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5-Substitutované 7-[4-(2-pyridyl)fenylmethylamino]-3-
isopropylpyrazolo[4,3-d]pyrimidiny jsou silnymi
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S-Substituované 7-[4-(2-pyridyl)fenylmethylamino]-3-isopropylpyrazolo[4,3-

-d]pyrimidiny, jejich pouziti jako 1é¢iva, a farmaceutické p¥ipravky

Oblast techniky

Tento  vyndlez se tykd  S-substitutovanych  7-[4-(2-pyridyl)fenylmethylamino]-3-
- isopropylpyrazolo[4,3-d]pyrimidind, zplsob jejich pfipravy, farmaceutickych pripravka
obsahujicich tyto slou¢eniny a jejich pouZiti pro 1é¢bu leukemii a metastazujicich solidnich

nadoru.

Dosavadni stav techniky

Cyklin-dependentni kindzy (CDK) jsou enzymy, které fosforyluji serinova a threoninova
residua v proteinech, a jsou povazovany za hlavni regulatory bun&¢ného cyklu (CDK1, 2, 4, 6)
a transkripce (CDK7, 8, 9, 11, 20). V posledni dobg se vsak objevuji také diikazy o zapojeni
téchto enzymd do dalSich procest, jako jsou angiogeneze, senescence, exocytoza,
spermatogeneze a vyvoj neuront (Malumbres M. Genome Biol 2014;15:122). Aktivita CDK
je zavisla na asociaci s regulaénimi proteiny cykliny, které jsou v buiikach syntetizovéany a
degradovany pouze béhem uréitych fazi bun&&ného cyklu. K na¢asovani aktivity CDK b&hem
cyklu slouzi také negativni prvky, jako jsou pfirozené proteinové inhibitory CDK (INK4,
Cip/Kip) a inhibujici kindzy Weel a Mytl, jejichz plsobeni revertuji fosfatdzy cdc25
(Pavletich NP, J Mol Biol 1999;287:821-828; Boutros and Duccomun, Cell Cycle
2008;7:401-406).

Poruchy v regulaci aktivity CDK (jejich hyperaktivita) byly identifikovany jako jedna ze
zékladnich spole¢nych vlastnosti nadord, pfi¢emz k nim muZe vést nékolik zcela odlisnych
molekularnich mechanismi. Mezi nejb&znéj$i mechanismy patii inaktivujici mutace (delece,
bodové mutace) nebo epigenetické uml¢ovani gent koédujicich ptirozené inhibitory CDK nebo
zvySend exprese gentl kodujich cykliny. V nékterych typech nadord prsu, mocového méchyte,
jicnu je pozorovéna zvySend produkce cyklinu D1, zvy$ena produkce cyklinu E je typickd pro
nékteré nadory tlustého streva, plic, prsu a n&které leukemie, cyklin A byvd nadmérné
produkovan nékterymi karcinomy plic (Hall and Peters, Adv Cancer Res 1996;68:67-108;
Leach et al, Cancer Res 1993;53:1986-1989; Dobashi et al, Am J Pathol 1998:153:963-972;



2 L]

Keyomarsi et al, Oncogene 1995;11:941-950; Iida et al, Blood 1997;90:3707-3713). S mensi
Cetnosti jsou pozorovany také zmény souvisejici ptimo s CDK, a to zejména CDK4 a CDKS6,
které mohou byt hyperaktivni v disledku amplifikace nebo zvySené exprese téchto gentl
(Nagel et al, Leukemia 2008;22:387-392, Faussillon et al, Cancer Lett 2005;221:67-75, Tang
et al., Clin Cancer Res 2012;18:4612-4620).

Pro bunénou transformaci normaélni buiky v nadorovou a pro udrZovani nadorového
_fenotypu mohou byt v nékterych pripadech vyznamné také nemitotické CDK, tedy ty kindzy,
které se nepodileji pfimo na regulaci bunééného cyklu. Zvlast vyznamnym piikladem je
kinaza CDKO9, ktera reguluje elonga¢ni fazi transkripce mRNA a to fosforylaci C-terminalni
domény RNA polymerazy II. Rada nadord a leukemii se vyzna¢uje vysokou zavislosti na
produkei antiapoptotickych a prosurvival gend, jako jsou naptiklad Mcl-1 a survivin (Chen et
al, Blood 2005, 106, 2513; McMillin et al, Br. J. Haematol. 2011, 152, 420). Dal3im
dilezitym ptikladem je kinaza CDKS, ktera reguluje bun&nou migraci. Jeji hyperaktivace
byla zjiSténa v n¢kterych nddorech a zfejmé souvisi s jejich schopnosti metastéazovat (Eggers
et al, Clin Cancer Res. 2011;17(19):6140-5). CDKS je ale také vysoce aktivni v proliferujicich
endotelovych buiikach (J Cell Biochem. 2004; 91(2): 398-409), v nichZ podporuje schopnost
migrovat a pifispivat tak k nddorové angiogenezi (Liebl et al, J Biol Chem. 2010;
285(46):35932-43).

Z vy$e uvedenych divodi jsou povazovany CDK a s nimi asociované proteiny za vyznamné
cile pro novou generaci protinddorov¢ aktivnich sloudenin. Vyvoj 1é&iv v této oblasti je
zaméten pievazn€ na nizkomolekuldrni inhibitory. Vétsina znamych inhibitord CDK vykazuje
schopnost inhibovat jak kindzy regulujici bunény cyklus, tedy CDK1, CDK2 a CDK4, tak i
transkripni regulatory, CDK7 a CDKY9, a jsou proto oznalovény jako panselektivni
inhibitory. Mechanismus jejich G¢inku zahrnuje kromé zastaveni bunééného déleni také
indukci apoptozy, k niz jsou nejcitliv€jsi buiiky s vysokou expresi antiapoptotickych proteinti
s nizkou stabilitou, jako je zmiftovany Mcl-1. Je dobfe zdokumentovéano, Ze CDK inhibitory
roskovitin a flavopiridol jsou pomérné¢ uéinné proti mnohoCetnému myelomu a nékolika
dal$im malignitdm, které jsou zavislé na kontinualni syntéze mRNA a expresi Mcl-1 (Raje et
al, Blood 2005;106:1042-1047; Gojo et al, Clin Cancer Res 2002;8:3527-3538). Inhibitory
transkripénich CDK ovliviiuji také expresi nadorového supresoru p53. Cini tak nejspise
tlumenim exprese jeho cilovych gent, mezi néz patii ubiquitinligdiza Mdm2, kterd negativng

zp€tnovazebné reguluje pS3 (Dai and Lu, J Biol Chem 2004;279:44475-44482). Na zakladg
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fady studii in vitro bylo navrZeno, Ze pro silny protinddorovy u¢inek je nutné inhibovat
zaroven aktivitu nékolika CDK najednou (napt. CDKI1, 2 and 9) a Ze klinicky nejvyhodné&jsi
by mély byt prave panselektivni inhibitory CDK (Cai et al, Cancer Res 2006;66:9270-9280).
Dale bylo v preklinickych experimentech zjisténo, Ze inhibice CDKS vede k potlageni ristu
nadort pankreatu a karcinomu prsu a také ke sniZovani jejich metastatické progrese (Feldman
et al, Cancer Res. 2010;70(11):4460-9; Feldman et al, Cancer Biol Ther. 2011;12(7):598-609;
Liang et al, Sci Rep. 2013;3:2932). Na molekularni drovni je CDK5 vyznamnd pro
epitelidlné-mezenchymalni pfechod karcinomu prsu indukovany TGF-b a pro jeho progresi
(Liang et al, Sci Rep. 2013;3:2932). Navic je inhibice CDK5 vyhodna také pro tlumeni
nadorové vaskularizace, nebot’ blokuje migraci endotelovych bunék (Liebl et al., J Biol Chem.
2010;285(46):35932-43; Liebl et al., Angiogenesis. 2011;14(3):281-91). V nékterych
leukemickych buiikach fosforyluje CDKS antiapoptoticky protein Noxa, ¢len rodiny Bcl-2
charakteristicky pfitomnosti domény BH3-only; inhibice CDKS5 indukovala v leukemickych
burikach apoptézu (Lowman et al, Mol Cell 2010;40(5):823-33).

Podstatou tohoto vyndlezu jsou nové slouceniny s vysokou aktivitou protinadorovou,

antileukemickou a antiangiogenni.

Podstata vynalezu

Pfedmétem tohoto vynalezu jsou S-substituované 7-[4-(2-pyridyl)fenylmethylamino]-3-
~isopropylpyrazolo[4,3-d]pyrimidiny obecného vzorce 1
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R je vybrano ze skupiny zahrnujici

- heterocykloalkyl, coz znamena C;-Ciy cykloalkylovou skupinu, kde jeden nebo vice,
s vyhodou 1 aZ 3, uhlikl kruhu je nahrazeno heteroatomem vybranym ze skupiny zahrnujici
N, O, S, pfi¢emz heterocykloalkylova skupina miize byt pfipadné substituovand alespori
jednim substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici hydroxy, C;-Cy4 alkyl, C,-C4 alkoxy,
C-C4 hydroxyalkyl, a amino substituent;

- heterocykloalkyl alkyl znamend C3-C,y cykloalkyl skupinu, kde jeden nebo vice, s vyhodou
1 az 3, uhlikd kruhu je nahrazeno heteroatomem vybranym ze skupiny zahrnujici N, O, S, a
ktera je vazana ptes C;-C4 alkylenovy mustek, s vyhodou ptes C,-C; alkylenovy miistek,
pficemz heterocykloalkylova skupina miZe byt piipadné substituovand alespoii jednim
substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici hydroxy, C;-C4 alkyl, Ci-C4 alkoxy, C;-Cy4
hydroxyalkyl, a amino substituent;

-R-X

kde X je vybrano ze skupiny-NH- a -N(C,-Cy alkyl), a

R’ je vybrano ze skupiny zahrnujici

- C-Cy linearni nebo rozvétveny alkyl, popfipadé substituovany alespont jednim
substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici hydroxy a amino substituent, s vyhodou jednim
hydroxy a/nebo jednim amino substituentem;

- (dialkylamino)alkyl skupinu, kde alkyl je vybran nezavisle ze skupiny zahrnujici C,-C;g
linearni nebo rozvétveny alkyl;

- C3-Cyo cykloalkyl, coz znamend monocyklickou nebo polycyklickou alkylovou skupinu
obsahujici 3 aZz 10 uhlikovych atomi, ktera je popfipadé substituovana alesponi jednim
substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici hydroxy, C;-C4 alkyl, C,-C4 alkoxy, C;-Cy4
hydroxyalkyl a amino substituent;

- heterocykloalkyl, coz znamena C;-Cq cykloalkylovou skupinu jak je definovéno vyse, kde
jeden nebo vice, s vyhodou 1 az 3, uhlikd kruhu je nahrazeno heteroatomem vybranym ze
skupiny zahrnujici N, O, S, pfi¢emz heterocykloalkyl je popfipadé substituovany alespon
jednim substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici hydroxy, C;-Cy4 alkyl, C,-C4 alkoxy,
C;-C4 hydroxyalkyl, a amino substituent;

- heterocykloalkyl alkyl, coZ znamena C;-C cykloalkylovou skupinu jak je definovano vyse,
kde jeden nebo vice, s vyhodou 1 az 3, uhlikd kruhu je nahrazeno heteroatomem vybranym ze

skupiny zahrnujici N, O, S, ktera je vazéana pfes C,-C4 alkylenovy mustek, s vyhodou pres C,-
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C; alkylenovy mistek, pfi¢emz heterocykloalkyl alkyl skupina je popiipad¢ substituovana
alesponi jednim substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici hydroxy, C;-Cy4 alkyl, C;-Cq4
alkoxy, C;-C4 hydroxyalkyl, a amino substituent;

- benzylovd skupina, ktera je popfipadé substituovana alespori jednim substituentem
vybranym ze skupiny zahrnujici fluoro, chloro, hydroxy, C-C4 alkyl, C,-C4 alkoxy, C;-C4

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 C,-Cjy linearni nebo rozvétveny alkyl vybran ze skupiny zahrnujici propyl,

isopropyl, butyl, isobutyl, tert-butyl, pentyl, isopentyl, hexyl, heptyl, oktyl, a nonyl.

Ve vyhodném provedeni je C,-Cjo linearni nebo rozvétveny alkyl substituovany 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.

Ve vyhodném provedeni je C,-Cjo linearni nebo rozvétveny alkyl substituovany amino
skupinou vybran ze skupiny zahrnujici 2-aminoethyl, 3-aminopropyl, 4-aminobutyl, 5-

aminopentyl, 6-aminohexyl.

V dalSim vyhodném provedeni je C,-Cg linearni nebo rozvétveny alkyl substituovany amino

a hydroxy skupinou 3-amino-2-hydroxypropyl.

Svyhodou 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 C3;-Cjy cykloalkyl vybran ze skupiny zahrnujici cyklopropyl,
cyklobutyl, cyklopentyl a cyklohexyl.
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Ve vyhodném provedeni je C;-Cjg cykloalkyl substituovany amino skupinou vybran ze
skupiny  zahrnujici  trans-4-aminocyklohexyl,  cis-4-aminocyklohexyl,  cis, trans-4-
-aminocyklohexyl, cis-2-aminocyklohexyl, trans-2-aminocyklohexyl, cis, trans-2-

-aminocyklohexyl, 3-aminocyklohexyl a cis, trans-4-hydroxycyklohexyl.

V dal$im vyhodném provedenti je heterocykloalkyl vybran ze skupiny zahrnujici N-morfolinyl,
N-pyrrolidinyl, N-pyrazolidinyl, N-imidazolidinyl, N-piperazinyl, N-piperidinyl, N-
- thiomorfolinyl, 4-methylpiperazin-1-yl, 4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl.

Substituovany benzyl je svyhodou vybran ze skupiny zahrnujici 2-methoxybenzyl, 3-
-methoxybenzyl, 4-methoxybenzyl, 3,5-dimethoxybenzyl, 2,6-dimethoxybenzyl, 2,4,6-
~-trimethoxybenzyl, 3,4,5-trimethoxybenzyl, 2-fluorbenzyl, 3-fluorbenzyl, 4-fluorbenzyl, 2-
~chlorbenzyl, 3-chlorbenzyl a 4-chlorbenzyl.

