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Seznam pouzitych zkratek
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1 Uvod a cile prace

Diky rozvoji molekularné-biologickych metod dosSlo v 70. letech minulého stoleti
k identifikaci nové rodiny enzymt, které oznacujeme jako cyklin-dependentni kinazy
(Nurse, 1975; Hartwell a kol., 1974). Tyto enzymy zodpovidaji za kontrolu stéZejnich
déju souvisejicich s kontrolou bunécéného cyklu, transkripce gent a dalSich biologickych
procest (Law a kol., 2015). Deregulace a mutace spojené s cyklin-dependentnimi
kinazami jsou pfi¢inou vzniku nejriznéjSich chorob a patologickych stavli zahrnujicich
zejména rizné formy naddorovych onemocnéni (Deshpande a kol., 2005). V poslednich
letech je tak vénovana velkd pozornost latkdm s potencialni inhibicni aktivitou
vuci cyklin-dependentnim kindzam, které by mohly vést k potlaceni nekontrolovatelné
bunécné proliferace (Balakrishnan a kol., 2016).

Velmi nadéjnou skupinou inhibitorti cyklin-dependentnich kinaz ptedstavuji latky
odvozené od purinu a jeho strukturnich analogt (Vesely a kol., 1994; Krystof a kol.,
2002; Tang a kol., 2005). Mezi purinové analogy s potencialni inhibi¢ni aktivitou
vuci cyklin-dependentnim kindzdm patii mimo jiné také pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triaziny,
které vykazuji biologickou aktivitu nejen v rdmci enzymatické inhibice, ale funguji
také jako ligandy nékterych receptorti (Raboisson a kol., 2002a; Bettayeb a kol., 2008;
Popowycz a kol., 2009).

Cilem teoretické ¢asti této diplomové prace je zpracovat literarni reSersi zahrnujici
zékladni informace o cyklin-dependentnich kindzach a jejich nejvyznamnéjSich
inhibitorech, dale pak uvést ptehled dualezitych purinovych bioisosteri s dirazem
na biologickou aktivitu doposud pfipravenych a popsanych pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-
triazinovych derivati a shrnout syntetické piistupy vedouci k ptipravé pyrazolo[1,5-a]-
1,3,5-triazinového heterocyklu.

Cilem experimentalni Casti je ptiprava novych pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovych
derivath a jejich charakterizace prostfednictvim fyzik4lné-chemickych metod.

Jeji soucasti je také zhodnoceni biologické aktivity vybranych derivati.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Cyklin-dependentni kinazy

Proteinkindzy ptedstavuji diillezitou ¢ast proteomu ¢loveka, kterd obsahuje vice nez 500
jednotlivych ¢lenti a nese souhrnné oznaceni kinome (Manning a kol., 2002). Tato velka
pienos vy-fosfatu z molekuly adenosintrifosfatu (ATP) na serinova, threoninova
nebo tyrosinova residua proteinového substratu, a je tak nepostradatelnou soucasti
intracelularni signalizace (Blume-Jensen a Hunter, 2001).

Specifickou skupinou proteinkindz jsou tzv. cyklin-dependentni kindzy (CDK).
Tyto kindzy byvaji vzhledem k aminokyselinové sekvenci své kindzové domény fazeny
do skupiny tzv. CMGC kindz, kam kromé CDK patii MAPK (mitogenem aktivované
proteinkindzy), GSK (glykogensyntdza kinazy), DYRK (dual-specificity tyrosine-
regulated kindzy), RCK (ros-cross hybridizing kindzy), CDKL (CDK-like kinazy),
SRPK kinazy (serin-arginin rich proteinkinazy), CLK (CDC-like kinazy) a CK2 (kasein
kindza 2), (Manning akol., 2002; Broekhuis akol., 2014). CDK byly poprvé
identifikovany nezavisle pfi genetickych a biochemickych studiich u motskych hvézdic,
zab a kvasinek a uspésné klonovany v sedmdesatych a osmdesatych letech minulého
stoleti (Nurse, 1975; Hartwell a kol., 1974; Lee a Nurse, 1987; Labbe a kol., 1988;
Lohka a kol., 1988; Labbe a kol., 1989a).

Pro CDK je obecné charakteristické, ze v monomerni podobé¢ nejsou enzymaticky
aktivni, aktivitu vykazuji pouze ve formé heterodimeru, kdy tvoii komplex se svou
regulacni podjednotkou — cyklinem (Hunt, 1991; Morgan, 1997). Cykliny dostaly jméno
podle periodického charakteru své exprese a degradace béhem bunécéného cyklu (Evans
akol., 1983). Aktivni komplexy CDK/cyklin vyznamné reguluji bunéény cyklus
a bunétné déleni, fosforylaci nejriiznéjSich substrati ovliviuji replikaci DNA, podili
se na kondenzaci chromatinu, vytvafeni mitotického vfeténka nebo rozpadu obalu
bunééného jadra (Morgan, 1995; Nurse, 2000). Prestoze byly CDK prvné spojovany
jen s fizenim samotného bunééného cyklu, dnes je jiz zfejmé, Ze zodpovidaji
také za mnohé dalsi biologické funkce vcetné naptiklad transkripce gend,
metabolickych procesti, zarodecného vyvoje nebo tkanové diferenciace (Lim a Kaldis,
2013; Malubres a Barbacid, 2005). U ¢lov€ka bylo popsano 21 riiznych CDK a téméf
30 cyklini (Cao akol.,, 2014; Malubres a Barbacid, 2005). VétSina z nich vcetné

piislusnych funkci je uvedena v Tab. 1.

11



Tab. 1: Prehled jednotlivych CDK s prislusnymi vazebnymi partnery véetné jejich vyznamnych
biologickych funkci (Ho a Dowdy, 2002; Coudreuse a Nurse, 2010; Jackman a kol., 2003; Chen
a kol., 2009; Marais a kol., 2010; Li a kol., 2012; Ali a kol., 2011; Hofmann a Livingston, 1996;
Ren a Rollins, 2004; Chen a kol., 2011; Huertas a kol., 2008; Chen a kol., 2010; Lu a kol.,
2014; Kaneko a kol., 2010; Wei a kol., 2011, Wu a Zhang, 2011; Lavoie a St-Pierre, 2011;
Sherr a Roberts, 2004, Coverley a kol., 2000; Tomashevski a kol., 2010; Aggarwal a kol., 2010;
Smith a kol., 2001; Nikolic a kol., 1996, Lilja a kol., 2001; Cheung, 2012; Fu a kol., 2004,
Tudhope a kol., 2012; Fisher, 2005, Szilagyi a Gustafsson, 2013; Firestein a kol., 2008;
Akoulitchev a kol., 2000; Zhao a kol., 2012; Wang a Fischer, 2008, Yu a kol., 2010, Li a kol.,
1995; Guen a kol., 2013, Iorns a kol., 2008; Hu a kol., 2003; Chen a kol., 2006; Bartkowiak
a kol., 2010; Blazek a kol., 2011; Cheng a kol., 2012; Chen a kol., 2007; Davidson a kol., 2009;
Ou akol., 2010; Park akol., 2011; Mikolcevic a kol., 2012; Arif, 2012; Zhang a kol., 2015;
Kozar a Sicinski, 2005; Wang a kol., 2017; Ebmeier a kol., 2017; Fisher, 2005, Ganuza a kol.,
2012; Galbraith a kol., 2017; Zhu a kol., 2014, Fu a kol., 1999; Napolitano a kol., 1999, Yeh
a kol., 2013; Guen a kol., 2016; Wang a kol., 2016, Park a kol., 2014, Graeser a kol., 2002; Liu
a kol., 2006; Chen a kol., 2012; Shimizu a kol., 2014, Hirose a kol., 1997, Barone a kol., 2016;
Matsuda a kol., 2014, Audetat a kol., 2017; Wohlbold a kol., 2006, Feng a kol., 2011; Yang
a kol., 2013; Snouffer a kol., 2017).

vazebny faze bunécného transkripéni
CDK dalsi biologické funkce
partner cyklu funkce
regenerace kmenovych bunék,
CDK1 cyklinB mitdza + oprava  DNA, epigeneticka
regulace
cyklin B GUS tranzice regenerace kmenovych bunék,
CDK2 + . - |
cyklin A S faze epigeneticka regulace

G0/G1 a GI/S
CDK3  cyklin C ) + oprava DNA
tranzice

epigeneticka regulace, stabilizace

CDK4  cyklin D G1 faze -
genomu
p35, p39, pb7, epigeneticka regulace, neuronalni
CDK5  cyklin D, E, G1 Gl faze + funkce, syntéza  glykogenu,
al sekrece inzulinu, opravy DNA
CDK6  cyklin D G1 faze + hematopoéza, glykolyza
) aktivace CDK, modifikace chromatinu,
CDK7  cyklin H, Matl + _
progres G1 faze embryonalni vyvoj
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Tab. 1: Pokracovani.

inhibice lipogeneze, signalizace

CDK8  cyklin C - + spojena s Wnt/B-cateninem a p53,
glykolyza
oprava DNA  (cyklin  K),
cyklin T1, T2a, ] ) o
CDK9 - + (cyklin T) modifikace aktivity
T2b, K o
glukokortikoidniho receptoru
neurogeneze, regulace aktinu
CDK10 cyklinM G2/M tranzice + .
a ciliogeneze
CDKI11 cyklinL - + pre-mRNA splicing
pre-mRNA  splicing (cyklin L),
CDK12 cyklinKaL - + (cyklin K)
oprava DNA (cyklin K)
CDK13 cyklinKaL - - pre-mRNA splicing (cyklin L)
mitdza, G2/M signalizace spojena
CDK14 cyklinY ) - )
tranzice s Wnt/B-cateninem
CDK15 - - - aktivace proteinu survivinu
regulace spermatogeneze,
transport synaptickych proteint,
CDK16 cyklin Y - - rust neurit, vezikularni transport,
metabolismus glukézy,
diferenciace svalovych vlaken
CDK17 - - - diferenciace neuront
ochranna funkce
cyklin A, . .
CDK18 i - - vuci replika¢nimu stresu
protein kinaza A »
a nestabilité genomu
proliferace nékterych typti bungk,
CDKI19 - N N metabolismus cholesterolu,
regulace p53

13



Tab. 1: Pokracovani 2.

regulace signalni drahy

s B-kateninem a T-cell faktorem,

CDK20  cyklinH - - regulace embryonalniho vyvoje,
ciliogeneze, Hedgehog
signalizace

2.1.1 Cyklin-dependentni kindzy a evolu¢ni kontext

Genetické studie u vyvojoveé nizsich organisml naznacuji, jak probihala evoluc¢ni cesta
CDK a cyklinti. U pucicich kvasinek se naléza Sest typt CDK, které jsou rozdéleny
do dvou skupin. Prvni skupinou jsou CDK schopné vazat vice rtznych cyklint
aovliviuji pribéh bunééného cyklu. Druhd skupina CDK vyzaduje vazbu
vzdy jen jednoho ur¢itého cyklinu, tyto komplexy cyklin-CDK pak reguluji transkripci
(Liu a Kipreos, 2000). V ptipadé kvasinky Saccharomyces cerevisiae, CDK Cdc28
a Pho85, spjaté sbunéénym cyklem, vazi devét az deset rlznych cyklind.
Tato skute¢nost vede k tvorbé dynamického charakteru jejich regulace a schopnosti
fosforylovat vicero typu substrati. Naopak CDK Kin28, Srb10, Burl a Ctkl jsou kazda
aktivovana specifickym cyklinem a podili se na regulaci genové transkripce (Ho a kol.,
1999; Cao a kol., 2014; Liu a Kipreos, 2000). V prubéhu evoluce poc¢et CDK narusta,
zejména pak ty, které se piimo Ucastni fizeni bunécného cyklu (Cao a kol., 2014; Choi
a Anders, 2014).

Z evolu¢niho hlediska 1ze zndmé CDK zatadit do osmi podrodin: CDK1, CDK4,
CDKS5, CDK7, CDK8, CDK9, CDK11 a CDK20. Podrodiny CDK1, CDK4, CDKS5
jsou odvozeny z kvasinkovych CDK regulujicich priitbéh bunééného cyklu a podrodiny
CDK7, CDKS, CDK9, CDK11 a CDK20 z CDK, které¢ maji u kvasinek vyznam v ramci
genové transkripce (Cao a kol., 2014; Liu a Kipreos, 2000). Fylogeneticky strom
podrodin CDK, které byly popsany u savci, je zobrazen na Obr. 1.
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Obr. 1: Fylogeneticky strom savcich podrodin CDK. Riizove pole obsahuje CDK Fidici zejména
bunécny cyklus, zatimco zelené pole CDK s vyznamnou transkripcni funkci. U jednotlivych CDK
Jje na konci vétvi zobrazena pritomnost charakteristickych domén (Malumbres, 2014).

Sekvenacni a funkén€ genomické studie ukazuji, Ze savéi CDKI1 je ortologni
vuci kvasinkové kindze Cdc28 a jako jedind je nepostradatelnd pro spravnou funkci
bunééného cyklu (Santamaria a kol., 2007). Sav¢éi CDKS je pak homologem kinazy
Pho85. Pho85 nema pro bunéény cyklus u kvasinek esencidlni vyznam, je ale potiebna
pro regulaci genové exprese, metabolické procesy a morfogenezi, znatelné
také ovliviluje bunécné starnuti (Huang a kol., 2007).

Cyklin-dependentni kinazy regulujici transkripci jsou obecné mnohem vice
evoluéné funkéné 1 sekvencné konzervované. U kvasinkové kindzy Kin28 bylo zjisténo,
ze spolu slidskou CDK7 tvofi podjednotky transkripéniho faktoru TFIIH,
ktery se podili na iniciaci transkripce prostfednictvim fosforylace RNA polymerazy II
(RNAPII). Kvasinkova kindza Srbl10 je ortologni vic¢i lidskym kindzdm CDKS
a CDK19 a mé vyznam pro regulaci RNAPII pfi transkripci (Carlsetn a kol., 2013).
CDKD9 ¢lovéka je ortologem kvasinkové Burl (Kohoutek a Blazek, 2012; Cao a kol.,
2014). Evolu¢ni vztahy upodrodin CDK11 a CDK20 nejsou doposud zcela jasné,
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ackoliv jejich proteinové struktury také vykazuji vysoky stupen konzervace (Cao a kol.,

2014). Evolu¢ni vztahy mezi kvasinkovymi a lidskymi CDK jsou znazornény na Obr. 2.

Cell cycle-related (Multiple cyclins) Transcriptional (Single cyclins)
S. cerevisiae Human S. cerevisiae Human
Cdks Cdks Cyclins Cdks Cdks Cyclins
Cdc28 ----- Cdki1 CycA Kin28 -------- Cdk7 —— CycH
Cdk2 CycB
Cdk3 CycE Cdk20 ——— CycH
CycC?
Cdkd || | —— | (oin L Cdk8
Cdk6 CycD Sleogls Cdk19 CyeL
Pho85 ----- Cdk5 Cdk11 CycL
Cdk14 Cdk5R1 Cdk10 — | CycM
Cdki5 Cdk5R2
Cdk16 CycD Burl J----=-1 Cdk9 —— CycT
Cdk17 CycY
Cdk18 o Cdki2 ) | CycK
Cdk13

Obr. 2: Fylogeneticky vztah CDK (s prislusnymi cykliny) podilejicich se na rizeni bunécného
cyklu (riuzovy sloupec) a genové transkripce (zeleny sloupec) u Saccharomyces cerevisiae
a cloveka (Malumbres, 2014).

Cykliny obecné nevykazuji tak velkou sekvencni podobnost jako CDK. U ¢lovéka
se nachazi 29 cyklint, které se ¢leni do 16 podrodin a 3 vétSich skupin (Ma a kol., 2013;
Cao a kol., 2014). Prvni velké skupina (skupina cyklin B) zahrnuje cykliny A, B, D, E,
F, G, J, I a O, druh4a skupina (skupina cyklinu Y) obsahuje cykliny, které jsou
vazebnymi partnery podrodiny CDKS5 a tfeti skupina (skupina cyklinu C) zahrnuje
cykliny C, H, K, L, T, ty jsou vazebnymi partnery CDK s transkrip¢ni funkci (Cao
akol., 2014).

2.1.2 Strukturalni vlastnosti cyklin-dependentnich kinaz a cyklint

Pro kinazy spadajici do skupiny CMGC kinaz obecné plati, Ze se jednd o prolinem
tfizené serin/threonin specifické proteinkinazy (proline-directed serine/threonine-protein
kinases). Charakteristicka preference viici aminokyselinové sekvenci S/T-P-X-K/R je
ztejm¢ dusledkem pfitomnosti hydrofobni kapsy v blizkosti katalytického mista,
které po akomodaci prolinu (posunuti o 1 pozici ,,dopfedu‘), umoziuje fosforylaci
daného substratu (Manning a kol., 2002; Echalier a kol., 2010). Tato vlastnost se oviem
netykd CDK4, nékterych CDK s transkripéni funkci a CDK7 a CDK9, které jsou

schopné fosforylace substratu bez zmény aminokyselinové sekvence (posunu prolinu).
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Cyklin-dependentni kindzy obecné nabyvaji podoby aminokyselinové sekvence
0 250 ¢lenech obsahujici pouze katalytickou serin/threonin kindzovou doménu,
az po slozité proteinové struktury o vice nez 1 500 Clenech, které mohou obsahovat
dalsi specifické struktury rizné velikosti navdzané na amino-koncové nebo karboxy-
koncové ¢asti (Lolli, 2010; Echalier a kol., 2010).

Jako vétSina kindz maji CDK dvoj-lalo¢natou strukturu. U amino-koncového
laloku jsou bilkoviny uspotadany do sekundarni struktury beta-skladaného listu,
karboxy-koncovy lalok naopak tvoii alfa-helixy. Aktivni misto enzymu je uloZeno mezi
dvéma laloky. ATP potifebné pro proces fosforylace je lokalizovano uvnitt struktury,
fostatové skupiny jsou ale orientovany smérem ven (Kornev a Taylor, 2010; Echalier
a kol., 2010, Lolli, 2010).

Amino-koncovy lalok dale obsahuje na glycin bohaty inhibi¢ni element (glycine-
rich inhibitory element), ktery je oznaCovan jako tzv. G-smycka (G-loop), a jeden
specificky majoritni helix (tzv. C-helix) — v ptfipadé CDK2 se jedna o specifickou
sekvenci aminokyselin ozna¢ovanou jako PSTAIRE (Child a kol., 2010; Echalier a kol.,
2010). V karboxy-koncovém laloku se nachazi aktivacni segment, ktery se rozprostira
od tzv. DFG-motivu (v pfipadé¢ CDK2 se jednd o aminokyselinu D145) po APE-motiv
(aminokyselina E172 uCDK2) a obsahuje fosforylacné¢ senzitivni residuum
(aminokyselina T160 uCDK2) — tzv. T-smycku (7-loop). V monomerni formé
(bez navazaného cyklinu) T-smycka blokuje katalytické misto a CDK tak nevykazuje
enzymatickou aktivitu. Aktivacni segment v karboxy-koncovém laloku mé také vyznam
pro piipojeni fosfo-akceptorové oblasti (Ser/Thr) substratu (Lolli, 2010; Echalier a kol.,
2010; Pavletich, 1999).

Nékteré CDK kromé zékladni konzervované kinazové domény obsahuji také dalsi
specifické domény plnici rizné funkce. Naptiklad CDKI16, CDKI17 a CDKIS,
obsahujici v oblasti C-helixu specifickou aminokyselinovou sekvenci PCTAIRE, jsou
charakteristick¢é pomérné konzervovanou katalyticky u€innou doménou ohrani¢enou
amino-koncovou a karboxy-koncovou extenzi zapojujici se do vazby s cyklinem.
Fosforylace amino-koncové oblasti brani navazéani cyklinu Y. Jednd se tak o dalsi
mechanismus pro regulaci tvorby aktivnich komplexti (Mikolcevic a kol., 2012).
V ptipadé CDK12 a CDK13, které jsou typické PITAIRE motivem v aminokyselinové
sekvenci, je kindzovd doména lokalizovana v centralni ¢asti, v amino-koncové oblasti
se pak nachdzi sekvence bohatd na arginin a serin. Tento Arg/Ser-rich motif slouzi

jako misto, kde dochazi k sestavovani specifickych faktort a regulatort. Kinazy CDK12
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aCDKI13 maji také sekvence bohaté na prolin (Pro-rich motifs) lokalizované
v karboxy-koncové ¢asti, kde dochézi k vazbé riznych regulacnich proteinii (Kohoutek
a Blazek, 2012).

Cykliny pfedstavuji rodinu pfiblizné¢ 30 proteind, jejichz velikost se pohybuje
od 35 do 90 kDa. Pro jejich strukturu je charakteristickd ptitomnost tzv. cyklin boxu,
ten predstavuje doménu skladajici se asi ze 100 aminokyselinovych residui,
které spole¢né vytvareji specificky ttvar tvoteny péti alfa-helixy. U nckterych cyklinil
se setkdvame se dvéma cyklin boxy, amino-koncovy box umoziluje piipojeni
k molekule CDK a karboxy-koncovy box je dulezity pro spravné poskladani molekuly
cyklinu (Maa kol., 2013). Pfitomnost cyklin boxu byla také napiiklad prokézéna
u retinoblastomového proteinu (pRb) nebo transkripcniho faktoru TFIIB (Ma a kol.,
2013; Cao a kol., 2014). Déle je potfeba zdlraznit, Ze cykliny ovliviiuji subcelularni
lokalizaci CDK - diky tzv. NES a NLS sekvencim je regulovan transport mezi jadrem
a cytoplazmou. Cykliny také ptispivaji k vybéru substratu prostfednictvim specifickych
vazebnych mist, tzv. docking sites (Schulman a kol., 1998). Zakladni struktura
molekuly CDK2 spolu s cyklinem A je zobrazena na Obr. 3.

T14-Y15

T14-Y15
C-helix

C-helix  Catalytic
pocket

domain

T160ph Activation
domain
Cdk2 Cdk2-Cyclin A
Obr. 3: Tridimenzionalni zobrazeni struktury molekuly CDK?2 v neaktivni monomerni formé
a v podobé aktivniho heterodimeru (oranzova barva — molekula CDK2, zelend — molekula
cyklinu A, fialova — aktivacni doména, C-helix — amino-koncova cast molekuly CDK, T160 -
aminokyselina Thr160 pred fosforylaci, T160ph - aminokyselina Thr160 po fosforylaci,
kdy dochazi k aktivaci molekuly CDK, T14 a Y15 — specificka aminokyselinova residua Thri4
a Tyrl5 v G-loop, které maji inhibicni vyznam), (Malumbres, 2014).

18



2.1.3 Zakladni prvky aktivace a inhibice cyklin-dependentnich kinaz

Proces vedouci k aktivaci zacind ve chvili, kdy se k molekule CDK navaze piislusny
cyklin. C-helix (amino-koncova ¢ast molekuly CDK) se zane staCet proti jednomu
specifickému helixu cyklinu, a to pfevazné prostiednictvim hydrofobnich interakci.
Tato asociace cyklinu s C-helixem CDK vede k rotaci osy tohoto uspofadani a vzniku
dal§ich interakci, kteréjsou soucasti aktivniho ATP-vazebného mista. Cyklin
dale zpiisobi,  Ze se aktivaéni  segment v karboxy-koncovém  laloku  vzdali
od katalytického mista CDK a aminokyselina threonin ve specifické pozici se stane
pfistupnd pro naslednou fosforylaci. Aktivace komplexu cyklin-CDK fosforylaci je
uskutecnéna tzv. CAK kindzou (CDK-aktivacni kinaza), kterou je kindza CDKT7.
Fosforylovany threonin md vyznam pro stabilizaci aktivovaného heterodimerniho
komplexu cyklin-CDK (Echalier a kol., 2010; Morgan, 1995; Pavletich, 1999; Kaldis,
1999).

Plocha, kde je cyklin s CDK v pfimém kontaktu, se u jednotlivych CDK Ilisi.
Naptiklad CDK2 s cyklinem A jsou spolu v pfimém spojeni jak v ramci amino-
koncového, tak karboxy-koncového laloku. Oproti tomu u CDK4 a cyklinu D je kontakt
omezen pouze na amino-koncovy lalok, cyklin zde navic nemd vliv na vznik aktivni
konformace enzymu. Aktivni misto je tak substratu nepfistupné i pfes pritomnost
cyklinu (Day a kol., 2009; Takaki a kol., 2009). U n&kterych CDK, jako napiiklad
CDKS, neni potieba fosforylace v aktivacnim segmentu, kterd by vedla k aktivaci
enzymu. Tyto kindzy dokaZzi ziskat vhodnou konformaci jen s pomoci vazebnych
interakci (Echalier a kol., 2010).

Inhibice kindzové aktivity je spojena s G-smyckou (G-loop) nachazejici
se v amino-koncovém laloku enzymu. G-loop obsahuje specifickd aminokyselinova
rezidua, pfi jejichZ fosforylaci je aktivita enzymu potlacena. V piipadé¢ CDK2 se jedna
o aminokyseliny Thr14 a Tyrl5 (viz Obr. 3). Zde jsou Thr14 a Tyrl5 fosforylovany
prostfednictvim kinaz Weel a Mytl, které tak brani dalSimu pokracovani bunééného
cyklu, naptiklad v disledku poSkozeni DNA (Gu a kol., 1992; Gu a kol., 1993). Pokud
dojde k odstranéni fosfatovych skupin na Thrl14 nebo Tyrl5 pomoci fosfatdz rodiny
Cdc25, je CDK opét aktivni a vede k dalsi progresi bunécného cyklu (Timofeev a kol.,
2010). Inhibiéni fosforylace Thr14 a Tyrl5 nezpiisobuje zasadni zmény ve struktufe
kindzy, ale potlacuje jeji aktivitu sniZenim afinity k danému substratu (Gu a kol., 1992;

Gu a kol., 1993; McGowan a Russell, 1993).
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U CDK spjatych s bunéénym cyklem existuje také negativni regulace pomoci
vazby s malymi proteiny, jedna se pfedev§im o proteiny rodiny INK4 a Cip/Kip
(Quereda a kol., 2016; Cerqueira a kol., 2014; Jeffrey a kol., 2000). Proteiny INK4
(p16™K# p15ME® 518K 9 p19™MK#y Jsou specifické pro podrodinu CDK4 (odtud
nesou svéjméno) ainteraguji s CDK v monomerni form¢. Jejich funkce spociva
v tom, ze naruSuji povrch molekuly cyklinu a ATP-vazajici misto, a tak brani aktivaci
CDK4 nebo CDK6 cykliny typu D (D1, D2 a D3) nebo CAK (Gil a Peters, 2006;
Jeffrey a kol., 2000). Clenové Cip/Kip (CDK interacting protein/Kinase inhibitory
protein) rodiny inhibitord (p21<%!, p27%%" a p575%?) interaguji jak s molekulou CDK,
tak cyklinu, a jsou tak schopny inhibovat i jiz aktivovany heterodimerni komplex.
Syntézou téchto proteinii tak vznikaji dals$i trovné regulace CDK (Cerqueira a kol.,

2014; Russo a kol., 1996; Sherr a Roberts, 1999; Gil a Peters, 2006).

