purin—2-yi]-piperazin-1-yl}—ethoxy)—ethanol, 2—(2—{4— [9-cyklo-
pentyl-6—~4—furan-2-yl-benzylamino)-9 H-purin-2-yl]-piperazin-1-y1 }—ethoxy)—ethanol, 2—
(2—{4—[9—cyklopentyl—6—(4—furan—3—yl—benzylamino)—9H—purin—2—yl]—piperazin—1—y1}—
ethoxy)—ethanol, 2—(2—{4-[9—cyklopentyl-6—(4—pyrazol—1 ~yl-benzylamino)}-9H-purin-2-yl]-
piperazin—1—yl}—ethoxy)—ethanol, 2-[2+4-{6-{([2,2']bipyridinyl-5—ylmethyl}-amino]-9—cyklo-
pentyl-9H-purin—2-yl}—piperazin—1-yl)-ethoxy]—ethanol, 2—{ 2-[4—+(9—cyklopentyl-6— {[6—+3—
ﬂuoro—fenyl)—pyridin—3—ylmethyl]—amino}—9H—purin—2—yl)—piperazin—l—yl]—ethoxy}—ethanol,
2—{2-[4—+(9—cyklopentyl-6—{ [6—(2—methoxy—fenyl)—pyridin-3—ylmethyl]-amino} -9 H-purin-2—
yD-piperazin—1-yl]-ethoxy}—ethanol, 2—{2~[4~(9-cyklopentyl—6—{[6—2-hydroxy—fenyl)}—pyri-
din—-3—ylmethyl]-amino}-9H-purin-2-yl)-piperazin-1-yl]-ethoxy }—ethanol, 2-{2-[4+9-
cyklopentyl—6—{ [6—(2—amino—fenyl)—pyridin—3—ylmethyl]—amino}—9H—purin—2—yl)—piperazin—
1-yl]-ethoxy}—ethanol, 4—{5-[(9-cyklopentyl-2—{ 4-[2—(2-hydroxy—ethoxy)—ethyl]-piperazin—
1-yI}-9H—purin-6-ylamino)-methyl]-pyridin-2—yl}-benzoova kyselina, 2-[2+4—{9—yklo-
pentyl—6—[(6—thiofen—2-yl—pyridin—3—ylmethyl—amino]—9H—purin—2—yl}—piperazin—l—yl)—
ethoxy]-ethanol, 2-[2—(4—{ 9—cyklopentyl-6-[(6-thiofen—3~yl-pyridin-3—-ylmethyl}-amino]-
9H-purin-2-yl}—piperazin—1-yl)-ethoxy]—ethanol, 2-{2—(4-{9—cyklopentyl-6-[(6—furan—2—yl—
pyridin—3~ylmethyl}-amino]-9H-purin—2-yl}—piperazin—1 —yl)-ethoxy]—ethanol, 2-[2—(4—{9-
cyklopentyl-6—[(6—furan—3-yl-pyridin—3 —ylmethyl)y-amino]-9H-purin—2—yl}-piperazin—1-yl)—
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ethoxy]—ethanol, 2—[2—~4—{9—cyklopentyl—6—[(6—pyrazol-1—yl-pyridin—3—-ylmethyl)-amino]—
9 H-purin—2-yl}—piperazin—1-yl)}—ethoxy]—-ethanol,

a jejich farmaceuticky prijatelné soli s alkalickymi kovy, amoniakem ¢i aminy, nebo jejich adicni
soli s kyselinami.

Obecné syntetické pfistupy

Slougeniny podle tohoto vynalezu byly ptipraveny konvenénimi chemickymi postupy vyznacuji-
cimi se vysokou variabilitou substituentii v polohach 2 a 6 purinové molekuly. PouZité syntetické
postupy jsou znazornény v obecném schématu 1.

cl /Al(j/\NH D/\NH
XN a RN XN e RN XN
,JI\ — HI\ . JI\
CI/kN/ N> Cl/kN/ N> HTJ\N/ N>
R1
(1) lé y @) @ y ®) lf

Br = N)\/[N b Br = N/‘jiN\ FZ NJ\IN
N 1 3
CI/MN/ N> HT*N/ N> HN)l\N/ N>
R' d b
(2) @) (e)

A=CneboN

Reaktanty a podminky:

a: ptislusny amin, DIPEA, n—propanol, 120 °C (zatavena trubice), 4 az8 h

b: trans—1,4—diaminocyclohexan, 160 °C (zatavena trubice), 4 h

c: prislusna arylboronova kyselina, Pd(OAc),, K;PO4, TBAB, DMF, 80az120°C,4az48h
d: piislusna arylboronova kyselina, Pd(dba),, PPh;, Na,CO;, DME, voda, 80°C,8az16 h
e: prislusny amin, DIPEA, NMP, 160 °C, 4 az 72 h

f: 1. BBr;, DCM, 2. methanol

Syntéza za¢ind z komeréné dostupného 2,6—dichloropurinu, ktery jev prvnim kroku alkylovan
Mitsunobuovou alkylaci za vzniku 9—cyklopentyl-2,6—dichloro-9H-purinu (1) jenZ je nasledné
reagovan s prislunym 4-brombenzylaminem, resp. C—(6-brom—pyridin—3—yl)methylaminem za
vzniku sloudeniny vzorce 2. V nékterych pfipadech byla také provedena reakce primo s prislus-
nym 1—(subst.bifenyl)-methanaminem nebo 1-[4—(heteroaryl)fenyljmethanaminem, resp. 1-[6—
(subst.fenyl)pyridin—3—yllmethanaminem nebo 1-[6—(heteroaryl)pyridin—3—yl]Jmethanaminem za
vzniku slougeniny obecného vzorce 3. Substituce atomu chloru v poloze 2 purinové molekuly
probiha v ptipadé sloucenin obecného vzorce 2, resp. 3, za velkého pfebytku pfislusného aminu v
pritomnosti silné baze a pii teploté 160 °C za vzniku slouceniny obecného vzorce 4, resp. 3.
Tvorba C—C vazeb za podminek Suzukiho reakce slou¢enin obecného vzorce 2, resp. 4, s piislus-
nym arylem, resp. heteroaryl boritou kyselinou, postupuje pozvolna dokonce i v pFitomnosti ato-
mu chloru u slougenin obecného vzorce 2 a 3, resp. 5. Demethylace slouceniny obecného vzorce
6, ve které je R? 2-methoxyfenylové skupina, je dosazeno pfi pouZiti bromidu boritého v dich-
lormethanu za mirnych podminek.

-12-



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 306894 B6

Terapeutické piipravky

Terapeuticky piipravek obsahuje od 1 do 95 % aktivni latky, pfi¢emZ jednorazové davky obsahu-
Ji prednostné od 20 do 90 % aktivni latky a pii zptsobech aplikace, které nejsou jednorazové,
obsahuji pfednostné od 5 do 20 % aktivni latky. Jednotkové davkové formy jsou napi. potahova-
né tablety, tablety, ampule, lahvicky, &ipky nebo tobolky. Jiné formy aplikace jsou napt. masti,
krémy, pasty, pény, tinktury, rténky, kapky, spreje, disperze atd. P¥ikladem jsou tobolky obsahu-
Jiciod 0,05 g do 1,0 g aktivni latky.

Farmaceutické piipravky podle predlozeného vynalezu jsou piipravovany znamym zpiisobem,
napf. béZznym michanim, granulaci, potahovanim, rozpoustécimi nebo lyofilizaénimi procesy.
Pfednostné jsou pouzivany roztoky aktivnich latek a dale také suspenze nebo disperze, obzvlasts
izotonické vodné roztoky, suspenze nebo disperze, které mohou byt p¥ipraveny pred pouzitim,
napt. v pfipad¢ lyofilizovanych preparati obsahujicich aktivni latku samotnou nebo s nosi¢em
jako je mannitol. Farmaceutické piipravky mohou byt sterilizovany a/nebo obsahuji excipienty,
napf. konzerva¢ni ptipravky, stabilizatory, zvlh¢ovadla a/nebo emulgatory, rozpoustéci ¢inidla,
soli pro regulaci osmotického tlaku a/nebo pufry. Jsou pFipravovany zndmym zpGsobem, napf.
béznym rozpousténim nebo lyofilizaci. Zminéné roztoky nebo suspense mohou obsahovat latky
zvySujici viskozitu, jako napf. sodnou sil karboxymethylceluldzy, dextran, polyvinylpyrrolidon
nebo Zelatinu.

Olejové suspense obsahuji jako olejovou slozku rostlinné, syntetické nebo semisyntetické oleje
obvyklé pro injekéni Gcely. Oleje, které zde mohou byt zmin&ny, jsou obzvlasté kapalné estery
mastnych kyselin, které obsahuji jako kyselou slozku mastnou kyselinu s dlouhym fetézcem ma-
Jicim 8 az 22, s vyhodou pak 12 az 22 uhlikovych atomd, napt. kyselinu laurovou, tridekanovou,
myristovou, pentadekanovou, palmitovou, margarovou, stearovou, arachidonovou a behenovou,
nebo odpovidajici nenasycené kyseliny, napf. kyselinu olejovou, alaidikovou, eurikovou, brasi-
dovou a linoleovou, pfipadné s ptidavkem antioxidantd, napt. vitaminu E, B—karotenu nebo 3,5~
di—terc-butyl-4-hydroxytoluenu. Alkoholova slozka téchto ester@i mastnych kyselin nema vice
nez 6 uhlikovych atomi a je mono— nebo polyhydrické, nap¥. mono—, di— nebo trihydrické alko-
holy jako metanol, etanol, propanol, butanol nebo pentanol a jejich isomery, ale hlavné glykol a
glycerol. Estery mastnych kyselin jsou s vyhodou napf. ethyl oleat, isopropyl myristat, isopropyl
palmitat, "Labrafil M 2375" (polyoxyethylen glycerol trioleat, Gattefoseé, Pafiz), "Labrafil M
1944 CS" (nenasycené polyglykolované glyceridy pfipravené alkoholyzou oleje z meruiikovych
Jader a slozené z glyceridi a esterii polyethylen glykolu; Gattefoseé, Patiz), "Labrasol" (nasycené
polyglykolované glyceridy pfipravené alkoholyzou TCM a slozené z glyceridi a esterii polyethy-
len glykolu; Gattefose¢, Pariz) a/nebo. "Miglyol 812" (triglycerid nasycenych mastnych kyselin s
delkou fetézee Cg az Cy, od Hiils AG, Némecko) a zv1aste rostlinné oleje jako bavinikovy olej,
mandlovy olej, olivovy olej, ricinovy olej, sezamovy olej, séjovy olej a zejména olej z podzemni-
ce olejné.

Priprava injekéniho pripravku se provadi za sterilnich podminek obvyklym zpiisobem, nap¥. pl-
nénim do ampuli nebo lahvi¢ek a uzaviranim obal.

Napt. farmaceutické ptipravky pro oralni pouziti se mohou ziskat smichanim aktivni latky s jed-
nim nebo vice tuhymi nosi¢i, pfipadnou granulaci vysledné smési, a pokud je to pozadovano,
zpracovanim smési nebo granuli do tablet nebo potahovanych tablet ptidavkem dalsich neutral-
nich latek.

Vhodné nosice jsou obzvlasté plnidla jako cukry, napf. laktéza, sachardza, mannitol nebo sorbi-
tol, celulézové preparaty a/nebo fosfore¢nany vapniku, s vyhodou fosfore¢nan vapenaty nebo
hydrogenfosfore¢nan véapenaty, dale pojiva jako $kroby, s vyhodou kukufi¢ny, pseni¢ny, ryzovy
nebo bramborovy Skrob, methylceluléza, hydroxypropylmethylceluléza, sodna sil karboxy-
methylcelulozy a/nebo polyvinylpyrrolidin, a/nebo pokud pozadovano desintegratory jako vyse
zminéné Skroby a dale karboxymethylovy Skrob, zesitény polyvinylpyrrolidin, alginova kyselina
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a jeji soli, s vyhodou alginat sodny. Dalsi neutralni latky jsou regulatory toku a lubrikanty, s vy-
hodou kyselina salicylov4, talek, kyselina stearova a jeji soli jako stearat hore¢naty a/nebo vape-
naty, polyethylen glykol nebo jeho derivaty.

Jadra potahovanych tablet mohou byt potazena vhodnymi potahy, které mohou byt odolné vici
zalude&ni §ave, pri¢emz pouzivané potahy jsou mezi jingymi koncentrované roztoky cukri, ktere
mohou obsahovat arabskou gumu, talek, polyvinylpyrrolidin, polyethylen glykol a/nebo oxid
titanicity, dale potahovaci roztoky ve vhodnych organickych rozpoustédlech nebo smésich roz-
poustédel, &i pro piipravu potahti odolnych viigi Zalude&ni $tavé roztoky vhodnych celulézovych
preparati jako acetylcelulzaftalat nebo hydroxypropylmethylcelulozaftalat. Barviva nebo pig-
menty jsou pfimichavany do tablet nebo potahovanych tablet napf. pro identifikaci nebo charak-
terizaci riznych davek uc¢inné slozky.

Farmaceutické ptipravky, které mohou byt uzivany oralng, jsou také tvrdé tobolky ze Zelatiny
nebo mékké uzaviené tobolky ze Zelatiny a zmék&ovadla jako glycerol nebo sorbitol. Tvrdé to-
bolky mohou obsahovat aktivni litku ve form& granuli, smichanou napf. s plnidly jako je kuku-
fi¢ny $krob, pojivy nebo lubrikanty jako talek nebo stearat hore¢naty, a se stabilizatory. V mek-
kych tobolkach je aktivni latka prednostné rozpusténa nebo suspendovana ve vhodnych kapal-
nych latkach neutralni povahy jako mazaci tuk, parafinovy olej nebo kapalny polyethylen glykol
& estery mastnych kyselin a ethylen nebo propylen glykolu, pficemz je také moZno pfidat stabili-
zatory a detergenty napf. typu ester polyethylen sorbitanovych mastnych kyselin.

Dalsi formy oralniho podavéni jsou napf. sirupy pfipravované béznym zpuisobem, které obsahuji
aktivni slozku napf. v suspendované formé a v koncentraci okolo 5 az 20 %, ptednostn€ okolo
10 % nebo podobné koncentrace, kterd umoZiiuje vhodnou individuaini davku, napt. kdyZ je me-
feno 5 nebo 10 ml. Ostatni formy jsou napf. praskové nebo kapalné koncentrity pro pFipravu
koktejlti, napt. v mléce. Takovéto koncentraty mohou byt také baleny v mnoZzstvi odpovidajicim
jednotkové déavce.

Farmaceutické pripravky, které mohou byt pouzivany rektalng, jsou napt. Cipky, které obsahuji
kombinaci aktivni latky se zakladem. Vhodné zaklady jsou napf. piirodni nebo syntetické trigly-
ceridy, parafinové uhlovodiky, polyethylen glykoly nebo vyssi alkoholy.

P¥ipravky vhodné pro parenteralni podani jsou vodné roztoky aktivni slozky ve formé rozpustné
ve vodé, napk. ve vodé rozpustna sil nebo vodna injekéni suspenze, ktera obsahuje latky zvySuji-
¢i viskozitu, napt. sodnou siil karboxymethylceluldzy, sorbitol a/nebo dextran, a stabilizatory tam
kde je to vhodné. Aktivni litka miZe byt také pfitomna ve formé lyofilizatu spolecng s excipienty
kde je to vhodné a miize byt rozpusténa pied parenteralni aplikaci pfidanim vhodnych rozpousté-
del. Roztoky, které jsou pouZity pro parenteralni aplikaci, mohou byt pouzity napf. i pro infuzni
roztoky. Preferovana konzervovadla jsou s vyhodou antioxidanty jako kyselina askorbova, nebo
mikrobicidy kyselina sorbova ¢i benzoova.

Tinktury a roztoky obvykle obsahuji vodné—etanolickou bazi, ke které jsou pfimichana zvlh¢ova-
dla pro snizeni odpatovani, jako jsou polyalkoholy, napf. glycerol, glykoly a/nebo polyethylen
glykol, dale promazéavadla jako estery mastnych kyselin a nizSich polyethylen glykold, tj. lipofil-
ni latky rozpustné ve vodné smési nahrazujici tukové latky odstranéné z kuze etanolem, a pokud
je to nutné, i ostatni excipienty a aditiva.

Vynalez se také vztahuje na procesy nebo metody pro lé¢eni nemoci zminénych vyse. Latky mo-
hou byt podavany profylakticky nebo terapeuticky jako takové nebo ve formé farmaceutickych
piipravki, prednostné v mnoZzstvi, které je efektivni proti zminénym nemocem, pficemz u teplo-
krevnych Zivogichi, napt. €lovéka, vyZadujiciho takovéto oSetfeni, je latka pouZivana zejména ve
formé farmaceutického piipravku. Na télesnou hmotnost okolo 70 kg je aplikovana denni davka
latky okolo 0,1 az 5 g, s vyhodou 0,5 az2 g.
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Objasnéni vvkrest

Obr. 1 shrnuje vysledky indukce apoptozy v riznych nadorovych liniich odvozenych od hepato-
celularniho karcinomu ovlivnénych latkou BP14. Asynchronni buiiky byly na dobu 24 hodin
vystaveny plsobeni riznych koncentraci latky BP14 a pomoci imunoblottingu poté byla sledova-
na mira St€peni proteinu PARP-1 a hladina antiapoptotického proteinu Mcl-1. Pro potvrzeni rov-
nomérného naneseni vzorki byla detekovana hladina aktinu.

Obr. 2 ukazuje indukei apoptézy v riznych nadorovych liniich odvozenych od hepatocelularniho
karcinomu ovlivnénych latkou BP14. Aktivita kaspas—3/7 byla méfena pomoci fluorogenniho
substratu Ac-DEVD-AMC v lyzatech bunek vystavenych pisobeni latky BP14 o vzristajici
koncentraci.

Obr. 3 shrnuje vysledky inhibice transkripce v riiznych nadorovych liniich odvozenych od hepa-
tocelularniho karcinomu ovlivnénych latkou BP14 pomoci imunoblottingu. Pro potvrzeni rovno-
mérného naneseni vzorkil byla detekovana hladina aktinu. Obr. 4 ukazuje vliv 2-substituova-
nych—6-biarylmethylamino—9—cyklopentyl-9 H—purinovych derivati na migraci endotelialnich
bun¢k pupecnikové zily (HUVECs — human umbilical vein endothelial cells). Mira migrace je
urena s vyuzitim "in house" jako procento pixeli fotky, které neni pokryto buiikami. (A) kon-
trolni buriky; (B) positivni kontrola (buiiky kultivovany bez pfitomnosti fetalniho séra); (C) buri-
ky ovlivnéné latkou BP30 (100 nM); (D) buiiky ovlivnéné latkou BP36 (100 nM).

Obr. 5 shrnuje vysledky pisobeni latek BP14 a BP20 v angiogennim testu, tzv. tube formation.
Buiiky HUVEC byly vysazeny na Matrigel a kultivovany po dobu 24 hodin v ptitomnosti latek
BP14 a BP20. Po uplynuti doby inkubace byla sledovana tvorba kapilarnf sité.

Obr. 6 shrnuje miru exprese proteinu ELAM-1 v buitkich HUVEC ovlivnénych nanomolarnimi
koncentracemi studovanych slou¢enin po dobu 4 hodin. Data jsou uvedena jako primér a sm&ro-
datna odchylka tii nezavislych experimentd.

Obr. 7 ukazuje sniZeni viability bun¢k karcinomu jater a inhibici CDK piisobenim latky BP14.
(A) koncentraéni zavislost G¢inku BP14 na viabilitu lidskych jaternich nadorovych bunék
HepG2, PLC, Hep3B a 3sp; (B) inhibice aktivity CDK1 a CDK2 latkou BP14 v nebunénych
extraktech; (C) potlaceni aktivity CDK7 a CDK9 v buiikich HepG2 a PLC po 24 hodinovém
ovlivnéni riznymi koncentracemi BP14. Analyza pomoci imunoblottingu ukazuje, Ze aktivita
CDK?7 a CDK9 koresponduje s fosforylaci RNA polymerazy II na serinu 5 a serinu 2. Exprese
aktinu potvrzuje rovnomérné naneseni proteinovych vzorkd, c, kontrola (neovlivnéné buiiky).
Chybov¢ usecky znézoriiuji smérodatnou odchylku alespofi tfi nezavislych experimentt.

Obr. 8 ukazuje, ze BP14 brani tvorb& kolonii a progresi bunééného cyklu bunék odvozenych od
hepatocelularniho karcinomu. (A) kvantitativni vyhodnoceni kolonii nabarvenych krystalovou
violeti vytvofenych bufikami linie HepG2 (levy panel) a PLC (pravy panel). Buiiky byly ovlivné-
ny riznymi koncentracemi latky BP14; (B) buiiky HepG2 (vlevo) a PLC (vpravo) byly na 24
hodin vystaveny piisobeni BP14 a poté byla analyzovana syntéza DNA pomoci inkorporace Br-
dU; (C) vysledky priitokové cytometrie ukazujici distribuci fazi buné&ného cyklu bunék HepG2
(vlevo) a PLC (vpravo) po ovlivnéni riznymi koncentracemi BP14 po dobu 24 hodin. Obsah
bunééné DNA je ukazan ve formé histogramd (horni panel) a procenta bungk v G1, S nebo G2
fazi jsou zobrazena v grafech (spodni panel), ¢, kontrola (neovlivnéné buriky). Chybové usecky
znazoriiji smérodatné odchylky alespoii tfi nezavislych experimenti. Statistick4 vyznamnost je
znazornéna hvézdickami (*** p<0,005).

Obr. 9 zobrazuje miru proliferace lidskych jaternich nadorovych bungk po ovlivnéni BP14. Proli-

feracni kinetika bunék HepG2, PLC a Hep3B po ovlivnéni BP14 v riznych koncentracich. Chy-
bové usetky zndzortiuji smérodatné odchylky alespoii ti nezavislych experimenti.
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Obr. 10 ukazuje indukci apoptézy BP14 v lidskych jaternich nadorovych liniich oproti primarnim
lidskym hepatocytiim. (A) §tépeni proteinu PARP po ovlivnéni bunék HepG2 a PLC riznymi
koncentracemi BP14 po dobu 24 hodin; (B) $tépeni proteinu PARP (horni panel) a stanoveni
koncentra&né—zavislého u¢inku BP14 na viabilitu (spodni panel) u primarnich lidskych hepatocy-
tii. Stépeni proteinu PARP u bunék HepG2 je zahrnuto jako pozitivni kontrola. Aktin ukazuje
rovnomérné naneseni vzorkd, ¢, kontrola (neovlivnéné buiiky). Chybové tsecky znazorfiuji smé-
rodatné odchylky alespori tii nezavislych experimenti.

Obr. 11 ukazuje vliv BP14 na model xenograftu hepatocelularniho karcinomu. Nadory byly vy-
tvofeny subkutanni injekci bun&k HepG2 a PLC do imunodeficientnich SCID mysi. Farmakolo-
gicka intervence byla provadéna u my3i s vytvofenymi tumory pomoci kazdodenni intraperitone-
alni injekce BP14 po dobu 17 dni. (A) velikost nadori odvozenych od linie HepG2 a PLC bez
puisobeni latky BP14 (kontrola) a po pisobeni BP14; (B) imunohistochemie ukazujici fezy nado-
rovou tkani po obarveni protilatkou proti BrdU. Vlozené obrazky ukazuji znaceni BrdU pfi vét-
§im zvétseni; (C), kvantitativni analyza inkorporace BrdU. c, kontrola. Chybové secky znazor-
fluji smérodatné odchylky alespofi tii nezavislych experimenti. Statisticka vyznamnost je zna-
zornéna hvézdic¢kami (* p<0,05, *** p<0,005).

Obr. 12 ukazuje vliv BP14 na redukei tvorby karcinomu jater indukovaného DEN. Vznik karci-
nomu jater byl indukovan u 14 dni starych my$i C57BL/6J jednou injekci DEN. (A) schéma zna-
zortiujici ¢asovy plan experimentu. Po 8 mésicich byly DEN—indukované mys3i vystaveny tfem
desetidennim cyklim oSetieni BP14 (zelen) se dvéma sedmidennimi pauzami; (B) reprezenta-
tivni morfologie nadori jater indukovanych DEN (kontrola) a téch, které byly oSetfovany BP14.
Bilé krouzky ukazuji rakovinné jaterni noduly; (C) pramér jednotlivych nadorovych noduli na
povrchu jater byl zaznamenéan a znazornén ve formé grafu. Statisticka vyznamnost je znazornéna
hvézdi¢kami (* p<0,05).

Ptiklady uskuteénéni vynalezu

Vynalez je dile popsén v nasledujicich prikladech, které nijak neomezuji jeho rozsah. Vychozi
suroviny pro slouéeniny obecného vzorce I jsou dostupné z komerénich zdroji (Sigma—Aldrich,
Fluka, atd.).

