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1. Uvod

Cilem ptedlozené prace je syntéza aminopyrazolii s potencidlni biologickou aktivitou,
které jsou pfipraveny Suzuki — Miyaurovou reakci. Jedna se o cross — couplingovou reakci,
ktera je v organické chemii pomérné hodné vyuzivana, protoze dochazi ke tvorbé C-C vazby.
To umoziiuje usnadnéni syntézy a snizeni poctu reak¢nich krokti. Reak¢nimi partnery jsou
boronové kyseliny nebo estery, a halogenidy. Suzukiho reakce probiha v pfitomnosti baze za
pouziti katalytického mnozstvi palladia. Katalytické systémy se skladaji z palladia a ligandu,
nekteré skupiny katalyzatord, které vznikly obménou ligandd, jsou popsany v teoretické ¢asti.

Syntéza novych pyrazoli s moZznou biologickou aktivitou se odrazi od derivatu
aminopyrazolu, CAN508 (obrazek 1), ktery byl objeven pii rutinnim testovani v Laboratofi
rustovych regulatord UP. Jednd se o selektivni inhibitor CDK s preferenci pro CDK9-
cyklin T1. Cyklin-dependentni kinazy jsou skupinou enzymu, které hraji dulezitou roli
v regulaci bunééného cyklu a jejichz pozménéna aktivita mize zpisobit az rakovinné bujeni.
Inhibice téchto enzymi se stala cilem vyvoje novych chemoterapeutik, z nichz se nékteré
dostaly do II nebo III faze klinického testovani, napfiklad roscovitin
(rakovina plic) nebo dinaciclib (leukémie).

Na zacatku této prace je potieba optimalizovat Suzuki — Miyaura cross — coupling
a najit vhodné podminky pro pribéh reakce aminopyrazolu nesouciho nesubstituovanou NH
a NH; skupinu a p-tolylboronové kyseliny. Po nalezeni vhodnych podminek pro efektivni
prubéh reakce budou provedeny couplingové reakce Sdal$imi aryl-, heteroaryl-
a styrylboronovymi kyselinami a syntetizovany nové aminopyrazoly.

Posledni cast bakalarské prace se zabyva testovanim pfipravenych aminopyrazolii na

inhibici CDK2-cyklin E a tyrosinového enzymu AbI, a to ve spojitosti s antiproliferacni

N\
| N

/
N“NL

NH,

aktivitou potencialnich inhibitorti téchto enzym?.

HO CANS508

Obrazek 1. Selektivni inhibitor CDK



2. Teoreticka cast

V nasledujici kapitole je uvedena Suzuki - Miyaurova cross couplingova reakce, ktera
je v dnesni dobé velmi vyuzivana a stale zkoumana. Tato reakce umoziuje syntézu Siroké
Skaly sloucenin, v piipad¢ heterocyklickych struktur se casto jedna o latky vyuzivané
v agroprimyslu ¢i farmacii. Jsou popsany katalytické systémy, skladajici se z palladia
a linagdu, které jsou nezbytné pro pribéh reakce a jsou rozdéleny do dvou podkapitol na
zéklad¢ pouzitych ligandd. Dalsi kapitola se zabyva problematikou vyuziti dusikatych
heterocyklll jako substratl pro Suzuki coupling. Posledni ¢ast je vénovana vyvoji inhibitori

cyklin-dependentnich kinas, kterymi mohou byt mimo jiné i diamino-substituované pyrazoly.
2.1. Suzuki — Miyaurova reakce

Palladiem katalyzované cross-couplingové reakce boronovych kyselin S organickymi
elektrofily jsou v dnesni dob& hojné uzivany pro tvorbu C-C vazby. * Tato reakce, probihajici
za mirnych podminek, tolerujici nejriznéjsi funkéni skupiny a reaktanty, je stereo- a regio-
specificka, je vhodna pro tvorbu nejriznéjsich biarylli. Zaznamenany jsou vysoké vytézky
produkta.

Suzukiho reakce je u¢innym nastrojem organické syntézy, ktera je Siroce vyuzivana pro
tvorbu vazby uhlik-uhlik. Svym uplatnénim spada od totalni syntézy piirodnich produktd,
pres modifikace heterocyklii pro medicinalni chemii, az po pfipravu latek pro materialovou
chemii. % 3Jedna se o reakci alkyl-, alkenyl- & aryl- boronovych kyselin nebo jejich esteri
s alkyl-, alkenyl- nebo aryl- halogenidy a pseudohalogenidy, ktera je katalyzovana palladiem
a probiha v pfitomnosti baze. »* * ° Tato reakce ma mnoho vyhod: probiha za mirnych
reakénich podminek, mulze byt provadéna ve vodnych roztocich, ® dochazi k tvorbd
netoxickych nebo malo toxickych produkti a meziproduktl, vykazuje vysokou toleranci
k funkénim skupinam a je pomémé snadné odstranit vedlejsi produkty z reakéni smési. '
Navic jsou boronové kyseliny, jez se pii reakcich vyuzivaji, snadno dostupné, netoxické

a stabilni vii¢i vzdusné vlhkosti.
2.1.1. Mechanismus Suzuki — Miyaurovy reakce

Katalyticky cyklus cross-couplingu s organickymi halogenidy se nejlépe popisuje na

komplexu palladia, viz schéma 1. ® Katalyticky cyklus zagina oxidativni adici halogenidu 1 na



palladium 2 za tvorby organopalladnatého komplexu Ar-Pd-X 3. Po oxidativni adici nasleduje
vyména halogenidového iontu z komplexu 3 na organopalladnaty alkoxid Ar-Pd-OR nebo
hydroxid Ar-Pd-OH 4, to zaleZi na pouzité bazi. Tyto alkoxidy nebo hydroxidy 4 jsou
reaktivnéjsi nez odpovidajici organopalladnaté halogenidy 3. Vznikly alkoxid ¢i hydroxid 4
nasledné podléha transmetalaci pii rekaci s organoboronovou kyselinou, pfi které vznika novy
organopalladnaty komplex 5. Poslednim krokem katalytického cyklu je reduktivni eliminace,
pii které dochazi k regeneraci katalyzatoru a tvorbé C-C vazby vzniklého produktu 6.

Mechanismus oxidativni adice i reduktivni eliminace byl dikladné zkoumén a v dnesni
dobé je jiz poméms dobie pochopen. * ° Mnohem méné je viak znama transmetalace a jeji
pfesny mechanismus je stale zkouman. Usuzuje se, ze transmetalace probihda mechanismem

nukleofilni substituce a roli elektrofilu hraje organopalladnaty komplex 4. ™

Schéma 1. Katalyticky cyklus Suzuki — Miyaurovy reakce

1
Ar-Ar Ar-X
6 1
Pd (0)
Reduktivni eliminace 2 Oxidativni adice
Ar-Pd-Ar’ Ar-Pd-X
5 3
o
B(OH), NaOH
9 Ar-Pd-OH
Transmetalace 4 NaX
NaOH o QH
Ar'B(OH), HO—I_|3>—Ar1
7 OH X =Cl, Br, |
8

Schéma 1 rovnéZ ukazuje, Ze pro katalyticky cyklus jsou potieba dva ekvivalenty baze.
Prvni ekvivalent baze se vyuziva pti vymeéné halogenu a tvorbé organopalladnatého alkoxidu
¢i hydroxidu 4. Tyto komplexy jsou pfi transmetalaci reaktivnéj$i, coz potvrzuje fakt, ze
vazba Pd-O je polarngjsi nez Pd-halogen a elektrofilita komplexu Ar-Pd-OH je vys$si nez Ar-
Pd-halogen, ¢imz je usnadnéna transmetalace. Druhy ekvivalent baze je pouzit na tvorbu
komplexu boru, a protoZze boronova kyselina zde plni roli Lewisovy kyseliny, vznika
tetravalentni boronovy komplex 8. ° Toto schéma jasné ukazuje, pro¢ pokusy O Cross-

coupling bez pritomnosti baze vétsSinou selhavaji.



2.2. Katalytickeé systémy

Pro pribéh Suzukiho reakce je nezbytné pouziti katalyzatoru, ktery se sklada z ligandu
a prechodného kovu, coz byva v pifipadé Suzukiho reakce nejCastéji palladium.
Nejpouzivangjsim Pd (0) katalyzatorem je Pd(PPhs)s, ktery byl Siroce vyuzivan v zacatcich
Suzuki reakce a stale lze pro vétSinu béznych reakci pouzit. Dal§imi hojné vyuzivanymi
katalyzatory jsou Pd(dba), nebo Pd(dba);-CHCI;. Vhodné je také pouziti komplexu Pd (1),
napi. Pd(PPhg),Cl,, PdCl, a Pd(OAc),. Pti pouziti téchto komplexi je potieba redukovat
neaktivni pre-katalyzator Pd (II), napt. pfebytkem organokovu, aby vznikl aktivni pre-
katalyzator Pd (0). % Aktivita Kkatalytickych systém@ je znaén& ovlivnéna stereo-
elektronickymi vlastnostmi ligandu. Zastupcem klasického ligandu je trifenylfosfin PPhg,

v

vyhodng&jsi jsou vsak elektronové bohaté nebo stericky objemné fosfiny (napt. dialkyl biaryl

1213 trialkyl fosfiny ** nebo bidentatni ligandy na bazi difosfint, dusikatych

fosfiny
heterocyklti, nebo aminofosfinii), vyuZivané jsou i N-heterocyklické karbeny (NHC). *° Vybér
vhodného katalytického systému ligand-prekatalyzator byva pracny, Casto je potieba reakci

optimalizovat.

2.2.1. Katalyzatory zaloZeny na Pd (0) nebo Pd (II) derivatech a elektronové bohatych a

objemnych fosfinech

Klasickymi ligandy pro Suzukiho reakci jsou tfivazné derivaty fosforu (fosfiny) nesouci
alkyl nebo aryl substituenty. VySe zminény trifenylfosfin (PPhs) je takovym prototypickym
reakci: to je reakce zahrnujici per-fluorované boronové kyseliny, heterocyklické aryl
halogenidy nebo aryl boronové kyseliny, dale pak stericky naro¢né aryl halogenidy nebo aryl
boronové kyseliny. Pro tyto pfipady je tfeba pouZit efektivnéjsi ligandy.

Pro Suzukiho reakci obecné plati, ze efektivni ligand se vyznacuje vyssi elektronovou
hustotou a vétsi sterickou narocnosti kolem heteroatomu — fosforu. Proto jsou tak vyhodné
alkyl fosfiny pisobici kladnym indukénim efektem. Kdyz se k tomu pfictou jesté sterické
efekty objemnych alkyll, vysledné trialkylfosfiny vykazuji velkou efektivitu pro cross-
couplingové reakce. Piikladem vhodnych alkylovych zbytkti mize byt isopropyl, tert-butyl,
cyklohexyl, cyklopentyl nebo adamantyl. Reprezentativni vzorce elektronové bohatych

a stericky objemnych fosfinli zobrazuje obrazek 2.
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Obrazek 2. Elektronové bohaté a stericky objemné fosfiny

Problematickymi substrdty pro cross — couplingové reakce jsou heteroatomické
slouceniny, a to ztoho divodu, Ze se tyto substraty mohou vazat na kovova centra
katalyzatoru a tim tvofit neaktivni komplexy. ** *" V minulosti byly heteroaryl chloridy,
nesouci funkéni skupiny s kyselym protonem, napt. -OH, -COOH, -SH a -NH;, povazovany
za nevhodné partnery couplingu a pro uspéSny prubéh reakce vyzadovaly protekci vyse

1617 K atalytické systémy, které popsal Guram dokazi efektivné

zminénych funkénich skupin.
katalyzovat 1 Suzukiho reakce mezi substrat obsahujici OH, NH; a podobné funkéni skupiny,
véetné reakci heterocykll. Jednd se o komplexy palladia a dialkylfenylfosfinii

obecného vzorce PAClL,{PR,(Ph-RH}, 11 - 16

Schéma 2. Syntéza komplexii PACL,{PR,(Ph-R")},

R? R2
HPR, 10
R! Br R PR,
Pd kat.
R? NaO'Bu R2
9 A 1
\ PdCl,(COD)
R? R?
R C R
R R—Pd—P R
R ¢ R
R, R?
12: R = tBu, R' = CF;, RZ = H 15: R = tBu, R’ = OMe, R? = H
13: R = tBu, R' = H, R = H 16: R = tBu, R' = N(Me),, R =H
13: R=Cy, R' =H, R = H 16": R = Cy, R' = N(Me),, RZ=H

14: R = tBu, R' = OMe, R2 = OMe

Prekatalyzatory PACL{PRy(Ph-R1}, 12 - 16 byly piipraveny ve dvou krocich
(schéma 2). Prvnim krokem byla reakce komeréné dostupnych aryl bromida 9 s di-tert-butyl
fosfinem 10 nebo dicyklohexyl fosfinem 10" za katalyzy palladiem. Vzniklé
dialkylfenylfosfiny 11 byly podrobeny reakci s PACl,(COD) za vzniku prekatalyztatora 12 -

11



16, 13", 16". Pripravené komplexy PdCl,{PR2(Ph-R1)}, 12 - 16 byly navrzeny s tim cilem,
aby se provéiil vliv substituentu na aromatickém jadie (Ph-R') na efektivitu ligandu pro
Suzukiho reakci. Takto byly provéieny neutralni substituenty (-H), substituenty od¢erpavajici
elektrony (-CFs) a substituenty dodavajici elektrony (-NMe, a OMe). * 7
Na modelové reakci 2-chlor-m-xylenu 17 a p-tolylboronové kyseliny 18 byla hodnocena
aktivita pfipravenych prekatalyzatord 12 — 16, 13", 16" (schéma 3). Katalytickd aktivita
jednotlivych prekatalyzatori stoupala s rostouci bazicitou (respektive nukleofilitou)
fosfinového ligandu. Katalyzator 12, ktery nese na fenylu CF; skupinu snizujici elektronovou
hustotu, vykazoval nejnizsi konverzi zadaného produktu, zatimco katalyzator 16, obsahujici
na fenylu NMe, substituent zvySujici elektronovou hustotu, vykazoval nejvyssi konverzi.
Analogické katalyzatory (13 vs 137, 16 vs 167), nesouci tert-butyl nebo cyklohexyl,
znamenaly pro modelovou reakci srovnatelné vysledky. 16,17
Schéma 3. Hodnoceni katalytické aktivity PdCI{PRa(Ph-RY)}, prekatalyzdtorii pro cross —

couplingové reakce aryl chloridii

2 ekv. K,CO3
1 mol % kat.
o+ vore ) .
dioxan/voda
100°C,5h

17 18 19
kat. = 12, konverze 65 % kat. = 15, konverze 85 %
13, konverze 67 % 16, konverze 90 %
13’, konverze 71 % 16°, konverze 84 %

14, konverze 75 %

Pro efektivni prib&éh Suzuki — Miyaura cross — couplingovych reakci, zahrnujicich
Sesti¢lenné heteroaryl chloridy nesouci substituenty jako —SR (schéma 4), -NH; (schéma 5),

-OR, a také pcticlenné heteroaryl halogenidy 18, 19

(schéma 6), byl nejvhodnéj$im
prekatalyzatorem komplex 16. Tento komplex umoznoval nejrychlejsi prubéh reakce
s nejvyssi konverzi produktu (89 — 99 %), ma vysokou toleranci k chelatujicim substratim
(napf. 4-aminopyridin) a rovnéZ neni nachylny k deaktivaci katalytického komplexu vlivem
heteroatomickych sloucenin.

Schéma 4. Suzuki — Miyaurova reakce pyrimidinu za katalyzy prekatakyzdtoru 16

2 ekv.K,CO3
0.1 mol % 16
- toluen/voda
N p)—Cl + (HO),B
N reflux 12 h
99 % vytezek
S
\ 1.2 ekv.
20 21 22

12



Efektivitu ligandu 16 dokazuje i to, ze se stal po vydani publikace komeréné dostupny,

prodava se pod nazvem A-Phos. %%

Schéma 5. Suzuki — Miyaurova reakce pyridinu za katalyzy prekatakyzdatoru 16

NH 2 ekv.K,COg3
2 1 mol % 16 NH,

— toluen/voda
\ 7 cl + (HO),B CF3 \ 7/ CF3
N reflux 12 h N

92 % vytezek
1.2 ekv.

23 24 25

Schéma 6. Suzuki — Miyaurova reakce pyrazolu za katalyzy prekatakyzatoru 16

2 ekv.K3POy N
1 mol % 16 | \N

/
N toluen/voda /
N + HO B—< >—O
| % (HO) \ reflux 12 h
Br
26

93 % vytezek
1.2 ekv.

