ktu

1922

KAUNO TECHNOLOGIJOS LIETUVOS SVEIKATOS
UNIVERSITETAS MOKSLU UNIVERSITETAS
CHEMINES TECHNOLOGIJOS FARMACIJOS FAKULTETAS
FAKULTETAS

Emilis Gudelis

Erdviskai suvarzyty y-aminosviesto rugsties analogy sintezé

Baigiamasis magistro projektas

Vadovas
M. d. dr. Neringa Kleiziené

KAUNAS, 2018



KAUNO TECHNOLOGIJOS LIETUVOS SVEIKATOS

UNIVERSITETAS MOKSLU UNIVERSITETAS
CHEMINES TECHNOLOGILJOS FARMACIJOS FAKULTETAS
FAKULTETAS

Erdviskai suvarzyty y-aminosviesto riigsties analogy sintezé

Baigiamasis magistro projektas

Medicininé chemija (kodas 628F10001)

Vadovas

M. d. dr. Neringa Kleiziené

Recenzentas
M. d. dr. Greta Ragaité

Projekta atliko
Emilis Gudelis

KAUNAS, 2018



ktu

1922

KAUNO TECHNOLOGIJOS LIETUVOS SVEIKATOS
UNIVERSITETAS MOKSLU UNIVERSITETAS

Emilis Gudelis
Studijy programa Medicininé chemija (kodas 628F10001)

,Brdviskai suvarzyty y-aminosviesto riigSties analogy sintezé“

AKADEMINIO SAZININGUMO DEKLARACIJA

200 m. mén. __ d.

Kaunas

Patvirtinu, kad mano Emilio Gudelio Baigiamasis projektas tema ,,Erdviskai suvarzyty vy -
aminosviesto rugsSties analogy sintezeé™ yra paraSytas visiSkai savarankiSkai, o visi pateikti
duomenys ar tyrimy rezultatai yra teisingi ir gauti saZiningai. Siame darbe nei viena darbo dalis néra
plagijuota nuo jokiy spausdintiniy ar internetiniy Saltiniy, visos kity Saltiniy tiesioginés ir
netiesioginés citatos nurodytos literatliros nuorodose. [statymu nenumatyty piniginiy sumy uz §j
darbg niekam nesu mokéjes.

AS suprantu, kad iSaiSkéjus nesaziningumo faktui, man bus taikomos nuobaudos,

remiantis Kauno technologijos universitete galiojancia tvarka.

(vardg ir pavardg jrasyti ranka) (parasas)



Turinys

SANTFAUKEL. .......cviiiiiie b 8
SUMIMATY L.ttt ekt e et et e et e e e aa b et e s Rt e e eRb e e e es b e e e nbbe e e nbb e e e bneesnneeeanns 9
L= & U] 0] 010 LT P PP RTPRSPPRPN 10
IVAAAS ..o 11
1. Literatliros aPZVal@a ............ccoooiiiiiiiiieiicicee e 12
1.1.  Zinomi y-aminosviesto riig§ties analogai..............ccccocovvvvreerenresreninessnsnnen, 12
1.2,  GABA analogy SINTEZE...............ccooviiiiiiiiiii et 15
1.2.1. 0a-PakKeiStos-y-aminorii@Stys ..........c.ccvriiiiiriiiiiiiiniseeee e 15
1.2.2. B-pakeistos-y-aminOragStys ..........ccccervirieriiiiniiinisiee e 16
1.2.3.  y-pakKeistoS-y-aminorli@StYS. ..........coivvriiririiriiiiiesesieeee e s 19
1.2.4. DipaKeistos y-aminorii@SLys ...........cccuruerieriierinisisieeeiese e 20
1.2.5. HidroKsSi-y-aminoraigStys ............cccoiiiiiiiiiieiisisesee e 22
1.2.6. Ciklinés y-aminorli@Stys ...........ccccveiiiiiiieiiiie e 23

2.  Medziagos ir tyrimy metodai................cooiiiiiiiiii s 25
2.1.  Sintezéje naudoti junginiai..................cooiiiiiiiiiii s 25
2.2.  Pradinés medZiagos SINtEZE ...................cceriiiiiiiiiieii e 28
2.3. Aminogrupés jungimas prie dvigubo rySio .............ccccoooiiiiiiin 29
2.4, Suzuki-Miyaura KryZming Sinteze................c.cooeoiiirenciiniincnei e 36

3. Tyrimy rezultatai ir ju aptarimas...............ccccoooiiiiiiiiii 43
3.1, Pradinio esterio SINteZE.................ccocoiiiiiiiiiiiii 43
3.2.  Cikliniy aminy prijungimas prie dvigubo rySio..............c..ccoooiiiiiiiiinnn, 44
3.3, SUZUKI — Miyaura SINteZE ..............ccovviiiiiiiiiiii e 45
3.4, SPEKErINIAl TYFIMAI......cciiiiiiiciie e ee e 47
3.5. Molekuliy analizé jrankiu SWisSADME .................ccccoiiiiiiiiinc e 49
3.5. 1. MOKINE MASE .......ooviiiiiieiie ettt s e ettt nreeenes 52
3.5.2. Jungciy, aplink kurias vyksta rotacija, skaicius...............cccoocvivniiiinininnnn 52

4



3.5.3. Poliniy atomy pavirSiaus plotas ...............cccccooviiiiiiiiii 52
3.5.4. LipofiliISKUMAS ..........ccooiiiiiiiiiiii s 53
3.5.5. TIrpUMAS VANAENYJE......oiuiiiiiiiiiiiieieee ettt 53
3.5.6.  Virto kiauSinio modelis ..............cccocooiiiiiiiiiiii 55
3.5.7. PanaSumo j vaistines molekules filtrai..................c.ccccoccoiiii, 56
3.5.8. Optimaliausiy molekuliy atranka...................cccooiiiiiiiiii 59
ISVAOS ...ttt h et b et h et b e R e et e nae e bt nreeere e 60
LAteratliros SAIASAS..........cooiiiiiiiiiiiiiie ettt 61



1.1 pav.
1.2 pav.
1.3 pav.
1.4 pav.
1.5 pav.
1.6 pav.
1.7 pav.
1.8 pav.
1.9 pav.

1.10 pav.
1.11 pav.

1.12 pav.
1.13 pav.
1.14 pav.
1.15 pav.
1.16 pav.
1.17 pav.
1.18 pav.
1.19 pav.
1.20 pav.

3.1 pav.
3.2 pav.
3.3 pav.
3.4 pav.
3.5 pav.
3.6 pav.
3.7 pav.
3.8 pav.
3.9 pav.

Paveiksly sarasas

GABA bei jos analogai.

(R)- ir (S)-a-metil-GABA sintezés schema.
Enantiogryny N-Boc-a-aril-GABA sintezés schema.
Michael reakcija pregabalinui ir baklofenui gauti.
Pregabalino sintezé i$ laktony.

Gabapentino sinteze.

EnantiomeriSkai gryno baklofeno sintezé.

Baklofeno sintezé naudojant rodzio katalizatoriy.
Klasikiné y-pakeisty-y-aminoriig§¢iy sintez¢.
Vigabatrino sintez¢ i§ etilheksenoato.

Vigabatrino sintez¢ i§ eritritolio.
a,B-Pakeistos-y-aminortigsties sintezés schema.
Alkilinimo reakcija a,y-pakeistoms-y-aminortig§tims gauti.
a,y-pakeisty-y-aminortigséiy gavimas i§ N-Boc-L-alanialio.
B,y-Pakeisty-y-aminoriig§ciy gavimas.
Hidroksi-y-aminoriig§¢iy gavimas naudojant fermentus.
GABORB sintezé i$ glicerolio acetonido.

GABORB sintez¢ i§ 3-benziloksiciklobutanono.
Ciklopropil-y-aminortigs¢iy gavimas.
Ciklobutil-y-aminortig§¢iy gavimas.

Pradinio esterio 1 sintezeé.

Heterocikliniy aminy prijungimo reakcijos schema.
Nejvykusios reakcijos.

Suzuki — Miyaura reakcijos schema.

BMR metodais jrodyta molekulés struktira.

Junginio 3 *H-5SN HMBC eksperimentas, tirpiklis CDCls.
Junginio 3 *H-BC HMBC eksperimentas, tirpiklis CDCls.

Junginio 3 *H-BC HSQC/1.1-ADEQUATE eksperimentas, tirpiklis CDCls.

Virto kiau$inio modelis.

3.10 pav. Optimalios molekulés pavyzdys.

13
15
16
16
17
17
18
19
19
20
20
21
21
21
22
22
23
23
24
24
43
44
45
46
47
48
48
49
56
59



Lenteliy sarasas

2.1 lentel¢ Sintezéje naudotos medziagos

2.1 lentelé Sintezé¢je naudotos medziagos (tgsinys)

2.1 lentelé Sinteze¢je naudotos medziagos (tgsinys)

3.1 lentele Apskaiciuoti pagrindiniai fizikocheminiai molekulés parametrai

3.1 lentelé Apskaiciuoti pagrindiniai fizikocheminiai molekulés parametrai (tgsinys)
3.2 lentelé¢ Sumodeliuotas junginiy tirpumas vandenyje

3.3 lentelé Sumodeliuotas junginiy be Boc grupés tirpumas vandenyje

3.4 lentelé Sumodeliuotas aminortigs¢iy tirpumas vandenyje

3.5 lentelé Panasumo | vaistines molekules filtrai gautiems junginiams

3.6 lentelé Panasumo ] vaistines molekules filtrai junginiams be Boc grupés

3.6 lentelé¢ Panasumo | vaistines molekules filtrai junginiams be Boc grupés (tgsinys)

3.7 lentelé Panasumo | vaistines molekules filtrai aminoriig§tims

25
26
27
51
52
54
54
55
57
57
58
58



Gudelis Emilis. ERDVISKAI SUVARZYTU »AMINOSVIESTO RUGSTIES ANALOGU SINTEZE.
Chemijos magistro Baigiamasis projektas / vadovas m.d. dr. Neringa Kleiziené; Kauno
technologijos universitetas, cheminés technologijos fakultetas, sintetinés chemijos institutas.

Mokslo kryptis ir sritis: Fiziniai mokslai, chemija
ReikSminiai zodZziai: aminoriigstis, GABA, analogy, sinteze.

Kaunas, 2018. 66 p.

Santrauka

4-Aminosviesto rigstis (GABA) yra vienas i§ svarbiausiy neuromediatoriy Zinduoliy
centrinéje nervy sistemoje. Yra Zinoma, jog $ios aminorugsties trikumas gali sukelti tokius
neurodegeneracinius sutrikimus kaip Huntingtono choréja, Alzheimerio ar Parkinsono ligos bei
daugybe kity. Rinkoje, Siuo metu, yra itin veiksmingy GABA analogy naudojamy kaip veiksminga
priemoné jvairiausiems sutrikimams gydyti, dé¢l to naujy GABA analogy kiirimas turi didziule
prasme.

Sio darbo tikslas optimizoti naujy erdviskai suvarzyty GABA analogy sinteze, juos isskirti
grynus, gautas molekules charakterizuoti BMR, IR bei HRMS metodais, o taip pat atlikti ADME
analiz¢ bioinformatiniais metodais ir tuo remiantis nuspresti ar susintetintos molekulés tinkamos

tolimesniems tyrimams.



Gudelis Emilis. SYNTHESIS OF CONFORMATIONALLY RESTRICTED y-AMINOBUTYRIC
ACID ANALOGS. Master's thesis in Chemistry / supervisor researcher dr. Neringa Kleiziené. The
Faculty of chemical technology, Kaunas university of technology.

Research area in: Physical Sciences, Chemistry.
Key words: amino acid, GABA, analogs, synthesis.
Kaunas, 2018, 66 p.

Summary

4-Aminobutanoic acid (GABA) is one of the most import neurotrasmitters in
mammalian central nervous system. It is well known that not enough of this amino acid can
lead to neurological disorders such as Huntington‘s chorea, Parkinson‘s or Alzheimer‘s
disease and many others. GABA analogues currently available in market are used to
effectively treat a wide array of disorders, that is why creating new GABA analogues is a
very important task.

The primary aim of this work is to optimize synthesis conditions of conformationally
restricted GABA analogues , to purify them, to characterize the obtained molecules using
NMR, ATR-IR and HRMS methods, also to complete ADME analysis using
bioninformatics and , by using the obtained information, to decide if the molecules are

optimal for the further investigation.



Santrumpos

ADME - absorbcija, pasiskirtymas, metabolismas ir iSskyrimas (eng. Absorbtion, Distribution,
Metabolism and Excretion)

ATR — visiSko atspindzio priedas infraraudonajam spektrui

BMR — branduoliy magnetinis rezonansas

Boc — tert-butiloksikarbonilgrupé

DBU - 1,8-Diazabiciklo[5.4.0Jundec-7-enas

GABA — y-aminosviesto rugstis

GABOB - y-amino-p-hidroksisviesto ragstis

HMBC — protony ir anglies branduolio tolimesnés sgveikos eksperimentas
HSQC — protony ir anglies branduolio homosgveikos eksperimentas
HPLC-MS — auksto slegio skystiné chromatografija su masiy spektrometrija
HRMS — aukstos skiriamosios gebos masés spektrometrija

IR — infraraudonasis
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Ivadas

y-Aminosviesto rugstis (1) kitaip zinoma kaip GABA yra labai svarbus neuromediatorius,
daugelyje gyvuy organizmy. Sis neuromediatorius yra tiesiogiai atsakingas uz neurony impulsy
slopinimg bei raumeny tonuso reguliavima. GABA trilkumas yra susijes su tokiais neurologiniais
sutrikimais kaip Huntingtono choréja, Parkinsono bei Alzheimerio ligos [1]. Dél to yra poreikis
rasti tokias molekules, kuriuos veikty analogiskai, taciau efektyviau negu pati GABA. Tokios
molekulés dél strukturiniy modifikacijy galéty sgveikauti su GABA receptoriais specifiSkai, taip
iSgaunant tik pageidaujamus efektus.

Siuo metu rinkoje yra ganétinai didelis GABA analogy pasirinkimas, ta¢iau dar yra daugybé
neiStirinéty ar net nesusintetinty GABA analogy, kurie gali turéti potencialg tapti naujos kartos

vaistais nuo jvairiausiy neurologiniy ar psichiatriniy sutrikimy.

Darbo tikslas: Susintetinti 2-(azetidin-3-il)acto rugsties pagrindu paremtus erdviskai

suvarzytos struktiiros GABA analogus su jvariais pakaitais.

Darbo uzdaviniai:

o Rasti tinkamg metodg pakaitams jvesti prie azetidino fragmento C-3 anglies.

o Ivesti tolimesnius pakaitus naudojant Suzuki-Miyaura kryzming sinteze.

o Rasti optimalius gryninimo metodus.

o Taikant ADME analizg rasti optimalias strukiras.

