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1 Abstrakt

Studie syntézy isozaleplonu

Rigordzni prace
Mgr. Michaela Blahovcova

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kraloveé,
Katedra farmaceutické chemie a kontroly Ié€iv, Heyrovského 1203,
Hradec Kralové

Tato rigorézni prace navazuje na mou diplomovou préci a déle rozviji téma
tykajici se necistot zaleplonu. Zabyvala jsem se zde zejména polohovym izomerem
zaleplonu, N-[3-(3-kyanopyrazolo[1,5-a]pyrimidin-5-yl)fenyl]-N-ethylacetamidem
nazyvanym isozaleplon, ktery je nejproblemati¢téjSi necistotou zaleplonu.

Cilem této prace bylo tedy dle dostupné literatury navrhnout syntézu
isozaleplonu a vyuzit ho jako standart pro stanoveni obsahu této necistoty pfi
syntéze zaleplonu riznymi metodami.

Pro syntézu isozaleplonu bylo pouZzito nékolik pfistupl zaloZzenych na Suzuki-
Miyaura kaplingu odpovidajicich boronovych kyselin nebo jejich esterli, vesmés s 5-
chlorpyrazolo[1,5-a]pyrimidin-3-karbonitrilem. V praci jsou popsany jak postupy
pfipravy obou téchto komponent, tak i pfistup vyuZzivajici zavére¢né modifikace 5-(3-
aminofenyl)pyrazolo[1,5-a]pyrimidin-3-karbonitrilu  pfipraveného taktéz Suzuki-
Miyaura kaplingem. VSechny pfipravené slouceniny jsou jednoznaéné& popsany
pomoci NMR a spektralnich metod (UV, IC, MS).

V zavéru prace je uveden rozbor jednotlivych modifikaci syntézy zaleplonu a

srovnani HPLC profilu necistot odpovidajicich produktu.



Abstract

SYNTHETIC STUDIES CONNECTED WITH THE PREPARATION OF
N-[3-(3-CYANOPYRAZOLO[1,5- a]PYRIMIDIN-5-YL)PHENYL]-
N-ETHYLACETAMIDE, A ZALEPLON REGIOISOMER

Rigorous Thesis

Mgr. Michaela Blahovcova

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové,
Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control,
Heyrovského 1203, Hradec Kralové

This thesis is a continuation of my master thesis and further develops the
subject of zaleplon impurities. The main subject of the work is the zaleplon
regioisomer, N-[3-(3-cyanopyrazolo[1,5-a]pyrimidin-5-yl)phenyl]-N-ethylacetamide
called isozaleplon, which is the most problematic impurity of zaleplon.

The purpose of this thesis was to propose a synthetic way leading to
isozaleplon based on the available literature. Then this substance was intended to
be used as a standard for determination of this impurity in preparation of zaleplon by
various methods.

The studied approaches to the isozaleplon synthesis were based on Suzuki-
Miyaura cross-coupling reaction of the corresponding boronic acids and/or
boronates, mainly with 5-chloropyrazolo[1,5-a]pyrimidin-3-carbonitrile. Various
methods of preparation of both components are described, as well as approaches
based on the final modification of the 5-(3-aminophenyl)-pyrazolo[1,5-a]pyrimidine-3-
carbonitrile moiety prepared by Suzuki-Miyaura cross-coupling. All the prepared
compounds were identified by NMR techniques. Spectral characteristics (IR, UV, MS)
of these compounds are also given.

At the end of this thesis, a study of different modifications of zaleplon
synthesis and comparison of the HPLC impurity profiles of the corresponding

products is given.



Seznam pouzitych zkratek:

APCI — chemicka ionizace za atmosférického tlaku

API — aktivni farmaceuticka ingredience

DMFDMA - dimethylacetal dimethylformamidu

DMSO - dimethylsulfoxid

GABA - kyselina y-aminomaselna

HPLC - vysokouc&inn& kapalinova chromatografie

HRMS — hmotnostni spektroskopie s vysokym rozliSenim
LC-MS - kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci
MS — hmotnostni spektroskopie

NMR — nukle&rni magneticka rezonance

TLC — tenkovrstva chromatografie



2.1 Zaleplon

Zaleplon (N-ethyl-N-[3-(3-methylpyrazolo[1,5-a]pyrimidin-7-yl)fenylJacetamid)
je aginnym sedativem a hypnotikem pouZivanym k lé&b& nespavosti’”’. Pusobi
podobné jako benzodiazepiny nebo ostatni Z-hypnotika na GABA receptorovy
komplex. Vyhodou zaleplonu je rychly ndstup a pomérné rychlé odeznéni U€inku. Na
trh byl vyvinuty firmou American Cyanamide a nyni je distribuovan firmou King
Pharmaceuticals pod chranénym nazvem Sonata. V nékterych zemich je jiz

dostupna i genericka verze |éCiva, napfiklad Salofen (Adamed).

2.2 Syntéza zaleplonu

V literatufe je popsano nékolik velice podobnych syntéz uvedenych ve
Schématu 1. Vychozi 3-aminoacetofenon (1) je acetylovan na pfislusny anilid 2, ktery
reakci s N,N-dimethylformamid dimethylacetalem poskytne intermediat 3. N-Ethylace
je provadéna vétSinou ethyljodidem po prevedeni anilidu na sodnou sul pomoci
hydridu sodného. Zavére¢na kondenzace N-[3-(3-dimethylamino-acryloyl)-fenyl]-N-
ethyl-acetamidu (4) s 5-amino-1H-pyrazol-4-karbonitrilem (5) vedouci k zaleplonu (6)
se podle plvodnich patentd*® provadéla v bezvodé kyseling octové. Pozdgji se
zjistilo, Ze reakce probiha rychleji a vysledny produkt je CistéjSi, pokud se reakce
provadi ve vodné kyseliné octové® nebo mravensi’. Patentovano je také provedeni
této reakce za pouZiti silné kyselych ionex(®. Jak z hlediska vytéZku, tak z hlediska
Cistoty se zda ale nejvyhodnéjSim provedeni této reakce ve vodnych alkoholech za

pouZiti kyseliny chlorovodikové®*®.
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Schéma 1

V patentu firmy Cilag™* je popsana modifikace syntézy zaleplonu, kterd misto
dimethylaminoderivatu 4 pouzivA sodnou s0l 3-(N-acetyl-N-ethylamino)-3-
oxofenylpropanalu, ziskanou reakci N-(3-acetylfenyl)-N-ethylacetamidu s ethyl-
formiatem za pfitomnosti ethanolatu sodného. Jde o pfiklad patentu, ktery nepfinasi

oproti puvodnimu patentu Zadné zasadni vyhody.



2.3 Necistoty a rozkladné produkty zaleplonu

2.3.1 Znamé ne ¢Cistoty a rozkladné produkty zaleplonu

Jedin& publikace® popisujici negistoty a rozkladné produkty zaleplonu byla
zvefejnéna po zahajeni diplomové prace. Publikace popisuje jako potencialni
necistoty meziprodukty 4 a 5 a dale 7 nezndmych necistot (7-13). Necistoty byly
identifikovany a izolovany na zakladé preparativni vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC) nareverzni fazi a jejich molekulova hmotnost byla uréena
pomoci kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci (LC-MS). Zadna z nedistot
nebyla syntetizovana.