27 28

—0Q

Od roku 1998 je Buchwaldovym tymem intenzivné zkoumano pouziti dialkylbifenyl
fosfinovych ligandu (obrazek 3), pro které se posléze vzil nazev Buchwaldovy ligandy,
respektive Buchwaldovy fosfiny. Tyto byly a jsou uspésné pouzivany pro celou fadu aplikaci,
nejen pro Suzukiho reakce, ale naptiklad i Sonogashirovu reakci, Heckliv coupling, nebo
Buchwald-Hartwigovu aminaci. Obecnou strukturu Buchwaldovych ligand, mozné mista pro

modifikace a jejich vliv na katalyzu shrnuje obrazek 3. 20

- Substituent udrzuje konnformaci R,P,
urychluje reduktivni eliminaci.

R4
p/R - Alkyl skupiny zvysuji elektronovou hustotu na fosforu,
-R', R? £ H zabranuje \R zvysuji rychlost oxidativni adice.
cvklometalaci. zvviuie stabilitu R1\ /R2 - Objemnejsi R usnadnuje reduktivni eliminaci.
yromeiaiact, zvystie stabii. - Pro vy&si vytezky reakci je R = Cy lepéi nez R= tBu
- R', R = objemné skupiny,
napr. iPr [

R3

R3 £ H, obvykle pro usnadneni syntézy (XPhos)
Obrazek 3. Struktura dialkylbifenyl fosfinii a viiv substituentit na ucinnost katalyzy pri
pouZiti téchto ligandu 20

13



O PCy, POY2 O PCy
Me,N ! iPr O iPr MeO ! OMe

iPr
29 30 31
DavePhos XPhos SPhos

Obrazek 4. Buchwaldovy ligandy zalozeny na 1-di(cyklo)alkylfosfinbifenylu

Fosfin 29 (DavePhos, obrazek 4) je velmi dobry ligand pro Suzukiho reakci pii
laboratorni teploté jak u elektronové bohatych, tak deficientnich aryl chlorid. 21 Jeden
z hlavnich katalytickych komplexti pro Suzuki coupling neaktivovanych aryl tosylat a aryl
boronovych kyselin vznikl slou¢enim 2 mol % Pd(OAc), a 5 mol % ligandu 30 (XPhos,
obrazek 4). % Pfi vylepSeni sterickych a elektronovych vlastnosti dialkylbifenyl fosfini byl
ziskan ligand 31 (SPhos, obrazek 4), ktery byl uspé$né pouzit v kombinaci s Pd(OAC); a pii
couplingu elektronové bohatého aryl chloridu 32 a velmi branéné 2,4,6-
triisopropyl(fenyl)boronové kyseliny 33 v toluenu pii 100 — 110 °C v piitomnosti KsPO4-H,O

jako baze (schéma 7). 23

Schéma 7. Suzuki coupling elektronové bohatého aryl chloridu a stéricky branéné boronové

kyseliny
cl B(OH 31, 1 mol % Pd(OAc), .
. ( )_2 3 ekv. KHgPOy . H,0 MeQ iPr
ipr iPr toluen
MeO OMe 20h
iPr 99 % vytezek MeO iPr
32 33 34

Katalyticky systém slozeny z ligandu 31 a Pd(OAC), v molarnim poméru 2.5:1 je velmi
ucinny pii cross-couplingu neaktivovanych aryl bromidi 35 a 2-metyl nebo 2-fenyl
boronovych kyselin 36 (schéma 8). Cross — couplingovd reakce milZze probihat jiz
s mnozstvim 10 ppm Pd, coz je nejmensi mnozstvi katalyzatoru, které kdy bylo pouZito pii
couplingovych reakcich o0-substitovanych boronovych kyselin a neaktivovanych aryl
bromid. >

Suzuki — Miyaura cross — couplingové reakce nestabilnich boronovych kyselin (napf.
polyfluorofenyl- a 2-heteroaryl- boronovych kyselin) a (hetero)aryl halogenidu a triflatt jsou

velmi zajimavé pro syntézu farmaceutickych a agrochemickych produkti. Tyto reakce
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obvykle probihaji pii zvysené teploté¢ a pro reakéni dobu typicky vyzaduji nékolik hodin.
Problémem nestabilnich boronovych kyselin je jejich rychly rozklad a deboronace v bazickém
prostiedi. 25,26

Schéma 8. Suzuki coupling neaktivovanych aryl bromidu a 0-substituovanych boronovych
kyselin p7i pouziti ligandu 31

B(OH), 2 ekv. K3POy4
0.001 mol % Pd(OAc),

Br Y 31:Pd = 2.5:1
+ -0
toluen \
tBu

100 °C, 24 h
85-89 % vytezek Y

Y = Me, Ph
35 36 37

Protoze pouziti Pd(OAc), nebo Pd(dba), neposkytlo uspokojivé vysledky, bylo potieba
najit katalyticky aktivni prekatalyzator, ktery rychle a za mirnych podminek generuje
efektivni katalyzator Ligand-Pd(0). Prekatalyzator 38 (obrazek 5) je excelentnim zdrojem
katalyticky aktivniho LPd(0) komplexu, nicméné je jeho aktivace slabou bazi pomala
a probiha pouze pii zvysené teploté a jeho syntéza je slozita. 2’ Prekatalyzator 41 je pro dané
reakce vhodnéjsi, vyssi acidita vazby Pd-amin umoznuje aktivaci komplexu témét okamzité
a pfi pokojové teploté. Syntéza 41 je snadnd a rychld, prekatalyzator vznika reakci Pd(OAc),
a 2-aminobifenylu 39, nasledovanou piidavkem LiCl a ligandu XPhos (schéma 9). %

XPhos™ G NH2
cl
38

Obrazek 5. Prekatalyzator 38

Schéma 9. Syntéza prekatalyzatoru 41

Pd(OAc), 1. LiCl, aceton, rt
) e —— O
60 °C AcO-Pd-NH, 83 %

N
NH ok ), XPhos-Pd-NH
cl

39 - 40 - 41

Pti pouziti prekatalyzatoru 41 jsou umoznény Suzuki — Miyaura reakce nestabilnich

boronovych kyselin (napt. 42) a celé skaly (hetero)aryl halogenidu a triflatd diky tomu, Ze
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reakce probiha velmi rychle a pti pokojové teploté nebo pii 40 °C. Za takovych podminek je

deboronace potladena a zadany produkt je ziskan s vysokym vyt&zkem (schéma 10). %

Schéma 10. Coupling nestabilni difluorfenylboronové kyseliny 42 a aryl halogenidu 43

F 2 ekv. K3PO,4 F
2 mol % 41
B(OH), + m@om O O OMe
THF
F

rt, 30 min F
vytezek 95 %
42 43 44

Dalsi skupinou latek, pro kterou byly hledany nejefektivnéjsi katalytické systémy, byly
dusikaté heterocykly nesouci pomérné kyselou NH skupinu. Cross-couplingové reakce
dusikatych heterocyklti byly realizovany s prekatalyzatory 41 a 42 (obrazek 6), a dale
s Pd,(dba)s a PA(OAc). Nejvyssi vitézky byly dosazeny pii pouziti prekatalyzatort 41 a 42. %

|O Cl |O
PCy2

|
Pd—L
g NH, R! g R’
R2
41 (L = XPhos)
42 (L = SPhos) XPhos (R' = R2 = iPr)

SPhos (R' = OMe, R? = H)
Obrazek 6. Prekatalyzatory 41 a 42

Cross-coupling 3-chloroindazolti 43 a boronovych kyselin 44 (schéma 11), probiha
nejlépe v pfitomnosti prekatalyzatoru obsahujici SPhos 42, byly ziskdny nejvyssi vytézky
a dochédzelo k nejmensi mife protodeboronace. Tento katalyticky systém je vhodny pro

Suzukiho reakce jak elektronové bohatych aryl halogenidi, tak boronovych kyselin. 28

Schéma 11. Suzuki coupling 3-chloroindazolii 43 a boronovych kyselin za pouZiti

prekatalyzatoru 42

2 ekv. K3PO,
Cl 2-35%42 Ar
X\ dioxan/H,0 A\
| N + Ar-B(OH), | N
A Z~N 100 °C, 15-20 h AN
R H 87-96 % vytezek R H
43 44 45
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2.2.2. Katalytické systémy zaloZeny na Pd(0) nebo Pd(Il) derivatech a N-
heterocyklickych karbenovych ligandech

N-heterocyklické karbeny (NHC), napi. imidazol-2-ylideny (obrazek 7), jsou moznou
alternativou $iroce vyuzivanych fosfinovych ligandi v homogennich katalyzatorech. * Diky
tepelné stabilit¢ vazby Pd-NHC nevyzaduje katalyticky komplex piebytek ligandu,
elektronové bohata povaha NHC zvysuje rychlost oxidativni adice a sterickd narocnost
ligandu usnadniuje tvorbu katalyticky aktivniho komplexu NHC-Pd(0) a zvySuje rychlost
reduktivni eliminace. *

rR-NN-R

NHC

Obrazek 7. N-heterocykllické karbeny (NHC)

Komplexy imidazol-2-ylidenti, napi. IMes 46 nebo soli 47a a 47b (obrazek 8) jsou
aktivnimi katalyzatory reakci aktivovanych a deaktivovanych aryl chloridi a arylboronovych
kyselin. Pro efektivni aktivaci elektro-neutralnich a elektronové bohatych aryl chloridii v§ak
tyto katalytické systémy vyzaduji teploty vySsi nez 75 °C. 31 IMes 46 je méné stabilni vici
vzdu$né vlhkosti nez odpovidajici imidazolinova sil 47a a 47b, proto jsou pievazné tyto soli

30, 31

hojné vyuzivany jako ligandy v katalytickém komplexu s Pd. Typicka reakce

katalyzovana in  situ  pfipravenym komplexemz Pdy(dba); a ligandu 47a

v ptitomnosti Cs,COj3 je zobrazena na schématu 12.

Me Me Me Me
|t (O
N\/N N\/N
Me o Me Me X Me
Me Me Me Mg
46 47a: X = Cl
47b: X = BF,

Obrazek 8. Ligandy na bdzi NHC
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Schéma 12. Cross — couplingovd reakce za pritomnosti ligandu 47a na bdzi N-
heterocyklickych karbenii

2 ekv. Cs,CO3

OMe
3.0 mol % 47a
Gl MeO B(OH)2 1.5 mol % Pd,(dba);
+ O
Me dioxan
80°C, 1.5 h
48 49 91 % vytezek 50

Komplex ptipraven z Pdy(dba); a imidazolinové soli 47a nebo 47b se vyuziva pro
pfipravu mnoha purinovych derivati cross-couplingovou reakci chloropurini 51

a boronovych kyselin 52 (schéma 13). *?

Schéma 13. Syntéza C2 substituovanych purinii Suzuki couplingovou reakci pouzitim NHC

ligandu 26a

2 ekv. Cs,CO3
1.5 mol % Pd(dba),

N
N/\/EN\> ©/B(OH)2 3 mol % 47a NI/\/[ S
| + ~
Cl)\N/ H dioxan, 80 °C ©)\N N
51 53

12h
52

vvvvvv

velmi zajimavé je vyuZiti ve vodé rozpustnych NHC. ** Ve vod& rozpustné NHC lze ziskat
napiiklad zavedenim sulfonové kyseliny do struktury ligandu. Ptiklady hydrofilnich ve vodé
rozpustnych NHC a jejich syntézu ukazuje schéma 14, *

Komplexy 55 a 56 jsou nerozpustné ve vétSiné organickych rozpoustédel (aceton,
vétsina alkohol, THF, DCM), ale jsou rozpustné ve vode, metanolu a DMSO. Ve vod¢ jsou
stalé pii neutrdlnim pH, ale v pfitomnosti vzduSného kysliku se rozkladaji a ztraceji
katalytickou aktivitu; proto je vétSina reakci s Pd-NHC provadéna pod inertni atmosférou.
Existuji vSak 1 ptfipady, kdy nebyla pii aerobnich podminkach ve vodnych roztocich
pozorovéna ztrata katalytické aktivity. >

Na modelové reakci (schéma 15) jsou znazornény podminky cross — couplingovych
reakci s vyuzitim katalytického komplexu 55, ktery je aktivnéjsi nez komplex 56. Tyto reakce
probihaji pfi teplotach 60 — 100 °C a s nizkym mnoZzstvim NHC-Pd katalyzatoru (0.1 mol %
Pd). 43
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Schéma 14. Syntéza ve vode rozpustnych NHC komplexii

Na*

54

PdCl,
NaCl
NaHCO3 N
—_— Na
DMSO (Na%)s 0,38
48 h, 90 °C
(Na®); |.

iPr —_ iPr
Vo ai
iPr T iPr SOy
CI—F’Id'CI
(¢]]

55

PPhs DMSO
rt

Schéma 15. Syntéza bifenyli Suzuki — Miyaurovou reakci pri pouziti komplexu 55

zdroj aktivniho komplexu NHC-Pd(0), Cili na prekatalyzator. Pro reakce malo stabilnich
boronovych kyselin je potieba generovat katalyticky aktivni komplex NHC-Pd(0) rychle a za
mirnych podminek, k tomu slouzi prekatalyticky systém obsahujici jak NHC, tak palladium,
které se zde obvykle naléza v oxidacnim stavu 2. Nejb&znéjsim systémem tohoto typu jsou
takzvané palladacykly, tedy organokovové heterocykly obsahujici palladium v ramci jednoho
z kruhti. Vhodnou volbou a optimalizaci palladacyklu 1ze docilit toho, Ze NHC palladacyklus
je schopen jiz za velmi mirnych podminek uvolnit atomérni Pd(0), a to reduktivni eliminaci ¢

vazby. Ptiklad ptipravy takového palladacyklu 61 z octanu palladnatého, acetanilidu 60

Vyvoj v oblasti NHC ligandl se neomezil jen na samotny ligand, nybrZ i na vhodny

57

ow{ o+ wore{)

0.1 mol % 55
3 ekv. NaOH
H,O/iPr-OH 1.2 : 0.8 (v/v)

60 °C,6h
100 % konverze

58

a ligandu 55 je vyobrazen ve schématu 16. %3
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Schéma 16. Syntéza prekatayzatoru 62

o ,
1. Pd(OAc),, TFA-dioxan, o/ iPr
70 °C, 4h NN
H 2. NaCl, H,0, 15 min T
iPr iPr
g _
. , Pd—Cl
o 3. iPr — iPr 0
N< N M
2 ekv. + X ”
60 pr O o -

62
K,COj, CH3CN, 80 °C, 2.5 h 77 % vytezek

Katalyzator 62 naptiklad umoznuje pribéh Suzukiho reakce pfi teploté 0 °C, kterd pfi
mnozstvi katalyzatoru 5 mol % a reakénim case Ctyf hodin prob¢hla témét kvantitativné
(schéma 17). %8 Jedna se o historicky prvni ptiklad Suzukiho reakce, ktery probihal pfi teploté

nizsi nez je laboratorni teplota.

Schéma 17. Cross — couplingova reakce deaktivovaného p-chloranisolu a fenylboronové

kyseliny pri 0 °C za katalyzy 61

2-5 mol % 62
2 ekv NaOH
THF/MeOH
MeOOCI + <i>fs(ow)2 MeO
0-5°C
4 hod
63 64 97 % vytezek 65

2.3. Problematika kompatibility Suzukiho reakce a dusikatych heterocykli

Heterocyklické slouceniny obsahujici v aromatickém kruhu dusik jsou €asto soucasti
biologicky aktivnich molekul a cela skala 1é¢iv obsahuje pyrazoly, imidazoly, benzimidazoly,
indoly a indazoly. % Proto je velice uZite¢né mit v repertoaru metodu, ktera by umoznila
takovéto slouceniny modifikovat nebo inkorporovat do jinych struktur pomoci Suzukiho
reakce. AvSak vétSina couplingovych reakci ztroskotava v pfitomnosti kyselé NH skupiny,
reakce dosahuji nizkych vytézka a pro prubéh reakce jsou casto vyzadovany protekéni
skupiny chranici endocyklicky dusik NH azoll. 39-41 py porovnani couplingil

substituovanych (66b) a nesubstituovanych (66a) analogii dusikatych heterocykld je ziejmé,
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ze pti podminkéch, kdy ostatni Suzukiho reakce probihani s vysokymi vytézky, heterocykly
s neochranénou NH skupinou (66a) neposkytuji Zadny produkt (schéma 18). 2

Schéma 18. Suzuki — Miyaura cross — coupling chranéného a nechraneného 3-chloroindazolu

2 mol % 41
\
N K3POy4, THF
N 40°C,4h
R

\

B(OH), N
R
66a: R=H 67 68a: R=H 0 % konverze
66b: R = Bn 68b: R =Bn 89 % konverze

Tento jev, kdy nékteré dusikaté heterocykly nereaguji podle ocekavani byl dlouho
znam, avSak az Buchwald se jej rozhodl studovat do detailu. Z toho diivodu experimentoval
sreakci 6-chlorindolu 69 a fenylboronové kyseliny 70. Pfi standardnich podminkach
probihala reakce 6-chloroindolu s vysokym vytézkem, pii ptidavku aditiv jako indazol 72
nebo benzimidazol 73, byla tvorba produktu inhibovana; indol 74 pribéh reakce nijak

neovlivnil (schéma 19). 2

Schéma 19. Viiv aditiv na pritbéh Suzuki — Miyaura reakce

2 mol % 41 N\
B(OH), 2 ekv. K3PO4
N
d|oxan/voda H
60°C,2h
1 ekv. aditivum 71

R R L e e e T e
'
= @C @ > @@
|
1 74
H <5% konverze <5 % konverze 100 % konverze
'
'
{

Vysledky z vyse popsaného experimentu (schéma 19) koreloval Buchwald s hodnotami
disocia¢nich konstant danych heterocyklt. SpiSe indikativnim, nez definitivnim zavérem pak
bylo, ze ¢im kyselejsi je N-H vazba heterocyklu, tim roste jeho inhibi¢ni t¢inek na Suzukiho
reakci. Predpokladem je, Ze deprotonovana forma (konjugovana baze) ma vyssi afinitu
k palladiu a vytvofi s nim katalyticky neaktivni komplex. Tim bylo vysvétleno, pro¢ indazol

a benzimidazol m¢li vyznamny inhibi¢ni efekt na reakci 6-chlorindolu 69 s fenylboronovou
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kyselinou 70, zatimco efekt indolu byl minimalni, pro srovnani jsou uvedeny hodnoty pKa

vybranych heterocykli (obrazek 9).