2.1.4 Cyklin-dependentni kinazy a prolifera¢ni onemocnéni
Vznik aktivniho cyklin-CDK heterodimerniho komplexu je za fyziologickych podminek
prisn¢ prostoroveé i Casoveé kontrolovanym procesem. Presto pravé deregulace cyklini
spolu s CDK je ¢asto soucasti vzniku nekontrolovatelné bunécné proliferace a rozvinuti
riznych forem rakoviny (Hall a Peters, 1996; Hanahan a Weinberg, 2000). Spolu
s mutacemi proto-onkogent, davaji mutace vedouci k hyperaktivit¢ CDK bunikam
selektivni rastovou vyhodu. Mutace inaktivujici regulatory kontrolnich bodd bunééného
cyklu nebo tumor-supresorové geny pak oproti tomu vedou k potlateni nebo ztraté
inhibi¢ni funkce (Pérez de Castro a kol., 2007; Malumbres a Barbacid, 2009).
Hyperaktivace komplexu cyklin-CDK mulzZe byt disledkem genové amplifikace,
zvySené exprese proteini molekuly CDK nebo cyklinu, alternativniho splicingu
aexprese zkracené¢ podoby cyklinu, pfedCasné exprese a nespravné lokalizace
nebo konstitutivni aktivace heterodimeru blokaci jeho inaktivace proteiny s inhibi¢ni
funkei (INK4, Cip/Kip), (Van Dross a kol., 2006; Husdal a kol., 2006; Harwell a kol.,
2004; Kim a Diehl, 2009).

Souhrnny piehled mutaci a aberaci, které se tykaji CDK a cyklint, I1ze nalézt
v databazi COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations in Cancer). Ta shrnuje vSechny
somatick¢ mutace, které byly doposud identifikovany prostiednictvim sekvenovani
lidskych  tkanovych  vzorkli srlznymi formami rakovinnych onemocnéni

(www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/).
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2.1.5 Inhibitory cyklin-dependentnich kinaz

Vzhledem k zasadnim funkcim v ramci regulace bunécného cyklu, transkripce a dalSich
metabolickych procesi a také vztahu krozvoji nejraznéjSich rakovinnych
onemocnénich, se CDK staly brzy vyznamnymi terapeutickymi cili v rdmci vyvoje
na naruseni DNA integrity a replikace v rakovinnych bunkach prostfednictvim
alkylacnich latek, antimetabolitli, inhibitora topoizomerazy nebo mitotického vieténka,
nov¢ strategie zacilené na kinazy a s nimi spojené signalni drahy slibuji vétsi Gi¢innost
a selektivitu k naruSenym butikdm (Benson a kol., 2005; Shapiro, 2006).

Latky s inhibicnim uc¢inkem va¢i CDK lze klasifikovat do vice odvétvi.
Podle piivodu rozliSujeme pfirodni a syntetické latky srlznymi chemickymi
strukturami. Na zdkladé mechanismu ucinku definujeme latky ATP-kompetitivni
nebo ATP-nekompetitivni. ~ ATP-nekompetitivni  latky = mlzou  predstavovat
substrat-kompetitivni  inhibitory, inhibitory protein-proteinovych interakci —
a to mezi cyklin-dependentni kindzou a cyklinem, nebo heterodimernim komplexem
CDK/cyklin a dalS$im regulaénim partnerem (kromé& nékterych malych molekul Ize
vtomto sméru vyuzit také latek odvozenych od peptidi - peptidomimetik), nové
se objevuji také allosterické inhibitory, které zptisobuji tvorbu neaktivni konformace
molekuly kindzy a stabilizuji ji, nebo brani kindze zaujmout aktivni konformaci (Arris
a kol., 2000; Davies a kol., 2002; Villerbu a kol., 2002; Jessen a kol., 2007; Pagliaro
a kol., 2004; Bogoyevitch a kol., 2005; Morelli a kol., 2011; Giordano a kol., 2007;
Zhang a kol., 2009; Eglen a Reisine, 2010; Andrews a kol., 2004; Corbi-Verge a Kim,
2016). Rozdéleni inhibitord CDK na zékladé mechanismu jejich Ui€inku je schematicky
znazornéno na Obr. 4. Vzhledem k rtizné Grovni specificity ucinku existuji inhibitory
pan-selektivni nebo selektivni k jediné CDK (Jorda a kol., 2011; Weitensteiner a kol.,
2013).
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Obr. 4: Obecné rozdeleni inhibitorii CDK podle mechanismu ucinku.

Do prvni generace inhibitori CDK patfi beze sporu purinovy analog
2-(2-hydroxyethylamino)-6-benzylamino-9-methylpurin (Obr. 5), pozdé¢ji pojmenovan
jako olomoucin (I). Na zaklad¢ kinetické analyzy bylo zjisténo, ze jeho CDK-inhibi¢ni
ucinek je ATP-kompetitivniho charakteru a dale se také ukazalo, ze je nekompetitivnim
inhibitorem vici histonu H1. V obou pfipadech mé inhibice linearni charakter. Inhibi¢ni
ucinek olomoucinu se nejvice projevil u komplexti kindz CDC2/cyklin B (respektive
CDK1), CDK2/cyklin A, CDK2/cyklin E, CDK5/p35 atakéu kinazy ERKI1/MAP
a jejiho homologu p44MPK u moiské hvézdice. Hodnoty ICsy (polovicni maximalni
inhibi¢ni koncentrace) zde byly 7, 7, 7, 3 a25uM. Kindzy CDK4/cyklin DI
a CDK6/cyklin D3 nebyly vici olomoucinu dostate€né senzitivni, hodnoty ICsg
zde byly vétsi nez 1 mM (Vesely a kol., 1994).

Plisobenim olomoucinu doslo v in vitro podminkach k inhibici aktivity tzv. MPF
faktoru (mitosis promoting factor) v extraktu z metafaznich vaji¢ek Zab rodu Xenopus,
zastaveni syntézy DNA u extraktu Zabich vajicek nachazejicich se v interfazi a inhibici
ucinku tzv. licen¢niho faktoru (licensing factor) odpovidajiciho za to, Ze bude DNA
molekula replikovdna pouze jednou za bunéény cyklus. V podminkach in vivo
v oocytech moiské hvézdice nastalo potlaceni G2/M tranzice (Vesely a kol., 1994;

Labbe a kol., 1989b; Dupre a kol., 2002; Ibarra a kol., 2008). Pozd¢jsi studie
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také ukazaly, Ze olomoucin pasobi kromé¢ G2/M tranzice také na G/S tranzici

a pozastavuje bunéény cyklus v tomto bod¢ (Abraham a kol., 1995).
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Obr. 5: Struktura CDK inhibitoru olomoucinu.

Dalsi vyznamny inhibitor CDK predstavuje roskovitin (II), ktery je
také oznacovan jako (R)-roskovitin, CY-202 nebo seliciclib, jeho systematicky nazev je
2-(1-ethyl-2-hydroxyethylamino)-6-benzylamino-9-isopropylpurin (Obr. 6). Jako slibny
inhibitor CDK byl identifikovan pii studii G€inku série latek odvozenych od adeninu
a substituovanych v pozicich C2, N6 a N9 vuci kinaze CDKI1 (CDC2/cyklinB).
Jeho tcinek je obdobné jako u olomoucinu zaloZen na kompetici s molekulou ATP
0o ATP-vazebné misto CDK. Roskovitin interaguje s aminokyselinovymi zbytky,
které obklopuji ATP-vazebné misto katalytické domény CDK. V piipad¢ kinazy CDK2
predstavuje interakce roskovitinu s molekulou kindzy tvorby dvou vodikovych mustka
mezi atomy dusiku purinového heterocyklu (v pozicich C6 a N7) a aminokyselinou
Leu83. Dadle dochazi k vytvofeni dalsi vodikové vazby mezi atomem kysliku
amolekulou vody, benzyl roskovitinu je orientovan smérem ven z vazebného mista
(de Azevedo akol.,, 1997; Bach a kol.,, 2005). Trojrozmérna krystalicka struktura
komplexu kindzy CDK2 a CDKS s roskovitinem je zobrazena na Obr. 7.
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Obr. 6: Struktura CDK inhibitoru roskovitinu (CY-202, seliciclib).
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Obr. 7: Zobrazeni krystalické struktury komplexii roskovitinu s CDK2/cyklinE (vlevo)
a roskovitinu s CDK5/p25 (vpravo), (de Azevedo a kol., 1997, Mapelli a kol., 2005).

Inhibi¢ni ucinek roskovitinu byl prokazan v ptipadé kindz CDK1, CDK2, CDKS,
CDK7 a CDK9, kde se hodnoty ICsy pohybovaly mezi 0,2 az 0,7 puM. Slabym
inhibitorem je vi¢i kindzdm CDK4, CDK6 a CDKS, ICsy zde nabyvalo hodnot
nad 100 uM. Ptehled hodnot ICsy u roskovitinu vici jednotlivym CDK je uveden
v Tab. 2. Krom¢ uvedenych CDK interaguje roskovitin také naptiklad s PDXK
(pyridoxal kinaza) katalyzujici fosforylaci pyridinovych derivati (Tang a kol., 2005).
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Tab. 2: Hodnoty ICsy u jednotlivpych CDK v pripadé inhibitoru roskovitinu (de Azevedo a kol.,
1997; Meijer a kol., 1997; Schang a kol., 2002).

CDK se svym vazebnym partnerem hodnoty ICs, [nM]
CDK1/cyklinB 0,65
CDK2/cyklinA 0,70
CDK2/cyklinE 0,70
CDK4/cyklinD1 >100

CDKS5/p25 0,16
CDK6/cyklinD3 >100
CDK7/cyklinH 0,46
CDKS8/cyklinC >100
CDK9/cyklinT1 0,60

V ramci studii zaméfenych na ucinek roskovitinu byly objeveny dva hlavni efekty
na bunécné urovni, a to jednak zastaveni bunééného cyklu, a pak také indukce apoptozy
(de Azevedo a kol., 1997; Raynaud a kol., 2005). Roskovitin blokuje pribéh bunécného
cyklu ve tazi GO, G1 a S nebo pfechod G2/M v zavislosti na davce, ¢asu a typu bunécné
linie. Vzhledem k tomu, Ze jsou CDK dilezité pro spoustu nejriznéjsich signalnich drah
aprocest snimi spojenych, dochdzi krom¢ inhibice samotné aktivity CDK
také napfiklad k potlaceni drah Ras-MAPK, NF-kB, p53, estrogenniho receptoru, Mcl-1
nebo JAK-STAT (Whittaker a kol., 2004; Dey a kol., 2008; Paprskarova a kol., 2009;
Wesierska-Gadek a kol., 2011; Raje a kol., 2005; Mohapatra a kol., 2003).

Antiprolifera¢ni 1 cytotoxické vlastnosti roskovitinu byly testovany jak v in vitro,
tak vin vivo podminkadch vramci preklinické i néaslednych klinickych fazi (Tirado
akol., 2005; Hui a kol.,, 2009; Le Tourneau a kol., 2010; Gary a kol., 2016).
Jako selektivni a netoxickd terapeutickd latka se roskovitin projevil naptiklad v ramci
studie terapie HPV-positivniho (lidsky papillomavirus) karcinomu hlavy a krku (Gary
akol., 2016). Vysledky klinickych f4zi nejsou oproti plivodné velice slibnym
vysledkiim preklinickych fazi vSak pftili§ pozitivni, dochazi jen k Castecnému zlepSeni
a stabilizaci proliferativnich procest (Le Tourneau a kol., 2010; Benson a kol., 2007).
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Sazi se tak spiSe na jeho pouziti vramci kombinace s dal$imi chemoterapeutiky
(Cicenas a kol., 2015).

Velky terapeuticky potencial olomoucinu a roskovitinu vedl k tomu, ze byla
pozornost zaméiena na dal$i varianty purinovych analogli. Mezi vyznamné zastupce
trisubstituovanych purinii patii purvalanoly: 2-(1R-isopropyl-2-hydroxyethylamino)-6-
(3-chloranilin)-9-isopropylpurin, respektive purvalanol A (III), (2R)-2-[[6-[(3-chlor-4-
karboxyfenyl)amino]-9-(1-methylethyl)-9H-purin-2-yl]Jamino]-3-methyl-1-butanol,
ktery je znam pod oznacenim purvalanol B (IV), a aminopurvalanol (V), neboli (2R)-2-
({6-[(3-amino-5-chlorfenyl)amino]-9-(propan-2-yl)-9H-purin-2-yl } amino)-3-
methylbutan-1-ol (viz Obr. 8, 9 a 10), (Gray a kol., 1998; Villerbu a kol., 2002; Chang

a kol., 1999).
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Obr. 8: Struktura CDK inhibitoru purvalanolu A (NG60).
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Obr. 9: Struktura CDK inhibitoru purvalanolu B (NG9Y5).
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Obr. 10: Struktura CDK inhibitoru aminopurvalanolu (NG97).
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Obdobné¢ jako roskovitin blokuji purvalanoly obecné bunéény cyklus v bodé G1/S
nebo G2/M (Arisan a kol., 2014). Prvn¢ byla u purvalanolové struktury zjisténa
selektivni inhibi¢ni ucinnost proti kinazam CDK1 a CDK2 (Gray a kol., 1998).
Nasledné se vsak projevil vyrazny inhibi¢ni ucinek u dalSich CDK a také napiiklad
ukinaz CaMKII (Ca®'/kalmodulin-dependentni protein kinaza II), Erkl a Erk2
(extracellular signal-regulated kinazy 1 a 2) a MAPK (Monaco a kol., 2004; Knockaert
a kol., 2000; Knockaert a kol., 2002).

Purvalanol A (NG60) inhibuje kindzy CDKl/cyklin B, CDK2/cyklin A,
CDK2/cyklin E, CDK4/cyklin D1 a CDK5/p35, 1ICs zde nabyva hodnot 4, 70, 35, 850
a75 nM (Gray akol., 1998). Nevratné¢ zastavuje u rakovinnych bun€k pribéh
bunééného cyklu v G1 a G2 fazi, nema ale vliv na syntézu DNA béhem S faze. BEhem
G1 faze prokazateln¢ blokuje fosforylaci proteinu Rb. Zastaveni cyklu v G1 a G2 fazi je
reverzibilni, po odstranéni inhibitoru buiiky postupné dokonc¢i svij cyklus. Inhibi¢ni
ucinek nebyl prokdzan na transkripéni trovni (Villerbu a kol., 2002). Vyznamny vliv
na indukci bunéfné smrti spojené s redukci mitochondrialni kapacity se podatilo
prokazat pii studii neuronti mozecku (Monaco a kol., 2004). Dale podporuje ucinek
SNP (nitroprusid sodny) v radmci indukci apoptdzy prostiednictvim snizeni hladiny
exprese proteinu survivinu, ktery je exprimovan ve vétS§iné nadorovych bun€k a ma
vyrazny antiapoptoticky efekt (Chao a kol., 2004). Purvalanol A sniZuje nejen expresi
proteini rodiny IAP (inhibitor of apoptosis protein), kam spadd survivin,
ale také proteinti rodiny BCL2 (Bcl-Xi. a Bcl-2), (lizuka a kol., 2007). Antiproliferacni
ucinek purvalanolu A v zdvislosti na koncentraci a casu byl prokdzan u bunck
hipokampu ve spankovém laloku mozku (Mackowiak a kol., 2005). Postupné
se ukazuje, zZe k indukei apoptdzy plsobenim purvalonolu A dochézi prostfednictvim
inhibice signalni drdhy spojené s JAK2/STAT3 (Janus kinaza 2/signal transducer
and activator of transcription 3) a RNA polymerazy I, které jsou spole¢né dilezitou
soucasti regulace antiapoptotickych proteinti (lizuka a kol., 2008). Tento inhibitor
ovliviiuje nejen pribéh bunéného cyklu ve vztahu kaktivit¢ CDK, ale ma
také inhibi¢ni vliv vic¢i kindze c-Src (nereceptorova tyrosin kindza) a sni spojené
bunééné transformaci (Hikita akol., 2010). Purvalanol A plisobi spolu s dal§im
vyznamnym purinovym analogem olomoucinem II (viz dale) synergicky a zvySuje
cytostaticky U¢inek mitoxantronu na burky, u kterych byla prokazana exprese proteinu

ABCG?2 (breast cancer resistance protein), ktery patii mezi membranové transportni
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proteiny (tzv. ABC transportéry - ATP-binding cassette transporters), (Hofman a kol.,
2012). Nasledna studie ukézala, Ze na rozdil od olomoucinu II nejsou farmakokinetické
vlastnosti purvalanolu A zavislé na aktivit¢ ABC transportérti, a tak mize byt
tento inhibitor vyuzit v ramci terapie nadori se zvySenou expresi membranovych
transportérti s efluxni funkci (Hofman a kol., 2013; Staud a kol., 2010). V piipade
rakovinnych bunék prostaty bylo zjisténo, ze purvalanol (a soucasné také roskovitin)
indukuje proces apoptozy piinizkych cytotoxickych koncentracich pomoci snizeni
membranového potencidlu mitochondrii. Purvalanolova struktura zptsobuje indukci
kaspazové aktivity spojenou se zménou regulace proteinii Bcl-2 a aktivaci katabolismu
polyaminti, jejichz zvySend intracelularni hladina a modifikovana regulace je
charakteristickd pro nddorové buiiky prostaty (Arisan akol., 2014). Pfi spolecné
aplikaci purvalanolu A a cytostatika taxolu dochazi k vyznamnému potlaceni exprese
proteint Bcl-2 a k aktivaci vnéjsi cesty indukce apoptdzy (extrinsic cell death pathway)
prostfednictvim pulsobeni enzymii kaspazy 3 akaspazy 8 vbuikich NSCLC
(nemalobunéény karcinom plic), (Chen akol., 2017). Purvalanol A také indukuje
prudké snizeni exprese proteinu Mcl-1 v lidskych neutrofilnich granulocytech,
monocytech a lymfocytech, ale aktivaci apoptézy zplsobuje pouze u neutrofilnich
granulocytil, pro které je exprese proteinu Mcl-1 esencidlni k preziti (Phoomvuthisarn
a kol., 2018).

Purvalanol B (NG95) se od purvalanolu A se lisi pfitomnosti karboxylové
skupiny, coz vede k zvySeni polarity molekuly a horSimu transportu bunécnou
membranou (Villerbu a kol., 2002). M4 inhibi¢ni efekt viici enzymatickym komplextim
CDKl/cyklin B, CDK2/cyklin A, CDK2/cyklin E a CDK5/p35 o hodnotach ICs 6, 6, 9
a 6 nM. U ostatnich kinaz jsou hodnoty 1Csy vétsi nez 10 pM (Gray a kol., 1998; Gray
a kol., 1999).

Aminopurvalanol (aminopurvalanol A, NG97) je uc¢innym inhibitorem
vuci komplexim CDK1/cyklin B, CDK2/cyklin A, CDK2/cyklin E a CDKS5/p35, ICsg
zde nabyva hodnot 33, 33, 28 a 20 nM. Inhibi¢ni efekt byl také zaznamenan u kinaz
ERK1 aERK2 v mikromolarnich koncentracich. V pfipad¢ ostatnich kindz jsou
hodnoty 1Csg vétsi nez 100 uM (Chang a kol., 1999). Vlivem aminopurvalanolu dochazi
k blokaci bunétného cyklu v bodé¢ G2/M a indukci apoptotickych procesti (Chang
a kol., 1999; Knockaert a kol., 2000; Le Breton a kol., 2003; Bernabo a kol., 2017).

Dal$im vyznamnym purinovym analogem je 6-[(2-hydroxybenzyl)amino]-2-[[1-
(hydroxymethyl)propyl]amino]-9-isopropylpurin neboli olomoucin II (VI) (Obr. 11).
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Olomoucin II vykazuje desetkrat vyssi inhibi¢ni aktivitu nez roskovitin. V rdmci
cytotoxickych vlastnosti ma lepsi vysledky nez purvalanol A (Krystof a kol., 2002).
Prestoze byl pavodné navrzen jako specificky inhibitor vic¢i CDKl1/cyklin B,
jeho inhibi¢ni potencial se projevil také v ptipadé kindzy CDK2 a traskripénich CDK7
a CDK9. Od roskovitinu se olomoucin II li§i pouze pfitomnosti hydroxylové skupiny
v pozici ortho na benzylovém kruhu. Tato drobnd modifikace vede k desetindsobnému
zvyseni inhibi¢ni aktivity vici kindze CDK9. Olomoucin II zpiisobuje transkripcni
aktivaci a akumulaci tumor-supresorového proteinu p53 v bunéném jadie pii dvoj
az trojnasobn¢ niz§i koncentraci nez roskovitin (KryStof a kol, 2005).
Dale také jak olomoucine 1I, tak roskovitin inhibuji syntézu RNA zablokovanim
karboxy-koncové domény molekuly RNA-polymerazy I (Ljungman a Paulsen, 2001;
Diwan a kol., 2004).
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Obr. 11: Struktura CDK inhibitoru olomoucinu II.

Za zminku také stoji purinovy analog 2-[3-hydroxypropylamino]-6-benzylamino-
9-isopropylpurin pojmenovan jako bohemin (VII) (Obr. 12), ktery je dva az tiikrat
efektivngj§im inhibitorem v porovnani s olomoucinem. Bohemin zpisobuje pfiblizné
50% inhibici bunééné proliferace i1 viability pfi nizSich koncentracich neZz olomoucin
(Mad’arova a kol., 2002). V in vitro podminkach bohemin inhibuje kindzy CDK1 rodiny
— CDK1, CDK2, CDK3 a CDKS, zadny efekt nebyl detekovan v ptipadé¢ kinaz CDK4,
CDK6, MAPK, PKC (proteinkindza C) a PAK (p2! activated protein kinaza),
(Havlicek a kol., 1997; Meijer a kol., 1997; Mad’arova a kol., 2002). V ramci testovani
ucinku boheminu u hybridomovych bun¢k byla inhibice bunééného ristu detekovana
pii 10uM az 30uM koncentraci. V zavislosti na koncentraci ma bohemin vliv na G1/S
a G2/M fazi. Pti 3uM koncentraci boheminu se cyklus vétSiny bunék pozazstavi v bode

G2/M, zatimco pti 30uM koncentracich ve tazi GO/G1 (Franék a kol., 2001).
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Obr. 12: Struktura CDK inhibitoru boheminu.

Dalsi velkou skupinou latek s inhibi¢nim potencidlem viici CDK tvofti flavonoidy.
Prvni identifikovanou latkou a =zaroven nejvyznamnéjSim predstavitelem je
2-(2-chlorfenyl)-5,7-dihydroxy-8-[(3S,4R)-3-hydroxy-1-methyl-4-piperidinyl]-4-
chromenon (Obr. 13) znamy jako flavopiridol (VIII) (L-868275, HMR 1275,
alvocidib), ktery byl prvnim CDK inhibitorem testovanym v ramci klinické faze. Jedna
se o semi-synteticky alkaloid rostlinného pivodu s vyznamnym inhibi¢nim u¢inkem
vuci kinazam CDK1, CDK2, CDK 3, CDK4, CDKS5, CDK6, CDK7 a CDK9 (Naik
akol., 1988; Senderowicz, 1999; Senderowicz a Sausville, 2000). Vin vitro
podminkach potlacuje rist nadorovych bunck blokaci bodu G1/S a G2/M (Losiewicz
a kol., 1994; Carlson a kol., 1996). Prokazan byl také jeho ucinek na tirovni transkripce
prostfednictvim inhibice kindzy CDK9 a potlacenim funkce RNA polymerazy II
(Shapiro, 2006). V ramci preklinickych studii bylo zjisténo, Ze vlivem flavopiridolu
dochazi kinhibici procesi spojenych s angiogenezi, potlaceni transkripce
prostfednictvim blokace transkripéniho elongac¢niho faktoru B (PTEF-b) nebo k inhibici
antiapoptotickych proteinli (Mcl-1, Bcl-Xp apod.), (Rapella a kol., 2002; Chao a kol.,
2000; Kitada a kol., 2000; Gojo a kol., 2002). Dale se podatilo prokazat represi proteinu
p21"! vazbu na duplexni DNA, inhibici fosforylace survivinu, negativni regulaci
cyklinu D1 a inhibici signalni drahy spojenou s kindzou IKK (IKB kinaza) a proteinem
NF-kB (nuclear factor kB), (Rosato a kol., 2004; Bible a kol., 2000; Wall a kol., 2003;
Carlson a kol., 1999; Takada a Aggarwal, 2004). V posledni dob¢ se dafi identifikovat
dal$i komponenty bunécné signalizace a molekularnich procesu, které jsou ovliviiovany
pusobenim flavopiridolu — naptiklad aktivita TGF-B (transformujici riistovy faktor p),
translace a biogeneze ribosomalnich proteinii nebo aktivace kaspdz 3, 7 a9 (Rostam

a kol., 2018; Erol a kol., 2017; Gokce a kol., 2016).
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Obr. 13: Struktura CDK inhibitoru flavopiridolu (alvocidib, HMR 1275, L-868275).

