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1. Uvod

Prvni pyrazolo[1,5-a]pyrimidiny byly piipraveny jiz v 50. letech 20. stoleti. Bylo
zjisténo, ze nekteré derivaty pyrazolo[1,5-a]pyrimidinu je mozné vyuzit naptiklad jako COX-
2 selektivni inhibitory®®, modulatory 118-HSD1 enzymu®, CDK inhibitory.®*™

Cilem bakalaiské prace bylo pfipravit derivaty pyrazolo[1,5-a]pyrimidinu piimou
cyklizaci 4-((3,5-diamino-1H-pyrazol-4-yl)diazenyl)fenolu s riznymi B-ketoestery (metoda
A) a nasledné prokazat, zda pii cyklizaci dochazi k ataku B-karbonylové skupiny amino
skupinou s naslednym uzavérem cyklu spojenim esterové skupiny s endocyklickym

pyrazolovym dusikem.

Druhym syntetickym pfistupem k vytvoreni téchto derivatd byla multikomponentni
reakce pyrazolu, Meldrumové kyseliny a derivata benzaldehydu vedouci k dihydro formé,

ktera byla nasledné podrobena oxidaci riznymi oxida¢nimi ¢inidly (metoda B).

V literatuie je popsano ndkolik zpiisobi, jak syntetizovat pyrazolo[1,5-a]pyrimidiny™®.
Syntézy vychazeji vétSinou z 3-aminopyrazolu, ktery se podrobi reakci s riznymi latkami,
jako jsou dikarbonylové slouceniny, Meldrumova kyselina a jiné. V reSerzni ¢asti jsou
popsany syntézy vztahujici se k danému tématu. Déle jsou uvedeny moznosti oxidace
heterocykll, pfipravy B-ketoesterti a biologické aktivita derivati zaloZzenych na pyrazolo[1,5-

a]pyrimidinovém skeletu.

Zamérem praktické casti bylo pfipravit rizné derivaty pyrazolo[1,5-a]pyrimidint
reakci pyrazolu s B-ketoestery, zhodnotit ziskané vysledky a najit vhodné podminky a ¢inidla
pro oxidaci redukované formy tohoto derivatu. Srovnani derivatd pyrazolo[1,5-a]pyrimidinu
vzniklych cyklizaci B-ketoestert s derivaty pfipravenych alternativnim nezéavislym zpisobem
pfes jejich redukované formy umozZni prokézat predpokladanou regioselektivitu u obou

cykliza¢nich reakci.



2. Teoreticka Cast

2.1. Pyrazolo[1,5-alpyrimidiny

Pyrazolo[1,5-a]pyrimidiny (1) jsou kondenzované dusikaté heterocyklické slouc¢eniny,
které jsou povazovany za analoga purinu (2), slozené z Sesti¢lenného pyrimidinu, ke kterému

je pirikondenzovany pyrazolovy cyklus. Jeden z dusikovych atomt je pro oba heterocykly

spole¢ny.
Rs
R
NN . NG | N,
el D
R3 N N N
R, H
1 2

Tyto heterocyklické slouceniny byly za poslednich tficet let® syntetizovany pro svou
fyziologickou a biologickou aktivitu a to za G¢elem vyuziti mimo jiné jako COX-2 selektivni
inhibitory®®, modulatory aktivity 118-hydroxysteroidni dehyrogenasy 1 (118-HSD1)**, CDK

64-71

inhibitory®*"*, nebo tieba jako antiparazitika™.

2.1.1. Syntéza pyrazolo[1,5-a]pyrimidinu

2.1.1.1.Syntéza zaloZena na reakci B-dikarbonylovych sloucenin s 3,5-
diaminopyrazolem*

Tato metoda je jednou z nejpouzivanéjsich zplsobd syntézy derivatd pyrazolo[1,5-

a]pyrimidinu, kdy se jako vychozi dikarbonylova slou¢enina muze vyuzit jak B-ketoester, tak

diketon, a to bud’ symetricky’/, nebo asymetricky. Pti pouziti symetrického diketonu je

......

.....

(Smér reakce A), nebo endocyklickou NH skupinou v pyrazolovém heterocyklu (Smér

reakce B). Poté je tedy dobré tyto latky studovat pomoci NMR, nebo X-ray krystalografie.

f\)\kNHz RCOCH,COR; HN)INHZ RCOCH,COR; r)\X/NHZ

Schéma 1. Dva mozné produkty pfi reakci s nesymetrickym diketonem.
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Konkrétnim pfipadem této syntézy s asymetrickym B-ketoesterem (Schéma 2.) mize
byt reakce diaminonitropyrazolu (6) s acetoacetatem v prosttedi HCI/MeOH za horka. Kdy
tedy jak jiz bylo feceno, jsou mozné dva produkty reakce (8A a 8B). V tomhle piipadé je ale

v

mozné Fict, ze prvni struktura (8A) je pravdépodobnéjsi, jelikoz v pouzitém kyselém prostiedi
Pii této reakci dochazi k tvorbé enaminového intermediatu (7), ktery jak je pro enaminy

charakteristické hydrolyzuje na slouceninu 8A.

o)
-N
| N™"\\—NH,
—
Me N
H NO,
NO R 8A
HoN ? MeCOCH,COOEt Z>N-N H >
jl/\g\ —_— T \—N COOEt HCI/MeOH
ey “NH: HCI/MeOH R SNS >:/ Me
H Me ~N
O2N 7 N7 NH,
~
0“N
6 7 H NO,

8B

Schéma 2. Konkrétni ptipad syntézy S asymetrickym B-ketoesterem.

2.1.1.2. Syntéza zaloZzena na reakci 5-aminopyrazolu s kyselinou
Meldrumovou

Dalsi zptsob, jak syntetizovat pyrazolo[1,5-a]pyrimidiny, je reakci aminopyrazolu

s Meldrumovou kyselinou (pK 4,83)% coz je 2,2-dimethyl-1,3-dioxan-4,6-dione (11).

Meldrumovou kyselinu je mozno pfipravit kondenzaci kyseliny malonové (9) s acetonem (10)

v anhydridu kyseliny octové, za pifitomnosti katalytického mnozstvi kyseliny sirové. Timto

ziskame pozadovany produkt jako bilou krystalickou latku®,

Rz Rs
HOOC, COOH R, R AC0 o7 o
X R Y oA
R R H,SO
1 (o] 294 R R,
9 10 1

Schéma 3. Priprava kyseliny Meldrumoveé.

Piiprava pyrazolo[1,5-a]pyrimidinu (Schéma 4.) se provadi napiiklad tak, Ze roztok

Meldrumové kyseliny (11) a methyl orthoformatu (12) (1:5) je zah#ivan za refluxu 2,5 hodiny,
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kdy dochazi ke vzniku slouceniny 13 a poté je ihned pfidano ekvimolarni mnozstvi 5-amino-
3-arylpyrazolu (14), vztazeno na Meldrumovou kyselinu. Cela smés je zahtivana jest¢ 10 — 15
minut, ochlazena a vylouCeny derivat 5-pyrazolylaminomethylenu (15) je =zfiltrovan.

Cyklizace sloudeniny se provadi zahfivanim za refluxu v nitrobenzenu po dobu 30 minut?
(16).

(0] (.:H3 (0]
O CH3 /O (o) H3CO _ o) CH3
>< T HC \( ><
o0 CHs oN o CHs
o) CHs 0
12 13

3CO 0] CH3
O CH3

0 CH3 - - ﬁl\)\)_@
Ph-NO,, 30 min

{(CH3),CO
14 -Co, 16

Schéma 4. Syntéza zalozena na reakci kyseliny Meldrumové s 5-aminopyrazolem.

2.1.1.3.Multikomponentni kondenzace
Multikomponentni kondenza¢ni reakce zastavaji vyznamnou pozici mezi ostatnimi typy
reakci diky vysokym vytézkiim, jednoduchosti procedury a vysokym stupiiim konverze®.

Touto metodou je mozné syntetizovat i pyrazolo[1,5-a]pyrimidiny.

