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5-alkylthio-7-[(4-arylbenzyl)amino]-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny pro 1é¢eni lymfomi

Oblast techniky
Tento vynalez se tyka 5-alkylthio-7-[(4-arylbenzyl)amino]-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidind,

zpusobu jejich syntézy, piipravy farmaceutickych piipravki obsahujicich tyto slouceniny a jejich
pouziti pro 1é¢bu lymfomii.

Dosavadni stav techniky

Non-Hodgkiniv lymfom (NHL) patii mezi nejcastéjsi hematologickd onemocnéni, odpovidajici
ptiblizné 30% vsech hematologickych malignit. Diky své agresivité je NHL rozdélovan na dva
typy, indolentni, pomalu rostouci, a agresivni lymfomy s vyraznou mitotickou aktivitou. Mezi
agresivni lymfomy patii difizni velkobunéény B-lymfom (DLBCL), Burkitiv lymfom (BL),
lymfom z plastovych bunék (MCL) a periferni T-lymfom (PTCL). K hlavnim znakiim NHL patfi
poruseni regulace bunécného cyklu a programované bunécéné smrti (apoptosy) zplisobené napt.
mutacemi transkripcnich faktort MYC, TP53, TP63, BCL6, zvySenou expresi cyklinu D,
CDKA4/6 nebo inaktivaci genti kodujicich RB1, CDKN2A a ATM. Inhibitory cyklin-dependetnich
kinas (CDK) zasahuji do obou zminénych procest, jelikoz blokuji transkripci antiapoptotickych
proteind s kratkym polo¢asem rozpadu (napi. MCL1, XIAP, cyklin D1) a zaroven piimo inhibuji
klicové regulatory bunééného cyklu - CDK. Lymfomy se soub&znymi genetickymi aberacemi
geni MYC, BCL2 a BCL6 piedstavuji podskupinu chemoresistantniho NHL s extrémné
negativni progndzou (Rosenthal a Younes, Blood Rev. 2016, s. 6).

Riizné CDK inhibitory (napf. flavopiridol, roskovitin, dinaciclib a palbociclib) byly testovany na
nekterych modelech NHL (Aleem E et Arceci RJ. Front Cell Dev Biol. 2015; 3: 16; Lacrima et
al.,, Ann Oncol. 2005, 16:1169-1176). Bylo prokazano, Ze agresivni lymfomy mohou byt
rozdéleny na BCL2-dependentni a MCL1-dependentni podtypy, a Ze sou¢asna inhibice BCL2 a
MCLI1 vede k signifikantni cytotoxické synergii (Klanova et al., Clin Cancer Res., 20161: 1138-
49, Wenzel a kol., Leukemia, 2013, 27 (6): 1381-90).

Potlaceni exprese MCL1 dinaciclibem navozuje trvalou apoptotickou odpovéd v agresivnim B-
bunééném lymfomu s deregulovanym transkripénim faktorem MYC in vivo (Gregory a kol.,
Leukemia, 2015, (6): 1437-41). Pokles hladiny MCL1 po pulsobeni dinaciclibu souvisi nejen se
zablokovanou transkripci, ale také s poklesem jeho fosforylace, ktera rozhoduje o stabilizaci
MCL1 (Choudhary et al., Oncotarget. 2015 Jul 10; 6 (19): 16912-16925). Toto zjisténi bylo
potvrzeno nezavisle i na lymfomech s dvojitou aberaci MYC-BCL2, kde pokles hladiny proteinu
MCLI1 v dusledku inhibice CDK senzibilizoval lymfomy k inhibitoru BCL2 venetoclaxu (Li et
al., Leukemia, 2015 Aug. 29 (8): 1702-12).

V soucasnosti jsou inhibitory CDK v pokro€ilych klinickych studiich pro 1écbu riznych
nadorovych onemocnéni. Inhibitory CDK4/6 palbociclib, ribociclib a abemaciclib byly nedavno
schvaleny US FDA pro 1é¢bu prvni linie metastatického ER-pozitivniho a HER2-negativniho
karcinomu prsu. Experimentalni diikazy pfitom naznacuji, Ze inhibice CDK mtize mit pozitivni
terapeuticky ucinek pii 1é¢bé nehodgkinskych lymfomd.

Predmétem tohoto vynalezu je poskytnout nové a velmi uc¢inné protinadorové slouceniny, které
mohou byt vyuzity pro 1é€bu lymfomi jakymi jsou nehodgkinské lymfomy.

Podstata vynalezu

Pfedmétem tohoto vynalezu jsou S5-alkylthio-7-[(4-arylbenzyl)amino]-1(2)H-pyrazolo[4,3-
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d]pyrimidiny pro 1é¢eni lymfomti obecného vzorce 1

ve kterém,

R! je fenyl nebo heteroaryl s péti az Sesti atomy v kruhu, z nichZ je alespofi jeden heteroatom
vybrany ze skupiny O, S, N a ostatni jsou uhlikové atomy; pfi¢emz fenyl nebo heteroaryl mize
byt piipadné substituovany jednim nebo vice substituenty nezavisle vybranymi ze skupiny Cl, F,
CF3, NHz, OH, NOz, OCH3, OCF3;

R? je vybrano ze skupiny zahrnujici:

- C»-Cs linearni nebo rozvétveny alkyl, ktery mize byt piipadné substituovany jednim nebo vice
substituenty nezavisle vybranymi ze skupiny hydroxy, amino, karbamoyl, =O, guanidino, ureido,
trifluormethyl, sulfonyl, dimethylamino, diethylamino, methylamino, ethylamino, C1-C2-
acylamino;

- C»-Cs linearni nebo rozvétveny alkenyl, ktery mize byt pripadné substituovany jednim nebo
vice substituenty nezavisle vybranymi ze skupiny hydroxy, amino, karbamoyl, =O, guanidino,
ureido, trifluormethyl, sulfonyl, dimethylamino, diethylamino, methylamino, ethylamino, C1-C2-
acylamino;

- C3-Cs cykloalkyl, kde cykloalkyl obsahuje 3 az 6 uhlikovych atomtl, a je substituovan alespoi
jednim z téchto substituentii: hydroxy, amino, karbamoyl, =0, guanidino, ureido, trifluormethyl,
sulfonyl, dimethylamino, diethylamino, methylamino, ethylamino, C1-C2-acylamino;

- linearni nebo rozvétveny heteroalkyl obsahujici 2 az 6 atomil, z nichz je alespon jeden
heteroatom vybrany ze skupiny O, S, N a ostatni jsou uhlikové atomy; ktery mize byt ptipadné
substituovany jednim nebo vice substituenty nezavisle vybranymi ze skupiny hydroxy, amino,
karbamoyl, =0, guanidino, ureido, trifluormethyl, sulfonyl, dimethylamino, diethylamino,
methylamino, ethylamino, C1-C2-acylamino;

- cykloheteroalkyl obsahujici 3 az 6 atomil, z nichz je alespon jeden heteroatom vybrany ze
skupiny O, S, N a ostatni jsou uhlikové atomy; ktery mize byt piipadné substituovany jednim
nebo vice substituenty nezavisle vybranymi ze skupiny hydroxy, amino, karbamoyl, =O,
guanidino, ureido, trifluormethyl, sulfonyl, dimethylamino, diethylamino, methylamino,
ethylamino, C1-C2- acylamino, C1-C4 alkyl;

- cykloheteroalkyl-methyl, cykloheteroalkyl-ethyl nebo cykloheteroalkyl-propyl, pficemz
cykloheteroalkyl je skupina popsand vyse;

a jejich farmaceuticky piijatelné soli s kyselinami.
R! je s vyhodou vybran ze skupiny sestavajici ze substituentdi fenyl, pyridin-2-yl, pyridin-3-yl,

pyridin-4-yl, pyrimidin-2-yl, pyrimidin-4-yl, pyrimidin-5-yl, pyrazin-2-yl, pyridazin-3-yl,
pyridazin-4-yl, pyrrol-1-yl, pyrrol-2-yl, pyrrol-3-yl, pyrazol-1-yl, pyrazol-3-yl, pyrazol-4-yl,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

Cz 2018 - 58 A3

imidazol-1-yl, imidazol-2-yl, imidazol-4-yl, furan-2-yl, furan-3-yl, thien-2-yl, thien-3-yl, oxazol-
2-yl, thiazol-2-yl, tetrazol-5-yl; pfi¢emz tyto substituenty mohou byt nesubstituované nebo
substituované jednim nebo vice substituenty nezavisle vybranymi ze skupiny Cl, F, CF3, NHa,
OH, NO2, OCH3s, OCF-.

S vyhodou je R? hydroxy-substituovany C,-Cs linearni nebo rozvétveny C,-Cs alkyl
substituovany jednou nebo dvéma hydroxy skupinami. S vyhodou je vybran ze skupiny
zahrnujici 2-hydroxyethyl, 2- (RS, R or S)-hydroxypropyl, 3-hydroxypropyl, 2-hydroxybutyl, 1-
hydroxybut-2-yl, 2-hydroxybut-2- yl, 1-hydroxy-3-methylbut-2-yl, 4-hydroxybut-2-(RS, R, or S)-
yl, 2-hydroxy-2-methylpropyl, 3- hydroxy-3-methylbut-2-yl, (RS,R or S)-2,3-dihydroxypropyl,
1-hydroxy-3-methylbut-2-yl, and (3RS)- 2-hydroxypent-3 -yl.

V dalsim vyhodném provedeni je C»>-Ce linearni nebo rozvétveny alkyl substituovany jednou
nebo dvéma amino skupinami, popiipad¢ je aminoskupina dale substituovana. S vyhodou je
substituent vybran ze skupiny zahrnujici: 2-aminoethyl, 3-aminopropyl, 4-aminobutyl, 5-
aminopentyl, 6- aminohexyl, 2,3-diaminopropyl, (R)-2,3-diaminopropyl, (S)-2,3-diaminopropyl,
2-guanidinoethyl, and 2-ureidoethyl, 2-(acetylamino)ethyl, (dimethylamino)methyl, 2-
(dimethylamino)ethyl, 3- (dimethylamino)propyl, 3-(dimethylamino)butyl,
(diethylamino)methyl, 2-(diethylamino)ethyl, 3- (diethylamino)propyl a 4-(diethylamino)butyl.

V dal$im vyhodném provedeni je C,-Cg linearni nebo rozvétveny alkyl substituovany karbamoyl
skupinou. S vyhodou je substituent vybran ze skupiny zahrnujici (karbamoyl)methyl, 2-
karbamoyl)ethyl, 3 -(karbamoyl)propyl.

V dal§im vyhodném provedeni obsahuje linearni nebo rozvétveny heteroalkyl heteroatom O nebo
S (tj. etherova nebo thioetherova struktura). S vyhodou je substituent vybran ze skupiny
zahrnujici methoxymethyl, ethoxymethyl, 2-(methylthio)ethyl.

V dalsim vyhodném provedeni je C»-Cs linedrni nebo rozvetveny alkyl zaroven substituovany
amino a hydroxy skupinou. S vyhodou je substituent vybran ze skupiny zahrnujici 3-amino-2-
hydroxypropyl, (R)-3-amino-2-hydroxypropyl, and (S)-3-amino-2-hydroxypropyl, 2-amino-3-
hydroxypropyl, (R)-2- amino-3-hydroxypropyl, and (S)-2-amino-3-hydroxypropyl.

S vyhodou R? je C,-C; linearni alkyl substituovany jednou nebo dvéma sulfanylovymi
skupinami, nebo kombinaci sulfanylové a hydroxyskupiny. S vyhodou je vybran ze skupiny
zahrnujici 2- sulfanylethyl, 3-hydroxy-2-sulfanylpropyl, a 2-hydroxy-3-sufanylpropyl.

V dal$im vyhodném provedeni je C3-Cs cykloalkyl vybran ze skupiny zahrnujici cyklopropyl,
cyklobutyl, cyklopentyl a cyklohexyl.

V dal§im vyhodném provedeni je C3-Cs cykloalkyl substituovany amino nebo hydroxy skupinou.
S vyhodou je substituent vybran ze skupiny zahrnujici: trans-4-aminocyklohexyl, cis-4-
aminocyklohexyl, cis, trans--4-aminocyklohexyl, cis-2-aminocyklohexyl, trans-2-
aminocyklohexyl, cis,trans--2-aminocyklohexyl, 3-aminocyklohexyl, trans-4-
hydroxycyklohexyl, cis-4-hydroxycyklohexyl, cis,trans--4-hydroxycyklohexyl, cis-2-
hydroxycyklohexyl,  trans-2-hydroxycyklohexyl, cis, trans--2-hydroxycyklohexyl,  3-
hydroxyocyklohexyl.

V  dalsim vyhodném provedeni je R? cykloheteroalkyl, cykloheteroalkyl-methyl,
cykloheteroalkyl- ethyl nebo cykloheteroalkyl-propyl obsahujici dusik nebo kyslik nebo oba
heteroatomy. S vyhodou je vybran ze skupiny zahrnujici: N-morfolinyl, N-pyrrolidinyl, N-
pyrazolidinyl, N-imidazolidinyl, N- piperazinyl, N-piperidinyl, N-thiomorfolinyl, 4-
methylpiperazin-1-yl, 4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1- yl, (aziridin-1-yl)ethyl, (azetidin-1-
yl)ethyl, (azolidin-1-yl)ethyl, (piperidin-1-yl)ethyl, (aziridin-1- yl)propyl, (azetidin-1-yl)propyl,
(azolidin-1-yl)propyl a (piperidin-1-yl)propyl, 2-oxazolidon-5-yl.
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V pfipadé, Ze slouceniny podle ptedlozeného vynalezu maji chirdlni centrum, vynalez zahrnuje
vSechny opticky aktivni isomery, jejich smési i racematy. Tedy slouceniny obecného vzorce I,
nezavisle na (R) nebo (S) konfiguraci na chiralnich centrech, jsou zahrnuty v tomto vynalezu.

5-alkylthio-7-[(4-arylbenzyl)amino]-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny obecného vzorce | jsou
vhodné pro pouziti jako 1éCiva. Slouceniny podle vynalezu zejména vykazuji kombinovanou
antiproliferacni a proapoptotickou aktivitu, zejména vhodnou pro 1é€bu lymfom.

V jednom provedeni 5-alkylthio-7-[(4-arylbenzyl)amino]-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny
obecného vzorce | jsou vhodné pro pouziti k 1é¢eni krévnich hyperproliferativnich onemocnéni.
S vyhodou jsou zejména vhodné pro pouziti k 1é¢bé Non-Hodgkinovych lymfomd.

V jesté dalsim provedeni 5-alkylthio-7-[(4-arylbenzyl)amino]-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny
obecného vzorce | jsou vhodné pro pouziti pro inhibici kinas CDK 1/2/5/7/9, které jsou klicovymi
komponentami zapojenymi v regulaci bunécného deleni krévnich progenitorti, jejich diferenciaci
a také ve vyvoji lymfomi.

Dal$im pfedmétem vynalezu je metoda lécby lymfoml spojenych s aberantni bunécnou
proliferaci nebo apoptdézou podavanim terapeuticky ucinnych davek alespon jedné ze sloucenin
obecného vzorce I.

Vynalez také zahrnuje farmaceutické pfipravky obsahujici 5-alkylthio-7-[(4-arylbenzyl)amino]-
1(2)H- pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny obecného vzorce | a farmaceuticky pfijatelné nosice.

Mimotadn€ vyhodnymi slouc¢eninami podle vynalezu jsou derivaty obecného vzorce I, které
nesou substituent R? vybrany ze skupiny zahrnujici: 2-hydroxyethyl, 3-hydroxypropyl, 2(R)-
hydroxypropyl, 2(S)-hydroxypropyl, 4-hydroxybut-2(R)-yl, 4-hydroxybut-2(S)-yl, 4-hydroxybut-
2(R,S)-yl,2-(hydroxy-2-methyDpropyl, 2,3-dihydroxypropyl, 3-hydroxy-3-methylbutyl, 2-
hydroxypent-3-yl, (R)-1- isopropyl-2-hydroxyethyl, (S)-1-isopropyl-2-hydroxyethyl, (R,S)-1-
isopropyl-2-hydroxyethyl, 2-aminoethyl, 3-aminopropyl, 4-aminobutyl, 5-aminopentyl, 6-
aminohexyl, 3-amino-2-hydroxypropyl, 2,3-diaminopropyl, 1-(dimethylamino)methyl, 2-
(dimethylamino)ethyl, 3-(dimethylamino)propyl, 4- (dimethylamino)butyl, 2-

(diethylamino)ethyl, 3-(diethylamino)propyl, cis-2-aminocyklohexyl, trans-2-
aminocyklohexyl,cis,trans-2-aminocyklohexyl, cis,trans-3-aminocyklohexyl, trans-4-
aminocyklohexyl, cis-4-aminocyklohexyl, cis, trans-4-aminocyklohexyl, cis-2-

hydroxycyklohexyl, trans-2-hydroxycyklohexyl, cis, trans-2-hydroxycyklohexyl, cis, trans-3-
hydroxycyklohexyl, trans-4-hydroxycyklohexyl, cis-4-hydroxycyklohexyl, cis, trans--4-
hydroxycyklohexyl.

ZPUSOBY PRIPRAVY SLOUCENINY OBECNEHO VZORCE I

V této nové generaci 5,7-disubstituovanych 3-isopropylpyrazolo-1(2)H-[4,3-d]pyrimidint je
substituent (akylaminoskupina) v poloze 5 centralniho heterocyklu nahrazena alkylthioskupinou.
Tato substituce heterocyklu je synteticky 1épe proveditelna (alkylace probihd za mirnych
podminek). Ve srovnani s ptvodni S5-alkylaminosubstituci, ktera se provadi nukleofini
aromatickou substituci, typicky vyzadujici aktivaci teplotou 150 °C, jsou tak omezeny nezadouci
reakce. Posledni substituent zavadény reakéni sekvenci do polohy 5-heterocyklu je zde pfipojen k
heterocyklu reakci reaktivni sulfanylové skupiny, coz také dovoluje velkou variabilitu
zavadénych substituci (reakce s alkylhalogenidy, epoxidy, aziridiny etc.).
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Schéma 1. Schéma syntézy S-alkylthio-7-(4-arylbenzyl)amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidinu:
3-1sopropyl-5-sulfanyl-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-7-0l ~ (1)* je pfeménén sulfidem
fosforeCnym na 5,7-disulfanylderivat (2). Nukleofilni aromatickou substituci sulfanylové skupiny
v poloze 7 heterocyklu vznika za mirnych podminek 7-[(4-arylbenzyl)amino]-5-sulfanyl-1(2)H-
pyrazolo[4,3-d]pyrimidin (3). Alkylaci thiolu (3) organickym halogenidem, oxiranem nebo
aziridinem se pfipravi cilova struktura (4).

FARMACEUTICKE KOMPOZICE

Vhodné cesty pro aplikaci jsou oralni, rektalni, vazalni mistni (zahrnujici okularni, bukalni a
sublingualni), vaginalni a parenteralni (zahrnujici subkutanni, intramuskuldrni, intravitre6zni,
nitrozilni, intradermalni, intrathekalni a epiduralni). Preferovany zptisob podani zavisi na stavu
pacienta, toxicité¢ slouc¢eniny a misté infekce, kromé ostatnich ohledii znamych klinikovi.

Terapeuticky piipravek obsahuje od 1 do 95 % aktivni latky, pficemz jednorazové davky
obsahuji prednostné od 20 do 90 % aktivni latky a pii zpusobech aplikace, které nejsou
jednorazové, obsahuji prednostné od 5 do 20 % aktivni latky. Jednotkové dévkové formy jsou
napf. potahované tablety, tablety, ampule, lahvi¢ky, ¢ipky nebo tobolky. Jiné formy aplikace jsou
napf. masti, krémy, pasty, pény, tinktury, rténky, kapky, spreje, disperze atd. Piikladem jsou
tobolky obsahujici od 0,05 g do 1,0 g aktivni latky.

Farmaceutické pfipravky podle predlozeného vynalezu jsou pfipravovany znamym zpusobem,
napf. béznym michanim, granulaci, potahovanim, rozpoustécimi nebo lyofiliza¢nimi procesy.

Prednostné jsou pouzivany roztoky aktivnich latek a dale také suspenze nebo disperze, obzvlaste
izotonické vodné roztoky, suspenze nebo disperze, které mohou byt piipraveny pied pouzitim,
napf. v piipad¢€ lyofilizovanych preparatii obsahujicich aktivni latku samotnou nebo s nosicem
jako je mannitol. Farmaceutické ptipravky mohou byt sterilizovany a/nebo obsahuji excipienty,
napf. konzervacni ptipravky, stabilizatory, zvlh¢ovadla a/nebo emulgatory, rozpoustéci Cinidla,
soli pro regulaci osmotického tlaku a/nebo pufry. Jsou pfipravovany znamym zpiisobem, napf.
béznym rozpousténim nebo lyofilizaci. Zminéné roztoky nebo suspense mohou obsahovat latky
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zvysujici viskozitu, jako napf. sodnou sil karboxymethylcelulosy, dextran, polyvinylpyrrolidon
nebo zelatinu. Olejové suspense obsahuji jako olejovou slozku rostlinné, syntetické nebo
semisyntetické oleje obvyklé pro injekcni ucely. Oleje, které zde mohou byt zminény, jsou
obzvlasté kapalné estery mastnych kyselin, které obsahuji jako kyselou slozku mastnou kyselinu
s dlouhym fetézcem majicim 8-22, s vyhodou pak 12-22 uhlikovych atomt, napf. kyselinu
laurovou, tridekanovou, myristovou, pentadekanovou, palmitovou, margarovou, stearovou,
arachidonovou a behenovou, nebo odpovidajici nenasycené kyseliny, napf. kyselinu olejovou,
alaidikovou, eurikovou, brasidovou a linoleovou, pfipadn¢ s piidavkem antioxidantii, napf.
vitaminu E, B-karotenu nebo 3,5-di-tert-butyl-4- hydroxytoluenu. Alkoholova slozka téchto
esterd mastnych kyselin nema vice nez 6 uhlikovych atomt a je mono- nebo polyhydricka, napf.
mono-, di- nebo trihydrické alkoholy jako metanol, etanol, propanol, butanol nebo pentanol a
jejich isomery, ale hlavné glykol a glycerol. Estery mastnych kyselin jsou s vyhodou napt. ethyl
oleat, isopropyl myristat, isopropyl palmitat, ,Labrafil M 2375“ (polyoxyethylen glycerol
trioleat, Gattefoseé, Pafiz), ,Labrafil M 1944 CS* (nenasycené polyglykolované glyceridy
ptipravené alkoholyzou oleje z meruiikovych jader a slozené z glyceridi a esterd polyethylen
glykolu; Gattefoseé, Pafiz), ,,Labrasol* (nasycené polyglykolované glyceridy ptipravené
alkoholyzou TCM a sloZené z glycerida a esterti polyethylen glykolu; Gattefoseé, Pafiz) a/nebo
»Miglyol 812 (triglycerid nasycenych mastnych kyselin s délkou fetézce Cs az C12 0d Hiils AG,
Neémecko) a zvlasté rostlinné oleje jako bavinikovy olej, mandlovy olej, olivovy olej, ricinovy
olej, sesamovy olej, sdjovy olej a zejména olej z podzemnice olejné.

Ptiprava injekéniho piipravku se provadi za sterilnich podminek obvyklym zplsobem, napf.
plnénim do ampuli nebo lahvicek a uzaviranim obald.

Napt. farmaceutické piipravky pro ordlni pouziti se mohou ziskat smichanim aktivni latky s
jednim nebo vice tuhymi nosici, pfipadnou granulaci vysledné smési, a pokud je to pozadovano,
zpracovanim smési nebo granuli do tablet nebo potahovanych tablet ptidavkem dalSich
neutralnich latek.

Vhodné nosice jsou obzvlasté plnidla jako cukry, napf. laktosa, sacharosa, mannitol nebo
sorbitol, celulosové preparaty a/nebo fosfore¢nany vapniku, s vyhodou fosforeCnan vapenaty
nebo hydrogenfosforecnan vapenaty, dale pojiva jako Skroby, s vyhodou kukufi¢ny, pSeni¢ny,
ryzovy nebo bramborovy Skrob, methylcelulosa, hydroxypropylmethylcelulosa, sodna sl
karboxymethylcelulosy a/nebo polyvinylpyrrolidin, a/nebo pokud pozadovano desintegratory
jako vySe zminéné Skroby a dale karboxymethylovy skrob, zesitény polyvinylpyrrolidin, alginova
kyselina a jeji soli, s vyhodou alginat sodny. Dalsi neutrdlni latky jsou regulatory toku a
lubrikanty, s vyhodou kyselina salicylova, talek, kyselina stearovad a jeji soli jako stearat
hotecnaty a/nebo vapenaty, polyethylen glykol nebo jeho derivaty.

Jadra potahovanych tablet mohou byt potazena vhodnymi potahy, které mohou byt odolné vuci
zaludec¢ni §t'ave, pricemz pouzivané potahy jsou mezi jinymi koncentrované roztoky cukri, které
mohou obsahovat arabskou gumu, talek, polyvinylpyrrolidin, polyethylen glykol a/nebo oxid
titanicity, dale potahovaci roztoky ve vhodnych organickych rozpoustédlech nebo smésich
celulosovych preparati jako acetylcelulosaftalat nebo hydroxypropylmethylcelulosaftalat.
Barviva nebo pigmenty jsou piimichavany do tablet nebo potahovanych tablet napf. pro
identifikaci nebo charakterizaci riznych davek a¢inné slozky.

Farmaceutické ptipravky které mohou byt uzivany oralné jsou také tvrdé tobolky ze Zelatiny nebo
méekké uzaviené tobolky ze Zelatiny a zmékcovadla jako glycerol nebo sorbitol. Tvrdé tobolky
mohou obsahovat aktivni latku ve formé granuli, smichanou napt. s plnidly jako je kukufi¢ny
Skrob, pojivy nebo lubrikanty jako talek nebo steardt hofecnaty, a se stabilizatory. V mekkych
tobolkach je aktivni latka pfednostné rozpusSténa nebo suspendovana ve vhodnych kapalnych
latkach neutralni povahy jako mazaci tuk, parafinovy olej nebo kapalny polyethylen glykol ¢i
estery mastnych kyselin a ethylen nebo propylen glykolu, pficemz je také mozno pfidat
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stabilizatory a detergenty napf. typu esterti polyethylen sorbitanovych mastnych kyselin.

Dalsi formy oralniho podavani jsou napf. sirupy pripravované béznym zptisobem, které obsahuji
aktivni slozku napt. v suspendované formé a v koncentraci okolo 5 az 20 %, pfednostné okolo 10
% nebo podobné koncentrace, kterd umoziiuje vhodnou individudlni davku, napt. kdyZ je méteno
5 nebo 10 ml. Ostatni formy jsou napt. praskové nebo kapalné koncentraty pro ptipravu koktejli,
napf. v mléce. Takovéto koncentraty mohou byt také baleny v mnozstvi odpovidajicim
jednotkové davce. Farmaceutické pfipravky, které mohou byt pouzivany rektdln€, jsou napf.
¢ipky, které obsahuji kombinaci aktivni latky se zdkladem. Vhodné zaklady jsou napfi. pfirodni
nebo syntetické triglyceridy, parafinové uhlovodiky, polyethylen glykoly nebo vyssi alkoholy.