Vznik necistoty 7 si Ize jednoduSe vysvétlit tak, Ze intermediat 4 pouzity
k syntéze zaleplonu obsahoval jako necistotu nenaethylovanou latku 3. Podobné
tvorba latky 8 je zfejmé vysledkem pfitomnosti pfislusného N-methylderivatu
v intermediatu 4. Vznik tohoto N-methylderivatu vysvétluje publikace®® pfitomnosti
methylhalidu v bromo nebo jodoetanu pouzitém k alkylaci latky 3. Vzhledem k tomu,

1316 methylace fady heterocykl(, zvlasté majicich charakter cyklickych

Ze je popsana
amidl, zahfivanim s dimethylacetalem dimethylformamidu (DMFDMA), je moZno
vysvétlit vznik tohoto N-methylderivatu jiz pfi reakci meziproduktu 2 s timto Cinidlem.
Autofi zminéného &lanku'? vysvétluji vznik latky 9 v dasledku kondenzace dimeru
vychozi latky 5 a intermediatu 4. Vznik necistoty 10 je pak vysvétlovan tim, Ze
v pribéhu syntézy zaleplonu dochazi kjeho elektrofilni substituci v poloze 6
intermediatem 4. Nedcistota Cislo 11 je polohovy izomer zaleplonu. LiSi se od négj
polohou N-ethyl-N-acetylfenyl skupiny na kondenzovaném heterocyklickém systému.
Vznik tohoto isomeru je vysvétlovan Michaelovou adici dusiku 1 v aminopyrazolu 5
na intermediat 4 spolu s eliminaci dimethylaminu a naslednou cyklizaci aminoskupiny
v poloze 5 pyrazolového jadra s ketoskupinou latky 4. Necistota 12 je produktem
hydrolyzy kyanoskupiny v molekule zaleplonu, zatimco necistota 13 je produktem

hydrolyzy N-acetylové skupiny zaleplonu.

10



2.3.2 DalSi potencialni ne ¢istoty a rozkladné produkty

Popsané necistoty mizeme rozdélit na nezreagované meziprodukty (latky 4 a
5), na necistoty vzniklé reakci necistot meziproduktl 4 a 5 (latky 7 a 8), na necistoty
vzniklé vedlejSi reakci intermediatd 4 a 5 (isomer 11, latky 9 a 10 formalné vzniklé
reakci 3 molekul téchto meziproduktd v molarnim poméru 2:1, respektive 1:2) a na
rozkladné produkty vzniklé hydrolyzou zaleplonu (latky 12 a 13). Kromé& zminénych
necCistot a rozkladnych produktd se d& predpokladat v alkalickém i v kyselém
prostfedi vznik produkta hydrolytického rozkladu, ktery by se mél hlavné odehrévat
na nitrilové a amidové skupiné. Hydrolyzou nitrilové skupiny zaleplonu vznikly amid
12 by mohl dalSi hydrolyzou poskytnout pfislusnou kyselinu 14 a jeji naslednou
dekarboxylaci by mohla vzniknout latka 15. Hydrolyzou amidové skupiny zaleplonu
vznikly rozkladny produkt 13 by obdobné postupnou hydrolyzou nitrilové skupiny
mohl poskytnout rozkladné produkty 16-18. Amid 16 by mohl vznikat i hydrolyzou

amidu 12. Pfedpokladany rozklad je uveden ve Schématu 2.

11



V pribéhu moji diplomové prace se nam podafilo pfipravit jak znamé necistoty
7, 8, 12 a 13, tak potencialni necistoty 14-18. Také se nam podafilo provedenim
zatézovych testd prokazat, Ze nékteré ztéchto latek, napf. 12, 13, 15, 16 a 18

skute¢né jako degradacni produkty vznikaji.
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Schéma 2
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3 Cil rigordzni prace

Ve své diplomové praci®® jsem se zabyvala syntézou zaleplonu a jeho
znamych ¢&i potencialnich necistot. Jednou z necistot je i izomer zaleplonu, jehoz
pfiprava se ukézala byt ndroCnéjsi.

Cilem mé rigordzni prace bylo tedy navrhnout postup syntézy isozaleplonu a

pokusit se o jeho syntézu.

13



4 Teoretickd cast

4.1 Navrh syntézy isozaleplonu 11

V ramci této rigordzni prace jsme se rozhodli zaméfit na latky 9-11, kterym
jsme se vramci diplomové prace nezabyvali a jejichz syntéza dosud nebyla
popsana. Isozaleplon 11 je nejproblemati¢téjSi necistotou zaleplonu, a proto jsme se
zaméfili na vyvinuti syntézy této latky. Vzhledem k tomu, Ze latky s molekulovou
hmotnosti odpovidajici strukturam 9 a 10 se pfi vyvoji substance zaleplonu ve firmé
Zentiva nikdy nepodafilo pomoci LC-MS v surovych reakénich smési identifikovat,
dale jsme se jimi nezabyvali.

Pro syntézu isomeru zaleplonu 11 se nabizi vyuziti Suzukiho kaplingu
boronové kyseliny 19 s pfislusSnym halogenderivatem, s vyhodou s chloridem 20. Pro
syntézu boronove kyseliny se zdal nejjednodussSi pfistup pfes bromderivat 21.
Chlorderivat 20 by mél byt zase pristupny z oxoslou€eniny 22. Retrosyntetické

znazornéni je uvedeno ve Schématu 3.
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| >
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\ \
Mew _N / N / N
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0] C|)\/ o G
11 20 22
Schéma 3

17,18

V literature je popsana kondenzace 5-amino-1H-pyrazol-4-karbonitrilu (5)

s methyl propiolatem vedouci k pro nas nezadoucimu 7-oxo-4,7-dihydropyrazolo[1,5-
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alpyrimidinu  23. Podobné reakce 5 s ethoxymethylenmalonatem ethylnatym
poskytuje latku 24*°, jejiz hydrolyzou a dekarboxylaci bychom dostali opét nezadouci
isomer 23. Nedavno bylo pro podobné 3-aminopyrazoly publikovano?, Ze zah¥ivanim
s 3-ethoxyakrylatem v dimethylformamidu za pfitomnosti uhli€itanu cesného dochazi
vyhradné k tvorbé 5-oxo-4,5-dihydropyrazolo[1,5-a]pyrimidinG, i kdyz reakci téchto
latek s ethoxymethylenmalonatem ethylnatym vznikaji odpovidajici 7-oxo-4,7-
dihydroderivaty. Pouzitim této metodiky jsme skute€né ziskali latku 22 jako jediny
produkt. ldentifikace byla jednoznaéné provedena na zakladé dat publikovanych pro

20,21

podobné 5- a 7-arylderivaty Pfevedeni latky 22 na chlorderivat 20 bylo

provedeno zahfivdnim s oxidochloridem fosfore¢nym (Schéma 4).

COOEt
24
NC NG
\
/ rN Y, / \N
HN™ N —
AL A
0O ” cl” N
20
Schéma 4

Acetylaci 3-bromanilinu (25) acetanhydridem v kyseliné octové byl pfipraven
N-(3-bromfenyl)acetamid (26) a jeho ethylaci ethyljodidem v dimethylformamidu za
pouZziti hydridu sodného byl ziskan N-(3-bromfenyl)-N-ethylacetamid (21). Pokusy o
jeho prevedeni na boronovou kyselinu 19 pouzitim butyllithia a methyl nebo
isopropylboratu poskytly po zpracovani smés latek, v niz byl jako hlavni produkt
identifikovan 3-brom-N-ethylanilin (27). Nedavno byl publikovan postup®? pro syntézu

boronovych kyselin z aromatickych halogenderivatl obsahujicich citlivé funkéni
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skupiny spocivajici v pfevedeni halogenderivatu na pfislusné Grignardovo C¢inidlo
pomoci isopropylmagnesium chloridu v tetrahydrofuranu za pfitomnosti bis[2-(N,N-
dimethylamino)ethylletheru a v nésledujici reakci s trimethylboratem. Za téchto
podminek byl po chromatografickém Cisténi ziskan anilin 27 jako hlavni produkt.