Ptrikladem syntézy (Schéma 5.) mize byt reakce tfi-komponentni kondenzace 3-amino-5-
methylpyrazolu (17) a aldehydu (18) v pfitomnosti malononitrilu (19) za refluxu v ethanolu,

bez pouziti katalyzatoru,® za vzniku piisluiného derivatu pyrazolo[1,5-a]pyrimidinu (20).
CHO NH;

/{‘\( | X CN NC~ NN
N'N + + < — — N\ /IQ)\
H EtOH, reflux 24 h ¢ |
R{%
17 18 19 20

R = 4-CHg, 4-OCHg, 4-Ph, 4-Cl, 4-Br, 3-OCH 3, 2,4-0i-OCH 4

Schéma 5. Piiklad multikomponentni reakce.
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2.1.2. Vlastnosti

2.1.2.1.Tautomerie’
Dva ze c¢tyi zakladnich pyrazolopyrimidinovych systémut nevykazuji tautomerii (21,
22). Systém [3,4-d] existuje ve ¢tyfech NH - tautomernich formach (23-26) a je popsan i CH
tautomer (27). [4,3-d] systém se vyskytuje ve dvou nenabitych (27, 28) a tfech
zwitterionovych NH — formach, kdy je zde zobrazena jen jedna reprezentativni forma (30),

stejné tak u CH — forem (31). Nejcastéji je tento systém zobrazovan jako struktura 28.

N z ~
T o g% S
N \N N N N

Y
~ N N-
N X~"°N H
Pyrazolo[1,5-a]pyrimidin Pyrazolo[1,5- c]pyrimidin 1H-Pyrazolo[3,4- d]pyrimidin 2H-Pyrazolo[3,4- d]pyrimidin
21 22 23 24
HNTY N N7 |//N A
P O P! (LY
N N H N N N H

5H-Pyrazolo[3,4-d]pyrimidin  7H-Pyrazolo[3,4- d]pyrimidin ~ 3aH-Pyrazolo[3,4-d]pyrimidin ~ 1H-Pyrazolo[4,3- d]pyrimidin

25 26 27 28
H
N ON N
|// o l// e l/ N A\
s M N® N
Nx N Ny N Nx N
2H-Pyrazolo[4,3- d]pyrimidin zwitterionova forma 5H-Pyrazolo[4,3- d]pyrimidin
29 30 31

Pyrazolo[1,5-a]pyrimidiny oplyvaji dale nescetnou biologickou aktivitou, které je vénovana

samostatna kapitola.

2.2. Claisenova kondenzace

Jelikoz v experimentalni ¢asti (kapitola 4), byla k syntéze pyrazolo[1,5-a]pyrimidint
pouzita metoda cyklokondenzace pyrazolu s ruznymi B-ketoestery, je zde v€novana jejich

piipraveé samostatna kapitola zaméfena na metodu Claisenovy kondenzace.

Diky tomu, Ze B-ketokyseliny jsou nestabilni, pracuje se spiSe s jejich estery, které se
ptipravuji Claisenovou kondenzaci. Tato metoda je pojmenovana po némeckém chemikovi

Ludwigu Claisenovi (1851 — 1930), ktery byl univerzitnim profesorem v Kielu. Jeho jméno je
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nejen spjato s kondenzaci esterti, ale i s navrthem dvouhrdlé banky, ktera se pouziva pfi

destilaci ve vakuu.®

2.2.1. Mechanismus
Claisenova kondenzace je obecna metoda pro piipravu B-ketoestera (3-oxoestery). Pii
této rovnovazné kondenzaci dochazi ke vzajemné reakci dvou molekul esterti za plisobeni
baze (bezvody alkoholat, popt. Na, K, NaH nebo kovové amidy - avSak takové, které
nepusobi amidacné — tedy napiiklad amid sodny). Ke kondenzaci se mohou pouzit i estery
homologickych kyselin, které maji v a poloze alesponi jeden vodikovy atom, jelikoz jeho

odstépenim reakce zacind. Hnaci silou reakce je tvorba stabilizovaného aniontu B-ketoesteru®.

Mechanismus Claisenovy kondenzace (Schéma 6.) je podobny mechanismu aldolové
kondenzace. Podstatou je nukleofilni acylova substituce v molekule esteru plsobenim

enolatu, ktery se vytvoii z druhé molekuly esteru.

O

)]\ [S]
9 , 9 > H C&T—CH gOEt —_— 9
)I\OEI @)J\OEt ¢ ’ )]\/”\OEt

OEt

©
- OEt
32 33 34 35
o o HzO* 0O o
=~ + EtOH >
35 )J\/U\OEt OEt
[S]
36 37

Schéma 6. Mechanismus Claisenovy kondenzace.

Reakce zacina tim, ze baze z molekuly esteru (32) odstépuje na a-uhliku kysely atom vodiku,
za vzniku enolatu esteru (33). Nukleofilni adici tohoto aniontu na druhou molekulu esteru
vznika tetraedricky meziprodukt (34), ktery je nestaly a proto se stabilizuje odstépenim
ethoxidového iontu za vzniku ethyl-acetoacetatu (35). Odstépeny bazicky ethoxid prevadi B-
ketoester na jeho enolat (36) a tim posouva rovnovahu smérem k produktu. Pfidani kyseliny

na konci reakce vede k protonaci a tim ke kone&nému produktu (37).°

Pii kondenzaci dvou molekul esterti riznych kyselin (Schéma 7.), které maji na o-
uhliku kyselé vodiky, vznikaji vSechny 4 mozné produkty kondenzace, coz vede k tomu, Ze

reakce ma maly preparativni vyznam. Napiiklad spole¢nou kondenzaci ethyl esteru kyseliny
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octové (38) a maselnanu ethylnatého (39) by formaln¢ vznikla smés acetoctanu (40),

butyryloctanu (41), acetylmaselnanu (42) a butyryl maselnanu ethylnatého (43). *°

o o o o
o o) Na o o o o OEt
+ —_— + /\)]\/U\ + OEt *
)I\OEt /\)]\OEt )I\/U\OEt OEt
39 40 41 42 43

38

Schéma 7. Kondenzace dvou molekul esterti riznych kyselin.

Ze sterickych davodi ale ve skuteCnosti vzniknou jen prvni dvé slouceniny s rovné

probihajicim fetézcem, jelikoz by energie vznikajiciho intermediatu byla pfili§ vysoka.

Pokud vsak jeden ze dvou esterti neobsahuje a-vodik, ma reakce jednoznac¢ny prubéh a je

v v e e 9
mozné ji pouzit K preparativnim ucelum.

Praktickym piikladem této reakce mize byt syntéza dipivaloylmethanu (Schéma 8.)
(2,2,6,6 — tetramethyl-3,5-heptandion) (46), ktery je pramyslové vyznamnou slouceninou.
Reakce se provadi v DMF pii 50°C za ptitomnosti terc.butoxidu draselného (KO'Bu), pod
dusikovou atmosférou. Do vzniklé smési je nasledné nakapan roztok pinakolonu (44)

v DMF.1!

O

o KO'Bu o O
*K +  MeO —_— M
DMF, 50°C
44 45 46

Schéma 8. Syntéza dipivaloylmethanu

Intramolekularni verze Claisenovy kondenzace je znama jako Dieckmanova kondenzace,
kterd se misto jednoduchych esterti provadi s diestery, kdy mechanismus obou reakci je

obdobny.?

2.2.2. Tautomerie B-ketoesteru
Pro B-ketoestery je typicka tautomerie. Nékteré jejich vlastnosti jsou charakteristické

pro ketony, stejn¢ tak i enoly.

Naptiklad acetoctan ethylnaty je rovnovaznou smési enolformy (47) a ketoformy (48)

(Schéma 9.) Vzajemny pomér obou forem je zavisly na teploté a zvlast€¢ na rozpoustédle.
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S klesajici polaritou rozpoustédla piibyva enolformy (47). Obsah enolformy v polarnim
rozpoustédle se zmenSuje diky tomu, ze mezi molekulami rozpoustédla a molekulami B3-
ketoesteru se vytvaii intermolekularni vodikové mustky, coz vede K jeji omezené tvorbé.

