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ĮVADAS 

Per pastarąjį dešimtmetį peptidai tapo svarbūs kaip terapeutiniai agentai, 

gebantys susijungti su receptoriais ar atlikti inhibitoriaus vaidmenį sudarant 

baltymas-baltymas ryšį [1]. Bioaktyvūs peptidai užpildo receptoriaus aktyvųjį 

centrą, kurio neretai negali užpildyti mažos molekulinės masės vaistų molekulės 

[2]. Tačiau neretai bioaktyvūs peptidai negali kirsti epitelinio barjero dėl didelės 

molekulinės masės, mažo tirpumo, funkcinių grupių gausos [3]. Dėl šių priežasčių 

tik keletas peptidų pagrindu sukurtų vaistų yra naudojami orališkai. Natūraliai 

aptinkamų peptidų biologinis aktyvumas ir metabolinis stabilumas didinamas į 

struktūrą įvedant sintetinių amino rūgščių ir struktūrą stabilizuojančių elementų 

[1]. Peptidų sąveika su kitomis biologiškai aktyviomis molekulėmis atveria 

platesnes chemines galimybes – panaudojamas peptidų gebėjimas kuo tiksliau 

užpildyti receptorių aktyviuosius centrus ir mažų molekulių gebėjimas pereiti 

membranas. Šie nauji baltymų pagrindu sukurti vaistai vadinami biologiniais, 

pvz., insulinas, augimo hormonai ir įvairūs antikūniai [4]. 

Sintetinės amino rūgštys plačiai naudojamos kuriant įvairius farmacijos 

produktus. Esanti laisva karbonilo grupė suteikia junginiui biologinį aktyvumą. Jų 

taip pat gali būti įterpiama į linijinius ar ciklinius biologiškai aktyvius peptidus. 

Sintetinės amino rūgštys gali būti naudojamos tiriant baltymų struktūrą, dinamiką 

bei baltymų sąveikas ir modeliuojant baltymų aktyvumą biologinėse ląstelėse. 

Sintetinės amino rūgštys kuriamos remiantis natūraliai aptinkamų amino rūgščių 

struktūromis ar modeliuojant susijusių junginių chemines modifikacijas [5]. Visų 

sintetinių amino rūgščių struktūros turi atitikti Lipinskio taisykles, įskaitant 

molekulinę masę (<500 Da), vandenilinio ryšio sudarymo skaičių, laisvai 

besisukančių jungčių skaičių [6]. 

Sintetinių amino rūgščių, turinčių heterociklo fragmentą, įvairovė yra ribota 

dėl naudojamų tų pačių lengvai komerciškai prieinamų pradinių medžiagų [6]. 

Norint sukurti kuo įvairesnę junginių biblioteką, hidrazinų bei hidrazidų 

ciklizacijos reakcijos tampa svarbios sintezės dalys. 

Svarbu paminėti, kad gautos organinės molekulės su farmakoforiniais 

heterocikliniais žiedais gali būti naudojamos ne tik peptidams gaminti, bet gali 

pasižymėti vertingomis biologinėmis savybėmis. 

Pagrindinis darbo tikslas: 

Atlikus hidrazinų ciklizacijos ir / ar alkilinimo reakcijas, gauti pirmtakų 

bibliotekas peptidų sintezei bei susintetinti potencialiai biologiškai aktyvius 

indolo 1,3,4-oksadiazolus. 

Tikslui pasiekti buvo iškelti šie uždaviniai: 

1. Susintetinti naujus 5-[1-(tret-butoksikarbonil)azetidin-3-il]-1H-pirazol-

3-karboksilatus atliekant N-alkilinimo reakcijas. 
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2. Susintetinti naujas amino rūgštis, turinčias pirazolo ir azetidino 

fragmentus. 

3. Susintetinti naujas amino rūgštis, turinčias pirazolo ir piperidino 

fragmentus. 

4. Susintetinti pirazol[4,3-c]piridiną atliekant N-alkilinimo reakcijas. 

5. Susintetinti 5-[(1H-indol-3-il)metil]-1,3,4-oksadiazol-2(3H)-tionus ir 

atlikti S-alkilinimo reakcijas. 

6. Aptarti naujai susintetintų 2-[(1H-indol-3-il)metil]-5-(alkiltio)-1,3,4-

oksadiazolų antioksidacines savybes. 

Darbo mokslinis naujumas ir praktinė reikšmė 

Sukurtas efektyvus sintetinių amino rūgščių sintezės būdas iš lengvai 

prieinamų pradinių junginių. 5-[1-(tret-Butoksikarbonil)azetidin-3-il]-1H-pirazol-

3-karboksilatas gautas iš komerciškai prieinamo N-Boc azetidino 3-karboksilato 

atlikus 5 žingsnių sintezę. Atlikus šio pirazolo N-alkilinimą su įvairiais alkilo 

halogenidais, susidarė du chromatografiškai atskiriami regioizomerai, tinkami 

pamatinių struktūrų bibliotekai. Komercinis N-Boc-3-jodazetidinas buvo 

panaudotas kaip N-alkilinimo agentas reakcijose su įvairiais komerciniais pirazolo 

ir indazolo karboksilatais, siekiant praplėsti sintetinių amino rūgščių įvairovę. 

Junginiai, turintys pirazolo ir piperidino fragmentų, buvo gauti atlikus N-

alkilinimo reakcijas su mezilatu. Pirazol[4,3-c]piridinas buvo gautas iš komercinio 

tret-butilo 4-oksopiperidin-1-karboksilato, katalizuojant ličio 

bis(trimetilsilil)amidu. Atlikus pirazol[4,3-c]piridino N-alkilinamą įvairiais alkilo 

halogenidais, susidarė du chromatografiškai atskiriami regioizomerai, tinkami 

pamatinių struktūrų bibliotekai. 3-Indolilacto rūgšties karbonilo grupė buvo 

transformuota į 1,3,4-oksadiazolo žiedą, gaunant biologiškai aktyvius junginius, 

pasižyminčius antioksidacinėmis savybėmis. Visų naujai gautų junginių 

struktūros patvirtintos išsamiais BMR spektroskopijos metodais, gautų 

regioizomerų struktūros patvirtintos šiuolaikiniais organinių junginių BMR 

spektrometrijos metodais, atlikti 1H, 1H-NOESY, 1H, 13C-HMBC ir 1H, 15N-

HMBC eksperimentai. 

Ginamieji teiginiai: 

1. 5-[1-(tret-Butoksikarbonil)azetidin-3-il]-1H-pirazol-3-karboksilatas ir 5-

(tret-butil) 3-etil 1,4,6,7-tetrahidro-5H-pirazolo[4,3-c]piridin-3,5-dikarboksilatas 

yra patrauklios pradinės medžiagos sintetinėms amino rūgštims gauti. 

2. N-Boc-3-Jodazetidinas ir N-Boc-4[(metilsulfonil)oksi]piperidinas 

dalyvauja N-alkilinimo reakcijose. 

3. S-Alkilinimo reakcijos produktai 2-[(1H-indol-3-il)metil]-5-(alkiltio)-

1,3,4-oksadiazolai yra biologiškai aktyvūs junginiai. 
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1. TYRIMŲ REZULTATAI IR JŲ APTARIMAS 

1.1 Pirazolo-azetidino darinių sintezė 

Pirazolo karboksilatai plačiai naudojami kuriant agrochemijos bei 

farmacijos agentus [7]. Pavyzdžiui, indolo pakaitą turintis pirazolo karboksilatas 

I pasižymi priešvėžiniu [8], o N-pakeistas pirazolo karboksilatas II pasižymi 

antibakteriniu aktyvumu [9] (1 pav.). 

Azetidinas – tai keturnaris aza-heterociklas, plačiai naudojamas organinėje 

chemijoje, kuriant heterociklinių junginių blokus bei vaistus [6]. Azetidino 

fragmentai naudojami natūraliai aptinkamų amino rūgščių analogų, tokių kaip 4-

aminobutano rūgšties (γ-aminobutirinė rūgštis, GABA) ir 3-aminopropano 

rūgšties (β-alaninas) [6, 10], sintezėje. Vienas iš pavyzdžių tai puikiai žinomas 

azetidino fragmentą turintis antihipertenzinis vaistas – azelnidipinas III (1 pav.) 

[11]. Taip pat Faustas su kolegomis susintetino GABA įsisavinimo inhibitorių IV 

[10]. 

 

1 pav. Biologiškai aktyvių, pirazolo karboksilato bei azetidino fragmentą turinčių, 

junginių struktūros 

Tikėtina, kad sujungus pirazolą su azetidinu, galima gauti patrauklios 

struktūros junginius, tačiau literatūroje trūksta duomenų apie šiuos darinius. Tad 

siekiant užpildyti šią spragą buvo nuspręsta sukurti pirazolo-azetidino blokus. 