Ptipravky vhodné pro parenterdlni podéani jsou vodné roztoky aktivni slozky ve formé rozpustné
ve vodé, napf. ve vodé rozpustnd stl nebo vodna injekéni suspenze, ktera obsahuje latky
zvySujici viskozitu, napi. sodnou sul karboxymethylcelulosy, sorbitol a/nebo dextran, a
stabilizatory tam kde je to vhodné. Aktivni latka mize byt také ptitomna ve formé lyofilizatu
spole¢né s excipienty kde je to vhodné a miize byt rozpusténa pied parenteralni aplikaci pfidanim
vhodnych rozpoustédel. Roztoky, které jsou pouzity pro parenteralni aplikaci, mohou byt pouzity
napf. i pro infuzni roztoky. Preferovand konzervovadla jsou s vyhodou antioxidanty jako kyselina
askorbova, nebo mikrobicidy kyselina sorbova ¢i benzoova.

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

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

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

Pasty jsou krémy nebo masti obsahujici praskové slozky absorbujici sekreci jako jsou oxidy
kovii, napf. oxidy titanu nebo oxid zine¢naty, a dale talek ¢i silikaty hliniku, které maji za ukol
vazat ptitomnou vlhkost nebo sekreci.
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Pény jsou aplikovany z tlakovych nadob a jsou to kapalné emulze oleje ve vodé v aerosolové
formé, ptficemz jako hnaci plyny jsou pouzivany halogenované uhlovodiky, jako
polyhalogenované alkany, napt. dichlorfluormethan a dichlortetrafluorethan, nebo ptrednostné
nehalogenované plynné uhlovodiky, vzduch, N>O ¢i oxid uhlicity. Pouzivané olejové faze jsou
stejné jako pro masti a krémy a také jsou pouzivéna aditiva tam zminéna.

Tinktury a roztoky obvykle obsahuji vodné-etanolickou bazi, ke které jsou pfimichana
zvlhéovadla pro sniZzeni odpafovéani jako jsou polyalkoholy, napt. glycerol, glykoly a/nebo
polyethylen glykol, dale promazivadla jako estery mastnych kyselin a nizSich polyethylen
glykold, tj. lipofilni latky rozpustné ve vodné smési nahrazujici tukové latky odstranéné z kiize
etanolem, a pokud je to nutné, i ostatni excipienty a aditiva.

Tento vynalez dale poskytuje veterinarni piipravky obsahujici nejméné jednu aktivni slozku
spolecné s veterinarnim nosi¢em. Veterinarni nosie jsou materialy pro aplikaci pripravku a
mohou to byt latky pevné, kapalné nebo plynné, které jsou inertni nebo ptijatelné ve veterindrni
medicin€ a jsou kompatibilni s aktivni slozkou. Tyto veterinarni ptipravky mohou byt podavany
oraln¢, parenteraln¢ nebo jakoukoli jinou pozadovanou cestou.

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

Objasnéni vykresu

Obrazek 1 ukazuje antiproliferacni aktivitu latky 4.9 v asynchronnich bunécnych linich MINO
and UPF1H po dobu 24 hodin

Obrazek 2 ukazuje vliv pyrazolo[4,3-d]pyrimidinu 4.9 na apoptosu ovlivnénych lymfomovych
linii MINO and UPF1H. Aktivita kaspas 3 a 7 byla stanovena v bunééném lyzatu s pouzitim
fluorescencniho substratu Ac-DEVD-AMC (Sedé sloupce) Ci jesté v pritomnosti kaspasového
inhibitoru Ac-DEVD-CHO (bilé sloupce).

Obrazek 3 ukazuje analyzu exprese apoptotickych proteinii pomoci imunoblotingu v bunééné
linii MINO, ktera byla ovlivnéna riznymi koncentracemi latky 4.9 po dobu 24 hodin (levy panel)
nebo byla ovlivnéna latkou 4.9 o finalni koncentraci 12,5 nM v rtznych casech (pravy panel).
Exprese aktinu byla provedena pro kontrolu rovnomérného naneseni proteint na gel.

Obrazek 4 wukazuje analyzu exprese vyznatnych reguldtort bunéné¢ho cyklu pomoci
imunoblotingu v bunééné linii MINO, ktera byla ovlivnéna riznymi koncentracemi latky 4.9 po
dobu 24 hodin (levy panel) nebo byla ovlivnéna latkou 4.9 o finalni koncentraci 12,5 nM v
riznych casech (pravy panel). Exprese aktinu a PCNA byla provedena pro kontrolu
rovnomérného naneseni proteind na gel.

Obrazek 5 popisuje inhibi¢ni efekt pyrazolo[4,3-d]pyrimidinu 4.9 na rist nadort odvozenych od
lymfomové bunécné linie MINO. Mysi nesouci tumory byly lé¢eny latkou 4.9 (intravendzni
podani) v uvedenych davkich a po 24 hodinach byly uspany, tumory byly vyoperovany a
analyzovany pro obsah uvedenych proteini (A). Panel B ukazuje ktivky pieziti 1é¢enych mysi po
aplikaci latky 4.9 (rtizné davky, rizné typy podani). Panel C vyjadiuje ristovou kiivku nadort v
porovnani s neovlivnénymi nadory po aplikaci latky 4.9 intraven6zné€ v davce 10 mg/kg.
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Piiklady uskute¢néni vynalezu

Spektra NMR byla zmétena ptistrojem JEOL ECA-500 pracujicim pfti frekvencich 500.16 MHz
(1H) a 125.76 MHz (13C). Chemické posuny 1H NMR a 13C NMR spekter jsou vztazeny k
zbytkovym signalim rozpoustédel; 1H: & (CHCIls) = 7.25 ppm, & (DMSO-ds) = 2.50 ppm,
d(CD30H) = 3.31 ppm; 13C: 8(CDCl3) = 77.23 ppm, 3(DMSO-ds) = 39.52 ppm, 6(CD30D) =
49.15 ppm. Chemické posuny jsou uvadény v o skale [ppm] a interakéni konstanty v Hz. Body
tani byly méfeny na Koflerové pfistroji a nebyly korigovany. Pouzité reagenty byly bud’ z
komerc¢nich zdroji nebo byly syntetizovany dle uvedeného literarniho odkazu. Tenkovrstevna
chromatografie (TLC) byla prvadéna na hlinikovych deskach s vrstvou silikagelu F?* fy. Merck.
Skvrny sloucenin byly detekovany fluorescenci vyvolanou UV svétlem (254 nm). Hmotova
spektra pfi ionizaci ESI nebo APCI byla ziskéna na pfistroji Waters Micromass ZMD (roztok v
MeOH, pfimy vstup, coin voltage se pohyboval v rozmezi 10-30 V, stopa HCOOH nebo NH4OH
byla obvykle pouzita k podpofe ionizace). Preparativni sloupcova chromatografie byla provadéna
s pouzitim silikagelu Kieselgel 60 (230-400 mesh). Cistota viech cilovych syntetizovanych
slougenin byla stanovena chromatografii HPLC-PDA (200-500 nm), popfipadé také titracné.
Specificka opticka rotace opticky aktivnich sloucenin byla zmétena na polarimeteru polAAr 3001
(vlnova délka: 589.0 nm, optickd draha: 50 mm, pti 23 °C). VSechny testované slouceniny
vykazaly pti CHN analyze hodnoty v rozmezi (+-0.4%) teoretickych.

Priklad 1. Ptiprava: 5-alkylthio-7-[(4-arylbenzyl)amino]-3-isopropyl-1(2)H-pyrazolo[4,3-
d]pyrimidint:

3-Isopropyl-5-sulfanyl-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-7-ol: Byl pfipraven podle literatury (J.
Med. Chem. 2011, 54, 2980-2993).

3-Isopropyl-1 (2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5,7-dithiol (2)

K roztoku sulfidu fosfore¢ného (93g, 0.42 moll) v pyridinu (550 mL) byl ptidan pii 75 °C 3-
isopropyl- 5-sulfanyl-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-7-ol (1) (74 g, 0,35 mol). Reakéni smés
byla zahtivana 3 h k refluxu v dusikové atmosfére. Smés byla zahusSténa oddestilovanim pyridinu
(za mimé snizeného tlaku) na sirupovitou konzistenci a pomalu byla pfi teploté 65-75 °C ptidana
demineralizovana voda (aprox. 400 mL). Vysledna pénici suspense byla zahfivana za michani na
95 °C po dobu 1.5 h. Po ochlazeni na laboratorni teplotu produkt vykrystalizoval, byl odfiltrovan,
promyt vodou a nakonec ethanolem (caa 200 mL). VysuSenim ve vakuu pti 75 °C bylo ziskano
61.7 g [titracné (SH), 99.1%], vytézek 76%. Analyticky vzorek byl pfekrystalovan z THF, b.t.
283 - 293 °C, UV (nm): 274 Amax, 320 Amax, 372 sh. MS APCI + m/z 227.1 (M + H)+, APCI and
ES -m/z 225.1 (M - H). NMR: ‘H (500 MHz; DMSO-d6): 1,19 (d, J = 7.03 Hz, 6H, -CH(CH3)5);
13.21 (bs, 1H); 13.30 (bs, 1H); 13.78 (bs, 1H). °C (125 MHz; DMSO-d¢): 21.9; 24.8; 121.5;
133.0; 143.4; 170.1; 175.1. Anal. (CgH10N4S;) C, H, N, S.

3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]Jamino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d] pyrimidin-5-thiol (3.1.)

4-(2-Pyridyl)benzylamin (26.2 g; 0.14 mol) byl rozpustén (50 °C) v 2-methoxyethanolu (150 mL)
a 3- isopropyl-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5,7-dithiol (2) (23 g, 0.10 mol) byl pfidan v
atmosféfe dusiku a reakcéni smés zahtivana 8 h k refluxu. Produkt reakce vykrystalizoval béhem
postupného ochlazeni na teplotu 5-10 °C a byl odfiltrovan. Po promyti nejprve 2-
methoxyethanolem pak THF a po vysuseni ve vakuu pii 75 °C, bylo ziskano 30 g produktu, ve
vytézku 78%. Titrace 0.1N HClO4 v AcOH ukazuje 100% produktu. Analyticky vzorek byl
prekrystalovan z DMSO/H;0, vysusen pfi 75 °C ve vakuu; b.t. 263 - 272 °C, UV (hm): 255 Amax,
289 Amax, 336 Amax. MS ESI + 377.1 (M + H)*, ESI - 375.1 (M - H). NMR: 'H (500 MHz;
DMSO-ds): 1.24 (d, J = 7.03 Hz, 6H); 3.32 (bs, 1H); 3.45 (bs, 1H); 4.80 (bs, 2H); 7.31-7.33 (m,
1H); 7.46 (bd, J = 6.42 Hz, 2H); 7.83 - 7.86 (m, 1H); 7.91-7.93 (m, 1H); 8.04 (bd, J = 7.34 Hz,
2H); 8.64 (bd, J = 3.97 Hz, 1H). °C (125 MHz; DMSO-ds): 21.7; 42.5; 54.8; 120.0, 122.4, 126.1,
127.7,137.0, 149.4, 155.7. Anal. (C2H20NsS) C, H, N, S.
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3-isopropyl-7-[4-(pyrazol-1-yl)benzylJamino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d] pyrimidin-5-thiol (3.2.)

4-(Pyrazol-1-yl)benzylamin (12.2 g; 0.07 mol) byl rozpustén (50 °C) v 2-methoxyethanolu (75
mL) a 3-isopropyl-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5,7-dithiol (2) (13.3 g, 0.059 mol) byl pfidan
v atmosfére dusiku. Reakéni smés zahtivana 12 h na 120 °C. Produkt reakce vykrystalizoval po
ochlazeni na teplotu 10 - 15 °C a byl odfiltrovan. Po promyti 2-methoxyethanolem pak THF a po
vysuseni ve vakuu pii 75 °C, bylo ziskano 13.7 g produktu, ve vytézku 62%. Analyticky vzorek
byl piekrystalovan z DMSO/H20, vysusen pii 75 °C ve vakuu; b.t. 268-270 °C (rozklad), UV
(nm): 268 Amax, 288 Amax, 300 Ash, 336 Amax. MS ESI + 366.1 (M + H)*, ESI - 364.1 (M - H). NMR
'H (500 MHz; DMSOd-dg): NMR: H (500 MHz; DMSO-ds): 1.23 (d, J = 7.03 Hz, 6H, -
CH(CHsa)y); 3.44 (bs, 1H, -CH(CHa)y); 4.75 (d, J = 6.11 Hz, 2H, -NH-CH,-); 6.50 - 6.51 (m, 1H,
Har); 7.46 (d, J = 7.95 Hz, 2H, Ha); 7.71 (d, J = 1.53 Hz, 1H, Ha/); 7.79 (d, J = 8.25 Hz, 2H,
Har); 8.45 (d, J = 2.45 Hz, 1H, Hay); 9.17 (bs, 1H, - NH-); 12.23(bs, 1H, -NH); 13.74 (bs, 1H, -
SH). BC (125 MHz; DMSO-ds): 21.8; 42.4; 107.7; 118.3; 127.6; 128.7; 138.7; 140.8. Anal.
(C1sH10N7S) C, H, N, S.

3-isopropyl-7-[-4(imidazol-1-yl)benzyl]Jamino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d] pyrimidin-5-thiol (3.3.)

4-(Imidazol-1-yl)benzylamin (2.4 g; 0.014 mol) byl rozpustén (50 °C) v 2-methoxyethanolu
(15 mL) a 3-isopropyl-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5,7-dithiol (2) (1.9 g, 0.008 mol) byl
ptidan v atmosféte dusiku. Reak¢éni smés byla 15 h refluxovana. Produkt reakce vykrystalizoval
po odpafeni rozpoustédla a po né€kolikadenim stani v THF. Produkt byl odfiltrovan, promyt
minimalnim mnozstvim chladného methoxyethanolu pak THF. Po vysu$eni ve vakuu pti 75 °C
bylo ziskano 2 g produktu, ve vytézku 66%; b.t. 210 - 215 °C, UV (nm): 252 Amax, 270 Amax, 289
Imax, 297 Ash, 337 Amax. MS ESI + 366.1 (M + H)*, ESI - 364.1 (M - H)" NMR: 'H (500 MHz,
DMSO-de) 6 1.23 (d, J = 6.7 Hz, 6H, -CH-(CHs)2); 3.44 (m, 1H, -CH(CH3)2); 4.75 (d, J = 5.5 Hz,
2H, NH-CH2-); 7.08 (s, 1H, Har); 7.48 (d, J = 7.64 Hz, 2H, Har); 7.60 (d, J = 7.95 Hz, 2H, Ha/);
7.70 (s, 1H, Ha); 8.22 (s, 1H, Har); 9.21 (bs, 1H, -NH), 12.20 (bs, 1H, -NH), 13.75 (s, 1H, -SH).
B3C (125 MHz, DMSO-dg) § 15.1, 21.8, 42.3, 64.9, 118.0, 120.3, 128.3, 129.0, 129.8, 135.5,
135.8. Anal. (C1sH1sN7S) C, H, N, S.

3-isopropyl-7-[-4(pyrazin-2-yl)benzyl]Jamino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d] pyrimidin-5-thiol (3.4.):

4-(Pyrazin-2-yl)benzylamin (0,93 g; 2,5 mmol) byl rozpustén (50 °C) v 2-methoxyethanolu (6
mL) a 3-isopropyl-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5,7-dithiol (2) (1.13 g, 5 mmol) byl pifidan v
atmosféte dusiku. Reakéni smés 9 h refluxovana. Po ochlazeni na teplotu asi 10 - 15 °C byl
krystalicky produkt odfiltrovan a promyt THF. Po vysuseni ve vakuu pii 75 °C, bylo ziskano 1.29
g produktu, ve vytézku 68%; b.t. 265 - 267 °C, UV (nm): 256 Amax, 292 Amax, 301 Ash. MS ESI +
378.2 (M + H)+, ESI - 376.2 (M - H). NMR: *H (500 MHz, DMSO-de) 6 1.23 (d, J = 6.4 Hz, 6H,
-CH-(CHz3)2); 3.45 (bs, 1H, - CH(CHs).); 4.80 (d, J = 4.3 Hz, 2H, NH-CH>-); 7.49 (bd, J = 5.81
Hz, 2H, Ha/); 8.10 (d, J = 7.64 Hz, 2H, H); 8.58 (s, 1H, Ha/); 8.69 (s, 1H, Ha); 9.23 (bs, 2H, Har
+ -NH); 12.20 (bs, 1H, -NH), 13.75 (s, 1H, -SH). 3C (125 MHz, DMSO-ds) 5 21.8, 42.6, 126.7,
128.0, 128.3, 134.5, 141.9, 143.3, 144.3, 151.2. Anal. (C1sH19NS) C, H, N, S.

3-isopropyl-7-[-4(1H-imidazol-4-yl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d] pyrimidin-5-thiol (3.5.):

4-(1H-imidazol-4-yl)benzylamin (1,03 g; 6 mmol) byl rozpustén (50 °C) v 2-methoxyethanolu
(7 mL) a 3-isopropyl-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5,7-dithiol (2) (1.01 g, 4,5 mmol) byl
ptidan v atmosféfe dusiku. Reakéni smés 10 h refluxovana. Po ochlazeni na teplotu asi 10 —
15 °C byl krystalicky produkt odfiltrovan a promyt THF. Po vysuSeni ve vakuu pii 75 °C, bylo
ziskano 1.29 g produktu, ve vytézku 68%; b.t. 285-290 °C (rozklad), UV (nm): 270 Amax, 289
Mmaxs 299 Ash, 336 Amax. MS ESI + 366.1 (M + H)*, ESI - 364.1 (M - H). INMR: H (500 MHz,
DMSO-dg) 6 1.23 (d, J = 6.4 Hz, 6H, -CH-(CHa)2); 3.12 (s, 1H, -CH-); 3.45 (bs, 1H, -CH(CHz)2);
470 (d, J = 4.3 Hz, 2H, NH-CHy- ); 7.34 (bs, 2H, Har); 7.67 - 7.71 (m, 3H, Ha/); 8.09 (s, 1H,
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Har). °C (125 MHz, DMSO-ds) § 21.9; 42.6; 48.6; 64.9; 115.0; 124.5; 127.9; 136.6; 136.3. Anal.
(C1sH1sN7S) C, H, N, S.

5-(2-Hydroxy-1-ethyl)thio-3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-
d]pyrimidin (4.1.)

a) K roztoku 3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-
thiolu 3.1. (200 mg, 0.54 mmol) v DMF (6 mL) byl ptidan K>COs (0.2 g) a 2-bromoethanol (45
pL, 0.6 mmol) a smés byla intenzivné michdna 1h pfi laboratorni teploté. Pak byla reakéni smés
zahusténa pfi teplot¢ do 50 °C na rotacni vakuové odparce a zbytek byl roztfepan mezi CHClz a
H20. Spojené organické faze byly vysuseny (Na;SOs) a odpateny ve vakuu. Produkt byl
krystalizovan z CHCI3/Et,0, a bylo ziskano 0.18 g produktu, ve vytézku 80%.

b) K  michané smési 3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-
d]pyrimidin- 5-thiolu 3.1. (0.38 g, 1 mmol), a tetramethylamonium hydroxidu (katal. mnozstvi,
40 mg) v MeOH (4 mL) byl pfidan oxiran (80 mg, 1.8 mmol, rozpustény v 2 mL MeOH) a sm¢s
byla michana pfi laboratorni teploté 16 h. Produkt byl izolovan jako precipitat po pridani vody.
Produkt pak byl krystalovan z CHCIs/Et;0 a bylo ziskano 0.36 g produktu, ve vytézku 86%.

Analyticky vzorek byl rekrystalizovan ze stejné soustavy, b.t. 145 — 150 °C, UV (nm): 246 Amax,
275 sh 316 sh. MS ESI + 443.2 (M + Na)+ , ESI - 419.3 (M - H). NMR: 'H (500 MHz; CDCls):
1.21 (d, J = 7.03 Hz, 6H, -CH(CHa)); 3.12 - 3.14 (m, 2H, -CH»-); 3.17 (sept., J = 7.03 Hz, 1H, -
CH(CHj3)2); 3.78 - 3.80 (m, 2H, -CH>-); 4.82 (bs, 2H, NH-CH>-); 7.04 - 7.07 (m, 1H, Ha/); 7.30
(d, J =8.25 Hz, 2H, Ha); 7.45 (bs, 1H, -NH-); 7.53 - 7.59 (m, 2H, Ha/); 7.80 (d, J = 8.25 Hz, 2H,
Har); 8.47 - 8.48 (m, 1H, Ha); 11.73 (bs, 1H, -NH-). ¥*C (125 MHz; CDCls): 21.3; 26.0; 33,9;
43.8; 63.5; 119.9; 121.9; 126.6; 128.2; 136.5; 138.3; 138.6; 149.2; 156.1; 162.1. Anal.
(C22H24N60S) C, H, N.

5-(Prop-2-en-1-yl)thio-3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-
d]pyrimidin (4.2.):

K suspenzi 3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-thiolu
3.1. (0.38 g, 1.00 mmol) v H2O (20 mL) byl ptidan roztok IN NaOH (1.4 mL), allylbromid
(0.13 mL, 1.1 mmol) a reakéni smés byla intenzivné michana pfi laboratorni teploté 6h. Produkt
byl odfiltrovan a dale byl krystalizovan z CHCIs/Et;O. Bylo ziskano 0.28 g produktu, ve vytézku
67%, b.t. 148 - 150 °C. MS ESI + 417.2 (M + H)" , ESI - 415.3 (M - H). NMR: 'H (500 MHz;
DMSO-dg): 1.36 (d, J = 6.72 Hz, 6H, -CH(CHz)); 3.27 (sept., J = 7.03 Hz, 1H, -CH(CHs)2); 3.73
(d, 3 =7.03 Hz, 2H, -S-CH>- CH); 4.75 (bs, 2H, NH-CH>-); 5.01 (dd, J = 9.78 Hz, J = 0.92 Hz,
1H, CHHp=CH-); 5.22 (dd, J = 16.96 Hz, J = 1.53 Hz, 1H, CH,H=CH-); 5.94 (ddt, J = 16.81
Hz, J=9.93 Hz, J = 7.03 Hz, 1H, CH,=CH-CH;-); 7.31 (qd, J = 7.39 Hz, J = 4.89 Hz, J = 1.22
Hz, 1H, Has); 7.47 (d, J = 8.56 Hz, 2H, Ha/); 7.84 (td, J = 7.64 Hz, J = 1.83 Hz, 1H, Ha/); 7.91 (d,
J =7.95Hz, 1H, Har); 8.05 (d, J = 8.25 Hz, 2H, Ha); 8.26 (bs, 1H, -NH-CH>-); 8.64 (qd, J = 4.86
Hz, J = 1.83 Hz, J = 0.92 Hz, 1H, Ha/); 12.56 (bs, 1H, -NH-). *C (125 MHz; DMSO-ds ): 21.6;
25.8; 33.0; 42.9; 116.7; 120.0; 122.4; 126.5; 127.8; 134.9; 137.0; 137.5; 139.8; 149.4; 155.7;
160.1. Anal. (C23H24N58) C, H, N.

5-(2-Hydroxy-1-propyl)thio-3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]Jamino-1(2)H-pyrazolo[4,3-
d]pyrimidin (4.3.)

K smési 3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-thiolu 3.1.
(0.38 g, 1 mmol), a tetramethylamonium hydroxidu (katal. mnozstvi , 40 mg) v MeOH (6 mL)
byl pfidan methyloxiran (130 mg, 1.8 mmol, rozpustény v 2 mL MeOH) a smés byla michédna pfi
laboratorni teploté 6 h. Surovy produkt byl ziskan vysrazenim vodou z reakéni smési a byl dale
vy¢istén sloupcovou chromatografii na silikagelu postupné v soustaveé 1%, 2%, and 3% MeOH v
CHCIs. Produkt byl krystalizovan z DCM/Et,0 a bylo ziskano 0.30 g produktu, ve vytézku 69%,
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b.t. 144 - 146 °C. MS ESI + 435.2 (M + H)* , ESI - 433.3 (M - H)". NMR: *H (500 MHz; CDCls):
1.21 (d, J = 6.11 Hz, 6H, -CH(CHs)y); 1.25 (d, J = 6.42 Hz, 3H, -CHs); 3.05 (dd, J = 14.98 Hz, J
= 6.72 Hz, 1H, -S-CH,Hg-); 3.18 (sept., J = 7.03 Hz, 1H, -CH(CHs)2); 3.25 (bd, J = 14.37 Hz,
1H, -S-CH.Hg-); 4.18-4.21 (m, 1H, -OH); 4.66 (bs, 2H, -NH-CH,-); 7.17-7.22 (m, 3H, Ha,); 7.58
(d, J =7.95 Hz, 1H, Ha); 7.68-7.72 (m, 3H, Ha); 8.59 (d, J = 4.89 Hz, 1H, Ha)). *C (125 MHz;
CDCls): 21.5; 21.6; 22.7; 26.1; 39.8; 44.0; 69.0; 120.9; 122.3; 127.0; 128.0; 137.1; 138.1; 138.5;
149.2; 156.9; 163.4. Anal. (C2sH26Ns0S) C, H, N.

5-(3-Hydroxy-2-butylthio-3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-
d]pyrimidin (4.4.):

K michané smési 3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-
thiolu 3.1. (0.38 g, 1 mmol) a tetramethylamonium hydroxidu (katal. mnozstvi, 40 mg) v MeOH
(6 mL) byl pfidan E/Z-2,3-epoxybutan (130 mg, 1.8 mmol, rozpustény v 2 mL MeOH) a smés
byla michana pii laboratorni teplot¢ 16 h. Produkt precipitoval po pfidani vody a byl dale
vyC€istén slopcovou chromatografii v soustavé: postupné 1%, 2%, and 3% MeOH v CHCla.
Produkt byl nakonec ziskan krystalizaci z DCM/Et,0, 0.25 g, ve vytézku 54%, b.t. 168-172°C.
MS ESI + 449.2 (M + H)* , ESI - 447.3 (M - H). NMR: 'H (500 MHz, CDCl3) & 1.29-1.26 (m,
6H, -CH-(CHz)2); 1.33 (d, J = 6.4 Hz, 3H, -CH-CHs); 1.43 (d, J = 7.0 Hz, 3H, -CH-CHs); 3.21-
3.26 (m, 1H,-CH-(CHa),); 3.52 - 3.55 (m, 1H, -CH-CHj3); 3.89 - 3.92 (m, 1H, -CH-CHj3); 4.73
(bs, 2H, NH-CH>-); 7.23-7.21 (m, 1H, Ha); 7.26 - 7.28 (m, 2H, Ha/); 7.64 (d, J = 7.9 Hz, 1H,
Har); 7.73 (td, J = 7.7, 1.7 Hz, 1H, Ha¢); 7.76 - 7.78 (m, 3H, Har + NH-CH>-); 8.64 (d, J = 4.9 Hz,
1H, Ha). C (125 MHz, CDCl; + DMSO-dg) § 17.5, 21.43, 21.46, 21.7, 26.1, 44.0, 48.3, 71.9,
120.1, 122.0, 126.8, 128.3, 136.6, 138.3, 138.6, 149.3, 156.3, 161.8.