Dochézi ke je stabilizaci vlivem intramolekularniho vodikového mistku.’

OH O o o
)\/”\oa MOEI
47 48

Schéma 9. Tautomerie acetoctanu ethylnatého.

2.3. Oxidace

Oxidovat cyklické slouceniny lze nejlépe dehydrogenaci cyklu pomoci riznych
¢inidel, jako jsou naptiklad MnO,, sira, DDQ, CAN, CdCl,, BaMnO,, Pd na aktivnim uhli.
N¢kolika z nich se dale budeme zabyvat, kde budou probrany zejména dehydrogenaéni a

C e, 12
aromatizacni reakce.

2.3.1. 2,3-Dichlor -5,6 — dikyano — 1,4 — benzochinon (DDQ)

DDQ (44) je dodavan ve form¢ zluté krystalické latky, velmi dobie rozpustné v ethyl
acetatu a THF, méné vSak v dichlormethanu, benzenu ¢i dioxanu a ve vodé je zcela
nerozpustny. Je tedy vyuzitelny jako silné oxidac¢ni ¢inidlo zejména pro dehydrogenace za
ucelem utvofeni aromatickych systému o a B — nenasycenych karbonylovych slougenin® a

dale je schopny oxidovat hydroxy skupiny na karbonylové slouceniny™*.

o)
NC cl
NC cl
0
49
Chinony jsou silnymi oxidovadly diky svému vysokému oxidacnimu potencialu, coz dovoluje
jejich Siroké vyuziti za relativné mirnych podminek. Ztéto tfidy DDQ predstavuje
nejuniverzalnéjsi ¢inidlo diky tomu, ze vykazuje vysokou oxidacni schopnost a zaroven je
relativné stabilni. Reakce by mély byt provadény v inertnich rozpoustédlech, jako jsou
benzen, toluen, dioxan, THF, avSak dioxan je nejpreferovanéjsi, diky nizké rozpustnosti

redukované formy hydrochinonového produktu®®*,
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2.3.1.1.Dehydrogenace uhlovodikii pomoci DDQ
Mechanismus, kterym chinony zprosttedkovavaji dehydrogenaci sloucenin, zahrnuje
rychlost urcujici krok a to takovy, kdy dochazi k ptfenosu hydridového iontu z uhlovodiku,
nasledované rychlym pienosem protont, vedouci ke vzniku hydrochinonu. Dehydrogenace je

tedy zavisla na stupni stabilizace vznikajiciho karbokationtu™.

DDQ je zejména efektivnim aromatizatnim Ccinidlem a je casto prvni volbou pfi
dehydrogenaci jak jednoduché, tak komplexni heteroaromatické cyklické sloudeniny.'’*®
Naptiklad tetrahydronaftalen (50) je schopny zoxidovat na naftalen a tim ho aromatizovat.™
Pii dehydrogenacich katalyzovanych chinony jsou skeletalni pfesmyky neobvyklé, ale je
mozné je pozorovat pii aromatizaci 1,1 — dimethyltetrahydronaftalenu (52), kdy dochazi k 1,2
— methylovému posunu (53)." Pfesmyky mohou nastat také pii aromatizaci steroidd, aviak

V tomto piipad¢ je vyzadovana delsi reakeni doba.?®

DDQ, PhH
R

80°C, 2 h
51
DDQ, PhH
R
80°C, 5 h

Schéma 10. Ptiklady dehydrogenacnich reakci, zprostfedkovanych DDQ.

Dal§im vyuZitim tohoto oxidovadla je jeho pouziti jako dehydrogenaéni &inidlo pro pyrroly,

2223 thiazoly,?* pyrimidiny,? pyraziny,? indoly,?’ furany®® a jiné. UZite¢nou aplikaci

parazoly,
DDQ (Schéma 11.) je opétovna rearomatizace (56) dusikatych heterocyka (54) po nukleofilni

adici na C = N vazbu (55). %

1. Meli, ether
fN -30°C DDQ THF
! )\C
N/ 2. AcOH )\CI 0-20°C |
54 55 56

Schéma 11. Rearomatizace dusikatych heterocyklt.
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2.3.1.2.Dehydrogenace karbonylovych slouc¢enin
DDQ a jiné chinony s vysokym oxida¢nim potencidlem jsou univerzalnimi Cinidly pro
pripravu a,B-nenasycenych karbonylovych slougenin,? tedy reakce, ktera si ziskala své misto
v chemii 3-keto steroidd. Regioselektivita dehydrogenace je vysoce zavisla na vychozi
geometrii steroidu (Schéma 12).* Pii trans konformaci vodikd na steroidnim cyklu (57)
dochazi k9, 10 dehydrogenaci (58), oproti tomu pii cis usporadani (59) dochazi k 6, 7
dehydrogenaci (60).

» jeon
DDQ
> —> o 3
G A
57 58
m = :
H
59

O
—_— e
o O

Schéma 12. Moznosti sméru dehydrogenace u 3-keto steroidu.

2.3.2. Oxid manganicity MnO;
Oxid manganicity je tmavé hnédy prasek, nerozpustny ve vodé€, vyuzitelny v organickych

3233 oxidativni

syntézach pro oxidaci naptiklad heterocyklick}'/ch?’o’?’1 a nasycenych alkoholt,
Stépeni 1,2 — diold,* hydrataci nitrili na amidy35 a dale pro dehydrogena¢ni a aromatizacni

reakce.>®

Struktura a reaktivita aktivnich MnOj, uzivanych jako oxida¢ni c¢inidlo v organickych
syntézach, uzce zavisi na metod¢ jejich piipravy, jelikoz tyto oxidy jsou nestechiometrické
(MnOy; 1,93 < x < 2).3839 Aktivni MnO, je tedy mozné pipravovat z KMnO, bud’ za
bazickych,” & kyselych podminek,* pyrolyzou MnCO3,* nebo je také mozné pripravit

vysoce t&inny MnO, z KMnO, pomoci MnCl,.4H,0.%

Pii oxidacich organickych slouCenin oxidem manganicitym jsou také dilezit¢é podminky
provedeni reakce. Vyber rozpoustédla je velmi diilezity - naptiklad primarni nebo sekundarni
alkoholy jsou nevhodné, jelikoz maji silny deaktivacni efekt diky kompetici se substratem

navazanym na MnO,.** Reakéni doba se mize pohybovat fadoveé v desitkach minut, az
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42,44

k n€kolika dntim v zavislosti na povaze substratu a aktivit¢ MnO,. Lze ji zkratit zvySenou

teplotou reakéni smési, avsak na ukor selektivity oxidace.*

2.3.2.1.Dehydrogenacni a aromatiza¢ni reakce
MnQO; je Siroce vyuzivan pro realizaci riznych dehydrogenacnich a aromatiza¢nich reakci, je
vyuzitelny naptiklad pro aromatizaci dihydropyrazolu (61).46 V nekterych ptipadech mtize
dehydrogenace také nastat jako bocni reakce, coz je mozné napiiklad pii hydrataci nitrild
(63). (Schéma 13.)

Ph  MnO3, CeHeg Ph
Br@—(\lr _— Br@—(/\ﬂ/
N-N N-N
Ph Sh, 1t PH
93 %
61 62
H
E:[N Ph MnO,, PhMe N Ph
L — X
N7 CN N“ >CONH,
H 100°C, 36 h
82 %
63 64

Schéma 13. Piiklady vyuziti MnO, pro aromatizace a dehydrogenace.