. Taikant Siuolaikinius spektrometrijos metodus pagristi gauty junginiy struktiiras.
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1. Literatiiros apZvalga

1.1.  Zinomi y-aminosviesto riigities analogai

D¢l to, kad GABA arba kitaip zinoma fy-aminosviesto rtgstis, pasizymi labai placiomis
sgvybémis kaip signaliné molekulé¢ daugybéje gyvy organizmy, yra ieSkoma vis naujy GABA
analogy. Pagrindinis susidomé¢jimas GABA kyla dél Sios aminortig§ties poveikio smegenims.
GABA veikia kaip slopinantis neuromediatorius, kuris subalansuoja vieno pagrindiniy suzadinanciy
neurotransmiteriy — L-glutamato veikla. Nepakankamas sinapsinis slopinimas gali sukelti nerima,
epilepsija, nemigg ar atminties sutrikimus, taciau per didelis sinapsinis slopinimas gali biiti siejamas
su raminimu ar anestezija ar net sukelti koma [2].

Keletas GABA analogy yra naudojami ir medicinos praktikoje. Tarp jy antiepileptinis vaistas
vigabatrinas (2), kuris buvo kuriamas kaip negrjztamas fermento GABA-transaminazés inhibitorius,
tokiu biidu padidindamas GABA koncentracija smegenyse. Selektyvus GABAg agonistas
baklofenas (3) daug mety buvo naudojamas spazmams nugaros srityje gydyti. Gabapentinas (4) ir
pregabalinas (5) taip pat didelio pasisekimo sulauk¢ GABA analogai skirti epilepsijai bei
neuropatiniam skausmui gydyti. Nors tai yra 3-pakeisti GABA analogai, tafiau jie tiesiogiai
neveikia GABA receptoriy, Sie vaistai viekia per kalcio kanalus turin¢ius a261 subvienetg [3-5].

GABA yra gausiai randamas augaluose, grybuose, bakterijose, vabzdziuose, stuburiniuose bei
bestuburiuose gyvinuose. GABA galima pavadinti konservatyvia visuotine signaline sistema.
Tyrimai sitilo, jog GABA perduoda komunikacinius signalus tarp augaly bei kity organizmy [6].

Keletas biologiskai aktyviy GABA analogy yra randami ir gamtoje. Tarp jy GABOB arba (S)-
4-amino-3-hidroksibutanortgstis (6), kuri yra randama cikliniame peptide hapalozine bei L-
karnitine, kurie randami zinduoliy audiniuose. Statinas arba (3S,4S)-4-amino-3-hidroksi-6-
metilheptanortgstis (7) pagrindinis farmakoforas chimozino inhibitoriuje pepsatine. Statinas ir jo
analogai yra kaip statybinés medziagos peptidomimetikams susidaryti. Homoizoserinas arba 2-
hidroksi-4-aminobutanortigitis (8) veikia kaip GABA absorbcijos inhibitorius, pasizymi
priesvéziniu aktyvumu, randamas daugybéje atibiotiky bei tarnauja kaip statybiné medziaga
peptidomimetikams [7-8].

Zinduoliuose, GABA aptinkama ne tik centrinéje nervy sistemoje, bet ir kituose organuose,
kur ji atlieka daugybe funkcijy. GABA dalyvauja Igsteliy proliferacijoje bei migracijoje bei gali biiti
susijusi su veziniy lasteliy susidarymu. GABA reguliuoja insulino i$skyrimg 1§ kasos B 1asteliy bei
gali biiti susijusi su I tipo diabetu. GABA taip pat veikia kvépavimo taky epitelines lgsteles astmos

metu. Buvo pastebéta, jog T lastelés bei makrofagai taip pat turi veikian¢ius GABAA receptorius.
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Taigi astma, diabetas, véZys bei imuniné sistema taip pat gali buti laikomi GABA analogy taikiniais

[9-10].
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1.1 pav. GABA bei jos analogai.

©oTZ

Baklofenas (3), buvo susintetintas dar 1968 m. vokie¢iy mokslininko Heinrich Keberle ir
pasizymejo raumenis atpalaiduojanciomis bei analgezinémis sagvybémis. Baklofeng galima laikyti
vienu i§ sintetiniy GABA analogy pradininku bei GABAg receptoriy agonisty prototipu. Boueri ir
kt. baklofeng vadina nepakei¢iamu atskleidziant GABAg receptoriy veikimg epilepsijos,
priklausomybés ar chronisko skausmo metu. Be to, baklofenas jau buvo kliniskai vartojamas
daugiau nei 30 mety iki GABABg receptoriy nustatymo [11].

Véliau buvo susintetinta grupé cikliniy aminortig§¢iy, kurios yra klasifikuojamos kaip
konformaciSkai suvarzyti GABA analogai, tarp jy nipekotiné raigstis, guvacinas (9) bei homo-p-
prolinas (10). Sios ragstys demonstravo in vitro aktyvuma kaip GABA reabsorbcijos inhibitoriai
[12].

1999 m. Bryans‘as ir kt. aprasé gabapenting (4) ir pregabaling (5), kaip y-aminortigstis
pasizymincias traukulius bei nerimg slopinanciomis bei analgezinémis sagvybémis. Gabapentinas
buvo naudojamas kaip pridétinis vaistas gydyti traukuliams, taciau véliau buvo pastebéta, jog Sis
vaistas yra tinkamas poherpetinei neuralgijai gydyti bei neuropatiniam skausmui slopinti. Kitg
vertus, pregabalinas parodé stipresnj veikima gydant epilepsija, neuropatinj skausmg bei malSinant
nerimg. Pregabalinas buvo kuriamas kaip lipofiliSkesnis GABA analogas, kuris sugebéty pereiti
kraujo-smegeny barjera, ta¢iau Lauria ir Kt. nustaté, kad nors pregabalinas ir yra struktariSkai
panaSus | GABA, taciau jis nesgveikauja su GABA receptoriais ir neveikia taip pat kaip GABA
[13-14]
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Vigabatrinas (2) yra GABA analogas, skirtas padidinti GABA koncentracijg centrinéje nervy
sistemoje. Tai yra vienas i§ geriausiai veikianciy antiepileptiniy vaisty. Vigabatrinas negrjztamai
inhibuoja GABA transaminazg, pagrindinj fermenta metabolizuojantj endogening GABA,
prisijungdamas priec Sio fermento aktyviojo centro. Lippertas ir kt. atliko tyrimus nustatyti
vigabatrino veikimo mechanizmg. Buvo atskleista, jog vigabatrinas grjztamai jungiasi prie
piridoksalio-5°-fosfato kofaktoriaus ir tuomet negriztamai inaktyvuoja fermenta. Engelborghs‘as ir
kt. pasiiilé, jog vigabatrinas turi dar vieng veikimo mechanizma, kurio metu padidinamas glicino ir
sumazinamas Kity nervy sistemg stimuliuojan¢iy animoraig§éiy kiekis smegenyse [15-16].

Recerveur‘is ir kt. susintetino grupe konformaciskai suvarzyty gabapentino analogy.
Pirolidino analogas (R)-2-aza-spiro[4,5]dekan-4-karboksirtigsties hidrochloridas pasizyméjo ICso =
120 nM, kuris buvo artimas gabapentinui (ICso = 140 nM). Sis junginys jungési prie kalcio kanalo
o260 subvieneto [17].

Silverman‘as ir kt. patente glutamo rtigsties bei GABA analogai naudojami kaip junginiai,
skirti centrinés nervy sistemos ligy, tokiy kaip Huntingtono choré¢ja, cerebriné iSemija, Parkinsono
liga, epilepsija bei kity, gydimui. Serija 3-alkil-GABA analogy pasizyméjo geromis traukulius
slopinanciomis sgvybémis, taciau neturéjo antikonvulsantams buidingo $alutinio efekto — ataksijos.

2003 metais buvo isleistas patentas su metodu mono- ir dipakeisty 3-propil-GABA sintezei.
Buvo nustatyta, jog Sie junginiai, prie jau Zinomy antikonvulsiniy savybiy, gali biiti naudojami
hipokinezijai, galvos skausmams, neurodegeneraciniams sutrikimams, depresijai, nerimui, panikai,
neuropatologiniams sutrikimams, artritui bei miego sutrikimams gydyti [18].

Tais paciais metais, Pfizer Inc. uzpatentavo grup¢ suvarzytos konformacijos GABA analogy,
kurie parodé geras sgvybes malSinant skausma bei traukulius [19].

Magnus‘as ir kt. uzpatentavo GABA analogy naudojimg nemigai gydyti. Autorius pabrézé,
jog vienas svarbiausiy ir i$skirtiniy GABA analogy, naudoty nemigai gydyti, bruozy yra tas, kad jie
nesukelia tokios priklausomybés kaip benzodiazepinai [20].

Yuen‘as nustaté, jog 3-heteroalkilpakeisti GABA analogai pasiZymejo spazmus
atpalaiduojanciomis savybémis. Heteroalkilziedai naudoti patente buvo furano, tiofeno bei pirolo
[21].

14



1.2. GABA analogy sintezé

GABA analogy sintez¢ pagal gaunamg produkta i§ esmes galima skirstyti j kelias grupes:

o a-pakeistos-y-aminorigstys
o [-pakeistos-y-aminorugstys
o v-pakeistos-y-aminoragstys
o dipakeistos-y-aminoraigstys
o hidroksi-y-aminortgstys

o ciklinés y-aminoragstys

1.2.1. a-Pakeistos-y-aminoriigstys

(R)- ir (S)-a-metil-GABA (14) buvo susintetitos 2-metil-butirolacetonui reaguojant su kalio
ftalimidu. Gauti izomerai buvo i$skirti frakcinés kristalizacijos budu kaip kvinino druskos, tac¢iau
mazomis iSeigomis. Duke‘as ir kt. Patobulino jau zinomg metodg. Sintezés metu tiglinés rugsties
etilo esteris (11) yra brominamas ir sujungiamas su ftalimidu, kuris veikia kaip azoto atomo
donoras. Po hidrinimo ir deesterifikacijos buvo gautas junginys (12), i§ kurio toliau gautas (R)-
pantolaktono esteris (13). Po chromatografinio gryninimo bei riig§tinés hidrolizés buvo gauti

enantiomeri$kai gryni (R)-(14) ir (S)-(14) izomerai geromis iSeigomis (Zr. 1.2 pav.) [22].

)
o 0 OH
_— SOCl,
X~ OBt — > N .
(-)-(R)-pantolaktonas
o 12

1
H2N/\/('R)\COOH

(R)-14

o) OOo /
s AN

H,N~ >15"COOH

(S)-14

1.2 pav. (R)- ir (S)-a-metil-GABA sintezés schema.

Dar vienas metodas gauti o-pakeistoms y-aminoriigStims yra raceminiy o-aril-p-
cianopropiono riigs¢iy chloridy (16) esterifikacija, riigStys gaunamos i$ metil-2-akrilaty (15), véliau
jos veikiamos (R)-fenilpantolaktamu (17) tam, kad susiformuoty 18 kaip pagrindinis produktas

diastereomeriniu  santykiu 93:7, paveikus (S)-fenilpantolaktamu biity gautas atvirkscias
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diasteriomerinis santykis. Po chromatografinio gryninimo bei hidrolizés gautos enantiogrynos o-
aril-p-cianopropionino riigstys (19), kurios buvo konvertuotos j enantiogrynas N-Boc-a-aril-GABA
(20) (zr. 1.3 pav.) [23].

OH
(R)
@)
NC 17 Ph
OMe PCls CCl, OR)
LiOH/H,0
o) J H,05/THF
15 16
R =Ph
R= p-(i—BU)C6H4
R = 6-MeO-2-naftil R H2. Pd/C R
NC P
v'(f@\CozH Boc,0 BocHN/\g'R}COZH
19

1.3 pav. Enantiogryny N-Boc-a-aril-GABA sintezés schema.
1.2.2. B-pakeistos-y-aminoragstys

Vienos i§ svarbiausiy P-pakeisty-y-aminortigs¢iy yra pregabalinas (5), gabapentinas (4) ir
baklofenas (3). EnantiomeriS$kai grynas pregabalinas buvo susintetintas Kkatalitinés Michael
reakcijos metu. Nitroalkanai reaguoja su a,B-nesociaisiais aldehidais (21) naudojant 22 kaip
asimetrin] katalizatoriy, Siuo metodu pavyko susintetinti tiek baklofeng tiek pregabaling.
Nitrometanui (23) sureagavus su 5-(p-chlorofenil)-enaliu (21a) ar 5-izobutilheks-2-enaliu (21b)
buvo isskirti 3-pakeisti nitrobutanaliai (24), kurie toliau buvo oksiduoti iki rags¢iy (25) ir kovertuoti
] baklofena (3) bei pregabaling (5) (zr. 1.4 pav.) [24].

o N OTMS
H 22 Ph NaClo
2
R/\)J\H PhCO,H R 0O 2-metil-2-butenas

CHsNO
233 2 24

21aR = p-CI-Cg4H5 t-BuOH - H,O

21bR= j-Bu
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1.4 pav. Michael reakcija pregabalinui ir baklofenui gauti.

Literatiroje taip pat apraSytas patogus, pramongje pritaikomas metodas enantiomeriSkai
gryniems B-pakeistiems y-butyrolaktonams gauti. Bicikliai chiraliniai laktonai (27) paruosiami i$
chiralinio epichlorhidrino (26) vykstant intramolekuliniam dvigubam alkilmalonato anijono
pakeitimui bei laktonizacijai. Ciklopropano ziedas atidaromas veikiant Grinjaro reagentu, po ziedo
dekarboksilinimo gaunamas izopropilpakeistas laktonas (28). Pregabalinas (5) gaunamas atidarius
laktono ziedg ir jvedus azido grupe, gauta azida (29) konvertavus j aminorigStj gaunamas
pregabalinas (5) (zr. 1.5 pav.) [25].

Et0,C.__CO,Et

o, ‘' Na/EtOH \%
26 EtO,C7 “CO,E &

i. i-PrMgCl, Cul O _o
&o THF, -45C (_/v/
(R) o J(S)
()7 < CO,Et i LiCl, H20 >\ 28
27 DMSO, 140C
i. TMSBr, EtOH
DCM
ii. NaN3, DMF
i. LIOH, THF, MeOH,
H,0, 0C
H2N COM i H, PdiC, MeOH N, CO,Et
5 29

1.5 pav. Pregabalino sintez¢ i$ laktony.