Deacetylace latky 21 varem s chlorovodikovou kyselinou probéhla prakticky
kvantitativné za vzniku hydrochloridu latky 27 (Schéma 5).

Po neuspéchu téchto pokuslt o zisk&ni boronové kyseliny jsme se rozhodli
vhodnym zpusobem ochranit NH skupinu. Pfekvapivé tato oblast nebyla blize
prozkoumana. Schrer a kol. pfipravovali anilinboronové kyseliny pFfevedenim
halogenovanych anilind na pfislusné N,N-dibenzylderivaty, které potom nechali
reagovat postupné s metalaénim &inidlem za vzniku esteru kyseliny boronové®
Nedavno byl uvefejnén postup®* popisujici pFipravu 4-amino-3-fluorfenylboronové
kyseliny pfevedenim vychoziho 4-brom-2-fluoranilinu na odpovidajici bis-TMS derivat
adici TMSCI za pfitomnosti dvou ekvivalentd butyllithia. Za téchto podminek pfi
vyuziti jednoho ekvivalentu butyllithia doSlo pouze k Caste€né zaméné Br — Li.
Pokusili jsme se reakci opakovat za mirnéjsich podminek s TMSCI a Et;N?® nebo

TMSA? ale v obou pfipadech doslo pouze k ¢aste¢né silylaci.

Br
Br
i
—_— —_—
Me\n/NH Me

NH,
(0] O
25 26 21 19
iii neboiv
Br
HN.
Et
27

Reakéni podminky:i, Ac,0, AcOH;ii, NaH, DMF, Etl;iii, a)i-PrMgCl, THF, (MgNCH,CH,),0, b) B(OMe);
iv, @) HCI, EtOH, HO, b) NaCO,

Schéma 5
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Po neuspésnych pokusech o syntézu boronové kyseliny 19 jsme se rozhodli
vyuzit komeréné dostupnych boronovych kyselin 28 a 29. Reakce nitroderivatu 28 za
pouziti klasickych podminek (Pd(PhsP)s;, Na,COz;, DMF, 100C) poskytla
pozadovanou latku 30, kterou se ale pro nerozpustnost ve vSech zkouSenych
rozpouStédlech nepodafilo kvantitativné zredukovat na aminoderivat 31. Za
podminek pouzitych pro kapling nitroderivatu 28 aminoderivat 29 poskytl bohatou
smés latek, z nichz zadna latka dle LC-MS neodpovidala poZzadované latce 31.
V literatufe je zminéno nékolik Uspésnych pokusl o Suzuki-Myiaura kapling 3-
aminofenylboronové kyseliny (29) ve vodném prostfedi za pfitomnosti ve vodé
rozpustného ligandu, napf. trifenylfosfin-3,3,3“-trifenylsulfonatu  trisodného
(TPPTS)?"?. Provedenim reakce za zminénych podminek jsme ziskali v dobrém
vytézku latku 31 jako jediny produkt. Tato latka byla ale také nerozpustna ve
vhodnych rozpoustédlech a pokus o jeji acetylaci zahfivanim s acetanhydridem v
kyseliné octové vedl ke smési latek obsahuijici latku 32 pouze ve stopovém mnozstvi.
Nakonec se podafilo tento acetylderivat ziskat michanim aminoderivatu 31
v acetanhydridu za laboratorni teploty.

3-Aminofenylboronova kyselina byla acetylovana acetanhydridem na pfislusny
N-acetylderivat 33. Suzuki-Miyaura kapling tohoto N-acetylderivatu s latkou 20 ve
vodném acetonitrilu poskytl latku 32. Jeji naslednou alkylaci ethyljodidem, za
generovani pfislusné sodné soli in situ reakci s hydridem sodnym v DMF, byl ziskan
poZadovany izomer zaleplonu 11 (Schéma 6). Ukazalo se ale, Ze tento postup je
malo robustni. Ackoli byl tento pokus o ethylaci latky 32 nékolikrat opakovan za
pouziti riznych mnoZstvi NaH a Etl a nékolika rozpoustédel, pozadovaného vysledku
se jiz nepodafilo dosahnout. Vysledkem byla bud nedostate¢na konverze, nebo

tvorba smési latek, popfipadé k ethylaci vibec nedoslo.

17
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Schéma 6

V dalsi fazi jsme nami pfipraveny N-acetylderivat 33 podrobili reakci
s pinakolem za vzniku latky 34. Ta byla dale ethylovana obvyklym postupem za
vyuziti NaH a ethyljodidu na latku 35. Suzuki-Myiaura kapling tohoto esteru
s chlorderivatem 20 pfi pouziti Pd(PhsP), jako katalyzatoru a Na,COjz; poskytl
poZadovany izomer zaleplonu 11 (Schéma 7).
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Schéma 7

Nedavno byla publikovdna prace?® popisujici  pfimou  arylaci
“tautomerizovatelnych* heterocyklt arylboronovymi kyselinami za vyuziti palladiovych
katalyzatord a fosfoniovych soli. Nejdfive jsme tento postup vyzkouSeli na
reakci oxoderivatu 22 s 3-nitrofenylboronovou kyselinou. Vysledna surova smés
obsahovala dle TLC pozadovany produkt a neznamou necistotu v poméru zhruba 2 :

1. Kvali Spatné rozpustnosti se nam ale nepodafilo produkt vygistit.
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Poté jsme se pokusili stejny postup aplikovat na reakci oxoderivatu 22 a
pinakolesteru 35 za pfitomnosti brom-tris-pyrolidinfosfonium hexafluorfosfatu
(PyBroP). ZzZatimco v plvodni praci byly pouzivany dva ekvivalenty boronové
kyseliny, my jsme pouZili pouze mirny prebytek (1,05 ekvivalentu) a ziskali jsme
pozadovany produkt v 76 % vytézku. Jedinou nevyhodou tohoto postupu se zda byt

vysok& cena pouzivanych reagencii.

QB D
’ i,ii
N HN” N B
O)\/l M
o e\ﬂ/ Et

35 22 11

i, PyBroP, EiN, dioxaneiji, 13, Na,CO3 PdCh(PPh), H,O

Schéma 8
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5 Experimentalni ¢ast

5.1 Pouzité metody, p Fistroje a chemikalie

Body tani byly méfeny na Koflerové bloku Franz Kistner Nachf. KG, HMK
68/2043 a nejsou korigovany. Infratervena spektra byla zméfena na pfistroji Perkin
Elmer Spectrum BX FT-IR v kyvetach z KBr. Vinové délky jsou udavany v cm™.
Ultrafialova spektra byla zméfena na spektrofotometru Hewlett-Packard 8452A v
ethanolu. Rozpéti vinovych délek bylo 190 — 400 nm. *H-NMR a *3C byla zmé&fena
na pristroji Bruker pfi 500,13 MHz (*H), 125,77 MHz (**C). V&echna méfeni byla
provadéna v CDCI3; nebo dimethylsulfoxidu (DMSOQO) pfi teploté 303,2 K. Chemicky
posun je udavan v ppm (8), interakéni konstanty (J) jsou uvedeny v Hz. V
experimentalni ¢asti jsou uvadény nasledujici zkratky: singlet (s), dublet (d), triplet (t),
kvartet (g), multiplet (m), Siroky singlet (bs). Hmotnostni spektra byla zméfena jednak
za pouziti pfistroje Sciex APl 3000 s pozitivni ionizaci za atmosférického tlaku
(Turbolonspray) a dvojitym kvadrupdlem, jednak za pouziti techniky hmotnostni
spektroskopie s vysokym rozliSenim (HRMS = high-resolution MS) na spektrometru
LTQ Orbitrap Hybrid Mass Spectrometer s pfimym nastfikem do APCI zdroje v
pozitivnim modu (APCI - atmospheric pressure chemical ionization; chemicka
ionizace za atmosférického tlaku).