N N N
A\ : N N
OOy [w] © O Oy OO
N N N N
H -

14

16.97 15.7 4 14.21 13.86 12.86

Obrazek 9. Hodonoty pKa dusikatych heterocyklii ve vode

Pii snaze charakterizovat struktury potencidlnich inhibitorii katalytického cyklu byl
pripraven a izolovan komplex 75, ktery obsahoval indazol jako miistkovy ligand. Dimerni
komplex 75 je mozno ptipravit z [SPhos(Pd)PhCI] 76 nebo [SPhos(Pd)PhOH] 77, komplex
vznika jiz béhem 20 minut pii laboratorni teploté s vytézkem 63 %, respektive 82 % (schéma
20). Na modelovych reakcich bylo potvrzeno, Ze komplex 75 je katalyticky neaktivni, coz

potvrzuje hypotézu o inhibici Pd tvorbou komplexu s dusikatymi heterocykly. 22

Schéma 20. Tvorba dimerniho komplexu 75 z 76 nebo 77

Ph
; y C
Cy Ph /) -yCy l OMe

' |
Cy~p—pd—X

MeO K-indazolid Q OMe F?'Pd\ \Pdf Me
THF, r.t.,, 20 min /= N—N \
MeO MeO
Ph
X = CI (76)
X =0H (77) 75

Inhibi¢ni efekt azold nezavisi zdaleka jen hodnoté pKa vazby N-H, ale i na sterickych
efektech. Naptiklad pfi reakci 4-chlorindazolu byla pozorovana niZzsi konverze nez pii pouZiti
Produkty, které nemohou ze sterickych divodu tvofit dimerni struktury (3-chloroindazol),
inhibuji couplingovou reakci mnohem méné, nez 4-chloroindazol, kterému sterické vlastnosti
ve tvorbé dimeru nebrani. Obrazek 10 ukazuje rozdil mezi dimernim komplexem, ktery by
vznikl ze 4-substituovaného indazolu (78) a 3-substituovanych azold (79) a vysvétluje
snadnost, respektive obtiznost tvorby mistkovych komplextd v zavislosti na sterickych

vlastnostem substratd. V piipad¢ 4-substituovanych azolii (80) je umoznéna snadnd tvorba
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palladnatého komplexu, ¢imz dochazi k inhibici Suzukiho reakce, a proto jsou napiiklad

pyrazoly tak problematickymi substraty pro cross-couplingy. %

Ph ,r:/ \\ql Ph
U
A B !4% \
/) C|\ -N‘N/
Pd

N—=N SPh cl.. N=N  SPhos
CI\P d by os Pd pg SPhow [ Sphos
SPhos” \ 1 Cl SPhos” \ i Cl \ Pd;
N—N — NN cl
/
thw. ?
s Ph
Ph >
78 79 80

Obrazek 10. Potencidlni sterickd interakce dimerii 4-substituovaného indazolu (78), 3-

substituovanych azolii (719) a 4-substituovaného pyrazolu (80)
2.4. Vyvoj inhibitori cyklin-dependentnich kinaz

2.4.1. Cyklin-dependentni kinazy

Protein kinazy jsou jednim z Castych farmakologickych cilii pro vyvoj 1é¢iv lidskych
chorob, véetné riznych rakovinnych a neurodegenerativnich onemocnéni. Cyklin-dependentni
kindzy (CDK) jsou tfidou serinovych a treoninovych protein kindz, které hraji hlavni roli
v regulaci bunééného cyklu. Aktivita CDK zavisi na pfitomnosti regulacnich proteindi, neboli
cyklint, jejichz exprese je peclivé kontrolovana b&hem rtiznych ¢asti bunééného cyklu. 43
Deregulace CDK, spojena se ztratou kontroly nad bunéénym cyklem a pozménénou CDK
aktivitou, souvisi s mnoha fyziologickymi stavy a mtize vyustit v rakovinné bujeni. Proto Ize
ocekavat, Ze inhibice CDK poskytuje efektivni metodu pro kontrolu rakovinného bujeni
a jedna se o u¢innou zbran pii chemoterapii a rozvoji novych 1éCiv. 43

Vyvoj bunééného cyklu zavisi na aktivit¢ CDK1, CDK2, CDK4 a CDK6. Vstup do
S faze podporuje CDK4 v komplexu s cyklinem D1, D2 nebo D3, a zarovein CDK2-cyklin E,
coz vede k fosforylaci a inaktivaci retinoblastomového proteinu (pRb). * CDK2-cyklin A
a CDK1-cyklin A provézeji buiiku S fazi a CDK1-cyklin B je zodpovédny za mitosu. * %
CDK-specifické inhibitory vyvolavaji apoptézu potlacenim transkripce, nebo naruSenim
bun&éného cyklu. *’ Aktivita téchto kiniz je uzce regulovana na nékolika stupnich, a to

prostiednictvim interakce s pozitivnimi a negativnimi partnery, aktivaci fosforylaci nebo
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defosforylaci a zménami v jejich nitrobunééném umisténi. Naruseni regulace bunécného
cyklu je spojeno s pozménénou, ¢asto zvysSenou aktivitou CDK a muze vést az ke vzniku
rakoviny.

V poslednich letech bylo identifikovdno mnoho ucinnych a selektivnich inhibitora
cyklin dependentnich kinaz. Tyto inhibitory se skladaji ze strukturné odliSnych planarnich
heterocyklt, které vstupuji do aktivni €asti enzymu a soupefi o aktivni misto s ATP, coz je
demonstrovano enzymovou kinetikou nebo analyzou kokrystalu inhibitor-CDK2. Anti-CDK
lé¢iva vykazuji vyborné inhibiéni vlastnosti vi¢i rakovinnym buiikam jak in vitro, tak in vivo
a n€kolik z nich je hodnoceno v klinickém testovani jako nova generace protirakovinnych

chemoterapeutik. *®
2.4.2. Vybrané inhibitory cyklin-dependentnich kinaz

Selektivni CDK inhibitory mohou slouzit jako potencialni terapeuticka léciva proti
nadorové invazi a metastazim. * Bylo identifikovano né€kolik strukturné odlisnych sloucenin,
které maji schopnost blokovat CDK fosforylaci. %0-52 Prototypickou latkou pro syntézu
ucinnych inhibitort CDK byl pyrazol 81(obrazek 11), ktery zptsobuje slabou inhibici CDK2-
cyklin E.

HaNL i
N. , / N
~N
©/ NH,
81

Obrazek 11. Struktura slabého inhibitoru CDK2-cyklin E, pyrazolu 81, ktery slouzil jako

vychozi latka pro syntézu ucinnéjsich CDK inhibitorii

4-hydroxy derivat pyrazolu 81, pyrazol CANS508, je kompetitivnim inhibitorem CDK2-
cyklin E vzhledem k ATP a je nejefektivngj$Sim inhibitorem z pfipravené série latek vuci
CDK9-cyklin T1 s ucinkem v submikromolarni koncentraci (ICsg = 0.35 puM). Syntéza
CANS508 je zobrazena na schématu 21. Bunécna aktivita CAN508 ma vliv na antiproliferacni
aktivitu lidskych nadorovych bunécnych linii, ostatni derivaty vykazuji pouze mirny vliv

a jejich slaba aktivita je srovnatelna s olomoucinem, znamym, ale slabym inhibitorem CDK1
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a CDK2. * * Derivaty substituovany objemnymi aryly (sulfonamidy, bis-azo derivaty)
vykazuji bud’ velmi nizkou nebo zadnou antiproliferacni aktivitu, zatimco nékteré pyrazoly
s malymi 4-aryl postrannimi fetézci poskytuji meéfitelné ICso hodnoty. Selektivni inhibitor
CAN508 neovliviiuje bunécny cyklus na rozdil od méné selektivniho CDK inhibitoru
roscovitinu, ktery blokuje jak GI1-S, tak G2-M piechody. Latka CANS508 je schopna
ovlivitovat aktivitu CDK4 a CDK2 v buiice a je také u&inna vici CDK7 a CDK9. 48

Schéma 21. Syntéza CDK inhibitoru CAN508

.
. CHA(CN), N=( N2Hs NN
HO—@NEN HO—@N\ CN ————> N
CH3COO" H N

82 83 HoN

CAN508

Dinaciclib (Merck, SCH727965) a palbociclib (Pfizer, PD-0332991) (obrazek 12) jsou
inhibitory CDK nové generace, které nedavno pokrocily do III faze klinickych testd chronické
lymfocytické leukemie. > Prvni generace CDK inhibitort, jako flavopiridol 84, roscovitin 85,
SNS-032 °® a PHA-793887 °' (obrazek 12) byly pi klinickém testovani zastaveny béhem faze
I nebo III. Na rozdil od nich je SCH727965 velmi u¢inny a selektivni inhibitor CDK2,
CDKS5, CDK1 a CDK9 s hodnotami ICsp = 1, 1, 3, a 4 nmol/L, tedy nizkou nanomolarni
antiproliferaéni aktivitou vici vétsing nadorovych bungk. °*® *° Palbociclib PD-0332991 je
selektivni inhibitor CDK4 a CDK6 v mikromolarni koncentraci. ®® SCH727965 se vaZe na
ATP spletitou siti vazebnych interakci, coz vysvétluje jeho vysokou Uc¢innost a selektivitu
vici CDK2. Porovnanim s flavopiridolem 84 pfi stejnych podminkach, je SCH727965 stejné
ucinny inhibitor CDK1 a CDKO9, ale 12 a 14 krat silngjsi inhibitor vi¢i CDK2 a CDKS.
rozdil od flavopiridolu 84, ktery inhibuje celou fadu protein kinaz, coz prispiva k jeho
slabému terapeutickému indexu. Pfi testovani SCH727965 na antiproliferacni aktivitu
nadorovych bunéénych linii, mimo jiné rakovinu plic, prostaty, slinivky, lymfom a leukémie,
se nezjistila selektivita vici specifickému nadorovému onemocnéni, SCH727965 vykazuje
Sirokou antiproliferacni aktivitu na velky rozsah nadord. Celkové se jednd se o ucinnéjsi

inhibitor CDK nez flavopyridol 84 a vykazuje také vyssi toleranci, ¢ili nizsi toxicitu. %8
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Obrazek 12. Struktura CDK inhibitorii, které byly klinicky testoviny
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3. Vysledky a diskuze

Nasledujici kapitola pojednava o ptipravé pyrazola (88-90 a 92-93) a jejich vyuziti jako
vychozich latek pro Suzukiho reakci. Text je ¢lenén do podkapitol, které jsou vénovany
halogenaci methyl- a fenyl- derivata pyrazolt, optimalizaci Suzuki couplingu, studiu
dehalogenace pyrazolu 88, syntéze aminopyrazoli 95a — 959 Suzuki — Miyaurovou reakci,
protekci amino skupin a tvorbé N-ochrdnénych pyrazoll a ptfipravé boronovych sloucenin
anasledné couplingové reakci s ochranénym pyrazolem 99. Posledni kapitola je
vénovana biologickému testovani pfipravenych aminopyrazolli. Jsou zminény podminky
jednotlivych krokd, jako je rozpoustédlo, teplota a reakéni doba. V textu je popsana purifikace

ptipravovanych latek a jejich vytézek.
3.1. Priprava derivatua 4-halogen-3-methyl-1H-pyrazol-5-aminu (88-90)

4-halogen-3-methyl-1H-pyrazol-5-aminy byly piipraveny halogenaci (elektrofilni
substituci) komeré¢né dostupného pyrazolu 86. Byla zkouSena bromace, chlorace a jodace
pyrazolu 86 do polohy C4. Takto pfipravené pyrazoly byly nasledné vyuzity jako vychozi
latky pro Suzukiho reakci.

Pro zavedeni bromu do polohy C4 se osvédCily tyto metody: bromace komeréné
dostupného pyrazolu 86 bromem nebo reakce tohoto pyrazolu s fenyl trimethylammonium
tribromidem (schéma 22). Bromace pyrazolu 86 elementarnim bromem probihala v roztoku
acetonitrilu a brom byl do reakéni smési ptikapavan za chlazeni, protoze se jednalo
0 exotermickou reakci. Po ustaleni teploty byla smés michana pfi laboratorni teploté a byla
dokoncena po tfech hodinach. Izolace a purifikace pyrazolu 88 zahrnovala neutralizaci
reakéni smési, extrakci do ethyl acetatu, chromatografickou separaci a naslednou
rekrystalizaci produktu ze smési toluen-petrolether. | kdyz se reakce neobesla beze ztrat,
probéhla s dobrym vytézkem 59 %.

Reakce pyrazolu 86 a fenyl trimethylammonium tribromidu byla realizovana pfi
laboratorni teploté a podle HPLC byla reakce dokonéena po jedné hodiné. Izolace pyrazolu 88
zahrnovala neutralizaci reak¢ni smési, extrakci do ethyl acetatu a rekrystalizaci zddaného
produktu ze smési dichlormethan-toluen. Protoze se podafilo ziskat produkt ve vysoké Cistoté
a svelmi dobrym vytézkem 76 % bez nutnosti chromatografické separace,

byla tato metoda povazovana za vyhodnéjsi oproti reakci s kapalnym bromem.
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Schéma 22. Zavedeni bromu do polohy C4 3-methyl-1H-pyrazol-5-aminu: bromace, reakce

s fenyl trimethylammonium tribromidem
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Pro chloraci pyrazolu 89 byly zvoleny tfi metody, z nichZ pouze jedna vedla k izolaci
chlorsukcinimidem v acetonitrilu, pii které se vSak vyskytl problém s odstranénim
sukcinimidu, ktery byl jednim z meziprodukti. Sukcinimid se nepodafilo detekovat na
tenkovrstvé chromatografii pomoci béznych vizualizaénich ¢inidel (anisaldehyd, manganistan
draselny, jod, fosfomolybdenova kyselina), ani jej odstranit rozpusténim ve vodé. Jak se
pozdé&ji ukézalo, byl i znec€istény pyrazol 89 ve vod¢ rozpustny. Vznikajici sukcinimid bylo
mozné jen stéZi odstranit extrakei, chromatografii a krystalizaci, navic bylo pfi chromatografii
potieba izolovat pouze Uzké rozmezi frakci, aby se sukcinimid v produktu nevyskytoval. Az
kombinaci téchto metod se podafilo ziskat Cisty pyrazol, ale pouze s mirnym vytézkem 55 %.

Dalsi chloracni ¢inidlo, které bylo pouzito pro pfipravu pyrazolu 89, byl chlornan
sodny. Tato exotermicka reakce byla realizovdna za chlazeni a po ustileni teploty byla
michana po dobu 24 hodin pfi laboratorni teploté. Ani po této dobé vSak nedochézelo
k odreagovavani vychozi latky 86 a konverze produktu se upravou poméru vychozi latky
a chlornanu sodného také nezlepsila. Protoze se nenasly vhodné podminky pro efektivni
pribéh této chlorace, produkt nebyl izolovan a nésledné bylo od tohoto postupu upusténo.

