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Nazev vynalezu:

5-Substituované-7-[4-
(substituované)benzyl]amino-3-
isopropylpyrazolo[4,3-d]pyrimidiny, jejich
pouziti jako antirevmatika, a farmaceutické
pripravky

Anotace:
5-Substituované-7-[4-(substituovanych)benzyl Jamino-3-
isopropylpyrazolo[4,3-d]pyrimidiny, obecného vzorce I,
které jsou Uéinnymi inhibitory cyklin-dependentnich
kindz CDK5/7/9, a vykazuji silné protizanétlivé ucinky.
Zpisob jejich piipravy, farmaceutické ptipravky
obsahujici tyto slou¢eniny a jejich pouZiti pro 1écbu
zanétlivych onemocnéni, jako je rheumatoidni arthritida.




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 308056 B6

5-Substituované—7-[4—(substituované)benzyl|]amino—3—isopropylpyrazolo[4,3—d]-
pyrimidiny, jejich pouziti jako antirevmatika, a farmaceutické pripravky

Oblast techniky
Tento vynalez se tyka S—substitutovanych—7—-[4—(substituovanych)benzyl|amino—3—isopropyl-

pyrazolo[4,3—d]pyrimidin{, zplsobl jejich pfipravy, farmaceutickych pfipravki obsahujicich
tyto slouceniny a jejich pouziti pro 1é¢bu zanétlivych onemocnéni.

Dosavadni stav techniky

Chronickymi zanétlivymi onemocnénimi (alergie, astma, nealergické autoimunitni poruchy —
chronicky zanét stiev, revmatoidni artritida, chronické fibrozy — napi. cirhdza jater) trpi v
soucasnosti v Evropé piiblizn¢ 145 az 218 miliond obyvatel. Revmatoidni artritida (RA) byla
vybrana jako primamni klinickd indikace v této oblasti. RA postihuje cca 1 % populace
(celosveétove), postihuje obvykle starSi osoby a vzhledem k prib&znym demografickym zménam
se da ocekavat narlst poctu pacientl (Wolfe AM, Kellgren JH and Masi AT Bull. Rheum.Dis.
19:524-529, 1968). RA je chronické, systémové, zanétlivé onemocnéni postihujici predevsim
klouby, ale vyznacuje se také dal$imi piiznaky, vcéetné narlstu kardiovaskularnich onemocnéni.
RA je nejcastéji se vyskytujicim autoimunitnim onemocnénim, jehoz disledkem byva trvala
pracovni neschopnost a pfedcasné Umrti. Navzdory dlouholetému intenzivnimu vyzkumu se
zatim nepodatilo vyvinout uc¢inné terapeutické prostiedky a RA ma proto vyznamny negativni
ckonomicky dopad, enormné zatézujici zdravotni systém. Incidence RA a jinych chronickych
zanétlivych onemocnéni narfista s vékem, coz znamend, Ze nemocnych bude postupné vyrazng
ptibyvat. Etiologie RA je pomérné malo prozkoumana, ale je pravdépodobné, ze za¢ina podobné
jako ostatni zanétlivé poruchy akutni zanétlivou odpovédi, ktera prechazi do chronické faze s
nasledujicim poskozenim postizené tkang. SoucCasné terapeutické prostiedky jsou zaméfeny na
potlacovani symptomil a stabilizaci RA, pficemz nijak nezlepsuji stav pacienta a neléci jej.
Farmakologické pfistupy jsou zaloZeny na lécich nebo jejich kombinacich. PouZivaji se
analgetika a nesteroidni protizanétlivé léky ke tlumeni bolesti, chorobu modifikujici 1éky
revmatoidni artritidy (DMARDs), biologika ovliviijici cytokiny a buiiky imunitniho systému a
imunoadsorpci pro eliminaci autoprotilatek.

Biologicka 1écba je zaméfena na pro—zanétlivé cytokiny (anti—-TNF terapie, antagonist receptor
pro IL6) a bunky adaptivniho imunitniho systému (T bunky prostiednictvim CTLA4 agonistd, B
bunky pies anti-CD20 agonistické protilatky). Pfestoze jsou tyto moderni 1éky pomérné Gspesné
pii stabilizaci RA, vétSina z nich nevede k vyléceni. Navic pomérné¢ vyznamny podil pacientli
(cca tfetina) na terapii zaméienou proti TNF viibec nereaguje (Gartlehner G et al Irheumatol.
33:2398-2408, 2007). Vzhledem k uvedenym skuteCnostem je naprosto nezbytné vyvinout nové
terapeutické prostiedky pro tuto vyznamnou skupinu pacientt.

Zablokovani piispévku neutrofilli a synovialnich fibroblasti v rané fazi RA pfedstavuje novy
racionalni terapeuticky postup. V synovialni tekutiné pacientdl postizenych RA predominuji
neutrofily, které pfispivaji k zanétu a poskozeni tkani, coz je podstatou patologie tohoto
onemocnéni. Kromé kortikosteroidli nejsou zadnou z pouZzivanych terapeutickych modalit nijak
zasazeny, piestoZe pifedstavuji jeden z hlavnich mechanismili patologic RA. Ke chronickému
zanétu a patologii navic vyrazné piispiva také expanse synovialni tkané, zplisobena intenzivni
proliferaci fibroblastl. Zbytnéla granulomatozni tkan pak casto invaduje chrupavku a kost,
zpusobuje erozi kloubtl, a navic produkuje zanétlivé cytokiny, které udrzuji zanétlivou odpovéd.
A ani synovialni fibroblasty nejsou v soucasné dob¢ v oblasti zajmu jako mozny cil pro terapii.

Dal§i vyznamny argument pro vyvoj novych terapeutickych modalit pro 1écbu RA je velmi
vysoka cena biologické 1é¢by, ktera vede k omezovani jejiho pouziti z ekonomickych divodd, a
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to véetné zemi Evropské unie. V soucasné dob¢ se také vénuje vice pozornosti pacientim v
ranych stadiich onemocnéni, aby se oddalil nebo zastavil prib¢h onemocnéni do faze, které jiz
nakladnou biologickou 1é¢bu vyzaduje. Terapie zaloZené na DMARDS mohou v ranych fazich
RA zpomalit progresi onemocnéni u nekterych pacientd, ktefi tak budou vyzadovat v nejblizsi
dobé jiné 1éCebné postupy/prostiedky.

-----

vyuzity pro 1éCbu RA.

Podstata vynalezu

Predmétem tohoto vynalezu jsou S—substituované—7—[4—(substituované)benzyl]amino—3—
isopropylpyrazolo[4,3—d]pyrimidiny obecného vzorce |

ve kterém,

X je atom uhliku nebo dusiku a Y je CH, O, S, nebo N, vazby oznaCené ¢arkovang jsou nezavisle
jednoduché nebo dvojné vazby,

R je vybrano ze skupiny zahrnujici
— Cx—Cyo linearni nebo rozvétveny alkyl, poptipad¢ substituovany alespon jednim substituentem
vybranym ze skupiny zahrnujici hydroxy a amino substituent, s vyhodou jednim hydroxy a/nebo

jednim amino substituentem;

— (dialkylamino)alkyl skupinu, kde kazdy alkyl je vybran nezavisle ze skupiny zahrnujici C—Cio
linearni nebo rozvétveny alkyl;

— C3-Cyo cykloalkyl, kde cykloalkyl znamena monocyklickou nebo polycyklickou alkylovou
skupinu obsahujici 3 az 10 uhlikovych atomd, ktera je popfipad¢ substituovana alespon jednim
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substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici hydroxy, Ci—Cs4 alkyl, C—Cs alkoxy, C—Cs
hydroxyalkyl a amino substituent;

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

S vyhodou je Co—Cip linearni nebo rozvétveny alkyl substituovany alespon jednou hydroxy
skupinou vybran ze skupiny zahrnujici 2-hydroxyethyl, 2(RS, R nebo S)-hydroxypropyl, 3-
hydroxypropyl, 4-hydroxybut-2(RS, R, nebo S)-yl, 2-hydroxy—2-methylpropyl, 3-hydroxy-3-
methylbutyl, 2,3—dihydroxypropyl, 1-hydroxy—3-methylbut-2—yl a (3RS)-2-hydroxypent—-3—yl.

V dal$§im vyhodném provedeni je Co—Cip linearni nebo rozvétveny alkyl substituovany amino
skupinou vybran ze skupiny zahrnujici 2-aminoethyl, 3—aminopropyl, 4—aminobutyl, 5-
aminopentyl, 6—aminohexyl.

V dal§im vyhodném provedeni je C>—Cjo linearni nebo rozvétveny alkyl substituovany amino a
hydroxy skupinou 3—amino—2-hydroxypropyl.

S vyhodou je (dialkylamino)alkyl skupina vybrana ze skupiny zahrnujici (dimethylamino)methyl,
2—(dimethylamino)ethyl, 3—(dimethylamino)propyl, 3—(dimethylamino)butyl,
(diethylamino)methyl, 2—(diethylamino)ethyl, 3—(diethylamino)propyl a 4—(diethylamino)butyl.

