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Abstract: Novel  symmetrical bis‐pyrrolo[2,3‐d]pyrimidines and bis‐purines and  their monomers 

were synthesized and evaluated for their antiproliferative activity in human lung adenocarcinoma 

(A549),  cervical carcinoma  (HeLa), ductal pancreatic adenocarcinoma  (CFPAC‐1) and metastatic 

colorectal adenocarcinoma (SW620) cells. The use of ultrasound  irradiation as alternative energy 

input  in  Cu(I)‐catalyzed  azide‐alkyne  cycloaddition  (CuAAC)  shortened  the  reaction  time,  in‐

creased the reaction efficiency and led to the formation of exclusively symmetric bis‐heterocycles. 

DFT calculations showed that triazole formation is exceedingly exergonic and confirmed that the 

presence of Cu(I) ions is required to overcome high kinetic requirements and allow the reaction to 

proceed. The influence of various linkers and 6‐substituted purine and regioisomeric 7‐deazapurine 

on  their  cytostatic  activity  was  revealed.  Among  all  the  evaluated  compounds,  the  4‐chloro‐

pyrrolo[2,3‐d]pyrimidine  monomer  5f  with  4,4′‐bis(oxymethylene)biphenyl  had  the  most  pro‐

nounced, although not selective, growth‐inhibitory effect on pancreatic adenocarcinoma (CFPAC‐

1) cells (IC50 = 0.79 μM). Annexin V assay results revealed that its strong growth inhibitory activity 

against CFPAC‐1 cells could be associated with induction of apoptosis and primary necrosis. Fur‐

ther structural optimization of bis‐chloropyrrolo[2,3‐d]pyrimidine with aromatic linker is required 

to develop novel efficient and non‐toxic agent against pancreatic cancer. 

Keywords: pyrrolo[2,3‐d]pyrimidines; purine; DFT calculations; ultrasound;   

antiproliferative activity; pancreatic adenocarcinoma; apoptosis 

 

1. Introduction 

Cancer, defined as uncontrolled, rapid and pathological proliferation of  cells, is 

the second  leading  cause  of  death, with more than 18 million cases worldwide an‐

nually  [1]. Pancreatic cancer  is predicted to become the second cause of cancer‐related 

deaths by 2030, behind  lung cancer  [2]. Pancreatic ductal adenocarcinoma  is  the most 

common pancreatic cancer type, accounting for more than 90% of cases with a five‐year 

survival rate of less than 9% [3,4]. Current therapy suffers from major limitations due 

to  severe  side‐effects and multidrug resistance,  thereby a continued search  to  find 
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new and safer anticancer drugs and innovate the development of new cancer treatments 

are required [5,6]. More than 75% of drugs approved by the FDA and currently available 

on the market are nitrogen‐containing heterocycles due to their ability to easily form hy‐

drogen bonding, dipole‐dipole  interactions, hydrophobic  effects, van der Waals  forces 

and π‐stacking  interactions with biological  targets  [7]. The naturally occurring purines 

play vital roles in numerous life processes [8]. Over the past two  decades, purines and 

their isosteres have appeared as important pharmacophores interacting with the synthesis 

and functions of nucleic acids and enzymes [9]. To date, 22 pyrimidine‐fused bicyclic het‐

erocycles have been approved for clinical use in the treatment of different cancers [10]. 

Among pyrimidine‐fused bicyclic heterocycles, the pyrrolo[2,3‐d]pyrimidine core can be 

considered as an isosteric replacement of the biologically relevant purine heterocycle and 

is hence an important pharmacophore widely used in the field of medicinal chemistry and 

drug design primarily due to its anticancer properties [11–13]. Pyrrolo[2,3‐d]pyrimidine 

derivatives exhibited cytotoxic effects in lung and colon cancer cell lines through activa‐

tion  of  the mitochondrial  apoptotic  pathway  [14–16]. Aryl‐substituted  pyrrolopyrim‐

idines showed potent inhibition of the membrane bound epidermal growth factor recep‐

tor tyrosine kinase (EGFR) and angiogenic inhibitors against human vascular endothelial 

growth  factor  receptor‐2  (VEGFR‐2)  that  represent  important  targets  in cancer  therapy 

[17–24]. Over the past years, some pyrrolo[2,3‐d]pyrimidine derivatives were identified as 

inhibitors of Mer receptor and Src non‐receptor tyrosine kinases, isoform of protein ki‐

nase B (Akt), mitotic checkpoint kinase (Mps1), Janus kinase 2 (JAK2), and phosphoinosi‐

tide 3 kinase (PI3K) with promising anticancer activity [25–33]. Design strategy in devel‐

opment of purine derivatives as cytostatic agents for kinase inhibition revealed that intro‐

duction of cyclic amines improved the activity by forming an additional hydrogen bond 

to kinase hinge [9,34,35]. In addition, prevalence of halogenated drugs showed that halo‐

gen bonds contribute to the stability of protein‐ligand complexes [36]. Pyrrolo[2,3‐d]py‐

rimidine sulfonamides were recently found to act as cytotoxic agents in hypoxia via inhi‐

bition of transmembrane carbonic anhydrases [37]. A 4‐(benzylamino)‐pyrrolo[2,3‐d]py‐

rimidine derivative exerted potent antitumour effects  in vivo and  induced mitotic cell 

blockade by impairing both mitotic microtubule organization and dynamics [38]. To over‐

come multidrug resistance in cancer patients, pyrrolo[2,3‐d]pyrimidines and purine de‐

rivatives with high lipophilicity and molecular weight were developed as potent and se‐

lective inhibitors of multidrug resistance‐associated protein 1 (MRP1, ABCC1) associated 

with non‐response to chemotherapy in different cancers [39]. Several heterocyclic dimers 

such as bis‐purines [40] and bis‐benzimidazoles [41] linked in a head‐to‐head [42] or head‐

to‐tail manner [43] with acylic and cyclic spacers, have been reported to exhibit anticancer 

properties by noncovalent interactions with the minor groove of DNA [44]. 

We previously found that bis‐pyrrolo[2,3‐d]pyrimidine derivatives exhibited potent 

antiproliferative  effect  on pancreatic  carcinoma  (CFPAC‐1)  cells  [45],  therefore design 

strategy led to synthesis of a symmetric series of bis‐purines and regioisomeric bis‐pyr‐

rolo[2,3‐d]pyrimidines in which chlorine, amino and cyclic amino groups were introduced 

at 6‐position of the purine and pyrrolo[2,3‐d]pyrimidine scaffold (Figure 1). Besides, mod‐

ified aliphatic or π‐electron rich aromatic  linkers between two heterocycles were  intro‐

duced to explore further potential for improvement of anti‐cancer activity. 

To develop a less toxic and more environmentally friendly synthetic method, opti‐

mization of  the syntheses of  target compounds by application of ultrasonic waves and 

microwaves was performed. Computational analysis was used to elucidate kinetic and 

thermodynamic aspects of the investigated reactions and identify the precise mechanistic 

role of the Cu(I) catalyst. Antiproliferative evaluations of bis‐purines and bis‐pyrrolo[2,3‐

d]pyrimidines and apoptotic mechanism of the selected compound with best antiprolifer‐

ative effect were also investigated. 
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Figure 1. Design of symmetric bis‐pyrrolo[2,3‐d]pyrimidines (5a–5d, 6a–6d, 7a–7d) and bis‐purines 

(9a–9d, 10a–10d, 11a–11d). 

2. Results and Discussion 

2.1. Chemistry 

The novel bis‐pyrrolo[2,3‐d]pyrimidines(5a–5d, 6a–6d, 7a–7d and bis‐purines 9a–9d, 

10a–10d, 11a–11d were synthesized as depicted in Schemes 1 and 2. N‐Alkylation of the 

corresponding pyrrolo[2,3‐d]pyrimidine 1a, more commonly referred to as 7‐deazapurine, 

with 1,2‐dibromoethane  in  the presence of K2CO3 afforded 2‐bromoethyl derivative 2a, 

which were  converted  to  the  corresponding  2‐azidoethyl  analogue  3a  using NaN3  as 

previously described [45] (Scheme 1). 

Aromatic  and  aliphatic  bis‐alkynes:  1,4‐bis‐(propynyloxy)‐benzene  (4a),  4,4′‐bis‐ 

(propynyloxy)‐1,1′‐biphenyl  (4b),  1,6‐heptadiyne  (4c)  and  propargyl  ether  (4d)  as 

dipolarophiles, were prepared by O‐propargylation of the corresponding alcohols with 

propargyl bromide  in  the presence of a base  [46,47]. Thus, obtained bis‐alkynes 4a−4d 

were subsequently reacted with azide 3a to give bis‐4‐chloro‐pyrrolo[2,3‐d]pyrimidines 

(5a−5d)  and mono‐4‐chloro‐pyrrolo[2,3‐d]pyrimidines  5f  and  5g.  4‐Chloro‐pyrrolo[2,3‐

d]pyrimidine  dimers  5a−5d  were  converted  to  their  4‐piperidine  and  4‐pyrrolidine‐ 

substituted analogues 6a–6d and 7a–7d in very good yields of 60–97% using microwave 

irradiation [48]. Water, as an environmentally friendly solvent, was used in this reaction 

which additionally contributed to the implementation of a green and sustainable synthetic 

approach. 

In the purine series, reaction of 2‐bromoethyl‐6‐chloropurine 2b with sodium azide 

afforded  the diazido derivative 3b  that was  found  to exist  in two  tautomeric  forms, as 

reported  in the  literature [49] and that in CuAAC reaction [50] with bis‐alkyne yielded 

only corresponding monomer 8h (Scheme 2). 

Therefore,  the  synthetic  strategy  for  the  synthesis  of  6‐substituted  bis‐purines 

connected via different spacer was changed. Thus, substitution of 6‐chloro to 6‐piperidino 

and 6‐pyrrolidino moiety was performed and then CuAAC reaction of heterocyclic azides 

3c−3e with bis‐alkynes 4a–4d yielded the target 6‐substituted bis‐purine 9a–9d, 10a–10d, 

11a, 11d) and mono‐purine (9e–9g, 10f, 11e, 11g, 11h) derivatives (Scheme 2). 

In order to optimize the CuAAC reaction, the reactions of bis‐alkynes (4a−4d) and 

heterocyclic azides (3a and 3c−3e) were carried out using different catalysts and reaction 

conditions to give 6‐substituted bis‐ and mono‐purines and 7‐deazapurines (Table 1). 

Based  on  the  known  protocols  [51]  for CuAAC  reaction  that  include  the  in  situ 

generation of Cu(I) from a Cu(II) salt or the alternative direct utilization of a Cu(I) source 

using the combination of CuI/DIPEA/HOAc, which has been found to be a highly efficient 
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catalytic system for this reaction [52], we performed an optimization of the CuAAC reac‐

tion using methods A–C. 

The most common catalytic system, CuSO4  in the presence of metallic copper as a 

reducing agent (in aqueous t‐BuOH), was initially chosen in method A. For better perfor‐

mance, we then investigated the application of ultrasound as a green alternative for en‐

ergy efficient processes  in method B. Chemical transformations  induced by ultrasound 

have been described previously [53,54], and it was discovered that ultrasonic irradiation 

generates a large number of cavitation bubbles, which cause an increase in the local tem‐

perature within the reaction mixture and eventually enable the crossing of the activation 

energy barrier  [54]. Finally, copper(I)  iodide  in  the presence of N,N‐diisopropylethyla‐

mine (DIPEA) and acetic acid (HOAc) was employed in method C. Comparing the applied 

synthetic methods A–C in CuAAC reactions of 6‐chloro‐7‐deazapurine azide derivative 

(3a) with all selected bis‐alkynes, it can be observed that bis‐triazole dimers 5a–5d were 

obtained  in  all  methods,  while  when  methods  A  and  C  were  used  with  4,4′‐

bis(propynyloxy)‐1,1′‐biphenyl (4b) and 1,6‐heptadiyne (4c) the corresponding mono‐tri‐

azole analogues 5f and 5g were also obtained (Scheme 1, Table 1). 

 

Scheme 1. Reagents and conditions: (i) BrCH2CH2Br, K2CO3, DMF, rt, 24 h; (ii) NaN3, acetone, reflux, 

24 h; (iii) Method A: 1M CuSO4, Cu(0), t‐BuOH:H2O = 1:1, DMF, rt, 120 h; Method B: 1M CuSO4, 

Cu(0), t‐BuOH:H2O = 1:1, DMF, 50 °C, US, 45 min, 1000 W; Method C: CuI, DIPEA, AcOH, CH2Cl2, 

rt., 72 h; (iv) piperidine/pyrrolidine, H2O, MW, 400 W, 100 °C, 10 min. 
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Scheme 2. Reagents and conditions: (i) BrCH2CH2Br, K2CO3, DMF, rt, 24 h; (ii) NaN3, acetone, reflux, 

24 h; (iii) Method A: 1M CuSO4, Cu(0), t‐BuOH:H2O = 1:1, DMF, rt, 120 h; Method B: 1M CuSO4, 

Cu(0), t‐BuOH:H2O = 1:1, DMF, 50 °C, US, 45 min, 1000 W; Method C: CuI, DIPEA, AcOH, CH2Cl2, 

rt., 72 h. 

Table 1. The scope of CuAAC reactions for the synthesis of pyrrolo[2,3‐d]pyrimidines and purines 

using methods A–C. 

Base  X  Compd 
Yield (%) 

Method A 1  Method B 2  Method C 3 

 

 
5a  49  67  24 

‐  ‐  ‐  ‐ 

 
5b  34  66  35 

5f  ‐  ‐  14 

CH2CH2CH2 
5c  45  62  63 

5g  11  ‐  35 

CH2OCH2 
5d  51  ‐ 4  64 

‐  ‐  ‐ 4  ‐ 

N

N N

N

N

 

 
9a  28  61  36 

9e  4  ‐  29 

 
9b  48  69  38 

9f  ‐  ‐  31 

CH2CH2CH2 
9c  40  62  21 

8g  ‐  ‐  10 

CH2OCH2 
9d  55  ‐ 4  46 

‐  ‐  ‐ 4  ‐ 

 

 
10a  28  61  60 

‐  ‐  ‐  ‐ 

 
10b  60  80  49 

10f  ‐  ‐  61 

CH2CH2CH2  10c  50  82  58 
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‐  ‐  ‐  ‐ 

CH2OCH2 
10d  48  ‐ 4  58 

‐  ‐  ‐ 4  ‐ 

 

 
11a  ‐  11  ‐ 

11e  ‐  ‐  25 

 
‐  ‐  ‐  ‐ 

‐  ‐  ‐  ‐ 

CH2CH2CH2 
‐  ‐  ‐  ‐ 

11g  ‐  ‐  55 

CH2OCH2 
11d  ‐  ‐ 4  8 

11h  ‐  ‐ 4  7 
1 Method A: Cu(0), CuSO4, rt, 120 h; 2 method B: Cu(0), CuSO4, US, 1000 W, 80 °C, 90 min; 3 method C: CuI, DIPEA, AcOH, 

CH2Cl2, rt, 72 h; 4 reaction was not carried out due to risk of forming explosive by‐product; – the product was not obtained. 

In the 6‐piperidinyl‐ and 6‐pyrrolidinylpurine series, the CuI/DIPEA/HOAc catalytic 

system using method C was the least selective, yielding both bis‐ (9a–9d and 10a–10d) and 

mono‐heterocycles 9e–9g and 10f. The use of Cu(II) salt as a catalyst in method A afforded 

only bis‐heterocycles in most cases, with exceptions for 5g and 9e when small amounts of 

mono‐heterocycles were  isolated. However,  these  reactions were  extremely  slow  and 

were carried out over 7 days. It can be observed that ultrasound irradiation employed in 

method B significantly reduced the reaction time to 1.5 h. We may assume that acoustic 

cavitation in the heterogeneous CuSO4/Cu(0) system facilitated mass transfer and surface 

activation [55] and ultimately accelerated the CuAAC reaction. An additional advantage 

of the ultrasound‐assisted reactions was the exclusive formation of dimeric heterocyclic 

analogues with improved yields (in the range of 61–82%) compared to reactions without 

ultrasound irradiation in method A (yields of 28–60%) and method C (yields of 24–64%). 

In the case of the adenine series, only the ultrasound‐assisted reaction (method B) of 2‐

azidoethyladenine  3e  with  bis‐alkyne  4a  afforded  bis‐adenine  11a  with  1,4‐

bis(oxymethylene)phenyl linker in low yield (Scheme 2), while 3e could not react with 4b 

in any conditions. When this reaction was performed using CuI, as catalyst, only mono‐

adenine 11e was obtained. Also, only CuAAC  reactions of azide 3e with aliphatic bis‐

alkynes 4c and 4d in method C afforded mono‐adenine 11g with propyl chain at C‐4 of 

1,2,3‐triazole, and both bis‐ 11d and mono‐adenine 11h in low yields, respectively. Reac‐

tions of adenine azide derivative 3e and bis‐alkynes (4a–4d) did not afford the target prod‐

ucts using other applied synthetic methods, indicating the influence of 6‐aminopurine on 

its lower reactivity compared to its 6‐piperidino‐ (3c) and 6‐pyrrolidino‐substituted (3d) 

purine congeners. 