Posledni zvolenou metodou zavedeni chloru do polohy C4 bylo pouZiti sulfurylchloridu.
Podle analogické reakce s fenyl derivatem 91 (viz kapitola 3.2.) bylo stanoveno, ze je
vyhodna ptfitomnost dvou ekvivalenta sulfurylchloridu. V pribéhu experimentu vznikala
necistota, jez se objevovala v témért stejném retenénim Case jako pyrazol 89 (obrazek 13). Pii
chromatografické separaci ani nasledné rekrystalizaci se nepodafilo reakéni smés vycistit
a pyrazol 89 nebyl ziskan v dostate¢né Cistoté. Proto byla po sérii neuspésnych purifikaé¢nich
procesti zvolena prvni metoda (chlorace N-chlorsukcinimidem) s55 % vytézkem jako

dostacujici.

28



Schéma 23. Chlorace 3-methyl-1H-pyrazol-5-aminu: reakce s N-chlorsukcinimidem,

chlornanem sodnym a sulfurylchloridem.
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Obrazek 13. Vznik pyrazolu 89 a nezndamé necistoty pri chloraci pyrazolu 86 pouzitim SO,Cl,

Jodace C4 polohy pyrazolu 86 byla provedena v acetonitrilu s N-jodsukcinimidem
(schéma 24). Po extrakci reakéni smési do ethyl acetatu nebyl odstranén dostatek necistot,
proto byl bazicky pyrazol extrahovan do kyseliny chlorovodikové, vy¢istén aktivnim uhlim
a po neutralizaci extrahovan zpét do ethyl acetatu. Nasledné byl surovy produkt krystalizovan
ze smesi dichlormethan-petrolether, ale stejné jako u analogické reakce s chlorem, byla
zjisténa piitomnost sukcinimidu. V 'H NMR spektru je pro sukcinimid charakteristicky
chemicky posun 2.56 (s, CHy) a 11.07 (s, NH), sukcinimid se ve smési vyskytoval v poméru
1:3.15 k pyrazolu 90, tedy s 24 % zastoupenim, pyrazol 90 zaujimal 66 %. Vznikla smés byla
suspendovana ve vodé, aby se rozpustil pfitomny sukcinimid, pyrazol 90 se vsak podafilo
ziskat jen v nizkém vytézku, pouhych 11 %. Nizka vytéznost této reakce byla zptisobena

ztratami pti mnohonasobné extrakci a ¢astecné rozpustnosti produktu ve vodé. Pii modelovém
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couplingu (viz kapitola 3.3.) se pyrazol 90 jako vychozi latka pfili§ nevyplatil, protoze
primarné¢ dochazelo k dehalogenaci a vzniku pyrazolu 86. Konverze modelové Suzukiho
reakce byla pouhych 12 %, proto bylo od dalsi optimalizace pfipravy jod derivatu pyrazolu 90

upusténo.

Schéma 24. Zavedeni jodu do polohy C4 3-methyl-1H-pyrazol-5-aminu pomoci N-
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3.2. Priprava derivatua 4-halogen-3-fenyl-1H-pyrazol-5-aminu (92-93)

Poté, co byly ziskany 4-halogen-3-methyl-1H-pyrazol-5-aminy (88-90), pfesunula se
pozornost na ptipravu dalsich derivatu, 4-halogen-3-fenyl-1H-pyrazol-5-amint (92-93). Podle
analogickych methyl- derivata (88-90) ptipadaly v tivahu brom- a chlor- derivaty, které se
vyse podafilo pfipravit v dostatecné Cistoté¢ a byly dobrymi vychozimi latkami pro zkousené
cross-couplingové reakce. Ptiprava jod- derivatu nebyla realizovana, protoze Suzukiho
reakce analogického pyrazolu 90 vedla primarné¢ kredukci jodu v poloze
C4 a velmi nizké konverzi produktu.

Pro zavedeni bromu do polohy C4 se osvédc¢ila reakce s trimethylfenylammonium
tribromidem a bromace N-bromsukcinimidem (schéma 25). Reakce
s trimethylfenylammonium tribromidem 87 probihala v acetonitrilu pfi laboratorni teploté po
dobu jedné hodiny. Poté byla reakéni smés byla extrahovana do ethyl acetatu a surovy
produkt byl ¢istén krystalizaci ze smeési dichlormethanu a petroletheru. Prvni krystalizace
odstranila vétSinu necistot, avSak bylo tfeba jeSté jednou produkt krystalizovat ze smési
methanol — voda. Pyrazol 92 je vzhledem k pfitomnosti lipofilniho fenylového zbytku
nerozpustny ve vodé, takze byl po vysuseni ziskan pyrazol 92 ve vysokém vytézku 84 %.

Bromace pyrazolu 91 N-bromsukcinimidem probihala v dichlormethanu pii laboratorni
teploté. Po odreagovani vychozi latky byla smés extrahovana do ethyl acetatu, a CiSténa

chromatograficky. Produkt byl rekrystalizovan ze smési dichlormethan-petrolether a nasledné
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rozmichan ve vodé. Timto byl ze smési odstranén sukcinimid a byl ziskan Cisty pyrazol 91

s dobrym vytézkem 65 %.

Schéma 25. Bromace 3-fenyl-1H-pyrazol-5-aminu: reakce s fenyl trimethylammonium

tribromidem a N-bromsukcinimidem
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Chlorace pyrazolu 91 byla uskute¢néna pomoci sulfurylchloridu (schéma 26). Tuto
reakci bylo nutné nejdiive optimalizovat, zjiStoval se pomér pyrazol 92:sulfurylchlorid,
rozpoustédlo a reakéni doba. Bylo zjisténo, Ze optimalni je pouziti dvou ekvivalentl
sulfurylchloridu, kdy dochéazelo k dobré konverzi produktu. Pii pouziti jednoho ekvivalentu
sulfurylchloridu neodreagovavala vychozi latka, zatimco tii ekvivalenty mély za nasledek
vznik vét§iho mnoZstvi necistot. PouZitd rozpoustédla, chloroform a kyselina octova nemély
na prubéh reakce vliv. Déle bylo zjiSténo, Ze s delSi reakéni dobou vyrazné piibyvalo
vznikajicich necistot. Podle HPLC bylo zji$téno, Ze pro prob&hnuti reakce postacovala doba
jedné hodiny za laboratorni teploty.

Pii izolaci pyrazolu 93 byla nejprve reakéni smés extrahovana do ethyl acetatu a ¢iSté€na
chromatograficky, izolované frakce byly nésledné ¢iStény aktivnim uhlim, aby se zbavily
pritomnych necistot. Izolaci izkého rozmezi frakci se nepodafilo izolovat ¢isty pyrazol 93,
jednalo se o smés dvou latek. Nasledna krystalizace ze smési dichlormethan-petrolether byla

neuspeésna a pyrazol 93 nebyl izolovan.

Schéma 26. Chlorace 3-fenyl-1H-pyrazol-5-aminu sulfurylchloridem
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3.3. Optimalizace Suzukiho reakce

Pro efektivni prub&éh Suzukiho reakce bylo nezbytné optimalizovat podminky na
modelové reakci 4-halogen-3-methyl-1H-pyrazol-5-aminu  (88-90) a p-tolylboronové
kyseliny. Optimaliza¢ni parametry zahrnovaly volbu rozpoustédla, baze a jeji pomér k
vychozi latce, katalytického systému a také piihodnou substituci vychoziho pyrazolu 88
halogenem. Rovnéz byla zjistovana vhodna teplota, pii které reakce probihala s dobrou
konverzi a reak¢ni ¢as. Pfi modelové reakci Casto dochazelo k redukci halogenu v poloze C4
avzniku pyrazolu 86. Tato latka je typickym vedlej$im produktem Suzukiho reakce a pti
optimalizaci byla snaha jeho tvorbu minimalizovat. Konverze jednotlivych latek byla
hodnocena na zaklad¢ integrace ploch signald zjisténych z HPLC analyzy.

Volba rozpoustédel (tabulka 1) zahrnovala tyto polarni rozpoustédla, které se vzdy
kombinovala s vodou: etanol, acetonitril, isopropanol, metanol, dimethylformamid
a tetrahydrofuran (vstupy 1 az 6). Reakce probihaly v tlakové zkumavce v olejové lazni pfi
teploté 90 °C a reakénim ¢ase 20 hodin. Vyplatilo se pouziti soustavy etanol-voda (vstup 1),
kdy dochazelo k 56 % konverzi. V reak¢ni smési vsak ziistavalo malé mnozstvi vychozi latky
a dochazelo k dehalogenaci a vzniku pyrazolu 86 v mnozstvi 29 %. SniZeni konverze
produktu na 22 % bylo zaznamenano pifi pouziti acetonitrilu (vstup 2). Pouziti dalSich
polarnich protickych rozpoustédel, isopropanolu a metanolu (vstupy 3 a 4), nezvysilo
vytéznost reakce, v reakéni smési nedochazelo k odreagovavani vychozi latky a vznikala
velka mnozstvi pyrazolu 86. Produkt vznikal jen ze 17 % v pfipadé metanolu, respektive
14 % spouzitim isopropanolu. Nejméné se osvédCily reakce v tetrahydrofuranu
a dimethylformamidu (vstupy 5 a 6), které¢ vedly primarné k redukci bromu v poloze C4

a vzniku redukovaného pyrazolu 86 v mnozstvi 98 %, respektive 96 %.

Znacny pokles konverze byl zaznamenan pfi sniZzeni reakéni teploty (polozky 7 a 8). Pfi
teploté 40 °C vznikalo pouhych 7 % produktu a ve smési zlstavala témét vyhradné vychozi
latka 88. ZvySeni teploty na 70 °C vedlo k nariistu konverze na 28 %, zaroven byla pfi vyssi
teploté pozorovana zvySena dehalogenace. Naopak zkraceni nebo prodlouzeni reak¢ni doby
220 na 2, 4, resp. 60 hodin nevedlo k vyraznému snizeni, ani zvySeni konverze produktu
(vstupy 9 az 11). Kratsi reakéni €as zplsobil neliplné odreagovavani vychozi latky, delsi

reakéni cas nemél na reakci vliv, nezvysila se vytéznost, ani nepfibyvalo necistot.

32



Tabulka 1. Optimalizace Suzukiho coupingu, rozpoustédla, teplota, c¢as ®

HO‘B/OH K,CO3 2 ekv. H
H,N H Xphos 2 mol % HoN H HaNC N
I/<\N . © Pd(OAC), 1 r'?ol % /@/\“/\/<‘N . \E/<N
X org.rozpouscio
88 94a 95a 86
Vstup  Rozpoustedlo Tﬁfgta Cas [hod] Pmd[[;/':; 9%a Pyr?:/;’]' 8 pyrazol 86 [%]

1 EtOH 90 20 56 15 29
2 MeCN 90 20 22 10 68
3 iPrOH 90 20 14 10 76
4 MeOH 80 20 17 32 51
5 DMF 90 20 4 0 96
6 THF 90 20 0 2 98
7 EtOH 40 20 7 91 2
8 EtOH 70 20 28 55 18
9 EtOH 90 2 41 40 19
10 EtOH 90 4 53 16 29
11 EtOH 90 60 55 13 32

# Reakce byly realizovany za téchto podminek: pyrazol 88 (0.5 mmol), K,CO; (1 mmol), p-tolylboronova
kyselina (1 mmol), organické rozpoustédlo (2 mL), voda (0.5 mL), XPhos (0.05 mmol), Pd(OAc), (0.025 mmol),

michano pod dusikem V olejové lazni. Konverze jednotlivych latek byla zaznamenana pomoci HPLC.

Dalsimi optimalizovanymi parametry byly baze, ligandy a zdroj palladia (tabulka 2). Ze
zvolenych bdzi — uhli¢itanu draselného, uhli¢itanu cesného, fosforecnanu draselného
a fluoridu cesného (polozky 1 az 4) se nejvice vyplatilo pouziti dvou ekvivalent uhli¢itanu
draselného (vstup 1). V tomto pfipadé byla konverze 56 %. Pfi pouziti silngjsi baze, CsCO3
(vstup 2), byl zaznamenan pokles konverze produktu na 36 % a naopak zvySeni podilu
dehalogenace. Dalsi snizeni konverze produktu, na 19 %, bylo pozorovano v pfitomnosti
fosfore¢nanu draselného (vstup 3), kdy dochazelo primarné k redukci bromu. Nejhtie

hodnoceny byl systém s fluoridem cesnym (vstup 4), kdy vreakéni smési navic
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neodreagovavala vychozi latka 88 a konverze byla pouhych 6 %.

Volba ligandu, tedy katalytického systému (vstupy 5 az 9) byla dalsi dulezitou ¢asti
optimalizace. V¢étSina systému byla tvofena uvedenym ligandem a octanem palladnatym,
katalyticky systém vznikl jejich in situ smichanim. Jednim z ptfedpiipravenych katalyzatori
byl PEPPSI, ktery se sestava z palladia i ligandu, dalSim kompletnim katalytickym systémem
byl XPhos Pd G2, ktery rovnéz nevyzadoval piitomnost octanu palladnatého. Pouzité ligandy
jsou znazornény na obrazku 14. Dobrym katalyzatorem byla kombinace butyldi-
adamantylfosfinu (cataCXium A) a octanu palladnatého (vstup 5), produkt vznikal s konverzi
58 %, bohuzel byla tato reakce provazena zvySenou dehalogenaci. Pouziti XPhos v kombinaci
s octanem palladnatym (vstup 1) neumoznovalo Gplné dokonceni reakce, produkt vznikal jen

Z 56 % a ve smési zlstavala vychozi latka.

@\P/\/\ OO PPh, O PCy, PCy,
@ O ‘ PPh,  MeO ‘ OMe iPr O iPr
iPr

cataCXium A BINAP SPhos XPhos
H,N-Pd iPr — iPr
cl’
NYN
PPh P
' P [
Fe T N
| | N
e OO O
iPr
dppf PEPPSI
XPhos Pd G2

Obrazek 14. Ligandy, resp. katalytické systemy vyuzité pri optimalizaci Suzukiho couplingu

Dalsi Buchwaldiv ligand, SPhos (vstup 6), nebyl pro modelovou reakci vhodny,
produkt vznikal jen s 20 % konverzi. Podobné jako u XPhos, dochazelo v ptipad¢ pouziti
2,2’-bis(difenylfosfino)-1,1"-binaftalenu (BINAP) (vstup 7) k neodreagovavani vychozi latky
a k tvorbé pyrazolu 86 ze 45 %, konverze produktu byla pouhych 10 %. Stejny problém se
vyskytl 1 za pouziti katalyzatoru PEPPSI (vstup 8), konverze produktu byla pouhych 34 %.

Ligand na bazi ferrocenu, dppf (vstup 9), se pfili§ neosvéd¢il, vznikalo jen 9 % produktu, ve
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smési zUstavala vychozi latka a primarné dochazelo k redukci bromu a vzniku pyrazolu 86.
Nakonec byl na modelové reakci testovan XPhos Pd G2 (vstup 10), ke kterému byl piidan
dodate¢ny ligand XPhos. Tento systém se pro modelovy coupling velmi osvéd¢il, vykazoval

vysokou konverzi produktu, 93 %, a zaroven malé mnozstvi vznikajiciho pyrazolu 86.

Tabulka 2. Optimalizace Suzukiho coupingu, bdze, ligand, zdroj Pd ®

HO.__OH N H
B 2 N H
HoN H baze ligand | N HzN N,
| /\N + katalyzator % + | y N
Br EtOH/H,0
90 °C, 20 hod
88 94a 95a 86
Vstup Baze Ligand Zdroj Pd Produkt Pyrazol 88 [%]  Pyrazol 86 [%)]
95a [%]

1 K,CO, XPhos Pd(OAC), 56 15 29
2 Cs,CO4 XPhos Pd(OAc), 36 0 64
3 K5;PO, XPhos Pd(OAc), 19 0 81
4 CsF XPhos Pd(OAc), 6 46 48
5 K,CO3 CataCXium A Pd(OAC), 58 0 42
6 K,CO3 SPhos Pd(OAC), 20 28 80
7 K,CO, BINAP Pd(OAc), 10 46 44
8 K,CO, PEPPSI ° - 34 20 46
9 K,CO;5 dppf Pd(OAC), 9 24 67
10 K,CO3 XPhos Xphos Pd G2 93 0 7
11 K,CO;° XPhos Xphos Pd G2 36 0 64
12 K,CO3 ¢ XPhos Xphos Pd G2 31 0 69

& Reakce byly realizovany za t&chto podminek: pyrazol 88 (0.5 mmol), baze (1 mmol), p-tolylboronova kyselina
(1 mmol), EtOH (2 mL), voda (0.5 mL), ligand (0.05 mmol), zdroj Pd (0.025 mmol), michano pod dusikem
Vv olejové lazni pfi teploté 90 °C po dobu 20 hod. Konverze jednotlivych latek byla zaznamenana pomoci HPLC.
® Predpripraveny katalyzator, obsahujici palladium a ligand. ©K,CO; v mnozstvi 3 ekvivalenty. ¢ K,COj

Vv mnozstvi 4 ekvivalenty.