Ve vyhodném provedeni je Cs—Cio cykloalkyl vybran ze skupiny zahrnujici cyklopropyl,
cyklobutyl, cyklopentyl a cyklohexyl.

S vyhodou obsahuje struktura oy poloze 4 benzylového substituentu v obecném vzorci 1
dvé dvojné nebo zadnou dvojnou vazbu. Vyhodngji je vybrana ze skupiny zahrnujici pyrrolidin—
1-yl, 1H-pyrazol-1-yl, 1H-pyrrol-2-yl, thiofen—2—-yl, furan-2-yl.

V pftipadg, Ze slouceniny podle predlozen¢ho vynalezu maji chirdlni centrum, vynalez zahrnuje
vSechny opticky aktivni isomery, jejich smési i racematy. Tedy slouceniny obecného vzorce I,
nezavisle na (R) nebo (S) konfiguraci na chiralnich centrech, jsou zahrnuty v tomto vynalezu.

5-Substitutované 7-[4—(substituované)benzyl]amino—3—isopropylpyrazolo[4,3—d]pyrimidiny
obecného vzorce | jsou vhodné pro pouziti jako léc¢iva. Slou€eniny podle vynalezu zejména
vykazuji kombinovanou antiproliferativni, protizanétlivou a proapoptotickou aktivitu, zejména
vhodnou pro 1é¢bu onemocnéni spojenych se zanétem, aberantni proliferaci a apoptozou.

V jednom provedeni S5—substitutované—7—[4—(substituované)benzyl|amino—3-isopropylpyrazolo-
[4,3—d]pyrimidiny obecného vzorce | jsou vhodné pro pouziti pro [éCbu zanétlivych onemocnéni.
Konkrétnéji jsou zejména vhodné pro pouziti pro 1é€bu revmatoidni artritidy.

V jesté dal$im provedeni 5—substitutované—7—[4—(substituované)benzylJamino—3—isopropyl-
pyrazolo[4,3—d]pyrimidiny obecného vzorce 1 jsou vhodné pro pouziti pro inhibici kinaz
CDKS5/7/9, které jsou jednim z kli¢ovych komponent zapojenych v regulaci déleni neutrofil a
fibroblastl a jejich migraci.

Dal§im pfedmétem vynalezu je metoda 1écby zanétlivych onemocnéni spojenych s aberantni
bunécnou proliferaci nebo apoptézou nebo bunéénou migraci, jako je revmatoidni artritida u
savell vyzadujicich takovouto 1é€bu podavanim terapeuticky U¢innych davek alespon jedné ze
sloucenin obecného vzorce | savelim.
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Vynalez také zahrnuje farmaceutick¢é piipravky obsahujici = S—substitutované—7-[4—
(substituované)benzyl]amino—3—isopropylpyrazolo[4,3—d]pyrimidiny obecného vzorce [ a
farmaceuticky pfijatelné nosice.

Mimotadné vyhodnymi slouc¢eninami podle vynalezu jsou derivaty obecného vzorce I, které
nesou substituent R vybrany ze skupiny zahrnujici: ethyl, propyl, butyl, 2-hydroxyethyl, 3—
hydroxypropyl, = 2(R)-hydroxypropyl, = 2(S)-hydroxypropyl, 4-hydroxybut-2(R)-yl, 4-
hydroxybut-2(S)—yl, 4-hydroxybut-2(R,S)-yl, 2—(hydroxy—2—methyl)propyl, 2,3—
dihydroxypropyl, 1-hydroxy—3-methylbutyl, (R,S)-2-hydroxypent—3-yl, (R)-2-hydroxypent—
3—yl, (S)-2-hydroxypent-3—yl, (R)-1-isopropyl-2-hydroxyethyl, (S)-1-isopropyl-2-hydroxy-
ethyl, (2—aminoethyl, 3—aminopropyl, 4—aminobutyl, 5—aminopentyl, 6—aminohexyl, 3—amino—
2-hydroxypropyl, 1—(dimethylamino)methyl, 2—(dimethylamino)ethyl, 3—(dimethylamino)-
propyl, 4—dimethylamino)butyl, 2—(diethylamino)ethyl, 3—(diethylamino)propyl, cis—2—amino-
cyklohexyl, trans—2—aminocyklohexyl, cis,trans—2—aminocyklohexyl, cis,trans—3—amino-
cyklohexyl, trans—4—aminocyklohexyl, cis—4—aminocyklohexyl, cis,trans—4—aminocyklohexyl,
cis—2-hydroxycyklohexyl, trans—2-hydroxycyklohexyl, cis, trans—2-hydroxycyklohexyl,
cis,trans—3-hydroxycyklohexyl, trans—4-hydroxycyklohexyl, cis—4—hydroxycyklohexyl,
cis,trans—hydroxycyklohexyl.

Priprava latek obecného vzorce 1 vychazi z 7-chlor—3-isopropyl-5-methylsulfonyl-1H-
pyrazolo[4,3—d]pyrimidinu, kde se provede substituce atomu chloru 1-[fenyl]methanaminem
substituovanym v poloze 4 fenylu, a nasledné se nahradi methylsulfonyl skupina substituentem
R-NH- reakei s aminem R—NI.

Farmaceutické kompozice

Vhodné cesty pro aplikaci jsou oralni, rektalni, vazalni mistni (zahrnujici okularni, bukalni a
sublingualni), vaginalni a parenteralni (zahrnujici subkutanni, intramuskularni, intravitredzni,
nitroZilni, intradermalni, intratekalni a epiduralni). Preferovany zplsob podani zavisi na stavu
pacienta, toxicité slouCeniny a misté infekce, kromé ostatnich ohledi znamych klinikovi.

Terapeuticky piipravek obsahuje od 1 do 95 % aktivni latky, pficemz jednorazové davky
obsahuji prednostn¢ od 20 do 90 % aktivni latky a pii zplsobech aplikace, které nejsou
jednorazové, obsahuji prednostné od 5 do 20 % aktivni latky. Jednotkové davkové formy jsou
napfi. potahované tablety, tablety, ampule, lahvicky, ¢ipky nebo tobolky. Jiné formy aplikace jsou
napi. masti, krémy, pasty, pény, tinktury, rténky, kapky, spreje, disperze atd. Prikladem jsou
tobolky obsahujici od 0,05 g do 1,0 g aktivni latky.

Farmaceutické ptipravky podle pfedloZzeného vynalezu jsou piipravovany znamym zpiisobem,
napt. béZnym michanim, granulaci, potahovanim, rozpoustécimi nebo lyofiliza¢nimi procesy.
Prednostné jsou pouzivany roztoky aktivnich latek a dale také suspenze nebo disperze, obzvlasté
izotonické vodné roztoky, suspenze nebo disperze, které mohou byt piipraveny pred pouzitim,
napi. v pripadé lyofilizovanych preparatli obsahujicich aktivni latku samotnou nebo s nosicem
jako je mannitol. Farmaceutické ptipravky mohou byt sterilizovany a/nebo obsahuji excipienty,
napi. konzervacni piipravky, stabilizatory, zvlhcovadla a/nebo emulgatory rozpoustéci Cinidla,
soli pro regulaci osmotického tlaku a/mebo pufry. Jsou piipravovany znamym zplsobem, napf.
béznym rozpousténim nebo lyofilizaci. Zminéné roztoky nebo suspense mohou obsahovat latky
zvysujici viskozitu, jako napf. sodnou stl karboxymethylcelulozy, dextran, polyvinylpyrrolidon
nebo Zelatinu.

Olejové suspense obsahuji jako olejovou slozku rostlinné, syntetické nebo semisyntetické oleje
obvyklé pro injekéni tcely. Oleje, které zde mohou byt zminény, jsou obzvlasté kapalné estery
mastnych kyselin, které obsahuji jako, kyselou slozku mastnou kyselinu s dlouhym fetézcem
majicim 8 az 22, s vyhodou pak 12 aZz 22 uhlikovych atomil, napf. kyselinu laurovou,
tridekanovou, myristovou, pentadekanovou, palmitovou, margarovou, stearovou, arachidonovou
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a behenovou, nebo odpovidajici nenasycené kyseliny, napt. kyselinu olejovou, alaidikovou,
eurikovou, brasidovou a linoleovou, pfipadné s pfidavkem antioxidanti, napt. vitaminu E, -
karotenu nebo 3,5—di—tert—butyl-4-hydroxytoluenu. Alkoholova slozka téchto esteri mastnych
kyselin nema vice nez 6 uhlikovych atomi a je mono— nebo polyhydricka, napt. mono—, di— nebo
trihydrické alkoholy jako metanol, etanol, propanol, butanol nebo pentanol a jejich isomery, ale
hlavn¢ glykol a glycerol. Estery mastnych kyselin jsou s vyhodou napft. ethyl oleat, isopropyl
myristat, isopropyl palmitat, "Labrafil M 2375" (polyoxyethylen glycerol trioleat, Gattefoseé,
Patiz), "Labrafil M 1944 CS" (nenasycené polyglykolované glyceridy pfipravené alkoholyzou
oleje z merunkovych jader a sloZené z glyceridi a esterti polyethylen glykolu; Gattefoseé, Patiz),
"Labrasol” (nasycené polyglykolované glyceridy pfipravené alkoholyzou TCM a slozené z
glyceridii a esterti polyethylen glykolu; Gattefoseé, Paiiz) a/nebo "Miglyol 812" (triglycerid
nasycenych mastnych kyselin s délkou fetézce Cs az Ci» od Hiils AG, Némecko) a zvlaste
rostlinné oleje jako bavinikovy olej, mandlovy olej, olivovy olgj, ricinovy olej, sezamovy olej,
s6jovy olej a zejména olej z podzemnice olejné.