2.3.3. Palladium na aktivnim uhli
Palladium je nejcastéji pouzivano ve formé peletek, nebo ¢erného prasku obsahujiciho 0,5 —
30 wt % Palladia. S jeho pouzivanim je spojeno nékolik bezpe¢nostnich opatfeni a to
napiiklad takové, Ze pii filtraci nesmi filtraéni kola¢ vyschnout, nebo zZe Pd/C musi byt
rozmichano v organickém rozpoustédle pod inertni atmosférou dusiku, jelikoz palladium na
aktivnim uhli je schopno zapalit pary rozpousStédla nad reakéni smési. Katalytické systémy
obsahujici palladium se nejcastéji pouzivaji pro katalyzu hydrogenaci alkentl, alkynii, ketont,

nitrild, heterocyklickych arométi, epoxidl, hydrazint a jin)'/ch.12

2.3.3.1.Dehydrogenace
Pd/C je rovnéz efektivni dehydrogenacni c¢inidlo, za vysokych teplot poskytujici
karbocyklické a heterocyklické aromatické slougeniny.*’*® Palladiem na uhliku bylo mozné
napiiklad pfevést enon (65) na fenol (66).* Dale napriklad derivat methoxycyklohexanu (67)
poskytuje anisylovy produkt (68) pii dehydrogenaci katalyzované palladiem®.
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Schéma 14. Piiklady vyuziti Pd/C pro dehydrogenace.

2.3.4. Sira
Sira je mirnym oxida¢nim C¢inidlem, pouzivanym pro dehydrogenace riznych typl
organickych sloucenin,” kdy jako rozpoustédlo je mozné pouzit sirouhlik, benzen nebo
toluen. Dal§im vyuzitim siry muze byt in situ generace karbonylsulfidu O=C=S z oxidu

uhelnatého pro syntézu thiokarbamati a jinych derivati.>

2.3.4.1.Dehydrogenacni reakce pomoci siry
Sira je vétSinou oxidovadlem prvniho vybéru pifi dehydrogenacich hydroaromatickych
sloucenin, jelikoz je jednou z nejjednodussSich a nejdostupnéjsich sloucenin pouzivanych pro
oxidace. Heterocyklické slouceniny, jako napiiklad dihydropyrazol (69), nebo
tetrahydropyridin (71) jsou dobrym substratem pro dehydrogenace zprostfedkované sirou.
(Schéma 15.).>%>*

e
N_ —_—» N

N
H 150 - 200°C H
69 70
Ph O Ph
Ph S = | Ph
~ E—— N
Ph” N7 "Ph 2h Ph™ "N” "Ph
92 %
71 72

Schéma 15. Priklady dehydrogenaci heterocyklickych sloucenin zprostiedkovanych sirou.
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2.3.5. Dusi¢nan amonno-cericity (CAN)
Dusi¢nan amonno-ceri€ity je oranzova, Krystalicka latka sumarniho vzorce (NH4),Ce(NO3)s,

559657 mezi které

ktery je pouzitelny jako oxidacni Cinidlo pro Sirokou fadu funkénich skupin,
patii napiiklad alkoholy, fenoly, ethery, karbonyly, nitroalkany a organokovové slouceniny.
Déle je vyuZitelny pro oxidativni §tpeni organokovovych slougenin® a oxidativni

halogenace.™

Naptiklad pii oxidaci dithioacetald (73) s CAN reakce dava vzniknout piislusné karbonylové
skuping (74).%

AcO H AcO,

: CAN :
E——
R
R s g ag MeCN
[ 40 - 45 % O
73 74

Schéma 16. Oxidace dithioacetalu.

2.4. Biologicka aktivita derivati pyrazolo[1,5-alpyrimidinu

V uplynulych cca 30 letech® je témto slouceninam vénovana velkd pozornost diky
jejich nescetnym biologickym vlastnostem. O tom svéd¢i 1 pocet publikované literatury. Diky

vétsSimu poctu typl biologickych aktivit, je tato kapitola rozclenéna do vice podkapitol.

2.4.1. 11 B-HSD inhibitory
Jedna z moznosti, jak derivaty pyrazolo[1,5-a]pyrimidinu vyuzit, je jako modulatory
aktivity 11B-hydroxysteroidni dehydrogenasy 1 (118-HSD1), coZ je enzym, ktery katalyzuje
vznik glukokortikoidi v n€kterych tkanich a jsou tedy vyuzitelné pro 1écbu metabolického
syndromu, diabetu typu 2, dyslipidemie, obesity, hypertense a jinych kardiovaskularnich

onemocnéni.

Tyto derivaty s pozadovanou biologickou aktivitou je mozné piipravit klasicky reakci 5-
aminopyrazolu s 1,3 — dikarbonylovou slou¢eninou. Naptiklad smés 1-benzoylacetonu (75) a
ethylesteru 5-amino-1H-pyrazol-3-karboxylové kyseliny (76) je zahfivana na 140 °C za
pouziti mikrovinného zafeni po dobu 2h. Po ochlazeni se smés chromatograficky precisti za
vzniku produktt (77A a 77B).%
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Schéma 17. Ptiprava 11 B-HSD inhibitort.

2.4.2. COX-2 selektivni inhibitory
COX-2 je induktivni enzym, ktery se tvoii v misté zanétlivé tkané. Pyrazolo[1,5-

-----

vedlejsich u¢inki jako nesteroidni antiflogistika.®?

Bylo zjisténo, Ze nejlepsi biologickou aktivitu vykazuji 6,7 — disubstituované derivaty, kdy
nejlepsi potencial jako COX-2 selektivni inhibitor vykazuje 6,7 — dimethylovany derivat,
presné 3-(4-fluorofenyl)-6,7-dimethyl-2-(4-methylsulfonylfenyl)pyrazolo[1,5-a]pyrimidin
(81), ktery bolo mozné ptipravit napiiklad tak, ze smés aminu (79) a 3-methyl-4-methoxy-3-
buten-2-onu (80) byla refluxovana za ptitomnosti kyseliny chlorovodikové po dobu 4 hodin.
Po zakoncentrovani rozpoustédla a ptfeciSténi byla sloucCenina ziskédna ve formé bilé pevné

latky.%

79 80 81

Schéma 18. Piiprava COX-2 selektivnich inhibitort.
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2.4.3. Inhibitory CDK
Pti¢inou vzniku vSech rakovinnych bujeni u ¢lovéka je ztrata kontroly nad bunéénym
cyklem. Tato ztrata kontroly je Casto spojovana S abnormalni aktivaci cyklin-dependentnich
kinaz (CDK), coZ jsou ve skute¢nosti serin/threonin kinazy, které po navazani na cyklinové
proteiny jsou schopny fosforylace a tim padem i regulace bun&&ného cyklu.®

Pyrazolo[1,5-a]pyrimidiny jako purinova analoga jsou povazovany za chemicky a

farmakologicky vyznamné slouceniny® a jiZ byla publikovana jejich cytotoxicita.®* "

Tyto inhibitory bylo naptiklad mozné pftipravit (Schéma 19.) cyklizaci 3-amino-4-ethyl
pyrazolu (82) s dimethyl malonatem (83) v bazickém prostfedi, nasledované chloraci za
vzniku derivatu (84). Dale po reakci s 3-(aminomethyl)pyridin N-oxid monohydrochloridem
za bazickych podminek (85) nasledovala reakce s aminoalkoholem a vzniklé slou¢eniny byly

testovany na biologickou aktivitu.
HN o o cl N{ cl /N{
S ~ — V,
. <
HN?j\ + H3COJJ\/”\OCH3 \&(N"N/  — X -N~N
N | NH

C
82 83 84 = |
N
X o@

Schéma 19. Syntéza Dinaciclibu.

