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Аннотация. Разработан метод синтеза производных пиразоло[1,5-а]пиримидина и изучена их 
ингибирующая способность в отношении ряда серин-треониновых киназ.
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Abstract. Developed a method of synthesis of derivatives of pyrazolo [1,5-a] pyrimidine and studied 
for their inhibitory effect on a number of serine-threonine kinases.

Keywords: pyrazolo[1,5-а]pyrimidine, enaminone, immonium ion, inhibitors serine-threonine kinases.

© Шихалиев Х. С., Потапов А. ю., Манахелохе Г. М., 
Вандышев Д. ю.,  2014

Одним из этапов создания лекарственных 
препаратов является биологический скрининг, 
позволяющий выявить перспективные вещества 
для дальнейших исследований [1]. В последние 
годы, в связи с картированием генома человека, 
установлены гены, обеспечивающие экспрессию 
различных ферментов, среди которых на долю 
киназ приходится более 20% [2]. Нарушения нор-
мального протекания процессов фосфорилирова-
ния обуславливает многие патологии, например, 
онкологические, воспалительные, кардиоваску-
лярные заболевания, различные формы диабета и 
др. [3]. Поэтому поиск новых ингибиторов про-
теинкиназ рассматривается как наиболее перспек-
тивное направление создания новых лекарствен-
ных средств. К настоящему времени существует 
весьма незначительное количество введенных в 
клиническую практику лекарственных препара-
тов ингибирующих протеинкиназы, которые при-
меняются для лечения различных заболеваний 
(противоопухолевые, противовоспалительные 
средства) [4,5]. Следует отметить, что все эти пре-
параты содержат один или несколько азагетеро-
циклических фрагментов, причем в большинстве 
случаев таковым является пиримидиновый цикл 
[6-8].

Цель работы - разработка методов синтеза 
функционально замещенных пиразолопиримиди-
нов и тестирование полученных веществ на инги-
бирующую активность серин-треониновых киназ.

мЕТОДИКА ЭКСПЕРИмЕНТА
Контроль за ходом реакций и индивидуаль-

ностью синтезированных веществ осуществляли 
методом ТСХ на пластинах Silufol Uv-254. Спек-
тры ЯМР 1Н регистрировали на приборе Bruker 
ac-300 (300 МГц) в ДМСО-d6, внутренний стан-
дарт - Me4Si. Ингибирующая активность опреде-
лялась методом иммуноферментного анализа – 
EliSa (enzyme-linked immunosorbent assay), для 
которого единственным ограничением является 
достаточная растворимость образцов.

Синтез 2-R1-3-R2-7-R3-пиразоло[1,5-а]пири-
мидинов 4 (общая методика. Смесь 0.005 моль 
аминопиразола 1 и 0.005 моль соответствующего 
енаминона 2 кипятили в уксусной кислоте в тече-
ние 10-50 мин. Образующийся осадок 4 отфиль-
тровывали и перекристаллизовывали из диметил-
формамида.

7-(4-бензилоксифенил)пиразоло[1,5-а]пи-
римидин 4 а. Выход 1.13г (75%), т.пл. 211-2130С. 
Найдено, %: c 74.98, H 5.05, n 14.02. c19H15n3o. 
Вычислено, %: c 75.73, H 5.02, n 13.94. Спектр 
ЯМР 1H (δ, м.д., J/Гц): 6.81 (1Н, д., СН-пиримидин, 
J=8.0), 6.87-7.89 (10Н, м., аром.+СН-пиразол), 
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8.04 (1Н, д., СН-пиразол, J=2.1), 8.74 (1Н, д., СН-
пиримидин, J=8.0). Масс-спектр, m/z 301[М]+.

7 - [ 4 - ( 4 - х л о р б е н з и л ) о к с и ф е н и л ]
пиразоло[1,5-а]пиримидин 4 б. Выход 1.36г 
(81%), т.пл. 220-2220С. Найдено, %: c 68.47, H 
4.16, n 12.57. c19H14cln3o. Вычислено, %: c 
67.96, H 4.20, n 12.51. Спектр ЯМР 1H (δ, м.д., J/
Гц): 6.90 (1Н, д., СН-пиримидин, J=8.0), 6.95 (1Н, 
д., СН-пиразол, J=2.1), 6.99-7.98 (8Н, м., аром.), 
8.05 (1Н, д., СН-пиразол, J=2.1), 8.76 (1Н, д., СН-
пиримидин, J=8.0). Масс-спектр, m/z 335[М]+.

7-(3-нитрофенил)пиразоло[1,5-а]пирими-
дин 4 в. Выход 1.03г (86%), т.пл. 185-1870С. Най-
дено, %: c 60.34, H 3.31, n 23.39. c12H8n4o2. Вы-
числено, %: c 60.00, H 3.36, n 23.32. Спектр ЯМР 
1H (δ, м.д., J/Гц): 6.98 (1Н, д., СН-пиримидин, 
J=8.0), 7.02 (1Н, д., СН-пиразол, J=2.1), 7.13 (1Н, 
м., аром.), 7.92-8.18 (2Н, м., аром.), 8.66 (1Н, с., 
аром), 8.05 (1Н, д., СН-пиразол, J=2.1), 8.76 (1Н, 
д., СН-пиримидин, J=8.0). Масс-спектр, m/z 
240[М]+.