Priprava injekéniho pfipravku se provadi za sterilnich podminek obvyklym zplisobem, napf.
plnénim do ampuli nebo lahvicek a uzaviranim obald.

Napt. farmaceutické piipravky pro oralni pouZiti se mohou ziskat smichanim aktivni latky s
jednim nebo vice tuhymi nosici, ptipadnou granulaci vysledné smési, a pokud je to pozadovano,
zpracovanim smési nebo granuli do tablet nebo potahovanych tablet piidavkem dal§ich
neutralnich latek.

Vhodné nosi¢e jsou obzvlasté plnidla jako cukry, napf. laktéza, sacharéza, mannitol nebo
sorbitol, celulézové preparaty a/nebo fosforeCnany vapniku, s vyhodou fosfore¢nan vapenaty
nebo hydrogenfosfore¢nan vapenaty, dale pojiva jako Skroby, s vyhodou kukuii¢ny, pSenicny,
ryzovy mnebo bramborovy Skrob, methylceluldéza, hydroxypropylmethylceluléza, sodna stl
karboxymethylcelulozy a/mebo polyvinylpyrrolidin, a/nebo pokud pozadovano desintegratory
jako vyse zminéné Skroby a dale karboxymethylovy skrob, zesitény polyvinylpyrrolidin, alginova
kyselina a jeji soli, s vyhodou alginat sodny. Dal$i neutralni latky jsou regulatory toku a
lubrikanty, s vyhodou kyselina salicylova, talek, kyselina stearova a jeji soli jako stearat
horecnaty a/nebo vapenaty, polyethylen glykol nebo jeho derivaty.

Jadra potahovanych tablet mohou byt potaZzena vhodnymi potahy, které mohou byt odolné vaci
zalude¢ni §tavé, pricemz pouzivané potahy jsou mezi jinymi koncentrované roztoky cukrti, které
mohou obsahovat arabskou gumu, talek, polyvinylpyrrolidin, polyethylen glykol a/nebo oxid
titani¢ity, dale potahovaci roztoky ve vhodnych organickych rozpoustédlech nebo smésich
celuldzovych preparati jako acetylcelulozaftalat, nebo hydroxypropylmethylcelulozaftalat.
Barviva nebo pigmenty jsou pfimichavany do tablet nebo potahovanych tablet napf. pro
identifikaci nebo charakterizaci riznych davek u¢inné slozky. Farmaceutické piipravky, které
mohou byt uZivany oralné jsou také tvrdé tobolky ze Zelatiny nebo mekké uzaviené tobolky ze
zelatiny a zmé&kCovadla jako glycerol nebo sorbitol. Tvrdé tobolky mohou obsahovat aktivni
latku ve form¢ granuli, smichanou napt. s plnidly jako je kukuficny skrob, pojivy nebo lubrikanty
jako talek nebo stearat horeCnaty, a se stabilizatory. V mékkych tobolkach je aktivni latka
prednostné rozpusténa nebo suspendovana ve vhodnych kapalnych latkach neutralni povahy jako
mazaci tuk, parafinovy olej nebo kapalny polyethylen glykol ¢i estery mastnych kyselin a ethylen
nebo propylen glykolu, pficemz je také mozno piidat stabilizatory a detergenty napt. typu esterd
polyethylen sorbitanovych mastnych kyselin. Dals$i formy oralniho podavani jsou napt. sirupy
pfipravované béznym zplsobem, které obsahuji aktivni slozku napt. v suspendované formé a v
koncentraci okolo 5 az 20 %, prednostné okolo 10 % nebo podobné koncentrace, ktera umoznuje
vhodnou individualni davku, napt. kdyZz je méteno 5 nebo 10 ml. Ostatni formy jsou napf.
praskové nebo kapalné koncentraty pro pripravu koktejli, napt. v mléce. Takovéto koncentraty
mohou byt také baleny v mnozstvi odpovidajicim jednotkové davce.
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Farmaceutické ptipravky, které mohou byt pouzivany rektalné, jsou napf. ¢ipky, které obsahuji
kombinaci aktivni latky se zakladem. Vhodné zédklady jsou napt. pfirodni nebo synteticke
triglyceridy, parafinové uhlovodiky, polyethylen glykoly nebo vyssi alkoholy.

Pripravky vhodné pro parenteralni podani jsou vodné roztoky aktivni slozky ve formé rozpustné
ve vodé¢, napf. ve vod¢ rozpustna sl nebo vodna injekéni suspenze, ktera obsahuje latky
zvySujici viskozitu, mnapf. sodnou sl karboxymethylceluldézy, sorbitol a/nebo dextran, a
stabilizatory tam kde je to vhodné. Aktivni latka mlze byt také pfitomna ve formé lyofilizatu
spolecné s excipienty, kde je to vhodné, a mlze byt rozpusténa pred parenteralni aplikaci
pfidanim vhodnych rozpoustédel. Roztoky, které jsou pouzity pro parenteralni aplikaci, mohou
byt pouzity napt. i pro infizni roztoky. Preferovana konzervo vadla jsou s vyhodou antioxidanty
jako kyselina askorbova, nebo mikrobicidy kyselina sorbova ¢i benzoova.

Masti jsou emulze oleje ve vode, které obsahuji ne vice nez 70 %, ale prednostné 20 az 50 %
vody nebo vodné faze. Tukovou fazi tvofi zejména uhlovodiky, napt. vazelina, parafinovy olej
nebo tvrdé parafiny, které prednostné obsahuji vhodné hydroxyslouceniny jako mastné alkoholy
a jejich estery, napi. cetyl alkohol, nebo alkoholy lanolinu, s vyhodou lanolin pro zlepSeni
kapacity pro vazani vody. Emulgatory jsou odpovidajici lipofilni slouceniny jako sorbitanové
estery mastnych kyselin (Spany), s vyhodou sorbitan oleat nebo sorbitan isostearat. Aditiva k
vodné fazi jsou napf. smacedla jako polyalkoholy, napt. glycerol, propylen glykol, sorbitol
a/nebo polyethylen glykol, nebo konzervacni prosttedky ¢i piijemné vonici latky.

Mastné masti jsou nevodné a obsahuji jako bazi hlavné uhlovodiky, napf. parafin, vazelinu nebo
parafinovy olej, a dale pfirodni nebo semisyntetické tuky, napt. hydrogenované kokosove
triglyceridy mastnych kyselin nebo, s vyhodou, hydrogenované oleje, napi. hydrogenovany
ricinovy olej nebo olej z podzemnice olejné, a dale ¢astecné glycerolové estery mastnych kyselin,
napft. glycerol mono— a/nebo distearat. Dale obsahuji napf. mastné alkoholy, emulgatory a/nebo
aditiva zminéna v souvislosti s mastmi, ktera zvysuji piijem vody.

Krémy jsou emulze oleje ve vodé, které obsahuji vice nez 50 % vody. Pouzivané olejové baze
jsou zejména mastné alkoholy, napf. lauryl, cetyl nebo stearyl alkoholy, mastné kyseliny,
naptiklad palmitova nebo stearova kyselina, kapalné a pevné vosky, naptiklad isopropyl myristat,
lanolin nebo vceli vosk, a/nebo uhlovodiky, naptiklad vazelina (petrolatum) nebo parafinovy ole;j.
Emulgatory jsou povrchové aktivni slouceniny s prevazné hydrofilnimi vlastnostmi, jako jsou
odpovidajici neiontové emulgatory, napt. estery mastnych kyselin polyalkoholti nebo jejich
ethylenoxy adukty, napft. estery polyglycerickych mastnych kyselin nebo polyethylen sorbitanové
estery (Tween) dale polyoxyethylenové étery mastnych alkoholl nebo polyoxyethylenové estery
mastnych kyselin, nebo odpovidajici iontové emulgatory, jako alkalické soli sulfati mastnych
alkoholli, s vyhodou laurylsulfat sodny, cetylsulfat sodny nebo stearylsulfat sodny, které jsou
obvykle pouzivany v pfitomnosti mastnych alkoholdi, napt. cetyl stearyl alkoholu nebo stearyl
alkoholu. Aditiva k vodné fazi jsou mimo jiné ¢inidla, ktera chrani krémy pred vyschnutim, napf.
polyalkoholy jako glycerol, sorbitol, propylen glykol a polyethylen glykol, a dale konzervacni
¢inidla a pfijemné vonici latky.

Pasty jsou krémy nebo masti obsahujici praskové slozky absorbujici sekreci jako jsou oxidy
kovii, napt. oxidy titanu nebo oxid zinecnaty, a dale talek ¢i silikaty hliniku, které maji za kol
vazat ptitomnou vlhkost nebo sekreci.