Ve vyhodném provedeni je heterocykloalkyl alkyl vybran ze skupiny zahrnujici (aziridin-1-
=yDethyl, (azetidin-1-yl)ethyl, (azolidin-1-yl)ethyl, (piperidin-1-yl)ethyl, (aziridin-1-yl)propyl,
(azetidin-1-yl)propyl, (azolidin-1-yl)propyl a (piperidin-1-yl)propyl.

V pfipadg, Ze slouceniny podle piedloZeného vynélezu maji chirdlni centrum, vynalez zahrnuje
vSechny opticky aktivni isomery, jejich smési i racematy. Tedy slou¢eniny obecného vzorce I,

nezavisle na (R) nebo (S) konfiguraci na chirdlnich centrech, jsou zahrnuty v tomto vynalezu.

5-substituované 7-[4-(2-pyridyl)fenylmethylamino]-3-isopropylpyrazolo[4,3-d]pyrimidiny
obecného vzorce I jsou vhodné pro pouziti jako 1é¢iva. Tyka se to zejména jejich pouziti pro

inhibici nekontrolované proliferace bunék a/nebo indukei apoptdzy.

V jednom provedeni 5-substituované 7-[4-(2-pyridyl)fenylmethylamino]-3-
- isopropylpyrazolo[4,3-d]pyrimidiny obecného vzorce 1 jsou vhodné pro pouZiti pri

potlatovani nadorové angiogeneze.

V dal$im provedeni 5-substituované 7-[4-(2-pyridyl)fenylmethylamino]-3-

~isopropylpyrazolo[4,3-d]pyrimidiny obecné¢ho vzorce I jsou vhodné pro pouziti pro 1é¢bu
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nadorovych onemocnéni. Tyto slouc¢eniny zejména vykazuji kombinovanou antiproliferativni,
antiangiogenni, protizanétlivou a proapoptotickou aktivitu. Slou¢eniny s obecnym vzorcem I
jsou vhodné zejména pro pouziti pro 1é¢bu lidskych a zvifecich leukemii, metastatickych

(solidnich) nadord.

Vjest¢ dals$im  provedeni S-substitutovanych  7-[4-(2-pyridyl)fenylmethylamino]-3-
~isopropylpyrazolo[4,3-d]pyrimidiny obecného vzorce I jsou vhodné pro pouZiti inhibici
kinazy CDKS3, kterd je jednim z kliCovych regulatord migrace endotelovych bunék, a to skrze
bunéénou adhezi, aktivitu mikrotubularniho a aktinového cytoskeletu a tvorbu lamelipodii,

ktera je pro migraci nezbytna.

Proto jsou S-substituované 7-[4-(2-pyridyl)fenylmethylamino]-3-isopropylpyrazolo[4,3-
~d]pyrimidiny obecného vzorce I uzite¢né pro inhibici migrace sav¢ich endotelovych bungk a
zejména pro inhibici a/nebo 1é¢bu nadorové vaskularizace. Jsou vhodné nejen pro 1é¢bu
a/nebo inhibici vaskularizace nddort, béhem embryonalniho vyvoje, menstruaéniho cyklu a

hojeni ran.

DalSim pfedmétem vynalezu je metoda lé¢by onemocnéni spojenych s aberantni bunéénou
proliferaci nebo apoptézou nebo migraci endotelovych bunék, jako je rakovina (napf.
leukemie, solidni nadory, metastazujici nadory), vaskularizace b&hem rakoviny,
embryonalniho vyvoje, menstruaéniho cyklu a hojeni ran u saved vyzadujicich takovouto

lé¢bu podavanim terapeuticky uéinnych davek alespoi jedné ze sloucenin s obecnym vzorce 1.

Vynédlez také zahrnuje farmaceutické piipravky obsahujici 5-substituované-7-[4-(2-
~pyridyl)fenylmethylamino]-3-isopropylpyrazolo[4,3-d]pyrimidiny obecného vzorce 1 a

farmaceuticky pfijatelné nosice.

Mimotadné vyhodnymi slou¢eninami podle vynalezu jsou derivaty obecného vzorce I, které
nesou substituent R vybrany ze skupiny zahrnujici: N-morfolinyl, N-pyrrolidinyl, N-
pyrazolidinyl, ~N-imidazolidinyl, N-piperazinyl, N-piperidinyl, N-thiomorfolinyl, 4-
methylpiperazin-1-yl, 4-(2-hydroxethyl)piperazinyl, (R)-(2-hydroxymethylpyrrolidine-1-yl),
ethylamino, propylamino, butylamino, (2-hydroxyethyl)amino, (3-hydroxypropyl)amino, 2(R)-
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hydroxypropyl]amino,  2(S)-hydroxypropylJamino, ~ 4-hydroxybut-2(R)-ylJamino, ~ 4-
hydroxybut-2(S)-yljamino,  4-hydroxybut-2(R,S)-ylJamino, 2-(hydroxy-2-
methyl)propyl]amino, (2,3-dihydroxypropyl)amino, (1-hydroxy-3-methylbutyl)amino, [(R,S)-
(2-hydroxypent-3-yl)]amino, [(R)-(2-hydroxypent-3-yl)]amino, [(S)-(2-hydroxypent-3-
yDJamino, (R)-[1-isopropyl-2-hydroxyethyljamino, (S)-[1-isopropyl-2-hydroxyethyl]amino,
(2-aminoethyl)amino, (3-aminopropyl)amino, (4-aminobutyl)amino, (5-aminopentyl)amino,
(6-aminohexyl)amino, [3-amino-2-hydroxypropyl]amino, [1-(dimethylamino)methyl]amino,
[2-(dimethylamino)ethyl]amino, [3-(dimethylamino)propyljamino, [4-
(dimethylamino)butyl]amino, [2-(diethylamino)ethyl]amino, [3-(diethylamino)propyljamino,
(aziridin-1-yl)ethylamino, (azolidin-1-yl)ethylamino, (azetidin-1-yl)ethylamino, (piperidin-1-
yl)ethylamino, (azetidin-1-yl)ethylamino, (azetidin-1-yl)propylamino, cyklopropylamino,
cyklobutylamino, cyklopentylamino, cyklohexylamino, (cis-2-aminocyklohexyl)amino, (irans-
2-aminocyklohexyl)amino, (cis, trans-2-aminocyklohexyl)amino, (cis,trans-3-

aminocyklohexyl)amino, (trans-4-aminocyklohexyl)amino, (cis-4-aminocyklohexyl)amino,

(cis, trans-4-aminocyklohexyl)amino, (cis-2-hydroxycyklohexyl)amino, (trans-2-
hydroxycyklohexyl)amino, (cis, trans-2-hydroxycyklohexyl)amino, (cis, trans-3-
hydroxycyklohexyl)amino, (trans-4-hydroxycyklohexyl)amino, (cis-4-

hydroxycyklohexyl)amino, (cis,trans-4-hydroxycyklohexyl)amino, (2-methoxybenzyl)amino,
(3-methoxybenzyl)amino, (4-methoxybenzyl)amino, (3,5-dimethoxybenzyl)amino, (2,6-
dimethoxybenzyl)amino, (3,4,5-trimethoxybenzyl)amino, (2,4,6-trimethoxybenzyl)amino, (2-
fluorbenzyl)amino, (3-fluorbenzyl)amino, (4-fluorbenzyl)amino, (2-chlorbenzyl)amino, (3-
chlorbenzyl)amino, (4-chlorbenzyl)amino, (2,4-dichlorbenzyl)amino, (3,4,5-

trichlorbenzyl)amino.

Zpisoby pripravy slou¢enin obecného vzorce 1
Pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny obecného vzorce I podle tohoto vyndlezu, které maji rizné
substituenty v pozici 5 heterocyklu, mohou byt piipraveny za pouziti intermediétii podle
postupu zobrazeného ve Schématu 1. Tento postup zahrnuje kroky oxidace methylsulfanyl
skupiny na methylsulfonyl a néslednou nukleofilni substituci atomu chloru v pozici 7
heterocyklu. Tato nukleofilni substituce v pozici 7 miZe probihat za mirnych podminek
s vysokym vytézkem. Tento posledni reakéni krok, kterym je nukleofilni substituce v pozici 5

(konverze slougeniny 7 ve findlni slou¢eninu 8), vyZaduje mnohem tvrdsi podminky (150 az

L] LA X X2
"
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160 °C/ 1 az 20 h). Vysledna slougenina je izolovana pomoci kolonové chromatografie.

Schéma 1.
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Farmaceutické kompozice
Vhodné cesty pro aplikaci jsou oralni, rektalni, vazalni mistni (zahrnujici okulérni, bukalni a
sublinguélni), vagindlni a parenteralni (zahrnujici subkutanni, intramuskuldrni, intravitreozni,
nitroZilni, intradermalni, intrathekélni a epidurédlni). Preferovany zptisob podani zavisi na stavu
pacienta, toxicité sloudeniny a mist& infekce, krom& ostatnich ohledl znamych klinikovi.
Terapeuticky ptipravek obsahuje od 1 do 95 % aktivni latky, pfi¢emz jednorazové davky obsahuji
pednostné od 20 do 90 % aktivni latky a pfi zplsobech aplikace, které nejsou jednorazové,
obsahuji ptednostné od 5 do 20 % aktivni latky. Jednotkové davkové formy jsou napf.
potahované tablety, tablety, ampule, lahvi¢ky, ¢ipky nebo tobolky. Jiné formy aplikace jsou napf.
masti, krémy, pasty, pény, tinktury, rténky, kapky, spreje, disperze atd. Pfikladem jsou tobolky
obsahujici od 0,05 g do 1,0 g aktivni latky.
Farmaceutické ptipravky podle ptedloZeného vynalezu jsou pfipravovany znamym zplsobem,
napf. bé&Znym michdnim, granulaci, potahovanim, rozpoustécimi nebo lyofiliza¢nimi procesy.
Ptednostné jsou pouzivany roztoky aktivnich latek a dale také suspenze nebo disperze, obzvlaste
izotonické vodné roztoky, suspenze nebo disperze, které mohou byt piipraveny pied pouZitim,
napt. v piipadé lyofilizovanych preparati obsahujicich aktivni latku samotnou nebo s nosi¢em
jako je mannitol. Farmaceutické piipravky mohou byt sterilizovany a/nebo obsahuji excipienty,
napt. konzervaéni piipravky, stabilizatory, zvih¢ovadla a/nebo emulgitory, rozpoustéci Cinidla,
soli pro regulaci osmotického tlaku a/nebo pufry. Jsou pfipravovany zndmym zpiisobem, napi.
b&znym rozpousténim nebo lyofilizaci. Zminéné roztoky nebo suspense mohou obsahovat latky
zvysujici viskozitu, jako napt. sodnou st karboxymethylcelulosy, dextran, polyvinylpyrrolidon
nebo Zelatinu.
Olejové suspense obsahuji jako olejovou slozku rostlinné, syntetické nebo semisynteticke oleje
obvyklé pro injekéni ugely. Oleje, které zde mohou byt zminény, jsou obzvlasté kapalné estery
mastnych kyselin, které obsahuji jako kyselou slozku mastnou kyselinu s dlouhym fetézcem
majicim 8-22, s vyhodou pak 12-22 uhlikovych atomd, napf. kyselinu laurovou, tridekanovou,
myristovou, pentadekanovou, palmitovou, margarovou, stearovou, arachidonovou a behenovou,
nebo odpovidajici nenasycené kyseliny, napf. kyselinu olejovou, alaidikovou, eurikovou,
brasidovou a linoleovou, piipadné s piidavkem antioxidantd, napt. vitaminu E, B-karotenu nebo
3,5-di-fert-butyl-4-hydroxytoluenu. Alkoholova sloZka téchto esterG mastnych kyselin nema vice
nez 6 uhlikovych atomd a je mono- nebo polyhydricka, napf. mono-, di- nebo trihydrické

alkoholy jako metanol, etanol, propanol, butanol nebo pentanol a jejich isomery, ale hlavne glykol
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a glycerol. Estery mastnych kyselin jsou s vyhodou napt. 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 merutikovych
jader a slozené z glyceridl a esterd polyethylen glykolu; Gattefoseé, Patiz), ,,Labrasol” (nasycené
polyglykolované glyceridy ptipravené alkoholyzou TCM a slozené z glyceridi a estert
polyethylen glykolu; Gattefoseé, PafiZ) a/nebo ,,Miglyol 812 (triglycerid nasycenych mastnych
kyselin s délkou fetézce Cg az Cj» od Hils AG, Némecko) a zvlaste rostlinné oleje jako
bavInikovy olej, mandlovy olej, olivovy olej, ricinovy olej, sesamovy olej, séjovy olej a zejména
olej z podzemnice olejné.

Piiprava injekéniho pipravku se provadi za sterilnich podminek obvyklym zpisobem, napt.
plnénim do ampuli nebo lahviéek a uzaviranim obald.

Napt. farmaceutické ptipravky pro orélni pouziti se mohou ziskat smichanim aktivni latky s
jednim nebo vice tuhymi nosiéi, pfipadnou granulaci vysledné smési, a pokud je to poZadovano,
zpracovanim smési nebo granuli do tablet nebo potahovanych tablet piidavkem dalSich
neutralnich latek.

Vhodné nosi¢e jsou obzvlasté plnidla jako cukry, napt. laktosa, sacharosa, mannitol nebo sorbitol,
celulosové preparaty a/nebo fosforeénany vapniku, s vyhodou fosfore¢nan vépenaty nebo
hydrogenfosfore¢nan vapenaty, dale pojiva jako Skroby, s vyhodou kukufi¢ny, pSeni¢ny, ryZovy
nebo bramborovy 3$krob, methylcelulosa, hydroxypropylmethylcelulosa, sodnad sl
karboxymethylcelulosy a/nebo polyvinylpyrrolidin, a/nebo pokud pozadovano desintegratory jako
vy$e zmingné Skroby a dale karboxymethylovy Skrob, zesitény polyvinylpyrrolidin, alginova
kyselina a jeji soli, s vyhodou alginat sodny. Dal3i neutrdlni latky jsou reguldtory toku a
lubrikanty, s vyhodou kyselina salicylova, talek, kyselina stearové a jeji soli jako stearat hofeCnaty
a/nebo vapenaty, polyethylen glykol nebo jeho derivaty.