Sloupcova flash chromatografie byla provadéna na silikagelu Merck (velikost
¢astic 0,04-0,063 mm), sloZzeni mobilni faze je vzdy uvedeno u konkrétniho pfipadu.
Prubéh reakci a Cistota latek byly sledovany tenkovrstvou chromatografii (TLC) na
silikagelu (P KG F 254, Merck) s UV vizualizaci pfi 254 nm. Odstfedivou silou
urychlovana axialni TLC chromatografie byla provadéna na pfistroji CycloGraph I
(Analtech) s pouzitim komercénich rotora s vrstvou silikagelu o tloustce 2 mm.

Pouzité chemikdlie a rozpoustédla od firmy Aldrich Chemical Company nebyly

dale Cistény, pokud neni poznamenano jinak.
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5.2 Syntetické postupy

Me\n/N‘Et
(0]

N-[3-(3-Kyanopyrazolo[1,5- a]pyrimidin-7-yl)fenyl]- N-ethylacetamid (6),
ZALEPLON

Postup A) Smés 5-amino-1H-pyrazol-4-karbonitrilu (5, 1,1 g, 10 mmol), N-{3-[3-
(dimethylamino)prop-2-enoyl]fenyl}-N-ethylacetamidu (4, 2,6 g, 10 mmol),
koncentrované kyseliny chlorovodikové (1 ml) v ethanolu (50 ml) a vodé (20 ml) byla
vafena pod zpétnym chladiCem 1 hodinu. Po doreagovani (reakce sledovana TLC)
byla smés michana za chlazeni. Vyloucila se pevna latka, ktera byla nasledné
odséta. Bylo ziskano 2,65 g bilych krystal(i (87 %) o t.t. 183-185 °C. Lit.* uvadi t.t.
186-187 .

Postup B)* Smés 5-amino-1H-pyrazol-4-karbonitrilu (5, 0,11 g, 1 mmol), N-{3-[3-
(dimethylamino)prop-2-enoyl]fenyl}-N-ethylacetamidu (4, 0,26 g, 1 mmol) v octové
kyseliné (10 ml) byla vafena pod zpétnym chladi¢em 8 hodin. Smés byla odpafena
k suchu a analyzovana HPLC a LC-MS. Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 1.

Postup C)°® Smés 5-amino-1H-pyrazol-4-karbonitrilu (5, 0,11 g, 1 mmol), N-{3-[3-
(dimethylamino)prop-2-enoyl]fenyl}-N-ethylacetamidu (4, 0,26 g, 1 mmol) ve
smési octové kyseliny (0,65 ml) a vody (1,25 ml) byla zahfivana na 50 T 2 hodiny.
Smeés byla odparena k suchu a analyzovana HPLC a LC-MS. Vysledky jsou shrnuty

v Tabulce 1.
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Postup D)* Smés 5-amino-1H-pyrazol-4-karbonitrilu (5, 0,11 g, 1 mmol), N-{3-[3-
(dimethylamino)prop-2-enoyl]fenyl}-N-ethylacetamidu (4, 0,26 g, 1 mmol) ve
smési mravenci kyseliny (1 ml) a vody (2,5 ml) byla zahfivana na 50 € 2 hodiny.
Smeés byla odparena k suchu a analyzovana HPLC a LC-MS. Vysledky jsou shrnuty

v Tabulce 1.

Postup E)*'° Smés 5-amino-1H-pyrazol-4-karbonitrilu (5, 0,11 g, 1 mmol), N-{3-[3-
(dimethylamino)prop-2-enoyl]fenyl}-N-ethylacetamidu (4, 0,26 g, 1 mmol) ve smési
methanolu (2 ml) a vody (3,5 ml) a koncentrované kyseliny chlorovodikové (0,1 ml)
byla zahfivana na 50 € 2 hodiny. Smé&s byla odpafena k suchu a analyzovana
HPLC a LC-MS. Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 1.

'H NMR (250 MHz, CDCl3): 1,18 t, 3H, J = 7,2 (CH,CH3); 1,94 q,3HJ = 7,2
(CH3CHy); 3,83 q, 2H, J = 7,2 (NCHy); 7,23 d, 1H, J = 5,0 (H-6); 7,45-8,01 m, 4H (Ar-
H); 8,44 s, 1H (H-2); 8,82 d, 1H, J = 5,0 (H-5). *3C NMR (250 MHz, CDCls): 13,13;
23,00; 44,08; 83,68; 109,89; 112,53; 128,68; 129,59; 130,35; 130,96; 131,54,
143,44; 146,99; 147,11; 151,35; 152,63; 169,74. IR (KBr) cm™: v(CH) 3054, 2972,
v(C=N) 2228, v(C=0) 1644, v(C=C) + (C=N) 1613, 1547, 1486. UV Ana (l0g €): 204
(4,40), 232 (4,54), 338 (3,81). HRMS pro Ci;HigNsO (M+H)" vypoéteno:
306,13548, nalezeno: 306,13477.

5-0Oxo0-4,5-dihydropyrazolo[1,5- a]pyrimidin-3-karbonitril (22)

5-Amino-1H-pyrazol-4-karbonitril (5, 2,45 g, 22,7 mmol) byl rozpusStén za
laboratorni teploty v dimethylformamidu (115 ml) a postupné byl pfidan ethyl-3-
ethoxyakrylat (5 ml, 35 mmol) a uhli¢itan cesny (11,4 g, 35 mmol). VSe bylo michano
pod dusikem pfi 110 € 2 hodiny. Reakce byla sledovana TLC (tolue n-ethanol-
dioxan-amoniak 5:2:4:1). Poté byla smés ochlazena, odpafena a odparek rozpustén
ve vodé (100 ml). Dale byl pfidan led (30 g) a smés byla okyselena 10% kyselinou
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chlorovodikovou. Doslo k prudkému vyvoji pény, po jehoz ukonéeni byl odsat pevny
podil. Bylo ziskano 3,52 g bilych krystalt (97 %) o t.t. 293 — 305<C.

Pro C;H4N4O (160,13) vypocteno: 52,50 %C, 2,52 %H, 34,99 %N; nalezeno:
52,67 %C, 2,71 %H, 34,52 %N. *H NMR (250 MHz, DMSO): 6,28 d, 1H J=7,3 (H-6),
8,68 s, 1H (H-8), 8,73 d, 1H J=7,3 (H-7). *3*C NMR: 74,60, 107,54, 112,62, 138,78,
145,62, 160,68. IR (KBr) cm™: v(CH) 3073, 2929, 2882, v(CN) 2237, v(C=0) 1705,
1680, v(C=C) + v(C=N) 1586, 1507, 1475, v(C-N), 1355, 1181, §(CH) 826. UV Amax
(log €): 208 (4,15), 234 (4,45), 264 (3,93). HRMS pro C;HsN;O (M+H)" vypoéteno:
161,04634, nalezeno: 161,04596.