Teploty tani byly stanoveny na Koflerové bloku a nebyly korigovany. 'H NMR spektra byla mé-
fena v CDC1; nebo v DMSO—d; pii 300 K na spektrometru Bruker Avance 300 NMR (300 MHz)
v TMS jako internim standardu; chemické posuny jsou popsany v ppm, a vazebné konstanty v
Hz. Hmotnostni spektry byla méfena za pouziti LCQ hmotnostnim spektrometru s iontovou pasti
(Finnigan MAT, San Jose, CA, USA). Merck silikagel Kieselgel 60 (zrnitost 230 az 400) byl
pouzit na sloupcovou chromatografii. Elementarni analyzy (C,H,N) byly méfeny na EA1108
CHN analyzatoru (Fison Instruments); jejich hodnoty (C, H, N) dopovidaly vypoctenym v ramci
prijatelnych limitéi. Quadrupolova hmotnostni spektra byla mefena na pfistroji Micromass ZMD
detektoru s ionizaci elektrosprayem. Vychozi 2,6—dichlor-9—cyklopentylpurin byl pfipraven Mit-
sunobovou alkylaéni metodou z 2,6—dichloropurinu a cyklopentanolu.

1) Shum et al. Nucleos. Nucleot. 20, 2001: 1067 az 1078
2) Drezér et al. J. Med. Chem. 44, 2001: 524 az 530

Ptiprava 9—cyklopentyl-2,6—dichlor—9H—purinu

Smés 2,6-dichlor—-9H—purinu (30,0 mmol), cyklopentanolu (60,0 mmol) a trifenylfosfinu
(36,0 mmol) byla rozpusténa v suchém tetrahydrofuranu (120 ml) a ochlazena na teplotu 0 °C. K
tomuto roztoku byl za michéni a chlazeni vodou pfidavan po kapkach roztok diisopropy! azodi-
karboxylatu (36,0 mmol) v dichlormethanu (30 ml) takovou rychlosti, aby teplota nepiesahla
20 °C. Reakéni smés byla poté michana za laboratorni teploty po argonem po dobu 2 hodin. Poté
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byla reakéni smés odpafena za snizeného tlaku a odparek byl rozpuitén ve vroucim toluenu
(100 ml). Po ochlazeni na laboratorni teplotu byl roztok inokulovan krystalem trifenylfosfinoxidu
a roztok byl ponechan krystalizaci po dobu 24 hodin pfi teplotu 5 °C. Vylougeny trifenylfosfino-
xid byl zfiltrovén a filtrat byl odpafen za snizeného tlaku. Odparek byl kone&né krystalovan z
ethanolu, pfi¢emz byl ziskan 9—cyklopentyl-2,6—dichlor—9H-purin. Vytézek: 56 %, t.t.: 118 az
120 °C. Sumarni vzorec: CyoH;oCLN4 (257,12) Elementarni analyza: Vypoéteno: C, 46.71; H,
3.92; N, 21.79. Nalezeno: C, 46.95; H, 3.81; N, 21.70. HPLC-MS (ESI+): 288.10 (99.6%). 'H
NMR (DMSO-dg): 1.64-1.69(m, 2H), 1.81-1.96(m, 4H), 2.09-2.15(m, 2H), 4.92(qui, J=7.53,
1H, CH), 8.82(s, 1H, CH).

Ptiprava C—6-brom—pyridin-3—yl)methylaminu

2-Brom—5-methyl-pyridin (70,0 mmol) a N-bromsukcinimid (80,0 mmol) byly rozpustény v
1,2—dichloroethanu (150 ml) a ke smési byl pfidan 2,2-azobis(2~ethylpropionitril) (1,50 mmol).
Reakéni smés byla zahiivana pod zpétnym chladi¢em za stalého michani pii teploté 85 °C, po
15 minutach byla pfidana dalsi ¢ast 2,2'-azobis(2~methylpropionitrilu) (1,50 mmol) a reakéni
smés byla zahtivana pii teploté 85 °C dalsich 15 minut. Po ochlazeni na laboratorni teplotu se
reakéni smés ponecha stat po dobu 2 hodin pii teploté 5 °C a vylou¢ena sraZenina se zfiltruje a
promyje 1,2-dichlorethanem. Filtrat se odpafi za sniZeného tlaku a surovy reakéni produkt se
pouzije do dalSich reakci bez dalsiho ¢isténi. Surovy 2-brom-5-brommethyl-pyridin se rozpusti
v chloroformu (100 ml) a k roztoku se pfid4 urotropin (70,0 mmol). Reakéni smés se micha za
laboratorni teploty po dobu 16 hodin. Vylou¢ena sraZenina se odsaje, promyje chloroformem a
vysusi na vzduchu. Surova urotropinova siil se zahtiva pfi teploté 100 °C pod zpétnym chladi¢em
ve smé&si konc.hydroxidu amonného (12 ml) a vody (80 ml) po dobu 90 minut. Po ochlazeni na
laboratorni teplotu se ptida 40% roztok formaldehydu (5.0 ml) a vylougena srazenina se zfiltruje,
promyje ledovou vodou a vysusi v exsikatoru. Surovy produkt se krystaluje z ethanolu. Vytézek:
40 % t.t. 105 az 106°C. Elementarni analyza: Vypodteno pro: C4H;BrN, (187,04): C, 38.53; H,
3.77; N, 14.98. Nalezeno: C, 38.22; H, 3.72; N, 14.71. HPLC-MS (ESI+): 188.02 (97.2%). 'H
NMR (DMSO.dy): 4.04(t, J=5.67, 2H, CH,), 7.71(d, J=8.19, 1H, ArH), 7.95(dd, J=8.19, J'=1.95,
1H, ArH), 8.51(d, J=1.95, 1H, ArH), 8.74(s(br), 2H, NH,).

Priklad 1 Ptiprava (4-brom-benzyl)~(2-chlor-9-cyklopentyl-9H-purin—6-yl)-aminu

Br

&

K suspenzi 9—cyklopentyl-2,6—dichlor-9H-purinu (7,78 mmol) ve smési n—propanolu (40 ml) a
N,N—diisopropyl-N—ethylaminu (23,34 mmol) se ptidd 4-bromobenzylamin hydrochlorid
(8,56 mmol) a suspenze se zahtiva v tlakové ampuli za stalého michani pod argonem pfi teploté
120 °C po dobu 4 hodin. Po ochlazeni na laboratorni teplotu se reakéni smés odpafi za snizeného
tlaku a k odparku se ptida voda (50 ml) a extrahuje se dvakrat dichlormethanem (50 ml). Spojené
organické faze se pro myji vodou, solankou, vysusi bezvodym siranem sodnym a odpafi za sni-
Zeného tlaku. Vytézek: 98 % tt.. 152 az 154 °C. Elementarni analyza: Vypodéteno pro
Ci7Hi,CIBrNs (406,71): C, 50.20; H, 4.21; N, 17.22. Nalezeno: C, 50.00; H, 3.99; N, 16.95.
HPLC-MS (ESI+): 408 (99.9%). 'H NMR (DMSO.dg): 1.64-1.69(m, 2H), 1.81-1.96(m, 4H),
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2.09-2.15(m, 2H), 4.59(d, J=6.72, 2H, CH2), 4.77(qui, J=7.05, 1H, CH), 7.28(d, J=8.22, 2H,
ArH), 7.49(d, J=8.22, 2H, ArH), 8.26(s, 1H, CH), 8.83(t, J=6.72, |H, NH)

Ptiklad 2 PFiprava (6-brom—pyridin—3—ylmethyl)~(2—chlor-9-cyklopenty-9H-purin—-6-yl)}-
aminu

Br

N7

! =

&

K suspenzi 9—cyklopentyl-2,6—dichlor-9 —purinu (13,6 mmol) ve smé&si n—propanolu (60 ml) a
N,N—diisopropyl-N—ethylaminu (60,0 mmol) se pfidd C—(6-bromo—pyridin-3-yl)methylamin
(15,0 mmol). Suspenze se zahtiva v tlakové ampuli za stalého michéni pfi teplot¢ 120 °C po dobu
4 hodin. Po ochlazeni na laboratorni teplotu se poneché stat po dobu 12 hodin pfi teploté 5 °C a
poté se vylouéena bila krystalicka latka odsaje a promyje malym mnoZzstvim ledového isopropa-
nolu. Surovy produkt se vysusi pii teploté 80 °C po dobu 2 hodin. Vytézek: 71 %, t.t.: 178 az
179 °C. Elementarni analyza: Vypo&teno pro C;sHisCIBrNg (407.70): C, 47.14; H, 3.96; N,
20.61. Nalezeno: C, 47.35; H, 3.88; N, 20.48. HPLC-MS (ESI+): 409 (98.5%). 'H NMR
(DMSO.de): 1.64-1.69(m, 2H), 1.81-1.96(m, 4H), 2.09-2.15(m, 2H), 4.61(s(br), 2H, CH2),
4.77(qui, J=7.20, 1H, CH), 7.59(d, J=8.19, 1H, ArH), 7.70(d, J=8.19, 1H, ArH), 8.26(s, 1H, CH),
8.38(s, 1H, ArH), 8.82(s(br), IH, NH).

Piiklad 3 P¥iprava (2—chlor-9—cyklopentyl-9H—purin—6—y1)~(6-furan-2-yl-pyridin—3-yl-
methyl)-aminu

&

K suspenzi 9—cyklopentyl-2,6—dichloro-9H-purinu (4.70 mmol) ve smési n—propanolu (15 ml) a
N, N—diisopropyl-N-ethylaminu (9,40 mmol) se pfida [6—(2—furyl)pyrid—3—ylJmethamin (5 aZ
17 mmol). Reakéni smés se zahtiva za stdlého michani v tlakové ampuli po argonem pii teploté
120 °C po dobu 3 hodin. Po ochlazeni na laboratorni teplotu se odpafi za snizen¢ho tlaku a k
odparku se pfidd voda (50 ml) a extrahuje se dvakrét dichloromethanem (50 ml). Spojené orga-
nické faze se promyji vodou, solankou, vysusi se bezvodym siranem sodnym a odpafi za snize-
ného tlaku. Vytézek: 96 %, tt: 119 az 122°C. Elementarni analyza: Vypocteno pro
C,oH1oCINGO (394.86): C, 60.84; H, 4.85; N, 21.28. Nalezeno: C, 60.56; H, 4.92; N, 21.48.
HPLC-MS (ESI+): 396 (97.6%). 'H NMR (CDCl5): 1.76-1.91(m, 6H), 2.22-2.28(m, 2H), 4.85—
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4.92(m, 3H, CH, CH,), 6.54(d, J=3.42, 1H, ArH), 6.59(s(br), 1H, NH), 7.05(d, J=3.42, 1H, ArH),
7.53(d, 1=3.42, 1H, ArH), 7.64-7.69(m, 2H, ArH), 7.75(d, ]=6.27, 1H, ArH) 8.61(s, 1H, CH)

Pfiklad 4 Ptiprava (2—chlor-9—cyklopentyl-9H-purin—-6—yl)~(4-furan—2—yl-benzyl)}-aminu

NG

&

K suspenzi 2—chlor-6—(4-brombenzylamino)-9-cyklopentyl-9H-purinu (2,46 mmol), 2— fura-
nylborité kyseliny (2,70 mmol), trihydratu fosfore¢nanu draselného (7,38 mmol) a tetrabutyl-
ammonium bromidu (0,05 mmol) v dimethylformamidu (10 ml) se ptid4 octan paladnaty (0,05
mmol). Reakéni smés se zahtiva v tlakové ampuli za stdlého michani pod argonem pii teplotd
120 °C po dobu 12 hodin. Po ochlazeni na laboratorni teplotu byla smés vlita do vody (100 ml) a
vznikla suspenze byla extrahovana tfikrat ethylacetatem (100 ml). Spojené organické faze byly
promyty vodou, solankou, vysuseny bezvodym siranem sodnym a odpafeny za sniZeného tlaku.
Surovy produkt byl purifikovan kolonovou chromatografii na silikagelu s pouzitim mobilni faze
o slozeni chloroform — methanol (19:1, v/v). Vytézek: 55 %, t.t.: 135 az 137 °C. Elementarni
analyza: Vypocteno pro C; HyoCINsO (393.87): C, 64.04; H, 5.12; N, 17.78. Nalezeno: C, 64.25;
H, 4.98; N, 17.67. HPLC-MS (ESI+): 394 (97.4%). 'H NMR (CDC15): 1.72-1.93(m, 6H), 2.22—
2.28(m, 2H), 4.85-4.92(m, 3H, CH, CH,), 6.65(d, J=3.33, 1H, ArH), 7.40(m, 2H, ArH), 7.48(t,
J=3.33, 1H, ArH), 7.64-7.69(m, 3H, ArH, CH)

Priklad 5 Pfiprava (2—chlor-9—cyklopentyl-9H—purin—6—yl)~(4—pyrazol-1-yl-benzyl}-aminu

'S
N

HN
N XN
N

9-Cyklopentyl-2,6-dichlor-9H—purin (4,70 mmol) byl rozpuitén ve smési n—propanolu (15,0
ml) a N,N-diisopropyl-N—ethylaminu (9,40 mmol) a k této smési byl pfidan 1-{4—(1Hpyrazol-1—
yD)}fenylmethanamin (1,44 mmol). Reakéni smés byla zahfivana za stalého michani v tlakové
ampuli pfi teploté 100 °C po dobu 1,5 hodiny. Po ochlazeni na laboratorni teplotu byla vyloucena
bila krystalicka latka suspendovana v ethanolu (20 ml), odsata a promyta ledovym ethanolem
(20 ml). Surovy produkt byl vysusen pii teploté 80 °C po dobu 2 hodin krystalovan z ethanolu.
Vytezek: 72 %, t.t.: 165 az 167 °C. Elementarni analyza: Vypoéteno pro CyoH;sCINGO (394.86):
C, 60.84; H, 4.85; N, 21.28. Nalezeno: C, 60.56; H, 4.92; N, 21.48. HPLC-MS (ESI+): 394.3
(97.6%). 'HNMR (DMSO-dq):1.61~1.71(m, 2H), 1.80~1.98(m, 4H), 2.09-2.18(m, 2H), 4.66(d,
J=5.25, 2H, CHy), 4.77(qui, J=7.05, 1H, CH), 6.51(t, J=2.16, 1H, ArH), 7.45(d, J=8.37, 2H,
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ArH), 7.71(d, J=2.16, 1H, ArH), 7.77(d, J=8.37, 2H, ArH), 8.27(s, 1H, CH), 8.43(d, J=2.16, 1H,
ArH), 8.86(t, J=5.25, 1H, NH)

Priklad 6  Pkiprava (2—chlor-9—cyklopentyl-9H—purin—6—y1)~(6-thiofen—2—yl-pyridin-3-yl-
methyl)}-aminu

N

I

WY

HN

N XN
l)j:\
ClJ\N/ N>

9—Cyklopentyl-2,6—dichlor-9H-purin (1,48 mmol) byl rozpustén ve smési n—propanolu (15,0
ml) a N,N-diisopropyl-N-ethylaminu (6,0 mmol) a k tomuto roztoku byl piidan (6-thien—2—
yl)pyrid-3-ylmethylamin dihydrochlorid (1,63 mmol). Reakéni smés byla zahfivdna v tlakové
ampuli za stalého michani pod argonem pfi teploté 80 °C po dobu 16 hodin. Po ochlazeni na la-
boratorni teplotu byla reakéni smés zfedéna vodou (30 ml) a vznikla suspenze byla dvakrat extra-
hovana dichloromethanem (25 ml). Spojené organické faze byly promyty vodou, solankou, vysu-
Seny bezvodym siranem sodnym a odpafeny za snizeného tlaku. Surovy produkt byl pouZit bez
daldiho &isténi. Vytézek: 92 %, tt.: 111 az 114 °C. Elementarni analyza: Vypolteno pro
CooH1oCISNg (410,92): C, 58.46; H, 4.66; N, 20.45; S, 7.80. Nalezeno: C, 58.56; H, 4.72; N,
2037, S, 7.55. HPLC-MS (ESI+): 411.3 (97.3%). 'H NMR (DMSO-dg): 1.61-1.70(m, 2H),
1.78-1.96(m, 4H), 2.09-2.16(m, 2H), 4.64(d, J=5.37, 2H, CH,), 4.77(qui, J=7.20, 1H, CH),
7.14(t, J=4.52, 1H, ArH), 7.59(d, J=5.01, 1H, ArH), 7.74(d, J=5.01, 1H, ArH), 7.80(d, J=4.52,
1H, ArH), 7.85(d, J=4.52, 1H, ArH), 8.27(s, 1H, CH), 8.51(s, 1H, ArH), 8.87(t, J=5.37, 1H, NH)

Priklad 7  Pfiprava Nz—(4—amino—cyklohexyI)—N(’—(4—bromo—benzyl)~9—cyklopentyl—9H~
purin—2,6—diamin

Br

Mt

N
| A\
HN)\N/ N>

NHg

Smés (4—brom-benzyl)—(2-chlor-9-cyklopentyl-9—purin—6-yl)-aminu (7,36 mmol) a frans—
1,4-diaminocyklohexanu (110 mmol) se zahtiva v tlakové ampuli za stalého michani pod argo-
nem pii teploté 160 °C po dobu 12 hodin. Po ochlazeni na laboratorni teplotu se reakéni smés
suspenduje ve vodé (50 ml) a extrahuje se tiikrat ethylacetatem (50 ml). Spojené organické faze
se promyji vodou, solankou, vysusi bezvodym siranem sodnym a odpafi za snizeného tlaku. Su-
rovy produkt se krystaluje z ethanolu. Vytézek: 91 %, t.t.: 123 az 124 °C. 'H NMR (DMSO.dg):
0.85-1.22(m, 4H), 1.64-2.04(m, 12H) 3.29-3.37(m, 3H, CH, NH,), 3.52(sex, J=7.11, 1H, CH),
4.57(s(br), 2H, CH,), 4.62(qui, 1H, J=7.38, CH), 6.02(d, J=7.89, 1H, NH), 7.28(d, J=8.31, 2H,
ArH), 7.46(d, J=8.31, 2H, ArH), 7.73(s, 1H, CH), 7.84(s(br), 1H, NH).

=20 -
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Piiklad 8  Pfiprava N2—(4—amino—cyklohexyl)—NG—(6—brom0—pyridin—3—ylmethyl)—9—cyklo-
pentyl-9H—purin-2,6—diamin

&

NH,

Smés jemné rozetfeného (6-brom—pyridin-3—ylmethyl)~(2—chlor-9—cyklopentyl-9—purin—6—yl)-
aminu (7,36 mmol) a frans—1,4—diaminocyklohexanu (110,0 mmol) se zahfiva v tlakové ampuli
za stalého michéni pod argonem pfi teploté 160 °C po dobu 4 hodin. Po ochlazeni na teplotu
100 °C se pfida voda (50 ml) a vznikla suspenze se tfikrat extrahuje ethylacetdtem (50 ml). Spo-
Jené organické faze se promyji vodou, solankou, vysusi bezvodym siranem sodnym a odpaii za
snizeného tlaku. Odparek byl rozpustén v ethylacetatu (10 ml) a triturovan diethyletherem, pfi-
¢emzZ byla ziskana bila krystalicka latka, kterd byla odséta a vysuSena pfi 80 °C po dobu 4 hodin.
Vytezek: 33 %, t.t.: 114 az 116 °C. Elementarni analyza: Vypo&teno pro CyH,oBrNg (485.42):
C, 54.43; H, 6.02; N, 23.08. Nalezeno: C, 54.29; H, 6.15; N, 23.00. HPLC-MS (ESI+): 487.3
(98.1%). '"H NMR (CDCl5): 1.13-1.29(m, 4H), 1.50(s(br), 2H, NH,), 1.71-2.22(m, 12H),
2.75(sep, J=7.43, 1H, CH), 3.67(sex, J=7.52, 1H, CH), 4.59(d, J=7.52, 1H, NH), 4.70(qui,
J=7.20, 1H, CH), 4.82(d, J=7.20, 2H, CH,), 6.21(t, J=5.25, 1H, NH), 7.40(d, J=8.16, 1H, ArH),
7.55(dd, J=8.16, J'=2.4, 1H, ArH), 8.34(s, 1H, NH), 8.39(s, 1H, CH)

Pfiklad 9 Pfiprava 1-[6—~(4-bromo-benzylamino)-9—cyklopentyl-9H-purin—2-ylamino]-2—
methyl-propan—2—ol

Br

HN
0
HN/kN/ N
CHy

OH

Smés (4-brom-benzyl)~(2-chlor-9—cyklopentyl-9 H-purin—6-yl)-aminu (4,92 mmol), 1—amino—
2-methylpropan—2-olu (25,0 mmol), N,N-diisopropyl-N-ethylaminu (10,83 mmol) a N-
methylpyrrolidonu (5,0 ml) se zahtiva za stalého michani v tlakové tub& pod argonem pti teploté
160 °C po dobu 36 hodin. Po ochlazeni na laboratorni teplotu se reakéni smés suspenduje ve
vode (25 ml) a dvakrét se extrahuje ethylacetitem (25 ml). Spojené organické faze se promyji
vodou, solankou, vysusi bezvodym siranem sodnym a odpafi za snizeného tlaku. K odparku se
pfida 1 % vodny roztok kyselina chlorovodikové (25 ml) a extrahuje se dvakrat dichlormethanem
(25 ml). Spojené organické féze se vysusi bezvodym siranem sodnym a odpafi za snizeného tla-
ku. Surovy produkt byl pouzit bez dalsiho &isténi. Analyticky vzorek byl ziskan kolonovou
chromatografii na silikagelu s pouzitim mobilni faze o slozeni chloroform—methanol 9:1, viv.
Vytézek: 82 %, t.t.: 108 az 10 °C. Elementarni analyza: Vypoéteno pro: Cy;HysBrN;O (461.40):
C, 54.67; H, 6.34; N, 18.21. Nalezeno: C, 54.59; H, 6.12; N, 18.07. HPLC-MS (ESI+): 482.3
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(98.6%). '"H NMR (CDClL): 1.28(s, 6H, CHz), 1.74-1.90(m, 6H), 2.05-2.38(m, 2H), 2.84(d,
J=2.32, 2H, CH,), 4.75-4.83(m, 3H, CH,, CH), 5.20(s(br), 1H, OH), 7.28(d, J=7.75, 2H, ArH),
7.45(d, J=7.75, 2H, ArH), 7.62(s, 1H, CH)

Priklad 10  Ptiprava 4—{9—cyklopentyl-6—[(6—furan—2—yl-pyridin-3-yImethyl)-amino]-9H-
purin—2—ylamino}—cyklohexanolu

e

OH

trans—4—Aminocyklohexan—1-ol hydrochlorid (9,43 mmol) byl suspendovan v methanolu (10
ml) a k této suspenzi byl ptidan methoxid sodny (9,43 mmol). Reakéni smés byla michana za
laboratorni teploty po dobu 10 minut a poté zfiltrovana. Filtrat byl odpafen za snizeného tlaku a k
odparku byl ptidan (2-chlor—9—cyklopentyl-9H-purin—6-yl)~6—furan-2-yl-pyridin-3-yl-
methyl}-amin (0,5 mmol) a V-methylpyrrolidon (1 ml). Reakéni smés byla zahiivana v tlakové
ampuli za stalého michani pii teploté 160 °C po dobu 16 hodin. Po ochlazeni na laboratorni tep-
lotu byla k reakéni smési pfidana voda (10 ml) a byla extrahovana dvakrat ethylacetatem (25 ml).
Spojené organické faze byly promyty vodou, solankou, vysuseny bezvodym siranem sodnym a
odpafeny za snizeného tlaku. Surovy produkt byl dale ¢istén kolonovou chromatografii na sili-
kagelu s pouzitim mobilni faze o slozeni chloroform—methanol (9:1). Vytézek: 33 %, t.t.: 164 az
166 °C. Elementarni analyza: Vypo&teno pro CH3N,O; (473.57): C, 65.94; H, 6.60; N, 20.70.
Nalezeno: C, 66.08; H, 6.48; N, 20.34. HPLC-MS (ESI+): 474.4 (99.6%). 'H NMR (CDC15):
1.22(q, J = 10.2, 2H), 1.43(q, J=10.2, 2H), 1.72-1.81(m, 2H), 1.90-2.02(m, 6H), 2.11-2.25(m,
4H), 2.86(s(br), 1H, OH), 3.61-3.76(m, 2H), 4.64(d, J-7.68, 1H, NH), 4.69(qui, J=7.14, 1H, CH),
4.79(d, J=5.43, 2H, CH,), 6.12(t, J=5.43, 1H, NH), 6.52(dd, J=3.39, J'=1.77, 1H, ArH), 7.02(d,
J=3.39, 1H, ArH), 7.48(s, 1H, ArH), 7.52(d, J=3.39, 1H, ArH), 7.63(d, J=8.13, 1H, ArH),
7.73(dd, J=8.13, J'=2.07, 1H, ArH), 8.61(s, 1H, CH)

Priklad 11  P¥iprava /-{9—cyklopentyl-6—[(6—furan—2—-yl-pyridin—3-ylmethyl}-amino]-9H-
purin—2-ylamino}-2—methyl-propan-2—olu

HN
I o
o

HN*N/ N>

HyC.

e

OoH

Smés (2—chlor—9—cyklopentyl—9—purin—6—yl)—(6—furan—2—yl—pyridin—3—ylmethyl)—aminu
(2,53 mmol), 1-amino—2-methylpropan—2—-olu (12,66 mmol) a N, N—diisopropyl-N-ethylaminu
(15,0 mmol) byla zahfivana za stalého michani v tlakové ampuli pod argonem pii teploté¢ 160 °C
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po dobu 16 hodin. Po ochlazeni na laboratorni teplotu byla tavenina rozpusténa ve smési ethyl-
acetat (50 ml) a methanol (10 ml) a smés byla promyta vodou (50 ml). Vodna faze byla poté jests
dvakrat extrahovana ethylacetdtem (40 ml). Spojené organické faze byly promyty vodou, solan-
kou, vysuSeny bezvodym siranem sodnym a odpateny za snizeného tlaku. Surovy produkt byl
dale CiStén kolonovou chromatografii na silikagelu za pouziti mobilni faze o slozeni chloroform —
methanol (19:1, v/v). Vytézek: 37 %, t.t.: 128 az 129 °C. Elementarni analyza: vypoéteno pro
C24Hy9N7O, (447.53): C, 64.41; H, 6.53; N, 21.91. Nalezeno: C, 64.65; H, 6.44; N, 21.58. HPLC~
MS (ESI+): 448.4 (99.5%). '"H NMR (CDCls): 1.27(s, 6H, CH;), 1.70~1.91(m, 6H), 2.20—
2.35(m, 2H), 3.40(d, J=6.21, 2H, CH,), 4.69(qui, J=6.42, 1H, CH), 4.79(s(br), 2H, CH,), 5.24(t,
J=6.21, 1H, NH), 5.61(s(br), 1H, OH), 6.04(s(br), 1H, NH), 6.54(t, J=3.42, 1H, ArH), 7.03(d,
J=3.42, 1H, ArH), 7.50-7.54(m, 2H, ArH), 7.64(d, J=8.25, 1H, ArH), 7.74(dd, J=8.25, J'=3.42,
1H, ArH), 8.63(s, 1H, CH).

