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piperidinil-1H-pirazolo-4-karboksamidy sintezé ir savybiy tyrimas“ yra paraSytas visiSkai
savarankiskai ir visi pateikti duomenys ar tyrimy rezultatai yra teisingi ir gauti saziningai. Siame
darbe nei viena dalis néra plagijuota nuo jokiy spausdintiniy ar internetiniy Saltiniy, visos kity Saltiniy
tiesioginés ir netiesioginés citatos nurodytos literatiiros nuorodose. [statymy nenumatyty piniginiy
sumy uz §j darba niekam nesu mokéjes.

AS suprantu, kad 18aiSkéjus nesgziningumo faktui, man bus taikomos nuobaudos, remiantis Kauno
technologijos universitete galiojancia tvarka.

(varda ir pavardg jraSyti ranka) (parasas)
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Santrauka

Pirazolo dariniai naudojami farmacijoje, dazy chemijoje, Zemés tikyje bei optoelektronikoje. Tiek
pakeistoms, tiek kondensuotoms pirazolo sistemoms biidingas jvairus biologinis aktyvumas. Jie
taikomi slopinant laisvyjy deguonies radikaly, gryby, bakterijy ar virusy sukelta neigiama poveikj
organizmui. Be to, dél struktiiros ypatybiy tinka vartoti sergant onkologinémis ligomis, pasireiskus
tuberkuliozés simptomams ar atsiradus kraujagysliy sistemos sutrikimams.

Sio baigiamojo magistro projekto metu komercigkai prieinamos piperidino karboksirigstys per kelias
stadijas modifikuotos j piperidino ketoesterius, dalyvavusius pirazolo ziedo uzdarymo reakcijose.
Panaudojant gautus 4-substituotus piperidinilpirazolo karboksilatus bei chiralinj centrag turinéius jy
analogus susintetinti 5-piperidinilpirazolo karboksamidai. Visy projekto metu susintetinty junginiy
strukttiros analizé atlikta remiantis 1D ir 2D BMR, IR spektroskopijy bei MS ir HRMS spektrometrijy
duomenimis. Taip pat, panaudojant chiralines kolonéles Amylose-SA bei Cellulose-SB, istirtas
susintetinty junginiy enantiomerinis grynumas.

Bendradarbiaujant su kolegomis i§ Palackio universiteto Olomouce (Cekija) atlikti tiksliniy pirazolo
karboksamido dariniy biologinio aktyvumo tyrimai. Jy metu nustatyta, jog N-fenil-5-((3R)-piperidin-
3-il)-1-(3-(trifluormetil)fenil)-1H-pirazolo-4-karboksamidas pasizymi silpnomis citotoksinémis
savybémis prie§ MCF7 (krities véZio), o $io junginio S-formos analogas — prie§ CEM (leukemijos)
lasteliy linijas. Chiralinj centrag turintiems piperidinilpirazolo dariniams budingas stipresnis
citotoksinis poveikis lyginant su piperidin-4-ilpirazolo junginiais.
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4-carboxamides. Master's Final Degree Project / supervisor assoc. prof. dr. Eglé Arbaciauskieng;
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Lithuanian University of Health Sciences.

Study field and area (study field group): Chemistry, Physical Sciences.
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Summary

Pyrazole derivatives are applied in pharmacy, agriculture and optoelectronics technologies. Both
substituted and condensed pyrazole systems demonstrate a wide diversity of biological activities.
They are used to inhibit reactive oxygen species or suppress a negative impact of various fungi,
bacteria and virus in human body. Moreover, due to the special structure pyrazole derivatives are
applied to treat tuberculosis, cardiovascular or oncological diseases.

The main aim of this master's final degree project was to synthesize novel piperidine ketoesters via
several reaction steps from commercially available piperidine carboxic acids. The desired compounds
were obtained from 4-substituted piperidinylpyrazole caboxylates and their analogues with chiral
center. Structures of all synthesized compounds were identified with 1D and 2D NMR, IR
spectroscopic and MS, HRMS spectrometric data. Enantiomeric excess of chiral compounds was
analysed by Amylose-SA and Cellulose-SB chiral columns.

Biological activity of target pyrazole carboxamide derivatives was tested by colleagues at Palacky
University Olomouc (Czech Republic). N-Phenyl-5-((3R)-piperidin-3-yl)-1-(3-
(trifluoromethyl)phenyl)-1H-pyrazole-4-carboxamide showed low cytotoxic activity against MCF7
(breast cancer) cell line, while its S-form analogue showed activity against CEM (leukemia) cell line.
The chiral piperidinylpyrazoles have a better cytotoxic activity than their piperidin-4-ylpyrazole
analogues.
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Santrumpy ir terminy sgarasas
'H BMR — protono *H branduoliy magnetinis rezonansas;
13C BMR —anglies *C izotopo branduoliy magnetinis rezonansas;
1N BMR — azoto °N izotopo branduoliy magnetinis rezonansas;
BMR — branduoliy magnetinis rezonansas;,
Boc — tret-butoksilkarbonilgrupé;
br s — platus singletas;
CDCls — deuteriuotas chloroformas;
COSY - bidimensinis koreliacinis spektras;
d — dubletas;
DCM - dichlormetanas;
DMAP — 4-dimetilaminopiridinas;
DMF — N,N-dimetilformamidas;
EDC-HCI — 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimidas;
ekv. — ekvivalentas;
ESI — elektropurk$tuviné jonizacija (teigiama);
FT-IR — infraraudonyjy spinduliy spektrometras;
Et — etilgrupg;
EtOAcC — etilacetatas;
EtOH — etanolis;
Heks — n-heksanas;
HRMS — aukstos rezoliucijos masiy spektroskopija;
IR — infraraudonoji spektroskopija;
J — protony tarpsukininés sgveikos konstanta;
kamb. t. — kambario temperatiira;
m — multipletas;
Me — metilgrupé;

Me>CO — acetonas;



MeO — metoksigrupé;

MeOH — metanolis;

MHz — megahercas;

min. d. — milijoniné dalis;

MS — masiy spektrometrija;

m/z — masés ir molekulés kravio santykis;
Ph — fenilgrupé;

Pip — piperidino fragmentas;

Pir — pirazolo fragmentas;

g — kvadrupletas;

qd — kvadrupleto dubletas;

gt — kvadrupleto tripletas;

s — singletas;

SAR — struktiiros aktyvumo rysys;
t — tripletas;

td — tripleto dubletas;

TFP — tolfenpiradas;

tt — tripleto tripletas;

Tiya — lydymosi temperatiira;
TMS — tetrametilsilanas;

Ty — virimo temperatiira,

UV — ultravioletiniai spinduliai;

& — cheminis poslinkis.



Ivadas

Visais amziais zmon¢s ieSkojo veiksmingy profilaktikos ir gydymo budy, kurie apsaugoty nuo ligos
atsiradimo ar sustabdyty jau prasidéjusj jos progresavimg. Pirmiausiai, atkreiptas démesys j gamta,
joje aptinkamus natiiralius vaistinius augalus [1]. Vystantis mokslui bei tobuléjant technologijoms,
atsirado galimybé ne tik identifikuoti vaistines organines medziagas, bet ir patiems sintetinti bei
modeliuoti potencialiai biologiskai aktyvius junginius. Pasitelkus bioinformatikos ir kombinatorikos
metodus, nustatyti farmakoforai, t. y., junginio strukttrinis fragmentas, kuris ir lemia biologinj
aktyvuma, terapinio poveikio efektyvumga [2]. BiologiSkai aktyviy medziagy analizé, naujy struktiiry
modeliavimas, duomeny ie$kojimas, bandymai ir tyrimai suteiké pagrindg iSsivystyti Siuolaikinei
vaisty chemijai [3].

Vaisty chemijoje labai daznai naudojami biologiSkai aktyviis heterocikliniai junginiai, Savo
strukttiroje turintys imidazolo, indolo, piridino, chinolino, pirazolo fragmentus [4]. Nustatyta, jog
organiniai pirazolo dariniai pasiZymi ypa¢ placiu biologiniy savybiy spektru. Jiems budingos
antibakterinés [5], prieS§vézinés [6], antivirusinés [7], prieSgrybelinés [8], antihipertenzinés [9],
antioksidacinés [10] bei kitos savybés. Pirazolo analogai naudojami tiek vaisty chemijoje, tick Zemés
tkyje [11] ar optoelektronikoje [12]. Dél potencialiy pritaikymo galimybiy daugelyje pramonés
sri¢iy, pirazolo fragmenta turinCiy junginiy sintezé kelia stipry susidomejima tarp farmacijos bei
zemés tikio pramonés atstovy. Tokiy heterocikliniy junginiy sintezés metody paieska, optimizavimas
bei susintetinty dariniy analiz¢, biologinio aktyvumo tyrimai iSlieka aktualiu medicininés chemijos
objektu.

Todél nuspregsta baigiamojo magistrinio projekto metu atlikti potencialiai biologiskai aktyviy
piperidinilpirazolo karboksamidy sintezg.

Darbo tikslas — atlikti naujy N,1-difenil-5-piperidinil-1H-pirazolo-4-karboksamidy sinteze ir
savybiy tyrimus.

Darbo uzdaviniai:

1. panaudojant tret-butil 3- ir 4-[(22)-3(dimetilamino)-2-(metoksikarbonil)-2-propenoil]piperidin-1-
karboksilatus, gauti 5-piperidinilpirazolo junginius;

2. turint tret-butil 3- ir 4-[4-(metoksikarbonil)-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-karboksilatus, atlikti jy N-
alkilinimo reakcijg, susintetinant 3-piperidinilpirazolo analogus;

3. modifikuoti estering 5-piperidinilpirazolo karboksilaty grupe, formuojant amiding jungtj ir taip
sudarant atitinkamus karboksamidus;

4. isanalizuoti susintetinty 5-piperidinilpirazolo karboksamidy biologinio aktyvumo rezultatus.



1. Literatiros apZvalga
1.1. Pirazolas ir jo dariniai

Ivairios heterociklinés sistemos dél savo struktiiros ypatybiy pasizymi placiu farmakologiniy savybiy
spektru. Ypac iSskirtinio démesio sulaukia azoto atomg turincios molekulés: pirolas, imidazolas,
piridinas, chinolinas, indolas bei pirazolas [4]. Pastarojo vardas istorijoje zinomas nuo 1883 m., kai
penkianariy cikliniy junginiy klase, kuri pirmojoje ir antrojoje ziedo padétyje turi N-atomg, vokie€iy
chemikas L. Knorr’as pavadino ,,pirazolais® [13]. Pastebéjus, jog pirazolo dariniams biidingos
jvairios terapinés savybés, pradéta intensyvi $iy junginiy sintez¢é ir analizé. Dabar jie placiai taikomi
farmacijoje. Pavyzdziui, kaip analgetikai bei antipiretikai vartojami fenazonas ar metamizolis [14].
Nereceptinis vaistas nuo uzdegimo celekoksibas yra selektyvus COX-2 inhibitorius [15], kuris
efektyviai gydo osteoartrita bei reumatoidinj artrita. Be to, tarp pirazolo dariniy iSskiriamas
ibrutinibas [16]. Vaistas vartojamas gydant Iétine limfocitine leukemija (1.1. pav.).
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1.1. pav. Vaistinés medziagos,turin€ios pirazolo fragmenta

Tad pastaraisiais metais ieSkoma naujy pirazolo dariniy sintezés metody. Intensyviai tyrinéjamas
pirazolo dariniy farmakologinis aktyvumas ir nagrinéjamos terapinés savybés. Nustatyta, jog
junginiai, kuriems buidingas pirazolo fragmentas, pasizymi analgetinémis [17], prieSuzdegiminémis
[18], priesvézinémis [6], antibakterinémis [5], prieSgrybelinémis [8] ir kitomis savybémis. Taip pat
tarp Siy junginiy pastebima fermenty inhibitoriy [19] ar kraujagysliy sistema veikianc¢iy junginiy [20].

1.2. Pirazolo dariniy biologinés savybés
1.2.1. Antibakterinis poveikis

Daznai susiduriama su bakterijy sukeltomis ligomis. Siekiant kovoti prie§ Siuos mikroorganizmus
ieSkoma vis naujy medziagy, kurios sumazinty ar galutinai uzkirsty bakterijy keliama pavojy. Jvairias
hospitalines infekcijas neretai sukelia Pseudomonas aeruginosa patogenas [21]. Jis pasinaudoja
nusilpusia imunine sistema, jsiterpia j zmogaus organizma ir pradeda infekcija. P. aeruginosa sukelia
Slapimo ir kvépavimo taky sistemos, kauly ir sgnariy, virSkinamojo trakto, minkstyjy audiniy
infekcijas, dauguma odos isbérimy bei bakteriemija. Patogeno inicijuota infekcija yra rimta problema
pacientams, kurie gydosi nudegimus, cisting fibrozg, AIDS ar onkologinius susirgimus [22]. Kita
bakterija inicijuojanti hospitalines infekcijas — Staphylococus aureus [23]. Dalis padermiy pasiZzymi
gebéjimu sudaryti mikrokapsulg, kas lemia ganétinai didelj atsparuma jvairiems aplinkos veiksniams.
Patogenas plinta kontaktiniu ar oro laseliniu biidu. Geba slopinti fagocitozg, sintetina toksinus, gali
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sukelti toksinio $oko sindroma, diar¢ja, septinj artrita. Sie patogenai kelia ypa¢ didelj mokslinj
susidomé&jimg ir susirlipinimag, nes pasizymi stipriu atsparumu antibiotikams [24]. Todél sudétinga
parinkti tinkamg bakterijos sukelty infekcijy gydyma.

Daznas ir nepagrijstas antibiotiky vartojimas sudaro galimybe antibiotikams atspariy mikroorganizmy
atsiradimui. Tad tenka ieskoti kity veiksmingy priemoniy prie§ patogenus. Amerikie¢iy mokslininkas
E. Delancey’is kartu su kolegomis tyré pirazolo dariniy, turin¢iy benzoinés rtgsties fragmenta,
poveikj hospitaliniy infekcijy sukéléjams [25]. Pasirinktos gramteigiamos S. aureus bei B. subtilis ir
gramneigiamos P. aeruginosa bei A. baumannii bakterijos. Kontroliniams bandiniams pasirinktas
plataus veikimo spektro antibiotikas chloramfenikolis.

(o)

MeOH, 8 val., T,

HOOC 1 @ 2 =F

HOOC 3 R= CI
4 R=Br

Q
O

1.1. schema.