2.2. Computational Analysis 

Computational analysis was performed  to  identify precise molecular mechanisms 

underlying the conversion of azides and alkynes into the matching triazoles, and to reveal 

the role of the Cu(I) catalysts on the reaction outcomes. For that purpose, we employed a 

series of DFT calculations on several model systems (Figure 2) with the aim of providing 

enough structural and electronic features to help interpreting the yields and product dis‐

tributions observed experimentally. 

 

Figure 2. Structure of model alkyne and azide studied computationally. 
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To demonstrate the necessity to employ the metal catalyst in the CuAAC reaction, 

we have initially investigated the uncatalyzed conversion between model azide m2 and 

neutral model alkyne m10, which proceeds in accordance with Figure 3. Bringing reactants 

into the reactive complex is unfavorable and endergonic by 6.9 kcal mol−1, from which it 

takes additional 21.6 kcal mol−1 to reach the transition state corresponding to the concerted 

formation of both C–N bonds. The latter gives the final triazole in a single step in a very 

exergonic fashion, linked with the total reaction free energy of ΔGR = −51.0 kcal mol−1. Still, 

although thermodynamically favorable, the overall reaction has a rather high kinetic bar‐

rier, ΔG‡ = 28.5 kcal mol−1, which renders it as very much unlikely under normal condi‐

tions, and emphasizes the necessity to employ a suitable catalyst. 

 

Figure 3. The uncatalyzed direct conversion of alkyne m10 and azide m2 into triazole. Relative Gibbs 

free  energies  for  isolated  reactants  (R),  reactant  complex  (RC),  transition  state  (TS) and  isolated 

product (P) correspond to the DMF solution (in kcal mol−1). 

Although alkynes are very weakly acidic systems, and their C–H acidity is typically 

related with pKa values over 20 in water [56], one could still find a suitable base to initiate 

the deprotonation [57] and convert alkyne m10 into its anionic form m1–, with the idea to 

increase the electrophilicity towards azide and  facilitate the reaction. Interestingly, this 

does not occur (Figure S40), as it takes 7.0 kcal mol−1 to form the reactive complex, and, 

although the kinetic barrier is reduced by 2.6 kcal mol–1 to ΔG‡ = 25.9 kcal mol−1, the reac‐

tion is thermodynamically significantly less feasible, as the reaction free energy is made 

less exergonic by 11.6 kcal mol−1 to ΔGR = −39.4 kcal mol−1. The latter will likely prevail and 

the reaction with deprotonated m1– will be less favorable. This suggests that attempts to 

improve the reaction outcomes with strong bases will likely fail. 

Introducing Cu(I) ions in the system can result in their complexation with reagents, 

as  both  acetylenes  and  azides  are well  capable  of  forming  organometallic  complexes. 

Therefore, we proceeded by analyzing potential 1:1 complex with both reagents, which 

might turn useful in clarifying the role of the metal in the catalysis and identifying which 

reagent is being activated. The calculated interaction energies (Figure S41) show that Cu(I) 

ions are much more efficient in binding alkynes (ΔGINT = −11.9 kcal mol−1 for m10) than 

azides (ΔGINT = −5.6 kcal mol−1 for m2). This is rationalized by electronic distribution as 

m10 contains more electronic density within its two carbons (−0.34 |e|) than m2 within 

three of its nitrogen atoms (−0.24 |e|), thus the observed trend is predominantly electro‐

static in nature. 

With this in mind, we analyzed a situation where the cycloaddition reaction occurs 

with alkyne binding the Cu(I) ion (Figure 4). There, bringing reactants into the reactive 

complex is exergonic and favorable (−2.8 kcal mol−1), while the reaction again proceeds in 

one step with the kinetic barrier of ΔG‡ = 19.7 kcal mol−1, which represents a considerable 

8.8 kcal mol−1 reduction from the uncatalyzed reaction. This offers a product complex with 

Cu(I) binding around alkyne carbons, from which it takes only 1.1 kcal mol−1 to detach 

Cu(I) and allow the final triazole. The obtained reaction profile is highly feasible, while 

the obtained reduction in the kinetic activation roughly translates into 6–7 orders of mag‐

nitude higher  rate constant, which  is  significant and underlines  the  crucial  role of  the 

metal catalyst in facilitating the reaction. 
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Figure 4. Cu(I)‐catalyzed conversion of alkyne m10 and azide m2 into triazole with Cu(I) bound to 

alkyne. Relative Gibbs free energies for isolated reactants (R), reactant complex (RC), transition state 

(TS), product complex (PC) and isolated product (P) correspond to the DMF solution (in kcal mol−1). 

On the other hand, if Cu(I) ions would be able to overcome an initially more favorable 

placement around alkyne and form a complex with azide prior to reaction (Figure S42), 

the formation of the reactive complex in that case, would, as anticipated, be less favorable 

by 5.8 kcal mol−1 and even endergonic (+3.0 kcal mol−1). In addition to this negative aspect, 

the obtained product complex featuring triazole with azide‐bound Cu(I)  is exceedingly 

exergonic (–64.4 kcal mol−1), which will hinder further reaction progress. Specifically, such 

a stable product complex would increase the energy requirement to finalize the reaction 

from 1.1 kcal mol−1  in  the previous case  to 13.4 kcal mol−1 here. Both of  the mentioned 

aspects will expectedly predominate over formally slightly lower kinetic barrier, by 1.3 

kcal mol−1 to ΔG‡ = 18.4 kcal mol−1, and make such a conversion less likely. As it was the 

case with  the uncatalyzed  reaction,  converting  alkyne  into  its deprotonated  form m1– 

again does not promote the reaction (Figure S43). First, both processes become less exer‐

gonic here, with the overall reaction free energy reduced by 10.7 kcal mol−1 to ΔGR = −40.3 

kcal mol−1. On top of that, when Cu(I) is bound to the anionic alkyne, the kinetic barrier 

becomes increased to ΔG‡ = 19.8 kcal mol−1, and even further to ΔG‡ = 22.0 kcal mol−1 when 

the reaction occurs with the azide‐bound metal. All of this again eliminates the necessity 

to employ any catalytic base in the reaction, let alone that it could, on its own, undergo 

the complexation reaction with the Cu(I) ions, thus further interfere with the reaction pro‐

gress in an undesired way. 

In summarizing this part, we can emphasize that obtained reaction profiles clearly 

support the role of the metal catalyst in facilitating the conversion and demonstrate that 

Cu(I) ions act by binding and activating the alkyne for a successful reaction with nucleo‐

philic azides. Also, the revealed kinetic and thermodynamic aspects seem to suggest that 

increasing the reaction temperature will likely improve the reaction outcomes, which is 

found in excellent agreement with a general trend that method B at higher temperatures 

with ultrasound  irradiation offers better reaction yields than method A. Still, to under‐

stand different reaction outcomes between methods A and B, where reactive Cu(I) ions 

are generated in situ, and the method C, where these are directly employed, we must not 

forget that first two approaches contain both Cu(II) ions and elementary Cu(0) within the 

solution, which  could, at  certain  cases,  impact  the  reaction and allow different yields, 

whether higher or  lower. To  investigate  this possibility, we have repeated  the analysis 

considering alternative copper oxidation states. 

When Cu(0) is concerned, it more favorably binds to the azide (−20.5 kcal mol−1, Fig‐

ure S41), which even surpasses the most exergonic interaction that charged Cu(I) makes 

with alkyne by 8.6 kcal mol−1, likely being the result of the solvation effect. In that scenario 

(Figure S44), as expected, the formation of the reactive complex is highly exergonic (−13.7 

kcal mol−1), yet leading to a very high barrier of ΔG‡ = 33.0 kcal mol−1, which makes this 

process as unfeasible and renders any impact of Cu(0) on the reaction outcomes as insig‐

nificant. We note in passing that a much less stable reactive complex involving the alkyne‐

bound Cu(0) would proceed  in a stepwise  fashion with both C–N bonds  formed sepa‐

rately (Figure S44) and the rate‐limiting second step. On the other hand, Cu(II) ions reveal 

a very interesting trend as their ability to complex reactants is precisely identical for both 

alkyne and azide at ΔGR = −13.0 kcal mol−1 (Figure S41), which makes both options viable. 
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However, the reactive complex with the alkyne‐bound Cu(II) is by 6.2 kcal mol−1 more 

favorable, which directs  the  reactivity  towards  the  stepwise  triazole  formation  (Figure 

S45), where both N–C bonds are created under similar kinetic requirements. Still, the pro‐

cess to form the second bond is a bit more demanding and defines the rate‐limiting step, 

yet  the overall activation energy  is only ΔG‡ = 8.3 kcal mol−1, which hints at a possible 

impact of Cu(II) ions on the overall conversion. However, one must emphasize that this 

reaction is again associated with a rather high energy cost of 12.7 kcal mol−1 to move from 

the reactive complex and detach Cu(II) to allow the final triazole, which might hinder any 

positive effect,  let alone  the availability of Cu(II)  to undertake  the  reaction  in  the  first 

place. Which of these aspects will prevail in solution and whether the impact of Cu(II) will 

be significant or insignificant at all, is difficult to say, and may likely depend on a partic‐

ular reaction condition and different electronic and structural features of the employed 

reactants. As such, using Cu(II) salts in a combination with elementary copper, in order 

to generate Cu(I) in situ, may and likely will generate slightly different conditions for the 

alkyne‐azide cycloaddition reaction than when Cu(I) salts are directly used, which justi‐

fies why different trends are experimentally detected and no wide‐ranging conclusions 

can be made in this respect. 

Lastly, a somewhat general trend emerging from experiments is that 6‐chloro deriv‐

atives are typically more reactive  than  their 6‐amino analogues when reaction times or 

yields are compared. At first, such differences appear surprising given a large distance of 

6‐substituents from the reacting triazole to exhibit any direct impact, or the fact that tria‐

zole is separated from the aromatic fragment by two methylene units for any indirect in‐

fluence of these substituents through resonance/inductive effects. Therefore, a plausible 

explanation for the observed reactivity differences could be linked with their abilities to 

form complexes with metal catalysts (Figure S46). Namely, electron‐withdrawing chlorine 

depletes the electron density from the aromatic skeleton, which diminishes the complex 

formation with Cu(I). In contrast, electron‐donating amines consistently increase the ten‐

dency  to  complex Cu(I)  in  solution  in both pyrimidine and purine derivatives, which 

could reduce  the catalytic efficiency of  the metal,  thus somewhat  lower reactivity of 6‐

amino derivatives. 

2.3. Biological Evaluations 

2.3.1. Antiproliferative Evaluations 

The antiproliferative results obtained for the prepared compounds on human tumor 

cell lines, including lung adenocarcinoma (A549), cervical carcinoma (HeLa), ductal pan‐

creatic adenocarcinoma  (CFPAC‐1)  and metastatic  colorectal adenocarcinoma  (SW620) 

cells, are presented in Table 2. Compounds that exhibited marked cytostatic activity (BIS‐

PP2, 5b, 5f, 7a, 9a, 9b, 9f, 10b and 10f) were additionally evaluated  for  their cytotoxic 

effects on normal human foreskin fibroblasts (HFF‐1), as indicated in the footnote of the 

Table 2. For comparison, anti‐proliferative effects of chloropyrrolo[2,3‐d]pyrimidine struc‐

tural analogues BIS‐PP1, BIS‐PP2 [45] were also included in Table 2. 

From  the  series of 4‐chloropyrrolo[2,3‐d]pyrimidines,  compound 5f, with  the aro‐

matic unit, showed the most potent cytostatic activity, particularly on HeLa (IC50 = 0.98 

μM) and CFPAC‐1 (IC50 = 0.79 μM) cells. Antiproliferative effects of 5f were somewhat 

better than those of previously published structural analogues BIS‐PP1, BIS‐PP2 [45]. Im‐

portantly, this compound showed to be more selective than BIS‐PP1, BIS‐PP2 exhibiting 

lower toxicity to normal fibroblasts (HFF‐1). On the contrary, compounds 5c, 5d and 5g 

with aliphatic propylene and oxydimethylene central unit exhibited only moderate activ‐

ity on HeLa, CFPAC‐1 and SW620 cell lines. 

Table 2. Growth‐inhibition effects in vitro of bis‐ and mono‐pyrrolo[2,3‐d]pyrimidine and purine 

derivatives on selected tumor cell lines and normal fibroblasts. 
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Base  X  Compd 
  IC50 1 (μM) 

A549  HeLa  CFPAC‐1  SW620 

 

  BIS‐PP1  9.4 ± 1.16  7.0 ± 0.64  3.6 ± 2.02 
40.8 ± 

3.83 

  BIS‐PP2 2  4.2 ± 1.39  2.3 ± 0.99  0.95 ± 0.28  6.8 ± 0.69 

  5a  >100  77.0 ± 2.6  >100  >100 

 
5b 2  6.3 ± 1.2  >100  >100  >100 

5f 2  6.9 ± 1.1  0.98 ± 0.44  0.79 ± 0.03  8.0 ± 1.8 

CH2 

5c  99.6 ± 1.5  99.7 ± 5.9  74.9 ± 3.8  >100 

5g  >100  75.0 ± 3.5  19.5 ± 4.0 
80.5 ± 

14.9 

O  5d  >100  >100  36.5 ± 3.9  53.5 ± 4.8 

 

  6a  >100  >100  >100  >100 

  6b  53.9 ± 2.1  68.5 ± 3.2  17.4 ± 6.3  24.7 ± 8.7 

CH2  6c  59.3 ± 4.9  33.7 ± 8.9  48.7 ± 1.5  65.2 ± 4.8 

O  6d  51.9 ± 3.0  28.2 ± 9.0  37.9 ± 3.7  45.5 ± 3.3 

 

  7a 2  49.3 ± 6.4  6.4 ± 0.35  25.8 ± 0.98  78.0 ± 2.1 

7b  69.0 ± 1.2  54.6 ± 5.2  77.4 ± 3.5  >100 

CH2  7c  >100  80.0 ± 1.5  65.3 ± 5.7  >100 

O  7d  >100  >100  >100  >100 

 

 

9a 2  53.5 ± 8.0  16.2 ± 0.05  9.1 ± 1.3  43.5 ± 4.4 

9e  58.7 ± 10.2  17.1 ± 1.3  23.4 ± 4.2 
35.7 ± 

0.79 

 
9b2  12.3 ± 3.4  3.8 ± 0.81  8.1 ± 1.3  5.2 ± 2.2 

9f2  9.3 ± 0.1  3.9 ± 0.69  2.9 ± 1.0  23.2 ± 3.2 

CH2 
9c  >100  41.2 ± 0.99  53.9 ± 3.4  >100 

9g  >100  72.2 ± 9.0  75.2 ± 12.2  >100 

O  9d  73.1 ± 7.7  34.7 ± 12.1  56.8 ± 2.9  66.1 ± 3.0 

 

  10a  95.0 ± 3.2  60.6 ± 5.9  48.5 ± 1.6  98.3 ± 7.4 

 
10b 2  8.5 ± 0.1  7.4 ± 0.09  16.4 ± 4.6 

59.1 ± 

0.34 

10f 2  62.1 ± 2.3  8.1 ± 2.2  6.5 ± 0.78  98.0 ± 1.3 

CH2  10c  88.6 ± 6.4  60.4 ± 5.0  49.9 ± 1.7  >100 

O  10d  87.3 ± 4.4  66.9 ± 11.2  52.5 ± 4.6  63.4 ± 3.6 

 

 
11a  >100  >100  >100  >100 

11e  >100  >100  >100  >100 

CH2  11g  >100  >100  >100  >100 

O 
11d  >100  >100  >100  >100 

11h  >100  >100  >100  >100 
1 50% inhibitory concentration or compound concentration required inhibiting tumor cell prolifer‐

ation by 50%.2 IC50 = 0.11 ± 0.37 μM for BIS‐PP2, IC50 = 0.13 ± 0.01 μM for 5b, IC50 = 0.62 ± 0.16 μM 

for 5f, IC50 = 0.81 ± 0.12 μM for 7a, IC50 = 0.76 ± 0.20 μM for 9a, IC50 = 0.79 ± 0.18 μM for 9b, IC50 = 

4.3 ± 1.7 μM for 9f, IC50 = 0.51 ± 0.16 μM for 10b and IC50 = 9.4 ± 0.30 μM for 10f on normal foreskin 

fibroblasts (HFF‐1). 
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Among  cyclic  amino‐substituted  bis‐pyrrolo[2,3‐d]pyrimidines,  4‐pyrrolidine  ana‐

logue 7a with 1,4‐bis(oxymethylene)phenyl linker exhibited marked growth‐inhibitory ef‐

fect (IC50 = 6.4 μM) on HeLa cells, while 4‐piperidine analogue 6b had strong activity (IC50 

= 17.4 μM) on CFPAC‐1 cells. Only 4‐piperidine pyrrolo[2,3‐d]pyrimidines 6c and 6d, with 

aliphatic spacers, had moderate antiproliferative activities in the range of 28.2−65.2 μM 

compared to corresponding analogues 5c, 5d and 7c, 7d. 

In  the  series  of  bis‐  and mono‐purines,  6‐piperidinyl‐  (9b  and  9f)  and  6‐pyrroli‐

dinylpurines (10b and 10f) containing 4,4′‐bis(oxymethylene)biphenyl exhibited marked, 

although rather non‐specific inhibitory effects. Bis‐purines 9b and 10b showed the highest 

activity on HeLa cell line (9b: IC50 = 3.8 μM; 10b: IC50 = 7.4 μM). Structural analogues 9a, 

9e and 10a with 1,4‐bis(oxymethylene)phenyl linker displayed decreased activity, while 

compounds with aliphatic unit (9c, 9g, 9d and 10c, 10d) showed only moderate to mar‐

ginal growth‐inhibition, that is in accordance with the findings for pyrrolo[2,3‐d]pyrim‐

idines. Both bis‐ and mono‐adenine derivatives showed no inhibitory activity (IC50 > 100 

μM) on all evaluated tumor cell lines. 