3 - ( 4 - ф т о р ф е н и л ) - 7 - ( 4 - х л о р ф е н и л )
пиразоло[1,5-а]пиримидин 4 г. Выход 1.15г 
(71%), т.пл. 199-2010С. Найдено, %: c 66.19, H 
3.45, n 12.93. c18H11clFn3. Вычислено, %: c 66.78, 
H 3.42, n 12.98. Спектр ЯМР 1H (δ, м.д., J/Гц): 
6.89 (1Н, д., СН-пиримидин, J=8.0), 6.97-7.65 (8Н, 
м., аром.), 8.05 (1Н, с., СН-пиразол), 8.72 (1Н, д., 
СН-пиримидин, J=8.0). Масс-спектр, m/z 323[М]+.

3 - ( 4 - ф то р ф е н и л ) - 7 - ( п и р и д и н - 3 - и л )
пиразоло[1,5-а]пиримидин 4 д. Выход 1.02г 
(70%), т.пл. 203-2050С. Найдено, %: c 70.86, H 
3.78, n 19.24. c17H11Fn4. Вычислено, %: c 70.34, 
H 3.82, n 19.30. Спектр ЯМР 1H (δ, м.д., J/Гц): 
6.94 (1Н, д., СН-пиримидин, J=8.0), 7.15-7.27 
(6Н, м., аром.+2СН-пиридин), 8.09 (1Н, с., СН-
пиразол), 8.33 (1Н, с., СН-пиридин), 8.81 (1Н, д., 
СН-пиримидин, J=8.0), 8.89 (1Н, д., СН-пиридин, 
J=8.1),. Масс-спектр, m/z 290[М]+.

7 - ( фу р а н - 2 - и л ) - 3 - ( 4 - х л о р ф е н и л ) - 2 -
метилпиразоло[1,5-а]пиримидин 4 е. Вы-
ход 1.07г (69%), т.пл. 185-1870С. Найдено, %: c 
66.33, H 3.86, n 13.62. c17H12cln3О. Вычислено, 
%: c 65.92, H 3.90, n 13.57. Спектр ЯМР 1H (δ, 
м.д., J/Гц): 2.55 (3Н, с., СН3), 6.04 (1Н, д., СН-
фуран, J=4.1), 6.68 (1Н, д., СН-фуран, J=4.1), 6.81 
(1Н, д., СН-пиримидин, J=8.0), 7.10-7.19 (5Н, м., 
аром.+фуран), 8.68 (1Н, д., СН-пиримидин, J=8.0). 
Масс-спектр, m/z 309[М]+.

2-этил-3-(4-фторфенил)-7-(пиридин-4-ил)
пиразоло[1,5-а]пиримидин 4 ж. Выход 1.07г 
(76%), т.пл. 177-1790С. Найдено, %: c 71.40, H 

4.79, n 17.53. c19H15Fn4. Вычислено, %: c 71.68, 
H 4.75, n 17.60. Спектр ЯМР 1H (δ, м.д., J/Гц): 
1.25 (3Н, т., СН3, J=7.8), 2.94 (2Н, кв., СН2, J=7.8), 
6.95 (1Н, д., СН-пиримидин, J=8.0), 7.08-7.24 
(6Н, м., аром.+2СН-пиридин), 8.68 (1Н, д., СН-
пиримидин, J=8.0), 8.75 (2Н, д., 2СН-пиридин, 
J=7.2). Масс-спектр, m/z 309[М]+.

Общая методика определения ингибирую-
щей активности по отношению к серин-трео-
ниновым киназам по методу ELISA. Реакцию по 
определению киназной активности проводили в по-
липропиленовых планшетах (costar, 3363) в реакци-
онном буфере (20 мM HEPES, pH 7.5, 15 мM Mgcl2, 
2 мM Dtt, 0.2 мМ na3vo4, 0.005% triton X-100) 
в течение 60 минут при 30оС и интенсивном пере-
мешивании. Конечная концентрация компонентов 
реакции: 0.05 мкг/мл соответствующей киназы, 5 
нМ биотинилированный субстрат Histon H3 (1-21) 
(anaspec, 61702), 150 мкМ atP (Sigma, a6419), 10 
мкМ анализируемое соединение, 5% ДМСО.

Ферментативную реакцию останавливали 
буфером, содержащим 20 мM HEPES (Sigma, 
H4034), pH 7.5 и 150 мM EDta (Sigma, E5513).