Issiaiskinta, jog susintetintos molekulés pasizymi antibakteriniu poveikiu prie§ tirtas bakterijy
padermes. Efektyviausi junginiai 2, 3 ir 4 (1.1. schema), kuriems nustatyta maziausia slopinamoji
koncentracija (MIC) atitinkamai yra 8, 4 ir 8 ug/ml pries A. baumannii bakterijas. Chloramfenikoliui
bidinga 16 pg/ml koncentracija. Susintetinty molekuliy poveikis 2 ar net 4 kartus stipresnis lyginant
su pasirinkto antibiotiko sukeltu poveikiu. Taigi pirazolo fragmenta turintys junginiai pasizymi
antibakteriniu poveikiu prie$ hospitalines infekcijas sukeliancias bakterijas.

1.2.2. Antioksidacinis poveikis

Lastelése nuolat vyksta oksidacijos ir redukcijos reakcijos. Nepalankiy iSorés salygy metu
sutrikdomas §iy cheminiy reakcijy balansas bei 1gstelés detoksikaciné veikla. Besikaupiantys laisvieji
radikalai skatina oksidaciniy procesy vyksma organizme [26]. Pazeidziamos svarbios baltymy, lipidy,
angliavandeniy, DNR, RNR biomolekulés. Ilgainiui gali i$sivystyti tam tikri negalavimai, ligos ar net
mutacijos, pavyzdziui, ateroskleroze, diabetas, Alzheimerio liga ar onkologiniai susirgimai.

Todél 1asteléje naudojamos jvairios antioksidacinés sistemos. Jos slopina laisvyjy radikaly ir kity
reaktyviy cheminiy junginiy inicijuota oksidacijos procesa. ISskiriamos kelios apsaugos sistemos
[27]. Tai antioksidaciniai fermentai (glutationo peroksidazé, superoksido dismutazé), metaly jonus
suriSantys baltymai bei mazos molekulinés masés junginiai, gebantys prijungti laisvuosius radikalus
(askorbo ruigstis, tokoferolis). Antioksidaciniam aktyvumui nustatyti dazniausiai taikomi ABTS,
FRAP bei DPPH tyrimy metodai [28]. Nustatyta, jog pirazolo dariniai, trecioje ziedo padétyje turintys
karbohidrazido grupe, pasizymi antioksidacinémis savybémis [29]. Siems junginiams biidingos
stiprios antioksidacinés savybés ir dél hidroksigrupiy esanciy fenilo ziede. Tyrimo metu naudotas
DPPH metodas. DPPH radikalas sudaro violetinés spalvos tirpalg. Prijungus protong, spalva pakinta
1 gelsva. Spalvos intensyvumas parodo tirtos medziagos potencialg suristi laisvuosius radikalus.

11
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1.2. schema.

Tirti skirtingy koncentracijy susintetinty junginiy tirpalai (1 puM, 10 uM ir 100 uM) (1.1. lentelé).
Ferulo ragstis pasirinkta kaip kontrolinis antioksidantas. Esant 10 uM koncentracijai, junginiui 8
nustatytas 58,60 %, junginiui 10 — 76,24 %, o ferulo rugsciai — 14,52 % antioksidacinis aktyvumas.
Susintetinti junginiai 8 ir 10 pasizyméjo daugiau nei 4 kartus stipresniu antioksidaciniu poveikiu
lyginant su kontroliniu bandiniu. Tad pirazolo dariniai veiksmingai slopina oksidacinius procesus.

1.1. lentelé. Junginiy 6-10 DPPH tyrimo rezultatai

(o)
NH
N—
\
I
(o] \
\R
Cl
Cl
6-10
DPPH, %
Junginys R
1puM 10 uM 100 pM
6 Ph 4-OH 2,76 2,71 6,43
7 Ph 2,4-OH 3,57 12,20 22,15
8 Ph 3,4-OH 9,85 58,60 92,70
9 Ph 3,4-OMe 2,25 3,73 2,81
10 Ph 4-OH ir 3,5-OMe 11,19 76,24 94,30
Ferulo rugstis - 3,06 14,52 78,73

Be to, tyrimo metu nustatyta, kad susintetinty molekuliy biologinis aktyvumas priklauso nuo
hidroksi- bei metoksi- funkciniy grupiy padéties fenilo ziede, prijungtame prie karbohidrazido
fragmento. Pavyzdziui, junginio 6, turin¢io hidroksigrup¢ padétyje Ph 4-OH, antioksidacinis
aktyvumas tesieké 2,71 %, 0 junginio 7 (Ph 2,4-OH) — 12,20 %. Terapinis efektyvumas dél
pasirinktos hidroksigrupiy padéties pageréjo nuo 2,71 % iki 58,60 %. Kalbant apie metoksigrupe,
junginys 9 (Ph 3,4-OMe) tepasizyméjo 3,73 % antioksidaciniu aktyvumu. Taigi konkreti hidroksi-
bei metoksigrupiy padétis gali pagerinti susintetintos molekulés terapinj efektyvuma.
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1.2.3. Priesvézinis poveikis

Vézys — tai daznai pasitaikanti zmoniy mirties priezastis, kurig inicijuoja jvairiis genetiniai
pazeidimai. Jy metu lasteléje vyksta fiziologiniai bei morfologiniai pokyc€iai, lemiantys
nekontroliuojama lasteliy dauginimasi, atsparumg apoptozei, angiogenezes stimuliavimag bei
metastaziy formavimasi [30]. Gydymo pobudis priklauso nuo vézio stadijos, metastaziy i§sidéstymo,
paties paciento organizmo biiklés. Ligoniams taikomos jvairios gydymo strategijos: chirurgija,
radioterapija, chemoterapija, kauly Ciulpy transplantacija, priesvéziniai vaistai bei kiti alternatyvis
gydymo biidai.

Kartu su prieSvéziniais vaistais vartojami ciklooksigenaz¢ (COX) slopinantys preparatai, t. V.
nesteroidiniai vaistai nuo uzdegimo (NVNU) [31]. Toks kombinuotas gydymas taikomas dél keliy
priezasCiy. Pavyzdziui, COX fermentams budingos dvi struktarinés formos. COX-1 fermentas yra
nuolat ekspresuojamas organizme, o kilus uzdegimui fiksuojamas COX-2 padidéjimas. Bitent
pastarasis fermentas pasizymi dideliu specifiSkumu uzdegimui. Slopinant COX-2, slopinami
uzdegimo mediatoriai bei mazinamas pats uzdegimas. Be to, nustatyta, jog Suintensyvéjus COX-2
ekspresijai pakinta véziniy lgsteliy rezistentiSkumas ir auglys progresuoja (1.2. pav.) [32]. Istirta, kad
padidéjus COX aktyvumui, skatinamas arachidono raigsties metabolizmas, susidaro prostaglandinai
bei tromboksanai. Sios medziagos dalyvauja véZiniy lasteliy proliferacijos, migracijos, angiogenezés
procesuose, turi kardiotoksiniy savybiy bei slopina apoptoze.

Pastaruoju metu ieSkoma naujy efektyviy NVNU analogy, kurie veiksmingai mazinty COX fermento
aktyvumg ir taip Sulétinty onkologinés ligos vystymasi. Siekiama sukurti specifinius inhibitorius,
slopinan¢ius COX-2 aktyvumg lgstelése ir neturincius jokio poveikio COX-1 izoformai. Pavyzdziui,

Arachidono rigétis
A | kotren i ki

|
| Peroksidai eikozanoidai
NVNU [ —
.| -Citokinai

-Aungimo faktoriai

e
Tromboksano

PGH:z
Prostaglandiny sintazés Apoplozé Profiferaci
sintezé GE. PGL PGD) Joreracia
¢ / Migracija
Trobolesanas Az PGI:z PGE;

Kardiotoksiskumas Anpgiogenezé

1.2. pav. COX veikimo mechanizmas pagal literatiiros Saltinj [32]
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1.3. schema. Reagentai ir salygos: (i) KCOs, Kl, 2-brometanolis, DMF, 65 °C; (ii) KCOs, KI, atitinkamas
sulfonamidas, DMF, 65 °C.

F. Q. Shen’0 moksliné grupé atliko pirazolo bei kumarino fragmentus turin€iy junginiy sinteze ir
iStyré jy poveikj COX-2 fermentui [33]. Geriausiu slopinamuoju poveikiu in vitro sglygomis
pasizyméjo junginys 12. Jam nustatyta ICso = 0,23 + 0,16 uM koncentracija, 0 COX-2 slopikliui
celekoksibui — ICsp = 0,41 + 0,28 uM. Junginys 12 yra 2 kartus veiksmingesnis uz pasirinktg
standartg. Taip pat iStirtas junginio 12 poveikis COX-1 izoformai. Nustatyta, jog fermentinis
aktyvumas sumazéja perpus, kai ICso = 53,08 + 3,47 uM, o celekoksibui buidinga koncentracija — ICso
= 36,44 + 2,59 uM. Remiantis gautais rezultatais, junginys 12 pasizymi didesniu specifiSkumu COX-
2 izoformai negu pasirinktas standartas.

1.2. lentelé. Junginio 12 prie$véziniy tyrimy duomenys

1Cs0, uM £ SN
Junginys
HT-29 Hela A549 SMMC-7721 293 T
12 8,46 + 0,85 5,51+1,28 4,48 + 0,57 9,62 +0,35 121,86 + 0,39
Celekoksibas 8,47+ 0,31 11,06 £ 0,93 7,68 £ 0,55 5,96 £ 0,76 111,86 +1,51

Toliau nustatytas junginio 12 slopinamasis poveikis véziniy lgsteliy gyvybingumui (1.2. lentelé).
Tyrimas atliktas, naudojant 4 skirtingas véziniy lgsteliy linijas: HT-29 (storosios Zarnos), Hela
(gimdos kaklelio), A549 (plauciy) bei SMMC-7721 (kepeny). Kaip kontroliné lasteliy linija
pasirinktos nevézinés inksty epitelio 293 T lastelés. Analizés duomenys parodé, jog kolorektalinio
vézio atveju tiek junginys 12, tiek celekoksibas pasizymi vienodu slopinamuoju poveikiu. Kalbant
apie SMMC-7721 lasteliy linija, celekoksibui biidingos stipresnés inhibicinés savybés pries kepeny
véZzj nei analizuojamam junginiui 12. Taciau gauti rezultatai prie§ gimdos kaklelio ir plauciy vézines
lasteles yra daug Zadantys. Net 2 kartus silpnesné junginio 12 koncentracija veiksmingai nuslopino
tirty véziniy lasteliy proliferacija lyginant su celekoksibo sukeltu poveikiu. Be to, remiantis
Pasaulinio vézio tyrimy fondo pateiktais duomenimis, 2018 m. pasaulyje daugiausia uzregistruota
kaip tik plauciy vézio atvejy (2,093,876). Toliau yra krities (2,088,849) ir kolorektaliniai (1,800,977)
véziniai susirgimai [34].

Svarbu paminéti, jog biitina atlikti tyrimus su sveikomis Zmogaus lastelémis. Susintetintas junginys
turi biiti saugus vartoti, netoksiskas kitoms organizmo lasteléms. Todél atlikti tyrimai su 293 T
lasteliy linija. Nustatyta, jog junginys 12 pasizymi silpnesnémis slopinamosiomis savybémis nei
celekoksibas. Sie atradimai skatina tolimesnius biomedicininius tyrin¢jimus ir suteikia galimybe
1eskoti veiksmingesniy vézio gydymo metody.

14



1.2.4. Antihelmintinis poveikis

Viena i$ pasitaikan¢iy zmogaus organizmo problemy — tai parazitinés kirmélés [35]. Dazniausiai jy
kiauSin¢liais ar lervomis uzsikre¢iama nesilaikant atitinkamy higienos reikalavimy. Pavyzdziui,
pamirStant tinkamai nusiplauti rankas po kontakto su gyviinais, geriant nevirintg vandenj ar valgant
nenuplautus vaisius bei uogas. Lervos patekusios j organizma eikvoja jo maisto medZziagas, bresta bei
migruoja po vidaus organus. Parazitai inicijuoja uzdegimus, jvairius organizmo pakitimus beli
toksiskai veikia vidaus organus.

Kartais zmonés net nenutuokia, kad atsiradusiy negalavimy priezastis yra parazitai. Biitent Zzmogaus
kunas yra ideali terpé, kurioje gali gyventi ir daugintis Sie kenkéjai. Kitaip tariant, zmogaus
organizmui buidinga pastovi temperatiira, palaikomas drégmés lygis bei gausu maistiniy medziagy.
Todél tokios aplinkos salygos yra labai palankios parazity dauginimuisi. Nesiimant atitinkamy
veiksmy, kai kurios kirmélés Zmogaus organizme gali parazituoti deSimtmecius (pavyzdziui,
kaspinuociai) [36].

1.3. lentelé. Junginiy 13-16 antihelmintiniy tyrimy duomenys

SCAD

13-14 15-16
ICs0, pM £ SN
Junginys R
Lervy judriui Lervy vystymuisi
_N
13 °~N’H 0,19+0,16 0,0025 + 0,0007
N
14 /T D 1,25+0,35 0,0003 + 0,0003
~0
15 %N 0,93+ 0,62 0,002 + 0,002
W
N
16 /\NT D 23+1,1 0,003 £ 0,004
~0
Monepantelis - 0,16 £ 0,008 0,075 £ 0,04

Bendradarbiaujant Kinijos, Sveicarijos, Indijos bei Australijos $aliy mokslinéms grupéms susintetinti
1H-pirazolo-5-karboksamidy dariniai bei iStirtos jy antihelmintinés savybés [37]. Pirmiausia, analizé
atlikta prieS H. contortus patogeninius nematodus. Siekta iSsiaiSkinti strukttiros aktyvumo rySio
efektyvuma (SAR), kei¢iant radikalus j penkianarius heterociklinius darinius (1.3. lentel¢). Nustatyta,
kad junginiai 13 ir 15 ypac stipriai slopina tirty parazitiniy lervy judrumg bei vystymasi. Uzteko vos
2,5 nM koncentracijos, norint sumazinti parazitiniy lervy vystymasi. Junginiai 13 ir 15 pasizymi
stipresnémis prieskirmélinémis savybémis lyginant su monepanteliu.
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1.4. schema. Reagentai ir salygos: (i) HOBt, EDC, DMF, 180 °C; (ii) 4M HCI dioksane, dioksanas, kamb. t.;
(iii) DIPEA, atitinkama pirazolo karboksirtigstis, THF, kamb. t.