Comparing to BIS‐PP2, it can be observed that structural modifications in novel bis‐ 

and mono‐pyrrolo[2,3‐d]pyrimidine and purine derivatives reduced their cytotoxic effects 

on normal HFF‐1 cells to a lesser extent. Compounds with best antiproliferative activities 

also exhibited inhibitory effects on normal HFF‐1 cells. 

Overall, it can be observed that the linker between the heterocycle scaffolds in the 

symmetrical 7‐deazapurines and bis‐purines had a significant impact on antitumor activ‐

ity (Figure 5). 

 

Figure 5. Structure–activity relationship for antiproliferative activity of bis‐ and mono‐pyrrolo[2,3‐

d]pyrimidine and purine derivatives. 

Compounds with aliphatic linkers (5c–7c, 5d–7d, 9c, 10c and 9d–11d) exhibited mod‐

erate activity or were deprived of any antitumor activities, while  introducing  the 4,4′‐

bis(oxymethylene)biphenyl linker (5b, 9b and 10b) caused an enhancement of tumor cell 

growth inhibition. The influence of heterocyclic scaffold was also observed showing that 

series of cyclic 6‐amino bis‐purines (9a−9d and 10a−10d) were generally more active than 

the  corresponding  cyclic 4‐amino bis‐pyrrolo[2,3‐d]pyrimidine  (6a−6d and  7a−7d)  ana‐

logues. Comparison of the antiproliferative activity of all purine derivatives showed that 

cyclic amines in purine derivatives improved the activity relative to adenine derivatives 

that did not exhibit inhibitory activities. 

2.3.2. Apoptosis Detection 

Annexin V assay was performed to determine if the antiproliferative activity of com‐

pound 5f exhibiting the most pronounced potency in ductal adenocarcinoma cancer cell 
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line (CFPAC‐1) could be attributed to induction of apoptosis. Obtained data are presented 

in Table 3 and Figure 6. 

 

Table 3. Annexin V assay for apoptosis detection in CFPAC‐1 cells. 1. 

  48 h Treatment  72 h Treatment 

CFPAC‐1 
Control   

(%) 

5f (%)   

1.85 μM   

5f (%)   

3.95 μM 

Control   

(%) 

5f (%)   

1.85 μM   

5f (%)   

3.95 μM 

viable cells 
96.58 ± 

0.54 
79.64 ± 

2.57 
68.18 ± 

0.94 
90.48 ± 0.02 

56.25 ± 
6.56 

27.93 ± 
3.23 

early apoptotic cells  0.0 
11.76 ± 

3.58 
21.21 ± 

1.35 
6.28 ± 1.53 

30.36 ± 
1.49 

39.63 ± 
8.54 

late apoptotic/ 
primary necrotic cells 

0.86 ± 0.05  5.88 ± 1.44  6.56 ± 0.24  0.0 
10.71 ± 

4.89 
26.14 ± 

2.57 
secondary necrotic 

cells 
2.56 ± 1.40  2.72 ± 0.56  4.05 ± 1.22  3.24 ± 0.92  2.68 ± 0.37  6.3 ± 2.45 

1 The percentages of viable cells (Ann−/PI−), early apoptotic cells (Ann+), late apoptotic/primary 

necrotic cells (Ann+/PI+) and secondary necrotic cells (PI+) after 48 h and 72 h treatment with com‐

pound 5f at 2 × IC50 (1.58 μM) and 5 × IC50 (3.95 μM) values are shown. Control is untreated cells. 

Data are expressed as mean ± SD from two independent experiments. 

 

Figure 6. Detection of apoptosis induced by compound 5f in ductal adenocarcinoma cancer cell line 

CFPAC‐1 using Annexin V assay after 48 (A) and 72 (B) hours of treatment at concentrations of 2 × 

IC50 (1.58 μM) and 5 × IC50 (3.95 μM). Cells were visualized by fluorescence microscope using 40 × 

magnifications. Shown here are bright‐field images and late apoptotic/primary necrotic cells. 
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Table 3 shows percentages of cells in different stages of apoptosis. It can be observed 

that compound 5f showed pro‐apoptotic effect  in CFPAC‐1 cells as early as 48 h after 

treatment with both 2 × IC50 (1.58 μM) and 5 × IC50 (3.95 μM) concentrations. Following 

48‐h treatment, both concentrations of compound 5f showed pro‐apoptotic activity, where 

5 × IC50 concentration induced decrease in cell viability by 28.4% and increase in the per‐

centage of cells that underwent early apoptosis by 21.21%. After 72 h of treatment, a sig‐

nificant decrease in cell viability was noticed in both treatments concomitantly with a pro‐

found increase in early apoptotic cells after 2 × IC50 and 5 × IC50 treatments by 24.08% and 

33.35%, respectively, followed by a dramatic rise  in the  late apoptotic/primary necrotic 

cells by 26.14% that occurred after 5 × IC50 treatment. Collectively, these results show that 

compound 5f induces apoptosis and primary necrosis in CFPAC‐1 cells in a concentration‐ 

and time‐dependent manner. 

3. Materials and Methods. 

3.1. General 

All the solvents and chemicals were purchased from Aldrich (St. Louis, MO, USA) 

and Acros (Geel, Belgium). Thin layer chromatography was performed on pre‐coated sil‐

ica gel 60F‐254 plates (Merck, Kenilworth, NJ, USA ) while glass column slurry‐packed 

under gravity with silica gel (0.063–0.2 mm Fluka, Seelze, Germany) was employed for 

column chromatography. Melting points of compounds were determined using a Kofler 

micro hot stage. 1H‐ and 13C‐NMR spectra were recorded on a Bruker 300 and 600 MHz 

spectrometers (Bruker, Billerica, MA, USA) . All data were recorded in dimethyl sulfoxide 

(DMSO‐d6) at 298 K. Chemical  shifts were  referenced  to  the  residual  solvent  signal of 

DMSO at δ 2.50 ppm for 1H and δ 39.50 ppm for 13C. Individual resonances were assigned 

based on their chemical shifts, signal intensities, multiplicity of resonances, H–H coupling 

constants. The ultrasound‐assisted reactions were carried out in a Bandelin Bath Cleaner 

(Sonorex Digital 10 P, Berlin, Germany) with a nominal power of 1000 W and frequency 

of 35 kHz. The reactions were carried out in a round‐bottomed flask of 25 mL capacity 

suspended at the center of the cleaning bath, 5 cm below the surface of the liquid. Micro‐

wave‐assisted syntheses were performed in a Milestone start S microwave oven) (Sorisole, 

Italy)using glass cuvettes at 100 °C and 400 W. 

3.2. Experimental Procedure for the Synthesis of Compounds 

The compounds 6‐(piperidin‐1‐yl)‐9H‐purine (1c) [58], 6‐(pyrrolidin‐1‐yl)‐9H‐purine 

(1d)  [59],  7‐(2‐bromoethyl)‐4‐chloro‐7H‐pyrrolo[2,3‐d]pyrimidine  (2a)  [45],  9‐(2‐bromo‐

ethyl)‐9H‐purin‐6‐amine (2e) [60], 7‐(2‐azidoethyl)‐4‐chloro‐7H‐pyrrolo[2,3‐d]pyrimidine 

(3a) [45], 9‐(2‐azidoethyl)‐9H‐purin‐6‐amine (3e) [60], 1,4‐bis(prop‐2‐yn‐1‐yloxy)benzene 

(4a) [46] and 4,4′‐bis(prop‐2‐yn‐1‐yloxy)‐1,1′‐biphenyl (4b) [47] were prepared according 

to known procedures 

3.3. General Procedure for the N‐Alkylation of Compounds 

The corresponding heterocyclic base 1a–1e was dissolved in dry DMF (8 mL), K2CO3 

was added (1.2 eq) and the reaction mixture was stirred for 1 h. 1,2‐Dibromoethane (1.2 

eq) was added to the mixture and stirred for 24 h at room temperature. The solvent was 

evaporated to dryness and the residue was purified by column chromatography. 

9‐(2‐Bromoethyl)‐6‐chloro‐9H‐purine  (2b). Compound 2b was prepared according  to 

the abovementioned procedure from compound 1b (1 g, 7.40 mmol). After purification by 

column  chromatography  (CH2Cl2:MeOH  =  50:1)  compound  2b was  obtained  as white 

crystal (1.24 g, 74%, m.p. = 110–112 °C). 1H‐NMR (300 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 8.81 (1H, 

s, H2), 8.76 (1H, s, H8), 4.74 (2H, t, J = 6.0 Hz, CH2CH2), 4.01 (2H, t, J = 6.0 Hz, CH2CH2). 

13C‐NMR (75 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 151.9 (C6), 151.6 (C2), 149.1 (C4), 147.5 (C8), 130.8 

(C5), 45.3 (CH2), 31.1 (CH2). 
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9‐(2‐Bromoethyl)‐6‐(piperidine‐1‐yl)‐9H‐purine  (2c).  Compound  2c was  prepared  ac‐

cording to the abovementioned procedure from compound 1c (550 mg, 2.71 mmol). After 

purification by column chromatography (CH2Cl2:MeOH = 100:1) compound 2c was ob‐

tained as white solid  (650 mg, 76%, m.p. = 148–150 °C).  1H‐NMR  (300 MHz, DMSO‐d6) 

(δ/ppm): 8.22 (1H, s, H2), 8.19 (1H, s, H8), 4.57 (2H, t, J = 6.1 Hz, CH2CH2), 4.19 (4H, bs, 

CH2), 3.94 (2H, t, J = 6.1 Hz, CH2CH2), 1.78–1.42 (6H, m, CH2). 13C‐NMR (75 MHz, DMSO‐

d6) (δ/ppm): 153.1 (C6), 151.9 (C2), 150.5 (C4), 139.7 (C8), 118.8 (C5), 45.6 (CH2), 44.6 (CH2), 

31.4 (CH2), 25.6 (CH2), 24.2 (CH2). 

9‐(2‐Bromoethyl)‐6‐(pyrrolidine‐1‐yl)‐9H‐purin  (2d) Compound  2d was prepared  ac‐

cording to the abovementioned procedure from compound 1d (650 mg, 3.44 mmol). After 

purification by column chromatography (CH2Cl2:MeOH = 100:1) compound 2d was ob‐

tained as white solid  (650 mg, 64%, m.p. = 162–164 °C).  1H‐NMR  (300 MHz, DMSO‐d6) 

(δ/ppm): 8.21 (1H, s, H2), 8.16 (1H, s, H8), 4.57 (2H, t, J = 6.0 Hz, CH2CH2), 4.04 (2H, s, 

CH2), 3.94 (2H, t, J = 6.1 Hz, CH2CH2), 3.63 (2H, s, CH2), 1.95 (6H, s, CH2). 13C‐NMR (75 

MHz, DMSO‐d6)  (δ/ppm): 150.7  (C2), 149.4  (C4), 140.9  (C8), 119.2  (C5), 59.2  (CH2), 45.9 

(CH2), 44.7 (CH2), 31.5 (CH2). 

3.4. General Procedure for the Synthesis of Azidoethyl Derivatives 

The corresponding 2‐bromoethyl derivative 2a–2f was dissolved in acetone. NaN3 (4 

eq) dissolved in water (~ 3 mL) was added dropwise to the reaction mixture and stirred 

under reflux overnight. The solvent was evaporated to dryness and the residue dissolved 

in ethyl‐acete (60 mL) and extracted with brine. The organic layer was dried over MgSO4, 

filtered and evaporated. 

6‐Azido‐9‐(2‐azidoethyl)‐9H‐purine (3b). Compound 3b was prepared according to the 

abovementioned procedure from compound 2b (652 mg, 2.49 mmol) to give compound 

3b  as white  solid  (230.2 mg.  63%; m.p.  =  108–112  °C).  1H‐NMR  (600 MHz, DMSO‐d6) 

(δ/ppm): 10.13 (1H, s, H2), 8.70 (1H, s, H8), 4.62 (2H, t, J = 5.6 Hz, CH2CH2), 3.93 (2H, t, J = 

5.6 Hz, CH2CH2). 13C‐NMR (75 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 145.4 (C6), 144.5 (C2), 142.4 (C4), 

135.9 (C8), 119.7 (C5), 49.9 (CH2), 43.6 (CH2). 

9‐(2‐Azidoethyl)‐6‐(piperidin‐1‐yl)‐9H‐purine (3c). Compound 3c was prepared accord‐

ing  to  the abovementioned procedure  from compound 2c  (650 mg, 2.10 mmol)  to give 

compound 3c as white solid (566.3 mg, 99%, m.p. = 78–80 °C). 1H‐NMR (300 MHz, DMSO‐

d6) (δ/ppm): 8.22 (1H, s, H2), 8.18 (1H, s, H8), 4.35 (2H, t, J = 5.7 Hz, CH2CH2), 4.19 (4H, s, 

CH2), 3.81  (2H,  t,  J = 5.7 Hz, CH2CH2), 1.72–1.52  (6H, m, CH2CH2).  13C‐NMR  (75 MHz, 

DMSO‐d6) (δ/ppm): 153.1 (C6), 151.9 (C2), 150.6 (C4), 139.7 (C8), 118.9 (C5), 49.6 (CH2), 42.4 

(CH2), 25.7 (CH2), 24.2 (CH2). 

9‐(2‐Azidoethyl)‐6‐(pyrrolidin‐1‐yl)‐9H‐purine  (3d). Compound  3d was  prepared  ac‐

cording to the abovementioned procedure from compound 2e (400 mg, 1.35 mmol) to give 

compound  3d  as white  solid  (345.1 mg,  99%, m.p.  =  96–101  °C).  1H‐NMR  (300 MHz, 

DMSO‐d6) (δ/ppm): 8.21 (1H, s, H2), 8.15 (1H, s, H8), 4.35 (2H, t, J = 5.7 Hz, CH2CH2), 4.05 

(2H, bs, CH2), 3.80 (2H, t, J = 5.7 Hz, CH2CH2), 3.63 (2H, bs, CH2), 1.95 (4H, bs, CH2). 13C‐

NMR (151 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 152.5 (C6), 152.2 (C2), 150.0 (C4), 140.2 (C8), 119.3 

(C5), 49.7 (CH2), 42.3 (CH2). 

3.5. General Procedure for the Synthesis of bis‐ (5a–5d, 9a–9d, 10a–10d, 11a, 11d) and Mono‐ 

(5f, 5g, 9e–9g, 10f, 11e, 11g, 11h) Pyrrolo[2,3‐d]pyrimidines and Purines 

Method A: The reaction mixture of the corresponding bis‐alkyne 4a–4d (1 eq), 2‐az‐

idoethyl base 3a–3e (2.2 eq), Cu(0) (1 eq) and 1M CuSO4 (0.3 eq) in 1 mL DMF and a mix‐

ture of t‐BuOH:H2O = 1: 1 (3 mL) was stirred at room temperature for 120 h. The solvent 

was evaporated and the residue was purified by column chromatography using CH2Cl2, 

as an initial eluent, and CH2Cl2:CH3OH = 10:1, as final eluent. 
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Method B: The reaction mixture of the corresponding bis‐alkyne 4a–4d (1 eq), 2‐az‐

idoethyl base 3a–3e (2.2 eq), Cu(0) (1 eq) and 1M CuSO4 (0.3 eq) in 1 mL DMF and a mix‐

ture of t‐BuOH:H2O = 1: 1 (3 mL) was placed in an ultrasonic bath cleaner (1000 W, 35 

kHz) at 80 ˚C for 1.5 h. The solvent was evaporated and the residue was purified by col‐

umn chromatography using CH2Cl2, as an  initial eluent, and CH2Cl2:CH3OH = 10:1, as 

final eluent. 

Method C: The reaction mixture of the corresponding bis‐alkyne 4a–4d (1 eq), 2‐az‐

idoethyl base 3a–3e (2.2 eq), CuI(0) (0.2 eq), N,N‐diisopropylethylamine (4 eq) and acetic 

acid (4 eq) in CH2Cl2 (1 mL) was stirred at room temperature for 72 h. The solvent was 

evaporated and the residue was purified by column chromatography using CH2Cl2, as an 

initial eluent, and CH2Cl2:CH3OH = 10:1, as final eluent. 