Gabapentinui gauti gali buti taikoma reakcija su vario (I) chloridu. Paveikus haloamida (30)
vario (I) chloridu gaunami chlorocikloheksilpirolidinonai (31), kurie yra dechlorinami gaunant
cikloheksilpirolidinonus (32). I§ pastaryjy ragstinéje terpéje gali biti gaunamas gabapentinas. Sios
sintezés pliusas yra tas, kad chloro atomai gali buti panaudoti kaip centrai naujiems pakaitams

jvesti, taip sukuriant naujg gabapentino, o tuo paciu ir GABA analogy grupe (Zr. 1.6 pav.) [26].

| .
©VF$ CuCl, TMEDA Cl Raney Ni Ag. HCI \Q
N | . . — . -
\H/CC 3 toluene, 60C S o 0 HoN CO,H
N
(e} \R 4
32

c N
30 3 R

1.6 pav. Gabapentino sintez¢.
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EnantiomeriSkai grynos [-fenil-GABA (36) buvo gautos atskiriant (R)-(-)-pantolaktono
esterius. Etil-(E)-3-fenilbut-2-enortigstis (33) buvo susinetinta i§ acetofenono taikant modifikuota
Wittig‘o-Horner‘io reakcijg, o po to hidrolizuojant gautg esterj Sarminémis salygomis. Junginys
(34) buvo gautas veikiant ragstj (33) tionilochloridu, tuomet (R)-pantolaktonu, taip gaunant esterj.
Reakcijos su NBS metu | esterj buvo jvestas bromas. Toliau gautg junginj veikiant kalio ftalimidu
bei hidrinant vandenilio dujomis esant paladzio katalizatoriui, buvo gautas junginys (35). lzomerai
buvo atskirti kristalizacijos metodu, o galutiniai enantiomeri$kai gryni produktai (36) gauti

hidrolizuojant jau atskirtus esterius rigstinéje terpéje (zr. 1.7 pav.) [27].

i. SOCI,
ii. (R)-pantolaktonas B o i. Kalio ftalimidas, DMF
ii. NBS,CCl, PN O  ii. HyPd/C
CO5H
NS 2 o
33 34
i. kristalizacija HoN R) CO2H
PhtHN j;z _ii. HCVACOH _ (R)-36
HZN\/(;)\/COQH
(S)-36

1.7 pav. Enantiomeriskai gryno baklofeno sintezé.

Baklofenas (3) taip pat gali biiti gaunamas naudojant specifinius rodzio katalizatorius. Dideli
Sios reakcijos privalumai yra: 1) paprastos pradinés medziagos, 2) mazos laiko sgnaudos, 3)
gaunamas vienas stereoizomeras. Sintezés metu i§ N-gale blokuoto aminoetanolio (37)
susintetinamas  4-amino-2,3-butenortigsties  darinys (39), tuomet jis veikiamas rodZio
katalizatoriumi, (S)-BINAP, cezio karbonatu bei pageidaujama arilboro rtgstimi. Gaunamas
enantiomeriS8kai grynas N ir O blokuotas baklofenas, kurj veikiant druskos riigsties tirpalu

pasalinamos blokuojancios grupés (Zr. 1.8 pav.) [28].
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IBX, DME Rh(acac)(C2Hg)2
OH ; O (EtO),P(O)CHC(OLIi)OEt _~__0 (S)-BINAP, CsCO4
BocHN/\f
38 H

BocHN
80C THF, -78 C
39 OFt /©/B(OH)2
cl

BocHN
37

cl cl
Ag. HCI

BocHN CO,Et H,N CO,H
(R) (R)

40 3

1.8 pav. Baklofeno sintezé naudojant rodzio katalizatoriy.

1.2.3. y-pakeistos-y-aminoriigstys

Vienas i$ klasikiniy metody y-pakeistoms-y-aminortig§tims sintetinti yra Wittig‘o reakcija
alkil(trifenilfosforiliden)acetatu veikiant a-aminoaldehidus, pavyzdziui fenilalaninalj (41). Gautas
alkenas (42) toliau redukuojamas bei pasalinama apsauginé grupé. Gautas produktas (43) yra y-

pakeista-y-aminortigstis (7.1.9 pav.) [29].

Sl (S _CO,Bn i.H2, Pd/C
o Ph;P=CHCO,Bn i. Aq. HCI
NHBoc " NHBoc
HoN (R’)43 CO,H

41 42

1.9 pav. Klasikiné y-pakeisty-y-aminoriigsciy sintezé.

Itin svarbi y-pakeista-y-aminoriigstis yra vigabatrinas (2). Kaip jau minéta, §i aminoriigstis yra
vienas geriausiy prie§ epilepsiniy vaisty, dél to §io junginio sintezés metodai per daugybe mety yra
itin iStobulinti. Vigabatrino sintezé apima kelias stadijas, i§ pradziy etilheksenoatas (44) maiSomas
su  N-sulfinilbenzensulonamidu, tuomet gautas produktas (45) paeiliui  veikiamas
heksametildisilazanu bei natrio Sarmu, susidarius junginiui (46) nuo jo yra pasalinamos apsauginés

grupés, taip gaunant vigabatrina (2) (zr. 1.10 pav.) [30].
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PhSO,NSO i. HDMS

) E l.

MCOQEt LiCl, DMSO > //\/\/COZ t ii. NaOH,0C
44 _S.

0”7 NHSO,Ph 45

i NaOH, 80 C CO-H
ii. Na/NH4 .7 2
NHSO,Ph NH»

46 2

_ CO,Et

1.10 pav. Vigabatrino sintezé i$ etilheksenoato.

Taip pat vigabatring (2) galima sintetinti i$ eritritolio. Eritritolis (47) trijy pakopy sintezés
metu paveréiamas etil-6-hidroksiheks-4-enoatu (48), kuris kaitinamas su trichlormetilacetamidatu
dalyvauja Overman‘o persigrupavimo reakcijoje, Sios reakcijos metu j molekule yra jvedama
funkciné aminogrupé. Junginj (49) hidrolizinant rigstinémis saglygomis gaunamas vigabatrinas (2)
(zr. 1.11 pav.) [31].

OH i. HCO,H NaH, CCI,CN
HO ii. CHaC(OEt)y H' A~ 140 C
NOH iii. HCI (d.), EtOH _ HO CO,Et
47" *
=
Cl3COCHN CO,H HoN CO2H
49 2

1.11 pav. Vigabatrino sintez¢ i$ eritritolio.

1.2.4. Dipakeistos y-aminoruagstys

Pakaitai dipakeistose y-aminoriigityse gali biti o,p-, a,y-, B,p- bei B,y- padéetyse. Sie GABA
analogai literatiiroje yra sutinkami gerokai reCiau negu monopakeisty-y-aminoriig§¢iy. Vis délto,
galima rasti keletg iStyrinéty sintezés pavyzdziy a,pB- bei a,y- rigstims paruosti.

a,B-Pakeistos-y-aminortigStys gali buti sintetinamos paruoSiant y-laktong (52) i
karboksirtgsties (50), gautas y-laktonas (51) yra metilinamas, $ios reakcijos metu gaunamas trans
ir cis izomery miSinys (52) santykiu 4:1. Tuomet atskiriamas trans izomeras, hidrolizuojamas
laktamo ziedas bei paruoSiamas azidas (53). Po redukcijos ir rigstinés hidrolizés gaunamas

galutinis produktas - a,-pakeista-y-aminortagstis (54) (zr. 1.12 pav.) [32].
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0 , 0
J< i.BH5.SMe, O LDA () i. HBr
0 ii. p-TSA Mel ’ ii. NaN
{S) —_— O —_— O I BN 3
COyH (S) (S)

50 51 52
i. H2, Raney Ni
INAs) 2 H,oN (S)( ). CO5H
53 54

1.12 pav. a,B-Pakeistos-y-aminortgsties sintezés schema.

a,y-Pakeistoms-y-aminortigs§tims paruosSti populiariausias biidas yra alkilinimas. Pradine
medziaga pasirenkama y-monopakeista-y-aminortigstis (55), kurig paveikus atitinkamu halogenidu

reakcijos miSinyje esant stiprios bazés, gaunama N ir O blokuota a,y-dipakeista-y-aminoraigstis (56)
(zr. 1.13 pav.) [33].

_ (0]
(0]
OH
BocHN
BOCHN\_/\)J\OMe T» \:/\-)J\OMG
R 55 R gg R"

R: Bn, i-Pr, Me, i-Bu Base: LDA + HMPA,
LDA, n-BuLi, NaHMDS
R": alil-, benzil-,
metil-, cinamil-

1.13 pav. Alkilinimo reakcija a,y-pakeistoms-y-aminoragstims gauti.

Literaturoje taip pat yra apzvelgiamas bidas Sioms aminoriig§tims sintetinti i§ N-Boc-L-
alaninalio. N-Boc-L-alaninalis (57) Horner‘io-Emmons‘o-Wadsworth‘o sintezés metu paveréiamas
] nesoty (E)-esterj (58), kuris toliau konvertuojamas j laktama (59). Po laktamo hidrinimo gaunamas

syn junginys (60) (zr. 1.14 pav.) [34].

Me
Me Me Me
H (TFAO),(O)P~ ~CO,Me Boc.O. DMAP
BocHNS) BocHN (™ “CO,Me —2222:
57 O 58
Me
f¥ i. Hy, Pd/C Me Me
ii. Ag. LiOH
Me (S) N O BOCHNMCOzH
\
Boc 60
59

1.14 pav. a,y-pakeisty-y-aminortigs¢iy gavimas i§ N-Boc-L-alanialio.
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B,y-Pakeistoms-y-aminoriigS§tys gaunamos Schiff‘o bazéms (61) reaguojant su cinamatais
(62). Po reakcijos gautas junginys (63) yra hidrolizuojamas ir gaunama atitinkama p,y-dipakeista-y-
aminoragstis (64) (Zr. 1.15 pav.) [35].

Ph TEBA, MeCN Ph  Ph Ph
Aq. NaOH
)\\ A~ & )\\ )\A Ag.HOL, H N)\/\CO H
Ph N Ph A CO,R Ph N i COzR 2 z 2
PR 2 Bh Ph
61 62 63 64

R = Me, Et, CH,Ph
CH(CHj3),, C(CH3)3

1.15pav. B,y-Pakeisty-y-aminortig§¢iy gavimas.

1.2.5. Hidroksi-y-aminoragstys

Literattroje hidroksi-y-aminoriigsciy sintezé yra gan plaiai iSnagrinéta, taCiau geriausiai
zinomi yra a-hidroksi-y-aminortig§¢iy bei B-hidroksi-y-aminoriig§¢iy gavimo metodai. a-Hidroksi-
y-aminortigStys pramoniniu mastu gaunamos 4-benziloksikarbonilamino-2-oksobutanoto natrio
druska (65) bei jos analogus veikiant laktato dehidrogenaze bei atliekant redukcijg vandeniliu. Nuo
fermento priklauso produkto stereoizomerija: pasirinkus Bacillus stearothermophilus laktato
dehidrogenaz¢ gaunamas (S)-izomeras ((S)-66), pasrinkus Staphylococcus epidermidis laktato
dehidrogenaze gaunamas (R)-izomeras ((R)-66) (Zr. 1.16 pav.) [36].

i. SE-LDH i. BS-LDH
OH . Q NADH. H* QH
. /\/'\ ~ | _NADH. H /\)J\ R L
H3N (R)"CO3| ji. H, Pd/C CbzHN s COy,Na ii. Hy Pd/C H3N/\/(S)\C02
’ 5
(R)-66 (S)-66

1.16 pav. Hidroksi-y-aminortgs¢iy gavimas naudojant fermentus.

B-Hidroksi-y-aminortigs¢iy gavimas yra dar svarbesnis negu a-Hidroksi-y-aminortigséiy, taip
yra todél, kad viena i§ $iy rugsciy yra GABOB arba kitaip zinoma kaip y-amino-f-hidroksisviesto
riigstis. Si aminoriigitis yra svarbus antikonvulsantas ir veikia kaip GABA receptoriy agonistas.
EnantiomeriSkai grynas GABOB buvo gautas (S)-glicerolio acetonidg (67) paverciant ftalimidu
(68), kurj toliau veikiant tionilchloridu piridine gaunamas ciklinis sulfitas (69). Po reakcijos su kalio
cianidu buvo gautas hidroksinitrilas (70), kuris buvo hidrolizuotas iki (R)-GABOB (6) (zr. 1.17
pav.) [37].
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HO NPhth
s) i. PPhs DEAD OH 0

7 Kalio ftalimidas PhthN.__~__OH _SOCL _ ®)" g KCN _
R, — /
0 ii. TFA o8 Pyridine o
69
67
OH oH
PhthN._ 2 _CN _Cone: HOl | N COH
70 6

1.17 pav. GABOB sintez¢ iS glicerolio acetonido.

Kondensuojant 3-benziloksiciklobutanonong (71) su a-metilbenzilaminu, po to vykdant
oksidacijos reakcija buvo gautas oksaziridinas (72), $§] junginj veikiant Sviesa gauti laktamy
diastereoizomerai (73), kurie buvo atskirti chromatografiskai. Pasalinus N-apsauging grupg buvo
i8skirtas (R)-4-hidroksipirolidin-2-onas (74), i§ kurio po riigstinés hidrolizés gautas (R)-GABOB (6)
(zr. 1.18 pav.) [38].

Me
o < Ph
NG
=(R)
i. alfa-MBA 5 OPh NaN
ii. m-CPBA <>< (R)-73 aNs
— >=0 LM=EEA . pho i - - 7
PhO o) N\@ e
71 2 Ph Y—ph
Me 0 (s)
N
(s)
OPh
o)
NH OH (5)-73
Ag. HCI S oo
— > H,N_ H
2R 2R
OH 6
74

1.18 pav. GABOB sintez¢ i$ 3-benziloksiciklobutanono.

1.2.6. Ciklinés y-aminorugstys

Cikliniy y-aminoraigs§¢iy yra jvairiy, geriausiai zinomos yra Sios: ciklopropil-, ciklobutil-,
ciklopentil- bei cikloheksil-y-aminrtgstys. Kadangi Siame darbe ciklopentil- bei cikloheksil-y-
aminortgstys nebus nagrin€jimos, todél jy sintezés metodai taip pat nebus aptarti.

Trans-cinamilalkoholj (75) veikiant (+)-tartaro ragsties chiraliniu dioksoborolano ligandu
(76) buvo gautas (S,S)-ciklopropilalkoholis (77), kurj toliau pavertus j azida, atlikus redukcijg su
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alavo(Il) chloridu bei apsaugojus aminogrupe Boc apsaugine grupe buvo iSskirtas N-apsaugotas
aminas (78). Suoksidavus fenilgrupe bei pasalinus apsauging Boc grupg buvo gauta gryna (S,S)-
ciklopropil-y-aminortigstis (79) (zr. 1.19 pav.) [39].

\..O
T 76 i. MsCl
S S, ii. NaN
HO._\_Ph Bu (S) {) || aN;
Zn(CHjl), HO Ph iii. SnCl,
75 77 iv. Boc,0
(S) '(S) i NaIO4Y RUC|3 (S) '(S)
BocHN Ph i HCI HoN CO,H
78 79

1.19 pav. Ciklopropil-y-aminortigs¢iy gavimas.