1.1.1. N-Alkil-1H-pirazol-5-karboksilatų sintezė 

Šiame poskyryje pateikiama pirazolo karboksilatų, turinčių azetidin-3-ilo 

pakaitą 3 ar 5-oje pozicijoje, sintezė. 

Vienas iš būdų gauti pirazolo karboksilatus yra Michaelio ciklizacijos 

reakcija tarp hidrazino ir α,β-nesotaus ketono [12]. Pirmiausia, pagal literatūroje 

aprašytą metodiką [13], N-Boc azetidino 3-karboksirūgštis (1) transformuota į 

ketoną 2, kuris toliau veikiamas NaOEt ir dietiloksalatu, gaunant enolinę junginio 

3 formą (1 schema). Atlikus nesotaus ketono 3 kondensaciją su hidrazino hidratu 

etanolio ir acto rūgšties mišinyje (4/0,1, v/v) [14], gautas tikslinis produktas 4. 

priešvėžinis 
 aktyvumas 

antibakterinis 
aktyvumas 

GABA įsisavinimo 
inhibitorius 
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1 schema. 5-[1-(tret-Butoksikarbonil)azetidin-3-il]-1H-pirazol-3-karboksilato (4) sintezė 

Gavus pradinį junginį 5-[1-(tret-butoksikarbonil)azetidin-3-il]-1H-pirazol-

3-karboksilatą (4), toliau buvo atliktos N-alkilinimo reakcijos su skirtingais alkilo 

halogenidais (2 schema). Atlikus pirazolo 4 N-alkilinimus, buvo gauti 

regioizomerų mišiniai 5a–f ir 6a–f. Junginių 5a–f išeiga buvo didesnė nei 60 %, o 

6a–f – nesiekė 14 %. Svarbu paminėti tai, kad pagrindiniai produktai 5a–f 

formavosi ties N-2 azoto atomu, lyginant su pradiniu junginiu. 

 
 a b c d e f 

R       
temperatūra, ºC 90 100 40 40 100 100 

junginio 5 išeiga, % 91 77 63 70 78 67 

junginio 6 išeiga, % 9 15 14 11 5 14 

2 schema. 5-[1-(tret-Butoksikarbonil)azetidin-3-il]-1H-pirazol-3-karboksilato (4) N-

alklinimas 

Stebimas žymus sulaikymo koeficiento skirtumas tarp gautų regioizomerų 

5a–f ir 6a–f, pvz., 5a Rf = 0,54, tuo tarpu 6a Rf = 0,14. Dėl šios priežasties 

regioizomerai lengvai gryninami kolonėlinės chromatografijos metodu. 

Regioizomerų 5a–f ir 6a–f struktūros patvirtintos naudojant 1H, 13C-HMBC 

ir 1H, 15N-HMBC spektroskopijos metodus. Pavyzdžiui, junginio 5a 1H, 13C-

HMBC spektre stebima stipri izobutilo grupės CH2 protono (4,24–4,36 m. d.) 

sąveika su pirazolo C-5 anglimi ties 151,8 m. d. (2 pav.). Taip pat 1H, 15N-HMBC 

spektre stebima izobutilo grupių CH2 ir CH (2,13–2,23 m. d.) protonų koreliacija 

su N-1 azotu ties -167,7 m. d. Tuo tarpu azetidino 3-H protonas per du ryšius 

sąveikauja su C-3 anglimi ties 133,4 m. d. (1H, 13C-HMBC spektras) ir su N-2 

azotu ties -63,0 m. d. (15N-HMBC spektras). Tuo tarp junginio 6a 1H, 13C-HMBC 

spektre stebimos šios sąveikos: izobutilo grupės CH2 protono stipri sąveika (per 

tris ryšius) su pirazolo C-5 anglimi ties 145,0 m. d. ir azetidino 3-H protono 

sąveika (per du ryšius) su pirazolo C-5 anglimi. 1H, 15N-HMBC spektre stebimos 

izobutilo CH protono ir azetidino 3-H protono sąveikos su N-1 azotu ties -166,8 

m. d. 

 

rūgštis 
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2 pav. Junginių 5a ir 6a 1H, 13C-HMBC ir 1H, 15N-HMBC koreliacijos 

Išanalizavus 1H, 13C-HMBC ir 1H, 15N-HMBC spektrus, buvo pastebėtas 

sąveikų dėsningumas, t. y. kai alkilo pakaitų protonai turi sąveiką su pirazolo 

anglimi, prie kurios prijungta karboksilo grupė (C-5, 2 pav. 5a), susidaro 5a–f 

junginiai. Tuo tarpu, kai azetidino 3-H protonas ir alkilo pakaito protonai 

koreliuoja su ta pačia pirazolo anglimi (2 pav. 6a), gaunami 6a-f junginiai. 

1.1.2. Pirazolo ir indazolo karboksilatų N-alkilinimas N-Boc-3-

jodazetidinu 

Neseniai mes publikavome heterociklų N-alkilinimo reakcijas, kurių metu 

gaunamos naujos sintetinės amino rūgštys, kurios gali būti naudojamos kaip 

pamatinės struktūros [6]. Šiame poskyryje bus nagrinėjamos įvairių komerciškai 

prieinamų pirazolo ir indazolo karboksilatų N-alkilinimo reakcijos su N-Boc-3-

jodazetidinu. 

Siekiant rasti optimalų sintezės kelią, pirazolo karboksilatams gauti, buvo 

atliktas reakcijos sąlygų optimizavimas. Pirmiausia, pagal standartines Mitsunobu 

reakcijos sąlygas (diizopropilo azodikarboksilatas (DIAD), PPh3, DCM), pirazol-

5-karboksilatas 7 buvo jungiamas su N-Boc-3-hidroksiazetidinu 8a (3 schema, 1 

lentelė) [15]. Buvo gauti du regioizomerai 9 ir 10, santykiu 2 : 1, kurių išeiga, deja, 

neviršijo 41 % (1 lentelė, 1 eilutė). Toliau buvo nuspręsta transformuoti alkoholį 

8a į mezilatą 8b standartinėmis alkoholių mezilinimo sąlygomis [16], taip gaunant 

aktyvų nukleofilinį agentą. Jis toliau buvo jungtas su pirazolo karboksilatu 7 kaip 

baze naudojant Cs2CO3 dimetilformamide. Reakcijos metu susidarė du 

regioizomerai 9 ir 10. Junginio 9 išeiga sumažėjo iki 12 %, o junginio 10 išeiga 

padidėjo iki 46 % (1 lentelė, 2 eilutė). Kitas būdas gauti N-pakeistus pirazolo 

karboksilatus yra N-alkilinimo reakcijos įvairiais alkilo halogenidais. Dėl šios 

priežasties buvo pasirinktas komercinis jodidas 8c. N-Alkilinimo reakcija su N-

Boc-3-jodazetidinu 8c buvo vykdyta dimetilformamide naudojant Cs2CO3. 

Susidarė du tiksliniai produktai 9 ir 10 kiekybiniu santykiu 1 : 1, abiejų junginių 

išeigos didesnės nei 40 % (1 lentelė, 3 eilutė). Pakeitus Cs2CO3 į K2CO3 ir įprastinį 

reakcijos kaitinimą į kaitinimą mikrobangomis, geresnių rezultatų nepavyko gauti 

(1 lentelė, 4 ir 5 eilutės). 
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3 schema. Pirazolo karboksilatų 9 ir 10 sintezė 

1 lentelė. Pirazolo karboksilatų 9 ir 10 gavimo sąlygų optimizavimas 

Eil. nr. Y Reakcijų sąlygos Junginio 9 

išeiga, % 

Junginio 10 

išeiga, % 

1. OH DIAD, PPh3, DCM, k. t., 48 val.  29 12 

2. OMs Cs2CO3, DMF, 100 ºC, 5 val. 12 46 

3. I Cs2CO3, DMF, 100 ºC, 6 val. 44 40 

4. I Cs2CO3, DMF, MB, 40 ºC, 1 val. 31 20 

5. I K2CO3, DMF, 100 ºC, 6 val. 34 41 
*8a, metansulfonilo chloridas, TEA, DCM, k. t., 2 val. [16] 

Optimaliomis reakcijų sąlygomis toliau buvo atliktas kitų pirazolo 

karboksilatų 11a–d N-alkilinimas (4 schema). Kaitinant jodidą 8c 

dimetilformamide su pirazolo karboksilatais 11a–d esant Cs2CO3, buvo gauti 

regioizomerų 12a–d ir 13a–d mišiniai. Kai pirazole ties C-3 ir C-4 anglimi yra 

prijungtas metilo pakaitas, susidarė tiksliniai produktai 12a, b ir 13a, b panašiomis 

išeigomis. Tačiau pirazole ties C-3 anglimi metilo pakaitą pakeitus į (hetero)arilą, 

N-alkilinimo reakcijos labiau vyko į N-1 azoto atomo padėtį nei į N-2 azoto padėtį 

ir susidarė pagrindiniai regioizomerai 12c ir 12d, kurių išeiga didesnė nei 60 %. 