Béhem prvnich testt klinické faze byla detekovana inhibi¢ni aktivita flavopiridolu
u non-Hodgkinova lymfomu, karcinomu ledvin, prostaty, tlustého stfeva a zaludku.
Nezadoucimi vedlejsimi efekty byly priijem a inflamatorni syndrom (pro-inflammatory
syndrome) spojeny s hypotenzi (Senderowicz, 1999). Flavopiridol byl pozdéji
také testovdn vramci druhé klinick¢é faze — a to jak vramci monoterapie,
tak v kombinaci s riiznymi cytostatiky (Kouroukis a kol., 2003). Nejlepsich vysledkil
se podafilo dosdhnout v ramci terapie chronické myeloidni leukémie a metastatické
rakoviny slinivky bfi$ni (Karp a kol., 2011; Lin a kol., 2009). I pfes znacnou ucinnost
v klinickych testech je efekt flavopiridolu asociovan s vyraznymi nezadoucimi U¢inky,
nejvyznamnéjsi je problematika TLS (syndrom nadorového rozpadu), (Phelps a kol.,
2009; Lin a kol., 2009).

Vyznamnym  CDK inhibitorem je  dale 1-[3-ethyl-7-[[(1-oxido-3-
pyridinyl)methyl]amino]pyrazolo[1,5-a]pyrimidin-5-yl]-2S-piperidinethanol (Obr. 14)
znamy pod oznacenim dinaciclib (IX) (SCH 727965, MK-7965). U dinaciclibu byla
prokazana inhibi¢ni aktivita proti kindzdm CDKI1, CDK2, CDKS5 a CDK9 - v in vitro
podminkach nabyvalo ICsy hodnot 3, 1, 1 a 4 nM (Parry a kol., 2010). V porovnani
s flavopiridolem vykazuje dinaciclib obdobny inhibi¢ni potencial vii¢i kindzam CDK1
a CDKY, ale u CDK2 a CDKS je dvanact az ¢trnactkrat G¢inngjsi (Feldmann a kol.,
2011; Parry a kol., 2010). Dinaciclib zptsobuje zastaveni bunéného cyklu v bodé
G2/M, potlaceni exprese proteini Mcl-1, Bcl-Xp a survivinu, aktivuje kaspazu 3
a indukuje apoptotické procesy (Lin a kol., 2017). Bylo také prokazéano, Ze dinaciclib
zpusobuje inhibici syntézy DNA zablokovanim vlozeni thyminu v rakovinnych buiikédch
vajecniku s hodnotou ICsp = 4nM. Pfi koncentraci 5 mg/kg dochazi k potlaceni
nadorového ristu o 50 % u mysiho xenografniho modelu karcinomu vaje¢niku. V ramci
in vitro testl se dinaciclib projevil také jako G€inny inhibitor vii¢i Sirokému spektru

lidskych nadorovych linii o hodnotdch ICso= 7 — 17 nM (Paruch a kol., 2010).
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U xenografniho modelu lidskych nddorovych bunék pankreatu dochédzi po podani
dinaciclibu o koncentraci 40 mg/kg dvakrat tydné po dobu ¢ty tydnl k redukci
nadorového ristu o 100 % (Feldmann a kol., 2011).
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Obr. 14: Struktura CDK inhibitoru dinaciclibu (SCH 727965, MK-7965).

V réamci prvni klinické faze byl dinaciclib nahodné testovan u rtiznych variant
rakovinnych onemocnéni. Jedna z prvnich studii se tykala pacientli s pokrocilymi
malignitami, kdy se terapie ztcastnilo 48 jedincii s riznymi typy nadort. U 10 jedinch
bylo dosazeno stabilizace pribéhu onemocnéni béhem minimalné 4 terapeutickych
cykli. Nejcastéjsimi vedlejs§imi efekty byly anémie, nauzea, unava a nechutenstvi
(Nemunaitis a kol., 2013). Bé¢hem faze II byl dinaciclib testovan v rdmci relapsivni
arefrakterni formy akutni myeloidni leukémie a akutni lymfoidni leukémie
u 20 pacienti. U vétSiny pacientii bylo detekovano rapidni, ale pouze docasné snizeni
cirkulujicich nadorovych bun¢k. Toxicita se projevila v ramci gastrointestinalniho
traktu, dalS§imi vedlejSimi Gc¢inky bylo nechutenstvi, zvySena transaminace a projevy
TLS, které v ptipadé¢ dvou pacientli vedly k umrti v disledku selhdni ledvin (Gojo
akol., 2013). Vramci druhé klinické faze byl také dinaciclib testovdn u pacientl
trpicich nemalobunéénym karcinomem plic, kde se vSak pfi jeho samostatném podavani
neprojevil zadny pozitivni G¢inek. Nezadouci efekty zahrnovaly zvraceni, prijem,
leukopenii a neutropenii (Stephenson a kol., 2014). Dale byl dinaciclib testovan
u pacientll s pokrocilou rakovinou prsu. Protinddorovéd aktivita byla zaznamenana
udvou ze sedmi pacienti s ER-positivni (estrogenni receptor) a HER2-negativni
(receptor pro lidsky epidermalni ristovy faktor 2) metastatickou formou rakoviny prsu.
Utinnost dinaciclibu ovem nebyla tak vysoka jako u kontrolniho 1é¢iva capecitabinu

(Mita a kol., 2014).
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Béhem randomizovanych studii se obecné dinaciclib ukazal jako nejucinnéjsi
u chronické lymfocytarni leukémie (Flynn a kol., 2010; Flynn a kol., 2015; Nemunaitis
akol., 2013). Vramci naslednych cilenych studii byl pak dinaciclib u pacienti
s chronickou lymfocytarni leukémii testovan zaroven s rituximabem. U 4 z 5 jedincu
byla nemoc stabilizovana a v pfipadé¢ jednoho jedince doslo k celkovému zlepSeni
zdravotniho stavu. VedlejsSimi c€inky zahrnovaly hematologické, digestivni
a metabolické zmény. Zadné interakce mezi obéma podanymi 1é¢ivy nebyly
identifikovany (Fabre a kol., 2014). Jako samostatné terapeutikum se dinaciclib osveédcil
u mnohocetného myelomu jak v ptipadé prvni tak druhé klinické faze. Celkové zlepSeni
bylo zjisttno u 11 % pacientl. Leukopenie, trombocytopenie, gastrointestinalni
problémy, nechutenstvi a alopecie byly nejcastéjSimi vedlejSimi efekty (Kumar a kol.,
2015). Utinnost a tolerabilita dinaciclibu byla také testovana v tieti klinické fazi,
ato v porovnani s lé¢ivem typu monoklondlni protilatky ofatumumabem u pacientli
trpicich chronickou lymfocytarni leukémii (relapsivni a refraktorni formy). Dinaciclib
byl podavan v postupné se zvySujicich davkach béhem prvniho dvacetiosmidenniho
cyklu, od druhého az do posledniho dvanactého cyklu byla udrzovana konstantni davka.
Béhem terapie dinaciclib vykazoval pfijatelné cytotoxické vlastnosti a vyssi
protinddorovou aktivitu oproti ofatumumabu. V obou pfipadech doslo k ¢astecnému
zlepSeni zdravotniho stavu pacientll. Hodnota ORR (overall response rate) odrazejici
celkovou ucinnost terapie byla v pfipadé dinaciclibu 40 % a u ofatumumabu 8,3 %.
Nejcastéjsimi nezaddoucimi UCinky byly neutropenie, trombocytopenie, pneumonie
a sepse (Ghia a kol., 2017).

Dalsi latkou s vyznamnymi klinickymi vysledky je 6-acetyl-8-cyklopentyl-5-
methyl-2-[[5-(1-piperazinyl)-2-pyridinyl]amino]-pyrido[2,3-d]pyrimidin-7(8 H)-on,
ktery nese oznaceni palbociclib (X) (IBRANCE, PD 0332991) (Obr. 15). Jedna
se o vyznamny selektivni inhibitor vi¢i kindzam, které tvoii komplex s cyklinem D,
tedy CDK4 a CDK6. V ptipadé¢ CDK4 mé IC50 hodnotu 11 nM a u CDK6 16 nM,
inhibi¢ni aktivita v{c¢i ostatnim kindza nebyla prokézana. Palbociclib inhibuje
fosforylaéni aktivaci proteinu Rb a zpisobuje zastaveni bunééného cyklu v bodé Gl

pii nanomolérnich koncentracich (Fry a kol., 2004).
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Obr. 15: Struktura CDK inhibitoru palbociclibu (PD 0332991).

Béhem preklinickych studii bylo zjisténo, ze palbociclib mé vyznamny inhibi¢ni
ucinek vu¢i ER-pozitivnim rakovinnym bunkdm prsni tkén€, plisobi synergicky
s antiestrogeny a zabraniuje endokrinni rezistenci (Finn a kol., 2009). Na zéklad¢
tohoto zjisténi byl palbociclib testovan spolu s 1é¢ivem letrozolem (inhibitorem enzymu
aromatazy) vramci prvni adruhé klinické faze u postmenopauzalnich zen
s ER-pozitivni a HER2-negativni pokro¢ilou rakovinou prsu. Uéinek letrozolu spolu
s palbociclibem byl vyznamné vyssi oproti samotnému letrozolu (Beaver a kol., 2015).
Jako uCinné terapeutikum vramci rakoviny prsu se palbociclib v kombinaci
s letrozolem projevil také v tieti klinické fazi, pfestoze byly u terapie palbociclibem
zaznamenany myelotoxické ucinky oproti kontrole (Finn a kol., 2016). Tteti klinicka
faze se také tykala studie Gc¢inku palbociclibu s [é¢ivem fulvestrantem u metastatické
ER-pozitivni a HER2-negativni rakoviny prsu asijské populace. Oproti samotnému
fulvestrantu méla terapie v kombinaci s palbociclibem znatelné lepSi vysledky.
NejcastéjSimi  vedlej§imi  U¢inky zde byly leukopenie a neutropenie, obecné
se ale u palbociclibu neprojevily vyrazné cytotoxické efekty (Iwata a kol., 2017).

N-[5-[(4-ethylpiperazin-1-yl)methyl]pyridin-2-yl]-5-fluoro-4-(7-fluoro-2-methyl-
3-propan-2-ylbenzimidazol-5-yl)pyrimidin-2-amin (Obr. 16) pojmenovan
jako abemaciclib (XI) (LY2835219) je dalSim vyznamnym inhibitorem kinaz CDK4
a CDK®6, jejichz aktivitu potlacuje jiz pii nanomorlarnich koncentracich (2 nM
a 10 nM). Dale byl slabsi inhibi¢ni efekt zjiStén u kinazy CDK9, kdy byla hodnota ICs
petkrat vyssi. VUCi ostatnim kindzdm se neprojevil zadny vyznamny uc¢inek (Gelbert
a kol., 2014). Stejn¢ jako u vySe pospanych inhibitorii je u€inek abemaciclibu zalozen
na kompetici s ATP-vazebnou doménou konkrétnich kinaz. Ctrnactkrat vy3si efektivitu
vykazuje vi¢i CDK4 oproti CDK6 (Lallena a kol., 2015). Abemaciclib déle potlacuje
fosforylaci proteinu Rb béhem casné G1 faze, a tim blokuje ptfechod z faze Gl
do nasledné faze S. Inhibicné puasobi také na syntézu DNA (Gelbert akol., 2014).
V porovnani s dvéma dalSimi vyznamnymi inhibitory CDK4 a CDK6 palbociclibem
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aribociclibem (viz dale), vykazuje abemaciclib nejvyssi selektivitu pro CDK4
v komplexu s cyklinem D1 s hodnotami ICsy pétkrat nizSimi nez u zbylych dvou

inhibitorti (Corona a Generali, 2018).
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Obr. 16: Struktura CDK inhibitoru abemaciclibu (LY2835219).

V ramci prvni klinické faze se projevily slibné farmakokinetické i cytotoxické
vlastnosti abemaciclibu v kombinaci s fulvestrantem u pacientti trpicich HR-pozitivni
(hormon receptor) metastatickou rakovinnou prsu. Castymi nezadoucimi efekty byly
nechutenstvi, priijem, neutropenie a nauzea (Patnaik a kol., 2014; Tolaney a kol., 2015).
Nasledné byla protinddorova aktivita abemaciclibu testovana ve druhé klinické fazi
u HR-pozitivni a HER2-negativni metastatick¢ rakoviny prsu. ZlepSeni zdravotniho
stavu bylo zaznamenano u 26 % pacientli. Nej€astéjSim nezddoucim efektem byl
prijem, dale se pak objevovaly dal$i projevy popsané v piedchozi klinické fazi (Dickler
a kol., 2017). V treti klinické fazi byl sledovan uc¢inek abemaciclibu v kombinaci
s fulvestrantem oproti samotnému fulvestrantu opét u pacienti s HR-pozitivni
a HER2-negativni metastatickou rakovinou prsu. Pfi davkovani 150 mg abemaciclibu
spolu s fulvestrantem dvakrat denné dosSlo k vyraznému zlepSeni u 48,1 % jedinch
apotvrzeni vyraznych cytotoxickych vlastnosti, a to 1 pifes jiz dfive pozorované
nezadouci efekty (Sledge a kol., 2017).

Ttfetim vyznamnym inhibitorem kindz CDK4 a CDK6 je jiz diive zminény
ribociclib  (XII), neboli 7-cyklopentyl-N,N-dimethyl-2-[(5-piperazin-1-ylpyridin-2-
yl)amino|pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6-karboxamid (KISQALI, LEEO11) (Obr. 17).
Inhibici proteinu Rb zplsobuje také zastaveni bunééného cyklu ve fazi Gl a ma
negativni vliv na syntézu DNA (Rader a kol., 2013). V prvnich in vivo testech
se protinddorovy ucinek ribociclibu projevil v ptipadé ER-pozitivni rakoviny prsu,
liposarkomu, neuroblastomu, melanomu a maligniho nadoru ledvin, a to pfi studiich
jak u¢inku samotného ribociclibu, tak v kombinaci s dal§imi latkami (O'Brien a kol.,

2014; Zhan a kol., 2014; Rader a kol., 2013; Kim a kol., 2014).
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Xi
Obr. 17: Struktura CDK inhibitoru ribociclibu (KISQALI, LEEOI1).

V prvni klinické fazi byl ribociclib testovan samostatné nebo spolecné s jinymi
1éCivy, ato vramci riznych variant rakovinnych onemocnéni (Infante a kol., 2016;
Wood a kol., 2017; Hart a kol., 2017). Druhé faze klinickych testi zahrnuje mimo jiné
také vyznamnou studii ribociclibu u metastatické HR-pozitivni a HER2-negativni
rakoviny prsu (Finn a kol., 2015; Infante a kol., 2016; Geoerger a kol., 2017). U rané
1 pokrocilé a metastatické HR-pozitivni a HER2-negativni rakoviny prsu byl ribociclib
testovan také v tieti klinické fazi. Jednotlivé studie zahrnovaly ribociclib v kombinaci
s letrozolem, fulvestrantem, tamoxifenem, NSAI (non-steroidal aromatase inhibitor)
a goserelinem. Obecné& se ribociclib projevil i pies nékteré vedlejsi ucinky jako slibné
terapeutikum s vyraznymi cytotoxickymi vlastnostmi (Sonke a kol., 2017; Lopez-
Tarruella a kol., 2017; Shah a kol., 2018).

Piehled vyse popsanych CDK inhibitorii je uveden v Tab. 3. Dulezité je ovSem
zdiraznit, ze kromé vyznamnych CDK inhibitorli popsanych v ramci této kapitoly
jizexistuje a jsou stdle navrhovany dals§i latky rtzného charakteru s vyznamnou
inhibi¢ni aktivitou vici CDK.

Za zminku urcité stoji série substituovanych 6-biarylmethylamino-9-cyklopentyl-
9H-purinovych derivati publikovanych vroce 2013, které predstavujyi jedny
znejucinngjSich CDK inhibitord vlbec. Jako nejicinngjsi latka se projevil
9-cyklopentyl-9H-purinovy derivat substituovany v pozici C2
1,4-diaminocyklohexanem a v pozici C6 2-(5-(aminomethyl)pyridin-2-yl)fenolem,
ktery je vyznamnym inhibitorem CDKI1 a CDK2 o ICsy (CDKI1) = 46,7 nM
alCs0(CDK2) = 7,1 nM. Jeho antiproliferaéni aktivita byla testovana in vitro
u vice variant buné¢énych linii, hodnoty ICsy se zde pohybovaly v rozmezi

0,016 - 0,035 uM (Gucky a kol., 2013).

36



Tab. 3: Prehled vyznamnych CDK inhibitorii.

i hibitor D mechanismus vyznamné
ucinku inhibované CDK

olomoucin trisubstituovany purin ATP-kompetitivni 1,2,5

roskovitin trisubstituovany purin ATP-kompetitivni 1,2,4,5,6,7,8,9

purvalanol A trisubstituovany purin ATP-kompetitivni 1,2,4,5

purvalanol B trisubstituovany purin ATP-kompetitivni 1,2,5

aminopurvalanol trisubstituovany purin ATP-kompetitivni 1,2,5

olomoucin II trisubstituovany purin ATP-kompetitivni 1,2,7,9

bohemin trisubstituovany purin ATP-kompetitivni 1,2,3,5

flavopiridol flavonoid ATP-kompetitivni 1,2,3,4,5,6,7,9

dinaciclib pyrazolo[ 1,5-a]pyrimidin ATP-kompetitivni 1,2,5,9

palbociclib pyrido[2,3-d]pyrimidin ATP-kompetitivni 4,6

abemaciclib pyrimidin-benzo[d]imidazol ATP-kompetitivni 4,6

ribociclib pyrrolo[2,3-d]pyrimidin ATP-kompetitivni 4,6

2.2 Purinové bioisostery

Purin (XIII) ptedstavuje dusikatou heterocyklickou slouceninu  sklédajici
se z pyrimidinového a imidazolového cyklu (Obr. 18). Dvé baze nachézejici
se v nukleovych kyselinach jsou puriny: 9H-purin-6-amin (adenin) a 2-amino-1H-purin-
6(9H)-on (guanin). Ty se dile nachazeji v molekulach adenosintrifosfatu (ATP),
adenosindifosfatu (ADP), adenosinmonofosfatu (AMP), cyklického adenosintrifosfatu
(cAMP), guanosintrifosfatu (GTP) nebo cyklického guanosinmonofosfatu (cGMP).
Puriny jsou také soucasti molekuly nikotinamidadenindinukleotidu (NAD),
nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADP) a koenzymu Q (Cook a kol., 1978).
Purinova struktura je obsazena také naptiklad v mocové kyselin€, hlavnimu

metabolickému produktu savct, a kofeinu (Choi a Curhan, 2007; Maiuolo a kol., 2016).
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Obr. 18: Purinovy heterocyklus s cislovanim jednotlivych atomii.

Z predeslé kapitoly vyplyva, ze latky odvozené od purinového skeletu jsou
vyznamnou skupinou CDK inhibitord. Tato skute¢nost vedla k navrzeni dalSich
strukturalnich variaci ptivodniho heterocyklu, které oznacujeme jako bioisostery (Patani
a LaVoie, 1996). Purinové bioisostery miizeme rozd¢lit na zaklad¢ poctu dusikovych

atomt, které obsahuji (viz Tab. 4).

Tab. 4. Prehled vyznamnych purinovych bioisosterii (Jorda a kol., 2012).

pocet dusikovych atomii v heterocyklu nazev

imidazo[1,2-a]pyridiny

2 pyrazolo[1,5-a]pyridiny

benzo[d]imidazoly

imidazo[4,5-d]pyridiny

imidazo[1,2-a]pyraziny

pyrrolo[3,2-d|pyrimidiny

pyrazolo[1,5-a]pyrimidiny

triazolo[ 1,5-a]pyrimidiny

pyrazolo[3,4-d]pyrimidiny

4 pyrazolo[4,3-d]|pyrimidiny

imidazo[2,1-f]-1,2,4-triaziny

pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triaziny

5 1,2,3-triazolo[4,5-d]pyrimidiny
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Prvni skupinu tvofi bioisostery obsahujici v heterocyklu dva atomy dusiku.
Prestoze zde existuje celkem osm moznych variant usporadani, syntetizovany a popsany
ve vztahu k CDK byly doposud imidazo[1,2-a]pyridiny, pyrazolo[1,5-a]pyridiny
a benzo[d]imidazoly (Ramya a kol., 2018; Umei a kol., 2017; Johannes a kol., 2018).
Imidazo[1,2-a]pyridinovy cyklus (XIV) je napftiklad zdkladem testovaného inhibitoru
AZ703, ktery ma inhibi¢ni ucinek viici CDK1 a CDK2 o ICsy 29 a 34 nM, dale inhibuje
CDK4 0 ICsp 10 uM a CDK7 a CDK9 o hodnotéach ICs 2,1 a 5,2 uM (Cai a kol., 2006).
Imidazo[1,2-a]pyridiny a ani latky odvozené od pyrazolo[1,5-a]pyridinu (XV) nemaji
ovSem inhibi¢ni aktivitu tak velkou jako imidazo[1,2-a]pyraziny
nebo pyrazolo[1,5-a]pyrimidiny, pfestoze se ukdzalo, ze se k molekule kinazy CDK2
vazou stejnym zpusobem (Fischmann a kol., 2008).

Derivaty benzo[d]imidazolového cyklu (XVI) byly navrzeny a testovany
jako inhibitory kinazy CDKS, jejich uc¢innost byla ale znatelné niz§i v porovnani
s roskovitinem (Jain a kol., 2011). Struktura imidazo[1,2-a]pyridinového, pyrazolo[1,5-

alpyridinového a benzo[d]imidazolového heterocyklu je uvedena na Obr. 19.
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Obr. 19: Zakladni struktury dvou-dusikatych purinovych bioisosteri.

Mezi biosisotery obsahujici tfi dusikaté atomy patii imidazo[4,5-d]pyridiny,
imidazo[1,2-a]pyraziny, pyrrolo[3,2-d]pyrimidiny a pyrazolo[1,5-a]pyrimidiny.
Derivaty pyrazolo[1,5-a]pyrimidinu (XVII) vykazuji inhibi¢ni aktivitu vii¢i kindzdm
CDK1, CDK2, CDK5, CDK7 a CDK9 o hodnotach ICsy 3, 30, 30, 250 a 90 nM.
Negativné reguluji expresi cyklini A, E a D1, inhibuji fosforylaci proteinu Rb a blokuji
karboxylovou doménu RNA polymerazy I1. Bunéény cyklus zastavuji ve fazi S a G2/M
(Heathcote akol., 2010). Doposud nejvyznamnéjs§im CDK inhibitorem
s pyrazolo[1,5-a]pyrimidinovym cyklem, ktery byl zapojen do klinickych testd, je

39



jiz vySe popsany dinaciclib (SCH 727965, MK-7965) s vyraznou inhibi¢ni aktivitou
vici kindzdm CDK1, CDK2, CDKS5 a CDK?9 (Parry a kol., 2010).

Latky odvozené odimidazo[4,5-d]pyridinového cyklu (XVIII) vykazuji
obdobnou aktivitu i selektivitu jako analogy zékladniho purinového heterocyklu
(WO 2009034411) Pyrrolo[3,2-d|pyrimidiny  (respektive  9-deazapuriny) (XIX)
substituované v pozici C6 vykazuji antiproliferatni aktivitu proti riznym typim
rakovinnych bun¢k v mikromolérnich koncentracich. Ve vétSiné piipadi dochazi
k blokaci bunécného cyklu v bod¢ G2/M (Temburnikar a kol., 2015; Tian a kol., 2017).
Derivaty imidazo[1,2-a]pyrazinu (XX) vykazuji antiprolifera¢ni aktivitu proti buitkdm
melanomu v mikromoléarnich az submikromoléarnich koncentracich (Garamvélgyi a kol.,
2016). Déle se jejich inhibi¢ni potencial projevil u buné¢k nemalobunééného karcinomu
plic (Bazin akol., 2016). Obecné¢ ovSem jejich inhibicni aktivita neni vétsi
nez u klasickych purinovych analogi (Fischmann a kol., 2008). Struktury zminénych

tti-dusikatych purinovych bioisosterti jsou uvedeny na Obr. 20.
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Obr. 20: Zakladni struktury tri-dusikatych purinovych bioisosterii.

Skupina  purinovych bioisosteri se ctyfmi atomy dusiku zahrnuje
triazolo[ 1,5-a]pyrimidiny,  pyrazolo[3,4-d]pyrimidiny,  pyrazolo[4,3-d|pyrimidiny,
imidazo[2,1-f]-1,2,4-triaziny a pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triaziny. Imidazo[2,1-f]-1,2,4-
triaziny (XXI) maji atom dusiku nachdzejici se ptvodné v pozici 9 na purinovém
heterocyklu umistény do pozice 4. Bioisoster roskovitinu GP0212 (N-&-N2)
s imidazo[2,1-f]-1,2,4-triazinovym cyklem m& splivodnim roskovitinem téméf
srovnatelné primérné hodnoty 1Cs (25 uM oproti 28,3 uM), celkové vSak nejevi veétsi

inhibi¢ni potencial nez roskovitin (Bettayeb a kol., 2008).
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Derivaty pyrazolo[3,4-d]pyrimidinového cyklu (XXII) byly odvozeny
od ptivodniho purinového inhibitoru olomoucinu, neprojevily ale zadnou vyznamnou
CDK inhibi¢ni aktivitu, a to pravdépodobné v disledku ztraty dusikového atomu
ze 7. pozice, kterd ma zasadni roli pfi vazbé inhibitoru do aktivniho mista molekuly
kindzy (Kim a kol., 2003).

Triazolo[1,5-a]pyrimidiny (XXIII) jsou latky s vyznamnou inhibi¢ni aktivitou
vuci kindze CDK2. Oproti pyrazolo[1,5-a]pirimidinim maji v 9. pozici (purinového
Cislovani) pritomny dals§i atom dusika, ktery zfejmé zvySuje celkovou ucinnost
molekuly inhibitoru (Richardson a kol., 2006).