Priklad 12 Ptiprava 1-[9—cyklopentyl-6—(4—furan—2—yl-benzylamino)-9H-purin—2-ylamino]—
2-methyl-propan—2—olu

HN'
N ”\
A D
HN N N
¢
H3C oH

K suspenzi 1-[6—(4-brom-benzylamino)-9—cyklopentyl-9 H—purin—2-ylamino]-2-methyl—
propan—2—olu (3,34 mmol), 2—furanylborita kyselina (5,01 mmol), trihydratu fosfore¢nanu dra-
seln¢ho (13,3 mmol) a tetrabutylammonium bromidu (0,067 mmol) v N,N-dimethylformamidu
(15 ml) se pfida octan paladnaty (0,085 mmol). Reakéni smés se zahtiva v tlakové ampuli pod
argonem pfi teploté 85 °C po dobu 4 hodin. Po ochlazeni na laboratorni teplotu se reakéni smés
ziedi vodou (200 ml) a vznikla suspenze se extrahuje dvakrét ethylacetatem (200 ml). Spojené
organické faze se promyji vodou, solankou, vysu$i bezvodym siranem sodnym a odpafi za snize-
ného tlaku. Surovy produkt se déle &isti kolonovou chromatografii na silikagelu s pouzitim mo-
bilni faze chloroform — methanol (19:1, v/v). Vytézek: 80 %, t.t: 121 az 123 °C. Elementarni
analyza: Vypocteno pro C,sH;oNgO, (446.54): C, 67.24; H, 6.77; N, 18.82. Nalezeno: C, 67.59;
H, 6.37; N, 18.62. HPLC-MS (ESI+): 447.4 (99.8%). 'H NMR (CDCl3): 1.27(s, 6H, CH3), 1.70—
1.91(m, 6H), 2.20-2.35(m, 2H), 3.40(d, J=6.18, 2H, CH,), 4.70(qui, J=5.01, 1H, CH), 4.79(s(br),
2H, CH,), 5.29(s(br), 1H, OH), 5.62(t, J=6.21, 1H, NH), 7.21~7.63(m, 7H, ArH), 7.68(s(br), 1H,
NH), 8.63(s, 1H, CH).

Piiklad 13  Pfiprava N2—(4—Amino—cyklohexyl)—9—cyklopentyl—Né—(4—pyrazol—l—yl—benzyl)—
9H-purin-2,6—diaminu
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Smés dobfe rozetfeného (2-chlor—9—cyklopentyl-9H—purin—6—yl)«(4—pyrazol-l-yl-benzyl)—
aminu (0,63 mmol) a trans—1,4-diaminocyklohexanu (12,69 mmol) se zahfiva v tlakové tubé za
stalého michani pod argonem pfi teploté 160 °C po dobu 4 hodin. Po ochlazeni na laboratorni
teplotu se reakéni smés ziedi vodou (50 ml) a extrahuje se dvakrat ethylacetitem (50 ml). Spoje-
né organické faze se promyji vodou, solankou, vysusi bezvodym siranem sodnym a odpafi za
snizeného tlaku. Surovy produkt se dale &isti kolonovou chromatografii za pouZiti mobilni faze
chloroform —methanol (19:1, v/v). Vytézek: 78 %, t.t.: 186 az 187 °C. Elementérni analyza: Vy-
poéteno pro CosHisNg (471.60): C, 66.22.; H, 7.05; N, 26.73. Nalezeno: C, 66.48; H, 7.24; N,
16.51. HPLC-MS (ESI+): 472.4 (99.8%). 'H NMR (DMSO-d): 1.02-1.21(m, 4H), 1.64-
1.2.05(m, 12H), 2.90-3.15(m, 3H, CH, NH,), 3.59(sex, J=5.05, 1H, CH), 4.58-4.67(m, 3H, CH,,
CH), 6.05(d, J=7.29, 1H, NH), 6.51(t, J=2.28, 1H, ArH), 7.45(d, J=8.34, 2H, ArH), 7.70-7.86(m,
4H, ArH), 7.95(s(br), 1H, NH), 8.42(d, J=7.29, 1H, CH), 8.63(s, 1H, CH).

Priklad 14 Ptiprava NC‘—(2'—amino—bifenyl—4—ylmethyl)—N2—(4—amino—cyklohexyl)—9—cyklo-
pentyl-9H—purin—-2,6—diaminu
.,

HN
HN N/ﬁiN\

2

Smés N>—(4-amino—cyklohexyl)-N—~(4-brom-benzyl)-9—cyklopentyl-9—purin-2,6—diaminu
(0,25 mmol), hydrochloridu 2-aminofenylborit¢ kyseliny (0,75 mmol), trifenylfosfinu (0,50
mmol) a uhligitanu sodného (1,75 mmol) se suspenduje ve smesi 1,2—dimethoxyethanu (3,0 ml) a
vody (2.0 ml) a ke smési se pod argonem pfida bis(dibenzylidenaceton)paladium (7,50 umol).
Reakéni smés se zahiiva za stalého michani v tlakové tubg pfi teploté 80 °C po dobu 65 hodin. Po
ochlazeni na laboratorni teplotu se reakéni smés zfedi vodou (25 ml) a vznikla suspenze se extra-
huje dvakrat ethylacetatem (25 ml). Spojené organické faze se promyji vodou, solankou, vysusi
bezvodym siranem sodnym a odpafi za sniZeného tlaku. Surovy produkt se dale Cisti kolonovou
chromatografii na silikagelu za pouziti mobilni faze chloroform — methanol — konc.hydroxid
amonny (9:1:0,05). Vytézek: 85 %, t.t.: 168 az 170 °C. Elementarni analyza: Vypocteno pro
CroH3eNg (496.65): C, 70.13.; H, 7.31; N, 22.56. Nalezeno: C, 70.32; H, 7.28; N, 22.46. HPLC—
MS (ESI+): 497.4 (99.9%). 'H NMR (DMSO—dg): 1.14-1.26(m, 4H), 1.72-1.82(m, 2H), 1.83-
1.96(m, 10H), 1.98-2.22(m, 4H), 2.71(sex, J=6.72, 1H, CH), 3.69-3.80(m, 3H, NH,, CH),
4.66(d, J=7.71, 1H, NH), 4.74(qui, J=7.08, 1H, CH), 4.81(d, J=5.43, 2H, CH,), 6.15(s(br), 1H,
NH), 6.76(d, J=7.41, 1H, ArH), 6.82(t, J=7.41, 1H, ArH), 7.1 I(d, J=7.41, 1H, ArH), 7.15(t,
J=7.41, 1H, ArH), 7.38-7.46(m, 5H, ArH, CH).
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Priklad 15 Ptiprava Nz—(4—amin0~cyklohexyl)—Né—[6—(2—amino—fenyl)—pyridin—3—ylmethyl]—
9—cyklopentyl-9H—purin—2,6—diaminu

i N/%EN\
|

Smés Nz—(4—amin0~cyklohexyl)—Né—(6—br0m—pyridin—3—ylmethyl)—9—cyklopentyl—9H—purin—
2,6—diaminu (0,25 mmol), hydrochloridu 2—-aminofenylborité kyseliny (0,75 mmol), trifenylfos-
finu (0,50 mmol) a uhli¢itanu sodného (1,75 mmol) se suspenduje ve smési 1,2—dimethoxyethanu
(3,0 ml) a vody (2,0 ml) a k této suspenzi se pod argonem ptida bis(dibenzylidenaceton)paladium
(7,50 pmol). Reakéni smés se zahiiva za stdlého michani v tlakové tubé pod argonem pii teploté
120 °C po dobu 18 hodin. Po ochlazeni na laboratorni teplotu se reakéni smés ziedi vodou
(25 ml) a vznikla suspenze se extrahuje dvakrat ethylacetatem (25 ml). Spojené organické faze se
promyji vodou, solankou, vysusi bezvodym siranem sodnym a odpaii za snizeného tlaku. Surovy
produkt se dale Cisti kolonovou chromatografii na silikagelu za pouziti mobilni faze chloroform —
methanol — konc.hydroxid amonny (8:2:0.05). Vytézek: 56 %, t.t.: 173 az 175 °C. Elementarni
analyza: Vypocteno pro CxHssNy (497.64): C, 67.58.; H, 7.09; N, 25.33. Nalezeno: C, 67.69; H,
7.19; N, 25.02. HPLC-MS (ESI+): 498.4 (99.9%). 'H NMR (CDCl3): 1.14-1.34(m, 4H), 1.71-
2.05(m, 12H), 2.10-2.23(m, 4H, 2xNH,), 2.75(sep, J=7.32, 1H, CH), 3.73(sex, J=7.52, 1H, CH),
4.59(d, J=7.52, TH, NH), 4.70(qui, J=7.20, 1H, CH), 4.82(d, J=7.20, 2H, CH,), 5.92(t, J=7.20,
1H, NH), 6.75-6.8 I(m, 2H, ArH), 7.20(t, J=7.89, 1H, ArH), 7.47-.751(m, 2H, ArH), 7.6 I(d,
J=8.34, 1H, ArH), 7.79(d, J=8.34, 1H, ArH), 8.63(s, 1H, CH)

Ptiklad 16 Pfiprava Nz—(4—amino—cyklohexyl)—9—cyklopentyl—N6—(6—thiofen—2—yl—pyridin—3—
ylmethyl)-9H-purin-2,6—diaminu

S\F

N

l =

e

Smés dobfe rozetfeného (2—chlor-9—cyklopentyl-9H-purin—6—yl)~{(6—thiofen—2—yl—pyridin-3-
ylmethyl)-aminu (0,75 mmol) a trans—1,4-diaminocyklohexanu (10,95 mmol) se zahfiva v tla-
kové tubé za stalého michani pfi teploté 160 °C po dobu 3 hodin. Po ochlazeni na laboratorni
teplotu se reakéni smés suspenduje ve vodé (50 ml) a extrahuje se dvakrit ethylacetatem (50 ml).
Spojené organické faze se promyji vodou, solankou, vysusi se bezvodym siranem sodnym a od-
pafi se za sniZzeného tlaku. Surovy produkt se dale ¢isti kolonovou chromatografii na silikagelu za
pouziti mobilni faze o slozeni chloroform methanol — konc.hydroxid amonny (9:1:0,05). Vyté-
zek: 88 %, t.t.: 151 aZ 153 °C. Elementarni analyza: Vypocteno pro C,sH3NsS (497.64): C,
63.64.; H, 6.98; N, 22.84; S, 6.53. Nalezeno: C, 63.72; H, 7.08; N, 23.02; S, 6.28. HPLC-MS
(ESI+): 489.4 (99.9%). 'H NMR (DMSO—-dg): 1.04-1.17(m, 4H), 1.64-2.05(m, 12H), 3.25-
3.38(m, 3H, CH, NH,), 3.54(sex, J=7.83, 1H, CH), 4.59-4.65(m, 3H, CH,, CH), 6.09(d, J=7.83,
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IH, NH), 7.13(t, J=4.05, 1H, ArH), 7.58(d, L=4.05, 1H, ArH), 7.71-.7.84(m, 4H, ArH),
7.90(s(br), 1H, NH), 8.51(s, H, CH).

Priklad 17 Ptiprava Nz—(4—amino—cyklohexyl)—9—cyklopentyl—N6—(6—furan—2—yl—pyridin—3—
ylmethyl)}-9 H-purin—2,6—diaminu

HN
HoN NN
o es
NH N 2}
Metoda A

Smés jemné rozetieného (2—chlor-9—cyklopentyl-9—purin—6-yl)~6—furan-2-yl-pyridin—-3-yl-
methyl)-aminu (1,27 mmol) a trans—1,4—diaminocyklohexanu (19,05 mmol) se zahiiva za stalé-
ho michani v tlakové ampuli pod argonem pii teploté 160 °C po dobu 4 hodin. Po ochlazeni na
laboratorni teplotu se reakéni smés ziedi vodou a (50 ml) a vznikla suspenze se extrahuje dvakrat
ethylacetatem (50 ml). Spojené organické faze se promyji vodou, solankou, vysusi bezvodym
siranem sodnym a odpaii za snizeného tlaku. Surovy produkt se dale Cisti kolonovou chromato-
grafii na silikagelu za pouziti mobilni faze o slozZeni chloroform- methanol — konc.hydroxid
amonny (9:1:0,05). Vytézek: 89 %, t.t.: 184 az 186 °C. Elementarni analyza: vypocteno pro
CaH3NgO (472.59): C, 66.08.; H, 6.83; N, 23.71. Nalezeno: C, 66.32; H, 6.59; N, 23.99. HPLC-
MS (ESI+): 473.5 (98,6%)

Metoda B

Smés  N—(4—-amino—cyklohexyl)-N°~(6-brom-pyridin-3—ylmethyl)-9—cyklopentyl-9—purin—
2,6-diaminu (0,41 mmol), 2—furanylborité kyseliny (1,24 mmol), trifenylfosfinu (0,25 mmol) a
uhli¢itanu sodného (1.70 mmol) se suspenduje ve smési 1,2—dimethoxyethan (3,0 ml) a voda (2,0
ml) a k této suspenzi se ptida bis(dibenzylideneaceton)paladium (12,0 pmol) pod argonem. Re-
akéni smés se zah¥iva za stalého michani v tlakové ampuli po argonem pfi teploté 120 °C po
dobu 6 hodin, po ochlazeni na laboratorni teplotu se reakéni smés zfedi vodou (40 ml) a vznikla
suspenze se extrahuje dvakrat ethylacetatem (50 ml). Spojené organicke faze se promyji vodou,
solankou, vysudi bezvodym siranem sodnym a odpafi za sniZen¢ho tlaku. Surovy produkt se déle
&isti kolonovou chromatografii na silikagelu za pouziti mobilni faze o slozeni chloroform — me-
thanol — konc.hydroxid amonny (9:1:0.05). Vytézek: 78 %, t.t.: 184 az 186 °C. Elementarni ana-
lyza: Vypocteno pro CayH3NsO (472.59): C, 66.08.; H, 6.83; N, 23.71. Nalezeno: C, 66.25; H,
7.03; N, 23.54. HPLC-MS (ESI+): 473.5 (99.3%).

Metoda C

K suspenzi Nz—(4—amino—cyklohexyl)—]\76—(6—brom—pyridin—3—ylmethyl)—9—cyklopentyl—9H—
purin-2,6-diaminu (0,21 mmol), 2—furanylborité kyseliny (0,31 mmol), trihydratu fosforenanu
draselného (0,80 mmol) a tetrabutylamonium bromidu (0,003 mmol) v N, N-dimethylformamidu
(5,0 ml) se piida pod argonem octan paladnaty (2,5 pmol). Suspenze se zahfiva za stalého mi-
chani v tlakové tubé pfi teploté 120 °C po dobu 4 hodin. Po ochlazeni na laboratorni teplotu se
reakéni smés ziedi vodou (20 ml) a vznikla suspenze se extrahuje dvakrét ethylacetatem (25 ml).
Spojené organické faze se promyji vodou, solankou, vysudi bezvodym siranem sodnym a odpafi
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za snizeného tlaku. Surovy produkt se dale isti kolonovou chromatografii na silikagelu za pouZi-
ti mobilni faze o slozeni chloroform — methanol — kone.hydroxid amonny (9:1:0,05). Vytézek:
81 %, t.t.: 180 az 183 °C. Elementarni analyza: vypodteno pro CyH3,NgO (472.59): C, 66.08.; H,
6.83; N, 23.71. Nalezeno: C, 66.18; H, 6.59; N, 23.88. HPLC-MS (ESI+): 473.5 (99.8%). 'H
NMR (CDCl;): 1.12-1.28(m, 4H), 1.71-2.15(m, 12H), 2.60-2.68(m, 3H, CH, NH,), 3.68(sex,
J=10.02, 1H, CH), 4.65-4.73(m, 4H, CH, CH,, NH), 6.50(t, J=3.42, 1H, ArH), 6.62(s(br), 1H,
NH), 7.00(s, 1H, ArH), 7.41-7.69(m, 4H, ArH), 8.57(s, 1H, CH).

Ptiklad 18 Piiprava Nz—(4—amino—cyklohexyl)—9—cyklopentyI—N°—[6—(2—methoxy—fenyl)—
pyridin—-3—ylmethyl]-9H—purin—2,6—diaminu

cH
o7

XN

L ﬁ>
e

Smés Nz—(4—amino—eyklohexyl)—N6 —(6-brom-pyridin-3—ylmethyl)-9—cyklopentyl-9 H-purin—
2,6-diaminu (0,41 mmol), 2-methoxyfenylborit¢ kyseliny (1,24 mmol), trifenylfosfinu
(0,25 mmol) a uhli¢itanu sodného (1,70 mmol) se suspenduje ve smési of 1,2—dimethoxyethanu
(3,0 ml) a vody (2,0 ml) a k této suspenzi se prida pod argonem bis(dibenzylidenaceton)paladium
(12,0 pmol). Reakeni smés se zahtiva za stalého michani v tlakové tubé pfi teploté 120 °C po
dobu 3 hodin. Po ochlazeni na laboratorni teplotu se reakéni smés ziedi vodou (25 ml) a vznikla
suspenze se dvakrat extrahuje ethylacetitem (25 ml). Spojené organické faze se promyji vodou,
solankou, vysusi se bezvodym siranem sodnym a odpafi se za snizeného tlaku. Surovy produkt se
dale Cisti kolonovou chromatografii na silikagelu za pouziti mobilni faze o sloZeni chloroform —
methanol — konc.hydroxid amonny (9:1:0,05). Vytézek: 85 %, teplota tani 184 az 186 °C
Elementdrni analyza: Vypotteno pro CioH3NgO (512.65): C, 6794.; H, 7.08; N,
21.86.Nalezno: C, 67.78; H, 7.01; N, 21.59. HPLC-MS (ESI+): 513.5 (99.6%). '"H NMR
(CDCl3): 1.14-1.34(m, 4H), 1.71-2.22(m, 14H), 2.72(sep, J=5.87, 1H, CH), 3.75(sex, J=6.25,
IH, CH), 3.85(s, 3H, CHs), 4.61(d, J=5.87, 1H, NH), 4.69(qui, J=6.87, 1H, CH), 4.82(d, J=7.20,
2H, CH,), 6.00(s(br), 1=7.20, 1H, NH), 7.00(d, J=8.22, 1H, ArH), 7.09(t, J=7.32, 1H, ArH),
7.35(t, J=7.32, 1H, ArH), 7.49(s, 1H, ArH), 7.70-7.74(m, 3H, ArH), 8.72(s, 1H, CH).

Ptiklad 19 Pfiprava Nz—(4—amino—cyklohexyl)—9—cyklopentyl—N6—(2'—methoxy—bifeny1—4—yl-
methyl-9H—purin-2,6—diaminu

®
L ﬁI>
O

K suspenzi Nz—(4—amin0—cyklohexyl)—Né—(4—br0m—benzyl)—9—cyklopentyl—9—purin—2,6—diami-
nu (0,25 mmol), 2-methoxyfenylborité kyseliny (0,38 mmol), trihydratu fosfore¢nanu draselného
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(1,00 mmol) a tetrabutylamonium bromidu (0,005 mmol) v N, N-dimethylformamidu (7,0 ml) se
pod argonem piida octan paladnaty (2,5 pmol). Reakéni smés se zahtiva za stdlého michani v
tlakové tubé pi teploté 100 °C po dobu 20 hodin. Po ochlazeni na laboratorni teplotu se zfedi
vodou (25 ml) a vznikla suspenze se extrahuje dvakrat ethylacetitem (25 ml). Spojené organické
faze se promyji vodou, solankou, vysusi se bezvodym siranem sodnym a odpafi se za snizeného
tlaku. Surovy produkt se déle ¢isti kolonovou chromatografii na silikagelu za pouZiti mobilni faze
o slozeni chloroform — methanol — konc.hydroxid amonny (9:1:0,05). Vytézek: 88 %, t.t: 178 az
180 °C. Elementarni analyza: vypoéteno pro CsH3N-O (511.66): C, 70.42.; H, 7.29; N, 19.16.
Nalezeno: C, 70.58; H, 7.10; N, 19.45. HPLC-MS (ESI+): 512.4 (99.8%). 'H NMR (CDCL): 'H
NMR (CDCl): 1.14-1.34(m, 4H), 1.71-2.22(m, 14H), 2.74(sep, J=6.33, 1H, CH), 3.78(sex,
J=7.05, 1H, CH), 4.00(s, 3H, CH;), 4.59(d, J=5.87, 1H, NH), 4.71(qui, J=6.87, IH, CH), 4.79(d,
J=7.20, 2H, CH,), 6.12(s(br), J=7.42, 1H, NH), 7.05(d, J=8.05, 1H, ArH), 7.09(t, J=8.05, 1H,
ArH), 7.32(t, J=8.05, 1H, ArH), 7.49(d, J=8.05, 1H, ArH), 7.38-7.46(m, 4H, ArH), 8.65(s, 1H,
CH).

Ptiklad 20 Priprava N’—(4-amino—cyklohexyl)-9—cyklopentyl-N°~(6—furan-3—yl-pyridin-3-
ylmethyl)-9 H—purin-2,6—diaminu

HN
HaN N)\IN
] N\

K suspenzi N*—(4-amino—cyklohexyl)-N°~(4-brom-benzyl)-9—cyklopentyl-9—purin-2,6—diami-
nu (0,25 mmol), 3—furanylborité kyseliny (0,38 mmol), trihydratu fosfore¢nanu draselného (1,00
mmol) a tetrabutylamonium bromidu (0,005 mmol) v N,N—dimethylformamidu (7,0 ml) se pod
argonem pfid4 octan paladnaty (2,5 pmol). Reakéni smés se zahfiva v tlakové tubé za stalého
michani pii teploté 100 °C po dobu 20 hodin. Po ochlazeni na laboratorni teplotu se reakéni smés
zfedi vodou (25 ml) a vznikla suspenze se extrahuje dvakrat ethylacetatem (25 ml). Spojené or-
ganické faze se promyji vodou, solankou, vysusi se bezvodym siranem sodnym a opafi se za sni-
zeného tlaku. Surovy produkt se dle isti kolonovou chromatografii na silikagelu za pouziti mo-
bilni faze o sloZeni chloroform — methanol — konc.hydroxid amonny (9:1:0,05). Vytézek: 94 %,
teplota tani: 154 a% 156 °C. Elementarni analyza: vypocteno pro CyHyN,O (471.60): C, 68.76.;
H, 7.05; N, 20.79. Nalezeno: C, 68.52; H, 7.16 N, 20.49. HPLC-MS (ESI+): 472.4 (97.8%). H
NMR (DMSO-d¢): 1.04-1.17(m, 4H), 1.64-2.05(m, 12H), 3.15-3.19(m, 3H, CH, NH),
3.58(sex, J=7.32, 1H, CH), 4.58-4.63(m, 3H, CH, CH,), 6.05(d, J=7.32, 1H, NH), 6.91(s, 1H,
ArH), 7.34(d, J=7.92, 2H, ArH), 7.51(d, J=7.92, 2H, ArH), 7.70-7.73(m, 2H, ArH), 7.78(s(br),
1H, NH), 8.12(s, 1H, CH).