Taip pat buvo išskirti ir antri izomerai 13c ir 13d, tačiau jų išeigos neviršijo 5 %. 

 
 a b c d 

R 
 H   

R1 H  H H 

junginio 12 išeiga, % 45 30 70 63 

junginio 13 išeiga, % 27 26 4 5 

4 schema. Pirazolo karboksilatų 11a–d N-alkilinimas 

Gautų regioizomerų 9, 10, 12a–d ir 13a–d struktūros patvirtintos naudojant 
13C-HMBC ir 1H, 15N-HMBC spektroskopijos metodus. Pavyzdžiui, junginio 12a 
1H, 13C-HMBC spektre azetidino žiedo 3-H protonas per tris ryšius sąveikauja su 

pirazolo C-5 anglimi ties 132,2 m. d., tuo tarpu metilo grupė per du ryšius 

koreliuoja su pirazolo C-3 anglimi ties 148,0 m. d. (3 pav.). Pirazolo 4-H protonas 

(5,63 m. d.) per du ryšius sąveikauja su pirazolo C-3 ir C-5 anglimis (148,0 m. d. 

žiūrėti lentelę 
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ir 132,2 m. d.) ir per tris ryšius sąveikauja su metilo grupės anglimi (3-CH3, 13,6 

m. d.). 1H, 15N-HMBC spektre stebimos šios koreliacijos: azetidino žiedo CH2 

grupės protonų su N-1 azotu ties -169,9 m. d., azetidino žiedo 3-H ir 3-CH3 

protonų su N-2 azotu ties -68,6 m. d. Tuo tarpu junginio 13a 1H, 13C-HMBC 

spektre stebima azetidino žiedo 3-H protono (4,98–5,07 m. d.) stipri sąveika per 

tris ryšius su pirazolo C-5 anglimi ties 140,0 m. d. 1H, 15N-HMBC spektre 

stebimos sąveikos: tarp pirazolo metilo grupės protonų (5-CH3, 2,28 m. d.) ir 

azetidino žiedo CH2 grupės protonų (4,49–4,58 m. d.) su N-1 azotu ties -162,9 m. 

d., azetidino žiedo 3-H protono (4,98–5,07 m. d.) su N-2 azotu ties -71,8 m. d. 

 

3 pav. Junginių 12a ir 13a 1H, 13C-HMBC ir 1H, 15N-HMBC koreliacijos 

Siekiant praplėsti pirazolo karboksilatų, turinčių azetidino žiedą, pirmtakų 

biblioteką, buvo atliktos indazolų karboksilatų N-alkilinimo reakcijos. Indazolo 

karboksilatų struktūra susideda iš pirazolo ir benzeno žiedų, kurie yra svarbūs 

užpildant fermentų aktyviuosius centrus [17]. Taip pat verta pažymėti, kad 

karboksilo grupė gali būti išdėstyta platesniu plokštumos diapazonu nei pirazolo 

karboksilatuose. 

Atsižvelgiant į prieš tai aptartų reakcijų eigą, indazolo karboksilatai 14a–d 

jungiami su N-Boc-3-jodazetidinu 8c, esant bazei Cs2CO3 (5 schema). Reakcijos 

metu gauti chromatografiškai atskiriami tiksliniai produktai 15a–d ir 16a–d, kurių 

išeigos atitinkamai neviršijo 55 % ir 30 %. 

 

5 schema. Indazolo karboksilatų 14a–d N-alkilinimas 

Regioizomerų 15a–d ir 16a–d struktūros patvirtintos naudojant 1H, 13C-

HMBC, 1H, 13C-HSQC ir 1H, 15N-HMBC spektroskopijos metodus. Pavyzdžiui, 

junginio 15d 1H, 13C-HSQC spektre stebima indazolo 3-H protono (8,13 m. d.) 
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sąveika per vieną ryšį su indazolo C-3 anglimi ties 134,4 m. d. ir indazolo 7-H 

protono (8,18 m. d.) sąveika su indazolo C-7 anglimi ties 111,2 m. d. (4 pav.). 1H, 
13C-HMBC spektre stebima koreliacija tarp azetidino 3-H protono ir indazolo C-

7a anglimi ties 139,1 m. d. 1H, 15N-HMBC spektre matomos azetidino 3-H protono 

sąveikos per du ryšius su N-2 azotu ties -61,8 m. d. ir per tris ryšius su N-1 azotu 

ties -195,2 m. d. Tuo tarpu junginio 16d 1H, 13C-HMBC spektre stebima azetidino 

3-H protono (5,30–5,39 m. d.) sąveika su indazolo C-3 anglimi ties 122,3 m. d. 
1H, 15N-HMBC spektre stebima azetidino 3-H protono koreliacija su N-1 ir N-2 

azotais atitinkamai ties -94,8 m. d. ir -148,5 m. d. 

 

4 pav. Junginių 15d ir 16d 1H, 13C-HSQC, 1H, 13C-HMBC ir 1H, 15N-HMBC 

koreliacijos 

Kitas būdas praplėsti pirmtakų biblioteką yra Suzuki-Miyaura kryžminio 

jungimo reakcijos su halogenintais substratais ir (hetero)arilo boro rūgštimis. Dėl 

šios priežasties N-alkilinti produktai 9 ir 10 buvo pasirinkti kaip pradinės 

medžiagos halogeninimo reakcijoms atlikti (6 schema). Literatūroje galima rasti 

keletą pirazolo brominimo pavyzdžių. Pirazolas gali būti veikiamas Br2 vandeniu 

[18] ar NBS organiniame tirpiklyje tokiame kaip chloroformas, acetonas, 

tetrachlormetanas [19], etilo acetatas ir tetrahidrofuranas [20]. Šiame darbe N-

(azetidin-3-il)pirazolo karboksilatai 9 ir 10 buvo veikiami N-bromsukcinimidu 

acetonitrile pagal koreguotą literatūroje aprašytą metodiką [21]. Brominimo 

reakcijos metu atitinkamai gauti tiksliniai produktai 17 ir 18. Verta paminėti, kad 

reakcijos metu nebuvo pastebėta N-Boc apsauginės grupės skilimo. 
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6 schema. N-(Azetidin-3-il)pirazolo karboksilatų 9 ir 10 brominimas 

Brominto junginio 17 struktūra patvirtinta naudojant 1,1-ADEQUATE ir 
1H, 13C-HSQC spektroskopijos metodus. 1H, 13C-HSQC spektre stebimas pirazolo 

3-H protono (7,61 m. d.) sąveika su pirazolo C-3 anglimi ties 141,0 m. d. (5 pav.). 

1,1-ADEQUATE spektras, kuris parodo sąveikas tarp tretinės bei ketvirtinės 

anglių22, atskleidė tretinės pirazolo C-3 anglies (141,0 m. d.) sąveiką su ketvirtine 

pirazolo C-4 anglimi ties 100,3 m. d. Jei būtų susidaręs produktas Y, 1,1-

ADEQUATE spektre būtų stebimos dvi sąveikų poros: C-4 su C-3 ir C-4 su C-5. 

 

5 pav. Junginio 17 1H, 13C-HSQC bei 1,1-ADEQUATE koreliacijos 

Brominto junginio 18 struktūra buvo patvirtinta naudojant 1H, 1H-NOESY 

ir 1H, 13C-HMBC spektroskopijos metodus. 1H, 1H-NOESY spektre stebima NOE 

sąveika tarp pirazolo 5-H protono ir azetidino Ha ir 3-H protonų (6 pav.). 1H, 13C-

HMBC spektre per tris ryšius stebima 5-H protono sąveika su azetidino C-3 

anglimi. Jei būtų susidaręs produktas Z, pirazolo 4-H protonas turėtų tik vieną 

NOE sąveiką su azetidino 3-H protonu [23]. 
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6 pav. Junginio 18 1H, 13C-HMBC ir 1H, 1H-NOESY koreliacijos 

Gavus N-(azetidin-3-il)-4-brompirazolo karboksilatus 17 ir 18, toliau buvo 

vykdomos Pd katalizuojamos kryžminio jungimo reakcijos su organinėmis borono 

rūgštimis (7 schema). Substratas 17 jungiamas su fenilborono rūgštimi dioksane, 

esant bazei K3PO4, katalizuojant Pd(PPh3)4. Reakcijos metu gautas produktas 19a, 

kurio išeiga siekė 93 %. Atlikus jungimus su tiofen-3-ilborono rūgštimi ir 3,6-

dihidro-2H-piran-4-borono rūgštimi, buvo gauti tiksliniai produktai 19b ir 19c 

geromis išeigomis (48 % ir 86 %). Tuo tarpu atlikus jungimus su kitu pradiniu 

junginiu 18, gauti tiksliniai produktai 20a–c geromis išeigomis. 

 
 a b c 

R2 

   

junginio 19 išeiga, % 93 48 86 

junginio 20 išeiga, % 29 35 52 

7 schema. Suzuki kryžminio jungimo reakcijos 

Apibendrinant pasakytina, kad pirazolo ir indazolo karboksilatai lengvai N-

alkilinami su 3-jodazetidinu, susidarant dviem chromatografiškai atskiriamiems 

regioizomerams. Regioizomerų struktūros patvirtintos naudojant BMR 

spektroskopijos metodus, tokius kaip 1H, 1H-NOESY, 1H, 13C-HMBC ir 1H, 15N-

HMBC. 