Ciklobutil-y-aminoriig§tys buvo paruostos kaip prading medziagg naudojant ciklobutano-1,1-
dikarboksirtigstj (80). Visu pirma buvo susintetintas Sios ruigsties chloridas (81), tuomet buvo
pasalinta viena karboksigrupé ir gauta 3-chlorociklobutanokarboksirfigstis (82). Si riigitis buvo
paversta j jos metilo esterj (83), o tada j azidg (84). Gauti izomerai buvo atskirti chromatografijos
budu. Pasalinus apsaugines grupes buvo gautos izomeriskai grynos ciklobutil-y-aminoraigstys (85)

(zr. 1.20 pav.) [40].

HO,C _CO,H CO2H
HO,C.__CO,H temo.
_SOCl, emp- _SOCl,
MeOH
80 Cl ]
81 co,Me 82 COzH
i. Hy, Pd/C
ii. HCI/H,0
CO,Me > g
NaN; N NH;
CO,Me i. Hp Pd/C CO.H
Cl ii. HCI/H,O
83 — -
'il3 NHZ
84 85

1.20 pav. Ciklobutil-y-aminortigs¢iy gavimas.
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2. Medziagos ir tyrimy metodai

Visi BMR spektrai susintetintoms medziagoms uzra$yti Bruker Ascend 700 MHz ir Bruker
Avance 111 400 MHz spektrometrais, naudojant deuteruota chloroforma. Vidinis standartas *H ir *C
BMR spektrams — tetrametilsilanas. Azoto °N spektrams naudojamas iSorinis standartas -
nitrometanas. Poslinkiai matuoti & skal¢je milijjoninémis dalimis. Reakcijos eiga stebéta
plonasluoksnés chromatografijos metodu, naudojant Merk Silica gel 60 Fzss aliuminio ploksteles.
Plokstelése easntys taskai ryskinti pagal zinomg metodikg paruostu kalio permanganato tirpalu arba
stebéti naudojant A = 254 nm ir 366 nm Sviesoje. IR spektrai uzrasyti Bruker Vertex V70 aparatu
naudojant vieno atspindzio deimantinj ATR prieda. HPLC-MS analizé atlikta su Shimadzu LC MS
2020 spektrometru. HRMS analiz¢é atlikta Brucker maXis aparatu. Distiliacijai naudota Buch Glass

Oven B585 Kugelrohr distiliatorius.

2.1.  Sintezéje naudoti junginiai

2.1 lentelé Sintezéje naudotos medziagos

Nr. Struktiiriné formulé Pavadinimas, tiekéjo kodas, CAS numeris Tiekéjas
1. o) tert-Butil-3-oksoazetidin-1-karboksilatas 98%, | Combi-Blocks
0S-1022,

No o
Ve 7L CAS: 398489-26-4
O

~ |l o Trimetilfosfonacetatas 98%, Combi-Blocks
1.0
P N ST-0871,

CAS: 55168-74-6

3. N/j 1,8-Diazabiciklo[5.4.0Jundec-7-enas 98%, Sigma-Aldrich
X 139009,

CAS: 6674-22-2

4. NaH Natrio hidridas disperguotas mineralinéje | Sigma-Aldrich
alyvoje 60%,
452912,

CAS: 7646-69-7

5. Br 4-Brompirazolas 97%, Fluorochem
N 036347,
CAS: 2075-45-8

~

Iz
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2.1 lentelé Sintezéje naudotos medziagos (t¢sinys)

6. l\ljl\/\\N 1,2,4-Triazolas 98%, Sigma-Aldrich
H T46108,
CAS: 288-88-0
7. 4-Metilimidazolas 98%, Combi-Blocks
"‘[\g QA-3204,
N CAS: 822-36-6
8. 1,2,3,4-Tetrahidroizochinolinas 98%, Combi-Blocks
©©\JH OR-1575,
CAS: 91-21-4
9. 0 Morfolinas 99%, Sigma-Aldrich
[ j 252360,
H CAS: 110-91-8
10. CF; 3-(Trifluorometil)pirazolas Sigma-Aldrich
bN 406228,
” CAS: 20154-03-4
11. O Pirolidinas 99%, Sigma-Aldrich
H 83240,
CAS: 123-75-1
12. D Azetidino hidrochloridas 97%, Fluorochem
ﬂ& 036832,
CAS: 36520-39-5
13. 3-Azabiciklo[3.1.0]heksano hidrochloridas | Combi-Blocks
b 97%,
H HCI QE-5757,
CAS: 73799-64-1
14, 8-Oksa-3-azabiciklo[3.2.1]oktano Combi-Blocks
@H hidrochloridas 98%,
HCI QC-9167,
CAS: 54745-74-3
15. H HCI 4,5,6,7-Tetrahidro-1H-pirazol[4,3-c]  piridino | Combi-Blocks
N{I/TG dihidrochloridas 98%,
\ NH
HCI SS-2804,

CAS: 157327-44-1
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2.1 lentelé Sintezéje naudotos medziagos (t¢sinys)

16.

O

Tetrakis(trifenilfosfin)paladis(0) 99%,
216666,
CAS: 14221-01-3

Sigma-Aldrich

17.

Kalio fosfatas 99%,
P5629,
CAS: 7778-53-2

Sigma-Aldrich

18.

o-Tolilbororiigstis 98%,
002464,
CAS: 16419-60-6

Fluorochem

19.

T

O

p-Tolilbororiigstis 98%,
010854,
CAS: 5720-05-8

Fluorochem

20.

I

O\ P9 w
2 d
T

2-Metoksibenzenborortgstis 97%,
011001,
CAS: 5720-06-9

Fluorochem

21.

w-0
I

]

/
o
T

\

3-Metoksibenzenbororiigstis 97%,
011002,
CAS: 10365-98-7

Fluorochem

22.

/UU—O
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4-Metoksibenzenbororiigstis 97%,
003422,
CAS: 5720-07-0

Fluorochem

23.
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T

2,4-Dimetoksibenzenborortigstis 95%,
010989,
CAS: 133730-34-4

Fluorochem

24,
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4o |d

2,3-Dimetoksibenzenborortigstis 95%,
045260,
CAS: 40972-86-9

Fluorochem
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Taip pat naudoti HPLC standarto tirpikliai: acetonitrilas ir tetrahidrofuranas pirkti i§ Sigma-
Aldrich. Dioksanas sintezei buvo paruostas absoliutus, analitinio standarto dioksana virinant su
metaliniu natriu argono atmosferoje ir surenkant distiliata. Ekstrakcijai naudotas analitinio standarto
etilacetatas bei distiliuotas vanduo. Po ekstrakcijos reakcijos apdorotos bevandeniu natrio sulfatu.
Kolonélinei chromatografijai naudoti analitinio standarto metanolis bei distiliuoti analitinio
standarto etilacetatas, dishlormetanas bei heksanas. Chromatografijoje bei ekstrakcijoje naudoti
analitinio standarto tirpikliai bei neorganinés medziagos buvo uzsakyti i§ Labochemos.

Kalio permanganato tirpalas plonasluoksnei chromatografijai paruostas pagal metodika rastg
Micigano universiteto internetiniame puslapyje. 1,5 g kalio permanganato, 10 g kalio karbonato bei
1,25 ml 10% natrio Sarmo tirpalo iStirpinta 200 ml distiliuoto vandens [41]. Gautas tirpalas buvo
saugomas tamsaus stiklo taroje.

2.2.  Pradinés medziagos sintezé

tert-butil-3-(2-metoksi-2-oksoetiliden)azetidin-1- karboksilatas (1)

)
O\

Ngz/o%

1

N\

13,8 g (76 mmol) trimetilfosfonacetato istirpinama 250 ml HPLC standarto tetrahidrofurane.
Tirpalas atSaldomas iki 0 °C temperatiiros bei 20 minuc¢iy per tirpalg leidziamos argono dujos.
Tuomet per 15 minu¢iy mazomis porcijomis sudétas 60% natrio hidridas (3,12 g, 78 mmol).
Sudéjus natrio hidridg reakcija intensyviai maiSoma 20 minuciy. Tada 12,5 g tert-Butil-3-
oksoazetidin-1-karboksilato yra istirpinamas 50 ml tetrahidrofurano, gautas tirpalas yra supilamas j
reakcijos miSinj, kuris palieckamas maiSytis kambario temperatiiroje 1 valandg. Po valandos
rotaciniu i§garintuvu nugarinama apie 150-200 ml tetrahidrofurano, i gauta misinj jpilama 100 ml
distiliuoto vandens ir vykdoma ekstrakcija etilacetatu 3x100 ml. Organiné fazé surenkama,
apdorojama natrio sulfatu, nufiltruojama ir nugarinama iki sausumo rotaciniu iSgarintuvu. Gauta

mase distiliuojama Kugelrohr vakuminiu distiliatoriumi 130 °C temperattroje. ISeiga: 72%.
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IH NMR (700 MHz, CDCls) § 5.79 (s, 1H, CH), 4.81 (m, 2H, CH), 4.59 (m, 2H, CHy), 3.72
(s, 3H, CHs), 1.46 (s, 9H, 3CHs).

13C NMR (176 MHz, CDCl3) § 165.70, 156.20, 153.07, 113.30, 80.13, 60.29, 57.87, 51.51,
28.35.

ATR-IR 2968, 1720, 1701, 1681, 1439, 1400, 1393, 1313, 1278, 1263, 1242, 1150, 1120,
1024, 944, 924, 865, 834, 834, 768.

HRMS C1:H17NO4Na ([M+23]+) 250,1051

2.3. Aminogrupés jungimas prie dvigubo rySio

tert-butil-3-(4-bromo-1H-pirazol-1-il)-3-(2-metoksi-2-oksoetil)azetidin-1-karboksilatas
)

o Ngﬂ%

3,16 g (21,5 mmol) 4-brompirazolo istirpinama 15 ml HPLC standarto acetonitrile, tuomet j
tirpalg sulaSinama 3,30 g (21,5 mmol) DBU bei sudedama 5 g (22 mmol) junginio 1. Reakcija
vykdoma 65 °C temperatiiroje 16 valandy. Po reakcijos acetonitrilas nugarinamas rotaciniu
1Sgarintuvu ir gauta mas€ gryninama kolonélinés chromatografijos biidu. Sorbentas silikagelis,
eliuentas heksanas:etilacetatas 4:1. ISeiga: 82%.

'H NMR (700 MHz, CDCls) § 7.67 (s, 1H, CH), 7.49 (s, 1H, CH), 4.37 (d, J = 9.7 Hz, 2H,
CH>), 4.25 (d, J = 9.7 Hz, 2H, CHy), 3.64 (s, 3H, CH3), 3.20 (s, 2H, CH>), 1.45 (s, 9H, 3CHjs).

13C NMR (176 MHz, CDCl3) § 169.67, 156.01, 140.51, 128.20, 93.77, 80.48, 59.80, 57.57,
52.04,41.77, 28.31.

ATR IR 3098, 2964, 1729, 1690, 1406, 1379, 1335, 1239, 1204, 1156, 1049, 964, 951, 849,
612.

HRMS C14H20BrN3zO:Na ([M+23]") Apskai¢iuota: 396,0530. Rasta: 396,0529.
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tert-butil-3-(2-metoksi-2-oksoetil)-3-morfolinoazetidin-1-karboksilatas (3)

AN
0]

o)

S
O
, 7

453 mg (5,20 mmol) morfolino istirpinama 3,6 ml HPLC standarto acetonitrile, tuomet j
tirpalg sulaSinama 796 mg (5,23 mmol) DBU bei sudedama 1,2 g (5,27 mmol) junginio 1. Reakcija
vykdoma 65 °C temperatiroje 6 valandas. Po reakcijos acetonitrilas nugarinamas rotaciniu
iSgarintuvu ir gauta mas¢ gryninama kolonélinés chromatografijos biidu. Sorbentas silikagelis,
eliuentas heksanas:etilacetatas 4:1. ISeiga: 73%.

'H NMR (700 MHz, CDCls) § 3,94 — 3,79 (m, 4H, 2CH), 3,70-3,66 (m, 7H, CHa, 2CH>),
2.66 (s, 2H, CH2), 2.47 (s, 4H, 2CHy), 1.43 (s, 9H, 3CHa).

13C NMR (176 MHz, CDCl3) & 171.64, 156.43, 79.64, 67.19, 57.58, 57.23, 56.29, 51.89,
46.02, 35.84, 28.38.

ATR-IR 2937, 2826, 1730, 1691, 1598, 1503, 1400, 1384, 1368, 1271, 1205, 1175, 1146,
957, 946, 751.

HRMS CisH26N20sNa ([M+23]*) Apskaiciuota: 337,1734. Rasta: 337,1734.

tert-butil-3-(2-metoksi-2-oksoetil)-3-(3-(trifluorometil)-1H-pirazol-1-il)azetidini-1-
karboksilatas (4)

N
)

O
F3C /N\N
L
e
O

708 mg (5,20 mmol) 3-(trifluorometil)pirazolo iStirpinama 3,6 ml HPLC standarto
acetonitrile, tuomet | tirpalg sulaSinama 796 mg (5,23 mmol) DBU bei sudedama 1,2 g (5,27 mmol)
junginio 1. Reakcija vykdoma 65 °C temperatiiroje 16 valandy. Po reakcijos acetonitrilas

nugarinamas rotaciniu iSgarintuvu ir gauta masé€ gryninama kolonélinés chromatografijos budu.

Sorbentas silikagelis, eliuentas heksanas:etilacetatas 4:1. ISeiga: 63%.
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IH NMR (700 MHz, CDCls) § 7.71 (d, J = 1.6 Hz, 1H, CH), 6.54 (d, J = 2.4 Hz, 1H, CH),
4.43 (d, J = 9.8 Hz, 2H, CHy), 4.29 (d, J = 9.9 Hz, 2H, CHy), 3.62 (s, 3H, CH3), 3.23 (s, 2H, CHy),
1.44 (s, 9H, 3CHs).

13C NMR (176 MHz, CDCls) § 169.66, 155.99, (143.30, 143.09, 142.87, 142.65, C-CFs),
129.70, (123.33, 121.81, 120.28, 118.76, C-CF3) 104.64, 80.57, 59.61, 57.83, 52.02, 42.05, 28.29.

ATR-IR 3104, 2980, 2937, 1738, 1693, 1438, 1393, 1290, 1206, 1155, 1142, 1079, 1037,
1008, 963, 773.

HRMS CisHaoFsNsO4 ([M+1]") Apskaiciuota: 386,1298. Rasta: 386,1298.

tert-butil 3-(2-metoksi-2-oksoetil)-3-(pirolidin-1-il)azetidin-1-karboksilatas (5)

C/N
N>7/07L

> 0

370 mg (5,20 mmol) pirolidino iStirpinama 3,6 ml HPLC standarto acetonitrile, tuomet |
tirpalg sulasinama 796 mg (5,23 mmol) DBU bei sudedama 1,2 g (5,27 mmol) junginio 1. Reakcija
vykdoma 65 °C temperatiroje 4 valandas. Po reakcijos acetonitrilas nugarinamas rotaciniu
iSgarintuvu ir gauta masé gryninama koloné¢linés chromatografijos biidu. Sorbentas silikagelis,
eliuentas heksanas:etilacetatas 2:1. ISeiga: 61%.