1,4‐Bis{[1‐(2‐(4‐chloro‐7H‐pyrrolo[2,3‐d]pyrimidin‐7‐yl)ethyl)‐1H‐1,2,3‐triazol‐4‐yl]meth‐

oxy}benzene (5a). Compound 5a was prepared according to the abovementioned procedure 

from compound 4a (method A: 50 mg, 0.27 mmol; method B: 22 mg, 0.11 mmol; method 

C: 50 mg, 0.27 mmol) and compound 3a (method A: 132.2 mg, 0.59 mol; method B: 58 mg, 

0.44 mmol; method C: 123.2 mg, 0.59 mmol) to obtain 5a as white solid (method A: 83.5 

mg, 49%; method B: 50 mg, 67%; method C: 40.4 mg, 24%; m.p. = 234–239 °C). 1H‐NMR 

(300 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 8.54 (2H, s, H2), 8.01 (2H, s, H5′), 7.49 (2H, d, J = 3.6 Hz, 

H6), 6.89  (4H,  s, Ph), 6.57  (2H, d,  J = 3.6 Hz, H5), 4.98  (4H,  s, CH2), 4.89–4.83  (4H, m, 

CH2CH2), 4.79–4.73 (4H, m, CH2CH2). 13C‐NMR (151 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 152.2 (Ph‐

q), 150.7 (C4), 150.5 (C7a), 150.3 (C2), 143.0 (C4′), 131.1 (C6), 124.7 (C5′), 116.7 (C4a), 115.6 

(Ph), 98.8 (C5), 61.4 (OCH2), 49.0 (CH2CH2), 44.7 (CH2CH2). Anal. calcd. for C28H24Cl2N12O2: 

C, 53.26; H, 3.83; N, 26.62. Found: C, 53.56; H, 3.95; N, 26.44. 

4,4′‐Bis{[1‐(2‐(4‐chloro‐7H‐pyrrolo[2,3‐d]pyrimidin‐7‐yl)ethyl)‐1H‐1,2,3‐triazol‐4‐yl]‐

methoxy}‐1,1′‐biphenyl  (5b)  and  4‐chloro‐7‐{2‐[4‐(((4′‐(prop‐2‐yn‐1‐yloxy)‐[1,1′‐biphenyl]‐4‐

yl)oxy)methyl)‐1H‐1,2,3‐triazol‐1‐yl]ethyl}‐7H‐pyrrolo[2,3‐d]pyrimidine  (5f). Compounds  5b 

and 5f were prepared according to the abovementioned procedure  from compound 4b 

(method A: 50 mg, 0.19 mmol; method B: 29.4 mg, 0.11 mmol; method C: 50 mg; 0.19 

mmol) and compound 3a  (method A: 93.1 mg, 0.42 mol; method B: 55 mg, 0.24 mmol; 

method C: 93.1 mg, 0.42 mmol)  to obtain 5b as white  solid  (method A: 46.4 mg, 34%; 

method B: 94.4 mg, 66%; method C: 26.2 mg, 35%; m.p. > 260 °C) and 5f as yellow solid 

(method C: 8 mg, 14%; m.p. = 234–238 °C). 

5b: 1H‐NMR (600 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 8.54 (2H, s, H2), 8.06 (2H, s, H5′), 7.54 

(4H, d, J = 8.7 Hz, Ph), 7.49 (2H, d, J = 3.6 Hz, H6), 7.03 (4H, d, J = 8.7 Hz, Ph), 6.56 (2H, d, 

J = 3.6 Hz, H5), 5.08 (4H, s, OCH2), 4.90–4.86 (4H, m, CH2CH2), 4.79–4.75 (4H, m, CH2CH2). 
13C‐NMR (75 MHz, DMSO‐d6)  (δ/ppm): 157.1 (Ph‐q), 150.7 (C4), 150.5 (C7a), 150.2 (C2), 

142.8 (C4′), 132.5 (Ph‐q), 131.1 (C5), 127.2 (Ph), 124.8 (C5′), 116.7 (C4a), 115.1 (Ph), 98.7 (C6), 

61.0 (OCH2), 49.0 (CH2CH2), 44.6 (CH2CH2). Anal. calcd. for C34H28Cl2N12O2: C, 57.71; H, 

3.99; N, 23.75. Found: C, 57.65; H, 3.73; N, 23.74. 

5f: 1H‐NMR (300 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 8.54 (1H, s, H2), 8.05 (1H, s, H5′), 7.62–

7.49 (4H, m, Ph), 7.49 (1H, d, J = 3.6 Hz, H6), 7.16–6.92 (4H, m, Ph), 6.57 (1H, d, J = 3.6 Hz, 

H5), 5.08  (2H, s, OCH2), 4.91–4.84  (2H, m,  J = 5.4 Hz, CH2CH2), 4.82  (2H, d,  J = 2.3 Hz, 

CH2CCH), 4.80–4.74  (2H, m, CH2CH2), 3.58  (1H,  t,  J = 2.3 Hz, CH2CCH).  13C‐NMR  (75 

MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 157.1 (Ph‐q), 150.5 (C7a), 150.2 (C2), 142.8 (C4′), 132.5 (Ph‐q), 

131.1 (Ph), 127.2 (Ph), 124.7 (C5′), 116.7 (C4a), 115.1 (Ph/C5), 98.8 (C6), 79.4 (CCH), 61.0 

(OCH2), 49.0 (CH2CH2), 45.7 (CH2CH), 44.6 (CH2CH2). Anal. calcd. for C26H21ClN6O2: C, 

64.40; H, 4.37; N, 17.33. Found: C, 64.56; H, 4.33; N, 17.42. 

1,3‐Bis{1‐[2‐(4‐chloro‐7H‐pyrrolo[2,3‐d]pyrimidin‐7‐yl)ethyl]‐1H‐1,2,3‐triazol‐4‐yl}pro‐

pane  (5c)  and  4‐chloro‐7‐{2‐[4‐(pent‐4‐yn‐1‐yl)‐1H‐1,2,3‐triazol‐1‐yl]ethyl}‐7H‐pyrrolo[2,3‐

d]pyrimidine (5g). Compounds 5c and 5g were prepared according to the abovementioned 

procedure from 1,6‐heptadiyne 4c (method A: 10.5 mg, 0.11 mmol; method B: 100 mg, 1.09 

mmol; method C: 50 mg, 0.54 mmol) and compound 3a (method A: 56 mg, 0.25 mmol; 
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method B: 534.3 mg, 2.4 mol; method C: 264.5 mg, 1.19 mmol) to obtain 5c as white solid 

(method A: 26.6 mg, 45%; method B: 258 mg, 62%; method C: 183 mg, 63%; m.p. = 208–210 

°C) and 5g as yellow oil (method A: 4 mg, 11%; method C: 51.5 mg, 35%). 

5c:  1H‐NMR  (300 MHz, DMSO‐d6)  (δ/ppm): 8.54 (2H, s, H2), 7.62  (2H, s, H5′), 7.52 

(2H, d, J = 3.6 Hz, H6), 6.59 (2H, d, J = 3.6 Hz, H5), 4.87–4.67 (8H, m, CH2CH2), 2.43 (4H, t, 

J = 7.4 Hz, CH2CH2CH2), 1.75–1.57 (2H, m, CH2CH2CH2). 13C‐NMR (75 MHz, DMSO‐d6) 

(δ/ppm): 150.7 (C4), 150.5 (C7a), 150.2 (C2), 146.3 (C4’), 131.1 (C6), 122.1 (C5’), 116.7 (C4a), 

98.7  (C5),  48.8  (CH2CH2),  45.0  (CH2CH2),  28.7  (CH2),  24.0  (CH2).  Anal.  calcd.  for 

C23H22Cl2N12: C, 51.40; H, 4.13; N, 31.28. Found: C, 51.66; H, 4.09; N, 31.35. 

5g: 1H‐NMR (300 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 8.55 (1H, s, H2), 7.65 (1H, s, H5′), 7.52 

(1H, d, J = 3.6 Hz, H6), 6.60 (1H, d, J = 3.6 Hz, H5), 4.97–4.64 (4H, m, CH2CH2), 2.78 (1H, t, 

J = 2.6 Hz, CH), 2.58 (2H, t, J = 7.4 Hz, CH2), 2.08 (2H, td, J = 7.1, 2.6 Hz, CH2), 1.71–1.53 

(2H, m, CH2). 13C‐NMR(151 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 150.8 (C4), 150.6 (C7a), 150.2 (C2), 

146.1  (C4′), 131.1  (C6), 122.3  (C5′), 116.7  (C4a), 98.8  (C5), 84.1  (CCH), 71.4  (CCH), 48.9 

(CH2CH2), 44.7 (CH2CH2), 27.9 (CH2), 23.8 (CH2), 17.0 (CH2). Anal. calcd. for C15H15ClN6: 

C, 57.24; H, 4.80; N, 26.70. Found: C, 57.31; H, 4.90; N, 26.57. 

{1‐[2‐(4‐Chloro‐7H‐pyrrolo[2,3‐d]pyrimidin‐7‐yl)ethyl]‐1H‐1,2,3‐triazol‐4‐yl}methyl  ether 

(5d). Compound 5d was prepared according to the abovementioned procedure from pro‐

pargyl ether 4d (100 mg, 1.06 mmol) and compound 3a (495.6 mg, 2.33 mmol) to obtain 5d 

as white solid (method A: 290.1 mg, 51%; method C: 363 mg, 64%; m.p. = 206–208 °C). 1H‐

NMR (300 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 8.54 (2H, s, H2), 7.93 (2H, s, H5′), 7.52 (2H, d, J = 3.6 

Hz, H6),  6.59  (2H,  d,  J  =  3.6 Hz, H5),  4.89–4.83  (4H, m,  CH2CH2),  4.80–4.74  (4H, m, 

CH2CH2), 4.34 (4H, s, CH2OCH2). 13C‐NMR (75 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 150.7 (C4), 150.5 

(C7a), 150.2 (C2), 143.5 (C4′), 131.1 (C6), 124.3 (C5′), 116.7 (C4a), 98.8 (C5), 62.0 (CH2OCH2), 

48.9 (CH2CH2), 44.6 (CH2CH2). Anal. calcd. for C22H20Cl2N12O: C, 48.99; H, 3.74; N, 31.16. 

Found: C, 49.01; H, 3.62; N, 31.16. 

7‐{2‐[4‐((Prop‐2‐yn‐1‐yloxy)methyl)‐1H‐1,2,3‐triazol‐1‐yl]ethyl}‐7H‐tetrazolo[5,1‐i]purine 

(8h) Compound 8h was prepared according to the abovementioned procedure for method 

B from propargyl ether 4d (0.10 mL, 1.01 mmol) and compound 3b (513.1 mg, 2.23mmol) 

to obtain 8h as white crytals (189.4 mg, 59%; m.p. = 149–148 °C). 1H (300 MHz, DMSO‐d6) 

(δ/ppm): 10.07 (1H, s, H2), 8.39 (1H, s, 8H), 7.95 (1H, s, H5′), 4.99–4.87 (4H, m, CH2CH2), 

4.46 (2H, s, CH2), 4.06 (2H, d, J = 2.4 Hz, CH2CCH), 3.44 (1H, t, J = 2.4 Hz, CH2CCH). 13C 

(75 MHz, DMSO‐d6)  (δ/ppm): 145.4  (C6), 143.3  (C4), 142.3  (C4′), 135.7  (C8), 124.6  (C5′), 

119.6 (C5), 79.9 (CCH), 77.4 (CCH), 61.7 (CH2), 56.4 (CH2), 48.9 (CH2CH2), 44.5 (CH2CH2). 

Anal. calcd. for C13H12N10O: C, 48.15; H, 3.73; N, 43.19. Found: C, 48.08; H, 3.76; N, 43.29. 

1,4‐Bis{[1‐(2‐(6‐(piperidin‐1‐yl)‐9H‐purin‐9‐yl)ethyl)‐1H‐1,2,3‐triazol‐4‐yl]methoxy}ben‐

zene  (9a) and 6‐(piperidin‐1‐yl)‐9‐{2‐[4‐((4‐(prop‐2‐yn‐1‐yloxy)phenoxy)methyl)‐1H‐1,2,3‐tria‐

zol‐1‐yl]ethyl}‐9H‐purine (9e) Compounds 9a and 9e were prepared according to the above‐

mentioned procedure  from compound 4a  (50 mg, 0.27 mmol) and compound 3c  (160.7 

mg, 0.59 mmol) to obtain 9a as white solid (method A: 58.1 mg, 28%; method B: 121.1 mg, 

61%; method C: 67.5 mg, 36%; m.p. = 233–236 °C) and 9e (method A: 4.9 mg, 4%; method 

C: 34.4 mg, 29%; m.p. = 158–160 °C). 

9a: 1H‐NMR (300 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 8.18 (2H, s, H2), 8.12 (2H, s, H8), 7.83 (2H, 

s, H5′), 6.90 (4H, s, Ph), 5.01 (4H, s, CH2), 4.87 (4H, t, J = 5.7 Hz, CH2CH2), 4.65 (4H, t, J = 

5.7 Hz, CH2CH2), 4.16 (8H, bs, CH2), 1.70–1.51 (12H, m, CH2). 13C‐NMR (75 MHz, DMSO‐

d6) (δ/ppm): 153.2 (C6), 152.4 (Ph‐q), 152.1 (C2), 150.6 (C4), 143.3 (C4′), 139.5 (C8), 124.8 

(C5′), 118.9 (C5), 115.9 (Ph), 61.7 (CH2), 48.8 (CH2), 43.2 (CH2), 25.8 (CH2), 24.4 (CH2). Anal. 

calcd. for C36H42N16O2: C, 59.16; H, 5.79; N, 30.66. Found: C, 59.36; H, 5.64; N, 30.62. 

9e: 1H‐NMR (300 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 8.19 (1H, s, H2), 8.12 (1H, s, H8), 7.83 (1H, 

s, H5′), 6.92 (4H, d, J = 1.9 Hz, Ph), 5.02 (2H, s, CH2), 4.87 (2H, t, J = 5.7 Hz, CH2CH2), 4,71 

(2H, d, J = 2.4 Hz, CH2CCH), 4.66 (2H, t, J = 5.7 Hz, CH2CH2), 4.17 (4H, s, CH2), 3.53 (1H, t, 

J = 2.4 Hz, CH2CCH), 1.74–1.48 (6H, m, CH2). 13C‐NMR (75 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 153.0 
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(C6), 152.6 (Ph‐q), 151.9 (C2), 151.4 (Ph‐q), 150.5 (C4), 143.0 (C4′), 138.5 (C8), 124.6 (C5′), 

118.7 (C5), 115.8 (Ph), 115.6 (Ph), 78.0 (CCH), 61.5 (CH2), 55.9 (CH2), 48.5 (CH2), 43.0 (CH2), 

25.6 (CH2), 24.2 (CH2). Anal. calcd. for C24H26N8O2: C, 62.87; H, 5.72; N, 24.44. Found: C, 

62.91; H, 5.77; N, 24.28. 

4,4′‐Bis((1‐(2‐(6‐(piperidin‐1‐yl)‐9H‐purin‐9‐yl)ethyl)‐1H‐1,2,3‐triazol‐4‐yl)methoxy)‐

1,1′‐biphenyl  (9b)  and  6‐(piperidin‐1‐yl)‐9‐{2‐[4‐(((4′‐(prop‐2‐yn‐1‐yloxy)‐[1,1′‐biphenyl]‐4‐

yl)oxy)methyl)‐1H‐1,2,3‐triazol‐1‐yl]ethyl}‐9H‐purine (9f). Compounds 9b and 9f were pre‐

pared according to the abovementioned procedure from compound 4b (50 mg, 0.19 mmol) 

and compound 3c (113.8 mg, 0.42 mmol) to obtain 9b as white solid (method A: 74 mg; 

48%; method B: 105.6 mg, 69%; method C: 53.4 mg, 38%; m.p. = 221–225 °C) and 9f (method 

C: 31.2 mg, 31%; m.p. = 184–185 °C). 

9b: 1H‐NMR (300 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 8.18 (4H, s, H2; H8), 7.85 (2H, s, H5′), 7.53 

(4H, d, J = 8.7 Hz, Ph), 7.04 (4H, d, J = 8.7 Hz, Ph), 5.12 (4H, s, CH2), 4.88 (4H, t, J = 5.7 Hz, 

CH2CH2), 4.67 (4H, t, J = 5.7 Hz, CH2CH2), 4.16 (8H, bs, CH2), 1.73–1.48 (12H, m, CH2). 13C‐

NMR  (151 MHz, DMSO‐d6)  (δ/ppm): 157.1  (Ph‐q), 153.0  (C6), 151.8  (C2/C8), 150.5  (C4), 

142.9  (C4′), 132.6  (Ph‐q), 127.2  (Ph), 124.7  (C5′), 118.7  (C5), 115.1  (Ph), 61.1  (CH2), 48.6 

(CH2), 43.0 (CH2), 25.6 (CH2), 24.2 (CH2). Anal. calcd. for C42H46N16O2: C, 62.52; H, 5.75; N, 

27.77. Found: C, 62.62; H, 5.71; N, 27.76. 

9f: 1H‐NMR (300 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 8.18 (1H, s, H2), 8.16 (1H, s, H8), 7.83 (1H, 

s, H5′), 7.55 (4H, dd, J = 8.7, 6.4 Hz, Ph), 7.05 (4H, dd, J = 8.8, 1.9 Hz, Ph), 5.12 (2H, s, CH2), 

4.88 (2H, t, J = 5.7 Hz, CH2CH2), 4.82 (2H, d, J = 2.3 Hz, CH2CCH), 4.66 (2H, t, J = 5.8 Hz, 

CH2CH2), 4.16 (4H, bs, CH2), 3.58 (1H, t, J = 2.3 Hz, CH2CCH), 1.73–1.50 (6H, m, CH2). 13C‐

NMR (75 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 157.3 (Ph‐q), 156.4 (Ph‐q), 153.2 (C6), 152.0 (C2), 150.6 

(C4), 143.0 (C4′), 139.4 (C8), 133.1 (Ph‐q), 132.6 (Ph‐q), 127.4 (Ph), 127.3 (Ph), 124.8 (C5′), 

118.8 (C5), 115.3 (Ph), 115.2 (Ph), 79.4 (CCH), 78.3 (CCH), 61.2 (CH2), 55.5 (CH2), 48.7 (CH2), 

43.1 (CH2), 25.7 (CH2), 24.3 (CH2). Anal. calcd. for C30H30N8O2: C, 67.40; H, 5.66; N, 20.96. 