Jadra potahovanych tablet mohou byt potaZena vhodnymi potahy, které mohou byt odolné vici
7aludeéni §tave, pfitemz pouzivané potahy jsou mezi jinymi koncentrované roztoky cukri, které
mohou obsahovat arabskou gumu, talek, polyvinylpyrrolidin, polyethylen glykol a/nebo oxid
titani¢ity, dale potahovaci roztoky ve vhodnych organickych rozpoustédlech nebo smésich
celulosovych preparatl jako acetylcelulosaftalat nebo hydroxypropylmethylcelulosaftalat. Barviva
nebo pigmenty jsou pimichévéany do tablet nebo potahovanych tablet napt. pro identifikaci nebo

charakterizaci riznych davek u¢inné slozky.
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Farmaceutické piipravky které mohou byt uZivany oralné jsou také tvrdé tobolky ze Zelatiny nebo
mekké uzaviené tobolky ze Zelatiny a zmé&k&ovadla jako glycerol nebo sorbitol. Tvrdé tobolky
mohou obsahovat aktivni latku ve formé& granuli, smichanou napf. s plnidly jako je kukufi¢ny
skrob, pojivy nebo lubrikanty jako talek nebo stearat hofe¢naty, a se stabilizatory. V mekkych
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, pfi¢emz je také mozno pfidat
stabilizatory a detergenty napt. typu esteri polyethylen sorbitanovych mastnych kyselin.

Dalii formy oralniho podévéni jsou napt. sirupy pfipravované béznym zptisobem, které obsahuji
aktivni slozku napf. v suspendované formé a v koncentraci okolo 5 az 20 %, ptednostné okolo
10 % nebo podobné koncentrace, ktera umoziiuje vhodnou individualni davku, napf. kdyZ je
méfeno 5 nebo 10 ml. Ostatni formy jsou napf. pragkové nebo kapalné koncentraty pro ptipravu
koktejlti, napf. v mléce. Takovéto koncentraty mohou byt také baleny v mnoZstvi odpovidajicim
jednotkové davce.

Farmaceutické piipravky, které mohou byt pouzivany rektalng, jsou napf. Cipky, které obsahuji
kombinaci aktivni latky se zékladem. Vhodné zaklady jsou napf. pfirodni nebo syntetické
triglyceridy, parafinové uhlovodiky, polyethylen glykoly nebo vyssi alkoholy.

Piipravky vhodné pro parenteralni podani jsou vodné roztoky aktivni sloZky ve forme rozpustné
ve vodé, napt. ve vodé rozpustnd stil nebo vodna injek&ni suspenze, ktera obsahuje latky zvySujici
viskozitu, napf. sodnou stl karboxymethylcelulosy, sorbitol a/nebo dextran, a stabilizatory tam
kde je to vhodné. Aktivni latka mdZe byt také pfitomna ve formé lyofilizatu spole¢né s excipienty
kde je to vhodné a miZe byt rozpuiténa pred parenterdlni aplikaci pfidénim vhodnych
rozpoustédel. Roztoky, které jsou pouZity pro parenteralni aplikaci, mohou byt pouzity napf. i pro
infazni roztoky. Preferovana konzervovadla jsou s vyhodou antioxidanty jako kyselina askorbova,
nebo mikrobicidy kyselina sorbova ¢i benzoova.

Masti jsou emulze oleje ve vodg, které obsahuji ne vice nez 70 %, ale pfednostn€ 20 az 50 %
vody nebo vodné faze. Tukovou fazi tvofi zejména uhlovodiky, napf. vazelina, parafinovy olej
nebo tvrdé parafiny, které prednostné obsahuji vhodné hydroxyslouceniny jako mastné alkoholy a
jejich estery, napf. cetyl alkohol, nebo alkoholy lanolinu, s vyhodou lanolin pro zlepSeni kapacity
pro vazani vody. Emulgatory jsou odpovidajici lipofilni slouceniny jako sorbitanoveé estery
mastnych kyselin (Spany), s vyhodou sorbitan oleat nebo sorbitan isostearat. Aditiva k vodné fazi

jsou napf. smacedla jako polyalkoholy, napf. glycerol, propylen glykol, sorbitol a/nebo
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polyethylen glykol, nebo konzervacni prosttedky ¢&i piijemné vonicf latky.

Mastné masti jsou nevodné a obsahuji jako bazi hlavn& uhlovodiky, napf. parafin, vazelinu nebo
parafinovy olej, a dale ptirodni nebo semisyntetické tuky, napf. hydrogenované kokosové
triglyceridy mastnych kyselin nebo, svyhodou, hydrogenované oleje, napf. hydrogenovany
ricinovy olej nebo olej z podzemnice olejné, a dale Eastetné glycerolové estery mastnych kyselin,
napt. glycerol mono- a/nebo distearat. Dale obsahuji napt. mastné alkoholy, emulgatory a/nebo
aditiva zminéna v souvislosti s mastmi, kterd zvysuji pifjem vody.

Krémy jsou emulze oleje ve vodé, které obsahuji vice nez 50 % vody. PouZivané olejové baze
jsou zejména mastné alkoholy, napf. lauryl, cetyl nebo staryl alkoholy, mastné kyseliny, napiiklad
palmitové nebo stearova kyselina, kapalné a pevné vosky, napfiklad isopropyl myristat, lanolin
nebo véeli vosk, a/mebo uhlovodiky, napiiklad vazelina (petroldtum) nebo parafinovy olej.
Emulgétory jsou povrchové aktivni slouceniny s pievazné hydrofilnimi vlastnostmi, jako jsou
odpovidajici neiontové emulgatory, napf. estery mastnych kyselin polyalkoholii nebo jejich
ethylenoxy adukty, napt. estery polyglycerickych mastnych kyselin nebo polyethylen sorbitanove
estery (Tween) dale polyoxyethylenové etery mastnych alkohold nebo polyoxyethylenové estery
mastnych kyselin, nebo odpovidajici iontové emulgétory, jako alkalické soli sulfatd mastnych
alkoholt, s vyhodou laurylsulfat sodny, cetylsulfat sodny nebo stearylsulfat sodny, které jsou
obvykle pouzivany v ptitomnosti mastnych alkohold, napf. 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 pffjemné vonici latky.

Pasty jsou krémy nebo masti obsahujici praskové slozky absorbujici sekreci jako jsou oxidy kovi,
napf. oxidy titanu nebo oxid zine¢naty, a dale talek ¢&i silikdty hliniku, které maji za ukol vazat
piitomnou vlhkost nebo sekreci.

Pény jsou aplikovany z tlakovych néddob a jsou to kapalné emulze oleje ve vode v aerosolove
form¢, pricem? jako hnaci plyny jsou pouZivany halogenované uhlovodiky, jako
polyhalogenované alkany, napt. dichlorfluormethan a dichlortetrafluorethan, nebo ptednostné
nehalogenované plynné uhlovodiky, vzduch, N,O ¢i oxid uhligity. PouZivané olejoveé faze jsou
stejné jako pro masti a krémy a také jsou pouZivana aditiva tam zmin&na.

Tinktury a roztoky obvykle obsahuji vodné-etanolickou bézi, ke které jsou pfimichéna
zvlhdovadla pro snizeni odpatovani jako jsou polyalkoholy, napf. glycerol, glykoly a/nebo

polyethylen glykol, dale promazévadla jako estery mastnych kyselin a niz$ich polyethylen
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glykolt, tj. lipofilni latky rozpustné ve vodné smeési nahrazujici tukové latky odstranéné z kiize
etanolem, a pokud je to nutné, 1 ostatni excipienty a aditiva.

Tento vynalez dale poskytuje veterindrni piipravky obsahujici nejméné jednu aktivni slozku
spole¢né s veterinarnim nosi¢em. Veterindrni nosi¢e jsou materidly pro aplikaci pfipravku a
mohou to byt latky pevné, kapalné nebo plynné, které jsou inertni nebo pfijatelné ve veterindrni
medicin€ a jsou kompatibilni s aktivni slozkou. Tyto veterinarni ptipravky mohou byt podavéany
ordlng, parenteralné nebo jakoukoli jinou poZzadovanou cestou.

Vynélez se také vztahuje na procesy nebo metody pro 1é€eni nemoci zminénych vyse. Latky
mohou byt podévany profylakticky nebo terapeuticky jako takové nebo ve formé farmaceutickych
ptipravkill, pfednostné v mnozstvi které je efektivni proti zminénym nemocem, piiéemz u
teplokrevnych Zivocichl, napf. €loveka, vyzadujiciho takovéto oSetieni, je latka pouzivana
zejména ve formé farmaceutického ptipravku. Na télesnou hmotnost okolo 70 kg je aplikovana

denni davka latky okolo 0,1 az 5 g, s vyhodou 0,5 az 2 g.

Struény popis obrazka

Obriazek 1 ukazuje G¢inek nékterych novych slou¢enin na bunéény cyklus nddorové bunééné
linie MCF7.

Obrazek 2 ukazuje ucinek nékterych novych sloucenin na aktivitu kaspaz 3 a 7 v naddorové
bunétné linii K562. Aktivita kaspdz 3 a 7 byla méfena v lyzatech bunék ovlivnénych
nékterymi novymi slouceninami v jedné davce po dobu 24 hodin (A) a riznymi davkami
slouceniny 33 (B).

Obrazek 3 ukazuje ucinek slouceniny 45 na apoptézu v nadorové bunééné linii HCT116.
Aktivita kaspaz 3 a 7 byla méfena v lyzatech bun¢k ovlivnénych riznymi davkami slou¢eniny
45.

Obriazek 4 ukazuje zmény proteinli zapojenych do regulace apoptdzy v nadorové bunééné

linii HCT116 ovlivnéné slou¢eninou 45 po dobu 24 hodin.

Priklady provedeni vynalezu

Vynélez je popsan pomoci nasledujicich prikladi, které ov§em nijak neomezuji jeho rozsah.
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Body tani byly stanoveny na Kofflerov¢ bloku a nebyly korigovany.VSechny reagencie byly ze
standardnich komer&nich zdroju a analytické Cistoty. Tenkovrstva chromatografie (TLC) byla
provadéna na hlinikovych destickach se silikagelem Fys4 od fy Merck. Skvrny byly
vizualizovany pod UV svétlem (254 nm). Elementarni analyzy (C,H,N) byly méfeny na
EA1108 CHN analyzatoru (Thermo Finnigan). EST hmotova spektra byla naméfena za pouZiti
piimého nastiiku na Waters Micromass ZMD 2000 hmotovém spektrometru (con voltage 20
V). NMR spektra byla méfena na pfistroji Bruker Avance AV 300 pii teplot¢ 300 K a
frekvenci 300,13 MHz (1H), respektive 75,48 MHz (13C). Merck silikagel Kieselgel 60
(zrnitost 230-400) byl pouzit na sloupcovou chromatografii. VSechny slouceniny vykdzaly

uspokojivé elementarni analyzy (& 0,4 %).

Priklad 1
3-Isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin (2).
Roztok 7-chlor-3-isopropyl-1H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidinu (1) (0,248 g, 1,17 mmol), 1-[4-
-(pyridin-2-yl)fenylJmethanaminu (0,31 g, 1,58 mmol) a ethyldiisopropylaminu (0,4 mL, 2,3
mmol) v CHCl3 / +~-BuOH (6 mL /1 mL) byl zahfivdn po dobu 1 hodiny pti 60 °C. Po
ochlazeni na laboratorni teplotu byla reakéni smés zakoncentrovana pod vakuem a obdrzeny
koncentrat byl rozpustén ve smési HyO (20 mL) a CHCl; (20 mL). Vodna faze byla
vyextrahovana pomoci CHCl; (3 x 15 mL), spojené organické faze byly vysuSeny nad siranem
hotfeénatym a odpafeny. Surovy produkt byl precistén na silikagelové chromatografické
kolon& za pouziti skokového gradientu ve slozeni: 1%, 2%, a 4% MeOH v CHCIl;. Byla
ziskéna amorfni bezbarv4 latka. Vytézek 81 % (0.442 g).
ESI+ m/z 345.1 [M+H]", ESI- m/z 343.1 [M-H]". 'H (500 MHz; DMSO-dj): 1.33 (d, J = 7.03
Hz, 6H, -CH-(CHs3),); 3.29 (m, 1H, -CH-(CHs),); 4.78 (bs, 2H, -NH-CH,-); 7.27-7.29 (m, 1H,
ArH); 7.46 (d, J = 7.03 Hz, 2H, ArH); 7.80-7.83 (m, 1H); 7.87-7.89 (m, 2H, ArH, -NH-); 8.03
(d, J=7.03 Hz, 2H, ArH); 8.21 (bs, 1H, ArH); 8.60 (d, J=4.28 Hz, 1H, ArH); 12.26 (bs, 1H,
-NH-). ®C (125 MHz; DMSO-d6): 22.2, 26.8, 43.6, 120.6, 122.4, 123.0, 126.9, 127.1, 128.5,
128.8, 137.7, 138.1, 139.4, 140.3, 149.6, 150.0, 150.7, 151.2, 156.3.

Priklad 2
3-Isopropyl-5-methylsulfanyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1H-pyrazolo[4,3-
-d]pyrimidin (5).
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7-Chlor-3-isopropyl-5-methylsulfanyl-1H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin (4) (0,56 g, 2,3 mmol), 1-

-[4-(pyridin-2-yl)fenyl|methanamin (0,48 g, 2,6 mmol) a ethyldiisopropylamin (0,86 mL, 5

mmol) ve 12 mL -BuOH byly zahfivany za stalého michani pfi 70 °C po dobu 2 hodin. Po

ochlazeni na laboratorni teplotu byla reakéni smés zakoncentrovana pod vakuem a obdrZzeny

koncentrat byl rozpustén ve smési H,O (20 mL) a CHCl; (20 mL). Vodna faze byla

vyextrahovana pomoci CHCl; (3 x 15 mL), spojené organické faze byly vysuSeny nad siranem

hotfe¢natym a odpateny. Krystalizace ze smési CHCI3/Et,0 poskytla bezbarvy produkt o bodu
tani 170-173 °C. Vytézek 87 % (0,79 g).