Далее для детекции фосфорилированного суб-
страта реакционную смесь переносили в заранее 
подготовленные планшеты (nunc, 468667), по-
крытые нейтравидином (1 нг/лунку; Pierce, 31000) 
и обработанные бычьим сывороточным альбуми-
ном (BSa) для блокирования мест неспецифи-
ческого связывания. Инкубацию проводили в те-
чение часа при комнатной температуре. После 
трехкратной отмывки планшетов фосфатно-со-
левым буфером (PBS) с tween-20, последователь-
но проводили инкубацию с anti-phospho-Histon 
H3 антителами (0.3 нг/мкл; Millipore, 04-746), 
и со специфическими антителами, конъюгиро-
ванными ферментом-меткой (пероксидаза) anti-
rabbit igG, HrP-linked antibody (титр 1/5000; cell 
Signaling,7074). После завершения каждой стадии 
инкубации (60 минут при комнатной температу-
ре и постоянном перемешивании) платы трижды 
отмывали от несвязавшихся молекул антител рас-
твором PBS с tween-20 и добавляли по 100 мкл 
субстрата ТМБ (Sigma, t8768), приготовленного 
по инструкции производителя.

Перед измерением оптической плотности 
проводили остановку реакции с помощью 0.5 М 
Н2SО4. Оптическую плотность раствора опреде-
ляют при λ=450 нм с использованием планшет-
ного спектрофотометра (tEcan Safire). Полу-
ченные данные обрабатывали и импортировали в 
программу HtScalc.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Одним из стратегических подходов к фор-

мированию пиримидинового цикла является 
взаимодействие 1,3-n,n-бинуклеофилов с раз-
личными енаминонами. Нами установлено, что 
енаминоны линейного строения 2 а-ж реагиру-
ют с аминопиразолами 1 а-г региоселективно, 
с образованием соответствующих пиразолопи-
римидинов. Предполагается, что данное взаи-
модействие включает стадию замещения диме-
тиламиногруппы фрагментом аминопиразола 
с образованием промежуточного енаминона 3 
(схема 1), после чего следует внутримолекуляр-
ное замыкание пиримидинового цикла с отще-
плением молекулы воды, приводящее к образо-
ванию конечных 2-r1-3-r2-7-r3-пиразоло[1,5-а]
пиримидинов 4 а-ж. Оптимальными условиями 
проведения реакции является нагревание в сре-
де уксусной кислоты, причём в большинстве 
случаев продолжительность реакции составля-
ла 10-15 минут. Применение других полярных 
растворителей (спирты, диоксан) увеличивало 
время реакции до нескольких часов и снижало 
выход целевых пиразоло[1,5-а]пиримидинов 
4. Каталитические свойства уксусной кислоты 
можно объяснить протонированием енамина 2 
по β-положению винильной группы с образова-
нием высокоэлектрофильного иммониевого иона 
I, взаимодействующего далее с нуклеофильной 
аминогруппой пиразола 1.

В качестве модельных объектов для тестиро-
вания синтезированных соединений на ингиби-
рование ферментной активности были выбраны 
следующие серин-треониновые киназы: aurora a, 
cdc7, JnK3, p38alpha, lcK, PiM1.

Ингибирующая активность определялась 
методом иммуноферментного анализа – EliSa 
(enzyme-linked immunosorbent assay), для которо-
го единственным ограничением является доста-
точная растворимость образцов.

В таблице 1 приведены результаты первично-
го биологического исследования для синтезиро-
ванных веществ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Установлено, что синтезированные 2-r1-3-

r2-7-r3-пиразоло[1,5-а]пиримидины 4 а-ж об-
ладают средней активностью при ингибирова-
нии большого числа серин-треониновых киназ. 
Максимальной ингибирующей активностью в 
отношении JnK3 обладает соединение 4б с 4-cl-
бензилоксифенильным заместителем в пирими-

Таблица 1
Результаты первичного биологического скрининга

№ 
соединения Киназа Ингибирующая 

активность, %

4а

aurora a 9
cdc7 13
JnK3 4

p38alpha -2
lcK 23
PiM1 -4

4б

aurora a 2
cdc7 19
JnK3 38

p38alpha -31
lcK 5
PiM1 12

4в

aurora a 27
cdc7 6
JnK3 3

p38alpha 0
lcK -
PiM1 -9

4г

aurora a -3
cdc7 9
JnK3 21

p38alpha 13
lcK 45
PiM1 4

4д

aurora a -6
cdc7 5
JnK3 7

p38alpha 12
lcK 4
PiM1 -7

4е

aurora a 8
cdc7 11
JnK3 2

p38alpha 13
lcK 6
PiM1 -11

4ж

aurora a -15
cdc7 2
JnK3 31

p38alpha 16
lcK 25
PiM1 -9

диновом цикле, а в отношении lcK – соединение 
4г с 4-cl-фенильным заместителем в пиримиди-
новом цикле и 4-F-фенилзамещенным пиразоль-
ным кольцом.

Синтез пиразоло[1,5-а]пиридинов 
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