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1. Uvod

V praci je popsanaifprava derivat 4-aryl(methyl)-H-pyrazol-3,5-diaminu
(1). Jedna z nejobegdich metod syntézy pyrazole reakce hydrazinu s vhog#n
substituovanymi B-dikarbonylovymi slodgeninami. V pipac vystavby 3,5-
diaminopyrazolového cyklu je vhodnou vychozi komgaiou substituovany
malononitril (2)!. Derivaty aryl(methyl)malononitrilu2) Ize gipravit nejlépe ve
dvou krocich z komeén¢ dostupnych derivatbenzaldehydy3), z nichz kondenzaci

s malononitrilem vznikd aryl(methylen)malononitri4)> =~ **

Dvojna vazba
intermediatu4) je diky konjugaci s dsma nitrilovymi skupinami dosti reaktivni a je
mozno ji redukovat &nymi hydridovymi ¢inidly, jako napiklad
tetrahydroboritanem sodnyt ¢ Takto Ize ve #ech krocich fipravit derivaty

pyrazolu(1) z dol¥e dostupnych derivéatbenzaldehyd(3).
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Pripravované derivaty 4-aryl(methyltpyrazol-3,5-diaminu (1) jsou
strukturre podobné derivam 4-arylazo-H-pyrazol-3,5-diaminu(5), jenZz jsou
selektivni inhibitory cyklin-dependentnich kinasD(K)'’. Nej&inngj$i derivat(6)
vykazuje pomdrné solidni inhib&ni aktivitu na CDK2/cyklin E. Zarovese pyrazol
(6) stal jednim z neginngjSich inhibitofi komplexu CDKO9/cyklin T1, ktery je
pyrazolem (6) inhibovan v submikromolarni koncentraci £C= 0,35 uM).
Inhibitory CDK jsou cetny mimo jiné pro svou antitumorovou aktivitu, jagiklad
Ize uvést roscovitin, ktery je v stasné dob ve druhé fazi klinického testovani na
rakovinu pli¢®. Z tohoto pohledu méa nesporny vyznaifpmva analofy inhibitori



CDK na bazi 3,5-diaminopyrazoluiipravované pyrazolyl) budou testovany jak
na inhibici CDK, tak bude studovéna i jejich anbiferacni aktivita na bu&né

urovni.
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Cilem prace je vypracovat obecnou metodu Hargvu fady derivat 4-
aryl(methyl)-H-pyrazol-3,5-diaminu(1). Syntéza vychazi z kom&® dostupnych
derivati benzaldehydu3). V prvnim kroku budeiéba nalézt vhodny katalyzéator
pro kondenzaci aldehydy3) s malononitrilem a stanovit vhodné mnoZstvi
davkovaného katalyzatoru. Dale bude nutné naléativ@cinidlo a podminky pro
redukci C=C vazby konjugované s&va nitrilovymi skupinami. Ve dvou krocich
piipravené derivaty malononitril(#), pak budefieba gevést na pyrazolfl).

PredloZena prace je struktérdlenéna do Sesti kapitol, z nichZkteré jsou
dale rozvedeny do menSich podkapitol. V teoretitksti je pojednano o popsanych
syntézach jednotlivych intermedidta rekterych pyrazal. Vzhledem k tomu, Ze
piipravované pyrazoly budou testovany na CDK, je gegodkapitola z teoretické
¢asti wnovana znamym inhibitém CDK. Experimentalnicast obsahuje obecné
navody na fipravu intermedidit (2) a (4) a pyrazal (1). RovreZz Ize v tétocasti
nalézt charakteristiky vSechipravenych latek. $¥ejni ¢ast prace jeieti kapitola,
kde jsou diskutovany provedené experimeniifend se zde dozvi, jak bylo
postupovano ib zdolavani pekazek, které nastalyglhem vlastni syntézy. Dosazené
vysledky jsou stené shrnuty v zadru (patd kapitola). V Sesté kapitole jsou

uvedeny citované publikace.



2. Teoretickadast

V této ¢asti jsou popsany vybrané publikace tykajici 8prpvy intermediat
(2) a(4) a reakce hydrazinu s malononitrilem a jeho deyivizhledem k tomu, Ze
budou gipravované pyrazolyl) testovany na CDK, je jedna podkapitoknevana
znamym inhibitoim CDK.

2.1 Hiprava aryl(methylen)malononitril @ (4)

Arylmethylenmalononitrily (4) se gipravuji kondenzaci deriviét

benzaldehyd3) s malononitrilen(7)* "4
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Obecrk je reakce aldehyd ¢i ketomi s latkami obsahujicimi aktivni
methylenovou skupinu zndma jako Knoevenagelova é&oracé  '* Reakce pat
mezi zakladni syntetické metody tvorby vazby uklikhlik.

Knoevenagelova reakce je vyznamnd syntetickd raesbolzZici k fipraw
olefini, u kterych je dvojna vazba konjugovana se skupinditahujicimi elektrony,
jako je nitrilova ¢i karboxylova skupina. Mezi pouzivané C-kyselinytipa
malononitril, ethyl kyanacetéat, diethyl malonatakgcetamid, barbiturova kyselina
(8) nebo 2,2-dimethyl-1,3-dioxan-4,6-dion, tzv. meldava kyseling9).
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Obecrt I1ze @i Knoevenagelo¥ kondenzaci vyuZit jak bazickou, tak kyselou
katalyzu. Cope navrhl mechanismus Knoevenageloaices zahrnujici bazickou i
kyselou katalyzti VySel gitom z pozorovani, Ze soli amoniaku respektamini
s organickymi kyselinami jsoucinn¢jSimi katalyzatory nez volné béze. Podkg n
nejprve dochazi k enolizaci C-kyselinkep anion(10). Poté dojde k nukleofilni adici
enolu (11) nebo aniontu(10) na aldehyd nebo keton a vznika intermedii).
Nasled se z intermediat{12) eliminuje voda a vytvio se olefin(13). Plati, Ze
vSechny popsané kroky jsou reverzibilni. Enoliz&€ckyseliny je katalyzovana jak
kyselinami, tak bazemi. Eliminace vody zintermédigl2) je katalyzovana

piedevsim kyselinami.
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V literature je popsandada piklada vyuziti Knoevenagelovy reakce pro
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organickych rozpou&tllech? 3 ve vod * a nowji i v iontovych kapalinachi ©. Také

je popsanarada syntéz bez pouZiti rozpatdia®. K urychleni reakce se uZivaji
organické bazenebo jejich soli s organickymi kyselinaft, Lewisovy kyseliny*® a
rizné heterogenni katalyzatory. Je v8ak popsana fada pipadi, kdy
Knoevenagelova kondenzace probiha velmi hladce iptieomnosti katalyzatord.
Déle jsou popséany reakce probihajici za mikrovienérgovani*2 V nasledujicich
odstavcich jsou popsany vybranékfady vyuziti Kneovenagelovy kondenzace. Jsou
vybrany gedevSim takové ifklady, kdy dochazi ke kondenzaci derivat
benzaldehydu3) s malononitrilem a produktem jsou aryl(methylenlpmanitrily
(4).

Cope? pozoroval, Ze soli amoniaku nebo amis organickymi kyselinami
efektivrngji katalyzuji Knoevenagelovu reakci nez volné baz&kouSel reakci
nejrizréjSich aldehyd a ketonu s ethyl kyanacetatem v benzenu. Vznikapdu
odctloval azeotropni destilaciti;no z reakni snesi. Fitom pouzil nejtiznejSi
katalyzatory, z nichz se nejvice vyplatil piperidinutyrat, piperidin oleat a
triethylamin acetat. Naopak soli jako octan sodnypdid sodny nebo
tetramethylamonium jodid, které jsou v beznenurjglo rozpustné se ukazaly byt
malo Einnymi katalyzatory.

Z Copeho poznatk vySel Franklifi, ktery zkou$el reakci karbonylovych
slowenin s C-kyselinami urychlit pomoci aminokyselin,miaofenoli a
aminobenzensulfonovych kyselin. Jako r@dk médium opt zvolil benzen a
vznikajici vodu oddoval azeotropni destilaci. Problém byl, Z¢Sina aminokyselin
a aminobenzen sulfonovych kyselin jsou v benzeratr§gozpustné. Efektivnimi
katalyzatory byly dostate¢ rozpustné aminokyseliny jak@-aminokapronova
kyselina, a-aminofenyloctova kyselina-alanin a lysin. Katalyzatory zkouSel na
modelové reakci acetofenonu, acetonu a cyklohexasanalononitriiem nebo ethyl
kyanoacetatem. Pouzival 0,5 molarnich % katalymateeakni doba se pohybovala
v rozmezi 1 — 12 hodin &t&ina olefini byla ziskana s v§Eky pres 70 %.

Pripravu tady arylmethylenmalononittil (4) z derivab benzaldehydu a
malononitrilu  popsal Liu **. Reakce probihd za laboratorni teploty
v polyethylenglykolu za katalyzy L-prolinem. Reak doba se pohybuje v rozme]h'

2 — 12 hodin a zavisi na substituci benzenovéhoajadldehydy nesouci na



aromatickém jark skupiny, které odebiraji z aromatického cyklukteiey (nap.
NO,), reaguji rychleji nez aldehydy se skupinami dagi@imi elektrony (nap
OCHg). Vytézky se pohybuji v rozmezi 69 — 90 %.

Gauanidin’ a jeho derivaty katalyzuji kondenzaci aromatickielifatickych
aldehydi s malononitrilem a ethyl kyanoacetatem. Ze studgefa guanidif
vykazoval nej¢tSi katalytickou aktivitu derivat (14). Reakce probiha v
dichlormethanu v fitomnosti 10 % katalyzatorufi®bm odreaguji vSechny derivaty
benzaldehydu do 10 hodin s &3ky pres 90 %. Nejrychleji reaguji aldehydy s NO
skupinou na aromatickém jéd Naopak pomaleji probiha reake u aldéhgdsouci
na aromatickém j&e skupiny s +M efektem jako je methoxy skupina.