ESI+ m/z 391.1 [M+H]", ESI- m/z 389.1 [M-HJ". 'H (500 MHz; DMSO-ds): 1.36 (d, J = 7.03
Hz, 6H, -CH-(CHs),); 2.43 (s, 3H, -CH3); 3.31 - 3.35 (m, 1H, -CH-(CH3),); 4.75 (bs, 2H, -
NH-CH,-); 7.32 (ddd, J = 7.34 Hz, J = 4.89 Hz, J = 0.92 Hz, 1H, ArH); 7.48 (d, /= 7.03 Hz,
2H, ArH); 7.84 (dt, J = 7.64 Hz, J = 1.53 Hz, 1H, ArH); 7.92 (d, /= 7.95 Hz, 1H, ArH); 8.05
(bd, J=7.03 Hz, 2H, ArH); 8.63 (bd, J=4.58 Hz, 1H, ArH).

Priklad 3

7-Chlor-3-isopropyl-5-methylsulfonyl-1H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin (6).
Roztok Oxonu® (monopersulfat fy. Aldrich Kat.¢.: 22,803-6, 36 g) ve vodé (180 mL) byl

pfiddn po kapkach do

roztoku 7-chlor-3-isopropyl-5-methylsulfanyl-1H-pyrazolo[4,3-

~d]pyrimidinu (4) (10 g, 41,3 mmol) v EtOH (180 mL) pfi teploté 55 °C v prib&hu jedné

hodiny. Reakéni smés byla poté michana dalsi hodinu pfi teploté 60 °C. Po ochlazeni na

laboratorni teplotu byl EtOH odpaten a reakéni koncentrat byl rozpustén ve smési H,O (100

mL) a CHCl3 (100 mL). Vodné faze byla extrahovana pomoci EtOAc (3 x 50 mL) a spojené

organické faze byly vysuSeny nad siranem hofe¢natym a odpafeny. Krystalizace ze smési
EtOAc/Et,0 poskytla produkt s bodem tani 111-114 °C. Vytézek 81 %, (9,17g).

ESI- m/z 273.1 [M-H]". "H NMR (CDCI3): 1.49 (d, J = 6.96 Hz, 6H, CHs); 3.49 (s, 3H, CHs),
3.58 (sept., J= 6.96 Hz, 1H, CH).

Priklad 4

3-Isopropyl-5-methylsulfonyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1H-pyrazolo|[4,3-

~d]pyrimidin (8).

7-Chlor-3-isopropyl-5-methylsulfonyl-1 H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin (6) (4,89 g, 17,8 mmol) a

ethyldiisopropylamin (4 mL, 22,5 mmol) v r~-BuOH (80 mL) byly za stalého michani zahfaty
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na teplotu 60 °C. Poté byl pfidan roztok 1-[4-(pyridin-2-yl)fenylJmethanaminu (3,84 g, 20,9
mmol) v -BuOH (30 mL), ktery byl ptedehiat na 50 °C, a reakéni smés byla zahtivana na 60
°C po dobu jedné hodiny. Po 10 minutich zagal vykrystalovavat produkt. Po ochlazeni na
laboratorni teplotu byl produkt odfiltrovan, promyt MeOH a usus$en pod vakuem. B.t. 213-216
°C, vytézek 85 %, (6,4 g).

ESI+ m/z 423.3 [M+H]", ESI- m/z 421.3 [M-H]".'H (500 MHz; DMSO-ds): 1.36 (d, J = 7.03
Hz, 6H, -CH-(CHz),); 2.43 (s, 3H, -CH3); 3.31 - 3.35 (m, 1H, -CH-(CHa3),); 4.75 (bs, 2H, -
NH-CH,-); 7.32 (ddd, J = 7.34 Hz, J=4.89 Hz, J = 0.92 Hz, 1H, ArH); 7.48 (d, J = 7.03 Hz,
2H, ArH); 7.84 (dt, J= 7.64 Hz, J = 1.53 Hz, 1H, ArH); 7.92 (d, J = 7.95 Hz, 1H, ArH); 8.05
(bd, J=7.03 Hz, 2H, ArH); 8.63 (bd, /= 4.58 Hz, 1H, ArH).

Priklad §
3-Isopropyl-5-(N-morpholinyl)-7-[4-(2-pyridyl)benzyl|amino-1H-pyrazolo[4,3-
-d]pyrimidin (9).
Smés 3-isopropyl-5-methylsulfonyl-7-[4-(2-pyridyl)benzylJamino-1H-pyrazolo[4,3-
~d]pyrimidinu (7) (0,36 g, 0,85 mmol) a morfolinu (3 mL, 27 mmol) byla zahfivana v zatavené
ampuli na teplotu 150 °C po dobu 8 hodin. Piebytek aminu byl vakuové oddestilovan pi
teploté pod 70 °C. ObdrZeny koncentrat byl rozpustén ve smési H,O (20 mL) a CHCl; (20
mL). Vodna féze byla vyextrahovana pomoci CHCl; (3 x 15 mL), spojené organické fze byly
vysuSeny nad siranem hofetnatym a odpateny. Surovy produkt byl preistén na silikagelové
chromatografické kolon¢ za pouZiti skokového gradientu ve sloZeni: 2%, 4%, 5% MeOH v
CHCls. Byla ziskana amorfni bezbarva latka. Vytézek 41 % (0,15 g).
ESI+m/z 430.1 [M+H]", ES- m/z 428.1 [M-H]". 'H (500 MHz; DMSO-dy): 1.32 (d, ] = 7.03
Hz, 6H, -CH-(CHs),); 3.18 (bs, 1H, -CH-(CHs),); 3.58 — 3.60 (bs, 8H, 4x —CHy-); 4.74 (bs,
2H, -NH-CH,-); 7.31 (dd, J= 6.72 Hz, J = 5.50 Hz, 1H, ArH); 7.48 (d, J = 7.95 Hz, 2H, ArH);
7.78 (bs, 1H, -NH-); 7.84 (dt, J = 7.64 Hz, J = 1.53 Hz, 1H, ArH); 7.91 (d, J = 7.95 Hz, 1H,
ArH); 8.04 (d, /= 5.81 Hz, 2H, ArH); 8.63 (d, J = 3.97 Hz, 1H, ArH); 11.84 (bs, 1H, -NH-).

Priklad 6
3-Isopropyl-5-(piperazin-1-yl)-7-[4-(2-pyridyl)benzyl|amino-1H-pyrazolo[4,3-
~ d]pyrimidin (13).
Roztok 3-isopropyl-5-methylsulfonyl-7-[4-(2-pyridyl)benzylJamino-1H-pyrazolo[4,3-
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~d]pyrimidinu (7) (0,32 g, 0,76 mmol) v piperazinu (3 mL, 27 mmol) byl zahi{van v zatavené
ampuli na teplotu 150 °C po dobu 6 hodin. Piebytek aminu byl vakuové oddestilovan pfi
teploté pod 70 °C. Obdrzeny koncentrat byl rozpustén ve smési H,O (20 mL) a CHCIl; (20
mL). Vodna féze byla vyextrahovana pomoci CHCI; (3 x 15 mL), spojené organické faze byly
vysuSeny nad siranem hofeénatym a odpateny. Surovy produkt byl preciStén na silikagelové
chromatografické kolon& za pouziti skokového gradientu ve sloZeni: 2%, 4%, 5% MeOH v
CHCI; s malym ptidavkem koncentrovaného vodného amoniaku. Byla ziskana amorfni
bezbarva litka. Vytézek 55% (0,18 g).
ESI+m/z 429.1 [M+H]", ES- m/z 427.1 [M-H]". 'H (500 MHz; DMSO-dg): 1.31 (d, J=7.03
Hz, 6H, -CH-(CHs),); 2.73 — 2.75 (m, 4H, 2x —CH,-), 3.17 (sept., ] = 7.03 Hz, 1H, -CH-
(CHs)y); 3.58 — 3.60 (m, 4H, 2x ~CHy-); 4.71 (d, J = 5.20 Hz, 2H, -NH-CH,-); 7.29 (ddd, J =
7.34 Hz, J = 4.89 Hz, J = 0.92 Hz, 1H, ArH); 7.48 (d, J = 8.25 Hz, 2H, ArH); 7.84 (dt, J =
7.49 Hz, J = 1.53 Hz, 1H, ArH); 7.91 (d, J = 8.25 Hz, 1H, ArH); 8.04 (d, J=7.64 Hz, 2H,
ArH); 8.63 (d, J=4.58 Hz, 1H, ArH).

Priklad 7
3-Is0propyl-S-(N-thiomorpholinyl)—7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-lH-pyrazolo[4,3-
~d]pyrimidin (15).
Smés 3-isopropyl-S-methylsulfonyl-7—[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1H—pyrazolo[4,3-
-d]pyrimidinu (7) (0,2 g, 0,47 mmol) a thiomorfolinu (3 mL, 29 mmol) byla zaht{vana
v zatavené ampuli na teplotu 150 °C po dobu 5 hodin. Prebytek aminu byl vakuové
oddestilovan pfi teplot& pod 70 °C. ObdrZeny koncentrat byl rozpustén ve smési H,O (20 mL)
a CHCl; (20 mL). Vodné faze byla vyextrahovana pomoci CHCl; (3 x 15 mL), spojené
organické faze byly vysuSeny nad siranem hofetnatym a odpateny. Surovy produkt byl
pfecistén na silikagelové chromatografické kolong za pouziti skokového gradientu ve sloZeni:
2%, 3%, 4% MeOH in CHCls. Byla ziskana amorfni luta latka. Vytézek 24 % (0,05 g).
ESI + m/z 446.1 [M+H]", ES- m/z 444.1 [M-HJ". 'H (500 MHz; CDCl3): 1.33 (d, J=6.72 Hz,
6H, -CH-(CHs)y); 2.55 — 2.57 (m, 4H, 2x -CHy-); 3.30 (sept., J = 6.72 Hz, 1H, -CH-(CH;),);
4.07 - 4.09 (m, 4H, 2x -CHy-); 4.64 (bd, J = 5.20 Hz, 2H, -NH-CH,-); 7.17 -7.20 (m, 1H,
ArH); 7.28 (d, J = 8.25 Hz, 2H, ArH); 7.60 (d, J = 7.95 Hz, 1H, ArH); 7.69 (dt, J=7.95 Hz, J
= 1.83 Hz, 1H, ArH); 7.79 (d, J = 8.25 Hz, 2H, ArH); 8.60 — 8.62 (m, 1H, ArH).
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Priklad 8
3-Isopr0pyl-5—[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-l-yl]-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-lH-
-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin (17).
Roztok 3-isopropyl-S-methylsulfonyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1H—pyrazolo[4,3-
~d]pyrimidinu (7) (0,21 g, 0,5 mmol) a 2-piperazin-1-ylethanolu (3 mL, 23 mmol) byl zahfivan
v zataven€ ampuli na teplotu 150 °C po dobu 5 hodin. Po ochlazeni na teplotu mistnosti byla
reakéni smés rozpusténa ve smési H;O (20 mL) a CHCl; (20 mL). Vodna faze byla
vyextrahovana pomoci CHCl; (3 x 15 mL), spojené organické faze byly vysuSeny nad siranem
hofeCnatym a odpafeny. Surovy produkt byl piecistén na silikagelové chromatografické
kolon¢ za pouziti skokového gradientu ve sloZeni: 2%, 3%, 4% MeOH v CHCI;. Byl ziskéan
produkt, ktery byl poté rekrystalovam v CHCl,. Vytézek 15% (0,035 g), b.t. 135-140 °C.
ESI+m/z 473.1 [M+H]", ES- m/z 471.1 [M-H]". 'H (500 MHz; CDCI; + DMSO-dg): 1.23 (d,
J=17.03 Hz, 6H, -CH-(CHs)y); 2.45 ~ 2.46 (m, 6H, 3x ~CH,-); 3.14 (sept., J=6.72 Hz, 1H, -
CH-(CHs)y); 3.50 — 3.52 (m, 2H, -CH,-); 3.67 (m, 4H, 2x —-CH»-); 4.60 — 4.61 (m, 2H, -NH-
CH,-); 7.05 -7.09 (m, 1H, ArH); 7.18 (bs, 1H, -NH-); 7.31 — 7.32 (m, 2H, ArH); 7.54 — 7.59
(m, 2H, ArH); 7.78 — 7.79 (m, 2H, ArH); 8.47 — 8.48 (m, 1H, ArH); 11.3 (bs, 1H, -NH-). *C
(125 MHz; CDCl; + DMSO-d): 21.6, 26.5, 44.0, 44.6, 52.9, 57.7, 59.8, 120.3, 122.2, 126.9,
128.4,136.8, 138.3, 140.0, 149.6, 156.7, 157.9.