Derivaty pyrazolo[4,3-d]pyrimidinového heterocyklu (XXIV) byly prvné
syntetizovany jako inhibitory kindzy CDKI1 se substituenty ve dvou pozicich
(Moravcova a kol., 2003). Vzhledem k tomu, Ze oproti plivodnim purinovym derivatim
vykazovaly vétsi ucinnost, byly nasledné navrzeny a pripraveny dals$i derivaty
jiz se tfemi substituenty (WO 2003082872). Antiproliferacni a selektivni vlastnosti
pyrazolo[4,3-d]pyrimidinovych analogii odvozenych od roskovitinu jsou v porovnéani
s roskovitinem celkové slibnéjsi a k molekule kindzy CDK2 se vazi ziejmé& obdobné
(Jorda a kol.,, 2011). Roskovitinovy derivat s oznacenim LGR1406 byl testovan
u nddorovych bunék hladké svaloviny cév (VSMC). Oproti roskovitinu ma v tomto
piipadé znateln¢ véEtsi antiproliferacni aktivitu s vice nez pétinasobné nizsi hodnotou
ICso. LGR1406 unadorovych bunék VSMC zplisobuje zastaveni bunécného cyklu
vefazi Gl (Sroka a kol, 2010). Pfipraveny  apopsany  byly
také pyrazolo[4,3-d]pyrimidinové analogy myoseverinu. Latka E2GG ma inhibicni
aktivitu vic¢i polymerizaci tubulinu a aktivit¢ CDK1, CDK2 a CDK7 (Krystof a kol.,
2006). Nekteré novéjsi trisubstituované derivaty pyrazolo[4,3-d]pyrimidinu vyznamné
potlacuji aktivitu kindz CDK2 a CDKS5 a bunénou proliferaci. Prokézana byla
také negativni regulace cyklini A a B, defosforylace histonu H7 a indukce apoptozy
vnitini (mitochondridlni) cestou u HCT-116 nddorovych bunék tlustého stieva
(Reznitkova akol, 2015). Nové pyrazolo[4,3-d]pyrimidinové derivaty byly
také testovany v ramci in vitro 1iin vivo experimenti u hepatocelularniho karcinomu.
Derivat LGR2674 v in vivo testech vyznamné potlacil mnozstvi cév v nadoru, bunénou
proliferaci a celkovy riist nadoru (Zhang a kol., 2016). Pyrazolo[4,3-d]pyrimidinové
derivaty substituované hydroxyalkylaminy v pozici C5 inhibuji aktivitu CDK2 a CDKS5

v nanomolarnich koncentracich, zptsobuji zastavu bunééného cyklu ve fazi S a G2/M
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a indukuji apoptézu u riznych typiti nadorovych bunéénych linii (Vymétalova a kol.,
2016).

Pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triaziny (XXV) maji oproti zadkladnimu purinovému
heterocyklu atom dusiku z pozice 9 presunut do pozice 5 (Bettayeb a kol., 2008). Bude
jim vénovana pozornost v dalSich castech této diplomové prace. Struktury

vSech uvedenych ¢tyr-dusikatych bioisosterti jsou uvedeny na Obr. 21.
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Obr. 21: Zakladni struktury ctyr-dusikatych purinovych bioisosterii.

Posledni skupinu purinovych bioisosterti predstavuji latky s péti dusikovymi
atomy. Zde je tfeba uvést ve vztahu k CDK piedevsim 1,2,3-triazolo[4,5-d]pyrimidiny
(XXVI), respektive 8-azapuriny, které na rozdil od purinti obsahuji dalsi atom dusiku
v 8. pozici. 2,6,9-trisubstituované 1,2,3-triazolo[4,5-d]|pyrimidinové derivaty vykazuji
antiproliferacni potencial a schopnost aktivace tumor-supresorového proteinu p53,
CDK2, a to pravdépodobné v dusledku ptitomnosti dalsiho dusikového atomu (Havli¢ek
akol., 2005). Vin vitro testech byl vyznamnéjs$i antiproliferatni efekt
1,2,3-triazolo[4,5-d]pyrimidint prokazan u bunécnych linii melanomu, nemalobunécné
rakoviny plic a leukémie (Elkamhawy a kol.,, 2015). Déle se jejich protinddorové
vlastnosti potvrdily u lidskych rakovinnych bun€k prsu a jater (Wang a kol., 2015).
Zakladni struktura 1,2,3-triazolo[4,5-d]pyrimidinového cyklu je uvedena na Obr. 22.
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XXVI
Obr. 22: Zdkladni struktura péti-dusikatého 1,2,3-triazolof4,5-d]pyrimidinového heterocyklu.

2.3 Pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triaziny

Jak jiz bylo wuvedeno v pfedchazejici kapitole, pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triaziny
(neboli 5-aza-9-deazapuriny) (XXV) predstavuji ¢tyf-dusikaté bioisostery purinového
heterocyklu, u kterych se dusikovy atom nachazi v pozicich 1, 3, 5 a 6 (Raboisson
akol., 2008; Bettayeb akol., 2008). Jejich zakladni strukturu a rozdil v Cislovani

oproti klasickému purinovému heterocyklu (XIII) lze vidét na Obr. 23.

65 7 4 5 6
LA e NP
2 >N74 N 2 N9 ¢

3 9 1

X XXV

Obr. 23: Porovnani zakladniho purinového a pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinového heterocyklu
s vyznacenym cislovanim jednotlivych atomii.

Pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triaziny maji obecné stejné fyzikalné-chemické vlastnosti
jako puriny, s tim rozdilem, Ze jsou stabiln¢j$i v in vivo podminkéch. Nedochazi zde
k zadnému puisobeni nukleosiddaz v pozici C8 jako u purinového cyklu (Raboisson
akol., 2002a; Raboisson a kol., 2008). Doposud publikované informace tykajici
se biologické aktivity  pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinli jsou predmétem nasledujici

podkapitoly.

2.3.1 Biologicka aktivita

Latky odvozené od pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinového heterocyklu vykazuji v Zivych
organismech riiznorodé vlastnosti zahrnujici vyznamnou inhibi¢ni aktivitu
vuci nékterym enzymim nebo vazbu na urité typy receptorit (Nie a kol., 2008;

Bettayeb a kol., 2008; Raboisson a kol., 2002a).
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2.3.1.1 Inhibitory enzymu

U pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovych derivatd se podafilo prokdzat inhibi¢ni aktivitu
vuci enzymu kasein kinaze II (CK2), (Nie a kol., 2007; Nie a kol., 2008). Patii zde
nekolik substituovanych 2,4-diaminopyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazini, u kterych byla
pfi testech na rakovinnych bunécnych liniich prostaty a tlustého stfeva prokazéna
cytotoxicka aktivita. Hodnota K; zékladniho derivatu N N'-difenylpyrazolo[1,5-a]-
1,3,5-triazin-2,4-diaminu (XXVI) byla 0,26 uM. Dalsi odvozené latky mély hodnoty
Kjtadoveé niz8i. Hodnota K;unejvyznamnéjsiho derivatu  N-(3-((8-kyano-4-
(cyklopropylamino)pyrazolo[ 1,5-a]-1,3,5-triazin-2-yl)amino)fenyl)acetamidu (XXVII)
byla 0,26 nM (Nie a kol., 2007). Oba zminéné derivaty XXVI a XXVII jsou uvedeny
na Obr. 24. Navrzeno a pfipraveno bylo také né€kolik makrocyklickych pyrazolo[1,5-a]-
1,3,5-triazinovych sloucenin s inhibi¢ni aktivitou viaci CK2 s hodnotami K; okolo
1,0 nM, hodnoty ICsy byly obecné mensi nez 100 nM (Nie a kol., 2008). Obecna
zakladni struktura pfipravenych makrocyklickych derivatd (XXVIII) je uvedena
na Obr. 24.
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Obr. 24: Struktury pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovych derivatu s inhibicni aktivitou vici CK2.

Latky odvozené od pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinového heterocyklu jsou
vyznamnymi inhibitory CDK (Bettayeb a kol., 2008; Popowycz a kol., 2009). Doposud
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se jiz podafilo ptipravit velké mnozstvi derivati pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinu a mnohé
znich vykazovaly vyznamnou inhibi¢ni aktivitu zejména vici kinaze CDK2
(WO 2005082908 A1; WO 2005077954 A3; WO 2010103486 Al).

Diulezitym zastupcem pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovych inhibitor je bioisoster
roskovitinu N-&-N1 (respektive GP0210) se systematickym nazvem 2-((4-
(benzylamino)-8-isopropylpyrazolo[ 1,5-a]-1,3,5-triazin-2-yl)amino)butan-1-ol (XXIX),
ktery je uveden na Obr. 25. Piestoze piesun dusikového atomu z ptivodni pozice 9
do pozice 5 zptisobuje pouze mirnou modifikaci elektrostatického potencidlu molekuly,
vramci biologickych interakci hraje tato zména dulezitou roli. V porovnani
s roskovitinem derivat XXIX obecné vykazuje dvou az trojnasobné vyssi tcinnost
vuci testovanym  enzymatickym komplexiim CDKl/cyklin B, CDK2/cyklin A,
CDK2/cyklin E, CDK5/p25, CDK7/cyklin H, CDK9/cyklin T, dale také viici enzymim
CK1d/e, DyrklA, Erk2 a GSK-30/p (Bettayeb a kol., 2008). Jednotlivé hodnoty ICsg
roskovitinu a jeho pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinového bioisosteru jsou shrnuty v Tab. 5.
Studie krystalické struktury komplexii s kinazou CDK2/cyklin A ukézaly, Ze se oba
inhibitory vazi k molekule enzymu stejnym zptsobem. Antiproliferacni aktivita XXIX
byla testovana u vice riznych typti nadorovych bunéénych linii (Bettayeb a kol., 2008).
Vysledky shrnuje Tab. 6.

XXIX
Obr. 25: Struktura bioisosteru roskovitinu N-&-N1 (GP0210).

45



Tab. 5: Porovnani hodnot ICsy roskovitinu a jeho bioisosteru N-&-NI1 u testovanych enzymii
(Bettayeb a kol., 2008).

kinaza ICs (roskovitin) [uM] IC5p (N-&-N1) [uM]
CDKl1/cyklin B 0,33 0,07
CDK2/cyklin A 0,22 0,04
CDK2/cyklin E 0,15 0,02
CDK5/p25 0,27 0,07
CDK7/cyklin H 0,80 0,50
CDK9/cyklin T 0,23 0,04
CK1d/e 4,00 1,20
Dyrk1A 3,00 1,30
Erk2 11,00 18,00
GSK-30/B 60,00 11,00

Tab. 6: Porovnani hodnot ICsy roskovitinu a jeho bioisosteru N-&-NI u testovanych bunécnych
linii (Bettayeb a kol., 2008).

bunééna linie ICsy (roskovitin) [uM] ICs5¢ (N-&-N1) [uM]
HCT116 (kolorektalni karcinom) 20,80 2,40
MDA-MB-231 (rakovinné buiiky prsu) 29,50 8,00
Huh7 (hepatom) 23,80 3,80
F1 (hepatom) 31,00 6,90
SH-SYS5Y (neuroblast) 17,20 2,60
HEK293 (embryonalni rakovinné buiiky ledvin) 47,70 7,60

Na zéklad¢ velice pozitivnich vysledkl tykajicich se inhibitoru XXIX byly

nasledné pfipraveny dal§i dva pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinové derivaty. Bioisoster
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roskovitinu GP0211 (XXX) (Obr. 26) je (S)-izomerem XXIX a oproti roskovitinu
vykazuje péti az Sestindsobnou inhibi¢ni aktivitu. Pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovy
bioisoster inhibitoru purvalanolu A (XXXI) (Obr. 26) také vykazuje vétsi aktivitu
nez pavodni purinovy cyklus, je ovSem inaktivni vi¢i kinazam CDK7 a CDK9
(Popowycz akol., 2009). Piehled hodnot ICsy derivati XXIX, XXX a XXXI

vici testovanym kindzam uvadi Tab. 7.

NH Cl” i “NH

AN
HO\/\N)N\ HO\I)\ I

Obr. 26: Struktury pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovych derivatii odvozenych od roskovitinu
(XXX) a purvalanolu A (XXXI).

Tab. 7: Hodnoty ICsy inhibitorti roskovitinu, purvalanolu A a pyrazolo[l,5-a]-1,3,5-
triazinovych derivatit XXIX, XXX a XXXI (Popowycz a kol., 2009).

inhibitor CDK1/ CDK?2/ CDKS/ CDK7/ CDKY/

cyklin B [uM] cyklin A [pM] p2S [nM] cyklin H [pM] cyklin T

[uM]
roskovitin 0,330 0,220 0,270 0,800 0,230
purvalanol A 0,004 0,070 0,075 - -
XXIX 0,073 0,040 0,070 0,500 0,043
XXX - - 0,130 - -
XXXI 0,080 0,060 0,060 >100 >100

Derivaty pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinu se projevily jako velice slibné latky
vramci inhibice nejen enzym kinazového charakteru.  8-fenyl-5-aza-9-

deazahypoxanthin (XXXII) a 5-aza-9-deazahypoxanthin (XXXIII), které jsou uvedeny
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na Obr. 27, maji vyznamnou inhibi¢ni aktivitu vic¢i xantin oxidaze (XO), (Robins a kol.,
1985). Xantinoxiddza, jako soucéast purinového katabolsimu, katalyzuje oxidaci
hypoxantinu na xantin a nasledné na kyselinu mocovou a je dilezitym ukazatelem
hyperurikemie souvisejici napiiklad se vznikem dny (Haines a kol., 2018). Hodnoty
ICsy viici xantinoxidaze byly v pfipadé XXXII 84 uM au XXXIII 47 nM (Robins
akol., 1985). Inhibi¢ni ucinek  pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinového  cyklu
proti xantinoxidaze se potvrdil také v in vitro 1 in vivo testech v ptipad¢ inhibitoru BOF
4272, respektive monohydratu 8-(3-methoxy-4-fenylsulfinylfenyl)pyrazolo[1,5-a]-
1,3,5-triazin-4-olatu sodného (XXXIV) (Obr. 27), (Matsugi a kol., 1995; Okamoto
a Nishino, 1995; Naito a kol., 2000; Uematsu a Nakashima, 1994). (S)-(-)-enantiomer
s hodnotou K;=1,2 nM se oproti (R)-(+)-enantiomeru s K; = 300 nM projevil

v

jako 0¢innéjsi inhibitor (Okamoto a Nishino, 1995).

HN N HN N7\
k\N < k\NM
XXX XXX
IC5y (XO) =47 nM IC5, (XO) = 84 000 nM

XXXIV
(S)-(-)-izomer K; (XO) = 1,2 nM
(R)-(+)-izomer K; (XO) = 300 nM

Obr. 27: Struktury tri vyznamnych inhibitorit xantinoxidazy s pyrazolo[1,5-aj-1,3,5-triazinovym
heterocyklem.

Pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triaziny jsou také potencidlnimi inhibitory skupiny enzymd,
které oznacujeme jako cyklické nukleotidfosfodiesterazy (PDE), (Senga a kol., 1982;

Raboisson a kol., 2008). Tyta skupina enzymti, zahrnujici 11 izoenzymatickych rodin,

48


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Uematsu%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8071837
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nakashima%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8071837

obecné¢ umoznuje hydrolyzu molekul cAMP a cGMP a je tak vyznamnou soucasti
intracelularni signalizace a vzniku ptipadnych patologickych procest (Jackson a kol.,
2014; Keravis a Lugnier, 2012). U n¢kolika  pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovych
derivatii byla testovdna inhibi¢ni aktivita vi¢i cAMP PDE izolované z mozkové,
srdecni a plicni zvifeci tkané pfi porovnédni s lé¢ivem theofylinem. Derivat 2-ethyl-7-
fenylpyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin (XXXYV) byl oproti theofylinu 97x u¢innéjsi. DalSim
derivatem s obdobnym ucinkem pak byl 8-brom-2,4-dimethyl-7-fenylpyrazolo[1,5-a]-
1,3,5-triazin (XXXVI). Jako nejucinnéjsi latka se ovSem projevil 8-brom-4-
(diethylamino)-7-fenylpyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin (XXXVII), ktery je
oproti theofylinu 185x uc¢inngj$i vac¢i plicni formé PDE (Senga a kol., 1982).
Mezi novéj§i vyznamné pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinové derivaty s inhibi¢ni aktivitou
vuci PDE pak patii 8-(2-methoxybenzyl)-4-(N-methylamino)-2-n-
propylpyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin (XXXVIII) a 2-trifluoromethyl-8-(2-
methoxybenzyl)-4-(N-methylamino)pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin (XXXIX), které byly
identifikovany pfi hledani novych latek pro terapii autoimunitnich a zanétlivych
procesti. XXXVIII i XXXIX jsou selektivnimi inhibitory vii¢i PDE4 s hodnotami 1Csg
13a 11 nM (Raboisson a kol., 2008). VSechny zminéné latky s inhibi¢ni aktivitou
vici PDE jsou uvedeny na Obr. 28.
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Obr. 28: Pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinové derivaty s PDE inhibicni aktivitou.

Pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triaziny vykazuji také inhibicni aktivitu vicéi thymidin
fosforylaze (TP), ktera podporuje nadorovy rist a vznik metastdz, a je
proto vyznamnym terapeutickym cilem. Syntetizovdno a testovano bylo vice nez 50
ruznych pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin-2,4-dionlt a pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin-2-
thioxo-4-onti. Nejvétsi potencial vykazoval pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin-2-thioxo-4-
onovy derivat s navazanou 4-pentafluorosulfur-fenylovou strukturou v pozici C8 (XL)
(Obr. 29). S hodnotou ICso=0,04 uM je derivat XL 800x ucinnéjsi TP inhibitor
v porovnani s referenénim TP inhibitorem 7-deazaxantinem. Dale bylo zjiSténo, ze XL
je nekompetitivnim inhibitorem a k TP se ziejm& vaze v jiném mist¢ neZ molekula
substratu (Sun a kol., 2013a). Jako TP inhibitory byly také navrZeny a pfipraveny
pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triaziny s navazanym 5-chloruracilem v pozici C2. Nejucinnéjsi
derivat (XLI) (Obr. 29) mé hodnotu ICsy (TP) = 0,36 uM. Studie enzymatické kinetiky
ukézala, Ze se k molekule TP miiZe vdzat na dvou riznych mistech (Sun a kol., 2013b).
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Obr. 29: Struktury dvou vyznamnych TP inhibitoru s prislusnymi hodnotami ICs.

U 4-aminopyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovych derivati byla také prokézdna
inhibi¢ni aktivita proti bakteridlnimu enzymu DNA gyraze, kterd je vyznamnym cilem
v ramci antibakteridlni terapie. Nejvétsi potencial vykazovala 3-((4-amino-8-(3,4-
dichlorfenyl)pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin-2-yl)thio)benzoova kyselina (XLII) (Obr. 30)
se stejnou hodnotou 0,5 pg/ml u MNEC (maximalni neefektivni koncentrace)
vuci gyraze a MIC (minimalni inhibi¢ni koncentrace) proti bakterii Staphylococcus

pyvogenes (Libbers a kol., 2000).

CO,H fz
_N
"\ S
S7N
cl
cl
XLII

MNEC (gyraza) = 0,5 pg/ml
MIC (S. pyogenes) = 0,5 ug/ml

Obr. 30: Struktura pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinového derivatu s inhibicni aktivitou
viici bakterialni DNA gyraze.

Ptipraven a popsan byl také pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovy derivat s inhibicni
aktivitou vic¢i enzymu S-adenosylhomocysteinazy (AHCY), (Ullas a kol., 1988). AHCY
katalyzuje = reverzibilni  hydrolyzu  S-adenosyl-L-homocysteinu na  adenosin

a homocystein (de La Haba a Cantoni, 1959). (R)-3-(4-aminopyrazolo[1,5-a]-1,3,5-
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triazin-8-yl)propan-1,2-diol (XLIII) (Obr. 31) inhibuje AHCY s hodnotou K; =334 nM
(Ullas a kol., 1988).

H,

NéLN/N

\

XL
K; (AHCY) = 334 nM

Obr. 31: Struktura pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinoveho derivatu s inhibicni aktivitou viici AHCY.

2.3.1.2 Receptorové ligandy

Pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovy heterocyklus se projevil jako vhodna struktura
pro piipravu antagonisti adenosinovych receptorit (AR), (EP 459702 Al; de Zwart
akol., 1999; WO 2004092170 A2). Jako priklad lze uvést 7-amino-2-(2-furyl)-5-[2-(4-
hydroxyfenyl)ethyl]amino[1,2,4]triazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin, respektive =~ ZM241385
(XLIV) (Obr. 32). Derivat XLIV je vyznamnym antagonistou adenosinového receptoru
Aza s hodnotou K (Aza) = 1,78 nM (de Zwart a kol., 1999; Doré a kol., 2011). Receptor
Aja je jednim ze 4 podtypt adenosinového receptoru (Aj, Aza, Azp, A3) a je dilezitym
cilem v ramci 1é€by kardiovaskularnich poruch a Parkinsonovy choroby (Sun a kol.,
2017; de Lera Ruiz akol.,, 2014). Vici adenosinovému receptoru Ag ma XLIV
hodnotu K;jiz vyssi: K; (Azg) = 16,5 nM (de Zwart a kol., 1999).

NH,
N)\\N)QN O
H
XLIV

K; (Agp) = 1,78 nM
K; (Agg) = 16,5 nM

Obr. 32: Struktura vyznamného antagonisty receptoru A,y ZM241385.

Dale se podafilo pfipravit nékolik potencidlnich antagonistii purinergniho
receptoru P2Y s pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovym skeletem (Raboisson a kol., 2002a).

Receptor P2Y je lokalizovany v raznych tkénich a ma strukturu typickou pro receptory
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sptazené s G-proteinem. Je aktivovan prostiednictvim adenosin-5’-difosfatu (ADP),
ptipadné od n¢j odvozenych analogl a je nezbytny pro agregaci trombocytti (Raboisson
a kol., 2002b). NejvyznamnéjSim antagonistou je 2,N(6)-dimethyl-2'-deoxyadenosine-
3',5'-bisfosfatovy strukturni analog (XLV) (Obr. 33). V ramci in vitro 1 in vivo testi
se XLV projevil jako silny inhibitor ADP-indukované trombocytarni agregace

(Raboisson a kol., 2002a).

N
0]
o.M
HO, /OH - \P/OH
-0 1/
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O
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Obr. 33: Struktura pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinového antagonisty purinergniho receptoru
P2Y;.

Pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triaziny jsou také vyznamnymi antagonisty receptoru
pro cotricotropin-releasing factor (CRF), (WO 1999067247 A1; US 20050113375 Al).
CRF je hormonem a neurotransmiterem, ktery je uvolnovan v mozku jako odezva
na stres, endokrinni nebo imunitni reakce (Slater a kol., 2018). Pfipraveny a popsany
byly ¢tyfi  veétsi skupiny pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin0 jako potencidlnich CRF
antagonisti (He a kol., 2000; Gilligan a kol., 2003; Gilligan a kol., 2009a; Gilligan
a kol., 2009b ). Prvni skupinu ptedstavuji pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triaziny substituované
dichlorfenylem nebo bromchlorfenylem v pozici C8 (WO 1998003510 Al; He akol.,
2000). Mezi nejslibnéjsi latky patii 8-(2,4-dichlorfenyl)-N-(1,3-dimethoxypropan-2-yl)-
2,7-dimethylpyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin-4-amin ~ (XLVI), kteryje  oznafovan
jako DMP 696. XLVI je nekompetitivnim antagonistou s vysokou selektivitou 1 afinitou
k receptoru CRF;. Ma anxiolyticky a antidepresivni Uc¢inek, dobrou biodostupnost
pfi perordlnim podani a vhodné farmakokinetické vlastnosti. Hodnota K; vii¢i CRF; je
1,7 nM (He a kol., 2000; McElroy a kol., 2002). Dalsi vyznamnou latkou antagonisticky
pusobici vici CRF; receptoru je 8-(4-brom-2-chlorfenyl)-N,N-bis(2-methoxyethyl)-2,7-
dimethylpyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin-4-amin (XLVII) s oznacenim MIJL-1-109-2.
Hodnota K; vi¢i CRF; je zde témét srovnatelna s XLVI (1,7 nM), (Jagoda a kol., 2003;
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Zhao a kol.,, 2007). Vyznamny zastupce druhé strukturdlné¢ odlisné¢ skupiny
pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovych antagonistii, kterd zahrnuje nckolik derivati
s hodnotami K; menSimi nez 10 nM, je 4-(2-chlor-4,5-dimethoxyfenyl)-7-ethyl-8-
(heptan-4-yl)-2-methylpyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin  (XLVIII). XLVIII vykazuje
vysokou afinitu k obéma typim CRF receptorii (CRF; a CRF,) shodnotou
K (CRF) = 0,7 nM (Gilligan a kol., 2003). Zminén¢é derivaty XLVI, XLVII a XLVIII
jsou uvedeny na Obr. 34. Tteti skupina pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovych antagonista
zahrnuje nov¢jsi 8-(4-methoxyfenyl)pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinové derivaty. Nejlepsi
vysledky  byly dosazeny v pfipadé  8-(4-methoxy-2-methylfenyl)-N,N-bis(2-
methoxyethyl)-2,7-dimethylpyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin-4-aminu (XLIX), ktery diky
vysoké selektivité vici receptoru CRF; (s ICsg = 4,7 nM) adobrému
farmakokinetickému profilu postoupil do klinického testovéani (Gilligan a kol., 2009a).
Posledni skupinu ptedstavuji pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triaziny substituované v pozici C8
pyridinem.  Nejdalezitéj§im  zastupcem je  N-((R)-sec-butyl)-8-(6-methoxy-2-
methylpyridin-3-yl)-2,7-dimethylpyrazolo[ 1,5-a]-1,3,5-triazin-4-amin (L) s hodnotou
ICso (CRF;) = 6,1 nM. L diky dobrym farmakokinetickym vlastnostem také postoupil
do klinickych test (Gilligan a kol., 2009b). Nov¢jsi derivaty XLIX a L jsou uvedeny
na Obr. 35.
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Obr. 34: Struktury pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovych antagonistiit CRF receptoru XLVI,
XLVII a XLVIII s prislusnymi hodnotami K.
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Obr. 35: Struktury novéjsich pyrazolo[1,5-af-1,3,5-triazinovych antagonistit CRF receptoru
XLIX a L s prislusnymi hodnotami ICs,.
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Dale byly syntetizovany pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triaziny s antagonistickym
ucinkem vuci kanabinoidnim receptorim (CB) s terapeutickym potencidlem v ramci
onemocnéni centralni nervové soustavy (WO 2004069837 A1; WO 2005049615 Al;
WO 2006131807 A1). Za zminku stoji 2-methylpyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovy derivat
substituovany v pozici C7 a C8 chlorfenylem a v pozici C4 3-ethylaminoazetidin-3-
karboxamidem (LI) (Obr. 36). LI se ve form¢ benzensulfonové soli ke kanabinoidnimu
receptoru CB; vaze s vysokou afinitou i selektivitou s K; (CB;) =0,33 nM. Dale bylo
zjisténo, ze antagonisté CB; typu derivatu LI mohou zvysit G¢inek dopaminomimetik
v ramci terapie Parkinsonovy choroby (Cao a kol., 2007).