Piiklad 21 Pfiprava Nz—(4—amino—cyklohexyl)—9—cyklopentyI—N(’—[6—(2—hydr0xy—fenyl)—pyri-
din-3-ylmethyl]-9H-purin-2,6—diaminu
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OH
RN
Z

&

K roztoku NZ—(4—amino—cyklohexyl)—9—cyklopentyl-N(’—[6—(2—methoxy—fenyl)—pyridin—3—yl-
methyl]-9H-purin-2,6—diaminu (0,48 mmol) v dichlormetanu (10 ml) se za stalého michani za
laboratorni teploty pfikape roztok bromidu boritého (2,40 mmol) v dichloromethanu (10 ml).
Reakéni smés se dale micha za laboratorni teploty po dobu 18 hodin a poté se po kapkéch prida
methanol (5 ml). Reakéni smés se odpaii za sniZeného tlaku a surovy produkt se dale &isti kolo-
novou chromatografii na silikagelu za pouZiti mobilni fize o slozeni chloroform — methanol —
konc.hydroxid amonny (4:1:0,05). Vytézek: 86 %, t.t.: 202 az 203°C. Elementarni analyza: Vy-
pocteno pro CpsH3yN3O (498.62): C, 67.45.; H, 6.87; N, 22.47. Nalezeno: C, 67.28; H, 7.11 N,
22.41. HPLC-MS (ESI+): 499.5 (97.8%). 'H NMR (CDCls): 1.16-1.40(m, 4H), 1.71-2.22(m,
12H), 2.49(s(br), 2H, NH,), 2.80(sep, J=5.31, 1H, CH), 3.62(sex, J=7.25, 1H, CH), 4.61(d,
J=7.77, 1H, NH), 4.69(qui, J=7.17, 1H, CH), 4.82(d, J-5.43, 2H, CH,), 6.13(s(br), 1H, NH), 6.91
(t, J=7.38, 1H, ArH), 7.02(d, J=8.19, 1H, ArH), 7.29(t, J=7.38, 1H, ArH), 7.50(s, 1H, ArH),
7.78(d, J=8.19, 1H, ArH), 7.82-7.86(m, 2H, ArH), 8.54(s, 1H, CH).

Priklad 22 Pfiprava Nz—(4—amino—cyklohexyl)—9—cyklopentyl——N6—(2’—hydroxy—bifenyl—4—yl-
methyl)-9H—purin—2,6—diaminu

CL.
&

&

K roztoku N2—(4—amino—cyklohexyl)—9—cyklopentyI—N(’—(2'—methoxy—bifenyl—4—ylmethyl)—9—
purin—2,6—diaminu (0,48 mmol) v dichlormetanu (10 ml) se za stalého michani za laboratorni
teploty prikape roztok bromidu boritého (2,40 mmol) v dichloromethanu (10 ml). Reakéni smés
se dale micha za laboratorni teploty po dobu 18 hodin a poté se po kapkach prida methanol (5
ml). Reakéni smés se odpafi za snizeného tlaku a surovy produkt se dale &isti kolonovou chroma-
tografii na silikagelu za pouziti mobilni faze o sloZeni chloroform — methanol — konc.hydroxid
amonny (4:1:0,05). Vytézek: 95 %, teplota tani: 168 az 170 °C. Elementarni analyza: Vypo&teno
pro CyH3sN,O (497.63): C, 69.99.; H, 7.09; N, 19.70. Nalezeno: C, 69.68; H, 7.23 N, 19.57.
HPLC-MS (ESI+): 498.5 (99.9%). 'H NMR (CDCl5): 1.16-1.40(m, 4H), 1.71-2.22(m, 12H),
2.52(s(br), 2H, NH,), 2.76(sep, J=5.43, 1H, CH), 3.67(sex, J=7.41, 1H, CH), 4.59(d, J=7.25, 1H,
NH), 4.72(qui, J=7.00, 1H, CH), 4.79(d, J=5.63, 2H, CH,), 6.10(s(br), 1H, NH), 7.10(t, J-7.43,
IH, ArH), 7.16(d, J=8.04, TH, ArH), 7.24(t, ]=7.43, 1H, ArH), 7.48-7.66(m, 4H, ArH), 8.63(s,
1H, CH).
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Piiklad 23  Ptiprava N2—(4—amino—cyklohexyl)—9—cyklopentyl—N6—[6—(3—ﬂu0ro—fenyl)—pyri-
din-3-ylmethyl]-9 H—purin-2,6—diaminu

e

Ke smési N*—(4-amino—cyklohexyl)-N°~(6-brom—pyridin-3—ylmethyl)}-9-cyklopentyl-9—purin—
2,6—diaminu (0,41 mmol), 3—fluorfenylborité kyseliny (1,24 mmol), trifenylfosfinu (0,25 mmol)
a uhli¢itanu sodného (1,70 mmol) ve smési 1,2—dimethoxyethanu (3,0 ml) a vody (2,0 ml) se
pfida pod argonem bis(dibenzylidenaceton)paladium (12,0 pumol). Reakéni smés se zahfiva v
tlakové tubg za stalého michani pfi teploté 120 °C po dobu 18 hodin. Po ochlazeni na laboratorni
teplotu se reakéni smés zfedi vodou (25 ml) a vznikla suspenze se extrahuje dvakrat ethylaceta-
tem (25 ml). Spojené organické faze se promyji vodou, solankou, vysusi se bezvodym siranem
sodnym a odpafi se za snizeného tlaku. Surovy produkt se dale Cisti kolonovou chromatografii na
silikagelu za pouziti mobilni faze o slozeni chloroform — methanol — konc.hydroxid amonny
(9:1:0.05). Vytézek: 92 %, teplota tani: 121 az 122 °C. Elementarni analyza: Vypocteno pro
C,sH33FNgO (500.61): C, 67.18.; H, 6.64; N, 22.38. Nalezeno: C, 67.41; H, 6.69; N, 22.09.
HPLC-MS (ESI+): 501.4 (99.5%). 'H NMR (CDCl5): 1.12-1.42(m, 4H), 1.71-2.21(m, 12H),
2.81(sex, J=5.87, 1H, CH), 3.12(s(br), 2H, NH;,), 3.73(sex, J=7.44, 1H, CH), 4.62-4.72(m, 2H,
CH, NH), 4.81(d, J=5.77, 1H, CH,), 6.33(t, J=5.77, 1H, NH), 7.12(t, J=8.25, 1H, ArH), 7.38-
7.44(m, 2H, ArH), 7.61-7.77(m, 4H, ArH), 8.72(s, 1H, CH)

Ptiklad 24 Ptiprava N’~(4—amino—cyklohexyl)-9—cyklopentyl-N°~(4—thiofen—2-yl-benzyl)-
9H-purin-2,6—diaminu

HN'
H N SN
:/i\
NHJ\N/ é

Ke smési NZ-(4—amino—cyklohexyl)—N(’ —(4-brom-benzyl)-9—cyklopentyl-9-purin-2,6—diaminu
(0,50 mmol), thiofen—2-borité kyseliny (1,50 mmol), trifenylfosfinu (0,5 mmol) a uhli¢itanu
sodného (1,70 mmol) ve smési 1,2—dimethoxyethanu (3,0 ml) a vody (2,0 ml) se pod argonem
piida bis(dibenzylidenaceton)paladium (15,0 pmol). Reakéni smés se zahtiva v tlakové tubé za
stalého michani pii teploté 120 °C po dobu 48 hodin. Po ochlazeni na laboratorni teplotu se re-
akéni smés ziedi vodou (25 ml) a vznikla suspenze se extrahuje dvakrét ethylacetatem (25 ml).
Spojené organické faze se promyji vodou, solankou, vysusi se bezvodym siranem sodnym a od-
pafi se za snizeného tlaku. Surovy produkt se dale Eisti kolonovou chromatografii na silikagelu za
pouziti mobilni faze o sloZeni chloroform — methanol — konc.hydroxid amonny (9:1:0,05). Vyté-
ek: 71 %, teplota tani: 225 az 226 °C. Elementarni analyza: Vypoéteno pro CyHs3N7S (487.66):
C, 66.50; H, 6.82; N, 20.11; S, 6.58. Nalezeno: C, 66.58; H, 6.51; N, 20.35; S, 6.41. HPLC-MS
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(ESI+): 488.5 (99.8%). 'H NMR (CDCls): 1.20-1.28 (m, 4H), 1.61-2.22(m, 14H), 2.71(sep,
J=5.52, 1H, CH), 3.72(sex, J=7.44, 1H, CH), 4.61(d, J=7.44, 1H, NH), 4.71(qui, J=6.36, 1H,
CH), 4.78(d, J=5.25, 2H, CHy), 5.93(s(br), 1H, NH), 7.08(t, ]=4.50, 1H, ArH), 7.30(d, J=4.50,
IH, ArH), 7.38(d, J=7.95, 2H, ArH), 7.47(d, J=4.50, 1H, ArH), 7.57(d, J=7.95, 2H, ArH), 8.63(s,
1H, CH).

Ptiklad 25  Ptiprava N’~(4-amino—cyklohexyl)}-9—cyklopentyl-N°~(4—furan—2—yl-benzyl)-9H-
purin—2,6—diaminu

O

K suspenzi NZ—(4—amino—cyklohexyl)—N(’—(4—brom—benzyl)—9—cyklopenty]—9H—purin—2,6—di-
aminu (0,50 mmol), 2—furanylborité kyseliny (0,75 mmol), trihydratu fosfore¢nanu draselného
(2,00 mmol) a tetrabutylamonium bromidu (0,01 mmol) v N,N-dimethylformamidu (10,0 ml) se
pod argonem ptida octan paladnaty (2,5 umol). Reakéni smés se zahiiva v tlakové tubé za stalého
michani pfi teploté 80 °C po dobu 6 hodin. Po ochlazeni na laboratorni teplotu se reakéni smés
zfedi vodou (25 ml) a vznikla suspenze se extrahuje dvakrét ethylacetdtem (25 ml). Spojené orga-
nické faze se promyji vodou, solankou, vysusi se bezvodym siranem sodnym a odpaii se za sni-
Zeného tlaku. Surovy produkt se dale Cisti kolonovou chromatografii na silikagelu za pouZiti mo-
bilni faze o slozeni chloroform — methanol — konc.hydroxid amonny (9:1:0,05). Vyt&zek: 87 %,
teplota tani: 157 az 159 °C. Elementarni analyza: Vypodteno pro C,;H;3N,0 (471.60): C, 68.76.;
H, 7.05; N, 20.79. Nalezeno: C, 68.81; H, 7.22 N, 20.51. HPLC-MS (ESI+): 472.4 (99.8%). 'H
NMR  (DMSO-dg): 1.04-1.17(m, 4H), 1.64-2.05(m, 12H), 2.65-2.72(m, 3H, CH, NH,),
3.58(sex, J=7.55, 1H, CH), 4.58-4.63(m, 3H, CH, CH,), 6.04(d, J=7.55, 1H, NH), 7.28(d, J=7.89,
2H, ArH), 7.38(d, J=5.95, 1H, ArH), 7.46(d, J=7.89, 2H, ArH), 7.61(d, J=5.95, 1H, ArH), 7.70-
7.73(m, 2H, ArH, NH), 7.95(s, 1H, CH).

Piiklad 26  Pfiprava N’~(4-amino~cyklohexyl)}-9—cyklopentyl-N°~(6-thiofen-3—yl-pyridin-3—
ylmethyl}-9H-purin-2',6-diaminu

HN
HN N)jn
| A\
\O\NHJ\N/ 2;

Ke smési NZ—(4-amino—cyklohexyl)—Né—(4—brom—benzyl)—9—cyklopentyl—9H—purin—2,6—diami-
nu (0,50 mmol), thiofen-3-borité kyseliny (1,50 mmol), trifenylfosfinu (0,25 mmol) a uhli¢itanu
sodného (2,0 mmol) ve smési 1,2—dimethoxyethanu (3,0 ml) a vody (2,0 ml) se pfida pod argo-
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nem bis(dibenzylidenaceton)paladium (15,0 pmol). Reakéni smés se zahfiva v tlakové tubé za
stalého michani pii teploté 120 °C po dobu 48 hodin. Po ochlazeni na laboratorni teplotu se re-
akéni smés zfedi vodou (25 ml) a vznikla suspenze se extrahuje dvakrat ethylacetatem (25 ml).
Spojené organické faze se promyji vodou, solankou, vysusi se bezvodym siranem sodnym a od-
paii se za snizeného tlaku. Surovy produkt se déle Cisti kolonovou chromatografii na silikagelu za
pouziti mobilni faze o slozeni chloroform — methanol — konc.hydroxid amonny (9:1:0,5). Vyté-
zek: 71 %, teplota tani: 114 az 118 °C. Elementéarni analyza: Vypocteno pro C»H33N,S (487.66):
C, 66.50.; H, 6.82; N, 20.11; S, 6.58. Nalezono: C, 66.49; H, 7.06 N, 20.39; S, 6.32. HPLC-MS
(ESI+): 488.4 (99.9%). 'HNMR (DMSO-de): 1.07-1.22(m, 4H), 1.64-2.04(m, 12H), 2.62-
2.75(m), 3H, CH, NH,), 3.58(sex, J=7.25, 1H, CH), 4.60—4.65(m, 3H, CH, CH,), 6.02(d, J=7.20,
1H, NH), 7.37(d, J=7.71, 2H, ArH), 7.50(d, J=4.83, 1H, ArH), 7.61(d, J=7.71, 2H, ArH), 7.72-
7.78(m, 3H, ArH, NH), 8.32(s, 1H, CH).

Priklad 27 Ptiprava N2—(4—amino—cykl0hexyl)—9—cyklopentyl—N6—(3’—ﬂu0r—bifenyl—4—yl-
methyl)}-9H—purin-2,6—diaminu

HN
!
ONH*N/ N>

F

Ke smési N—(4-amino—cyklohexyl)-N°~(4-brom-benzyl)-9—cyklopentyl-9—purin-2,6-diaminu
(0,50 mmot), 3—fluorfenylborité kyseliny (1,50 mmol), trifenylfosfinu (0,25 mmol) a uhlicitanu
sodného (2,0 mmol) ve smési of 1,2—dimethoxyethanu (3,0 ml) a vody (2,0 ml) se pfida pod ar-
gonem bis(dibenzylidenaceton)paladium (15,0 umol). Reakéni smés se zahiiva za stalého micha-
ni v tlakové tubg pii teplot& 120 °C po dobu 65 hodin. Po ochlazeni na laboratorni teplotu se re-
akéni smés zfedi vodou (25 ml) a vznikl4 suspenze se extrahuje dvakrét ethylacetatem (25 ml).
Spojené organické faze se promyji vodou, solankou, vysusi se bezvodym siranem sodnym a od-
paii za snizeného tlaku. Surovy produkt se dale Cisti kolonovou chromatografii na silikagelu za
pouziti mobilni faze o slozeni chloroform — methanol — konc.hydroxid amonny (9:1:0,05). Vyte-
vek: 75 %, t.t.: 146 az 148 °C. Elementarni analyza: Vypo&teno pro CxHuFN;(499.63): C, 69.71.;
H, 6.86; N, 19.62. Nalezen: C, 69.95; H, 7.12; N, 19.45. HPLC-MS (ESI+): 500.4 (99.9%). 'H
NMR (DMSO-d¢): 1.02-1.21(m, 4H), 1.61-2.06(m, 12H), 2.65-2.72(m, 3H, CH, NH),
3.59(sex, J=7.19, 1H, CH), 4.60-.466(m, 3H, CH,, CH), 6.01(d, J=6.60, 1H, NH), 7.12-7.18(m,
1H, ArH), 7.42-7.48(m, 5H, ArH), 7.61(d, J=8.01, 2H, ArH), 7.73(s, 1H, CH), 7.86(s(br), 1H,
NH).

Ptiklad 28 Pfiprava Nz—(4—amino—cyklohexyl)—9—cyklopentyl—N6—(6—thiofen—3—y1—pyridin—3—
ylmethyl)-9H-purin-2,6—diaminu
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HN
HoN N )ﬁ:N\
|
T 5]

Ke smési NZ—(4~amino—cyklohexyl)—]\ﬁ—(6—brom—pyridin—3—ylmethyl)—9—cyklopentyl—9—purin—
2,6—diaminu (0,41 mmol), 3—thienylborité kyseliny (1,24 mmol), trifenylfosfinu (0,25 mmol) a
uhli¢itanu sodného (1,70 mmol) ve smési 1,2—dimethoxyethanu (3,0 ml) a vody (2,0 ml) se pod
argonem prida bis(dibenzylidenaceton)paladium (12,0 umol). Reakéni smés se zahtiva za stalého
michani v tlakové tubé pfi teploté 120 °C po dobu 6 hodin. Po ochlazeni na laboratorni teplotu se
reakéni smés ziedi vodou (25 ml) a vznikla suspenze se extrahuje dvakrat ethylacetatem (25 ml).
Spojené organické faze se promyji vodou, solankou, vysusi se bezvodym siranem sodnym a od-
pafi za sniZeného tlaku. Surovy produkt se dale &isti kolonovou chromatografii na silikagelu za
pouziti mobilni faze o sloZeni chloroform — methanol — konc.hydroxid amonny (9:1:0,05). Vyts-
zek: 68 %, t.t.: 139 az 140 °C. Elementarni analyza: Vypo&teno pro CysH34NgS (497.64): C,
63.64.; H, 6.98; N, 22.84; S, 6.53. Nalezeno: C, 63.62; H, 6.78; N, 22.59; S, 6.76. HPLC-MS
(ESI+): 498.4 (98.9%). 'H NMR (DMSO—dg): 1.04-1.17(m, 4H), 1.64-2.05(m, 12H), 3.25-
3.38(m, 3H, CH, NH,), 3.54(sex, J=7.56, 1H, CH), 4.59-4.65(m, 3H, CH,, CH), 6.09(d, J=7.56,
IH, NH), 7.1 I(s, J=4.12, 1H, ArH), 7.62(d, J=4.05, 1H, ArH), 7.72-.7.82(m, 4H, ArH),
7.90(s(br), 1H, NH), 8.53(s, 1H, CH).

Priklad 29 Ptiprava Nz—(4—amino—cyklohexyl)—9—cyklopentyl—N(’—(6—furan—3—yl—pyridin—3—
ylmethyl}-9H-purin-2,6—diaminu

&

K suspenzi Nz—(4—amino—cyklohexyl)—Né—(6—br0m—pyridin—3—ylmethyl)—9—cyklopentyl—9H—
purin-2,6-diaminu (0,21 mmol), 3—furanylborité kyseliny (0,31 mmol), trihydratu fosforednanu
draselného (0,80 mmol) a tetrabutylamonium bromidu (0,003 mmol) v N, N—dimethylformamidu
(5,0 ml) se pod argonem pfida octan paladnaty (2,5 umol). Reak&ni smés se zahtiva za stalého
michani v tlakové tubé pti teplot& 120 °C po dobu 4 hodin. Po ochlazeni na laboratorni teplotu se
reakéni smés zfedi vodou (25 ml) a vznikla suspenze se extrahuje dvakrat ethylacetatem (25 ml).
Spojené organické féze se promyji vodou, solankou, vysusi se bezvodym siranem sodnym a od-
pafi za sniZzeného tlaku. Surovy produkt se dale &isti kolonovou chromatografii na silikagelu za
pouZiti mobilni faze o sloZeni chloroform — methanol — konc.hydroxid amonny (9:1:0,05). Vyté-
zek: 56 %, t.t.: 165 az 167 °C. Elementarni analyza: Vypocteno pro CysH;NzO (472.59): C,
66.08.; H, 6.83; N, 23.71. Nalezeno: C, 66.01; H, 6.93; N, 23.51. HPLC-MS (ESI+): 473.26
(98.6%). 'H NMR (CDC13): 1.12—1.28(m, 4H), 1.71-2.15(m, 12H), 2.60-2.68(m, 3H, CH, NH,),
3.68(sex, J=10.00, 1H, CH), 4.65-4.73(m, 4H, CH, CH,, NH), 6.50(t, J=3.42, IH, ArH),
6.62(s(br), 1H, NH), 6.91(s, 1H, ArH), 7.00(s, 1H, ArH), 7.61-7.73(m, 4H, ArH), 8.57(s, 1H,
CH).
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Tabulka 1: Latky ptipravené podle ptikiadd

C. SYSTEMATICKY NAZEV SLOUCENINY ELEMENTARNI MS (ZMD)
ANALYZA
Vypocteno/Nalezeno [%] [M-H]" |[M+H]
a) "b)

BP1 4-[9-cyklopentyl-6-(4-furan-2-yl-benzylamino)-9H-purin- | C, 68.62/68.50; H, 6.83/6.60; | 471.60  |473.55
2-ylamino]-cyklohexanol N, 17.78/1725

BP2 Nz-(4-amino-cyklohexyl)-‘)-cyklopentyl-NG-(Li-thiofen-Z- C, 66.50/66.82; H, 6.82/6.64; | 486.66  |488.58
yl-benzyl)-9 H-purin-2,6-diamin N, 20.11/20.32: S 6.58/6.42

BP3 | 4'-{[2-(4-amino-cyklohexylamino)-9-cyklopentyl-9H- C, 68.55/68.47, H, 6.71/6.42; 1 524.53 | 526.70
purin-6-ylamino}-methyl} -bifenyl-4-karboxylova kyselina | N, 18.65/18.49

BP4 NZ-(4-amino-cyk]ohexyl)~9-cyklopentyl-N6 -(4-furan-2-yl- | C, 68.76/68.52; H, 7.05/6.91; | 470.58  1472.60
benzyl)-9H-purin-2.6-diamin N, 20.79/20.49

BP5 | N'-(4-amino-cyklohexyl)-9-cyklopentyl-A*-(4-thiofen-3- | C, 66.50/66.41; H, 6.82/6.95; | 486.66 | 488.58
yl-benzyl)-9H-purin-2,6-diamin N, 20.11/19.88; S 6.58/6.62

BP7 NZ-(4-amin0—cyklohexyl)—9~cyklopentyl-/\/ﬁ-(4-thiofen-3- C, 66.50/66.41; H, 6.82/6.95; | 486.66 |488.58
yl-benzyl)-9H-purin-2,6-diamin N, 20.11/19.88; S 6.58/6.62

BP8 | N-(4-amino-cyklohexyl)-N-[2,2 Tbipyridinyl-S-ylmethyl- | C, 67.06/67.39; H, 6.88/6.95; | 482.65 |484.56
9-cyklopentyl-9H-purin-2,6-diamin N, 26.07/26.29

BP9 Nz-(4-amino-cyklohexyl)-g'-cyklopentyl»N6 «(6-pyrazol-1- | C, 63.54/63.21; H, 6.82/6.55; | 471.59 |473.42
yl-pyridin-3-yimethyD)-9H-purin-2,6-diamin N, 29.64/29.50

BP10 | 4-(5-{[2-(4-amino-cyklohexylamino)-9-cyklopentyl-9H- [ C, 66.14/66.15; H, 6.51/6.32; | 52558 |527.78
purin-6-ylamino}-methyl}-pyridin-2-yl)-benzoové kyselina| N, 21.28/21.03

BP11 NZ-(2-amino—cyk]ohexyl)-9~cyklopentyl-l\""—(4-thiofen—2- C, 66.50/66.35; H, 6.82/6.59; | 486.66 | 488.58
yl-benzy!)-9H-purin-2,6-diamin N, 20.11/19.75; S 6.58/6.41

BP12 3\.’2-(4-ami.no-cyklohc:xyl)—‘)-cyklopenty]-/’V6 (3 -fluor- C,69.71/69.52; H 6.86/6.48; |498.58 |500.64
bifenyl-4-ylmethyD)-9H-purin-2,6-diamin N, 19.62/19.32

BP13 Nz-(4-amino-cyklohexyl)-9-cyklopenty!—l\"-(4-furan-3-yl~ C, 68.76/68.68: H, 7.05/7.32; | 470.58 |472.60
benzyl)-9H-purin-2,6-diamin N, 20.79/20.68

BP14 | N~(4-amino-cyklohexyl)-9-cykiopentyl-N°-(6-furan-2-yl- |C, 66.08/66.29; H, 6.83/6.74; | 471.63 | 473.68
pyridin-3-ylmethyl)-9H-purin-2,6-diamin N, 23.71/23.55

BP15 ;VZ-(Z-amino-cyklohexyl)-9-cyklopenty]-Né-[6-(2-methoxyA C, 67.94/67.62; H, 7.08/6.86; | 511.65 |513.78
fenyl)-pyridin-3-ylmethyl]-9H-purin-2,6-diamin N, 21.86/21.41