Priklad 9
3-Isopropyl-S-(R)-(Z-hydroxypropyl)amino-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-lH-
=pyrazolo[4,3-d]pyrimidin (27).
Roztok 3-isopropyl—S-methylsu]fony1-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1H—pyrazolo[4,3-
~d]pyrimidinu (7) (1,25 g, 2,96 mmol) v R-(-)-1-amino-2-propanolu (10 mL, 110 mmol) byl
zahfivan v zatavené ampuli na teplotu 150 °C po dobu 3 hodin. Ptebytek aminu byl vakuové
oddestilovén pfi teploté pod 50 °C. Obdrzeny koncentrat byl rozpustén ve smési H,O (20 mL)
a CHCl; (20 mL). Vodna faze byla vyextrahovana pomoci CHCl; (3 x 15 mL), spojené
organické fédze byly vysudeny nad siranem hofe¢natym a odpafeny. Surovy produkt byl
pietistén na silikagelové chromatografické koloné za pouziti skokového gradientu ve sloZeni:
2%, 4%, 5% MeOH v CHCl; s malym ptidavkem koncentrovaného vodného amoniaku. Byla
ziskana bezbarva amorfni latka. Vytézek 52%, (0,65 g).
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ESI+ m/z 418.1 (100%) [M+H]", 209.6 (20%) [M+2H]*", ESI- m/z 416.1 [M-HJ". 'H (500
MHz; DMSO-ds + CDCls): 0.99 (d, J = 6.42 Hz, 3H, -CH;); 1.27 (d, J= 7.03 Hz, 6H, -CH-
(CH3)); 3.06-3.11 (m, 2H, -CH,-); 3.20-3.23 (m, 1H, -CH-(CHj),); 3.72-3.75 (m, 1H, -CH-);
4.69 (bs, 2H, -NH-CH,-); 6.02 (bs, 1H, -NH-CHy-); 7.27-7.30 (m, 1H, ArH); 7.45 (d, J = 7.34
Hz, 2H, ArH); 7.63 (bs, 1H, -NH-); 7.82 (dt, /= 7.64 Hz, J = 1.53 Hz, 1H, ArH); 7.88-7.89
(m, 1H, ArH); 8.01 (s, 2H, ArH); 8.60 (d, J=3.97 Hz, 1H, ArH); 11.76 (bs, 1H, -NH-). °C
(125 MHz; DMSO-ds + CDCl3): 21.9, 22.2, 26.6, 43.4, 49.9, 66.7, 120.5, 122.8, 127.2, 128.4,
137.7,149.8, 156.3. apy3 = +2.6° (MeOH, ¢ = 0.499 g/dl)

Priklad 10
3-Is0propyl-S-(Z-hydroxy-Z-methylpropyl)amin0-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-lH—
=pyrazolo[4,3-d]pyrimidin (33).
Smés 3-isopropyl-S-methylsulfony1-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1H—pyraz010[4,3-
~d]pyrimidinu (7) (0,6 g, 1,42 mmol) a 1-amino-2-methyl-2-propanolu (1,25 g, 14 mmol) byla
zahfivéna v zatavené ampuli na teplotu 155 °C po dobu 10 minut. Po ochlazeni na teplotu
mistnosti byla reakéni smés rozpusténa ve smési H,O (20 mL) a CHCI; (20 mL). Vodna faze
byla vyextrahovana pomoci CHCl; (3 x 15 mL), spojené organické faze byly vysuseny nad
siranem hofe¢natym a odpateny. Surovy produkt byl precidtén na silikagelové
chromatografické koloné za pouziti skokového gradientu ve sloZeni: 3%, 5%, 7% MeOH v
CHCl;. Byla ziskana bezbarva amorfni latka. Vytézek 33 % (0,2 g).
ESI+ m/z 432.1 [M+H]", ES- m/z 430.1 [M-H]. 'H (500 MHz; DMSO-d): 1.06 (s, 6H, -C-
(CHz)); 1.29 (d, J = 7.03 Hz, 6H, -CH-(CHs),); 3.14 (sept., J = 7.03 Hz, 1H, -CH-(CHs),);
3.20 (d, J = 5.81 Hz, 2H, -NH-CH,-); 4.73 (d, J = 4.89 Hz, 2H, -NH-CH,-); 6.12 (bs, 1H, -
NH-CH,-); 7.31 (dd, J=7.03 Hz, J = 5.50 Hz, 1H, ArH); 7.48 (d, J = 7.95 Hz, 2H, ArH); 7.84
(dt,J=7.64 Hz,J = 1.53 Hz, 1H, ArH); 7.91 (d, J = 7.95 Hz, 1H, ArH); 8.04 (d, J=7.64 Hz,
2H, ArH); 8.63 (d, J=4.28 Hz, 1H, ArH).

Priklad 11

3-Is0propyl-S-(3-amino-2-hydr0xypropyl)amin0-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-lH-
-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin (45).

Smés 3-isopropyl—5-methylsulfony1-7-[4-(2-pyridyl)benzylamino]-1H—pyrazolo[4,3-
~d]pyrimidinu (7) (0,69 g, 1,64 mmol), 1,3-diamino-2-propanolu (10 mL, 95 mmol) a 1-
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methyl-2-pyrrolidonu (2 mL) byla zahtivana v zatavené ampuli na teplotu 150 °C po dobu 6
hodin Pfebytek aminu byl vakuové oddestilovéan pii teploté pod 70 °C. Obdrzeny koncentrat
byl rozpudtén ve smési H;O (20 mL) a CHCl3 (20 mL). Vodna faze byla vyextrahovana
pomoci CHCl; (3 x 15 mL), spojené organické faze byly vysudeny nad siranem hofe¢natym a
odpafeny. Surovy produkt byl pfe¢istén na silikagelové chromatografické koloné za pouziti
skokového gradientu ve slozeni: 5%, 8%, 11% 14% MeOH v CDCl; s malym ptidavkem
koncentrovaného vodného amoniaku. Byla ziskdna bezbarva amorfni latka. Vytézek 24%
0,17 g).

ESI+ m/z 433.1 (100%) [M+H]", 217.6 (90%) [M+2H]*, ESI- m/z 431.1 [M-H]". 'H (500
MHz; DMSO-de): 1.27 (d, J = 7.03 Hz, 6H, -CH-(CH),); 2.40 - 2.50 (m, 2H, -CHy-); 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,-); 7.26-7.29 (m, 1H, ArH); 7.44 (d, J=8.25 Hz, 2H,
ArH); 7.81 (dt, J = 7.64 Hz, J = 1.83 Hz, 1H, ArH); 7.87-7.89 (m, 2H, ArH, -NH-); 8.01 (d, J
= 8.56 Hz, 2H, ArH); 8.59 - 8.60 (m, 1H). °C (125 MHz; DMSO-ds): 22.1, 22.2,26.2, 43.1,
45.7, 46.0, 72.8, 120.6, 123.0, 126.7, 127.0, 127.8, 128.4, 137.7, 137.9, 140.9, 150.0, 156.3,
158.9.

Priklad 12
3-Is0pr0pyl-5-[2-(dimethylamino)ethyl]amino-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-lH-
~pyrazolo[4,3-d]pyrimidin (47).
Roztok 3-isopropyl-S-methylsulfonyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1H—pyrazolo[4,3-
~d]pyrimidinu (7) (0,3 g, 0,71 mmol) v 2-(dimethylamino)ethylaminu (3 mL, 27 mmol) byl
zahiivan v zatavené ampuli na teplotu 150 °C po dobu 1 hodin. Prebytek aminu byl vakuove
oddestilovan pfi teploté pod 50 °C. ObdrZeny koncentrat byl rozpudtén ve smési H,O (20 mL)
a CHCl3 (20 mL). Vodnd faze byla vyextrahovana pomoci CHCl; (3 x 15 mL), spojené
organické faze byly vysuSeny nad siranem hofetnatym a odpafeny. Surovy produkt byl
piecistén na silikagelové chromatografické kolong za pouZiti skokového gradientu ve sloZeni:
5%, 10%, 14% MeOH v CHCl; s malym ptidavkem koncentrovaného vodného amoniaku.
Byla ziskana bezbarva amorfni latka. Vytézek 20% (0,06 2).
ESI+ m/z m/z 431.2 (100%) [M+H]", 216.1 (30%) [M+2H}**, ESI- m/z 429.2 [M-H]. 'H
(500 MHz; CDCly): 1.31 (d, J=7.03 Hz, 61, -CH-(CHs),); 2.23 (s, 6H, 2x —CHj3); 2.65 (t, J =
7.64 Hz, 2H, -CH,-); 3.20 (t, J = 7.34, 2H, -CH,-); 3.27 (kvint.; J = 7.03 Hz, 1H, -CH-
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(CHy)p); 4.61 (bs, 2H, -NH-CH,-); 6.97 (bs, 1H, -NH-CH-); 7.14 — 7.18 (m, 3H, ArH); 7.55
(d, J=8.25 Hz, 1H, ArH); 7.66 (dd, J = 7.64 Hz, J= 1.83 Hz, 1H, ArH); 7.69 (d, J = 7.95 Hz.
2H, ArH); 8.5 (d, J = 3.97 Hz, 1H, ArH). °C (125 MHz; CDCly): 21.8; 26.4; 28.1; 44.0:
45.1559.1; 120.9; 122.3; 127.1; 128.0; 137.2; 138.2; 139.1; 149.4; 150.7; 157.0: 161.7.

Priklad 13
3-Isopropyl-S-(trans-Z-aminocyclohexyl)amino—7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-lH—
-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (64).
Roztok 3-isopropy]-S-methylsulfonyl-7-[4-(2—pyridyl)benzyl]amino-1H—pyrazolo[4,3-
~d]pyrimidinu (7) (1,4 g, 3,32 mmol) v 1,2-trans-diaminocyklohexanu (30 mL, 68 mmol) byl
zahiivan v zatavené ampuli na teplotu 155 °C po dobu 20 hodin. Piebytek aminu byl vakuove
oddestilovan pfi teploté pod 70 °C. ObdrZeny koncentrat byl rozpustén ve smési HO (20 mL)
a CHCl3 (20 mL). Vodné féze byla vyextrahovéna pomoci CHCl; (3 x 15 mL), spojené
organické faze byly vysuSeny nad siranem hofe¢natym a odpafeny. Surovy produkt byl
precistén na silikagelové chromatografické koloné za pouZiti skokového gradientu ve sloZeni:
4%, 8%, 11%, 14% MeOH v CHCl; s malym pfidavkem koncentrovaného vodného
amoniaku. Byla ziskdna bezbarvéa amorfni latka. Vytézek 13% (0,20 g).
ESI+ m/z 457.3 (100%) [M+H]", 229.1 (50%) [M+2H]*', ESI- m/z 455.3 [M-H]".'H (500
MHz; CDCl;): 1.13 - 1.20 (m, 4H, -CH,-); 1.25 (bs, 6H, -CH-(CH3),); 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-(CH;),);
3.56 (bs, 1H, -CH-); 4.57 (bs, 2H, -NH-CH>-); 7.13 (dd, J = 7.34 Hz, J = 4.89 Hz, 1H, ArH);
7.28 (d,J=7.95 Hz, 2H, Ar); 7.53 (d, J=7.95 Hz, 1H, ArH); 7.63 (d, J = 7.64 Hz, 1H, ArH);
7.73 (d, J=17.95 Hz, 2H, ArH); 8.58 (d, J = 4.58 Hz, 1H, ArH). "*C (125 MHz; CDCl;3): 18.3;
21.7; 21.8; 24.7; 25.0; 25.9; 32.5; 34.0; 43.7; 46.0; 56.3; 57.2; 57.9; 120.4; 121.9; 126.8;
127.0; 127.4; 127.7; 136.7; 137.9; 139.6; 149.3; 149.6; 151.8; 156.9; 158.0.

Priklad 14
3-Isopropyl-5-(trans—4-aminocyclohexyl)amino-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-lH-
~pyrazolo[4,3-d]pyrimidin (67).
3-Isopropyl~5-methylsulfonyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1H—pyrazolo[4,3-d]pyrimidin (7
(0,3 g, 0,71 mmol) v roztaveném 1,4-trans-diaminocyclohexanu (5 g, 44 mmol) byl zahiivan

v zataven¢ ampuli na teplotu 150 °C po dobu 20 hodin. Pkebytek aminu byl vakuové
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oddestilovan pti teplot& pod 70 °C. ObdrZeny koncentrat byl rozpustén ve smési H,O (20 mL)
a CHCl; (20 mL). Vodnd faze byla vyextrahovana pomoci CHCl; (3 x 15 mL), spojené
organické faze byly vysuSeny nad siranem hofetnatym a odpafeny. Surovy produkt byl
piecistén na silikagelové chromatografické kolong za pouiti skokového gradientu ve slozeni:
4%, 8%, 11%, 14% MeOH v CHCI; smalym ptidavkem koncentrovaného vodného
amoniaku. Byla ziskdna bezbarva amorfni ldtka. Vytezek 19% (0,06 g).

ESI+ m/z 457.3 (100%) [M+H]", 229.1 (50%) [M+2H]*", ESI- m/z 455.3 [M-HJ. 'H (500
MHz; DMSO-dg): 1.08 - 1.18 (m, 4H, 2x —CH,-); 1.27 (d, J = 7.03 Hz, 6H, -CH-(CHs),);
171 = 1.72 (m, 2H, ~CH,-); 1.85 - 1.87 (m, 2H, —CH,-); 2.50 — 2.52 (m, 1H, -CH-NH-); 3.11
(sept., /= 7.03 Hz, 1H, -CH-(CH3),); 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-); 7.26 (m, 1H, ArH); 7.44 (d, J = 8.25
Hz, 2H, ArH); 7.79 - 7.82 (m, 2H, ArH, -NH-); 7.86 — 7.88 (m, 1H, ArH); 8.00 (d, J = 8.25
Hz, 2H, ArH); 8.59 - 8.60 (m, 1H, ArH). °C (125 MHz; DMSO-dy): 22.1; 26.4, 31.8, 34.9,
43.2,50.0, 50.4, 120.6, 122.9, 127.0, 128.3, 137.7, 137.8, 141.2, 150.0, 156.3, 157.8.

Priklad 15
3-Is0pr0pyl-5-(4-methoxybenzyl)amin0-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-lH-pyrazolo[4,3-
~d]pyrimidin (73).
Roztok 3-isopropyl-S-methylsulfonyl—7-[4-(2-pyridy1)benzyl]amino-1H-pyrazolo[4,3-
—d]pyrimidinu (7) (0,5 g, 1,18 mmol) v 4-methoxybenzylaminu (10 mL, 58 mmol) byl zahfivan
v zatavené ampuli na teplotu 155 °C po dobu 5 hodin. Piebytek aminu byl vakuové
oddestilovan pii teploté pod 70 °C. Obdrzeny koncentrét byl rozpuitén ve smési H,O (20 mL)
a CHCl3 (20 mL). Vodna faze byla vyextrahovana pomoci CHCl; (3 x 15 mL), spojené
organické faze byly vysuSeny nad siranem hofe¢natym a odpateny. Surovy produkt byl
precistén na silikagelové chromatografické koloné za pouziti skokového gradientu ve sloZeni:
3%, 5%, 7% MeOH v CHCl;. Byla ziskana bezbarva amorfni latka. Vytézek 26 % (0,15 g).
ESI+ m/z 480.3 [M+H]", ES- m/z 478.3 [M-H]". 'H (500 MHz; CDCl3): 1.29 (d, J=6.72 Hz,
6H, -CH-(CHj3)2); 3.21 (sept., ] = 6.72 Hz, 1H, -CH-(CH3),); 3.67 (s, 3H, -CHs); 4.50 (bd, J=
3.97 Hz, 2H, -NH-CHy-); 4.69 (bs, 2H, -NH-CHy-); 6.72 (d, J = 8.56 Hz, 2H, ArH); 7.17 —
7.22 (m, 3H, ArH, -NH-); 7.29 (d, I = 8.25 Hz, 2H, ArH); 7.59 (d, J = 7.95 Hz, 1H, ArH);
7.69 (dt, J = 7.64 Hz, J = 1.83 Hz, 1H, ArH); 7.78 (d, J = 8.25 Hz, 2H, ArH); 8.60 — 8.61 (m,
IH, ArH). °C (125 MHz; CDCly): 21.8, 26.1, 44.2, 45.4, 553, 113.8, 120.7, 122.3, 127.1,

" ocven
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128.1, 128.4, 128.9, 129.0, 137.4, 138.4, 149.6, 157.0, 158.7.