Found: C, 67.38; H, 5.41; N, 20.99. 

1,3‐Bis{1‐[2‐(6‐(piperidin‐1‐yl)‐9H‐purin‐9‐yl)ethyl]‐1H‐1,2,3‐triazol‐4‐yl}propane  (9c) 

and  9‐{2‐[4‐(pent‐4‐yn‐1‐yl)‐1H‐1,2,3‐triazol‐1‐yl]ethyl}‐6‐(piperidin‐1‐yl)‐9H‐purine  (9g). 

Compounds 9c and 9g were prepared according to the above‐mentioned procedure from 

1,6‐heptadiyne 4c (0.06 mL, 0.54 mmol) and compound 3c (324.1 mg, 1.19 mmol) to obtain 

9c as white solid (method A: 137.3 mg, 40%; method B: 214.3 mg, 62%; method C: 78.4 mg, 

21%, m.p. = 218–220 °C) and 9g (method C: 20.7 mg, 10%; m.p. = 171–174 °C). 

9c: 1H‐NMR (300 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 8.17 (2H, s, H2), 7.81 (2H. s, H8), 7.72 (2H, 

s, H5′), 4.80 (4H, t, J = 5.6 Hz, CH2CH2), 4.62 (4H, t, J = 5.7 Hz, CH2CH2), 4.14 (4H, s, CH2), 

1.86–1.69 (2H, m, CH2CH2CH2), 1.68–1.50 (12H, m, CH2). 13C‐NMR (151 MHz, DMSO‐d6) 

(δ/ppm): 153.0 (C6), 151.8 (C2), 150.5 (C4), 146.5 (C4′), 139.3 (C8), 122.2 (C5′), 118.7 (C5), 

48.4  (CH2),  43.1  (CH2),  28.7  (CH2),  25.6  (CH2),  24.2  (CH2),  24.1  (CH2). Anal.  calcd.  for 

C31H40N16: C, 58.47; H, 6.33; N, 35.19. Found: C, 58.47; H, 6.25; N, 35.22. 

9g: 1H‐NMR (300 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 8.18 (1H, s, H2), 7.81 (1H, s, H8), 7.72 (1H, 

s, H5′), 4.86–4.72 (2H, m, CH2CH2), 4.68–4.57 (2H, m, CH2CH2), 4.16 (4H, bs, CH2), 2.78 

(1H, t, J = 2.6 Hz, CCH), 2.62 (2H, t, J = 7.5 Hz, CH2CH2CH2), 2.12 (2H, td, J = 7.0, 2.6 Hz, 

CH2CH2CH2), 1.77–1.43 (8H, m, CH2). 13C‐NMR (151 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 153.0 (C6), 

151.8  (C2),  150.4  (C4),  146.0  (C4′),  139.2  (C8),  122.1  (C5′),  118.7  (C5),  84.0  (CCH),  71.3 

(CCH), 48.4 (CH2), 43.0 (CH2), 27.7 (CH2), 25.5 (CH2), 24.2 (CH2), 23.8 (CH2), 17.0 (CH2). 

Anal. calcd. for C19H24N8: C, 62.62; H, 6.64; N, 30.75. Found: C, 58.47; H, 6.25; N, 35.22. 

{1‐[2‐(6‐(Piperidin‐1‐yl)‐9H‐purin‐9‐yl)ethyl]‐1H‐1,2,3‐triazol‐4‐yl}methyl  ether  (9d) 

Compound 9d was prepared according to the abovementioned procedure for method B 

from propargyl ether 4d (0.05 mL, 0.53 mmol) and compound 3c (301.2 mg, 1.17 mmol) to 

obtain 9d as yellow solid (method A: 187.3 mg, 55%; method C: 156.1 mg, 46%; m.p. = 107–

109 °C). 1H‐NMR (600 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 8.17 (2H, s, H2), 8.03 (2H, s, H8), 7.82 (2H, 

s, H5′), 4.88–4.84  (4H, m, CH2CH2), 4.67–4.64 (4H, m, CH2CH2), 4.42  (4H, s, CH2OCH2), 
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4.13  (8H, bs, CH2), 1.67–1.62  (4H, m, CH2), 1.57–1.51  (8H, m, CH2).  13C‐NMR  (75 MHz, 

DMSO‐d6) (δ/ppm): 153.1 (C6), 151.9 (C2), 150.5 (C4), 142.1 (C4′), 139.3 (C8), 126.3 (C5′), 

118.8  (C5),  62.2  (CH2),  48.6  (CH2),  43.1  (CH2),  25.7  (CH2),  24.2  (CH2). Anal.  calcd.  for 

C30H38N16O: C, 56.41; H, 6.00; N, 35.09. Found: C, 56.56; H, 6.03; N, 34.98. 

1,4‐Bis{[1‐(2‐(6‐(pyrrolidin‐1‐yl)‐9H‐purin‐9‐yl)ethyl)‐1H‐1,2,3‐triazol‐4‐yl]methoxy}ben‐

zene  (10a). Compound  10a was prepared  according  to  the  abovementioned procedure 

from compound 4a (50 mg, 0.27 mmol) and compound 3d (152.8 mg, 0.59 mmol) to obtain 

10a as white solid (method A: 53.2 mg, 28%; method B: 100.7 mg, 61%; method C: 99 mg; 

60%, m.p. = 253–256 °C). 1H‐NMR (300 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 8.17 (2H, s, H2), 8.09 (2H, 

s, H8), 7.79 (2H, s, H5′), 6.90 (4H, s, Ph), 5.00 (4H, s, OCH2), 4.94–4.76 (4H, m, CH2CH2), 

4.76–4.59 (4H, m, CH2CH2), 4.01 (4H, bs, CH2), 3.62 (4H, bs, CH2), 1.93 (8H, bs, CH2). 13C‐

NMR (151 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 152.4 (Ph‐q), 152.3 (C6), 152.2 (C2), 149.9 (C4), 143.0 

(C4′), 124.5 (C5′), 119.2 (C5), 115.7 (Ph), 61.6 (CH2), 48.6 (CH2), 42.9 (CH2). Anal. calcd. for 

C34H38N16O: C, 58.11; H, 5.45; N, 31.89. Found: C, 58.15; H, 5.55; N, 32.00. 

4,4′‐Bis{[1‐(2‐(6‐(piperidin‐1‐yl)‐9H‐purin‐9‐yl)ethyl)‐1H‐1,2,3‐triazol‐4‐yl]methoxy}‐

1,1′‐biphenyl  (10b)  and  6‐(piperidin‐1‐yl)‐9‐{2‐[4‐(((4′‐(prop‐2‐yn‐1‐yloxy)‐[1,1′‐biphenyl]‐4‐

yl)oxy)methyl)‐1H‐1,2,3‐triazol‐1‐yl]ethyl}‐9H‐purine  (10f). Compounds  10b  and  10f were 

prepared according to the abovementioned procedure from compound 4b (50 mg, 0.19 

mmol) and compound 3d (107.3 mg, 0.42 mmol) to obtain 10b as white solid (method A: 

88.4 mg, 60%; method B: 118.4 mg, 80%; method C: 71.5 mg, 49%; m.p. = 259–262 °C) and 

10f as yellow solid (method C: 60.5 mg, 61%; m.p. = 134–137 °C). 

10b: 1H‐NMR (300 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 8.17 (2H, s, H2), 8.14 (2H, s, H8), 7.80 

(2H, s, H5′), 7.53 (4H, d, J = 8.7 Hz, Ph), 7.04 (4H, d, J = 8.7 Hz, Ph), 5.12 (4H, s, OCH2), 

4.92–4.85 (4H, m, CH2CH2), 4.70–4.63 (4H, m, CH2CH2), 4.00 (4H, bs, CH2), 3.61 (4H, bs, 

CH2), 1.92 (8H, bs, CH2). 13C‐NMR (151 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 157.1 (Ph‐q), 152.4 (C6), 

152.1 (C2), 149.8 (C4), 142.8 (C4′), 136.3 (C8), 132.6 (Ph‐q), 127.1 (Ph), 124.5 (C5′), 119.1 (C5), 

115.1 (Ph), 61.2 (CH2), 48.5 (CH2), 42.8 (CH2), 41.4 (CH2). Anal. calcd. for C42H46N16O2: C, 

62.52; H, 5.75; N, 27.77. Found: C, 62.51; H, 5.81; N, 27.96. 

10f: 1H‐NMR (300 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 8.17 (1H, s, H2), 8.14 (1H, s, H8), 7.80 

(1H, s, H5′), 7.55 (4H, dd, J = 8.7, 7.1 Hz, Ph), 7.04 (4H, d, J = 8.7 Hz, Ph), 5.12 (2H, s, CH2), 

4.91–4.86 (2H, m, CH2CH2), 4.83 (2H, d, J = 2.3 Hz, CH2CCH), 4.70–4.64 (m, CH2CH2), 3.69–

3.53 (3H, m, CH2, CCH), 1.93 (4H, s, CH2). 13C‐NMR (151 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 157.2 

(Ph‐q), 156.4 (Ph‐q), 152.5 (C6), 152.3 (C2), 149.9 (C4), 146.89, 143.0 (C4′), 139.8 (C8), 133.1 

(Ph‐q), 132.6 (Ph‐q), 127.4 (Ph), 127.3 (Ph), 124.7 (C5′), 119.3 (C5), 115.3 (Ph), 115.3 (Ph), 

79.4  (CCH), 78.2  (CCH), 61.2  (CH2), 55.5  (CH2), 48.7  (CH2), 43.0  (CH2). Anal. calcd.  for 

C30H30N8O: C, 67.40; H, 5.66; N, 20.96. Found: C, 67.27; H, 5.71; N, 23.14. 

1,3‐Bis{1‐[2‐(6‐(piperidin‐1‐yl)‐9H‐purin‐9‐yl)ethyl]‐1H‐1,2,3‐triazol‐4‐yl}propane  (10c). 

Compound 10c was prepared according to the abovementioned procedure from 1,6‐hep‐

tadiyne 4c (50 mg, 0.54 mmol) and compound 3d (305.7 mg, 1.19 mmol) to obtain 10c as 

white solid (method A: 163.5 mg, 50%; method B: 150.8 mg, 82%; method C: 196.2 mg, 

58%; m.p. = 217–220 °C). 

10c: 1H‐NMR (600 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 8.15 (1H, s, H2), 7.76 (1H, s, H8), 7.69 

(1H, s, H5′), 4.90–4.69 (4H, m, CH2CH2), 4.75–44.52 (4H, m, CH2CH2), 3.98 (4H, bs, CH2), 

3.58  (4H,  bs,  CH2),  2.48  (m,  CH2CH2CH2),  1.90  (8H,  bs,  CH2),  1.83–1.70  (2H,  m, 

CH2CH2CH2).  13C‐NMR  (75 MHz, DMSO‐d6)  (δ/ppm): 152.4 (C6), 152.2 (C2), 149.9 (C4), 

146.4 (C4′), 139.8 (C8), 122.2 (C5′), 119.2 (C5), 48.4 (CH2), 43.0 (CH2), 28.7 (CH2), 24.1 (CH2). 

Anal. calcd. for C31H40N16: C, 58.47; H, 6.33; N, 35.19. Found: C, 58.22; H, 6.19; N, 34.99. 

{1‐[2‐(6‐(Piperidin‐1‐yl)‐9H‐purin‐9‐yl)ethyl]‐1H‐1,2,3‐triazol‐4‐yl}methyl  ether  (10d) 

Compound 10d was prepared according to the abovementioned procedure for method B 

from 4d (50 mg, 0.53 mmol) and compound 3d (301.3 mg, 1.17 mmol) to obtain 10d as 

yellow solid (method A: 164.2 mg, 48%; method C: 197 mg, 58%; m.p. = 112–115 °C). 1H‐

NMR (300 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 8.16 (2H, s, H2), 8.05 (2H, s, H8), 7.81 (2H, s, H5′), 
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4.86 (4H, s, CH2), 4.66 (4H, s, CH2), 4.40 (4H, s, CH2), 3.97 (4H, s, CH2), 3.59 (4H, s, CH2), 

1.91 (8H, s CH2). 13C‐NMR (151 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 152.5 (C6), 152.2 (C2), 149.9 (C4), 

143.8 (C4′), 139.5 (C8), 124.4 (C5′), 119.2 (C5), 62.2 (CH2OCH2), 48.7 (CH2), 43.0 (CH2). Anal. 

calcd. for C30H38N16O: C, 56.41; H, 6.00; N, 35.09. Found: C, 56.78; H, 5.89; N, 35.02. 

1,4‐Bis{[1‐(2‐(6‐amino‐9H‐purin‐9‐yl)ethyl)‐1H‐1,2,3‐triazol‐4‐yl]methoxy}benzene  (11a) 

and  6‐amino‐9‐{2‐[4‐((4‐(prop‐2‐yn‐1‐yloxy)phenoxy)methyl)‐1H‐1,2,3‐triazol‐1‐yl]ethyl}‐9H‐

purine (11e). Compounds 11a and 11e were prepared according to the above‐mentioned 

procedure  from  compound 4a  (100 mg, 0.49 mmol) and  compound 3e  (200.7 mg, 1.08 

mmol) to obtain 11a as white solid (method B: 28.9 mg, 11%; m.p. > 280 °C) and 11e as 

white solid (method C: 47.4 mg, 25%; m.p. > 250 °C). 

11a: 1H‐NMR (600 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 8.11 (2H, s, H2), 8.09 (2H, s, H8), 7.80 

(2H, s, H5′), 7.20 (4H, s, NH2), 6.90 (4H, s, Ph), 5.01 (4H, s, CH2), 4.87 (4H, t, J = 5.8 Hz, 

CH2CH2), 4.65 (4H, t, J = 5.8 Hz, CH2 CH2). 13C‐NMR (151 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 155.6 

(Ph‐q), 152.2 (C6), 152.1 (C2), 149.3 (C4), 142.9 (C4′), 124.0 (C5′), 118.5 (C5), 115.7 (Ph), 61.7 

(CH2),  48.3  (CH2),  42.6  (CH2). Anal.  calcd.  for C26H26N16O2: C,  52.52; H,  4.41; N,  37.69. 

Found: C, 52.38; H, 4.17; N, 37.91. 

11e:  1H‐NMR  (300 MHz, DMSO‐d6)  (δ/ppm): 8.11  (2H, s, Hz, H2; H8), 7.80  (1H, s, 

H5′), 7.20 (2H, s, NH2), 6.92 (4H, d, J = 1.6 Hz, Ph), 5.01 (2H, s, CH2), 4.87 (2H, t, J = 5.7 Hz, 

CH2CH2), 4.72 (2H, d, J = 2.3 Hz, CH2CCH), 4.65 (2H, t, J = 5.7 Hz, CH2CH2), 3.53 (t, J = 2.3 

Hz, CH2CCH). 13C‐NMR (75 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 155.9 (Ph‐q), 152.6 (C6), 152.5 (C2), 

151.4 (Ph‐q), 149.5 (C4), 143.0 (C4′), 140.5 (C8), 124.6 (C5′), 118.6 (C5), 115.8 (Ph), 115.6 (Ph), 

79.5  (CCH),  78.0  (CCH),  6.5  (CH2),  55.9  (CH2),  48.6  (CH2),  43.0  (CH2). Anal.  calcd.  for 

C19H18N8O2: C, 58.45; H, 4.65; N, 28.70. Found: C, 58.30; H, 4.75; N, 28.87. 

6‐Amino‐9‐{2‐[4‐(pent‐4‐yn‐1‐yl)‐1H‐1,2,3‐triazol‐1‐yl]ethyl}‐9H‐purine  (11g)  Com‐

pound  11g was  prepared  according  to  the  abovementioned  procedure  from  1,6‐hep‐

tadiyne 4c (50 mg, 0.53 mmol) and compound 3e (243.7 mg, 1.17 mmol) to obtain 11g as 

white solid (method C: 89.3 mg, 55%; m.p. = 226–228 °C). 1H‐NMR (600 MHz, DMSO‐d6) 

(δ/ppm): 8.11 (1H, s, H2), 7.78 (1H, s, H8), 7.74 (1H, s, H5′), 7.17 (2H, s, NH2), 4.79 (2H, t, J 

= 5.8 Hz, CH2CH2), 4.61 (2H, t, J = 5.8 Hz, CH2CH2), 2.77 (1H, t, J = 2.6 Hz, CCH), 2.62 (2H, 

t, J = 7.5 Hz, CH2), 2.14 (2H, td, J = 7.1, 2.6 Hz, CH2), 1.72–1.65 (2H, m, CH2). 13C‐NMR (151 

MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 155.9 (C6), 152.4 (C2), 149.4 (C4), 146.0 (C4′), 140.4 (C8), 122.1 

(C5′), 118.5 (C5), 84.0 (CCH), 71.4 (CCH), 48.5 (CH2), 42.9 (CH2), 27.8 (CH2), 23.8 (CH2), 

17.0 (CH2). Anal. calcd. for C14H16N8: C, 56.74; H, 5.44; N, 37.81. Found: C, 56.64; H, 5.51; 

N, 38.00. 