CHj,

N

PN
HN NH

/

(14)

Kondenzace aromatickych aldeby@) s malononitrilem probiha i v pevné
fazi bez pitomnosti rozpousgtla. Pro tento fipad je popsané usfamani, kde je
katalyzatorem AIP@AI,O; (75:25 wt %)’. Frislusné arylmethylenmalononitrify)
se ziskaji ve vy¢Zku kolem 80 %. V zavislosti na substituci benzemy jadra je
reakni doba 15 az 60 minut. Analogicka reakce je popsar@itomnosti
10 mol % mooviny’. Fi 100 °C odreaguji vSechny studova*vé
derivaty benzaldehydy3) do deseti minut. Po ukoeni reakce se odstrani
nadbyténd ma@ovina jednoduSe promytim vodou. Takto se ziskdjslysné
arylmethylenmalononitrily4) v 94 az 100 % vg#ku.

Popsané jsou ffklady Knoevenagelovy kondenzace t@mnosti
heterogenniho katalyzatoru. Vyhodou heterogennathlkzatoru je obvykle jejich
snadna izolace zreaki snesi filtraci. Nagiklad je popsano pouziti fluoridu
horetnatého v ethanolu, kdy reakce probiha s vysokyntézky '°. Kondenzace
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za katalyzy fluoridem h@cnatym probihaji 3 az 8 hodin. Mg-Al-O-tBu hydroialc
katalyzuje kondenzaci aromatickych aldelnyd malononitrilem nebo ethyl
kyanacetateni’. Reakce se provadi v DMRigaboratorni teplat Reakni doba se
pohybuje kolem 10 minut. V§Eky aryl(methylen)malononitiil (4) presahuji 90 %.
Mg-Al-O-tBu Ize s vyhodou regenerovat beze ztr&ttakytické aktivity.

Yadav *? a spol pipravily fadu derivai aryl(methylen)malononitrilu(4)
za mikrovinného ozavani. Kondenzace probiha v mikrovinném reaktoa0 ¥V,
2450 MHz) v pitomnosti dvaceti molarnich procent trifenylfosfin/Sechny
produkty se ziskaji ve witku pres osmdesat procent.

Jsou popsany ro¥#d nekatalyzované Knoevenagelovy kondenzace. Ve
vodném prosedi probiha reakce malononitrilu s aromatickymi ety az
prekvapiw hladce *. Reakce probiha se zmmu selektivitou a vzniklé
aryl(methylen)malononitrily (4) neni teba pekrystalizovat. Reaki soba se
pohybuje od i po tiicet minut a vyzky presahuji devadesat procent.

Pouze pro uplnost zminim &h\prace, které se zabyvaji Kneovenagelovou
kondenzaci v iontovych kapalinach. V posledni dale fada autar snazi dote
probadané organické reakce vyzkouSet prawchto rozpoustdlech. Tito autd
povazuji iontové kapaliny za ,zelenou“ alternatikittkavym a helavym
organickym rozpoustlim. Opomijeji vSak jednu zdt@aou nevyhodu iontovych
kapalin a tou je jejich vysoka cena. Popsana jel&omace nejizrejSich aldehyd a
ketori s C-kyselinami v [bmim]OH (1-butyl-3-methylimidaaam hyroxid 15)°
nebo v [hmim][PF] (1-hexyl-3-methylimidazolium hehkerofosfat16) °.

@ HO' @ PR

(15) (16)
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Za zminku stoji odliSny fgbéh kondenzace malononitrilu s aromatickymi
aldehydy, které maji v ortho poloze hydroxylovounKkai (derivaty salicylaldehydu
17)**. Kondenzani produkt(18) prechazi jiz pi laboratorni teplat na derivat 2-
iminochromenu (19). Stejny produkt se zisk4, kdyZz se reakce provadi
v dichlormethanu, vodném hydrogendithtnu nebo v methanolu s$igavkem

katalytického mnozstvi triethylaminu.

CN

< CN
CN —_—
OH OH O NH
R R R
(17) (18) (19)

Knoevenagelova kondenzace je uiite metoda tvorby vazby C=C. VyuZziva
se k gipraw olefina, které maji dvojnou vazbu v konjugaci s elektrarggdtornimi
skupinami, jako je ndfklad funkce —CN. Na vySe vybranyniildadech je vidt
robustnost této metody. Reakce je popsana jedhkédsickém uspiadani s pouzitim
nejrizrgjSich katalyzatar %2 dale pak v iontovych kapalinacli, bez rozpoustla
"8 nebo v mikrovinném reaktord.
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2.2 FHiprava aryl(methyl)malononitril @ (2)

Tvorba vazby uhlik — uhlik pét mezi velmi dilezité reakce vippraw
organickych latek, nd&fklad substituovanych malononitril NejprimocarejSi
metodou pipravy aryl(methyl)malononitil (2) je alkylace malononitrilu
benzylbromidy&i benzylchloridy®®. Alkyla¢ni procedura v&ak poskytuje &nmono
a disubstituovanych malononitrjlkrom toho #stava v reaéni smési nezreagovany
malononitril. SelektivajSi metoda Hpravy monosubstituovanych
aryl(methyl)malononitrit (2) obeck zahrnuje dva re&ki kroky. Nejprve se

provede Knoevenagelova kondenzace =~ *

derivatu  benzaldehydu(3)
s malononitrilem a poté se vznikly olefin redukuje
na aryl(methyl)malononitril(4) *> *® Knoevenagelova kondenzace je detiiln
rozebrana v fedeslé kapitole. Zde bude popsana metodika recelk&&on deficitni

vazby C=C derivdi aryl(methylen)malononitrilig4).

NC CN NC CN

(4) (2)

Jedna ze starSich metod popisujici reduigd-nenasycenych nitfil a
dinitrila na jejich nasycené analoga vyuZiva reshigh vlastnosti higiku 2°.
Redukce kovovym hoikem v methanolu probiha s ¥yky 60 az 100 %.

Vazbu C=C aryl(methylen)malononitrild,(R = H) lze redukovat azeotopni
smesi kyseliny mrave#i a triethylaminu v dimethylformamidé’. VytsZzek reakce

dosahuje 91 %. Reakce probiha za teploty mistmoséakni doba je 2 hodiny.
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Redukce samotnou kyselinou mraveprobiha az za vysSich teplotdp 100 °C) a
s niz8imi vy¥zky. Rovréz pouziti jinych rozpoustlel nez dimethylformamidu,
nagikad tetrahydrofuranu, prodluZzuje dobu reakce aurse sniZuje vyzek.

Rada publikaci popisuje redukci deaktivovanych aofefi pomoci
borohydridu sodnéhd> '® #* 2. Redukce C=C vazby konjugované smha
nitrilovymi skupinami probih& obvykle velmi rychl8elektivita redukce C=C vazby
a s tim spojené Wiky souvisi znéné na reaknich podminkach. Zda se, Ze vhodné
je provadt redukci borohydridem sodnym v alkoholickém roztda chlazeni {0
°C). Takto byly pipraveny aryl(methyl)malononitril{2) ve vy€zku 60 az 87 % (cit.
22), nebo v jiné préaci byly popsany ¥¥ky kolem 80 % (cit. 16). #iPtakzvané ,one
pot* procedie pipravy aryl(methyl)malononitili (2) se smicha aldehyd,
malononitril a borohydrid sodny najedndt Jde prakticky o reduktivni alkylaci,
kombinuje se Knoevenagelova kondenzace a reduk@v@zby. Autdi uvadsji, ze
reduléni ¢inidlo (borohydrid sodny)iejmé pasobi katalyticky i na Knoevenagelovu
kondenzaci. Nevyhodou tohoto provedeni je konkimerredukce aldehydické
skupiny. Vzniklé alkoholy se musi od substituovdnyenalononitrii délit
chromatograficky.

Rovrez je popsano pouziti borohydridu sodnéhaitomnosti 20 moléarnich
procent InC} (cit. 23). Redukce aryl(methylen)malononiiril (4) na
aryl(methyl)malononitrily (2) se takto provadi v acetonitrilu. Re&ak doba se
pohybuje kolenttyt hodin a vygzky byvaji kolem 80 %.

Dostatén¢ aktivovand C=C vazba je redukovatelngtarymi organickymi
redulkénimi ¢inidly. Napiklad 2-fenylbenzimidazolifPBI) se ukazuje byt vhodné,
mirné a selektivnginidlo pro redukci elektron deficitnich olefin(20) ?*. PBI se
piipravuje in situ z o-fenylendiaminu a benzaldehydalkoholickém roztoku,
do kterého se poslézé&gé olefin(21).

14



H

NH; CHO N
D O — 0O

NH, H

(PBI)

H H NC

N NC N on
CN

)t e — ) e

N R N 2

H RZ R

(PBI) (20) (21)

S vysokou selektivitou probiha redukce aryl(methymalononitrit (4)
na aryl(methyl)malononitrily(2) pomoci Hantzschova estef@2) * = 2° 1.4-
dihydropyridin je velmi zajimavé redéki cinidlo, jehoz analogii lze spit
v biologickych systémech, kdeugobi redukovana forma nikotinamid adenin

dinukleotidu(23)

O NH,

H,N /N XN
| 2 2 < | )

_
N 0—P—0—P—0 N N
0 | | 0
0 0
OH OH OH OH
(23)

NC CN C CN

N
EtOOC COOEt EtOOC COOEt
X
O SN S S O
H3C N CHg3 H5C N CHgy
H R R

(22) 4 )
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Pomoci deuteriem zdaného dihydropyridinu (22) byl studovéan
mechanismus redukce aryl(methylen)malonofit() 2*> 2% Dihydropyridin (22)
deuterovany v poloze 4 vykazuje kineticky izotopafgkt 5,3 az 6,0. Kineticky
izotopovy efekt dihydropyridin22) deuterovaného v poloze jedna je 1,2 az 1,3.
Tato data ukazuji, Zze v rychlost¢ujicim kroku reakce dochazi kKpeni vazby G
H, nikoli vazby N-H. DalSimi kinetickymi studiemiylo ukédzano, Ze &beni vazby
C4-H je heterolytické. Elektronovy par si odnasi \odivznikly hydridovy anion se
vdze do methylenové skupiny aryl(methylen)malonmdunit Tuto skuténost
podporuje fakt, Ze vifpadt C, znaeného dihydropyridinu se deuterium objevi
v benzylové poloze aryl(methyl)malononitrilu. N&## dojde k odtrzeni protonu
z polohy 1 dihydropyridinu (heterolyza vazby N-H)jeho navazani do polohy
dinitrilu (2).