Dale se testovalo, jaké mmnozstvi uhli¢itanu draselného v modelové reakci povede

k nejvyssi konverzi produktu (vstupy 11 a 12). Pfi pouziti dvou ekvivalenti baze byla
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konverze produktu 93 % (vstup 10), zvySovani mnozstvi ekvivalentt vSak nevedlo k narGstu
vytézku. Naopak pouzitim tii ekvivalenti K,COjs (vstup 11) se rapidné zvysilo mnozstvi
vznikajiciho dehalogenovaného pyrazolu 86 na 64 %. Pii reakci se ¢tyfmi ekvivalenty KoCO3
(vstup 12) se pomér vznikajiciho pyrazolu 86 jesté mirné navysil na 69%. Jiz toto zjisténi
ukazovalo, ze mnozstvi a sila pouzit¢ baze mlze mit vliv na rozsah nezadouci vedlejsi
reakce - dehalogenace. Proto se dale pokracovalo se dvéma ekvivalenty uhli¢itanu draselné¢ho
v kombinaci s katalytickym systémem XPhos Pd G2 a pfidanym ligandem XPhos.

Volba substituce vychoziho pyrazolu halogenem a stanoveni vhodné teploty
a rozpoustédla pii modelové reakci vV mikrovinném reaktoru (tabulka 3) byla posledni Casti
celé optimalizace. Tyto reakce byly realizovany Vv tlakovych zkumavkéach, tudiz bylo mozno
pracovat pfi teplotdch nad bodem varu rozpoustédla. Reakce probihaly za vysSich teplot nez
Vv olejové lazni, dochazelo k jejich znaénému urychleni, a tak byly reakéni smési analyzovany
po 20 minutach. Pro vSechny experimenty byl nastaven maximalni vykon reaktoru 300W.
Aktudlni vykon se ménil v zavislosti na tom, aby se udrzela nastavena teplota reakéni smési.
Modelova reakce byla provadéna v etanolu a butanolu (vzdy ve smési s vodou). V piipadé
etanolu bylo zkou$eno rozmezi teplot od 100 °C do 135 °C (vstupy 1 az 6), kdy nejvyssi
konverze 97 % bylo dosazeno za pouziti pyrazolu 88 pravé pii nejvyssi zvolené teploté
135 °C (vstup 6). Pti 100 °C (vstup 1) nedochazelo k odreagovavani vychozi latky, ktera se
vyskytovala v reakéni smési i po 20 minutach reakce a konverze produktu byla 34 %.
Zvysenim teploty na 110 °C (vstup 2) se zvysila také konverze produktu 95a, ktery vznikal ze
74 %, ovSem 1 v tomto piipad€ byla v reakéni smési stdle pfitomna vychozi latka 88. Pii
120 °C (vstup 3) probéhla reakce zcela, problémem byl vznikajici pyrazol 86, ktery vznikal
s 25 % konverzi a produkt 95a s konverzi 75 %. Pii zvySeni teploty na 130 °C (vstup 4) se
pomér produktu 95a a dehalogenovaného pyrazolu 86 nezménil. SniZeni podilu boronové
kyseliny na jeden ekvivalent (vstup 5) zptsobilo také snizeni tvorby produktu 95a na 46 %.
Zbyvajici halogen derivaty (89 a 90) byly rovnéz pouzity jako vychozi latky modelové reakce
pfi teploté 135 °C, ktera se vySe osvédcila (vstupy 7 a 8). Porovnanim konverze jednotlivych
reakci bylo zjiSténo, Ze pyrazol 88 je pro uvedeny Suzukiho coupling nejvhodnéjsi, protoze
dochazi ke tvorbé produktu 95a s excelentni konverzi 97 % a soucasné vznikajici pyrazol 86
se Vv reakéni smési nachazel pouze v mnozstvi 3 %. Pyrazol 89 (vstup 7) byl také velmi
dobrym substratem pro vychozi coupling diky vysoké konverzi na zadany produkt 95a, 94 %,

a nizkému podilu dehalogenace na pyrazol 86. Jod derivat 90 (vstup 8) byl ze zvolené skaly
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nejméné vhodny, po reakci byl ve smési zjistén nadbytek pyrazolu 86 a produkt 95a vznikal

pouze s 12 % konverzi.

Tabulka 3. Optimalizace Suzukiho reakce, mikrovinny reaktor

K,CO3 2 ekv.

Xphos 2 mol % HoN H HoN
Xphos Pd G2 1 mol % N
ji< © °Bgo<§°vzvp%sfﬁﬂ'°
88-90
Vstup X Rozpoustédlo TFE (lgta Boron.kys.(ekviv.) g;(;d[l:/l:'][ 8?/;82[2/'0] Pyr?;%l 8
1 Br EtOH/H,0 100 2 34 19 47
2 Br EtOH/H,0 110 2 74 4 22
3 Br EtOH/H,0 120 2 75 0 25
4 Br EtOH/H,0 130 2 76 2 22
5 Br EtOH/H,0 135 1 46 0 54
6 Br EtOH/H,0 135 2 97 0 3
7 Cl EtOH/H,0 135 2 94 0 6
8 | EtOH/H,0 135 2 12 0 88
9 Br BuOH/H,O 100 2 81 9 10
10 Br BuOH/H,0 110 2 82 6 12
11 Br BuOH/H,O 120 2 83 1 16
12 Br BuOH/H,O 130 2 87 0 13
13 Br BuOH/H,O 150 2- 75 3 22

# Reakce byly realizovany za téchto podminek: pyrazol 88-90 (0.5 mmol), K,CO3 (1 mmol), p-tolylboronové
kyselina (1 mmol), organické rozpoustédlo (2 mL), voda (0.5 mL), XPhos (0.05 mmol), XPhos Pd G2
(0.025 mmol). Reakce probihaly pti vykonu mikrovinného reaktoru 300 W po dobu 20 min. Konverze
jednotlivych latek byla stanovena pomoci HPLC.

Pouzitim pyrazolu 88 v butanolu pii teplotach 100 — 150 °C (vstupy 9 az 13) se
nejvyssiho vytézku, 87 %, dockala reakce pii teplot¢ 130 °C (vstup 12), kdy ve smési

nezustavala vychozi latka a vznikalo pouze 13 % pyrazolu 86. ZvySovani teploty na 150 °C
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(vstup13) meélo za nasledek nartst tvorby pyrazolu 86 (22 %) a konverze na produkt se snizila
na 75 %. Teploty 100 a 110 °C (vstupy 9 a 10) se navzajem velmi nelisily, konverze produktu
95a byla 81 %, resp. 70 % a pyrazol 86 vznikal v mnozstvi 10 %. V obou ptipadech byla ve
smési po probéhnuti reakce pfitomna vychozi latka 88. Pti teploté 120 °C (vstup 11) jiz
dochazelo Kk odreagovavani vychozi latky a 83 % konverzi produktu 95a. Protoze bylo
dosazeno vyssich konverzi v systému etanol — voda, byla tato rozpoustédla vyuzita v dalSich
reakcich.

Timto byla ukoncena optimalizaéni studie s t€émito zjiSténymi podminkami, viz 6. vstup
Vv tabulce 3. Nejvhodnéjsi vychozi latkou byl pyrazol 88, nejlepsi baze a jeji podil byly dva
ekvivalenty uhliitanu draselného ve smeési rozpoustédel etanol-voda (v poméru 4:1)
v mikrovlnném reaktoru pfi teploté¢ 135 °C. Aby doSlo k Giplnému odreagovani vychozi latky,

dostac¢ovala doba 20 minut.

3.4. Studium dehalogenace pyrazolu 88

V prubé¢hu optimalizace Suzukiho reakce byla vzdy pozorovana nezadouci reakce —
dehalogenace v poloze C4 u vychoziho pyrazolu (88-90) a vzniku pyrazolu 86 (v idealnim
piipadé byla tato reakce potlacena na piiblizné 5 %). Z tohoto diivodu bylo potieba zjistit,
pro¢ k dehalogenaci dochazi, a kterymi faktory je tato nezadouci vedlejsi reakce zptsobena.
Za timto uUcelem byly provedeny experimenty, pii kterych byly postupné vynechavany
jednotlivé komponenty Suzukiho reakce (tabulka 4). Pomér pyrazold 86 a 88, a tedy relativni
podil jednotlivych faktorti na dehalogenacni reakci, byl stanoven integraci ploch signali
z HPLC chromatogramu.

Nejprve byly provedeny experimenty, kterych se vedle pyrazolu 88 ucastnila baze
a palladium (vstup 1), respektive baze a boronova kyselina (vstup 2). V obou téchto
experimentech byl veskery vychozi pyrazol redukovan za vzniku pyrazolu 86. Protoze nebylo
jasné, ktera z téchto tii komponent pozorovanou dehalogenaci zptuisobovala, byly provedeny
dalsi pokusy, kterych se vedle vychozi latky ucastnila jen jedna komponenta.

Pyrazol byl postupné podroben zahtati v mikrovinném reaktoru s uhli¢itanem
draselnym (vstup 3), p-tolylboronovou kyselinou (vstup 4) a s XPhos Pd G2 (vstup 5). Bylo
také realizovano zahfivani vychozi latky v samotném rozpoustédle (vstup 6). Samotny
uhli¢itan draselny (vstup 3) zptisoboval 100 % redukci vychozi latky na pyrazol 86. Boronova

kyselina (vstup 4) ve smési zapfi€inila ¢aste€nou dehalogenaci, avSak 86 % pyrazolu 88
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zustavalo ve smési zachovano. Pfi zahtati v pfitomnosti komplexu palladia, XPhos Pd G2
(vstup 5), k redukci témét nedochazelo a ve smési zistala vychozi latka (99 %). Byl testovan
také vliv rozpoustédla (vstup 6), nicméné k dehalogenaci v podstaté nedoSlo (doSlo jen
z1%). Z vySe zjisténych poznatki se usuzovalo, Ze redukci bromu zptsobovala primarné

baze a na dehalogenaci mohla mit ¢astecné vliv také boronova kyselina.

Tabulka 4. Studium dehalgenace pyrazolu 88 viivem baze, komplexu palladia a boronové
kyseliny &

EtOH/H,0
H,N H 300 W, 20 min H,N H
| /\N 135°C | /\N
Br
88 86
Baze XPhosPd  Boronové  Pyrazol 86  Pyrazol 88
Vstup ; 0 9
K,CO; KOH KOAG G2 kyselina [%0] [%]
1 o O O o @] 100 0
2 o O O O o 100 0
3 [ O O O O 100 0
4 O O O O ([ 13 86
5 O O O (] O 1 99
6 O O O O O 1 99
7 O [ J O O O 100 0
8 O O [ J O O 62 38

® omponenta byla pouzita v reakéni smési, © komponenta nebyla poufita. Experimenty byly provedeny
v mikrovinném reaktoru za pti nastavené teploté 135 °C, reakénim ¢ase 20 min a vykonu 300 W. Pyrazol 88 (0.5
mmol) byl rozpustén v systému EtOH (2 mL) — voda (0,5 mL). Jednotliva ¢inidla byla ptidana v nasledujicim
mnozstvi: K,CO3 (1 mmol), p-tolylboronova kyselina (1 mmol), XPhos Pd G2 (0,025 mmol), KOH (1 mmol),
KOAC (1 mmol). Pomér jednotlivych latek byl stanoven pomoci HPLC.

Dalsi experimenty mély objasnit, zdali ma také sila baze vliv na dehalogenaci (vstupy 7
a 8). Reakce se silnéjsi bazi, hydroxidem sodnym, vykazovala 100 % konverzi vychozi latky
na pyrazol 86. Slabsi baze KOAc zpisobovala dehalogenaci pyrazolu 88 s mensi 62 %

konverzi a ve smési bylo i po 20 minutich pfitomno 38 % vychozi latky 86.
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Tato kratka studie odhalila, ze siln&jsi baze (K,CO3; a KOH) zpisobuje dehalogenaci ve
veétsi mife nez baze slabsi (KOAC) a pozorovana redukce halogenu mize byt Castecné
podpotfena boronovou Kyselinou. Protoze by Suzukiho reakce bez piitomnosti baze nemohla
probihat a jelikoz se uhli¢itan draselny ze zkouSenych bazi osvédCil pii modelové
couplingové reakci nejvice, byly optimalizované podminky Suzukiho couplingu nezménény.
Pyrazol 86 je mozné z reakcéni smési odstranit napt. chromatografickou separaci na silikagelu,

nebot’ je jeho reten¢ni faktor (Rf) dostate¢né odlisny od reten¢niho faktoru produkt.

3.5. Syntéza pyrazolu 95a - 95¢

Vyse zjisténé optimalizované parametry byly aplikovany pii syntéze pyrazoli 95a - 959
z pyrazolu 88 a aryl-, heteroaryl- a styrylboronovych kyselin 94a - 94g (tabulka 5). Typickym
vedlej§im produktem téchto reakci byl dehalogenovany pyrazol 86, jehoz mnozstvi se
Vv jednotlivych reakénich smésich témér neliSilo a standardné se pohybovalo kolem 5 %.
Pii provedenych cross-couplingovych reakcich vystupoval pyrazol 88 jako elektrofil
a boronova kyselina byla nukleofilnim partnerem. Byly pouzity boronové kyseliny 94a - 94c
obsahujici substituenty zvySujici elektronovou hustotu aromatického kruhu, konkrétné
obsahujici methoxy skupinu v poloze para 94b a ortho 94c (+M efekt) a methyl skupinu
v poloze para 94a (+I efekt). Tyto reakce obecné probihaly s dobrymi izolovanymi vytézky
mezi 70 az 82 %.

Reakce (E)-(4-methoxystyryl)boronové kyseliny 94d poskytla produkt ve vytézku
84 %. Pii této reakci byla zachovana trans konfigurace styryl skupiny, coz bylo posléze
potvrzeno pomoci 'H NMR analyzy produktu. Naméfen4 interakéni konstanta I mezi
CH=CH byla 16.6 Hz, coz odpovida trans (E) wuspofadani dvojné vazby.

Dalsi pouzita boronova kyselina 94e nesla trifluormethylovou skupinu, kterd vykazuje
silny zaporny induk¢ni efekt a zna¢né snizuje nukleofilni charakter organoboronové funkéni
skupiny. Dale je rovnéZ znamo, ze trifluormethylova skupina od¢erpavanim elektronii snizuje
stabilitu C-B vazby, diky ¢emuz je tato vazba nachylna k protodeborylaci v bazickém

prostfredi.el‘62

Ztejmé i diky tomu byl produkt 95e ziskan jen v nizkém vytézku 30 %.
Heteroarylboronové kyseliny (94f - 949) jsou pomérné nestabilni a v piitomnosti baze
v polarnich protickych rozpoustédlech obecné tihnou k protodeborylaci. ® Reakce pyrazolu

88 a pinakol esteru 5-methylthiofen-2-boronové kyseliny 94f poskytla produkt pouze
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s mirnym vytézkem 57 %. Na druhou stranu cross-coupling furan-3-boronové kyseliny 949

s pyrazolem 88 vedl ke tvorbé produktu 95¢ se 74 % vytézkem.

Tabulka 5. Syntéza pyrazoli 95a-95g *

K2COj3 2 ekv.

H
H Xphos 2 mol % H-oN
H2N N, ,OH Xphos Pd G2 1 mol % 2 | N\N
N+ R_B\OH EtOH/H,0 R Z
Br 300 W, 20 min
T
88 94a-g 95a-g
. Vytézek Boronova Vytézek
Boronova kyselina Produkt v . Produkt n
[%] kyselina [%]
HoN HN
o »: o 9
/
i S o :
94a FsC 94e FsC
95a 95e
H,N
OH HNC NH NH
é , \N S (0] ] /N
o LI e S
~ \ S
(6) 94b ~o 94f
95b 95f
OH HANC  NH i 0 N , NH
B. [N E/g N
OH Y “
@[ 82 9 @ 74
o~ ot OH S
94c O
[ 95c 94g 95g
o HoN NH
HO g~ X 84
OH 94d
o 95d

# Reakce byly realizovany za téchto podminek: pyrazol 88 (1 mmol), K,CO; (2 mmol), boronova kyselina
(2 mmol), etanol (2 mL), voda (0.5 mL), XPhos (0.1 mmol), XPhos Pd G2 (0.05 mmol). Reakce probihaly pti

vykonu mikrovinného reaktoru 300 W po dobu 20 min.