5-(1-Hydroxy-2-butythio-3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-
d]pyrimidin (4.5.):

Prekursor syntézy 2-bromo-1-butanol byl pfipraven z 2-bromobutanové kyseliny, ktera byla
redukovavana zavadénim plynného B2Hs do THF roztoku, pii -10°C, po dobu 5h a pak pti 0°C 5h
a nakonec pfi laboratorni teploté jest¢ 2h. Reakce byla piferusena ptikapanim vodného 50%
roztoku HCOOH za miché&ni. Smés byla zahuSténa odparem za laboratorni teploty a tlaku 15 torr.
Zbytek Dbylneutalizovan vodnym roztokemNaHCOs; do konce vyvoje CO.. Produkt byl
extrahovan EtOAc a vysuSen MgSO.. Z extraktu byly t€kavé slozky odstranény tii laboratorni
teploté a tlaku 15 torr. Tento surovy produkt (p = 1.38 g/mL) byl pouzit k nasledné alkylaci.

K roztoku 3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyllamino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-thiolu
3.1. (0.225 g, 0.66 mmol) v DMSO (5 mL) byl pfidan K>COs3 (0.2 g) a 2-bromo-1-butanol (120
pL, 1.0 mmol) a smés byla michana 48 h pfi lab. teploté. DMSO byl odpaten pfi tlaku 0.4 torr a
destila¢ni zbytek byl extrahovan mezi CHCls and H2O. Spojené organické faze byly vysuseny
MgSO, a zahustény ve vakuu. Produkt byl vy¢istén sloupcovou chromatografii v soustavé:
postupné 2%, 3% a 4% MeOH v CHCls. Nakonec byl produkt vykrystalovan z abs. Et,O, 0.070
g, ve vytézku 22%, b.t. 126 - 129 °C. MS ESI + 449.1 (M + H)*, ESI - 447.1 (M - H). NMR: 'H
(500 MHz, DMSOd) & 0.95 (t, J = 7.4 Hz, 3H, -CHz3); 1.34 - 1.38 (m, 6H, -CH(CHa),); 1 54 -
1.62 (m, 1H, -CH.Hp-CHs); 1.80-1.87 (m, 1H, -CH.Hg-CHa3); 3.23 (m, J = 6.9 Hz, 1H, -
CH(CHs3)2); 3.50 - 3.52 (m, 1H, -S-CH-); 3.70 - 3.74 (m, 2H, -CH>-OH); 4.76 (t, J = 4.9 Hz, 2H,
NH-CH,-); 4.86 (bs, 1H, -OH), 7.32-7.34 (m, 1H, Ha/); 7.44 - 7.51 (m, 2H, Ha/); 7.84 - 7.94 (m,
2H, Har); 8.00 - 8.08 (m, 3H, Har + -NH); 8.64 - 8.65 (m, 1H, Ha); 12.16 (s, 1H, -NH). C (125
MHz, DMSO-ds) 6 11.3, 21.5, 21.6, 21.7, 23.5, 24.9, 26.3, 40.4, 43.1, 48.4, 63.0, 120.0, 120.3,
122.3, 122.5, 126.3, 126.6, 127.6, 128.0, 130.4, 137.1, 137.6, 138.6, 139.5, 139.9, 140.5, 148.5,
148.7,149.4, 153.7, 155.6, 155.8, 161.0. Anal. (C2sH2sNsOS) C, H, N.

5-(2-Carbamoyl-1-ethyl)thio-3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]Jamino-1(2)H-pyrazolo[4,3-
d]pyrimidin (4.6.):
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K roztoku 3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-thiolu
3.1. (200 mg, 0.54 mmol) v DMF (6 mL) byl ptidan K,COs (0.2 g) a 3-chloropropionamid
(65 mg, 0.6 mmol) a reakéni smés byla michana 8 h pti 50 °C. Smés byla zahusténa odpafenim
pti teploté do 50 °C a zbytek byl vyextrahovan mezi EtOAc and H>O. Spojené organické faze
byly vysuseny Na>SO4 a produkt byl ziskan krystalizaci z EtOAc , 0.11 g, ve vytézku 46%, b.t.
137 - 140 °C: MS ESI + 448.2 (M + H)* 100%, 470.2 (M + Na)* 30%, ESI - 446.3 (M - H)
100%, 893.3 (2M - H) 30%. NMR: 'H (500 MHz; DMSO-dg): 1.36 (d, J = 7.03 Hz, 6H,-
CH(CHs)2); 2.50 (t, J = 7.03 Hz, 2H, O=C-CH,-); 3.20 (t, J = 7.03 Hz, 2H, -S-CH>-); 3.26 (sept.,
J = 6.72 Hz, 1H, -CH(CHs),); 4.75 (bs, 2H, -NH-CH>-); 6.78 (bs, 1H, -C(O)-NH.Hg); 7.26 (bs,
1H, -C(0)-NH.Hg); 7.31 (qd, J = 7.41 Hz, J = 4.74 Hz, J = 1.22 Hz, 1H, Ha/); 7.48 (d, J = 8.25
Hz, 2H, Har); 7.84 (td, J = 7.64 Hz, J = 1.83 Hz, 1H, Ha\); 7.91 (d, J = 7.95 Hz, 1H, Ha); 8.04 (d,
J = 8.25 Hz, 2H, Ha/); 8.46 (bs, 1H, -NH-); 8.63 (bd, J = 4.89 Hz, 1H, Ha,). *C (125 MHz;
DMSO-ds): 21.6; 26.0; 35.2; 42.9; 120.0; 122.4; 125.3; 126.5; 127.8; 131.9; 137.1; 137.4; 139.9;
149.4; 155.7; 160.4; 172.7. Anal. (C23H2sN;0S) C, H, N.

5-(Carbamoylmethythio-3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-
d]pyrimidin (4.7.)

K roztoku 3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-thiolu
3.1. (200 mg, 0.54 mmol) v DMF (6 mL) byl pfidan K,COj3 (0.09 g) and 2-chloroacetamid (51
mg, 0.54 mmol) a rekéni smés byla michana 2 h pti laboratorni teploté. Po zahusténi odpafenim
pii teploté do 50°C byl ptidavkem vody ziskan vykrystalovany produkt, 0.13 g, ve vytézku 56%,
b.t. 220 - 235 °C. MS ESI + 434.2 (M + H)* , ESI - 432.3 (M - H). NMR: *H (500 MHz; DMSO-
de): 1.35 (d, J = 7.03 Hz, 6H, -CH(CHs).); 3.26 (sept., J = 7.03 Hz, 1H, -CH(CHs),); 3.72 (s, 2H,
-S-CH-); 4.76 (bs, 2H, - NH-CH>-); 7.02 (bs, 1H, -C(0)-NHJ.Hg); 7.31 (qd, J = 6.42 Hz, J = 4.89
Hz, J = 0.92 Hz, 1H, Ha\); 7.42 (bs, 1H, -C(0O)-NH.Hg); 7.50 (d, J = 7.95 Hz, 2H, Ha/); 7.85 (td,
J=7.64Hz,J =153 Hz, 1H, Ha/); 7.92 (d, J = 7.95 Hz, 1H, Ha); 8.05 (d, J = 7.95 Hz, 2H, Ha/);
8.34 (bs, 1H, -NH-); 8.64 (bd, J = 4.28 Hz, 1H, Ha). **C (125 MHz; DMSO-ds): 21.6; 25.8; 34.4;
42.9; 120.0; 122.4; 126.5; 128.0; 137.0; 137.5; 139.8; 149.4; 155.7; 160.1; 170.3. Anal.
(C22H23N-0S) C, H, N.

5-(3-Hydroxy-1-propyl)thio-3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzylJamino-1(2)H-pyrazolo[4,3-
d]pyrimidin (4.8.)

K roztoku 3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-thiolu
3.1. (200 mg, 0.54 mmol) v DMF (6 mL) byl pfidan K,COsz (0.1 g) a 3-bromopropanol (54 uL,
0.6 mmol) a rekéni smés byla michana 3 h pfi lab. teploté. Smés byla zahusténa odpafenim pii
teploté do 50 °C a zbytek byl vyxtrahovan mezi CHCls a H2O. Spojené organické faze byly
vysuseny Na,SOs a odpareny ve vakuu. Produkt byl vycistén sloupcovou chromatografii v
soustavé postupné 2%, 3% and 4% MeOH v CHCl; a krystalizaci z CHCI3/Et,O bylo ziskano,
0.15 g produktu, ve vytézku 66%, b.t. 150 - 152 °C: MS ESI + 435.2 (M + H)*, ESI - 433.3 (M -
H) . NMR: 'H (500 MHz; CDCls + DMSO- ds): 1.20 (d, J = 7.03 Hz, 6H, -CH(CHz)2); 1 72 -
1.74 (m, 2H, -CH,-CH»-CH-); 3.13 (t, J = 5.50 Hz, 2H, -S-CH>-); 3.18 (sept., J = 7.03 Hz, 1H, -
CH(CHs3)2); 3.49 - 3.50 (m, 2H, -CH>-OH); 4.61 (bs, 2H, -NH-CH>-); 4.75 (bs, 1H, -OH); 7.03 -
7.06 (m, 1H, Har); 7.30 (d, J = 7.95 Hz, 2H, Ha/); 7.50 - 7.58 (m, 3H, Har + -NH-CH>-); 7.79 (d,
J = 7.03 Hz, 2H, Ha/); 8.46 (d, J = 4.58 Hz, 1H, Hp); 11.64 (bs, 1H, -NH-). **C (125 MHz;
CDCl; + DMSO-ds): 21.3; 25.7; 26.4; 32.6; 43.7; 58.5; 119.9; 121.8; 126.6; 128.2; 136.4; 138.2;
138.6; 149.1; 156.1; 162.5. Anal. (C23sH2sNsOS) C, H, N.

5-(2-Amino-1-ethyl)thio-3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-
d]pyrimidin (4.9.)

a) K michané smési 3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-

5- thiolu 3.1. (1.0 g, 2.66 mmol) a 3.1 mL 48% HBr v DMF (20 mL) byl za laboratorni teploty
ptikapan aziridin (0.42 mL, 8 mmol). Reakéni smés byla michéna pfi laboratorni teploté 24 h:
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byla neutralizovana vodnym nasycenym roztokem Na,CQOs a surovy produkt byl vyizolovan ve
formé precipitatu.

b) K roztoku 3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-thiolu
3.1. (1 g, 2.66 mmol) v DMF (30 mL) byl ptidan K>COs (0.5 g) a 2-(Boc-amino)ethylbromid
(0.61 g, 2.71 mmol), reakéni smes byla michana 16 h pti laboratorni teploté. Surovy produkt
reakce byl izolovan ve formé precipitatu po piidani vody. Precipitat byl rozpustén v 25 ml 2N aq.
HCI a debocylace probihala pies noc pii laboratorni teploté. Reakéni smés byla neutralizovana
vodnym roztokem Na;COs a surovy produkt byl izolovan ve formé precipitatu. Produkt byl
vycistén sloupcovou chromatografii v soustavé postupné 3%, 5%, 7% a 10% MeOH in CHCls s
malym mnozstvim aq. NH4sOH. Po zahusténi ve vakuu bylo ziskano: 0.72 g amorfni bezbarvé
tuhé pény produktu, ve vytézku 65% v pf. procesu a) a 0.75 g amorfni bezbarvé tuhé pény
produktu, ve vytézku 67% v pf. procesu b). MS ESI + 420.2 (M + H)* 100%, 839.3 (2M + H)*
15% , ESI - 418.2 (M - H). NMR: 'H (500 MHz; DMSO-dg): 1.36 (d, J = 7.03 Hz, 6H, -
CH(CHs)2); 2.89 (t, J = 6.72 Hz, 2H, NH,-CH>-); 3.12 (t, J = 6.72 Hz, 2H, -CH,-S-); 3.27 (sept.,
J = 7.03 Hz, 1H, -CH(CHa).); 4.76 (bs, 2H, NH-CH>-); 7.31 (qd, J = 7.34 Hz, J = 4.89 Hz, J =
0.92 Hz, 1H, Har); 7.48 (d, J = 8.25 Hz, 2H, Ha); 7.84 (td, J = 7.95 Hz, J = 1.83 Hz, 1H, Ha/);
7.91 (d, J = 8.25 Hz, 1H, Ha/); 8.05 (d, J = 8.25 Hz, 2H, Ha/); 8.45 (bt, J = 5.81 Hz, 1H, -NH-
CH-); 8.63 (qd, J = 4.74 Hz, J = 1.53 Hz, J = 0.92 Hz, 1H, Ha). **C (125 MHz; DMSO-ds ):
21.6; 25.8; 32.7; 40.8; 42.9; 120.0; 122.4; 126.5; 127.8; 137.0; 137.4; 138.5; 139.9; 149.4; 155.7;
160.3. Anal. (C22H2sN7S) C, H, N.

5-(2-Guanidino-1-ethyl)thio-3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]Jamino-1(2)H-pyrazolo[4,3-
d]pyrimidin (4.10.)

K roztoku 5-(2-amino-1-ethyl)thio-3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyllamino-1(2)H-
pyrazolo[4,3- d]pyrimidine 4.9. (0.35 g, 0.84 mmol)) a DIEA (0.30 mL, 1.7 mmol) v DMF (2 mL
byl pfidan 1H- pyrazole-1-carboxamidine (0.143 g HCI soli, 0.95 mmol) a reakéni smés byla
michana 2 h pfi laboratorni teploté. Po zahusténi odpafenim pii teploté do 50 °C byl odparek
vyextrahovan mezi CHClz a H20O. Spojené organické faze byly vysuSeny Na,COs3 a odpafeny ve
vakuu. Produkt byl vy¢istén slopcovou chromatografii v soustavé 10%, 12% and 14% MeOH v
CHCl3 s malym mnozstvim aq. NH4OH. Po odpafeni ve vakuu bylo ziskano: 0.225 g, amorfni
bezbarvé tuhé pény produktu, ve vytézku 58%. MS ESI + 231.7 (M + 2H)?+ 100%, 462.1 (M +
H)* 30% , ESI - 460.1 (M - H)". NMR: smés dvou tautomerd: *H (500 MHz, DMSO-ds) & 1.34 (d,
J =7.0 Hz, 6H, -CH(CHs)2), 3.15 (d, J = 4.6 Hz, 1H), 3.19 (t, J = 6.3 Hz, 2H, -CH>-CH>-), 3.24
(sept., J = 6.9 Hz, 1H, -CH(CHa)>), 3.36 (s, 2H), 3.42-3.46 (m, 2H, -CH,-CH>-), 4.76 (d, J = 5.2
Hz, 2H, NH-CH,-), 7.32 (dd, J = 7.0, 5.2 Hz, 1H, Ha/), 7.45 (s, 1H, Ha/), 7.50 (d, J = 7.9 Hz, 2H,
Har), 7.83-7.87 (m, 2H, Ha/), 7.93 (d, J = 7.9 Hz, 1H, Har), 8.05 (d, J = 7.9 Hz, 2H, Ha), 8.64 (d,
J = 4.3 Hz, 1H), 8.93 (s, 1H, -NH), 13.05 (s, 1H, - NH). *C (125 MHz, DMSO- ds) & 21.76,
26.30, 29.43, 40.56, 42.96, 48.59, 120.13, 120.77, 122.52, 126.58, 127.66, 127.82, 137.22,
137.51, 139.70, 139.83, 148.46, 148.94, 149.51, 155.77, 156.95, 159.73. Anal. (C23H27NsS) C, H,
N.

5-(2-Ureido-1-ethyl)thio-3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]Jamino-1(2)H-pyrazolo[4,3-
d]pyrimidin (4.11.)

K roztoku 5-(2-amino-1-ethyl)thio-3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-
pyrazolo[4,3- d]pyrimidinu 4.9. (0.35 g, 0.84 mmol) v AcOH (6 mL) byl postupné piikapan
vodny roztok kyanatu draselného (0.13 g, 1.6 mmol) v 1 mL vody a reakéni smés byla michana 4
h pii laboratorni teploté. Po zahusténi odpafenim pfi teploté¢ do 50 °C byl odparek vyextrahovan
mezi CHCI; and HO. Spojené organické faze byly vysuSeny Na,SOs a odpafeny ve vakuu.
Produkt by vycistén slopcovou chromatografii v soustaveé 3%, 5%, 7% a 10% MeOH in CHCla.
Po odpateni ve vakuu bylo ziskano: 0.12 g, amorfni bezbarvé tuhé pény produktu, ve vytézku
31%. MS ESI + 232.5 (M + 2H)*+ 100%, 463.1 (M + H)* 60% , ESI - 461.1 (M - H). NMR: 'H
(500 MHz, DMSO-ds) 6 1.35 (d, J = 6.7 Hz, 6H, -CH(CHs).), 3.03 - 3.08 (m, 2H, -CH,-CH>-),
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3.22 - 3.29 (M, 3H, -CH(CHs), + -CH-CH2-), 4.77 (s, 2H, NH-CH.-), 5.48 (s, 2H, -NH2), 6.15
(s, 1H, -NH), 7.31 - 7.32 (m, 1H, Ha,), 7.50 (d, J = 7.3 Hz, 2H, Ha/), 7.86 (t, J = 7.0 Hz, 1H, Hay),
7.92-7.94 (m, 1H, Ha), 8.08 (d, J = 6.7 Hz, 2H, Ha,), 8.64 (s, 1H, Hay), 12.20 (s, 1H, -NH). *C-
NMR (125 MHz, DMSO-ds) 8 21.70, 26.35, 31.07, 35.78, 43.19, 62.79, 79.18, 120.14, 122.57,
126.67, 128.10, 137.23, 139.67, 148.83, 149.52, 155.73, 158.54, 160.43. Anal. (C2sH2sNz0S) C,
H, N.

5-(2-Acetylamino-1-ethyl)thio-3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]Jamino-1(2)H-pyrazolo[4,3-
d]pyrimidin (4.12.)

Byl izolovan sloupcovou chromatografii jako vedlejsi produkt syntézy 5-(2-ureido-1-ethyl)thio-
3- isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidinu  4.11. ve formé
amorfni tuhé bezbarvé pény, 0.08 g, ve vytézku 20 %. MS ESI + 232.5 (M + 2H)*+ 100%, 463.1
(M + H)* 60% , ESI - 461.1 (M - H). NMR: smés dvou tautomerti: *H (500 MHz, CDCls) & 1.37
(d, J = 7.0 Hz, 6H, -CH(CHs).), 1.79-1.78 (m, 3H, -CHs), 3.19 (t, J = 5.8 Hz, 2H, -CH,-CH>-),
3.32 (sept, J = 7.0 Hz, 1H, - CH(CHa).), 3.49 (d, J = 5.5 Hz, 2H, -CH>-CH>-), 4.73 (d, J = 3.7 Hz,
2H, NH-CH>-), 7.10 (bs, 1H, - NH), 7.22-7.19 (m, 1H, Ha/), 7.36 (d, J = 8.3 Hz, 2H, Ha/), 7.63
(d, J =79 Hz, 1H, Hay), 7.74-7.71 (m, 1H, Hay), 7.83 (d, J = 8.3 Hz, 2H, Ha/), 8.62 (d, J = 4.9
Hz, 1H, Ha/). *C (125 MHz, CDCI3) § 21.83, 23.13, 26.35, 30.31, 40.56, 44.29, 120.74, 122.33,
127.13,128.17, 137.18, 138.25, 138.86, 147.35, 149.33, 150.18, 156.76, 161.81, 171.31.

5-(2-Amino-2-methyl-1-propyDthio-3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]Jamino-1(2)H-
pyrazolo[4,3- d]pyrimidin (4.13.)

K michané smési 3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-
thiolu 3.1. (3.8 g, 10 mmol) , 3 mL 48% HBr, DMF (3 mL) a H,O (10 mL) byl za laboratorni
teploty ptikapan 2,2-dimethylaziridin (1.5 mL, 20 mmol, syntetizovany dle Org. Synth. 1955
Coll. vol. 3, p. 148.). Reak¢éni smés byla michana pfi laboratorni teplot¢ 24 h, pak byla
neutralizovana vodnym nasycenym roztokem Na»,CO3 a surovy product byl vyizolovan ve forme
precipitatu. Produkt byl vy¢istén sloupcovou chromatografii v soustavé postupne 3%, 5%, 7% a
10% MeOH in CHCI3 s malym mnozstvim aq. NH4OH. Po zahus$téni ve vakuu bylo ziskano: 1,6
g amorfni bezbarvé tuhé pény produktu, ve vytézku 36%. MS ESI + 448.2 (M + H)*, ESI - 446.2
(M - H)~ NMR: 'H (500 MHz; DMSO-dg): 1.24 (s, 6H, 2x -CH3); 1.29 (d, J = 7.03 Hz, 6H, -CH-
(CHs)2); 3.43 (t, J = 6.11 Hz, 1H, - CH-(CHs)2); 3.60 (s, 2H, -CH.-); 4.97 (d, J = 5.20 Hz, 2H, -
NH-CH,-); 7.62 (d, J = 8.56 Hz, 2H, ArH); 7.76 (t, J = 6.42 Hz, 1H, ArH); 8.05 (d, J = 8.56 Hz,
2H, ArH); 8.24 (d, J = 7.95 Hz, 1H, ArH); 8.36 (t, J = 7.49 Hz, 1H, ArH); 8.49 (bs, 2H, -NHy);
8.76 (d, J =5.2 Hz, 1H, ArH). 3C (125 MHz; DMSO-dg): 22.3; 25.0; 25.7; 31.2; 34.5; 39.2; 44.0;
49.2; 54.4; 124.3; 125.1; 128.5; 128.7; 132.5; 141.9; 144.1; 144.9; 152.9; 160.2. Anal.
(C24H2N7S) C, H, N.

5-(2-Hydroxycyclohex-1-yl)thio-3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzylJamino-1(2)H-pyrazolo[4,3-
d]pyrimidin (4.14.)

K michané suspenzi 3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-
5- thiolu 3.1. (0.38 g, 1 mmol) a tetramethylamonium hydroxidu (katalytické mnozstvi, 80 mg) v
MeOH (6 mL) byl pfidan 1,2-epoxycyclohexan (0.12 mL, 1.15 mmol) v MeOH (2 mL) a smés
byla michana 7 h pfi 40°C. Smés byla zahu$téna odpafenim pii teploté do 50 °C a zbytek byl
vyextrahovan mezi 2- methyltetrahydrofuran a H>O. Spojené organické faze byly vysuSeny
Na>SO4 a zahustény ve vakuu. Produkt byl vyc€istén sloupcovou chromatografii v soustave
postupné 2%, 3% and 4% MeOH v CHCls a odpafenim rozpostédel bylo ziskano, 0.22 g amorfni
bezbarvé tuhé pény produktu, ve vytézku 46%. MS ESI + 475.1 (M + H)", ESI - 473.1 (M - H)".
NMR: 'H (500 MHz; CDCls): 1.17 (d, J = 7,03 Hz, 3H, -CH3); 1.19 - 1.20 (m, 2H, -CH.H3-CH,-
CH-S- + -CH,Hp-CH,-CH-OH); 1.23 (d, J = 7,03 Hz, 3H, -CH3); 1.31 - 1.39 (m, 2H, -CH,H;-
CH-S- + -CH.Hp-CH-OH); 1.67 - 1.69 (m, 2H, -CHHg-CH,-CH-S- + -CH,Hg-CH>-CH-OH);
2.06 - 2.16 (m, 2H, -CHHg-CH-S- + -CH,Hp-CH-OH); 3.17 (sept., 1H, -CH(CHz3)2); 3.40 - 3.46
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(M, 1H, -S-CH-); 3.54 (td, J = 10.70 Hz, J = 4.26 Hz, 1H, - CH-OH); 4.64 (bs, 2H, -NH-CH,,);
7.15-7.19 (M, 3H, Ha); 7.31 (bs, 1H, -NH-CH.-); 7.57 (d, J = 7.95 Hz, 1H, Ha\); 7.66 - 7.70 (m,
3H, Ha); 8.57 (d, J = 4.89 Hz, 1H, Ha). °C (125 MHz; CDCls): 21.3; 21.7; 24.0; 26.0; 26.2;
30.2; 31.5; 36.5; 44.0; 51.2; 77.4; 120.8; 121.1; 127.0; 127.9; 136.9; 138.2; 138.6; 149.3; 157.0;
163.6. Anal. (CstsoNeOS) C, H, N.

5-(2-Hydroxy-1-butyl)thio-3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-
d]pyrimidin (4.15.)

K michané smési 3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]lamino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-
thiolu 3.1. (0.38 g, 1 mmol), a tetramethylamonium hydroxidu (katal. mnozstvi, 60 mg) v MeOH
(6 mL) byl pfidan 1,2-epoxybutan (0.1 mL, 1.15 mmol) v MeOH (2 mL) a reakéni smés byla
michana 10 h pfti laboratorni teploté. Produkt precipitoval pfidanim vody a byl dale vycistén
sloupcovou chromatografii v soustavé postupné 1%, 2%, and 3% MeOH v CHCls. Po zahusténi
ve vakuu bylo ziskano 0.28 g amorfni bezbarvé tuhé pény produktu, ve vytézku 62%. MS ESI +
449.2 (M + H)+ 20%, 471.3 (M + Na)+ 100%, ESI - 447.2 (M - H). NMR: 'H (500 MHz;
CDCls): 0.88 (t, J = 7.34 Hz, 3H, -CH3); 1.18 (d, J = 5.83 Hz, 6H, -CH(CH3)2); 1.51 - 1.63 (m,
2H, -CH-CH>-CHj3); 3.07 (dd, J = 14.98 Hz, J = 7.03, 1H, -S-CHHCH-); 3.16 (sept., J = 6.72
Hz, 1H, -CH(CHz3)2); 3.25 (d, J = 14.67 Hz, 1H, -S- CH,HgCH-); 3.86 - 3.91 (m, 1H, -CH-OH );
4.63 (bs, 2H, -NH-CH.-); 7.14 - 7.18 (m, 3H, Ha); 7.56 (d, J = 7.95 Hz, 1H, Ha); 7.65 - 7.69 (m,
3H, Ha); 8.55 (d, J = 3.67 Hz, 1H, Ha/). ©*C (125 MHz; CDCls): 9.8; 21.4; 21.5; 26.1; 29.4; 37.6;
44.0; 74.3; 120.9; 122.2; 127.0; 127.9; 137.0; 138.1; 138.5; 149.2; 156.9; 163.5. Anal.
(C24H2sNsOS) C, H, N.

5-(2-Hydroxycyclopent-1-yl)thio-3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzylJamino-1(2)H-pyrazolo[4,3-
d]pyrimidin (4.16.)

K michané smési 3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-
thiolu 3.1. (0.38 g, 1 mmol), a tetramethylamonium hydroxidu (katal. mnozstvi, 80 mg) v MeOH
(6 mL) byl pfidan 1,2-epoxycyclopentan (0.10 mL, 1.15 mmol) v MeOH (2 mL) a smés byla
michana 7 h pii 40°C. Reakéni smés byla zahu$téna pii teploté do 50 °C a odparek byl
vyextrahovan mezi 2- methyltetrahydrofuran a H>O. Spojené organické faze byly vysuSeny
Na,SOs a zahustény ve vakuu. Produkt byl vycistén sloupcovou chromatografii v soustave
postupné 2%, 3% and 4% MeOH v CHCls. Produkt vykrystaloval z CHCIs, 0.25 g, ve vytézku
54%, b.t. 148 - 150 °C. MS ESI + 461.1 (M + H)*, ESI - 459.1 (M - H). NMR: 'H (500 MHz;
CDCls): 1.42 (d, J = 6.42 Hz, 3H, -CHz3); 1.19 (d, J = 6.72 Hz, 3H, -CH3); 1.44 - 1.51 (m, 1H, -S-
CH-CHqHg-); 1.62 - 1.75 (m, 3H, -CH2-CH,-CH,- + HO-CH-CH,Hg-); 2.01 - 2.10 (m, 2H, -S-
CH-CHHg- + HO-CH-CH.Hs-); 3.15 (sept., J = 7.03 Hz, 1H, -CH(CH3),); 3.58 - 3.63 (m, 1H,
-S-CH-CHy); 4.18 - 4.22 (m, 1H, HO-CH-CH>-); 4.65 (bs, 2H, NH-CH.-); 5.01 (dd, J = 9.78 Hz,
J =0.92 Hz, 1H, CH.Hs=CH-); 5.22 (dd, J = 16.96 Hz, J = 1.53 Hz, 1H, CH,Hsg=CH-); 7.16 -
7.24 (m, 3H, Ha); 7.58 - 7.59 (m, 1H, Hy); 7.67 - 7.72 (m, 3H, Ha); 8.56 (bs, 1H, Ha). °C (125
MHz; CDCls): 21.3; 21.8; 22.7; 25.8; 29.7; 34.4; 44.2; 50.6; 82.7; 120.8; 122.3; 127.1; 128.2;
137.1; 138.3; 138.4; 149.3; 156.8; 164.4. Anal. (C2sH2sNsOS) C, H, N.