Véliau atlikti junginiy 13 ir 15 antihelmintiniy savybiy tyrimai pries kitus nematodus (1.4. lentelé).
Bandymams pasirinktos H. polygyrus, A. ceylanicum bei T. muris kirméliy rasys. Gautiems
rezultatams palyginti naudotas tolfenpiradas. Kalbant apie H. polygyrus nematodus, susintetinti
junginiai beveik 3 kartus veiksmingesni uz pasirinktg standartg. Esant 100 uM koncentracijali,
junginiai 13 ir 15 atitinkamai pasizyméjo 92,2 % ir 92,5 % slopinamuoju poveikiu, o TFP — 32,4 %.
Naudojant 10 uM koncentracijos tirpalus pries A. ceylanicum, fiksuotas 100 % slopinamasis poveikis.
Tuo tarpu, TFP budingos S$iek tiek silpnesnés antihelmintinés savybés. Remiantis gautais
duomenimis, nustatyta, jog stipriausiu antihelmintiniu poveikiu pasizymi junginys 15. Galima teigti,
jog pirazolo dariniai, turintys karboksamido fragmentg yra potencialtis antihelmintiniai preparatai.

1.4. lentelé. Junginiy 13 ir 15 antihelmintiniy tyrimy duomenys

Slopinamasis poveikis, %
Junginys H. polygyrus A. ceylanicum T. muris
100 uM 10 uM 100 uM
13 92,2 100 93,7
15 92,5 100 100
TFP 32,4 94,9 100

1.2.5. Antivirusinis poveikis

Virusai dél savo struktiiros ypatybiy yra paprasCiausia gyvybés forma, turinti tiek gyvosios, tiek
negyvosios gamtos bruozy [38]. Virusai neturi lasteléms biidingos sandaros bei savarankiskos
medziagy apykaitos. Dazniausiai sudaryti i§ nukleininés rugsties (DNR arba RNR) molekulés, kurig
gaubia baltyminis apvalkalas — kapsidé. Pasizymi itin mazu dydziu, todél matuojami nanometrais ir
stebimi tik pro elektroninj mikroskopa. Be to, virusai priskiriami prie parazitiniy mikroorganizmy,
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nes infekuoja Seimininko lgsteles, laisvai dauginasi bei naudojasi ten aptinkamomis maistinémis
medziagomis [39]. Parazituoja mikroby, nariuotakojy, augaly, gyviiny, zmoniy gyvose lastelése ir
inicijuoja individualias virusines ligas. Pavyzdziui, zmonéms sukelia gripa, tymus, poliomielita,
AIDS, hepatitg, ZIV, pisleling ir pan.

I Seimininko lgstele virusai patenka keliais biidais [38]. Vienas i§ biidy, virusai geba produkuoti
specialius fermentus, kurie iStirpina lgstelés apvalkalélj. Padidéjus lastelés pralaidumui, virusai
1Svirkscia savo nukleortigst i jos vidy. Kitas variantas, virusai atsitiktinai patenka j Seimininko Igstele
1§ aplinkos. Po kurio laiko virusus supantis baltyminis apvalkalas suskaidomas lgstelés citoplazmoje
ir laisva nukleoriigstis pasklinda Seimininko lgstelés viduje. Inaktyvave Seimininko DNR, virusai
sintetina naujas savo kopijas, dauginasi bei sekina kolonizuotg organizma.

Siekiant apsisaugoti nuo virusy sukeliamy ligy, daznai vartojamos jvairios vakcinos ar prie§virusiniai
vaistai. Priklausomai nuo viruso tipo, kai kurias vakcinacijas tenka kartoti kasmet [40]. Stai
pavyzdziui, gripo virusas gali lengvai apsikeisti nukleoriigSties fragmentais, genais su Kitu virusu,
taip jgaunant naujy savybiy. Anksciau jgytas imuninis atsparumas tampa nebeveiksmingas pries
susiformavusig viruso atmaing. Organizmas dar neturi antikiiniy, gebanc¢iy atpazinti tokio viruso
antigeng ir iSaukti imuninj organizmo atsaka. Todél ieSkoma naujy priesvirusinj poveikj turinciy
preparaty, gebanciy veiksmingai gydyti jvairias virusines ligas.
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1.5. schema. Reagentai ir sglygos: (i) NaOAc, (Ac)20, atitinkamas feniletilaminas, Ty; (ii) EtOH, T..

Kinijos mokslininkas G. N. Liu’is kartu su kolegomis atliko pirazolo dariniy sintez¢ bei jvertino
susintetinty junginiy slopinamajj poveikj Zmogaus imunodeficito virusui (ZIV) (1.5. lentel¢) [41]. Sia
viruso forma uZsikreCiama per krauja, gleiving ar pazeista oda. Tokiuose organizmo skysciuose kaip
seilés, §lapimas, prakaitas bei asaros ZIV koncentracija yra pakankamai maza, todél kontakto su oda
metu pavojaus néra [42]. Ligos atveju skiriami antiretrovirusiniai vaistai, pavyzdziui, zidovudinas
(AZT). Medikamentas pasirinktas kaip standartas, atliekant susintetinty pirazolo junginiy anti-ZIV

1.5. lentelé. Junginiy 23 ir 24 antivirusiniy savybiy tyrimo rezultatai

Junginys R CCso, uM ECso, pM TI
23 F > 418,88 3,98 > 105,26
24 Me > 422,83 4,10 > 103,09
AZT - 3779 0,0085 444 588
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tyrimus [41]. Pagal gautus duomenis junginiams 23 ir 24 budinga didesné nei > 400 uM citotoksiné
koncentracija. Veiksminga gydomoji dozé yra ~ 4 uM, o AZT — 0,0085 uM. Tad junginiai 23 ir 24
pasizymi mazesniu biologiniu aktyvumu lyginant su gautais AZT rezultatais.

Taip pat tyrimo metu nustatytas terapinis indeksas (TI). Tai santykis tarp citotoksinés (mirtinos) dozés
ir efektyvios gydomosios dozés. I$siaiSkinta, kad junginiy 23 ir 24 terapinis indeksas yra > 103. Kuo
didesnis vaisto terapinis indeksas, tuo jis maziau toksiskas organizmui. Be to, vartojant tokius
medikamentus re¢iau susiduriama su perdozavimo grésme. Todél galima teigti, jog susintetinti
pirazolo dariniai 23 ir 24 néra toksiski Zmogaus organizmui bei pasizymi pakankamai efektyviu
slopinamuoju poveikiu.

1.2.6. Antituberkuliozinis poveikis

Tuberkuliozé — tai létiné uzkre¢iama infekciné liga, plintanti oro lageliniu badu. Zmogui tuberkulioze
sukelia mikobakterijos: M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M. microti bei M.
canetti [43]. Dél panaSiy antigeniniy savybiy jos kartais vadinamos tuberkuliozés mikobakterijy
kompleksu. Lietuvoje dazniausiai infekcijg sukelia mikobakterija M. tuberculosis. Patogenas yra
gana atsparus aplinkos veiksniams, iSskyrus dienos Sviesg bei UV spindulius. Tamsoje iSlicka
gyvybingas iki keliy ménesiy. Pavyzdziui, tarp knygos puslapiy sukéléjas gali biiti aktyvios formos
iki 3 ménesiy, o kambaryje iki 1,5 ménesio [43]. I kity bakterijy iSsiskiria atsparumu jvairioms
ragstims ir daugeliui dezinfektanty [43].

Tuberkuliozés bakterija patenka j aplinkg, kai zmogus, sergantis atvira plauciy tuberkuliozés forma,
kosti, ¢iaudi, skrepliuojasi ar kalba. Uztenka net visai nedidelio bakterijy kiekio, kad zmogus tapty
infekuotas. Patekusios | plaucius sukelia sunky kosulj, jauciamas skausmas kritinéje, zmogus
pradeda skrepliuotis, galimi atsikoséjimai krauju. Taciau ligai iSsivystyti reikia laiko [44]. Procesas
gali trukti nuo keliy ménesiy iki keliolikos mety. Pasitaiko atvejy, kad infekuoti asmenys niekada net
nesuserga aktyvia tuberkuliozés forma. Tai vadinama latentine tuberkuliozés biisena. Sis terminas
taikomas, kai tuberkulino méginys yra teigiamas, ta¢iau neaptinkama jokiy infekcijos pozymiy [45].

Tuberkuliozés gydymo kursas trunka 6 ménesius. Vaistams jautri tuberkuliozés forma gydoma
izoniazidu, rifampicinu, pirazinamidu ar etambutoliu [43]. Tai keturi efektyviausi vaistai nuo §ios
infekcijos. Taciau kiekvieng dieng pasaulyje atsiranda nauji mikroorganizmy Stamai, pasiZymintys
vienokiu ar kitokiu rezistentiSkumo mechanizmu. Jy sukelta infekcija sunkiau i§gydoma lyginant su
ankstesniais atvejais. Todél i§skiriama ir vaistams atspari tuberkuliozés forma. Siuo atveju taikomi
kombinuoti gydymo metodai. Daznai pacientai mirsta, nes jokie zinomi preparatai nepasizymi
pakankamu efektyvumu, kovojant su infekcijos sukeléju. Todél ieSkoma naujy veiksmingy metody,
gebanciy sustabdyti ir panaikinti patogeny keliamg grésme.

N. Nayak’o moksliné grupé atliko pirazolo karboksamido dariniy, turin¢iy piridino bei chinolino
pakaita, biologiniy savybiy tyrimus (1.6. lentelé) [46]. In vitro analizés metu stebétas
antituberkuliozinis poveikis pries M. tuberculosis Hz7Rv bakterijy Stamus (1.6. lentel¢). Junginiams
29 ir 31 budingos stipriausios antituberkuliozinés savybés. Jy minimali slopinamoji koncentracija
(MIC) yra 3,13 png/ml. Remiantis gautais duomenimis, susintetinta junginiy klasé pasizymi mazesniu
efektyvumu nei standartas izoniazidas (MIC = 0,1 ug/ml), bet stipresniu poveikiu nei pirazinamidas
(MIC = 50 pg/ml). Junginiams 29 ir 31 buidingas panasus antituberkuliozinis efektyvumas kaip ir
vaisto etambutolio. Taip pat iStirtas susintetinty junginiy citotoksinis poveikis NIH 3T3 Iasteliy
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1.6. schema. Reagentai ir salygos: (i) AcOH, 105 °C; (ii) LiOH, THF/H,O/MeOH (1:1:1), kamb. t.;
(iii) HATU, DIPEA, atitinkamas aminas, DMF, kamb. t.

linjjai. Tai jungiamojo audinio lastelés, kurios atsakingos uz tarplastelinio uzpildo komponenty
(kolageno, glikoproteiny, glikozaminoglikany) gamybg organizme. Esant 50 pg/ml koncentracijai,
junginiy 29 ir 31 citotoksinis poveikis sveikoms Igsteléms atitinkamai sieké 14,6 % bei 22,8 %. Tad
pirazolo karboksamidai yra potencials antituberkulioziniai agentai.

Be to, tyrimo metu nustatyta, jog karboksamidy dariniai, susintetinti i§ benzilamino junginiy, yra
veiksmingesni antituberkulioziniai agentai nei gauti i§ anilino analogy. Taigi amidinio ry$io
sudarymas, suformuojant N-metileno grandinéle (-CONHCH2-) molekulés struktiiroje, padidina
junginiy antituberkuliozinj aktyvuma.

1.6. lentelé. Junginiy 27-31 antituberkulioziniy tyrimy duomenys

Junginys R MIC, pg/ml

27 — 25
R 28 ’<_<] 12,5

MR\ 29 Y cF, 3,13

30 }—@—oca 50

N
N/
& 31 \(\©\ 3,13
3 27-31 OCF,
Izoniazidas - 0,1
Etambutolis - 3,13
Pirazinamidas - 50

Tais paciais metais kita mokslininky komanda publikavo kondensuoty pirazolo junginiy biologinio
aktyvumo rezultatus (1.7. lentelé) [47]. J. Tang’as kartu su kolegomis atliko kondensuoty pirazolo
sistemy, turin¢iy karboksamido fragmenta, sinteze bei savybiy tyrimus. Nustatyta, jog junginiai 34 ir
36 pasizymi puikiomis antituberkuliozinémis savybémis prie§ Hs7Rv bakterijy Stamus (1.7. lentele).
Jiems biidingos MIC vertés atitinkamai yra 6,3 nM bei 5,6 nM. Be to, abiejy junginiy ICso = 2,5 nM.
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1.7. schema. Reagentai ir salygos: (i) DNPH, MeCN, 40 °C; (ii) K.COs, DMF, kamb. t.; (iii) NaOH, EtOH,
H-0, 60 °C; (iv) HOBt, EDC, EtsN, atitinkamas aminas, DMF, 80 °C.

Lyginant su standartu rifampicinu, junginiai 34 ir 36 yra efektyvesni pries tirtus tuberkuliozés
patogenus. Citotoksinio poveikio tyrimams pasirinkta VERO (bezdzioniy inksty) lasteliy linija.
Sveikoms lasteléms citotoksinis poveikis pastebimas esant > 100 pM susintetinty junginiy
koncentracijoms. Tad pirazolo karboksamidai, turintys savo struktiiroje piperazino ar piperidino

pakaita, pasizymi stipriu biologiniu aktyvumu.

1.7. lentelé. Junginiy 34-36 antituberkulioziniy tyrimy duomenys

RZ
-

&,

R

34-36

Junginys R! R? MIC, nM ICs0, NM ICe0, NM
34 5-Me NN F 6,3 2,5 6,5
_/

35 5-Me §—NC>—©—OCF3 11,0 5,1 12,0
36 5-OMe }ND—@—OC&. 5,6 2,5 5,7
Rifampicinas - - 6,5 4,1 6,9

Remiantis literatiros duomeny apzvalga galima teigti, jog tiek pakeistiems, tieck kondensuotiems
pirazolo junginiams biidingas platus biologiniy savybiy spektras. Ypa¢ didelj mokslinj susidoméjima
kelia pirazolo karboksamidy dariniai, kurie efektyviai slopina aktyvius deguonies radikalus, pasizymi
antihelmintiniu bei antituberkulioziniu poveikiu. Nepaisant didelés susintetinty pirazolo analogy
gausos kuriami ir iSbandomi nauji sintezés metodai bei atliekami gauty molekuliy biologinio

aktyvumo tyrimai.
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2. Medziagos ir tyrimy metodai
2.1. Tyrimy metodai ir naudota aparatira

Visi projektui reikalingi pradiniai junginiai yra komerciSkai prieinami (Sigma-Aldrich, Combi-bloks,
Fluorochem). Jiems netaikytas joks gryninimo metodas, todél i§ karto naudoti tarpiniy junginiy bei
tiksliniy produkty sintezei. Visi projekto metu susintetinti junginiai gryninti ekstrakcijos ar
kolonélinés chromatografijos metodais. Chromatografinis gryninimas atliktas su Silica Gel 60 A
(230-400 pm, Merck). Reakcijy eigai stebéti taikyta plonasluoksné chromatografija ant Silica Gel
ploksteliy (Merck Kieselgel 60 F254), naudojant UV lempg (254 nm). Lydymosi temperatiiros (Tiyd)
nustatytos Biichi Melting Point M-560 prietaisu ir nekoreguotos. IR spektrai (FT-IR, vmax, cm™)
uzra$yti Bruker Vertex V70 spektrometru. Zemos rezoliucijos masiy spektrai uzra$yti Shimadzu
LCMS-2020 (ESI") prietaisu. Aukstos rezoliucijos masiy spektrai uzraSyti Bruker micro TOF-QIII
(ESI") masiy spektrometru. Enantiomerinis grynumas tirtas Shimadzu LC-2030C prietaisu
panaudojant chiralines kolonéles Amylose-SA bei Cellulose-SB. BMR spektrai (400 MHz 'H BMR,
101 MHz C BMR bei 41 MHz ®N BMR) uzrasyti 400 MHz Bruker Avance III spektrometru,
naudojant CDCls ar DMSO-ds tirpiklius. Vidinis standartas — tetrametilsilanas (TMS), o cheminis
poslinkis & isreikStas milijoninémis dalimis (mln. d.). Susintetinty junginiy strukttros jrodytos 1D ir
2D BMR metodais, uzrasant COSY, HSQC ir HMBC spektrus.