BP16 | N~(4-amino-cyklohexyl)-9-cyklopentyl-V-(2"-methoxy- | C. 70.42/70.56: H, 7.29/7.01; | 510.69 |512.72
bifenyl-4-ylmethyl)-9H-purin-2,6-diamin N, 19.16/19.56

BP17 NZ-(4-amino-cyk10hexyl)—9-cyklopentyl-/\"’-(2’-hydroxy— C, 69.99/69.72; H, 7.09/7.12; | 496.65 }498.92
bifenyl-4-ylmethyl)-9H-purin-2,6-diamin N, 19.70/19.54

BPI8 | N'-(4-amino-cyklohexyl)-9-cyklopentyl-N°-[6-(2-methoxy-| C, 67.94/67.82; H, 7.08/7.36; 1 511.68 1513.74
feny!)-pyridin-3-vimethyl}-9H-purin-2,6-diamin N, 21.86/21.55

BP19 Nz-(4-amino-cyklohexy1)—9-cyk!0pentyl-/\/’-[6-(3-ﬂuor- C, 67.18/66.94; H, 6.64/6.35; | 499.69 | 501.65
fenyl)-pyridin-3-ylmethy{]-9/-purin-2,6-diamin N, 22.38/22.65

BP20 Nz-(4-amino-cyk]ohexyl)-‘)-cyklopentyl-N"-[6—(2-hydroxy- C, 67.45/67.21; H, 6.87/6.53; | 497.62 {499.58
fenyl)-pyridin-3-ylmethyl}-9H-purin-2 6-diamin N, 22.47/22 41

BP21 | 4-{9-cyklopentyl-6-[(6-furan-2-yl-pyridin-3-ylmethyi)- C, 65.94/65.95; H, 6.60/6.47; 1 472.55 | 474.60
amino}-9H-purin-2-ylamino}-cyklohexanol N, 20.70/20.50

BP22 | N-(4-amino-cyklohexyl)-9-cyklopentyl-N>-[6-(2-amino- | C, 67.58/67.96; H, 7.09/7.00; | 496.50 | 498.55
fenyl)-pyridin-3-ylmethyl]-9H4-purin-2,6-diamin N, 25.33/25.12

BP23 | (2-chlor-9-cyklopentyl-9H-purin-6-yl)-(4-pyrazol-1-yl- C, 60.84/60.66; H, 4.92/4.68; | 392.28 |394.30
benzyl)-amin N, 21.48/21.19

BP24 1\’2-(4-amino-cyklohexyl)-‘)-cyklopemyl-l\'é-(4-pyrazol-l- C, 66.22/66.49; H, 7.05/7.28, 1 470.55 | 472.63
yl-benzyl)-9H-purin-2,6-diamin N, 26.73/26 46

BP25 NZ—(2-amino-cyklohexyl)-9-cyklopent;v'l-/\f‘-[6-(2—hydroxy— C, 67.45/67.33; H, 6.87/6.83; 1497.60  1499.54
fenyl)-pyridin-3-ylmethyl]-9H-purin-2,6-diamin N, 22.47/22.39

BP26 N’-(}-amino-cyklohexyl)-9-cyklopentyl-}\?“-(&l-thiofen-z- C, 66.50/66.67; H, 6.82/6.99; | 486.60 | 488.60
yl-benzyl)-9H-purin-2,6-diamin N, 20.11/20.38; S 6.58/6.69

BP27 | N-(3-amino-cyklohexyl)-9-cyklopentyl-N-[6-(2-methoxy-| C, 67.94/67.81; H, 7.08/7.09; | 511.70 | 513.80
fenyl)-pyridin-3-ylmethyl}-9H-purin-2,6-diamin N, 21.86/21.55

BP28 | N-(3-amino-cyklohexyl)-9-cyklopentyl-N°-[6-(2-hydroxy- | C. 67.45/67.33; H, 6.87/6.83; 49760 |499.54
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fenyl)-pyridin-3-ylmethyl]-9H-purin-2, 6-diamin

N, 22.47/22.39

BP29 | (2-chlor-9-cyklopentyl-9H-purin-6-y1)-(6-thiofen-2-yl- C, 58.46/58.49; H, 4.66/4.39; | 409.85 [411.96
pyridin-3-ylmethyl)-amin N, 20.45/20.26

BP30 Nz-(4-amino—cyklohexyl)—.‘)—cyklopemyI-N”-(6-thiofen-2- C,63.91/63.72; H, 6.60/6.51; {487.62 |489.72
yl-pyridin-3-ylmethyl)-9H-purin-2,6-diamin N, 22.93/22.71; S, 6.56/6.24

BP31 Nz-(4-amino'cykiohexyl)~9-cyklopentyl-/\"’-(4-pyridin-2- C,69.68/69.25. H, 7.10/6.82; | 481.58 | 483.75
yl-benzyl)-9H-purin-2,6-diamin N, 23.22/23.02

BP32 | N-(4-amino-cyklohexyl)-S-cyklopentyl-M~(2 -amino- C,70.13/69.95; H, 7.31/7.15; 49558 [497.82
bifenyl-4-yimethy!)-9H-purin-2,6-diamin N, 22.56/22.46

BP33 | 4-(9-cyklopentyl-6-{[6-(2-methoxy-fenyl)-pyridin-3- C, 67.81/67.49; H, 6.87/6.55; 1 512.57 |514.80
ylmethyl}-amino} -9H-purin-2-ylamino)-cyklohexanol N, 19.09/19.27

BP34 | 4-(9-cyklopentyl-6-{[6-(2-hydroxy-fenyl)-pyridin-3- C, 67.31/67.15; H, 6.66/6.47, | 498.52 [500.57
ylmethyll-amino} -9f-purin-2-ylamino)-cykiohexanol N, 19.62/19.53

BP35 NZ-(4-amino-cyklohexyI)—9—cykIopentyl—M’-(é-thiofen-3- C.63.91/64.12; H, 6.60/6.91; | 487.62 1489.72
yl-pyridin-3-ylmethyl)-9H-purin-2,6-diamin N, 22.93/22.68; S, 6.56/6.35

BP36 NZ-(4-amino-cyklohexyl)-9-cyklopentyl-N6-(6-furan-3-y]- C, 66.08/65.92; H, 6.83/6.59; | 471.55 |473.65
pyridin-3-ylmethyl)-9H-purin-2,6-diamin N, 23.71/23.41

BP37 |2-{4-[9-Cyklopentyi-6-(4-furan-2-yl-benzylamino)-9H- C, 66.51/66.55; H, 6.82/6.69; | 486.60 |488.57
purin-2-yl]-piperazin-1-y!}-ethanol N, 20.11/20.01

BP38 |2-(2-{4-[9-Cyklopentyl-6-(4-furan-2-yl-benzylamino)-9H- | C, 65.52/65.38; H, 7.01/6.93; | 530.66 532.63
purin-2-yl]-piperazin-1-yl}-ethoxy)-ethanol N, 18.44/18.03

BP39 | (9-cyklopentyl-2-morfolin-4-yl-9H-purin-6-y1)-(2'-amino- | C, 69.06/69.21; H, 6.65/6.28; | 468.55 |470.60
bifenyl-4-ylmethyl)-amin N, 20.88/20.62

BP46 | (9-cyklopentyl-2-morfolin-4-yl-9 H-purin-6-yl)-(6-furan-3- | C, 64,70/64.25; H, 6.11/5.85; | 444.50 | 446.65
yl-pyridin-3-ylmethyl)-amin N, 22.01/22.25

BP41 | (9-cyklopentyl-2-morfolin-4-y1-9 H-purin-6-yl)-[6-(3-fluor- | C, 65.94/65.74; H, 5.96/5.82; [ 472.55 |474.62
fenyl)-pyridin-3-ylmethyl]-amin N, 20.70/20.55

BP42 | 1-{9-cyklopentyl-6-[(3"-fluor-bifenyl-4-ylmethyl)-amino}- | C, 68.33/68.59; H, 6.58/6.52; | 473.51 | 475.62
9H-purin-2-ylamino}-2-methyl-propan-2-ol N, 17.71/17.52

BP43 | 1-(9-cyklopentyl-6-{[6-(3-fluor-feny])-pyridin-3- C.65.67/6542; H, 6.36/6.16; {474.52 {476.68
ylmethyl]-amino}-9H-purin-2-ylamino)-2-methyl-propan- | N, 20.62/20.48
2-ol

BP44 | 1-(9-cyklopentyl-6-{[6-(2-methoxy-fenyl)-pyridin-3- C, 66.51/66.37; H, 6.82/6.41; | 486.59 | 488.62
ylmethyl}-amino}-9H-purin-2-ylamino)-2-methyl-propan- | N. 20.11/19.94
2-ol

BP45 | 1-(9-cyklopentyl-6-{[6-(2-hydroxy-fenyl)-pyridin-3- C, 65.94/65.68; H. 6.60/6.65; | 472.55 |474.60
ylmethyl}-amino}-9H-purin-2-ylamino)-2-methyl-propan- | N, 20.70/20.54
2-o0l

BP46 | 4-[9-cyklopentyl-6-(4-furan-2-yl-benzylamino)-9H-purin- | C, 67.80/67.53; H, 7.00/6.56; | 459.55 | 461.62
2-ylamino}-2-methyl-butan-2-ol N, 18.25/18.00

BP47 | 4-{9-cyklopentyl-6-[(6-furan-2-yl-pyridin-3-ylmethyl)- C, 65.06/65.21; H, 6.77/6.51; | 460.51 462.62
amino}-9H-purin-2-ylamino}-2-methyl-butan-2-ol N, 21.24/21.11

BP48 | 4-(9-cyklopentyl-6-{[6-(2-amino-fenyl)-pyridin-3- C, 66.64/66.58; H, 7.04/7.25; | 485.59 |487.63
ylmethyl]-amino}-9H-purin-2-ylamino)-2-methyl-butan-2- | N, 23.03/22.86
ol

BP49 NZ-(Z—amino~propyl)-9-cyklopentyl-fw"-(()-thiofen-2-yl- C,61.58/61.28; H, 6.29/6.05; | 447.62 |449.63
pyridin-3-ylmethyl)-9H-purin-2,6-diamin N, 24.98/24.78

BPS0 | N°-(2-amino-propyl)-9-cyklopentyl-N°-[6-(2-methoxy- C, 66.08/66.29; H, 6.83/6.59; [ 471.55 |473.63
fenyl)-pyridin-3-ylmethyl}-94-purin-2,6-diamin N, 23.71/23.56

BP51 NZ-(2-amino—propyl)—9-cyk]openty]—N(’-[6-(2-hydroxy- C, 65.48/65.49; H, 6.59/6.47; | 45742  |459.45
fenyl)-pyridin-3-ylmethyl]-9H-purin-2,6-diamin N, 24.44/24.11

BPS2 Nz-(3-amino-propyl)-9-cyklopentyl-1\'"-(4~thiofen-3-yl' C, 64.40/64.10; H, 6.53/6.32; | 446.59 |448.64
benzyl)-9H-purin-2 6-diamin N, 21.91/22.07; S, 7.16/6.95

BPA3 NZ-(3-amino-propyl)—9-cyklopentyI-N"—(4-furan-2-yl- C, 66.80/66.59; H, 6.77/6.51; {430.56 |432.58
benzyl)-9H-purin-2,6-diamin N, 22.72/22.48

BP54 Nz-(3-amino-propyl)-9-cyklopentyl-h‘~(3’-ﬂuor-bifenyl-4- C, 67.95/67.88; H, 6.58/6.56; [ 458.50 |460.40

ylmethyl)-9H-purin-2,6-diamin

N, 21.33221.01
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BPSS NZ-(S-amino-propyl)-‘)—cykIopentyl-N"-(Z'-methoxy- C, 68.76/68.98%; H, 470.60 472.63
bifenyl-4-yimethyD)-9H-purin-2,6-diamin 7.05/7.00; N, 20.79/20.96

BPS6 Nz-(3-amino-propyl)-9—cyklopentyI—/\"’-(2’-hydroxy- C, 68.25/68.00; H, 6.83/6.57; | 456.57 |458.60
bifenyl-4-ylmethy!)-9H-purin-2,6-diamin N,21.43/21.15

BP57 Nz-(3wamino-propyl)—9-cyklopentyl-N6-(6-furan-2-yl- C, 63.87/63.65; H, 6.53/6.54; 1 431.50 |433.58
pyridin-3-yimethy!)-9H-purin-2,6-diamin N, 25.91/25.76

BP38 N2-(3-amino-propy])'9-cyklopentyl-N‘s—[6‘(3-ﬂuor-fenyl)— C, 65.20/65.03; H, 6.35/6.08;
pyridin-3-ylmethyl]-9H-purin-2,6-diamin N, 24.33/24.59

BP60 Nz-(2-amino-ethyl)-9-cyklopentyl-N6-(4-thiofen-3—yl- C, 63.71/63.52; H,6.28/6.54; 143257 [434.57
benzyl)-9H-purin-2,6-diamin N, 22.61/22.35; S, 7.40/7.20

BP61 Nz—(2-a.mino-ethy]')-‘)-cyklopenly]-]‘}6 -(2’-amino-bifenyl-4- | C, 67.85/67.58; H,6.83/6.59; |441.60 |443.58
ylmethy!)-9H-purin-2,6-diamin N, 25.32/25.00

BP62 | N'-(2-amino-ethyl)-9-cyklopentyl-N°-(6-thiofen-2-yl- C, 60.81/60.62; H, 6.03/5.89; 1 433.55  {435.57
pyridin-3-ylmethy})-9H-purin-2,6-diamin N.25.79/25.51; S, 7.38/7.02

BP63 |4-(5-{[2-(2-amino-ethyl)-9-cyklopentyl-9H-purin-6- C, 63.54/63.82; H, 471.56 1473.60
ylamino]-methyl}-pyridin-2-yl)-benzoové kyselina 5.97/6.12; N, 23.71/23.46

BP65 | 3-[9-cyklopentyl-6-(4-thiofen-3-yl-benzylamino)-9H- C, 64.26/64.58; H, 6.29/6.15; [447.64 |449.58
purin-2-ylamino]-propan-1-ol N, 18.73/18.54; S, 7.15/7.00

BP66 | 3-[9-cyklopentyl-6-(4-furan-2-yl-benzylamino)-9H-purin- | C, 66.65/66.81; H, 6.53/6.74; 1 431.50 | 433.54
2-ylamino]-propan-1-ol N, 19.43/19.01

BP67 |3-{9-cyklopentyl-6-[(2"-methoxy-bifenyl-4-ylmethyl)- C, 68.62/68.98; H, 6.83/6.56; [471.58 |473.60
amino}-9H-purin-2-ylamino}-propan-1-ol N, 17.78/17.54

BP68 | 3-{9-cyklopentyl-6-[(2'-hydroxy-bifenyl-4-ylmethyl)- C, 68.10/67.82; H, 6.59/6.47; {457.56 | 459.55
amino}-9H-purin-2-ylamino}-propan-1-ol N, 18.33/18.01

BP69 | 4'-{[9-cyklopentyl-2-(3-hydroxy-propylamino)-9H-purin- | C, 66.65/66.41; H, 6.21/6.20; 1 485.58 | 487.58
6-ylamino]-methyl}-bifenyl-4-karboxylové kyselina N, 17.27/17.05

BP70 | 3-{9-cyklopentyl-6-[(6-thiofen-3-yl-pyridin-3-ylmethyl)- | C, 61.45/61.59; H, 6.05/5.89; | 448.60 |450.55
amino]-9H-purin-2-ylamino}-propan-i-ol N, 21.81/21.54; S, 7.13/7.00

BP71 | 3-{9-cyklopentyl-6-[(6-furan-2-yl-pyridin-3-ylmethyl)- C, 63.72/63.98; H, 6.28/5.96; 432.51 1434.55
amino}-9H-purin-2-ylamino} -propan-1-ol N, 22.62/22.45

BP72 | 3-{9-cyklopentyl-6-[(6-furan-3-yl-pyridin-3-yImethyl)- C, 63.72/63.58; H, 6.28/6.53; {432.51 |434.55
amino]-9H-purin-2-ylamino}-propan-1-ol N, 22.62/22 8]

BP73 | 3-(9-cyklopentyl-6-{[6-(2-methoxy-fenyl)-pyridin-3- C, 65.94/65.74; H, 6.60/6.41; 1472.57 1474.58
ylmethyl}-amino}-9H-purin-2-ylamino)-propan-1-ol N, 20.70/20.46

BP74 | 3-(9-cyklopentyl-6-{[6-(2-hydroxy-fenyl)-pyridin-3- C, 65.34/65.02; H, 6.36/6.54; | 458.56 | 460.58
ylmethyl}-amino}-9H-purin-2-ylamino)-propan-|-ol N, 21.34/21.08

BP76 | (R)-3-[9-cyklopentyl-6-(4-furan-2-yl-benzylamino)-9 H- C, 67.80/68.11; H, 7.00/7.05; | 459.65 |461.67
purin-2-ylamino]-pentan-2-ol N, 18.25/17.94

BP77 | (R)-3-[9-cyklopentyl-6-(4-furan-3-yl-benzylamino)-9H- | C, 67.80/67.59; H, 7.00/6.81; | 459.67 | 461.69
purin-2-ylamino]-pentan-2-ol N, 18.25/18.26

BP78 | (R)-3-{9-cykiopentyl-6-[(2'-methoxy-bifenyl-4-ylmethyl)- | C, 69.57/69.42; H, 7.25/7.00; 49962 1501.62
amino}-9H-purin-2-ylamino}-pentan-2-ol N, 16.79/17.03

BP79 | (R)-3-{9-cyklopentyl-6-[(2'-hydroxy-bifenyl-d-ylmethyl)- |C, 69.11/69.42; H, 7.04/6.84; 485.61 [487.65
amino]-9/-purin-2-ylamino}-pentan-2-ol N, 17.27/17.00

BPSO | (R)-3-[9-cyklopentyl-6-(4-pyrazol-1-yl-benzylamino)-9H- | C, 65.19/65.00; H, 7.00/6.75; | 459.55 461.57
purin-2-ylamino}-pentan-2-ol N, 24.33/24.00

BP81 | (R)-3-{9-cyklopentyl-6-{(6-thiofen-2-yl-pyridin-3- C, 62.87/62.58; H, 6.54/6.55; | 476.60 | 478.64
yimethyl)-amino]-9H-purin-2-ylamino} -pentan-2-ol N, 20.53/20.48; 8, 6.71/6.57

BP82 | (R)-3-{9-cyklopentyl-6-[(6-thiofen-3-yl-pyridin-3- C, 62.87/62.88; H, 6.54/6.32; 1 476.60 478.64
ylmethyl)-amino]-9H-purin-2-ylamino} -pentan-2-ol N, 20.53/20.57; S, 6.71/6.74

BP83 | (R)-3-(9-cyklopentyl-6-{[6-(3-fluor-fenyl)-pyridin-3- C, 66.24/66.58; H, 6.59/6.64; | 488.63 {490.65
ylmethyl]-amino} -9H-purin-2-ylamino)-pentan-2-ol N, 20.03/19.86

BP84 | (R)-3-(9-cyklopentyl-6-{[6-(2-methoxy-fenyl)-pyridin-3- | C, 67.04/67.10; H, 7.03/7.25; 500.65 {502.66
yimethyl]-amino}-9H-purin-2-ylamino)-pentan-2-ol N, 19.55/19.19

BPS5 | (R)-3-9-cyklopentyl-6-{[6-(2-hydroxy-fenyl)-pyridin-3- | C. 66.51/66.83; H, 6.82/6.94; | 486.60 |488.62
yimethyl]-amino} -9H-purin-2-ylamino)-pentan-2-ol N, 20.11/20.03

BP87 | [9-cvklopentyl-2-(4-methyl-piperazin-1-y))-OH-purin-6- | C, 69.20/69.51; H, 6.88/6.52. {467.52 1469.62
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y1]-(4-pyridin-2-yl-benzyl)-amin

N, 23.91/23.87

BP88 | [9-cyklopentyl-2-(4-methyl-piperazin-1-y)-9H-purin-6- | C, 65.93/65.78; H, 6.60/6.52; | 472.65 |474.66
yl]-(4-thiofen-2-yl-benzyl)-amin N, 20.70/20.41; S, 6.77/6.52

BP89 | {9-cyklopentyl-2-(4-methyl-piperazin-1-yl)-9H-purin-6- [ C, 65.93/66.06; H, 6.60/6.74; | 472.65 |474.66
yli]-(4-thiofen-3-yl-benzyl)-amin N, 20.70/20.35; S, 6.77/6.92

BP90 | [9-cyklopentyl-2-(4-methyl-piperazin-1-y1)-9H-purin-6- | C, 68.25/68.00; H, 6.83/6.56; | 456.55 | 458.62
yl]-(4-furan-2-yi-benzyl)-amin N, 21.43/21.11

BP91 | {9-cyklopentyl-2-(4-methyl-piperazin-1-yl)-9H-purin-6- | C, 68.25/68.52 H, 6.83/6.99; |456.55 |458.62
yl]-(4-furan-3-yl-benzyl)-amin N, 21.43/21.34

BP92 | [2,2']bipyridinyl-5-ylmethyl-{9-cyklopentyl-2-(4-methyl- | C, 66.50/66.38; H, 6.65/6.47; | 468.58 | 470.62
piperazin-1-y1)-9H-purin-6-y1}-amin N, 26.85/26.96

BP93 | [9-cyklopentyl-2-(4-methyl-piperazin-1-y)-9H-purin-6- | C, 63.26/63.59; H, 6.37/6.02; 1473.63 | 475.65
yl]-(6-thiofen-2-yl-pyridin-3-ylmethyl)-amin N, 23.61/23.96; S, 6.76/6.52

BP94 | [9-cyklopentyl-2-(4-methyl-piperazin-1-yl)-9H-purin-6- | C, 63.26/62.95; H, 6.37/6.56; | 473.63 | 475.65
yl}-(6-thiofen-3-yl-pyridin-3-ylmethyl)-amin N, 23.61/23.33; S, 6.76/6.48

BP95 | [9-cyklopentyl-2-(4-methyl-piperazin-1-y1)-9H-purin-6- | C, 65.48/65.19; H, 6.59/6.28; | 457.63 |459.57
yl]-(6-furan-2-yl-pyridin-3-ylmethyl)-amin N, 24.44/24.16

BP96 | [9-cyklopentyl-2-(4-methyl-piperazin-1-yl)-9H-purin-6- | C, 65.48/65.59; H, 6.59/6.74; 1457.63 |459.57
yl]-(6-furan-3-yl-pyridin-3-ylmethyl)-amin N, 24.44/24.21

BP97 | [9-cyklopentyl-2-(piperazin-1-y1)-9H-purin-6-yl}-(4- C, 65.33/65.22; H, 6.36/.608; | 458.59 |460.63
thiofen-2-yl-benzy!)-amin N, 21.33/20.96; S, 6.98/6.69

BP98 | [9-cyklopentyl-2-(piperazin-1-y1)-9H-purin-6-y1}-(4- C, 65.33/65.54; H, 6.36/.659; 1 458.59 |460.63
thiofen-3-yl-benzyl)-amin N, 21.33/21.59; S, 6.98/7.05

BP99 | [9-cyklopentyl-2-(piperazin-1-y!)-9H-purin-6-yi]-(4-furan- | C, 67.70/67.55; H, 6.59/6.47;1442.56 |444.56
2-yl-benzyl)-amin N, 22.11/22.02

BP100 | [9-cyklopentyl-2-(piperazin-1-yl)}-9H-purin-6-yl}-(4-furan- | C, 67.70/67.82; H, 6.59/6.68;|442.56 |444.56
3-yl-benzyl)-amin N.22.11/21.84

BP101 | (4-brom-benzyl)-(2-chlor-9-cyklopentyl-9H-purin-6-yl)- | C, 50.20/49.96; H, 4.21/4.63; | 405.58 | 407.73
amin N, 17.22/17.02

BP102 NZ-(4-amino-cyklohexyl)-N(‘-(4-brom~benzyl)-9- C, 57.02/56.85; H, 6.24/6.43; 1483.42 |485.50
cyklopentyl-94-purin-2,6-diamin N, 20.24/20.00

BP103 | [9-cyklopentyl-2-(piperazin-1-y1)-9H-purin-6-y1]-(3'-fluor- | C, 68.77/68.52; H, 6.41/6.78; [ 470.55 |472.55
bifenyl-4-ylmethyl)-amin N, 20.79/20.48

BP104 | [2.2']bipyridinyl-5-ylmethyl-[9-cyklopentyl-2-(piperazin- | C, 65.91/65.77; H, 6.42/6.56; | 454.56 | 456.54
1-yD)-9H-purin-6-y1}-amin N, 27.67/27.54