5-Chlorpyrazolo[1,5- a]pyrimidin-3-karbonitril (20)

5-0x0-4,5-dihydropyrazolo[1,5-a]pyrimidin-3-karbonitril (22, 1,6 g, 10 mmol)
byl michan ve vialce 30 minut pfi teploté 150 T s fosforoxychloridem (3 ml). Poté byl
roztok ochlazen a nalit na 5% roztok hydroxidu sodného (50 ml) s ledem. Po chvili se
vyloucila srazenina, ktera byla odsata a prekrystalovana z isopropanolu s pfidavkem
aktivniho uhli. Bylo ziskano 1,1 g bilych krystalu (62,6 %) o 1.t.138 — 142<C .

Pro C7H3CIN4 (178,58) vypocteno: 47,08 %C, 1,69 %H, 19,85 %Cl, 31,37 %N,
nalezeno: 46,88 %C, 1,51 %H, 19,53 %Cl, 31,42 %N. *H NMR (250 MHz, DMSO):
7,50 d, 1H J=7,3 (H-6), 8,85 s, 1H (H-8), 9,41 d, 1H J=7,3 (H-7). *C NMR: 80,98,
112,24, 112,64, 139,82, 148,33, 148,90, 154,40. IR (KBr) cm™: v(CH) 3109, 3091,
V(CN) 2233, v(C=C) + v (C=N) 1619, 1543, 1514, 1401, v(CCl) 1074, 3(CH) 814. UV
Amax (log €): 208 (4,21), 234 (4,51), 266 (3,85). HRMS pro C;H4CINs (M+H)"
vypocteno: 179,01245, nalezeno: 179,01307.
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N-(3-Bromfenyl)acetamid (26)

Ke smési acetanhydridu (20 ml) s kyselinou octovou (20 ml) v trojhrdlé barice
byl postupné béhem jedné hodiny pfikapan 3-bromanilin (17,2 g, 0,1 mol). Smés byla
michana 1 hodinu za chlazeni vodou a poté odparena. Bylo ziskano 23,59 g tekutiny,
ktera ztuhla. Odparek byl pfekrystalovan z vody a nerozpustény olej z vodného
roztoku ethanolu. Celkem bylo ziskano 15,81 g bilych krystalG (74 %) o t.t. 82-86 T
(lit.* udava t.t. 87 ).

N-(3-Bromfenyl)- N-ethylacetamid (21)

Ke smési 50% hydridu sodného (3 g) s dimethylformamidem (160 ml), ktera
byla michana pod dusikem za laboratorni teploty, byl postupné pfikapavan roztok N-
(3-bromfenyl)acetamidu (40, 10,51 g, 49 mmol) v dimethylformamidu (40 ml). Po
hodiné michani za laboratorni teploty byla smés ochlazena pomoci ledu a vody a
postupné béhem jedné hodiny byl pfikapan roztok ethyljodidu (50 g, 0,32 mol)
v dimethylformamidu (10 ml). VSe bylo michano dalSich 5 hodin. Reakce byla
sledovana TLC (hexan/aceton 7:3). Nasledné byla smés nalita na vodu (500 ml) a
extrahovana dichlormethanem (1 x 200 a 4 x 100 ml). Poté byla promyta solankou a
suSena nad siranem hofeCnatym. Odpafenim vzniklo 12,49 g Zluté tekutiny
s olejovymi skvrnami, ktera byla preciSténa s aktivnim uhlim a dale destilovana za
snizeného tlaku. Celkem bylo ziskdno 10,11 g slabé naZloutlé tekutiny (85 %) o b.v.
88 T pii 0,093 torr.

HRMS pro C1oH13BrNO (M+H)* vypoéteno: 242,01805, nalezeno: 242,01786.
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3-Brom- N-ethylanilin (27)

Smeés N-(3-bromfenyl)-N-ethylacetamidu (37, 38,2 g, 0,158 mol), ethanolu
(160 ml) a konc. kyseliny chlorovodikové (160 ml) byla vafena pod zpétnym
chladi¢em 24 hodin. Poté byla smés odpafena, rozpusténa v horké vodé, ochlazena
a zalkalizovana 10 % NaOH. Smés byla extrahovana diethyletherem, extrakt byl
suSen siranem hofeCnatym a zbytek po odpafeni rozpoustédla byl vakuové
destilovan. Bylo ziskdano 25,1 g (78,8 %) nazloutlého oleje o t.v. 62-64C/4,8 Pa
(Iit.*? udava t.v. 124-127 /0,67 kPa).

HRMS pro CgH1:BrN (M+H)* vypoéteno: 200,00749, nalezeno: 200,00731. *H
NMR (500,13 MHz, CDCls) 8, ppm: 1.27 t, 3H, J = 7,2 (CHs3); 3,15 g, 2H, J = 7,2
(CHy); 3,69 s, 1H (NH); 6,51-7,02 m, 4H (Ar-H).

NO,
5-(3-Nitrofenyl)pyrazolo[1,5- a]pyrimidin-3-karbonitril (30)

Smeés 3-nitrofenylboronové kyseliny (0,5 g, 3 mmol), 5-chlorpyrazolo[1,5-
alpyrimidin-3-karbonitrilu (0,5 g, 2,8 mmol), uhli¢itanu sodného (0,75 g) a
tetrakistrifenylfosfinpaladia (0,1 g) v dimethylformamidu (15 ml) byla michana pod
argonem pfi teploté 100 °C po dobu 3 dni. Poté byla smés nalita na 50 ml 10%
uhli¢itanu sodného a ponechana v chladu. Nerozpustny podil byl odsat a takto bylo

ziskano 4,4 g bézovych krystall, které byly nasledné michany s vodou (25 ml) a
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vznikly nerozpustny podil byl opét odsat. Bylo ziskano 0,54 g Zlutého prasku (68 %)
o t.t. 272-278<T.

Pro C13H7NsO, (265,23) vypocteno: 58,87 %C, 2,66 %H, 26,41 %N; nalezeno:
58,64 %C, 2,87 %H, 26,73 %N. *H NMR (500,13 MHz, DMSO): 7,82 — 8,15 m, 1H
(Ar—H ), 8,20 d, 1H J=7,4 (H-6), 8,30 — 8,80 m, 2H (Ar-H), 8,84 s, 1H (H-2), 9,02 s,
1H (H-2), 9,53 d, 1H J=7,4 (H-7). *C NMR (125,77MHz, DMSO) 3, ppm: 81,32,
108,46, 113,27, 122,03, 123,12, 125,88, 130,82, 131,49, 133,88, 136,88, 148,46,
149,32, 156,91. IR (KBr) cm™: v(CH) 3078, v(CN) 2235, v(C=C) + v(C=N) 1613,
v(NO) 1518, v(NO) + v(CN) 1355, §(CH) 738. UV Amax (l0g €): 218 (4,35), 258 (4,48),
300 (3,98). HRMS pro Ci3H/NsO, (M+H)™ vypoéteno: 266,06780, nalezeno:
266,06823.