'H NMR (700 MHz, CDCls) § 3.94 (d, J = 9.2 Hz, 2H, CH,), 3.90 — 3.69 (m, 2H, CH>), 3.61
(s, 3H, CHg), 2.67 (s, 2H, CH2), 2.61 (m, 4H, 2CH,), 1.73 — 1.68 (m, 4H, 2CH), 1.37 (s, 9H,
3CHs).

13C NMR (176 MHz, CDCls) & 171.42, 156.34, 79.49, 56.71, 56.59, 54.89, 51.65, 46.75,
41.25, 28.39, 24.00.

ATR IR 2972, 2880, 2824, 1736, 1697, 1479, 1390, 1365, 1343, 1336, 1286, 1202, 1143,
1059, 1007, 860, 771.

HRMS CisH27N204 ([M+1]") Apskai¢iuota: 299,1965. Rasta: 299,1965.
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tert-butil-3'-(2-metoksi-2-oksoetil)-[1,3'-biazetidin]-1'-karboksilatas (6)

CN
N>]/O7L

6 o

486 mg (5,20 mmol) azetidino hidrochlorido isStirpinama 3,6 ml HPLC standarto acetonitrile,
tuomet | tirpalg sulasinama 1,58 g (10,43 mmol) DBU bei sudedama 1,2 g (5,27 mmol) junginio 1.
Reakcija vykdoma 65 °C temperatiiroje 4 valandas. Po reakcijos acetonitrilas nugarinamas rotaciniu
iSgarintuvu, miSinys praplaunamas nedideliu kiekiu distiliuoto vandens ir vykdoma ekstrakcija
etilacetatu (3x10 ml). Organiné fazé dziovinama bevandeniu natrio sulfatu, tirpalas filtruojamas ir
koncentruojamas rotaciniu i§garintuvu. Gauta masé gryninama kolonelinés chromatografijos budu.
Sorbentas silikagelis, eliuentas dichlormetanas:metanolis 95:5. ISeiga: 64%.

'H NMR (700 MHz, CDCls3) & 3.98 (m, 2H, CH>), 3.76 (m, 2H, CH>), 3.66 (s, 3H, CHa), 3.27
(t, J=7.1Hz, 4H, 2CHy), 2.52 (s, 2H, CH2), 2.02 (p, J = 7.2 Hz, 2H, CH>), 1.42 (s, 9H, 3CHa).

13C NMR (176 MHz, CDCls) & 170.99, 156.28, 79.58, 57.11, 54.13, 52.58, 51.66, 48.21,
40.49, 28.37, 15.98.

ATR IR 2977, 2945, 2829, 1731, 1694, 1436, 1409, 1369, 1361, 1330, 1288, 1270, 1251,
1175, 1134, 1103, 1075, 1038.

HRMS C14H25N204 ([M+1]") Apskai¢iuota: 285,1809. Rasta: 285,1809.

tert-butil-3-(3-azabiciklo[3.1.0]heksan-3-il)-3-(2-metoksi-2-oksoetil)azetidin-1-
karboksilatas (7)

41
W/O
7 o 7L
622 mg (5,20 mmol) 3-azabiciklo[3.1.0]heksano hidrochlorido istirpinama 3,6 ml HPLC
standarto acetonitrile, tuomet j tirpalg sulasinama 1,58 g (10,43 mmol) DBU bei sudedama 1,2 g
(5,27 mmol) junginio 1. Reakcija vykdoma 65 °C temperatiiroje 4 valandas. Po reakcijos
acetonitrilas nugarinamas rotaciniu iSgarintuvu, misinys praplaunamas nedideliu kiekiu distiliuoto

vandens ir vykdoma ekstrakcija etilacetatu (3x10 ml). Organiné fazé dziovinama bevandeniu natrio

sulfatu, tirpalas filtruojamas ir koncentruojamas rotaciniu iSgarintuvu. Gauta mas¢ gryninama
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kolon¢linés chromatografijos biidu. Sorbentas silikagelis, eliuentas heksanas:etilacetatas 2:1. ISeiga:
54%.

'H NMR (700 MHz, CDCl3) 6 3.97 (d, J = 9.3 Hz, 2H, CH,), 3.79 (m, 2H, CHy), 3.63 (s, 3H,
CHs3), 2.96 (d, J = 8.1 Hz, 2H, CH>), 2.69 (s, 2H, CH»), 2.56 (s, 2H, CH>), 1.42 (s, 9H, 3CHs), 1.34
(m, 2H, 2CH), 0.54 (g, J = 3.8 Hz, 1H, CH>), 0.33 (m, 1H, CH>).

13C NMR (176 MHz, CDCls) § 171.27, 156.34, 79.50, 56.31, 54.79, 51.49, 48.12, 41.96,
28.38, 15.18, 6.83.

ATR IR 2975, 2873, 2814, 2764, 1732, 1694, 1455, 1436 1378, 1363, 1327, 1314, 1279, 1254
1206, 1152, 1079, 1036, 855, 804.

HRMS C16H27N204 ([M+1]") Apskaiiuota: 311,1965. Rasta: 311,1965.

tert-butil-3-(8-oksa-3-azabiciklo[3.2.1]oktan-3-il)-3-(2-metoksi-2-oksoetil)azetidin-1-
karboksilatas (8)

N
0O

@)
W/O
. I

778 mg (5,20 mmol) 8-oksa-3-azabiciklo[3.2.1]oktano hidrochlorido iStirpinama 3,6 ml
HPLC standarto acetonitrile, tuomet i tirpalg sulasinama 1,58 g (10,43 mmol) DBU bei sudedama
1,2 g (5,27 mmol) junginio 1. Reakcija vykdoma 65 °C temperatiiroje 8 valandas. Po reakcijos
acetonitrilas nugarinamas rotaciniu iSgarintuvu, misinys praplaunamas nedideliu kiekiu distiliuoto
vandens ir vykdoma ekstrakcija etilacetatu (3x10 ml). Organiné fazé dziovinama bevandeniu natrio
sulfatu, tirpalas filtruojamas ir koncentruojamas rotaciniu iSgarintuvu. Gauta masé gryninama
kolonélinés chromatografijos biidu. Sorbentas silikagelis, eliuentas heksanas:etilacetatas 2:1. ISeiga:
43%.

'H NMR (700 MHz, CDCls) § 3.83 (m, 4H, 2CH>), 3.67 (s, 3H, CHs), 3.55 (d, J = 9.8 Hz,
2H, CH), 3.52 — 3.47 (d, J = 9.8 Hz, 2H, CH>), 3.41 (d, J = 4.6 Hz, 2H), 2.72 (s, 2H, CH2), 1.97 (d,
J=8.0Hz, 2H, CHy), 1.70 (s, 2H, 2CH), 1.42 (s, 9H, 3CHy).

13C NMR (176 MHz, CDCls) § 171.12, 156.45, 79.68, 74.85, 58.20, 57.26, 56.81, 51.64,
42.24,28.37, 27.91.

ATR-IR 2942, 2904, 2856, 1731, 1697, 1601, 1519, 1395, 1382, 1374, 1264, 1258, 1200,

1173, 1134, 946, 938, 748.
HRMS Ci17H29N20s ([M+1]") Apskai¢iuota: 341,2070. Rasta: 341,2071.
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tert-butil-3-(2-metoksi-2-oksoetil)-3-(1,4,6,7-tetrahidro-5H-pirazolo[4,3-c]piridin-5-
il)azetidin-1-karboksilatas (9)

N
6]

0]

N

N
HN S 77/O7L
=9 ©

1,04 g (5,30 mmol) 4,5,6,7-tetrahidro-1H-pirazol[4,3-c]piridino dihidrochlorido istirpinama
3,6 ml HPLC standarto acetonitrile, tuomet | tirpala sulasinama 2,42 g (15,90 mmol) DBU bei
sudedama 1,2 g (5,27 mmol) junginio 1. Reakcija vykdoma 65 °C temperatiiroje 16 valandy. Po
reakcijos acetonitrilas nugarinamas rotaciniu iSgarintuvu, misinys praplaunamas nedideliu Kiekiu
distiliuoto vandens ir vykdoma ekstrakcija etilacetatu (3x10 ml). Organiné fazé dziovinama
bevandeniu natrio sulfatu, tirpalas filtruojamas ir koncentruojamas rotaciniu iSgarintuvu. Gauta
masé¢ gryninama kolonélinés chromatografijos biidu. Sorbentas silikagelis, eliuentas
dichlormetanas:metanolis 95:5. ISeiga: 39%.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.29 (s, 1H, CH), 5.78 (s, 1H, NH), 3.98 (s, 2H, CH,), 3.89 (d,
J =8.5 Hz, 2H, CH>), 3.68 (s, 3H, CH3), 3.54 (s, 2H, CHy), 2.75 (m, 6H, CH>, 2CH>), 1.41 (s, 9H,
3CHs).

13C NMR (101 MHz, CDCl3) § 171.84, 156.47, 142.53, 128.83, 113.59, 79.70, 58.34, 57.79,
57.44,51.97, 44,03, 41.24, 35.55, 28.37, 24.04.

ATR IR 3232, 3219, 2973, 2984, 1732, 1696, 1478, 1392, 1365, 1342, 1298, 1237, 1195,
1144, 1103, 1060, 1049, 771.

HRMS Ci7H27N4O4 ([M+1]") Apskaiciuota: 351,2026. Rasta: 351,2027.

tert-butil-3-(2-metoksi-2-oksoetil)-3-(1H-1,2,4-triazol-1-il)azetidin-1-karboksilatas (10)

N77/ 0 7L
10 O
358 mg (5,20 mmol) 1,2,4-triazolo istirpinama 3,6 ml HPLC standarto acetonitrile, tuomet j
tirpalg sulasinama 796 mg (5,23 mmol) DBU bei sudedama 1,2 g (5,27 mmol) junginio 1. Reakcija
vykdoma 65 °C temperatiiroje 16 valandy. Po reakcijos acetonitrilas nugarinamas rotaciniu

iSgarintuvu ir gauta mas€ gryninama kolonélinés chromatografijos biidu. Sorbentas silikagelis,

eliuentas heksanas:etilacetatas 4:1. Gryno iSskirti nepavyko.
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tert-butil-3-(2-metoksi-2-oksoetil)-3-(4-metil-1H-imidazol-1-il)azetidin-1-karboksilatas
(11)

~O)

N=' N 0
1 g]/ 7L

426 mg (5,20 mmol) 4-metilimidazolo istirpinama 3,6 ml HPLC standarto acetonitrile, tuomet
] tirpalg sulaSinama 796 mg (5,23 mmol) DBU bei sudedama 1,2 g (5,27 mmol) junginio 1.

Reakcija vykdoma 65 °C temperatiroje 16 valandy. Reakcija nevyksta.

tert-butil-3-(3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-il)-3-(2-metoksi-2-oksoetil)azetidini-1-
karboksilatas (12)

N
)

o
N
N>]/O
12 O 7L
693 mg (5,20 mmol) 4-metilimidazolo istirpinama 3,6 ml HPLC standarto acetonitrile, tuomet

1 tirpalg sulaSinama 796 mg (5,23 mmol) DBU bei sudedama 1,2 g (5,27 mmol) junginio 1.

Reakcija vykdoma 65 °C temperatiiroje 16 valandy. Reakcija nevyksta.
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2.4.  Suzuki-Miyaura KryZminé sintezé

tert-butil-3-(2-metoksi-2-oksoetil)-3-(4-(o-tolil)-1H-pirazol-1-il)azetidini-1-karboksilatas
(13)

/N\N

N
— @)
s
13

2 g (5,34 mmol) junginio 2 istirpinta absoliu¢iame dioksane, per tirpalg 20 minuciy leistos
argono dujos. Tuomet j tirpalg jdéta 3,4 g (16,02 mmol) bevandenio kalio fosfato, 870 mg (6,4
mmol) o-tolilborortigsties bei 310 mg (0,267 mmol) tetrakis(trifenilfosfin)paladzio. Misinys buvo
maiSomas 100 °C temperatiroje 24 valandas. Po reakcijos miSinys buvo atvésintas iki kambario
temperattros, praplautas nedideliu kickiu vandens bei ekstrahuotas etilacetatu 3x20 ml. Organinis
sluoksnis buvo iSdziovintas bevandeniu natrio sulfatu, nufilturotas ir nugarintas rotaciniu
iSgarintuvu. Gauta masé buvo iSgryninta kolonélinés chromatografijos biidu. Sorbentas silikagelis,
eliuentas heksanas:acetonas 1:4. Iseiga 70%.

'H NMR (700 MHz, CDCls) § 7.73 (s, 1H, CH), 7.69 (s, 1H, CH), 7.36 — 7.32 (m, 1H, CH),
7.28 — 7.26 (m, 1H, CH), 7.24-7.21 (m, 2H, 2CH), 4.52 (d, J = 9.6 Hz, 2H, CH>), 4.35(d, J = 9.6
Hz, 2H, CH>), 3.66 (s, 3H, CHa), 3.28 (s, 2H, CH2), 2.41 (s, 3H, CH3), 1.49 (s, 9H, 3CH3).

13C NMR (176 MHz, CDCls) & 169.89, 156.14, 139.64, 13531, 131.81, 130.71, 129.13,
127.00, 126.62, 126.04, 122.49, 80.35, 59.92, 57.03, 51.96, 42.22, 28.33, 21.19.

ATR IR 2974, 1954, 1736, 1699, 1478, 1456, 1391, 1239, 1203, 1165, 1145, 1115, 1081,
1055, 1034, 974, 952, 758.

HRMS Cz1H27N304Na ([M+23]") Apskaiciuota: 408,1894. Rasta: 408,1894.
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tert-butil-3-(2-metoksi-2-oksoetil)-3-(4-(p-tolil)-1H-pirazol-1-il)azetidini-1-karboksilatas
(14)

o)

/N\N

— N(Z]/O%

14

2 g (5,34 mmol) junginio 2 istirpinta absoliu¢iame dioksane, per tirpalg 20 minuciy leistos
argono dujos. Tuomet j tirpalg jdéta 3,4 g (16,02 mmol) bevandenio kalio fosfato, 870 mg (6,4
mmol) p-tolilbororiigsties bei 310 mg (0,267 mmol) tetrakis(trifenilfosfin)paladzio. MiSinys buvo
maiSomas 100 °C temperatiiroje 24 valandas. Po reakcijos miSinys buvo atvésintas iki kambario
temperatiiros, praplautas nedideliu kiekiu vandens bei ekstrahuotas etilacetatu 3x20 ml. Organinis
sluoksnis buvo iSdziovintas bevandeniu natrio sulfatu, nufilturotas ir nugarintas rotaciniu
iSgarintuvu. Gauta masé buvo i8gryninta kolonélinés chromatografijos biidu. Sorbentas silikagelis,
eliventas heksanas:acetonas 1:4. ISeiga 78%.