Byla popsana tak zvana reduktivni benzylace maiirioi 2’. Pisobenim
derivati benzaldehydu na malononitril ¥igpmnosti dihydropyridinu22) vznikaji
ve vysokém vyzku aryl(methyl)malononitrily (2). Reakce se provadi bez
rozpoustdla. Lépe reaguji elektron-deficitni aldehydy, tewgiklad takove, které
nesou na aromatickém j&dnitroskupinu. Naopak derivaty benzaldehydu, hdije
elektronovy deficit na karbonylovém uhliku sniZzovasfitomnosti elektron
donorovych skupin, reaguji obt&n Piikladem aldehydu, ktery za danych
podminek nereagujeiipec je 4-(dimethylamino)benzaldeh(g).

Analogicky je popsana takzvana ,one pot* reduktivinenzylace
malononitrilu derivaty salicylaldehyd24) %®. V tomto fipads vSak neni kongym
produktem aryl(methyl)malononitril, ale dojde kadinitrilové skupiny na
hydroxylovou skupinu v ortho poloze aldehy@4). Produktem reakce jsou derivaty
2-aminochromenyi25). Reakce probiha ve €si ethanol — voda (1:1) #ipomnosti
20 molérnich procent InglReakni doba se pohybuje v rozmezi 25 az 40 minut.
Vytezky presahuji 80 %.
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CHO (X); malononitril; InClg (20 mol%) CN

L
C

EtOH:H,0 1:1
OH 0~ NH,

(24) (25)

Pri redukci elektron-deficitnich olefin derivaty dihydropyridinu je ieba
pouzit minimalg ekvivalent pislusného dihydropyridinu. V reéki snesi je po
probhnuti reakce fitomna oxidovana forma pouzitéhdinidla, tedy derivat
pyridinu. Pyridin Ize posléze odstranit chromatdigky nebo extrakci zdnou
kyselinou chlorovodikovou?®. Dal&i alternativou je pouziti dihydropyridinu
vazaného na polymernim ndisiten pak lze po praihnuti reakce snadno odstranit

filtraci?®.
(@]

(0] (0]
\ . L
/Si/\/\NHZ + AN o AN M» /S|\/\/\NH l X
\ | _ | ) socT .
N N N

(30) l/ PhCH,Br

@9 (29) AcCN

\ /\/\ (6]
Si NH Na,S,0,4/Na,CO4
N\ | /\Si/\/\NH A
H,0 \ l

27) (31)

Prikladem dihydropyridinu vazaného na polymernim &ipgitery byl pouzit
pro redukci aryl(methylen)malononitiil(4) na aryl(methyl)malononitrily2), je 1-
benzyl-1,4-dihydronikotinamid (BNAH26) %°. V &lanku je popsénatiprava BNAH
na polysiloxanu (polysiloxan-BNAH27). Nejprve se aminopolysiloxai28) acyluje
anhydriden nikotinové kyseling29). Vznikly polysiloxan — nikotinamid(30) se
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alkyluje pisobenim benzyl bromidu. Nasledise kvartérni pyridiniovaus (31)
redukuje dinkem dithionéitanu sodného ve vodném bazickém piexit a vznika
polysiloxan—BNAH. Tento polymer pak slouzi k red'ukic
aryl(methylen)malononitril (4) na aryl(methyl)malononitrily(2). Reakce &zi
v acetonitrilu pi teplo& mistnosti. Vy&Zky se pohybuji od 65 po 90 procent. Po
dokorteni reakce se polymer odfiltruje a Ize jej znovgergerovat dithiogitanem
sodnym, tak jak bylo popsandi jeho gipraw.

Alternativni metodou ipravy aryl(methyl)malononitril (2) je reakce
methylenmalononitril32) s aromaty33) za podminek Friedel-Craftsovy reakfe
Reakce se provadi v chlorovanych rozpédigch v gitomnosti dvou ekvivalent
chloridu hlinitého. Stej& jako u Friedel-Craftsovych reakci jsme i zde omeze
reaktivitou pouzitého aromatu. Di@breaguji fenolyi fenylethery. Aromat by i
mit reaktivitou pi elektrofilnich substitucich alespdakovou, jakou ma benzen.
Desaktivované aromaty (ndklad nitro skupinou) nereaguji. \&zky

aryl(methyl)malononitrik (2) se pohybuji od 37 po 67 %.

NC CN
CN  2ekv.ACl,
+ H2C:/\ ’
CN
R
R
(33) (32) 2)

Aryl(methyl)malononitrily (2) jsou dostupné &kolika metodami. Hma
benzylace malononitrilu gsobenim benzylbromidwi benzylchloridu obvykle
poskytuje pouze sisi latek *°. Pro dostatié reaktivni aromaty je zde metoda
vyuzivajici methylenmalononitr{i32) *°, ktery s aromatickymi sl@eninami reaguje
v piitomnosti chloridu hlinitého za vzniku aryl(methyidlononitrii (2). Daleko
negastji se voli nepima cesta, kdy se nejprveigravi Knoevenagelovou reakci
olefin (4) 2~ **a ten se nasledrredukuje™ © Pro redukci elektrondeficitni vazby
C=C je popsanarada metod. VyuZivd se n#dad borohydrid sodny?*

25 —-29

dihydropyridiny nebo 2-fenylbenzimidazoli(PBI) #*.
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2.3 Reakce hydrazinu s malononitrilem a jeho derivigy

V této ¢asti bude zmigno rekolik praci, které popisuji ffpravu 3,5-
diaminopyrazolového cyklu, a to jak samotného pyr&z5-diaminu(34), tak jeho
derivati substituovanych v polozétyii. Obecré pajde o tradéni pripravu pyrazolu,
tedy reakce hydrazinu s vhagdsubstitovanymg-dikarbonylovymi slodgeninami.

Syntéza samotného 3,5-diaminopyraz@B84) byla popsana vroce 1894
Rothenburgent. Jednalo se o reakci malononitrilu s hydrazineaikeholickém
roztoku. Pozdji se vSak ukazalo, Ze Rothenburg latku nesprémarakterizoval a Ze

touto cestou nelze fipravit pyrazol (34). Bylo zjiS€no, Ze reakci ekvivalentu

malononitrilu s hydrazinem vznikéa krystalicka |a(85) a olejovita latka36) 32 >4
H HoN H
N HoN—NH, H,N N NH. N
[ ey N
\ / + \
CN
NC CN NH,
(35) (36)

5-amino-4-kyano-pyrazol-3-yl-acetonitr{B5) vznika roviéz reakci dimeru
malononitrilu (37) s hydrazinem®. Proto je velmi pravgpodobné, Ze ip piimé
reakci malononitrilu s hydrazinem nejprvaspbi hydrazin jako bazicky katalyzétor
na zdvojeni malononitrilu a vznika dimg7). Poté reaguje diméB7) s hydrazinem

za sodasneho uvokni jedné molekuly amoniaku a produktem je pyrd36)).

H
N
CN NC CN  H,N—NH, HN Ny
2 < — . \ /
CN NC NH2 ('NH3) NC CN
(37) (35)
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Iminoether malononitrilu (38) poskytuje reakci s fenylhydrazinem 1-
fenylpyrazol-3,5-diamin(39) ve vy&Zzku dvaceti procent. 1-fenylethylpyrazol-3,5-
diamin (40) se ziska z iminoether(B8) a fenylethylhydrazinu ve w§iku deviti

procent. SamotnyH-pyrazol-3,5-diamir(34) viak touto cestouijpravit nelze®,

I
OEt N
:<; RNHNH, H,>N \N
HN \ /
CN
(38) NH,
R =Ph 22 %, (39)
PhCH,CH, 9%, (40)
H 0%

Samotny 1-H-pyrazol-3,5-diamin(34) je dostupny reakci hydrazinu
s iminoetherem(41) ve vroucim ethanolu. PyrazqB4) se takto ziskd v 78 %
vytéZku. Obdoba Ize touto cestou fjpravit piislusné pyrazoly(39) a (42)

z methylhydrazinu, respektive fenylhydrazinu. V obpéipadech probiha reakce
s velmi slusnym vytzken?®’.

|
OEt NH
RNHNH, H,N N

Y
—
~

zZ

HN OEt
(a1) NH,

R=H 78 %(34)

Me 80 %(42)

Ph 62 %(39)
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Reakce hydrazinu s arylhydrazonomalononitrilf43) probiha jako
jednoducha cykloadice. Vzniklé derivaty 4-arylazéiyrazol-3,5-diaminu (5)
pasobi jako kompetitivni inhibitory CDK'.

A—NH  CN HoN—NH, AN NH

CN

3
(43) 5)

V literature je popsano d&kolik derivati 4-aryl(methyl)-H-pyrazol-3,5-
diaminu (1). Pyrazoly (1) se gipravuji reakci aryl(methyl)malononitéil (2)

s hydrazinem ve vroucim ethandlu

H
N—N
\
NC CN HoN N NH;
H2N_NH2
R

R @) (1)
R=H 73 %

4-Me 70 %

4-Cl 72 %

3-NQ  42%
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2.4  Inhibitory CDK

Pripravované derivaty 4-aryl(methylHtpyrazol-3,5-diaminu (1) jsou
strukturré pribuzné k derivdim 4-arylazo-1H-pyrazol-3,5-diaminy5), které
kompetitivre inhibuji cyklin dependentni kinasy (CDK)’. U pripravovanych
pyrazoh (1) Ize tedy potencionatnpredpokladat aktivitu na CDK.