3.6. Protekce amino skupiny pyrazolu 86 nebo 88

Dalsi kapitola této prace byla vé€novéana pfipravé pyrazoli 96 — 99, 101, 102 a 104

S chranénou primarni amino skupinou a pfipravé N1 ochranéného aminopyrazolu 100, 103,
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105. Jako chranici skupiny byly pouzity terc-butyldimethylsilyl chlorid (TBDMSCI), di-tert-
butyldikarbonat (Boc), ftalanhydrid, maleinanhydrid a diethylacetal dimethylformamidu.
Duvodem pro tyto protekce byl slibny derivat pyrazolu 95d, ktery prokazal velice slibné
ucinky v biologickych testech (viz. kapitola 3.9. tykajici se biologického testovani). Nebylo
v produktu. Pfestoze byl pyrazol 95d ¢istén chromatograficky, struktura aminopyrazolu ma
urcity predpoklad vazat, respektive chelatovat prechodné kovy. Aby byla tato moZznost co
nejvice potlacena, planovaly se zavést protekéni skupiny (protekce NH, a NH). Jedna se tedy
0 takzvanou protekci pted tvorbou komplexu.

Terc-butyldimethylsilyl chlorid se pouziva jako protektivni skupina primarné pro
alkoholy, ale také pro aminy nebo amidy. Odstranéni této chrdnici skupiny se provadi
naptiklad pouzitim fluoridovych iontd. Byla zkouSena protekce pyrazolu 86 pouzitim
TBDMSCI v piitomnosti hydridu sodného Vv tetrahydrofuranu pfi pokojové teploté v inertni
atmosféte (schéma 27). Ani po dvou dnech reakce nebyl v reakéni smési identifikovan

ochranény pyrazol 96, ve smési se nachdzela pouze vychozi latka.

Schéma 27. Chrdnéni amino skupiny pyrazolu 86 terc-butyldimethylsilyl chloridem a di-tert-

butyldikarbonatem
TBDMSCI H
Nal <N H
Si N,
H THF, RT P LN 96
HoN N 3 hod by
T :
CHs Boc H g
86 DMAP \//O\H/N N
| N 97
THF, RT o] /
3 hod

Terc-butyloxykarbonylova (Boc) skupina je charakteristicka svou stalosti vuci vétSing
nukleofilim a bazim, do substratu se zavadi pomoci anhydridu Boc,O. Stépi se v kyselém
prostiedi, naptiklad za bezvodych podminek kyselinou trifluoroctovou nebo chlorovodikem v
dioxanu. ® Protekce amino skupiny pyrazolu 86 pomoci Boc anhydridu vedla ke smési
produktli a hlavnim problémem bylo neodreagovavani vychozi latky ani pifi pouziti nadbytku
Boc,0 (schéma 27), tudiz nebyl pyrazol 97 izolovan.

Amino skupinu je mozné ochranit také formou ftalimidu reakci s ftalanhydridem.
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Deprotekci Ize uskutetnit jak kyselou, tak bazickou hydrolyzou, nebo hydrazinolyzou. ®
Protekce aminoskupiny byla uskute¢néna reakci pyrazolu 86 s ftalanhydridem ve vroucim
dioxanu po dobu 24 hodin. Filtraci byl ziskan ¢isty krystalicky pyrazol 98 ve vytézku 75 %,
ktery byl posléze rozpustén v dimethylformamidu a C4 poloha byla bromovana N-
bromsukcinimidem pfi laboratorni teploté. Po prob&hnuti reakce (po jedné hodin¢ od pridavku
NBS), byl ziskan pyrazol 99 a ke smési ptidan Boc,O a dimethylaminopyridin jako baze.
Piidavek Boc anhydridu zpuasobil odstépeni bromu a vznik pyrazolu 98, a navic ve smési
nedochazelo k odreagovani vychozi latky 99. Pomér 98:99:100 byl zhruba 1:1:1 podle LCMS
analyzy. Ptidavek dal$iho ekvivalentu Boc,O a jednoho ekvivalentu triethylaminu zaptic¢inil
vznik smési produkti, vedle 98, 99 a 100 dochazelo také k deprotekci a Stépeni ftalimidu
avzniku pyrazolu 88 (schéma 28). Proto bylo od Boc protekce opusténo a misto toho byl
izolovan derivat 99 obsahujici ftalimid na C3(C5) a brom v poloze C4. Izolovany 99,
s vytézkem 77 %, byl nasledné vyuzit jako komponenta Suzukiho reakce.

Schéma 28. Protekce amino skupiny pyrazolu 86 ftalanhydridem, bromace a tvorba N1

substituovaného pyrazolu 100

H-N H O Boc
2 N\ ftalanhydrld =N DMAP
|, NJ\\/K N J>/K
dloxan reflux DMF 1hod
(0] B
99

O Br

100
75 % 77 % Neizolovano - vznika
smes

86

Dalsi moznosti protekce primarni amino skupiny pyrazolu 86 bylo vyuziti
maleinanhydridu. Reakce probihala opét ve vroucim dioxanu po dobu 24 hodin. Filtraci
reakéni smési byl ziskan pyrazol 101 ve formé krystalu s vytézkem 97 %, ktery byl nasledné
rozpus$tén v dimethylformamidu a poloha C4 byla bromovana N-bromsukcinimidem. Po jedné
hoding, kdy byla reakce dokonéena, byl ke smési ptidan Boc,O a dimethylaminopyridin
(schéma 29). Ochranéni NH skupiny vSak nebylo tspésné, ve smési dochazelo k deprotekci
aminoskupiny a vzniku pyrazolu 88 a také nedochazelo k odreagovavani pyrazolu 102. Vznik
pyrazolu 103 nebyl podpofen ani pfidavkem nadbytku Boc,O a v reakéni smési nebyl vibec
detekovan. Vy¢istit a izolovat se podafilo pouze pyrazol 101, zato s excelentnim vytézkem

97 %.
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Schéma 29. Protekce amino skupiny pyrazolu 86 maleinanhydridem

H H O H Boc
2N | N\ malelnanhydnd N- ~N NBS N~y Boc DMAP gﬁ\l
/ dloxan reflux N \ l DMF, 1hod | N \ l 4%
24 hod RT
O Br
86 101 102 103

97 %

Poslednim pouzitym ¢inidlem, které vedlo k protekci amino skupiny, byl
diethylacetaldimethylformamid. Jedné se o efektivni chranici skupinu primarnich amind, jenz
se da odstranit katalytickou hydrogenaci nebo hydrolyzou. ® U této reakce dochézelo
k protekci amino skupiny pyrazolu 88. Reakce probihala zahiivanim v dioxanu pod zpétnym
chladi¢em po dobu 24 hodin. Filtraci a naslednou rekrystalizaci byl ziskan krystal 104, ktery
byl poté podroben Boc protekci v ptitomnosti dimethylaminopyridinu (schéma 30). Extrakci
reakéni smési do ethyl acetatu a naslednou chromatografickou separaci organické faze byl
ziskan pyrazol 105 ve formé bezbarvého oleje. NMR analyza pyrazolu 105 odhalila
pritomnost dvou izomerd, coz vzhledem k pldnované pozd¢jsi deprotekci neptedstavovalo

problém. Ochranény pyrazol byl ziskdn ve vysokém vytézku 74 %.

Schéma 30. Protekce amino skupiny pyrazolu 88 diethylacetaldimethylformamidem a tvorba

N1 substituovaného pyrazolu 105

H |
HoN H
| N‘N DEA-DMF AN N~ Bocomap N NN NBOC
R ———
Br 7 dioxan, reflux | /N THF RT ( ;
24 hod Br 24 hod
88 104 105
62 % 74 %

3.7. Priprava boronovych sloucenin 111 a 113

Nedostatek (E)-(4-methoxystyryl)boronové kyseliny a jeji vysoka cena byla motivaci k
vlastni piipravé této latky, respektive jejiho pinakol esteru. Nékolika krokovou syntézou byly
pfipravovany boronové slouceniny, pinakol ester (E)-(4-methoxystyryl)boronové kyseliny
111 a (E)-(4-methoxystyryl)boronova kyselina 113. Syntéza téchto sloucenin je

znazornéna ve schématu 31.
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Priprava latek 111 a 113 vychazela z p-anisaldenydu 106 a kyseliny maleinové
Vv prostiedi pyridinu, smés se zahiivala pod zpétnym chladi¢em a po ochlazeni a ptidavku
kyseliny chlorovodikové byl ziskan derivat kyseliny skoficové 107, a to ve form¢ bilého
krystalu s vytézkem 71 %.

Dalsim krokem byla pfiprava bromidu 108, kdy se krystal 107 rozpustil
Vv dichlormethanu a za laboratorni teploty se ptidal triethylamin a N-bromsukcinimid. Po péti
minutach byla bromace dokoncena, reak¢ni smés se extrahovala do ethyl acetatu a Cistila se
chromatograficky. Byly ziskany izomery E a Z, pficemz E izomer (108) byl ziskan ve formé
bilého krystalu s vytézkem 42 % a Z izomer (109) jako bezbarva kapalna latka a vytézkem
3%.

E izomer byl posléze pouzit k piipravé boronové kyseliny 113 a pinakol esteru 111.
Ptiprava slouceniny 111 probihala pod inertni atmosférou dusiku ve vroucim EtOH.
Nejzdarilejsi bylo pouziti 3 ekvivalentli bispinakol diboronu 110. P#i pouziti dvou nebo
jednoho ekvivalentu se zna¢n¢ snizila konverze produktu 111 a v reakéni smési vznikalo
velké mnoZstvi necistot. Reakce probihala v pfitomnosti octanu draselného za katalyzy XPhos
Pd G2. Reakéni doba byla nastavena na ¢tyfi hodiny, delsi reakéni Cas prakticky nemél vliv na
konverzi produktu ani vznik dalSich necistot. Po dokonceni experimentu byl Vv reakéni smési
piitomen nadbytek bispinakol diboronu 110, ktery se podafilo detekovat pouzitim
vizualiza¢nich cCinidel (anisaldehyd, kyselina fosfomolybdenova, manganistan draselny, jod)
na tenkovrstvé chromatografii. Nejlépe viditelna byla 110 pii pouziti fosfomolybnednoveé
kyseliny (obrazek 15). Aby byla reak¢éni smés této latky zbavena, byla extrahovéana do diethyl
etheru a nasledné n€kolikrat promyta uhli¢itanem sodnym, ktery $té€pi vazbu B-B. Docisténi
produktu bylo realizovano chromatografickou separaci a po zahusténi byla ziskana latka 111
ve formé zlutého oleje. Vytéznost ptipravy pinakol esteru 111 vSak byla pouhych 21 %, ke
ztratam pravdépodobné doSlo behem néckolikandsobné extrakce a pfi chromatografické
purifikaci.

Snaha pfipravit boronovou kyselinu 113 nebyla zdafild, experiment probihal pod inertni
atmosférou ve vroucim EtOH se tfemi ekvivalenty tetrahydroxy diboronu 112 v pfitomnosti
octanu draselného, ale ani po 24 hodinach nebyla boronova Kkyselina 113 ve smési

detekovana.
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Schéma 31. Priprava boronovych sloucenin 111 a 113
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Obrazek 15. Detekce bispinakol diboronu 110 (BA) Vreakcni smési (F2) pouzitim
vizualizacnich cinidel, nejefektivnéjsi vizualizace pouzitim kyseliny fosfomolybnednové (druhda

tenka vrstva zleva). Bispinakol diboron je viditelny v reakcni smési F2 , rozmazanou*
skvrnou se stejnym Ry, jako je tomu v pripadé BA.

3.8. Suzuki — Miyaura cross — coupling pyrazolu 99

Ptipraveny pyrazol, nesouci ochranénou amino skupinu 99, byl ponechdn reagovat

s pinakol esterem boronové kyseliny 111 za optimalizovanych podminek Suzuki reakce

(schéma 32), viz kapitola 3.3. V reakéni smési dochazelo k silné redukci bromu, odstépeni

chranici skupiny a vzniku pyrazolu 86. Vzhledem ke komplikované purifikaci a ztraté
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protekéni skupiny v priibéhu Suzukiho reakce, nebyla tato smés dale zpracovana. Timto
experimentem byla také ukon¢ena prace po strance experimentalni, jelikoz uz se blizilo datum

odevzdani zavérecné prace.

Schéma 32. Suzuki — Miyaura cross — coupling pyrazolu 99 a esteru boronové kyseliny 111

za optimalizovanych podminek Suzuki couplingu
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3.9. Biologické testovani pyrazolu 95a — 95f

Problematika cyklin-dependentnich kinaz a vyuziti jejich inhibice, ktera ma vliv na
antiproliferacni aktivitu lidskych nadorovych linii, je popséna v kapitole 2.4. Cela bakalaiska
prace byla vénovana syntéze aminopyrazoll s potencialni biologickou aktivitou a odrazZela se
od strukturniho analoga pfipravovanych aminopyrazoli, CANS508. Tento G¢inny inhibitor
CDK2-cyklin E a CDK9-cyklin T1 byl objeven v Laboratofi riastovych regulatori UP, kde
bylo také provadélo biologické testovani pfipravenych pyrazoli  95a— 95f.

U jednotlivych aminopyrazolli byla testovana inhibice CDK2/cyklin E a tyrosinové
kindzy AbI. Dale byla sledovéana antiproliferacni aktivita lidskych nédorovych linii K-562
(chronicka myeloidni leukemie) a MCF7 (karcinom prsu). Pyrazol 95d, ktery vykazoval
velmi slibné hodnoty pro vysSe uvedené nadorové linie, byl néasledné testovan pro HT,
MINOD+ a HCT116 (kolorektalni karcinom, rakovina tlustého stieva) a i pro tyto nadorové
linie poskytl velmi dobré vysledky.

Utinek pyrazolt 95a — 95g na inhibici CDK2-cyklin E a antiproliferaéni aktivitu
rakovinnych bung¢k je shrnut v tabulce 6. Pro srovnéni jsou zde uvedeny hodnoty roscovitinu,
inhibitoru CDK a imatinibu, jez inhibuje tyrosinové kiazy Abl. Vliv inhibice CDK2-cyklin E

a proteinu AbI nebyla vyznamna jak pro pyrazol 95a (vstup 1), nesouci 4-methylfenylovou
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skupinu, tak pro pyrazoly 95b a 95c (vstupy 2 a 3), které obsahuji methoxyfenylovou

skupinu. Rovnéz antiproliferacni aktivita téchto aminopyrazoli nebyla detekovatelna.

Tabulka 6. Biologické testovani pyrazolii 95a — 95f inhibice CDK2/E a antiproliferacni

aktivity nadorovych linii ®

ICso° Glg©
Vstup Vzorek
CDK2/[E  Abl K-562 MCF7 HT MINOD+ HCT116
1 /@I( >100 >100 >100 >100 - - -
2 /@I( >100 >100 | >100 >100 - - -
3 ©\/t( >100 >100 | >100 >100 - - -
N\H
l N
4 >100 >100 | 88,13  >100 - - -
95e
H2N NH
| N
5 = >100 >100 | >100 >100 - - -
6 M >100 >100 9,6 9,6 6,6 10,6 7,2
7 Roscovitin >100 >100 42 11 - - -
8 Imatinib >100 0,2 0,5 >10 - - -

# Vegkera méfeni byla provedena podle metod popsanych ve ¢lanku (cit. 54).

Y Hodnota ICs, udavé koncentraci

(mM) inhibujici 50 % aktivity purifikovaného enzymu. ¢ Hodnota Glsy udava koncentraci (mM) eliminujici 50 %

bunék v tfidennim kultiva¢nim testu.

Inhibice CDK nebyla podpofena ani u 95e (vstup 4), ktery je nositelem

trifluormethylové skupiny, jez je Casto zodpovédnd za biologickou aktivitu pyridini
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apyrazolt. Takto substituované heterocyklické slouCeniny jsou casto vyuZzivany
vV materidlové chemii a vyvoji 1é¢iv, mimo jiné jsou soucasti komeré¢né dostupného inhibitoru
HIV proteazy. o7 Naopak antiproliferacni aktivita pyrazolu 95e na buné¢né linie leukémie byla
sice slabd, ale detekovatelna, koncentrace pro Glsg byla 88 uM. Pfitomnost heterocyklického
substituentu latky 95f (vstup 5) nezvysila inhibi¢ni vlastnosti tohoto pyrazolu vi¢i CDK2/E
a Abl, ani jeho antiprolifera¢ni aktivitu. Pfekvapenim bylo, ze pyrazol 95d (vstup 6), ktery je
strukturné podobny CAN508, inhibitoru CDK2-cyklin E a CDK9-cyklin T1, a jehoZz inhibice
byla pfi testovani na nadorovych liniich leukémie, karcinomu prsu a tlustého stieva velmi
ucinnd, nebyl efektivnim inhibitorem CDK2/E ani Abl, koncentrace potiebna pro ICs
pfevySovala hodnotu 100 uM. Naopak antiproliferaéni aktivita vuc¢i leukémii (K-562)
a karcinomu prsu (MCF7), jez tento aminopyrazol vyvolal, byla detekovana shodné pfi
koncentracich 9.6 uM.