'H NMR (700 MHz, CDCls) § 7.84 (s, 1H, CH), 7.78 (s, 1H, CH), 7.37 (d, J = 8.1 Hz, 2H,
2CH), 7.17 (d, J = 7.9 Hz, 2H, 2CH), 4.47 (d, J = 9.6 Hz, 2H, CH»), 4.31 (d, J = 9.7 Hz, 2H, CH>),
3.62 (s, 3H, CH3), 3.25 (s, 2H, CH?2), 2.35 (s, 3H, CH3), 1.46 (s, 9H, 3CH3).

13C NMR (176 MHz, CDCl3) & 169.91, 156.13, 137.44, 136.34, 129.56, 129.28, 125.53,
124.40, 123.50, 80.34, 60.00, 57.07, 51.96, 42.08, 28.33, 21.14.

ATR IR 2978, 2984, 1733, 1691, 1439, 1408, 1367, 1360, 1264, 1237, 1205, 1179, 1156,
1147, 1129, 1112, 1053, 972, 952, 811, 778.

HRMS Cz1H27N304Na ([M+23]") Apskaiciuota: 408,1894. Rasta: 408,1894.
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tert-butil-3-(2-metoksi-2-oksoetil)-3-(4-(2-metoksifenil)-1H-pirazol-1-il)azetidin-1-
karboksilatas (15)
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2 g (5,34 mmol) junginio 2 istirpinta absoliu¢iame dioksane, per tirpalg 20 minuciy leistos
argono dujos. Tuomet j tirpalg jdéta 3,4 g (16,02 mmol) bevandenio kalio fosfato, 973 mg (6,4
mmol) 2-metoksibenzenborortigsties bei 310 mg (0,267 mmol) tetrakis(trifenilfosfin)paladzio.
Misinys buvo maiSomas 100 °C temperatiroje 24 valandas. Po reakcijos miSinys buvo atvésintas iki
kambario temperatiiros, praplautas nedideliu kiekiu vandens bei ekstrahuotas etilacetatu 3x20 ml.
Organinis sluoksnis buvo iSdziovintas bevandeniu natrio sulfatu, nufilturotas ir nugarintas rotaciniu
iSgarintuvu. Gauta masé buvo i8gryninta kolonélinés chromatografijos biidu. Sorbentas silikagelis,
eliuentas heksanas:acetonas 1:4. ISeiga 29%.

'H NMR (700 MHz, CDCls) § 8.06 (s, 1H, CH), 7.92 (s, 1H, CH), 7.51 (d, J = 7.6 Hz, 1H,
CH), 7.22 (t, J = 7.8 Hz, 1H, CH), 6.98 (t, J = 7.5 Hz, 1H, CH), 6.96 (d, J = 8.2 Hz, 1H, CH), 4.50
(d, J =9.6 Hz, 2H, CH), 4.32 (d, J = 9.6 Hz, 2H, CH), 3.91 (s, 3H, CH3), 3.62 (s, 3H, CH3), 3.25
(s, 2H, CHy), 1.46 (s, 9H, 3CH3).

13C NMR (176 MHz, CDCls) & 169.90, 156.17, 155.81, 138.97, 127.54, 127.53, 127.06,
120.98, 120.86, 118.91, 111.17, 80.28, 60.00, 56.97, 55.41, 51.94, 42.24, 28.34.

ATR IR 2975, 2957, 1737, 1698, 1492, 1462, 1436, 1391, 1365, 1241, 1204, 1165, 1146,
1131, 1119, 1051, 1026, 973, 951, 751.

HRMS C21H27N30sNa ([M+23]%) Apskaiciuota: 424,1843. Rasta: 424,1843.
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tert-butil-3-(2-metoksi-2-oksoetil)-3-(4-(3-metoksifenil)-1H-pirazol-1-il)azetidin-1-
karboksilatas (16)
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2 g (5,34 mmol) junginio 2 istirpinta absoliu¢iame dioksane, per tirpalg 20 minuciy leistos
argono dujos. Tuomet | tirpalg jdéta 3,4 g (16,02 mmol) bevandenio kalio fosfato, 973 mg (6,4
mmol) 3-metoksibenzenborortugsties bei 310 mg (0,267 mmol) tetrakis(trifenilfosfin)paladzio.
Misinys buvo maiSomas 100 °C temperatiiroje 24 valandas. Po reakcijos miSinys buvo atvésintas iki
kambario temperatiiros, praplautas nedideliu kiekiu vandens bei ekstrahuotas etilacetatu 3x20 ml.
Organinis sluoksnis buvo i§dziovintas bevandeniu natrio sulfatu, nufilturotas ir nugarintas rotaciniu
iSgarintuvu. Gauta masé buvo iSgryninta kolonélinés chromatografijos biidu. Sorbentas silikagelis,
eliventas heksanas:acetonas 1:4. ISeiga 81%.

'H NMR (700 MHz, CDCls) § 7.87 (s, 1H, CH), 7.79 (s, 1H, CH), 7.28 (t, J = 7.9 Hz, 1H,
CH), 7.07 (d, J = 7.7 Hz, 1H, CH), 7.02 — 6.99 (m, 1H, CH), 6.79 (dd, J = 8.2, 2.5 Hz, 1H, CH),
447 (d, J =9.6 Hz, 2H, CH), 4.31 (d, J = 9.7 Hz, 2H, CH>), 3.84 (s, 3H, CH3), 3.62 (s, 3H, CHs3),
3.25 (s, 2H, CH>), 1.46 (s, 9H, 3CHs).

ATR IR 2975, 2957, 1736, 1697, 1606, 1582, 1455, 1435, 1390, 1366, 1282, 1222, 1205,
1164, 1147, 1127, 1093, 1043, 973, 774.

13C NMR (176 MHz, CDCls) & 169.88, 160.04, 156.13, 137.63, 133.56, 129.93, 124.86,
123.39, 118.18, 112.00, 111.38, 80.38, 59.90, 57.13, 55.29, 51.99, 42.05, 28.33.

HRMS C21H27N30sNa ([M+23]*) Apskaiciuota: 424,1843. Rasta: 424,1843.
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tert-butil-3-(2-metoksi-2-oksoetil)-3-(4-(4-metoksifenil)-1H-pirazol-1-il)azetidin-1-
karboksilatas (17)
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2 g (5,34 mmol) junginio 2 istirpinta absoliu¢iame dioksane, per tirpalg 20 minuciy leistos
argono dujos. Tuomet j tirpalg jdéta 3,4 g (16,02 mmol) bevandenio kalio fosfato, 973 mg (6,4
mmol) 4-metoksibenzenborortugsties bei 310 mg (0,267 mmol) tetrakis(trifenilfosfin)paladzio.
Misinys buvo maiSomas 100 °C temperattroje 24 valandas. Po reakcijos misinys buvo atvésintas iki
kambario temperatiiros, praplautas nedideliu kiekiu vandens bei ekstrahuotas etilacetatu 3x20 ml.
Organinis sluoksnis buvo i§dziovintas bevandeniu natrio sulfatu, nufilturotas ir nugarintas rotaciniu
iSgarintuvu. Gauta masé buvo iSgryninta kolonélinés chromatografijos biidu. Sorbentas silikagelis,
eliuentas heksanas:acetonas 1:4. ISeiga 80%.

'H NMR (700 MHz, CDCls) & 7.80 (s, 1H, CH), 7.73 (s, 1H, CH), 7.39 (d, J = 8.8 Hz, 2H,
2CH), 6.90 (d, J = 8.8 Hz, 2H, 2CH), 4.46 (d, J = 9.6 Hz, 2H, CH>), 4.30 (d, J = 9.7 Hz, 2H, CHy),
3.81 (s, 3H, CHs), 3.62 (s, 3H, CHs), 3.24 (s, 2H, CH2), 1.45 (s, 9H, 3CH3).

13C NMR (176 MHz, CDCl3) & 169.92, 158.51, 156.13, 137.27, 126.81, 124.85, 124.06,
123.27, 114.32, 80.33, 59.94, 57.04, 55.33, 51.96, 42.06, 28.33.

ATR IR 2974, 2954, 1735, 1689, 1568, 1506, 1438, 1407, 1390, 1366, 1355, 1240, 1204,
1196, 1176, 1157, 1143, 1128, 1109, 1052, 1032, 810.

HRMS C21H27N30sNa ([M+23]*) Apskaiciuota: 424,1843. Rasta: 424,1843.
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tert-butil-3-(4-(2,4-dimetoksifenil)-1H-pirazol-1-il)-3-(2-metoksi-2-oksoetil)azetidin-1-
karboksilatas (18)

2 g (5,34 mmol) junginio 2 istirpinta absoliu¢iame dioksane, per tirpalg 20 minuciy leistos
argono dujos. Tuomet | tirpalg idéta 3,4 g (16,02 mmol) bevandenio kalio fosfato, 1,177 g (6,4
mmol) 2,4-dimetoksibenzenbororiigsties bei 310 mg (0,267 mmol) tetrakis(trifenilfosfin)paladzio.
Misinys buvo maiSomas 100 °C temperatiiroje 24 valandas. Po reakcijos miSinys buvo atvésintas iki
kambario temperatiiros, praplautas nedideliu kiekiu vandens bei ekstrahuotas etilacetatu 3x20 ml.
Organinis sluoksnis buvo i§dziovintas bevandeniu natrio sulfatu, nufilturotas ir nugarintas rotaciniu
iSgarintuvu. Gauta masé buvo iSgryninta kolonélinés chromatografijos biidu. Sorbentas silikagelis,
eliventas heksanas:acetonas 1:4. ISeiga 64%.

'H NMR (700 MHz, CDCls) § 7.97 (s, 1H, CH), 7.85 (s, 1H, CH), 7.40 (d, J = 8.0 Hz, 1H,
CH), 6.60 — 6.43 (m, 2H), 4.49 (d, J = 9.6 Hz, 2H, CH), 4.31 (d, J = 9.5 Hz, 2H, CH?), 3.88 (s, 3H,
CHs), 3.83 (s, 3H, CHa), 3.62 (s, 3H, CHs), 3.24 (s, 2H, CH2), 1.45 (s, 9H, 3CHa).

13C NMR (176 MHz, CDCl3) & 171.17, 169.93, 159.54, 156.89, 156.17, 138.58, 128.08,
126.21, 118.84, 114.01, 104.74, 98.94, 80.24, 60.37, 59.52, 56.90, 55.43, 51.92, 42.24, 28.34.

ATR IR 2973, 2956, 1737, 1698, 1614, 1566, 1502, 1456, 1391, 1365, 1299, 1284, 1239,
1207, 1157, 1126, 1080, 1054, 1031, 955.

HRMS C22H29N30sNa ([M+1]") Apskai¢iuota: 432,2129. Rasta: 432,2129.
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tert-butil-3-(4-(2,3-dimetoksifenil)-1H-pirazol-1-il)-3-(2-metoksi-2-oksoetil)azetidin-1-
karboksilatas (19)
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2 g (5,34 mmol) junginio 2 istirpinta absoliu¢iame dioksane, per tirpalg 20 minuciy leistos
argono dujos. Tuomet j tirpalg jdéta 3,4 g (16,02 mmol) bevandenio kalio fosfato, 1,177 g (6,4
mmol) 2,4-dimetoksibenzenbororiigsties bei 310 mg (0,267 mmol) tetrakis(trifenilfosfin)paladzio.
Misinys buvo maiSomas 100 °C temperattroje 24 valandas. Po reakcijos misinys buvo atvésintas iki
kambario temperatiiros, praplautas nedideliu kiekiu vandens bei ekstrahuotas etilacetatu 3x20 ml.
Organinis sluoksnis buvo iSdziovintas bevandeniu natrio sulfatu, nufilturotas ir nugarintas rotaciniu
iSgarintuvu. Gauta masé buvo i8gryninta kolonélinés chromatografijos biidu. Sorbentas silikagelis,
eliuentas heksanas:acetonas 1:4. ISeiga 28%.

'H NMR (700 MHz, CDCls) § 8.08 (s, 1H, CH), 7.92 (s, 1H, CH), 7.09 (dd, J = 7.9, 1.5 Hz,
1H, CH), 7.05 (t, J = 7.9 Hz, 1H, CH), 6.81 (dd, J = 8.0, 1.5 Hz, 1H, CH), 4.49 (d, J = 9.5 Hz, 2H,
CH>), 4.31 (d, J = 9.6 Hz, 2H, CH)>), 3.89 (s, 3H, CHa), 3.76 (s, 3H, CH3), 3.62 (s, 3H, CHa), 3.25
(s, 2H, CHy), 1.45 (s, 9H, 3CH3).

13C NMR (176 MHz, CDCls) & 171.17, 169.79, 156.13, 153.46, 145.78, 139.10, 126.98,
126.26, 124.37, 119.54, 118.72, 110.53, 80.31, 59.77, 57.02, 55.86, 51.94, 42.19, 28.34.

ATR IR 2974, 2936, 1736, 1699, 1579, 1477, 1431, 1391, 1366, 1261, 1239, 1202, 1167,
1145, 1109, 1070, 1048, 1003, 974, 781.

HRMS C22H29N306Na ([M+23]") Apskaiciuota: 432,2129. Rasta: 432,2126.
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3. Tyrimuy rezultatai ir ju aptarimas
3.1.  Pradinio esterio sintezé

Pradinis esteris 1 buvo susitentintas gerai literatiroje zinomu metodu, Horner‘io—
Wadsworth‘o-Emmons‘o reakcijos metu [42]. Trimetilfosfonacetatas buvo iStirpintas sausame
tetrahidrofurane, gautas tirpalas atvésintas iki 0°C. Tuomet mazomis porcijomis buvo sudétas natrio
hidridas. Pastebéta, jog gaminant didesnj kiekj pradinés medziagos geriau naudoti 95% natrio
hidridg, nes 60% natrio hidride esan¢ig mineraling alyva yra sudétinga visiSkai paSalinti. Kadangi,j
timetilfosfonacetato tirpalg idéjus natrio hidrido susidaro suspensija, masymas Sioje reakcijoje yra
itin svarbus. Po 20 minucéiy j reakcijos mi$inj buvo supiltas ketono tirpalas tetrahidrofurane, tirpalas
iStraukiamas i$ Saldymo tirpalo ir palickamas reaguoti 1 valandg kambario temperatiiroje, reakcijos
schema pateikta Zemiau (Zr. pav. 3.1). Po reakcijos buvo vykdoma ekstrakcija, be to buvo pastebéta,
jog yra tikslinga sumazinti tetrahidrofurano kiekj tirpale, Svelniomis salygomis jj nugarinant
rotaciniu i$garintuvu. Toliau, miSinys buvo praplautas vandeniu ir vykdoma ekstrakcija etilacetatu.
Organiné fazé buvo surenkta, dziovinta bevandeniu natrio sulfatu, nufiltruota bei sukoncentruota iki
sausumo. Gauta mas¢ buvo bandoma gryninti kolonélinés chromatografijos budu, tafiau S$is
metodas pasirodé nepraktiskas esant dideliems kiekiams medziagos, dél Sios priezasties buvo
panaudota vakuuminé distiliacija ,,Kugelrohr* distiliatoriumi. Pirmiausiai 90°C temperatiiroje bei
4x107 bar slégyje pasalinta laki frakcija bei tirpiklio likugiai, tuomet pakeistas distiliato surinkimo
indas ir temperatiira padidinta iki 130°C, $ioje temperatiiroje surinkta gryna produkto frakcija. Sio
gryninimo metodo privalumas yra tas, kad iSvengiama mineralinés alyvos priemais$y likusiy nuo

natrio hidrido bei santykinai maZomis sanaudomis galima gryninti didelius kiekius miSinio.