Inhibitory cyklin dependentnich kinas jsou studoy@mno jejich potencial byti
budoucimi cytostatikyi antivirotiky. Cyklin dependentni kinasy patdo skupiny
serin/threonin protein kinas. Holoenzym CDK se g&l& proteinu s katalytickou
funkci (protein kinasa) a pozitivniho regulatoryklm). Jednotlivé CDK se dastni
nagiklad regulace buftného cyklu, apoptdézy nebo transkripce. Spist
jednotlivych fazi bu&iného cyklu je zavislé na aktiwitCDK. Ztrata nad regulaci
buné¢cného @leni, vedouci Kadk nadorovych onemoeni, je spojena s poziménou
aktivitou CDK. Latky schopné inhibovat aktivitouékierych CDK vykazuji
cytostatickou aktivitou jak in vivo, tak in vitrénhibitory téch CDK, které se dastni
regulace transkripce na urovni RNA polymerasy tedstavuji slibny cil pro vyvoj
novych virostatik®,

Mezi nizkomolekularnimi inhibitory CDK dZeme nalézt najenejSi
strukturni typy latek, fikladem mohou byt flavonoidy. Flavonoidy jsou poutiou
dobu znamy svou schopnosti inhibovat @&jSi kinasy afada z flavonovych

slowenin v disledku toho zfisobuje

CHs (44)
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zmeény v burgéném fistu *. Jeden z nejiinngjSich inhibitofi CDK z této skupiny
latek je flavopiridol(44) *°. Flavopiridol vyznans blokuje aktivitu CDK1 (IGo = 0,3
M), CDK2 (ICso = 0,4 pM) a CDK4 (IGy = 0,4 pM). Déle bylo zjistno, Ze
flavopiridol pasobi jako kompetitivni inhibitor vzhledem k ATP. tGfoxické &inky
flavopiridolu byly Usgsre testovany na mnoha nadorovych liniich. Flavopirise
stal prvnim nizkomolekularnim inhibitorem CDK, ktdoyl zaazen do Klinickych
zkousek.

Derivaty purinu byly znamy jako slabé a malo speké inhibitory CDK.
Prvni popsany purinovy derivat specificky inhibiiji@dK1 a CDK2 byl olomoucin
(45). Olomoucin se stal prototypem pro vyvoj dakdy purinovych inhibitar CDK,
z nichz vyznamné aktivity dosahovaly zejména C2,aC89 substituované puriny.

viv s

X, R" = H; R” = Me, (46)

x,R" = Et; R” = iPr, (47)

HN
N N\
HN)\)NIN>
% K
R

OH

Velmi t¢inné inhibitory CDK byly nalezeny tadé derivati 3-aminopyrazolu
42,43 Byly pripraveny a testovany derivaty 3-aminopyrazsiibstituované v poloze 5
alkylem, z nichz nejvyhodigi se ukazal byt cyklopropylovy zbytek. Zaravieyly
zkouSeny izné acylové zbytky na dusiku aminoskupiny vazangoleze 3.
Vysledkem tohoto zkoumani byla latka PNU-29218%) %4, kterd inhibuje
CDK2/cyklin A jiz v nanomolarnich koncentracich {C= 37 nM). Léatka(48)

prokazala cytostaticke ¢inky v in vitro testech. Analyzou bgéného cyklu se
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prokézalo, Ze antiprolifetai aktivita pyrazolu(48) je zpisobena inhibici CDK2.
Nasled® byl pyrazol (48) testovan in vivo na mysi s implantovanou rakovinou
vajetniku. Ri podani 7,5 mg pyrazol(#8) na 1 kg telsné vahy mysi dvakrat detin
po dobu 10 dni, dochazi k paténi istu tumoru o 53 %.

Pyrazol PNU-29213748) byl dale modifikovan, tak aby se zlepSily jeho
fyzikalné-chemické a farmakokinetické vlastnosti, jmendwvibzpustnost a vazba
na plazmatické proteiny. Pyraz@8) je jen velmi malo rozpustny ve vodném pufru
(pH 7), coz ztZuje jeho pipadnou intravenozni aplikaci. Zardvee latka sila vaze
na sérovy albumif,

NH

(49) HsC

Systematickym obghovanim struktury pyrazoly48) byla ziskana latka PHA-
533533(49) *3, kter& vykazuje obdobnou inhifoii aktivitu na CDK2/cyklin A (IGo
= 37 nM) jako PNU-292137. PHA-533538%9) je vSak asi desetkrat rozpugii ve
vedném pufru. Saasré se snizila vazba na sérovy albumin z 99 % na pEeéti
PNU-292137(48). PHA-533533(49) sniZuje fist tumoru vajéniku implantovaného
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mySi 0 73 % (davka 7,5 mg/kg; aplikace dvakrat dgmm dobu deseti dni).ffom
nebyly na mySi pozorovany Zadné vyznamné projexicity. Imunohistochemickou
analyzou in vivo bylo prokazano, Ze cytostatickéivatia latky (49) souvisi s inhibici
CDK2. Pyrazol49) se tak stal kandidatem pro dalSi preklinické studi

Jednou z latek, kterd (&me absolvovala preklinické zkousSeni, je pyrazolovy
derivat AT7519 (50) **. Pyrazol (50) inhibuje CDK2 jiz v nanomolarnich
koncentracich (Ig = 47 nM). Ri in vivo testech byl pouZzivan hydrochlorid
pyrazolu (50), ten potl&uje rist rakoviny vajéniku implantovaného mysi o 86 %
(aplikace 7,5 mg/kg; dvakrat dehipo dobu osmi dni). Poté, co pyrazol AT7519
proSel uspdre preklinickymi zkouSkami, byl Zzazen do klinického testovani.

cl NH
NH y (50)

NH
Moje prace prakticky navazuje na 4-arylazéyrazol-3,5-diaminy(5) *,
které vykazuji inhikini aktivitu na CDK. NejtinngjSi derivat (6) pasobi jako

kompetitivni inhibitor CDK2/cyklin E w¢i ATP, coz bylo potvrzeno

rentgenostrukturni analyzou.

(6)

OH

25



Zaroven se pyrazol (6) stal jednim z neftinngjSich inhibitofi komplexu
CDKO9/cyklin T1, ktery je pyrazolenf6) inhibovan v submikromolarni koncentraci
(ICso = 0,35uM). Latka (6) byla testovana nagkolika nadorovych liniich. Pyrazol
(6) blokuje proliferaci a indukuje apoptdézu nadorovymirek in vitro. Na uspchy,
kterych bylo dosazenadriphledani CDK inhibitok na bazi 3,5-diaminopyrazoloveho

kruhu, se snazime navazaippavou 4-aryl(methyl)-H-pyrazol-3,5-diaminy1).
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3. Vysledky a diskuse

Derivaty pyrazolu (IV) byly pripraveny cykloadici hydrazinu
na aryl(methyl)malononitrilylll) , které se ziskaji dvoustigvou reakci z komeéné
dostupnych derivat benzaldehydu (I). Nejprve kondenzuje aldehyd(l)
s malononitrilem a poté se vznikly aryl(methylenjomanitril (1) redukuje

na aryl(methyl)malononitriflll) .

N _N
— —
Il Il
N R N

(la-r) (na-r) (INa-r)

a=4-0OH g=3-OH m = 2-NO,

b =4-NO, h=3-F n=4-CF, l
c=2,6-Me i=4-F 0=3-CF,

d=2,6-Cl j=2,34,56-F p=2-CF,

e=3-NO, k = 2-F,6-Cl q=3-OMe

f = 4-OMe I=2-F r = 2-OMe

(IVa-l)

V nasledujicim textu jsou diskutovany figravy pyrazal (IV) a
meziproduki (I1) a(lll) . Text je¢lenén do podkapitol, Pcemz kazda podkapitola je
vénovana danému re&akimu kroku. Jsou zmény experimentalni podminky, jako je
teplota, rozpoustllo a reakni doba, pofipact pouziti katalyzatoru. Dale jsou
popsany postupy izolace a purifikaceippavenych latek a jejich v§kky.
Charakteristiky fipravenych latek a podrobné navody lze najit v @rpentalni

¢asti (kapitola 3).
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3.1 Fiprava aryl(methylen)malononitril @ (1)

Aryl(methylen)malononitrily (Il) byly pripraveny kondenzaci derivat
benzaldehydu(l) s malononitrilem v THF viitomnosti katalytického mnozZstvi
piperidinu. Takto byly fipraveny ve vysokém wytku aryl(methylen)malononitrily
(lla-d). Tyto latky byly také pla charakterizovany na zakkdH a *C NMR
spekter. Ostatni aryl(methylen)malononitrily(lle-r)  nebyly izolovany a
charakterizovany, ale byly rovnhou redukovany nd(argthyl)malononitrily (I , viz
kapitola 4.2.)

Metodika gipravy aryl(methylen)malononitiil (Il) z aldehyd (I) byla
nejprve zkouSena na modelové reakci 4-hydroxybedehgdu (la) a 4-
nitrobenzaldehydu (Ib) s malononitriiem. Cilem bylo porovnat odliSny inIv
substituce na benzenovémij@da reaktivitu aldehydu s malononitrilem. Teoletic
by nme¢la reakce 4-nitrobenzaldehydib) s malononitrilem probihat rychleji nez
obdobna reakce 4-hydroxybenzaldehyth). Divodem je zaporny mezomerni efekt
nitro skupiny, kter4 ogkrpavanim elektran zvySuje elektronovy deficit na
karbonylovéem uhliku v para polozeéimz usnaduje adici malononitrilu na vazbu
C=0. Op&n¢ pusobi kladny mezomerni efekt hydroxy skupiny, kterdzuje
elektronovy deficit na karbonylovém uhliku v polopara a tim sniZzuje ochotu
karbonylového uhliku adovat nukleofily.

Nejprve byly zkouseny kondenzace aldehyd) a(Ib) s malononitrilem bez
katalyzy. Askoli je v literate popsand’, Ze kondenzace derivatbenzaldehydu
s malononitrilem prothne hladce ve vad béhem rekolika minut. Reakce
malononitrilu s aldehydyla) a (Ib) v THF bez pidavku vody nedathla ani po 3
dnech. Reakce v samotné wolyla zkouSena také, avSak bylo od ni ufgust
jelikoz reakce probihad v suspenzi, a je tak jeniZobt kontrolovatelna, navic
vyZzaduje velmi kvalitni michéani.

Pro urychleni kondenzace alehyd{la) a (Ib) s malononitrilem
v homogennim prostdi (v THF), byla vyuzita bazicka katalyza. Bylyz&duSeny
béZzrne dostupné baze, konkrétrpiperidin, morfolin, uhkitan draselny a octan

sodny. Baze byly davkovany v mnoZstvétipmolarnich procent do reakce 4-
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hydroxybenzaldehydu (Ia) s malononitrilem. BRtom byl ziskan fsluSny
aryl(methylen)malononitri{lla) ve vysokém vyZku do 24 hodin.