1.2 Pirazolo-piperidino darinių sintezė 

Šešianaris piperidino žiedas yra svarbi pamatinė struktūra organinėje 

sintezėje. Piperidino fragmentai aptinkami natūraliai randamuose alkaloiduose, 

kurie gali būti naudojami kaip insekticidai, antibakteriniai ir priešgrybeliniai 

junginiai, pasižymi aktyvumu prieš ŽIV [24]. Piperidinas yra vienas iš labiausiai 

naudojamų fragmentų kuriant mažos molekulinės masės medikamentus [25]. 
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Sujungus piperidiną su pirazolu per azoto atomą, gaunamos mažos molekulinės 

masės biologiškai aktyvios molekulės. Pavyzdžiui, Xalkori™ (krizotinibas, PF-

02341066) V naudojamas plaučių vėžiui gydyti [26], etilo 5-fenil-1-(piperidin-4-

il)-1H-pirazol-4-karboksilatas VI pasižymi antibakteriniu aktyvumu prieš S. 

aureus, B. subtilis, E. coli ir P. aeruginosa bakterijų kultūras [27] (7 pav.). 

 

7 pav. Biologiškai aktyvių pirazolo-piperidino darinių struktūros: krizotinibas V ir 

etilo 5-fenil-1-(piperidin-4-il)-1H-pirazol-4-karboksilatas VI 

1.2.1. Alkilo N-(1-Boc-piperidin-4-il)pirazolo karboksilatų sintezė ir 

struktūrų identifikavimas 

Remiantis ankstesniu poskyriu (1.1.2. poskyris), buvo nuspręsta susintetinti 

naujus pirazolo karboksilatų pirmtakus, kuriuose azetidino žiedas pakeičiamas į 

šešianarį piperidino žiedą. 

N-(1-Boc-Piperidin-4-il)pirazolo karboksilato 23 sintezė prasidėjo nuo 

reakcijų sąlygų optimizavimo (8 schema, 2 lentelė). Pirmiausia buvo atlikta 

Mitsunobu reakcija, kur pirazol-4-karboksilatas 21 jungiamas su N-Boc-4-

hidroksipiperidinu 22a naudojant DIAD, PPh3 ir dichlormetaną kaip tirpiklį, 

susidarant tiksliniam produktui 23, kurio išeiga siekė 35 % (2 lentelė, 1 eilutė) 

[15]. Antras būdas gauti pirazolą 23 yra naudoti mezilatą 22b, kuris gaunamas 

OH- funkcinę grupę pakeitus į mezilatą pagal anksčiau minėtą procedūrą [16]. 

Junginį 21 paveikus nukleofiliškai aktyviu agentu 22b, esant Cs2CO3 

dimetilformamide, gautas junginys 23, kurio išeiga didesnė nei 40 % (2 lentelė, 2 

eilutė). Taip pat alkoholį 22a pagal literatūroje aprašytą metodiką [28] galima 

transformuoti į jodidą 22c. Deja, atlikus pirazolo 21 N-alkilinimo reakciją su N-

Boc-4-jodpiperidinu (22c), tikslinis produktas 23 nesusidarė (2 lentelė, 3 eilutė). 

Darome prielaidą, kad jodidas 22c yra nestabilus esant aukštai reakcijos 

temperatūrai (100 ºC), todėl tolesnės N-alkilinimo reakcijos vykdytos naudojant 

mezilatą 22b. 

  

priešvėžinis aktyvumas 
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8 schema. Pirazolo karboksilato 23 sintezė 

2 lentelė. Pirazolo karboksilato 23 reakcijos sąlygų optimizavimas 

Eil. nr. Y Reakcijos sąlygos Junginio 23 išeiga, % 

1. OH DIAD, PPh3, DCM, k. t., 48 val.  35 

2. OMs Cs2CO3, DMF, 100 ºC, 6 val. 43 

3. I Cs2CO3, DMF, 100 ºC, 6 val. - 
*22a, metansulfonilo chloridas, TEA, DCM, k. t., 2 val. [16] 

**22b, imidazolas, PPh3, I2, toluenas, 100 ºC, 1 val. [28] 

Optimaliomis reakcijų sąlygomis toliau buvo atliktos N-alkilinimo reakcijos 

kaip substratus naudojant kitus komercinius pirazolo karboksilatus 11a, b (9 

schema). Mezilatą 22b kaitinant su pirazolo karboksilatu 11a, b, esant bazei 

Cs2CO3 dimetilformamide, buvo gautas regioizomerų mišinys 24a, b ir 25a, b. 

Pagrindiniai produktai 25a, b susiformavo, kai piperidino žiedas jungėsi ties N-1 

azotu ir jų išeiga siekė daugiau nei 40 %, tuo tarpu antrų regioizomerų 25a, b 

išeiga mažesnė nei 29 %. 

 

9 schema. Pirazolo karboksilatų 11a, b N-alkilinimas 

Pakeitus pirazolo žiede trečioje pozicijoje (C-3 anglis) metilo grupę į 

(hetero)arilo pakaitą, N-alkilinimo reakcijos vyko tik į pirmą azoto (N-1) padėtį ir 

susiformavo tik po vieną produktą 27a–e, išeiga, didesne nei 37 % (10 schema). 

Antri regioizomerai nesusidarė arba susidarė labai maži jų kiekiai, todėl jų 

kolonėlinės chromatografijos metodu išskirti nepavyko. 

  

žiūrėti lentelę 
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 a b c d e 

R 

     
junginio 28 išeiga, % 39 51 38 45 57 

10 schema. Pirazolo karboksilatų 26a–e N-alkilinimas 

Regioizomerų 24a, b, 25a, b ir 27a–e struktūros patvirtintos naudojant 1H, 
13C-HMBC, 1H, 1H-NOESY ar 1H, 15N-HMBC spektroskopijos metodus. Junginio 

24a 1H, 13C-HMBC spektre stebima piperidino 4-H protono (5,13–5,26 m. d.) 

sąveika per tris ryšius su pirazolo C-5 anglimi ties 129,1 m. d. (8 pav.). 1H, 15N-

HMBC spektre piperidino žiedo 4-H protonas ir pirazolo 3-H protonas turi 

sąveikas su N-1 azotu ties 156,8 m. d. ir N-2 azotu ties -69,9 m. d. Tuo tarpu 

junginio 25a pirazolo 5-H protonas (7,23 m. d.) turi NOE sąveikas su metilo 

grupės protonais ties 2,27 m. d. ir piperidino 4-H protonu ties 4,18–4,42 m. d. 1H, 
13C-HMBC spektre stebima per tris ryšius sąveika tarp pirazolo C-5 anglimi (127,2 

m. d.) ir piperidino 4-H protonu. 

 

8 pav. Junginių 24a ir 25a 1H, 13C-HMBC, 1H, 1H-NOESY ir 1H, 15N-HMBC 

koreliacijos 

Literatūroje galima aptikti keletą reakcijų su chiraliniais piperidino dariniais 

[29], dėl šios priežasties buvo nuspręsta išbandyti jungimo reakcijas su (S)- ir (R)-

1-Boc-3-hidroksipiperidinais (11 schema). Yra žinoma, kad Mitsunobu reakcijos 

metu chiralinį alkoholį jungiant su nukleofilu, įvyksta stereocheminės 

konfigūracijos inversija [30]. Pirazol-4-karboksilatas 21 buvo jungtas su (S)- ar 

(R)-1-Boc-3-hidroksipiperidinais 28 ar 30, esant DIAD ir PPh3 dichlormetane. 

Šios reakcijos metu tiksliniai produktai 29 ir 31 susidarė mažomis išeigomis. 
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11 schema. Mitsunobu reakcija 

Toliau buvo nuspręsta išmėginti pirazolo 21 N-alkilinimo reakcijas su 

mezilatu, siekiant pagerinti junginių 29 ir 31 išeigas (12 schema). Atlikus 

alkoholių 28 ir 30 transformacijas į mezilatus pagal literatūroje žinomą metodiką 

[16], pirazolas 21 jungtas su atitinkamais mezilatais dimetilformamide naudojant 

Cs2CO3. Tikslinių junginių 29 ir 31 išeigos padidėjo 5 %. 

 

12 schema. Pirazolo karboksilato 21 N-alkilinimas 

Enantiomerų grynumas ir chirališkumas buvo nustatytas naudojant chiralinę 

kolonėlinę chromatografiją, tyrimą atliko kolegė dr. Miglė Dagilienė. Junginių 29 

ir 31, gautų atlikus Mitsunobu reakciją, enantiomerinis grynumas siekė 100 %, 

atlikus jungimą su mezilatu, enantiomerų grynumas sumažėjo tik 0,5 % (9 pav.). 