V této studii nejlepsi vlastnosti vykazoval derivat, ktery mél v poloze 5 piperidin ethylalkohol
piipojeny pies piperidinovy dusik® (86). Tento derivat byl dale podroben II. fazi klinickych
testl. Dnes je znam pod nazvem Dinaciclib. Dle ClinicalTrials.gov se v dnesni dobé

Dinaciclib nachazi v IIl. fazi klinickych zkousek, které budou probihat az do roku 2016.
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2.4.4. Inhibitory viru hepatitidy typu C"
Ve svété je asi 200 milionu pacientli nakazenych chronickym typem hepatitidy —
typem C. HCV virus, patfici do rodu Flaviviridae, je patogenem zptisobujici chronicka
onemocnéni jater, mezi nimi i cirh6ézu a rakovinu jater. Jelikoz u tohoto viru dochazi

K rychlému vzniku mutaci, diky kterym je virus odolny proti 1€¢bé, je nutné se stale vénovat

NS 24

Pyrazolopyrimidiny jsou proti HCV potencialné aktivni ve formé& 7-aminopyrazolo[1,5-
aJpyrimidint, které je mozné syntetizovat Zz aminopyrazoli (90), piipravenych ve
dvoukrokové syntéze z nitrild (87). Nitrily za prfitomnosti NaH Vv ethanolu reaguji s ethyl
esterem (88) za vzniku odpovidajiciho a-kyanoketonového intermediatu (89), ktery po
cyklizaci s hydrazinem poskytuje aminopyrazol (90). Nasledné reakci s B-ketoesterem (91)
vznika pozadovany pyrazolo[1,5-a]pyrimidin (92). Chlorace pomoci POCI; poskytne
intermediat (93) vhodny pro aromatické nukleofilni substituce S riznymi aminy, kdy dochazi

ke vzniku cilovych slou¢enin (94).

o)
X~ CN
| M
by + R~ “OEt
R1
87 88
o O
R(ﬂj/koa n R
Rs o] 6N
R3 _N Ra N
91 | N\\ Ry Z NN R,
N =~
90 - H —_— R, N
<N 7
Ri\ Rl/\
92 93 94

Schéma 20. Piiprava HEP C inhibitort.

2.4.5. Antischistosomika
Schistosomoza je tropické onemocnéni, zplsobené krevnimi motolicemi rodu

Schistosoma (krevnicka). Tato motolice je 7 — 20 mm dlouhy Cerv, bilé az nasedlé barvy, kdy

=24 -



po proniknuti larvy (cercariae) kazi do téla hostitele, putuje krevnim fecistém ptes plice, az do
mista, kde se usadi a vyvine se z n&j plnohodnotny jedinec. Dle druhu Schistosomy miize byt
onemocnéni bud’ jaterni, stfevni, nebo urinalni.” Toto parazitické onemocnéni je povazovano
za jedno z nejhuie 1écCitelnych, proto byla vénovana zna¢na pozornost vyvoji ucinnych

chemoterapeutik.

7-Hydroxyparazolo[1,5-a]pyrimidiny (98) jsou zajimava antiparazitika. Je mozné je
ptipravit kondenzaci odpovidajiciho 5-aminopyrazolu (95) s 3-ethoxy-3-oxoprop-1-en-1-
olatem sodnym (96) nebo betaketoesterem (97). Tyto derivaty je mozné dale nachlorovat
pomoci POCl3 v pfitomnosti N,N-dimethylalaninu za vzniku pfislusnych 7-chlorpyrazolo[1,5-
aJpyrimidinu (99), a ty dale reakci s thiomocovinou v ethanolu poskytuji korespondujici 7-

merkaptopyrazolo[1,5-a]pyrimidiny’* (100).

96

N OCH_CH?ZOEt I POCls
a0CH=
HN’N\ N zN\ (CH3 )2NCeHs s
™ Rl > | ~ Rl Rl
HaN Ry™ N
R, O O H R2
R3)J\/U\OEt
95 08 99
97
s
thiourea/EtOH N—N\
99 — | MRl
Rs” N
H R>

Schéma 21. Piiprava antiparazitik.

Piitéto studii bylo zjisténo, Ze nejlepSi antischistosomdlni aktivitu maji 7-
merkaptopyrazolo[1,5-a]pyrimidiny (100). Zejména 2 slouceniny, kde u prvni R; R, Rz =H a
u druhé R1 = H, Rz = 3-CH3C6H4, R3 =H.

Pyrazolo[1,5-a]pyrimidiny vykazuji krom téchto zminénych biologickych aktivit i mnoho
dalsich a to naptiklad, Ze ptisobi jako kalciovy antagonista - jsou tedy vyuzitelné pro 1é¢bu
osteoporozy;” dale jako inhibitory rhinoviru,’® nebo inhibitory c-Src kinazy.”’
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3. Prehled dosazenych vysledkii

3.1. Prehledné schéma pripravenvch slou¢enin

Prvnim cilem této prace byla pfiprava derivati pyrazolo[1,5-a]pyrimidinu (V a-h) a to
reakci 4-(3,5-diamino-1H-pyrazol-4-yl)diazenyl)fenolu (111) s danymi B-ketoestery (IV a-h)
(Schéma 22, metoda A), mezi které pattily: ethyl (2-methoxybenzoyl)-acetat (a), ethyl 3-(4-
methoxyfenyl)-3-oxopropionat  (b), ethyl (2-fluorobenzoyl)-acetat (c), ethyl (3-
fluorobenzoyl)-acetat (d), methyl 4-fluorobenzoyl-acetat (e), methyl 3-(trifluoromethyl)-
benzoylacetat (f), methyl 4-(trifluoromethyl)-benzoylacetat (g), ethyl 4-nitrobenzoyl-acetat

(h).

Dalsim cilem této prace bylo ovéfit regioselektivitu cykliza¢ni reakce pyrazolu (111)
s B-ketoestery (IV a-h) pomoci alternativni nezavislé syntézy (Schéma 22, metoda B). Pro
modelovou reakci byl zvolen 4-methoxybenzaldehyd (VII). Multikomponentni rekaci
pyrazolu (111), Meldrumové kyseliny (V1) a 4-methoxybenzaldehydu (VII) byla ziskana
redukovana forma (V1) pyrazolo[1,5-a]pyrimidinu. Naslednou oxidaci
dihydropyrimidinového cyklu by mél vzniknout heterocyklicky systém pyrazolo[l1,5-

alpyrimidinu (V), ktery vznika ptimou reakci s B-ketoestery (metoda A).

Vznik polohovych izomert v hranatych zavorkach (Schéma 22.) nebyl ptedpokladan

na zakladé podobnych reakci uvedenych v literatuie’.
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Schéma 22. Piehled pfipravenych derivati.

3.2. Priprava vychozich latek

3.2.1. Priprava [N-(4-hydroxyfenyl)hydrazono] malononitrilu (I1)
K syntéze [N-(4-hydroxyfenyl)hydrazono] malononitrilu (11) byla pouzita metoda

vyuzivajici diazotace p-aminofenolu a nasledna kopulace s malondinitrilem.
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Schéma 23. Priprava [N-(4-hydroxyfenyl)hydrazono] malononitrilu

p-Aminofenol (1) byl rozpustén ve vod¢ za piidavku kyseliny chlorovodikové a nasledné byl
diazotovan roztokem dusitanu sodného ve vodé. Béhem tohoto procesu je nutné chlazeni
z divodu moznosti rozkladu diazoniové soli. Vznikla diazoniova sil byla piimo bez izolace
ponechéana reagovat s malondinitrilem za neustalého chlazeni. Vylouceny hydrazon (I1) byl

dale pouzit jako vychozi surovina pro ptipravu pyrazolu (111).

3.2.2. Piiprava 4-((3,5-diamino-1H-pyrazol-4-yl)diazenyl)fenolu (111)
Pyrazol (I11) byl ptipraven zhydrazonu (Il) reakci s monohydratem hydrazinu
v methanolu za refluxu po dobu 4 hodin. Nasledné bylo rozpoustédlo odpareno a produkt

rekrystalizovan z vody.

N~NH
NCYCN H,N 4 ~—NH,
|
HN/N N2H4.H20 N/’N
S
OH OH
1 11

Schéma 24. Priprava 4-((3,5-diamino-1H-pyrazol-4-yl)diazenyl)fenolu.