Zopakovani reakce s 4-nitrobenzaldehyd@b) vSak vedlo jen ke ssi
latek, ze které se nepdda aryl(methylen)malononitril (Ilb) izolovat. Nizka
selektivita reakce byla #gobena fliS velkym mnoZstvim davkovaného
katalyzatoru (5 mol %). Optimalizace davkovani ketatoru byla dale testovana
pouze s piperidinem. MnoZstvi pouZzitého piperidinyio snizeno na dvmolarni
procenta. Za ¢chto  podminek reakce détne do 24 hodin, ale
aryl(methylen)malononitril(llb) se ziska v nevalnéistott. Z tohoto divodu bylo
mnozstvi piperidinu sniZzeno az na jedno molarntemt. Reakce déhne do 24
hodin @i laboratorni teplat Produkt (llb) se po odreagovani jednoduSe srazi
z reakni smési vodou. Surovy produkt se ziskad vedzau 96 % a taje v rozmezi
150-158 °C. Jednou rekrystalizaci z EtOH se ziskdytcky ¢ista latka o bodu tani
158-159 °C.

Optimalizované podminky (laboratorni tepota, 24ihptl % piperidinu) byly
rovnéz uplatreny na kondenzaci 4-hydroxybenzaldehyda) s malononitrilem. (4-
Hydroxybenzyliden)malononitriflla) byl ziskan v 94 % vg¥ku. Surovy produkt je
dostatén¢e cistd dolte krystalizujici latka o bodu tani 188-189 °C, Ipg
krystalizovat nafiklad z vodného alkoholu.

Po owieni optimalnich reakich podminek (laboratorni teplota, 24 hodin, 1
% piperidinu) byla provedena paralélkondenzace malononitrilu se vSemi aldehydy
(la-r), kromeé 2,6-dimethylbenzaldehydic), ktery vyZzadoval delSi reaki dobu (48
hodin) velmi pravdpodobré z divodu sterického bréni.

Z aryl(methylen)malononitril (lla-r) byly izolovany a charakterizovany pouze
aryl(methylen)malononitrily(lla-d) . Aryl(methylen)malononitrily (lle-r) jsou jiz
znamé latky. které byly bez izolace ihned redukgvada aryl(methyl)malononitrily
(Ille-r , viz kapitola 4.2.).

Novymi popsanymi latkami ze skupiny aryl(methyleajanonitrili jsou
(2,6-dimethylbenzyliden)malononitril(lic) a (2,6-dichlorbenzyliden)malononitril
(Ild) . Now popsané latkgllc) a(lld) se byly ziskany ve wyzku 98 % a 80 %.
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3.2. Hiprava aryl(methyl)malononitril @ (l11)

Aryl(methyl)malononitrily (llla-j) a (Illin-r)  byly ptipraveny redukci
piislusnych aryl(methylen)malononitiil (I) pomoci NaBHCN v pgiitomnosti
kyseliny octové. Aryl(methyl)malononitrily (Illk-m)  byly nasyntetizovany
kondenzaci fslusnych aldehyd (lk-m) s malononitrilem v fitomnosti
ekvivalentniho mnoZstvi dihydropyridirfy).

Metodu na redukci C=C vazby aryl(methylen)malotdidi (II) byla
vypracovana na derivatecfila) a (llb). Nejprve byl @inén pokus redukovat
aryl(methylen)malononitril(lla) pomoci kyanoborohydridu sodného v THF, avSak
byla ziskdna pouze pestra &mlatek, ze které se aryl(methyl)malononitfilla)
nepovedlo izolovat. Dale byla testovanaéma rozpou&dla, namisto THF byl
zkouSen MeOH, avSak ani Zma z aprotického na protické priesti nevedla k
uspchu. Reakce v aprotickém priedi THF byla znovu provedena, ale tentokrat
byla navic pidana kyselina octova. Reduk¢da) pomoci NaBHCN v systému
THF-AcOH prolzhla asgsre. Aryl(methyl)malononitril(llla) se povedlo izolovat a
jednou krystalizaci igcistit na analyticky ¢istou latku. Fitom bylo pouzito
desetimolarniho #ebytku AcOH vzhledem k aryl(methylen)malononitri{lia) .
Mnozstvi AcOH bylo dale optimalizovano na dvoumnolaprebytek, jenz bohat
dosta&oval na uspsné provedeni redukce. Kyselina octova pini rofiygudiky tomu
je pH udrzovano ve vyhodném rozmezi pro redukci

Za optimalizovanych podminek byla zkouSena redukce
aryl(methylen)malononitrilu(llb) na aryl(methyl)malononitril(lllb) . | zde se
kyanoborohydrid sodny v THF a ¥ifpmnosti dvou ekvivaleit kyseliny octovée
vyplatil.

Oba aryl(methyl)malononitrily (Illa) a (lllb) byly ziskany redukci
izolovanych aryl(methylen)malononitiilla) a(llb) . Bylo treba vyzkouSet, jestli je
nutné pracovat s izolovanymi &epistetnymi aryl(methylen)malononitrilyll) , nebo
zdali I1ze provést redukci ihned po kondenzaci, @yibylo nutné meziprodukil)
izolovat. Proto byla provedena kondenzace aldéhya) i (Ib) s malononitrilem
v pritomnosti katalytického mnoZstvi piperidinu (vizpit®la 4.1.). Po dathnuti
kondenzace (24 hodin), bez izolace produktu, bglaedkni snesi pridana AcOH a
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nasledd@ NaBHCN v THF. Timto postupem se pdda ziskat oba
aryl(methyl)malononitrily(llla) a(lllb) . Obks latky Ize z reaéni snesi velmi snadno
izolovat. Stéi zahustit reasni snts a poté srazet produktigavkem vody. Oba
produkty (Illa) a (lllb) jsou dobe krystalizujici latky, ze kterych se po jedné
krystalizaci ze sisi MeOH-voda ziskaji analytickyisté vzorky.

Jakmile byl vyvinut obecny navod naigravu aryl(methyl)malononitil
(1) z aldehyd (1), ktery byl vypracovan na aldehydefh) a(lb), byla provedena
paralelg syntéza i s aldehydylc-j) a (In-r). Timto postupem byly ziskany
aryl(methyl)malononitrily(llic-j, n-r) ve vygZzcich 37 az 70 %. VSechny produkty
byly ziskany wisté forn& a byly plré charakterizovany na zakkadH a *C NMR
spekter. Aryl(methyl)malononitrily(llla,b,d,e,i,j) byly snadno zreaki snesi
izolovany, stéilo je jen vysrazet fidavkem vody a latky potérgkrystalizovat ze
smési MeOH-voda. Aryl(methyl)malononitrily(llic,f-h,n-r) se gidavkem vody
nesrazely, ale vytwely emulze, tudiZ izotai postup musel byt upraven. Produkty
byly z reakni snesi nejprveextrahovany a potépisteny na kolog.

Aryl(methyl)malononitrily (lllk-m) byly pfipraveny alternativnim postupem,
ktery byl nejprve odzkouSen natipraw aryl(mehyl)malononitrilu (lllb) . 4-
nitrobenzaldehydlb) byl ponechan reagovat ve vroucim ethanolu s mairilem
v pfitomnosti ekvivalentnihno mnozstvi dihydropyridinly), ktery pisobi jako
katalyzator reakce a redirk cinidlo zaroveé. Reakce je ukarena po 3 hodinach.
Smes st&i ochladit na laboratorni teplotu a aryl(methyl)oranitril (111b)
vykrystalizuje z ethanolického roztoku. Po odfiltami byl produkt promytiedsnou
kyselinou chlorovodikovou, aby se odstranily zbytlyridinu (VI). Touto
alternativni metodou byl ziskan aryl(methyl)malomain(lllb) ve vy€Zzku 77 %. a o
bodu tani 150-151 °C. Praipravu aryl(methyl)malononitrilifllib) je tato metoda
daleko vyhodySi nez vySe popsand kondenzace katalyzovana gipem a
nasledna redukce pomoci NafEN. Metodou vyuZivajici redwki vlastnosti
dihydropyridinu (V) byly pripraveny aryl(methyl)malononitrilylllk-m) ve vy€zku
72, 70 a 97 %. VSechnyi reakce byly provedeny ve vroucim ethanolu a pkbgu
(Illk-m) byly vyizolovany po extrakci a nasledné chromaafigké separaci visté

forme.
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Xo \\\ EtOO ‘ ‘ COOEt //N EtOO SN COOEt
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K HaC N CHs HsC N CHs
(Ib,k-m) V) (11b k-m) (V1)
b = 4-NO,
k = 2-Cl,6-F
| =2-F
m = 2-NO,

Celkem bylo d¥éma iiznymi metodami ppraveno a charakterizovano
osmnact aryl(methyl)malononitiil (Illa-r) . VSechny latky byly ziskany &istém
stavu a byly pla charakterizovany na zakkadH a *C NMR spekter. Now
popsanymi latkami jsou aryl(methyl)malononitr{lyic,k,l,0,p) .

3.3. FHiprava 4-aryl(methyl)-1H-pyrazol-3,5-diaminu (V)

Pyrazoly obecného vzorc€lV) byly piipraveny cykloadici hydrazinu
na aryl(methyl)malononitrily (Ill) . Nejprve byla zkouSena reakce 2-(4-
hydroxybenzyl)malononitrilu(llla) s hydratem hydrazinu v tetrahydrofuranu. Po
odreagovani a odpeni rozpoustdla zistala lepiva sirupovita hmota. Na zakiad
HPLC-MS analyzy bylo vi&, Ze je pislusny pyrazollVa) ve sngsi pritomen, ale
nepoddilo se jej izolovat a fecistit. Pokud se reakce provede ve vroucim methanolu
ziska se po odpeni methanolu krystalicka latka, kterou lzelpystalizovat nap
ze smési MeOH-ACOEt. V této forra je pyrazol(IVa) o bodu tani 203 az 205 °C
dostateng cisty.

Reakce hydratu hydrazinu s 2-(4-nitrobenzyl)maldtmibem  (Il1Ib)
v tetrahydrofuranu vede pouze k lepivé sirupowdtied, ktera podle HPLC-MS sice
obsahuje pyrazoflVb), ten se ale nepovedlo izolovat aigfit. Pokud se reakce
provede ve vroucim methanolu, ziska se pyrddb) opct v krystalické forng.