Enantiomerai skirtingai sąveikauja su stacionare chiraline faze, dėl to stebima 

skirtinga sulaikymo trukmė [31]. 9 paveiksle matoma, kad sutampa (R) 

enantiomero 29 (juoda spalva), gauto Mitsunobu reakcijos metu (11 schema), ir 

enantiomero 31 (žalia spalva), gauto atlikus N-alkilinimą mezilatu (12 schema), 

sulaikymo trukmės. Tuo tarpu (S) enantiomero 31 (rožinė spalva) sulaikymo 

trukmė skiriasi. 
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9 pav. Junginių (R)- ir (S)-N-Boc-3-[4-(etoksikarbonil)-1H-pirazol-1-il]piperidin-1-

karboksilatų 31) ir 29 enantiomerinio atskyrimo rezultatai 

Apibendrinant pasakytina, kad pirazolo dariniai gali lengvai dalyvauti 

reakcijose su N-Boc-4-mezilpiperidinu, kurių metu susidaro vienas arba du 

chromatografiškai atskiriami regioizomerai. Atlikus enantiomerinio grynumo ir 

chirališkumo nustatymą, gauti rezultatai atskleidė, kad N-alkilinimo reakcijos 

metu su (S)- ir (R)-N-Boc-3-mezilpiperidinu įvyksta stereocheminės 

konfigūracijos inversija iš (S)- į (R)- ir atvirkščiai. Regioizomerų struktūros 

patvirtintos naudojant BMR spektroskopijos metodus, tokius kaip 1H,1H-NOESY, 
1H, 13C-HMBC ir 1H, 15N-HMBC. 

1.2.2. N-Alkil-2,4,6,7-tetrahidro-5H-pirazol[4,3-c]piridin-3,5-

dikarboksilatų sintezė ir struktūrų identifikavimas 

Neseniai Dawidowski su kolegomis pristatė naujus pirazol[4,3-c]piridino 

darinius, kurie gali būti naudojami gydyti žmogaus afrikietišką tripanosomiazę 

(miego ligą) ir Chago ligą (amerikietišką tripanosomiazę) [32]. Tai parazitų 

sukeltos ligos, paplitusios tarp skurdžios visuomenės narių, kurios gali būti 

mirtinos. Dėl šios priežasties mes nusprendėme sukurti pirazol[4,3-c]piridino 

darinių pamatines struktūras, kurios toliau lengvai gali būti naudojamos įvairioms 

modifikacijoms. 

Pirazol[4,3-c]piridino sintezė prasidėjo nuo reakcijų sąlygų optimizavimo. 

Negrynintas Claizeno kondensacijos produktas 33 [32] buvo gautas pagal 

literatūroje aprašytą metodiką [33] iš pradinės medžiagos tret-butilo 4-

okspiperidin-1-karboksilato (32) (13 schema). Toliau tarpinis junginys 33 

ciklinamas metilo hidrazinu skirtinguose tirpikliuose (3 lentelė). Reakcijos mišinį 
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kaitinant acto rūgštyje, tiksliniai regioizomerai 35 ir 36 nesusidarė (3 lentelė, 1 

eilutė). Pakeitus acto rūgštį į etanolį, buvo gauti du chromatografiškai atskiriami 

regioizomerai 35 ir 36 santykiu 1 : 1,5 (3 lentelė, 2 eilutė). Atlikus kaitinimą 

etanolio ir acto rūgšties mišinyje (4/0,1), nepavyko pagerinti tikslinių produktų 35 

ir 36 išeigų (3 lentelė, 3 eilutė). 

 

13 schema. Pirazol[4,3-c]piridinų 35 ir 36 sintezė 

3 lentelė. Pirazol[4,3-c]piridinų 35 ir 36 reakcijos sąlygų optimizavimas 

Eil. nr. Reakcijų sąlygos Junginio 35 išeigos, 

% 

Junginio 36 išeigos, 

% 

1. AcOH, 80 ºC, 1,5 val. - - 

2. EtOH, 80 ºC, 1,5 val. 31 49 

3. EtOH/AcOH = 4/0,1, 80 ºC, 1,5 val. 28 43 

Optimaliomis reakcijų sąlygomis toliau buvo sintetinami pirazol[4,3-

c]piridinai 37a–d ir 38a–d (14 schema). Atlikus triketono 33 ciklizaciją su 

cikloheksilhidrazinu, gautas vienas tikslinis produktas 37c, kurio išeiga siekė tik 

15 %. Atlikus ciklizacijos reakcijas su kitais hidrazinais, buvo gauti 

chromatografiškai atskiriami regioizomerai 37a–d ir 38a, b, d, kurių išeigos 

neviršijo 23 %. 

 

 a b c d 

R     

Junginio 37 išeiga, % 23 4 15 15 

Junginio 38 išeiga, % 2 6 - 23 

14 schema. Pirazol[4,3-c]piridinų 37a–d ir 38a, b, d sintezė 

Atlikus ciklizacijos reakcijas, gauti tiksliniai produktai 35, 36, 37a–d ir 38a, 

b, d mažomis išeigomis. Dėl to nuspręsta pakeisti sintezės strategiją ir pirma gauti 

5-(tret-butil)-3-etil-1,4,6,7-tetrahidro-5H-pirazol[4,3-c]piridin-3,5-dikarboksilatą 

(39), kuris toliau dalyvautų N-alkilinimo reakcijose su metilo ir etilo halogenidais 

(15 schema). Pirazol[4,3-c]piridino 39 sintezė prasidėjo nuo Claizeno 

kondensacijos produkto gavimo 33, kuris toliau jungiamas su hidrazino hidratu 

etanolyje, taip suformuojant pirazolo žiedą. Gautas pirazolo darinys 39 N-

žiūrėti lentelę 



19 

alkilintas su metilo ir etilo halogenidais, naudojant Cs2CO3 dimetilformamide. 

Reakcijos metu gautų regioizomerų 36 ir 38a išeigos didesnės nei 48 %, o kitų 

regioizomerų 35 ir 37a išeigos neviršijo 37 %. Atliekant keturių žingsnių 

pirazol[4,3-c]piridinų sintezę galima gauti įvairesnių N-pakeistų junginių. 

 

15 schema. Pirazol[4,3-c]piridino 39 N-alkilinimas 

Toliau buvo atliekamos 5-(tret-butil)-3-etil-1,4,6,7-tetrahidro-5H-

pirazol[4,3-c]piridin-3,5-dikarboksilato (39) N-alkilinimo reakcijos su skirtingais 

alkilo halogenidais (16 schema) [34]. Atlikus pirazol[4,3-c]piridino 39 N-

alkilinimo reakcijas, buvo gauti regioizomerai 40a–j ir 41a–j, kiekybiniu santykiu 

1 : 2, išskyrus junginių 41, 42k, kurių kiekybinis santykis 1 : 1. Pagrindiniai 

produktai 41a–k susiformavo ties N-2 azotu pagal pradinį junginį 39. 

 
 a b c d e f 

R       
temperatūra, ºC 70 100 100 40 90 100 

junginio 40 išeiga, 

% 
19 30 30 23 28 20 

junginio 41 išeiga, 
% 

49 57 48 46 44 53 

 g h i j k 

R      
*temperatūra, ºC 100 100 100 100 80 

junginio 40 išeiga, 

% 
29 31 29 31 26 

junginio 41 išeiga, 
% 

50 43 53 44 28 

16 schema. Pirazol[4,3-c]piridinų 40a–k ir 41a–k sintezė 

Gautų regioizomerų 35, 36, 37a–d, 38a, b, d, 40a–k ir 41a–k struktūros 

patvirtintos naudojant 1H,1H-NOESY, 1H, 13C-HMBC ar 1H, 15N-HMBC 

spektroskopijos metodus. Junginio 35 metilo grupės protonai (3,83 m. d.) turi 

NOE sąveiką su pirazol[4,3-c]piridino metileno protonu 7-Ha ties 2,68 m. d. (10 

pav.). 1H, 13C-HMBC spektre metilo grupės protonai per tris ryšius sąveikauja su 
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pirazol[4,3-c]piridino C-7a anglimi ties 138,8 m. d. Tuo tarpu junginio 36 1H, 13C-

HMBC spektre stebimos pirazol[4,3-c]piridino C-3 anglies sąveikos: per tris 

ryšius su metilo grupės protonais ties 4,09 m. d. ir per keturis ryšius su karboksilo 

grupės etilo protonais ties 4,31 m. d. (10 pav.). 1H, 15N-HMBC spektre stebimos 

metilo grupės protonų sąveikos su N-1 azotu ties -72,0 m. d. ir N-2 azotu ties -

181,8 m. d. 