2.2. Junginiy sintezés ir juy analizés duomeny apraSymas

2.2.1. tret-Butil 3- ir 4-(3-metoksi-3-oksopropanoil)piperidin-1-karboksilatai (2a-c)

o Atitinkama N-Boc-piperidino karboksirtigstis (4 g, 17,4 mmol) istirpinta

@j\/COOMe DCM (24 ml). | gautg tirpalg sudétas DMAP (4,26 g, 34,9 mmol) bei

meldrumo ragstis (2,77 g, 19,2 mmol). ] iki 0 °C temperatiiros atSaldyta

’N reakcijos miSinj porcijomis subertas EDC-HCI (3,68 g, 19,2 mmol).

Boc Reakcija vykdyta kambario temperatiiroje 18 val. Reakcijai pasibaigus,

MW?;:?;\LOS/mN reakcijos miSinys praskiestas DCM (10 ml) ir paeiliui praplautas 1 M

’ KHSO4 (2x15 ml) tirpalu bei so¢iu NaCl tirpalu (20 ml). Organinis

sluoksnis dZiovintas bevandeniu Na2SQs, filtruotas ir tirpiklis iSgarintas vakuumu. Gautas tarpinis

junginys istirpintas MeOH (20 ml) ir kaitintas tirpiklio virimo temperatiroje 5 val. Pasibaigus
reakcijai, tirpiklis isgarintas vakuumu. Gautas likutis i§ karto naudotas kitame sintezés etape.

2.2.2. tret-Butil  3- ir 4-[(22)-3(dimetilamino)-2-(metoksikarbonil)-2-propenoil]piperidin-1-
karboksilatai (3a-c)

o Atitinkamas tarpinis junginys 2 (4,7 g, 16,4 mmol) istirpintas dioksane
coome | (24 ml). | gautg tirpalg sulaSintas N,N-dimetilformamido dimetilacetalis
(yj\ﬁ (4,4ml, 32,8 mmol). Reakcijos miSinys kaitintas tirpiklio virimo
’N N— temperattiroje 5 val. Pasibaigus reakcijai, tirpiklis i§garintas vakuumu.
Boc 1 Gautas tarpinis junginys iS§ karto naudotas kitoje sintezés stadijoje.
C17H28N205
MW = 340,42 g/mol

21



2.2.3. tret-Butil 3- ir 4-[4-(metoksikarbonil)-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-karboksilatai (4-7)

Atitinkamas tarpinis junginys 3 (0,5 g, 1,5 mmol) istirpintas EtOH (15 ml). |
gautg tirpalg subertas / sula$intas atitinkamas hidrazino darinys (1,5 mmol).
Reakcijos misinys kaitintas tirpiklio virimo temperattiroje 5 val. Pasibaigus
reakcijai, tirpiklis iSgarintas vakuumu. Reakcijos miSinys grynintas
kolonélinés chromatografijos biidu, naudojant eliuentag — Heks/MeCO.

]
Boc R=H,aril-

2.2.3.1. tret-Butil 4-[4-(metoksikarbonil)-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-karboksilatas (4a)

Sintezés metu naudotas tarpinis junginys 3a ir 55 % hidrazino hidrato
vandeninis tirpalas (0,14 ml, 1,5 mmol). Reakcijos miSinys grynintas
kolonélinés chromatografijos btidu, naudojant eliuentg — Heks/Me>CO (7:1).
Gauti balti junginio 4a kristalai. ISeiga: 272 mg (60 % per Kketurias stadijas);
Tiya = 129,8 °C.

C45H23N30, 'H BMR (400 MHz, CDCl3): 6 min. d. 1,46 (s, 9H, C(CHa)3); 1,63-1,76 (m,
MW = 309,37 g/mol |  2H, Pip 3,5-H); 1,86-2,02 (m, 2H, Pip 3,5-H); 2,71-2,95 (m, 2H, Pip 2,6-H);
3,52 (tt, J = 12,2 Hz, 3,6 Hz, 1H, Pip 4-H); 3,82 (s, 3H, OCH3); 4,04-4,40 (m,
2H, Pip 2,6-H); 7,95 (s, 1H, Pir 3-H); 10,82 (br s, 1H, NH). 13C BMR (101 MHz, CDCls):  min. d.
28,6 (C(CHa)3); 31,0 (2xCHoa, Pip 3,5-C); 34,0 (Pip 4-C); 44,1 (2xCHa, Pip 2,6-C); 51,3 (OCHa); 79,9
(C(CHBa)z3); 110,3 (Pir 4-C); 138,8 (Pir 3-C); 149,6 (Pir 5-C); 155,0 (COOC(CHz3)3); 164,2 (COOCHs).
IR (FT-IR, vmax, cm™): 3208 (N-H); 2980; 1706 (C=0); 1655 (C=0); 1434; 1165; 763. HRMS
(ESIY), m/z [M+Na]": apskaiciuota 332,1581; nustatyta 332,1581.

2.2.3.2. tret-Butil (3S)-3-[4-(metoksikarbonil)-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-karboksilatas (4b)

Sintezés metu naudotas tarpinis junginys 3b ir 55 % hidrazino hidrato

0/

o vandeninis tirpalas (0,14 ml, 1,5 mmol). Reakcijos miSinys grynintas
RY kolonélinés chromatografijos biidu, naudojant eliuentg — Heks/Me>CO (9:1).

Py H Gauta gelsva junginio 4b derva. ISeiga: 227 mg (50 % per keturias stadijas).
N 'H BMR (400 MHz, CDCls3): 8 min. d. 1,44 (s, 9H, C(CHs3)3); 1,50-1,69 (m,
g‘°° o 2H, Pip 5-H); 1,75-1,91 (m, 1H, Pip 4-H); 1,98-2,11 (m, 1H, Pip 4-H); 2,96

15H23N304 AL TR _

MW = 309,37 g/mol 3,14 (m, 1H, Pip 6-H); 3,29 (s, 1H, Pip 2-H); 3,45 (tt, J = 8,9 Hz, 3,9 Hz, 1H,

Pip 3-H); 3,80 (s, 4H, OCHs ir Pip 6-H); 3,95-4,11 (m, 1H, Pip 2-H); 7,95 (s,
1H, Pir 3-H); 11,83 (br s, 1H, NH). 3C BMR (101 MHz, CDCls): § mln. d. 24,6 (Pip 5-C); 28,5
(C(CHs)3); 29,8 (Pip 4-C); 34,1 (Pip 3-C); 44,3 (Pip 6-C); 47,4 (Pip 2-C); 51,3 (OCHs): 80,1
(C(CHs)s); 110,7 (Pir 4-C); 138,2 (Pir 3-C); 151,8 (Pir 5-C): 155,3 (COOC(CHs)s); 164,0 (COOCHs).
IR (FT-IR, vmax, cm): 3219 (N-H); 2937; 1689 (C=0); 1661 (C=0); 1426; 1147; 783. HRMS
(ESI*), m/z [M+Na]*: apskaiciuota 332,1581; nustatyta 332,1581.
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2.2.3.3. tret-Butil (3R)-3-[4-(metoksikarbonil)-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-karboksilatas (4c)

o— Sintezés metu naudotas tarpinis junginys 3c ir 55 % hidrazino hidrato
vandeninis tirpalas (0,24 ml, 1,5 mmol). Reakcijos miSinys grynintas
o TN kolonélinés chromatografijos biidu, naudojant eliuentg — Heks/Me>CO (7:1).

» H Gauta gelsva junginio 4c derva. ISeiga: 245 mg (54 % per Kketurias stadijas).
N IH BMR (400 MHz, CDCl3): & mln. d. 1,46 (s, 9H, C(CHs)3); 1,53-1,69 (m,
Boc 2H, Pip 5-H); 1,78-1,95 (m, 1H, Pip 4-H); 1,98-2,11 (m, 1H, Pip 4-H); 3,05—
C15H23N304 3,24 (m, 1H, Pip 6-H): 3,29-3,53 (m, 2H, Pip 2,3-H); 3,67-3,85 (M, 4H, OCHj3

MW = 309,37 g/mol

ir Pip 6-H): 3,89-4,02 (m, 1H, Pip 2-H); 7,97 (s, 1H, Pir 3-H); 10,82 (br s, 1H,
NH). 3C BMR (101 MHz, CDCls): § min. d. 24,5 (Pip 5-C); 28,6 (C(CHs3)s); 29,7 (Pip 4-C); 34,0
(Pip 3-C); 44,5 (Pip 6-C); 47,6 (Pip 2-C); 51,3 (OCHs); 80,3 (C(CHs)s); 110,8 (Pir 4-C); 139,0 (Pir
3-C); 151,8 (Pir 5-C); 155,3 (COOC(CHs)3); 164,0 (COOCH3). IR (FT-IR, Vimax, cm™): 3203 (N-H);
2980; 1714 (C=0); 1662 (C=0); 1148; 769. HRMS (ESI*), m/z [M+Na]": apskai¢iuota 332,1581;
nustatyta 332,1579.

2.2.3.4. tret-Butil4-[4-(metoksikarbonil)-1-fenil-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-karboksilatas (5a)

Sintezés metu naudotas tarpinis junginys 3a ir fenilhidrazinas (0,15 ml,
1,5 mmol). Reakcijos misinys grynintas kolonélinés chromatografijos budu,
naudojant eliuentg — Heks/Me>CO (7:1). Gauti gelsvi junginio 5a kristalai.
Iseiga: 425 mg (75 % per keturias stadijas); Tiya = 153,5 °C.

'H BMR (400 MHz, CDCl3): 8 miln. d. 1,44 (s, 9H, C(CHs)3); 1,51-1,62
(m, 2H, Pip 3,5-H); 2,25 (qd, J = 12,7 Hz, 4,4 Hz, 2H, Pip 3,5-H); 2,50
2,68 (m, 2H, Pip 2,6-H); 3,09 (tt, J = 12,4 Hz, 3,7 Hz, 1H, Pip 4-H); 3,84
(s, 3H, OCHy); 3,98-4,28 (m, 2H, Pip 2,6-H); 7,30-7,38 (m, 2H, Ph 3,5-H);
7,46-7,54 (m, 3H, Ph 2,4,6-H); 8,02 (s, 1H, Pir 3-H). 3C BMR (101 MHz, CDCls):  min. d. 28,6
(C(CHs3)3); 28,9 (2xCHo>, Pip 3,5-C); 35,3 (Pip 4-C); 43,8 (2xCHz, Pip 2,6-C); 51,4 (OCHg); 79,6
(C(CHs)3); 112,0 (Pir 4-C); 126,8 (2xCH, Ph 3,5-C); 129,5 (2xCH, Ph 2,6-C); 129,6 (Ph 4-C); 139,5
(Ph 1-C); 143,0 (Pir 3-C); 150,1 (Pir 5-C); 155,0 (COOC(CHs3)3); 163,7 (COOCHz). **N BMR (41
MHz, CDCls): & min. d. -293,2 (N-Boc); -159,4 (Pir N-1); -74,7 (Pir N-2). IR (FT-IR, vmax, cm™):
2979; 1712 (C=0); 1674 (C=0); 1255; 765. HRMS (ESI*), m/z [M+Na]*: apskai¢iuota 408,1894;
nustatyta 408,1894.

C21H27N304
MW = 385,46 g/mol

2.2.3.5. tret-Butil (3S)-3-[4-(metoksikarbonil)-1-fenil-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-
karboksilatas (5b)

o~ Sintezés metu naudotas tarpinis junginys 3b ir fenilhidrazinas (0,15 ml,

Od\(\ 1,5 mmol). Reakcijos miSinys grynintas kolonélinés chromatografijos biidu,

I ‘N naudojant eliuentag — Heks/Me>CO (11:1). Gauta rusva junginio 5b derva.
SN I3eiga: 436 mg (77 % per keturias stadijas).

(S)

N @ IH BMR (400 MHz, CDCls): & mln. d. 1,40 (s, 10H, C(CHs)s ir Pip 5-H);

Boc 1,62-1,77 (m, 2H, Pip 4,5-H); 2,46 (g, J = 13,3 Hz, 1H, Pip 4-H); 2,80 (s, 1H,

MW%Qgﬁg%;mol Pip 6-H); 2,94 (s, 1H, Pip 3-H); 3,50-3,73 (m, 1H, Pip 2-H); 3,86 (s, 3H,
: OCHs); 3,91-4,17 (m, 2H, Pip 2,6-H); 7,34-7,44 (m, 2H, Ph 3,5-H); 7,46~
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7,57 (m, 3H, Ph 2,4,6-H); 8,05 (s, 1H, Pir 3-H). 3C BMR (101 MHz, CDCls): 5 mIn. d. 25,3 (Pip 5-
C): 27,4 (Pip 4-C): 28,5 (C(CHs)s3); 36,0 (Pip 3-C); 44,0 (Pip 6-C); 46,0 (Pip 2-C); 51,6 (OCHs): 79,6
(C(CHa)s); 112,3 (Pir 4-C); 126,5 (2xCH, Ph 3,5-C); 129,5 (Ph 4-C): 129,5 (2xCH, Ph 2,6-C): 139,1
(Ph 1-C); 143,3 (Pir 3-C); 148,1 (Pir 5-C); 154,7 (COOC(CHa)3); 163,9 (COOCHs). IR (FT-IR, Vmax,
cm): 2979; 1717 (C=0); 1684 (C=0); 1408; 1259; 757. MS, m/z: 386 [M+H]".