Pény jsou aplikovany z tlakovych nadob a jsou to kapalné emulze oleje ve vodé v aerosolové
formé, ptricemz jako hnaci plyny jsou pouzivany halogenované uhlovodiky, jako
polyhalogenované alkany, napf. dichlorfluormethan a dichlortetrafluorethan, nebo prednostné
nehalogenované plynné uhlovodiky, vzduch, N>O ¢i oxid uhli¢ity. Pouzivané olejové faze jsou
stejné jako pro masti a krémy a také jsou pouzivana aditiva tam zminéna.
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Tinktury a roztoky obvykle obsahuji vodné—etanolickou bazi, ke které jsou piimichana
zvlh¢ovadla pro sniZzeni odparovani jako jsou polyalkoholy, napt. glycerol, glykoly a/nebo
polyethylen glykol, dale promazavadla jako estery mastnych kyselin a nizS§ich polyethylen
glykolu, 4. lipofilni latky rozpustné ve vodné smési nahrazujici tukové latky odstranéné z klize
etanolem, a pokud je to nutné, i ostatni excipienty a aditiva.

Tento vynalez dale poskytuje veterinarni pfipravky obsahujici nejméné jednu aktivni slozku
spolecné s veterinarnim nosicem. Veterinarni nosice jsou materialy pro aplikaci pfipravku a
mohou to byt latky pevné, kapalné nebo plynné, které jsou inertni nebo piijatelné ve veterinarni
medicing a jsou kompatibilni s aktivni slozkou. Tyto veterinarni piipravky mohou byt podavany
oralng, parenteraln¢ nebo jakoukoli jinou pozadovanou cestou.

Vynalez se také vztahuje na procesy nebo metody pro léCeni nemoci zminénych vySe. Latky
mohou byt podavany profylakticky nebo terapeuticky jako takové nebo ve formé
farmaceutickych ptipravkl, prednostné v mnozstvi, které je efektivni proti zminénym nemocem,
pficemz u teplokrevnych Zivocichli, napt. cloveéka, vyzadujiciho takovéto oSetfeni, je latka
pouzivana zejména ve form¢ farmaceutického piipravku. Na télesnou hmotnost okolo 70 kg je
aplikovana denni davka latky okolo 0,1 az 5 g, s vyhodou 0,5 az 2 g.

Objasnéni vykresu

Obrazek 1 ukazuje uCinek latek 15 a 61 na apoptézu neutrofili. Izolované neutrofily byly
inkubovany s uvedenymi latkami 8 hod, nasledné byly oznaCeny annexinem V a analyzovany
pritokovou cytometrii.

Obrazek 2 ukazuje casovy prubch oxidativniho vzplanuti neutrofilti indukované fMLP (Formyl-
Methionyl-Leucyl-Fenylalanin) a jeho potlaceni latkou 15. Izolované neutrofily byly
inkubovany s GM—CSF a rtiznymi koncentracemi latky 15 po dobu 1 h. Tvorba ROS during po
stimulaci fMLP byla kvantifikovana chemiluminiscen¢ni reakci.

Obrazek 3 znazoriuje typickou imunudetekei protein Mcl—1 v neutrofilech ovlivnénych riznymi

koncentracemi slouceniny 15 (konc. je uvedena v nM) po dobu 8 hod. Aktin byl detekovan pro
kontrolu vyrovnaného naneseni proteint.

Piiklady uskuteénéni vynalezu

Vynalez je popsan pomoci nasledujicich ptikladd, které ov§em nijak neomezuji jeho rozsah.

Body tani byly stanoveny na Kofflerové bloku a nebyly korigovany. Vsechny reagencie byly ze
standardnich komercnich zdroji a analytické Cistoty. Tenkovrstva chromatografie (TLC) byla
provadéna na destickach silica gel Fzs4 od Mercku. Skvrny byly vizualizovany pod UV svétlem
(254 nm). Elementarni analyzy (C,H,N) byly méfeny na EA1108 CHN analyzatoru (Thermo
Finnigan). ESI hmotova spektra byla namétena za pouziti piimého nasttiku na Waters Micromass
ZMD 2000 hmotovém spektrometru (con voltage 20 V). NMR spektra byla méfena na pfistroji
JEOL 500 ECA pii teploté 300 K a frekvenci 500 MHz (*H), respektive 125 MHz (*C). Merck
silikagel Kieselgel 60 (zrnitost 230 az 400) byl pouzit na sloupcovou chromatografii. V§echny
slouceniny vykazaly uspokojivé elementarni analyzy (+ 0,4 %).
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R! = furan-2-yl (2)
thiofen—2—-yl (3)
1H—pyrrol-2-yl (4)
pyrrolidin—-1-yl (5)
1H-pyrazol-1-yl (6)

Priklad 1

3-Isopropyl-5-methylsulfonyl—7—[4—(furan—2—yl)benzyl Jamino—1 H—pyrazolo[4,3—d [pyrimidin
(2)

7-Chloro—3—isopropyl-5—-methylsulfonyl-1H—pyrazolo[4,3—d]pyrimidin (1) (17,8 mmol) a
ethyldiisopropylamin (22,5 mmol) byl zahtivan v 80 mL ~~BuOH na 60 °C.

Poté byl pridan roztok 1-[4—(furan—2—yl)phenyl]methanaminu (20,9 mmol) v 30 mL t-BuOH
(pti 50 °C) a reakéni smés byla zahiivana na 60 °C po dobu 1 hodiny.

Rozpoustédlo bylo vakuové odpafeno a surovy produkt byl pieCistén na silikagelove
chromatografické kolon€ za pouziti skokového gradientu ve slozeni: 1 % -5 % MeOH v CHCls.
Byla ziskana krystalicka bezbarva latka. Vytézek 65 %, bod tani 180 az 190 °C.

ESI+ m/z 412,1 [M+H]*, ESI- m/z 410,1 [M-H]". 'H (500 MHz; DMSO—ds): 1,32 (d, J = 7,03
Hz, 6H, -CH—-(CHs),); 2,41 (s, 3H, —CHs); 3,33 — 3,35 (m, 1H, —-CH—(CHs),); 4,65 (bs, 2H, —
NH-CH»-); 6,58 — 6,61 (m, 1H, ArH); 6,89 — 6,91 (m, 1H, ArH); 7,48 (d, J = 7,03 Hz, 2H,
ArH); 7,75 - 7,77 (m, 1H, ArH); 7,92 (d, J = 7,95 Hz, 1H, ArH).

Priklad 2

3-Isopropyl-5-methylsulfonyl—7—[4—(thiofen—2—yl)benzyl Jamino—1 H—pyrazolo[4,3—d pyrimidin
(3)

7-Chloro—3—isopropyl-5—-methylsulfonyl-1H—pyrazolo[4,3—d]pyrimidin (1) (17,8 mmol) a
ethyldiisopropylamin (22,5 mmol) byl zahian v 80 mL #~~BuOI na 60 °C. Poté byl pfidan roztok
1-[4—(thiofen-2—yl)fenylJmethanaminu (20,9 mmol) v 30 ml. ~BuOH (ptfi 50 °C) a reakcni
smés byla zahfivana na 60 °C po dobu 1 hodiny.

Rozpoustédlo bylo vakuové odpafeno a surovy produkt byl pieCistén na silikagelove
chromatografické koloné za pouziti skokového gradientu ve sloZeni: 1% -5 % MeOH v CHCls.
Byla ziskana krystalicka bezbarva latka. Vytézek 80 %, bod tani 163 az 170 °C.

ESI+ m/z 428,1 [M+H]*, ESI- m/z 426,1 [M-H]". 'H (500 MHz; DMSO—ds): 1,31 (d, J = 7,03
Hz, 6H, -CH-(CH5)>); 2,51 (s, 3H, —CHs); 3,40 — 3,44 (m, 1H, -CH—(CHs),); 4,68 (bs, 2H,
-NH-CH»-); 7.10 — 7,13 (m, 1H, ArH); 7,38 — 7,40 (m, 1H, ArH); 7,46 (d, J = 7,03 Hz, 2H,
ArH); 7,70 — 7,72 (m, 1H, ArH); 7,85 (d, J =7,95 Hz, 1H, ArH).
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Piiklad 3

3-Isopropyl-5-methylsulfonyl-7—[4—( 1 H-pyrazol-1—yl)benzyl Jamino—I1 H-pyrazolo[4,3-d]-
pyrimidin (6)

7-Chloro—3—isopropyl-5—-methylsulfonyl-1H—pyrazolo[4,3—d]pyrimidin (1) (17,8 mmol) a
ethyldiisopropylamin (22,5 mmol) byl zahian v 80 mL +~BuOH na 60 °C. Poté byl ptidan roztok
1-[4—(1 H-pyrazol-1-yl)fenylJmethanaminu (20,9 mmol) v 30 mL t-BuOH (pfti 50 °C) a reakéni
smés byla zahfivana na 60 °C po dobu 1 hodiny.