O
HN
HoN

/

LI
K; (CB,) = 0,33 nM

Obr. 36: Struktura pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinového antagonisty receptoru CB; s prislusnou
hodnotou K.

Nékteré 4-oxopyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triaziny substituované v pozicich N3, C4
a C7 se projevily jako antagonisté receptorti pro angiotenzin II (AIl). Derivat LIT
(Obr. 37) projevil v in vitro experimentech vysokou afinitu k AIl receptorim a v in vivo
testech zpiasobil zna¢né snizeni AIl receptorové odpovédi. Hodnota ICsy vuci All

receptoru byla v tomto piipadé 63 nM (US 5358947 A).

56



LI
ICs (All) = 63 nM

Obr. 37: Struktura 4-oxopyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinového All antagonisty s prislusnou
hodnotou ICs.

Déle bylo syntetizovano vice variant 8-aryl-4-oxopyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinové
struktury antagonisticky pusobici vii¢i androgennimu receptoru (AR) s hodnotami ICsg
vrozmezi 12 az 23 nM (LIII) (Obr. 38), (EP 594149). Derivaty 4-amino-8-aryl-2,7-
dimethylpyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinu s rliznymi substituenty v pozicich C2, C7 a C8
byly identifikovany jako modulatory receptoru neuropeptidu Y; (WO 2001023387;
WO 2001023388 A3). Nekteré dalsi latky odvozené od pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-
triazinového cyklu funguji také jako ligandy receptoru pro 5-hydroxytryptamin (5-HTg),
(EP 0941994 Al).

L
R4 = Me, OMe
R, = Me, OMe

IC5o (AR) = 12 - 23 nM

Obr. 38: Obecna struktura pyrazolof1,5-a]-1,3,5-triazinového antagonisty AR s prislusnymi
hodnotami ICs,.
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2.3.1.3 Dalsi biologické vlastnosti

Kromé vyse uvedenych vlastnosti pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazind je tfeba také zminit
1,3,5-triazin-2,4-diaminu, ktery je oznacovan jako LA2851 nebo Dametralast (LIV)
(Obr. 39) a je velice slibnou latkou pro 1é¢bu respira¢nich onemocnéni véetné astmatu
(Junien a kol., 1981; Junien a kol., 1982). Prokdzan byl také jeho inhibi¢ni ucinek
vuci enzymu PDE, pfestoze se nejednalo o primarni zdmér studie, a pifi studii
jeho mechanismu ucinku bylo zjiSténo, ze ovliviluje metabolické dé&je spojené
s lipoxygenazou (Junien a kol., 1982; Guillaume a Lakatos, 1983). U latek odvozenych
od LIV se v preklinickych i naslednych klinickych testech projevil velky potenciél
nejen vramci terapie astmatu. Maji také CasteCny vliv na kardiovaskularni systém
a centralni nervovou soustavu a s nejveétsi pravdépodobnosti funguji jako antagonisté

AR (DE 2900288 A1).
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Obr. 39: Struktura léciva Dametralastu (LA2851).

Ptipravit se také podafilo n€kolik pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovych nukleosidd,
u kterych byla v ptipad¢ leukémii prokdzana antiproliferacni aktivita. Latkou s nejvetsi
biologickou aktivitou byl 4-methylthio-8-(f-D-ribofuranosyl)pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-
triazin (LV), (Tam a kol., 1979). Jeho struktura je uvedena na Obr. 40.

Obr. 40: Struktura pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinového nukleosidu s antileukemickou aktivitou.
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2.3.2

Syntetické pristupy vedouci k pripravé pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinového

heterocyklu

Na zaklad¢ publikované literatury lze fici, Ze obecné existuji 4 mozné postupy,

jak pfipravit pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovy heterocyklus:

1.

ptipojeni 1,3,5-triazinového cyklu na ptipraveny pyrazolovy cyklus (Nie a kol.,
2007),

pripojeni pyrazolového cyklu na pfipraveny 1,3,5-triazinovy cyklus (Stevens

a kol., 1984),

soucasna syntéza pyrazolového a 1,3,5-triazinového cyklu (Abed a kol., 1988),
syntéza pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinového heterocyklu pomoci transformacnich

reakci (Stevens a kol., 1984).

2.3.2.1 Pftipojeni 1,3,5-triazinového cyklu na pripraveny pyrazolovy cyklus

Napojeni 1,3,5 triazinové struktury na pyrazolovy cyklus je nejcastéji vyuZivanou

metodou pro pfipravu pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinového heterocyklu (Salem a kol.,

1993; Nie a kol., 2007; Bekircan a kol., 2005; Lim a kol., 2014). Pfipraveny pyrazolovy

cyklus mize byt cyklizovan na pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin 10 rGznymi zpisoby

(viz Obr. 41):

1.

cyklizaci 3(5)-aminopyrazoli s2 atomy uhliku a 1 atomem dusiku
(Vishwakarma a kol., 1988),
cyklizaci 3(5)-aminopyrazoli s reaktanty poskytujicimi C-N fragment a 1 atom

uhliku (Graubaum a Schweim, 1991),

. cyklizaci 3(5)-aminopyrazolti s reaktanty poskytujicimi C-N-C fragment

(Bekircan a kol., 2005),
cyklizaci 1-acylpyrazolidindionti s reaktanty poskytujicimi N-C-N fragment
(Salem a kol., 1993),
cyklizaci S5-aminopyrazolli s uhlikovym atomem navdzanym v pozici N1
s reaktanty poskytujicimi C-N fragment (Fischer a kol., 1976),
cyklizaci pyrazoli s navazanym N-C fragmentem v pozici C3(5) s reaktanty
poskytujicimi C-N fragment (DE 3644343 Al),
cyklizaci 5-aminopyrazoli s navazanym C-N fragmentem v pozici N1 s jednim
uhlikovym atomem (Senga a kol., 1975),
cyklizaci pyrazoli obsahujicimi N-C-N fragment v pozici C3(5) sjednim
uhlikovym atomem (Novinson a kol., 1974),
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9. intramolekularni cyklizaci S5-aminopyrazol obsahujicimi C-N-C fragment
v pozici N1 (Nie a kol., 2007),

10. intramolekularni cyklizaci pyrazoli obsahujicimi N-C-N-C fragment v C3(5)
pozici (Strohmeyer a kol., 1985).
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N
/ ~
/ ~y-N N—-N N“N-N
N-N N. N N™ "N 9. -
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5. &N Ng — I\LNJ\) 10. &NJ g kNJ\)

Obr. 41: Obecné nazorné schéma zpisobii tvorby pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinového
heterocyklu pripojenim 1,3,5-triazinového cyklu k pyrazolové strukture.

Jako pfiklad cyklizace 3(5)-aminopyrazolt s 2 atomy uhliku a 1 atomem dusiku
lze uvést kondenzaéni reakce 3(5)-fenylaminopyrazolii (LVIa) s riznymi variantami
primarnich aminQ za pfitomnosti formaldehydu a vzniku
1-fenyl-1,2,3,4-tetrahydropyrazolo[ 1,5-a]-1,3,5-triazinovych derivati (LVID),
(Vishwakarma a kol., 1988). Schéma reakce je uvedeno na Obr. 42.
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Obr. 42: Schéma pripravy I-fenyl-1,2,3,4-tetrahydropyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovych
derivati reakct 3(5)-fenylaminopyrazolu s primdrnimi aminy.

V ptipadé¢ druhé uvedené moznosti, tedy cyklizace 3(5)-aminopyrazoll
s reaktanty poskytujicimi C-N fragment a 1 atom uhliku, Ize uvést reakci
3(5)-aminopyrazolu (LVIb) s arylkyanaty za pouziti acetonu jako rozpoustédla, reakce
vede ke vzniku  4-aryloxy-2,2-dimethyl-2,3-dihydropyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazind
(LVIII), (Graubaum a Schweim, 1991). Schéma reakce je uvedeno na Obr. 43.

OR
N—NH aceton, ROCN, 30°C, 24h N)\N’N\
/ g /‘\)
K/\NHZ N S
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LVIb R = Ph, CgHsMe-4 LV

Obr. 43: Schéma pripravy 4-aryloxy-2,2-dimethyl-2,3-dihydropyrazolo[1,5-a]-1,3, 5-triazini
reakci 3(5)-aminopyrazolu s arylkyanaty.

Nézorny pftiklad cyklizace 3(5)-aminopyrazoll s reaktanty poskytujicimi C-N-C
fragment predstavuje reakce 3(5)-aminopyrazolu (LVIb) s ethyl-N-benzoylimidaty
(LIX), pii které vznikaji derivaty 2,4-diarylpyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinové struktury
(LX), (Bekircan a kol., 2005). Schéma reakce je zndzornéno na Obr. 44.
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Obr. 44: Schéma pripravy 2,4-diarylpyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinu reakci 3(5)-aminopyrazolu
s ethyl-N-benzoylimidaty.

Ctvrtou moznost, jak piipravit pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovy heterocyklus
pfipojenim 1,3,5-triazinu k pyrazolové struktufte, pfedstavuje reakce
N-acetylpyrazolidindiont (LXI) s mo€ovinou v ethanolu v pfitomnosti kyseliny octové
za vzniku 4-methyl-6-fenylpyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin-2,7-dionovych derivati (LXII),

(Salem a kol., 1993). Schéma reakce je znazornéno na Obr. 45.
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R = CgH4(OMe),-3,4, 1-naftyl, 2-thienyl

Obr. 45: Schéma pripravy 4-methyl-6-fenylpyrazolof1,5-aj-1,3,5-triazin-2, 7-dionovych derivatii
reakci N-acetylpyrazolidindionit s mocovinou.

Dalsi moZnosti je cyklizace 5-aminopyrazolli s uhlikovym atomem navazanym
vpozici N1 sreaktanty poskytujicimi C-N fragment. Tento typ heterocyklizace
pfedstavuje reakce S-amino-3-arylpyrazol-1-karbodithioati (LXIII) s kyanamidem
nebo isothiokyanaty za vzniku 2-amino-4-thioxo- nebo 2,4-dithioxopyrazolo[1,5-a]-
1,3,5-triazinti (LXIV a LXYV), (Fischer a kol., 1976). Schémata obou typt reakci jsou

znazornéna na Obr. 46.
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Obr. 46: Schéma pripravy 2-amino-4-thioxo- nebo 2,4-dithioxopyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinu
reakci s kyanamidem nebo isokyanaty.

V poradi Sestou moznosti je cyklizacni reakce pyrazolovych derivath
s navazanym N-C fragmentem v pozici C3(5) s reaktanty poskytujicimi C-N fragment.
Zde lze jako nazorny priklad uveést reakci (Z£)-methyl-3-(N-(2,6-
difluorofenyl)sulfamoyl)-5-((1-methoxyethyliden)amino)-1H-pyrazol-4-karboxylatu
(LXVI) s methyl isokyanatem nebo methyl isothiokyanatem za vzniku 4-oxo-
nebo 4-thioxopyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovych  derivatt (LXVII a LXVIII),
(DE 3644343 Al). Schémata obou reakci jsou uvedena na Obr. 47.
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Obr. 47: Schéma pripravy 4-oxo- nebo 4-thioxopyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovych derivatii
reakci s methyl isokyandtem nebo methyl isothiokyandtem.

Jako ptiklad cyklizace 5-aminopyrazolového derivatu snavazanym C-N
fragmentem v pozici N1 sjednim uhlikovym atomem lze uvést reakci 5-amino-1-
methylkarbamoylpyrazolu (LXIX) s triethyl orthoformatem za vzniku 3-methyl-4-
oxopyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinové struktury (LXX), (Senga a kol., 1975). Schéma

reakce je uvedeno na Obr. 48.
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Obr. 48: Schéma pripravy 3-methyl-4-oxopyrazolo[1,5-a]-1,3, 5-triazinu reakci 5-amino-1-
methylkarbamoylpyrazolu s triethyl orthoformdtem.

Dal8i moznosti je cyklizace pyrazoli obsahujicimi N-C-N fragment v pozici
C3(5) sjednim uhlikovym atomem. Zde lze uvést reakci N-(3-fenyl-1H-pyrazol-5-
yl)acetimidamidu (LXXI) sbromkyanem, pii které vznikd 4-amino-2-methyl-7-
fenylpyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin (LXXII), (Novinson a kol., 1974). Schéma reakce je

uvedeno na Obr. 49.
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Obr. 49: Schéma pripravy 4-amino-2-methyl-7-fenylpyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinu reakci N-(3-
fenyl-1H-pyrazol-5-yl)acetimidamidu s bromkyanem.

Intramolekuldrni cyklizace 5-aminopyrazolti, které maji C-N-C fragment
navazany v pozici N1, pfedstavuje devatou moznost piipravy pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-
triazinového heterocyklu pomoci napojeni 1,3,5-triazinové struktury k pyrazolovému
kruhu. Pfikladem miZze byt heterocyklizace (Z)-methyl-5-amino-4-kyano-N-
(ethoxykarbonyl)-1H-pyrazol-1-karbimidothiodtu (LXXIIT) v pfitomnosti
diazabicykloundekanu za vzniku = 8-kyano-4-methylthio-2-oxopyrazolo[1,5-a]-1,3,5-
triazinu (LXXIV), (Nie a kol., 2007). Schéma reakce je uvedeno na Obr. 50.
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Obr. 50: Schéma heterocyklizace (Z)-methyl-5-amino-4-kyano-N-(ethoxykarbonyl)-1 H-pyrazol-
1-karbimidothioatu v pritomnosti DBU.

Posledni variantou je intramolekularni cyklizace pyrazold obsahujicimi N-C-N-C
fragment v C3(5) pozici. Zakladnimi ptedpoklady pro pribéh reakce jsou vyssi teplota
a bazické prostfedi.  Prikladem je heterocyklizace (Z)-4-chlor-N-(1-((3-fenyl-1H-
pyrazol-5-yl)imino)ethyl)benzamidu (LXXYV), kdy v pfitomnosti uhli¢itanu draselného
vznikd  4-(4-chlorfenyl)-2-methyl-7-fenylpyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin (LXXVI),
(Strohmeyer a kol., 1985). Schéma reakce je uvedeno na Obr. 51.

65



Cl

cl
K,CO3, MeCN, 80°C, 3,5 h
S .
N—NH BH\ NZ N’N\: <:>
/ Y
Z N ~
W N )\N
LXXV LXXVI

Obr. 51: Schéma pripravy 4-(4-chlorfenyl)-2-methyl-7-fenylpyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinu
heterocyklizaci (Z)-4-chlor-N-(1-((3-fenyl-1H-pyrazol-5-yl)imino)ethyl)benzamidu.

2.3.2.2 Pripojeni pyrazolového cyklu na pripraveny 1,3,5-triazinovy cyklus

Pro vytvotfeni pyrazolového cyklu na pfipraveny 1,3,5-triazinovy cyklus existuje
jen jedind moZnost, a to intramolekularni cyklizace 1,3,5-triazinu s navazanym C-C-N
fragmentem, jak je zndzornéno na Obr. 52 (Gescher a kol., 1977; Stevens a kol., 1984).

N/\N_N

NN N /I\)
LA L
Obr. 52: Nazorné obecné schéma tvorby pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinového heterocyklu
napojenim pyrazolového cyklu na 1,3,5-triazin.

Tento synteticky pfistup zahrnuje rozkladné reakce hydrazinovych
nebo azidovych derivatid 6-fenyl-1,3,5-triazin-2,4-diaminu (LXXVII a LXXVIII)
za vzniku 9-methyl-1,3,5-triazino[ 1,2-b]indazol-2,4-diaminG (LXXIX) a wuvolnéni
amoniaku nebo dusiku (Gescher a kol., 1977; Stevens a kol., 1984). Schémata obou

typt reakci jsou uvedeny na Obr. 53.
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Obr. 53: Schéma pripravy 9-methyl-1,3,5-triazino[ 1,2-b]indazol-2,4-diaminii rozkladnou reakci
hydrazinovych nebo azidovych derivati 6-fenyl-1,3,5-triazin-2,4-diaminu.

2.3.2.3 Soucasna syntéza pyrazolového a 1,3,5-triazinového cyklu

Pouze jedna varianta cyklizani reakce umoziuje soucasné zacykleni pyrazolového
a triazinového cyklu za vzniku pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinového heterocyklu. Jedna
se o intramolekularni cyklizaci otevieného fetézce obsahujiciho 5 atomt uhliku
a 4 atomy dusiku (tedy CsNy), viz Obr. 54 (Elmoghayar a kol., 1984; Elmoghayar a kol.,
1985).

N/\N’N N/\N’N
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Obr. 54: Nazorné obecné schéma tvorby pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinového heterocyklu
soucasnym zacyklenim pyrazolového i triazinového cyklu.

Jako priklad lze uveést intramolekularni cyklizaci N-acyl-2-
kyanoacetylthiosemikarbasidii (LXXX), pfii které vznikaji 7-0x0-
4-thioxopyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinové derivaty (LXXXI) snavazanymi riznymi
substituenty v pozici C2 (Abed a kol., 1988; Elmoghayar a kol., 1984; Elmoghayar
a kol., 1985). Schéma reakce je uvedeno na Obr. 55.

67



S S

NH 5% KOH, reflux, 2 h H
HN—N>H_ }/-—R / - HNJkN’N
Oi o s )%):O
CN R™ N
LXXX R = Me, Ph B LXXXI
~_" S

Obr. 55: Schéma pripravy 7-oxo-4-thioxopyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinii intramolekuldrni
cyklizaci N-acyl-2-kyanoacetylthiosemikarbasidii.

2.3.2.4 Syntéza pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinového heterocyklu pomoci
transformacnich reakci

Tato strategie ptipravy pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinli zahrnuje 3 varianty reakci (Chu
a kol., 1986; El-Saraf a kol., 2003; Gescher a kol., 1977; Stevens a kol., 1984). Prvni
moznost l1ze demonstrovat reakci derivati 3(5)-aminopyrazolu (LVIb) s 1,3-dimethyl-5-
azauracilem (LXXXII), pii které dochazi ke vniku 4-oxopyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinti
(LXXXIII). Tato varianta byla vyuzita pii syntéze nukleosidi odvozenych
od pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinového heterocyklu (Chu a kol., 1986). Schéma reakce je

uvedeno na Obr. 56.
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Obr. 56: Priprava 4-oxopyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazimi transformaci 3(5)-aminopyrazolii
a 1,3-dimethyl-5-azauracilu.

Druhou variantou je transformace 1,3,5-thiadiazinového cyklu na 1,3,5-triazin
v pfitomnosti  hydrazinu za vzniku pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinové struktury.
Jako konkrétni piiklad lze uvést transformaci 6-fenyl-2,4-dithioxo-6,8-dihydro-2H-
pyrazolo[1,5-c]-1,3,5-thiadiazin-7(4H)-onu  (LXXXIV) na 3-amino-6-fenyl-2,4-
dithioxo-3.4,6,8-tetrahydropyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin-7(2H)-on (LXXXYV), ktera je
uvedena na Obr. 57 (El-Saraf a kol., 2003).
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Obr. 57: Schéma pripravy 3-amino-6-fenyl-2,4-dithioxo-3,4,6,8-tetrahydropyrazolo[1,5-a]-
1,3,5-triazin-7(2H)-onu transformaci 6-fenyl-2,4-dithioxo-6,8-dihydro-2H-pyrazolo[1,5-c]-
1,3,5-thiadiazin-7(4H)-onu.

Tteti variantu pak predstavuje transformace 1,2,3-triazinového cyklu na cyklus
pyrazolovy (Gescher a kol., 1977; Stevens a kol., 1984). Zde lze uvést transformacni
reakci  2-imino-2H-benzo[e]-1,3,5-triazino[ 1,2-c]-1,2,3-triazin-4-amini  (LXXXVI),
kdy za pfitomnosti azidu sodného a kyseliny octové vznikaji na 1,3,5-triazino[1,2-
blindazol-2,4-diaminové derivaty (LXXIX), (Stevens a kol., 1984). Reak¢ni schéma je

znazornéno na Obr. 58.
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Obr. 58: Priprava 1,3,5-triazino[1,2-b]indazol-2,4-diaminii transformacni reakci 2-imino-2H-
benzo[e]-1,3,5-triazino[1,2-c]-1,2,3-triazin-4-aminii.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Material a metody

Pro hodnoceni pribéhu jednotlivych reakci bylo vyuzito metody tenkovrstevné
chromatografie (TLC) na hlinikovych deskéach se silikagelem od spole¢nosti Merck
(60 WF 254). Desky s nanesenymi vzorky byly vizualizovany prostfednictvim UV
lampy (Camag) s vinovymi délkami 254 nm nebo 366 nm. Cisténi nékterych reakénich
produktii bylo provedeno kolonovou chromatografii s vyuzitim silikagelu o velikosti
Castic 230 — 400 mesh a velikosti pori 60 A zakoupeného u firmy Sigma Aldrich.
Pro odpateni rozpoustédel bylo pouzito rotacnich vakuovych odparek znacky Heidoplh
Instruments. K vysuSeni né€kterych produktl bylo vyuZito suSdrny znacky Memmert
(UF 55). Pro kontrolu hodnoty pH bylo vyuzito indikatorovych pH papirkit pro pH
0 - 12 (Lach-ner).

Ptipravené latky byly analyzovany s vyuzitim metody nukledrni magnetické
rezonance (NMR). Spektra byla ziskéna pfti frekvenci 125 MHz (*C) a 500 MHz ('H)
na pfistroji JEOL 500 ECA (JEOL Ltd). VSechny vzorky byly pfed samotnym méfenim
rozpustény v deuterovaném dimethylsulfoxidu (DMSO-ds). Chemicky posun je uveden
v jednotkach ppm.

Hmotnostni spektra pfipravenych latek byla ziskdna s vyuZitim hmotnostniho
spektrometru Q-TOF MICRO (Waters) pomoci pozitivni ionizace elektrosprejem.
Identifikace dané latky byla vzdy provedena podle dominantniho iontu. Cistota
pfipravenych latek byla urc¢ena s vyuzitim metody HPLC. Analyza probé&hla na koloné
sreverzni fazi (150 mm x 2,1 mm, 5 pm, Symmetry C18, Waters). Jednotlivé vzorky
byly vZzdy rozpustény v dané mobilni f4zi a nésledné naneseny na kolonu. Eluce byla
provedena linedrnim gradientem (methanol/15SmM mravenéan amonny, pH = 4)
pii pritoku 0,25 ml/min. Detekce sniméni kladnych iontii byla provedena ve full scan
modu v rozsahu vinovych délek 50 — 1000 nm. Nékteré latky byly také analyzovany
prostfednictvim plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii na pfistroji
Shimadzu GC-MS QP 2010+, a to na kolon¢ DB-5MS (Agilent, 30 m x 5 pm). Analyza
probéhla elektronovou ionizaci (electron impact) +70 eV s nastavenim 60 °C,
15 °C/min, 280 °C (5 min). Méfeni probihalo ve splitless rezimu. Nasttik 1ul vzorku
o koncentraci 1mg/ml byl proveden pfi teploté 280 °C.

Pouzitd rozpoustédla byla zakoupena od firmy Lach-ner a Sigma Aldrich, ostatni

chemikalie pak od firmy Fluka, Sigma Aldrich a VWR.
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Pouzité chemikalie: cyklopentanon, kyanooctovd kyselina, octan amonny,
kyselina octova (AcOH), praskova méd (Cu), bezvodny siran sodny (Na,SOy),
nasyceny roztok chloridu sodného (NaCl), 10% palladium na aktivnim uhli (Pd-C),
2M diisopropylamid litny (LDA), ethylformiat, 5% roztok hydrogenuhli¢itanu sodné¢ho
(NaHCOs3), 80% hydrazin hydrat (NH,NH; - H,O), 1M kyselina chlorovodikova (HCI),
IM hydroxid sodny (NaOH), ethoxykarbonyl isokyanat, ethoxykarbonyl isothiokyanat,
terc-butoxid draselny ((CH3);COK), methyljodid (CHsl), dimethylsulfat ((CH3),SO,),
trichlorid  fosforylu  (POCI;), fenylfosforoxydichlorid, triethylamin (TEA),
N,N-diisopropylethylamin (DIPEA), 3-chlorperbenzoova kyselina,
trans-1,4-diaminocyklohexan, 25% vodny roztok amoniaku (NH40OH),
N,N-dimethylanilin (N,N-DMA), 4-brom-1H-pyrazol-3-amin, 4-(pyrrolidin-1-yl)anilin
dihydrochlorid, uhli¢itan draselny (K,COs3), manganistan draselny (KMnOj), ninhydrin,
destilovana voda, suchy led (CO,).

Pouzita rozpousStédla: toluen, ethylenglykol, ethylacetat (EtOAc), methanol
(MeOH), ethanol (EtOH), tetrahydrofuran (THF), dioxan, dimethylformamid (DMF),
terc-butanol (#-butanol), methyl tert-butylether (MTBE), dichlormethan (DCM),
n-propanol, chloroform (CHCIl;), hexan, deuterovany dimethylsulfoxid (DMSO-dy).
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3.2 Syntéza pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovych derivati
3.2.1 Priprava 4-cyklopentyl-1H-pyrazol-5-aminu

3.2.1.1 Priprava 2-kyano-2-cyklopentylidenoctové kyseliny (3), (Wan a kol., 1983;
Sharma a Bhatia, 1989)

Q o] CH3COONH,, toluen, 140°C, 2-3h  NC
3 4, toluen, ; OH
* ne g |
OH

1 2 3

Obr. 59: Reakcni schéma pripravy 2-kyano-2-cyklopentylidenoctové kyseliny.