3.3. Priprava pyrazolo[1.5-a]pyrimidini (V a-h) pomoci metody (A)

Ze syntetického hlediska je cyklokondenzacni reakce B-ketoesterti S aminopyrazoly
nejvhodnéjsi metoda pro piipravu piislusnych derivatd pyrazolo[1,5-a]pyrimidinu.
V zavislosti na chemicko-fyzikalnich vlastnostech reaktantii a periferni substituci vznikajiciho
pyrazolo[1,5-a]pyrimidinového heterocyklického systému jsou volena vhodna rozpoustédla

pro cyklokondenzacni reakci.
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Pti prvnich pokusech byl zvolen methanol jako cyklizacni médium. Ukazalo se vsak,
ze v tomto rozpoustédle cyklizace neprobiha. Pro dalsi pokusy byla zvolena rozpoustédla
S vyssi teplotou varu a podporujici kyselou, ¢i bazickou katalyzu (octova kyselina a pyridin).
Na zéklad¢ predbéznych testli bylo pouziti kyseliny octové vyhodnéjsi pro jeji rozpoustéci
schopnosti reakénich komponent, av§ak nevhodné z hlediska tvorby nezddoucich vedlejsich
produktii (acetylace)’®. Z tohoto divodu byla dal§i pozornost vénovana pyridinu, ktery

zaroven vykazoval docela dobré rozpoustéci schopnosti vychozich latek.

Pyrazol (111) byl rozpustén v pyridinu a refluxovan po dobu nékolika dnti s piislusnym
B-ketoesterem (IV a-h). Jelikoz nedochazelo ke zreagovani veskerého pyrazolu s jednim
ekvivalentem B-ketoesteru, bylo nutné po urcité dobé refluxu pfidat ekvivalent druhy. Tento
postup byl nutny z diivodu, ze ¢ast B-ketoesteru se spotfebovala nejspiSe na autokondenzaci.
Byl proveden i pokus, kdy vychozi smés obsahovala 2 ekvivalenty B-ketoesteru od zacatku,
ale metoda nasledného ptidavku vykazovala lepsi vysledky, coz opét nepiimo ukazovalo na
vedlejsi reakci, autokondenzaci ketoesteru. Reakéni smés po 24 hodinach refluxu s dal§im
ekvivalentem B-ketoesteru jiz neobsahovala vychozi pyrazol. PO ochlazeni byla vznikla
srazenina zfiltrovdna, promyta ethanolem a vysuSena volné¢ na vzduchu. Pokud srazenina
nevznikala, byla surova smés odpafena na RVO a odparek rekrystalizovan z ethanolu. U

derivatii V b-d bylo proméieno i *H a **C NMR spektrum.

Celkem bylo pfipraveno 8 derivati pyrazolo[1,5-a]pyrimidinu (V a-h): ethyl (2-
methoxybenzoyl)-acetat (a), ethyl 3-(4-methoxyfenyl)-3-oxopropionat (b), ethyl (2-
fluorobenzoyl)-acetat (c), ethyl (3-fluorobenzoyl)-acetat (d), methyl 4-fluorobenzoyl-acetat
(e), methyl 3-(trifluoromethyl)-benzoylacetat (f), methyl 4-(trifluoromethyl)-benzoylacetat
(9), ethyl 4-nitrobenzoyl-acetat (h).

o]
N—NH HsC~p N/N\
) | ~./ "NH,
HoN NH, COOEt N
H N
N o ,
N~= o N~
+ o -
ij HiC”
OH OH
1 IVa Va

Schéma 25. Piiklad ptipravy derivatu pyrazolo[1,5-a]pyrimidinu (V a) metodou A.
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Tabulka 1. Piehled vytézkt a zptisobti izolace u jednotlivych derivatu.

Derivat | Vytézek [%] | Zpisob izolace
Va 64 rekrystalizace
Vb 80 filtrace
Ve 81 filtrace
vd 78 filtrace
Ve 66 filtrace
Vf 55 rekrystalizace
Vg 71 rekrystalizace
V h 64 filtrace

Byl proveden i pokus o piipravu redukované formy pyrazolo[1,5-a]pyrimidinu redukci
nasobné vazby mezi uhlikovymi atomy 5 a 6 pomoci borohydridu sodného, kdy jako
modelova  slouéenina byl  zvolen  2-amino-3-[(E)-(4-hydroxyfenyl)diazenyl]-5-(4-
methoxyfenyl)pyrazolo[1,5-a]pyrimidin-7(4H)-on (V b). Derivat V b byl rozpustén spole¢né
s borohydridem v THF a 48 hodin michan za pokojové teploty. Tento pokus o pfipravu byl

vSak neuspésny.

3.4. Alternativni metoda (metoda B) p¥ipravy pyrazolo[1,5-a]pyrimidini

Alternativni synteticky pfistup (metoda B) se sklada ze dvou reakénich kroku.
V prvnim kroku byla piipravena redukovana forma 5,6-dihydropyrazolo[1,5-a]pyrimidin-
7(4H)-onu (VIII). Ve druhém kroku musi byt redukovany pyrimidinovy cyklus oxidovan
(oxidace vazby mezi uhlikovymi atomy 5 a 6) na pyrazolo[1l,5-a]pyrimidinovy

heterocyklicky systém.

Diky znalosti regioselektivity cyklizace multikomponentni reakce (metoda B)
potvrzené rentgeno-strukturni anal}’/zou78 a nasledného srovnani cykliza¢nich produkta
metody A a B by pak bylo mozné dodate¢né podpofit predpoklad, Ze primarni atak pfi
cyklokondenzaci (metoda A) nastiva na aminoskupiné navazané pyrazolu v poloze 5,

nikoliv na endocyklickém dusikovém atomu v parazolovém cyklu.

Pro piipravu vychozi latky pro oxidace (VIII) byla vyuzita multikomponentni reakce.

Smés pyrazolu (I11), Meldrumové kyseliny (VI) a p-anisaldehydu (VII) po rozpusténi
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v ethanolu, byla refluxovana nékolik hodin. Béhem refluxu doslo k vylouceni zluté srazeniny,
kterd po ochlazeni na pokojovou teplotu byla odsata a promyta ethanolem. Tato redukovana

forma (VI1I1) byla pouzivana dale jako vychozi latka pro oxidace.

H,CO

o O-CHj
o) o)
e ) — °
o = X
o)
© CHO Il _ _
vi vii IX o-Chs
H4CO
O O
- -N
l/\l NH o 0>< NN, N7\
HZN/S%*NHZ 5 N/Q\NHZ oS NH,
=N o H N H /!\l
N > 5 N* N
|
OH OH | OH ]

1 Vil

Schéma  26. 2-amino-3-((4-hydroxyfenyl)diazenyl)-5-(4-metoxyfenyl)-5,6-

dihydropyrazolo[1,5-a]pyrimidin-7(4H)-onu (V111).

Ptiprava

Tabulka 2. Vytézky reakce

Mnozstvi | Doba refluxu | Vytézek
[mmol] [hod] [90]
1 7,5 58
5 20,15 57

Po uspésné piipravé redukované formy (VIII) byly zahajeny pokusné oxidace
pyrimidinového cyklu. Pro ptedbéZzné zmapovani zdékladnich reak¢nich (oxidaénich)
podminek vedoucich potencionalné k produktu (V b) bylo testovano nékolik oxida¢nich
¢inidel (Tabulka 3.) Jelikoz vychozi slouc¢enina (V111) obsahuje k oxidaci pomérné citlivou

skupinu (azo skupina, amino skupina), nemohlo byt vybrano jakékoliv oxida¢ni ¢inidlo.
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Tabulka 3. Piehled pouzitych oxidovadel za danych podminek

Oxidovadlo | Rozpoustédlo Podminky
DDQ THF reflux 24 h
DDQ pyridin reflux 4 h
DDQ pyridin reflux 72 h, 3 ekv. DDQ
Pd/C DMF reflux 9,5 h
CAN THF reflux 4 h
CAN THF michéanirt 4 h
MnO; CH3;COOH reflux 4,5 h
MnO, pyridin reflux 4,5 h

S pyridin reflux 4 h
Pb(CH;C0O0), | CH;COOH michani rt 4 h

Avsak dle LC/MS analyzy zadny z pokusii o oxidaci nebyl uspé$ny i piesto, ze vznikem
dvojné vazby by doslo ke vzniku konjugovaného systému nasobnych vazeb mezi oxo
skupinou na uhliku 7 a vzniklou dvojnou vazbou heterocyklu. Vyuziti uvedenych oxidovadel
pro dehydrogenace heterocykli bylo popsino v mnoha publikacich.®*®® Pro oxidaci

redukovaného pyrimidinového cyklu bude potieba patrné silnéjSich oxidacnich podminek.