 

10 pav. Junginių 35 ir 36 1H, 1H-NOESY 1H, 13C-HMBC ir 1H, 15N-HMBC 

koreliacijos 

Apibendrinant reikia pasakyti, kad keturių žingsnių pirazol[4,3-c]piridinų 

sintezė buvo efektyvesnė nei trijų žingsnių. Visi gauti regioizomerai gryninami 

kolonėlinės chromatografijos metodu. Naujų regioizomerų struktūros patvirtintos 

naudojant BMR spektroskopijos metodus, tokius kaip 1H, 1H-NOESY, 1H, 13C-

HMBC ir 1H, 15N-HMBC. 

1.3 Indolo darinių sintezė ir biologinių tyrimų rezultatų aptarimas 

Zhang su kolegomis parodė, kad indolo žiedą sujungus su 1,3,4-

oksadiazolu, galima gauti biologiškai aktyvius 5-alkil/aril-pakeistus indolo 1,3,4-

oksadiazolus VII, kurie pasižymi priešgrybeliniu aktyvumu (11 pav.) [35]. Song 

ir kolegos gavo amino tiltelį turinčius 1,3,4-oksadiazolus VIII, pasižyminčius 

antikonvulsiniu aktyvumu [36]. Junginiai, turintys sieros tiltelį, nėra plačiai ištirti, 

tačiau taip pat yra biologiškai aktyvios medžiagos. Kaip pavyzdžiui, junginiai IX 

pasižymi priešgrybeliniu aktyvumu [37], junginys X pasižymi priešnavikiniu 

aktyvumu [38]. 

 

11 pav. Biologiškai aktyvūs indolo ir 1,3,4-oksadiazolo fragmentus turintys 

junginiai 

priešgrybelinis 
 aktyvumas 

priešgrybelinis 
 aktyvumas 

antikonvulsinis 
 aktyvumas 

priešnavikinis 
 aktyvumas 
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1.3.1. 2-[(1H-Indol-3-il)metil]-5-(alkiltio)-1,3,4-oksadiazolų sintezė 

Pasinaudojus viena iš magistro darbo temų [39], buvo nuspręsta augalų 

hormono 3-indolilacto rūgšties struktūrą transformuoti į 2-[(1H-indol-3-il)metil]-

5-(alkiltio)-1,3,4-oksadiazolus, tikintis, kad šie junginiai galėtų pasižymėti 

antioksidacinėmis savybėmis [40]. 

Pirmiausia buvo gauta 5-metilo 3-indolilacto rūgštis 48 (17 schema). Pagal 

literatūroje aprašytą metodiką buvo atliktas γ-butirolaktono žiedo 42 atidarymas, 

naudojant metanolį ir TEA [41]. Gautas alkoholis 43 toliau dalyvauja Swerno 

oksidacijos reakcijoje, kur pirminiai ar antriniai alkoholiai transformuojami į 

aldehidą, naudojant oksalilchloridą ir absoliutų DMSO [42]. Aldoesteris 45 iš 

karto naudojamas Fischerio indolo sintezėje, kur jis kondensuojamas su 4-

metilfenilhidrazinu 46 etanolio ir H2SO4 mišinyje (1/0,1), mikrobangų reaktoriuje. 

Reakcijos metu susidarė metilo ir etilo esterių 47a ir 47b mišinys, kuris toliau 

hidrolizintas su LiOH vandens ir dioksano mišinyje (2/1). Susidaręs tikslinis 

produktas 48 grynintas kolonėlinės chromatografijos metodu. 

 

17 schema. 5-Metilo 3-indolilacto rūgšties 48 sintezė 

5-Metilo 3-indolilacto rūgštis 48 ir 3-indolilacto rūgštis 49 naudojamos kaip 

pradinės medžiagos 5-[(1H-indol-3-il)metil]-1,3,4-oksadiazol-2(3H)-tionų 54 ir 

55 sintezei (18 schema). Pradžioje 3-indolilacto rūgštys 48 ir 49 transformuotos į 

esterius 50 ir 51, kaitinant reakcijos mišinį H2SO4 ir metanolio mišinyje. 

Literatūroje yra aprašyta, kad hidrazidus galima gauti kaitinant esterius su 

hidrazino hidratu metanolyje [43] ar etanolyje [44]. Šiame darbe, paveikus 

acetatus 50 ir 51 hidrazino hidratu metanolyje, susidarė tarpiniai junginiai 52 ir 

53, kurie toliau buvo naudojami negryninti. Pagal literatūroje aprašytą metodiką 

[37] hidrazidai 52 ir 53 buvo veikiami anglies disulfidu, esant bazei KOH 

metanolyje. Po 16 valandų, reakcijos mišinį parūgštinus hidrochlorido rūgšties ir 

vandens mišiniu (1/4), susidarė tiksliniai 1,3,4-oksadiazolai 54 ir 55 geromis 

išeigomis. 
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18 schema. 5-[(1H-Indol-3-il)metil]-1,3,4-oksadiazol-2(3H)-tionų 54 ir 55 sintezė 

Literatūroje randama duomenų, kad 1,3,4-oksadiazol-2(3H)-tionai gali 

dalyvauti S-alkilinimo reakcijose [37] ir reakcijose su Manicho baze [45]. S-

Alkilinimo reakcijos gali būti vykdomos naudojant keletą bazių, tokių kaip NaH 

[46], TEA [37] ir K2CO3 [47]. 1,3,4-Oksadiazol-2(3H)-tionai 55 ir 56 S-alkilinti 

su įvairiais alkilo halogenidais, naudojant K2CO3 dimetilformamide, reakcijos 

metu susidarė 2-[(1H-indol-3-il)metil]-5-(alkiltio)-1,3,4-oksadiazolai 56a–i ir 

57a–e (19 schema). 

 
 a b c d e 

R1 
     

junginio 56 išeiga, % 88 65 79 91 90 

junginio 57 išeiga, % 90 85 68 83 64 

 f g h i 

R1     
junginio 57 išeiga, % 71 66 77 63 

19 schema. 2-[(1H-Indol-3-il)metil]-5-(alkiltio)-1,3,4-oksadiazolų 56a–i ir 57a–e 

sintezė 

Junginių 56d ir 57d poliškumas padidintas, juos paveikus šarminėmis 

sąlygomis (20 schema). Esteriai 56d ir 57d hidrolizinti LiOH vandens ir dioksano 

mišinyje (2/1), susidarant karboksirūgštims 58 ir 59. 

 

20 schema. Esterių 56d ir 57d hidrolizė 

Žinoma, kad 1,3,4-oksadiazolų dariniai turi dvi tautomerines formas – tiono 

(T1) ir sąlyginai stabilesnę tiolio (T2) (12 pav.) [48]. Dažniausiai vienas iš 

tautomerų yra pagrindinis [49]. Šiame darbe dominuojantis tautomeras yra tiono 

tautomeras (T1). Tai patvirtino BMR ir IR spektroskopijos duomenys. Junginio 
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54 13C BMR spektre stebimas C=S anglies signalas ties 177,8 m. d., tuo tarpu 

junginio 56a 13C BMR spektre stebimas 1,3,4-oksadiazolo žiedo C-5 anglies 

signalas ties 167,0 m. d. Junginio 54 IR absorbcijos spektre stebima amino grupės 

(NH) absorbcijos juosta ties 3393 cm-1, tuo tarpu tiolio grupės T2 (SH) absorbcijos 

juosta neužfiksuota. 

 

12 pav. Junginio 54 galimos tautomerinės formos 

Apibendrinant teigtina, kad šiame darbe hidrazidai 52 ir 53 transformuoti į 

1,3,4-oksadiazol-2(3H)-tionus 54 ir 55, kurie gali dalyvauti S-alkilinimo 

reakcijose, kuriant 2-[(1H-indol-3-il)metil]-5-(alkiltio)-1,3,4-oksadiazolų 56a–i ir 

57a–e junginių bibliotekas. 

1.3.2. Gautų 1,3,4-oksadiazolo darinių antioksidacinių savybių tyrimų 

apibendrinimas 

Gautų 5-[(1H-indol-3-il)metil]-1,3,4-oksadiazol-2(3H)-tionų 54 ir 55, ir 2-

[(1H-indol-3-il)metil]-5-(alkiltio)-1,3,4-oksadiazolų 56a–i, 57a–e, 58 ir 59 

antioksidacines savybes ir citotoksiškumą ištyrė mūsų kolegos dr. Alena 

Kadlecová ir dr. Jiří Voller Palackio universitete, Olomouce (Čekija). 

Oksidacinį stresą lemia aktyviųjų deguonies formų (ROS) gamybos ir 

kaupimosi biologinėje sistemoje disbalansas [50]. Dideli šio tipo deguonies kiekiai 

gali sukelti ląstelių senėjimą, kuris gali būti susijęs su įvairiomis ligomis, tokiomis 

kaip vėžiniai susirgimai, diabetas, neurodegeneraciniai sutrikimai ir kitais ląstelės 

pažaidos procesais [51]. Laisvą radikalą turinčio deguonies perteklius pašalinimas 

naudojant natūralius detoksikacijos mechanizmus arba antioksidantus [52]. 