Do vysusené dvojhrdlé banky byly postupné pifidany reaktanty: cyklopentanon (1)
(126 mmol), kyanooctova kyselina (2) (126 mmol) a octan amonny (19 mmol).
Nésledné byl k reakéni smési pfidan toluen (80 ml). Banka sreakéni smési byla
umisténa do olejové lazn¢€ a k banice byl pfipojen néstavec pro azeotropni destilaci.
Reakce probihala za stalého michani pfi teploté¢ 140 °C po dobu 2 az 3 hodin. Béhem
reakce bylo sledovano mnozstvi vyprodukované vody. Teoretickd produkce vody ¢inila
2,32 ml, skutecnd produkce vody pakbyla 2,30 ml. Po 2 az 3 hodinach,
kdy se jiz neménilo mnozstvi vyprodukované vody, byla reakce ukoncena. Pribch
reakce byl zhodnocen metodou TLC (toluen : dioxan : kyselina octova; 17:3:1).

Reakéni smés se poté nechala zchladnout na laboratorni teplotu a nasledné byla
umisténa do mrazaku (-5 °C) na 30 minut. Po 30 minutidch byly vyloucené krystaly
zfiltrovany pomoci frity a promyty vychlazenym toluenem (3 x 10 ml). Promyté
krystaly byly z frity seSkrabany do Petrtho misky a zvaZeny. Mokry produkt byl
nasledné¢ umistén do suSarny, kde byl ponechdn do nésledujiciho dne pii 60 °C.

Dalsi den byl vysuSeny produkt opét zvaZzen a pouzit do dalsi reakce.

72



3.2.1.2 Priprava 2-cyklopentylideneacetonitrilu (4), (Grieco a Yokoyama, 1977)

O
NC

NC | OH ethylenglykol, Cu, 160°C, 2 h . |

3 4

Obr. 60: Reakcni schéma pripravy 2-cyklopentylideneacetonitrilu.

Do vysusené¢ banky byla pifidana 2-kyano-2-cyklopentylidenoctova kyselina (3)
(76,1 mmol), praskova méd (7,61 mmol) a ethylenglykol (70 ml). Reak¢ni smés byla
umisténa do olejové 14zné a k baiice byl pfipojen chladi¢. Reak¢éni smés se ponechala
michat pfiteplot¢ 160 °C po dobu 2 hodin. Po dvou hodinidch byl pribéh reakce
zkontrolovan metodou TLC (ethylacetdt : hexan; 1:1; detekce manganistanem
draselnym). Reakéni smés se poté ponechala zchladnout na laboratorni teplotu.

Déale byla reakéni smés zfiltrovana ptes kiemelinu pomoci frity a promyta
ethylacetaitem (3 x 10 ml). K filtratu byla pfidana destilovana voda (350 ml)
a ethylacetat (150 ml). Organicka faze byla odd€lena pomoci dé€lici nalevky. Vodna faze
byla poté v délici ndlevce protiepana s ethylacetatem (3 x 100 ml). Organické faze byly
spojeny dohromady, protiepany nasycenym roztokem chloridu sodného, vysusSeny
bezvodnym siranem sodnym a zfiltrovany pomoci frity. Rozpoustédlo bylo odpateno
s vyuzitim rota¢ni vakuové odparky. VysuSeny azvdzeny produkt byl pouzit

do nasledujici reakce.

3.2.1.3 Priprava 2-cyklopentylacetonitrilu (5), (Wan a kol., 1983; Park a kol., 1986)

NC NC
| Pd-C, Hy, MeOH, lab. t.

4 5

Obr. 61: Reakcni schéma pripravy 2-cyklopentylacetonitrilu.

Do vysuSené¢ Erlenmeyerovy bainky byl pfidan 2-cyklopentylideneacetonitril (4)
(86,6 mmol) a methanol (150 ml). Reakéni smés se na 5 minut ponechala promyt

dusikem. Poté bylo k reakéni smési pfidano 10% paladium na aktivnim uhli (1 mol %).
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Reakéni smés byla piipojena k hydrogenac¢ni aparatufe. Hydrogenace probihala
za stalého michani a jeji prabéh byl kontrolovan na zékladé¢ spotfeby vodiku. Teoreticka
spotfeba vodiku c¢inila 1,94 1, redlna spotfeba pak byla 2,12 1 vodiku. Ve chvili,
kdy jiz nedochazelo k dalsi spotieb¢ vodiku, byla reakce ukoncena.

Po ukonceni reakce a odpojeni hydrogenacni aparatury se reakéni smeés
ponechala na 5 minut promyt dusikem. Nésledn¢ byla reakéni smeés zfiltrovana
pies kiemelinu s vyuzitim frity a promyta methanolem (3 x 10 ml). Methanol byl
odpafen pomoci rotacni vakuové odparky. Pribéh reakce byl zhodnocen pomoci
metody TLC (chloroform : methanol; 19:1; detekce manganistanem draselnym).

Produkt reakce byl zvazen a pouzit déle.

3.2.1.4 Priprava 2-cyklopentyl-3-oxopropanenitrilu (6), (WO 2015074135 Al)

NC NC
~0
LDA, HCOOC,Hs, THF, -78°C, 45 min, lab. t., 20 h

5 6

Obr. 62: Reakcni schéma pripravy 2-cyklopentyl-3-oxopropanenitrilu.

Do vysusené dvojhrdlé banky byl pfidan tetrahydrofuran (100 ml). Baiika byla umisténa
do chladici 1azné€ s ethanolem. Rozpoustédlo bylo s vyuzitim suchého ledu ochlazeno
na -78 °C a kratce promyto dusikem. Teplota byla kontrolovana pomoci rtutového
teploméru. Zastdlého michani byl do banky postupné pifidan 2M  roztok
diisopropylamidu litného (64,22 mmol). Reak¢éni smés se ponechala michat 20 minut
pii teploté okolo -78 °C. K reak¢ni smési byl poté pomoci ptikapavaci nalevky postupné
pfidan  2-cyklopentylacetonitril  (5) (47,56 mmol), kterybyl rozpustén
v tetrahydrofuranu (50 ml). Reakéni smés se ponechala michat pfiteplot¢ -78 °C
po dobu 20 minut. Nasledné byl k reakéni smési pomoci ptikapavaci nalevky postupné
pfidan ethylformiat (57,07 mmol) smichany s tetrahydrofuranem (50 ml). Reakéni smés
se nechala michat pii teploté -78 °C po dobu 45 minut a poté se ponechala za stalého
michani ohfat na laboratorni teplotu do nasledujiciho dne.

Nasledujici den byl pribéh reakce zkontrolovan metodou TLC
(petrolether : ethylacetat; 3:1; detekce manganistanem draselnym). Rozpoustédlo bylo

z reak¢ni smési odpafeno pomoci rotacni vakuové odparky. K odparku byl poté piidan
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ethylacetdt (100 ml). Roztok byl umistén do chladici lazné a ochlazen na -5 °C.
Zastalého michdni achlazeni byl kroztoku postupné pfidan 5% roztok
hydrogenuhli¢itanu sodného (100 ml). Smés se ponechala michat 20 minut pfi teploté
okolo -5 °C. Nasledné se odd¢lila organickd faze pomoci délici nalevky. Vodna faze
se poté protiepala ethylacetatem (3 x 100 ml). Spojené organické faze se promyly
nasycenym roztokem chloridu sodného, vysuSily bezvodnym siranem sodnym
a zfiltrovaly pomoci frity. Rozpoustédlo bylo odpafeno pomoci rotacni vakuové

odparky. VysuSeny produkt byl zvazen a pouzit do nasledujici reakce.

3.2.1.5 Priprava 4-cyklopentyl-1H-pyrazol-5-aminu (7a), (WO 2004022560 A1)

N—NH
/
~0 ~ZNH,
NH,NH, * H,0, AcOH, EtOH, 100°C, 36 h

NC

6 7a

Obr. 63: Reakcni schéma pripravy 4-cyklopentyl-1H-pyrazol-5-aminu.

Do vysuSené bainky byl pfidin 2-cyklopentyl-3-oxopropanenitril (6) (54,0 mmol)
aethanol (30 ml). Roztok se nechal michat za laboratorni teploty, dokud
se 2-cyklopentyl-3-oxopropanenitril v rozpoustédle zcela nerozpustil. Poté byl
k roztoku postupné ptidan 80% vodny roztok hydrazin hydratu (323,0 mmol), smés
se ponechala michat 20 minut za laboratorni teploty. Nasledné byla do roztoku pfidana
kyselina octova (540,0 mmol) a reakéni smés byla pielita do tlakové ampule. Reakéni
smés byla kratce promyta dusikem a poté byla tlakova ampule umisténa do olejové
lazn€. Reakce probihala pii teploté 100 °C po dobu 36 hodin.

Po 36 hodinach byla reakce ukonc¢ena a jeji prubéh byl zhodnocen metodou TLC
(chloroform : methanol; 19:1; detekce ninhydrinem). Poté co reakéni smés zchladla
na laboratorni teplotu, byla pfelita do banky a rozpousStédlo bylo pomoci rotacni
vakuové odparky odpateno. K odparku byla piidéna destilovana voda (150 ml).
Dale bylo potieba zkontrolovat hodnotu pH pomoci indikatorovych pH papirkd,
pH by mélo mit hodnotu 6 - 7. Po ujiSténi, ze ma roztok odpovidajici hodnotu pH, byla
reakéni smés extrahovana ethylacetdtem (3 x 150 ml). Spojené organické faze byly

protfepany nasycenym roztokem chloridu sodného, vysuSeny bezvodnym siranem
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sodnym a zfiltrovany pomoci frity. Ethylacetat byl odpafen s vyuzitim rotani vakuové
odparky.

Nasledné bylo potfeba produkt precistit od vedlejSich produktii s vyuzitim
acidobazické extrakce. Produkt byl rozpustén v ethylacetatu (100 ml). K roztoku byla
pfiddna 1M kyselina chlorovodikova (100 ml) a pomoci indikatorovych pH papirkt
bylo zkontrolovano pH, hodnota pH by neméla byt vyssi nez 2. Roztok se ponechal
michat 5 minut za laboratorni teploty. Poté se pomoci délici nalevky odd¢lila organicka
faze. Vodna faze byla protiepana ethylacetaitem (1 x 100 ml), organickd faze se opét
oddélila. Nasledn¢ byla vodné faze neutralizovana ptidavkem 1M hydroxidu sodného
(110 ml) a byla zkontrolovana hodnota pH. Hodnota pH by neméla byt vyssi nez 7.
Vodna faze byla dale opét extrahovana ethylacetatem (3 x 100 ml). Spojené organické
faze byly po extrakci protfepany nasycenym roztokem chloridu sodného, vysuSeny
bezvodnym siranem sodnym a zfiltrovany pomoci frity. Ethylacetat byl odpatfen
s vyuZitim rotaéni vakuové odparky. Cistota produktu byla zkontrolovana metodou TLC
(chloroform : methanol; 19:1; detekce ninhydrinem). Produkt byl poté dale ciStén
pomoci kolonové chromatografie (silikagel; chloroform :methanol; 19:1; Rf
cHen - meon; 19:1) = 0,18). Frakce obsahujici pozadovany produkt byly slity dohromady
a pomoci rotacni vakuové odparky odpateny. Vysuseny produkt byl zvazen a pouzit

do dalsiho reak¢niho stupné.
3.2.2 Priprava pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovych derivati (Postup A)

3.2.2.1 Priprava ethylesteru kyseliny 4-(4-cyklopentyl-1H-pyrazol-5-yl)allofanové

(9a)

N—NH o
ZNH, 0 DMF, -50°C, 1 h N—-NH HN™ 7O
o O M R

SNTOTS Z N“To
7a 8a 9a

Obr. 64: Reakcni schéma pripravy ethylesteru kyseliny 4-(4-cyklopentyl-
1(2)H-pyrazol-5-yl)allofanove.
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Do vysusené dvojhrdlé banky byl pfidan 4-cyklopentyl-1H-pyrazol-5-amin (7a)
(2,74 mmol) asuchy dimethylformamid (10 ml). Do banky byl pfipevnén rtutovy
teplomér. Banlka s roztokem byla nésledné umisténa do chladici lazné s ethanolem.
Za stalého michani byla postupné¢ pomoci suchého ledu teplota snizena na -50 °C.
Poté byl k roztoku postupné pomalu pfidan ethoxykarbonyl isokyanat (8a) (3,00 mmol).
Reakce probihala za stdlého michani pii teploté -50 °C po dobu jedné hodiny. Po jedné
hodin¢ byl pribeh reakce zkontrolovan metodou TLC (chloroform : methanol; 19:1).
Poté se reakéni smés ponechala za stalého michani ohfat na laboratorni teplotu.

K reak¢ni smési byla pfidana destilovand voda (25 ml) a smés byla extrahovana
ethylacetdtem (3 x 25 ml). Spojené organické faze byly protfepdny nasycenym
roztokem chloridu sodného, vysuSeny bezvodnym siranem sodnym a zfiltrovany
pomoci frity. Ethylacetat byl odpaten pomoci rotacni vakuové odparky.

Dale bylo potieba pozadovany produkt odd¢lit od vedlejsich reakénich produktii
prostfednictvim krystalizace v ethylacetatu. K produktu v bance byl piidan ethylacetat
(10 ml). Smés byla umisténa do olejové 1azné, k bance byl pfipojen chladi¢ a teplota
byla za stdlého michani zvySena na 80 °C. Po rozpusténi produktu se roztok ponechal
michat 20 minut za laboratorni teploty. Po 20 minutach byl roztok umistén do chladici
lazné s ledem, kde se ponechal michat do chvile, kdy se v roztoku objevily pevné
krystaly. Nésledné¢ byl roztok se vzniklymi krystaly zfiltrovdn pomoci frity. Krystaly
byly promyty ethylacetatem (3 x 1 ml) a seskrabany do Petriho misky. Mokré krystaly
byly nasledn¢ umistény do suSarny, kde byly ponechdny do nasledujiciho dne pii 60 °C.

Dalsi den byl vysuSeny produkt opét zvazen a pouzit do dalsi reakce.

3.2.2.2 Priprava 8-cyklopentylpyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin-2,4(1H,3H)-dionu
(10a)

(0] O
HN)§O HN)LN’N

N—=NH (CH3)3COK, t-butanol, 80°C, 2,5 h N\
/ . )\ ~
Z N O 9] N
H H
9a 10a

Obr. 65: Reakcni schéma pripravy 8-cyklopentylpyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin-
2,4(1H,3H)-dionu.
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Do vysuSené tlakové ampule byly postupné pfidany reaktanty: ethylester kyseliny
4-(4-cyklopentyl-1H-pyrazol-5-yl)allofanové (9a) (0,38 mmol), ferc-butoxid draselny
(1,13 mmol) a terc-butanol (4 ml). Reakéni aparatura byla inertizovana dusikem
a uzaviend ampule byla umisténa do olejové lazné. Reakce probihala 2 a ptl hodiny
pti 80 °C. Prubéh reakce byl zkontrolovan metodou TLC (chloroform : methanol; 19:1)
a poté byla reakce ukoncena.

Po ochlazeni na laboratorni teplotu byla reakéni smés pielita z tlakové ampule
do banky, rozpoustédlo bylo odpafeno pomoci rota¢ni vakuové odparky. K odparku
byla ptfidana destilovana voda (10 ml). Nasledn¢ bylo potfeba zkontrolovat hodnotu pH
pomoci indikatorovych pH papirkli a roztok neutralizovat piidavkem kyseliny octové
(hodnota pH by méla byt 6 — 7). Po neutralizaci se ve vod¢ vysrdzel produkt ve formé
bilych krystal. Smés byla poté extrahovana ethylacetaitem (3 x 10 ml). Spojené
organické faze byly protfepany nasycenym roztokem chloridu sodného, vysuSeny
bezvodnym siranem sodnym a zfiltrovany pomoci frity. Ethylacetat byl odpafen pomoci

rotacni vakuové odparky. VysuSeny produkt byl zvaZen a umistén do lednice.
3.2.3 Priprava pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovych derivati (Postup B1)

3.2.3.1 Priprava ethyl-/V-[(4-cyklopentyl-1H-pyrazol-5-
yD)karbamothioyl]karbaméatu (9b)

N—NH o
7 NH, S 0 DMF,-50°C,1h  N-NH HN" "0
+ N /
C\\N)J\O/\ P N S
7a 8b 9b

Obr. 66: Reakcni schéma pripravy ethyl-N-[(4-cyklopentyl-1H-pyrazol-5-
yvl)karbamothioyl]karbamatu.

Do vysuSené¢ dvojhrdlé banky byl pifidan 4-cyklopentyl-1H-pyrazol-5-amin (7a)
(5,1 mmol) a suchy dimethylformamid (15 ml). Do banky byl upevnén rtutovy

teplomér. Barka byla umisténa do chladici 14zné€ s ethanolem. Teplota byla za stalé¢ho
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michani snizena pomoci suchého ledu na -50 °C. Nasledn¢ byl k roztoku postupné
pomalu piidan ethoxykarbonyl isothiokyanat (8b) (5,6 mmol). Reakce probihala
za stalého michani pii -50 °C po dobu 1 hodiny. Poté byl prubéh reakce zkontrolovan
metodou TLC (chloroform : methanol; 19:1), reakce byla ukoncena a reakéni smeés
se ponechala za stalého michani pozvolna ohtat na laboratorni teplotu.

Poté¢ byla kreakéni smési pfiddna destilovanad voda (40 ml) a smés byla
extrahovana ethylacetatem (3 x 40 ml). Spojené organické faze byly protfepany
nasycenym roztokem chloridu sodného, vysuSeny bezvodnym siranem sodnym
a zfiltrovany pomoci frity. Ethylacetat byl odpafen pomoci rotacni vakuové odparky.
Nasledné bylo potieba surovy produkt piecistit pomoci kolonové chromatografie
(silikagel; chloroform : methanol; 19:1; Rf (chen - meow; 19:1) = 0,42). Frakce obsahujici
pozadovany produkt byly slity dohromady a odpateny pomoci rota¢ni vakuové odparky.

Vysuseny produkt byl zvazen a pouzit do dalsi reakce.

3.2.3.2 Priprava 8-cyklopentyl-2-thioxo-2,3-dihydropyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin-
4(1H)-onu (10b)

o 0
PN HNJ\N’N
_ HN (@) (CH3)3COK, t-butanol, 80°C, 2,5 h \
N-NH - e
/ SN
Z N~ s H
H
9b 10b

Obr. 67: Reakcni schéma pripravy 8-cyklopentyl-2-thioxo-2,3-dihydropyrazolo[1,5-a] -
1,3,5-triazin-4(1H)-onu.

Do vysuSené tlakové ampule byly pfidany reaktanty: ethyl-N-[(4-cyklopentyl-1H-
pyrazol-5-yl)karbamothioyl]karbamat  (9b) (2,39 mmol), terc-butoxid draselny
(7,16 mmol) a terc-butanol (25 ml). Reak¢ni aparatura byla inertizovana dusikem
a uzaviend ampule byla umisténa do olejové lazné€. Reakce probihala za stalého michani
2aptl hodiny pii80°C. Pribéh reakce byl zkontrolovan metodou TLC
(chloroform : methanol; 19:1) a poté byla reakce ukoncena.

Po ochlazeni na laboratorni teplotu byla reakéni smés pielita z tlakové ampule
do baiiky, rozpoustédlo bylo odpafeno pomoci rotacni vakuové odparky. K odparku

byla pfidana destilovana voda (100 ml). Nasledné bylo potieba zkontrolovat hodnotu
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pH pomoci indikatorovych pH papirkid a roztok neutralizovat ptidavkem kyseliny
octové (hodnota pH by méla byt 6 — 7). Po neutralizaci se ve vod¢ vysrazel produkt
ve form¢ bilych krystali. Smés byla poté extrahovana ethylacetaitem (3 x 100 ml).
Spojené organické faze byly protiepany nasycenym roztokem chloridu sodného,
vysuSeny bezvodnym siranem sodnym a zfiltrovdny pomoci frity. Ethylacetat byl
odpafen pomoci rotaéni vakuové odparky. VysuSeny produkt byl zvazen a pouzit

do dalsi reakce.

3.2.3.3 Priprava 8-cyklopentyl-2-(methylthio)pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin-4(3H)-

onu (11)
o) o
L on HNJ\N’N
HN™ "N7IN CHal, 1M NaOH, EtOH, t < 0°C, 2 h N
41\ S > /k\ <
SN S” N
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Obr. 68: Reakcni schéma pripravy 8-cyklopentyl-2-(methylthio)pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-
triazin-4(3H)-onu.

Do  vysuSené dvojhrdlé banky byl pfidan  8-cyklopentyl-2-thioxo-2,3-
dihydropyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin-4(1H)-on (10b) (1,27 mmol) a rozpustén
v ethanolu (20 ml). K roztoku byl poté pfiddin 1M NaOH (3,81 mmol). Do banky byl
upevnén rtutovy teplomér. Banka s reak¢éni smési byla umisténa do chladici lazné
s ethanolem. Teplota byla pomoci suchého ledu za stalého michani snizena pod 0 °C.
Nasledné byl k reakéni smési postupné pifidan methyljodid (5,08 mmol). Teplota byla
udrzovana pod 0 °C. Pribéh reakce byl pribézné¢ kontrolovan metodou TLC
(chloroform : methanol; 19:1). Po 2 hodinach bylo ukonceno chlazeni a reakéni smés
se nechala za stdlého michani pozvolna ohtat na laboratorni teplotu.

Nasledné bylo rozpoustédlo z reakéni smési odpafeno pomoci rota¢ni vakuové
odparky. K odparku byla ptidana destilovand voda (100 ml) a pomoci indikatorovych
pH papirkti byla zkontrolovana hodnota pH, pH by se mélo pohybovat v rozmezi 6 — 7.
Poté byl vodny roztok extrahovan ethylacetatem (3 x 100 ml). Spojené organické faze

byly protfepany nasycenym roztokem chloridu sodného, vysuseny bezvodnym siranem
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sodnym a zfiltrovany pomoci frity. Ethylacetat byl odpafen pomoci rotacni vakuové

odparky. Vysuseny produkt byl zvazen a pouzit do dalsi reakce.

3.2.3.4 Priprava 8-cyklopentyl-N,N-diethyl-2-(methylthio)pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-
triazin-4-aminu (12)

0 L

N
N TEA, POClg, 105°C, reflux, 2 h N )\N -N
K= - 3
PN
S” N

=

1 12

Obr. 69: Reakcni schéma pripravy 8-cyklopentyl-N,N-diethyl-2-(methylthio)pyrazolo[1,5-
al-1,3,5-triazin-4-aminu

Do vysuSené banky byl pfidan 8-cyklopentyl-2-(methylthio)pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-
triazin-4(3H)-on (11) (1,2 mmol), k nému byl nasledn¢ ptidan trichlorid fosforylu
(30,0 mmol) a triethylamin (6,0 mmol). Baiika s reakéni smési byla umisténa do olejové
lazné a pfipevnéna k chladi¢i. Reakce probihala pfi teploté 105 °C po dobu 2 hodin.
Po 2 hodinach byla banka s reak¢éni smési z lazné vytaZena a ponechala se ochladit
na laboratorni teplotu mimo ldzen. Prib¢h reakce byl zhodnocen metodou TLC
(chloroform : methanol; 19:1).

Reakéni smés byla poté pomalu ptelita do kadinky se zmrzlou destilovanou
vodou a ponechala se 20 minut intenzivné michat. Smés byla nasledné extrahovéana
methyl tert-butyletherem (3 x 50 ml). Spojené organické faze byly protiepany
nasycenym roztokem chloridu sodného, vysuSeny bezvodnym siranem sodnym
a zfiltrovany pomoci frity. Methyl tert-butylether byl odpafen pomoci rotacni vakuové

odparky. VysuSeny produkt byl zvazen a pouzit do dalsi reakce.
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3.2.3.5 Priprava 8-cyklopentyl-V,N-diethyl-2-(methylsulfonyl)pyrazolo[1,5-a]-
1,3,5-triazin-4-aminu (13)

L] 0 L]

N Cl .OH
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Obr. 70: Reakcni schéma pripravy 8-cyklopentyl-N,N-diethyl-2-
(methylsulfonyl)pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin-4-aminu.

Do vysusené baiky byl pridan 8-cyklopentyl-N,N-diethyl-2-(methylthio)pyrazolo[1,5-
al-1,3,5-triazin-4-amin (12) (0,944 mmol) a rozpustén v dichlormethanu (9 ml). Banka
byla poté upevnéna do kédinky s vychlazenou vodou. Za stalého michani byla k roztoku
postupn¢ piidana 3-chlorperbenzoova kyselina (2,83 mmol). Reakéni smés se poté
ponechala michat za laboratorni teploty po dobu 6 hodin. Priibéh reakce byl kontrolovan
metodou TLC (dichlormethan). Po 6 hodinach byla reakce ukoncena.

Reakéni smés byla dale zfiltrovana pomoci frity a promyta dichlormethanem
(3 x 5ml). Kfiltratu byl pfidan 5% roztok hydrogenuhli¢itanu sodné¢ho (20 ml).
Organickd faze byla oddélena pomoci délici nalevky, protfepdna s destilovanou vodou
(20 ml) a nasledné také s nasycenym roztokem chloridu sodného. Poté byla organicka
faze vysuSena bezvodnym siranem sodnym a zfiltrovana ptes fritu. Dichlormethan byl
odpafen pomoci rota¢ni vakuové odparky. VysuSeny produkt byl zvazen a pouzit

do nasledujici reakce.
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3.2.3.6 Priprava N*-((1r, 4r)-4-aminocyklohexyl)-8-cyklopentyl-N*,N*-
diethylpyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin-2,4-diaminu (15)
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Obr. 71: Reakécni schéma piipravy N°-((1r, 4r)-4-aminocyklohexyl)-8-cyklopentyl-N*, N*-
diethylpyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin-2,4-diaminu.