1. THF, NaH, 0 C N
~a | . (0]
9 O 2. 1-Boc-3-azetidone, rt. N N

3.1 pav. Pradinio esterio 1 sintezé.

43



3.2.  Cikliniy aminy prijungimas prie dvigubo rysio

Sotlis bei nesotlis cikliniai aminai (skyrius 2.1; 2.1 lentelé (Nr. 5-15)) buvo prijungti pagal
schemg Zemiau (Zr. pav. 3.2). Visiems §io tipo junginiams gauti naudotos reakcijos sglygos atitinka
modifikuotas salygas literatiiroje, skirtas gauti junginiui su prijungtu 4-bromopirazolu [43].
Reakcija buvo vykdyta nuo 2 iki 16 valandy 65°C temperatiiroje. Reagentai buvo eilés tvarka, buvo
paruostas heterociklinio amino tirpalas (arba suspensija hidrochloridy atveju) acetonitrile, tuomet |
reakcijg sulaSintas atitinkamas kiekis DBU bazés (esant hidrochloridui kiekis dvigubinamas, o
dihidrochloridui — trigubinamas) ir galiausiai j gautg tirpalg buvo sudétas substratas. Reakcija buvo
apdorota nugarinant tirpiklj, jeigu buvo naudojamas heterociklinio amino hidrochloridas, tai prie$
tai vykdoma ekstracija etilacetatu ir vandeniu, surenkant organing faze. Junginiai 2-9 buvo
gryninami kolone¢linés chromatografijos budu siekiant Rf = 0,5, kaip stacionarig faze naudojant
silikagel;.

o—
(0]

0
N Hca,DBU,
Y }b CH4CN Hca }L
N>]/o
0

65C, 2-16 h O

N

3.2 pav. Heterocikliniy aminy prijungimo reakcijos schema.

Reakcija sékmingai vyksta su dauguma heterocikliniy aminy. Kaip heterociklinius aminus
naudojant pirazolo darinius ir susidarant junginiams 2 ir 3 (iSeigos atitinkamai 82% ir 72%), buvo
pastebéta, kad reakcija vyksta létai, substrato visiSkai nelieka tik po daugiau nei 12 valandy. Kita
vertus, kaip keterociklinius aminus naudojant alifatinius junginius, susidarant produktams 4-8
(iSeigos 43-73%), reakcija vyksta gerokai grei¢iau, 4 — 6 valandas. Reakcija su 1,2,4-triazolu jvyko,
taciau produktas 10 nebuvo isskirtas grynas, produkto egzistavimg miSinyje pavyko jrodyti misinio
BMR bei HPLC-MS spektry duomenimis. Taip pat buvo pastebéta, jog ne visi heterocikliniai

aminai reaguoja Sioje reakcijoje, nejvykusios reakcijos pateiktos zemiau (zr. pav. 3.3).
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3.3 pav. Nejvykusios reakcijos.

Net keliant temperatiirg bei kardinaliai ilginant reakcijos trukme¢ produktai 11 ir 12 nebuvo
gauti. Plonasluoksnés chromatografijos metodu nebuvo pastebéta jokio naujo produkto, taip pat
nebuvo stebimas ir joks pradinio substrato kiekio sumazéjimas. Itin jdomu tai, kad visiskai

nereagavo imidazolai, nors jy struktiiriniai izomerai pirazolai reakcijoje dalyvavo.

3.3.  Suzuki — Miyaura sintezé

Prie pradinio substrato sékmingai prijungus 4-brompirazolg atsirado galimybé vykdyti
paladZio katalizuojamas kryZminio prijungimo reakcijas. Atsizvelgiant | turimus reagentus buvo
nuspresta vykdyti Suzuki — Miyaura kryZminio prijungimo reakcija su boro riigStimis pateiktomis
lenteléje 2.1 (Nr. 18-24). Vis délto, buvo susidurta su sunkumais $ig reakcija vykdant
standartinémis, literatiroje apraSytomis, salygomis [44]. Reakcijoje esant etanolio vyko
peresterifikavimo reakcija, dél $ios priezasties norimo produkto (metilo esterio) iSskyrimas tapo itin
sudétingas, negana to, Sarminémis sglygomis taip pat vyko esterinés grupés hidrolizé. Gavus Siuos
rezultatus buvo nuspresta, jog reakcijai su substratu reikalingos bevandenés salygos bei kitas
tirpiklis. Dél Sios priezasties tirpiklis buvo pakeistas | absoliuty dioksang, kaip bazé buvo
pasirinktas  trikalio fosfatas, o kaip Katalizatorius su ligadu buvo panaudotas
tetrakis(trifenilfosfin)paladis(0). Substratas buvo iStirpintas absoliu¢iame dioksane, kolboje
sudarant argono atmosferg. Tuomet i kolbg buvo sudéti kalio fosfatas, atitinkama boro riigstis bei
paladZzio katalizatorius. Reakcija vykdyta 24 valandas, po reakcijos miSinys buvo praplautas
nedideliu kiekiu vandens ir ekstrahuotas etilacetatu, organiné fazé buvo surinkta ir nugarinta.
Junginiai (13-19) gryninti kolonélinés chromatografijos metodu. Gauty produkty iSeigos (29-81%)
Siy junginiy atskyrimas buvo itin sudétingas, reikéjo pasiekti Rf=0,2-0,3 ir naudoti santykinai didelj
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stacionarios fazés kiekj. Ilgai uztruko tinkamo eliuento paieSkos, buvo bandoma gryninti
etilacetatu:heksanu keiciant santyki nuo 1:2 iki 1:6, tafiau niekaip nepavykdavo iSskirti grynos
produkto frakcijos, galiausiai buvo rastas tinkamiausias eliuentas, acetonas:heksanas 1:4, su $iuo
eliuentu pavyko sékmingai atskirti visas priemaisas ir gauti gryng produkta bei jj charakterizuoti.

Reakcija pateikta Zemiau (Zr. pav. 3.4).

Lo ¢
o— B
OH 0

K3PO4, Pd(PPh)4, Ny
/N\N Dioksanas _ — N
>~ o)
— N o 100 C, 24 h 7]/ 7L
Br ) )& 7L R = Me, OMe ©
o Iy 13-19

3.4 pav. Suzuki — Miyaura reakcijos schema.
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3.4.  Spektriniai tyrimai

Visos junginiy struktiiros buvo jrodytos spektriniai tyrimais, junginiams buvo atlikti HRMS,
ATR-IR bei BMR tyrimai. Svarbu paminéti, jog visiems junginiams buvo atlikti *3C bei H tyrimai,
tadiau, kai kuriy signaly jrodymui buvo atlikta pilna 2-D BMR spektriné analizé. Zemiau

pateikiama molekulés spektriné analizé.

i/

'H-13C HMBC PR
'H-BC LR-HSQMBC .-"77 """y

1.1-ADEQUATE PN
3.5 pav. BMR metodais jrodyta molekulés 3 struktiira.

1,1-ADEQUATE eksperimentas padéjo uzfikstuoti *C-13C sgveika per viena rysj tarp CH
anglies bei azetidino fragmento ketvirtinés anglies, taip jrodant ketvirtinés anglies signalg (57,6
ppm). Taip pat uzfiksuota 3C-13C sgveika per vieng rysj tarp CHz anglies ir karbonilinés anglies,
tokiu biidy jrodant karbonilinés anglies 1§ esterinio fragmento signalg (171,6 ppm).

!H-13C HMBC eksperimentas padéjo jrodyti, azetidino fragmento C-2 ir C-4 signalus. H
spektre stebimas stebimas multipletas (3,78-3,94 ppm). Jdomus efektas matomas *3C spektre, C-2 ir
C-2 azetidino fragmento angliy signalai yra mazo intensyvumo, ta¢iau iSplatéje, kas yra nebtudinga
13C spektrams.

'H-15N HMBC eksperimentas patvirtino abu azoto atomus molekuléje.

47



———

I

{2.630,53.800} W'|
|
Y

-100

-110

-120

-130

-140

-150

-160

HaC,
0
!IS
o=
1 "\
M )
‘F]Hr{s.ml,sa.uas} ST
L | [ S—
] ; CH
n ] = N0 i
W ”\2" N
o /
Hgsl'.J
. - - ; - - ‘ - ; - ;
4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 35 3.4 3.3 32 3.1 3.0 2.9 2.8 2.7 2.6
f2 (ppm)
.. 11 . .
3.6 pav. Junginio 3 *H->’N HMBC eksperimentas, tirpiklis CDCls.
Inl
N
| Iﬂ i)
| '\F’Iﬂ
S
N VA -
-‘ I 1200
‘||| Liooo D
||||| =800
| I|I 600 =
| —_—
Jl\ | =400
— |
— ~/ \ 200
" b
L 3 — 1l
]
_—
194 3.92 3.90 3.88 3.86 3.84 3.82 3.30 3.78 N
f1 (ppm) o
JZJ
ﬁ@\
2 12
2 g L5000 i /
@ w1
4000 J3 l hll
n n B E - N
I | = N o M
2000 TN J—~CHy
il e
0 /
b 8 HiC
0 o
2000
4000
—_— -
57.6 57.2 56.8 56.4 56.0 T
f1 (ppm)
_—
4.00 3.98 3.96 3.94 3.92 3.90 3.88 3.86 3.84 3.82 3.80 3.78 376 3.74 372 3.70
f2 (ppm)

3.7 pav. Junginio 3 *H-*C HMBC eksperimentas, tirpiklis CDCls.
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3.8 pav. Junginio 3 'H-*C HSQC/1.1-ADEQUATE eksperimentas, tirpiklis CDCls.

C=0, C-0O-C, C=C aromatiniai bei C-F svyravimai buvo stebéti ATR IR spektruose, junginiy
struktiira galutinai buvo patvirtinta HRMS spektrais.

3.5.  Molekuliy analizé jrankiu SwissADME

Gauty junginiy ADME analizé buvo atlikta laisvai prienamu, Sveicarijos bioinformatikos
instituto sukurtu jrankiu SwissADME. Sis jrankis leidZia prognozuoti labai svarbius medicininés
chemijos parametrus: fizikochemines savybes, lipofiliSkuma, tirpuma vandenyje, molekulés
panaSumg ] vaista naudojant Lipinskio, Ghose, Veberio, Egano bei Muegge filtrus, o taip pat kai
kuriuos farmakokinetinius parametrus. Susintetinty junginiy bei jy aktyviy formy (pasalinus Boc
apsauging grupe bei paSalinus estering ir Boc apsauging grupes) struktiirinés formulés buvo

kovertuotos | SMILES formatg ir suvestos http://www.swissadme.ch/ puslapyje. Toliau gauti

rezultatai buvo analizuoti taip iSrenkant potencialius vaisty kandidatus.
Paprastumo délei junginiai su pasalinta Boc grupe yra vadinami NB-*, o su pasalintomis

esterine bei Boc grupémis yra vadinami AR-*, ¢ia * — junginio numeris.
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3.1 lentelé Apskai¢iuoti pagrindiniai fizikocheminiai molekulés parametrai

Suktis
galinCios

Junginys MM jungtys TPSA Log P
2 374,23 7 73,66 1,81
NB-2 274,11 4 56,15 0,79
AR-2 260,09 3 67,15 -0.07
3 314,38 7 68,31 1.07
NB-3 214,26 4 50,80 0.01
AR-3 200,23 3 61,80 -0,89
4 363,33 8 73,66 2,30
NB-4 263,22 5 56,15 1,22
AR-4 249,19 4 67,15 0,38
5 298,38 7 59,08 1,65
NB-5 198,26 4 41,57 0,60
AR-5 184,24 3 52,57 -0,23
6 284,35 7 59,08 1,36
NB-6 184,24 4 41,57 0,31
AR-6 170,21 3 52,57 -0,54
7 310,39 7 59,08 1,64
NB-7 210,27 4 41,57 0,59
AR-7 196,25 3 52,57 -0,24
8 340,41 7 68,31 1,44
NB-8 240,30 4 50,80 0,45
AR-8 226,27 3 61,80 -0,43
9 350,41 7 87,76 1,20
NB-9 250,30 4 70,25 0,18
AR-9 236,27 3 81,25 -0,70
13 385,46 8 73,66 2,87
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3.1 lentelé Apskaiciuoti pagrindiniai fizikocheminiai molekulés parametrai (tgsinys)

NB-13 285,34 5 56.15 1,83
AR-13 271,31 4 67.15 1,00
14 385,46 8 73,66 2,89
NB-14 285,34 5 56,15 1,86
AR-14 271,31 4 67,15 0,99
15 401,46 9 82,89 2,53
NB-15 301,34 6 65,38 1,52
AR-15 287,31 5 76,38 0,64
16 401,46 9 82,89 2,55
NB-16 301,34 6 65,38 1,53
AR-16 287,31 5 76,38 0,68
17 401,46 9 82,89 2,54
NB-17 301,34 6 65,38 1,53
AR-17 287,31 5 76,38 0,64
18 431,48 10 92,12 2,54
NB-18 331,37 7 74,61 1,53
AR-18 317,34 6 85,61 0,63
19 431,48 10 92,12 2,51
NB-19 331,37 7 74,61 1,51
AR-19 317,34 6 85,61 0,65
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3.5.1. Moliné masé

Anot Lipinskio, vaisty kandidaty moliné masé neturéty virsyti 500 [45]. Zidrint j lenteléje
pateiktus duomenis, visy junginiy molekuliné masé atitinka Siuos reikalavimus. Vis délto, Brenk‘as
2008 metais iSleido straipsnj, kuriame teigiama, jog vaisty kandidaty moliné¢ masé neturéty virSyti
350 [46]. Pagal lentel¢je pateiktus duomenis, matome, jog visi junginiai atitinka Lipinskio taisykle,
taciau potencialiy vaisty kandidaty sarasa galima susiaurinti taikant Brenck‘o pateiktus duomenis.
Dél to, ieskant vaisto kandidato, bty galima netirti 2, 4, 13, 14, 15, 16, 17, 18 bei 19 junginiy. Vis

délto, Brenk‘o filtras yra labiau tinkamas suteikti molekulems prioriteta, o ne jas visiS$kai atmesti.