Dalsi pokusy nebyly provedeny z casovych divodi.

(0]
NN
—_—
/‘§8\NH2
N
H N
o N

i
CH3

OH
VIl

CHj3

Vb

Schéma 27. Zkoumana oxidace.
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4. Experimentalni ¢ast
Vsechny pouzivané vychozi suroviny jsou komeréné dostupné. Komercni ¢inidla byla pouzita
bez cisténi. LC/MS analyzy byly provedeny na UHPLC-MS systému, skladajici se z UHPLC
chromatografu Accela s fotodiodovou fadou a trojitym kvadrupdlovym hmotnostnim
spektrometrem TSQ Quantum Access (Thermo Scientific, CA, USA). NMR *H a *C byla
méfena v DMSO — dg pii 25°C na spektrometru Varian 400 FT NMR.

4.1. [N-(4-Hydroxyfeny)hydrazono] malononitril (11)

NC.__CN

T

_N
HN

OH

p-Aminofenol (1) (8,73 g; 0,08 mol) byl rozpustén za piidavku kyseliny
chlorovodikové (35 ml) ve vodé (100 ml) za pokojové teploty. Poté byla smés chlazena na
ledové l1azni (0-5°C). Nasledné byl do roztoku piidan za chlazeni a michani po kapkéch roztok
dusitanu sodného (5,52 g) v ledové vodé (20 ml). Vznikla diazoniov sil byla za chlazeni a
michani ponechidna 30 minut a poté byla smés po ¢astech vlita do roztoku malondinitrilu
(5,81 g) a bezvodého octanu sodného (70 g) ve vode (500 ml), ktery byl ochlazeny (5°C). Po
hodiné michani a sou¢asného chlazeni byla smés ponechana dva dny v lednici. Vznikla zlata
krystalicka latka byla odsata, promyta a vysusena na vzduchu. Bylo ziskano 12,42 g (83 %).
MS-APCI (m/z): 187,15 [M + 1]*

4.2. [(E)-2-(3,5-Diamino-1H-pyrazol-4-yl)diazenyl]lfenol (111)

N-NH
HoN — N\ A—NH;

AN
N

>

OH

Cely vytézek (12,42 g) hydrazonu (I1) byl suspendovan ve MeOH (200 ml) a ke smési
byl pfidan hydrazin hydrat (5,5 ml). Poté se reakéni smés nechala 4 hodiny refluxovat. Po
ukonceni refluxu a ochlazeni na pokojovou teplotu bylo rozpoustédlo (MeOH) odpaieno na

rota¢ni vakuové odparce. Produkt byl rekrystalizovan z vody (1000 ml). Po vylou¢eni byla
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leskla zlata krystalicka latka odsata, promyta vodou a vysusena na vzduchu. Bylo ziskano

11,75 g (81 %). MS-APCI (m/z): 219,22 [M + 1]*

4.3. 2-amino-3-((4-hydroxyfenyldiazenyl)-5-(4-metoxyfenyl)-5,6-

dihydropyrazolo[1,5-a]pyrimidin-7(4H)-on (VI111)
(6]
N~ N\)

o N’
1
CHs

OH

Smés pyrazolu (I11) (218,2 mg; 1 mmol), Meldrumové kyseliny (VI) (144,1 mg; 1
mmol) a p-anisaldehydu (VII) (136,1 mg; 1 mmol) byla rozpusténa v ethanolu (5 ml) a
refluxovana 7,5 hodiny. Béhem refluxu doslo k vylouéeni zluté srazeniny, kterd po ochlazeni
na pokojovou teplotu byla odsata a promyta ethanolem. Po vysuseni na vzduchu bylo ziskano
218,8 mg (58 %).

Stejna reakce byla provedena jesté v 5 mmol mnozstvi, kde bylo ziskano 1,90 g (57

%). Analyza MS-APCI (m/z): 379,38 [M + 1]*
y

4.4. 2-Amino-3-[(E)-(4-hydroxyfenyl)diazenyl]-5-(2-methoxyfenyl)pyrazolo[1,5-
alpyrimidin-7(4H)-on (V a)

HsC~o N

Pyrazol (111) (109,1 mg; 0,5 mmol) byl rozpustén v pyridinu (5 ml). Po pfidani ethyl
(2-methoxybenzoyl)-acetatu (IV a) (111,1 mg; 0,5 mmol) byla cela smés refluxovana 24
hodin. Jelikoz stale nedoslo ke zreagovani veskerého pyrazolu (I11), byl pfidan jesté dalsi

ekvivalent ethyl (2-methoxybenzoyl)-acetatu (IV a). Po dalSich 24 hodinach refluxu byl
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pyridin odpafen na RVO. Odparek byl rekrystalizovan z ethanolu. Bylo ziskano 120,1 mg (64
%). MS-APCI (m/z): 377,37 [M + 1]*

4.5. 2-Amino-3-[(E)-(4-hydroxyfenyl)diazenyl]-5-(4-methoxyfenyl)pyrazolo[1,5-
alpyrimidin-7(4H)-on (V b)

OH

Pyrazol (111) (218,2 mg; 1 mmol) byl rozpustén v pyridinu (7 ml). Po pfidani ethyl —
3-(4-methoxyfenyl)-3-oxopropionatu (IV b) (222,2 mg; 1 mmol) byla cela smés refluxovana
72 hodin. JelikoZ nedoslo po 3 dnech ke zreagovani veskerého pyrazolu (111), byl piidan dalsi
ekvivalent 3-oxopropionatu (IV b). Po dalich 24 hodinach refluxu byla vznikla vinové
ervend srazenina odsata, promyta ethanolem a susena. Bylo ziskano 301,2 mg (80 %). *H
NMR (400 MHz, DMSO-dg): 12,74 (bs, NH, 1H); 9,83 (bs, OH, 1H); 7,89 (d, j = 8,8 Hz,
2H); 7,69 (d, j = 8,8 Hz, 2H); 7,10 (d, j = 9,2 Hz, 2H); 6,88 (d, j = 9,2 Hz, 2H); 6,73 (bs, NH,
2H): 6,29 (s, 1H); 3,84 (s, 3H). *C NMR (400 MHz, DMSO-dg): 161,2; 157,7; 154,9; 152,2;
142,2; 141,1; 129,0; 125,9; 121,1; 115,8; 115,6; 114,2; 100,4; 55,4. MS-APCI (m/z): 377,37
[M+ 1]

4.6. 2-Amino-5-(2-fluorfenyl)-3-[(E)-(4-hydroxyfenyl)diazenyllpyrazolo[1,5-
alpyrimidin-7(4H)-on (V ¢)

OH

Pyrazol (111) (218,2 mg; 1 mmol) byl rozpustén v pyridinu (10 ml). Po pfidani ethyl

(2-fluorobenzoyl)-acetatu (1V ¢) (210,2 mg; 1 mmol) byla cela smés refluxovana 72 hodin.
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Jelikoz nedoslo po 3 dnech ke zreagovani veskerého pyrazolu (I11), byl pfidan jesté dalsi
ekvivalent ethyl (2-fluorobenzoyl)-acetatu (1V c). Po dalsich 24 hodinach refluxu byla vznikla
tmav¢ hnéda srazenina odsata, promyta ethanolem a vysuSena. Bylo ziskano 293,6 mg (81 %).
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 12,86 (bs, NH, 1H); 9,85 (s, OH, 1H); 7,83 (td, j = 7,7 Hz a
1,8 Hz, 1H); 7,69 (d, j = 8,8 Hz, 2H); 7,63 (m, 1H); 7,41 (m, 2H); 6,86 (d, j = 8,8 Hz, 2H);
6,71 (bs, NH,, 2H); 6,14 (s, 1H). *C NMR (400 MHz, DMSO-dg): U *C NMR spektra
dochazelo ke $tépeni signali atomem fluoru, tudiZ bylo obtizné ¢teni spektra, jelikoz nékteré

signaly byly na Girovni $umu. MS-APCI (m/z): 365,33 [M + 1]°

4.7. 2-amino-5-(3-fluorofenyl)-3-[(E)-(4-hydroxyfenyldiazenyllpyrazolo[1,5-
alpyrimidin-7(4H)-on (V d)