5-(2-Hydroxy-2-methyl-1-propyl)thio-3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]Jamino-1(2)H-
pyrazolo[4,3- d]pyrimidin (4.17.)

a) K roztoku 3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]lamino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-thiolu
3.1. (0.38 g, 1 mmol) v DMSO (10 mL) byl ptidan K-COs (0.6 g) a 1-chloro-2-mehylpropan-2-ol
(155 pL, 1.5 mmol) a smés byla michana 48 h pfi laboratorni teploté. Po zahusténi pii teploté do
50°C byl odparek vytfepan mezi CHCl; a H2O. Surovy produkt byl ziskan zahusténim spojenych
vysusenych Na,SO, organickych fazi.

b) K michané smési 3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-
5- thiolu 3.1. (0.38 g, 1 mmol), a tetramethylamonium hydroxidu (katal. mnozstvi, 40 mg) v
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MeOH (6 mL) byl pifidan 1,2-epoxy-2,2-dimethylpropan (0.12 mL, 1.3 mmol) v 2 mL MeOH a
smés byla michana 7 h pfi laboratorni teplote. Surovy produkt byl ziskdn ve formé precipitdtu po
pfidani vody. Cisty produkt byl ziskan sloupcovou chromatografii v soustavé postupné 2%, 3%
and 4% MeOH v CHCls. Odpatenim rozpoustédel ve vakuu byl ziskan produkt ve formé amorfni
bezbarvé tuhé pény v piipadé postupu a) 0.24 g, vytézek 54% a v pi. postupu b) 0.28 g, vytézek
62%. MS ESI + 449.1 (M + H)*, ESI - 447.1 (M - H). NMR: H (500 MHz; DMSO-ds): smé&s
dvou tautomernich forem, 1.35 - 1.38 (m, 6H, -CH(CHjs)); 3.21 - 3.27 (m, 4H, -CH(CH3)2,
-CHs); 4.69 - 4.80 (m, 2H, NH-CH>-); 5.29 - 5.34 (m, 2H, -S-CH»-); 7.31 - 7.33 (m, 1H, Hay);
7.45 -7.52 (m, 2H, Har); 7.83 - 7.86 (M, 1H, Har); 7.88 - 7.93 (m, 1H, Har); 8.00 - 8.08 (m, 2H,
Har); 8.63 - 8.64 (M, 1H, Har); 12.21 (bs, -NH-, form 1); 13.79 (bs, -NH-, form I1). *C (125 MHz;
DMSO-ds ):, 21.5; 21.7; 24.8; 26.2; 42.5; 43.2; 55.9; 73.3; 120.0 120.6; 122.3; 122.4; 126.3;
126.6; 127.6; 128.0; 137.1; 137.7; 139.4; 139.8; 148.7; 148.9; 149.4; 153.9; 155.6; 155.8; 159.2.
Anal. (C24H28NGOS) C,H, N.

5-(2,3-Dihydroxy-1-propyDthio-3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]Jamino-1(2)H-pyrazolo[4,3-
d]pyrimidin (4.18.)

K roztoku 3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-thiolu
3.1. (0.38g, 1 mmol) v DMF (3 mL) a tetramethylamonium hydroxidu (0.11 g) byl ptidan 3-
chloro-1,2- propandiol (127 pL, 1.5 mmol) a smés byla michana 24 h pfi lab. teploté. Surovy
produkt precipitoval pridavkem vody a byl pak vycistén sloupcovou chromatografii v soustavé:
postupné 2%, 3% , 4% a 5% MeOH v CHCls. Amorfni bezbarva tuha péna produktu 0.24 g, byla
ziskana ve vytézku 54%. MS ESI + 451.1 (M + H)* 100%, 473.2 (M + Na)* 30% , ESI - 449.2
(M - H). NMR: 'H (500 MHz; CDCls): 1.30 (d, J = 7.03 Hz, 6H, -CH(CHz),); 3.22 - 3.30 (m,
3H, -CH(CHz3)2, -CH»-); 3.57 (dd, 1H, J = 11.62 Hz, J = 4.89 Hz, -CH.Hg-); 3.63 (dd, 1H, J =
11.62 Hz, J = 4.89 Hz, -CH.Hg-); 3.95 (pent., J = 5,20 Hz, 1H, -CH-); 4.69 (bs, 2H, NH-CH>-);
7.21 (dd, J =7.03 Hz, J = 5.20 Hz, 1H, Har); 7.33 (d, J= 7.95 Hz, 2H, Har); 7.61 (d, J = 7.03 Hz,
1H, Har); 7.72 (d, J = 7.34 Hz, 1H, Ha/); 7.75 (d, J = 8.25 Hz, 2H, Ha); 8.56 (d, J = 4.58 Hz, 1H,
Har). 3C (125 MHz; CDCl): 21.4; 21.5; 25.9; 34.1; 44.1; 64.4; 72.5; 121.1; 122.3; 127.2; 128.3;
137.3; 138.3; 138.6; 149.2; 157.0; 163.4. Anal. (C23H2sNsO-S) C, H, N.

5-[2-(Dimethylamino)-1-ethyl)]thio-3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-
pyrazolo[4,3- d]pyrimidin (4.19.)

K roztoku 3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-thiolu
3.1. (0.38g, 1 mmol) v DMF (10 mL) byl ptidan K,COs (0.6 g), 2-chloro-N,N-dimethylethylamin
hydrochlorid (166 mg, 1.15 mmol) a smés byla michana 24 h pii teploté 60 °C. Reakéni smes
byla zahusténa pfi teploté do 50°C a odparek byl vyextrahovan mezi CHCIz and H,0. Cisty
produkt byl ziskan sloupcovou chromatografii v soustavé: postupné 5%, 8% a 10% MeOH v
CHCls. Po odpaieni rozpoustédel ve vakuu byl ziskan produkt ve formé amorfni bezbarvé tuhé
pény, 0.30 g, ve vytézku 67%. MS ESI + 224.5 (M + 2H)*+ 70%, 448.1 (M + H)* 100%, ESI -
446.1 (M - H). NMR: *H (500 MHz; CDCls): 1.31 (d, J= 7.03 Hz, 6H, -CH-(CHs)2); 2.23 (s, 6H,
2x -CHg); 2.65 (t, J = 7.64 Hz, 2H, -CH>-); 3.20 (t, J = 7.34, 2H, -CH>-); 3.27 (kvint.; J = 7.03
Hz, 1H, -CH-(CHz3)2); 4.61 (bs, 2H, -NH- CH>-); 6.97 (bs, 1H, -NH-CH-); 7.14 - 7.18 (m, 3H,
ArH); 7.55 (d, J = 8.25 Hz, 1H, ArH); 7.66 (dd, J = 7.64 Hz, J= 1.83 Hz, 1H, ArH); 7.69 (d, J =
7.95 Hz, 2H, ArH); 8.55 (d, J = 3.97 Hz, 1H, ArH). *C (125 MHz; CDCls): 21.8; 26.4; 28.1;
44.0; 45.1; 59.1; 120.9; 122.3; 127.1; 128.0; 137.2; 138.2; 139.1; 149.4; 150.7; 157.0; 161.7.
Anal. (C24H29N7S) C, H, N.

5[3-(Dimethylamino)-1-propyl]thio-3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-
pyrazolo[4,3- d]pyrimidin (4.20.):

K roztoku 3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-thiolu

3.1. (0.38g, 1 mmol) v DMF (10 mL) byl ptidan K>COs (0.6 g) a 3-chloro-N,N-dimethylpropyl-
amin hydrochlorid (182 mg, 1.15 mmol) a smés byla michdna 24 h pfi teplot¢ 60 °C. Reakéni
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smés byla zahusténa pii teploté do 50 °C a odparek byl roztiepan mezi CHCl; and H20. Cisty
produkt byl ziskdn sloupcovou chromatografii v soustaveé: postupné 5%, 8% a 10% MeOH v
CHCl3. Po odpafeni rozpoustédel ve vakuu byl ziskan produkt ve formé amorfni bezbarvé tuhé
pény, 0.33 g, ve vytézku 72%. MS ESI + 231.6 (M + 2H)?+ 50%, 462.1 (M + H)+ 100%, ESI -
460.1 (M - H). NMR: *H (500 MHz; CDCls): 1.32 (d, J = 6.72 Hz, 6H, -CH(CHs).); 190 (pent., J
=7.03 Hz, 2H, -CH>-CH>-CH>-); 2.20 (s, 6H, -N(CHz)2); 2.43 (t, J = 7.34 Hz, 2H, -CH,-); 3.07 (t,
J =7.03 Hz, 2H, -CHy-); 3.28 (sept., J = 6.72 Hz, 1H, -CH(CHa)>); 4.66 (bs, 2H, NH-CH>-); 6.86
(bs, 1H, -NH-); 7.16 - 7.19 (m, 1H, Ha); 7.25 (d, J = 7.64 Hz, 2H, HAr); 7.59 (d, J = 7.95 Hz,
1H, HAr); 7.67 - 7.70 (m, 1H, Ha/); 7.75 (d, J = 7.64 Hz, 2H, Ha/); 8.59 (d, J = 3.97 Hz, 1H,
Har). C (125 MHz; CDCls): 21.7; 26.2; 27.4; 28.9; 29.6; 43.9; 45.1; 58.5; 120.8; 122.2; 127.0;
127.9; 137.0; 138.0; 139.0; 149.3; 150.6; 156.9; 162.0. Anal. (C2sH31N+S) C, H, N.

5-(1-Hydroxy-3-methyl-2-butyl)thio-3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-
pyrazolo[4,3- d]pyrimidin (4.21.)

Prekurzor 2-bromo-3-methyl-1-butanol byl ziskan z 3-methylbutenalu, ktery byl nejprve
bromovan brom-dioxanovym komplexem (1:1) dle lit. (J. Label. Comp. Radiopharm. 2007, 50,
225). Vznikly 2-bromo-3-methylbutanal byl pak redukovan obyklym postupem s pouZitim
NaBHj, na 2- bromo-3-methyl-1-butanol a vznikly surovy produkt byl pouzit k alkylaci.

K roztoku 3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyllamino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-thiolu
3.1. (0.38g, 1 mmol) v MeOH (10 mL) byl ptidan K>COs (0.16 g) a 2-brom-3-methyl-1-butanol
(0.25 g, 1.5 mmol). Reakéni smés byla michana 24 h pti 50°C a pak byla zahusténa pfi teploté do
50°C. Odparek byl vytiepan mezi CHCl; a H2O, spojené organické faze byly vysuSeny MgSQO4 a
odpateny do sucha. Produkt byl pak vycistén sloupcovou chromatografii postupné v soustavé:
2%, 3% a 4% MeOH in CHClIs. Po zahusténi odpafenim ve vakuu byl ziskan produkt ve formé
amorfni bezbarvé sklovité pény 0.31 g, ve vytézku 67%. MS ESI + 463.1 (M + H)*, ESI - 461.1
(M - H). NMR: *H (500 MHz; CDCls): 0.90 (d, J = 6.72 Hz, 3H, -CHs); 0.96 (d, J = 6.72 Hz,
3H, -CHa); 1.21 (d, J = 6.72 Hz, 3H, -CH3); 1.23 (d, J = 7.03 Hz, 3H, -CHa); 1.82 (sex., J = 6.72
Hz, 1H, -CH-CH-(CHa),); 3.13 - 3.26 (m, 3H, -CH(CHz)2, -CH»-); 3.66 - 3.69 (m, 1H, -CH-);
4.67 (bs, 2H, NH-CH>-); 7.03 (bs, 1H, -NH-CH,-); 7.13 - 7.21 (m, 3H, Ha); 7.60 (d, J = 7.95 Hz,
1H, Har); 7.69 (dd, J = 7.64 Hz, J = 1.83 Hz, 1H, Ha/); 7.72 (d, J = 7.95 Hz, 2H, Ha); 8.58 (d, J
= 4.89 Hz, 1H, Ha), 11.9 (bs, 1H, -NH-). $3C (125 MHz; CDCls): 18.0; 18.3; 21.4; 21.6; 26.1;
33.5; 35.7; 44.1; 78.4; 120.9; 122.2; 127.1; 128.0; 137.0; 138.3; 138.6; 149.3; 157.0; 163.7. Anal.
(C2sH30NsOS) C, H, N.

5-f-D-Thioglukosid-3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]Jamino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d] pyrimidin
(4.22):

K suspenzi 3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyllamino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-thiolu
3.1. (0.38g, 1 mmol) v MeOH (20 mL) byl pfidan CH3ONa (60 mg, 1.1 mmol)) a 1-bromo-a-D-
glukosa tetraacetat (0.42 g, 1.0 mmol). Reakéni smes byla michana 9 dni pfi laboratorni teploté.
Byl ptidan 1 mL vody a smés byla michéna dalsi 1 h. Surovy produkt vykrystaloval po zahusténi
reakéni smési za snizeného tlaku. Cisténi sloupcovou chromatografii v soustavé: postupné 8%,
10% and 13% MeOH in CHCI; poskytlo ochotné krystalujici (z MeOH) produkt 0.48 g, ve
vytézku 88%, b.t. 225 - 227 °C. ap = - 29.6°, (c = 1.37 g/100mL DMSO, 22°C). MS ESI + 561.2
(M + Na)*, ESI - 537.2 (M - H). NMR: 'H (500 MHz; DMSO-dg): 1.35 - 1 .39 (m, 6H, -
CH(CHa)2); 3.15 - 3.26 (m, 5H, -CH(CHs3)2, 4 x -CH-); 3.42 - 3.46 (m, 1H, -CH-CH.H-OH);
3.54 - 3.57 (m, 1H, -CH-CH,H-OH);4.35 - 4.39 (m, 1H, -OH); 4.72 - 4.80 (m, 2H, NH-CH>-);
4.88 - 4.89 (m, 1H, -OH); 5.01 - 5.03 (m, 1H, -OH); 5.21 - 5.24 (m, 1H, -OH); 5.39 - 5.43 (m,
1H, -CH-); 7.31 - 7.33 (m, 1H, Ha/); 7.44 - 7.51 (m, 2H, Ha/);7.83 - 7.93 (m, 2H, Ha/); 8.00 -
8.08 (m, 3H, Har + NH-CH.- form 1); 8.64 - 8.65 (m, 1H, Ha/); 8.70 (bs, 1H, NH-CH>- form I1);
12.17 (bs, 1H, -NH-, form 1); 13.75 (bs, -NH-, form II). *C (125 MHz; DMSO-ds ): mixture of
two forms 21.4; 21.6; 21.7; 25.0; 26.4; 42.5; 43.1; 60.4; 69.5; 71.8; 78.7; 81.1; 81.2; 85.0; 120.0;
120.1; 120.5; 122.3; 122.4; 126.3; 126.6; 127.6; 128.0; 130.6; 135.2; 137.1; 137.2; 137.7; 138.8;
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139.5; 140.0; 140.5; 148.6; 148.9; 149.4; 153.9; 155.7; 155.8; 159.5; 159.6. Anal. (C26H30NsOsS)
C,H,N.

5-(R/S)-(3-Amino-2-hydroxy-1-propyl)thio-3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]Jamino-1(2)H-
pyrazolo[4,3-d]pyrimidin a (R)-antipod (4.23.)

K roztoku 3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-thiolu
3.1. (0.38 g, 1 mmol) v MeOH (10 mL) byl pfidan K>COs (0.17 g) a 3-benzylidenamino-1-
chlorpropan-2- ol (0.22 g, 1.3 mmol; R/S nebo R ptipraveny z R/S nebo R - epichlorhydrinu
podle literatury: Org. Proc. Res. Develop., 2003,No 7, 539) a smés byla michana 24 h pti 40 °C.
Reakéni smes byla okyselena konc. aq. HCI a byla michdna 5 h pti 45 °C. Surovy produkt byl
ziskan po zahusténi ve vakuu pii teploté do 50°C, zalkalizovani ptidanim roztoku 1 g Na,COs v
10 ml vody, a vykrystalovanim v lednic¢ce z tohoto vodného roztoku. Vyciténi produktu bylo
provedeno sloupcovou chromatografii v soustaveé postupné 5%, 8% and 10% MeOH v CHCls s
malym mnozstvim aq. NH4OH. Konecnd krystalizace z MeOH pak dala 0.30 g produktu, ve
vytézku 67%, b.t. 124 — 128 °C, (R/S)-antipode; b.t. 120 - 125 °C, (R)-antipode. MS ESI + 450.1
(M + H)* 100%, 472.1 (M + Na)* 20%, ESI - 448.1 (M - H)", 484.1 (M + CI) 40%, ap = - 4.8, (C
= 1.37 ¢/100mL, DMSO, 22°C). NMR: *H (500 MHz; DMSO-ds): 1.38 (d, J = 7.03 Hz, 6H, -
CH(CHa)2); 2.67 (dd, J = 13.14 Hz, J = 7.64 Hz, 1H, NH.-CH,Hs-CH); 2.81 (dd, J = 13.14 Hz, J
= 3.67 Hz, 1H, NH,-CH,Hg-CH); 3.21 (dd, J = 14.37 Hz, J = 6.42 Hz, 1H, -S-CH.Hg-CH); 3.29
(dd, J = 14.37 Hz, J = 5.50 Hz, 1H, -S-CH.Hg-CH); 3.36 (sept., J = 7.03 Hz, 1H, -CH(CHj3)2);
3.85 - 3.90 (m, 1H, -CH>-CH-CH»-); 4.82 (bs, 2H, NH-CH,- ); 7.28-7.31 (qd, J = 7.34 Hz, J =
5.04 Hz, J = 0.92 Hz, 1H, Ha/); 7.48 (d, J = 8.25 Hz, 2H, Ha\); 7.76 (d, J = 8.25 Hz, 1H, Ha);
7.82 (td, J =7.49 Hz, J = 1.83 Hz, 1H, Ha); 7.86 (d, J = 8.25 Hz, 2H, Ha); 8.55 (d, J = 4.58 Hz,
1H, Hay). BC (125 MHz; DMSO-dg): 22.2; 27.0; 36.1; 44.8; 46.7; 72.7; 122.5; 123.7; 128.3;
128.4; 129.1; 138.9; 139.1; 139.4; 141.0; 150.2; 158.5; 163.9. Anal. (C23sH27N;OS) C, H, N.

5[(3-(4-Morpholinyl)-2-hydroxy-1-propyl]thio-3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]Jamino-1(2)H-
pyrazolo[4,3-d]pyrimidin (4.24.):

K roztoku of 3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-thiolu
3.1 (038 g, 1 mmol) v MeOH (10 mL) byl pfidan K.COs (0.34 g) a 1-chloro-3-
morpholinopropan-2-ol hydrochlorid (0.20 g, 1.2 mmol; pfipraveny podle lit.: Russ. J. Org.
Chem. 2006, 42,1845) a reak¢ni smés byla michana 24 h pii 45 °C. Surovy produkt precipitoval
po pfidani vody a pak byl vyc¢istén sloupcovou chromatografii v soustavé: postupné 3%, 4% and
5% MeOH in CHCls. Zahu§ténim ve vakuu byl ziskan produkt 0.31 g , ve form¢é amorfni
bezbarvé sklovité pény , ve vytézku 60%. MS ESI + 520.1 (M + H)* 15%, 542.1 (M + Na)*
100%, ESI - 518.1 (M - H) 30%, 554.2 (M + Cl)" 100%. NMR: *H (500 MHz; CDCls): 1.17 -
1.22 (m, 6H, -CH(CHs3),); 2.30 - 2.33 (m, 3H, -CH-CH.Hg-N- + -N-(CH.Hp).-); 2.41 - 2.43 (m,
2H, -N-(CHHp)2-); 2.52 (dd, J = 12.53 Hz, J = 8.56 Hz, 1H, -CH- CH,Hg-N); 3.09 - 3.18 (m, 2H,
-CH(CHa); + S-CH,Hp-CH-); 3.27 (d, J = 12.53 Hz, 1H, S-CH.Hg- CH-); 3.49 (bs, 4H, O-(CH>).-
); 4.07 -4.09 (m, 1H, -CH>-CH-CH-); 4.64 (bs, 2H, -NH-CH,-); 7.16 (dd, J = 7.18 Hz, J = 5.20
Hz, 1H, Ha); 7.21 (d, J = 7.95 Hz, 2H, Ha); 7.40 (bs, 1H, -NH-); 7.58 (d, J = 7.95 Hz, 1H, Ha/);
7.67 (td, J=7.79 Hz, J = 1.83 Hz, 1H, Ha); 7.72 (d, J = 7.95 Hz, 2H, Ha/); 8.57 (d, J = 4.58 Hz,
1H, Haf). BC (125 MHz; CDCls): 21.5; 21.6; 26.1; 36.3; 44.2; 53.8; 63.8; 66.5; 68.5; 120.7;
122.2;127.0; 128.1; 137.0; 138.3; 138.5; 149.4; 156.8; 162.9. Anal. (C27H33N;O,S) C, H, N.

5-[3-(1-Piperazinyl)-2-hydroxy-1-propyl]thio-3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]Jamino-1(2)H-
pyrazolo[4,3-d]pyrimidin (4.25.):

Nejprve byl ptipraven 3-(4-Boc-piperazin-1-yl)-1,2-epoxypropan reakci eqvimolarniho mnozstvi
epichlorhydrinu s N-Boc-piperazinem v acetonitrilu s K,COz (2 mmol). Reakéni smés byla
michana 2 dny pii teploté 10 °C. Surovy produkt (dale pouzity v reakci) byl ziskan filtraci a
zahu$ténim ve vakuu 10 torr pti 45 °C.
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Smés 3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyllamino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-thiolu  3.1.
(380 mg, 1 mmol), tetramethylamonium hydroxidu (0.2 mL, 25% roztok v MeOH), triethylaminu
(0.2 mL, 2.2 mmol) a 3-(4-Boc-piperazin-1-yl)-1,2-epoxypropanu (0.45 g, 1.8 mmol) v 5 mL
MeOH byl michan 2 dni pii laboratorni teploté. Bocylovany produkt byl izolovan vysrazenim
vodou. Precipitat byl rozpustén v 3 mL TFA a stal pfi lab. teplot¢ 2 h. Roztok byl zahustén ve
vakuu (teplota do 50°C) a produkt byl vy¢istén sloupcovou chromatografii v soustavé: postupné
5%, 8% a 10% MeOH v CHCI; s malym mnozstvim aq. NH:OH. Zahusténim ve vakuu byl
ziskan produkt ve form& amorfni bezbarvé sklovité pény 0.25 g, ve vytézku 48%. MS ESI +
519.1 (M + H)*, ESI - 517.1 (M - H)". NMR: *H (500 MHz; DMSO-ds): 1.35 (d, J = 7.03 Hz,
6H, -CH-CHs3); 1.36 (d, J = 7.03 Hz, 6H, -CH-CHa); 2.31 - 2.40 (m, 6H, N-CH>-CH-OH + 2 X -
CHy-); 2.76 - 2.77 (m, 4H, 2 x -CH»-); 3.00 (dd, J = 13.45 Hz, J = 7.03 Hz, 1H, -S-CH.Hg-););
3.25 (sept., J = 7.03 Hz, 1H, -CH(CHj3)2); 3.34 (dd, J = 13.60 Hz, J = 4.58 Hz, 1H, -S-CH.Hg););
3.88 (m, 1H, -CH2-CH-OH); 4.76 (bs, 2H, -NH-CH>-); 7.32 (qd, J = 7.41 Hz, J = 489 Hz, J =
1.22 Hz, 1H, Ha); 7.48 (d, J = 8.25 Hz, 2H, Har); 7.80 (td, J = 7.95 Hz, J = 1.83 Hz, 1H, Ha);
7.92 (d, J =8.25 Hz, 1H, Har); 8.05 (d, J = 8.25 Hz, 2H, Har); 8.32 (bs, 1H, -NH-CH.-); 8.64 (qd,
J =4.86 Hz, J = 1.83 Hz, J = 0.92 Hz, 1H, Ha); 12.77 (bs, 1H, -NH-). 3C (125 MHz; DMSO-
de): 21.6; 21.7; 25.7; 36.0; 42.9; 44.6; 53.1; 63.8; 67.2; 120.0; 122.4; 126.5; 127.8; 137.4; 138.2;
139.8; 149.4; 150.2; 155.7; 157.9; 161.2. Anal. (C27H3sNgOS) C, H, N.

5-[2-(1-Imidazolyl)-1-ethyl]thio-3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-
d]pyrimidin (4.26.):

Nejprve byl piipraven N-(2-chlorethyl)imidazol michanim sodné sole imidazolu (20g) v 1,2-
dichloroethanu (80 mL) pfi lab. teploté 3 dni. Po pfidani vody byl produkt vyextrahovan 1,2-
dichloroethanem. Surovy produkt (pouzity dale v syntéze) byl ziskan zahusténim ve vakuu.

K roztoku 3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-thiolu
3.1. (0.38 mg, 1 mmol) v DMF (8 mL) byl piidan K>COs3 (0.2 g) a N-(2-chlorethyl)imidazole
(143 mg, 1.1 mmol) a smés byla michana 24 h pii lab. teploté. Surovy produkt precipitoval
ptidanim vody a byl vyc¢istén sloupcovou chromatografii v soustvé: postupné 3%, 4% and 5%
MeOH in CHCIs. Krystalizace z CHCI; dala bezbarvy produkt, 0.21 g, ve vytéZzku 45%, b.t. 208 -
211 °C, MS ESI + 471.1 (M + H)*, ESI - 469.1 (M - H). NMR: smés dvou tautomerd, *H (500
MHz, DMSO-dg): 6 1.38 (d, J = 6.7 Hz, 6H, -CH(CH3)>), 3.28-3.40 (m, 3H, -CH(CH3)2 + -CH.-
CHy-), 4.25 (bs, 2H, -CH,-CH>- ), 4.73 - 4.76 (m, 2H, NH-CH,-), 6.87 (s, 1H, Ha/), 7.15-7.57 (m,
5H, Ha), 8.12-7.83 (m, 5H, Har + - NH-), 8.63 (s, 1H, Ha/), 12.25 (s, 1H, -NH-). **C (125 MHz,
DMSO-dg): 6 21.70, 26.39, 31.16, 42.6, 43.23, 45.74, 119.18, 120.12, 122.55, 126.47, 126.69,
127.55, 128.02, 128.42, 137.19, 137.73, 139.45, 148.87, 149.51, 155.71, 159.76. Anal.
(C2sH2sNsS) C, H, N.