Rozpoustédlo bylo vakuové odpafeno a surovy produkt byl pieCistén na silikagelove
chromatografické koloné za pouziti skokového gradientu ve sloZeni: 1% -5 % MeOH v CHCls.
Byla ziskéna krystalicka bezbarva latka. Vytézek 80 %, bod tani 195 az 200 °C po rekrystalizaci
7z MeOH.

ESI+ m/z 412,2 [M+H]*, ESI- m/z 410,2 [M-H]". '"H (500 MHz; DMSO—ds):1,39 (d, J = 7,03
Hz, 6H, -CH(CHs)2); 3,26 (s, 3H, —-CHs); 3,37 (sept., J = 6,72 Hz, 1H, -CH(CHs),); 4,79 (bs,
2H, -CH»-); 6,51 (dd, J = 2,45 Hz, J = 1,83 Hz, 1H, ArH); 7,54 (d, J = 8,25 Hz, 2H, Arll); 7,70
(d,J=1,53 Hz, 1H, ArH); 7,79 (d, J = 8,39 Hz, 2H, ArH); 8,44 (d, J = 2,45 Hz, 1H, ArH).

BC (125 MHz; DMSO-ds): 21,6; 25,6; 39,5, 43,1 107,7; 118.2; 118,3; 127,6; 128,2; 128,9;
132,3; 138,8; 140,8; 158,1.

Priklad 4

(R/S )-3—Isopropyl-5—2—hydroxypropyl)amino—7—[4—(1 H-pyrazol—1—-yl)benzyl Jamino—1 H-
pyrazolo{4,3—d]pyrimidin (62)

Smés 3-isopropyl-5—methylsulfonyl-7—-[4—(1 H—pyrazol-1-yl)benzyl Jamino—1H-pyrazolo—4,3—
d]pyrimidinu 6 (1,42 mmol) a l-amino—2-propanolu (14 mmol) byla zahfivana v zatavené
ampuli na teplotu 135 °C po dobu 8 hodin. Po ochlazeni byla smés nalita do smési H-O a CHCls.
Vodna faze byla vyextrahovana pomoci CHCIs, spojené organické faze byly vysuSeny nad
siranem hore¢natym a odpateny. Surovy produkt byl pfecistén na silikagelové chromatografickée
kolon¢ za pouziti skokového gradientu ve slozeni: 3%, 5%, 7%, 10% MeOH v CHCls. Byla
ziskana amorfni bezbarva latka. Vytézek 33 %.

ESI+ m/z 407,2 [M+H]+, ES— m/z 405,2 [M-H]". 'H (500 MHz; DMSO—de): 1,00 (d, J = 6,42
Hz, 3H, -CH-CHs-); 1,27 (d, J = 6,72 Hz, 6H, -CH—(CHs)»); 3,07 — 3,13 (m, 2H, -CH,-); 3,20
~ 3,25 (m, 1H, -CH~(CHs),); 3,71 — 3,77 (m, 1H, ~CH-); 4,66 (bd, J = 4,89 Hz, 2H, -NH-
CH:-); 6,05 (bs, 1H, -NH-CH,-); 6,47 — 6,48 (m, 1H, Arl); 7,45 (d, J = 8,56 Hz, 2H, ArH);
7,66 — 7,68 (m, 1H, ArH); 7,74 — 7,76 (d, J = 8,56 Hz, 2H, ArH); 8,40 (d, J = 2,45 Hz, 1H, ArH).

BC (125 MHz; DMSO-de): 21,9, 22,1, 26,7, 31,3, 42,9, 49,9, 66,9, 108,0, 108,2, 118.5, 118,9,
128,1,129,2,139,2, 141,3

Piiklad 5

3—-Isopropyl-5—2-hydroxy—2-methylpropyl)amino—7—[4—(furan—2—yl)benzyl Jamino—I1 H—
pyrazolo[4,3—d]pyrimidin (31)

Smés 3—isopropyl-5—methylsulfonyl-7—[4—(furan—2—yl)benzyl Jamino—1H-pyrazolo[4,3—d]-

pyrimidinu 2 (1,42 mmol) a l-amino—2-methyl-2—propanolu (14 mmol) byla zahfivana v
zatavené ampuli na teplotu 135 °C po dobu 6 hodin. Po ochlazeni byla smés nalita do smési H,O
a CHCls. Vodna faze byla vyextrahovana pomoci CHCls, spojené organické faze byly vysuseny
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nad siranem horecnatym a odpafeny. Surovy produkt byl pre€istén na silikagelové
chromatografické kolon¢ za pouZiti skokového gradientu ve sloZeni: 2%, 4%, 6% MeOH v
CHCls. Byla ziskana amorfni bezbarva latka. Vytézek 23 %.

ESI+ m/z 4212 [M+H]*, ES— m/z 419,2 [M-H]". 'H (500 MHz; DMSO—de): 1,06 (s, 6H, -C—
(CH:)); 1,31 (d, J = 7,03 Hz, 6H, -CH~(CHs),); 3,24 (sept, J = 7,03 Hz, 1H, -CH—(CH;)); 3,20
, J = 5,81 Hz, 2H, -NH-CH»-); 4,68 (d, J = 4,89 Hz, 2H, -NH-CH>-); 6,12 (bs, 1H, -NH-
CHy); 6,58 — 6,61 (m, TH, ArH); 6,89 — 6,91 (m, 1H, ArH); 7,48 (d, J = 7,03 Hz, 2H, ArH); 7,75
~ 7,77 (m, 1H, ArtD); 7,92 (d, J = 7,95 Hz, 1H, ArH).

Piiklad 6

3-Isopropyl-5—(2—hydroxy—2—-methylpropyl)amino—7—[4—(thiofen—2—yl)benzyl jamino—1 H—
pyrazolo[4,3—d]pyrimidin (32)

Smés 3—isopropyl-5—methylsulfonyl-7—[4—(thiofen—2—yl)benzyl Jamino—1H-pyrazolo[4,3—d]-
pyrimidinu 3 (1,2 mmol) a l-amino—2-methyl-2—propanolu (12 mmol) byla zahiivana v
zatavené ampuli na teplotu 135 °C po dobu 6 hodin. Po ochlazeni byla smés nalita do smési H,O
a CHCls. Vodna faze byla vyextrahovana pomoci CHCls, spojené organické faze byly vysuseny
nad siranem horecnatym a odpafeny. Surovy produkt byl pfecistén na silikagelové
chromatografické kolon¢ za pouZiti skokového gradientu ve sloZeni: 2%, 4%, 6% MeOH v
CHCls. Byla ziskana amorfni bezbarva latka. Vytézek 35 %.

ESI+ m/z 437,2 [M+H]*, ES— m/z 435,2 [M-H]". 'H (500 MHz; DMSO—ds): 1,06 (s, 6H, -C—
(CH3)2); 1,31 (d, J = 7,03 Hz, 6H, —-CH—(CHs),); 3,24 (sept, J = 7,03 Hz, 1H, -CH—(CHs),);
3,20 (d, J = 5,81 Hz, 2H, -NH-CH>-); 4,68 (d, J = 4,89 Hz, 2H, -NH-CH>-); 6,12 (bs, 1H, —
NH-CHz-); 7,11 — 7,13 (m, 1H, ArH); 7,37 — 7,40 (m, 1H, ArH); 7,46 (d, J = 7,23 Hz, 2H,
ArH); 7,68 — 7,71 (m, 1H, ArH); 7,83 (d, J = 8,15 Hz, 1H, ArH).

Piiklad 7

3—-Isopropyl-5—(3—amino—2-hydroxypropyl)amino—7—[{4—(furan—2—yl)benzyl Jamino—1 H-
pyrazolo[4,3—d]pyrimidin (15)

Smés 3—isopropyl-5—methylsulfonyl-7—[4—(furan—2—yl)benzyl Jamino—1H-pyrazolo[4,3—d]-
pyrimidinu 2 (1,64 mmol), 1,3—diamino—2—propanolu (95 mmol) a 1-methyl-2—pyrolidonu
(2 mL) byla zahiivana v zatavené ampuli na teplotu 135 °C po dobu 6 hodin. Piebytek aminu byl
vakuove oddestilovan pii teploté pod 70 °C. Obdrzeny koncentrat byl rozpustén ve smési H-O a
CHCIls. Vodna faze byla vyextrahovana pomoci CHCls, spojené organické faze byly vysuseny
nad siranem horecnatym a odpafeny. Surovy produkt byl pfecistén na silikagelové
chromatografické kolon¢ za pouZiti skokového gradientu ve slozeni: 5%, 8%, 11%, 14% MeOH
v CHCIs s trochou koncentrovaného vodného amoniaku. Byla ziskana amorfni bezbarva latka.
Vytézek 24 %.