Rekrystalizaci Ize provést stéjjako u pyrazolul(la) ze smnsi MeOH-ACOEt.
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DalSi moznosti f&cisténi pyrazolu(lvb), je jeho pevedeni na hydrochlorid
rozpustny ve vodla po promyti ethyl acetatem byl pyrazol znovur&yen pomoci
vodného roztoku amoniaku.

Pyrazoly(IVc-l) byly ziskany z gisluSnych aryl(methyl)malnonitil (11ic-1)
zahrivanim s 1,2 ekvivalenty hydrazinu v methanolu.ddoeagovani (4 az 9 hodin)
se methanol odpaa zbytek se rozig s dichlormethanem a odfiltruje éinou se
Ziskaji dostatné cisté produkty (ve vyku 28 — 88 %), fipadre je lze
piekrystalizovat naifiklad ze snmisi MeOH-ACOEt.

Z aryl(methyl)malononitrii (Illm-r) se gislusné pyrazoly sice poti@
piipravit, ale nebyly ziskany dostéte cisté, tak aby je bylo mozno charakterizovat.
Aryl(methyl)malononitrily (llim-r) byly zaltivany s 1,2 ekvivalenty hydrazinu
hydratu. Po odreagovani vychoziho aryl(methyl)maiotmilu se odstranil MeOH.
V olejovitém odparku byl na zakladHPLC-MS identifikovan Zadany produkt.
Pyrazoly (IVm-r) byly poté gevedeny na hydrochloridy pomoci koncentrované
kyseliny chlorovodikové. U¢thto hydrochlorid byly winény pokusy o pecisteni
rekrystalizaci nebo extrakci mezi vodou a organickzi (DCM gipadré AcOEt).
Po nezdarném fibéhu izolace &chto produki v ¢istém stavu byly pyrazofivm-r)
alternativié zkouSeny pCistit ve formg acetatdci vinnani, avSak i tyto pokusy
nebyly UsgsSné.

Celkem bylo pipraveno a charakterizovano dvanact pyrazélva-l).
Pyrazol(IVe) byl jiz diive popsan, zatimco pyrazal\wa-d,f-I) jsou no¥ popsané
latky. VSechny pyrazolylVa-l) byly ziskany Wisté forn€ a byly charakterizovany
na zéklad bodu tani, HPLC-MS'H NMR a**C NMR.
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4. Experimentalni ¢ast

Teploty tani byly mifeny na Boetio¥ bloku a nejsou korigovany. NMR spektra byla
métena na fstroji Bruker Avance 300 MHz DRX spectrometer wtgovaném
DMSO. Hodnoty chemického posunu jsou udany v ppngékach. LC-MS spektra
byla métena na UHPLC-MS systemu UHPLC Accela, trojity kwgol TSQ
Quntum Access (Thermo Scientific, San Jose, CA, JUJSA

Obecné priprava aryl(methylen)malononitrilu (11)

5 mmol malononitrilu se rozpusti v5 ml THF &da se 5 mmol aldehydu a 0,05
mmol piperidinu. Srés se micha za laboratorni teploty 24 hodin. Poterpredukt

srazi pidavkem 25 ml vody a odfiltruje se. Surovy prodsé&tgicesti krystalizaci.

2-(4-hydroxybenzyliden)malononitril (l1a)

Pripraven z 4-hydroxybenzaldehydu. 0,80 g (94 %), 188-189 °C (EtOH/LD).
MS (-APCI, m/2): 168.97.*H NMR (300 MHz, DMSOsdg) & ppm 6.96 (d,J=8.6 Hz,

2 H), 7.88 (d,J=8.6 Hz, 2 H), 8.27 (s, 1 H), 11.05 (br, 1 HiC NMR (75 MHz,
DMSO-dg) 6 ppm 75.1, 114.1, 115.1, 116.6, 122.7, 133.8, 18@3.9.
2-(4-nitrobenzyliden)malononitril (11b)

Pripraven z 4-nitrobenzaldehydu. 0,96 g (96 %), m®-160 °C (EtOH). MS
(+APCI, m/z): 198.85'H NMR (300 MHz, DMSOsdg) & ppm 8.13 (d, J=8.8 Hz, 2
H), 8.43 (d, J=8.7, 2 H), 8.72 (s, 1 KC NMR (75 MHz, DMSO¢s) & ppm 85.9,
112.5, 113.6, 124.3, 131.4, 136.6, 149.7, 159.2.
2-(2,6-dimethylbenzyliden)malononitril (lic)

Pripraven z 2,6-dimethylbenzaldehyd,89 g (98 %), mp 78-80 °C. MS (-APCI,
m/2: 181.93H NMR (300 MHz, DMSO#ds) & ppm 2.28 (s, 6 H), 7.18 (d, J=7.5 Hz,
2 H), 7.30 (t, J=7.5 Hz, 1 H), 8.85 (s, 1 HIC NMR (75 MHz, DMSO€s) 5 ppm
19,5, 90.3, 112.0, 112.9, 127.9, 130.3, 131.1,71,3%5.6.
2-(2,6-dichlorbenzyliden)malononitril (11d)

Pripraven z 2,6-dichlorbenzaldehydu. 0,89 g (80 %), 78-74 °C. MS (-APCIm/2:
221.87, 223.88'H NMR (300 MHz, DMSOsds) & ppm 7.02 - 7.93 (m, 3H), 8.85 (s,
1H). °C NMR (75 MHz, DMSOsdg) & ppm 93.1, 111.0, 112.0, 128.9, 129.1, 132.7,
133.4, 159.5.
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Obecna @riprava aryl(methyl)malononitrilu (111).

Metoda A

5 mmol malononitrilu v THF (5 ml) sefida k 5 mmol aldehydu. Za michani sedp
0,05 mmol piperidinu a micha se 24 hodin za lalbondtteploty. Potom sefidla 0,6
ml AcOH a nasledh 5 mmol NaBHCN v THF (15 ml). Po 3 hodinach se
rozpoustdla odpai na RVO a ke zbytku sdiga 30 ml HO. Vylowené krystalky se
odsaji a rekrystalizuji z MeOHA. V pripact, Ze se produkt vyldati ve forme oleje,

extrahuje se do 20 ml DCMgssti chromatograficky (eluent DCM).

Metoda B

Malononitril (5 mmol), aldehyd (5 mmol), diethyl@dimethyl-1,4-dihydropyridin-
3,5-dikarboxylat (5, 02 mmol) a 20 ml EtOH sé&vpdou k varu. Po vymizeni
vychozi latky na TLC se EtOH odfgjana RVO. Odparek se rozpusti v 20 ml DCM a
promyje se 3x 20 ml 1M HCIlL DCM se odpana RVO a odparek séisti
chromatograficky (eluent DCM).

2-(4-hydroxybenzyl)malononitril (Illa)

Pripraven z 4-hydroxybenzaldehydu (metoda A). 0,5468 %), mp 173-176 °C
(MeOH, HO). MS (-APCI,m/2: 170.96.'H NMR (300 MHz, DMSOsdg) & ppm
3.19 (d,J=6.7 Hz, 2 H), 4.99 (tJ=6.8 Hz, 1 H), 6.75 (d)=8.4 Hz, 2 H), 7.16 (d,
J=8.6 Hz, 2 H), 9.49 (s, 1 H}*C NMR (75 MHz, DMSOds) 3 ppm 25.3, 36.1,
112.2, 116.1, 125.1, 130.6, 156.0.

2-(4-nitrobenzyl)malononitril (111b)

Pripraven z 4-nitrobenzaldehydu (metoda B). 0,51 @ @), mp 153-154 °C
(MeOH). MS (-APCI,m/z): 199.86H NMR (300 MHz, DMSOsds) 8 ppm 3.54 (d,
J=7.1 Hz, 2 H), 5.22 ()=7.0 Hz, 1 H), 7.67 (d]=8.6 Hz, 2 H), 8.27 (d]=8.7 Hz, 2
H). *C NMR (75 MHz, DMSOsds) & ppm 23.8, 33.8, 113.7, 123.7, 130.8, 142.4,
147.2.

2-(2,6-dimethylbenzyl))malononitril (llic)

Pripraven z 2,6-dimethylbenzaldehydu (metoda A). @489 %), mp 71-73 °C. MS
(-APCI, m/2): 183.04."H NMR (300 MHz, DMSO€g) & ppm 2.37 (s, 6 H), 3.44 (d,
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J=8.2 Hz, 2 H), 4.99 (t, J=8.2 Hz, 1 H), 6.85 - 7(2% 3 H).**C NMR (75 MHz,
DMSO-ds) 6 ppm 19.5, 21.6, 28.7, 114.0, 127.6, 128.3, 131132,2.
2-(2,6-dichlorbenzyl)malononitril (11id)

Pripraven z 2,6-dichlorbenzaldehydu (metoda A). @ {90 %), mp 84-86 °C
(MeOH/H,0). MS (-APCI,m/z): 222.82*H NMR (300 MHz, DMSOeg) 3 ppm

3.68 (d,J=7.8 Hz, 2 H), 5.17 (§=7.9 Hz, 1 H), 7.44 (ddI=8.7, 7.3 Hz, 1 H), 7.57
(d, J=7.8 Hz, 2 H)}*C NMR (75 MHz, DMSOsdg) 5 ppm 21.2, 30.5, 113.3, 128.9,
130.1, 131.0, 135.4.

2-(3-nitrobenzyl)malononitril (Ille)

Pripraven z 3-nitrobenzaldehydu (metoda A). 0,54 ¢ @), mp 126-128 °C
(MeOH). MS (-APCI,m/z): 199.91H NMR (300 MHz, DMSOss) 3 ppm 3.56 (d,
J=7.3, 2 H), 5.22 (t, J=7.2, 1 H), 7.71 (t, J=84 B H), 7.86 (d, J=7.7, 1 H), 8.22
(dd, J=8.2, 1.2, 1 H), 8.34 (s, 1 HJC NMR (75 MHz, DMSO¢g) 5 ppm 23.9, 33.6,
113.7,122.9, 124.2, 130.1, 136.2, 136.9, 147.8.
2-(4-methoxybenzyl)malononitril (1)

Pripraven z 4-methoxybenzaldehydu (metoda A). 0,349%), mp 80-81 °C MS (-
APCI, mkz): 184.98H NMR (300 MHz, DMSOdg) & ppm 3.26 (dJ=6.7 Hz, 2 H),
3.75 (s, 3 H), 5.03 (}=6.8 Hz, 1 H), 6.95 (dJ=8.6 Hz, 2 H), 7.29 (dJ=8.6 Hz, 2
H). *C NMR (75 MHz, DMSOds) 8 ppm 24.5, 33.8, 55.0, 114.0, 114.0, 126.4,
130.5, 158.9.