5-(3-Amino-1-propyl)thio-3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzylJamino-1(2)H-pyrazolo[4,3-
d]pyrimidin (4.27.):

K roztoku 3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-thiolu
3.1. (0.38 g, 1 mmol) v DMF (10 mL) byl pfidan K»COs (0.35 g), 3-bromopropylamin
hydrochlorid (0.40 g, 1.8 mmol) a smé&s byla michéna 24 h pfi teploté 45 °C. DMF byl odpaten ve
vakuu pii teploté¢ do 50 °C a produkt byl pak vyc€istén sloupcovou chromatografii v soustave:
postupné 5%, 7% a 10% MeOH in CHCI;3 s malym mnozstvim aq. NH4OH. Zahus$ténim ve vakuu
bylo ziskano 0.30 g produkutu, ve formé amorfni bezbarvé sklovité pény, ve vytézku 69%. ESI +
434.1 (M + H)* , ESI - 432.1 (M - H). NMR: *H (500 MHz; DMSO-de): 1.32 (d, J = 7.03 Hz,
6H, -CH-(CHa)2); 1.75 (pent., J = 7.03 Hz, 2H, -CH,-CH>-CH>-); 2.66 (t, J = 7.03 Hz, 2H, -CH-
); 3.05 (t, J = 7.03 Hz, 2H, -CH>-); 3.22 (sept., J = 7.03 Hz, 1H, -CH-(CHs)); 4.72 (bs, 2H, -NH-
CHy-); 7.27-7.29 (m, 1H, ArH); 7.44 (d, J = 8.56 Hz, 2H, ArH); 7.79-7.83 (m, 1H, ArH); 7.87-
7.89 (m, 1H, ArH); 8.01 (d, J = 8.25 Hz, 2H, ArH); 8.42 (appt. bt, 1H, -NH-); 8.59-8.61 (m, 1H,
ArH). 3C (125 MHz; DMSO-dg): 22.2, 26.4, 28.0, 31.8, 40.3, 43.5, 120.6, 123.0, 123.9, 127.1,
128.3, 137.7, 138.0, 139.1, 140.5, 146.3, 150.0, 150.7, 156.3, 161.2. Anal. (C.3H27N+S) C, H, N.
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5-[(Oxazolidin-2-on-5-yl)methyl]thio-3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]Jamino-1(2)H-
pyrazolo[4,3- d]pyrimidin (4.28.)

K roztoku 3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-thiolu
3.1. (0.38 g, 1 mmol) v DMF (5 mL) byl pfidan K.COs (0.15 g) a 5-chlormethyl-2-oxazolidinone
(0.15 g, 1.1 mmol) a smés byla michana 24 h prti teploté¢ 45 °C. Surovy produkt precipitoval
pfidanim vody a byl vyc€iStén sloupcovou chromatografii v soustaveé: postupné 4%, 5% a 6%
MeOH in CHCIls. Po odpafeni rozpoustédel ve vakuu byl ziskan produkt ve formé& amorfni
bezbarvé sklovité pény, 0.35 g, ve vytézku 74%. MS ESI + 476.2 M + H)* , ESI - 474.2 (M - H)
. NMR: H (500 MHz; CD3;0D): 1.38 (d, J = 7.03 Hz, 6H, -CH(CHs).); 3.26 (dd, J = 14.21 Hz, J
=7.34 Hz, 1H, -NH-CH.Hp-CH-); 3.33 - 3.37 (m, 2H, -CH(CH3), + -S-CHHp-CH-); 3.52 (bt, J =
8.80 Hz, 1H, -S-CH,Hg-CH-); 3.63 (dd, J = 14.06 Hz, J = 4.89 Hz, 1H, -NH-CH,H;-CH-); 4.82
(bs, 2H, NH-CH>-); 4.84 - 4.86 (m, 1H, - CH>-CH-CH>-); 7.30 (qd, J=7.47 Hz, J = 4.89 Hz, J =
1.22 Hz, 1H, Ha); 7.47 (d, J = 8.25 Hz, 2H, Ha); 7.77 (d, J = 7.79 Hz, 1H, Ha/); 7.82 (td, J =
7.34 Hz, J = 1.83 Hz, 1H, Ha/); 8.25 (d, J = 8.25 Hz, 2H, Ha); 8.55 (d, J = 4.89, 1H, HAr). °C
(125 MHz; CDs0D): 22.2; 27.1; 35.1; 44.8; 45.7; 77.0; 122.5; 123.6; 128.3; 128.8; 138.8; 139.4;
141.1; 150.2; 158.5; 162.0; 162.4. Anal. (C2sH27N-O,S) C, H, N.

5-(2,3-Diamino-1-propyl)thio-3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]Jamino-1(2)H-pyrazolo[4,3-
d]pyrimidin (4.29.):

K roztoku 3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyllamino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-thiolu
31 (038 g 1 mmol) v DMF (5 mL) byl ptfidin K.COs (0.15 g) a 2,3-
di(benzyloxycarbonylamino)-1- chloropropan (0.41 g, 1.1 mmol; ptipraveny dle lit.: Org. Chem.
1975, 40, 1653). Surovy di-Z- chranény produkt precipitoval pfidanim vody. Dale byl derivat
odchranén rozpusténim a stanim v 33% HBr/ AcOH (1 mL, lab. tep., 1 hod.). Po odpareni
tékavych slozek ve vakuu (do 50 °C) byl produkt vyc¢istén sloupcovou chromatografii v soustave:
postupné 10%, 12% and 15% MeOH in CHClz s malym mnozstvim aq. NH4OH. Po odpateni
rozpoustédel ve vakuu byl ziskan produkt ve formé amorfni bezbarvé sklovité pény, 0.31 g, ve
vytézku 69%. MS ESI + 449.1 (M + H)*, ESI - 447.1 (M - H). NMR: *H (500 MHz; CDCls):
1.29 (d, J = 6.72 Hz, 6H, -CH(CHz)2); 2.50 (dd, J = 12.69 Hz, J = 7.03 Hz; 1H, NH>-CH,H-CH-
); 2.73 (dd, J = 12.69 Hz, J = 3.67 Hz; 1H, NH,-CH,H-CH-); 2.92 - 3.00 (m, 2H, -S-CH.Hy-CH-
+ -S-CH>-CH-CH>-); 3.20 - 3.27 (m, 2H, -CH(CHj3)2 + -S-CH.Hg-CH-); 3.79 (bs, 4H, 2 x -NHy);
4.60 (bs, 2H, -NH-CH>-); 7.15 (qd, J = 7.34 Hz, J = 4.89 Hz, J = 0.92 Hz, 1H, Ha); 7.21 (d, J =
8.25 Hz, 2H, Har); 7.25 (bs, 1H, -NH-CH.-); 7.56 (d, J = 7.95 Hz, 1H, Ha); 7.66 (td, J = 7.95 Hz,
J = 1.83 Hz, 1H, Ha); 7.74 (d, J = 8.25 Hz, 2H, Ha); 8.57 (d, J = 4.89, 1H,Ha). **C (125 MHz;
CDCl,): 21.7; 21.8; 26.2; 36.6; 43.9; 46.6; 53.2; 120.7; 122.2; 124.8, 127.1; 127.8; 137.0; 138.2;
138.9; 139.0; 146.6; 149.4; 150.8; 156.8; 161.4. Anal. (C23H2sNsS) C, H, N.

5-(2-methylthio-1-ethyl)thio-3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-
d]pyrimidin (4.30.):

K roztoku 3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-thiolu
3.1. (0.38 g, 1.0 mmol) v DMF (6 mL) byl pfidan K>COs (0.2 g) and chlorethyl methyl sulfid
(101 pL, 1 mmol) a smés byla michana 16h pfi lab. teploté. Reakéni smés byla ve vakuu
zahu$téna pii teploté do 50°C a zbytek byl vyextrahovan mezi CHCl; and H»O. Spojené
organické faze byly vysuSeny NapSOs a zahu$tény ve vakuu. Produkt byl pak vycistén
sloupcovou chromatografii v soustavé: postupné 2%, 3% and 4% MeOH v CHCIl: a
vykrystalizoval z abs. Et,0, 0.35g, ve vytézku 74%, b.t. 140 - 141 °C. MS APCI + 474.3 (M +
H)*, ESI - 472.2 (M - H). NMR: *H (500 MHz; CDCls): 1.32 (d, J = 7.03 Hz, 6H,

-CH(CHa)2);2.11 (s, 3H, -S-CH3); 2.79 - 2.82 (m, 2H, H3C-S-CH-); 3.25 - 3.28 (m, 3H, -S- CH»-
+ -CH(CHa)z); 4.61 (bs, 2H, -NH-CH>-); 6.65 (bs, 1H, -NH-CH>-); 7.13 -7.19 (m, 3H, Ha/); 7.59
(d, J=8.25Hz, 1H, Ha/); 7.69 - 7.73 (m, 3H, Har); 7.58 (d, J = 4.89 Hz, 1H, Ha); 12.09 (bs, 1H,
- NH-). ¥3C (125 MHz; CDCls): 15.2; 21.6; 26.2; 30.6; 34.0; 44.0; 121.0; 122.3; 127.0; 127.9;
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137.2; 138.1; 138.7; 149.3; 156.9; 161.7. Anal. (C23H26NeS2) C, H, N.

5-(2-aminocyclohexyl)thio-3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-
d]pyrimidin (4.31.):

K michané smési 3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]lamino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-
thiolu 3.1. (0.38 g, 1.0 mmol), DMF (10 mL) a 1 mL vodného 48% roztoku HBr byl pomalu
ptikapan 1,2- cyclohexenimin (0.60 mL, 5 mmol; pfipraveny podle.: Org. Synth., 87, 2010, 161-
169) a smés byla michana pfi lab. teplot¢ 24 h. Reakéni smés byla neutralizovana vodnym
roztokem Na;COs a produkt precipitoval. Cisty produkt byl ziskan sloupcovou chromatografii v
soustave: postupné 5%, 8% a 11% MeOH v CHClz s malym mnozstvim aq. NH4OH. Zahusténim
ve vakuu a pak krystalizaci z CHCls bylo ziskano 0.06 g produktu, ve vytézku 13%, b.t. 165 —
185 °C. MS APCI + 474.4 (M + H)*, APCI - 442.2 (M - H). NMR: *H (500 MHz; DMSO-d):
1.07 -1.30 (m, 3H, H-cyclohexyl); 1.36 (d, J = 7.03 Hz, 6H, -CH(CHs3)2); 1 40 - 1.47 (m, 1H, H-
cyclohexyl); 1.57 - 1.65 (m, 1H, H-cyclohexyl); 1.88 - 1.91 (m, 1H, H-cyclohexyl); 2.19 - 2.22
(m, 1H, H-cyclohexyl); 2.61 - 2.65 (m, 1H, H-cyclohexyl); 3.22 - 3.26 (m, 3H, -CH(CHs),, -CH>-
); 3.35 - 3.47 (m, 1H, H-cyclohexyl); 4.72 - 4.81 (m, 2H, NH- CH-); 7.32 (qd, J = 7.34 Hz, J =
4.86 Hz, J = 1.22, 1H, Ha/); 7.47 (d, J = 8.25 Hz, 2H, Ha/); 7.85 (td, J = 7.34 Hz, J = 1.83 Hz,
1H, Har); 7.91 (d, J = 7.95 Hz, 1H, Ha/); 8.05 (d, J = 8.25 Hz, 2H, Ha/); 8.27 (bs, 1H, -NH-); 8.64
(d, J = 4.89 Hz, 1H, Ha). ¥*C (125 MHz; DMSO-dg ): 21.5; 21.6; 24.2; 25.7; 30.5; 32.8; 34.9;
42.9; 52.2; 52.6; 79.0; 120.0; 122.4; 126.4; 127.7; 137.1; 137.4; 139.8; 149.4; 155.7; 160.8. Anal.
(C2sH29N7S) C, H, N.

5-(3,3,3-trifluoro-2-hydroxy-1-propyl)thio-3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]Jamino-1(2)H-
pyrazolo[4,3-d]pyrimidin (4.32.):

2-Bromo-1,1,1-trifluoro-2-propanol (0.11 mL, 1.05 mmol) byl pomalu pfikapan ke smési 3-
isopropyl- 7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-thiolu 3.1. (0.38 g,
1.0 mmol), K»CO;3 (0.12 g) v DMF (6 mL) a smés byla michana 4 h pti lab. teploté. Pak byla
reakéni smés zahusténa ve vakuu pii teploté do 50°C a zbytek byl vyextrahovan mezi CHCl; a
H20. Po vysuSeni MgSO4 spojenych organickych fazi a jejich zahusténi ve vakuu byl produkt
vycistén sloupcovou chromatografii v soustavé: postupné 2%, 3% and 4% MeOH in CHCls.
Zahusténim LC frakci a naslednou krystalizaci z DCM bylo ziskano 0.15 g produktu, ve vytézku
31%, b.t. 174 - 177 °C. MS ESI + 489.1 (M + H)*, ESI - 487.1 (M - H). NMR: Dv¢ tautomerni
formy zastoupené v poméru 2:1 0'H (500 MHz; DMSO-ds): 1.34 (d, J = 7.03 Hz, 6H, -CH(CHs):
form 1); 1.37 (d, J = 7.03 Hz, 6H, - CH(CHs), form Il); 2.84 - 2.91 (m, 1H, -S-CH,Hs- form | and
I1); 3.20 - 3.28 (m, H, -CH(CHs),, form | and I1); 3.61 (d, J = 13.75 Hz, 1H, -S-CH.Hg, form I1);
3.67 (dd, J = 13.75 Hz, J = 2.14 Hz, 1H, -S-CH,Hg, form 1); 4.23 (bs, 1H, S-CH,-CH-form | and
I); 4.72 (d, J = 5.81 Hz, 2H, NH-CH,-, form II); 4.77 (d, J = 5.50 Hz, 2H, NH-CH_-, form 1);
6.59 (d, J =6.72 Hz, 1H, CH-OH, forn l and I1); 7.29 - 7.33 (m, 1H, Ha,, form I and I1); 7.43 (d, J
=7.95 Hz, 2H, Har, form 11); 7.49 (d, J = 8.25 Hz, 2H, Ha,, form 1); 7.82 - 7.87 (m, 1H, Ha,, form
I and I1); 7.89 - 7.94 (m, 1H, Ha,, form I and I1); 8.01 (d, J = 7.95 Hz, 2H, Ha, form 11); 8.09 (m,
3H, Har + -NH-CH>-, form 1); 8.62 - 8.65 (m, 1H, Har, form | and I1); 8.77 (bt, J = 5.81 Hz, 1H,-
NH-CH,-, form 11); 12.21 (bs, 1H, -NH-, form 1); 13.78 (bs, 1H, - NH-, form I1). 3C (125 MHz;
DMSO-ds): mixture of two forms 21.3; 21.4; 21.5; 24.9; 26.2; 26.4; 31.1; 42.4; 43.0; 67.8 (q, -
CFs, form 1); 67.9 (g, -CFs, form 11); 119.9; 120.0 120.5; 122.3; 122.4; 124.2; 126.3; 126.5;
126.6; 127.6; 127.9; 130.5; 134.8; 137.0; 137.1; 137.7; 138.9; 139.3; 139.8; 140.3; 148.8; 149.4;
154.0; 155.6; 155.8; 160.0. Anal. (C23H23F3NGOS) C, H, N.

5-(Methoxymethyl)thio-3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-
d]pyrimidin (4.33.):

Chlormethyl methyl ether (31 pL, 0.41 mmol) byl pfidan ke smeési 3-isopropyl-7-[4-(2-

pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-thiolu 3.1. (0.14 g, 0.37 mmol) v DMF
(3 mL) a K»COs (0.10 g). Smés byla michana 4 h pti lab. teploté, dale byla zahusténa ve vakuu
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pii teploté do 50 °C a zbytek byl vyextrahovan mezi CHClz a H2O. Po vysuSeni (MgSO4)
spojenych organickych fazi a jejich zahusténi ve vakuu byl produkt vycistén sloupcovou
chromatografii v soustavé: postupné 1%, 2% a 3% MeOH in CHCIs. Zahusténim LC frakcei a
naslednou krystalizaci z DCM byl ziskan produkt 0.11 g, ve vytézku 70%, b.t. 160 — 162 °C. MS
ESI + 421.1 (M + H)*, ESI - 419.1 (M - H). NMR: *H (500 MHz; DMSO-ds): 1.35 - 1.38 (m,
6H, -CH(CHs)2); 3.21 - 3.27 (m, 4H, -CH(CHs)2, - CH3); 4.69 - 4.80 (m, 2H, NH-CH>-); 5.29 -
5.34 (m, 2H, -S-CH-); 7.31 - 7.33 (m, 1H, Ha,); 7.45 - 7.52 (m, 2H, Ha/); 7.83 - 7.86 (m, 1H,
Har); 7.88 - 7.93 (m, 1H, Ha/); 8.00 - 8.08 (m, 2H, Hag,); 8.63 - 8.64 (m, 1H, Ha/); 12.21 (bs, -
NH-, form 1); 13.79 (bs, -NH-, form 11). C (125 MHz; DMSO-ds ): mixture of two tautomeric
forms. 21.5; 21.7; 24.8; 26.2; 42.5; 43.2; 55.9; 73.3; 120.0 120.6; 122.3; 122.4; 126.3; 126.6;
127.6; 128.0; 137.1; 137.7; 139.4; 139.8; 148.7; 148.9; 149.4; 153.9; 155.6; 155.8; 159.2. Anal.
(C22H24N60S) C, H, N.

5-(2-Methylamino-1-ethyl)thio-3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzylJamino-1(2)H-pyrazolo[4,3-
d]pyrimidin (4.34.)

2-Bromo-N-methylethylamin hydrobromide (0.66 g, 3.0 mmol; byl pfipraven dle lit.: Amanda et
al.. Soft Matter. 2011, 7, 5627-5637) byl ptidin ke smési 3-isopropyl-7-[4-(2-
pyridyhbenzyllamino- 1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-thiolu 3.1. (0.38 g, 1.0 mmol) a
NaHCOs; (0.50 g) v DMF (8 mL). Reakéni smes byla michana 2 dny pii lab. teploté a pak byla
zahu$téna ve vakuu pfi teploté¢ do 50°C. Odparek byl extrahovan mezi CHCI; and H;O. Po
vysuseni (MgSQOs) spojenych organickych fazi a jejich zahusténi ve vakuu byl produkt vycistén
sloupcovou chromatografii v soustaveé: postupné¢ 6%, 8% and 10% MeOH in CHCl3 s malym
mnozstvim aq. NHsOH. Po odpafeni rozpoustédel ve vakuu bylo ziskano 0.07 g produktu, ve
forme& amorfni bezbarvé sklovité pény, ve vytézku 16%. MS ESI + 434.1 (M + H)*, ESI - 432.1
(M - H). NMR: *H (500 MHz, CDCls): 6 1.31 (d, J = 7.0 Hz, 6H, - CH(CHj3),); 2.43 (s, 3H, -NH-
CHjs); 3.01 (t, J = 6.0 Hz, 2H, -CH>-CH>-); 3.23 (m, 3H, -CH(CHs3). + - CH,-CH>-); 4.66 (s, 2H,
NH-CH,-); 7.19-7.16 (m, 1H, Ha/); 7.30 (d, J = 8.3 Hz, 2H, Ha\); 7.45 (bs, 1H, -NH); 7.57 (d, J =
7.9 Hz, 1H, Ha); 7.68 (td, J = 7.7, 1.6 Hz, 1H, Hay); 7.75 (d, J = 8.1 Hz, 2H, Har); 8.59 (d, J =
4.6 Hz, 1H, Ha). ©*C (125 MHz, CDCls): & 21.50, 21.73, 26.22, 29.47, 29.67, 34.70, 44.01,
50.73, 120.76, 122.22, 127.03, 127.82, 128.03, 137.02, 138.18, 138.67, 139.07, 149.39, 150.50,
156.97, 161.25. Anal. (C23H27N+S) C, H, N.

5-(2-sulfanylethyl)thio-3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-
d]pyrimidin (4.35.):

Roztok 3-isopropyl-7-[4-(2-pyridyl)benzyllamino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-thiolu 3.1.
(0.38 g, 1.0 mmol) a thiiranu (1.02 g) a 4 kapek triethylaminu v DMF (14 mL) byl zahfivan na 60
°C/ 6 hodin v autoklavu. Surovy produkt byl ziskdn po ochlazeni na laboratorni teplotu a
ziedénim 40 mL DEMI vody ve formé sraZeniny. Produkt byl vycistén sloupcovou
chromatografii v soustavé: postupné 3%, 4% a 5% MeOH in CHCIs . Po odpafeni rozpoustédel
ve vakuu bylo ziskano 0.196 g produktu, ve formé amorfni bezbarvé sklovité pény, ve vytézku
45%. MS ESI + 436.7 (M + H)*, ESI - 434.7 (M - H)  a 871.0 (2M - H)". NMR: *H (500 MHz,
CDCls): 1.39 (d, J = 7.0 Hz, 6H, -CH-(CHa)2), 2.86 (t, J= 7.5 Hz, 2H, -CH>-), 3.29 (t, J = 7.6 Hz,
2H, -CH>-), 3.34 (sept., J = 7.0 Hz, 1H, -CH(CHs), 4.69 (bd, J = 4.0 Hz, 2H, NH-CH>-), 6.56 (bs,
1H, -NH-), 7.25-7.23 (m, 3H, Ha/), 7.66 (d, J = 7.9 Hz, 1H, Har), 7.74-7.80 (m, 3H, Har), 8.64 (d,
J =5.5Hz, 1H, Ha/). B*C (125 MHz, CDCls): 21.64, 24.88, 26.26, 35.21, 44.15, 121.09, 122.45,
127.21, 127.97, 137.29, 138.30, 138.82, 149.43, 157.07, 161.53. Anal. (C22H2aNsS>) C, H, N.

5-(2-Hydroxy-1-ethyl)thio-3-isopropyl-7-[4-(imidazol-1-yl)benzyl]Jamino-1(2)H-pyrazolo[4,3-
d]pyrimidin (4.50):

K michané smesi 3-isopropyl-7-[4-(imidazol-1-yl)benzyl]Jamino-1(2)H-pyrazolo[4,3-

d]pyrimidin-5- thiolu 3.3. (0.37 g, 1 mmol), a tetramethylamonium hydroxidu (katal. mnoZstvi,
40 mg) v MeOH (4 mL) byl pfidan oxiran (80 mg, 1.8 mmol, rozpustény v 2 mL MeOH) a smés
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byla michana pfi laboratorni teploté 16 h. Produkt byl nejprve izolovan ve form¢ precipitatu po
pfidani vody. Produkt byl vy¢istén sloupcovou chromatografii v soustavé: postupné 2%, 3% a
4% MeOH v CHCI; a byl ziskan ve formé bezbarvé amorfni tuhé pény 0.35 g produktu, ve
vytézku 85 %. Krystalizaci z DCM bylo ziskano 0.30 g tj. 72 %, b.t. 173 - 175 °C, UV (hm): 244
Amax, 315 Amax. MS ESI + 410.1 (M + H)* , ESI - 408.1 (M - H). NMR: Smés dvou tautomeru
(2:1). H (500 MHz, DMSO-dg) 4 1.31-1.41 (m, 6H, -CH(CHz),); 3.13 (m, 2H, -CH,-); 3.25 (m,
1H, -CH(CHa)»); 3.65-3.59 (m, 2H, -CH»-); 4.66 - 4.74 (m, 2H, -CH>-NH); 4.91 (t, J = 5.5 Hz,
1H, -OH); 7.07 - 7.09 (m, 1H, Ha/); 7.72-7.47 (m, 5H, Ha/); 8.04 (t, J = 5.3 Hz, -NH isomer A);
8.20-8.30 (m, 1H, Ha/); 8.75 (t, J = 6.0 Hz, -NH, isomer B); 12.17 (s, -NH, isomer A); 13.78 (s, -
NH isomer B), *C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & 21.6, 21.8, 24.9, 26.3, 33.0, 42.2, 42.8, 54.9,
60.5, 60.6, 118.0, 120.2, 120.4, 128.8, 129.1, 129.7, 129.8, 135.5, 135.6, 135.9, 137.4, 138.4,
140.0, 148.6, 148.8, 153.7, 160.7. Anal. (C2H23NsOS) C, H, N.

5-(2-Amino-1-ethyl)thio-3-isopropyl-7-[4-(imidazol-1-yl)benzyl]Jamino-1(2)H-pyrazolo[4,3-
d]pyrimidin (4.57.):

K michané smési 3-isopropyl-7-[4-(imidazol-1-yl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-
d]pyrimidin-5- thiolu 3.3. (1.0 g, 2.66 mmol) a 3.1 mL 48% HBr v DMF (20 mL) byl za
laboratorni teploty pfikapan aziridin (0.42 mL, 8 mmol). Reakéni smés byla michdna pfi
laboratorni teploté 24 h, pak byla neutralizovana vodnym nasycenym roztokem Na,COs a surovy
product byl vyizolovan ve formé precipitatu. Produkt byl vyc¢istén sloupcovou chromatografii v
soustavé postupné 3%, 5%, 7% a 10% MeOH in CHClz s malym mnozstvim aq. NH4OH. Po
zahusténi ve vakuu bylo ziskano: 0.60 g amorfni bezbarvé tuhé pény produktu, ve vytézku 55 %.
MS ESI + 409.2 (M + H)*, ESI - 407.2 (M - H). NMR: tH (500 MHz, DMSO-dg) § 1.35 (d, J =
6.7 Hz, 6H, -CH(CHa)2); 2.85 (t, J = 6.7 Hz, 2H, -CH>- CH>-); 3.10 (t, J = 6.6 Hz, 2H, -CH-CH>-
); 3.26 (sept., J = 7.0 Hz, 1H, -CH(CHz3)2; 4.77 (bs, 2H, NH-CH>-); 7.08 (s, 1H, Har), 7.50 (d, J =
8.3 Hz, 2H, Har), 7.61 (d, J = 8.3 Hz, 2H, Ha/), 7.70 (s, 1H, Har), 8.22 (s, 1H, Har), 8.44 (s, 1H, -
NH). BC (125 MHz, DMSO-ds) & 21.74, 25.87, 33.07, 41.12, 42.67, 48.60, 118.03, 120.36,
128.94, 129.83, 135.49, 135.82, 137.85, 160.41. Anal. (C2H2:NsS) C, H, N.

5-(2-Hydroxy-1-ethyl)thio-3-isopropyl-7-[4-(pyrazol-1-yl)benzyl]Jamino-1(2)H-pyrazolo[4,3-
d]pyrimidin (4.80.):

K michané smési 3-isopropyl-7-[4-(pyrazol-1-yl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-
5- thiolu 3.2. (0.37 g, 1 mmol), a tetramethylamonium hydroxidu (katal. mnozstvi, 40 mg) v
MeOH (4 mL) byl pfidan oxiran (80 mg, 1.8 mmol, rozpuStény v 2 mL MeOH) a smés byla
michana pfi laboratorni teploté 16 h. Product byl nejprve izolovan ve formé precipitatu po pridani
vody. Produkt byl vy¢istén sloupcovou chromatografii v soustave: postupné 2%, 3% a 4% MeOH
v CHCl3 a byl ziskan ve formé bezbarvé amorfni tuhé pény 0.35 g produktu, ve vytézku 85 %.
UV (nm): 248 Amax, 268 sh, 313 Amax. MS ESI + 410.1 (M + H)* , ESI - 408.1 (M - H). NMR: *H
(500 MHz; CDCls): *H (500 MHz; CDCls): 1.22 (d, J = 7.03 Hz, 6H, -CH(CHz3),); 3.18 (sept., J
=7.03 Hz, 1H, -CH(CHa).); 3.22 (dd, J = 4.58 Hz, J = 4.74 Hz, 2H, -S-CH>-); 3.96 (dd, J = 4.89
Hz, J = 5.04 Hz, 2H, -CH-0); 4.62 (bs, 2H, -NH-CH,-); 6.39 (dd, J = 2.45 Hz, J = 1.83 Hz, 1H,
Har); 7.17 (d, J = 8.56 Hz, 2H, Ha); 7.35 (bs, 1H, -NH-); 7.39 (d, J = 8.56 Hz, 2H, Ha); 7.63 (d,
J = 1.83 Hz, 1H, Ha); 7.79 (d, J = 2.45 Hz, 1H, Ha/). *C (125 MHz; CDCls): 21.5; 26.0; 34.2;
43.8; 64.4;107.7; 119.3; 127.2; 128.7; 136.0; 139.1; 141.1; 163.4. Anal. (CxH23N-OS) C, H, N.