3.5.2. Jung¢iy, aplink kurias vyksta rotacija, skaicius

Kitas svarbus faktorius, kuris taip pat yra abibréztas Veberio, yra jungCiy, aplink kurias
vyksta rotacija, skai¢ius. Anot Veberio, tokiy jungciy vaiste kandidate neturéty buiti daugiau negu
10 [47]. Didéjant tokiy jungcCiy skaiéiui, mazéja tikimybé molekulei jgauti reikalinga konformacija
ir prisijungti prie taikinio, todél didelis tokiy jung¢iy skaiCius gali turéti tiesioginés neigiamos
jtakos molekulés aktyvumui. I$ gauty duomeny galima matyti, jog visos tirtos molekulés atitinka Sig

taisykle.

3.5.3. Poliniy atomy pavirSiaus plotas

Tai yra visy poliniy atomy, labiausiai atsizvelgiant | degUonies bei azoto atomus, pavirSiaus
plotas. Sis dydis yra svarbus medicinin¢je chemijoje, nes per didel¢ molekulé negali pereiti
organizmo barjery, o dél to gali stipriai nukentéti jos aktyvumas. IeSkant vaisto kandidato, poliniy
atomy pavirsiaus ploto reikimé neturéty virsyti 140 A2, ta¢iau jeigu ieSkomas vaistas kandidatas
galintis pereiti kraujo — smegeny barjerg, tuomet molekulés poliniy atomy pavirSiaus plotas neturéty
virsyti 90 A2 Sprendziant i§ duomeny pateikty lenteléje ir vertinant tik pagal §j dydj, visy
molekuliy poliniy atomy pavirSiaus plotas atitinka optimaly vaistui kandidatui, taip pat visos

molekulés i§skyrus 18 ir 19, vertinant tik pagal §j dydj, gali pereiti kraujo — smegeny barjera.
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3.5.4. LipofiliSkumas

Junginiy pasiskirtymo koeficiento logaritmas buvo modeliuotas pasitelkus penkis skirtingus
bioinformatikos modelius, gauty rezultaty vidurkis pateiktas lenteléje 3.1.

Anot Lipinskio taisyklés, vaistiniy molekuliy logP reikSmé neturi virSyti 5 [45]. Pateiktoje
lentel¢je galima aiSkiai matyti, jog nei vienas i§ nagrinéty junginiy néra stipriai lipofiliskas ir
didZiausia logP reiksmé (junginys 13) yra 2,87. Siuolaikiniai modeliai siiilo, jog logP reik§mé turéty
buti <3. Todé¢l 1S gauty duomeny, galima teigti, jog visos tirtos molekulés, atsizvelgiant ]

lipofiliSkuma, turi potencialg biiti vaistais kandidatais.

3.5.5. Tirpumas vandenyje

Kitas labai svarbus aspektas vaistinéms molekuléms yra tirpumas vandenyje. Geriausia, kad
tyriamoji molekulé bty arba tirpi arba labai tirpi vandenyje. Geras tirpumas yra svarbus vaistinés
medziagos pasisavinimui, nes jeigu molekulé néra pakankamai tirpi, tai gali lemti prastg poveiki ar
net visiSkg neaktyvumg. Pritaikius kompiuterinius algoritmus buvo sumodeliuotos tirpumo

vandenyje reik§més tyriamosioms molekuléms. ReikSmés pateikiamos lentelése 3.2 — 3.4.
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3.2 lentelé Sumodeliuotas junginiy tirpumas vandenyje

Junginys Tirpumas (mg/ml) | Tirpumas (mol/l) Tirpumo klasé

2 6,79x10* 1,82x10°® Tirpus

3 8,19x10° 2,61x10? Tirpus

4 5,97x101 1,64x10°° Tirpus

5 4,20%x10° 1,41x10%? Tirpus

6 7,51x10° 2,64x10? Tirpus

7 6,84x10° 2,20x10%? Tirpus

8 7,46x10° 2,19x10? Tirpus

9 4,43x10%1 1,26x10°® Tirpus

13 6,34x1073 1,64x10° Vidutiniskai tirpus
14 6,34x10°3 1,64x10° Vidutiniskai tirpus
15 1,24x107 3,08x10° Vidutiniskai tirpus
16 1,24x107 3,08x10° Vidutinikai tirpus
17 1,24x107 3,08x10° Vidutiniskai tirpus
18 1,05x107? 2,44x10° Vidutiniskai tirpus
19 1,05x107? 2,44x10° Vidutiniskai tirpus

3.3 lentelé Sumodeliuotas junginiy be Boc grupés tirpumas vandenyje

Junginys Tirpumas (mg/ml) | Tirpumas (mol/l) Tirpumo klasé
NB-2 6,68x10! 2,44x10%3 Tirpus

NB-3 8,05x10° 3,76x10? Tirpus

NB-4 5,88x10* 2,23x10°3 Tirpus

NB-5 4,12x10° 2,08x107? Tirpus

NB-6 7,35x10° 3,99x10? Tirpus

NB-7 6,73x10° 3,20x107? Tirpus

NB-8 7,36x10° 3,06x107? Tirpus

NB-9 4,36x101 1,74x10°3 Tirpus

NB-13 6,23x10°° 2,18x10° Vidutiniskai tirpus
NB-14 6,23x10°® 2,18x10° Vidutiniskai tirpus
NB-15 1,21x107 4,03x10° Vidutiniskai tirpus
NB-16 1,21x107 4,03x10° Vidutinigkai tirpus
NB-17 1,21x107 4,03x10° Vidutiniskai tirpus
NB-18 1,03x107 3,11x10° Vidutiniskai tirpus
NB-19 1,03x107 3,11x10° Vidutiniskai tirpus
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3.4 lentelé Sumodeliuotas aminoriig§¢iy tirpumas vandenyje

Junginys Tirpumas (mg/ml) | Tirpumas (mol/l) Tirpumo klasé
AR-2 3,17x10° 1,22x10%? Tirpus
AR-3 3,82x10! 1,91x10% Tirpus
AR-4 2,79x10° 1,12x10%? Tirpus
AR-5 1,95x10* 1,06x10*t Tirpus
AR-6 3,48x10! 2,04x10% Tirpus
AR-7 3,19x10! 1,63x10? Tirpus
AR-8 3,48x10! 1,54x10% Tirpus
AR-9 2,07x10! 8,75x10°3 Tirpus
AR-13 2,95%x107? 1,09x10* Tirpus
AR-14 2,95x107? 1,09x10* Tirpus
AR-15 5,76x10 2,00x10* Tirpus
AR-16 5,76x10 2,00x10* Tirpus
AR-17 5,76x10 2,00x10* Tirpus
AR-18 4,89x107 1,54x10* Tirpus
AR-19 4,89x107 1,54x10* Tirpus

Kaip matoma i§ sumodeliuoty tirpumo vandenyje reikSmiy, netirpiy ar mazai vandenyje tirpiy
junginiy tarp tiriamyjy nepasitaiké, todél galima daryti prielaida, jog visi tiriamieji junginiai pagal

savo tirpumg vandenyje yra tinkami kandidatai tolimesniems medicininiams tyrimams.

3.5.6. Virto kiauSinio modelis

Virto kiausinio modelis buvo sudarytas pagal Zinomy vaistiniy molekuliy savybes [48]. Sis
modelis pagal poliniy atomy pavirSiaus ploto bei WlogP reikSmes leidZia prognozuoti ar
atitinkamos struktiiros junginys gali bati absorbuojamas virskinimo trakte ir ar gali pereiti kraujo —
smegeny barjerg. Balta elips¢ yra sritis, 1 kurig patenkantys junginiai bus absorbuojami
virSkinamajame trakte, geltona elipsé yra sritis simbolizuojanti junginiy gebéjima jveikti kraujo —
smegeny barjerg (Zr. 3.9 pav.). I§ diagramos matoma, jog junginiai 2, 4, 5, 7, 13, NB-4, NB-13, NB-
15, AR-4 bei AR-13 turi didele tikimybe pereiti kraujo — smegeny barjera, dél ko, gali biiti tinkami
kaip kandidatai j centring nervy sistema veikiancius vaistus. Visi like junginiai biity absorbuojami

zarnyne, taciau kraujo — smegeny barjero nejveikty.
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3.9 pav. Virto kiausinio modelis.

3.5.7. PanaSumo j vaistines molekules filtrai

Toliau ieSkant vaisty kandidaty yra svarbu naudoti atrankinius filtrus, dazniausiai naudojamas
1§ jy yra Lipinskio, taciau remdamiesi Lipinskio filtru mokslininkai sukiiré¢ papildomy taisykliy.
Taip atsirado Ghose, Veberio, Egano bei Muegge filtrai. Nors jie néra 100% tikslas, taciau
naudojant visus Siuos filtrus kiekvienai molekulei atskirai galima tikétis gerokai susiaurinti vaisty

kandidaty paieSka neatliekant brangiy ir daug laiko trunkanciy tyrimy.
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Lipinskio filtrg sudaro keturios tasyklés:

Nedaugiau nei 5 vandeniliniy jung¢iy donorai,

Nedaugiau nei 10 vandeniliniy jung¢iy akceptorial,

Molekuliné masé nevirsija 500 daltony,

Oktanolio-vandens pasiskirstymo koeficientas logP<5.

3.5 lentelé Panasumo j vaistines molekules filtrai gautiems junginiams

Junginys | Lipinskio filtras | Ghose filtras | Veberio filtras | Egano filtras | Muegge filtras
2 + + + + +
3 + + + + +
4 + + + + +
5 + + + + +
6 + + + + +
7 + + + + +
8 + + + + +
9 + + + + +
13 + + + + +
14 + + + + +
15 + + + + +
16 + + + + +
17 + + + + +
18 + + + + +
19 + + + + +
3.6 lentelé Panasumo j vaistines molekules filtrai junginiams be Boc grupés
Junginys | Lipinskio filtras | Ghose filtras | Veberio filtras | Egano filtras | Muegge filtras
NB-2 + + + + +
NB-3 + - + + +
NB-4 + + + + +
NB-5 + - + + +
NB-6 + - + + +
NB-7 + - + + +
NB-8 + - + + +
NB-9 + - + + +
NB-13 + + + + +
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3.6 lentelé PanaSumo j vaistines molekules filtrai junginiams be Boc grupés (tesinys)

NB-14 + + + + +
NB-15 + + + + +
NB-16 + + + + +
NB-17 + + + + +
NB-18 + + + + +
NB-19 + + + + +

3.7 lentelé Panasumo j vaistines molekules filtrai aminortigstims

Junginys | Lipinskio filtras | Ghose filtras | Veberio filtras | Egano filtras | Muegge filtras
AR-2 + + + + +
AR-3 + - + + +
AR-4 + + + + +
AR-5 + - + + +
AR-6 + - T " "
AR-7 + . T n "
AR-8 + . T n "
AR-9 + . T n "
AR-13 + + + + +
AR-14 + + + + +
AR-15 + + + + +
AR-16 + + + + +
AR-17 + + + + +
AR-18 + + + + +
AR-19 + + + + +

Lipinskio filtras yra parengtas pagal Lipinskio taisykle, kuri teigia: MM < 500, logP <5, N ar

O skaicius < 10, NH ar OH skaic¢ius <5 [45].

Kiti filtrai yra modifikuotos Lipinskio filtro versijos, jie padeda dar labiau susiaurinti vaistiniy

molekuliy paieska.

Ghose filtras
lipofiliskumui WlogP skaiciuoti, bei jveda atomy skaiciaus diapozong: 160 < MM < 480, -0,4 <

susiaurina molekulinés

mases

WlogP < 5,6, 20 < atomy skaiéius < 70 [49].

Veberio filtras jtraukia poliniy atomy pavirSiaus plota bei jungCiy, aplink kurias vyksta

diapozona,

rotacija, skai¢iy: jungtys < 10, pavirsiaus plotas < 140 A?[47].
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Egano modelis dar labiau sukonkretina poliniy atomy pavirSiaus plota: pavirSiaus plotas <
131,6 A% [50].

Muegge papildomai jtraukia tokius parametrus kaip: cikly skaicius < 7, anglies atomy skaicius
> 4, heteroatomy skaicius > 1, kiti parametrai analogiski Lipinskio filtrui [51].

Zitrint j pateiktas lenteles, paZeidimai Ghose filtre atsiranda dél kai kuriy molekuliy per
didelio lipofiliskumo skai¢iuojant pagal WlogP modelj, visgi imant vidurkines penkiy modeliy logP
reikSmes lipofiliSkumas atitinka keliamus reikalavimus. Taigi i§ gauty duomeny galima teigti, jog

susintetintos molekulés yra artimos vaisty molekuléms ir turi potencialo tapti vaistais.

3.5.8. Optimaliausiy molekuliy atranka

SwissADME jrankis leidzia matyti bioprieinamumo diagramg, kurioje matoma vaistui
optimali zona. Diagrama yra sudaryta pagal SeSis deskriptorius: lipofiliSkuma, molekuling mase,
poliniy atomy pavirsiaus plota, tirpuma vandenyje, lankstuma, bei sotumo laipsnj. Sios diagramos
suteikia galimybe pamatyti molekuliy panaSumg ] vaistus ir taip atsirinkti geriausius variantus

tyrimams. Zemiau galima matyti molekule, kuri atitikty optimalia ie§kant vaisto kandidato (7. 3.10

pav.).

NS0
AL

3.10 pav. Optimalios molekulés 4 pavyzdys.
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ISvados

Sio projekto metu buvo susintetinta 19 suvarZytos stuktiiros GABA analogy. Buvo atliktas
sintezes optimizavimas bei surasti optimaliis junginiy gryninimo metodai. Visy susintetinty junginiy
struktiiros buvo jrodytos spektrinés analizés metodais. Vienas i§ svarbiausiy Sio darbo aspekty,
ADME analizé, buvo atlikta ne tik susintetintoms molekulés, bet ir jy formoms be apsauginiy
grupiy.

Ivertinus gautus rezultatus buvo prieita keliy esminiy iSvady:

e Reaguojant esteriui 1 su heterocikliniais aminais buvo sékmingai gauti 3-pakeisti azetidin-1-
karboksilatai 2-10.

e Suzuki-Miyaura sintezés metu, kaip prading medziaga naudojant junginj 2, gauti tert-butil-3-
(2-metoksi-2-oksoetil)-3-pakeisti-1H-pirazol-1-il)azetidini-1-karboksilatai 13-19.

e Visi gauti produktai buvo isgryninti naudojant kolonéling chromatografija, kiekvienai
molekulei i§gryninti, buvo rastas tinkamas eliuentas.

e ADME tyrimai patvirtino hipotezg, jog susintetintos molekulés turéty atitikti standartg
tolimesniems medicininiems tyrimams.

e Spektrometrijos metodais pagrjstos visy gauty junginiy struktiiros.

Taigi, galima teigti, jog Sio darbo tikslas bei uzdaviniai yra jgyvendinti, negana to, bty

tikslinga $ias, bei panasias molekules tyrinéti toliau.
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