BP10S | [9-cyklopentyl-2-(piperazin-1-y1)-9H-purin-6-y1]-(6- C,61.72/61.55; H, 6.08/5.87; | 459.58 |461.58
thiofen-2-yl-pyridin-3-ylmethyl)-amin N, 25.04/25.55; S, 7.16/6.96

BP106 | [9-cyklopentyl-2-(piperazin-1-y!)-9H-purin-6-y1]-(6- C,61.72/61.84; H, 6.08/6.12; 1459.58 |461.58
thiofen-3-yl-pyridin-3-ylmethyl)-amin N, 25.04/25.05; S, 7.16/7.28

BP107 | [9-cyklopentyl-2-(piperazin-1-y1)-9H-purin-6-yl]-(6-furan- | C, 64.84/64.51; H, 6.35/6.12; | 443.55 | 445.62
2-yl-pyridin-3-ylmethyl)-amin N, 25.21/25.56

BP108 | [9-cyklopentyl-2-(piperazin-1-yl)-9H-purin-6-yl}-(6-furan- | C, 64.84/64.55; H, 6.35/6.52; | 443.55 | 445.58
3-yl-pyridin-3-yimethy!)-amin N, 25.21/24.94

BP109 | (6-brom-pyridin-3-ylmethyl)-(2-chlor-9-cyklopentyl-9H- | C, 47.14/47.28; H, 3.96/3.67; | 406.70 | 408 .82
purin-6-yl)-amin N, 20.61/20.19

BP110 NZ-(4—amino-cyklohexyl)—Nf’-(G-brom-pyridin-S-ylmezhyl)- C, 54.43/54.62; H, 6.02/5.87; 1 484.42 | 486.39
9-cykiopentyl-9H-purin-2,6-diamin N, 23.08/23.19

BP111 | [9-cyklopentyl-2-(piperazin-1-y1)-9H-purin-6-yl}-[6-(2- C, 66.50/66.24; H, 6.65/6.68; | 468.56 | 470.54
amino-fenyl)-pyridin-3-ylmethyl}-amin N, 26.85/26.57

BP112 9-cyklopentyl-Nz—piperidin-él-ylmethyl-N6{4-pyridin-2-yl- C, 69.68/69.54; H, 7.10/6.89; | 481.60 |483.58
benzy!)-9 H-purin-2,6-diamin N, 23.22/22.95

BP113 9-cyklopenty]-Nz-piperidin-4-y]methyl-NG-(3’-ﬂuor— C, 69.71/69.52; H, 6.86/6.41; | 498.61 500.65
bifenyl-4-ylmethyD-9H-purin-2,6-diamin N, 19.62/19.47

BP114 | I-{6-(4-brom-benzylamino)-9-cyklopentyl-9 H-purin-2- C, 54.67/54.59; H, 6.34/6.12; | 460.40 ] 462.38
ylamino]-2-methyl-propan-2-ol N, 18.21/18.07

BP115 | 1-[9-Cyklopentyl-6-(4-furan-2-yl-benzylamino)-9H-purin- | C, 67.24/67.59; H. 6.77/6.37 | 445.40 | 44738

2-ylamino}-2-methyl-propan-2-ol

N, 18.82/18.62
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BP116 | (2-chlor-9-cyklopentyl-9H-purin-6-y1)-(6-furan-2-yl- C, 60.84/60.61; H, 4.85/4.87; {393.85 [395.92
pyridin-3-ylmethyl)-amin N, 21.28/21.11

BP117 | 1-{9-cyklopentyl-6-[(6-furan-2-yl-pyridin-3-ylmethyl)- C, 64.41/64,65; H, 6.53/6.44; | 446.58 | 448.60
amino}-9H-purin-2-ylamino} -2-methyl-propan-2-ol N, 21.91/21.58

BP118 | (2-chlor-9-cyklopentyl-9H-purin-6-yl)-(4-furan-2-yl- C, 64.04/64.12; H, 5.12/5.36; | 392.91 |393.88
benzyl)-amin N, 17.78/17.49

BP119 9-cyk|opentyl-N2-piperidin-4-ylmethyl‘N"-(2'~methoxy- C, 70.42/70.12; H, 7.29/6.96; | 510.64 | 512.66
bifenyl-4-ylmethyl)-9H-purin-2,6-diamin N, 19.16/19.28

BP120 9-cyklopentyI-N2-piperidin-4-ylmethyl-}v"-(z’-hydroxy- C, 69.99/69.74; H, 7.09/6.88; | 496.66 |498.61
bifenyl-4-ylmethyl)-9H-purin-2,6-diamin N, 19.70/19.55

BP122 9-cyklopentyl-N1-piperidin—4—ylmethyl-N6-(6-thiofen-l-yi- C, 63.91/63.78; H, 6.60/6.65; | 487.63 | 489.67
pyridin-3-ylmethyl)-9H-purin-2,6-diamin N, 22.93/22.84; S, 6.56/6 41

BP123 | 9-cyklopentyl-N-piperidin-4-yimethyl-N°-(6-thiofen-3-yl- { C, 63.91/63.51; H, 6.60/6.39; | 487.64 | 489.66
pyridin-3-ylmethyl)-9H-purin-2,6-diamin N, 22.93/22.67, S, 6.56/6.62

BP124 9-cyklopentyl'Nz-piperidin--'l-ylmethyl-Nﬁ-(()-furan-?.—yl- C, 66.08/66.12; H, 6.83/6.92; {471.59 1473.6]
pyridin-3-yimethy})-9H-purin-2,6-diamin N, 23.71/23.54

BP125 9-cyklopentyl-Nz-piperidin-fl-ylmethyl-f\'“—(6-furan-3-yl- C, 66.08/66.02; H, 6.83/6.59; 1471.59 [473.61
pyridin-3-ylmethyl)-9H-purin-2,6-diamin N, 23.71/23.47

BP127 | (R)-2-[9-cyklopentyl-6-(4-thiofen-2-yl-benzylamino)-9H- | C, 64.91/64.68; H, 6.54/6.32; | 461.61  |463.62
purin-2-ylamino]-butan-1-ol N, 18.17/17.89; S, 6.93/6.84

BP128 | (R)-2-[9-cyklopentyl-6-(4-thiofen-3-yl-benzylamino)-9H- | C, 64.91/65.02; H, 6.54/6.63; | 461.61  1463.62
purin-2-ylamino]-butan-1-ol N, 18.17/18.19; S, 6.93/6.54

BP129 | (R)-2-[9-cyklopentyl-6-(4-furan-2-yl-benzylamino)-9H- C, 67.24/67.12; H, 6.77/6.72; 1 445.56  {447.58
purin-2-ylamino]-butan-1-ol N, 18.82/18.63

BP130 | (R)-2-[9-cyklopentyl-6-(4-furan-3-yl-benzylamino)-9H- | C, 67.24/67.52; H, 6.77/6.61; | 445.55  |447.57
purin-2-ylamino]-butan-1-ol N, 18.82/18.46

BP131 | (R)-2-(9-cyklopentyi-6-{[6-(3-fluor-fenyl)-pyridin-3- C, 65.67/65.52; H, 474.56 {476.60
ylmethyl]-amino}-9H-purin-2-ylamino)-butan-1-ol 6.36/6.12; N, 20.62/20.14

BP132 | (R)-2-(9-cyklopentyl-6-{[6-(2-methoxy-fenyl)-pyridin-3- | C, 66.51/66.28; H, 6.82/6.49; | 486.60 488.58
ylmethyl}-amino}-9H-purin-2-ylamino)-butan-1-ol N, 20.11/20.01

BP133 | (R)-2-(9-cyklopentyl-6-{[6-(2-hydroxy-fenyl)-pyridin-3- | C, 65.94/65.81; H, 47257 147459
ylmethyl}-amino }-9H-purin-2-ylamino)-butan-1-ol 6.60/6.49; N, 20.70/20.51

BP135 | 2-{4-[9-Cyklopentyl-6-(4-furan-2-yl-benzylamino)-9H- | C, 66.51/66.85; H, 6.82/6.56; {486.60 | 488.58
purin-2-yi]-piperazin-1-y1}-ethanol N, 20.11/19.86

BP136 | 2-(4-{9-Cyklopentyl-6-[(3"-fluor-bifenyl-4-yimethyl)- C, 67.55/67.23; H, 6.65/6.42; | 514.63 |516.62
amino}-9H-purin-2-yl} -piperazin-1-yl)-ethanol N, 19.02/19.25

BP137 | 2-(4-{9-Cyklopentyl-6-[(2'-methoxy-bifenyl-4-ylmethyl)- | C, 68.29/68.52; H, 7.07/6.86; | 526.68 | 528.70
amino)-9H-purin-2-yl} -piperazin-1-yl)-ethanol N, 18.58/18.31

BP138 | 2-(4-{9-Cyklopentyl-6-[(2'-hydroxy-bifenyl-4-ylmethyl)- | C, 67.81/67.98; H, 512.65 {514.60
amino]-9 H-purin-2-yl} -piperazin-1-yl)-ethanol 6.87/6.45; N, 19.09/19.25

BP139 | 4'-({9-Cyklopentyl-2-[4-(2-hydroxy-ethyl)-piperazin-1-yl}-| C, 66.52/66.41; H, 6.51/6.32; 540.66 |542.60
9H-purin-6-ylamino}-methyl)-bifenyl-4-karboxylova N, 18.10/17.85
kyselina

BP140 | 2-(4-{6-[([2,2'|Bipyridiny]-5-yimethyl)-amino}-9- C, 64.91/64.62; H, 6.66/6.62; 1 498.61 500.58
cyklopentyl-9H-purin-2-y1}-piperazin-1-yl)-ethanol N, 25.23/24.96

BP141 | 2-[4-(9-Cyklopentyl-6-{[6-(3-fluor-fenyl)-pyridin-3- C, 65.10/64.87; H. 6.44/6.11; | 515.63 | 517.59
ylmethyl]-amino}-9H-purin-2-yl)-piperazin-1-yl]-ethanol | N. 21.69/21.48

BP142 | 2-[4-(9-Cyklopentyl-6-{[6-(2-methoxy-fenyl)-pyridin-3- | C, 65.89/65.51; H, 6.86/6.47: | 527.63 529.65
ylmethyl}-amino} -9 H-purin-2-yl)-piperazin-1-yl]-ethanol | N, 21.20/21.00

BP143 | 2-[4-(9-Cyklopentyl-6-{[6-(2-hydroxy-fenyl)-pyridin-3- | C, 65.35/65.02; H, 6.66/6.64; | 513.62 | 515.60
ylmethyl]-amino} -9H-purin-2-yl)-piperazin-1-ylj-ethanol | N, 21.77/21 .54

BP145 | 2-(2-{4-[9-Cyklopentyl-6-(4-thiofen-2-yl-benzylamino)- | C, 63.59/63.19; H, 6.81/6.69; | 546.71 548.68
9H-purin-2-yl]-piperazin-1-y1}-ethoxy)-ethanol N, 17.90/17.85; S, 5.85/5.63

BP146 | 2-(2-{4-[9-Cyklopentyl-6-(4-thiofen-3-yl-benzylamino)- | C, 63.59/63.75; H, 6.81/6.52; | 546.71 | 548.67
9H-purin-2-yl]-piperazin-1-y1}-ethoxy)-ethanol N, 17.90/17.68; S, 5.85/5.92

BP147 | 2-(2-{4-[9-Cyklopentyl-6-(4-furan-2-yl-benzylamino)-9H- | C, 65.52/65.71; H, 7.01/6.83; | 530.65 |532.66

purin-2-yl}-piperazin-1-yl}-ethoxy)-ethanol

N, 18.44/18.16
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BP148 | 2-(2-{4-[9-Cyklopentyl-6-(4-furan-3-yl-benzylamino)-9H- | C, 65.52/65.38; H, 7.01/7.11; | 530.66 | 532.66
purin-2-yl}-piperazin-1-yl} -ethoxy)-ethanol N, 18.44/18.08

BP149 | 2-{2-[4~(9-Cyklopentyl-6-{[6-(2-amino-fenyl)-pyridin-3- |C, 64.61/64.53; H, 7.05/7.02; | 556.67 |558.69
ylmethyl}-amino}-9H-purin-2-yl)-piperazin-1-yl]-ethoxy}- | N, 22.60/22.83
ethanol

BP150 | 2-[2-(4-{9-Cyklopentyl-6-[(6-thiofen-2-yl-pyridin-3- C,61.29/61.05; H, 6.61/6.98; | 547.70  |549.72
ylmethyl)-amino]-9H-purin-2-yl} -piperazin-1-yl)-ethoxyl- | N, 20.42/20.09; S, 5.84/5.62
ethanol

BP151 | 2-[2-(4-{9-Cyklopentyl-6-[(6-pyrazol-1-yl-pyridin-3- C, 60.88/61.06; H, 6.81/6.49; | 531.65 [533.64
ylmethyl)-amino]-9H-purin-2-yi} -piperazin-i -yl)-ethoxy]- | N, 26.30/26.05
ethanol

BP152 | (S)-3-[9-Cykiopentyl-6-(4-furan-2-yl-benzylaminc)}-9H- | C, 68.83/68.85; H, 7.43/7.39; | 487.65 |489.62
purin-2-ylamino}-2,4-dimethyl-pentan-2-ol N, 17.20/16.89

BP153 | (S)-3-{9-Cyklopentyl-6-[(6-furan-2-yl-pyridin-3- C,66.23/66.01; H, 7.21/7.38; | 488.61 |490.53
ylmethyl)-amino}-9H-purin-2-ylamino}-2,4-dimethyl- N, 20.02/19.83
pentan-2-ol

BP154 | (S)-2-{9-Cyklopentyl-6-[(6-thiofen-2-yi-pyridin-3- C, 62.87/62.80; H, 6.54/6.39; | 476.64 [478.63
ylmethyl)-amino]-9H-purin-2-ylamine}-3-methyi-butan-1- | N, 20.53/20.72
ol

BP155 | (S)-2-[9-Cyklopentyl-6-(4-thiofen-2-yl-benzylamino)-9H- | C, 65.52/65.29; H, 6.77/6.69; |475.74 |477.72
purin-2-ylamino}-3-methyl-butan-1-o} N, 17.63/17.45

a) roztok: MeOH p.a. + HCOOH
b) roztok: MeOH p.a. + H,O + NH;

Priklad 30  Cytotoxicka aktivita novych slouenin in vitro

Jednou z hlavnich vlastnosti uréujicich mozny protinadorovy uginek novych sloucenin in vivo je
Jejich cytotoxicita testovana in vitro na vybranych nadorovych bunéénych liniich. Testovani cyto-
toxicity byva nejéastéji zalozeno na sledovani metabolické aktivity Zivych bungk. Nejcastéji pou-
Zivané metody pro kvantifikaci bun&éné proliferace a cytotoxicity vyuZivaji (3+4,5-Dimethyl-
thiazol-2—yl)-2,5—difenyltetrazolium bromid (MTT) nebo Calcein AM. Tyto metody jsou vyuzi-
vany v programech pro screening novych slou¢enin nebo pfi testovani chemosensitivity.

V experimentech byly pouzity nasledujici bun&¢né linie: Bunétné linie HUH-7 a PLC/PRF/5
byly kultivovany v kultiva¢nim médiu DMEM obsahujicim 10 % fetalniho séra, penicilin (100
U/ml) a streptomycin (100 pg/ml). Linie HCC—-1.2 (3p) a HCC-1.1 (3sp) (Zil] et al., 2009, Future
Oncol, 5(8): 1169-79) a Hep3B byly kultivovany v kultivainim médiu RPMI-1640 obsahujicim
10 % fetalniho séra, penicilin (100 U/ml) a streptomycin (100 ug/ml) a linie HepG2 v kultiva¢-
nim meédiu EMEM obsahujicim 10 % fetalniho séra, pyruvat sodny (0,11 g/l), penicilin
(100 U/ml) a streptomycin (100 ug/ml). Vsechny bun&né linie byly udrzovany za standardnich
kultiva¢nich podminek (37 °C, 5 % CO,). Pro testovani cytotoxicity byly buriky vysazeny do 96—
jamkovych mikrotitratnich desticek v pottu 3000 bungk na jamku (v ptipadé linie HepG2 v po-
Ctu 10000 bunek na jamku). Nasledujici den byly k buiikdm pfidany testované latky v riznych
koncentracich vzdy v triplikatu. Po uplynuti 72 hodinové inkubace byl k burikdm p¥idan zasobni
roztok Calceinu AM a inkubovan dalsi hodinu. Po uplynuti této doby byla zméFena fluorescence
Zivych bungk pii 485 nm/538 nm (ex/em) za pomoci pfistroje Fluoroskan Ascent microplate rea-
der (Labsystems). Hodnoty ICs stanovujici koncentraci latky, ktera Je letalni pro 50 % nadoro-
vych bunék, byly odedteny z k¥ivek zavislosti bunééné viability na koncentraci testované latky
(dose—response curves). Cytotoxicita novych latek byla testovéna na panelu bun&nych linii s
riznym histogenetickym piivodem. Vyznamna uéinnost byla zjiSténa u vSech testovanych nado-
rovych linif odvozenych od karcinomu jater Hep3B, PLC/PRF/5, HepG2, HUH-7, 3p a 3sp (ta-
bulka 2) bez ohledu na mutace nebo delece genii kodujicich proteiny zapojené v regulaci buné¢-
ného cyklu (Puisieux et al., 1993, FASEB J. Nov;7(14):1407-13), coz naznaduje, ze tyto slouce-
niny by mély dosahovat srovnatelné Géinnosti u nadord s riiznou expresi nadorovych supresorii a
genii zapojenych v regulaci bunééného cyklu, napt. p53, Rb atd.
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Tabulka 2: In vitro antiproliferaini aktivita vybranych novych 2-substituovanych—6-biaryl-
methylamino—9—cyklopentyl-9H-purinovych slou¢enin v nadorovych liniich odvo-
zenych od karcinomu jater (CR8 znag&i [[9—(1-methylethyl)-6-[[[4—~(2—pyridiny])-
fenyl]methyl]amino]-9H—purin—2-yl]Jamino]-I-butanol).

Inhibi¢ni koncentrace ICsp (nM)

Sloudenina
Hep3B PLC/PRF/5  HepG2 HUH-7 3p 3sp
roskovitin >10000 >10000 n.a. >10000 >10000 >10000
CR8 >2000
BP2 460 105 444 319 317 466
BP4 708 106 389 355 802 813
BP5 405 60 247 231 420 454
BP12 418 77 248 199 288 492
BP13 518 . 76 256 339 602 613
BP14 58 7 211 373 410 513
BP16 532 129 937 363 580 767
BP18 233 22 417 618 791 791
BP19 85 9 111 281 191 410
BP20 32 7 68 182 132 197
BP21 487 46 38 155 167 408
BP22 487 280 >1000 642 436 516
BP23 432 n.a. n.a. n.a. n.a. 468
BP24 115 12 142 177 169 339
BP29 792 n.a. na. n.a. n.a. 843
BP30 77 15 206 184 205 476
BP32 400 122 >1000 647 543 687
BP35 207 37 278 257 218 328
BP36 130 18 131 332 258 424
BP102 268 644 >1000 386 492 441
BP110 488 400 >1000 513 334 515
BP116 298 n.a. n.a. n.a. n.a. 371

n.a.: not analyzed

Tabulka 3: In vitro antiproliferaéni aktivita referen¢nich latek v nadorovych liniich odvozenych
od karcinomu jater.

Inhibiéni koncentrace ICsy (nM)

Referenéni latka

Hep3B PLC/PRF/5 HepG2 HUH-7  3p 3sp
doxorubicin 0,46 0,67 1,38 125 0,54 0,27
cisplatina 1,28 10,15 1,38 3,62 2,71 0,72

sorafenib 3,74 4,06 5,85 2,86 4,42 6,39
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Priklad 31 Kinasova inhibi¢ni aktivita novych slouéenin

Kinasa CDK2/cyklin E byla pfipravena pomoci bakulovirové infekce v hmyzich buiikach Sf9 a
purifikovana na koloné NiNTA (Qiagen). CDK5/p35, CDK7/Cyklin H/MAT1 a CDK9/Cyklin
T1 byly zakoupeny od spole¢nosti ProQinase GmbH. Kinasova reakce probihala za pritomnosti
1 mg/ml histonu HI (pro CDK2 a CDKS5) nebo peptidu (YSPTSPS),KK (pro CDK7 a CDK9),
15/0.15/1.5/1.5 uM ATP (pro CDK2/CDK5/CDK7CDKS9), 0.05 uCi [y-"PJATP a testované
slougeniny v celkovém objemu 10 pl v reakénim pufru (60 mM HEPES-NaOH, pH 7,5, 3 mM
MgCl,, 3 mM MnCl,, 3 uM Na-orthovanadat, 1.2 mM DTT, 2,5 ug / 50 pl PEGyg000)~ Reakce
byly zastaveny pfidanim 5 ul 3% vodného roztoku H;PO,. Vzorky byly naneseny na P-81 fosfo-
celulézovou membranu (Whatman), kterd byla nasledné 3x promyta 0,5% vodnym roztokem
H3PO4 a usuSena na vzduchu. Kinasova inhibice byla stanovena za pomoci digitalniho analyzé-
toru obrazu FLA-7000 (Fujifilm) a byla vyjadiena jako rezidualni kinasové aktivita nebo jako
hodnota ICs udéavajici koncentraci testované latky zpiisobujici snizeni aktivity CDK na 50 %.

Jak vyplyva z tabulek 4 a 5, vSechny testované slougeniny nejen Ze s velkou a&innosti (v fadech
nanomolil) inhibovaly CDK1 a CDK2, rovnéZ vykazovaly vyraznou aktivitu viigi dalsim CDK,
které jsou zapojeny v fadé dal3ich biologickych procesi. Inhibice transkripéni CDK7/9 vede ke
snizeni hladiny proteinti zapojenych v apoptose (Mcl-1, XIAP), které jsou nezbytné pro pieziti
nadorovych bunék, zejména pak téch zpisobujicich onemocnéni jako je napiiklad mnohocetny
myelom nebo chronicka lymfocyticka leukémie (Chen et al., Blood. 2005 Oct 1;106(7):2513-9;
MacCallum et al., Cancer Res. 2005 Jun 15;65(12):5399-407; Manohar et al., Leuk Res. 2011
Jun;35(6):821-30). CDKS, zndmé jako regulator neuronalnich proces, hraje také velmi vy-
znamnou ulohu v regulaci migrace endotelialnich bungk a tvorby cév, dvou pochodii nezbytnych
pro angiogenezi (Liebl et al., ] Biol Chem. 2010 Nov 12;285(46):35932-43). Z toho diivodu byla
inhibicni aktivita neji¢innéjsich latek testovana viici v§em CDK a dale byl studovan jejich vliv
na transkripci a angiogenezi.

Tabulka 4:  Kinasova inhibi¢ni aktivita vybranych 2-substituovanych—6-biarylmethylamino—9—
cyklopentyl-9H-purinovych slou€enin vyjadiena jako hodnota ICs,.

Kinasova inhibice

Slou¢enina ICso (nM)
CDK1 CDK2
roskovitin >1000 160
CR8 787 51
BP2 119 20,0
BP4 148 11,4
BPS 183 14,0
BP12 422 33,5
BP13 202 13,0
BP14 50,0 10,0
BP16 301 33,0
BP18 118 34,0
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BP19 77,0 14,0
BP20 47,0 7,1
BP21 215 23,0
BP22 100 10,0
BP24 58,0 12,0
BP30 49,0 4,0
BP32 152 20,5
BP35 169 18,0
BP36 66,0 8,0

Tabulka 5: Kinasova inhibi¢ni aktivita vybranych 2—substituovanych—6-biarylmethylamino-9-
cyklopentyl-9H-purinovych slouenin vyjadfend jako rezidualni aktivita kinas

CDKS5/7/9.
Reziduilni kinasova aktivita (%)
Sloucenina CDKS5S CDK7 CDK9
' 1000 nM 100 nM 1000 nM 100 nM 1000 nM 100 nM
BP14 24,82 37,79 23,95 54,83 0,73 22,31
BP18 23,58 49,19 24,13 54,07 1,03 32,65
BP19 25,62 37,73 24,98 55,05 0,83 26,55
BP20 19,36 47,64 17,27 48,04 0,59 21,06
BP21 23,37 88,22 48,47 72,03 7,74 48,99
BP22 89,00 87,75 93,86 70,04 82,80 93,40
BP30 4,31 26,02 16,50 47,68 1,78 19,59
BP35 8,70 65,04 33,47 64,07 2,39 32,80
BP36 2,95 31,88 17,34 49,06 1,68 15,39
BP117 39,63 76,73 68,34 76,35 23,18 52,68

Priklad 32 Jednokrokova analyza aktivace kaspas—3/7 novymi 2—substituovanymi—6-benzyl-
amino—9—cyklopentyl-9H—puriny

Stanoveni proapoptotickych vlastnosti novych slougenin bylo zalozeno na kvantifikaci enzyma-
tické aktivity kaspasy—3/7. Aktivita bun&tné kaspasy-3/7 byla méfena podle protokolu Carrasco
et al., 2003, BioTechniques, 34(5): 1064-67. Buiiky linie Hep3B a PLC/PRF/5 byly vysazeny do
96—jamkovych mikrotitraénich desti¢ek v poctu 10 000 bun€k na jamku. Druhy den byly k buii-
kém pfidany testované latky v riiznych koncentracich a buiiky byly inkubovany 24 hodin. Po
uplynuti doby inkubace byl do jamek pfidan reakcni pufr (150 mM HEPES pH 7,4, 450 mM
NaCl, 150 mM KC1, 30 mM MgCl,, 1,2 mM EGTA, 1,5% Nonidet P40, 0,3% CHAPS, 30%
sacharéza, 30 mM DTT, 3 mM PMSF) obsahujici 150 uM substrat Ac-DEVD-AMC (Sigma-—
Aldrich) a desticky byly inkubovany pfi 37 °C. Aktivita kaspas—3/7 byla zméfena po 6 hodinach
za pomoci pfistroje Fluoroskan Ascent (Labsystems) pfi 346 nm/442 nm (ex/em).
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Meéteni aktivity kaspas—3/7 v buiikach linii Hep3B (Tabulka 6) a PLC/PRF/5 (tabulka 7) ovlivng-
nych 2-substituovanymi—6-biarylmethylamino-9-cyklopentyl-9H-puriny odhalilo koncentrag-
né-zavislou aktivaci téchto enzymi jiz v submikromolarnich koncentracich.