5-(2-Hydroxy-1-propyl)thio-3-isopropyl-7-[4-(pyrazol-1-yl)benzyl]Jamino-1(2)H-pyrazolo[4,3-
d]pyrimidin (4.81.):

K smési 3-isopropyl-7-[4-(pyrazol-1-yl)benzyllamino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-thiolu
3.2. (0.37 g, 1 mmol), a tetramethylamonium hydroxidu (katal. mnozstvi , 40 mg) v MeOH (6
mL) byl pfiddn methyloxiran (130 mg, 1.8 mmol, rozpustény v 2 mL MeOH) a smés byla
michana pfi laboratorni teploté 6 h. Surovy produkt byl ziskan vysraZzenim vodou z reak¢éni smési
a byl dale vycistén sloupcovou chromatografii na silikagelu postupné v soustavé 1%, 2%, and 3%
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MeOH v CHCl;. Produkt byl krystalizovan z DCM/Et;,0O a bylo ziskano 0.25 g produktu, ve
vytézku 59%, b.t. 126 - 131 °C. MS ESI + 424.1 (M + H)* , ESI - 422.1 (M - H)". NMR: *H (500
MHz; CDCls): 1.20 (d, J =7.03 Hz, 6H, -CH(CHa)2); 1.26 (d, J = 6.11 Hz, 3H, -CHj3); 3.08 (dd, J
= 15.13 Hz, J = 7.03 Hz, 1H, -CHyHg-); 3.17 (sept., J = 7.03 Hz, 1H, -CH(CHj3),); 3.27 (dd, J =
14.82 Hz, J = 2.45 Hz, 1H, - CH,H-); 4.20 - 4.23 (m, 1H, -CH-); 4.64 (bs, 2H, -NH-CH>-); 6.40
(t, J=1.83 Hz, 1H, Ha); 7.19 (d, J = 8.56 Hz, 2H, Ha/); 7.40 (d, J = 8.56 Hz, 2H, Ha/); 7.65 (d, J
= 1.83 Hz, 1H, Ha/); 7.80 (d, J = 2.45 Hz, 1H, Ha/). BC (125 MHz; CDCls): 21.6; 21.7; 22.8;
26.2; 39.9; 43.9; 69.2; 107.8; 119.5; 127.3; 128.9; 136.2; 139.3; 141.2; 163.7. Anal.
(C21H2sN;0S) C, H, N.

5-(2-Amino-1-ethyl)thio-3-isopropyl-7-[4-(pyrazol-1-yl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-
d]pyrimidin (4.87):

K michané smési 3-isopropyl-7-[4-(pyrazol-1-yl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-
5- thiolu 3.2. (1.0 g, 2.66 mmol) a 3.1 mL 48% HBr v DMF (20 mL) byl za laboratorni teploty
ptikapan aziridin (0.42 mL, 8 mmol). Reak¢éni smés byla michana pii laboratorni teploté 24 h,
pak byla neutralizovana vodnym nasycenym roztokem Na,COs a surovy produkt byl vyizolovan
ve form¢ precipitatu. Produkt byl vy€istén sloupcovou chromatografii v soustavé postupné 3%,
5%, 7% a 10% MeOH in CHCIz s malym mnozZstvim aq. NH4OH. Po zahusténi ve vakuu bylo
ziskano: 0.69 g amorfni bezbarvé tuhé pény produktu, ve vytézku 63 %. MS ESI + 409.2 (M +
H)*, ESI - 407.2 (M - H). NMR: 'H (500 MHz; DMSO-ds): 1.35 (d, J = 6.7 Hz, -CH(CHj3),);
2.99 (t, J = 6.7 Hz, 2H, -CH-), 3.19 (t, J = 6.7 Hz, 2H, -CHa-), 3.26 (sept., J = 6.8 Hz, 1H, -
CH(CHz3)3); 4.73 (s, 2H, -NH-CH>-); 6.51 (s, 1H, Har); 7.48 (d, J = 8.6 Hz, 2H, Ha); 7.71 (s, 1H,
Har); 7.79 (d, J = 8.6 Hz, 2H, Ha); 8.45 (d, J= 2.1 Hz, 1H, Ha/); 8.70 (bs, 1H, -NH-). °C (125
MHz; DMSO-de): 21.7; 25.9; 30.6; 40.5; 42.6; 107.7; 118.4; 127.6; 128.5; 128.6; 136.9; 138.6;
140.8; 159.9. Anal. (C2H2:NsS) C, H, N.

5-(2-Amino-2-methyl-1-propylthio-3-isopropyl-7-[4-(pyrazol-1-yl)benzyl]Jamino-1(2)H-
pyrazolo[4,3- d]pyrimidin (4.90):

K michané smési 3-isopropyl-7-[4-(pyrazol-1-yl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-
5- thiolu 3.2. (0.72 g, 2.0 mmol) a 0.6 mL 48% HBr v DMF (6 mL) byl za laboratorni teploty
ptikapan 2,2-dimethylaziridin (0.31 mL, 4.2 mmol, syntetizovany dle Org. Synth. 1955 Coll.
3:148.). Reak¢ni smés byla michana pti laboratorni teploté 24 h, pak byla neutralizovana vodnym
nasycenym roztokem Na,COs a surovy product byl vyizolovan ve formée precipitatu. Produkt byl
vyc€istén sloupcovou chromatografii v soustavé postupné 3%, 5%, 7% a 10% MeOH in CHClz s
malym mnozstvim aq. NH4OH. Po zahusténi ve vakuu bylo ziskano: 0.49 g amorfni bezbarvé
tuhé pény produktu, ve vytézku 56%. MS ESI + 437.2 (M + H)* 100%, ESI - 435.2 (M - H).
NMR: *H (500 MHz; DMSO-dg): 1.05 (bs, 6H, -C(CHa)2); 1.36 (d, J = 7.03 Hz, 6H, -CH(CHjs),);
3.21 (s, 2H, -CH2-); 3.26 (sept., J = 7.03 Hz, 1H, -CH(CHs),); 4.72 (bs, 2H, -NH-CH2-); 6.51 -
6.52 (m, 1H, Ha/); 7.48 (d, J = 8.56 Hz, 2H, Har); 7.71 (d, J = 1.53 Hz, 1H, Har); 7.80 (d, J = 8.56
Hz, 2H, Has); 8.30 (bs, 1H, -NH-CH,-); 8.45 (d, J = 2.14 Hz, 1H, Ha,). *C (125 MHz; DMSO-
de): 21.7; 25.8; 28.9; 42.7; 44.0; 50.4; 107.7; 118.4, 127.6; 128.5, 136.9; 138.3; 138.7; 140.8;
145.4; 150.2; 160.9. Anal. (szHnggS) C, H, N.

5-(2-Hydroxy-2-methyl-1-propyl)thio-3-isopropyl-7-[4-(pyrazol-1-yl)benzyl]Jamino-1(2)H-
pyrazolo[4,3-d]pyrimidin (4.93):

K michané smési 3-isopropyl-7-[4-(pyrazol-1-yl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-
5- thiolu 3.2. (0.37 g, 1 mmol), and tetramethylamonium hydroxidu (katal. mnozZstvi, 40 mg) v
MeOH (6 mL) byl pfidan 1,2-epoxy-2,2-dimethylpropan (0.12 mL, 1.3 mmol) v 2 mL MeOH a
smés byla michana 7 h pfi laboratorni teploté. Surovy produkt byl ziskédn ve formé precipitatu po
pfidani vody. Cisty produkt byl ziskan sloupcovou chromatografii v soustavé postupné 2%, 3%
MeOH v CHCIs. Odpafenim rozpoustédel ve vakuu byl ziskan produkt ve formé amorfni
bezbarvé tuhé pény 0.24 g, vytézek 55%. MS ESI + 438.1 (M + H)*, ESI - 436.1 (M - H). 'H
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(500 MHz; CDCls): 1.16 (bs, 6H, -CH(CHs)2); 1.36 (s, 6H, -C(CHs),); 3.13 (sept., J = 6.72 Hz,
1H, -CH(CHz3)z; 3.22 (s, 2H, -CH>-); 4.64 (bs, 2H, -NH-CH>-); 6.40 - 6.41 (m, 1H, Ha/); 7.18 (d,
J=7.95Hz, 2H, Har); 7.40 (d, J = 7.95 Hz, 2H, Ha/); 7.66 (d, J = 1.22 Hz, 1H, Ha/); 7.82 (d, J =
2.14 Hz, 1H, Ha). 3C (125 MHz; CDCls): 21.4; 26.1; 29.3; 43.6; 44.4; 72.0; 107.6; 119.3, 127.1;
128.7, 136.1; 139.1; 141.0; 163.8. Anal. (C2H27N;0S) C, H, N.

5-(2,3-Dihydroxy-1-propyl)thio-3-isopropyl-7-[4-(pyrazol-1-yl)benzylJamino-1(2)H-
pyrazolo[4,3- d]pyrimidin (4.94):

K roztoku 3 -isopropyl-7-[4-(pyrazol-1 -yl)benzyl] amino-1 (2)H-pyrazolo [4,3-d]pyrimidin-5 -
thiolu 3.2. (0.37 g, 1 mmol) v DMF (3 mL) a tetramethylamonium hydroxidu (0.11 g) byl pfidan
3-chloro-1,2- propandiol (130 pL, 1.5 mmol) a smés byla michana 24 h pfi lab. teploté. Surovy
produkt precipitoval pridavkem vody a byl pak vycistén sloupcovou chromatografii v soustave:
postupné 2%, 3% , 4% a 5% MeOH v CHCl3s. Amorfni bezbarva tuha péna produktu 0.21 g, byla
ziskana ve vytézku 48%. MS ESI + 440.1 (M + H)* 10%, 462.2 (M + Na)* 100% , ESI - 438.2
(M - H). NMR: Smés dvou isomer@/tautomert 2/1: *H (500 MHz, DMSO-ds) & 1.34 (d, J = 7.03
Hz, 6H, -CH(CH3),, form A); 1.37 (d, J = 7.03 Hz, 6H, -CH(CHj3)., form B); 3.04 - 3.08 (m, 1H,
-CH.Hp-S); 3.22 - 3.32 (m, 2H, - CH(CHz3)2 + -CHHgS); 3.71-3.73 (m, 1H, -CH-0); 4.59 - 4.62
(m, 1H, -CH.-OH); 4.68 (bd, J = 5.50 Hz, 2H, -CH>-NH, form B); 4.74 (d, J = 5.20 Hz, -CH»-
NH, form A); 4.97 (d, J = 5.2 Hz, 1H, CH-OH, form A); 5.04 (d, J = 4.2 Hz, 1H, CH-OH, form
B); 6.50 - 6.52 (m, 1H, Has); 7.46 (d, J = 8.2 Hz, 2H, Ha,, form B); 7.51 (d, J = 8.6 Hz, 2H, Ha,
form A); 7.69 (bs, 1H, Ha,, form B); 7.71 (bs, 1H, Ha,, form A); 7.75 (d, J = 8.2 Hz, 2H, Ha,
form B); 7.82 (d, J = 8.6 Hz, 2H, Ha,, form A); 8.04 (t, J = 5.2 Hz, -NH, form A); 8. 41 (bs, 1H,
Har, form B); 8.44 (d, 1H, Ha,, form A); 8.20-8.30 (m, 1H, Ha/); 8.69 (app. bt, -NH, isomer B);
12.17 (bs, -NH, form A); 13.75 (bs, -NH form B). 3C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) 5 21.61,
21.73, 24.80, 26.25, 34.33, 42.29, 42.89, 64.73, 71.03, 71.21, 107.63, 107.75, 118.27, 118.48,
120.39, 127.56, 127.62, 128.55, 128.89, 130.40, 134.82, 136.53, 137.49, 138.50, 138.75, 138.87,
139.80, 140.71, 140.84, 148.56, 148.77, 153.70, 161.42, 161.55. Anal. (C21H2sN7O2S) C, H, N.

5-(3-Amino-2-hydroxy-1-propyl)thio-3-isopropyl-7-[4-(pyrazol-1-yl)benzylJamino-1(2)H-
pyrazolo[4,3-d]pyrimidin (4.97):

K roztoku 3 -isopropyl-7-[4-(pyrazol-1 -yl)benzyl] amino-1 (2)H-pyrazolo [4,3-d]pyrimidin-5 -
thiolu 3.2. (0.37g, 1 mmol) v MeOH (10 mL) byl ptidan K>COsz (0.17 g) a 3-benzylidenamino-1-
chlorpropan-2-ol (0.22 g, 1.3 mmol; R/S z R/S epichlorhydrinu podle literatury: Org. Proc. Res.
Develop., 2003,No 7, 539) a sm&s byla michana 24 h pti 40 °C. Reak¢ni smés byla okyselena
konc. aq. HCI a byla michana 5 h pii 45 °C. Surovy produkt byl ziskan po zahusténi ve vakuu pfi
ledni¢ce z tohoto vodného roztoku. Vy¢isténi produktu bylo provedeno sloupcovou
chromatografii v soustavé postupné 5%, 8% and 10% MeOH v CHCI; s malym mnoZstvim agq.
NH4OH. Po zahusténi ve vakuu bylo ziskano: 0.20 g amorfni bezbarvé tuhé pény produktu, ve
vytézku 45%. MS ESI + 439.3 (M + H)" 100%, ESI - 437.2 (M - H);, NMR: *H (500 MHz;
DMSO-dg): 1.34 (d, J = 7.03 Hz, 6H, -CH(CHz)2); 2.57 (bs, 1H, -CH.Hp-NH>); 2.76 (bs, 1H, -
CHuHg-NH>); 3.09 - 3.14 (m, 1H, -CHHg-S-); 3.19 - 3.22 (m, 1H, -CH,H;-S-); 3.25 (sept., J =
7.03 Hz, 1H, -CH(CHz3)2); 3.71 (bs, 1H, -CH-); 4.71 (bs, 2H, -NH-CH-); 6.51 (dd, J = 2.45 Hz, J
= 1.83 Hz, 1H, Ha/); 7.48 (d, J = 8.56 Hz, 2H, Har); 7.71 (d, J = 1.57 Hz, 1H, Har); 7.79 (d, J =
8.56 Hz, 2H, Hay); 8.44 (d, J = 2.14 Hz, 1H, Ha/); 8.83 (bs, 1H, -NH-CH,-). °C (125 MHz;
DMSO- dg): 21.7; 25.9; 34.7; 42.6; 45.8; 70.5; 107.7; 118.4, 127.6; 128.7, 137.0; 138.3; 138.7;
140.8; 145.8; 150.2; 160.8. Anal. (C21H2sNsOS) C, H, N.

5-(2-Hydroxy-1-ethyl)thio-3-isopropyl-7-[4-(imidazol-4-yl)benzyl]Jamino-1(2)H-pyrazolo[4,3-
d]pyrimidin (4.109.):

K michané smési 3-isopropyl-7-[4-(imidazol-4-yl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-
d]pyrimidin-5- thiolu 3.5. (0.37 g, 1 mmol), a tetramethylamonium hydroxidu (katal. mnozstvi,
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40 mg) v MeOH (4 mL) byl ptidan oxiran (80 mg, 1.8 mmol, rozpustény v 2 mL MeOH) a smés
byla michéna pii laboratorni teploté 8 h. Produkt byl nejprve izolovan ve formé precipitatu po
pridani vody. Produkt byl vycistén sloupcovou chromatografii v soustave: postupné 2%, 4% a
8% MeOH v CHCI; s malym mnoZstvim aq. NH4sOH a byl ziskan ve formé bezbarvé amorfni
tuhé pény 0.23 g produktu, ve vytézku 56 %. UV (nm): 259 (8iroky) Amax, 312 Amax. MS ESI +
410.2 (M + H)*, ESI - 408.2 (M - H)". NMR: *H (500 MHz, DMSO-ds)  1.35 (d, J = 6.9 Hz, 6H,
-CH(CHs),); 3.10-3.16 (m, 2H, -CH»- CH>-); 3.22-3.26 (m, 1H, -CH(CHs),); 3.64 (s, 2H, -CH»-
CH>-); 4.68 (bs, 2H, NH-CH>-); 4.88 (bs, 1H, -OH); 7.37 (d, 2H, J = 7.45 Hz, 2H, Ha/); 7.53 (s,
1H, Hap); 7.67 (s, 1H, Ha); 7.74 (d, J = 6.9 Hz, 2H, Ha/); 7.94 (bs, 1H, -NH), 12.16 (bs, 2H, -
NH). ¥*C (125 MHz, DMSO-ds): & 21.4, 21.6, 26.3, 33.0, 43.3, 60.5, 79.1, 120.4, 124.0, 124.3,
127.7, 128.0, 135.8, 136.1, 139.9, 148.6, 148.7, 160.7. Anal. (C2H23N-OS) C, H, N.

5-(2-Hydroxy-1-ethyl)thio-3-isopropyl-7-[4-(pyrazin-2-yl)benzyl]Jamino-1(2)H-pyrazolo[4,3-
d]pyrimidin (4.133.):

K michané smési 3-isopropyl-7-[4-(pyrazin-2-yl)benzyl]amino-1 (2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-
5- thiolu 3.4. (0.37 g, 1 mmol), a tetramethylamonium hydroxidu (katal. mnozstvi, 40 mg) v
MeOH (4 mL) byl pfidan oxiran (80 mg, 1.8 mmol, rozpustény v 2 mL MeOH) a smés byla
michéna pfi laboratorni teploté¢ 16 h. Produkt byl nejprve izolovan ve formé precipitatu po
pfidani vody. Produkt byl vy¢istén sloupcovou chromatografii v soustave: postupné 2%, 3% a
4% MeOH v CHCI; a byl ziskan ve formé bezbarvé amorfni tuhé pény 0.23 g produktu, ve
vytézku 55 %. Produkt vykrystalizoval z DCH/Et,0O, b.t. 140-142 °C, UV (nm): 246 Amax, 307
Amax. MS ESI +422.2 (M + H)*, ESI - 420.2 (M - H). NMR: *H (500 MHz, CDCl3) § 1.24 (d, J =
6.7 Hz, 6H, -CH(CHa),); 3.253.19 (m, 3H, -CH(CHa)2 + -CH,-CH>-), 4.01 (t, J = 4.9 Hz, 2H, -
CH>-CH2-), 4.74 (d, J = 3.7 Hz, 2H, NH-CH>-); 7.32 (d, J = 8.3 Hz, 2H, Ha); 7.37 (bs, 1H, -NH);
7.79 (d, J = 8.3 Hz, 2H, Ha,); 8.44 (d, J = 2.4 Hz, 1H, Ha,,); 8.56 (m, 1H, Ha/); 8.88 (d, J = 1.2
Hz, 1H, Ha). ¥*C (125 MHz, CDCls) § 21.53, 25.97, 34.33, 44.20, 64.54, 127.01, 128.38, 135.32,
137.08, 139.61, 141.90, 142.77, 144.14, 150.88, 152.18, 163.60. Anal. (C21H23sN-0S) C, H, N.

5-(2-Amino-1-ethyl)thio-3-isopropyl-7-[4-(pyrazin-2-yl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-
d]pyrimidin (4.139):

K michané smési 3-isopropyl-7-[4-(pyrazin-2-yl)benzyl]amino-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-
5- thiolu 3.4. (0.50 g, 1.33 mmol) a 1.6 mL 48% HBr v DMF (10 mL) byl za laboratorni teploty
ptikapan aziridin (0.22 mL, 4 mmol). Reak¢ni smes byla michana pii laboratorni teploté 24 h,
pak byla neutralizovana vodnym nasycenym roztokem Na,COs3 a surovy product byl vyizolovan
ve formé precipitatu. Produkt byl vyc¢istén sloupcovou chromatografii v soustavé postupné 3%,
5%, 7% a 10% MeOH v CHCI; s malym mnoZstvim ag. NH4sOH. Po zahus$téni ve vakuu bylo
ziskano: 0.25 g amorfni bezbarvé tuhé pény produktu, ve vytézku 45%. MS ESI + 421.2 (M +
H)*, ESI - 419.2 (M - H). NMR: *H (500 MHz, DMSQOd) & 1.35 (d, J = 6.9 Hz, 6H, -CH(CHj3).);
2.93 (t, J = 6.6 Hz, 2H, -CH>- CH>-); 3.14 (t, J = 6.6 Hz, 2H, -CH,-CH>-); 3.27 (sept., J = 7.2 Hz,
1H, -CH(CHz)3); 4.77 (bs, 2H, NH-CH.-); 7.53 (d, J = 8.0 Hz, 2H, Ha); 8.10 (d, J = 8.0 Hz, 2H,
Har); 8.58 (d, J = 2.3 Hz, 1H, Ha); 8.62 (bs, 1H, -NH); 8.69 (t, J = 1.7 Hz, 1H, Ha,); 9.22 (s, 1H,
Har). BC (125 MHz, DMSO-dg) & 21.6, 21.7, 25.8, 31.7, 40.4, 42.9, 56.0, 123.6, 126.7, 128.0,
134.6, 138.4, 141.1, 141.9, 143.2, 144.2, 150.3, 151.2, 160.0. Anal. (C2:H2aNsS) C, H, N.

Tabulka 1: 5-alkylthio-7-[(4-arylbenzyl)amino]-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny pfipravené
podle prikladu 1.
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R C[%], H[%], NI%] M BT
a) b)