2.2.3.6. tret-Butil (3R)-3-[4-(metoksikarbonil)-1-fenil-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-
karboksilatas (5c)

Sintezés metu naudotas tarpinis junginys 3c ir fenilhidrazinas (0,15 ml,
1,5 mmol). Reakcijos miSinys grynintas kolonélinés chromatografijos btidu,
naudojant eliuenta — Heks/Me>CO (7:1). Gauta rusva junginio 5c derva.
ISeiga: 379 mg (67 % per keturias stadijas).

IH BMR (400 MHz, CDCls): & mln. d. 1,40 (s, 10H, C(CHs)s ir Pip 5-H);
1,63-1,76 (m, 2H, Pip 4,5-H); 2,46 (qd, J = 13,0 Hz, 4,1 Hz, 1H, Pip 4-H);
C21Hz7N304 2,81 (t, J = 13,0 Hz, 1H, Pip 6-H); 2,94 (t, J = 11,8 Hz, 1H, Pip 3-H); 3,53~
MW = 385,46 g/mol J 3,68 (m, 1H, Pip 2-H); 3,86 (s, 3H, OCHs); 3,94-4,12 (m, 2H, Pip 2,6-H);
7,37-7,43 (m, 2H, Ph 3,5-H); 7,47-7,56 (m, 3H, Ph 2,4,6-H); 8,05 (s, 1H, Pir
3-H). C BMR (101 MHz, CDCls): & min. d. 25,3 (Pip 5-C); 27,4 (Pip 4-C); 28,5 (C(CHa)s); 36,0
(Pip 3-C); 43,7 (Pip 6-C); 46,1 (Pip 2-C); 51,6 (OCHs); 79,6 (C(CHs)s); 112,3 (Pir 4-C); 126,5
(2xCH, Ph 3,5-C); 129,4 (Ph 4-C); 129,5 (2xCH, Ph 2,6-C); 139,1 (Ph 1-C); 143,3 (Pir 3-C); 148,1
(Pir 5-C); 155,4 (COOC(CHs)s); 163,9 (COOCH3). ®N BMR (41 MHz, CDCls): & min. d. -158,0
(Pir N-1); -75,2 (Pir N-2). IR (FT-IR, vmax, cm™): 2975; 1716 (C=0); 1687 (C=0); 1261; 1099; 765.
MS, m/z: 386 [M+H]".

2.2.3.7. tret-Butil 4-[4-(metoksikarbonil)-1-(4-metilfenil)-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-
karboksilatas (6a)

Sintezés metu naudotas tarpinis junginys 3a ir p-tolilhidrazino
hidrochloridas (233 mg, 1,5mmol). Reakcijos miSinys grynintas

o kolonélinés chromatografijos biidu, naudojant eliuenta — Heks/Me>CO (7:1).
Gauti gelsvi junginio 6a kristalai. ISeiga: 376 mg (64 % per Keturias
stadijas); Tiya = 134,4 °C.
LN jas); Tiyd
1H BMR (400 MHz, CDCls):  min. d. 1,44 (s, 9H, C(CHa)3); 1,49-1,59 (m,
CopsHooN3Os 2H, Pip 3,5-H); 2,08-2,30 (m, 2H, Pip 3,5-H); 2,44 (s, 3H, CH3); 2,49-2,72

MW = 399,49 g/mol | (M, 2H, Pip 2,6-H); 3,03-3,17 (m, 1H, Pip 4-H); 3,83 (s, 3H, OCH); 3,98
4,32 (m, 2H, Pip 2,6-H): 7,15-7,23 (m, 2H, Ph 3,5-H): 7,26-7,33 (m, 2H,
Ph 2,6-H); 8,00 (s, 1H, Pir 3-H). 13C BMR (101 MHz, CDCls): 3 min. d. 21,4 (CHs); 28,6 (C(CHs)3):
28,9 (2xCHa, Pip 3,5-C); 35,3 (Pip 4-C): 43,9 (2xCHz, Pip 2,6-H); 51,4 (OCHs): 79,6 (C(CHs)s);
111,8 (Pir 4-C): 126,5 (2xCH, Ph 3,5-C); 130,0 (2xCH, Ph 2,6-C); 137,0 (Ph 1-C); 139,7 (Ph 4-C):
142,9 (Pir 3-C); 150,1 (Pir 5-C); 155,0 (COOC(CHz)3); 163,8 (COOCHs). 5N BMR (41 MHz,
CDCls): 5 min. d. -293,5 (N-Boc); -158,6 (Pir N-1); -74,7 (Pir N-2). IR (FT-IR, vimax, cm'%): 2980;
1703 (C=0); 1688 (C=0); 1255; 779. HRMS (ESI*), m/z [M+Na]*: apskaiciuota 422,2050; rasta
422,2051.
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2.2.3.8. tret-Butil (3S)-3-[4-(metoksikarbonil)-1-(4-metilfenil)-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-
karboksilatas (6b)

o~ Sintezés metu naudotas tarpinis junginys 3b ir p-tolilhidrazino hidrochloridas
o (233mg, 1,5mmol). Reakcijos miSinys grynintas  kolonélinés
I ‘,N chromatografijos biidu, naudojant eliuenta — Heks/Me>CO (9:1). Gauta rusva

(S) N junginio 6b derva. ISeiga: 475 mg (81 % per keturias stadijas).
N IH BMR (400 MHz, CDCls): & min. d. 1,40 (s, 10H, C(CHs)s ir Pip 5-H):
Boc 1,61-1,74 (m, 2H, Pip 4,5-H); 2,43 (s, 4H, Pip 4-H ir CHa); 2,79 (s, 1H, Pip
C22H29N304 6-H): 2,93 (s, 1H, Pip 3-H); 3,48-3,71 (m, 1H, Pip 2-H); 3,85 (s, 3H, OCHsa);
MW = 399,49 g/mol | 389 4,17 (m, 2H, Pip 2,6-H); 7,25-7,35 (m, 4H, Ph 2,3,5,6-H); 8,03 (s, 1H,

Pir 3-H). 13C BMR (101 MHz, CDCls): & min. d. 21,4 (CHs); 25,1 (Pip 5-C); 27,4 (Pip 4-C); 28,5
(C(CHas)3); 36,2 (Pip 3-C); 43,5 (Pip 6-C); 46,4 (Pip 2-C); 51,5 (OCHs); 79,5 (C(CHa)s); 112,1 (Pir
4-C); 126,3 (2xCH, Ph 3,5-C); 130,0 (2xCH, Ph 2,6-C); 136,6 (Ph 1-C); 139,6 (Ph 4-C); 143,1 (Pir
3-C); 148,1 (Pir 5-C); 154,7 (COOC(CHs3)3); 164,0 (COOCHs). IR (FT-IR, vmax, cm%): 2930; 1714
(C=0); 1688 (C=0); 1261; 822. MS, m/z: 400 [M+H]".

2.2.3.9. tret-Butil (3R)-3-[4-(metoksikarbonil)-1-(4-metilfenil)-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-
karboksilatas (6¢)

Sintezés metu naudotas tarpinis junginys 3c ir p-tolilhidrazino hidrochloridas
(233mg, 1,5mmol). Reakcijos miSinys grynintas  kolonélinés
chromatografijos biidu, naudojant eliuentag — Heks/Me>CO (7:1). Gauta rusva
junginio 6c¢ derva. ISeiga: 458 mg (78 % per keturias stadijas).

IH BMR (400 MHz, CDCls): & min. d. 1,40 (s, 10H, C(CHa)s ir Pip 5-H);
1,61-1,77 (m, 2H, Pip 4,5-H); 2,43 (s, 4H, Pip 4-H ir CHa); 2,79 (s, 1H, Pip

C22HogN304 6-H); 2,93 (s, 1H, Pip 3-H); 3,51-3,70 (m, 1H, Pip 2-H); 3,85 (s, 3H, OCH5);
MW = 399,49 g/mol ] 389 4,20 (m, 2H, Pip 2,6-H); 7,24-7,34 (m, 4H, Ph 2,3,5,6-H); 8,03 (s, 1H,
Pir 3-H). 3C BMR (101 MHz, CDCls):  min. d. 21,4 (CHs); 25,3 (Pip 5-C); 27,4 (Pip 4-C); 28,5
(C(CHa)3); 36,0 (Pip 3-C); 43,4 (Pip 6-C); 46,4 (Pip 2-C); 51,5 (OCH3); 79,5 (C(CHa)3); 112,1 (Pir
4-C); 126,3 (2xCH, Ph 3,5-C); 130,0 (2xCH, Ph 2,6-C); 136,6 (Ph 1-C); 139,6 (Ph 4-C); 143,1 (Pir
3-C); 148,1 (Pir 5-C); 154,7 (COOC(CHs)3), 164,0 (COOCHs). 15N BMR (41 MHz, CDCls): 8 min.
d. -158,1 (Pir N-1); -74,9 (Pir N-2). IR (FT-IR, vmax, cm™): 2976; 1710 (C=0); 1692 (C=0); 1148;
824. MS, m/z: 300 [M-Boc+H]".

2.2.3.10. tret-Butil 4-[4-(metoksikarbonil)-1-(3-(trifluormetil)fenil)-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-
karboksilatas (7a)

Sintezés metu naudotas  tarpinis  junginys 3a ir 3-
(trifluormetil)fenilhidrazino hidrochloridas (312 mg, 1,5 mmol).
Reakcijos miSinys grynintas kolonélinés chromatografijos bidu,
naudojant eliuenta — Heks/Me>CO (5:1). Gauti gelsvi junginio 7a
kristalai. ISeiga: 506 mg (76 % per keturias stadijas); Tiya = 114,4 °C.

!H BMR (400 MHz, CDClz):  min. d. 1,45 (s, 9H, C(CHa)3); 1,51
C22H26F3N304 _ _
MW = 453,46 g/mol 1,69 (m, 2H, Pip 3,5-H); 2,23-2,38 (m, 2H, Pip 3,5-H); 2,49-2,74 (m,
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2H, Pip 2,6-H); 3,04 (tt, J = 12,2 Hz, 3,6 Hz, 1H, Pip 4-H); 3,85 (s, 3H, OCH?3); 4,02-4,35 (m, 2H,
Pip 2,6-H); 7,52-7,58 (m, 1H, Ph 5-H); 7,62-7,70 (m, 2H, Ph 2,6-H); 7,75-7,81 (m, 1H, Ph 4-H);
8,05 (s, 1H, Pir 3-H). 13C BMR (101 MHz, CDCls): 6 min. d. 28,6 (C(CHz)3); 28,9 (2xCHj, Pip 3,5-
C); 35,5 (Pip 4-C); 43,9 (2xCHa, Pip 2,6-C); 51,6 (OCHBa); 79,7 (C(CHa)s); 112,7 (Pir 4-C); 123,8 (q,
J = 3,7 Hz, Ph 2-C); 124,8 (q, J = 271,5 Hz, CF3); 126,3 (q, J = 3,6 Hz, Ph 4-C); 129,9 (Ph 5-C);
130,2 (Ph 6-C); 132,3 (g, J = 33,4 Hz, Ph 3-C); 139,9 (Ph 1-C); 143,6 (Pir 3-C); 150,2 (Pir 5-C);
154,9 (COOC(CHz3)3); 163,5 (COOCHs3). 1N BMR (41 MHz, CDCls): 6 min. d. -162,3 (Pir N-1), -
74,3 (Pir N-2). IR (FT-IR, vmax, cm™): 2980; 1714 (C=0); 1686 (C=0); 1169; 1062. HRMS (ESI"),
m/z [M+Na]*: apskaiciuota 476,1768; rasta 476,1768.

2.2.3.11. tret-Butil (3S)-3-[4-(metoksikarbonil)-1-(3-(trifluormetil)fenil)-1H-pirazol-5-
il]piperidin-1-karboksilatas (7b)

o~ Sintezés  metu  naudotas  tarpinis  junginys 3b ir = 3-

o (trifluormetil)fenilhidrazino  hidrochloridas (312 mg, 1,5 mmol).

I YN Reakcijos miSinys grynintas kolonélinés chromatografijos biuidu,

““=N naudojant eliuentg — Heks/Me>CO (11:1). Gauta rusva junginio 7b derva.

(S)
N @\ ISeiga: 420 mg (63 % per keturias stadijas).
Boc CFs | 1H BMR (400 MHz, CDCl3): & min. d. 1,38 (s, 10H, C(CHa)s ir Pip 5-

Mvszjjéfz'gsgjfml H); 1,62-1,83 (m, 2H, Pip 4,5-H); 2,49 (qd, J = 13,3 Hz, 4,3 Hz, 1H, Pip

: 4-H); 2,88 (s, 2H, Pip 3,6-H); 3,49-3,74 (m, 1H, Pip 2-H); 3,86 (s, 3H,
OCHs); 3,94-4,32 (m, 2H, Pip 2,6-H); 7,47-7,61 (m, 1H, Ph 5-H): 7,63-7,69 (m, 1H, Ph 6-H); 7,69—
7,73(m, 1H, Ph 2-H): 7,73-7,81 (m, 1H, Ph 4-H); 8,07 (s, 1H, Pir 3-H). 13C BMR (101 MHz, CDCls):
& mln. d. 25,3 (Pip 5-C); 27,5 (Pip 4-C): 28,4 (C(CHa)s); 36,0 (Pip 3-C); 43,4 (Pip 6-C); 45,5 (Pip 2-
C): 51,7 (OCHa); 79,7 (C(CHs)s); 112,9 (Pir 4-C); 123,4 (q, J = 273,7 Hz, CFs); 123,6 (Ph 2-C);
126,1 (Ph 4-C); 129,6 (Ph 5-C); 130,1 (Ph 6-C): 132,3 (d, J = 30,3 Hz, Ph 3-C); 139,5 (Ph 1-C); 143,8
(Pir 3-C); 148,3 (Pir 5-C); 154,8 (COOC(CHs3)3); 163,7 (COOCHs). IR (FT-IR, vmax, cmt): 2951;
1717 (C=0); 1688 (C=0); 1130; 1099. MS, m/z: 454 [M+H]*.