ESI+ m/z 422,2 [M+H]*, ESI- m/z 420,2 [M-H]". 'H (500 MHz; DMSO—d): 1,25 (d, J = 7,03
Hz, 6H, -CH—(CH-)3); 2,40 — 2,50 (m, 2H, —-CH>-); 3,10 — 3,20 (m, 2H, -CHy-); 2,28-2,33 (m,
1H, —-CH-); 3,45-3,49 (m, 1H, —-CH—(CHs)»); 4,69 (bs, 2H, -NH-CH>-); 6,06 (app. bt, 1H, —
NH-CHz-); 6,60 — 6,61 (m, 1H, ArH); 6,87 — 6,91 (m, 1H, ArH); 7,44 (d, J = 8,25 Hz, 2H,
ArH); 7,75 - 7,77 (m, 1H, ArH); 8,01 (d, J = 8,56 Hz, 2H, ArH).

-10 -
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Ptiklad 8

3—-Isopropyl-5—(3—amino—2-hydroxypropyl )Jamino—7—[4—( 1 H—pyrazol-1-yl)benzyl Jamino—1 H—
pyrazolo{4,3—d]pyrimidin (61)

Smés 3-isopropyl-5—methylsulfonyl-7-[4—(1H—pyrazol-1-yl)benzyl |Jamino—1H—pyrazolo[4,3—
dJpyrimidin 6 (1,64 mmol), 1,3—diamino—2—propanolu (95 mmol) a 1-methyl-2—pyrolidonu
(2 mL) byla zahiivana v zatavené ampuli na teplotu 135 °C po dobu 6 hodin. Piebytek aminu byl
vakuove oddestilovan pii teploté pod 70 °C. Obdrzeny koncentrat byl rozpustén ve smési H-O a
CHCIls. Vodna faze byla vyextrahovana pomoci CHCls, spojené organické faze byly vysuseny
nad siranem horecnatym a odpafeny. Surovy produkt byl pfecistén na silikagelové
chromatografické kolon¢ za pouziti skokového gradientu ve slozeni: 5%, 8%, 11%, 14% MeOH
v CHCIs s trochou koncentrovaného vodného amoniaku. Byla ziskana amorfni bezbarva latka.
Vytézek 35 %.

ESI+ m/z 422,2 [M+H]*, ESI- m/z 420,2 [M-H]". 'H (500 MHz; DMSO—ds): 1,25 (d, J = 7,03
Hz, 6H, -CH-(CHs3)2); 2,40 — 2,50 (m, 2H, —CH>-); 3,10 — 3,20 (m, 2H, -CH>-); 2,28-2,33 (m,
1H, -CH-); 3,45-3,49 (m, 1H, -CH—(CH3)»); 4,69 (bs, 2H, -NH-CH>-); 6,06 (app. bt, 1H,
-NH-CH>-); 6,49 (dd, J = 2,45 Hz, J = 1,83 Hz, 1H, ArH); 7,40 (d, J = 8,56 Hz, 2H, Arll); 7,61
(d, J=1.53 Hz, 1H, ArH); 7,80 (d, J = 8,56 Hz, 1H, ArH); 8,39 (d, J = 2,14 Hz, 1H, ArlD).

Ptiklad 9

3-Isopropyl-5—(trans—2—aminocyklohexyl)amino—7—{4—(furan—2—yl)benzyl Jamino—1 H—-
pyrazolo[4,3—d]pyrimidin (17)

Smés 3—isopropyl-5—methylsulfonyl-7—[4—(furan—2—yl)benzyl Jamino—1H-pyrazolo[4,3—d]-
pyrimidinu 2 (3,32 mmol) a 1,2-trans—diaminocyklohexanu (68 mmol) byla zahiivana v
zatavené ampuli na teplotu 145 °C po dobu 20 hodin. Piebytek aminu byl vakuové oddestilovan
pti teploté pod 70 °C. Obdrzeny koncentrat byl rozpustén ve smési H.O a CHCls. Vodna faze
byla vyextrahovana pomoci CHCls, spojené¢ organické faze byly vysuseny nad siranem
hore¢natym a odpateny. Surovy produkt byl pfeciStén na silikagelové chromatografické koloné
za pouziti skokového gradientu ve slozeni: 4%, 8%, 11%. 14% MeOH v CHCls s trochou
koncentrovaného vodného amoniaku Byla ziskana amorfni bezbarva latka. Vytézek 13 %.

ESI+ m/z 446,2 [M+H]*, ESI- m/z 444,3 [M-H]". 'H (500 MIHz; DMSO—ds): 1,13-1,20 (m, 4,
—CH»-); 1,25 (bs, 6H, -CH—(CH5),); 1,57 — 1,59 (m, 2H, —CH,~); 1,86 (bs, 2H, —CH,-); 2,47 (bs,
1H, —-CH-); 3,15 (sept., J = 6,42 Hz, 1H, -CH—(CHs),); 3,56 (bs, 1H, -CH-); 4,57 (bs, 2H,
-NH-CH»-); 6,58 — 6,61 (m, 1H, ArH); 6,89 — 6,91 (m, 1H, ArH); 7,48 (d, J = 7,13 Hz, 2H,
ArH); 7,75 - 7,77 (m, 1H, ArH); 7,92 (d, J = 7,15 Hz, 1H, ArH).

Priklad 10

3—-Isopropyl-5—(trans——aminocyklohexyl)amino—7—{4—(furan—2—yl)benzyl Jamino—1 H-
pyrazolo[4,3—d]pyrimidin (20)

Smés 3-isopropyl-5—methylsulfonyl-7-[4—(furan—2—yl)benzylJamino—1H-pyrazolo[4,3-d]-
pyrimidinu 2 (0,71 mmol) a 1,4-trans—diaminocyklohexanu (44 mmol) byla zahfivana v
zatavené ampuli na teplotu 145 °C po dobu 20 hodin. Piebytek aminu byl vakuové oddestilovan
pti teploté pod 70 °C. Obdrzeny koncentrat byl rozpustén ve smési H.O a CHCls. Vodna faze
byla vyextrahovana pomoci CHCls, spojené¢ organické faze byly vysuseny nad siranem
hore¢natym a odpateny. Surovy produkt byl pfeciStén na silikagelové chromatografické koloné
za pouziti skokového gradientu ve slozeni: 4%, 8%, 11%, 14% MeOH v CHCIls s trochou
koncentrovaného vodného amoniaku Byla ziskana amorfni bezbarva latka. Vytézek 15 %.

-11 -
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ESI+ m/z 446,2 [M+H]*, ESI- m/z 444,3 [M-H]". 'H (500 MHz; DMSO—de): 1,08 — 1,18 (m,
4H, 2x -CH>-); 1,27 (d, J = 7,03 Hz, 6H, -CH~(CHs),); 1,71 — 1,72 (m, 2H, -CH>-); 1,85 — 1,87
(m, 2H, -CH>-); 2,50 — 2,52 (m, 1H, -CH-NH-); 3,11 (sept, J = 7,03 Hz, 1H, -CH~(CHs),);
3,54 — 3,56 (m, 1H, ~CH-NH-); 4,68 (bd, J = 4,58 Hz, 2H, -NH-CH>-); 5,69 (bd, J = 7,34 Hz,
1H, -NH-CH-); 6,58 — 6,61 (m, 1H, ArH); 6,89 — 6,91 (m, 1T, ArH); 7,48 (d, J = 7,13 Hz, 2H,

CZ 308056 B6

ArH); 7,75 - 7,77 (m, 1H, ArH); 7,92 (d, J = 7,15 Hz, 1H, ArH).

Tabulka 1: Latky ptipravené podle metod ukazanych v piikladech 4 az 10.

i
R W
HN S
{ H
N’f:" '\\\r\_eN‘
N
& ;‘:.:;" .-“”k'“a-. v
R-N 3
H w”z“"w-.

SUBSTITUENT

CHN ANALYZA

MS (ZMD)-
ANALYZY

P SUBSTITUENT R . %] -
(M-H IM=HT &
4
7 3-hydroxyethyl Raan2yl | Coez6Ho6ihN=2140 | 912 1933
8 (Rf’S}Z~hydmx3-*pmp§i furan-2-vl = 65,050 H ¢ 640N = 2070 4082 4072
9 (R)-2-hydroxypropyl furan-2-yi Co5 00 H=5AT M= 2065 | 4052 072
10 {S)-2-hydroxypropyt furan-2-y1 C=6a 0% H=A4R N=2972 | 4052 07,2
0 S-hvdroxypropyl furan-2-yl O g8 0% 1 6,48 M5 2068 | 4082 W72
12| (RS)hydroxybut-2-y1 furan-2-yl C=67L M= 6NN 1998 | 419 212
i3 {R¥-bhydroxybug-2-yl furan-2 vl C= 65,70, H = 6,75, b = 1007 1193 212
14 (S)-d-hydroxybut-2-y1 furan~2-y} C = 65,68 FE =~ /A9 N =20,02 $19.3 4212
15 | 3-amino-2-hydroxypropyl furan-2-y1 CmGRE He s N=2330 | 420 4212
1§ cis-Z-aminocyklohexyl furan-2-y C=6745 H= 7,00, N=22.01 4342 16,2
17 uns-2-aminocyklohexyl fm‘an—?»y? 7 C =873 H=p 00 N=12202 4443 462
18 | cig rons-2-aminceyvkiohaxyl Furan-2-yi =07 45 H= 707 M =218 4443 4462
19 | cis,trams-3-aminocyhlohexyl furan-2-yvi U= 4737 H=70% 4442 4467
2¢ tmm—4~am‘in0&5’&1@1}&:{}"! furan-2-yi 674G H ~ 700 N =220 4443 4462
21 | #rons-2-hydroxyeyklohexyl furan-2-yi C 67,29 H=678 N=187% 43,2 4472
221 rans-3-hydrogyeyklobexyl furan-2-yl C= 6724 He 672 N = 18,89 4432 4473
23 ¢ frams-4-hydroxyeyklehexyl furan-2~yl C=623 H=675 M= 1884 4452 4472
24§ (R L{hydroxymeitylipropyl furan-2-yi €= 65,70, =573 N = 20,61 4192 4212
258 1 (8p1 -(hydr{:xy}nethyl)pwpyff furan-2-yi C= 588 H =668 N~ 1996 4192 4242
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26