NH,
5-(3-Aminofenyl)pyrazolo[1,5- a]pyrimidin-3-karbonitril (31)

K roztoku 3-aminofenylboronové kyseliny (45, 0,78 g, 5 mmol), 5-
chlorpyrazolo[1,5-a]pyrimidin-3-karbonitrilu (36, 0,86 g, 4,8 mmol) a uhli€itanu
cesného (4 g) ve smési vody (20 ml) a acetonitrilu (15 ml) byl pfidan palladium acetat
(0,056 g, 0,29 mmol) a TPPTS (trifenylfosfin-3,3‘,3"-trifenylsulfonatu trisodného, 0,71
g) ve smési vody (10 ml) a acetonitrilu (5 ml). VSe bylo zahfivano pod zpétnym
chladi¢em v argonové atmosféfe 1 h. Po ochlazeni byla k reakéni smési pfidana
voda (50 ml) a smés byla jeSté michana po dobu 2 hodin pfi 0. Nerozpustny podil
byl nasledné odsét, promyt studenou vodou (20 ml) a vysuSen. Celkem bylo ziskano
1,05 g nazloutlych krystall (89 %) o t.t. 160-165 <.

Pro Ci3HgNs (235,24) vypocteno: 66,37 %C, 3,86 %H, 29,77 %N; nalezeno:
66,51 %C, 3,72 %H, 29,92 %N. *H NMR (500,13 MHz, DMSO): 5,43 s, 2H (NH,),
6,80 ddd, 1H J=0,9; 2,4; 7,9 (H-4"), 7,23 t, 1H J=7,9 (H-5"), 7,37-7,53 m, 2H (Ar-H),
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7,80 d, 1H J=7,4 (H-6), 8,77 s, 1H (H-2), 9,32 d, 1H J=7,4 (H-7). *C NMR (125,77
MHz, DMSO): 80,54, 108,25, 112,12, 113,54, 113,65, 115,42, 117,34, 129,58,
137,67, 140,09, 148,02, 149,43, 159,98. IR (KBr) cm™: v(NH) 3391, 3300, v(CHO
2916, 2848, V(CN) 2225, v(C=C) + v(C=N) + 3(NH) 1604, v(C=C) + v(C=N) 1550,
1410, &(CH) 764. UV Amax (log €): 218 (4,41), 270 (4,37), 298 (4,08). HRMS pro
C13H10Ns (M+H)™ vypoéteno: 236,09362, nalezeno: 236,09719.

B\
™

\n/NH

O

3-Acetamidofenyl boronova kyselina (33)

Smés 3-aminofenylboronové kyseliny (29, 2,5 g, 18,3 mmol), acetanhydridu
(4,8 ml), kyseliny octové (16 ml) a 4-dimethylaminopyridinu (0,04 g) byla michana za
laboratorni teploty 24 h. Vznikl4 suspenze byla odpafena na vakuové odparce a
odparek byl triturovan s diethyletherem (25 ml), smés byla odpafena a triturovana
opét s diethyletherem (10ml). Nerozpustny podil byl odsat, promyt ethyletherem a
vysusen. Bylo ziskano 2,12 g pevné bilé latky (98 %) o t.t. 290-293 <. (lit. ** uvadi
274-275 (H,0)).

Pro CgH10BNO3 (178,98) vypocteno: 53,68 %C, 5,63 %H, 6,04 %B, 7,83 %N;
nalezeno: 53,49 %C, 5,87 %H, 7,50 %N. *H NMR (500,13 MHz, DMSO): 2,04 s, 3H
(CHs), 7,21-7,95 m, 4H (Ar-H), 9,81-9,87 m, 2H (2xOH), 11,92 bs, 1H (NH). **C NMR
(63 MHz, DMSO): 23,94, 120,55, 124,33, 127,58, 128,32, 138,55, 168,15, 171,98. IR
(KBr) cm™: v(NH) 3306, v(C=0) 1710, 1652, v(C=C) + v(C=N) 1486, 1414, 3(NH)
1553, v(BO) 1339, 1258, d(CH) 721. UV Anax (log €): 212 (4,48), 244 (4,12), 284
(3,51). HRMS pro CgH11BNO3 (M+H)" vypoéteno: 180,08320, nalezeno: 180,08247.
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\"/NH
N-(3-(3-Kyanopyrazolo[1,5-a]pyrimidin-5-yl)fenyl)ace  tamid (32)

Postup A) Suspenze 5-(3-aminofenyl)pyrazolo[1,5-a]pyrimidine-3-karbonitrilu (31,
0,28 g, 1 mmol) v Ac,O (10 ml) byla michana za laboratorni teploty 24 hodin. Poté
byla k reakéni smési pfidana ledova voda (50 ml) a smés byla dale michana 1 hod.
Poté byl nerozpustny podil odséat a takto bylo ziskano 0,23 g béZovych krystalt o t. t.
253 — 255 T. Maly vzorek latky byl krystalovan z k yseliny octové za vzniku bilych
krystalt o t. t. 255 — 256 <C.

Postup B) K roztoku 3-acetamidofenylboronové kyseliny (33, 0,45 g, 2,5 mmol), 5-
chlorpyrazolo[1,5-a]pyrimidin-3-karbonitrilu (20, 0,45 g, 2,5 mmol) a uhli€itanu
cesného (2 g) ve smési vody (10 ml) a acetonitrilu (5 ml) byl pfidan paladiumacetat
(10 mg, 0,05 mmol) a TPPTS (trifenylfosfin-3,3*,3"-trifenylsulfonatu trisodného, 0,15
g) taktéZz ve smési vody (5 ml) a acetonitrilu (2,5 ml). VSe bylo zahfivano pod
zpétnym chladi€em v argonové atmosféfe 2 h. K ochlazené reakéni smési byla
pfidana voda (25 ml) a vylou€eny nerozpustny podil byl poté odsat, promyt studenou
vodou (10 ml) a vysuSen. Bylo ziskano 0,58 g bézovych krystalt (83 %) o t.t. 253-
256 C.

Pro C15H11NsO (277,28) vypocteno: 64,97 %C, 4,00 %H, 25,26 %N; nalezeno:
64,39 %C, 4,45 %H, 25,55 %N. *H NMR (500,13 MHz, DMSO) &, ppm: 2,09 s, 3H
(CHs), 7,51 t, 1H J=7,9 (Ar-H), 7,86 d, 1H J=7,4 (H-6), 7,90-8,42 m, 3H (Ar-H), 8,80
s, 1H (H-2), 9,38 d, 1H J=7,4 (H-7), 10,23 s, 1H (NH). *C NMR (125,77 MHz,
DMSO) o, ppm: 23,95, 80,81, 108,23, 113,54, 117,65, 122,12, 122,50, 129,52,
135,76, 138,05, 140,13, 148,20, 149,50, 159,06, 168,58. IR (KBr) cm™; v(NH) 3340,
v(CH) 3072, v(CN) 2227, v(C=0) 1682, 1682, v(C=C) + v(C=N) 1620, 1596, &NH)
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1551, &(CH) 785. UV Anax (log €): 220 (4,36), 262 (4,55), 304 (4,00). HRMS pro
C1sH12NsO (M+H)" vypodteno: 278,10419, nalezeno: 278,10355.

N-(3-(4,4,5,5-Tetramethyl-1,3,2-dioxoborolan-2-yl)fe  nyl)acetamid (34)

K suspenzi 3-acetamidofenylboronové kyseliny (33, 0,9 g, 5 mmol)
v dichlormethanu (25 ml) byl pfidan pinakol (0,6 g, 5 mmol). Smés byla michana za
laboratorni teploty cca 18 hodin a poté byla odparena k suchu. Odparek byl povaren
s hexanem (10 ml) a vznikly pevny podil byl odsat. Takto bylo ziskano 1,1 g bilych
krystalu (84%) o t.t. 188-190 <.