Na zékladé téchto kladnych vysledkli byly provedeny biologické testy na tfi fady
kolorektalniho karcinomu (HT, MINOD+ a HCTI116), které rovnéz potvrdily ucinnost
aminopyrazolu 95d na dalSich nadorovych liniich s Glso koncentracemi 6.6, 10.6 respektive
7.2 uM. Protoze pyrazol 95d nevykazoval detekovatelné inhibi¢ni vlastnosti vii¢i CDK a Abl
se usuzuje, ze inhibice Glsp vlivem pyrazolu 95d probiha jinym mechanismem, nez je tomu
u strukturniho analoga CANb508. Neni vSak mozné s jistotou fici, ze vysoka biologicka
aktivita tohoto aminopyrazolu nebyla zpisobena ¢1 podpoifena potencidlnimi zbytky palladia,

které v latce 95d mohly ziistat neodstranény.
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4. Experimentalni ¢ast

Vsechny reakce byly provedeny s bézn¢ komeréné dostupnymi slou¢eninami. Reakce
vyzadujici vylouceni vzdusné vlhkosti nebo vzdu$ného kysliku byly provedeny v inertni
atmosfére dusiku, a zarovein s pouzitim odvzdusnénych, respektive vysusenych rozpoustédel.
Reakce byly monitorovany pomoci TLC nebo HPLC (UHPLC-MS systém, skladajici se
z UHPLC chromatografu Accela s PDA detektorem a trojitym kvadrup6lovym hmotnostnim
spektrometrem TSQ Quantum Access (Thermo Scientific, CA, USA); nebo ACQUITY UPLC
systému (Waters, USA) s PDA detektorem a hmotnosnim spektrometrem s HESI (heated
electrospray) a kvadrupolovym analyzatorem s QDA detektorem). Body tani byly méfeny na
Koflerové bloku. Protonové, uhlikové, pfipadné 2D NMR spektra byly potizeny na
spektrometru JEOL ECA 4001l o frekvenci 400 MHz. Chemické posuny byly vztazeny
vzhledem k rezidualnim rozpoustédlim (DMSO d6, CD3;COOD nebo CDCls).

4.1. Priprava 4-halogenaminopyrazolu
4.1.1. Priprava 4-halogen-3-methyl-1H-pyrazol-5-aminu (88-90)
4-brom-3-methyl-1H-pyrazol-5-amin (88)

H,N H Metoda A: Do roztoku pyrazolu 86 (1.01 g, 10.44 mmol) v ethyl acetatu
Ii}*l (25 mL) byl ptidan fenyltrimethylammonium tribromid (3.93 g, 10.44 mmol)

Br avoda (10 mL). Smés se michala na elektromagnetické michacce pii pokojové
teplot¢ 1 hodinu, poté byla neutralizovana uhli¢itanem sodnym (2.21 g, 20.88 mmol)
a extrahovana do ethyl acetatu. Organické extrakty byly vysuSeny bezvodym siranem sodnym
a zahus$tény na vakuové odparce. Surovy produkt byl krystalizovan ze smési dichlormethan-

toluen. Pyrazol 88 byl ziskan jako bila krystalicka latka (1.40 g, 76 %), b.t. 102-106 °C.

Metoda B: Do roztoku pyrazolu 86 (5.23g, 54 mmol) v acetonitrilu (105 mL) byl piikapan
brom (3.1 mL, 59 mmol) pii 0°C a reakéni smés byla michana 1 hod pti 0 °C a poté 1 hod pti
laboratorni teploté. Reakce byla ukonena piidanim vodného roztoku thiosiranu sodného
(1.90 g, 50 mmol v 50 mL vody) a uhli¢itanu sodného (4.00 g, 53 mmol v 50 mL vody). Smés
byla extrahovana do ethyl acetatu (4 x 40 mL), organické extrakty byly spojeny a vysuseny
bezvodym siranem sodnym. Po zahusSténi na odparce byl surovy produkt CciStén

chromatograficky (SiO, mobilni faze 0-2 % metanolu v dichlormethanu). Dale byl produkt

50



krystalizovan ze smési toluen-petrolether. Pyrazol 88 byl ziskan jako bila krystalicka latka
(5.58 g, 59 %), b.t. 116 °C, *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 11.63 a 11.47 (br.s, 1H,
NH), 5.02 and 4.52 (br.s, 2H, NH,) 2.06 (s, 3H); **C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & ppm
152.5, 136.7, 79.6, 10.0; HRMS (ESI): vypoéteno pro Cs;HgNzBr [M + H]* 175.9818,
177.9797; nalezeno 175.9821, 177.9796.

4-chlor-3-methyl-1H-pyrazol-5-amin (89)

H,N H Do roztoku pyrazolu 86 (1.08 g, 12.42 mmol) v acetonitrilu (10 mL) byl pfidan
j|:<~N N-chlorsukcinimid (1.56 g, 11.70 mmol). Smés se michala pii laboratorni
cl teplot¢ 1 hod, poté se extrahovala do ethyl acetatu (2x20 mL) a precistila
chromatograficky (SiO,, mobilni faze 0-1% metanolu v dichlormethanu). Produkt byl
krystalizovan ze smési dichlormethan-petrolether a pyrazol 89 byl ziskan jako zluta
krystalicka latka (812 mg, 55 %), b.t. 102 — 104 °C, *H NMR (400 MHz, DMSO-d) 5 ppm
2.08 (s, 3H); *C NMR (100 MHz, DMSO-dg) & ppm 148.1, 137.7, 92.7, 9.6; HRMS (ESI):
vypoéteno pro C4HsN3Cl [M + H]" 132.0323; nalezeno 132.0325.

4.1.2. Priprava 4-halogen-3-fenyl-1H-pyrazol-5-aminu (93)
4-brom-3-fenyl-1H-pyrazol-5-amin (93)

HN H Metoda A: Do roztoku pyrazolu 91 (1.00 g, 6.30 mmol) v acetonitrilu (20

| x\N mL) byl pfidan fenyltrimethylammonium tribromid (2.37 g, 6.30 mmol)

Br avoda (10 mL). Smés se michala na elektromagnetické michacce pti

laboratorni teplot¢ 1 hod a poté byla neutralizovana uhli¢itanem sodnym

(1.34 g, 12.60 mmol) a extrahovéna do ethyl acetatu (3 x 20 mL). Organicka

faze byla zahusténa na vakuové odparce a surovy produkt byl Krystalizovan ze smési

dichlormethanu a petroletheru. Poté byl pyrazol 93 rekrystalizovan ze smési metanolu a vody,

&imz byl ziskan bézovy krystal (1.25 g, 84 %), b.t. 106 — 108 °C, 'H NMR (400 MHz,

CD3COOD) & ppm 7.76 (d, J = 7.2 Hz, 2 H), 7.48 — 7.39 (m, 3 H); **C NMR (100 MHz,

CD3COOD) 6 ppm 152.1, 143.7, 130.1, 129.7, 128.2, 127.1, 79.3; HRMS (ESI): vypocteno
pro C11HgNsBr [M + H]" 175.9818, 177.9797; nalezeno 175.9821, 177.9796.

Metoda B: Do roztoku pyrazolu 91 (2,39 g, 15 mmol) v dichlormethanu (100 mL) byl pfidan

N-bromsukcinimid (2,67 g, 15 mmol). Smés byla michana pii laboratorni teploté po dobu

1 hodiny a poté extrahovéana do ethyl acetatu (3 x 20 mL). Organicka faze byla zahuSténa na
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vakuové odparce a Cisténa chromatograficky (SiO,, mobilni faze 0-3 % metanolu
v dichlormethanu). Surovy produkt byl rekrystalizovan ze smési dichlormethanu a
petroletheru a nasledné rozmichan ve vodé (40 mL) a zfiltrovan. Timto byl ziskan hnédy
krystal (3.32 g, 65 %), b.t. 110 — 112 °C.

4.2. Syntéza aminopyrazola 95a — 959

Obecna priprava 3-methyl(aryl/heteroaryl)-1H-pyrazol-5-aminu

Smés pyrazolu 88 (1 mmol), boronové kyseliny (2 mmol) a uhli¢itanu draselného (276 mg) se
za michani rozpusti v etanolu (2 mL) a vod¢ (0.5 mL). Smés se probublava dusikem 5 minut,
poté se piida XPhos (23 mg, 0.05 mmol) a XPhos Pd G2 (19 mg, 0.025 mmol). Reakce
probihd v mikrovinném reaktoru za optimalizovanych podminek (300 W, 135 °C, 20 min). Po
prob&hnuti reakce se smés piefiltruje pfes kiemelinu a silikagel, sorbent se promyje 10 %
roztokem metanolu v dichlormethanu (10 mL) a poté se Cisti chromatograficky (SiO», eluent
metanol v dichlormethanu). Odparek se rozpusti v metanolu a Cisti aktivnim uhlim, poté se
srazi vodou. V piipade, Ze se produkt vylou¢i ve formé oleje, odpaii se rozpoustédla na

vakuové odparce a voda se odstrani mrazovym susenim (lyofilizace).
3-methyl-4-(4-p-tolyl)-1H-pyrazol-5-amin (95a)

HoN Piipraveno podle obecného postupu z pyrazolu 88 a p-tolyl boronové

[ ?H kyseliny, ¢isténo chromatograficky (SiO,, mobilni faze 0-2.5 %
CH,; metanolu v dichlormethanu). Po lyofilizaci byl ziskan bily krystal (146
mg, 78 %), b.t. 80 — 82 °C, 'H NMR (400 MHz, CD3COOD) & ppm

7.28 (d, J = 8.6 Hz, 2 H), 7.25 (d, J = 8.6 Hz, 2 H), 2.37 (s, 3 H), 2.3 (s, 3 H) ppm; *C NMR
(100 MHz, CD3;COOD) 6 ppm 149.8, 143.2, 138.4, 130.7, 129.9, 127.8, 106.2, 21.2, 10.5;

HRMS (ESI): vypoéteno pro C11H13N3 [M + H]" 188.1182; nalezeno 188.1183.

H,C

3-methyl-4-(4-methoxyylfenyl)-1H-pyrazol-5-amin (95b)

HoN NH Pripraveno podle obecného postupu z pyrazolu 88 a 4-methoxyfenyl

J /1N boronové kyseliny, ¢isténo chromatograficky (SiO,, mobilni faze 0-

HaC CH4 2 % metanolu v dichlormethanu). Po odpafeni metanolu na vakuové
'\'\.D -

odparce byl ziskan bily krystal (143 mg, 70 %), b.t. 139 — 141 °C,
'H NMR (400MHz, DMSO-dg) & ppm 11.32 (br.s, 1 H, NH), 7.25 (d, J = 8.8 Hz, 2 H), 6.95
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(d, J = 8.8 Hz, 2 H), 4.32 (br.s, 2 H, NH,), 3.75 (s, 3 H), 2.13 (s, 3 H); *C NMR (100 MHz,
DMSO-ds) & ppm 156.9, 152.1, 135.2, 129.1, 126.3, 114.0, 104.4, 55.0, 10.8; HRMS (ESI):
vypoéteno pro C11H130N3 [M + H]* 204.1131; nalezeno 204.1131.

3-methyl-4-(2-methoxyylfenyl)-1H-pyrazol-5-amin (95c)

Piipraveno podle obecného postupu zpyrazolu 88 a 2-metoxyfenyl

MH
|I ~MN boronové kyseliny, ¢isténo chromatograficky (SiO,, mobilni faze 0-2.5 %
CH, Mmetanolu v dichlormethanu). Po lyofilizaci byla ziskana olejovitd hmota
Q
CHs amalé mnozstvi krystalu. Tato smés byla rozpusténa v chloroformu

a vyfoukana dusikem. Byla ziskana tuha hnéda medovita latka (166 mg, 82 %), 'H NMR
(400MHz ,DMSO-ds) & ppm 7.24 (td, J = 7.5 Hz, 1.8 Hz, 1 H), 7.15 (dd, J = 7.5 Hz, 1.8 Hz,
1 H),7.04 (d, J=7.5Hz, 1 H), 6.95 (td, J = 7.5 Hz, 1.0 Hz, 1 H), 3.76 (s, 3 H), 2.02 (s, 3 H);
3C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & ppm 156.3, 151.4, 138.3, 130.9, 127.4, 122.2, 120.4,
111.3, 1015, 55.1, 10.9; HRMS (ESI): vypoéteno pro CiiHi30N3 [M + H]" 204.1131;
nalezeno 204.1132.

3-methyl-4-(4-metoxystyryl)-1H-pyrazol-5-amin (95d)

Pfipraveno podle obecného postupu zpyrazolu 88 a 4-
methoxystyryl boronové kyseliny, ¢isténo chromatograficky

(SiO,, mobilni faze 0-2 % metanolu v dichlormethanu). Surovy

produkt byl rozpustén ve vodé s pridavkem 1 mL konc. HCI
a vyCiStén aktivnim uhlim. Po neutralizaci roztokem NaOH byl produkt extrahovan do
EtOAc. Zakoncentrovanim byl ziskan bézovy krystal (192 mg, 84 %), b.t. 163-175 °C, 'H
NMR (400MHz, CD3COOD 6 ppm 7.44 (d, J = 8.8 Hz, 2 H), 6.90 (d, J = 8.8 Hz, 2 H), 6.75
(d, J = 16.6 Hz, 1 H), 6.74 (d, J = 17.1 Hz, 1 H), 3.80 (s, 3 H), 2.41 (s, 3 H); **C NMR (100
MHz, CD3;COQOD) 6 ppm 159.3, 149.0, 142.1, 130.4, 128.4, 127.2, 114.0, 113.8, 102.6, 54.6,
10.1; HRMS (ESI): vypoéteno pro C1,His0N3 [M + H]™ 230.1288; nalezeno 230.1289.

3-methyl-4-(4-trifluormethylfenyl)-1H-pyrazol-5-amin (95e)

HoN NH Piipraveno podle obecného postupu zpyrazolu 88 a 4-

| /xN (trifluormethyl)fenyl boronové kyseliny, po chromatografii (SiOg,

CHa mobilni faze 0 - 3.5 % metanolu v dichlormethanu) byl ziskan bilo-
FaC '
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zeleny krystal (72 mg, 30 %), b.t. 114 — 119 °C, *H NMR (400MHz, CD;COOD) & ppm 7.77
(d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.58 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 2.35 (s, 3H); HRMS (ESI): vypo¢teno pro
C11H10N3F3 [M + H]" 242.0900; nalezeno 242.0900

3-methyl-4-(5-methylthiofen)-1H-pyrazol-5-amin (95f)

Pfipraveno podle obecného postupu z pyrazolu 88 a pinakol esteru 5-
methylthiofen-2-boronové kyseliny, ¢isténo chromatograficky (SiOp,

mobilni faze 0-5 % metanolu v dichlormethanu). Purifikace aktivnim uhlim

byla vynechdna. Odparek rozpustén v dichlormethanu a srdZen
petroletherem, byl ziskan bily krystal (110 mg, 57 %), b.t. 116 — 122 °C, 1H NMR (400MHz,
DMSO-d6) 6 ppm 11.45 (br.s, 1 H, NH), 6.77 (d, J =3.1 Hz, 1 H), 6.73 (d, J = 3.1 Hz, 1 H)
4.56 (br.s, 2 H, NH,), 2.42 (s, 3 H), 2.20 (s, 3 H); *C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & ppm
151.4, 137.2, 135.6, 133.5, 125.5, 122.6, 98.8, 14.8, 11.5; HRMS (ESI): vypocteno pro
CoH11N3S [M + H]" 194.0746; nalezeno 194.0748

3-methyl-4-furan-1H-pyrazol-5-amin (95g)

Pfipraveno podle obecného postupu z pyrazolu 88 a furan-3-boronové
kyseliny, ¢isténo chromatograficky (SiO,, mobilni faze 0-3 % metanolu

v dichlormethanu). Purifikace aktivnim uhlim byla vynechana. Odparek

rozpu$tén v dichlormethanu a srazen petroletherem, byl ziskan bily krystal
(122 mg, 74 %), b.t. 93 — 96 °C, 'H NMR (400MHz, DMSO-d6) & ppm 11.45 (br.s, 1 H, NH),
7.72 (dd, J = 1.6 Hz, 0.8 Hz, 1 H), 6.67 (dd, J = 1.8 Hz, 1.6 Hz, 1H), 6.68 (dd, J = 1.8 Hz, 0.8
Hz, 1 H), 4.56 (br.s, 2 H, NH,), 2.42 (s, 3H), 2.18 (s, 3 H); *C NMR (100 MHz, DMSO-ds)
dppm 151.1, 142.8, 137.5, 137.2 (piekryv se signalem 137.5), 117.7, 109.7, 95.6, 11.5;
HRMS (ESI): vypoéteno pro CgHgON3z [M + H]" 164.0818; nalezeno 164.0820.