Z-aminoethyl

furan-2-v

O 6445 H = 6,46, M = 35,06

27

3-aminopropyl

furan-2-yl

C=RS I8 H =673 N 2430

{28

4-aminobutyl

furan-2-x1

C= H5.82; H =7 N> 2338

S-arninopenty

foran-2-yl

{20647 H=T22 N=2262

36

G-aminchesyl

furan-2-vl

C=6715 H =745 M= 21,03

3 2-hydroxy-2-methylpropyl fiarsre-2-v} = 63.69 8 =670 N~ 1396 4197 4212
32 hiofon-2-y1 0§38 H=hAB M= 1938 | 4352 4372

'2;hydraxy~2-methvlpmpvi

7

I-hydroxy-3-methylbutyl

“thiofen-2-y]

O30 H=HT5 N~ 1806

2, 3-dihydroxypropyt

thiofen-2-y1

C=h20H = 605, N = 19.,‘2@

T-hydroxy-3-methylbut-2-v}

thiofen-2-v1

CoR3eT H=6J0L N=1830

(RS R2-hydroxypent-3-vi

thiofen-2-y1

C= 63N H=680 N=1370

'{R}-E hydroxypent-3-yl

thiofen-2-yl

C=3 0 H- 0T N~ 1R85

(53-2-hydroxypent-3-yi

thicfen-2~y1

C= @395 Ho= 6,75 N~ IRAS

35 2-hydroxyethyl thiofen-2-v1 C= 675 B 580 N =203 4072 15,2
40 {(R/8)»2-hydroxyprepyl thinfen-2-vi OSBS54 H=62EN=1050 | 4312 1233

{Ry-2-hvdroxypropyl

thiofea-2-v

O 52,50; L= 6,10 No= 10,92

42 (S)»E Hydronypropyl thiofen-2 T 553 H = 520 K = 12,88 43 4232
43 3~hydmx3«pmpyi thinfen-2-vi C=H 5L H=618 N {992 4212 4332
44 {R! 5)*4—f3}’i3}‘£)}(}v‘b£l!f~3~}fi ﬂlfobﬁ'Eﬁ"i O 5330 H = §.47; Mo 1925 4352 4372
45 [R)-4-hydroxybut-2-yl thiofen-2-41 (32T H= 64N N = 1926 | 4353 4372
48 {5)-d-hydroxybut-2ovl thiofen-2-v} | C=628 H=846N=1922 | 4352 372

2-gminoethyl

TH-pyrrol-2-y

i 50 W= 8,78 N = 28,64

48 Z-aminopropyl PH-pyrrok-2-yt = g8,33 H =699 N= 1771 43,2 4433
49 d-aminobutyl PH-pyrrol-29t | C-g608 8= “N N=2478 4173 4193
58 S-aminopenty) TH-pyrrol2yl SRS HTTAS N =882 | 4313 4333
&3 A-aminahexyl P pyrealed-yl Ho= 748 N = 25,10 4453 47,3
52 L -{dimethyizmino methyi TH~pyrazol-1vl C 6225 B =672 N =311 4042 4062
53 | 2-({dimethylaminojethyl THpyrazobdoyl | C =620 =689 N=3605 | 4183 203

3-{dimethylanmino)propy

TH-pyrazol-1-yl

C=63,H H=T25 N=2908

fs~{dimethyiaminc}butyl

vauazoi -l

£ 84 AT H = TAL N= 28,17

56 Z-amincethyl P H-pyrazol-{-yd C=hLA0 =685 M= 3224 3602 392,2
&7 aminoeprapyl IH-pyazol-l-yl | Co@2nH=67 47 4842 662

J-aminobutyl

Hopyrazol-1-yi

OGS0 H =69 N=3(08

423

59 S-aminopentyl CHepyrazol-1-vf | C=6375H=725N=2000 | 4323 1343
60 G-aninohexyl PH-pyrazob-lad | O=8 48 R=T4AT, N= 28,17 4463 4453
al -amino-2-hydroxypropyt H-pyrazol-1-yi O 3588 0 = G458 B = 2 BS 4320.3 4222
62 (RIS 2-hrvdeoxypropyl Pbpyrazol byl | Co@isn =645 N=2255 | 4082 4472

2-(diethylaminciethyl

pyrrotidine ¥l

€= 66 61 H = B4 N = 24,82

3-{diethylamingpropyl

pvrmhdm -yl

C=eT A H=8 70 N=2416
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6% A-{diethylaninobud pyrrolidin- {yl £ G730 H = 3 86 W =23 40 4774 4753
66 | 2-hyidroxy-2-methylpropy! pvrrolidin- vl | C6S25USTINN SRR | 4223 4243
671  3-hydroxy-3-methylbutyl pyrrolidin-lad | £ 5.9 F=Sps Ne2146 | 4363 £383
68 23-diydrosypropyl | pyrrolidin-lad | CTOINH=TINN=Z0L | a2 426,2
69 | Lhydroxy-3-methybut 29t | poralidindad | CERSERH=LENN=2085 | A3 4323

Priklad 11
Mereni apoptozy neutrofilii

Neutrofily byly izolovany z periferni krve zdravych darcti podle popsané metodiky (Afford et al
1992). Krev byla sbirana do zkumavek obsahujicich EDTA, erytrocyty byly sedimentovany ve
2% dextranu. Neutrofily pak byly izolovany z leukocytové vrstvy diskontinualni gradientovou
centrifugaci (Percoll, Sigma—Aldrich, UK) a resuspendovany v médiu RPMI 1640 (Sigma-
Aldrich) doplnéném 10% tepelné inaktivovanym fetalnim bovinnim sérem (Sera Laboratories
International, Bolney, UK), 2mM glutaminem, 100 U/ml penicillinem a 100 pg/ml
streptomycinem (Sigma—Aldrich). Cistota izolovanych neutrofiléi byla ovéfena mikroskopicky po
barveni Giemsa (Diff—Quick, Baxter Healthcare, UK) a ¢inila obvykle vice nez 97 %. Neutrofily
byly dale kultivovany v pfitomnosti nové vyvinutych sloucenin (jednobodova méfeni s 10 nM
slouceninou, nebo vicebodova méteni v rozsahu od 10 nM do 1 pM) a dalSich stimula¢nich
fakturu po dobu 8 h.

Pro kvantifikaci rané apoptdézy byly neutrofily znaceny protilatkou proti anmexinu V
konjugovanou s FITC (BD Pharmingen), ktera oznacuje extracelularni fosfatidylserin, a
propidium jodidem detekujicim pozdné apoptotické a nekrotické bunky. Osetfené i kontrolni
buinky byly oplachnuty v PBS a resuspendovany ve vhodném pufru (10 mM HEPES, pH 7.4;
140 mM NaCl; 2,5 mM CaCl,). Po pridavku protilatky byly bunky inkubovany 10, dobarveny
propidium jodidem a analyzovany pritokovym cytometrem (BD Accuri C6 Flow Cytometer,
Accuri Cytometers Inc.), pfi¢emz za apoptotické byly povaZovany buiiky pozitivni na Annexin V
a negativni na propidum jodid. Vysledna data jsou uvedena v tabulce 2. Nékteré nove piipravené
slouceniny byly testovany ve vice koncentracich. Ziejmy koncentraéné zavisly ucinek je
ilustrovan obrazkem 1.

Proapoptoticky uc¢inek mnovych slouc¢enin byl potvrzen morfologicky, mikroskopickym
pozorovanim jader neutrofild barvenych Giemsa. Plsobeni novych latek témét vzdy vedlo ke
zménam, které jsou povazovany za prikaz apoptdzy. Také tyto G¢inky byly evidentné zavislé na
koncentraci pouzité slouceniny.
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Tabulka 2. Indukce apoptdzy v neutrofilech vyvolané novymi slouceninami (10 nM).

sloudening Y% apoptotickvch bundk
1 32
2 41
3 58
4 46
§ L 40
& 36
7 47
15 <
34 39
T 50
32 48
3 38
34 52
42 57
44 18
43 3
58 44
59 a0
0 &0
61 )
63 &)
65 1 56
66 34

Priklad 12

Tvorba superoxidu

Hladina reaktivnich kyslikovych forem (ROS) produkovanych neutrofily byla méfena
chemiluminiscenéné¢ s vyuZzitim luminolu dle popsané metody (Gyllenhammar 1987). Po
inkubaci s novymi slouc¢eninami byly neutrofily resuspendovany v HBSS (Hank's Balanced Salt
Solution) obsahujicim vépenaté a hore¢naté ionty a pifeneseny do mikrotitracnich desticek z
neprihledného plastu (Greiner Bio—One GmbH). Do kazdé jamky byl piidan luminol (finalni
koncentrace — 100 pM) a stimula¢ni faktor fMLP (2,5 uM), pficemz byla diskontinualné¢ méfena
chemiluminiscence v jednominutovych intervalech po dobu 30 minut na luminometru Centro LB
960 (Berthold Technologies, Bad Wildbad, Germany). Uginek nové ptipravenych slouéenin byl
jednoznac¢né koncentracné zavisly (viz Obrazek 2).