{1‐[2‐(6‐Amino‐9H‐purin‐9‐yl)ethyl]‐1H‐1,2,3‐triazol‐4‐yl}methyl  ether  (11d)  and  6‐

amino‐9‐{2‐[4‐((prop‐2‐yn‐1‐yloxy)methyl)‐1H‐1,2,3‐triazol‐1‐yl]ethyl}‐9H‐purine (11h). Com‐

pounds  11d  and  11h were  prepared  according  to  the  abovementioned  procedure  for 

method B from propargyl ether 4d (100 mg, 1.06 mmol) and compound 3e (432.9 mg, 2.12 

mmol) to obtain 11d as white solid (method C: 48.9 mg, 8%, m.p. = 191–193 °C) and 11h 

as white solid (method C: 20.8 mg, 7%, m.p. = 175–180 °C). 

11d: 1H‐NMR (600 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 8.17 (2H, s, H2), 8.02 (2H, s, H8), 7.89 

(2H, s, H5′), 7.57 (4H, bs, NH2), 4.86 (4H, t, J = 5.7 Hz, CH2CH2), 4.66 (4H, t, J = 5.7 Hz, 

CH2CH2),  4.50  (4H,  s, CH2OCH2).  13C‐NMR  (151 MHz, DMSO‐d6)  (δ/ppm):  155.8  (C6), 

152.4 (C2), 149.4 (C4), 143.6 (C4′), 124.1 (C5′), 118.5 (C5), 62.1 (CH2), 48.5 (CH2), 42.9 (CH2). 

Anal. calcd. for C20H22N16O: C, 47.80; H, 4.41; N, 44.60. Found: C, 47.81; H, 4.46; N, 44.59. 

11h: 1H‐NMR (300 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 8.11 (1H, s, H2), 8.02 (1H, s, H8), 7.80 

(1H, s, H5′), 7.20  (2H, s, NH2), 4.85  (2H,  t,  J = 5.7 Hz, CH2CH2), 4.64  (2H,  t,  J = 5.7 Hz, 

CH2CH2), 4.50  (2H, s, OCH2), 4.09  (2H, d,  J = 2.4 Hz, CH2CCH), 3.46  (1H,  t,  J = 2.4 Hz, 

CH2CCH). 13C‐NMR (151 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 155.9 (C6), 152.4 (C2), 149.5 (C4), 143.2 

(C4′), 140.4 (C8), 124.4 (C5′), 118.6 (C5), 79.9 (CCH), 77.4 (CCH), 61.8 (CH2), 56.3 (CH2), 

48.6 (CH2), 43.0 (CH2). Anal. calcd. for C13H14N8O: C, 52.34; H, 4.73; N, 37.56. Found: C, 

52.47; H, 4.69; N, 37.36. 
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3.6. General Procedure for the Synthesis of Bis‐Pyrrolo[2,3‐d]pyrimidine Derivatives 6a–6d and 

7a–7d 

The corresponding bis‐pyrrolo[2,3‐d]pyrimidine 5a–5d and cyclic amine (4 eq) were 

dissolved in water (3 mL). The reaction mixture was stirred under microwave irradiation 

(400 W) at 100 ˚C during 10 min. The reaction mixture was triturated with acetonitrile to 

obtain the crude product. 

1,4‐Bis{[1‐(2‐(4‐(piperidin‐1‐yl)‐7H‐pyrrolo[2,3‐d]pyrimidin‐7‐yl)ethyl)‐1H‐1,2,3‐triazol‐

4‐yl]methoxy}benzene (6a). Compound 6a was prepared according to the abovementioned 

procedure from compound 5a (100 mg, 0.16 mmol) and piperidine (0.06 mL, 0.64 mmol) 

to obtain 6a as white solid (68.9 mg, 59%, m.p. = 185–187 °C). 1H‐NMR (600 MHz, DMSO‐

d6) (δ/ppm): 8.13 (2H, s, H2), 8.01 (2H, s, H5′), 6.97–6.78 (6H, m, Ph; H6), 6.48 (2H, d, J = 3.7 

Hz, H5),  5.01  (4H,  s, OCH2),  4.80  (4H,  t,  J  =  5.9 Hz, CH2CH2),  4.62  (4H,  t,  J  =  5.9 Hz, 

CH2CH2), 3.92–3.74 (8H, m, CH2), 1.69–1.50 (12H, m, CH2). 13C‐NMR (75 MHz, DMSO‐d6) 

(δ/ppm): 156.2 (Ph‐q), 152.2 (C4), 150.7 (C7a), 150.7 (C2), 142.9 (C4′), 124.5 (C5′), 123.9 (C6), 

115.6 (Ph), 102.1 (C4a), 100.9 (C5), 61.8 (OCH2), 49.0 (CH2CH2), 46.2 (CH2CH2), 43.9 (CH2), 

25.4 (CH2), 24.2 (CH2). Anal. calcd. for C38H44N14O2: C, 62.62; H, 6.09; N, 26.90. Found: C, 

62.79; H, 5.92; N, 27.15. 

4,4′‐Bis{[1‐(2‐(4‐(piperidin‐1‐yl)‐7H‐pyrrolo[2,3‐d]pyrimidin‐7‐yl)ethyl)‐1H‐1,2,3‐triazol‐

4‐yl]methoxy}‐1,1′‐biphenyl (6b). Compound 6b was prepared according to the abovemen‐

tioned procedure from compound 5b (70 mg, 0.09 mmol) and piperidine (0.04 mL, 0.37 

mmol) to obtain 6b as white solid (51.9 mg, 73%, m.p. = 137–139 °C). 1H‐NMR (600 MHz, 

DMSO‐d6) (δ/ppm): 8.13 (1H, s, H2), 8.06 (1H, s, H5′), 7.53 (4H, d, J = 8.7 Hz, Ph), 7.04 (4H, 

d, J = 8.8 Hz, Ph), 6.88 (2H, d, J = 3.6 Hz, H6) 6.45 (2H, d, J = 3.7 Hz, H5), 5.12 (4H, s, OCH2), 

4.81 (4H, t, J = 5.9 Hz, CH2CH2), 4.63 (4H, t, J = 5.9 Hz, CH2CH2), 3.82–3.79 (8H, m, CH2), 

1.78– 1.45 (12H, m, CH2). 13C‐NMR (75 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 157.1 (Ph‐q), 156.2 (C4), 

150.7 (C7a), 150.7 (C2), 142.8 (C4′), 132.5 (Ph‐q), 127.2 (Ph), 124.6 (C5), 123.9 (C5′), 115.2 

(Ph), 102.1 (C4a), 100.9 (C6), 61.1 (OCH2), 49.1 (CH2CH2), 46.2 (CH2CH2), 43.9 (CH2), 25.4 

(CH2), 24.2 (CH2). Anal. calcd. for C44H48N14O2: C, 65.65; H, 6.01; N, 24.36. Found: C, 65.89; 

H, 6.11; N, 24.23. 

1,3‐Bis{1‐[2‐(4‐(piperidin‐1‐yl)‐7H‐pyrrolo[2,3‐d]pyrimidin‐7‐yl)ethyl]‐1H‐1,2,3‐triazol‐4‐

yl}propane (6c). Compound 6c was prepared according to the abovementioned procedure 

from compound 5c (50 mg, 0.09 mmol) and piperidine (0.04 mL, 0.37 mmol) to obtain 6c 

as white solid (51.3 mg, 87%, m.p. = 145–147 °C). 1H‐NMR (600 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 

8.11 (2H, s, H2), 7.57 (2H, s, H5′), 6.92 (2H, d, J = 3.7 Hz, H6), 6.50 (2H, d, J = 3.7 Hz, H5), 

4.73 (4H, t, J = 5.9 Hz, CH2CH2), 4.60 (4H, t, J = 5.9 Hz, CH2CH2), 3.98–3.64 (8H, m, CH2), 

2.47  (8H,  t,  J = 7.4 Hz, CH2CH2CH2), 1.76–1.69  (2H, m, CH2CH2CH2), 1.66–1.60  (4H, m, 

CH2), 1.56–1.50 (8H, m, CH2). 13C‐NMR (151 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 156.3 (C4), 150.8 

(C7a), 150.7 (C2), 146.4 (C4′), 124.0 (C5), 122.2 (C5′), 102.2 (C4a), 101.0 (C6), 49.0 (CH2CH2), 

46.3 (CH2CH2), 44.1 (CH2), 28.7 (CH2), 25.5 (CH2), 24.2 (CH2), 24.1 (CH2). Anal. calcd. for 

C33H42N14: C, 62.44; H, 6.67; N, 30.89. Found: C, 62.38; H, 6.91; N, 30.97. 

{1‐[2‐(4‐(Piperidin‐1‐yl)‐7H‐pyrrolo[2,3‐d]pyrimidin‐7‐yl)ethyl]‐1H‐1,2,3‐triazol‐4‐yl}me‐

thyl ether (6d). Compound 6d was prepared according to the abovementioned procedure 

from compound 5d (50 mg, 0.09 mmol) and piperidine (0.04 mL, 0.37 mmol) to obtain 6d 

as white solid (34.7 mg, 59%, m.p. = 141–143 °C). 1H‐NMR (300 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 

8.12 (2H, s, H2), 7.90 (2H, s, H5′), 6.95 (2H, d, J = 3.1 Hz, H6), 6.51 (2H, d, J = 3.1 Hz, H5), 

4.84–4.75 (4H, m, CH2CH2), 4.66–4.58 (4H, m, CH2CH2), 4.38 (4H, s, CH2OCH2), 3.92–3.66 

(8H, m, CH2), 1.74–1.43 (12H, m, CH2). 13C‐NMR (75 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 156.1 (C4), 

150.7  (C7a), 150.7  (C2), 143.5  (C4′), 124.2  (C5′), 123.9  (C6), 102.1  (C4a), 100.9  (C5), 62.0 

(OCH2), 49.0 (CH2CH2), 46.2 (CH2CH2), 44.0 (CH2), 25.4 (CH2), 24.2 (CH2). Anal. calcd. for 

C32H40N14O: C, 60.36; H, 6.33; N, 30.80. Found: C, 60.51; H, 6.57; N, 30.88. 

1,4‐Bis{[1‐(2‐(4‐(pyrrolidin‐1‐yl)‐7H‐pyrrolo[2,3‐d]pyrimidin‐7‐yl)ethyl)‐1H‐1,2,3‐triazol‐

4‐yl]methoxy}benzene (7a). Compound 7a was prepared according to the abovementioned 
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procedure from compound 5a (50 mg, 0.10 mmol) and pyrrolidine (0.04 mL, 0.40 mmol) 

to obtain 7a as white solid (46.3 mg, 65%, m.p. = 193–195 °C). 1H‐NMR (300 MHz, DMSO‐

d6) (δ/ppm): 8.09 (2H, s, H2), 8.00 (2H, s, H5′), 6.89 (4H, s, Ph), 6.84 (2H, d, J = 3.5 Hz, H6), 

6.48 (2H, d, J = 3.6 Hz, H5), 5.00 (4H, s, OCH2), 4.80 (4H, t, J = 5.6 Hz, CH2CH2), 4.62 (4H, t, 

J = 5.6 Hz, CH2CH2), 3.67 (8H, bs, CH2), 1.93 (8H, bs, CH2). 13C‐NMR (75 MHz, DMSO‐d6) 

(δ/ppm): 154.7 (C4), 152.2 (C7a), 151.2 (C2), 149.8 (Ph‐q), 142.9 (C4′), 124.5 (C5′), 123.4 (C6), 

115.7 (Ph), 102.6 (C4a), 100.7 (C5), 61.5 (OCH2), 49.0 (CH2), 47.4 (CH2), 43.8 (CH2). Anal. 

calcd. for C36H40N14O2: C, 61.70; H, 5.75; N, 27.98. Found: C, 61.52; H, 5.90; N, 28.01. 

4,4′‐Bis{[1‐(2‐(4‐(pyrrolidin‐1‐yl)‐7H‐pyrrolo[2,3‐d]pyrimidin‐7‐yl)ethyl)‐1H‐1,2,3‐tria‐

zol‐4‐yl]methoxy}‐1,1′‐biphenyl (7b). Compound 7b was prepared according to the above‐

mentioned procedure from compound 5b (70 mg, 0.10 mmol) and pyrrolidine (0.04 mL, 

0.40 mmol) to obtain 7b as white solid (46.3 mg, 6%, m.p. = 187–189 °C). 1H‐NMR (600 

MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 8.09 (2H, s, H2), 8.04 (2H, s, H5′), 7.53 (4H, d, J = 8.7 Hz, Ph), 

7.04 (4H, d, J = 8.8 Hz, Ph), 6.82 (2H, d, J = 3.5 Hz, H5), 6.45 (2H, d, J = 3.6 Hz, H6), 5.12 

(4H, s, OCH2), 4.80 (4H, t, J = 5.9 Hz, CH2CH2), 4.62 (4H, t, J = 5.9 Hz, CH2CH2), 3.65 (8H, 

bs, CH2), 1.92  (8H, bs, CH2).  13C‐NMR  (75 MHz, DMSO‐d6)  (δ/ppm): 157.1  (Ph‐q), 154.6 

(C4), 151.1 (C2), 149.7 (C7a), 142.8 (C4′), 132.5 (Ph‐q), 127.2 (Ph), 124.6 (C6), 123.4 (C5′), 

115.2 (Ph), 102.6 (C4a), 100.8 (C5), 61.1 (OCH2), 49.1 (CH2), 47.4 (CH2), 43.8 (CH2). Anal. 

calcd. for C42H44N14O2: C, 64.93; H, 5.71; N, 25.24. Found: C, 64.92; H, 5.78; N, 25.12. 

1,3‐Bis{1‐[2‐(4‐(pyrrolidin‐1‐yl)‐7H‐pyrrolo[2,3‐d]pyrimidin‐7‐yl)ethyl]‐1H‐1,2,3‐triazol‐

4‐yl}propane  (7c). Compound 7c was prepared according  to  the abovementioned proce‐

dure from compound 5c (50 mg, 0.09 mmol) and pyrrolidine (0.04 mL, 0.37 mmol) to ob‐

tain 7c as white solid (53.1 mg, 97%, m.p. = 170–172 °C). 1H‐NMR (300 MHz, DMSO‐d6) 

(δ/ppm): 8.07 (2H, s, H2), 7.54 (2H, s, H5′), 6.87 (2H, d, J = 3.5 Hz, H6), 6.48 (2H, d, J = 3.6 

Hz, H5), 4.73 (4H, t, J = 5.7 Hz, CH2CH2), 4.59 (4H, t, J = 5.6 Hz, CH2CH2), 3.64 (8H, bs, 

CH2),  2.46  (4H,  t,  J  =  7.4  Hz,  CH2CH2CH2),  1.91  (8H,  bs,  CH2),  1.79–1.62  (2H,  m, 

CH2CH2CH2). 13C‐NMR (151 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 154.6 (C4), 151.1 (C2), 149.7 (C7a), 

146.2 (C4′), 123.3 (C6), 122.0 (C5′), 102.6 (C4a), 100.7 (C5), 48.8 (CH2), 47.3 (CH2), 43.9 (CH2), 

28.6  (CH2), 24.0  (CH2). Anal. calcd.  for C31H38N14: C, 61.37; H, 6.31; N, 32.32. Found: C, 

61.32; H, 6.71; N, 32.10. 

{1‐[2‐(4‐(Pyrrolidin‐1‐yl)‐7H‐pyrrolo[2,3‐d]pyrimidin‐7‐yl)ethyl]‐1H‐1,2,3‐triazol‐4‐

yl}methyl ether (7d). Compound 7d was prepared according to the abovementioned proce‐

dure from compound 5d (50 mg, 0.09 mmol) and pyrrolidine (0.04 mL, 0.37 mmol) to ob‐

tain 7d as white solid (39.5 mg, 65%, m.p. = 131–135 °C). 1H‐NMR (300 MHz, DMSO‐d6) 

(δ/ppm): 8.07 (2H, s, H2), 7.85 (2H, s, H5′), 6.89 (2H, d, J = 2.2 Hz, H6), 6.50 (2H, d, J = 2.6 

Hz, H5), 4.84–4.73 (4H, m, CH2CH2), 4.69–4.56 (4H, m, CH2CH2), 4.36 (4H, s, CH2OCH2), 

3.64 (8H, bs, CH2), 1.92 (8H, bs, CH2). 13C‐NMR (151 MHz, DMSO‐d6) (δ/ppm): 154.7 (C4), 

151.2  (C2), 149.8  (C7a), 143.4  (C4′), 124.1  (C5′), 123.3  (C6), 102.6  (C4a), 100.8  (C5), 62.0 

(CH2), 49.0 (CH2), 47.4 (CH2), 43.8 (CH2). Anal. calcd. for C30H36N14O: C, 59.20; H, 5.96; N, 

32.22. Found: C, 59.03; H, 5.90; N, 37.56. 

3.7. Computational Details 

All molecular geometries were optimized using the B97D functional together with 

the 6–31+G(d) basis  set  for non‐metals and  the Stuttgart‐Dresden  (SDD)  effective  core 

potentials [61] for the inner electrons of copper atoms and its associated double‐ζ basis set 

for the outer ones, in line with our earlier work on the copper‐catalyzed organic reactions 

[62] and other literature recommendations [63,64]. To account for the solvent effects, dur‐

ing geometry optimization, we included the implicit SMD solvation model corresponding 

to DMF (ε = 37.219). Thermal corrections were extracted from the matching frequency cal‐

culations, so that all presented results correspond to differences in the Gibbs free energies 

at room temperature and normal pressure. The choice of such computational setup was 

prompted by its success in reproducing various features of different organic [65–67], or‐

ganometallic [68,69] and biological systems [70,71], being particularly accurate for relative 
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trends among similar reactants, which is the focus here. All transition state structures were 

located using the scan procedure, employing both 1D and 2D scans, the latter specifically 

utilized to probe the possibility for concerted mechanisms. Apart from the visualization 

of the obtained negative frequencies, the validity of all transition state structures was val‐

idated by performing  IRC calculations  in both directions and  identifying  the matching 

reactant and product structures connected by the inspected transition state. All calcula‐

tions were performed using the Gaussian 16 software [72]. 