Neretai natūralūs detoksikacijos mechanizmai nesusidoroja su šio tipo deguonies 

pertekliumi, o natūralūs antioksidantai neduoda teigiamų rezultatų [53]. Taigi, 

naujos rūšies sintetiniai, patobulintos struktūros antioksidantai tampa labai 

paklausūs. Oksadiazolai ir jų dariniai gerai žinomi dėl jų antioksidacinių savybių 

[54]. Pavyzdžiui, 2-aril-5-(arilselenilmetiltio)-1,3,4-oksadiazol/tiadiazolai XI 

[55], 5-(tiomorfolin-4-ilmetil)-1,3,4-oksadiazol-2(3H)-ionas XII [56] ir 6-brom-

3-(5-fenil-1,3,4-oksadiazol-2-il)-2H-chromen-2-onas (XIII) [57] parodė geras 

antioksidacines savybes prieš 2,2-difenil-2-pikrilhidrazilą (DPPH) (13 pav.). 

 

13 pav. Biologiškai aktyvūs junginiai su 1,3,4-oksadiazolo fragmentu 
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Pirmiausia, buvo ištirtos junginių antioksidacinės savybės naudojant 

nematodą Caenorhabditis elegans, kurie turi homologinių panašumų su žmogaus 

genais [58] ir todėl yra naudingas modelinis organizmas tiriant įvairius su žmonių 

ligomis susijusius aspektus [59]. 

Buvo vertinamas junginių 54 55, 56a–i, 57a–e, 58 ir 59 gebėjimas 

neutralizuoti oksidacinį stresą, sukeltą 5-hidroksi-1,4-naftochinonu. Junginių 

poveikis buvo vertintas esant 5 µM ir 50 µM junginių koncentracijoms, o 

kurkuminas (100 µM) pasirinktas kaip teigiama kontrolė [60]. Trijų dienų 

nematodai tris dienas buvo veikiami junginiais 54, 55, 56a–i, 57a–e, 58 ir 59 arba 

kurkuminu, o po to – oksidacinio streso generatoriumi, 5-hidroksi-1,4-

naftochinonu. Praėjus laikui, buvo vertintas C. elegans judrumas. Esant 5 µM 

junginių koncentracijai, šeši 1,3,4-oksadiazolai 56b, f, h, i ir 57b, e padidino C. 

elegans išgyvenamumą daugiau kaip 5 % (4 lentelė). Šie rezultatai atskleidė, kad 

tirti junginiai pasižymi antioksidacinėmis savybėmis. 

4 lentelė. Junginių 54, 55, 56a–i, 57a–e, 58 ir 59 (5 µM ir 50 µM)  antioksidacinių savybių 

tyrimas, vertinant 5-hidroksi-1,4-naftochinonu (500 µM) paveiktų C. elegans judrumą. 

Lentelėje pateiktos vidutinės 3 nepriklausomų tyrimų rezultatų vertės ± SEM 

Junginys 

C.elegans judrumo vidutinės reikšmės, %  ± SEM 

5 µM 50 µM 100 µM 

 

4,5 ± 2,7 1,5 ± 2,2 - 

 

0,9 ± 2,0 1,5 ± 3,1 - 

 

6,5 ± 4,4 9,6 ± 4,7 - 

 

8,8 ± 3,7 7,5 ± 3,8 - 

 

3,6 ± 3,8 -0,4 ± 1,8 - 

 

3,4 ± 3,0 0,0 ± 0,8 - 

 

5,5 ± 4,2 13,7 ± 4,4 - 
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4 lentelės tęsinys    

Junginys 
C.elegans judrumo vidutinės reikšmės, %  ± SEM 

5 µM 50 µM 100 µM 

 

11,6 ± 0,7 5,7 ± 0,7 - 

 
2,9 ± 2,9 9,4 ± 2,6 - 

 

8,5 ± 0,5 11,7 ± 0,9 - 

 
9,6 ± 0,6 8,8 ± 1,1 -. 

 

5,9 ± 2,0 7,3 ± 2,6 - 

 

9,3 ± 1,0 9,4 ± 3,0 - 

 

7,2 ± 2,9 -0,2 ± 1,9 - 

 

1,1 ± 1,2 4,2 ± 1,0 - 

 

11,5 ± 2,5 -1,8 ± 3,5 - 

 

1,9 ± 1,0 -0,2 ± 1,2 - 

 

3,8 ± 1,6 2,5 ± 0,6 - 

kurkuminas - - 11,7 ± 1,6 

Įdomu tai, kad dalies junginių antioksidacinės savybės, esant 50 µM 

koncentracijai, padidėjo, o dalies – sumažėjo. Todėl buvo padaryta išvada, kad tirti 

junginiai esant mažoms koncentracijoms pasižymi antioksidacinėmis savybėmis, 

o esant didelėms koncentracijoms, gali būti toksiški ir prisidėti prie oksidacinio 

streso. 
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Oksidacinė žala ir mitochondrijų disfunkcija yra keletas pagrindinių 

neurodegeneracines ligas, tokias kaip Alzheimerio ir Parkinsono ligos bei 

Friedreicho ataksija, lemiančių priežasčių [61]. Friedreicho ataksiją sukelia 

pirmojo frataksino geno introno mutacija [62], kas lemia laipsnišką centrinės ir 

periferinės nervų sistemos degeneraciją, kardiomiopatiją ir padidėjusį cukrinio 

diabeto dažnį, dėl to laikui bėgant tampa sunku vaikščioti, jaučiamas silpnumas 

rankose, kojose, sutrinka kalba [63]. Friedreicho ataksija šiuo metu yra 

nepagydoma liga ir visi gydymo būdai apsiriboja tik simptomų slopinimu [64]. 

Gavus teigiamus 1,3,4-oksadiazolų 54, 55, 56a–i, 57a–e, 58 ir 59 

antioksidacinių tyrimų rezultatus su nematodu C. elegans, junginiai buvo tiriami 

dėl citoprotekcinio poveikio prieš oksidacinį stresą žmogaus ląstelėse, jį dirbtinai 

sukeliant glutationo sintezės inhibitoriumi ʟ-butionino sulfoksiminu (BSO). Iš 

Friedreicho ataksija sergančių pacientų gauti odos fibroblastai GM03816 ir 

GM04078 buvo veikiami junginiais 54, 55, 56a–i, 57a–e, 58 ir 59 (10 µM ir 50 

µM) 8 valandas, o po to – 24 valandas BSO (100 µM). Buvo nustatytas apsauginis 

junginių 57a, b, e poveikis, kuris toliau ištirtas platesniame koncentracijų 

diapazone (14 pav.). Iš trijų 1,3,4-oksadiazolų 57e pasižymėjo panašiu ar net 

geresniu apsauginiu aktyvumu nei žinomas antioksidantas R-lipo rūgštis (LR). 

 

14 pav. Apsauginio 1,3,4-oksadiazolų 57a, b ir 57e poveikio vertinimas prieš ʟ-

butionino sulfoksiminą (BSO) Friedreicho ataksijos fibroblastuose 

Verta paminėti, kad aktyvūs junginiai 57a, b, e, nebuvo toksiški nei 

Friedreicho ataksijos fibroblastams, nei kitoms nevėžinėms žmogaus ląstelių 

linijoms (15 pav.). Tik kai kuriais atvejais ląstelių gyvybingumas sumažėjo iki 80 

%, esant 60 µM koncentracijai. 

57b 57a 57e 
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15 pav. Junginių 57a, b, e toksiškumo žmogaus ląstelių linijoms vertinimas 

 
5
7

a
 

 
5
7
b

 

 

5
7

e
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PAGRINDINIAI REZULTATAI IR IŠVADOS 

1. 5-[1-(tret-Butoksikarbonil)azetidin-3-il]-1H-pirazol-3-karboksilato (4) 

N-alkilinimo reakcijos metu pakaitas lengviau jungiasi prie N-2 azoto nei prie N-

1 azoto. 

2. Pirazolo (11a–d) ir indazolo (14a–d) karboksiltai gali būti lengvai N-

alkilinami N-Boc-3-jodazetidinu (8c), susidarant dviem chromatografiškai 

atskiriamiems regioizomerams. 

3. Etil-4-pirazolo karboksilato (21) N-alkilinimo reakcijos (S)- ir (R)-N-

Boc-3-mezilpiperidinais metu įvyksta chiralinio centro konfigūracijos 

stereocheminė inversija. 

4. Optimalus N-pakeistų pirazol[4,3-c]piridinų sintezės būdas yra gaunant 

5-(tret-butil)-3-etil-1,4,6,7-tetrahidro-5H-pirazol[4,3-c]piridin-3,5-dikarboksilatą 

(39) ir atliekant jo N-alkilinimo reakcijas. 