Pro Ci4H20BNO3; (261,12): 64,39 %C, 7,72 %H, 5,36 %N, nalezeno: 64,13
%C, 7,56 %H, 5,21 %N. *H NMR (500.13 MHz, CDCl5) 8, ppm: 1,32 s, 12H (CHs),
2,15 s, 3H (CH3CO), 7,32-7,70 m, 4H (Ar-H), 11.02 bs, 1H (NH). 13C NMR (125,77
MHz, CDCl3) 6, ppm: 24,41, 24,81, 83,84, 123,13, 125,95, 128,44, 130,49, 137,44,
168,53, 172,13. IR (KBr) cm™: v(NH) 3322, v(CH) 2975, v(C=0) 1661, 5(NH) 1548,
(COBOC) 1355, 1138. UV Amax (log €): 216 (4,49), 246 (4,08), 286 (3,02). HRMS
pro Ci4H,1BNO3 (M+H)" vypodteno: 262,16145, nalezeno: 262,16086.
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N-Ethyl- N-(3-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)fe  nyl)acetamid (35)

K roztoku N-(3-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxoborolan-2-yl)fenyl)acetamidu
(34, 1,3 g, 5 mmol) v suchém THF (20 ml) byl pfidan hydrid sodny (50 %, 0,3 g, 6,25
mmol) a smés byla michana 1 hod. v dusikové atmosfére. Poté byl pfidan ethyljodid
(2 ml, 12,5 mmol) a smés byla opét michana za laboratorni teploty po 24 hod. Zbytek
po odpareni byl smichan s vodou (25 ml) a extrahovan dichlormethanem. Extrakt byl
promyt solankou a su$en na MgSQ,. Olejovity odparek (1,05 g, 73 %) byl analyzovan
LC-MS a pouzit v dalSim kroku bez precisténi.

HRMS pro C16H2sBNOz (M+H)" vypodéteno: 290,19275, nalezeno: 290,19212.

N-(3-(3-Kyanopyrazolo[1,5- a]pyrimidin-5-yh)fenyl)- N-ethylacetamid (11)

Postup A) K roztoku N-(3-(3-kyanopyrazolo[1,5-a]pyrimidin-5-yl)fenyl)acetamidu (48,
0,28 g, 1 mmol) v DMF (3 ml) byl pfidan hydrid sodny 50 % (0,1 g, 2 mmol) a smés
byla michana za laboratorni teploty 1 h. Poté byl pfidan ethyljodid (0,4 ml, 5 mmol) a
smés byla michana dalSich 24 h. Reakéni smés byla odparena, smichana s vodou (5
ml) a extrahovana dichlormethanem (4 x 5 ml). Extrakt byl promyt vodou (5 ml) a

suSen siranem hofeCnatym. Zbytek po odpafeni (0,4 g) byl prec€istén axialni TLC na
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pristroji CycloGraph (dichlormethan-aceton, 20:1). Takto bylo ziskano 0,17 g (56 %)
latky 11 o t.t. 194-198 T.

Postup B) Smés N-Ethyl-N-(3-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)fenyl)
acetamidu (35, 0,28 g, 1 mmol), 5-chlorpyrazolo[1,5-a]pyrimidin-3-karbonitrilu (20,
0,18 g, 1 mmol), (PhsP)4Pd (0,06 g, 5 mol %), uhli¢itanu sodného (0,25 g, 2,4 mmol)
a toluenu (3 ml) byla michana v reakéni vialce pfi 100 € po dobu 10-ti hodin. Poté
byla smés odpafena a odparek smichan s vodou (5 ml). Ten byl dale extrahovan
dichlormethanem (4 x 5 ml) a suSen nad MgSO,. Krystalizaci z methanolu bylo
ziskano 0,25 g latky 11 o t.t. 197-199 <.

Pro C;7H15Ns0 (305,33) vypocteno: 66,87 %C, 4,95 %H, 22,94 %N; nalezeno:
67,03 %C, 5,09 %H, 22,78 %N. 1H NMR (500,13 MHz, CDCl3) 9, ppm: 1,17 t, 3H, J
= 7,2 (CHs), 1,87 s, 3H, (CHsCO), 3,84 q, 2H, J = 7,2 (CH2), 7,38 d, 1H, J = 7,8 (H-
4,754d,1H,J=7,4 (H-6), 7,64 t, 1H, J = 7,8 (H-5"), 8,05 s, 1H (H-2"), 8,19 d, 1H, J
= 7,8 (H-6), 8,41 s, 1H (H-2), 8,82 d, 1H, J = 7,4 (H-7). *C NMR (125,77 MHz,
CDCl3) 9, ppm: 13,2 (CH3), 22,9 (CH3CO), 44,0 (CH,), 83,4 (C-3), 107,6 (C-6), 1127
(CN), 127,1 (C-6"), 127,4 (C-2"), 130,6 (C-5), 131,6 (C-4'), 136,5 (C-7), 137,4 (C-1"),
144,1 (C-3'), 148,2 (C-2), 149,9 (C-3a), 158,4 (C-5), 169,6 (CO). IR (KBr) cm™: v(CH)
3103, 2922, 2853, v(CN) 2227, v(C=0) 1652, v(C=C) + v(C=N) 1626, 1601, 1553,
1522, §(CH) 700. UV Amax (log €): 204 (4,40), 262 (4,48), 302 (3,95). HRMS pro
C17H16N50 (M+H)" vypoéteno: 306,13549, nalezeno: 306,13495.

Postup C) K roztoku 5-oxo0-4,5-dihydropyrazolo[1,5-a]pyrimidin-3-karbonitrilu (22,
0,16 g, 1 mmol) v suchém dioxanu (8 ml) a triethylaminu (0,3 g) v tlakové zkumavce
s argonem byl pfidan PyBroP (Bromo-tris-pyrolidino-fosfoniumhexafluorofosfat, 0,56
g, 5 mmol) a smés byla michana 2 hodiny. Poté byl pfidan N-(3-(4,4,5,5-tetramethyl-
1,3,2-dioxoborolan-2-ylh)fenyl)acetamid (34, 0,275 g, 0,95 mmol), uhli¢itan sodny
(0,53 g, 5 mmol), PdCIy(PhsP), (50 mg, 7 mol %) a voda (2 ml) a vSe bylo nadale
michano dalSi 2 hodiny v tlakové zkumavce s argonem. Déle byla reakéni smés
ponechana michat pfes noc za laboratorni teploty. Tekuty podil byl poté smichan
s EtOAc (25 ml). Nerozpustny podil na sténach zkumavky byl povaren také s EtOAc
(2 x 25 ml) a horké roztoky byly smichany a pfidany k pivodnimu roztoku, ktery byl
dale promyt vodou a su¢en nad MgSO,. Odparek (1,2 g) byl pfeciStén axialni TLC na
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pfistroji CycloGraph (CH,Cl, — aceton v poméru od 20 : 1 po 5 :1). Takto bylo
ziskano 0,22 g (76 %) izozaleplonu o t. t. 194 — 197 <.
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6 Zaver

6.1 Syntéza isozaleplonu

Po zadani tématu této rigordézni prace byla provedena literarni reSerSe a na
jejim zakladé byl vypracovan postup pro syntézu isozaleplonu.