4.1. 2-hvdroxvethyl pyrid-2-¥1 62,73, 5.86, 19.78 419,2 421,2
4.2 prop-2-en-1-y1 pyrid-2-¥l 66.30, 5.89, 20.08 4152 417.3
43. 2-hydroxy-1-propyl pyrid-2-yl 63.55, 6.06, 19.24 433.2 435.2
4.3a. 2(R yhydroxy-1-propyl pyrid-2-vl 63.54, 6.08, 19.20 4332 4352
4.3b. 2{8)-hydroxy-1-propyl pyrid-2-¥l 63.51, 6.10, 19.17 4332 435,2
4.4, 3-hivdroxy-2-butyl pyrid-2-vl 64.20, 6.36, 13.49 447.2 4492
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4.5, L-hydroxy-2-bunyl pyriid-2-vl 04,19, 6.34. 18.33 4472 442
4.6. 2-carhamovl-1-cthyl pyrid-2-vl 61.68, 3,63, 21.88 4462 4482
4.7 carbamoylmethy] pyriid-2-vl 00,90, 5.44. 22 45 4322 4342
4.8 3-hydroxy-1-propyl pyriid-2-vl 03,33, 0.13.12.33 433.2 4352
4.9. 2-amino-1-cthyl pyrid-2-vl 6278, 6.30, 2317 4182 4202
4.140. 2-guaniding-1-cthyl pyrid-2-vl 3983, 599 2725 464).2 4623
4.11. Z-ureidio-1-zthyl pyriid-2-vl 3270, 5882424 d461.2 463.3
412, 2-gcelylamino-1-ethyl prriil-2-vl 0244, 593, 21.24 460.2 462.2
413 2-amino-2-methyl- 1-propyl pyrid-2-vl 6411, 6.66, 21.70 4462 3482
414, 2-hivdroxveyklohex-1-yl pyrid-2-vl 65.76, 6.37, 17.70 4732 753
4.15. 2-hvdroxy-1-butyl pyrid-2-vl 64.20, 6.34, 18.69 4472 4492
4.15a. 2{R¥-hyidroxy-1-butyl pyrul-2-vl 04,15, 6.38. 18.00 4472 44492
4,15h, 2{8¥hydroxy-1-butvl pyrul-2-vl 0d 11, 6,36, 18.62 4472 4492
416, 2-hydroxyoyklopent-1-vl pyrid-2-vl 65.00,6.15, 1815 4592 461.2
4.17. 2-hydroxy-2-methyl-1-propy] pyrid-2-¥1 64.26, 6.35, 18.68 4472 4492
4.18. 2.3-dibvdrosy- 1-propyl pyrid-2-vl 61,30, 582, 18.63 4402 431.2
4.18a. 2R Y. 3-dihydroxy-1-propyl pyiid-2-vl 01,28, 585 18.60 449.2 451.2
4.18b. 281 3-dihvdroxy-1-propyvl pyrid-2-¥1 G1.28, 5.83, IR.6(} 4492 4512
4.19. 2-(dimcthylaminojethyl pyrid-2-¥1 64.30, 6.66, 21.75 446.2 448.2
4.20. J-(dimethylamo)prop-1-¥1 pyiid-2-vl 04,94, 6.86. 21.24 460.2 462.2
4.21. 1-bvdrosy-3-methyl-2-buiyl pyrid-2-vl 04.88, 6.66. 18.01 461.2 4633
422 B-N-glukopyranosyl pyrd-2-vl 3707, 55915558 5373 53903
423 S-amino-2-lyvdroxy-1-propyl pyrid-2-vl 01.33,6.16.21.71 4482 4302
4.230. J-amino- X R-bvdroxy-1-propyl pyrid-2-vl 01.30,6.24.21.77 4482 430.2
4.23h. F-amine-2(8 }hydroxy-1-propyl pyrid-2-vl G130 630, 21.72 4482 45002
424 3-{(d-morfolinyl}-2-hvdroxy-1-propyl pyrid-2-vl 02,29, 6.40, 18.67 5183 5203
425 3-{ 1-piperaziny])-2-lnvdroxy - 1-propyl pyrid-2-vl 0245681, 21.51 3173 3193
4.26. 2-(1-inndazohylethyl pyrid-2-vl G377, 5772365 4693 4713
427, F-amimo- I-propyl pyrid-2-vl G3.50, 6.57, 2238 4322 434.2
4.28. {oxazolidn-2-on-3-yhmethyl pyrid-2-vl 60.61. 5.39, 20.60 474.3 4763
429, 2.3-dianno-1-propyl pyrid-2-vl 61.39, 6.5). 24.09 447.2 4492
4.30. 2-{mathylthio)- 1 -cthyl pyrid-2-¥l G128, 596, 1835 449.2 451.2
4.31. Z-amincovklohexyl pyrid-2-vl G5.74, 6.8, XL57 4713 4743
4.32. 3.3 3-trMworo-2-hydroxy-1-propyl pynd-2-vl 505004781711 487.3 480.3
4.33. methoxymethyl pyrid-2-vl 0277582, 1080 419.2 421.2
434, 2-(methylamme)- 1-cthyl pyrid-2-vl G348, 6.39, 22.5( 4322 4342
435 2-sulfanylethyl pyrid-2-vl G148, 551 1918 435.2 437.2
436 ethyl pyrid-2-yl 05.30.0.00, 2071 403.2 4052
437 propyl pynd-2-vl 59.89.6.28. 20.00 417.2 419.2
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438 butyl pyrid-2-vl 66.60. 6,72, 19.31 431.2 433.2
4.39 2-hydroxypent-3-y1 pyrid-2-vl 64.85, 6.66, 18.01 461,2 463,2
4.40 4-hiydroxybut-2-y1 pyrid-2-vl 64,22, 6.29, 18.65 447.2 449.2
441 -{dimethylaminoybutyl pyrid-2-vl 65,64, 7.20. 20.62 474.3 476.3
4,42 2-(dicthylamino)ethyl pyrid-2-vl 65.61, 7.05, 20.52 4743 476,3
4.43 3-{diethylamino)propyvl pvrid-2-vl 66.01, 7.30, 20.00 488,3 4903
444 3-aminocyklohexyl pyrid-2-vl 65,83, 6.50, 20.57 4723 4743
445 4-aminocyklohexyl pyrid-2-yl (5.82, 6.84, 20.50 4723 4743
4.46 4-aminobutyl pyrid-2-vl 64.19,6.71.21.76 446,2 4482
4.47 S-aminopentyl pyrid-2-vl 64.94, 6.84, 21.21 4602 4623
4,48 3-hydroxy-3-methylbutyl pyrid-2-vl 64.90, 6.58. 18.14 461,2 463,3
4.49 2-amino-3-hydroxypropyl pyrid-2-vl 61.40.6.16,21.71 448.2 450.2
4.50 2-hydroxyethyl imidazol-1-y1 58.55,5.68,23.90 408.2 410.2
4.51 2-hydroxy-1-propyl imidazol-1-¥1 59.50. 6.19, 23.03 422,2 424,2
4.51a 2(R »-hydroxy-1-propyl imidazol-1-¥1 59.48, 6.21, 23.00 422,2 424,2
4.51b 2(8)-hydroxy- 1-propyl imidazol-1-y] 59.51, 6.09. 23.00 4222 4242
4.52 3-hiydroxy-2-butyl midazol-1-y1 60.30, 6,42, 22.35 436,2 4382
4.53 1-hvdroxy-2-butyl imidazol-1-v1 60.30, 6.32, 22,30 436,2 4382
4.54 2-carbamoyl-1-ethyl imidazol-1-¥1 57.76. 5.60,25.57 4352 4372
4.55 carbamoylmethyl imidazol-1-y1 56.81, 5.30. 26.42 421,2 4232
4.56 3-hydroxy-1-propyl midazol-1-y1 59,55, 5.99,23.01 4222 4242
4.57 2-aminoethyl imidazol-1-y] 38.78. 6.07, 27.45 4072 4092
4.58 2-ureidoethyl imidazol-1-v1 3570, 5.65,27.83 450,2 4522
4.59 2-acetylamino{ethyl) midazol-1-y1 58.60, 5.93, 24.62 4492 451.2
4.60 2-amino-2-methyl-1-propyl miidazol-1-y1 60,49, 6.69, 25.66 435.2 437.2
4.61 2-hydroxy-1-butyl imidazol-1-v1 60.30, 6.11, 22,22 436,2 4382
4.61a 2{Ry-hydroxy-1-butyl imidazol-1-¥1 60.28, 6.10, 22.18 436,2 4382
4.61b 2(Sy-hydroxy-1-butyl miidazol-1-y1 60,31, 6.10. 22.20 436.2 438.2
4.62 2-hydroxyeyklopent-1-yl midazol-1-y1 61,40, 6.33, 21.70 4482 450.2
4.63 2-hydroxy-2-methyl- 1-prpyl imidazol-1-¥1 60.33. 6.34, 22.30 436,2 4382
4.64 2,3-dihvdroxy 1-propyl imidazol-1-v1 57.31, 5.74,22.30 438,2 440,2
4.64a 2(R).3-dibydroxy 1-propy] midazol-1-y1 57.29, 5.78, 22.27 438.2 440.2
4.64b 2(8).3-dibydroxy1-propy] midazol-1-y1 57.30, 5.70, 22.28 438.2 440.2
4.65 2-(dimethylaminojethyl imidazol-1-v1 60.43, 6.67, 25.48 4352 4372
4.66 3-{dimethylamino jprop-1-y] imidazol-1-¥1 61.21, 6.93.24.76 4492 451,2
467 3-amino-2-hydroxy-1-propyl imidazol-1-y1 57.51, 6.09, 25,45 437.2 439.2
4.67a 3-amino-2{R)-hydroxy- 1-propyl midazol-1-y1 57.47,6.18, 25.35 437.2 439.2
467h 3-amino-2(8)-hydroxy-1-propyl imidazol-1-y1 57.45,6.20,25.34 4372 4392
4.68 2-(1-imidazolyliethyl imidazol-1-yl 00.06, 3.76, 27.29 458,2 4602
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4.69 {oxazolidin-2-on-3-ylimethy] imidazol-1-v] 36.80, 5.42, 24.11 4032 4653
470 2-aminocyklohexyl midazol-1-y1 62.14, 6.79, 24.01 461.2 463.2
471 methoxymethyl imidazol-1-¥1 38.64. 5.64,23.77 408,2 410,2
4.7 2-{methylamino jyethyl imidazol-1-v1 39,60, 6.49, 26.41 4212 4232
473 ethyl midazol-1-¥1 61.03, 5.80, 24.96 3922 3942
474 2-hydroxypent-3-y1 midazol-1-y1 61.14, 6.58, 21.61 450.2 4522
4,75 4+hydroxybut-2-¥l imidazol-1-¥] 60.29. 6,52, 22.20 436,2 4382
476 3-aminocyklohexyl imidazol-1-¥] 62.22, 6,73, 24.00 461,2 4632
477 4-aminocyklohexyl midazol-1-¥1 62.19, 6.75, 24.03 4612 463.2
478 2-amino-3-hydroxypropyl midazol-1-y1 57.48,6.12, 25.37 437.2 4392
4.80 2-hydroxvethyl pyrazol-1-¥1 58.50, 5.69,23.90 408,2 4102
4.81 2-hydroxy-1-propyl pyrazol-1-¥1 59.48, 6.08,23.08 4222 4242
4.81a 2(Ry-hydroxy-1-propyl pyrazol-1-¥1 59.48, 6.05, 23.05 422,2 424,2
4.81b 2(8)-hydroxy-1-propyl pyrazol-1-yl 59,50, 6.02. 22.97 4222 4242
4.82 3-hydroxy-2-butyl pyrazol-1-y1 60,28, 0.48, 22.34 4362 4382
4.83 1-hydroxy-2-butyl pyrazol-1-¥1 60.27, 6.34, 22.28 436,2 4382
4.84 2-carbamoyl-1-ethyl pyrazol-1-¥1 57.76, 5.62,25.55 4352 4372
4.85 carbamoylmethyl pyrazol-1-v1 56.80. 5.32, 26.40 421.2 4232
4.86 3-hydroxy-1-propyl pyrazol-1-v1 59,50, 5,98, 23.00 4222 424.2
4.87 2-amino- 1-cthyl pyrazol-1-y1 58.76,0.08,27.45 4072 4092
4.88 2-ureido-1-athyl pyrazol-1-y1 55.75,5.69,27.81 4502 4522
4.89 2-acetylamino{ethyl) pytazol-1-¥1 58.61, 5,95, 24.61 449.2 451.2
4.90 2-amino-2Z-methyl-1-propyl pyrazol-1-v1 60,48, 6.72, 25.66 4332 437.2
4.91 2-hydroxy-1-butyl pyrazol-1-y1 60.31,6.10,22.24 436,2 4382
4.91a 2Z{R)-hydroxy-1-buty] pyrazol-1-y1 60.26,6.11,22.10 436,2 4382
4.91b 2(8)-hydroxy-1-butyl pyrazol-1-y1 60.30,6.12, 22.20 4362 438.2
4.92 2-hydroxyeyklopent-1-y] pyrazol-1-v1 61.42.6.35, 21,68 448.2 450.2
4.93 2-hydroxy-2-methyl-1-propyl pyrazol-1-yl 60.31,6.36,22.28 436,2 4382
4.94 2, 3-dihydroxy1-propyl pyrazol-1-y1 57.33,5.76,22.30 4382 440,2
4.94a 2(R},3-dihydroxy1-propyl pyrazol-1-¥1 57.32,577,22.29 438.2 440.2
4,94b 2(9).3-dibydroxyl-propyl pyrazol-1-v1 57.34,5.72,22.26 4382 440.2
4,95 2-(dimethylamino)ethyl pvrazol-1-¥] 60.43, 6.68, 25.45 4352 4372
4.96 3-(dimethyvlaminoe yprop-1-v1 pyrazol-1-v1 61.22, 6.94,24.74 449.2 4512
497 3-amino-2-hydroxy-1-propyl pyrazol-1-¥1 57.50,6.19, 25.38 4372 4392
4.97a 3-amino-2(R)-hydroxy-1-propyl pytazol-1-¥1 57.47.6.20, 25.34 437.2 439.2
4.97b 3-amino-2(8)-hydroxy-1-propyl pyrazol-1-y] 57.44,0.22, 2536 4372 4392
4.98 2-(1-imidazolyljethy] pyrazol-1-yl 60.08,5.75,27.28 4582 4602
4.99 {oxazolidin-2-on-5-yDmethyl pyrazol-1-¥1 56.76. 5.49, 24.11 463.2 4653
4100 2Z-aminocyklohe xy pyrazol-1-y1 62.18, 6.69, 24.04 461.2 463.2
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1.1 methoxymethy] pyrazol-1-v1 58655692378 J08.2 410.2
1102 2-(methvlanine jethyl mrazol-1-v1 39,38, 0.50. 26.41 421.2 423.2
1103 cthyl pyrazol-1-y1 61.00, 5.89. 2490 vz 3942
111 2-lnvdroxvpent-3-vl pyrazol-1-y1 61.12.6.39. 21.36 4302 4322
1105 S-livdroxvbul-2-x1 pyrazil-1-¥1 6030, 6,54, 22,19 436.2 438.2
1106 J-aninoviklohexyl pyrazol-1-v] (2,20, 0.80. 24.01 461.2 463.2
1107 F-aminocvklohexyl pyrazol-1-v1 62.21.6.70. 2405 461.2 463.2
1108 2-amine-3-livdroxypropyl pyrazol-1-y1 3744.6.22. 2539 437.2 439.2
1109 2-hwdroxvetvl imidazol-4-v1 58.51.5.68. 23.88 4082 410.2
3110 2-hvdroxy-1-propyl intidazol-4-v1 59,44, 0.11. 23.06 4222 424.2
11104 HR)-hydroxy-1-propy] imidazol-d-v1 59.49.6.02. 23.04 4223 4242
1111 J-hydroxy-2-butyl imidazal-4-v1 60.19. 6,30, 2234 436.2 438.2
1112 2-carbamoyvl-1-cthyl imidazal-4-v1 ST77.5.03, 2553 435.2 437.2
4113 carbamovlniethyl imidazol-4-v1 56.80. 3.30. 20,41 421.2 423.2
4114 3-hvdrsv-1-propyl imidazol-4-v] 59.49.5.09, 23.06 422.2 424.2
1115 2-amino-1-cthyl imidazol-4-v1 38756092746 47.2 419.2
1116 2-urcido-1-cthyl imidazal-4-v1 3373571 2TRO 450.2 452.2
4117 2-geetvlaminofethyl) intidazol-4-v1 38.00. 5.92. 2463 449.2 451.2
4118 Z-amine-2-methyl-1-propyl inudazol-d-v] 60,35, 6.70. 23.60 4352 437.2
1119 2-hydroxvevklopent-1-y1 imidazol-4-v1 61,41, 6.30. 21,70 448.2 450.2
1120 2-livdroxy-2-methvl-1-propy] imidazaol-4-v1 60.30, 6.39. 22.29 436.2 438.2
4121 2.3-dihvdrosyl-propyl imidazol-4-11 37300579, 22,23 438.2 0.2
11212 2{R).3-dihydroxyl-propyl intidazol-4-v1 57.32.5.72. 2228 4382 0.2
4121b 2(8)3-dihvdroxyl-propyl intidazol-4-v1 57.31.5.76. 22.20 4382 0.2
41 2.{dimethvlaminojethyl inudazol-d-v1 60.38. 6.69. 23,42 4352 4372
1123 3-{dimethyvlamine)prop-1-v1 imidazol-4-v1 61218698 2470 449.2 451.2
1124 F-amine-2-hyvdroxy-1-propyl imidazal-4-v1 574562102536 437.2 439.2
11240 J-amino=2{R3-hyvdroxy-1-propyl intidazol-4-v1 57.46. 6,18, 2533 437.2 439.2
4125 2-( L-imidazolvlethy] innidazol-4-v1 60,11, 5.63, 27.30 458.2 460.2
1126 {oxazolidm-2-on-5-3Tmethyl midazol-4-v1 56.77.5.50. 401 463.2 465.3
1127 Z-aminoevklohexyl nidazal-4-v1 6215, 6.770. 2403 461.2 463.2
1128 methoxsmethyl inudazol-4-v1 38.60. 5.70. 275 408.2 410.2
4129 2o{methvlamineethyl innidazol-d-v1 59,57, 6,43, 26.40 421.2 433.2
1130 J-ammocvklohoxyl midazaol-4-v1 6222 681, 24.06 461.2 463.2
1131 4-ammocyklohexyl imidazaol-4-v1 6220672, 4.03 461.2 463.2
4132 2aamino-3-hvdroxvpropyl imidazol-4-v1 57.50. 6.03. 2340 437.2 439.2
4133 2-hvdroxy-1-ethyl pyrazin-2-vl 5978, 5.60. 23,19 420.2 422.2
1134 2-hvdroxy-1-propy] pyrazin-2-yl 60.64, 5.83, 22.41 4342 436,2
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41342 2{Ry-hydroxy-1-propyl pyrazin-2-vl 6262, 3,87, 2244 4342 4362
1,135 J-hydroxy-2-bunyl pyrazin-2-v] 61.31, 6,15 21.70 4482 4502
1136 2-carbamioyl-1-cthyl pyrazin-2-vl 3884545 2481 4472 4492
4137 carhamovlmethyl pyrazin-2-¥1 3790, 520, 2570 4332 4352
4,138 J-bydexy-1-propyl pyrazin-2-yl o000, 5,80, 22,40 424.2 436.2
4,139 2-amino- 1-ethy] pyriazin-2-x1 3391, 5.76. 2655 419.2 421.2
FRE 2-ureido-1-cthvl pyrazin-2-y1 M6.84. 554, 2701 4622 46413
FRELI 2-acctylamino{cthyl} pyrazin-2-y] 39.65,5.63, 2415 461.3 463.3
4142 2-amine-2-methyl- 1-propyl pyrazin-2-yl 01.32.06.31, 2490 4472 4.2
4143 Z-hydroxyevklopent-1-v1 pyrazn-2-vl 02.33.595 2111 4602 462.2
144 Z-bydroxy-2-methyl-1-propyl pyrazin-2-yl 0l 35.0.08, 21,70 4482 4502
4145 2. 3-dibvdroxy1-propyl pyrazin-2-yl 3849, 559, 21.62 450.2 4522
4145 2(R).3-dihydroxy 1 -propyl pyrazin-2-yl 5846, 552 21.66 4502 4522
4.145b 2(5).3-dibydroxy 1-propyl pyrazin-2-y] 58.44.5.63,21.65 450.2 4522
1,146 2-(dimethylaminoyethyl pyradin-2-yl 61.42.6.26, 24.7% 4472 449.2
4147 F-¢dimathvlaminedprop-1-vl pyrazan-2-yl 62.22.6.50, 2414 4612 4632
4148 F-amino-2-hydroxy-1-propyl pytazin-2-v] 58.60,3.75, 24.66 4492 451.2
41482 3-amino-2{Ry-hydroxy- 1-propyl pytazin-2-vl 58.59.5.70, 24.68 4492 451.2
4,149 2-(1-imidazolyhethyl pytazin-2-yl 6103 338, 2603 4703 4723
4150 {oxazolidin-2-on-5-vDmethyl pyrazin-2-yl 5791, 5.10,23.40 4753 4773
4151 methoxymethyl pyrazin-2-y1 S9.82,5.50. 2319 4412 4122
4152 2{metbhvlaninode Uyl pyradin-2-yl 60.08.6.10, 25356 4332 4352
153 J-aminocyklohexyl pyrazin-2-y1 63.17.0.30, 23 49 473.2 4752
4154 4-aminocyklchexyl pyrazin-2-yl 63.20. 637, 23.55 473.2 4752
4155 2-amine-3-hydroxypropyl pytazin-2-v] 58.54, 5.82, 24.80 4492 4512
1156 2-hydroxy-1-ethyl furan-2-yl 61.52. 5,64, 17.05 4082 410.2
1157 2-hydvaxy-1-propyl furan-2-vl 62.30, 5,97, 16.34 4222 424.2
4158 3-hydroxy-2-butyl l'lll'al]-Z-;'l 63.02_6.21, 15.86 436.2 4382
1159 2-amino- L-ethyl furan-2-v1 61.68.5.99, 2037 407.2 400.2
1,160 2-ureido-1-ethyl furan-2-yl 3R45.5.57 21,64 4502 4522
4161 2-acetylamino{ethyl} furan-2-vl 61.29.5.80, 18 55 4492 451.2
1162 2-hvdroxveyklopent-1-y1 furan-2-vl 6408 603, 1541 4482 45(1.2
4163 2.3-dihydroxy | -propyl furan-2-v1 6141, 5.84. 15.81 4382 4412
14164 2-(dimethylaminoe byl furan-2-vl 6328 0.4 1210 4352 4372
4165 Z-amino-2-hydroxy- 1-propyl furan-2-yl 60.16. 599, 1903 437.2 439.2
1166 {oxazolidin-2-on-3-y ymethyl furan-2-vl SR.60, 4.91.18.52 4492 451.2
4167 2-gmethylamineethyl furan-2-v1 62.50, 6.30. 19.77 4212 4232
1,168 2-hvdroxy-1-ethyl thiofen-2-vl 3907540, 16,31 4242 4262
1169 Lhydvoxy-1-propyl thiofon-2-y1 60.05,5.72, 1587 £ 02
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4170 3-hydroxy-2-butyl (hiolen-2-v1 60.80, 6.01. 1328 4522 4542
2171 2-aminy-1-zthyl lhiul'cn-?--\-'l 50.34, 5591959 423.2 425.2
1172 2-urcido-1-ethy] lhiot‘cn,g,-‘gl 56.42, 5.40, 20.58 4662 468.2
4173 2-acetylamino(ethyl) lhiul‘cu-E-‘\-l 59.11.5.64.17.91 405.2 407.2
2174 2-hydroxyevklopent-1-v1 lhiul‘eu-E--\-l GLEBI, 5821500 404,2 466,3
1175 2 3-idihydroxy 1 -propyl thintl:n—?_—:\-'l 5700, 5031527 454,2 456.2
1176 2-{dimethvlaminoethyl thioten-2-y1 6088 626 1830 451.2 4332
4177 F-amino-2-ydroxy-1-propyl 1hiolen-2-v1 SR 595, 1842 4331 4331
1178 (oxazolidin-2-on-3-y)methyl lhiulhu-E-r\-'I 56.60,4.70.17 92 463,2 4673
4179 2-(methylamino byl thioﬁ:n—Z—:\'l G017, 60119, 06 4372 439.2
4180 2-hrvdroxy-1-cthvl oxazol-2-vl 5843542 2040 404 2 411.2
4181 2-hvdroxy-1-propyl oxazol-}lyl 5936, 5.67.19.54 4232 4232
4182 F-hydroxy-2-hutyl oxazol-2-vl 60.19.5.91,19.12 437.2 4392
4183 2-amino-1-ethyl oxazol-2-vl 58585012382 408.2 410.2
4184 2-wreido-1-ethyl oxazol-2-vl 5568, 5.38.24.47 451.2 4532
2185 2-acetylamino(cthyl) oxa;'.ol—};;l 58.32, 5.0d), 21,62 450.2 4522
A1%6 2-hydroxyevklopent-1-vl uxazol-Z-lyl 6125 585, 1R.51 4492 451.2
1187 2. 3-dihydroxy1-propyl oxazol-2-v1 S713, 5471888 430.2 441,2
1188 2-{dimethrvlaminoyethy] oxazol-2-vl 00,23, 623.22.24 430,2 433.2
4189 F-armmo-2-hydroxy- L-propyl 0.\:a7.0|—2-;_,'l 5731570 2215 4382 440.2
4190 (oxazohdin-2-on-5-ylimathy oxazol-Z--yl 5580, 4648, 21.60 4502 4522
4191 2-(methylamine)ethyl oxazol-2-vl 50,53, 577. 23006 4222 4242
4192 2-lrvdroney- 1-ethvl triazel-2 1 548 5422701 4002 411.2
4193 Z-hwdrosy- L -propyl h1'am|—2-;'l 56,51, 5792 26.29 4232 4252
4194 3-hydroxy-2-hutyl lriazol-'.)-:vl 5748 500 2532 4372 4392
4195 2-amino-1-ethyl triszol-2-v] 55.65.5.02.30.70 408.2 410.2
419 2-ureido-1-ethyl triazol-2v1 5295, 5.30. 30,66 451.2 453.2
4.197 Z-acetvlaminofcthyl) lriaml—};'l 55.77.5.56, 27.81 4502 4522
4198 T-hydroxyevklopent-1-vl lriaml-E-:\'l 58.58, 5.77, 24.83 449.2 451.2
4199 2. 3-dihydroxy1-propyl triazol-2-y] 54,43, 5552541 430.2 441,2
4200 2-{dimethvlaminojethy] triazol-2 1 5P 6222870 430,2 438.2
420 F-anmo-2-hydroxy- L-propyl ll'iazol-E-;'l 54.49. 570} 2R.58 4382 4402
4202 (oxazohdin-2-on-5-ylimathy lriazol-2-j\'l 307,490, 2797 4502 452.2
4203 2-(methylamino)ethyl triazol-2-v1 56.64, 5,05, 20,53 422.2 424.2

a)roztok: MeOH p.a. + HCOOH
b)roztok: MeOH p.a. + H2O + NHs

Priklad 2. Antiproliferacni aktivita novych sloucenin v lymfomovych bunécnych liniich Jednou
ze schopnosti slouceniny s antilymfoblastickou aktivitou je cytotoxicita. Testovani cytotoxicity
byva nej Castéji zaloZzeno na sledovani metabolické aktivity Zivych bungk. Nej Castéji pouzivané
metody pro kvantifikaci bunééné proliferace a cytotoxicity vyuzivaji (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5- difenyltetrazolium bromid (MTT) nebo Calcein AM. Tyto metody jsou vyuzivany pro
screening novych sloucenin nebo pfi testovani chemosensitivity. Tyto metody detekuji pouze
zivé bunky, nebot’ jen tyto jsou schopné redukovat MTT na odpovidajici formazan. Mnozstvi
redukovaného MTT a vzniklého formazanu pak odpovida poctu Zivych bunék v kultute.
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Slouc¢eniny byly testovany s nasledujicimi bunéénymi liniemi lymfomt: HT (difuzni
velkobunéény B-lymfom), OCI-LY2 (difuzni velkobunéény B-lymfom), MINO (lymfom z
plastovych bungk). Tyto linie byly kultivovany v kultivaénim médiu RPMI obsahujicim 10 %
fetalniho séra, penicilin (100 U/ml) a streptomycin (100 pg/ml) p#i 37 °C v atmostféie doplnéné
5% CO,. Pro testovani cytotoxicity byly buiky vysazeny do 96-jamkovych mikrotitraénich
desti¢ek v poctu 5000-10000 bunék na jamku a po 8 hodinach byly k buitkdm pfidany testované
latky v riznych koncentracich od 100 to 0.01 uM vzdy v triplikdtu. Po tfech dnech byl k buitkdm
ptidan roztok MTT (5 mg/ml; Sigma, St. Louis, USA) a po 5 hodinach bylo médium nahrazeno
DMSO. Absorbance byla méfena destickovym readerem pii 620 nm. Méteni cytotoxicity pomoci
MTT bylo zopakovano tfikrdt a jako negativni kontrola byly pouzity neovlivnéné bunky.
Hodnoty ICso stanovujici koncentraci latky, ktera je letalni pro 50 % nadorovych buné¢k, byly
odecteny z kiivek zavislosti bunécné viability na koncentraci testované latky.

Tabulka 2. Antilymfomova aktivita nékterych novych sloucenin in vitro.

Bunééné linic lymfomn

Glo (nM)
Ciislo latky substituent R (=1-5.) HT OCLIYZ MINO
. HO. : E
41 NP P 0.048 0,050 0.040
. g7
42 S~ 5):, 1.005 0858 0923
HO
43 Y\s} 0.062 0.152 0.0%1
755
45 - A 0,253 0.181 0.119

o)
46 )k/\ 0.120 0.084 0.081
H:N S)lx
HN A
47 \“/\s 0.192 0.163 0.197

4. 0109 (142 (1L.ORY
4.8 HO/\/\S)H
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19 NP P 0.040 0.046 0.029
H
HzM 'l
410 ? T \/\s)" 0.39 0.812 0.39
NH
H
H.:M, N
1 ‘ \“/ “-/\s)" 0.240 0.198 0.136
o]
H
N
112 \/\s)" 0071 0.054 0.042
a}

H:M
413 ) X\S){‘ 0.083 0.100 0.0604

414 (1.636 (L6840 053

HO s—4

415 0273 0.280 0.427

416 U 0.567 0.373 0,430

HO
117 X\s}" 0.507 0610 0.477
118 HO/Y\S’}“ 0.021 0.022 0.010

OH
| )
119 0.054 0.061 0.093
/N\/.\'S)S ?
120 ‘\*rr/\/\s)’2 0.108 0109 0.076
. . i 3
in o S)& 0.980 1001 1307
HO
[s]
i HO e 8073 25.205 21609
HO OH
123 HeN/Y\S 0.033 (0.055 0.064
OH
423 H?N/Y\S 0.062 0,090 0,051
OH

HO]/\ }‘1

s

. 200 2 0.243
124 @ 0.200 0.200 0,24

8}
HG
o
125 K\N 1332 1433 0767
HN\)
LESS
126 Q }. (1.135 0145 0135
\/\S
427 H N/\\/\S/ﬁ“x 0.120 0151 0136
F
HN/Y\SA
4.28 },Q (10080 1033 0069
(8]
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Y
420 H:N/Y\S 0,480 0.780 0.770

MNH:

430 /8\,/\8)5 6975 0.668 0773
Hah 5—4
431 0.139 0.136 0.157
o
432 IF\S ¢.690 0.585 0.641
O
433 \0/‘\3/"2‘1 0.340 0,285 0.243
H
43 A 0.056 0.092 0.040

Piiklad 3. CDK inhibiéni aktivity novych 5-alkylthio-7-[(4-arylbenzyl)amino]-1(2)H-
pyrazolo[4,3- d]pyrimidint

Kinazy CDK2/cyklin E a CDKI/Cyclin B byly pfipravena pomoci bakulovirové infekce v
hmyzich buikdich Sf9 a purifikovdana na koloné Ni*+NTA (Qiagen). Reakce probihala za
piitomnosti 1 mg/ml histonu H1 a 15 uM ATP, 0.05 uCi [y-**PJATP a testované slouceniny v
celkovém objemu 10 pl v reakénim pufru (60 mM HEPES-NaOH, pH 7,5, 3 mM MgCl,, 3 uM
MnCl,, 3 uM Na- orthovanadat, 1.2 mM DTT, 2.5 pg /50 |,L| PEG20.000).