5. 2-[(1H-Indol-3-il)metil]-5-(alkiltio)-1,3,4-oksadiazolai 56a–i ir 57a–e 

gali būti gauti iš hidrazidų 52 ir 53, atlikus jų transformaciją į atitinkamus 1,3,4-

oksadiazol-2(3H)-tionus 54 ir 55, kurie toliau gali dalyvauti S-alkilinimo 

reakcijose. 

6. Esant mažoms 2-[(1H-indol-3-il)metil]-1,3,4-oksadiazolų 54, 55, 56a–i, 

57a–e, 58 ir 59 koncentracijoms, jie pasižymi antioksidacinėmis savybėmis, o 

esant didesnėms koncentracijoms, jie gali būti toksiški, nes prisideda prie 

oksidacinio streso. 

7. 1,3,4-Oksadiazolas 57e Friedreicho ataksijos fibroplastus prieš 

glutationo sintezės inhibitorių ʟ-butionino sulfoksiminą apsaugo panašiai ar net 

geriau nei žinomas antioksidantas R-lipo rūgštis (LR). 
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ABSTRACT 

Over the past several decades, bioactive peptides have been attracting 

scientific interest due to their ability to interact with receptors or inhibit protein–

protein interactions [1]. They can fill the huge target receptor’s area which cannot 

be filled by small molecule drugs [2]. However, most peptides are denoted by low 

lipophilicity, high molecular weights and charged functional groups; as a result, 

they are unable to cross the intestinal epithelial barrier [3]. For these reasons, in 

order to improve the properties of the native peptides, such as their biological 

activity and metabolic stability, unnatural amino acids (UAAs) are usually used as 

rigidifying elements [1]. Moreover, combining peptides with other types of natural 

bioactive or synthetic molecules allows to cover a broader chemical space. This is 

particularly relevant for drug discovery and development as it allows combining 

the best of the two worlds, such as the higher target affinity of peptides, and the 

better membrane permeability of small nonpolar synthetic compounds. These new 

classes of protein-based drugs are generally referred to as ‘biologics’ and include 

such molecules as insulin, growth factors, and engineered antibodies [4]. 

Unnatural amino acids are important building blocks in the pharmaceutical 

industry. UAAs exhibit biological activity not only as free acids, but they can also 

be incorporated into biologically active linear or cyclic peptides. UAAs can be 

used to analyze the protein structure and dynamics, to study protein interactions, 

or to modulate the activity of proteins in living cells. UAAs can be obtained by 

modifying natural amino acids or related compounds [5]. Almost all the structural 

features of UAAs correspond to the extended Lipinski’s rules, including the 

molecular weight (<500 Da), the number of hydrogen bond acceptors, and the 

number of rotatable bonds [6]. 

There is a limited number of synthetic commercially available amino acids, 

especially heterocyclic ones, which can be applied as building blocks for the 

synthesis of more complex functional molecules. Moreover, all the obtained 

libraries become similar if the same commercially available building block 

collections are used to generate them [6]. In order to obtain a variety of building-

blocks with the N-heterocycle core, cyclization reactions with hydrazines or their 

derivatives become important. 

Finally, it is of importance to mention that the obtained organic molecules 

with pharmacophoric heterocyclic rings could be used not only with the objective 

to generate peptides, but they also may possess interesting biological properties 

themselves. 

The aim of this work: 

To prepare a library of new building blocks of amino acids for the synthesis 

of peptides and to obtain biologically active 1,3,4-oxadiazole derivatives by 

employing hydrazine cyclization and alkylation reactions.  
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The tasks proposed to achieve the above stated aim were as follows: 

1. To synthesize novel 5-[1-(tert-butoxycarbonyl)azetidin-3-yl]-1H-

pyrazole-3-carboxylates and evaluate their activity in N-alkylation reactions. 

2. To synthesize novel amino acid-like building blocks with the pyrazole 

core and an azetidine unit. 

3. To synthesize novel amino acid-like building blocks with the pyrazole 

core and a piperidine ring. 

4. To synthesize pyrazolo[4,3-c]pyridine and evaluate its activity in the N-

alkylation reaction. 

5. To synthesize 5-[(1H-indol-3-yl)methyl]-1,3,4-oxadiazole-2(3H)-

thiones and evaluate their activity in S-alkylation reaction. 

6. To discuss the antioxidative properties of the newly developed 2-[(1H-

indol-3-yl)methyl]-5-(alkylthio)-1,3,4-oxadiazoles. 

Scientific novelty: 

An effective method for convenient synthesis of new amino acid-like 

building blocks from easily accessible starting materials has been developed. 5-

[1-(tert-Butoxycarbonyl)azetidin-3-yl]-1H-pyrazole-3-carboxylate was 

synthesized from commercially available N-Boc-protected azetidine 3-carboxylic 

acid via a 5-step synthetic approach. This pyrazole was easily N-alkylated with 

various types of alkyl halogenides with the objective to obtain two separable 

regioisomers suitable for the building-block library. Easily accessible N-Boc-3-

iodoazetidine was used as the N-alkylating agent in the reaction with commercially 

available pyrazole and indazole carboxylates so that to extend the variety of 

synthetic amino acids. Pyrazole and the piperidine ring were easily connected by 

the N-alkylation reaction with mesylate activated nucleophile. Pyrazolo[4,3-

c]pyridine was synthesized from commercially available tert-butyl 4-

oxopiperidine-1-carboxylate by using lithium bis(trimethylsilyl)amide as a strong 

non-nucleophilic base. Later, pyrazolo[4,3-c]pyridine was easily N-alkylated with 

various types of alkyl halogenides to obtain two separable regioisomers suitable 

for the building-block library. The carbonyl group of two selected indole-3-acetic 

acids was transformed into a 1,3,4-oxadiazole ring. The prepared 1,3,4-

oxadiazoles possess antioxidant properties at low concentrations. The structures 

of the novel compounds and the identification of the formed regioisomers was 

reliably confirmed by methods of advanced NMR spectroscopy, namely, by the 

application of the 1H,1H-NOESY, 1H,13C-HMBC and 1H,15N-HMBC experiments. 

Main statements to be defended: 

1. 5-[1-(tert-Butoxycarbonyl)azetidin-3-yl]-1H-pyrazole-3-carboxylate 

and 5-(tert-butyl) 3-ethyl 1,4,6,7-tetrahydro-5H-pyrazolo[4,3-c]pyridine-3,5-

dicarboxylate are convenient starting materials for the synthesis of novel unnatural 

amino acids. 
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2. N-Boc-3-Iodoazetidine and N-Boc-4-[(methylsulfonyl)oxy]piperidine 

are suitable for N-alkylation reactions. 

3. Treatment of 5-[(1H-indol-3-yl)methyl]-1,3,4-oxadiazole-2(3H)-thiones 

with alkyl halides affords biologically active 2-[(1H-indol-3-yl)methyl]-5-

(alkylthio)-1,3,4-oxadiazoles. 

MAIN RESULTS AND CONCLUSIONS 

1. N-Alkylation reaction of 5-[1-(tert-butoxycarbonyl)azetidin-3-yl]-1H-

pyrazole-3-carboxylate (4) primarily proceeds at N-2 nitrogen, and it yields 

derivatives 5a-f as the major products, while N-1 nitrogen substituted derivatives 

6a-f are formed as the minor products. 

2. Pyrazole (11a-d) or indazole (14a-d) carboxylates can be N-alkylated 

with N-Boc-3-iodoazetidine (8c) to obtain two separable regioisomers. 

3. N-Alkylation reaction of ethyl 4-pyrazolecarboxylate (21) with (S)- and 

(R)-N-Boc-3-mesylpiperidines leads to the inversion of the stereochemical 

configuration. 

4. The optimal synthesis path towards N-substituted pyrazolo[4,3-

c]pyridines proceeds via the formation of 5-(tert-butyl) 3-ethyl 1,4,6,7-tetrahydro-

5H-pyrazolo[4,3-c]pyridine-3,5-dicarboxylate (39) and the subsequent N-

alkylation reactions. 

5. 2-[(1H-Indol-3-yl)methyl]-5-(alkylthio)-1,3,4-oxadiazoles 56a-i and 

57a-e can be obtained from hydrazides 52 and 53 upon their transformation to 

1,3,4-oxadiazole-2(3H)-thiones 54 and 55 followed by S-alkylation reactions. 

6. 2-[(1H-Indol-3-yl)methyl]-1,3,4-oxadiazoles 54, 55, 56a-i, 57a-e, 58 and 

59 have antioxidant properties at low concentrations, while, at higher 

concentrations, they can be toxic, presumably by contributing to the oxidative 

stress themselves. 

7. 2-(Benzylthio)-5-[(5-methyl-1H-indol-3-yl)methyl]-1,3,4-oxadiazole 

(57e) shows protective activity against ʟ-buthionine sulfoximine (BSO) induced 

oxidative stress in Friedreich’s ataxia fibroblasts similar or superior to that of a 

known antioxidant R-lipoic acid (LA). 
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