Priklad 16

3-Isopropyl-5-(R)-[1-(hydroxymethyl)propyl]amino-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1H-

pyrazolo[4,3-d]pyrimidin (83).
Roztok

3-isopropyl-5-methylsulfonyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl Jamino-1 H-pyrazolo[4,3-

d]pyrimidinu (7) (0,5 g, 1,19 mmol) v R-(-)-2-amino-1-butanolu (5 mL, 50 mmol) byl

zahiivan v zatavené ampuli na teplotu 154 °C po dobu 8 hodin. Pfebytek aminu byl vakuové

oddestilovan pfi teploté pod 70 °C. ObdrZzeny koncentrat byl rozpustén ve smési HyO (20 mL)

a CHCIl3 (20 mL). Vodna faze byla vyextrahovana pomoci CHCl3 (3 x 15 mL), spojené

organické faze byly vysuSeny nad siranem hofe¢natym a odpafeny. Surovy produkt byl

piecistén na silikagelové chromatografické koloné za pouziti skokového gradientu ve sloZeni:

3%, 5%, 7% MeOH v CHCl; s malym pifidavkem koncentrovaného vodného amoniaku. Byla

ziskana bezbarva amorfni latka. Vytézek 27 % (0,14 g).
ESI+ m/z 432.1 [M+H]", ESI- m/z 430.1 [M-HJ". 'H (500 MHz; DMSO-dq): 0.81 (t,J=6.72
Hz, 3H, -CH,-CHz); 1.39 - 1.45 (m, 7H, -CH(CH3),, -CHa-CH3); 1.55 - 1.59 (m, 1H, -CHB-

CHs); 3.43 —3.47 (m, 1H, -CH(CHa),); 3.77 — 3.80 (m, 1H, -CH-NH-); 4.49 — 4.67 (m, 4H, -
CH,-OH, -NH-CH,-); 5.82 (d, ] = 7.64 Hz, 1H, -NH-CH;-); 7.29 — 7.31 (m, 1H, ArH); 7.44

(d, J=7.95 Hz, 2H, ArH); 7.78 (s, 1H); 7.83 (t, J= 8.01 Hz, 1H, ArH); 7.89 (d, /= 7.95 Hz,
1H, ArH); 7.99 (d, J = 8.25 Hz, 2H, ArH); 8.62 (bd, J=4.58 Hz, 1H, ArH).
ap23 = +45.5° (MeOH, ¢ = 0.191 g/dl).

Tabulka 1: Latky pfipravené podle metod ukdzanych v ptikladech 1-16.

y CHN ANALYZA MS (ZMD)-
C. SUBSTITUENT R (%] ANALYZY
[M-H] a) | [M+H]'b)

9 N-morfolinyl C=64,11;H=6,34; N = 22,83 4282 430,2
10 N-pyrrolidinyl C=69,70; H=6,59; N =23,70 412,2 414,2
11 N-pyrazolidiny| C=66,64;H=6,31,N=27,02 413,2 415,2
12 N-imidazolidinyl C=66,63; H=6,32; N=27,03 413,2 415,1
13 N-piperazinyl C=6727,H=6,59; N=26,15 4272 4292
14 N-piperidinyl C=70,23; H=6,84; N=22,93 426,3 4282
15 N-thiomorfolinyl C=64,69; H=6,11;N=22,00 4442 446,2
16 4-methylpiperazin-1-yl C=67,85H=6,82; N=25,32 441,3 4432
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Ny CHN ANALYZA MS (ZMD)-
C. SUBSTITUENT R (%] ANALYZY
[M-H] a) | [M+H]"b)
17 | 4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl | C=66,08; H=6,83; N =23.71 4713 473,2
18 ethylamino C=68,19; H=6,50; N=2530 386,2 388,2
19 propylamino C=068,80; H=6,77; N = 24,41 400,2 402,2
20 butylamino C=69,38, H=7,03; N=23,60 4142 416,2
21 pentylamino C=69,90, H=727,N=22.82 4282 430,2
22 hexylamino C=70,41; H="7,50; N=22,10 4423 4442
23 heptylamino C=70,87, H=771;N=21,42 456,3 4583
24 oktylamino C=71,30; H=17,90; N = 20,79 470,3 472,3
25 (2-hydroxyethyl)amino C=65,49; H=6,25; N =2430 402,2 404,2
26 | (R/S)-(2-hydroxypropyl)amino C=66,17, H=16,52; N = 23,48 416,2 418,2
27 (R)-(2-hydroxypropyl)amino C=66,18, H=6,52; N =2348 416,2 418,2
28 (S)-(2-hydroxypropyl)amino C=66,17,H=6,53; N =23,48 416,2 418,2
29 (3-hydroxypropyl)amino C=66,17,H=6,52; N =23,47 416,2 4182
30 | (R/S)-(4-hydroxybut2-yhamino | ¢ _gceo.11-677:N=2272 | 4302 4322
31| (R)-(4-hydroxybut-2-yl)amino C=66,80; H=6,78; N=22,72 430,2 432,2
32 | (S)-(4-hydroxybut-2-yl)amino C=66,81;H=6,77,N=22,72 430,2 432,2
33 (2-hydroxy-2- C=66,80;H=677;N=22,72 | 4302 4322
methylpropyl)amino
34 | (3-hydroxy-3-methylbutyl)amino | C=67,39; H=7,01; N =22,01 4443 446,2
35 (2,3-dihydroxypropyl)amino C=63,72; H=6,28;, N =22,62 4322 434,2
36| (1hydroxy-3-methylbut-2- C=6739,H=7,01;N=2201 | 4443 446,2
ylDamino

37 | (R/S)-(2-hydroxypent-3-yl)amino | C=67,39; H=7,01; N = 22,01 4442 446,2
38 | (R)-(2-hydroxypent-3-yl)amino C=6739;, H=17,02; N=22,01 4442 446,2
39 | (S)-(2-hydroxypent-3-yl)amino C=6739;,H=7,01; N =22,02 4442 446,2
40 (2-aminoethyl)amino C=6565H=6,51;N=2784 401,2 403,2
41 (3-aminopropyl)amino C=166,32; H=16,78; N = 26,90 415,2 417,2
42 (4-aminobutyl)amino C=66,95; H=17,02; N = 26,03 429,3 431,2
43 (5-aminopentyl)amino C=67,54; H=17,26, N =25,20 4433 4452
44 (6-aminohexyl)amino C=68,10; H=747,N=2443 4573 459,3
45 | (3-amino-2-hydroxypropyl)amino | C =63,87; H=6,53; N = 25,91 431,2 433,2
46 | [1-(dimethylamino)methyl]lamino | C =66,32; H= 6,78, N =26,90 415,2 417,2
47 | [2-(dimethylamino)ethyl]amino C=166,95; H=17,02; N =26,03 4292 431,2
48 | [3-(dimethylamino)propyljamino | C =67,54; H=7,26; N = 25,20 4433 4453
49 | [4-(dimethylamino)butyl]lamino C=68,09,H=747,N=24,43 4573 4593
50 [2-(diethylamino)ethyl]amino C=68,09; H=17,47, N = 24,43 4573 4593
51 | [3-(diethylamino)propyl]amino C=68,61;H=7,68,N=2371 471,3 473,3
52 | [3-(diethylamino)butyl]amino C=69,10, H=7,87; N =23,03 485,3 487,3
53 2-(aziridin-1-yl)ethylamino C=6727,H=6,59; N =26,15 4272 4292
54 2-(azetidin-1-yl)ethylamino C=67,85H=6,83; N=2532 4413 4433
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Y CHN ANALYZA MS (ZMD)-
C. SUBSTITUENT R (%] ANALYZY
[M-HJ a) | [M+H]"b)
55 2-(azolidin-1-yl)ethylamino C=68,39; H=7,06; N=24,54 4553 4573
56 2-(piperidin-1-yl)ethylamino C=6891; H=7.28; N=23,81 469,3 471,3
57 2-(aziridin-1-yl)propylamino C=67,85H=6,83; N=25,32 441,2 443,2
58 2-(azetidin-1-yl)propylamino C=68,39; H=17,06; N =24,54 4553 4573
59 cyklopropylamino C=69,15,H=6,31; N=24,54 398,2 400,2
60 cyklobutylamino C=69,71; H=6,58; N = 23,71 412,2 414,2
61 cyklopentylamino C=170,23; H=6,84; N =22,93 426,2 4282
62 cyklohexylamino C=70,72; H=17,08; N=22,20 440,3 4423
63 | cis-(2-aminocyklohexyl)amino C=6839;, H=7,06; N=2454 455,3 4572
64 | trans-(2-aminocyklohexyl)amino | C =68,39; H=7,05; N = 24,54 455,3 4572
65 | cistrans-2- C=6839,H=7,06;N=2453 | 4553 4572
aminocyklohexyl)amino
66 | cistrans(3- C=6840; H=7,06;N=24,54 | 4553 | 4572
aminocyklohexyl)amino
67 | trans-(4-aminocyklohexyl)amino | C=68,39; H=7,06; N = 24,54 455,3 4572
68 rans-(2- C=6825H=683N=2143 | 4562 4582
hydroxycyklohexyl)amino
69 frams-(3- C=6825H=683;N=2144 | 4562 458,2
hydroxycyklohexyl)amino
70 rams-(4- C=6824;H=683;N=21,43 | 4562 458,
hydroxycyklohexyl)amino
71 (2-methoxybenzyl)amino C=70,12; H=6,10; N=20,44 478,2 480,2
72 (3-methoxybenzyl)amino C=70,13; H=6,09; N=20,44 478,2 480,2
73 (4-methoxybenzyl)amino C=70,12; H=6,10; N = 20,45 478,2 480,2
74 3,5-dimethoxybenzylamino C=68,35H=6,13; N=19,24 508.,2 510,2
75 2,6-dimethoxybenzylamino C=68,35H=6,13;N=19,24 508,2 510,2
76 2,4,6-trimethoxybenzylamino C=66,77,H=6,16;N=18,17 538,2 540,2
77 | 3.,4,5-trimethoxybenzylamino C=66,77,H=6,16;N=18,17 538,2 540,2
78 2-fluorobenzylamino C=69,36; H=5,61; N=20,97 466,2 468,2
79 3-fluorobenzylamino C=69,36; H=5,61; N=20,97 466,2 4682
80 4-fluorobenzylamino C=6936; H=5,61; N=20,97 466,2 468,2
81 2-chlorobenzylamino C=67,00, H=5,41; N=20,26 4822 4842
82 3-chlorobenzylamino C=67,00, H=5,41; N=20,26 482,2 484,2
82 4-chlorobenzylamino C=67,00, H=5,41; N =20,26 4822 484,2
83 (R)-[1- X C=66,80; H=6,77; N = 22,72 430,2 4322
(hydroxymethyl)propyl]amino
84 (S-1- _ C=66,80 H=6,77; N=22,71 430,2 432,2
(hydroxymethyl)propyl]amino

a) roztok: MeOH p.a. + HCOOH
b) roztok: MeOH p.a. + H,O + NH;3
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Priklad 17
Antileukemicka aktivita novych slouéenin in vitro
Jednou ze schopnosti sloudeniny s antileukemickou aktivitou je cytotoxicita. Testovani
cytotoxicity byva nejcast&ji zaloZeno na sledovani metabolické aktivity Zivych bunégk.
Nejcastéji pouzivané metody pro kvantifikaci bunééné proliferace a cytotoxicity vyuZivaji (3-
- (4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid (MTT) nebo Calcein AM. Tyto
metody jsou vyuzivany pro screening novych slougenin nebo pfi testovani chemosensitivity.
Tyto metody detekuji pouze Zivé buiiky, nebot jen tyto jsou schopné redukovat MTT na
odpovidajici formazan. MnoZstvi redukovaného MTT a vzniklého formazanu pak odpovida
poctu Zivych bunék v kultute.
Slou¢eniny byly testovany s nésledujicimi bunéénymi liniemi:: K562 (lidska chronicka
myelogenni leukemie), HL60 (lidskd promyelocyticka leukemie), CEM (lidsk4 lymfoblasticka
leukemie), THP1 (lidskd monocyticka leukemie), MV4:11 (lidskd akutni myelocytick4
leukemie). Tyto linie byly kultivovany v kultivaénim médiu RPMI obsahujicim 10 %
fetalniho séra, penicilin (100 U/ml) a streptomycin (100 pg/ml) pfi 37 °C v atmostfére
doplnéné 5% CO,. Pro testovani cytotoxicity byly buiiky vysazeny do 96-jamkovych
mikrotitraénich desticek v po&tu 2000-5000 bun&k na jamku a po 8 hodinach byly k buitkdm
pfidany testované latky v rznych koncentracich od 100 to 0,01 uM vzdy v triplikatu. Po tfech
dnech byl k bunikdm pfidén roztok MTT (5 mg/ml; Sigma, St. Louis, USA) a po 5 hodinach
bylo médium nahrazeno DMSO. Absorbance byla méfena destitkovym readerem p¥i 620 nm.
Megfteni cytotoxicity pomoci MTT bylo zopakovéno tikrat a Jjako negativni kontrola byly
pouzity neovlivnéné buiiky. Hodnoty ICsq stanovujici koncentraci latky, kterd je letalni pro 50
% néadorovych bungk, byly odeteny z kiivek zdvislosti bun&ené viability na koncentraci
testované latky.
Signifikantni cytotoxické aktivity byly u viech péti pouzitych bunéénych linii odvozenych od
paciendi s riznymi formami leukemii (ptiklady vysledkt uvadi Tabulka 2). Ziskané vysledky
Jasn& ukazuji, Ze nové sloudeniny jsou u¢inné vaci pomérn¢ Sirokému spektru rGznych

leukemii a nijak vyrazn& nezavisi na genetickém pozadi.