Priklad 13

Downregulace proteinu Mcl—1

Dal$§im markerem apoptdzy byla hladina mitochondrialniho proteinu Mcl-1 v neutrofilech.
Neutrofily byly po ovlivnéni novymi slou¢eninami resuspendovany v SDS-PAGE pufru

(125 mM HCI, pH 6,8; 5% glycerol; 2% SDS; 1% B—merkaptoethanol; 0,003% bromfenolova
modr), lyzaty byly dale tepelné zdenaturovany (10 min, 100 °C), protein separovany SDS-PAGE
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a preblotovany na PVDF membranu. Pred vlastni imunodetekei byla membrana zablokovéana 5%
BSA. Membrany byly posléze inkubovany s primarnimi protilatkami proti Mcl-1 (1:500), Bak
(1:500) ap—aktinu (1:1000), a dale se sekundarnimi protilatkami oznacenymi peroxidasou (GE
Healthcare, Sweden). Proteiny byly vizoalizovany ¢inidlem ECL dle navodu vyrobee (GeneFlow,
UK). Denzitometricka analyza byla provedena pomoci programu Mul ti Gauge (FujiFilm).

Po 8 hodinovém plisobeni novych slouc¢enin na neutrofily doslo k vyraznému poklesu hladiny
Mcl-1 (obrazek 3). Proapoptoticky protein Bak naopak vykazoval koncentracné zavisly nartst.

Priklad 14
Suche tobolky
5000 tobolek, kazda obsahujici jako aktivni slozku 0,25 g jedné ze sloucenin zminénych v

ptedchazejicich prikladech, se pfipravi nasledujicim postupem:

Slozeni

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

Postup pfipravy: Rozetfené latky jsou protlaceny pfes sito s velikosti ok 0,6 mm. Davka 0,33 g
smeési je prenesena do Zelatinové tobolky pomoci pfistroje na plnéni tobolek.

Piiklad 15
Mekké tobolky

5000 mekkych Zelatinovych tobolek, kazda z nich obsahujici jako aktivni slozku 0,05 g jedné z
latek zminénych v predchazejicich prikladech, se pripravi nasledujicim postupem:

SloZeni,
Aktivni slozka 250¢g
Lauroglykol 2 litry

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

Priklad 16
Mekkeé tobolky
5000 mekkych Zelatinovych tobolek, kazda z nich obsahujici jako aktivni slozku 0,05 g jedné ze

sloucenin obecného vzorce I, zminénych v predchazejicich piikladech, se pfipravi nasledujicim
postupem:
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SloZeni

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

Postup pfipravy: PraSkova aktivni slozka je suspendovana v PEG 400 (polyethylenglykol o Mr
mezi 380 a 420, Sigma, Fluka, Aldrich, USA) a Tween® 80 (polyoxyethylen sorbitan monolaurat,
Atlas Chem. Ind., Inc., USA, dodava Sigma, Fluka, Aldrich, USA) a rozetfena ve vlhkém
pulverizatoru na Castice o velikosti 1 az 3 mm. Davka o velikosti 0,43 g smési je potom
prenesena do mekkych Zelatinovych tobolek pomoci pfistroje na pInéni tobolek.

PATENTOVE NAROKY

1. 5-Substituované—7—-[4—(substituované)benzyl]amino—3—isopropylpyrazolo[4,3—d]-
pyrimidiny obecného vzorce |

ve kterém,

X je atom uhliku nebo dusiku a Y je CH, O, S, nebo N, vazby oznacené ¢arkované jsou
nezavisle jednoduché nebo dvojné vazby,

R je vybrano ze skupiny zahrnujici

— C>—Cyo linearni nebo rozvétveny alkyl, popiipadé substituovany alespon jednim substituentem
vybranym ze skupiny zahrnujici hydroxy a amino substituent, s vyhodou jednim hydroxy a/nebo
jednim amino substituentem;

— (dialkylamino)alkyl skupinu, kde kazdy alkyl je vybran nezavisle ze skupiny zahrnujici C1—Cio
linearni nebo rozvetveny alkyl;

— (C3—Cip cykloalkyl, coz znamena monocyklickou nebo polycyklickou alkylovou skupinu
obsahujici 3 az 10 uhlikovych atomt, kterd je poptipadeé substituovana alespon jednim
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substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici hydroxy, C;—Cs alkyl, C,—C4 alkoxy, C;—Cs4
hydroxyalkyl a amino substituent;

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

2. 5-Substituované—7-[4—(substituované)benzyl]amino—3—isopropylpyrazolo[4,3—d]-
pyrimidiny podle naroku 1, obecného vzorce I, kde R je vybrany ze skupiny zahrnujici ethyl,
propyl, butyl, 2-hydroxyethyl, 3-hydroxypropyl, 2(R)-hydroxypropyl, 2(S)-hydroxypropyl, 4—
hydroxybut-2(R)-yl, 4-hydroxybut-2(S)-yl, 4-hydroxybut-2(R,S)-yl, 2—(hydroxy—2—
methyl)propyl, 2,3—dihydroxypropyl, 1-hydroxy—3—-methylbutyl, (R,S)-2-hydroxypent-3—yl,
(R)—2-hydroxypent-3-yl, (S)-2-hydroxypent-3—yl,  (R)-1-isopropyl-2-hydroxyethyl, (S)-1-
isopropyl-2-hydroxyethyl, 2—aminoethyl, 3—aminopropyl, 4—aminobutyl, 5—aminopentyl, 6—
aminohexyl, 3—-amino—2-hydroxypropyl, 1-(dimethylamino)methyl, 2—(dimethylamino)ethyl, 3—
(dimethylamino)propyl, 4—(dimethylamino)butyl, 2—(diethylamino)ethyl, 3—
(diethylamino)propyl, cis—2—aminocyklohexyl, trans—2—aminocyklohexyl, cis, trans—2—
aminocyklohexyl, cis, trans—3—aminocyklohexyl, trans—4—aminocyklohexyl, cis—4—
aminocyklohexyl, cis, trans—4—aminocyklohexyl, cis—2-hydroxycyklohexyl, trans—2—
hydroxycyklohexyl, cis, trans—2-hydroxycyklohexyl, cis,trans—3-hydroxycyklohexyl, trans—4—
hydroxycyklohexyl, cis—4—hydroxycyklohexyl, cis, trans—4—hydroxycyklohexyl.

3. 5-Substituované—7—[4—(substituované)benzyl]amino—3—isopropylpyrazolo[4,3-d|pyrimidiny

ey
FEY
N 3

i ¢
A “ ¥
N
RN

3t

.&\

podle naroku 1 nebo 2, obecného vzorce I, kde struktura | je vybrana ze skupiny zahrnujici
pyrrolidin—-1-yl, 1H—pyrazol-1-yl, 1H—pyrrol-2-yl, thiofen—2-yl, furan—2-yl.

4. 5-Substituované —7-{4—(substituované)benzyl]Jamino—3—isopropylpyrazolo[4,3—d]-
pyrimidiny obecného vzorce I podle kteréhokoliv z predchazejicich narokti pro pouziti jako
1é¢iva.

5. 5-Substituované —7—{4—(substituované)benzyl |Jamino—3—isopropylpyrazolo[4,3—d]-
pyrimidiny obecného vzorce I podle kteréhokoliv z narokti 1 az 3 pro pouziti pro 1écbu
zanétlivych onemocnéni.

6. 5-Substitutované—7—[4—(substituované)benzylJamino—3—isopropylpyrazolo[4,3—d]pyrimidin
obecného vzorce | pro pouziti jako 1é¢iva pro 1é€bu revmatoidni artritidy.

7. 5-Substitutované—7—-[4—(substituované)benzyl]amino—-3—isopropylpyrazolo[4,3—d]-
pyrimidiny obecného vzorce I podle kteréhokoliv z narokii 1 a 2 pro pouziti pro inhibici kinaz
CDKJ5/7/9, zejména v neutrofilech a fibroblastech.

8. Farmaceuticky pfipravek, vyznacujici se tim, Ze obsahuje alespon jeden S5—substituovany—
7—[4—(substituované)benzylJamino—3—isopropylpyrazolo[4,3—d]pyrimidin obecného vzorce |

podle kteréhokoliv z narokti 1 a 2 a farmaceuticky pfijatelny nosic.

2 vykresy
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