Do vysuSené tlakové ampule byly postupné ptidany reaktanty: 8-cyklopentyl-N,N-
diethyl-2-(methylsulfonyl)pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin-4-amin ~ (13) (0,59 mmol),
trans-1,4-diaminocyklohexan (14) (2,36 mmol) a n-propanol (6 ml). Reak¢ni aparatura
byla inertizovana dusikem a uzaviena tlakova ampule byla umisténa do olejové lazné.
Reakce probihala za stdlého michéni pii teploté 125 °C 24 hodin.

Nasledujici den byl pribéh reakce zhodnocen  metodou  TLC
(chloroform : methanol; 4:1). Poté byla ampule s reakéni smési z olejové 1azn€ vytazena
a reakéni smés se nechala pozvolna zchladnout na laboratorni teplotu. Reakéni smés
byla nasledné prelita do baiiky a rozpoustédlo bylo odpatfeno pomoci rota¢ni vakuové
odparky. K odparku byla ptfiddna destilovand voda (20 ml) a smés byla extrahovéna
ethylacetatem (3 x 20 ml). Spojené organické faze byly protiepany nasycenym
roztokem chloridu sodného, vysuSeny bezvodnym siranem sodnym a zfiltrovany
pomoci frity. Ethylacetat byl odpafen s vyuzitim rota¢ni vakuové odparky. Nasledné
bylo potifeba surovy produkt piecistit pomoci kolonové chromatografie (silikagel,;
chloroform : methanol : 25% vodny roztok amoniaku; 4:1:0,05; Rf chcis : MeOH : NH4OH:
4:1:005) = 0,18). Frakce obsahujicich poZadovany produkt byly slity dohromady a pomoci

rotacni vakuové odparky odpateny. VysuSeny produkt byl zvaZen a uloZen do lednice.
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3.2.3.7 Priprava 4-chlor-8-cyklopentyl-2-(methylthio)pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-
triazinu (16)
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Obr. 72: Reakcni schéma 4-chlor-8-cyklopentyl-2-(methylthio)pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-
triazinu.

Do vysuSené banky byl pfidan 8-cyklopentyl-2-(methylthio)pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-
triazin-4(3H)-on (11) (2,24 mmol), k nému byl nésledné piidan trichlorid fosforylu
(67,2 mmol) a N,N-dimethylanilin (3,36 mmol). Banika s reakéni smési byla umisténa
do olejové lazné a ptipevnéna k chladi¢i. Reakce probihala pii teploté¢ 105 °C po dobu
6 hodin. Po 6 hodinach byla bafnika sreakéni smési zlazn¢ vytaZzena a ponechala
se ochladit na laboratorni teplotu mimo lazen. Priibéh reakce byl zhodnocen metodou
TLC (chloroform : methanol; 19:1).

Déle byl z reakéni smési odparen trichlorid fosforylu pomoci rota¢ni vakuové
odparky. Poté byla reakéni smés prodestilovana s toluenem (20 ml). K odparku byla
nasledn¢ pifidana destilovand voda (20ml) a smés byla extrahovdna toluenem
(3 x 20 ml). Nasledn¢ byla provedena kontrola pH spojenych organickych fazi (pH = 2).
Spojené organické faze byly protiepany 5% hydrogenuhli¢itanem sodnym,
poté nasycenym roztokem chloridu sodného, vysuSeny bezvodnym siranem sodnym
a zfiltrovany pomoci frity. Rozpoustédlo bylo odpafeno s vyuzitim rotacni vakuové
odparky. Nasledné¢ bylo potfeba surovy produkt precistit pomoci kolonové
chromatografie (silikagel; dichlormethan : hexan; 1:1; Rf pcem:uexan: 1:1y = 0,19).
Frakce obsahujici pozadovany produkt byly slity dohromady a pomoci rota¢ni vakuove

odparky odpatfeny. VysuSeny produkt byl zvdzen a ulozen do lednice.
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3.2.4 Priprava pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovych derivati (Postup B2)

3.2.4.1 Priprava ethyl-N-[(4-brom-1(2)H-pyrazol-3-yl)karbamothioyl]karbamatu
(17), (Cabon a kol., 2003)

HN—N o @)
\ o
N S« DMF,-50°C,1h
Br %)\N S
H
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7b 8b 17

Obr. 73: Reakcni schéma pripravy ethyl-N-[(4-brom-1(2)H-pyrazol-
3-yl)karbamothioyl] karbamatu.

Do vysuSené dvojhrdlé banky byl pfidan 4-brom-1H-pyrazol-3-amin (7b) (6,25 mmol)
a suchy dimethylformamid (10 ml). Do baiiky byl upevnén rtutovy teplomér. Baiika
byla umisténa do chladici 14zn¢ s ethanolem. Teplota byla za stalého michani snizena
pomoci suchého ledu na -50 °C. Nasledn¢ byl k roztoku postupné pomalu pfidan
ethoxykarbonyl isothiokyanat (8b) (6,88 mmol). Reakce probihala za stdlého michani
pfi -50 °C po dobu 1 hodiny. Poté byl pribéh reakce zkontrolovan metodou TLC
(chloroform : methanol; 19:1), reakce byla ukoncena a reakéni smés se ponechala
za stalého michani pozvolna ohfat na laboratorni teplotu.

Poté¢ byla kreakéni smési ptfidana destilovand voda (75 ml) a smés byla
extrahovdna ethylacetatem (3 x 75 ml). Spojené organické fdze byly protifepany
nasycenym roztokem chloridu sodného, vysuSeny bezvodnym siranem sodnym
a zfiltrovany pomoci frity. Ethylacetat byl odpatfen s vyuZzitim rota¢ni vakuové odparky.
Nasledné bylo potifeba surovy produkt precistit pomoci kolonové chromatografie
(silikagel; chloroform : methanol; 19:1; Rf (chen - meow; 19:1) = 0,42). Frakce obsahujici
pozadovany produkt byly slity dohromady a odpafeny pomoci rota¢ni vakuové odparky.

Vysuseny produkt byl zvaZzen a pouzit do dalsi reakce.
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3.2.4.2 Priprava 8-brom-2-thioxo-1,3-dihydropyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin-4(1H)-
onu (18), (Sun a kol., 2013a).
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Obr. 74: Reakcni schéma pripravy 8-brom-2-thioxo-2,3-dihydropyrazolo[1,5-a]-1,3,5-
triazin-4(1H)-onu.

Do vysusené tlakové ampule byly pfidany reaktanty: ethyl-N-[(4-brom-1H-pyrazol-3-
yl)karbamothioyl]karbaméat (17) (4,36 mmol), terc-butoxid draselny (13,1 mmol)
a terc-butanol (50 ml). Reak¢ni aparatura byla inertizovana dusikem a uzaviena ampule
byla umisténa do olejové lazné. Reakce probihala za stdlého michani 3 hodiny
pti 80 °C. Prubéh reakce byl zkontrolovan metodou TLC (chloroform : methanol; 19:1)
a poté byla reakce ukoncena.

Po ochlazeni na laboratorni teplotu byla reakéni smés prelita z tlakové ampule
do baiky, rozpoustédlo bylo odpafeno pomoci rotacni vakuové odparky. K odparku
byla pfidana destilovana voda (60 ml). Nasledné bylo potieba zkontrolovat hodnotu pH
pomoci indik4torovych pH papirkii a roztok neutralizovat piidavkem 1M kyseliny
chlorovodikové (hodnota pH by méla byt 5 — 6). Po neutralizaci se ve vod¢ vysrazel
produkt ve formé bilych krystali. Smés s pevnym podilem byla poté zfiltrovana
pfes fritu a promyta destilovanou vodou (3 x 5 ml). Krystaly byly z frity seSkrabany
do baniky a uloZeny na 24 hodin do exsikatoru. Vysuseny produkt byl zvazen a pouzit

do dalsi reakce.
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3.2.4.3 Priprava 8-brom-2-(methylthio)pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin-4(3 H)-onu
(19), (Kobe a kol., 1974)
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Obr. 75: Reakcni schéma pripravy 8-brom-2-(methylthio)pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin-
4(3H)-onu.

Do vysuSené dvojhrdlé baiiky byl pfidan 8-brom-2-thioxo-2,3-dihydropyrazolo[1,5-a]-
1,3,5-triazin-4(1H)-on (18) (3,4 mmol) a rozpustén v ethanolu (50 ml). K roztoku byl
poté piidan 1M hydroxid sodny (17,0 mmol). Do banky byl upevnén rtutovy teplomeér.
Baiika s reakéni smési byla umisténa do chladici l4zn€ s ethanolem. Teplota byla
pomoci suchého ledu za stadlého michani snizena pod 0 °C. Nésledné byl k reakéni
smési postupné ptriddn methyljodid (5,1 mmol). Teplota byla udrzovéna pod 0 °C.
Prabéh reakce byl prubézné kontrolovan metodou TLC (chloroform : methanol; 19:1).
Po 1 hodin¢ bylo ukonceno chlazeni areakéni smés se nechala za stalého michani
pozvolna ohfat na laboratorni teplotu.

Nasledné bylo rozpoustédlo z reakéni smési odpafeno pomoci rotacni vakuové
odparky. K odparku byla ptidana destilovana voda (75 ml) a pomoci indikatorovych pH
papirkli byla zkontrolovdna hodnota pH. Vodny roztok byl poté neutralizovan
pfidavkem 1M kyseliny chlorovodikové, pH by se mélo pohybovat v rozmezi 5 — 6.
Po neutralizaci se ve vodé vysrazel produkt ve formé bilych krystalli. Smés s pevnym
podilem byla poté zfiltrovana ptes Biichnerovu nélevku a promyta destilovanou vodou
(3x 5ml). Krystaly byly zfrity seSkrabany do banky auloZeny na 24 hodin

do exsikatoru. Vysuseny produkt byl zvazen a pouzit do dalsi reakce.
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3.2.4.4 Priprava 8-brom-4-chlor-2-(methylthio)pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinu (20),
(Kobe a kol., 1974)
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Obr. 76: Reakcni schéma pripravy 8-brom-4-chlor-2-(methylthio)pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-
triazinu.

Do vysuSené tlakové ampule byl ptfidan 8-brom-2-(methylthio)pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-
triazin-4(3H)-on (19) (1,92 mmol), k nému byl nésledné piidan trichlorid fosforylu
(57,6 mmol) a N,N-dimethylanilin (2,87 mmol). Uzaviend ampule s reakéni smési byla
umisténa do olejové lazné. Reakce probihala pfi teploté 100 °C po dobu 4 hodin.
Po 4 hodinach byla ampule s reakéni smési z 1azn€ vytaZzena a ponechala se ochladit
na laboratorni teplotu mimo lazen. Pribéh reakce byl zhodnocen metodou TLC
(chloroform : methanol; 19:1).

Dale byl zreakéni smési odpaten trichlorid fosforylu pomoci rotacni vakuové
odparky. Poté byla reakéni smés prodestilovana s toluenem (20 ml). K odparku byla
pfidana destilovand voda (20 ml) a smés byla extrahovdna toluenem (3 x 20 ml).
Nasledné byla provedena kontrola pH spojenych organickych fazi (pH =2). Spojené
organické faze byly protitepany 5% hydrogenuhli¢itanem sodnym (20 ml),
poté nasycenym roztokem chloridu sodného, vysuSeny bezvodnym siranem sodnym
a zfiltrovany pomoci frity. Rozpoustédlo bylo odpafeno s vyuZitim rotacni vakuové

odparky. Vysuseny produkt byl zvazen a ulozen do lednice.
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3.2.4.5 Priprava 8-brom-2-(methylthio)-N-(4-(pyrrolidin-1-yl)fenyl)pyrazolo[1,5-
a]-1,3,5-triazin-4-aminu (22)
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Obr. 77: Reakcni schéma pripravy 8-brom-2-(methylthio)-N-(4-(pyrrolidin-1-
vi)fenyl)pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin-4-aminu.

Do vysusSené tlakové ampule byly postupné ptidany reaktanty: 8-brom-4-chlor-2-
(methylthio)pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin (20) (0,95 mmol), 4-(pyrrolidin-1-yl)anilin
dihydrochlorid  (21) (1,00 mmol), dale n-propanol (4ml) a nasledné¢
N,N-diisopropylethylamin (4,75 mmol). Reakéni aparatura byla inertizovana dusikem
a uzaviend tlakova ampule byla umisténa do olejové lazné€. Reakce probihala za stalého
michani pfi teploté 100 °C 24 hodin.

Nasledujici den byl pribéh reakce zhodnocen metodou TLC
(chloroform : methanol; 19:1). Poté byla ampule sreakéni smési zolejové lazné
vytaZena a reakéni smé&s se nechala pozvolna zchladnout na laboratorni teplotu. Reakéni
smés byla nasledné pielita do baniky a rozpoustédlo bylo odpafeno na rota¢ni vakuové
odparce. K odparku byla pfidana destilovand voda (20 ml) a smés byla extrahovana
ethylacetatem (3 x 20 ml). Spojené organické faze byly protiepany nasycenym
roztokem chloridu sodného, vysuSeny bezvodnym siranem sodnym a zfiltrovany
pomoci frity. Ethylacetat byl odpafen s vyuzitim rota¢ni vakuové odparky. Nasledné
bylo potfeba produkt precistit pomoci kolonové chromatografie (silikagel; chloroform;
Rf ccheiy = 0,65). Frakce obsahujici poZadovany produkt byly slity dohromady
a odpafeny pomoci rota¢ni vakuové odparky. VysuSeny produkt byl zvaZen a uloZen

do lednice.
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3.3 Vysledky

3.3.1 Syntéza pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovych derivati

Na zakladé reak¢nich postupli uvedenych v ramci kapitoly 3.2 byly piipraveny jednak
latky vedouci k syntéze pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovych derivati (3 — 6, 7a, 9a, 9b,
17) a dale pak také samotné pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinové derivaty (10a, 10b, 11 —
16, 18 — 20, 22).

2-kyano-2-cyklopentylidenoctova kyselina (3)

0 Vytézek: 50 %.

NG | OH Sumarni vzorec: CsHoNO».
Relativni molekulova hmotnost: 151,16.
'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,64 — 1,74
(m, 4H); 2,65 — 2,68 (m, 2H); 2,83 — 2,86 (m, 2H).
3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 25,15; 26,59;
35,51;37,67;101,82; 116,97; 163,62; 186,48.
MS (ESI+; m/z): 152,10 [M+H].
HPLC cistota: 100 %.

2-cyklopentylideneacetonitril (4)
NC | Vytézek: 85 %.
& Sumarni vzorec: C;HoN.
Relativni molekulova hmotnost: 107,15.

GC-MS: m/z (rel. int.): 67,00 (100); 107,00 (24); 78,95
(18): 65,95 (12); 76,95 (10). Ry: 4,79.

Pozn.: U latky nedochazi kionizaci, a nelze
Jji tak charakterizovat prostrednictvim metody
HPLC-ESI-MS.
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2-cyklopentylacetonitril (5)

NC Vytézek: 82 %.
& Sumarni vzorec: C;H;N.
Relativni molekulova hmotnost: 109,17.

'H NMR (500 MHz, DMSO-d;) & (ppm): 1,14 — 1,22
(m, 2H); 1,43 — 1,52 (m, 2H); 1,53 — 1,62 (m, 2H); 1,71 —
1,77 (m,2H); 2,068 (sep, J = 7,0 Hz, 1H); 2,48 (d,
J=6,5 Hz, 2H, CH,).

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 22,16; 25,12;
31,97; 36,16; 63,2; 120,69.

Pozn.: U latky nedochdzi kionizaci, a nelze
Ji tak charakterizovat prostiednictvim metody
HPLC-ESI-MS.

2-cyklopentyl-3-oxopropanenitril (6)

NG Vytézek: 83 %.
Sumarni vzorec: CgH;NO.
Relativni molekulova hmotnost: 137,18.
Pozn.: Latka byla vzhledem k nizké stabilité ihned pouzita
do dalsi reakce a kromé TLC metody nebyla

dale charakterizovana.

4-cyklopentyl-1H-pyrazol-5-amin (7a)

N—NH Vytézek: 91 %.
ZNH, Sumarni vzorec: CgH3Ns.

Relativni molekulova hmotnost: 151,21.
"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,28 — 1,35 (m,
NH, CH,); 1,46 — 1,55 (m, 2H, CH»); 1,59 — 1,68 (m, 2H,
CH); 1,83 — 1,90 (m, 2H, CH); 2,62 — 2,71 (m, 1H, CH);
4,23 (bs, 2H, NH,); 7,05, 7,06 (s, 1H, ArH).
MS (ESI+; m/z): 152,32 [M+H].
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HPLC ¢istota: 98 %.

Elementarni analyza C, H, N:

Teoreticky vypocteno: C, 63,54; H, 8,67; N, 27,79.
Nalezeno: C, 62,33; H, 8,80; N, 25,18.

ethylester kyseliny 4-(4-cyklopentyl-1H-pyrazol-5-yl)allofanové (9a)

Vytézek: kvant.

Sumarni vzorec: C;,H;sN4O5.

Relativni molekulova hmeotnost: 266,30.
MS (ESI+; m/z): 267,67 [M+H].

HPLC cistota: 99 %.

8-cyklopentylpyrazolo|[1,5-a]-1,3,5-triazin-2,4(1H,3H)-dion (10a)

o)
HNJLN’N

)\ \\

O

Iz

Vytézek: 82 %.

Sumarni vzorec: C;oH;2N4O,.

Relativni molekulova hmotnost: 220,23,

"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,39 — 1,44 (m,
2H); 1,52 — 1,58 (m, 2H); 1,64 — 1,73 (m, 2H); 1,84 — 1,90
(m, 2H); 3,10 (qui, J = 6,5 Hz, 1H, CH); 7,81 (s, 1H);
10,25 (s, 1H, NH); 11,80 (s, 1H, NH).

MS (ESI+; m/z): 221,45 [M+H].

HPLC cistota: 100 %.

ethyl-N-[(4-cyklopentyl-1H-pyrazol-5-yl)karbamothioyl]karbamat (9b)

Vytézek: kvant.

Sumarni vzorec: C;,H;sN4O,S.

Relativni molekulova hmotnost: 282,36.

'H NMR (500 MHz, DMSO-d;) & (ppm): 1,21 (t,
J=17,0Hz, 3H, CH3); 1,32 — 1,39 (m, 2H); 1,47 — 1,53
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(m, 2H); 1,57 — 1,64 (m, 2H); 1,85 — 1,91 (m, 2H); 2,77
(qui, J = 8,0 Hz, 1H); 4,17 (q, J = 7,5 Hz, 2H, CH,); 7,48
(s, 1H); 7,91 (s, 1H); 10,93 (s, 1H); 11,29 (s, 1H).

3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 14,36; 25,03;
31,23; 33,65; 35,10; 36,24; 49,23; 62,84; 154,21; 162,86;
181,26; 207,11.

MS (ESI+; m/z): 283,53 [M+H'].

HPLC c¢istota: 97 %.

8-cyklopentyl-2-thioxo-2,3-dihydropyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin-4(1H)-on (10b)

o)
HN)LN’N

N

N
H

=

\

Vytézek: 96 %.

Sumarni vzorec: C;oH,N4OS.

Relativni molekulova hmotnost: 236,29.

'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,37 — 1,46
(m, 2H); 1,49 — 1,58 (m, 2H); 1,66 — 1,73 (m, 2H); 1,84 —
1,90 (m, 2H); 3,11 (dqui, J = 7,0 Hz, J'= 2,0 Hz, 1H); 3,31
(s, 1H); 7,85 (s, 1H); 12,58 (s, 1H); 13,33 (s, 1H).

BC NMR (125 MHz, DMSO-dy) 8 (ppm): 25,20; 32,71;
34,0; 108,67; 137,02; 142,07; 144,91; 173,46.

MS (ESI+; m/z): 237,46 [M+H].

HPLC distota: 99 %.

8-cyklopentyl-2-(methylthio)pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin-4(3H)-on (11)

Vytézek: 97 %.

Sumarni vzorec: C;;H;4N4OS.

Relativni molekulova hmotnost: 250,32.

'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,56 — 1,63
(m, 4H); 1,68 — 1,75 (m, 2H); 1,94 — 1,99 (m, 2H); 2,5 (s,
3H, CHj3); 3,01 (qui, J = 8,0 Hz, 1H); 7,88 (s, 1H); 12,69
(s, 1H).

BC NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 13,5; 25,31;
33,69; 34,59; 115,31, 144,09; 144,95; 145,41; 155,53.
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MS (ESI+; m/z): 251,38 [M+H'].

HPLC cistota: 85 %.

Elementarni analyza C, H, N:

Teoreticky vypocteno: C, 52,78; H, 5,64; N, 22,38.
Nalezeno: C, 53,54; H, 5,94; N, 19,53.

8-cyklopentyl-V,N-diethyl-2-(methylthio)pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin-4-amin (12)

Vytézek: 89 %.
LNJ Sumarni vzorec: C;sH,3N;sS.
N)\N/N\ Relativni molekulova hmotnost: 305,44.
S)\\N = 'H NMR (500 MHz, DMSO-d;) & (ppm): 0,45 (t,

J=17,0Hz, 6H, 2 x CH3); 0,78 — 0,88 (m, 4H, 2 x CH,);
0,92 — 0,98 (m, 2H, CH>); 1,14 — 1,22 (m, 2H, CH,); 1,67
(s, 3H, CH3); 1,71 (q, J = 7,0 Hz, 4H, 2 x CH»); 2,27 (qui,
J=8,0 Hz, 1H, CH); 7,15 (s, 1H, CH).

BC NMR (125 MHz, DMSO-dy) & (ppm): 13,28; 24,47;
25,18; 32,86; 33,70; 44,29; 109,90; 143,33; 147,09;
147,51; 163,89.

MS (ESI+; m/z): 306,58 [M+H'].

HPLC C¢istota: 58 %.

8-cyklopentyl-V,/N-diethyl-2-(methylsulfonyl)pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin-4-amin
(13)

Vytézek: 69 %.

—
z
N

Sumarni vzorec: C;sH»;3N50,S.

\>_

-N
o /NL NN Relativni molekulova hmotnost: 337,44,
NN
/S\\O N "H NMR (500 MHz, DMSO-d;) & (ppm): 1,57 — 1,66 (m,

4H, 2 x CH,); 1,69 — 1,77 (m, 2H, CH,); 1,95 — 2,01 (m,
2H, CH,); 3,12 (qui, J = 8,0 Hz, 1H, CH); 3,28 (s, 3H,
CHs); 8,20 (s, 1H, CH).

3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 25,21; 29,51;
33,88; 34,41; 115,63; 145,30; 146,81; 149,74; 158,95.
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MS (ESI+; m/z): 338,53 [M+H'].
HPLC cistota: 89 %.

N-((1r, 4r)-4-amin0cyklohexyl)-S-cyklopentyl-N4 N -diethylpyrazolo|[1,5-a]-1,3,5-

triazin-2,4-diamin (15)

L
o

\

Vytézek: 91 %.

Sumarni vzorec: C,oH33N-.

Relativni molekulova hmotnost: 371,52.

'H NMR (500 MHz, DMSO-d;) & (ppm): 1,18 (t,
J=6,5Hz, 6H, 2 x CH;); 1,23 — 1,36 (m, 4H); 1,50 — 1,62
(m, 4H); 1,65 — 1,73 (m, 2H); 1,78 — 1,88 (m, 2H); 1,91 —
1,97 (m, 4H); 2,325 (qui, J = 7,0 Hz, 1H, CH); 2,86 (q,
J=06,5Hz, 4H, 2 x CH»); 3,53 — 3,59 (m, 1H); 3,86 (s (br)
2H, NH,); 7,64 (s, 1H, CH).

BC NMR (125 MHz, DMSO-dy) & (ppm): 14,32; 25,02;
25,54; 30,42; 31,16; 33,36; 34,78; 42,21; 49,20; 89,39;
100,57; 107,36; 144,00; 149,16.

MS (ESI+; m/z): 372,78 [M+H].

HPLC C¢istota: 94 %.

4-chlor-8-cyklopentyl-2-(methylthio)pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin (16)

Vytézek: kvant.

Sumarni vzorec: C;;H;3CIN,S.

Relativni molekulova hmotnost: 268,77.

"H NMR (500 MHz, DMSO-d;) & (ppm): 1,51 — 1,62 (m,
4H, 2 x CH,); 1,68 — 1,71 (m, 2H, CH,); 1,88 — 1,99 (m,
2H, CH,); 2,41 (s, 3H, CHs); 7,87 (s, 1H, CH); 2,96 (qui,
J=17,0 Hz, 1H, CH).

BC NMR (125 MHz, DMSO-dy) 8 (ppm): 14,08; 25.20;
33,62; 34,55; 126,60; 129,38; 130,14; 144,12; 145,36.

MS (ESI+; m/z): 269,37 [M+H].
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HPLC distota: 17 %.

ethyl-/V-[(4-brom-1H-pyrazol-3-yl)karbamothioyl|karbamat (17)

J Vytézek: 71 %.
O Sumarni vzorec: C;HoBrN4O,S.
HN—N HNAO Relativni molekulova hmotnost: 293,14.
%)\H S 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 122 (t,
Br J=17,0 Hz, 3H); 4,18 (q, J = 7,0 Hz, 2H); 7,96 (s, 1H);
10,92 (s, 1H, NH); 11,42 (s, 1H, NH); 13,10 (s (br), 1H,
NH).

BC NMR (125 MHz, DMSO-dy) 8 (ppm): 14,66; 62,72;
91,20; 130,99; 145,04; 154,14.

MS (ESI+; m/z): 293,40 [M+H"].

HPLC c¢istota: 98 %.

8-brom-2-thioxo-2,3-dihydropyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin-4(1H)-on (18)

i Vytézek: 78 %.
HN N’N\ Sumarni vzorec: CsH;BrN4OS.
S%HQ Relativni molekulova hmotnost: 247,07.
Br

'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 7,96 (s, 1H);
12,78 (s, 1H); 13,73 (s (br), 1H, NH).

BC NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 75,43; 139,39;
141,46; 146,16; 174,34.

MS (ESI+; m/z): 249,30 [M+H].

HPLC C¢istota: 99 %.