Tabulka 2. Antileukemick4 aktivita nékterych novych sloudenin in vitro.

ICso (uM)
K562 HL60 CEM THP1 MV4;11
2 1,00 0,92 0,80 0,56 0,47

slouc¢enina




28 .

5 0,78 0,86 0,94 0,32 0,60
7 0,64 0,52 0,93 1,64 1,69
9 0,11 0,10 0,07 0,18 0,36
13 0,02 0,02 0,01 0,03 0,04
15 0,59 0,60 0,23 0,31 0,87
17 0,15 0,26 0,11 0,30 0,37
27 0,06 0,02 0,01 0,03 0,06
29 0,10 0,18 0,09 0,14 0,27
31 0,39 0,24 0,21 0,26 0,31
33 0,03 0,02 0,01 0,01 0,07
35 0,24 0,17 0,18 0,26 0,20
40 0,34 0,22 0,14 0,11 0,25
41 0,47 0,56 0,43 0,27 0,35
45 0,70 0,62 0,54 0,49 0,51
47 0,13 0,09 0,07 0,06 0,12
50 0,18 0,14 0,11 0,08 0,17
54 0,36 0,29 0,24 0,37 0,24
57 0,44 0,32 0,27 0,29 0,53
64 0,10 0,09 0,05 0,04 0,09
65 0,30 0,22 0,14 0,11 0,38
67 0,59 0,24 0,23 0,30 0,19
73 3,95 0,78 0,89 0,67 0,97
83 0,07 0,02 0,06 0,01 0,07

Priklad 18

Aktivita vi¢i bunéénym liniim odvozenym od solidnich nadora

V experimentech byly pouZity nésledujici bun&ené linie: G361 (maligni melanom), MCF7
(adenokarcinom prsu), PLC/PRF/S (jaterni karcinom), PANC-1 (karcinom pankreatu) a
HCT116 (karcinom tlustého stfeva). Bun&¢né linje byly kultivovany v kultivaénim médiu
DMEM obsahujicim 10 % fetalniho séra, glutamin, penicilin a streptomycin pfi 37 °C
v atmosféfe doplnéné 5% CO,. Pro testovani cytotoxicity byly buiiky vysazeny do 96-
Jamkovych mikrotitratnich desti¢ek v poétu 4000-10000 bunsk na jamku. Po 16 hod byly
k butikém pfidany testované latky vriznych koncentracich od 100 do 0.01 pM vzdy
v triplikdtu. Po tfech dnech byl k butikam p¥idén roztok MTT (5 mg/ml; Sigma, St. Louis,
USA) a po 5 hodinach bylo médium nahrazeno DMSO. Absorbance byla métena destickovym
readerem pfi 620 nm. Mgfeni cytotoxicity pomoci MTT bylo zopakovano tikrat a jako
negativni kontrola byly pouzity neovlivnéné butlky. Hodnoty ICsy stanovujici koncentraci

latky, kterd je letalni pro 50 % nadorovych bungk, byly odeéteny z kiivek zavislosti bunééné
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viability na koncentraci testované latky.
Vsechny testované slougeniny vykazaly vyznamné cytotoxické aktivity ve vSech péti
bun&¢nych liniich odvozenych od nédord s riiznym histopatologickym ptvodem a s riiznymi

molekuldrnim alteracemi. Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 3.

Tabulka 3. Aktivita novych sloucenin vii¢i bunéénym liniim odvozenym od solidnich nadord.

sloucenina 1Cs (kM)
G361 MCF7 PLC/PRF/5 | PANC-1 HCT116
2 0,78 1,19 0,97 0,46 1,20
5 0,24 0,81 0,70 0,65 1,30
7 0,43 0,46 0,21 1,56 1,97
9 0,25 0,16 0,21 0,30 0,42
13 0,02 0,02 0,05 0,06 0,03
15 0,42 0,53 0,20 0,34 0,69
17 0,24 0,19 0,73 0,34 0,40
27 0,08 0,03 0,04 0,07 0,10
33 0,03 0,02 0,05 0,01 0,04
45 0,22 0,31 0,20 0,32 0,37
47 0,47 0,23 0,24 0,20 0,34
64 0,15 0,22 0,14 0,08 0,34
65 0,04 0,06 0,05 0,02 0,08
67 0,36 0,47 0,29 0,50 0,37
73 2,62 5,30 3,94 0,44 0,99
83 0,04 0,05 0,02 0,02 0,03

Priklad 19

Inhibice CDK

Kinaza CDK2/cyklin E byla ptipravena pomoci bakulovirové infekce v hmyzich burikach Sf9

a purifikovdna na koloné NiNTA (Qiagen). Reakce probihala za pfitomnosti 1 mg/ml histonu

Hl a 15 pM ATP, 0,05 uCi [y-33P]ATP a testovan¢ slouceniny v celkovém objemu 10 pl

v reakénim pufru (60 mM HEPES-NaOH, pH 7,5, 3 mM MgCly, 3 mM MnCl,, 3 pM Na-
~orthovanadat, 1,2 mM DTT, 2,5 pg/ 50 ul PEG20.000).

CDKS5/p35 byla zakoupena od spole¢nosti ProQinase GmbH. Reakce probihala za ptitomnosti

1 mg/ml histonu H1 a 0,15 uM ATP, 0.05 pCi [y-33 PJATP a testované slougeniny v celkovém

objemu 10 pl v reakénim pufru (60 mM HEPES-NaOH, pH 7.5, 3 mM MgCl,, 3 mM MnCl,,

3 uM Na-orthovanadat, 1.2 mM DTT, 2.5 ug / 50 ul PEGag.000).

Reakee byly zastaveny ptidanim 5 ul 3% vodného roztoku H;PO, Vzorky byly naneseny na



P-81 fosfocelulosovou membranu (Whatman), ktera byla nasledn& 3x promyta 0,5% vodnym
roztokem H3PO4 a usuSena na vzduchu. Kindzova inhibice byla stanovena za pomoci
digitalniho analyzatoru obrazu FLA-7000 (GE Healthcare Life Sciences) a byla vyjadfena
jako rezidudlni kindzova aktivita nebo jako hodnota ICs, udavajici koncentraci testované latky
zpUsobujict sniZeni aktivity CDK na 50 %.

Tabulka 4 ukazuje vysledky méfeni a doklada, Ze vSechy testované latky velmi G¢inné
inhibovaly CDK2 i CDKS5 v nanomolérnich koncentracich. Inhibice CDK?2 vede k zastavené
bun&ného cyklu na ptedchodu G1/s a v S fazi, kdy dochazi k replikaci DNA. Dusledkem toho
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Je pak inhibice proliferace nadorovych bungk.

.

Tabulka 4: Inhibice kindz nékterymi nove pfipravenymi slou¢eninami.

sloucenina ICsy (uM)

CDK2 CDKS5S

2 0,197 0,183
5 0,048 0,229
7 0,070 0,165
9 0,018 0,005
13 0,050 0,119
14 0,042 0,180
15 0,061 0,114
17 0,132 0,422
27 0,021 0,005
29 0,039 0,0149
33 0,009 0,001
35 0,012 0,017
40 0,027 0,038
45 0,051 0,017
47 0,467 2,136
54 0,322 0,204
55 0,640 0,182
64 0,046 0,088
65 0,023 0,048
67 0,096 0,179
73 1,483 4,415
83 0,054 0,009
84 0,098 0,021

Priklad 20

Nové slouceniny ovliviiuji bunéény cyklus nadorovych bunék

Subkonfluentni buriky byly ovlivnény rtiznymi koncentracemi novych slou¢enin po dobu 24

hod. 30 min pfed ukondenim inkubace byly busky naznaceny pulsem 10 mM 5-brom-20-
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-deoxyuridinu. Buiiky byly poté oplachnuty PBS, fixovany 70% ethanolem a denaturovany 2
M HCL. Po neutralizaci byla provedena inkubace s fluorescenéné znadenou protilatkou proti
anti-BrdU, bufiky byly op&t promyty, nabarveny propidiumjodidem a analyzovéany
priutokovym citometrem s 488 nm laserem.

Antiproliferativn{ aktivita sloucenin 15, 45, 47 a 84 byla sledovéna v asynchronné rostouci
kultute bunééné linie adenokarcinomu prsu MCF7. Jak ukazuje obrazek 1, nové slouceniny

velmi G¢inné blokovaly bunéény cyklus v S, G2 a M fazich.

Priklad 21

Nové slouceniny aktivuji v nadorovych buiikich kaspiazy3 a7

Stanoveni proapoptotickych vlastnosti novych slougenin bylo zaloZeno na kvantifikaci
enzymatické aktivity kaspasy-3/7. Aktivita bunééné kaspasy-3/7 byla méfena podle protokolu
Carrasco et al., 2003, BioTechniques, 34(5): 1064-67. Buiiky linie Hep3B a PLC/PRF/5 byly
vysazeny do 96-jamkovych mikrotitranich desti¢ek v po¢tu 10000 bungk na jamku. Druhy
den byly k bunikdm pfidany testované latky v riznych koncentracich a buiiky byly inkubovéany
24 hodin. Po uplynuti doby inkubace byl do jamek pfidan reakéni pufr (150 mM HEPES pH
7,4, 450 mM NaCl, 150 mM KCI, 30 mM MgCl, 1,2 mM EGTA, 1,5% Nonidet P40, 0,3%
CHAPS, 30% sacharosa, 30 mM DTT, 3 mM PMSF) obsahujici 150 uM substrat Ac-DEVD-
AMC (Sigma-Aldrich) a desticky byly inkubovany pii 37 °C. Aktivita kaspas-3/7 byla
zméfena po 6 hodinach za pomoci pfistroje Fluoroskan Ascent (Labsystems) pii 346 nm/442
nm (ex/em).

Fluorimetrické méFeni aktivity kaspas-3/7 v buitkdch K562 odhalilo silnou proapoptotickou
aktivitu novych slouéenin ve srovnani s neovlivnénymi bunikami (obrazek 2A).

V dal$im experimentu byla slouéenina 33 studovana detailngji. Fluorimetricka detekce aktivity
kaspas-3/7 v bunikach odhalila jasnou a silnou koncentraéné-zavislou aktivaci kaspaz jiz
nanomoldrnimi koncentracemi sloudeniny 33 (obrazek 2B).

V dalSim experimentu byl sledovan vliv slou¢eniny 45 na aktivaci kaspdz v bunééné linii
HCT116 odvozené od karcinomu tlustého stieva. Fluorimetricka detekce aktivity kaspas-3/7
v butikdch odhalila jasnou a silnou koncentratng-zavislou aktivaci kaspaz jiz nanomolarnimi

koncentracemi slouceniny 45 (obrazek 3).

Priklad 22
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Vliv novych latek na antiapoptotické proteiny v niadorovych buiikiach

Vliv novych létek na aktivaci apoptozy byl dale ovéfen studiem exprese vybranych
apoptotickych proteinti pomoci metody imunoblottingu. Buiiky byly sklizeny, tfikrat promyty
vychlazenym PBS a zlyzovany v extrakénim pufru (50 mM Tris, pH 7,4, 250 mM NaCl,
5mM EDTA, 50 mM NaF, 1 mM Na;VO,, 1% Nonidet P40) obsahujicim smés inhibitort
proteas a fosfatas (Sigma-Aldrich, USA). 20 pg celkovych proteinti bylo separovano pomoci
elektroforézy v SDS-polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE) a nasledné pieneseno na
nitrocelulosovou membranu. Membréany byly blokovény v roztoku PBS s 0,1% Tweenem 20
obsahujicim 5 % suSeného mléka a inkubovany pfes noc se specifickymi protildtkami: anti a-
tubulin (klon DM1A), anti-Mcl-1 (klon S-19), anti-PARP (klon F-2), anti-Mdm-2 (SMP14),
anti-PUMA, anti-p53 (klon DO-1). VSechny primarni protilatky byly natedény do
blokovaciho roztoku. Jako sekundarni byly pouZity protilatky konjugované s peroxidasou
(krali¢i protilitka proti my$im imunoglobulinfim a prase¢i protilatka proti krali¢im
imunoglobulinim; DAKO, Denmark), které byly vizualizovany pomoci reagencii ECL (GE-
Healthcare Life Sciences).

Vysledky analyzy n&kolika proteinti souvisejicich s apoptozou jsou ilustrovany obrazkem 4.
Za jednoznaény dikaz indukce apoptozy sloudeninou 45 v butikach HCT] 16 1ze povazovat
nartist fragmentu proteinu PARP-1 o velikosti 89 kDa; tento nérist koreloval S postupnym
poklesem hladiny proteinu PARP-1, nebot tento je zndmym substratem kaspazy 3. Aktivaci
mitochondridlni apoptézy doklada také postupny pokles antiapoptotického proteinu Mcl-1, a
to opét koncentrantng-zavislym zptisobem. Sloucenina 45 také rychle stabilizovala nadorové
supresoricky protein p53, ktery je vyznamnym regulatorem apoptozy. Tento narfist byl

provazen paralelnim poklesem hladiny ligdzy Mdm-2, kterd je negativnim reguldtorem p53.

Priklad 23

Antivaskulariza¢ni a¢inky novych slouéenin

Pro ovéfeni antivaskulariza¢nich schopnosti novych slou¢enin byly provedeny proliferadni a
migra¢ni experimenty s bunéénym modelem HUVEC (lidské pupe¢nikové endotelové buiiky).
Buriky byly ziskany od spoleénosti Promocell (Heidelberg, Germany) a kultivovany v médiu
ECGM (Promocell, Heidelberg, Germany) doplnéném 10% fetlniho teleciho séra (Biochrom,

Berlin, Germany). Experimenty byly provedeny s butikami v pasazi 3.
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Pro méfeni proliferace bylo pouzito vzdy 1,5x10° bunék HUVEC. 24 hod po vysazeni byly
buriky oSetfeny novymi sloudeninami na 72 hod. Mgfeni proliferace bylo provedeno
krystalovou violeti, kter barvi Zivé butiky, podle popsaného postupu (Koltermann et al. 2007,
Cell Mol. Life Sci. 64:1715-1722).