3.8. Cell Culturing 

Human  carcinoma  cell  lines  A549  (lung  carcinoma), HeLa  (cervical  carcinoma), 

SW620 (colorectal adenocarcinoma, metastatic) and CFPAC‐1 (pancreatic cancer, derived 

from metastatic:  liver), and normal human  foreskin  (HFF‐1)  fibroblasts were obtained 

from the American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). Cells were cul‐

tured in humidified atmosphere at 37 °C with 5% CO2. As growth medium, Dulbecco′s 

modified Eagle medium (DMEM) was used with the addition of fetal bovine serum (10%), 

L‐glutamine (2 mM) and antibiotics: streptomycin (100 mg/mL) and penicillin (100 U/mL). 

3.9. Proliferation Assay 

Cells  were  seeded  onto  96‐well  microtiter  plates  at  a  seeding  density  of  3000 

cells/well for carcinoma cell lines, and 5000 cells/well for normal human fibroblasts. The 

next day, cells were treated with test agents in five different concentrations (0.01–100 μM) 

and further incubated for 72 h. DMSO (solvent) was tested for potential cytotoxic effect 

but it did not exceed 0.1%. Following 72 h incubation, the MTT assay was performed and 

measured absorbances were transformed into percentage of cell growth as described pre‐

viously [73]. Results were obtained from three independent experiments. IC50 values were 

calculated  using  linear  regression  analysis  and  results were  statistically  analyzed  by 

ANOVA, Tukey post‐hoc test (p < 0.05). 

3.10. Apoptosis Detection 

Cells were seeded into 8‐well chambers (Lab‐tek II Chamber Slides, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA) in a concentration of 2 × 104 cells per well and treated with 

2 × IC50 and 5 × IC50 concentrations of selected compounds for 48 and 72 h. Staining of the 

cells was performed by Annexin‐V‐FITC Staining kit (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, 

TX, USA) according to the manufacturer′s instructions. Cells were visualised by fluores‐

cent microscope (Olympus, Tokyo, Japan) at magnification of 40. 

4. Conclusions 

The novel bis‐  (5a–5d,  6a–6d,  7a–7d,  9a–9d,  10a–10d,  11a–11d)  and mono‐(5f,  5g, 

9e−9g, 10f, 10g, 11e, 11g and 11h) pyrrolo[2,3‐d]pyrimidines and purines were synthe‐

sized. Aromatic and aliphatic spacers were introduced between N‐heterocycles by the Cu‐

AAC reaction using different catalysts and reaction conditions (methods A–C). Non‐con‐

ventional ultrasonic energy implemented in method B proved to be better in terms of se‐

lectivity, reaction time and efficiency. Ultrasound‐assisted reactions led to the synthesis 

of exclusively symmetrical bis‐heterocycles with improved yield after 1.5 h. Direct utili‐

zation of a Cu(I) source using the CuI/DIPEA/HOAc catalytic system resulted in the for‐

mation of both bis‐ and mono‐heterocycles in most cases. 

DFT calculations confirmed that the investigated copper‐catalyzed cycloaddition is a 

feasible  process,  and  revealed  that  triazoles  are  favorably  formed  in  a  concerted  and 

highly exergonic fashion, ΔGR = −51.0 kcal mol−1 for the studied model case. Still, the un‐

catalyzed reaction is associated with a high kinetic barrier of ΔG‡ = 28.5 kcal mol−1, which 

renders it as very unlikely. Once Cu(I) ions are present, they bind to the alkyne and in‐

crease its electrophylicity towards the azide, which reduces kinetic requirements to ΔG‡ = 

19.7 kcal mol−1, thereby allowing the conversion to occur under normal conditions. The 
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obtained reaction profiles agree that higher temperatures and ultrasound irradiation will 

improve the reaction outcomes, while eliminate the option to use strong bases with the 

prospect to activate alkynes through terminal C–H deprotonation. Lastly, different trends 

among reactions where catalytic Cu(I) ions are generated  in situ or directly  introduced 

could be ascribed to the presence of Cu(II) ions in the former, but this depends on their 

availability and other conditions that might be operative when a large variety of reagents 

is employed as was the instance here. Lastly, a somewhat general tendency of 6‐amino 

derivatives to offer lower reaction yields over 6‐chloro analogues is likely related to their 

ability to more strongly bind Cu(I) in solution, therefore hindering its catalytic efficiency. 

Antiproliferative evaluations showed that the linker between the heterocyclic scaf‐

folds had a significant impact on antitumor activity. Thus, cyclic amino‐substituted bis‐

pyrrolo[2,3‐d]pyrimidines  7a  and  purines  9b  and  10b with  aromatic  1,4‐bis(oxymeth‐

ylene)phenyl and 4,4′‐bis(oxymethylene)biphenyl spacer exhibited potent cytostatic activ‐

ity, especially on HeLa cell lines (7a: IC50 = 6.4 μM; 9b: IC50 = 3.8 μM; 10b: IC50 = 7.4 μM). 

Among  the mono‐heterocyclic derivatives,  compounds  5f,  9f  and  10f with  4,4′‐bis(ox‐

ymethylene)biphenyl unit at C‐4 of 1,2,3‐triazole showed the most potent antitumor ac‐

tivity. The 4‐chloropyrrolo[2,3‐d]pyrimidine 5f showed the most pronounced inhibitory 

effect against HeLa (IC50 = 0.98 μM) and CFPAC‐1 (IC50 = 0.79 μM) cell lines. Conversely, 

the majority of bis‐heterocycles with aliphatic central unit had marginal activity or were 

devoid of any cytostatic activity. Among heterocycles, 4‐chloropyrrolo[2,3‐d]pyrimidine 

and 6‐piperidinylpurine made a major contribution to the antiproliferative effect. Com‐

pound 5f was further investigated by Annexin V assay, which showed that its growth‐

inhibitory effect on CFPAC‐1 could be ascribed to the induction of apoptosis and primary 

necrosis. 

Our findings encourage further structural optimization of purine and fused hetero‐

cycle scaffolds, such as chloropyrrolo[2,3‐d]pyrimidine connected through aromatic unit, 

as a promising chemical entity  for development of novel efficient and non‐toxic agent 

against pancreatic cancer. 

Supplementary Materials: The  following are available online:  1H‐ and  13C‐NMR spectra of com‐

pounds (Figures S1–S39), computational analysis (Figures S40–S46). 

Author Contributions: Conceptualization, S.R.‐M., K.P., and S.K.P.; syntheses and structure char‐

acterization, A.B.P.; antiproliferative evaluation (experimental) P.G., M.S. and (analysis) S.K.P. and 

K.P.;  computational  analysis; R.V.; writing−original draft preparation,  S.R.‐M., R.V., A.B.P.  and 

M.S.; writing−review and editing, A.B.P., S.R.‐M., R.V., M.S., S.K.P. and K.P.; supervision, S.R.‐M., 

S.K.P. and K.P.; project administration, S.R.‐M.; funding acquisition, S.R.‐M. and K.P. All authors 

have read and agreed to the published version of the manuscript. 

Funding: Financial support from the Croatian Science Foundation under the project HRZZ‐IP‐2018‐

01‐4682 is gratefully acknowledged. 

Data Availability Statement: Figures S1–S39 with  1H and  13C NMR spectra and Figures S40‐S46 

containing data for computational analyses are available on line. 

Acknowledgments: RV would like to thank the Zagreb University Computing Centre (SRCE) for 

granting computational resources on the ISABELLA cluster. 

Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest. 

Sample Availability: Samples of  compounds  5a–5d,  6a–6d,  7a–7d,  9a–9d, 10a–10d, 11a–11d  are 

available from the authors. 

References 

1. Siegel, R.L.; Miller, K.D.; Jemal, A. Cancer statistics, 2016. CA. Cancer J. Clin. 2016, 66, 7–30, doi:10.3322/caac.21332. 

2. Allemani, C.; Matsuda, T.; Di Carlo, V.; Harewood, R.; Matz, M.; Nikšić, M.; Bonaventure, A.; Valkov, M.; Johnson, C.J.; Estève, 

J.; et al. Global surveillance of trends in cancer survival 2000–14 (CONCORD‐3): Analysis of individual records for 37 513 025 

patients diagnosed with one of 18 cancers from 322 population‐based registries  in 71 countries. Lancet 2018, 391, 1023–1075, 

doi:10.1016/S0140‐6736(17)33326‐3. 



Molecules 2021, 26, 3334  24  of  26 
 

 

3. Bray, F.; Ferlay, J.; Soerjomataram, I.; Siegel, R.L.; Torre, L.A.; Jemal, A. Global cancer statistics 2018: GLOBOCAN estimates of 

incidence and mortality worldwide for 36 cancers in 185 countries. CA. Cancer J. Clin. 2018, 68, 394–424, doi:10.3322/caac.21492. 

4. Garcia‐Sampedro, A.; Gaggia, G.; Ney, A.; Mahamed, I.; Acedo, P. The State‐of‐the‐Art of Phase II/III Clinical Trials for Targeted 

Pancreatic Cancer Therapies. J. Clin. Med. 2021, 10, 566−611, doi:10.3390/jcm10040566. 

5. Huber, M.; Huber, B. Innovation in Oncology Drug Development. J. Oncol. 2019, 2019, 9683016, doi:10.1155/2019/9683016. 

6. Peng, Y.; Tao, H.; Gao, Y.; Yang, Y.; Chen, Z. Review and Prospect of Tissue‐agnostic Targeted Strategies in Anticancer Thera‐

pies. Curr. Top. Med. Chem. 2021, 21, 404–425, doi:10.2174/1568026620666200616143247. 

7. Kerru, N.; Gummidi, L.; Maddila, S.; Gangu, K.K.; Jonnalagadda, S.B. A Review on Recent Advances in Nitrogen‐Containing 

Molecules and Their Biological Applications. Molecules 2020, 25, 1909−1951, doi:10.3390/molecules25081909. 

8. Legraverend, M.; Grierson, D.S. The purines: Potent and versatile small molecule inhibitors and modulators of key biological 

targets. Bioorg. Med. Chem. 2006, 14, 3987–4006, doi:10.1016/j.bmc.2005.12.060. 

9. Sharma, S.; Singh, J.; Ojha, R.; Singh, H.; Kaur, M.; Bedi, P.M.S.; Nepali, K. Design strategies, structure activity relationship and 

mechanistic insights for purines as kinase inhibitors. Eur. J. Med. Chem. 2016, 112, 298–346, doi:10.1016/j.ejmech.2016.02.018. 

10. Wang, S.; Yuan, X.H.; Wang, S.Q.; Zhao, W.; Chen, X.B.; Yu, B. FDA‐approved pyrimidine‐fused bicyclic heterocycles for cancer 

therapy: Synthesis and clinical application. Eur. J. Med. Chem. 2021, 214, 113218, doi:10.1016/j.ejmech.2021.113218. 

11. Adel, M.; Serya, R.A.T.; Lasheen, D.S.; Abouzid, K.A.M. Pyrrolopyrimidine, A Multifaceted Scaffold in Cancer Targeted Ther‐

apy. Drug Res. 2018, 68, 485–498, doi:10.1055/s‐0044‐101256. 

12. Pathania, S.; Rawal, R.K. Pyrrolopyrimidines: An update on recent advancements  in  their medicinal attributes. Eur.  J. Med. 

Chem. 2018, 157, 503–526, doi:10.1016/j.ejmech.2018.08.023. 

13. De Coen, L.M.; Heugebaert, T.S.A.; García, D.; Stevens, C.V. Synthetic Entries to and Biological Activity of Pyrrolopyrimidines. 

Chem. Rev. 2016, 116, 80–139, doi:10.1021/acs.chemrev.5b00483. 

14. Kilic‐Kurt, Z.; Bakar‐Ates, F.; Aka, Y.; Kütük, Ö. Design, synthesis and in vitro apoptotic mechanism of novel pyrrolopyrimidine 

derivatives. Bioorg. Chem. 2019, 83, 511–519, doi:10.1016/j.bioorg.2018.10.060. 

15. Kilic‐Kurt, Z.; Bakar‐Ates, F.; Karakas, B.; Kütük, Ö. Cytotoxic and Apoptotic Effects of Novel Pyrrolo[2,3‐d]Pyrimidine Deriv‐

atives  Containing  Urea  Moieties  on  Cancer  Cell  Lines.  Anticancer  Agents  Med.  Chem.  2019,  18,  1303–1312, 

doi:10.2174/1871520618666180605082026. 

16. Kilic‐Kurt, Z.; Aka, Y.; Kutuk, O. Novel pyrrolopyrimidine derivatives induce p53‐independent apoptosis via the mitochondrial 

pathway in colon cancer cells. Chem. Biol. Interact. 2020, 330, 109236−109248, doi:10.1016/j.cbi.2020.109236. 

17. Lategahn, J.; Hardick, J.; Grabe, T.; Niggenaber, J.; Jeyakumar, K.; Keul, M.; Tumbrink, H.L.; Becker, C.; Hodson, L.; Kirschner, 

T.; et al. Targeting Her2‐insYVMA with Covalent Inhibitors—A Focused Compound Screening and Structure‐Based Design 

Approach. J. Med. Chem. 2020, 63, 11725–11755, doi:10.1021/acs.jmedchem.0c00870. 

18. Reiersølmoen, A.C.; Aarhus, T.I.; Eckelt, S.; Nørsett, K.G.; Sundby, E.; Hoff, B.H. Potent and selective EGFR inhibitors based on 

5‐aryl‐7H‐pyrrolopyrimidin‐4‐amines. Bioorg. Chem. 2019, 88, 102918−102933, doi:10.1016/j.bioorg.2019.102918. 

19. Han,  J.; Henriksen, S.; Nørsett, K.G.; Sundby, E.; Hoff, B.H. Balancing potency, metabolic stability and permeability  in pyr‐

rolopyrimidine‐based EGFR inhibitors. Eur. J. Med. Chem. 2016, 124, 583–607, doi:10.1016/j.ejmech.2016.08.068. 

20. Xu, W.; Tang, W.; Li, T.; Zhang, X.; Sun, Y. Overcoming Resistance to AC0010, a Third Generation of EGFR Inhibitor, by Tar‐

geting c‐MET and BCL‐2. Neoplasia 2019, 21, 41–51, doi:10.1016/j.neo.2018.11.004. 

21. Xu, X.; Mao, L.; Xu, W.; Tang, W.; Zhang, X.; Xi, B.; Xu, R.; Fang, X.; Liu, J.; Fang, C.; et al. AC0010, an irreversible EGFR inhibitor 

selectively targeting mutated EGFR and overcoming T790M‐induced resistance in animal models and lung cancer patients. Mol. 

Cancer Ther. 2016, 15, 2586–2597, doi:10.1158/1535‐7163.MCT‐16‐0281. 

22. Sundby, E.; Han, J.; Kaspersen, S.J.; Hoff, B.H. In vitro baselining of new pyrrolopyrimidine EGFR‐TK inhibitors with Erlotinib. 

Eur. J. Pharm. Sci. 2015, 80, 56–65, doi:10.1016/j.ejps.2015.08.003. 

23. Adel, M.; Serya, R.A.T.; Lasheen, D.S.; Abouzid, K.A.M. Identification of new pyrrolo[2,3‐d]pyrimidines as potent VEGFR‐2 

tyrosine kinase  inhibitors: Design, synthesis, biological evaluation and molecular modeling. Bioorg. Chem. 2018, 81, 612–629, 

doi:10.1016/j.bioorg.2018.09.001. 

24. Konidala, K.K.; Bommu, U.D.; Pabbaraju, N. In silico insights into the identification of potential novel angiogenic  inhibitors 

against  human  vegfr‐2:  A  new  sar‐based  hierarchical  clustering  approach.  J.  Recept.  Signal  Transduct.  2018,  38,  372–383, 

doi:10.1080/10799893.2018.1531891. 

25. Chung, S.H.; Park, J.; Lee, J.W.; Song, J.; Jung, D.; Min, K.H. Structure‐activity relationship of 7‐aryl‐2‐anilino‐pyrrolopyrim‐

idines  as  Mer  and  Axl  tyrosine  kinase  inhibitors.  J.  Enzyme  Inhib.  Med.  Chem.  2020,  35,  1822–1833, 

doi:10.1080/14756366.2020.1825407. 

26. Zhang, W.; Deryckere, D.; Hunter, D.; Liu, J.; Stashko, M.A.; Minson, K.A.; Cummings, C.T.; Lee, M.; Glaros, T.G.; Newton, 

D.L.;  et  al.  UNC2025,  a  potent  and  orally  bioavailable  MER/FLT3  dual  inhibitor.  J.  Med.  Chem.  2014,  57,  7031–7041, 

doi:10.1021/jm500749d. 