2.2.3.12. tret-Butil (3R)-3-[4-(metoksikarbonil)-1-(3-(trifluormetil)fenil)-1H-pirazol-5-
il]piperidin-1-karboksilatas (7¢)
o~ Sintezés metu  naudotas  tarpinis  junginys 3¢ ir = 3-
o (trifluormetil)fenilhidrazino hidrochloridas (312 mg, 1,5 mmol).
1 "\ Reakcijos miSinys grynintas kolonélinés chromatografijos budu,
® N naudojant eliuentg — Heks/Me>CO (5:1). Gauta rusva junginio 7c derva.
N @\ ISeiga: 526 mg (79 % per keturias stadijas).
1
Boc CFs | 'H BMR (400 MHz, CDCl3): § mln. d. 1,38 (s, 10H, C(CHa)s ir Pip 5-
Ca2H26F N304 H); 1,66-1,80 (m, 2H, Pip 4,5-H); 2,49 (qd, J = 13,2 Hz, 4,3 Hz, 1H,
MW = 453,46 g/mol

Pip 4-H); 2,72-3,01 (m, 2H, Pip 3,6-H); 3,51-3,74 (m, 1H, Pip 2-H);
3,87 (s, 3H, OCHs): 3,94-4,25 (m, 2H, Pip 2,6-H); 7,49-7,63 (m, 1H, Ph 5-H); 7,63-7,67 (m, 1H, Ph
6-H): 7,68-7,73 (m, 1H, Ph 2-H): 7,73-7,84 (m, 1H, Ph 4-H); 8,07 (s, 1H, Pir 3-H). 3C BMR (101
MHz, CDCls): & min. d. 25,3 (Pip 5-C); 27,5 (Pip 4-C); 28,5 (C(CHs)s); 36,0 (Pip 3-C); 44,0 (Pip 6-
C); 46,2 (Pip 2-C); 51,7 (OCHs3); 79,7 (C(CHa)3); 112,9 (Pir 4-C); 123,2 (q, J = 273,7 Hz, CF3); 123,6
(Ph 2-C); 126,2 (Ph 4-C); 129,6 (Ph 5-C); 130,1 (Ph 6-C); 132,4 (d, J = 36,3 Hz, Ph 3-C); 139,5 (Ph
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1-C); 143,8 (Pir 3-C); 148,3 (Pir 5-C); 154,9 (COOC(CHs3)s); 163,7 (COOCHs3). 15N BMR (41 MHz,
CDCls): & min. d. -160,5 (Pir N-1), -74,8 (Pir N-2). IR (FT-IR, vmax, cm™): 2951; 1717 (C=0); 1688
(C=0); 1130; 1098. MS, m/z: 354 [M-Boc+H]".

2.2.4. tret-Butil 3- ir 4-[4-(metoksikarbonil)-1-(2-metilpropil)-1H-pirazol-3-il]piperidin-1-
karboksilatai (8a-c)

Atitinkamas junginys 4a-c (100 mg, 0,3 mmol) istirpintas DMF
(0,75 ml). | gauta tirpalg sudétas KOH (27 mg, 0,5 mmol). Tada
sulasintas 1-brom-2-metilpropanas (0,11 ml, 1 mmol). Reakcijos
miSinys paliktas suktis kambario temperatiiroje 4 val. Pasibaigus
reakcijai, tirpiklis iSgarintas vakuumu. Reakcijos miSinys istirpintas
EtOAc (10 ml) ir paeiliui praplautas H2Ouist (2x15 ml) bei so¢iu NaCl
tirpalu (15 ml). Organinis sluoksnis dziovintas bevandeniu NazSOs,
filtruotas ir tirpiklis iSgarintas vakuumu. Reakcijos miSinys grynintas kolonélinés chromatografijos
biidu, naudojant eliuentg — Heks/Me2CO (9:1).

MW = 365,47 g/mol

2.2.4.1. tret-Butil 4-[4-(metoksikarbonil)-1-(2-metilpropil)-1H-pirazol-3-il]piperidin-1-
karboksilatas (8a)

Ow— Reakcija vykdyta, naudojant junginj 4a. Gauti balti junginio 8a

0 Kristalai. eiga: 77 mg (65 %); Tiya = 76 °C.

~

Boc=N SN 'H BMR (400 MHz, CDCl3): § min. d. 0,87 (d, J = 6,7 Hz, 6H,

)\ CH(CHs)2); 1,44 (s, 9H, C(CHa)s); 1,62—1,78 (m, 2H, Pip 3,5-H); 1,81

C1gH31N304 1,95 (m, 2H, Pip 3,5-H); 2,11-2,24 (m, 1H, Hipr); 2,75-2,96 (m, 2H,

MW = 365,47 g/mol Pip 2,6-H); 3,34 (tt, J = 11,6 Hz, 3,7 Hz, 1H, Pip 4-H); 3,78 (s, 3H,

OCHj3); 3,82 (d, J = 7,2 Hz, 2H, CH>); 4,05-4,31 (m, 2H, Pip 2,6-H);
7,75 (s, 1H, Pir 5-H). 13C BMR (101 MHz, CDClIs): 6 min. d. 19,9 (CH(CHs)2); 28,6 (C(CHs)3); 29,4
(CH(CHBa)2); 31,2 (2xCHz, Pip 3,5-C); 34,9 (Pip 4-C); 44,3 (2xCHz, Pip 2,6-C); 51,1 (OCH?3); 59,9
(CH2); 79,3 (C(CHa)z3); 110,2 (Pir 4-C); 134,2 (Pir 5-C); 154,9 (Pir 3-C); 157,9 (COOC(CHz3)3); 164,0
(COOCHs3). SN BMR (41 MHz, CDCls): 6 ppm -291,4 (N-Boc); -170,8 (Pir N-2); -77,1 (Pir N-1).
IR (FT-IR, vma, cm™): 2980; 1686 (C=0); 1539; 1271; 778. HRMS (ESI"), m/z [M+Na]":
apskaiciuota 388,2207; rasta 388,2207.

2.2.4.2. tret-Butil  (3S)-3-[4-(metoksikarbonil)-1-(2-metilpropil)-1H-pirazol-3-il]piperidin-1-
karboksilatas (8b)

o O~ Reakcija vykdyta, naudojant junginj 4b. Gauta permatoma junginio 8b
derva. ISeiga: 56 mg (47 %).
~
s NN IH BMR (400 MHz, CDCls): 5 min. d. 0,79 (d, J = 7,1 Hz, 6H,
Bod CH(CHzs)2); 1,36 (s, 9H, C(CHs3)3); 1,29-1,70 (m, 3H, Pip 4,5-H); 1,86
C1oH31N30, 2,16 (m, 2H, Pip 4-H ir Hipr); 2,61-2,74 (m, 1H, Pip 6-H); 2,81-2,97
MW = 365,47 g/mol (m, 1H, Pip 2-H); 3,18-3,30 (m, 1H, Pip 3-H); 3,70 (s, 3H, OCHs3); 3,75

(d, J = 6,9 Hz, 2H, CH,); 3,91-4,26 (m, 2H, Pip 2,6-H); 7,70 (s, 1H, Pir
5-H). 3C BMR (101 MHz, CDCls): & min. d. 19,7 (CH(CHs)z); 25,2 (Pip 5-C); 28,3 (C(CHs)s): 29,2
(CH(CHs)2); 30,3 (Pip 4-C); 35,2 (Pip 3-C); 43,7 (Pip 6-C): 48,9 (Pip 2-C): 51,0 (OCHs); 59,7 (CH);
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79,1 (C(CHa)3); 110,6 (Pir 4-C); 134,1 (Pir 5-C); 154,7 (Pir 3-C); 155,7 (COOC(CHz3)3); 163,6
(COOCHs3). 15N BMR (41 MHz, CDCls): & min. d. -291,4 (N-Boc); -169,7 (Pir N-2); -76,2 (Pir N-
1). IR (FT-IR, vmax, cm™): 2935; 1687 (C=0); 1418; 1147; 857. HRMS (ESI*), m/z [M+Na]":
apskaiciuota 388,2207; rasta 388,2207.

2.2.4.3. tret-Butil (3R)-3-[4-(metoksikarbonil)-1-(2-metilpropil)-1H-pirazol-3-il]piperidin-1-
karboksilatas (8c)

Reakcija vykdyta, naudojant junginj 4c. Gauti permatomi junginio 8c
Kristalai. ISeiga: 46 mg (39 %); Tiya = 87,8 °C.

o 1H BMR (400 MHz, CDCls): 5 min. d. 0,87 (d, J=6,8, 6H, CH(CHa)2);
Bod 1,44 (s, 9H, C(CHa)s); 1,51-1,78 (m, 3H, Pip 4,5-H); 1,97-2,11 (m, 1H,

O, Pip 4-H); 2,11-2,24 (m, 1H, Hie): 2,74 (t, J = 11,8 Hz, 1H, Pip 6-H);
MW = 365,47 g/mol 2,84-3,07 (m, 1H, Pip 2-H); 3,31 (tt, J = 11,2 Hz, 3,8 Hz, 1H, Pip 3-H):
3,70-3,88 (m, 5H, CH: ir OCHj); 4,00-4,43 (m, 2H, Pip 2,6-H); 7,76
(s, 1H, Pir 5-H). C BMR (101 MHz, CDCl3): 8 min. d. 19,9 (CH(CHs)2); 25,4 (Pip 5-C); 28,6
(C(CHs)3); 29,4 (CH(CHs)2): 30,5 (Pip 4-C); 35,4 (Pip 3-C): 43,7 (Pip 6-C); 48,8 (Pip 2-C): 51,2
(OCHsa); 59,9 (CHy); 79,3 (C(CHs)3); 110,8 (Pir 4-C); 134,2 (Pir 5-C); 154,9 (Pir 3-C); 155,9
(COOC(CHa)s); 163,9 (COOCH3). 15N BMR (41 MHz, CDCl3): & min. d. -290,6 (N-Boc); -170,3
(Pir N-2); -76,2 (Pir N-1). IR (FT-IR, vimax, cm™): 2979: 1712 (C=0); 1673 (C=0); 1094; 784. HRMS
(ESI"), m/z [M+Na]": apskaiciuota 388,2207; rasta 388,2206.

2.2.5. 5-[1-(tret-Butoksikarbonil)piperidinil]-1H-pirazol-4-karboksirugstis (9a-i)

OH Atitinkamas junginys 5-7 (300 mg) istirpintas MeOH (0,1 M). | gautg tirpalg
sulasintas 2 M NaOH (4 ekv.). Reakcijos misinys kaitintas tirpiklio virimo

N temperatiiroje 5 val. Pasibaigus reakcijai, tirpiklis iSgarintas vakuumu.

i Reakcijos misinys istirpintas H2Ouist (15 ml) ir paeiliui praplautas EtOAc

N R (2x15 ml). Tada vandeninis sluoksnis partgstintas 1 M KHSO; tirpalu
Boc R=H.aril-| (pH =1) ir praplautas EtOAc (2x15 ml). Pastarasis organinis sluoksnis

dziovintas bevandeniu Na»SOs, filtruotas ir tirpiklis iSgarintas vakuumu.
Gautas junginys 1§ karto naudotas kitame sintezés etape.

2.2.5.1. 5-[1-(tret-Butoksikarbonil)piperidin-4-il]-1-fenil-1H-pirazol-4-karboksirugstis (9a)

Gauti rusvi junginio 9a kristalai. ISeiga: 240 mg (83 %); Tiya = 192,2 °C.

'H BMR (400 MHz, CDCls): § mln. d. 1,46 (s, 9H, C(CHs)s); 1,57 (d, J =
12,8 Hz, 2H, Pip 3,5-H); 2,26 (qd, J = 12,7 Hz, 4,3 Hz, 2H, Pip 3,5-H); 2,60
(s, 2H, Pip 2,6-H); 3,12 (tt, J = 12,5 Hz, 3,6 Hz, 1H, Pip 4-H); 3,97-4,30
(m, 2H, Pip 2,6-H); 7,31-7,38 (m, 2H, Ph 3,5-H); 7,47-7,57 (m, 3H, Ph
CaoH25N304 2,4,6-H); 8,09 (s, 1H, Pir 3-H); 9,40 (br s, 1H, OH). 3C BMR (101 MHz,
MW = 371,44 g/mol . .
CDCls): 8 min. d. 28,6 (C(CHs)s); 28,8 (2xCHz, Pip 3,5-C); 35,4 (Pip 4-C);
44,9 (2xCHy, Pip 2,6-C); 79,8 (C(CHa)s); 111,5 (Pir 4-C); 126,8 (2xCH, Ph 3,5-C); 129,6 (2xCH, Ph
2,6-C); 129,7 (Ph 4-C); 139,3 (Ph 1-C); 143,9 (Pir 3-C); 150,9 (Pir 5-C); 155,0 (COOC(CHs)s); 168,4
(COOH). SN BMR (41 MHz, CDCls): § mln. d. -158,5 (Pir N-1); 74,3 (Pir N-2). IR (FT-IR, Via,
cml): 2852; 1675 (C=0); 1547; 1424; 764. MS, m/z: 370 [M-H]".
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2.2.5.2. 5-[1-(tret-Butoksikarbonil)piperidin-4-il]-1-(4-metilfenil)-1H-pirazol-4-
karboksiraigstis (9b)

Gauti rusvi junginio 9b kristalai. ISeiga: 275 mg (95 %); Tiya = 192,9 °C.

'H BMR (400 MHz, CDCly): & mln. d. 1,46 (s, 9H, C(CHs)3); 1,56 (d, J =
12,8 Hz, 2H, Pip 3,5-H); 2,24 (qd, J = 12,7 Hz, 4,3 Hz, 2H, Pip 3,5-H); 2,45
(s, 3H, CHs); 2,60 (s, 2H, Pip 2,6-H); 3,13 (tt, J = 12,3 Hz, 3,7 Hz, 1H, Pip
4-H); 3,95-4,29 (m, 2H, Pip 2,6-H); 7,18-7,24 (m, 2H,Ph 3,5-H); 7,27-7,34

C21H27N0, (m, 2H, Ph 2,6-H); 8,07 (s, 1H, Pir 3-H); 10,07 (br s, 1H, OH). *C BMR
MW = 385469/mol ] (101 MHz, CDClz): 8 min. d. 21,4 (CHs); 28,6 (C(CHa)z); 28,8 (2xCHz, Pip
3,5-C); 35,3 (Pip 4-C); 44,9 (2xCH_, Pip 2,6-C); 79,7 (C(CHs)s); 111,3 (Pir 4-C); 126,5 (2xCH, Ph
3,5-C); 130,1 (2xCH, Ph 2,6-C); 136,8 (Ph 1-C); 139,9 (Ph 4-C); 143,7 (Pir 3-C); 150,9 (Pir 5-C);
155,0 (COOC(CHs)s); 168,4 (COOH). N BMR (41 MHz, CDCls): & min. d. -157,5 (Pir N-1); -74,3
(Pir N-2). IR (FT-IR, Vmax, cm™%): 2015; 1677 (C=0); 1546; 1425; 766. MS, m/z: 384 [M-HJ".

2.2.5.3. 5-[1-(tret-Butoksikarbonil)piperidin-4-il]-1-(3-(trifluormetil)fenil)-1H-pirazol-4-
karboksiraigstis (9c¢)

Gauti rusvi junginio 9c kristalai. ISeiga: 285 mg (98 %); Tia =
168,9 °C.