Pro méfeni vlivu na migraci byla v konfluentni vrstvé bundk HUVEC vytvofena ryha
Skrabnutim plastikovou $pikou mikropipety a kultura pak byla ihned pfevedena bud’ do
média M199 (serum-free, negativni kontrola; PAN Biotech) nebo do plného média ECGM
(pozitivni kontrola). Po 16 hod byly buiiky zafixovany 3% formaldehydem a fotografovany
systémem TILLvisON (Lochham, Germany) piipojenym k mikroskopu Axiovert 200 (Zeiss,
Germany). Kvantitativni vyhodnoceni bylo provedeno spole¢nosti S.CO LifeScience
(Garching, Germany). Migrace byla kvantifikovana jako pomér plochy pokryté butikami a
plochy bez bunek (pivodni ryha).

Tabulka S: Anti-vaskulariza¢ni G¢inky novych latek.

slouc¢enina inhibice proliferace inhibice migrace
(EC50) (EC50)

S 234 nM

7 648 nM 550 nM

8 569 nM

9 136 nM

13 9nM 26 nM

15 153 nM

17 95 nM

27 33 nM 35 nM

33 14 nM 22 1M

45 176 nM 500 nM

47 181 nM

65 5nM 77 nM

67 69 nM

73 2,278 uyM

81 1,331 uM

83 34 nM 39 nM
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Piiklady vysledkd jsou uvedeny v tabulce 5. Nové slouceniny signifikantné inhibovaly
proliferaci bunék HUVEC v nanomolarnich koncentracich. Duilezitym poznatkem je, Ze se
jedna o ¢isté antiproliferativni u¢inek s minimalni cytotoxicitou. Rada novych slougenin byla
schopna inhibovat migraci bunék HUVEC stimulovanych fakturem VEGF. Inhibice migrace
HUVEC na volnou plochu (ryhu) novymi slou¢eninami popisovanymi v tomto vynalezu byla
jednoznaéné koncentraéné-zavisla a byla pozorovatelnd jiZ pii nanomoldrnich koncentracich

novych sloucenin.

Priklad 24
Suché tobolky
5000 tobolek, kazda obsahujici jako aktivni slozku 0,25 g jedné ze sloucenin zminénych v

ptedchazejicich piikladech, se pfipravi ndsledujicim postupem:

Slozeni

Aktivni slozka 1250 g
Talek 180 g
PSeni¢ny $krob 120 g

Magnesium stearat 80 g
Laktosa 20g

Postup pfipravy: Rozetiené latky jsou protlaceny pies sito s velikosti ok 0,6 mm. Davka 0,33

g smési je pfenesena do Zelatinové tobolky pomoci piistroje na plnéni tobolek.

Priklad 25
Mekké tobolky
5000 mékkych Zelatinovych tobolek, kazda z nich obsahujici jako aktivni slozku 0,05 g jedné

z latek zminénych v ptedchazejicich piikladech, se pfipravi nasledujicim postupem:

Slozeni
Aktivni slozka 250 g
Lauroglykol 2 litry

Postup piipravy: Praskova aktivni latka je suspendovana v Lauroglykolu® (propylenglykol

laurat, Gattefoseé S. A., Saint Priest, Francie) a rozetfena ve vihkém pulverizatoru na velikost
astic asi 1 az 3 mm. Davka o velikosti 0,419 g smési je potom pienesena do mekkych

zelatinovych tobolek pomoci pfistroje na plnéni tobolek.



35

Priklad 26

Mekké tobolky

5000 me&kkych Zelatinovych tobolek, kazda z nich obsahujici jako aktivni slozku 0,05 g jedné
ze slouCenin obecného vzorce I, zminénych v piedchazejicich piikladech, se pfipravi

nasledujicim postupem:

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 rozetiena ve

vlhkém pulverizatoru na ¢astice o velikosti 1 az 3 mm. Davka o velikosti 0,43 g smési je

potom pienesena do mékkych Zelatinovych tobolek pomoci piistroje na plnéni tobolek.
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PATENTOVE NAROKY

1. 5-Substituované 7-[4-(2-pyridyl)fenylmethylamino]-3-isopropylpyrazolo[4,3-d]pyrimidiny

obecného vzorce 1

o]

ve kterém

R je vybrano ze skupiny zahrnujici

- heterocykloalkyl, coz znamend C;-C;y cykloalkylovou skupinu, kde jeden nebo vice,
s vyhodou 1 azZ 3, uhlikli kruhu je nahrazeno heteroatomem vybranym ze skupiny zahrnujici
N, O, S, pficemz heterocykloalkylova skupina mulze byt pfipadné substituovana alespon
jednim substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici hydroxy, C,-C4 alkyl, C;-C4 alkoxy,
C-C4 hydroxyalkyl, a amino substituent;

- heterocykloalkyl alkyl znamena C;-C, cykloalkyl skupinu, kde jeden nebo vice, s vyhodou
1 aZ 3, uhlik( kruhu je nahrazeno heteroatomem vybranym ze skupiny zahrnujici N, O, S, a
ktera je vazana pres C;-C4 alkylenovy mistek, s vyhodou pies C,-C3 alkylenovy maustek,
pti¢emz heterocykloalkylova skupina miZze byt pfipadné substituovanad alesponl jednim
substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici hydroxy, C;-C4 alkyl, C,-C4 alkoxy, C;-C4
hydroxyalkyl, a amino substituent;

-R-X

kde X je vybrano ze skupiny-NH- a -N(C,-Cy alkyl), a

R’ je vybrano ze skupiny zahrnujici
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- Cp-Cjo linedrni nebo rozvétveny alkyl, popfipad¢ substituovany alespori jednim
substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici hydroxy a amino substituent, s vyhodou jednim
hydroxy a/nebo jednim amino substituentem;

- (dialkylamino)alkyl skupinu, kde alkyl je vybran nezavisle ze skupiny zahrnujici C;-Cjg
linedrni nebo rozvétveny alkyl;

- C3-Cyo cykloalkyl, coz znamena monocyklickou nebo polycyklickou alkylovou skupinu
obsahujici 3 az 10 uhlikovych atomi, ktera je popfipadé substituovana alespoii jednim
substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici hydroxy, C,-C4 alkyl, C;-C4 alkoxy, C;-C4
hydroxyalkyl a amino substituent;

- heterocykloalkyl, coz znamena C;-Co cykloalkylovou skupinu jak je definovano vyse, kde
jeden nebo vice, s vyhodou 1 az 3, uhlikt kruhu je nahrazeno heteroatomem vybranym ze
skupiny zahrnujici N, O, S, pfi¢emz heterocykloalkyl je popiipadé substituovany alespori
jednim substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici hydroxy, C;-Cq4 alkyl, C;-Cy4 alkoxy,
C;-C4 hydroxyalkyl, a amino substituent;

- heterocykloalkyl alkyl, coZ znamena C3-Cy cykloalkylovou skupinu jak je definovéano vyse,
kde jeden nebo vice, s vyhodou 1 az 3, uhliki kruhu je nahrazeno heteroatomem vybranym ze
skupiny zahrnujici N, O, S, ktera je vazana ptes C-Cy4 alkylenovy mistek, s vyhodou pies C,-
C; alkylenovy mistek, pfi€emz heterocykloalkyl alkyl skupina je popfipadé substituovana
alesponi jednim substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici hydroxy, C;-Cy4 alkyl, C;-C4
alkoxy, C;-C4 hydroxyalkyl, a amino substituent;

- benzylovd skupina, kterd je popiipadé substituovand alespoii jednim substituentem
vybranym ze skupiny zahrnujici fluoro, chloro, hydroxy, C;-Cy4 alkyl, C;-Cy4 alkoxy, C;-Cy4

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-(2-pyridyl)phenylmethylamino]-3-isopropylpyrazolo[4,3-
~ d]pyrimidiny obecného vzorce I podle naroku 1, které nesou substituent R vybrany ze skupiny
zahrnujici N N-morfolinyl, N-pyrrolidinyl, N-pyrazolidinyl, N-imidazolidinyl, N-piperazinyl,
N-piperidinyl, N-thiomorfolinyl, 4-methylpiperazin-1-yl, 4-(2-hydroxethyl)piperazinyl, (R)-
~ (2-hydroxymethylpyrrolidine-1-yl), ethylamino, propylamino, butylamino, (2-
- hydroxyethyl)amino, (3-hydroxypropyl)amino, 2(R)-hydroxypropyl]amino, 2(S)-
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~hydroxypropyl]lamino,  4-hydroxybut-2(R)-ylJamino,  4-hydroxybut-2(S)-yl]Jamino,  4-
~hydroxybut-2(R,S)-yl]Jamino, 2-(hydroxy-2-methyl)propyl|amino, (2,3-
~dihydroxypropyl)amino, (1-hydroxy-3-methylbutyl)amino, [(R,S)-(2-hydroxypent-3-
~yl)Jamino, [(R)-(2-hydroxypent-3-yl)Jamino, [(S)-(2-hydroxypent-3-yl)]amino, (R)-[1-
~isopropyl-2-hydroxyethylJamino, (S)-[1-isopropyl-2-hydroxyethyl]amino, (2-
~aminoethyl)amino, (3-aminopropyl)amino, (4-aminobutyl)amino, (5-aminopentyl)amino, (6-
-aminohexyl)amino, [3-amino-2-hydroxypropyl]amino, [1-(dimethylamino)methyl]amino, [2-
~(dimethylamino)ethyl]amino, [3-(dimethylamino)propylJamino, [4-
- (dimethylamino)butyl]amino, [2-(diethylamino)ethyl]amino, [3-(diethylamino)propyl}amino,
(aziridin-1-yl)ethylamino, (azolidin-1-yl)ethylamino, (azetidin-1-yl)ethylamino, (piperidin-1-
~yl)ethylamino, (azetidin-1-yl)ethylamino, (azetidin-1-yl)propylamino, cyklopropylamino,
cyklobutylamino, cyklopentylamino, cyklohexylamino, (cis-2-aminocyklohexyl)amino,
(trans-2-aminocyklohexyl)amino, (cis, trans-2-aminocyklohexyl)amino, (cis,trans-3-
—~aminocyklohexyl)amino, (frans-4-aminocyklohexyl)amino, (cis-4-aminocyklohexyl)amino,
(cis, trans-4-aminocyklohexyl)amino, (cis-2-hydroxycyklohexyl)amino, (trans-2-
~hydroxycyklohexyl)amino, (cis, trans-2-hydroxycyklohexyl)amino, (cis, trans-3-
~hydroxycyklohexyl)amino, (trans-4-hydroxycyklohexyl)amino, (cis-4-
~hydroxycyklohexyl)amino, (cis,trans-4-hydroxycyklohexyl)amino, (2-methoxybenzyl)amino,
(3-methoxybenzyl)amino, (4-methoxybenzyl)amino, (3,5-dimethoxybenzyl)amino, (2,6-
~dimethoxybenzyl)amino, (3,4,5-trimethoxybenzyl)amino, (2,4,6-trimethoxybenzyl)amino, (2-
~fluorbenzyl)amino, (3-fluorbenzyl)amino, (4-fluorbenzyl)amino, (2-chlorbenzyl)amino, (3-
~chlorbenzyl)amino, (4-chlorbenzyl)amino, (2,4-dichlorbenzyl)amino, (3.,4,5-

—trichlorbenzyl)amino.

3. 5-Substitutované 7-[4-(2-pyridyl)fenylmethylamino]-3-isopropylpyrazolo[4,3-d]pyrimidiny

obecného vzorce I podle kteréhokoliv z ptedchéazejicich naroki pro pouziti jako 1é¢iva.
4. 5-Substitutované 7-[4-(2-pyridyl)fenylmethylamino]-3-isopropylpyrazolo[4,3-d]pyrimidiny
obecného vzorce 1 podle kteréhokoliv z narokti 1 az 2 pro pouziti pii 1é€b€ onemocnéni

spojenych s aberantni buné¢nou proliferaci a/nebo apoptdzou.

5. 5-Substitutované 7-[4-(2-pyridyl)fenylmethylamino]-3-isopropylpyrazolo[4,3-d]pyrimidiny

IEX R X 24
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obecného vzorce I podle kteréhokoliv z narokd 1 az 2 pro pouziti pro inhibici migrace

endotelovych bunék, zejména pro inhibici a/nebo 1ébu vaskularizace nadord.

6. 5-Substitutované 7-[4-(2-pyridyl)fenylmethylamino]-3-isopropylpyrazolo[4,3-d]pyrimidiny

obecného vzorce I podle kteréhokoliv z naroké 1 az 2 pro pouziti pro inhibici CDKS.

7. 5-Substitutované 7—[4-(2-pyridyl)fenylmethylamino]-3-isopropylpyrazolo[4,3-d]pyrimidiny
obecného vzorce T podle kteréhokoliv z narokd 1 ay 2 pro pouziti pfi 1é¢b& nadorovych

onemocnéni.

8. 5-Substitutované 7-[4-(2-pyridyl)fenylmethylamino]-3-isopropylpyrazolo[4,3-d]pyrimidiny
obecného vzorce I podle kteréhokoliv z narokd 1 az 2 pro pouziti pfi 1é¢bé leukemii a/nebo

solidnich nador.

9. 5-Substitutované 7-[4-(2-pyridyl)fenylmethylamino]-3-isopropylpyrazolo[4,3-d]pyrimidiny
obecného vzorce I podle kteréhokoliv z narokt 1 az 2 pro pouziti pro inhibici a/nebo 16¢bu

vaskularizace pfi nadorech, embryondlnim vyvoji, menstruaénim cyklu a hojeni ran.

10. Farmaceuticky ptipravek, vyznaujici se tim, e obsahuje alespoii jeden 5-substitutovany
7-[4-(2-pyridyl)fenylmethylamino]-3-isopropylpyrazolo[4,3-d]pyrimidin obecného vzorce 1

podle kteréhokoliv z narokt 1 az 2 a farmaceuticky pfijatelny nosic.
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