27. Liu, Y.; Yin, Y.; Zhang, Z.; Li, C.J.; Zhang, H.; Zhang, D.; Jiang, C.; Nomie, K.; Zhang, L.; Wang, M.L.; et al. Structural optimiza‐

tion  elaborates  novel  potent  Akt  inhibitors  with  promising  anticancer  activity.  Eur.  J.  Med.  Chem.  2017,  138,  543–551, 

doi:10.1016/j.ejmech.2017.06.067. 

28. Sugimoto, Y.; Sawant, D.B.; Fisk, H.A.; Mao, L.; Li, C.; Chettiar, S.; Li, P.K.; Darby, M.V.; Brueggemeier, R.W. Novel pyrrolopy‐

rimidines as Mps1/TTK kinase inhibitors for breast cancer. Bioorg. Med. Chem. 2017, 25, 2156–2166, doi:10.1016/j.bmc.2017.02.030. 



Molecules 2021, 26, 3334  25  of  26 
 

 

29. Musumeci, F.; Brullo, C.; Grossi, G.; Schenone, S.; Fallacara, A.L.; Calandro, P.; Botta, L.; Chiariello, M.; Kissova, M.; Crespan, 

E.; et al. Identification of new pyrrolo[2,3‐d]pyrimidines as Src tyrosine kinase inhibitors in vitro active against Glioblastoma. 

Eur. J. Med. Chem. 2017, 127, 369–378, doi:10.1016/j.ejmech.2016.12.036. 

30. Lee, S.M.; Yoon, K.; Bin Lee, H.J.; Kim, J.; Chung, Y.K.; Cho, W.J.; Mukai, C.; Choi, S.; Kang, K.W.; Han, S.Y.; et al. The discovery 

of 2,5‐isomers of triazole‐pyrrolopyrimidine as selective Janus kinase 2 (JAK2) inhibitors versus JAK1 and JAK3. Bioorg. Med. 

Chem. 2016, 24, 5036–5046, doi:10.1016/j.bmc.2016.08.008. 

31. Kawada, H.; Ebiike, H.; Tsukazaki, M.; Yamamoto, S.; Koyama, K.; Nakamura, M.; Morikami, K.; Yoshinari, K.; Yoshida, M.; 

Ogawa, K.; et al. Modification of a dihydropyrrolopyrimidine phosphoinositide 3‐kinase (PI3K) inhibitor to improve oral bioa‐

vailability. Bioorg. Med. Chem. 2015, 23, 7650–7660, doi:10.1016/j.bmc.2015.11.009. 

32. Zhang, Y.; Zheng, Y.; Faheem, A.; Sun, T.; Li, C.; Li, Z.; Zhao, D.; Wu, C.; Liu, J. A novel AKT  inhibitor, AZD5363,  inhibits 

phosphorylation of AKT downstream molecules, and activates phosphorylation of mTOR and SMG‐1 dependent on the liver 

cancer cell type. Oncol. Lett. 2016, 11, 1685–1692, doi:10.3892/ol.2016.4111. 

33. Kurup, S.; McAllister, B.; Liskova, P.; Mistry, T.; Fanizza, A.; Stanford, D.; Slawska, J.; Keller, U.; Hoellein, A. Design, synthesis 

and biological activity of N4‐phenylsubstituted‐7H‐pyrrolo[2,3‐d]pyrimidin‐4‐amines as dual inhibitors of aurora kinase A and 

epidermal growth factor receptor kinase. J. Enzym. Inhib. Med. Chem. 2018, 33, 74–84, doi:10.1080/14756366.2017.1376666. 

34. Kowalska, A.; Pluta, K.; Latocha, M. Synthesis and anticancer activity of multisubstituted purines and xanthines with one or 

two propynylthio and aminobutynylthio groups. Med. Chem. Res. 2018; 27, 1384−1395. doi:10.1007/s00044‐018‐2155‐3. 

35. Baillache, D.J.; Unciti‐Broceta, A. Recent developments in anticancer kinase inhibitors based on the pyrazolo[3,4‐d]pyrimidine 

scaffold. RSC Med. Chem. 2020, 11, 1112−1135. doi:10.1039/d0md00227e. 

36. Wilcken, R.; Zimmermann, M.O.; Lange, A.; Joerger, A.C.; Boeckler, F.M. Principles and applications of halogen bonding  in 

medicinal chemistry and chemical biology. J. Med. Chem. 2013, 56, 1363−1388. doi:10.1021/jm3012068. 

37. Khalil, O.M.; Kamal, A.M.; Bua, S.; El Sayed Teba, H.; Nissan, Y.M.; Supuran, C.T. Pyrrolo and pyrrolopyrimidine sulfonamides 

act  as  cytotoxic  agents  in  hypoxia  via  inhibition  of  transmembrane  carbonic  anhydrases.  Eur.  J. Med.  Chem.  2020,  188, 

112021−112034, doi:10.1016/j.ejmech.2019.112021. 

38. Gilson, P.; Josa‐Prado, F.; Beauvineau, C.; Naud‐Martin, D.; Vanwonterghem, L.; Mahuteau‐Betzer, F.; Moreno, A.; Falson, P.; 

Lafanechère, L.; Frachet, V.; et al. Identification of pyrrolopyrimidine derivative PP‐13 as a novel microtubule‐destabilizing 

agent with promising anticancer properties. Sci. Rep. 2017, 7, 10209, doi:10.1038/s41598‐017‐09491‐9. 

39. Schmitt, S.M.; Stefan, K.; Wiese, M. Pyrrolopyrimidine Derivatives as Novel Inhibitors of Multidrug Resistance‐Associated Pro‐

tein 1 (MRP1, ABCC1). J. Med. Chem. 2016, 59, 3018–3033, doi:10.1021/acs.jmedchem.5b01644. 

40. Kode, N.; Chen, L.; Murthy, D.; Adewumi, D.; Phadtare, S. New bis‐N9‐(methylphenylmethyl)purine derivatives: Synthesis 

and antitumor activity. Eur. J. Med. Chem. 2007, 42, 327–333, doi:10.1016/j.ejmech.2006.10.017. 

41. Yang, Y.H.; Cheng, M.S.; Wang, Q.H.; Nie, H.; Liao, N.; Wang, J.; Chen, H. Design, synthesis, and anti‐tumor evaluation of 

novel symmetrical bis‐benzimidazoles. Eur. J. Med. Chem. 2009, 44, 1808–1812, doi:10.1016/j.ejmech.2008.07.021. 

42. Joubert, A.; Sun, X.W.; Johansson, E.; Bailly, C.; Mann, J.; Neidle, S. Sequence‐selective targeting of long stretches of the DNA 

minor groove by a novel dimeric bis‐benzimidazole. Biochemistry 2003, 42, 5984–5992, doi:10.1021/bi026926w. 

43. Neidle, S. DNA minor‐groove recognition by small molecules. Nat. Prod. Rep. 2001, 18, 291–309, doi:10.1039/a705982e. 

44. Verma, S.; Ravichandiran, V.; Ranjan, N.; Flora, S.J.S. Recent Advances in Therapeutic Applications of Bisbenzimidazoles. Med. 

Chem. 2019, 16, 454–486, doi:10.2174/1573406415666190416120801. 

45. Bistrović, A.; Harej, A.; Grbčić, P.; Sedić, M.; Kraljević Pavelić, S.; Cetina, M.; Raić‐Malić, S. Synthesis and Anti‐Proliferative 

Effects of Mono‐ and Bis‐Purinomimetics Targeting Kinases. Int. J. Mol. Sci. 2017, 18, 2292−2312, doi:10.3390/ijms18112292. 

46. Anand, A.; Naik, R.J.; Revankar, H.M.; Kulkarni, M.V.; Dixit, S.R.; Joshi, S.D. A click chemistry approach for the synthesis of 

mono  and  bis  aryloxy  linked  coumarinyl  triazoles  as  anti‐tubercular  agents.  Eur.  J.  Med.  Chem.  2015,  105,  194–207, 

doi:10.1016/j.ejmech.2015.10.019. 

47. Li, Q.; Han, K.; Li, J.; Jia, X.; Li, C. Synthesis of dendrimer‐functionalized pillar[5]arenes and their self‐assembly to dimeric and 

trimeric complexes. Tetrahedron Lett. 2015, 56, 3826–3829, doi:10.1016/j.tetlet.2015.04.078. 

48. Bruckmann, A.; Krebs, A.; Bolm, C. Organocatalytic reactions: Effects of ball milling, microwave and ultrasound irradiation. 

Green Chem. 2008, 10, 1131–1141, doi:10.1039/b812536h. 

49. Lakshman, M.K.; Singh, M.K.; Parrish, D.; Balachandran, R.; Day, B.W. Azide‐tetrazole equilibrium of C‐6 azidopurine nucleo‐

sides and their ligation reactions with alkynes. J. Org. Chem. 2010, 75, 2461–2473, doi:10.1021/jo902342z. 

50. Kolb, H.C.; Finn, M.G.; Sharpless, K.B. Click chemistry: diverse chemical function from a few good reactions. Angew. Chem. Int. 

Ed. Engl., 2001, 40, 2004–2021, doi: 10.1002/1521‐3773(20010601)40:11<2004::aid‐anie2004>3.3.co;2‐x. 

51. Shao, C.; Wang, X.; Zhang, Q.; Luo, S.; Zhao, J.; Hu, Y. Acid‐base jointly promoted copper(I)‐catalyzed azide‐alkyne cycloaddi‐

tion. J. Org. Chem. 2011, 76, 6832–6836, doi:10.1021/jo200869a. 

52. Tireli, M.; Maračić, S.; Lukin, S.; Kulcsár, M.J.; Žilić, D.; Cetina, M.; Halasz, I.; Raić‐Malić, S.; Užarević, K. Solvent‐free copper‐

catalyzed click chemistry for the synthesis of N‐heterocyclic hybrids based on quinoline and 1, 2, 3‐triazole. Beilstein J. Org. 

Chem. 2017, 13, 2352–2363, doi:10.3762/bjoc.13.232. 

53. Yao,  Y.;  Pan,  Y.;  Liu,  S.  Power  ultrasound  and  its  applications:  A  state‐of‐the‐art  review.  Ultrason.  Sonochem.  2020,  62, 

104722−104742, doi:10.1016/j.ultsonch.2019.104722. 

54. Cravotto, G.; Gaudino, E.C.; Cintas, P. On the mechanochemical activation by ultrasound. Chem. Soc. Rev. 2013, 42, 7521–7534, 

doi:10.1039/c2cs35456j. 



Molecules 2021, 26, 3334  26  of  26 
 

 

55. Baig, R.B.N.; Varma, R.S. Alternative energy input: Mechanochemical, microwave and ultrasound‐assisted organic synthesis. 

Chem. Soc. Rev. 2012, 41, 1559–1584, doi:10.1039/c1cs15204a. 

56. Lõkov, M.; Tshepelevitsh, S.; Heering, A.; Plieger, P.G.; Vianello, R.; Leito, I. On the Basicity of Conjugated Nitrogen Heterocy‐

cles in Different Media. Eur. J. Org. Chem. 2017, 2019, 4475–4489., doi:10.1002/ejoc.201700749. 

57. Tshepelevitsh, S.; Kütt, A.; Lõkov, M.; Kaljurand, I.; Saame, J.; Heering, A.; Plieger, P.G.; Vianello, R.; Leito, I. On the Basicity of 

Organic Bases in Different Media. Eur. J. Org. Chem. 2019, 2019, 6735–6748, doi:10.1002/ejoc.201900956. 

58. Qu, G.R.; Zhao, L.; Wang, D.C.; Wu, J.; Guo, H.M. Microwave‐promoted efficient synthesis of C6‐cyclo secondary amine sub‐

stituted purine analogues in neat water. Green Chem. 2008, 10, 287–289, doi:10.1039/b719429c. 

59. Huang, L.K.; Cherng, Y.C.; Cheng, Y.R.; Jang, J.P.; Chao, Y.L.; Cherng, Y.J. An efficient synthesis of substituted cytosines and 

purines under focused microwave irradiation. Tetrahedron 2007, 63, 5323–5327, doi:10.1016/j.tet.2007.02.124. 

60. Roy, B.; Dutta, S.; Chowdhary, A.; Basak, A.; Dasgupta, S. Design, synthesis and RNase A inhibition activity of catechin and 

epicatechin and nucleobase chimeric molecules. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2008, 18, 5411–5414, doi:10.1016/j.bmcl.2008.09.051. 

61. Andrae, D.; Häußermann, U.; Dolg, M.; Stoll, H.; Preuß, H. Energy‐adjusted ab initio pseudopotentials for the second and third 

row transition elements. Theor. Chim. Acta 1990, 77, 123–141, doi:10.1007/BF01114537. 

62. Gregorić, T.; Sedić, M.; Grbčić, P.; Tomljenović Paravić, A.; Kraljević Pavelić, S.; Cetina, M.; Vianello, R.; Raić‐Malić, S. Novel 

pyrimidine‐2,4‐dione–1,2,3‐triazole and furo[2,3‐d]pyrimidine‐2‐one–1,2,3‐triazole hybrids as potential anti‐cancer agents: Syn‐

thesis,  computational  and  X‐ray  analysis  and  biological  evaluation.  Eur.  J.  Med.  Chem.  2017,  125,  1247–1267, 

doi:10.1016/j.ejmech.2016.11.028. 

63. Fernando, A.; Weerawardene, K.L.D.M.; Karimova, N.V.; Aikens, C.M. Quantum mechanical studies of large metal, metal ox‐

ide, and metal chalcogenide nanoparticles and clusters. Chem. Rev. 2015, 115, 6112–6216, doi: 10.1021/cr500506r. 

64. Bottoni, A.; Calvaresi, M.; Marforio, T.D.; Miscione, G.P. A mechanistic insight into the Cu(II)‐catalyzed C–N and C–O coupling 

reaction  of  arylglyoxylic  acids  with  isatins;  A  DFT  investigation.  Eur.  J.  Org.  Chem.  2019,  40,  6776–6782,  doi: 

10.1002/ejoc.201901042. 

65. Hok, L.; Vianello, R. Direct Metal‐Free Transformation of Alkynes to Nitriles: Computational Evidence for the Precise Reaction 

Mechanism. Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 3193−3209, doi:10.3390/ijms22063193. 

66. Ptiček, L.; Hok, L.; Grbčić, P.; Topić, F.; Cetina, M.; Rissanen, K.; Pavelić, S.K.; Vianello, R.; Racané, L. Amidino substituted 2‐

aminophenols: Biologically  important building blocks  for  the amidino‐functionalization of 2‐substituted benzoxazoles. Org. 

Biomol. Chem. 2021, 19, 2784–2793, doi:10.1039/d1ob00235j. 

67. Foretić, B.; Damjanović, V.; Vianello, R.; Picek, I. Novel Insights into the Thioesterolytic Activity of N‐Substituted Pyridinium‐

4‐oximes. Molecules 2020, 25, 2385−2401, doi:10.3390/molecules25102385. 

68. Pantalon Juraj, N.; Krklec, M.; Novosel, T.; Perić, B.; Vianello, R.; Raić‐Malić, S.; Kirin, S.I. Copper(II) and zinc(II) complexes of 

mono‐ And bis‐1,2,3‐triazole‐substituted heterocyclic ligands. Dalt. Trans. 2020, 49, 9002–9015, doi:10.1039/d0dt01244k. 

69. Pantalon Juraj, N.; Miletić, G.I.; Perić, B.; Popović, Z.; Smrečki, N.; Vianello, R.; Kirin, S.I. Stereochemistry of Hexacoordinated 

Zn(II),  Cu(II),  Ni(II),  and  Co(II)  Complexes  with  Iminodiacetamide  Ligands.  Inorg.  Chem.  2019,  58,  16445–16457, 

doi:10.1021/acs.inorgchem.9b02200. 

70. Hok, L.; Mavri, J.; Vianello, R. The Effect of Deuteration on the H2 Receptor Histamine Binding Profile: A Computational Insight 

into Modified Hydrogen Bonding Interactions. Molecules 2020, 25, 6017−6034, doi:10.3390/molecules25246017. 

71. Tandarić, T.; Vianello, R. Computational Insight into the Mechanism of the Irreversible Inhibition of Monoamine Oxidase En‐

zymes by the Antiparkinsonian Propargylamine Inhibitors Rasagiline and Selegiline. ACS Chem. Neurosci. 2019, 10, 3532–3542, 

doi:10.1021/acschemneuro.9b00147. 

72. Frisch, M.J.; Trucks, G.W.; Schlegel, H.B.; Scuseria, G.E.; Robb, M.A.; Cheeseman, J.R.; Scalmani, G.; Barone, V.; Petersson, G.A.; 

Nakatsuji, H.; et al. Gaussian 16, Revision C.01; Gaussian Inc.: Wallingford, CT, USA, 2016. 

73. Gazivoda, T.; Raić‐Malić, S.; Krištafor, V.; Makuc, D.; Plavec, J.; Bratulić, S.; Kraljević‐Pavelić, S.; Pavelić, K.; Naesens, L.; Andrei, 

G.; et al. Synthesis, cytostatic and anti‐HIV evaluations of the new unsaturated acyclic C‐5 pyrimidine nucleoside analogues. 

Bioorg. Med. Chem. 2008, 16, 5624–5634, doi:10.1016/j.bmc.2008.03.074. 