CDK4/Cyclin D1, CDK5/p35NCK, CDK7/Cyclin H/ MAT1 a CDK9/Cyclin T1 byly zakoupeny
od spolecnosti ProQinase GmbH. Reakce probihaly za pfitomnosti 1 mg/ml histonu H1 (pro
CDK1/2/5) nebo (YSPTSPS). KK peptidu (pro CDK7/CDK?9) nebo RPPTLSPIPHIPR peptidu
(pro CDK4) a v ptitomnosti 15/15/15/0.15/1.5/1.5 uM ATP (pro CDK1/2/4/5/7/9), 0.05 uCi [y-
$PJATP a testované slouceniny v celkovém objemu 10 pl v reakénim pufru (60 mM HEPES-
NaOH, pH 7,5, 3 mM MgCl;, 3 mM MnCl;, 3 uM Na-orthovanadat, 1.2 mM DTT, 2,5 pg / 50 pl
PEG20.000).

Reakce byly zastaveny pfidanim 5 pl 3% vodného roztoku HsPO,. Vzorky byly naneseny na P-81
fosfocelulosovou membranu (Whatman), kterd byla nasledné 3x promyta 0,5% vodnym roztokem
HsPOs a ususena na vzduchu. Kinazova inhibice byla stanovena za pomoci digitalniho
analyzatoru obrazu FLA-7000 (GE Healthcare Life Sciences) a byla vyjadfena jako rezidualni
kindzova aktivita nebo jako hodnota ICso udavajici koncentraci testované latky zplsobujici
snizeni aktivity CDK na 50 %.

Tabulka 3. Inhibice komplexu CDK2/E né&kterymi nové ptipravenymi slou¢eninami je vyjadiena
jako ICso.
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Inhibice
enZymu
Ic‘so(ll\[)
Cislo Litley substituent R (=R*-5-) CDK2/E
HO
41 NP 0.003
42 NN A 0.100
HO
43 \I/\s}" 0.012
45 O 0.15
s)*‘
]
46 J~ 0.019
HzM S)zl
HzN
47 ’ Y\S)‘ 0.027
a)
)
18 NN 0.021
HoN 4
19 NN 0.004
H
H-HN N
410 i NN 0.030
MNH
H
HaN N‘\/\ )\
4.11 \r s 0.018
o
N Py
412 Y g 0.041
o}
H-MN
413 : K\s}‘ 0.020
HO s—
414 b 0.134
HO s—3
415 zﬁ 0.039
ho  s—i
416 U 0.052
HO
417 X\s}‘ 0.030
418 HO/\I/\S)" 0.010
OH
|
. 0.077
419 PN By
420 “‘*N/\/\s)" 0.099
|
421 o . 5, 0.077
HO
Qa
422 HO s 0.363
HO oM
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Py
423 HzN/ﬁ/\S 0.031

oH
423 HzN/\‘/\S}i 0.011
OH
HO . -3
424 0.156
@

Hoj/\s/“«l
0.171

HM
M
426 O 0.032
427 H2N/\/\S)« 0.022
HN/W/\ s )&,
428 )_,0 0.019
[s]
H
434 A 0.013
P
429 HN /\|/\S 0.012
MHz
430 NN 0.138
HaN s—4
431 0.052
HO A
432 ]?\S 0.132
O
433 NN s}‘ 0.059
HS )
435 NN 032

Tabulka 4. Inhibice komplexu CDK2/E nékterymi nové pfipravenymi slouceninami je vyjadiena
5 jako 1Cs0.

s N

Cislo Substituent R2 Substituent R1 CDR:,':E inhibice
latky I i)
450 2-lvdroxyethyl imidazol-1-v1 0010

157 Z-aminocthyl imidazol-1-yl 0005

1.80 2-hvdroxvethyl pyrazal-1-vl 0003

181 2-hvdroxy-1-propyl pyrazol-1-v1 0.037

4,90 2-amino-2-methvi-1-propyvl pyrazal-1-vi 001l

1.91 2-hvdroxy- 1-butyl pyrazol-1-vl 01025

193 2-hvdroxy-2-methvl-1-propyl pyrazil-1-¥1 0008
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1494 2 3-dihydroxy1-propyl pyrazal-1-v1 0.006
193 2-(dimethylamine)ethyl pyrazol-1-vl 0.043
1.96 3-{dinethylamino jprop-1-vl pyrazol-1-¥1 0.060
4.97 J-amino-2-hyvdroxy-1-propyl pyrazol-1-v1 0,000
1109 2-hivdroxyethyl imidazol-4-vl 0405
1133 2-hwvdroxy-1-cthyvl pyrazine-2-v1 0006
1130 2-amino-1-ethyl pyrazine-2-y1 0.004

Tabulka 5. Kinazova inhibi¢ni aktivita slouceniny 4.9 na $ir§im panelu CDKs. Jako referen¢ni
latka pro porovnani u¢innosti znama v prior arts je uvedena sloucenina CR8 ((2S)-2-[[9-propan-
2-yl-6-[(4- pyridin-2-ylphenyl)methylamino] purin-2 -yl] amino] butan- 1-ol).

ICsq (WM)*

Kinazy Sloug. 4.9 CRS8

CDK! 0.090+ 0.012 0.787 + 0.100
CDK2 0.003 £ 0.001 0.062 + 0.026
CDK4 0.603 £ 0.318 26.09

CDK3 0.015 +0.003 0.225+ 0013
CDK7 0.124 £ 0.007 1.769 + 0.013
CDK® 0.025 + 0.002 0.272 + 0.038

* testovano v nejméné duplikatech
Priklad 4. Nové slouc¢eniny ovliviiuji bunéény cyklus lymfomu

Subkonfluentni butiky byly ovlivnény rtiznymi koncentracemi novych sloucenin po dobu 24 hod.
30 min pfed ukonéenim inkubace byly bunky naznaceny pulsem 10 uM 5-brom-2’-deoxyuridinu.
Buniky byly poté oplachnuty PBS, fixovany 70% ethanolem a denaturovany 2 M HCI. Po
neutralizaci byla provedena inkubace s fluorescenéné znacenou protilatkou proti anti-BrdU,
buiiky byly opét promyty, nabarveny propidiumjodidem a analyzovany pratokovym citometrem
se 488 nm laserem.

Jak je ukazano nize, latka 4.9 v nanomolarnich koncentracich snizuje mnozstvi aktivné
proliferujicich buné€k (BrdU pozitivni populace) v linii MINO a UPF1H a jejim plsobenim
dochazi k akumulaci bunék v G1 a G2/M fazi bunééného cyklu. Ddle byl pozorovan
koncentracné zavisly narast subGl populace bunék, oznacované jako apoptotické.

Priklad 5. Nové slouceniny aktivuji v butikach lymfoma kaspazy 3 a 7

Stanoveni proapoptotickych vlastnosti novych sloucenin bylo zalozeno na kvantifikaci
enzymatické aktivity kaspazy-3/7. Pfi tomto experimentu byly buniky ovlivnéné latkami sklizeny
centrifugaci a homogenizovany v extrakénim pufru (10 mM KCl, 5 mM Hepes, 1 mM EDTA, 1
mM EGTA, 0,2% CHAPS, inhibitory proteas, pH 7,4) po dobu 20 minut na ledu. Poté byly
vzorky centrifugovany pii 10000 g a 4 °C po dobu 20 minut. Pomoci metody dle Bradfordové
byla stanovena koncentrace proteinti v jednotlivych vzorcich a srovndna na stejnou hladinu.
Lyzaty byly poté inkubovany pfi pokojové teploté¢ po dobu 5 hodin v reakénim pufru (25 mM
PIPES, 2 mM EGTA, 2 mM MgCl;, 5 mM DTT, pH 7,3) obsahujicim 100 uM substrat Ac-
DEVD-AMC (Sigma-Aldrich). Fluorescence vzniklého produktu byla zméfena pomoci pfistroje
Fluorskan Ascent microplate reader (Labsystems, Helsinki, Finland) pti 346 nm/442 nm (ex/em).

Fluorimetricky test aktivity kaspazy 3 a 7 nam ukazal silnou proapoptotickou aktivitu latky 4.9 v
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lymfomovych buitkaich MINO a UPF1H po 24 h plsobeni. NarGst aktivity se projevil jiz pii
nanomolarnich koncentracich a navic vykazoval koncentracni zavislost.

Priklad 6. Nové slou¢eniny aktivuji apoptézu v nadorovych buiikach lymfomut

Utinek latky 4.9 na aktivaci apoptézy byl dale ovéien studiem exprese vybranych apoptotickych
proteinli pomoci metody imunoblottingu. Bunky byly sklizeny, tfikrat promyty vychlazenym
PBS a zlyzovany v extrakénim pufru (50 mM Tris, pH 7,4, 250 mM NaCl, 5 mM EDTA, 50 mM
NaF, 1 mM NasVOs, 1% Nonidet P40) obsahujicim smés inhibitorti proteas a fosfatas (Sigma-
Aldrich, USA). 20 ng celkovych proteinii bylo separovano pomoci elektroforézy v SDS-
polyakrylamidovém gelu (SDS- PAGE) a nésledné pfeneseno na nitrocelulosovou membranu.
Membrany byly blokovany v roztoku PBS s 0,1% Tweenem 20 obsahujicim 5 % suSené¢ho mléka
a inkubovany pfes noc se specifickymi protilatkami.

Specifické protilatky byly koupeny od firmy Sigma Aldrich (anti-Bcl-2), Santa Cruz
Biotechnology (anti-Mcl-1, clone S-19; anti-PARP, clone F-2; anti-myc) a Cell Signaling (anti-
caspaza-7; anti- caspaza-3, clone 3G2; anti-XIAP, anti-Bcl-x1). VSechny primarni protilatky byly
nafedény do blokovaciho roztoku. Jako sekundarni byly pouzity protilatky konjugované s
peroxidasou (krali¢i protilatka proti myS$im imunoglobulinim a praseci protilatka proti kralicim
imunoglobulinim; DAKO, Denmark), které byly vizualizovany pomoci reagencii ECL (GE-
Healthcare Life Sciences).

Vysledky analyz imunobloti nékterych proteinti zapojenych do apoptotického zpisobu smrti je
ukazano na obrazku 4. Sledovani §tépeni proteinu PARP-1, jaderného cile caspasy-3, potvrdilo
vySe zminéné vysledky. Vyrazny nartst hladiny 89-kDa fragmentu proteinu PARP-1 byl zejména
patrny po ovlivnéni latkou 4.9 v naddorovych liniich MINO a to jak v koncentra¢nim, tak ¢asovém
experimentu. Aktivace apoptdzy byla dale studovana pomoci exprese anti-apoptotickych proteind
Mcl-1, Bcl-2, Bcl-xl. Zatimco hladiny proteini Bcl-2 a Bcl-xl zistaly nezménény, exprese
proteinu Mcl-1 klesala a to diky tomu, Ze patii mezi proteiny s nizkym polo¢asem rozpadu a jeho
stabilita je vysoce zavislosla na bunééné transkripci.

Ptiklad 7. Nové 5-alkylthio-7-[(4-arylbenzyl)amino]-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny inhibuji
bunécnou transkripci redukci fosforylace RNA polymerasy 11

V lymfomové linii MINO ovlivnéné latkou 4.9 byla sledovana hladina fosforylace RNA
polymerasy II, kterd je substrdtem CDK7 a CDK9. Pro analyzu byla pouzita metoda
imunoblottingu popsand v piedchozich prikladech s vyuzitim nasledujicich specifickych
protilatek: anti-fosfo RNA polymeraza II (S5) (Bethyl Laboratories, USA), anti- fosfo RNA
polymerdza II (S2) (Bethyl Laboratories, USA), anti-RNA polymerdza II (klon ARNA-3,
Millipore) a B-aktin (klon C4, Santa Cruz Biotechnology, USA).

Analyza odhalila pokles fosforylace serinu 2 a serinu 5 RNA polymerasy Il v bunétné linii
MINO jak po 24h plisobeni latky 4.9 v riiznych koncentracich, tak i po ptisobeni 12,5 nM 4.9 v
ruznych casovych intervalech. Tento vysledek potvrzuje inhibici CDK7 a CDK9 na bunécné
urovni. Inhibice bunééné transkripce byla navic potvrzena i snizenou hladinou anti-apoptotického
proteinu Mcl-1 (viz vyse), ktery patii do skupiny proteinti s kratkym polo¢asem rozpadu.

Priklad 8. Antilymfomova aktivita nové generace 5-alkylthio-7-[(4-arylbenzyl)amino]-1(2)H-
pyrazolo[4,3-d]pyrimidind in vivo

Imunodeficientni mys$i NOD.Cg-Prkdcscid 112rgtm1Wijl/SzJ (Jackson Laboratory) byly chovany
v oddélenych klecich. Lymfomové bunky MINO byly injektovany podkozné (s.c.; 7 mil / mys)
do 8-12 tydnu starych mysi (samice). Terapie latkou 4.9 rozpusténé v PBS probihala denné
pomoci intravenozniho podani. Potlaceni rGstu nadorti bylo stanoveno kazdy den a bylo
porovnavano s nelé¢enou kontrolou. V dal§im experimentu bylo porovnavano pieziti mysi po
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intraperitonealnim podani latky 4.9 v porovnani s kontrolni skupinou. V poslednim experimentu
byly mysi [éené latkou 4.9 v riznych davkach (5 a 10 mg/kg) po 24 hodinach usmrceny, nadory
byly vyoperovany a byla analyzovana exprese proteinii pomoci imunoblottingu (popsano vyse).
Specifické protilatky byly koupeny od firmy Bethyl Laboratories, USA (anti-phospho RNA
polymerase 1l S2 and S5), Millipore (anti-RNA polymerase Il, clone ARNA-3), Santa Cruz
Biotechnology (anti-Mcl-1, clone S-19; anti- PARP, clone F-2) and Cell Signaling (anti-Rb,
clone 4H1; anti-pRb antibodies; anti-caspase-7; anti- caspase-3, clone 3G2; anti-caspase-7; anti-
XIAP, anti-Bcl-xl, anti-Bid, anti-Bax) nebo Sigma Aldrich (anti-Bcl-2; anti-tubulin).

Jak je ukazano na obrazku 5, latka 4.9 (intravenozni podani) signifikantné potlacuje rtist nadorti
béhem 15 dni v porovnani s kontrolni skupinou mysi. Pfi porovnani rizného davkovani pfi
intraperitonealnim davkovani latky 4.9 je ziejmé, ze optimalni ddvkovani 4.9 je Smg/kg 1x tydné,
které jednozna¢né prodluzuje preziti 1écenych mysi. Analyzou obsahu nadort bylo zjisténo, Ze
latka 4.9 v davce 10 mg/kg aktivuje apoptosu v nadorech (dokumentovano predevsim sledovanim
Stépeného proteinu PARP a kaspasovymi fragmenty) a zaroven redukuje fosforylaci
retinoblastomového proteinu na vice fosfo-mistech, coz prokazuje inhibici CDKs. Inhibice
transkripénich CDKs byla potvrzena poklesem fosforylaci RNA polymerasy 11, ktera se projevila
i na poklesu exprese proteinu Mcl-1, ktery fadime mezi antiapoptotické proteiny s kratkym
polocasem rozpadu.

Priklad 9. Suché tobolky

5000 tobolek, kazda obsahujici jako aktivni slozku 0,25 g jedné ze sloucenin zminénych v
predchazejicich ptikladech, se ptipravi nasledujicim postupem:

Slozeni

Aktivni slozka 1250 ¢
Talek 180 ¢g
PSeni¢ny skrob 120 g
Magnesium stearat 80¢g
Laktosa 209

Postup ptipravy: Rozetfené latky jsou protlateny pies sito s velikosti ok 0,6 mm. Davka 0,33 g
smesi je prenesena do Zelatinovée tobolky pomoci pfistroje na plnéni tobolek.

Priklad 10. M&kké tobolky

5000 mekkych zelatinovych tobolek, kazda z nich obsahujici jako aktivni slozku 0,05 g jedné z
latek zminénych v piedchazejicich ptikladech, se ptipravi nasledujicim postupem:

Slozeni
Aktivni slozka 250 ¢
Lauroglykol 2 litry

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

Priklad 11. Mékké tobolky

5000 mekkych zelatinovych tobolek, kazda z nich obsahujici jako aktivni slozku 0,05 g jedné ze
sloucenin obecného vzorce |, zminénych v ptedchazejicich prikladech, se pfipravi nasledujicim
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postupem:

SloZeni

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

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

PATENTOVE NAROKY

1. 5-alkylthio-7-[(4-arylbenzyl)amino]-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny obecného vzorce |

/O/\NH
H
R! N7 x—N
-

| N
R A Pt

ve kterém,

R! je fenyl nebo heteroaryl s péti az Sesti atomy v kruhu, z nichZ je alesponi jeden heteroatom
vybrany ze skupiny O, S, N a ostatni j sou uhlikové atomy; pfi¢emz fenyl nebo heteroaryl mize
byt pfipadné substituovany jednim nebo vice substituenty nezavisle vybranymi ze skupiny Cl, F,
CF3, NHz, OH, NOZ, OCHs, OCFs;

R? je vybrano ze skupiny zahrnujici:

- C»-Ce linearni nebo rozvétveny alkyl, ktery mize byt piipadné substituovany jednim nebo vice
substituenty nezavisle vybranymi ze skupiny hydroxy, amino, karbamoyl, =O, guanidino, ureido,
trifluormethyl, sulfonyl, dimethylamino, diethylamino, methylamino, ethylamino, C1-C2-
acylamino;

- C2-Cs linearni nebo rozvétveny alkenyl, ktery mize byt pfipadné substituovany jednim nebo
vice substituenty nezavisle vybranymi ze skupiny hydroxy, amino, karbamoyl, =O, guanidino,
ureido, trifluormethyl, sulfonyl, dimethylamino, diethylamino, methylamino,ethylamino, C1-C2-
acylamino;

- C3-Cs cykloalkyl, kde cykloalkyl obsahuje 3 az 6 uhlikovych atomi, a je substituovan alespon
jednim z té€chto substituentd: hydroxy, amino, karbamoyl, =0, guanidino, ureido, trifluormethyl,
sulfonyl, dimethylamino, diethylamino, methylamino, ethylamino, C1-C2-acylamino;

- linearni nebo rozvetveny heteroalkyl obsahujici 2 az 6 atomd, z nichZ je alespon jeden

heteroatom vybrany ze skupiny O, S, N a ostatni jsou uhlikové atomy; ktery miize byt pfipadné
substituovany jednim nebo vice substituenty nezavisle vybranymi ze skupiny hydroxy, amino,
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karbamoyl, =0, guanidino, ureido, trifluormethyl, sulfonyl, dimethylamino, diethylamino,
methylamino, ethylamino, C1-C2-acylamino;

- cykloheteroalkyl obsahujici 3 az 6 atomdi, z nichz je alespon jeden heteroatom vybrany ze
skupiny O, S, N a ostatni jsou uhlikové atomy; ktery mtze byt pfipadné substituovany jednim
nebo vice substituenty nezavisle vybranymi ze skupiny hydroxy, amino, karbamoyl, =O,
guanidino, ureido, trifluormethyl, sulfonyl, dimethylamino, diethylamino, methylamino,
ethylamino, C1-C2- acylamino, C1-C4 alkyl;

- cykloheteroalkyl-methyl, cykloheteroalkyl-ethyl nebo cykloheteroalkyl-propyl, pficemz
cykloheteroalkyl je skupina popsana vyse;

a jejich farmaceuticky piijatelné soli s kyselinami.

2. 5-alkylthio-7-[(4-arylbenzyl)amino]-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny obecného vzorce |
podle naroku 1, kde R? je vybran ze skupiny sestavajici ze substituenti fenyl, pyridin-2-yl,
pyridin-3-yl, pyridin-4-yl, pyrimidin-2-yl, pyrimidin-4-yl, pyrimidin-5-yl, pyrazin-2-yl,
pyridazin-3-yl, pyridazin-4-yl, pyrrol-1-yl, pyrrol-2-yl, pyrrol-3-yl, pyrazol-1-yl, pyrazol-3-yl,
pyrazol-4-yl, imidazol-1-yl, imidazol-2-yl, imidazol-4-yl, furan-2-yl, furan-3-yl, thien-2-yl, thien-
3-yl, oxazol- 2-yl, thiazol-2-yl, tetrazol-5-yl; pti¢emz tyto substituenty mohou byt
nesubstituované nebo substituované jednim nebo vice substituenty nezavisle vybranymi ze
skupiny Cl, F, CF3, NHz, OH, NO,, OCHs, OCF.

3. 5-alkylthio-7-[(4-arylbenzyl)amino]-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny obecného vzorce |
podle naroku 1 nebo 2, kde R? je hydroxy-substituovany C2-C6 linearni nebo rozvétveny C2-C5
alkyl substituovany jednou nebo dvéma hydroxy skupinami; s vyhodou je vybrany ze skupiny
zahrnujici 2- hydroxyethyl, 2-(RS, R or S)-hydroxypropyl, 3-hydroxypropyl, 2-hydroxybutyl, 1-
hydroxybut-2-yl, 2- hydroxybut-2-yl, 1-hydroxy-3-methylbut-2-yl, 4-hydroxybut-2-(RS, R, or S)-
yl, 2-hydroxy-2- methylpropyl, 3-hydroxy-3-methylbut-2-yl, (RS,R or S)-2,3-dihydroxypropvyl,
1-hydroxy-3-methylbut- 2-yl, and (3RS)-2-hydroxypent-3-yl.

4.  5-alkylthio-7-[(4-arylbenzyl)amino]-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny obecného vzorce |
podle naroku 1 nebo 2, kde R? je C,-Cg linearni nebo rozvétveny alkyl substituovany jednou nebo
dvéma amino skupinami, popfipad¢ je aminoskupina dale substituovana; s vyhodou je vybrany ze
skupiny zahrnujici: 2-aminoethyl, 3-aminopropyl, 4-aminobutyl, 5-aminopentyl, 6-aminohexyl,
2,3- diaminopropyl, (R)-2,3-diaminopropyl, (S)-2,3-diaminopropyl, 2-guanidinoethyl, and 2-
ureidoethyl, 2-(acetylamino)ethyl, (dimethylamino)methyl, 2-(dimethylamino)ethyl, 3-
(dimethylamino)propyl, 3- (dimethylamino)butyl, (diethylamino)methyl, 2-(diethylamino)ethyl,
3-(diethylamino)propyl a 4- (diethylamino)butyl.

5. 5-alkylthio-7-[(4-arylbenzyl)amino]-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny obecného vzorce |
podle naroku 1 nebo 2, kde R? je vybrany ze skupiny zahrnujici

- C2-C6 linearni nebo rozvétveny alkyl substituovany karbamoylovou skupinou; s vyhodou je
substituent vybran ze skupiny zahrnujici (karbamoyl)methyl, 2-(karbamoyl)ethyl, 3-
(karbamoyl)propyl;

- linearni nebo rozvétveny heteroalkyl obsahujici 2 az 6 atomi, z nichz je alespon jeden
heteroatom O nebo S; s vyhodou je vybran ze skupiny zahrnujici methoxymethyl, ethoxymethyl,
2- (methylthio)ethyl;

- C2-Cs linearni alkyl substituovany jednou nebo dvéma sulfanylovymi skupinami, nebo

kombinaci sulfanylové a hydroxyskupiny. S vyhodou je vybran ze skupiny zahrnujici 2-
sulfanylethyl, 3-hydroxy-2-sulfanylpropyl, a 2-hydroxy-3-sufanylpropyl.
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6. 5-alkylthio-7-[(4-arylbenzyl)amino]-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny obecného vzorce |
podle naroku 1 nebo 2, kde R? je C,-Cg linearni nebo rozvétveny alkyl zarovef substituovany
amino a hydroxy skupinou; s vyhodou je vybran ze skupiny zahrnujici 3-amino-2-hydroxypropyl,
(R)-3- amino-2-hydroxypropyl, and (S)-3-amino-2-hydroxypropyl, 2-amino-3-hydroxypropyl,
(R)-2-amino-3-hydroxypropyl, and (S)-2-amino-3-hydroxypropyl.

7. 5-alkylthio-7-[(4-arylbenzyl)amino]-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny obecného vzorce |
podle naroku 1 nebo 2, kde R? je

- C3-Cs cykloalkyl vybran ze skupiny zahrnujici cyklopropyl, cyklobutyl, cyklopentyl a
cyklohexyl;

- C3-Cs cykloalkyl substituovany amino nebo hydroxy skupinou, s vyhodou vybrany ze skupiny
zahrnujici: trans-4-aminocyklohexyl, cis-4-aminocyklohexyl, cis,trans--4-aminocyklohexyl, cis--
2- aminocyklohexyl, trans--2-aminocyklohexyl, cis,trans--2-aminocyklohexyl, 3-
aminocyklohexyl,  trans-  hydroxycyklohexyl,  cis-4-hydroxycyklohexyl,  cis,trans-4-
hydroxycyklohexyl,  cis-2-hydroxycyklohexyl,  trans-2-hydroxycyklohexyl,  cis,trans-2-
hydroxycyklohexyl, 3- hydroxyocyklohexyl.

8. 5-alkylthio-7-[(4-arylbenzyl)amino]-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny obecného vzorce |
podle naroku 1 nebo 2, kde R? je cykloheteroalkyl, cykloheteroalkyl-methyl, cykloheteroalkyl-
ethyl nebo cykloheteroalkyl-propyl obsahujici dusik nebo kyslik nebo oba heteroatomy; s
vyhodou je vybran ze skupiny zahrnujici: N-morfolinyl, N-pyrrolidinyl, N-pyrazolidinyl, N-
imidazolidinyl, N-piperazinyl, N-piperidinyl, N-thiomorfolinyl, 4-methylpiperazin-1-yl, 4-(2-
hydroxyethyl)piperazin-1-yl, (aziridin-1-yl)ethyl, (azetidin-1-yl)ethyl, (azolidin-1-yl)ethyl,
(piperidin-1-ylethyl, (aziridin-1-yl)propyl, (azetidin-1-yl)propyl, (azolidin-1-yl)propyl a
(piperidin-1-yl)propyl, 2-oxazolidon-5-yl.

9. 5-alkylthio-7-[(4-arylbenzyl)amino]-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny obecného vzorce |
obecného vzorce | podle kteréhokoliv z predchazejicich narokt pro pouziti jako 1é¢iva.

10. 5-alkylthio-7-[(4-arylbenzyl)amino]-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny obecného vzorce |
podle kteréhokoliv z narokt 1 az 8 pro pouziti pro 1é¢bu krévnich hyperproliferativnich
onemocnéni.

11. 5-alkylthio-7-[(4-arylbenzyl)amino]-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny obecného vzorce |
podle kteréhokoliv z narokd 1 az 8 pro pouZziti pro 1écbu Non-Hodgkinovych lymfomt.

12. 5-alkylthio-7-[(4-arylbenzyl)amino]-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny obecného vzorce |
podle kteréhokoliv z narokt 1 az 8 pro pouziti pro inhibici kinaz pfti 1é¢bé Non-Hodgkinovych
lymfomt.

13. Farmaceuticky piipravek, vyznacujici se tim, Ze obsahuje alespoti jeden 5-alkylthio-7-[(4-
arylbenzyl)amino]-1(2)H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin obecného vzorce | podle kteréhokoliv z

narokil 1 az 8 a alespoii jeden farmaceuticky piijatelny nosic.

5 vykrest
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