2-(3-hydroxybenzyl)malononitril (111g)

Pripraven z 3-hydroxybenzaldehydu (metoda A). 0,58®%), mp 77-78 °C. MS (-
APCI, m/2: 170.88.*H NMR (300 MHz, DMSOds) 3 ppm 3.23 (d,J=6.7 Hz, 2 H),
5.05 (t,J=6.8 Hz, 1 H), 6.63 - 6.86 (m, 3 H), 7.18 (t, J=F8 1 H), 9.54 (s, 1 H).
13C NMR (75 MHz, DMSOeg) 8 ppm 24.2, 34.5, 114.1, 114.9, 116.1, 119.8, 129.6,
135.9, 157.4.

2-(3-fluorbenzyl)malononitril (111h)

Pripraven z 3-fluorobenzaldehydu (metoda A). 0,4248 %). MS (-APCIl,mfz):
172.91.*H NMR (300 MHz, DMSOds) 3 ppm 3.38 (dJ=6.9 Hz, 2 H), 5.14 (t,
J=7.1 Hz, 1 H), 7.09 - 7.31 (m, 3 H), 7.45 (87.9, 6.4 Hz, 1 H)}*C NMR (75
MHz, DMSO-ds) & ppm 24.0, 34.0, 113.8, 114.6, 114.9, 115.9, 11625.50,
125.53, 130.5, 130.6, 137.3, 137.4, 160.3, 163.6.
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2-(4-fluorbenzyl)malononitril (111i)

Pripraven z 4-fluorobenzaldehydu (metoda A). 0,556¢ @6), mp 107-110 °C
(MeOH/H,0). MS (-APCI, mfz): 172.94.'H NMR (300 MHz, DMSOds) 3 ppm
3.34 (d, J=7.1 Hz, 2 H), 5.08 (6.9 Hz, 1 H), 7.08 — 7.31 (m, 2 H), 7.36 — 7.51 (m
2 H). °C NMR (75 MHz, DMSOsg) & ppm 24.3, 33.6, 113.9, 115.3, 115.5, 130.91,
130.93, 131.3, 131.4, 160.2, 163.4, 220.8.
2-(2,3,4,5,6-pentafluorbenzyl)malononitril (111j)

Pripraven z 2,3,4,5,6-pentafluorobenzaldehydu (metfod#®,73 g (60 %), mp 95-98
°C (MeOH/H0). MS (-APCI,m/z): 244.84H NMR (300 MHz, DMSOds) & ppm
3,55 (s).

2-(2-chloro-6-fluorbenzyl)malononitril (111k)

Pripraven z 2-chloro-6-fluorobenzaldehydu (metoda®Y5 g (72 %), mp 119-120
°C. MS (-APCI,m/2: 206.94, 208.93'*H NMR (300 MHz, DMSO#dg) & ppm 3.55
(dd,J=7.3, 1.4 Hz, 2 H), 5.15 (8=7.4 Hz, 1 H), 7.24 - 7.39 (m, 1 H), 7.39 - 7.56 (m
2 H). °C NMR (75 MHz, DMSO¢s) 3 ppm 21.9, 26.3, 26.4, 113.4, 114.6, 114.9,
120.1, 120.3, 125.82, 125.87, 131.1, 131.3, 134.82,89, 159.5, 162.8.
2-(2-fluorbenzyl)malononitril (1111)

Pripraven z 2-fluorobenzaldehydu (metoda B). 0,60@ %), mp 68-70 °C. MS (-
APCI, m/2: 173.01.*H NMR (300 MHz, DMSO#ds) 3 ppm 3.41 (dJ=6.7 Hz, 2 H),
5.14 (t,J=6.9 Hz, 1 H), 7.16 - 7.34 (m, 2 H), 7.36 - 7.55, @nH). °C NMR (75
MHz, DMSO-ds) & ppm 23.4, 28.02, 28.05, 113.8, 115.4, 115.7, 12125,
124.74,124.78, 130.3, 130.1, 131.7, 131.8, 13%D,2.

2-(2-nitrobenzyl)malononitril (111m)

Pripraven z 2-nitrobenzaldehydu (metoda B). 0,97 § ¥8), mp 85-86 °C. MS (-
APCI, m/2: 199.99.'H NMR (300 MHz, DMSOsg) & ppm 3.73 (dJ=7.5 Hz, 2 H),
5.23 (t,J=7.4 Hz, 1 H), 7.57 - 7.74 (m, 2 H), 7.77 - 7.91 (nH), 8.16 (d,J)=8.2 Hz,

1 H). *C NMR (75 MHz, DMSOdg) & ppm 23.3, 32.0, 113.7, 125.4, 129.5, 129.9,
133.1, 134.2, 148.5.

2-(4-trifluormethylbenzyl)malononitril (111n)

Pripraven z 4-trifluormethylbenzaldehydu (metoda 8)62 g (55 %). MS (-APCI,
m/2): 222.87.*H NMR (300 MHz, DMSO#dg) & ppm 3.48 (dJ=6.9 Hz, 2 H), 5.18 (t,
J=7.0 Hz, 1 H), 7.62 (d]=8.0 Hz, 2 H), 7.78 (d]=8.0 Hz, 2 H)*C NMR (75 MHz,
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DMSO-ds) & ppm 23.8, 33.9, 113.7, 122.2, 125.3, 125.4, 12K°8,8, 128.2, 128.6,
130.2, 139.4.

2-(3-trifluormethylbenzyl)malononitril (1110)

Pripraven z 3-trifluormethylbenzaldehydu (metoda 8)54 g (48 %). MS (-APCI,
m/z): 222.93H NMR (300 MHz, DMSO#dg) 8 ppm 3.49 (dJ=6.9 Hz, 2 H), 5.18 (t,
J=7.1 Hz, 1 H), 7.59 - 7.75 (m, 3 H), 7.79 (s, 1 HE NMR (75 MHz, DMSO#dg) &
ppm 23.8, 33.9, 113.7, 122.2, 125.3, 125.4, 1258,8, 128.2 128.6, 130.2, 139.4.
2-(2-trifluormethylbenzyl)malononitril (111p)

Pripraven z 2-trifluormethylbenzaldehydu (metoda 8)72 g (64 %). MS (-APCI,
m/2): 229.94H NMR (300 MHz, DMSO#dg) & ppm 3.54 (dJ=7.6 Hz, 2 H), 5.22 (t,
J=7.6 Hz, 1 H), 7.49 - 7.64 (m, 1 H), 7.65 - 7.88, @nH). *C NMR (75 MHz,
DMSO-ds) & ppm 23.4, 31.0, 113.5, 122.2, 125.8, 126.1, 126,2, 126.3, 127.5,
127.9, 128.6, 131.5, 132.5, 132.8.

2-(3-methoxybenzyl)malononitril (111q)

Pripraven z 3-methoxybenzaldehydu (metoda A). 0,387 %). MS (-APCIl,m/2:
184.96.*H NMR (300 MHz, DMSO#dg) 3 ppm 3.31 (d, J=6.9 Hz, 2 H), 3.76 (s, 3 H),
5.11 (t, J=7.2 Hz, 1 H), 6.85 - 7.01 (m, 3 H), 7(30 1 H).**C NMR (75 MHz,
DMSO-ds) 6 ppm 24.1, 34.5, 55.0, 113.1, 114.0, 115.0, 121129,6, 136.1, 159.2.
2-(2-methoxybenzyl)malononitril (I1Ir)

Pripraven z 2-methoxybenzaldehydu (metoda A). 0,587 %). MS (-APCIl,m/2:
184.98."H NMR (300 MHz, DMSO#dg) & ppm 3.30 (d, J=6.9, 2 H), 3.81 (s, 3 H),
5.02 (t,J=7.2 Hz, 1 H), 6.96 (td)=7.4, 0.9 Hz, 1 H), 7.05 (d=8.0 Hz, 1 H), 7.24-
7.41 (m, 2 H)C NMR (75 MHz, DMSOds)  ppm 22.7, 29.8, 55.3, 111.0, 114.0,
120.3, 122.2, 129.6, 130.8, 157.2.

Obecna @iprava 4-aryl(methyl)-1H-pyrazol-3,5-diaminu (1V)

2,5 mmol benzylmalononitrilu se rozpusti v MeOH (@), prida se 2,75 mmol
NoHs*H,0 a refluxuje se do vymizeni vychozi latky na T{4Caz 9 hodin). Poté se
MeOH odpd@i na RVO a zbytek se rozets 20 ml DCM. Krystalky se odsaji a
promyji 2x 20 ml DCM. Surovy produkt se rekryst@ize smisi MeOH - AcOEt.
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4-[(3,5-diamino-1H-pyrazol-4-yl)methyl]fenol (IVa).