Pyrazol (111) (109,1 mg; 0,5 mmol) byl rozpustén v pyridinu (5 ml). Po pfidani ethyl
(3-fluorobenzoyl)-acetatu (1V d) (105,1 mg; 0,5 mmol) byla cela smés refluxovana 24 hodin.
Jelikoz stale nedoslo ke zreagovani veskerého pyrazolu (111), byl pfidan jesté dalsi ekvivalent
ethyl (3-fluorobenzoyl)-acetatu (IV b). Po dalsich 24 hodinach refluxu byla vznikla
Cervenohnéda srazenina odsata, promyta ethanolem a susena. Bylo ziskano 142,2 mg (78 %).
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 12,83 (bs, 1H); 9,82 (s, 1H); 7,85 (m, 2H); 7,65 (d, j = 8,8
Hz, 2H); 7,60 (id, j = 8,1 Hz a 6,1 Hz, 1H); 7,39 (id, j = 8,6 Hz a 2,6 Hz, 1H); 6,89 (d, j = 8,8
Hz, 2H); 6,84 (bs, 2H); 6,52 (s, 1H). U *C NMR spektra dochazelo ke §tpeni signal
atomem fluoru, tudiz bylo obtizné ¢teni spektra, jelikoz nékteré signaly byly na Grovni Sumu.
MS-APCI (m/z): 365,33 [M + 1]"
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4.8. 2-Amino-5-(4-fluorfenyl)-3-[(E)-(4-hydroxyfenyl)diazenyllpyrazolo[1,5-
alpyrimidin-7(4H)-on (V e)

o}
-N
S
S NH;
N
H N
N//

¢

OH

Pyrazol (111) (109,21 mg; 0,5 mmol) byl rozpustén v pyridinu (10 ml). Po pfidani
methyl 4-fluorbenzoyl-acetatu (IV e) (98,1 mg; 0,5 mmol) byla celda smés refluxovana 24
hodin. Jelikoz stale nedoslo ke zreagovani veskerého pyrazolu (I11), byl ptidan jeste¢ dalsi
ekvivalent methyl 4-fluorbenzoyl-acetatu (IV €). Po dalSich 24 hodinach refluxu byla vznikla
tmaveé hnéda srazenina odsata, promyta ethanolem a vysusena. Bylo ziskano 120,4 mg (66 %).
MS-APCI (m/z): 365,33 [M + 1]"

4.9. 2-Amino-3-[(E)-(4-hydroxyfenyldiazenyl]-5-[3-
trifluormethylfenyl]pyrazolo[1,5-alpyrimidin-7(4H)-on (V f)

OH

Pyrazol (I111) (109,1 mg; 0,5 mmol) byl rozpustén v pyridinu (10 ml). Po pfidani
methyl 3-(trifluoromethyl)-benzoylacetatu (IV f) (123,1 mg; 0,5 mmol) byla cela smés
refluxovana 24 hodin. Jelikoz stale nedoslo ke zreagovani veskerého pyrazolu (I11), byl
ptidan jeste dalsi ekvivalent methyl 3-(trifluoromethyl)-benzoylacetatu (1V f). Po dalsich 24
hodinach refluxu byl pyridin odpafen na RVO. Odparek byl rekrystalizovan z ethanolu. Bylo
ziskano 114,5 mg (55 %) Cervenozlaté sraZeniny, ktera byla analyzovana MS-APCI (m/z):
415,34 [M + 17"
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4.10. 2-Amino-3-[(E)-(4-hydroxyfenyl)diazenyl]-5-[4-
trifluormethyDfenyllpyrazolo[1,5-alpyrimidin-7(4H)-on (V q)

Pyrazol (I11) (109,1 mg; 0,5 mmol) byl rozpustén v pyridinu (10 ml). Po ptidani
methyl 4-(trifluoromethyl)-benzoylacetatu (IV g) (123,1 mg; 0,5 mmol) byla celd smés
refluxovana 24 hodin. Jelikoz stale nedoslo ke zreagovani veskerého pyrazolu (1), byl
pfidan jesté dalsi ekvivalent methyl 4-(trifluoromethyl)-benzoylacetatu (IV g). Po dalsich 24
hodinach refluxu byl pyridin odpafen na RVO. Odparek byl rekrystalizovan z ethanolu.
Vznikla zelenozlata latka byla analyzovana. Bylo ziskano 147,1 mg (71 %). MS-APCI (m/z):
415,34 [M + 11"

4.11. 2-Amino-3-[(E)-(4-hydroxyfenyl)diazenyl]-5-(4-nitrofenyl)pyrazolo[1,5-
alpyrimidin-7(4H)-on (V h)

OH

Pyrazol (111) (218,2 mg; 1 mmol) byl rozpustén v pyridinu (10 ml) a po pfidani ethyl
4-nitrobenzoyl-acetatu (1V h) (237,2 mg; 1 mmol) byla celda smés refluxovana 24 hodin.
Jelikoz nedoslo ke zreagovani veskerého pyrazolu (111), byl pfidan jesté dalsi ekvivalent ethyl
4-nitrobenzoyl-acetatu (IV h). Po dalsich 24 hodinach refluxu byla vznikla tmavé hnéda
srazenina odsata, promyta ethanolem a susena. Bylo ziskano 250,1 mg (64 %) MS-APCI
(m/z): 392,34 [M + 1]" Izolovany derivat nebyl diky své $patné rozpustnosti analyzovan. Jeho

vznik byl prokdzan pouze v suroveé smési.

-38 -



5. Zavér
V teoretické Casti byly prehledné shrnuty zakladni metody syntézy pyrazolo[1,5-a]pyrimidint
a stejné tak 1 jejich biologicka aktivita. Dale ptiprava B-ketoesteri, které byly pouzivany jako
jedna z vychozich latek pro kondenzaci s pyrazolem (I11) a metody oxidace cyklickych

sloucenin.

Podafilo se piipravit celkem 8 derivata pyrazolo[1,5-a]pyrimidinu (V a-h) pitimou
cyklokondenzac¢ni reakci (metoda A) pyrazolu (111) s B-ketoestery (IV a-h). Jako cykliza¢ni
medium se osveédcil pyridin, ktery dobfe rozpoustél vychozi slouc¢eniny a svym bazickym
charakterem podporoval cyklizaci. Z ¢asovych divodu se podafilo naméfit zakladni NMR
spektra jen u nékterych pyrazolo[1,5-a]pyrimidind (V b-d). Pro jednozna¢né uréeni prub&hu

cyklokondenzaéni reakce je tieba zmétit 2D NMR spektra.

Pii pokusech o pfipravu derivatd pyrazolo[1,5-a]pyrimidinu (V) alternativni metodou
(metoda B) nebylo mozné derivaty piipravit. Pro modelovou reakci byla vybrana pfiprava
redukované formy paryzolo[1,5-a]pyrimidinu (VI11), na které byly nasledné zkouSeny rizné
oxida¢ni podminky. Z ¢asovych divodii se zatim nepodafilo najit vhodné oxida¢ni podminky

vedouci k cilovym pyrazolo[1,5-a]pyrimidintm.

Z divodu neuspésného dokonceni syntézy pyrazolo[1,5-a]pyrimidini (V) alternativni
metodou (metoda B) pies jejich redukovanou formu nebylo mozné srovnat cykliza¢ni
produkty obou metod. V disledku toho se nepodafilo prokazat regioselektivitu cyklizace

metody A pomoci metody B.

Pfipravena tada pyrazolo[1,5-a]pyrimidint (V a-h) bude poskytnuta pro testovani biologické

aktivity zeyména jako potencionalni inhibitory CDK a né€kterych nadorovych bunéénych linii.
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7. Prilohy
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Priloha 4. Total Scan derivatu V d
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Priloha 6. Total Scan derivatu V f
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