8-brom-2-(methylthio)pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin-4(3H)-on (19)

j\ Vytézek: 80 %.
HN” N-N o
/l\ )\? Sumarni vzorec: C¢HsBrN4OS.
~ ~
S Relativni molekulova hmotnost: 261,10.

| Br
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'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 2,53 (s, 3H);
8,08 (s, 1H); 13,05 (s (br) 1H, NH).

BC NMR (125 MHz, DMSO-dy) 8 (ppm): 13,59; 84,23;
143,58; 145,97; 146,23; 159,32.

MS (ESI+; m/z): 261,32 [M+H'].

HPLC ¢istota: 100 %.

8-brom-4-chlor-2-(methylthio)pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin (20)

-N

N7 NN
N
SN

| Br

Vytézek: kvant.

Sumarni vzorec: CcH4BrCIN,S.

Relativni molekulova hmotnost: 279,54,

'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 2,53 (s, 3H);
8,08 (s, 1H).

BC NMR (125 MHz, DMSO-dy) & (ppm): 13,53; 84.,27;
143,41; 145,98; 146,20; 159,16.

MS (ESI+; m/z): 281,38 [M+H].

HPLC cistota: 42 %.

8-brom-2-(methylthio)-N-(4-(pyrrolidin-1-yl)fenyl)pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin-4-

amin (22)

Vytézek: 86 %.

Sumarni vzorec: C;cH{7BrNgS.

Relativni molekulova hmotnost: 405,32.

"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,91 — 1,94 (m,
4H); 3,18 — 3,21 (m, 2H); 3,30 (s, 3H); 6,52 (d, /= 5,4 Hz,
2H); 7,44 (d, J = 5,4 Hz, 2H); 8,24 (s, 1H); 10,51 (s, 1H,
NH).

B3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 14,28; 25,52;
47,95; 81,05; 111,70; 120,39; 125,37; 145,23; 146,32;
146,51; 161,56; 168,38.

MS (ESI+; m/z): 407,73 [M+H'].

HPLC ¢istota: 99 %.
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3.3.2 Biologicka aktivita vybranych derivati

Ptipravené pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinové derivaty 15 a 22 byly piedany pracovnici
Laboratofe ristovych regulator, Prirodovédecké fakulty Univerzity Palackého
a Ustavu experimentalni botaniky AV CR, v.vi. Mgr. Evé Rezni¢kové, Ph.D.,
ktera provedla testy inhibi¢ni a antiproliferacni aktivity. Experimenty byly provedeny
dle Gucky a kol., 2013. J4 osobné jsem se na testovani vzorkll nepodilel. Konkrétné
byla otestovana jejich inhibicni aktivita vi¢i kinaze CDK2. Testy antiproliferacni
aktivity byly provedeny na bunécnych liniich K562 (chronicka myeloidni leukémie)
a MCF-7 (rakovina prsu). Vysledky shrnuje Tab. 8.

Tab. 8: Inhibicni aktivita wici CDK2 a in vitro antiproliferacni aktivita vybranych

pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovych derivatii 15 a 22.

derivat ICs, (CDK2) [pM] Gl (K562) [uM] Gl (MCF-7) [uM]
15 0,5 4.4 6,5
22 1,1 >12,5 >12,5
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4 Diskuze

Pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinové derivaty vykazuji velky potencidl jako inhibitory
riznych enzymi v¢etné CDK a funguji také jako ligandy mnoha receptorti zapojenych
do vyznamnych signalnich drah (viz kapitola 2.3.1), (Nie a kol., 2008; Bettayeb a kol.,
2008; Raboisson a kol.,, 2002a). Doposud publikovana literatura tak ukazuje,
ze specificky substituovany pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovy heterocyklus mutize vést
k identifikaci nové fady 1éCiv pro terapii proliferativnich a dalSich onemocnéni

(Bettayeb a kol., 2008; Popowycz a kol., 2009).

4.1 Syntéza pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovych derivatu

V ramci této diplomové prace byla pro piipravu pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinového
heterocyklu zvolena varianta napojeni 1,3,5-triazinového cyklu na pfipraveny
pyrazolovy cyklus, ktera je nejcastéji vyuzivanou metodou a poskytuje nejvice moznosti
pro ptipadnou optimalizaci postupu (viz kapitola 2.3.2), (Salem a kol., 1993; Nie a kol.,
2007; Bekircan a kol., 2005).

4.1.1 Priprava 4-cyklopentyl-1H-pyrazol-5-aminu

Pro ptipravu 4-cyklopentyl-1H-pyrazol-5-aminu (7a) byl zvolen péti-krokovy postup
(Obr. 76) zahrnujici kondenzaci cyklopentanonu (1) s kyselinou kyanooctovou (2),
dekarboxylaci vzniklé 2-kyano-2-cyklopentylidenoctové kyseliny (3), redukci
2-cyklopentylideneacetonitrilu (4) na 2-cyklopentylacetonitril (5), tvorbu 2-cyklopentyl-
3-oxopropanenitrilu (6) a kone¢nou cyklizaci za vzniku 4-cyklopentyl-1H-pyrazol-5-

aminu (7a), (WO 2004022560 Al).
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a: CH3COONHy, toluen, 140°C, 2-3 h

b: ethylenglykol, Cu, 160°C, 2 h

c: Pd-C, H,, MeOH, lab. t.

d: LDA, HCOOC,Hs, THF, -78°C, 45 min, lab. t., 20 h
e: NH,NH, - H,0, AcOH, EtOH, 100°C, 36 h

Obr. 76: Schéma syntézy 4-cyklopentyl-1H-pyrazol-5-aminu s uvedenim procentudlnich vytézkii
Jjednotlivych produktii.

Kyselina 2-kyano-2-cyklopentylidenoctova (3) byla pfipravena kondenzaci
cyklopentanonu (1) s kyselinou kyanooctovou (2) v pfitomnosti octanu amonného
pti 140 °C, jako rozpoustédlo byl zvolen toluen. Priibéh reakce byl kontrolovan
na zdkladé mnozstvi vyprodukované vody (WO 2004022560 Al). Reakce probéhla
s 50% vytézkem, ale bez vzniku vedlejSich produkti, a tak nebyla dale optimalizovana.
Literatura také uvadi obdobny postup s 84% vytézkem pii pouZziti benzenu namisto
toluenu (Sharma a Bhatia, 1989). Tato moznost ale v ramci této diplomové prace
vyzkousena nebyla.

Déle byla provedena dekarboxylace 2-kyano-2-cyklopentylidenoctové
kyseliny (3) za vzniku 2-cyklopentylideneacetonitrilu (4). Jako katalyzator byla vyuzita
praskova méd’, reakce probihala v ethylenglykolu pfi teploté¢ 160 °C po dobu 2 hodin
(WO 2004022560 Al). Vytézek reakce CcCinil 85 %. Latka neobsahuje chromofory
a nelze ji tak detekovat UV svétlem. Produkt nebyl chrakterizovan ani prostfednictvim

HPLC-ESI-MS analyzy, protoZe zde nedochazi k ionizaci.

100



Ptipraveny 2-cyklopentylideneacetonitril (4) byl ndsledné¢ redukovan vodikem
na 2-cyklopentylacetonitril (5) za ptitomnosti 10% palladia na aktivnim uhli.
Hydrogenace probihala v methanolu za laboratorni teploty a prub¢h reakce byl sledovan
na zaklad¢ spotteby vodiku (Park a kol., 1986; WO 2004022560 A1). Reakce prob¢hla
s 82% vytézkem bez vzniku vedlejSich produktti a potieby ¢iSténi produktu. Latka neni
detekovatelna UV zafenim ani prostfednictvim HPLC-ESI-MS analyzy.

Nasledn¢ byla k 2-cyklopentylacetonitrilu (5) pfipojena aldehydicka skupina
reakci s 2M roztokem diisopropylamidu litného a ethylformiatem. Reakce probihala
pfi chlazeni na -78 °C v tetrahydrofuranu a po pfidani vSech reaktantii se reakcni smés
ponechala michat do druhého dne za postupného zteplani na laboratorni teplotu
(WO 2014144455 Al). Vytézek reakce byl 83 %, vyraznéjsi vedlejsi produkty nebyly
detekovany a ziskany produkt byl ihned pouzit do dal§iho reak¢éniho stupné. Z divodu
nizké stability nebyl 2-cyklopentyl-3-oxopropanenitril (6) dale charakterizovan jinymi
metodami nez TLC metodou.

Ziskany  2-cyklopentyl-3-oxopropanenitril  (6) byl posléze cyklizovan
na 4-cyklopentyl-1H-pyrazol-5-amin  (7a). Cyklizace probihala pfi 100 °C
v pritomnosti 80 % roztoku hydrazin hydratu a kyseliny octové po dobu 36 hodin
(US 2013317022 Al). Vytézek reakce byl 91 %. Vzhledem k pfitomnosti
vice vedlejSich produkti byl produkt dale C¢iStén jak acidobazickou extrakei,
tak kolonovou chromatografii. Amino-pyrazolovy derivat (7a) vytvaii dvé tautomerni
formy:  4-cyklopentyl-1H-pyrazol-3-amin a  4-cyklopentyl-1H-pyrazol-5-amin.
Na zdkladé NMR analyzy lze fici, Ze mirnéjsi preferenci vykazuje 4-cyklopentyl-1H-

pyrazol-5-aminova forma.

4.1.2 Priprava pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovych derivati (Postup A)
Jako prvni varianta pro piipravu pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovych derivati byla
zvolena reakce a nasledna heterocyklizace pfipraveného 4-cyklopentyl-1H-pyrazol-5-

aminu (7a) s ethoxykarbonyl isokyanatem (8a) (Obr. 77), (Capuano a Schrepfer, 1971).
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a: DMF, -50°C, 1 h
b: (CH3)3COK, t-butanol, 80°C, 2,5 h

Obr. 77: Obecné schéma pripravy pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovych derivatii (Postup A)
s procentualnim vytézkem pripravenych produktii.

Pred samotnou heterocyklizaci bylo potfeba, aby se ethoxykarbonyl isokyanat
(8a) navazal na aminoskupinu v pozici C5 pyrazolového kruhu. Reakce probihala
pfi -50 °C po dobu 1 hodiny, jako rozpoustédlo byl zvolen dimethylformamid (Capuano
a Schrepfer, 1971). Vytézek reakce byl kvantitativni. Na zaklad¢ kontroly metodou TLC
anasledné HPLC-MS analyzy byly kromé pozadovaného produktu (9a)
také detekovany dalsi vedlej§i produkty. Vyznamnym vedlejSim produktem byl
4-cyklopentyl-1H-pyrazolovy derivat snavdzanym ethoxykarbonyl isokyanatem
na aminoskuping v pozici C5 a také v pozici N1 na pyrazolovém kruhu (M, = 381,38).
Pozadovany produkt (9a) byl ze smési ziskan pomoci krystalizace v ethylacetatu s 30%
vytézkem.

Po ziskani Cistého ethylesteru kyseliny
4-(4-cyklopentyl-1H-pyrazol-5-yl)allofanové (9a) byla provedena heterocyklizace
za vzniku 8-cyklopentylpyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin-2,4(1H,3H)-dionu  (10a), (Sun

a kol., 2013a). Reakce probihala v terc-butanolu v pfitomnosti terc-butoxidu draselného
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pti 80 °C po dobu 2 a pll hodiny. Pozadovany produkt byl ziskdn s 82% vytézkem
bez nutnosti dal§iho ¢isténi.

Pro ptipravu pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovych trisubstituovanych derivati bylo
dale potieba provést chloraci piipravené¢ho 8-cyklopentylpyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin-
2,4(1H3H)-dionu (10a) v pozicich C2 a C4. Vramci piipravy 2,4-dichlor-8-
cyklopentylpyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinu bylo odzkouSeno vice reak¢nich postupli
(Tab. 9). Pozadovany produkt se ovSem nepodafilo ani v jednom piipadé ziskat.
Ve vétsing piipadd doSlo ke vzniku pouze monochlorderivatu, tedy 2-chlor-8-
cyklopentylpyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin-4(3 H)-onu. Literatura syntézu
2,4-dichlorpyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovych derivatd neuvadi, dohledat lze pouze
ptipravu 4-chlor-2,7-dimethylpyrazolo[ 1,5-a]-1,3,5-triazinti (He a kol., 2000).

Tab. 9: Ruzné  varianty  reakcnich  postupi  pri  pripravé  2,4-dichlor-§8-
cyklopentylpyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinu.

chloracni ¢inidlo baze rozpoustédlo  teplota reak¢éni  produkt vytézek
doba

fenylfosforoxydichlorid - - 100°C 20h monoch. * 62 %

fenylfosforoxydichlorid  2,6- - 120°C  3h monoch. * 50 %
DMP

POCl, TEA toluen 105°C 2h ch.n.® kvant. ©

POCl; 2,6- - 105°C 18h monoch. * 55 %
DMP

*monoch. = monochlorderivat
®ch. n. = chlorderivat nepiitomen

“kvant. = kvantitativni vytézek

4.1.3 Priprava pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovych derivati (Postup B1)

Vzhledem k neuspésné syntéze 2,4-dichlor-8-cyklopentylpyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinu
byl pro pfipravu trisubstituovanych pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovych derivatii zvolen
odli$ny postup zahrnujici reakci a ndslednou cyklizaci 4-cyklopentyl-1H-pyrazol-5-
aminu (7a) s ethoxykarbonyl isothiokyanatem (8b) (Obr. 78), (US 2007078136 Al;
WO 2012017030 A1).
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a: DMF, -50°C, 1 h
b: (CH3)sCOK, t-butanol, 80°C, 2,5 h
c: CHsl, 1M NaOH, EtOH, t< 0°C, 2 h
d: DMA, POCI3, 105°C, reflux, 6 h
e: TEA, POCI3, 105°C, reflux, 2 h
f: CICgH,CO3H, DCM, t < 30°C, 6 h
g: n-propanol, 125°C, 24 h
Obr. 78: Schéma pripravy pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovych derivatii (Postup Bl)
s procentualnim vytézkem pripravenych produktii.

Pted samotnou heterocyklizaci bylo potieba ethoxykarbonyl isothiokyanat (8b)
op¢t navazat na aminoskupinu v pozici C5 pyrazolového kruhu. Reakéni podminky byly
totozné s predchozim postupem (9a, Postup A), (WO 2014189830 A1l). Vytézek reakce
byl kvantitativni. Na zakladé kontroly metodou TLC a nasledné HPLC-MS analyzy byl
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krom¢ pozadovaného produktu (9b) identifikovan hlavni vedlejsi produkt -
a to 4-cyklopentyl-1H-pyrazolovy derivat s navazanym ethoxykarbonyl
isothiokyanatem na aminoskuping v pozici C5 a také v pozici N1 na pyrazolovém kruhu
(M;=413,51). Surovy produkt bylo tak potieba ¢istit pomoci kolonové chromatografie.

Po ziskéani Cistého ethyl-N-[(4-cyklopentyl-1H-pyrazol-5-
yl)karbamothioyl]karbaméatu (9b) byla provedena heterocyklizace za vzniku
8-cyklopentyl-2-thioxo-2,3-dihydropyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin-4(1 H)-onu (10b).
Reakéni podminky byly totozné s pfedchozim postupem (10a, Postup A),
(WO 2012017030 A1). Pozadovany produkt byl ziskdn s 96% vytézkem bez nutnosti
dalsiho ¢isténi.

Nasledné¢ bylo potieba provést regio-selektivni S-methylaci v  pozici
C2 ptipraveného produktu (10b). Zde bylo vyzkouSeno vice reakénich postupli
(Tab. 10).  Zasadnim  faktorem je  vradmci  piipravy  8-cyklopentyl-2-
(methylthio)pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin-4(3H)-onu (11) reakéni teplota. Pii teploté
vyssi nez 0 °C dochazi ke vzniku O,S-dimethylderivatu, tedy 8-cyklopentyl-4-methoxy-
2-(methylthio)pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinu (M, =264,35).  Pfi teplotaich  niZSich
nez -30 °C se prodluzuje reakéni doba. Rozhodujici je také celkové mnozstvi pouzité
baze, pti nizSich koncentracich se opét prodluzuje reakéni doba. Nejlepsi vysledek
pfinesla reakce s methyljodidem v pfitomnosti 1M hydroxidu sodného (5 eq.) pii teploté
pod 0 °C, jako rozpoustédlo byl zvolen ethanol (Kobe a kol., 1974; Saito a kol., 2011).
Vytézek reakce byl 97 %, produkt nebylo potieba dale Cistit.

Tab. 10: Riizné varianty  reakcnich  postupti  pri  pripravé  8-cyklopentyl-2-
(methylthio)pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin-4(3H)-onu.

methyla¢ni  baze rozpoustédlo  teplota reakéni produkt vytézek
¢inidlo doba

CHj;-1 IMNaOH EtOH lab. t. 2h O,S-dimethylderivat 89 %
CH;-1 IM NaOH EtOH <0°C 2h S-methylderivat 97 %
CH;-1 IM NaOH EtOH <-30°C 20h S-methylderivat 94 %
(CH;),S04 K,CO4 MeOH <-30°C 16h O,S-dimethylderivat 96 %

¢ lab. t. = laboratorni teplota
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Dale bylo tfeba pfipravit 4-chlor-8-cyklopentyl-2-(methylthio)pyrazolo[1,5-a]-
1,3,5-triazin (16). V ramci tohoto bodu bylo opét vyzkouseno vice reakcnich postupti
(Tab. 11). V pfipadé¢ chlorace v pfitomnosti triethylaminu doSlo namisto
4-chlorpyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinového derivatu ke vzniku 8-cyklopentyl-N,N-
diethyl-2-(methylthio)pyrazolo[ 1,5-a]-1,3,5-triazin-4-aminu ~ (12) s 89% vytézkem.
Tento produkt byl nasledné pouzit do dalSich reakci. Dale byl zvolen postup zahrnujici
vyuziti N,N-dimethylanilinu jako béaze (Kobe a kol., 1974; Mejdrova a kol., 2015).
V tomto piipad¢ se podatilo pozadovany produkt ziskat, ovSem v nedostatecném
mnozstvi a Cistoté pro nasledné reakcni stupné. Zasadni je zde zpiisob zpracovani
produktu. Pfi standartnim zpracovéni, kdy je reakéni smés vlita do vody a nasledné
extrahovana, dochazi u 4-chlorpyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinového derivatu
k opétovnému vzniku oxoskupiny v pozici C4. Z tohoto ditvodu byl pro zpracovani
4-chlorpyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinového derivatu zvolen odlisny postup zahrnujici
odpareni trichloridu fosforylu a naslednou extrakci do toluenu (viz 16, Postup B1; 20,

Postup B2).

Tab. 11: Rizné varianty reakcnich postupii prii  pripravé 4-chlor-8-cyklopentyl-2-
(methylthio)pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinu.

chloracni ¢inidlo baze teplota reakéni Produkt Vytézek
doba

POCl; - 105 °C 4h n. ¢ -

POCl; TEA 105 °C 2h N,N-diethylderivat 89 %

POCl; N,N-DMA  105°C 6h 4-chlorderivat kvant. ¢

fenylfosforoxydichlorid TEA 105 °C 2h n. ¢ -

“kvant. = kvantitativni vyt&zek

d
n. = nereagovalo

Vzhledem k tomu, Ze se nepodafilo pfipravit dostatecné mnozstvi Cistého 4-chlor-
8-cyklopentyl-2-(methylthio)pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinu (16), byl do nasledné reakce
pouzit  8-cyklopentyl-N,N-diethyl-2-(methylthio)pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin-4-amin
(12). Dalsi reakce ptedstavovala oxidaci thioxoskupiny v pozici C2 za vzniku

sulfonylové skupiny. Reakce probihala v pfitomnosti 3-chlorperbenzoové kyseliny
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za mirného chlazeni (t < 30 °C) podobu 6 hodin, jako rozpoustédlo byl zvolen
dichlormethan (WO 2014015675 A1). Reakce probéhla s 69% vytézkem. Kromé
pozadovaného produktu (13) doslo ke vzniku nékolika vedlejSich produkti. Jako hlavni
vedlejsi produkt byl identifikovan oxidacéni meziprodukt
2-(methylsulfinyl)pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovy ~ derivat (M, = 321,44).
I ptes pfitomnost nékolika vedlejSich produktd produkt cistén nebyl a byl pouzit
do dalsi reakce.

Nasledn¢ byla provedena nukleofilni substituce methylsulfonylové skupiny
v pozici C2 piipraveného 8-cyklopentyl-N,N-diethyl-2-(methylsulfonyl)pyrazolo[1,5-
a]-1,3,5-triazin-4-aminu (13) s trans-1,4-diaminocyklohexanem (14). Reakce probihala
bez pouziti baze v n-propanolu pii teploté 125 °C po dobu 24 hodin, reakéni vytézek byl
91 %. Vzhledem k ptitomnosti vice vedlejSich produkt bylo surovy produkt nasledné

potieba ¢istit pomoci kolonové chromatografie.

4.1.4 Priprava pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovych derivati (Postup B2)

Vramci tfetiho postupu piipravy pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovych derivati byl
pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovy heterocyklus pfipraven reakci a naslednym zacyklenim
komerén¢  dostupného  4-brom-1H-pyrazol-3-aminu  (7b) s ethoxykarbonyl
isothiokyanatem (8b), (US 2007078136 A1l; WO 2012017030 A1). Derivaty 17, 18, 19
a 20 byly tedy pfipraveny stejnym postupem jako v piedchozim piipadé (viz kapitola
3.2.3, Postup B1 a kapitola 3.2.4, Postup B2). Reakéni podminky 1 vytézky jednotlivych
reakci jsou uvedeny na Obr. 79.

Poslednim ziskanym derivaitem byl 8-brom-2-(methylthio)-N-(4-(pyrrolidin-1-
yhfenyl)pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazin-4-amin (22). Ten byl pfipraven nukleofilni
substituci chloru v pozici C4 8-brom-4-chlor-2-(methylthio)pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-
triazinu s 4-(pyrrolidin-1-yl)anilinem dihydrochloridem (21). Reakce probihala
v pfitomnosti N,N-diisopropylethylaminu pii 100 °C, jako rozpoustédlo byl zvolen
n-propanol. Reakce probehla s 89% vytéZkem. Vzhledem k ptitomnosti vedlejSiho

produktu bylo surovy produkt potteba ¢istit pomoci kolonové chromatografie.
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a: DMF, -50°C, 1 h

b: (CH3)3COK, t-butanol, 80°C, 3 h

c: CHsl, 1M NaOH, EtOH, t<0°C, 1 h
d: DMA, POCI3, 100°C, 4 h

e: DIPEA, n-propanol, 100°C, 24 h

Obr. 79: Schéma pripravy pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovych derivatii (Postup B2)
s procentualnim vytézkem pripravenych produktii

4.2 Biologicka aktivita vybranych derivatu
Na zakladé biologickych testli provedenych Mgr. Evou Rezni¢kovou, Ph.D. v ramci
Laboratofe rlstovych regulatori, Prirodovédecké fakulty Univerzity Palackého
a Ustavu experimentalni botaniky AV CR, v.v.i. Ize fici, Ze vybrané pyrazolo[1,5-a]-
1,3,5-triazinové derivaty 15 a22 vykazuji inhibiéni aktivitu vaéi CDK2
v mikromolarnich koncentracich. Derivat 15 je u0¢inng)Sim inhibitorem CDK2
oproti derivatu  22.  Antiproliferacni  vlastnosti  derivatu 15 se projevily
u obou testovanych bunécnych linii, vyraznéjsi antiproliferacni Gc¢inek byl detekovan
u leukemické linie K562. U derivatu 22 nebyla v pfipad¢ testovanych bunécnych linii
prokazéana vyraznéjsi antiproliferacni aktivita.

I pfes prokazanou inhibi¢ni aktivitu nejsou pfipravené derivaty 15 a 22

tak u¢innymi inhibitory jako pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinové bioisostery roskovitinu
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(XXIX) nebo purvalanolu A (XXXI) (Tab. 12), (Bettayeb a kol., 2008; Popowycz
a kol., 2009).

Tab. 12: Porovnadni hodnot ICsy (CDK2/cyklin A) pripravenych derivatii 15 a 22 s roskovitinem,
purvalanolem A a jejich pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovymi bioisostery.

inhibitor IC5y (CDK2/cyklin A) [uM]
roskovitin 0,22
XXIX 0,04
purvalanol A 0,07
XXXI 0,06
15 0,50
22 1,10
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5 Zavér
V teoretické ¢asti diplomové prace byla sepsdna literarni reSerSe tykajici se zakladnich
poznatkii o  cyklin-dependentnich  kindzach a  jejich  nejvyznamnéjSich
inhibitorech, déle byl vytvofen piehled dilezitych purinovych bioisosterti a nasledné
byly shrnuty informace o biologické aktivité doposud popsanych pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-
triazinovych derivati a syntetickych pfistupech vedouci k ptipravé pyrazolo[1,5-a]-
1,3,5-triazinového heterocyklu.

Experimentalni ¢ast byla zaméfena na studium riznych syntetickych ptistupti
pfipravy pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovych derivatu. Ptipraveno bylo
11 pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triazinovych derivata (10a, 10b, 11, 12, 13, 15, 16, 18, 19, 20,
22), ztoho 8 latek (10a, 10b, 11, 12, 13, 15, 16, 22) doposud nebylo publikovano.
U dvou vybranych derivatd (15 a22) byla testovana inhibi¢ni aktivita vici kindze
CDK2 a také antiproliferacni aktivita u bunéénych linii K562 a MCF-7. Derivat 15
vyznamné potlacuje aktivitu CDK2 (ICso=0,5 uM), jeho antiproliferaéni vlastnosti
se projevily u obou testovanych bunéénych linii, vyraznéjsi antiproliferacni efekt byl
detekovan u leukemické linie K562. Derivat 22 vykazuje vi¢i CDK2 nizs8i inhibi¢ni
aktivitu (ICso=1,1 uM) a u testovanych bunécénych linii nebyl prokézan vyrazngjsi
antiproliferacni uc¢inek.

Prestoze pfipravené latky nemaji tak velky inhibi¢ni a antiprolifera¢ni potencial
jako nékteré jiné publikované derivaty purinu a jeho strukturnich analogli, maji
vyzkouSené postupy potencidlni vyznam pro syntézu novych terapeutik k lécbé

nejen nadorovych onemocnéni.
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