Pripraven z 2-(4-hydroxybenzyl)malononitrilu (111&),31 g (60 %), mp 203-205 °C.
MS (+APCI,m/2: 205.8."H NMR (300 MHz, DMSO#dg) & ppm 3.37 (s, 2 H), 4.21
(NH), 6.61 (d,J=8.2 Hz, 2 H), 7.00 (dJ=8.2 Hz, 2 H), 9.51 (OH)*C NMR (75
MHz, DMSO-ds) 6 ppm 26.1, 87.4, 114.7, 129.0, 132.4, 149.2, 155.0.
4-(4-nitrobenzyl)-1H-pyrazol-3,5-diamin (IVb)

Pripraven z 2-(4-nitrobenzyl)malononitrilu (1l1b).Z8 g (47 %), mp 155-156 °C. MS
(+APCI, m/2: 234.06.'H NMR (300 MHz, DMSO¢s) & ppm 3.65 (s, 2 H), 4.43
(NH), 7.48 (d,J=8.7 Hz, 2 H), 8.11 (d}=8.7 Hz, 2 H)X*C NMR (75 MHz, DMSO-
ds) d ppm 21.3, 85.3, 123.1, 129.2, 145.4, 149.5, 151.2.
4-(2,6-dimethylbenzyl)-H-pyrazol-3,5-diamin (I\Vc)

Pripraven z 2-(2,6-dimethylbenzyl))malononitrilu @)l 0,15 g (29 %), mp 170-173
°C. MS (+APCI,m/2: 217.14.XH NMR (300 MHz, DMSO¢g) & ppm 2.24 (s, 6 H),
3.48 (s, 2 H), 6.98 — 7.03 (m, 3 KC NMR (75 MHz, DMSO€g) & ppm 19.8, 22.6,
83.4, 125.8, 127.9, 136.4, 136.5, 148.7.
4-(2,6-dichlorbenzyl)-H-pyrazol-3,5-diamin (IVd)

Pripraven z 2-(2,6-dichlorobenzyl)malononitrilu (J)Id0,38 g (59 %), mp 182-190
°C. MS (+APCl,mfz): 257.07; 258.95H NMR (300 MHz, DMSO€g) & ppm 3.74
(s, 2 H), 4.26 (NH), 7.13 — 7.33 (m, 1 H), 7.44 {@8.0, 2 H)*C NMR (75 MHz,
DMSO-ds) d ppm 24.1, 83.3, 128.4, 134.7, 135.7, 148.9.
4-(3-nitrobenzyl)-1H-pyrazol-3,5-diamin (IVe)

Pripraven z 2-(3-nitrobenzyl)malononitril (llleR,42 g (72 %), mp 147-149 °C. MS
(+APCI, m/z): 234.14.*H NMR (300 MHz, DMSOsg) 3 ppm 3.67 (s, 2 H); 4.71
(NH); 7.47 - 7.59 (m, 1 H); 7.71 (d=7.6 Hz, 1 H); 8.00 (dJ}=7.6 Hz, 1 H), 8.09 (s,
1 H). *C NMR (75 MHz, DMSOdg) & ppm 26.4, 85.7, 120.5, 122.7, 129.3, 135.3,
145.2, 147.7, 149.6.

4-(4-methoxybenzyl)-H-pyrazol-3,5-diamin (I1Vf)

Pripraven z 2-(4-methoxybenzyl)malononitrilu (111),48 g (88 %), mp 143-145 °C.
MS (+APCI, m/z): 219.12*H NMR (300 MHz, DMSO¢s) & ppm 3.43 (s, 2 H); 3.69
(s, 3 H); 4.22 (NH); 6.79 (d, J=8.6, 2 H); 7.13 J¢8.6, 2 H)}*C NMR (75 MHz,
DMSO-ds) d ppm 26.0, 54.9, 87.2, 113.3, 129.0, 134.3, 141%4,1.
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3-[(3,5-diamino-1H-pyrazol-4-yl)methyljfenol (1VQ)

Pripraven z 2-(3-hydroxybenzyl)malononitrilu (I11d),34 g (68 %), mp 217-219 °C.
MS (+APCI,m/z): 205.16H NMR (300 MHz, DMSO€g) 8 ppm 3.44 (s, 2 H), 4.33
(NH), 6.52 (dd, J=7.8, 1.7, 1 H), 6.63 (s, 1H),68(8, J=7.3, 1 H), 7.01 (t, J=7.8, 1
H). 3C NMR (75 MHz, DMSOsd;)  ppm 26.9, 86.6, 112.4, 115.2, 118.9, 128.8,
143.8, 149.5, 157.2.

4-(3-fluorbenzyl)-1H-pyrazol-3,5-diamin (IVh)

Pripraven z 2-(3-fluorobenzyl)malononitrilu (11h},23 g (44 %), mp 123-124 °C.
MS (+APCI,m/z): 207.12XH NMR (300 MHz, DMSO€g) & ppm 3.52 (s, 2 H), 4.37
(NH), 6.92 (td, J=8.6, 2.3, 1 H), 7.01 (d, J=1Q.6&), 7.08 (d, J=7.6, 1 H), 7.19 -
7.30 (m, 1 H)XC NMR (75 MHz, DMSOedg) & ppm 26.6, 86.25, 111.7, 112.0,
114.6, 114.8, 124.2, 124.3, 129.5, 129.7, 145.8%.,8D, 160.5, 163.8.
4-(4-fluorbenzyl)-1H-pyrazol-3,5-diamin (Vi)

Pripraven z 2-(4-fluorobenzyl)malononitrilu (111,26 g (52 %), mp 150-152 °C.
MS (+APCI,m/z): 207.10*H NMR (300 MHz, DMSO€g) & ppm 3.49 (s, 2 H), 4.36
(NH), 7.04 (t, J=8.9, 2 H), 7.16 — 7.33 (m, 2 H{C NMR (75 MHz, DMSOds) &

ppm 26.0, 86.8, 114.3, 114.6, 129.7, 129.8, 138.38,73, 149.3, 158.8, 162.0.
4-(2,3,4,5,6-pentafluorbenzyl)-H-pyrazol-3,5-diamin (1Vj)

Pripraven z 2-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzyl)malondluitfillj). 0,23 g (33 %), mp
200-202 °C. MS (+APCin/z): 279.05H NMR (300 MHz, DMSOds) & ppm 3.60
(s, 2 H), 4.24 (NH)**C NMR (75 MHz, DMSO#dg) 5 ppm 14.4, 83.5.
4-(2-chloro-6-fluorbenzyl)-1H-pyrazol-3,5-diamin (IVk)

Pripraven z 2-(2-chloro-6-fluorobenzyl)malononitriiik). 0,39 g (66 %), mp 161-
168 °C (MeOH, ACOEt). MS (+APCi/2): 241.02, 243.01*H NMR (300 MHz,
DMSO-ds) 3 ppm 3.61 (dJ=2.0 Hz, 2 H), 4.48 (NH), 7.08 - 7.23 (m, 1 H), &2

7.39 (m, 2 H)*C NMR (75 MHz, DMSOds) 3 ppm 18.8, 18.9, 84.2, 114.2, 114.5,
125.4,125.5, 126.4, 126.6, 128.3, 128.4, 133.9,0,.349.0, 159.4, 162.6.
4-(2-fluorbenzyl)-1H-pyrazol-3,5-diamin (1VI)

Pripraven z 2-(2-fluorobenzyl)malononitrilu (11110,34 g (67 %), mp 150-151 °C.
MS (+APCI,m/2): 207.15XH NMR (300 MHz, DMSO#dg) & ppm 3.55 (s, 2 H), 4.35
(NH), 6.78 - 7.32 (m, 4 H)*C NMR (75 MHz, DMSO€s) & ppm 19.7, 19.8, 84.2,
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114.5, 114.7, 123.9, 124.0, 127.2, 127.3, 128.8,71230.22, 130.28, 149.6, 158.8,
162.0.
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5. Zaver

Byla vypracovana itkrokova syntéza derivat 4-aryl(methyl)-H-pyrazol-
3,5-diaminu(lV), ktera vychazi z komén¢ dostupnych derivatbenzaldehydyl).
Celkem bylo pipraveno dvanact pyraZol(IVa-l) reakci aryl(methyl)malononitil
(IlMa-1) s NNH4*HO v methanolickém roztoku. PyrazolyvVm-r), piipravované
z nitrila (Illm-r), byly identifikovany ve srési na zaklad HPLC-MS, ale nepod#o
se je izolovat a charakterizovat na zakl&MR spekter. Aryl(methyl)malononitrily
(INa-j,n-r) byly ptipraveny ve dvou krocich. Nejprve se kondenzacéhaidi (la-
j,n-r) s malononitrilem v fitomnosti katalytického mnoZzstvi piperidindigravily
derivaty aryl(methylen)malononitril@lla-j,n-r) . Nenasycené nitrilylla-j,n-r) pak
byly bez izolace redukovany pomoci NafHN v piitomnosti AcOH na nasycené
nitrily ~ (llla-j,n-r) . Aryl(methyl)malononitrily (lllb,k-m)  byly pripraveny
alternativnim postupem tak, Zéigusné aldehydy byly refluxovany v ethanolickém
roztoku s ekvivalentnim mnozstvim malononitrilu iatdyl 1,4-dihydropyridin-3,5-
dikarboxylatu(V).

R R R
i iv
—_— —_—
o)
NC CN HoN

0] ii i (D) (V) kl_

NH,

J

ITr=z

(I NC CN

i) malononitril, diethyl 1,4-dihydropyridin-3,5-dékboxylat, EtOH, reflux
i) 1% piperidin, THF, rt, 24h iiij) NaBECN, AcOH, THF, rt, 4h iv)
N,H,*H,0, MeOH, reflux.
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U pripravenych derivdit pyrazolu (IVa-l) byla studovana inhibni aktivita
na CDK2/cyklinE a antiprolifeki aktivita na nadorové linie K562 (myelogenni
leukémie) a MCF7 (rakovina prsu). Enzymova aktiwijda testovanaip maximalni
koncentraci inhibitoru 10QuM, pri téchto koncentracich nebyl ani jeden z pyrézol
(IVa-l) W&inny inhibitor. Taktéz zadny z pyrazo(IVa-l) nevykazoval cytotoxicitu
na nadorove linie K562 a MCF7.

4-arylazo-H-pyrazol-3,5-diaminy(VI) jsou pongrné UEinnymi inhibitory
CDK Y, neji&inngj&i z nich(VIl) inhibuje CDK2/cyklinE v koncentraci 3,6M a
také vykazuje antiprolifegmi aktivitu na nadorové linie K562 a MCF7. 4-
aryl(methyl)-H-pyrazol-3,5-diaminy (IVa-I) jsou nedinné jak na CDK, tak

na nadorové hiky. Z tchto fakfi Ize vyvodit za¥r, Ze zaminou azo skupiny

za methylenovou skupinu u diskutovanych latek seugmn aktivita jak na CDK, tak

na nadorové hiky.

R R

NH2 Pokles CDK a antitumor. aktivity, INH,
/
NH NH
/ -/

H,N HoN

(V1) (V)
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