!H BMR (400 MHz, CDCl3): 4 min. d. 1,47 (s, 9H, C(CHz3)3); 1,52
1,69 (m, 2H, Pip 3,5-H); 2,31 (qd, J = 12,6 Hz, 4,3 Hz, 2H, Pip 3,5-
H); 2,61 (s, 2H, Pip 2,6-H); 3,06 (tt, J = 12,4 Hz, 3,6 Hz, 1H, Pip 4-H);
4,12 (q,J = 7,1 Hz, 2H, Pip 2,6-H); 7,54-7,59 (m, 1H, Ph 5-H); 7,63
7,72 (m, 2H, Ph 2,6-H); 7,76-7,83 (m, 1H, Ph 4-H); 8,11 (s, 1H, Pir 3-
H). ¥C BMR (101 MHz, CDCl3): § mln. d. 28,5 (C(CHs)3); 28,8
(2xCHg, Pip 3,5-C); 35,5 (Pip 4-C); 44,2 (2xCHa, Pip 2,6-C); 79,9 (C(CHs)3); 112,2 (Pir 4-C); 123,4
(9, J =273,7 Hz, CF3); 123,9 (d, J = 3,8 Hz, Ph 2-C); 126,5 (d, J = 3,8 Hz, Ph 4-C); 129,9 (Ph 5-C);
130,3 (Ph 6-C); 132,3 (g, J = 33,4 Hz, Ph 3-C); 139,7 (Ph 1-C); 144,4 (Pir 3-C); 151,0 (Pir 5-C);
155,0 (COOC(CHs3)3); 168,0 (COOH). IR (FT-IR, vmax, cm™): 2933; 1678 (C=0); 1542; 1133; 764.
MS, m/z: 438 [M-H]".

C21H24F3N304
MW = 439,44 g/mol

2.2.5.4. 5-[(3S)-1-(tret-Butoksikarbonil)piperidin-3-il]-1-fenil-1H-pirazol-4-karboksiruigstis
(9d)

OH Gauti gelsvi junginio 9d kristalai. Iseiga: 243 mg (84 %); Tiya = 89,5 °C.

Odr\\ IH BMR (400 MHz, CDCls): & mln. d. 1,41 (s, 10H, C(CH3)s ir Pip 5-H);
N~N 1,62-1,78 (m, 2H, Pip 4,5-H); 2,45 (qd, J = 12,7 Hz, 7,3 Hz, 1H, Pip 4-H);
(@ 2,76 (s, 1H, Pip 6-H); 2,98 (s, 1H, Pip 3-H); 3,62 (s, 1H, Pip 2-H); 3,87-4,21

N @ (m, 2H, Pip 2,6-H); 7,36-7,45 (m, 2H, Ph 3,5-H); 7,47-7,57 (m, 3H, Ph

Boc 2,4,6-H); 8,15 (s, 1H, Pir 3-H). 13C BMR (101 MHz, CDCls): & mln. d. 25,2
(Pip 5-C); 27,4 (Pip 4-C); 28,5 (C(CHz3)3); 36,1 (Pip 3-C); 43,5 (Pip 6-C);
46,3 (Pip 2-C); 79,8 (C(CHz3)3); 111,7 (Pir 4-C); 126,5 (2xCH, Ph 3,5-C);
129,6 (3xCH, Ph 2,4,6-C); 138,9 (Ph 1-C); 144,1 (Pir 3-C); 148,9 (Pir 5-C); 154,7 (COOC(CHa)3);
168,4 (COOH). IR (FT-IR, vimax, cm™®): 2930; 1687 (C=0); 1412; 1148; 765. MS, m/z: 370 [M-H]".

CooH25N304
MW = 371,44 g/mol
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2.2.5.5. 5-[(3S)-1-(tret-Butoksikarbonil)piperidin-3-il]-1-(4-metilfenil)-1H-pirazol-4-
karboksiraigstis (9e)

OH Gauti gelsvi junginio 9e kristalai. ISeiga: 229 mg (79 %); Ty = 102,7 °C.
o
U N 'H BMR (400 MHz, CDCl3): & mln. d. 1,41 (s, 10H, C(CHs)s ir Pip 5-H);
o N 1,70 (t, J = 16,0 Hz, 2H, Pip 4,5-H); 2,44 (s, 4H, Pip 4-H ir CH3); 2,76 (s,
N 1H, Pip 6-H); 2,97 (s, 1H, Pip 3-H); 3,61 (s, 1H, Pip 2-H); 3,89-4,22 (m, 2H,
Boc Pip 2,6-H); 7,03-7,42 (m, 4H, Ph 2,3,5,6-H); 8,13 (s, 1H, Pir 3-H); 10,52 (br
C21H7N304 s, 1H, OH). *C BMR (101 MHz, CDCls): & mln. d. 21,4 (CHs); 25,2 (Pip 5-
MW = 385,46 g/mol ] (): 27,4 (Pip 4-C); 28,5 (C(CH3)3); 36,1 (Pip 3-C); 43,6 (Pip 6-C); 46,3 (Pip

2-C); 79,7 (C(CHz3)3); 111,6 (Pir 4-C); 126,3 (2xCH, Ph 3,5-C); 130,1 (2xCH, Ph 2,6-C); 136,4 (Ph
1-C); 139,8 (Ph 4-C); 144,0 (Pir 3-C); 148,9 (Pir 5-C); 154,7 (COOC(CHsa)3); 168,4 (COOH). IR
(FT-IR, vmax, cm™): 2928; 1689 (C=0); 1416; 1147; 821. MS, m/z: 384 [M-H]".

2.2.5.6. 5-[(3S)-1-(tret-Butoksikarbonil)piperidin-3-il]-1-(3-(trifluormetil)fenil)-1H-pirazol-4-
karboksiriigstis (9f)

do\HE\ Gauti gelsvi junginio 9f kristalai. ISeiga: 230 mg (79 %); Tiya = 104,0 °C.

0]
LN 'H BMR (400 MHz, CDCl3): & mln. d. 1,40 (s, 10H, C(CHa)s ir Pip 5-
(@ N H): 1,64-1,87 (m, 2H, Pip 4,5-H); 2,47 (qd, J = 13,0 Hz, 4,0 Hz, 1H, Pip
N @ 4-H); 2,79 (s, 1H, Pip 6-H); 2,93 (s, 1H, Pip 3-H); 3,62 (s, 1H, Pip 2-H);
Boc CF; | 3,87-4,30 (M, 2H, Pip 2,6-H); 7,53-7,75 (m, 3H, Ph 2,5,6-H); 7,75-7,85
C21H24F3N30, (m, 1H, Ph 4-H); 8,18 (s, 1H, Pir 3-H); 10,21 (br s, 1H, OH). 3C BMR
MW = 439,44 g/mol (101 MHz, CDCls): & mln. d. 25,3 (Pip 5-C); 27,5 (Pip 4-C); 28,5
(C(CHa)3); 36,1 (Pip 3-C); 44,4 (Pip 6-C); 46,3 (Pip 2-C); 79,9 (C(CHs)3); 112,3 (Pir 4-C); 123,5 (g,
J = 273,7 Hz, CFs); 123,7 (Ph 2-C); 126,4 (Ph 4-C); 129,7 (Ph 6-C); 130,2 (Ph 5-C); 132,5 (Ph 3-C);
139,3 (Ph 1-C); 144,6 (Pir 3-C); 149,1 (Pir 5-C); 154,8 (COOC(CHa)s); 168,1 (COOH). IR (FT-IR,
Vimax, cM'L): 2932; 1687 (C=0); 1547; 1130; 698. MS, m/z: 438 [M-HJ.

2.2.5.7. 5-[(3R)-1-(tret-Butoksikarbonil)piperidin-3-il]-1-fenil-1H-pirazol-4-karboksiruagstis
(99)

Gauti rusvi junginio 99 kristalai. ISeiga: 254 mg (88 %); Tiya = 85,7 °C.

IH BMR (400 MHz, CDCls): & mln. d. 1,41 (s, 10H, C(CHa)s ir Pip 5-H);
1,60-1,80 (m, 2H, Pip 4,5-H); 2,38-2,52 (m, 1H, Pip 4-H); 2,76 (s, 1H, Pip
6-H); 2,97 (s, 1H, Pip 3-H): 3,45-3,75 (m, 1H, Pip 2-H); 3,87-4,23 (m, 2H,
Pip 2,6-H); 7,36-7,44 (m, 2H, Ph 3,5-H); 7,49-7,57 (m, 3H, Ph 2,4,6-H); 8,15

CaoHasN3O4 (s, LH, Pir 3-H). 3C BMR (101 MHz, CDCls): 3 mln. d. 25,2 (Pip 5-C); 27,4
MW = 371,44 g/mol J  (Pip 4-C); 28,5 (C(CHs)s); 36,1 (Pip 3-C); 43,5 (Pip 6-C); 46,3 (Pip 2-C); 79,7
(C(CHas)3); 111,8 (Pir 4-C); 126,5 (2xCH, Ph 3,5-C): 129,6 (3xCH, Ph 2,4,6-C); 138,9 (Ph 1-C);
144.1 (Pir 3-C); 148,8 (Pir 5-C); 154,7 (COOC(CHz)3); 168,3 (COOH). 15N BMR (41 MHz, CDCl3):
& min. d. -157,1 (Pir N-1); -74,9 (Pir N-2). IR (FT-IR, vimax, cm): 2930; 1686 (C=0); 1412; 1147;
764. MS, m/z: 370 [M-HJ".
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2.2.5.8. 5-[(3R)-1-(tret-Butoksikarbonil)piperidin-3-il]-1-(4-metilfenil)-1H-pirazol-4-
karboksiraigstis (9h)

Gauta rusva junginio 9h derva. Iseiga: 269 mg (93 %).

IH BMR (400 MHz, CDCl3): § mln. d. 1,41 (s, 10H, C(CHs)s ir Pip 5-H):
1,69 (t, J = 16,2 Hz, 2H, Pip 4,5-H); 2,44 (s, 4H, Pip 4-H ir CHa): 2,75 (s,
1H, Pip 6-H); 2,96 (s, 1H, Pip 3-H); 3,60 (s, 1H, Pip 2-H); 3,83-4,25 (m,
2H, Pip 2,6-H): 7,21-7,34 (M, 4H, Ph 2,3,5,6-H); 8,12 (s, 1H, Pir 3-H): 10,29
(br s, 1H, OH). 23C BMR (101 MHz, CDCls): & min. d. 21,4 (CH3); 25,3

C21H27N30,4 (Pip 5-C); 27,4 (Pip 4-C); 28,5 (C(CHsa)z3); 36,1 (Pip 3-C); 43,4 (Pip 6-C);
MW = 385,46 gmol ) 46,4 (Pip 2-C); 79,7 (C(CHa)s): 111,5 (Pir 4-C); 126,3 (2xCH, Ph 3,5-C):
130,1 (2xCH, Ph 2,6-C): 136,4 (Ph 1-C): 139,8 (Ph 4-C); 144,0 (Pir 3-C); 148,9 (Pir 5-C); 155,0
(COOC(CHa)s): 168,4 (COOH). 15N BMR (41 MHz, CDCls): & mln. d. -157,6 (Pir N-1); -74.8 (Pir
N-2). IR (FT-IR, vmax, cm'L): 2928; 1681 (C=0); 1418; 1148; 729. MS, m/z: 384 [M-H]".

2.2.5.9. 5-[(3R)-1-(tret-Butoksikarbonil)piperidin-3-il]-1-(3-(trifluormetil)fenil)-1H-pirazol-4-
karboksiriigstis (9i)

OH Gauta rusva junginio 9i derva. Iseiga: 282 mg (97 %).
0 RY 'H BMR (400 MHz, CDCl3): 8 min. d. 1,40 (s, 10H, C(CHa)s ir Pip 5-
N N’ H); 1,73 (t, J = 17,0 Hz, 2H, Pip 4,5-H); 2,47 (qd, J = 12,9 Hz, 4,0 Hz,
(( ) 1H, Pip 4-H): 2,78 (s, 1H, Pip 6-H); 2,92 (s, 1H, Pip 3-H); 3,50-3,72 (m,

N @CF 1H, Pip 2-H); 3,86-4,19 (m, 2H, Pip 2,6-H); 7,56-7,76 (m, 3H, Ph 2,5,6-

3| H); 7,76-7,86 (m, 1H, Ph 4-H); 8,17 (s, 1H, Pir 3-H); 9,51 (br s, 1H,

C21H24F N304 OH). 3C BMR (101 MHz, CDCls): & mln. d. 25,4 (Pip 5-C); 27,5 (Pip
MW = 439,44 g/mol . . .

4-C); 28,5 (C(CHz3)3); 36,1 (Pip 3-C); 43,6 (Pip 6-C); 45,8 (Pip 2-C);

79,9 (C(CHa)3); 112,3 (Pir 4-C); 123,6 (q, J = 273,7 Hz, CF3); 123,7 (Ph 2-C); 126,3 (Ph 4-C); 129,7

(Ph 6-C); 130,2 (Ph 5-C); 133,0 (Ph 3-C); 139,3 (Ph 1-C); 144,6 (Pir 3-C); 149,0 (Pir 5-C); 154,8

(COOC(CHs)s3); 168,0 (COOH). N BMR (41 MHz, CDCls): & mln. d. -160,0 (Pir N-1); -74,5 (Pir

N-2). IR (FT-IR, vmax, cm®): 2933; 1684 (C=0); 1547; 1132; 758. MS, m/z: 438 [M-H]".

2.2.6. tret-Butil 3 ir 4-[4-(fenilkarbamoil)-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-karboksilatai (10a-i)

Tiki 0 °C temperatiiros atSaldyta reakcijos misinj porcijomis subertas EDC-HCI
(1,1 ekv.) ir sulasintas anilinas (1 ekv.). Reakcijos miSinys paliktas suktis
N kambario temperatiiroje 48 val. Pasibaigus reakcijai, tirpiklis iSgarintas
) vakuumu. Reakcijos misinys grynintas kolonélinés chromatografijos budu,
R naudojant eliuentg — Heks/Me>CO (6:1).