Tabulka 6: Relativni aktivita kaspas—3/7 v buiikach linie Hep3B ovlivnénych novymi slougeni-

nami.

Relativni aktivita kaspas-3/7 v bunééné linii Hep3B
Koncentrace (nM)
Sloucdenina

100 200 400 800 1600
BP2 1,00 - 1,09 1,40 3,73 7,77
BP4 1,00 - 1,12 1,44 5,58 9,25
BPS 1,00 - 1,09 1,48 6,65 8,96
BP12 1,00 - 1,12 4,20 7,04 9,85
BP13 1,00 - 0,95 1,71 5,65 7,81
BP14 1,00 0,99 3,60 6,55 9,00 9,50
BP16 1,00 - 0,93 1,26 2,82 7,07
BP17 1,00 - 0,89 0,87 0,96 0,63
BP18 1,00 - 0,89 3,19 6,05 8,59
BP19 1,00 0,90 4,82 6,60 9,80 9,45
BP20 1,00 4,42 5,37 8,25 9,63 9,95
BP21 1,00 - 1,15 1,18 4,36 7,19
BP22 1,00 - 0,81 0,80 0,81 1,18
BP24 1,00 1,98 6,18 6,81 9,80 9,65
BP30 1,00 2,99 5,32 8,08 9,00 9,43
BP32 1,00 - 0,70 1,15 2,48 7,53
BP35 1,00 - 1,01 5,59 6,07 9,10
BP36 1,00 2,67 6,19 6,55 9,80 9,75
BP115 1,00 - 0,94 1,05 1,19 0,81
BP117 1,00 - 0,77 0,89 1,06 2,00
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Tabulka 7: Relativni aktivita kaspas—3/7 v buiikach linie PLC/PRF/5 ovlivnénych novymi slou-

Ceninami.
Relativni aktivita kaspas-3/7 v bunécné linii PLC/PRF/S
_ Koncentrace (nM)
Sloucenina

40 80 160 320 640 1280

BP2 1,00 1,09 1,14 1,30 2,24 >5,00  >5,00
BP4 1,00 - - 0,67 0,61 0,33 0,55
BP5 1,00 0,65 1,07 2,22 3,37 >5,00  >5,00
BP12 1,00 0,93 1,27 3,10 2,95 >5,00 >5,00
BP13 1,00 0,99 1,37 1,72 2,28 >5,00  >5,00
BP14 1,00 1,99 2,86 >5,00 >5,00 >5,00 >5,00
BP16 1,00 1,01 0,73 115 2,42 >5,00 >5,00
BP17 1,00 - - 1,08 1,09 0,99 1,20
BP18 1,00 0,97 2,40 >5,00 >500 >5,00 >5,00
BP19 1,00 1,78 2,39 >5,00  >500 >5,00 >5,00
BP20 1,00 3,15 2,66 >500 >500 >5,00 >5,00
BP21 1,00 0,69 1,20 2,19 3,39 >5,00  >5,00
BP22 1,00 - - 0,72 1,08 1,92 3,50
BP24 1,00 2,01 2,59 >5,00 >500 >5,00 >5,00
BP30 1,00 2,46 3,93 >5,00  >500 >500 >500
BP32 1,00 0,62 1,00 0,69 2,01 >5,00  >5,00
BP35 1,00 1,10 2,37 2,97 >5,00 >5,00 >5,00
BP36 1,00 2,34 >5,00 >5,00 >500 >500 >5,00
BP115 1,00 - - 1,17 1,05 0,88 0,98
BP117 1,00 - - 0,79 1,17 2,60 2,99

Priklad 33 Vliv 2-substituovaného—6-biarylmethylamino—9—cyklopentyl-9H-purinu BP14 na
aktivaci apoptosy

Stanoveni proapoptotickych vlastnosti slougeniny BP14 bylo zaloZeno na mé&feni enzymové akti-
vity kaspas—3/7. P¥i tomto experimentu byly buriky ovlivnéné latkou BP14 sklizeny centrifugaci
a homogenizovany v extrakénim pufru (10 mM KC1, S mM Hepes, | mM EDTA, 1 mM EGTA,
0,2% CHAPS, inhibitory proteas, pH 7,4) po dobu 20 minut na ledu. Poté byly vzorky centrifu-
govany pii 10 000 g a 4 °C po dobu 20 minut. Pomoci metody dle Bradfordové byla stanovena
koncentrace proteint v jednotlivych vzorcich a srovnana na stejnou hladinu. Lyzaty byly poté
inkubovany p¥i pokojové teploté po dobu 5 hodin v reakénim pufru (25 mM PIPES, 2 mM EG-
TA, 2 mM MgCl,, 5 mM DTT, pH 7,3) obsahujicim 100 uM substrat Ac-DEVD-AMC (Sigma-
Aldrich). Fluorescence vzniklého produktu byla zméfena pomoci pfistroje Fluoroskan Ascent
microplate reader (Labsystems, Helsinki, Finland) pfi 346 nm/442 nm (ex/em).

Sloutenina BP14 silné indukovala aktivaci kaspas—3/7 v nadorové linii Hep3B, kde bylo moZné
po 24 hodinovém ovlivnéni bun&k latkou BP14 v koncentraci odpovidajici trojnasobku hodnoty
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ICso pozorovat dvacetinasobny nérist aktivity studovanych enzymi ve srovnani s neovlivnénymi
kontrolnimi butikami. Vliv latky BP14 na aktivaci kaspas bylo rovnéZ mozné pozorovat i v pi-
padé dalSich nadorovych linii odvozenych od karcinomu jater (obr. 2).

Uginek latky BP14 na aktivaci apoptosy byl dale ovéfen studiem exprese vybranych apoptotic-
kych proteinii pomoci metody imunoblottingu. Buiiky byly sklizeny, tfikrat promyty vychlaze-
nym PBS a zlyzovany v extrak¢nim pufru (50 mM Tris, pH 7,4, 250 mM NaCl, 5 mM EDTA, 50
mM NaF, 1 mM Na;VO,, 1% Nonidet P40) obsahujicim smés inhibitorli proteas a fosfatas (Sig-
ma-Aldrich, USA). 20 ug celkovych proteinii bylo separovano pomoci elektroforézy v SDS-
polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE) a nasledné preneseno na nitroceluldzovou membranu.
Membrany byly blokovéany v roztoku PBS s 0,1% Tweenem 20 obsahujicim 5 % su$eného mléka
a inkubovany pies noc se specifickymi protilatkami proti proteinim PARP-1 (klon F-2; Santa
Cruz Biotechnology, USA), Mcl-1 (S-19; Santa Cruz Biotechnology, USA) a B-aktin (C—4,
Santa Cruz Biotechnology, USA). Viechny primarni protilatky byly nafedény do blokovaciho
roztoku. Jako sekundarni byly pouzity protilatky konjugované s peroxidasou (krali¢i protilatka
proti mySim imunoglobulinim a prase¢i protilatka proti krali¢im imunoglobulinim; DAKO,
Denmark), které byly vizualizovany pomoci reagencii ECL (Amersham—Pharmacia, Little Chal-
font, UK).

Sledovani Stépeni proteinu PARP-1, jadern¢ho cile caspasy-3, potvrdilo vyse zminéné vysledky.
Vyrazny narist hladiny 89-kDa fragmentu proteinu PARP-1 byl zejména patrny po ovlivnéni
latkou BP14 v nddorovych liniich Hep3B a 3p, naproti tomu u linic HUH-7 nebyl tento efekt
zaznamenan. Aktivace apoptosy byla dale studovana pomoci exprese antiapoptotického proteinu
Mcl-1. Ovlivnéni latkou BP14 zpisobilo vyrazny koncentraén&/~zavisly pokles exprese tohoto
proteinu zejména u linii Hep3B, PLC/PRF/5 a 3p.

Priklad 34  Indukce nadorového supresoru p53

Protinadorova aktivita latek je zvySovana jejich pozitivnim vlivem na stabilizaci a aktivaci nado-
rového supresoru p53. p53—dependentni transkrip&ni aktivita byla stanovena kvantifikaci aktivity
-galactosidasy v buné¢né linii Arn8 odvozené od melanomu, ktera byla vytvofena stabilni
transfekei bun€k p53-responzivnim reportérovym konstruktem pRGCAfoslacZ (Frebung et al.,
Cancer Res., 52, 1992-6976). Po 24 hodinové inkubaci s testovanymi inhibitory byly buiiky linie
Arn8 permeabilizovany 0,3% roztokem Tritonu X—100 po dobu 15 minut a nasledné k nim byl
pfidan substrat 4-methylumbelliferon-B-D-galactopyranosid (finalni koncentrace 80 puM). Po
uplynuti hodinové inkubace byla zméfena fluorescence vzniklého produktu (4—methylumbellife-

ron) pomoci pfistroje Fluoroskan Ascent microplate reader (Labsystems) p¥i 355 nm/460 nm
(ex/em).

Data v tabulce 8 dokazuji, Ze vétsina latek ze série 2—substituovanych—6-biarylmethylamino—9—
cyklopentyl-9-purinovych derivati vykazuje koncentraéné—zavisly G¢inek na p53-regulovanou
transkripci s maximalni G¢innosti v koncentraénim rozsahu mezi 100 az 500 nM.

Tabulka 8: Vliv vybranych novych 2—substituovanych—6-biarylmethylamino-9—cyklopentyl—
9—purinovych derivatii na indukci proteinu p53 v buiikach linie Arn8 stabilné trans-
ferované (3—galactosidasovym reportérovym genem.
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Maximalni aktivacéni

Sloucenina
koncentrace (nM)
roskovitin >10000
CRS8 1600
BP2 930
BP4 700
BP5 961
BP12 986
BP13 970
BP14 137
BP16 943
BP17 950
BP18 510
BP19 167
BP20 150
BP21 918
BP22 373
BP24 260
BP30 120
BP32 895
BP35 230
BP36 125
BP115 870
BP117 950

Priklad 35 Nové 2-substituované—6-biarylmethylamino—9—cyklopentyl-9H-purinové derivaty
inhibuji bun&enou transkripci redukei fosforylace RNA polymerasy 11

V buitkach linii odvozenych od karcinomu jater ovlivnénych latkou BP14 byla sledovana hladina
fosforylace RNA polymerasy 11, ktera je substratem CDK7 a CDK9 (obr. 3). Pro analyzu byla
pouzita metoda imunoblottingu popsana v ptikladu 33 s vyuZitim nasledujicich specifickych pro-
tilatek: anti-phospho RNA polymerase 11 (S5) (Bethyl Laboratories, USA), anti—phospho RNA
polymerase II (S2) (Bethyl Laboratories, USA), anti~-RNA polymerase 1l (klon ARNA-3, Milli-
pore) a B-aktin (klon C4, Santa Cruz Biotechnology, USA).

Analyza odhalila rapidni pokles fosforylace serinu 2 a serinu 5 RNA polymerasy Il zejména v
bunéénych liniich 3sp a Hep3B (obr. 3). Tento vysledek potvrzuje inhibici CDK7 a CDK9 na
bun&éné Grovni. Inhibice bunéiné transkripce byla rovn&z potvrzena snizenou hladinou anti-
apoptotického proteinu Mcl-1, ktery patfi do skupiny proteini s kratkym polo¢asem rozpadu
(obr. 1).
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Piiklad 36 Anti-angiogenni efekt novych derivata

Byly studovany potencialni anti-angiogenni Gi&inky novych 2-substituovanych—6-biarylmethyl-
amino—-9—cyklopentyl-9H-purinovych derivati. Analyzovali jsme vliv na proliferaci (Tab. 9),
migraci a tube formation lidskych endotelidlnich bunék z umbilikalni vény (HUVEC). Pro urceni
miry proliferace po pfidani testovanych latek po 24 nebo 72 h byly vysety endotelilni buriky na
96—jamkovou testovaci desku. Zivotaschopné buriky byly detekovany pomoci roztoku Calceinu
AM (Invitrogen) a zméfeny na destickovém readeru Fluoroskan Ascent (Labsystems) dle publi-
kovaného postupu (Krystof et al., 2011, Eur ] Med Chem. 2011 Sep;46(9):4289-94).

Tabulka 9: In vitro antiproliferaéni aktivita vybranych 2-substituovanych—6-biarylmethyl-
amino-9—cyklopentyl-9 —purind v lidskych endotelialnich butikach umbilikalni vé-

ny (HUVECsS).
Inhibi¢ni koncentrace pro buiiky

Sloudenina HUVEC -ICs (pM)*
24 h 72 h
doxorubicin >6,6 >6,6
sorafenib >50 >10
CR8 >50 0,61
BP4 15,7 0,45
BP14 >50 0,05
BP18 >50 0,52
BP19 21,8 0,37
BP20 292 0,57
BP24 >50 0,17
BP30 20,4 0,08
BP35 >50 0,18
BP36 20,8 0,19

“ Primérné hodnoty ze t¥{ nezavislych experimentt

Priklad 37  Anti-angiogenni efekt novych derivatii — migragni ryhovy test

Migracni test byl proveden dle publikovaného postupu (Krystof et al., 2011, Eur J Med Chem.;
46(9):4289-94). V konfluentnich HUVEC buiikdch byla vytvorena ryha pomoci pipety se $pic-
kou. Do média k buitkim byly ptidany na 24 h rizné koncentrace testovanych latek. Po inkubaci
byla kazda jamka fotografovana pomoci software DP Controller systém (Olympus) ptipojeného k
mikroskopu Olympus BX50. Migrace byla vyjadiena jako plocha ryhy nepokryta butikami po-
moci "in house" software.

Nové 2—substituované—6—biarylmethylamino—9—cyklopentyl—9H—puriny inhibovaly migraci
HUVEC bunéek stimulovanych VEGF do vytvofené ryhy v koncentracich 100 a 1000 nM (Tab.
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10). Signifikantni inhibice migrace byla detekovana u bungk o3etfenych 100 nM BP20 a BP 30
na 24 h. Tyto koncentrace nemély vliv na bunénou viabilitu (tab. 9).

Tabulka 10: Uginek vybranych novych 2-substituovanych—6-biarylmethylamino-9-cyklo-
pentyl-9—purinovych derivati na migraci lidskych endotelidlnich bunék umbilikalni

vény (HUVEC).
Oblast ryhy”
Slouc¢enina koncentrace (nM)
100 1000

olomoucin 0 0

roskovitin 0 0
CR8 0 +
BP4 0 ++
BP14 + ++
BP18 + ++
BP19 + ++
BP20 ++ ++
BpP24 + ++
BP30 ++ ++
BP35 0 ++
BP36 + ++

94+ oteviena; + Gastedné oteviend, 0 uzaviena

Priklad 38 Anti-angiogenni G¢inek novych derivatii — tube formation

V dal$im z angiogennich testd, tzv. tube formation, se HUVEC buiiky v médiu (Endothelial Cell
Growth Medium, Provitro, Némecko) obsahujici testované latky, vyseji na Matrigel® (BD) do
ibidi slidi1 pro angiogenezi (15—jamkové, ibidi GmbH, Mnichov, Némecko). Po 24 h jsou porize-
ny fotografie jednotlivych jamek pomoci mikroskopu Olympus BX50 se softwarem DP Controll-
er system. Vyhodnoceni schopnosti bungk tvofit tzv. tubuly bylo vyjadieno pomoci "in house"
software jako polet tubulii a pocet uzlii bundk osetfenych testovanymi latkami v porovnani s
neoSetfenymi buiikami.

Mnoho 2-substituovanych—6-biarylmethylamino—9—cyklopentyl-9—purinii redukovalo signifi-
kantn& migraci HUVEC bunék v testovanych koncentracich 10 a 100 nM (Obr. 5). Napt. latky
BP14 a BP20 po 24 h redukovaly u HUVEC bunék pocet tubuld, jejich celkovou délku nebo
pramér délky jednoho tubulu a pocet vétveni (obr. 5). Napf. latky BP14 a BP20 po 24 h reduko-
valy u HUVEC bungk pocet tubulii, jejich celkovou délku nebo primér délky jednoho tubulu a
pocet vétveni (obr. 5).

- 48 -



20

25

30

35

40

45

50

CZ 306894 B6

7

Priklad 39 Protizanétliv4 aktivita novych derivatd — pokles exprese E—selectinu

Jednim z testii prokazujicich protizanétlivy icinek 2-substituovanych—6-biarylmethylamino-9—
cyklopentyl-9H-purinii je méfeni exprese E-selectinu (ELAM-1-endothelialni-leukocytova
adhezivni molekula 1). ELAM-1 patfi do skupiny glykoproteint bunééného povrchu, které jsou
rychle indukovéany zanétlivymi cytokiny b&hem chronického nebo akutniho zanétlivého procesu
(Ley, Trends Mol Med. 2003 Jun;9(6):263-8), napf. nadorovy nekroticky faktor (TNFa.). Z toho-
to divodu jsme analyzovali vliv novych derivatii na expresi membranové vazaného E-selectinu
na bunikdach HUVEC po aplikaci TNFo. pomoci vysoce citlivé metody ELISA.

Buiiky HUVEC byly vysazeny do 96-jamkové desky, ktera byla pfedem potazena 200 ul 0,25%
roztokem kolagenu G na 10 min pii 37 °C. 1 x 10* bun&ék HUVEC bylo vyseto do 200 ul média a
rostly 48 h do optimalni konfluence. Testované inhibitory byly ptidany ve vzristajici koncentraci
v triplikatech do jamek s buitkami HUVEC a inkubovény 30 min. Nésledné& bylo do jamek s tes-
tovanymi latkami pfidano 10 ng/ml TNFa pro stimulaci produkce NF«Ba tedy i ELAM-1. Po
dalsi 4 h inkubaci byly zméfeny hladiny ELAM-1 v jednotlivych jamkach s HUVEC bufikami
pomoci metody ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Buiiky byly jednou promyty
PBS a fixovany 15 min pii pokojové teploté 25% glutaraldehydem (Sigma—Aldrich, Mnichov,
Némecko). Nasledn€ byly buiiky promyty 3x 200 pl na jamku PBS/0,05% Tween 20, blokovany
200 pl/jamka 5% BSA/PBS 1 h a znovu oplachnuty 3x 200 ul na jamku PBS/0,05% Tween 20.
Potom byla pfidina na 1 h pii pokojové teploté protilitka anti-ELAM-1 (klon BBA-1, R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA), fedéna 1:5000 v 0,1% BSA/PBS (100 pl na jamku), a nako-
nec promyta 5x 200 pl na jamku PBS/0,05% Tween 20. Nasledné byly buiiky inkubovany 1 h pii
pokojové teploté ve tmé se sekundarni protilatkou goat anti-mouse—HRP (Sigma-Aldrich, Mni-
chov, Némecko) fedéné 1:10000 v 0,1% BSA/PBS (100l na jamku). Po odstranéni protilatky
byly buriky promyty 5x 200 ul na jamku PBS/0,05 % Tween 20. HRP-aktivita v kazdé jamce
byla zmétena po pridani Fast-OPD substratu (o—fenylenediamin dihydrochloride) (Sigma—
Aldrich, Mnichov, Némecko) (Gridling et al, Int J Oncol. 2009, Apr;34(4):1 117-28) a absorban-
ce byla zméfena pfi ODjyoyu, ve spektrofotometru. Viechna data byla normalizovéana k pozitivni
kontrole (bufiky oSetfené TNF bez inhibitoru), kter4 reprezentuje 100% zénétlivych bunék.

Vybrané 2-substituované-6-biarylmethylamino—9—cyklopentyl-9H-puriny zplsobily rychly
pokles exprese ELAM~1 v nanomolarnich koncentracich, které neovliviiovaly zivotaschopnost
bunek (data nejsou ukazéna). Vysledky jasné ukazuji, Ze vétsina novych sloucenin jsou vyrazné
u¢inngjsi nez referencni latka doxorubicin (DOX) nebo sorafenib (SOR). Napt. puriny BP36 a
BP30 jsou mezi nejaktivnéjsimi slouceninami této série s inhibicemi pod 25 % (pro koncentraci
1 uM).

Ptiklad 40 Uginky BP14 in vitro a in vivo

Pro detailn¢jSi zhodnoceni ¢inki BP14 in vitro a in vivo byly vyuzit nasledujici material a me-
tody:

Bunécné kultury: Lidské nadorové linie odvozené od karcinomu jater HepG2, PLC/PRF/5 (PLC),
Hep3B a 3sp (plivodné popsany jako HCC-1.1) byly kultivovany v médiu RPMI 1640 obsahuji-
cim 10 % fetdlniho séra jak bylo popsano (Schneller et al., 2011, Hepatology, 54:164-72; van
Zijletal., 2011, Mol Cancer Ther, 10:850-620). Viechny linie byly uchovavény pfi teploté 37 °C
a 5% CO2 a rutinné testovany na absenci mykoplasmy.

Primérni lidské hepatocyty: Nenadorové vzorky tkan& z resekei Jater byly ziskany od pacientti
podstupujicich ¢aste¢nou hepatektomii z diivodu kolorektalniho karcinomu metastazujiciho do
Jater. Experimentélni postupy byly provedeny v souladu s pokyny charitativni statem kontrolova-
né nadace HTCR (Human Tissue and Cell Research, Regensburg, Némecko), s informovanym
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souhlasem pacienta schvalenym mistni etickou komisi University v Regensburgu. Primarni lidske
hepatocyty byly izolovany za pouziti modifikovaného dvoukrokového postupu EGTA/kolagena-
sové perfuze, jak bylo popsano diive (Armeanu et al., 2003, Cancer Res, 63:2369-72). Viabilita
vyizolovanych hepatocyti byla stanovena pomoci trypanové modfi a buiiky s viabilitou vySsi nez
85 % byly vyuzity pro dal§i praci. Buiiky byly vysazeny na kolagenem—potazené misky (BD
Biosciences, San Jose, USA) v hustoté 1,2 x 10° bungk/cm’ a kultivovany v kultivaénim médiu
DMEM obsahujicim 10 % fetalniho séra, 2 mM L-glutamin, streptomycin (100 mg/ml), peni-
cillin (100 U/ml), insulin (125 mU/ml), glukagon (7,3 ng/ml) a hydrokortison (0,8 p.g/ml). Bunky
byly kultivovany pti 37 °C a 5% CO, s kazdodenni vyménou média

Stanoveni bunééné viability a inhibiéni koncentrace ICso: Bunénd viabilita byla sledovana s
vyuzitim 3—4,5 dimethylthiazol-2—yl)-2,5—difenyltetrazolium bromidu (MTT). Buriky byly
nasazeny v triplikitu v hustoté 6000 bunék na jamku. Nasledujici den bylo k buitkdm na dobu
72 hodin p¥idano kultivaéni médium obsahujici testovanou latku. Buriky byly inkubovany s roz-
tokem MTT (5 mg/ml; Sigma, St. Louis, USA). Po 5 hodinach bylo médium vyménéno za
DMSO. Za pomoci desti¢kového readeru (Asys HiTech, Salzburg, Rakousko) byla pii 620 nm
zmé&iena absorbance. Hodnoty ICs byly ziskany log-linearni interpolaci dat z kiivek koncentrac-
ni zavislosti za pouZiti softwaru GraphPad Prism® 5.01.