Podstatou pfipravy isozaleplonu je Suzukiho kapling boronové kyseliny 19 s
prislusnym halogenderivatem 20.

Vychozi latkou pro pfipravu halogenderivatu 20 byl 5-amino-1H-pyrazol-4-
karbonitril (5). Ten zahfivanim s 3-ethoxyakrylatem v dimethylformamidu za
pfitomnosti uhli¢itanu cesného poskytl pro nas Zzadouci izomer 22, ktery mohl byt
zahfivanim s fosforoxychloridem pfeveden na latku 20.

Boronovou kyselinu jsme chtéli pfipravit z 3-bromanilinu (25), ktery jsme
nejprve naacetylovali a nasledné naethylovali obvyklym zpusobem. Vznikly N-(3-
bromfenyl)-N-ethylacetamid (21) jsme se pokouSeli pfevést pomoci butyllithia a
methyl nebo isopropylboratu na pfisluSnou boronovou kyselinu, avSak vSechny
pokusy selhaly. Vzdy doSlo pouze k deacetylaci za vzniku 3-brom-N-ethylanilin (27).
Proto jsme se rozhodli ochranit citlivou NH skupinu bud dibenzylaci a nebo pomoci
TMSCI, ale ani tyto pokusy nevedly ke kyZzenému vysledku. Nakonec jsme vyuZili
komer¢né dostupné boronoveé kyseliny 28 a 29. Suzuki-Miyaura kapling kyseliny 28
s pfislusnym halegoenderivatem poskytl poZzadovany 5-(3-Nitrofenyl)pyrazolo[1,5-
a]pyrimidin-3-karbonitril  (30), ktery vSak kvali Spatné rozpustnosti ve vSech
zkouSenych rozpoustédlech nebylo moZzno redukovat na Zadany 5-(3-
aminofenyl)pyrazolo[1,5-a]pyrimidin-3-karbonitril (31). Vyhodné&jSi se ukazalo byt
pouziti boronové kyseliny 29. Ta byla nejprve naacetylovana na latku 33 a nasledny
Suzukiho kapling poskytl latku 32, ktera byla ethylovana na vysledny isozaleplon 11.
Postup, kdy byl nejprve proveden kapling latky 29 s halogenderivatem 20 a poté
acetylace, neni tak vyhodny. NejvyhodnéjSim se zda dalSi postup syntézy
isozaleplonu 11, ktery vedl pfes N-acetyl derivat kyseliny 29, ktery byl podroben
reakci s pinakolem za vzniku pfislusného pinakolesteru 34, ktery byl dale obvyklym
postupem ethylovan. Kapling této latky s chlorderivatem 20 poskytl opét isozaleplon
11. Isozaleplon byl ziskan téz reakci pinakolesteru 35 s oxoderivatem 22 za
pfitomnosti  brom-tris-pyrolidinfosfonium hexafluorfosfatu (PyBroP). Nevyhodou

tohoto postupu je vysoka cena reagencii.

34



6.2 Syntéza zaleplonu r Gznymi metodami

Byla provedena syntéza zaleplonu podle péti dostupnych postupt popsanych
v jednotlivych  patentech liSicich se hlavné pouzitymi rozpoustédly (viz
Experimentalni ¢ast). U kazdého z postupu byl pomoci HPLC sledovan vyskyt
potencialnich necistot a jejich kvantitativni zastoupeni v kazdé smési. V prvnim
pfipadé (metoda A) byla reakce provadéna varem ve vodné-ethanolické kyseliné
chlorovodikové. HPLC analyza vzniklych krystall (A;) ukazala prakticky kvantitativni
zastoupeni pozadované latky — tedy zaleplonu. Po odpafeni mate¢ného louhu byl
v odparku (A,) zjistén taktéz zaleplon a dale jeho polohovy izomer. Ve druhém
postupu (metoda B) byla pouzita kyselina octova jako rozpoustédlo a v suroveé
reakéni smési byl identifikovan zaleplon, opét jeho izomer a zbytek vychozi latky 4.
Pro pokus €islo 3 (metoda C) byla pouzita smés kyseliny octové a vody. V reakéni
smési byl opét pfitomen majoritné zaleplon, dale isozaleplon a dalSi necistota, ktera
byla identifikovana jako latka 18. Vznik této necistoty Ize vysvétlit tak, Ze za
podminek reakce dochazi jednak k deacetylaci zaleplonu na latku 13, jednak
k hydrolyze nitrilu az na pfislusnou kyselinu, ktera ale vzhledem ke své nestabilité
samovolné dekarboxylovala na necistotu 18. V metodé D byla pouzita kyselina
mravenc¢i a voda a analyzou byla zjisténa pfitomnost zaleplonu, isozaleplonu a 2
dalSich necistot. Jednou z nich je desacetylzaleplon 13 a opét necistota 18. Posledni
metoda E byla provadéna za pouziti methanolu, vody a koncentrované kyseliny
chlorovodikové. Ve smési byl identifikovan pouze zaleplon a jeho izomer.

Z hlediska Cistoty se ukazaly byt nejvyhodnéjSi metody A (ethanol, voda, HCI)
a E (methanol, voda, HCI), které obé spocivaji v zahfivani ve vodné alkoholickych
roztocich kyseliny chlorovodikové. Zastoupeni zaleplonu zde bylo nejvyssi a dale se
zde vyskytovala v malém mnoZstvi pouze jedna nedistota a to polohovy izomer
zaleplonu, pfi¢emz tato necistota po ochlazeni a vykrystalovani zaleplonu zUstava
v matec¢nych louzich (viz metoda A). PFi pouziti bezvodé kyseliny octové jako
byl zde vyznamny podil nezreagované vychozi latky 4 (15,92 %). Vzhledem k tomu,
Ze vreakEéni smési nebyl pfitomen aminopyrazol 5, zfejmé za podminek reakce
dochazi kjeho pfeméné na polymerni produkty, ktera nebyly HPLC metodou

zjistitelné. Tomu napovidala i tmava barva reak¢éni smési. U metod B a C byl zjiStén
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nejvyssi vyskyt izomeru zaleplonu, 4,38%, resp. 4,08%. V pfipadé metod C a D byla

jako necistota zjiSténa i latka 18, u metody D byla pfitomna i latka 13.

Tabulka 1. SloZeni suroveé reakéni smési syntézy zaleplonu metodami A-E

Sloucenina _ Metoda
RT (min) § _

(%) A, A, B C D E
Zaleplon 8,901 100,00 | 99,08 79,70 95,45 98,46 99,53
lzomer 9,250 0,92 4,38 4,08 1,21 0,47
Vychozi l. 4 5,037 15,92
Nedistota 18 | Cca 10,4 0,47 0,15
Nedistota 13 Ccal2 0,18

6.3 Zavérecné shrnuti

Tato rigordzni prace spolu s pfedchozi diplomovou praci rozviji téma syntézy
necistot hypnotika zaleplonu. Syntetické prace popisujici syntézu necistot ucinnych
farmaceutickych substanci mohou byt velice dlleZité pfi ziskavani standardd téchto
nedistot. Z tohoto hlediska je podstatné, Ze hlavni poznatky obou praci byly nedavno

také publikovany3*®

. Zvlasté nas potéSilo, Ze syntéza isozaleplonu, ktera je
zaloZzena na Suzuki-Miyaura kaplingu, byla publikovana v mimofadném cisle

Casopisu Heterocycles vénovaném 80. narozeninam profesora Akira Suzukiho.
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