4.3. Protekce primarni amino skupiny pyrazolu 86
2-(3-methyl-1H-pyrazol-5-yl)isoindolin-1,3-dion (98)

0O H Do roztoku pyrazolu 86 (1.02 g, 10.45 mmol) v dioxanu (20 mL) byl
N

@ih‘ﬂ piidan ftalanhydrid (1.70 g, 11.50 mmol). Smés se zahfivala pod

zpétnym chladi¢em 24 hodin. Byla ziskana suspenze, jejiz filtraci byl
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izolovan pyrazol 98 ve form& jemného bilého krystalu (1.784 g, 75 %), b.t. 265 — 266 °C, *H
NMR (400MHz, DMSO-d6) & ppm 12.77 (s, 1H), 7.96 (m, 2H), 7.91 (m, 2H), 6.11 (s, 1H),
2.29 (s, 3H); *C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & ppm 166.7, 139.9, 139.7, 134.9, 131.3, 123.5,
101.6, 10.7.

2-(4-bromo-3-methyl-1H-pyrazol-5-yl)isoindolin-1,3-dion (99)

Pyrazol 98 (893 mg, 3.93 mmol) byl rozpustén dimethylformamidu

O H
©:I:(N :‘“p (15mL) a do roztoku byl pfidan N-bromsukcinimid (840 mg,
b ‘ES/K 4.73 mmol) a smés byla michdna 1 hodinu pfi laboratorni teploté.
r

Reakéni smés byla prevedena do toluenu a zahusténa. K odparku byla
pfiddna voda, ve které byl nerozpustny, a odparek byl vymichdn ve vod¢. Filtraci byl ziskan
bily krystal (933 mg, 77 %), b.t. 235 — 244 °C, *H NMR (400MHz, DMSO-d6) & ppm 13.44
(s, 1H), 8.03 (m, 2H), 7.97 (m, 2H), 2.28 (s. 3H); *C NMR (100 MHz, DMSO-dg) & ppm
166.2, 139.3, 138.5, 135.4, 131.0, 124.1, 91.1, 10.0; HRMS (ESI): vypocteno pro
C12HgBrO,N;z [M + H]* 305.9873, 307.9852; nalezeno 305.9872, 307.9850.

1-(3-methyl-1H-pyrazol-5-yl)-1H-pyrrol-2,5-dion (101)

0 H Do roztoku pyrazolu 86 (1.02 g, 10.45 mmol) v dioxanu (20 mL) byl ptidan
NN maleinanhydrid (1.13 g, 1150 mmol). Smés se michala na
NI

y elektromagnetické micha¢ce pod zpétnym chladicem 24 hodin. Byla

ziskana suspenze, jejiz filtraci byl izolovan pyrazol 101 ve formé zluto -

bilého krystalu (1.797 g, 97 %), b.t. 189 — 193 °C. *H NMR (400MHz, DMSO-d6) & ppm

11.03 (s, 1H), 6.48 (d, J = 11.9 Hz, 1H), 6.33 (d, J = 10.9 Hz, 1H), 6.33 (s, 3H), 2.211 (s, 3H);
3C NMR (100 MHz, DMSO-dg) & ppm 166.7, 162.1, 146.4, 138.8, 132.4, 130.1, 96.0, 10.7.

(E)-N'-(4-bromo-3-methyl-1H-pyrazol-5-yl)-N,N-dimethylformimidamid (104)

[ H Do roztoku pyrazolu 88 (806 mg, 4.6 mmol) v dioxannu (6 mL) byl ptidan
~=N | N~N diethylacetal dimethylformamidu (787 pl, 4.6 mmol). Smés se zahfivala

Brl< pod zpétnym chladi¢em 24 hodin. Po ptidani petroletheru byl pyrazol 104
izolovan filtraci ve formé bilého krystalu (1.334 g, 62 %), b.t. 81 — 82 °C.
'H NMR (400 MHz, CD3COOD) & ppm 8.43 (s, 1 H), 3.48 (s, 3 H), 3.38 (s, 3 H), 2.30 (s, 3

H). 3C NMR (100 MHz, CDsCOOD) & ppm 154.4, 143.6, 141.4, 85.0, 44.0, 37.1, 9.4.
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HRMS (ESI): vypocteno pro C;H11N4Br [M + H]+ 231.0245, 233.0225; nalezeno 231.0244,
233.0218.

Tert-butyl-(E)-4-bromo-5-(((dimethylamino)methylen)amino)-3-methyl-1H-pyrazol-1-
karboxylat (105)

Do roztoku pyrazolu 104 (231 mg, 1 mmol) v tetrahydrofuranu (5 mL) byl
ptidan Boc,0 (283 mg, 1.3 mmol) a dimethylaminopyridin (12 mg, 0.1 mmol). Reakéni smés
byla michana pfti laboratorni teploté po dobu 24 hodin, poté byla extrahovana do ethyl acetatu
a Cisténa chromatograficky (SiO,, mobilni faze 0 — 0.5 % metanolu v dichlormethanu). Byl
ziskan pyrazol 105 ve formé dvou polohovych izomerd (pomér 5:1), bezbarvy olej (244 mg,
74 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO ds) & ppm; majoritni izomer: 8.05 (s, 1H), 3.05 (s, 3H),
2.95 (s, 3H), 2.42 (s, 3H), 1.55 (s, 9H); minoritni izomer: 7.79 (s, 1H), 3.03 (s, 3H), 2.95
(s, 3H), 2.09 (s, 3H). 1.48 (s, 1H); **C NMR (100 MHz, DMSO-dg) & ppm smés dvou
polohovych izomert: 157.4, 156.4, 155.2, 150.5, 148.9, 147.7, 140.9, 119.5, 95.8, 84.1, 83.5,
33.9, 33.6, 27.5, 13.7, 12.9

4.4, Syntéza boronovych sloucenin

(E)-3-(4-methoxyfenyl)akrylova kyselina (107)

=, COOH Do roztoku kyseliny malonové (806 mg, 4.6 mmol) v pyridinu
x0/©/\/ (5 mL) byl pfidan p-anisaldehyd (3.65 ml, 30 mmol). Smés se
zahfivala 3 minuty a pfidalo se 10 kapek piperidinu. Smeés se
zahtivala k varu 45 minut, po ochlazeni se pfidala 2M HCI (50 mL) a vznikla srazenina Se
odsala na frit¢ a promyla 2M HCI (20 mL) a petroletherem (20 mL). Byla ziskana (E)-3-(4-
methoxyfenyl)akrylova kyselina 107 ve form& bilého krystalu (3.77 g, 71 %). ‘H NMR
(400MHz, DMSO0-d6) 6 ppm 12.22 (s, 1H), 7.64 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.56 (d, J = 16.1 Hz,
1H), 6.97 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.39 (d, J = 16.1 Hz, 1H), 3.79 (s, 3H); **C NMR (100 MHz,
DMSO-dg) 6 ppm 167.9, 161.0, 143.8, 129.9, 126.9, 116.5, 114.4, 55.3.
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(E/Z)-1-(2-bromovinyl)-4-methoxybenzen (108/109)

~. gr Do roztoku kyseliny 107 (3.477 g, 19.5mmol) v dichlormethanu
“‘D@/\/ (50 mL) byl pfidan triethylamin (195 pl, 1.40 pmol), smés byla
michana pfi laboratorni teploté po dobu 5 minut a poté byl do roztoku

ptisypan N-bromsukcinimid (4.165 g, 23.4 mmol) a smés se michala po dobu dalSich 5 minut
pfi laboratorni teploté. Poté byla reakéni smés extrahovana 10 % Na,COg3 (3 x 50 mL), aby se
zbavila prebyte¢né kyseliny, nasytila se na silikagel a Cistila se chromatograficky (SiO,,
mobilni faze 5 % Et,0O v petroletheru). Byly zahustény dvé frakce, majoritni E izomer (108)
ve formé& prithledné kapaliny (104 mg, 3 %); *H NMR (400MHz, DMSO-d6) & ppm 7.41 (d, J
= 8.8 Hz, 2H), 7.14 (d, J = 14.0 Hz, 1H), 7.07 (d, J = 14.0 Hz, 1H), 6.92 (d, J = 8.8 Hz, 2H),
3.75 (s, 3H); *C NMR (100 MHz, DMSO-dg) & ppm 159.3, 136.2, 128.3, 127.6, 114.1, 105.1,
55.1; a minoritni neéistota, ktera byla identifikovana jako Z izomer (109) ve form¢ bilého
krystalu (1.414 mg, 42 %), *H NMR (400MHz, DMSO-dg) & ppm 7.35 (d, J = 8.3 Hz, 2H),
6.95 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.30 (d, J = 4.7 Hz, 1H), 4.59 (d, J = 4.7 Hz,

m 1H), 3.76 (s, 3H), 3.27 (5, 3H); 3C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & ppm
159.4, 129.2, 128.7, 113.5, 85.9, 57.1, 55.1, 50.5.

~0

(E)-2-(4-methoxystyryl)-4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan (111)

? 2 mmol), bispinakol diboron (1.524 g, 6 mmol), XPhos (9.5 mg,

SBeg
- /@f\/ 0.02 mmol, 1 mol %), XPhos Pd G2 (7.9 mg, 0.01 mmol,
(o]

0.5 mol %) a octan draselny (588 mg, 6 mmol). Byl ptidan EtOH

—& Pod dusikovou atmosférou byla navazena latka 108 (424 mg,

(20 mL) a smés se zahiivala pod zpétnym chladi¢em po dobu dvou hodin. Po vychladnuti
byla reakéni smés extrahovana do Et;0O (3 x 50 mL) a nésledné byla promyta 10 % Na,CO;
(3 x40 mL), aby se zbavila pfitomného bispinakol diboronu, a dale byla promyta solankou.
Po zahusténi byla smés cisténa chromatograficky (SiOz, mobilni faze 0 — 10 % Et,O
Vv petroletheru). Byl ziskan pinakol ester boronové kyseliny 111 ve formé zluté olejovité latky
(109 mg, 21 %). *H NMR (400MHz, CDCl3-dg) & ppm 7.46 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.38 (d, J =
18.2 Hz, 1H), 6.89 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.05 (d, J = 18.7 Hz, 1H), 3.82 (s, 3H), 1.32 (s, 12H);
3C NMR (100 MHz, CDCl3) & ppm 160.3, 149.1, 130.4, 128.5, 114.0, 83.2, 55.3, 24.8.
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5. Zavér

Prvnim ukolem pfi feSeni bakalaiské prace byla optimalizace Suzukiho couplingu
aminopyrazolli nesouci volnou NH skupinu. Na modelové reakci aminopyrazolu a p-
tolylboronové kyseliny se zjistovala vhodna substituce vychoziho pyrazolu 86 halogenem,
piihodna baze, katalyticky systém, rozpoustédlo, teplota a reak¢ni doba. Pii optimaliza¢nich
reakcich byla zarovenn pozorovana vedlejsi reakce - hydrodehalogenace. Logickym krokem
byla studie této dehalogenace a snaha ji eliminovat. Kdyz byly zjistény reakéni podminky a
dehalogenace byla témé&f potlacena, byly provedeny couplingové reakce s aryl-, heteroaryl- a
styrylboronovymi kyselinami. Tyto couplingy vedly k syntéze novych aminopyrazoll, které
byly ziskany ve vysoké Cistoté a jsou popsany pomoci NMR spekter, bodu tani a HRMS.

Na zéaklad¢ strukturni podobnosti piipravenych aminopyrazolu s inhibitorem CDK
CANSO08, byly tyto nové aminopyrazoly testovany na jejich potencidlni biologickou aktivitu
v Laboratofi riistovych regulatortt UP. Mezi pfipravenymi pyrazoly se nevyskytovaly vhodné
inhibitory CDK2-cyklin E ani enzymu Abl, protoze inhibice 50 % aktivity purifikovaného
enzymu prevySovala koncentraci 100 uM a tudiZz nebyla vyznamna. Jeden z piipravenych
aminopyrazoli (95d) vSak zpasoboval 50 % inhibici rustu rakovinnych bunék jak K562
(leukémie), tak MCF7 (rakovina prsu) pii koncentraci 9.6 pM. Na zéklad¢ takto slibné
cytotoxické aktivity, byl tento aminopyrazol testovan na dal§i nadorové linie, a to rakoviny
tlustého stieva (HT, MINOD+ a HCT116), jejichz 50 % inhibice byla pozorovéana pfii
koncentracich 6.6, 10.6 a 7.2 uM. Zavérem se da fici, ze ackoli je pyrazol 95d strukturné
velmi podobny CANS08 (viz obrazek 16), je mechanismus inhibice riistu nadorovych bunék
odlisny od mechanismu CAN508, ktery je na rozdil od 95d zaroven inhibitorem CDK. Dale
je tieba Fici, ze pyrazol 95d svou antiprolifera¢ni aktivitou pied¢il CAN5S08, a proto je jisté

zajimavou latkou pro dalsi studie.

HN_ N H.N__H
\ | N | N
\‘N NG
ISRt
~
HO CAN508 o 95d

Obrazek 16. Inhibitor CDK CANS508 a pripraveny analog 95d, ktery vykazuje slibnou

cytotoxickou aktivitu

58



6. Summary

The efficient method for the Suzuki — Miyaura cross — coupling of unprotected
aminopyrazoles bearing free NH group has been developed. This was managed by thorough
optimization of the reaction conditions. These studies were accompanied by the side reaction,
which caused hydrodehalogenation of the parent aminopyrazole. This side reaction was
studied in detail and it was found that it is primarily caused by a base, while palladium has a
little or boronic acid has a little effect. Having identified a successful method for Suzuki
coupling, a range of aryl-, heteroaryl- and styrylboronic acids were coupled with
aminopyrazole bromide. The coupling reactions provided new aminopyrazoles, which were
characterized via 'H and *C NMR spectra, HRMS spectra and melting points.

Based on the structural relation to CDK inhibitor CAN508, the coupled aminopyrazoles
were tested for their potential biological activity in the Laboratory of growth regulators UP.
None of new aminopyrazoles showed inhibitory effect to CDK2-cyclin E or Abl. On the other
hand, the cytotoxic activity of aminopyrazole 95d caused 50 % growth inhibition of cancer
cells for both K562 (leukemia) and MCF7 (breast cancer) at the concentration of 9.6 uM.
Based on the excellent antiproliferative activity of 95d, other cancer cell lines were evaluated
and showed as low concentration for 50 % growth inhibition as 6.6, 10.6 and 7.2 uM,
respectively, for colon cancer (HT, MINOD+ and HCT116). In conclusion, the mechanism of
growth inhibition of cell lines is different for CAN508 and 95d, although they are structurally
similar (see figure 16). While CANS508 exhibits both cytotoxic activity and selective
inhibition of CDK, 95d shows only the antiproliferative activity, which on the other hand is

stronger than for the parent pyrazole CANS508.

HN_ R HN R
N | N | N
=N X
ISR
~
HO CANS508 © 95d

Figure 16. CDK inhibitor CAN508 and its structurally related 95d, which slows promising

antiproliferative activity
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8. Seznam zkratek

APhos
ATP
Ar
BINAP
Bn

Boc

cataCXium A

CDK

Cy
DavePhos
dba

DCM
DEA-DMF
DMAP
DMF
DMSO
dppf
IMes
NBS
NCS

NIS

NHC
PEPPSI

Ph

PPh;

pRb
SPhos
TBDMSCI
TFA

4-(N,N-Dimethylamino)fenyl)di-tert-butyl fosfin
Adenosin trifosfat

Aryl

2,2'-Bis(difenylfosfino)-1,1'-binaftyl

Benzyl

Di-tert-butyl dikarbonat
Di(1-adamantyl)-n-butylphosphine
Cyklin-dependentni kinazy

Cyklohexyl
2-Dicyklohexylfosfino-2'-(N,N-dimethylamino)bifenyl
Dibenzylidenaceton

Dichlormethan

diethylacetaldimethylformamid
Dimethylaminopyridin

Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid
1,1'-Ferrocendiyl-bis(difenylfosfin)
1,3-bis(2,4,6-trimethylfenyl)imidazol-2-yliden
N-bromsukcinimid

N-chlorsukcinimid

N-jodsukcinimid

N-heterocyklikcké karbeny
[1,3-Bis(2,6-Diisopropylfenyl)imidazol-2-yliden](3-chloropyridyl)
palladium(ll) dichlorid

Fenyl

Trifenylfosfin

Retinoblastomovy protein
2-Dicyklohexylfosfino-2’,6’-dimethoxybifenyl
Terc-butyldimethylsilyl chlorid

Kyselina trifluoroctova
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THF Tetrahydrofuran

XPhos 2-Dicyklohexylfosfino-2’,4',6"-triisopropylbifenyl

XPhos Pd G2 Chlor(2-dicyclohexylfosfino-2',4',6'-triisopropyl-1,1'-bifenyl)[2-(2'-
amino-1,1’-bifenyl)]palladium(Il)
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9. Prilohy — kopie NMR spekter
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