Kinasové inhibi¢ni testy vyuzivajici bezbun&&né extrakty: Extrakty byly pfipraveny zlyzovanim
bunék Hep3B v pufru obsahujicim 20 mM Tris pH 8,0, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA a 0,5% NP—
40. 100 ug extraktu bylo pii 4 °C pouzito na dobu 4 hodin pro imunoprecipitaci s 1 pg protilatky
proti CDK2 (M2; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA) nebo s 1 pg protilatky proti cyk-
linu B1 (GNS1; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA). Vyprecipitované proteiny byly tfi-
krat promyty lyza&nim pufrem, poté jednou kinasovym pufrem (50 mM HEPES pH 7,5, 10 mM
MgCl, a 1 mM DTT) a nésledné resuspendovany ve 20 ul kinasoveho pufru obsahujiciho 5 pCi
[y—32P]ATP (PerkinElmer, Santa Clara, USA), 1 pg histonu H1 (New England Biolabs, [pswich,
USA) a pfislusnou koncentraci inhibitoru. Po uplynuti doby inkubace (60 minut pii 30 °C), byl
supernatant povaien ve vzorkovacim pufru obsahujicim 60 mM Tris/HCI pH 6,8, 10% glycerol,
2% SDS, 5% B-merkaptoethanol a 0,02% bromfenolovou modt. Proteiny byly rozdéleny pomoci
SDS-PAGE a pieneseny na nitrocelulézovou membranu. Membrana byla obarvena Ponceau S
pro kontrolu rovnomérného naneseni vzorkii a zanalyzovéana pomoci autoradiografie.

Kinasové inhibiéni testy: Kinasy CDK1/cyklin B1 a CDK2/cyklin E byly pfipraveny pomoci
bakulovirové infekce v hmyzich butikach Sf9 a purifikovana na koloné NiNTA (Qiagen), zatim-
co CDK5/p35, CDK7/Cyklin H/MAT1 a CDK9/Cyklin T1 byly zakoupeny od spole¢nosti
ProQinase GmbH (Freiburg, Némecko). Kinasova reakce probihala za ptitomnosti 1 mg/ml his-
tonu Hl (pro CDK2 a CDKS5) nebo peptidu (YSPTSPS)KK (pro CDK7 a CDKY9),
15/0,15/1,5/1,5 pM ATP (pro CDK2/CDK5/CDK7CDK9), 0,05 pCi [y—"P]ATP a testované
slougeniny v celkovém objemu 10 pl v reakénim pufru (60 mM HEPES-NaOH, pH 7,5, 3 mM
MgCl,, 3 mM MnCl,, 3 uM Na-orthovanadat, 1.2 mM DTT, 2,5 pg / 50 pl PEGao000)- Reakee
byly zastaveny pfidanim 5 pl 3% vodného roztoku H;POy. Vzorky byly naneseny na P-81 fosfo-
celulézovou membranu (Whatman, GE Healthcare Biosciences, Pittsburgh, USA), ktera byla
nasledng 3x promyta 0,5% vodnym roztokem H;PO, a ususena na vzduchu. Kinasova inhibice
byla stanovena za pomoci digitdlniho analyzatoru obrazu FLA-7000 (Fujifilm, Tokyo, Japan).
Koncentrace testované latky potiebna pro pokles aktivity CDK na 50 % byla uréena z kfivek
koncentra¢ni zavislosti a ozna¢ena jako ICs.

Analyza proliferace: 6 X 10* bungk bylo vysazeno do 12—jamkovych panelii a 3 dny inkubovéno s
riiznymi koncentracemi inhibitoru. Poget bun&k byl stanoven v riiznych &asovych intervalech po
ztrypsinizovani s vyuZitim automatizovaného bunééného potitade (CASY, Schirfe Systems,
Reutlingen, Némecko). Experiment byl proveden ve tfech nezavislych opakovanich.

Analyza tvorby kolonii: Pro analyzu vzniku a ristu kolonii bun&énych populaci bylo 500 bunék,
pfedem ovlivnénych na 24 hodin latkou BP14 nebo neovlivnénych kontrolnich bunék, vysazeno
do Zesti-jamkovych paneld a inkubovano 10 dni ve standardnim kultivaénim médiu pti 37 °C a
5% CO,. Kolonie byly zafixovany smési methanol/kyselina octova (3:1) a nabarveny 0,25% roz-
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tokem krystalové violeti. Krystalova violet ze zafixovanych bunék byla rozpusténa 1% SDS a
poté byla fotometricky zméfena jeji absorbance pii 560 nm.

Analyza buné&né proliferace pomoci inkorporace S—bromo—2-deoxy-uridinu (BrdU): Inkorpora-
ce BrdU do bunétného jadra ptimo odpovida bunéené proliferaci. Kultivované buiiky byly po
dobu 1 hodiny péstovany v médiu obsahujicim 10 uM BrdU pro naznaeni DNA. Po odstranéni
média byly butiky zafixovany a DNA denaturovana fixaénim/denaturadnim roztokem obsahuji-
cim 2M HCl po dobu 30 minut pfi 37 °C. Pro analyzu inkorporace BrdU in vivo, 200 pl Ringero-
va roztoku s 1 mg BrdU bylo formou intraperitonealni injekce podano mysim s xenograftem kar-
cinomu jater 2 hodiny pfed analyzou. Mysi byly usmrceny, nadorova tkaii zafixovana v 4% for-
maldehydu a zpracovana pro imunohistochemii. Inkorporace BrdU do bun&&né DNA byla dete-
kovana za pouZiti monoklonalni protilatky proti BrdU (Sigma, St. Louis, USA). Nasledn& byly
vzorky inkubovény se sekundarni protilatkou konjugovanou s peroxidasou (Calbiochem, LaJolla,
USA) fedénou 1:10000.

Priitokova cytometrie: Analyza obsahu bunééné DNA byla provedena s vyuzitim p¥istroje BD
LSRFortessa cell analyzer (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA). Pfed samotnym cytoflu-
orometrickym méfenim bylo asi 5 x 10° bunék promyto fosfatovym pufrem (PBS), zafixovano
70% ethanolem, znovu promyto PBS a pro oznadeni bunééné DNA nésledn& 10 minut inkubova-
no v pfitomnosti 100 pg/ml RNAsy A a 50 pg/ml propidium jodidu. Procento bun&k v jednotli-
vych fazich bunééného cyklu bylo stanoveno s vyuzitim softwaru od stejného vyrobee.

Stanoveni dlouhodobé chemosensitivity: Buiiky odvozené od karcinomu jater byly kontinualné
kultivovany v ptitomnosti litky BP14 v koncentracich niz3ich nez je Jjeji hodnota ICs, (1/2 ICs,
1/4 1Cs, 1/8 ICso a 1/16 1Cs). Vznik chemorezistentnich bunék byl monitorovan kazdych 6 tydni
pomoci MTT testu. Buiiky vykazujici vy$s§i hodnotu ICsy po ovlivnéni inhibitorem oproti kon-
trolnim neovlivnénym buiikam jsou povazovany jako chemorezistentni.

Imunoblotting: Imunoblotting byl provadén, jak bylo popsano dfive (Gotzmann et al., 2002, J
Cell Sci, 115:1189-202). Primarni protilatky byly pouzity v fedénich: anti—phospho—Ser5 RNA
Pol 11 (CDK7; Bethyl Laboratories, Montgomery, USA), 1:1000; anti-phospho—Ser2 RNA Pol 11
(CDK9; Bethyl Laboratories, Montgomery, USA), 1:1000; anti-RNA Pol II (Santa Cruz Bio-
technology, Santa Cruz, USA), 1:1000; anti-PARP (Cell Signaling Technology, Beverly, USA),
1:1000; anti—B—aktin (Sigma, St. Louis, USA), 1:2500. Sekundarni protilatka konjugovana s kre-
novou peroxidasou (Calbiochem, LaJolla, USA) byla pouzita v fed&ni 1:10000.

Tvorba xenograftu hepatocelularniho karcinomu a aginek testované latky: 5 x 10° nadorovych
bungk odvozenych od karcinomu jater bylo resuspendovano ve 100 pl Ringerova roztoku a sub-
kutanné vneseno do mysi s téZkou kombinovanou imunodeficienci (Severe Combined Immu-
nodeficiency SCID) (Harlan Laboratories, San Pietro, Italy). Velikost nadoru byla stanovena
podle postupu popsaného dfive (Gotzmann et al., 2002, J Cell Sci, 115:1189-202). Po dobu 17
dni byla mySim s vytvofenym nadorem kazdy den pomoci intraperitonealni injekce podavana
BP14 (1 mg/kg) ve 100 pl 0,01% DMSO. Kontrolnim mysim s nadory bylo injikovano pouze
100 pul1 0,01% DMSO. Vsechny zvifeci experimenty byly provadény podle rakouskych smérnic o
péci a ochrané zvirat.

DiethyInitrosamin—indukovana rakovina jater a ¢inek testované latky: Pro iniciaci vzniku nado-
ru v jatrech byla 14 dni starym C57BL/6J mysim pomoci intraperitonealni injekce podana jedna
davka diethylnitrosaminu (DEN, 25 mg/kg). Po 8 mésicich byla u DEN-indukovanych mysi za-
hajena farmakologicka intervence tfemi desetidennimi cykly podéavani testované latky se sedmi-
dennimi pauzami mezi jednotlivymi cykly. 1 mg/kg BP14 ve 100 ul 0,01% DMSO byl podavan
formou intraperitonedlnich injekei. Kontrolni mysi dostavaly pouze 100 ul 0,01% DMSO. Poté
byly mysi usmrceny a jétra zafixovany ve 4% formaldehydu. Dva védedti pracovnici nezavisle
zaznamenali priméry vytvofenych nadort, které byly pozorovatelné na povrchu jater. Rakovinné
noduly s primérem do 1 cm, pokryvajici vice nez 97 % vsech viditelnych hepatomu, byly zahr-
nuty do analyzy. Méné nez 3 % hepatomi s vét§im priimérem byly vylouceny z analyzy z diivo-
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du predpokladu, Ze vétsi tumory nemusi spravné reagovat na plisobeni testované latky. Vsechny
zvieci experimenty byly provadény podle rakouskych smérnic o pé¢i a ochrané zvifat.

Imunohistochemie: Mysi byly usmrceny a nadory zafixovany jak bylo popsano diive (Zulehner et
al., 2010, Am. J. Pathol., 176:472-81). 4 um silné tkaiiové fezy zalité v parafinu byly nabarveny
hematoxylinem a eosinem (H&E). Pfi imunohistochemii byly tkafiové fezy nabarveny protilatkou
anti-BrdU (Sigma, St. Louis, USA) v fedéni 1:200. Biotinylované sekundéarni protilatky byly
pouzity v fedéni 1:200. Imunoperoxidasové reakce byla provedena za pouZiti kitu Vectastain
Elit¢ ABC (Vector Laboratories, CA, USA) podle postupu vyrobce.

Statistickd analyza: Data byla vyjadiena jako primér + smérodatna odchylka. Statisticka vy-
znamnost rozdilii byla vyhodnocena s vyuzitim neparového, neparametrického Studentova t—
testu. Signifikantni rozdily mezi experimentalnimi skupinami byly * p<0.05, ** p<0.01 nebo
*** p<0.005.

Cytotoxicita a kinasové specifita BP14: Testovani bunééné viability ukazalo vyrazny cytotoxicky
&inek BP14 na lidské bunééné linie HepG2 a PLC odvozené od karcinomu jater stejn€ jako na
bun&né linie Hep3B a 3sp (obr. 7A). Vyhodnoceni kiivek koncentracni zavislosti na buné¢né
viabilité odhalilo hodnoty ICs; pod 0,5 uM u riiznych hepatocelularnich nadorovych linii (Tab.
11). Kinasové testy vyuZzivajici bezbuné¢né extrakty ukazaly, ze BP14 vyznamné redukuje aktivi-
tu CDK 1 a CDK2 v koncentracich 0,03 uM (Obr. 7B). Navic vystaveni bunék linii HepG2 a PLC
latce BP14 v koncentracich niz§ich nez 1 uM mélo za nasledek vyraznou redukci fosforylace
RNA polymerasy II na serinu 5 (CDK?7) a serinu 2 (CDK9), nazna€ujici inhibici aktivity CDK7 a
CDKJ9 (Obr. 7C). Kvantifikace inhibice CDK za vyuziti rekombinantnich CDK substrati odhalila
pro latku BP14 hodnoty ICs; mezi 0,01 a 0,05 pM véetné Gcinki proti CDKS (Tab. 12). Tyto
vysledky tedy potvrzuji data ziskana pomoci metody vyuzivajici bezbuné¢né extrakty. Tato data
naznaduji, 7e latka BP14 dosahuje vysoké cytotoxické uginnosti na bunécné linie odvozené od
hepatocelularniho karcinomu diky specifické inhibici CDK 1 /CDK2/CDK5/CDK7 a CDK9.

Tabulka 11: In vitro antiproliferaéni aktivita latky BP14 v nadorovych liniich odvozenych od

karcinomu jater.
o o e I1Cso (M)
Bunécna linie BP14
HepG2 0,12
PLC 0,02
Hep3B 0,08
3sp 0,48

Tabulka 12. Kinasova inhibiéni aktivita latky BP14 vyjadiend jako hodnota ICs.

. 3w 1Csq (p,M)
Proteinkinasa BP14
CDK1/cyklin B 0,050
CDK2/cyklin E 0,010
CDKS5/p25NCK 0,015
CDK7/cyklin H/Matl 0,292
CDK9/cyklin T 0,007

BP14 brani tvorbé kolonii a blokuje progresi bunééného cyklu: Byla pozorovana vice neZ patnac-
tinasobna redukce tvorby kolonii po ovlivnéni bun&k HepG2 a PLC latkou BP14 v koncentraci
0,2 uM (Obr. 8A). Analyza syntézy DNA odhalila, Ze ovlivnéni bunék HepG2 a PLC latkou
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BP14 v koncentraci 1 pM snizilo inkorporaci BrdU ve srovnani s kontrolou vice a ne¥ dvakrat
(Obr. 8B). Sledovani kinetiky proliferace odhalilo cytostaticky ti¢inek latky BP14 v koncentraci
0,2 uM jak u linii HepG2 a PLC, tak i v pfipad& bunék Hep3B (obr. 9). Latka BP14 indukovala
akumulaci bunék HepG2 a PLC v G2 fazi bun&éného cyklu (obr. 8C). Tato data naznaduji, ze
BP14 pisobi antiprolifera¢né diky inhibici replikace DNA a blokovani bunék odvozenych od
hepatocelularniho karcinomu v G2 fazi buné&ného cyklu.

BP14 indukuje apoptosu v burikdch odvozenych od karcinomu jater spiSe neZ v priméarnich lid-
skych hepatocytech: Byla testovana indukce apoptosy BP14 v butikich HepG2 majicich wild—
type p53 a v buiikich PLC exprimujicich p53 v mutované formé (Ferlay et al., 2010, Int J Can-
cer., 127(12):2893-917). Plsobeni 0,2 uM BP14 indukovalo 3tépeni proteinu PARP a expresi
p53 v burikdch HepG2 i v p53—mutantnich PLC buiikach (obr. 10A). Naproti tomu BP14 neindu-
kovala Stépeni proteinu PARP v primarnich lidskych hepatocytech (obr. 10B). Rovnéz BP14
vykazovala v pfipadé primarnich lidskych hepatocytii hodnotu 1C5;=20,08 uM, coZ je vice nez
devadesati-nasobné vy3si hodnota nez v pipadé bunék HepG2 (tab. 11). Tato data ukazuji, ze
latka BP14 indukuje v nizkych koncentracich apoptosu v butikach odvozenych od karcinomu
Jater nezavisle na p53 a nedosahuje téchto cytotoxickych G¢inkd u priméarnich lidskych hepatocy-
th.

Dlouhodoba cytotoxicita BP14 u bun&k odvozenych od hepatoceluldrniho karcinomu: Bylo sle-
dovano, zda-li BP14 vykazuje zmény v cytotoxickych u&incich pii dlouhodobé kultivaci bungk
odvozenych od karcinomu jater v ptitomnosti nizkych koncentraci BP14 (poloviéni koncentrace
ICso a nizsi) az po dobu 9 mésici. Predpoklada se, ze v piipadé snizeni chemosensitivity vlivem
vytvofeni mechanismil rezistence, dojde u bunék odvozenych od hepatocelularniho karcinomu ke
zvySeni hodnot ICs. Bylo prokazano, ze hodnoty ICs, pro bunééné linie odvozené od karcinomu
Jater jsou i pfes dlouhodobou kultivaci v pFitomnosti BP14 udrzovany pouze s nepatrnymi od-
chylkami (tab. 13). Tato data ukazuji, Ze cytotoxicky u¢inek BP14 na tyto buiiky je zachovavan a
buriky se vii¢i BP14 nestavaji chemorezistentnimi.

Tabulka 13: Trvala cytotoxicita u bunék odvozenych od karcinomu jater dlouhodobg vystave-
nych latce BP14

ICsp for BP14 (uM)

HepG2 Hep3B
kontrola (uM) 0,32 0,53
1/2 ICsq (nM) 0,59 0,80
1/4 ICsp (M) 0,45 0,45
1/8 ICso (uM) 0,39 0,38
1/16 ICsy (uM) 0,27 0,42

Inhibice modelu xenografti a DEN-indukovanych karcinomi jater latkou BP14: Vliv BP14 byl
testovan na modelech xenografti karcinomi jater odvozenych od linii HepG2 a PLC. Mysi s
vytvofenym tumorem byly oSetfovany latkou BP14 v maximaélni tolerovatelné koncentraci
(MTD; 1 mg/kg). Plisobeni BP14 mélo za nasledek vyraznou redukei velikosti nadort xenografti
vytvofenych buiikami HepG2 a PLC (obr. 11 A). BP14 dokonce vedla k istupu PLC nadoru.
Analyza pottu pozitivnich bungk v S fazi v nadorech odvozenych od HepG2 a PLC bunék pomo-
ci inkorporace BrdU odhalila dvojnasobny pokles poétu téchto bunék po expozici latce BP14
(obr. 11B a 11C).

Dale byla analyzovana schopnost BP14 inhibovat rozvoj rakoviny jater, ktera byla chemicky
indukovana hepatotoxinem DEN. Podéavani latky BP14 DEN-indukovanym mysim zahrnovalo
tfi desetidenni cykly se sedmidennimi piestavkami (obr. 12A). Vyhodnoceni velikosti nadoro-
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vych noduli, které byly pozorovatelné na povrchu jater, odhalilo, ze BP14 zpisobila snizeni je-
jich velikosti 1,3x ve srovnéni s kontrolou (obr. 12B a 12C). Tato data naznaCuji, ze BP14 dosa-
huje vyraznych G¢inkd in vivo jak v pfipadé modelu xenograftii hepatocelularniho karcinomu, tak
i v pfipadé endogenni rakoviny jater.

Ptiklad 41 Suché tobolky

5000 tobolek, kazda obsahujici jako aktivni slozku 0,25 g jedné ze sloucenin vzorce I z tab. 1
nebo 2, zminénych v predchazejicich prikladech, se pfipravi nasledujicim postupem:

Slozeni

Aktivni slozka 1250 g
Talek 180 g
PSeni¢ny Skrob 120 g
Magnezium stearat 80 g
Laktoza 20g

Postup piipravy: Rozetiené latky jsou protlateny pies sito s velikosti ok 0,6 mm. Davka 0,33 g
smési je prenesena do Zelatinové tobolky pomoci pfistroje na plnéni tobolek.

Piiklad 42 Mg¢kké tobolky

5000 m&kkych Zelatinovych tobolek, kazda z nich obsahujici jako aktivni slozku 0,05 g jedné
z latek obecného vzorce I jako aktivni slozky se pripravi nasledujicim postupem:

Slozeni
Aktivni slozka 250 g
Lauroglykol 2 litry

Postup ptipravy: Praskova aktivni latka je suspendovana v Lauroglykolu® (propylenglykol laurat,
Gattefoseé S. A., Saint Priest, Francie) a rozetfena ve vlhkém pulverizatoru na velikost dastic asi
1 a2 3 um. Davka o velikosti 0,419 g smési je potom pienesena do mekkych Zelatinovych tobolek
pomoci pfistroje na plnéni tobolek.

Piiklad 43 Mekke tobolky

5000 mékkych Zelatinovych tobolek, kazda z nich obsahujici jako aktivni slozku 0,05 g jedné ze
slougenin obecného vzorce 1 jako aktivni ingredience se ptipravi nasledujicim postupem:

Slozeni

Aktivni slozka 250 g
PEG 400 1 litr
Tween 80 1 litr

Postup piipravy: Praskova aktivni slozka je suspendovana v PEG 400 (polyethylenglykol o Mr
mezi 380 a 420, Sigma, Fluka, Aldrich, USA) a Tween® 80 (polyoxyethylen sorbitan monolaurat,
Atlas Chem. Ind., Inc., USA, dod4va Sigma, Fluka, Aldrich, USA) a rozetfena ve vlhkém pulve-
rizétoru na &astice o velikosti 1 az 3 pm. Davka o velikosti 0,43 g smési potom pfenesena do
mékkych Zelatinovych tobolek pomoci pristroje na plnéni tobolek.
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PATENTOVE NAROKY

1. 2-Substituované—6-biarylmethylamino—9—cyklopentyl-9 H-puriny obecného vzorce I
R
X
A
NH
L0
/k /
RSN N
(T)
ve kterém

X je CHneboN,

R1 je vybrano ze skupiny zahrnujici

a

(4-aminocyklohexyl)amino,
(2—aminocyklohexyl)amino,
(3—aminocyklohexyl)amino,
(4-hydroxycyklohexyl)amino,
[(2R)—1-hydroxybutan—2—yl]amino,
(2-hydroxy—2—methylpropyl)amino,
(3—hydroxy—-3—methylbutyl)amino,
[(38)-2-hydroxy—2,4—dimethylpent-3—ylJamino,
piperazin—1-yl,

4—methylpiperazin—1-yl,

morfolin—4-yl,
[(15)~1~(dimethylamino)-2-hydroxyethyl]amino,
[(3R)-2-hydroxypent—3—yl]amino,
(3-hydroxypropyl)amino,
(2—aminoethyl)amino,
(3—aminopropyl)amino,
(2—aminopropyl)amino,
4—(aminomethyl)piperidin—1-yl,
(piperidin—4—ylmethyl)amino,
4-[2—«2-hydroxyethoxy)ethyl]piperazin—1—yl,
4—2-hydroxyethyl)piperazin—1-yl

R2  je vybran ze skupiny zahrnujici

substituovany fenyl, ve kterém jsou substituenty v jakékoliv poloze a substituenty jsou vy-

brany ze skupiny zahrnujici OH, OCHs, NH,, C, Br, F, I, COOH, NO,,
2—pyridyl,
3—pyridyl,
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4—pyridyl,
2—furanyl,
3—furanyl,
thien—2-yl,
thien—3-yl,
pyrazol-1-yl,
pyrazol-3-yl,
pyrazol-4-yl,
pyrro -1 —yl >

a jejich farmaceuticky prijatelné soli s alkalickymi kovy, amoniakem ¢i aminy, nebo jejich adi¢ni
soli s kyselinami.

2. 2-Substituované-6-biarylmethylamino—9-cyklopentyl-9H-puriny podle néroku 1 obecného
vzorce [ ve form& (R) nebo (S) isomeri v piipadé chirality v pozici R2.

3. 2-Substituované—6-biarylmethylamino-9—cyklopentyl-9H-puriny podle kteréhokoliv pied-
chézejicich naroku pro pouZiti jako léCiva.
4. 2-Substituované—6-biarylmethylamino-9—cyklopentyl-9H-puriny ~ podle kteréhokoliv

z narokd 1 a 2 pro pouZiti pro inhibici angiogeneze v Zivo€isnych buiikach.

5. 2-Substituované-6-biarylmethylamino-9-cyklopentyl-9H—puriny ~ podle  kteréhokoliv

rrrrr

6. 2-Substituované—6-biarylmethylamino-9—cyklopentyl-9H—puriny podle kteréhokoliv z
narokd 1 a 2 pro pouziti pii 1é¢bé nadord.

7. 2-Substituované—6-biarylmethylamino-9-cyklopentyl-9H-puriny ~podle kteréhokoliv z
narok 1 a 2 pro pouziti pii 16¢bé hepatocelularnich karcinomi nebo/a metastazujicich hepatocelu-
larnich karcinomd.

8. Farmaceuticky ptipravek, vyznacdujici se tim, Ze obsahuje alesponl jeden 2—
substituovany—6-biarylmethylamino—9—cyklopentyl-9H-purin podle kteréhokoliv z naroki 1 a 2
a farmaceuticky pfijatelny nosic.

9. Farmaceuticky piipravek podle naroku 8, vyznaéujici se tim, Ze déle obsahuje

alespoti jedno dal§i protinadorové agens vybrané ze skupiny zahrnujici cis—platinu, doxorubicin
nebo sorafenib.

12 vykrest
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Obr. 1

bunécné linie odvozené od karcinomu jater / BP14
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Obr. 2
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Obr. 3

bunééné linie odvozené od karcinomu jater / BP14
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Obr. 5
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Obr. 6
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Obr. 7
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Obr. 8
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Obr.9

potet bunék
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Obr. 10
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Obr. 11
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Obr. 12
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