@ Atitinkamas junginys 9 (200 mg) ir DMAP (0,1 ekv.) istirpinti DCM (0,1 M).
HN

Boc R=H,aril-
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2.2.6.1. tret-Butil 4-[1-fenil-4-(fenilkarbamoil)-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-karboksilatas (10a)

@ Gauti balti junginio 10a kristalai. ISeiga: 192 mg (80 %); Tiya = 188,6 °C.
HN

1H BMR (400 MHz, CDCl3): 8 mln. d. 1,42 (s, 9H, C(CHa)3); 1,63 (d, J =
N 12,9 Hz, 2H, Pip 3,5-H); 2,18-2,33 (m, 2H, Pip 3,5-H): 2,58 (s, 2H, Pip
N' 2,6-H); 3,15 (tt, J = 12,4 Hz, 3,5 Hz, 1H, Pip 4-H); 3,99-4,24 (m, 2H, Pip

2,6-H); 7,10-7,18 (m, 1H, NHPh 4-H): 7,33-7,39 (m, 4H, NHPh 3,5-H ir
oA, NPh 3,5-H); 7,48-7,54 (m, 3H, NPh 2,4,6-H); 7,54-7,61 (m, 2H, NHPh
MW = 445,55 ool 2,6-H); 7,67 (s, 1H, NH): 7,90 (s, 1H, Pir 3-H). 3C BMR (101 MHz,
CDCls): 8 mln. d. 28,6 (C(CHa)s); 29,6 (2xCHy, Pip 3,5-C); 35,4 (Pip 4-
C); 44,7 (2xCHz, Pip 2,6-C); 79,6 (C(CHzs)3); 116,0 (Pir 4-C); 120,5 (2xCH, NHPh 2,6-C); 124,6
(NHPh 4-C); 126,8 (2xCH, NPh 3,5-C); 129,2 (2xCH, NHPh 3,5-C); 129,5 (2xCH, NPh 2,6-C):
129,7 (NPh 4-C); 138,0 (NHPh 1-C); 138,9 (Pir 3-C); 139,6 (NPh 1-C); 149,2 (Pir 5-C); 155,0
(COOC(CHs)s): 161,8 (CONH). 15N BMR (41 MHz, CDCls): 5 mln. d. -250,7 (NH); -158,9 (Pir N-
1); -75,5 (Pir N-2). IR (FT-IR, vimax, cm™}): 3390; 1671 (C=0); 1435; 748. MS, m/z: 445 [M-H]".

2.2.6.2. tret-Butil 4-[1-(4-metilfenil)-4-(fenilkarbamoil)-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-
karboksilatas (10b)

Gauti balti junginio 10b kristalai. ISeiga: 191 mg (80 %); Tiya = 195,0 °C.

IH BMR (400 MHz, CDCl3): & mln. d. 1,42 (s, 9H, C(CHas)3); 1,61 (d, J =
12,8 Hz, 2H, Pip 3,5-H): 2,11-2,27 (m, 2H, Pip 3,5-H); 2,44 (s, 3H, CHa);
2,58 (s, 2H, Pip 2,6-H); 3,16 (tt, J = 12,4 Hz, 3,5 Hz, 1H, Pip 4-H); 4,10 (s,
2H, Pip 2,6-H); 7,09-7,16 (m, 1H, NHPh 4-H): 7,19-7,24 (m, 2H, NPh

Boc” ™
3,5-H); 7,27-7,32 (m, 2H, NPh 2,6-H); 7,32-7,39 (m, 2H, NHPh 3,5-H);
C27H35N,04 7,53-7,60 (M, 2H NHPh 2,6-H); 7,66 (s, 1H, NH); 7,87 (s, 1H, Pir 3-H).
MW = 460,58 g/mol 13C BMR (101 MHz, CDCls): & mln. d. 21,4 (CHs); 28,6 (C(CHs)s); 29,6

(2xCHa, Pip 3,5-C); 35,3 (Pip 4-C); 44,0 (2xCHa, Pip 2,6-C); 79,6
(C(CHa)3); 115,8 (Pir 4-C); 120,4 (2xCH, NHPh 2,6-C); 124,5 (NHPh 4-C); 126,6 (2xCH, NPh 3,5-
C); 129,2 (2xCH, NHPh 3,5-C); 130,0 (2xCH, NPh 2,6-C); 137,1 (NPh 1-C); 138,0 (NHPh 1-C);
138,7 (Pir 3-C); 139,8 (NPh 4-C); 149,2 (Pir 5-C); 155,0 (COOC(CHs3)3); 161,9 (CONH). 15N BMR
(41 MHz, CDCls): & mln. d. -251,1 (NH); -158,5 (Pir N-1); -74,3 (Pir N-2). IR (FT-IR, vmax, cm™):
3295 (N-H); 1674 (C=0); 1544; 1243; 750. MS, m/z: 459 [M-H]".

2.2.6.3. tret-Butil 4-[1-(3-(trifluormetil)fenil)-4-(fenilkarbamoil)-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-
karboksilatas (10c)

Gauti balti junginio 10c kristalai. ISeiga: 183 mg (78 %); Tiya =
167,7 °C.

IH BMR (400 MHz, CDCls): 8 mln. d. 1,43 (s, 9H, C(CH3)3); 1,56—
1,75 (M, 2H, Pip 3,5-H); 2,20-2,33 (m, 2H, Pip 3,5-H): 2,47-2,70 (m,
2H, Pip 2,6-H); 3,08 (tt, J = 12,4 Hz, 3,4 Hz, 1H, Pip 4-H); 4,14 (s,
GF,| 2H. Pip 2,6-H); 7,11-7,18 (m, 1H, NHPh 4-H); 7,32-7,41 (m, 2H,

CarHaoFsN4Os NHPh 3,5-H); 7,54-7,61 (m, 3H, NPh 5-H ir NHPh 2,6-H); 7,64-7,71
MW = 514,55 g/mol (m, 3H, NH ir NPh 2,6-H); 7,75-7,82 (m, 1H, NPh 4-H); 7,93 (s, 1H,
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Pir 3-H). 3C BMR (101 MHz, CDCl3): 5 mln. d. 28,5 (C(CHa)3); 29,7 (2xCHa, Pip 3,5-C); 35,6 (Pip
4-C); 44,5 (2xCHz, Pip 2,6-C); 79,7 (C(CHa)3); 116,7 (Pir 4-C); 120,5 (2xCH, NHPh 2,6-C); 123,4
(g, J = 273,7 Hz, CFs); 123,9 (g, J = 3,7 Hz, NPh 2-C); 124,7 (NHPh 4-C); 126,4 (g, J = 3,2 Hz, NPh
4-C); 129,3 (2xCH, NHPh 3,5-C); 129,9 (NPh 5-C); 130,2 (NPh 6-C); 132,2 (g, J = 33,3 Hz, NPh 3-
C); 137,9 (NHPh 1-C); 139,5 (Pir 3-C); 140,0 (NPh 1-C); 149,3 (Pir 5-C); 154,9 (COOC(CHs)3):
161,5 (CONH). 5N BMR (41 MHz, CDCls): § mln. d. -251,0 (NH); -161,6 (Pir N-1); -75,3 (Pir N-
2). IR (FT-IR, vmax, cm™): 3344 (N-H); 1678 (C=0); 1663 (C=0); 1126; 755. MS, m/z: 513 [M-HJ".

2.2.6.4. tret-Butil (3S)-3-[1-fenil-4-(fenilkarbamoil)-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-karboksilatas
(10d)

Gauti balti junginio 10d kristalai. ISeiga: 161 mg (67 %); Tiya = 208,3 °C.

IH BMR (400 MHz, CDCls): & mln. d. 1,39 (s, 10H, C(CHa)s ir Pip 5-H);
o 1,57-1,67 (m, 1H, Pip 5-H); 1,71-1,80 (m, 1H, Pip 4-H); 2,48 (qd, J = 12,8

S\
1
Boc

Hz, 4,0 Hz, 1H, Pip 4-H); 2,69-3,02 (m, 2H, Pip 3,6-H): 3,67 (d, J = 85,0
Hz, 1H, Pip 2-H); 3,88-4,20 (m, 2H, Pip 2,6-H); 7,10-7,18 (m, 1H, NHPh
4-H); 7,33-7,44 (m, 4H, NHPh 3,5-H ir NPh 3,5-H); 7,46-7,61 (m, 5H,
NHPh 2,6-H ir NPh 2,4,6-H): 7,75 (s, 1H, NH); 7,92 (s, 1H, Pir 3-H). 13C

Co6H30N403
MW = 446,55 g/mol

BMR (101 MHz, CDCls): 6 min. d. 25,2 (Pip 5-C); 27,9 (Pip 4-C); 28,5
(C(CHBa)z3); 36,3 (Pip 3-C); 43,4 (Pip 6-C); 47,2 (Pip 2-C); 79,5 (C(CHz3)3);
116,5 (Pir 4-C); 120,6 (2xCH, NHPh 2,6-C); 124,6 (NHPh 4-C); 126,5 (2xCH, NPh 3,5-C); 129,2
(2xCH, NHPh 3,5-C); 129,5 (3xCH, NPh 2,4,6-C); 138,0 (NHPh 1-C); 139,1 (NPh 1-C); 139,3 (Pir
3-C); 147,0 (Pir 5-C); 154,5 (COOC(CHBa)3); 161,8 (CONH). >N BMR (41 MHz, CDCl3): & mln. d.
-250,5 (NH); -157,4 (Pir N-1); -75,8 (Pir N-2). IR (FT-IR, vmax, cm™): 3402 (N-H); 1677 (C=0);
1405; 1137; 751. MS, m/z: 447 [M+H]*. Enantiomerinis grynumas nustatytas, naudojant HPLC
aparatiirg (kolona — CHIRAL ART Amyl-SA; T = 36 °C; UV = 254 nm; mobili fazé — ACN/(H20 +
0,1 % HCOOH) (30:70—70:30 per 10 min); tekmés greitis — 1,0 ml/min); tr = 6,5 min (1,8 %), tr =
9,2 min (98,2 %). Susintetintas junginys turi ~ 1,8 % kito enantiomero.

2.2.6.5. tret-Butil
karboksilatas (10e)

(3S)-3-[1-(4-metilfenil)-4-(fenilkarbamoil)-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-

@ Gauti balti junginio 10e kristalai. ISeiga: 174 mg (73 %); Ty = 210,1 °C.
HN 'H BMR (400 MHz, CDCls): § mln. d. 1,40 (s, 10H, C(CHa)s ir Pip 5-H);
o A 1,56-1,66 (m, 1H, Pip 5-H); 1,73 (d, J = 12,9 Hz, 1H, Pip 4-H); 2,33-2,60
A N.N (M, 4H, Pip 4-H ir CHa); 2,68-3,02 (m, 2H, Pip 3,6-H); 3,64 (d, J = 86,0 Hz,
S\ 1H, Pip 2-H); 3,90-4,20 (m, 2H, Pip 2,6-H); 7,10-7,18 (m, 1H, NHPh 4-H);
N 7,22-7,33 (M, 4H, NPh 2,3,5,6-H); 7,33-7,39 (m, 2H, NHPh 3,5-H); 7,53
Boc 7,59 (M, 2H, NHPh 2,6-H); 7,72 (s, 1H, NH); 7,90 (s, 1H, Pir 3-H). 3C BMR
C27H32N4O3 (101 MHz, CDCls): 8 mln. d. 21,4 (CHs); 25,2 (Pip 5-C); 27,9 (Pip 4-C);

MW = 460,58 g/mol

28,5 (C(CHs)s): 36,3 (Pip 3-C); 43,3 (Pip 6-C); 47,3 (Pip 2-C): 79,5
(C(CHa)s); 116,3 (Pir 4-C): 120,6 (2xCH, NHPh 2,6-C); 124,6 (NHPh 4-C); 126,3 (2xCH, NPh 3,5-
C); 129,2 (2xCH, NHPh 3,5-C): 130,1 (2xCH, NPh 2,6-C); 136,6 (NPh 1-C): 138,0 (NHPh 1-C):
139,1 (Pir 3-C); 139,5 (NPh 4-C); 147,1 (Pir 5-C); 154,6 (COOC(CHs)s); 161,9 (CONH). 15N BMR
(41 MHz, CDCls): 8 mln. d. -251,3 (NH); -158,1 (Pir N-1); -75,4 (Pir N-2). IR (FT-IR, Vimax, cm'y):
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3286; 1661 (C=0); 1433; 1155; 759. MS, m/z: 461 [M+H]*. Enantiomerinis grynumas nustatytas,
naudojant HPLC aparatiirg (kolona — CHIRAL ART Amyl-SA; T =36 °C; UV =254 nm; mobili fazé
— ACN/(H20 + 0,1 % HCOOH) (30:70—70:30 per 10 min); tékmés greitis — 1,0 ml/min); tr = 7,3
min (2,6 %), tr = 10,2 min (97,4 %). Susintetintas junginys turi ~ 2,6 % kito enantiomero.

2.2.6.6. tret-Butil (3S)-3-[1-(3-(trifluormetil)fenil)-4-(fenilkarbamoil)-1H-pirazol-5-
il]piperidin-1-karboksilatas (10f)

Gauti balti junginio 10f kristalai. ISeiga: 171 mg (73 %); Tiya = 98,9 °C.

HN@ 1H BMR (400 MHz, CDCls): 8 mln. d. 1,39 (s, 10H, C(CHa)s ir Pip 5-

o H); 1,59-1,72 (m, 1H, Pip 5-H); 1,72-1,84 (m, 1H, Pip 4-H); 2,52 (qd,
DY J=13,0 Hz, 3,8 Hz, 1H, Pip 4-H); 2,86 (s, 2H, Pip 3,6-H); 3,51-3,86
>N (m, 1H, Pip 2-H); 3,91-4,18 (m, 2H, Pip 2,6-H); 7,12-7,19 (m, 1H,
NHPh 4-H); 7,34-7,42 (m, 2H, NHPh 3,5-H); 7,54-7,60 (m, 2H,

:‘laoc ©~CF3 NHPh 2,6-H); 7,61-7,83 (m, 5H, NH ir NPh 2,4,5,6-H): 7,95 (s, 1H,
CorHooFaNOs Pir 3-H). 13C BMR (101 MHz, CDCls): 5 mln. d. 25,2 (Pip 5-C); 28,1
MW = 514,55 g/mol (Pip 4-C); 28,5 (C(CH3)3); 36,3 (Pip 3-C); 44,4 (Pip 6-C); 46,1 (Pip 2-

C); 79,7 (C(CHa)3); 117,1 (Pir 4-C); 120,7 (2xCH, NHPh 2,6-C); 123,4
(g, J = 273,7 Hz, CF3); 123,6 (NPh 2-C); 124,8 (NHPh 4-C); 126,1 (NPh 4-C); 129,3 (2xCH, NHPh
3,5-C); 129,6 (NPh 6-C); 130,2 (NPh 5-C); 132,6 (NPh 3-C); 137,8 (NHPh 1-C); 139,5 (Pir 3-C);
139,8 (NPh 1-C); 147,2 (Pir 5-C); 154,6 (COOC(CHBa)3); 161,5 (CONH). N BMR (41 MHz,
CDCl3): & mln. d. -251,5 (NH); -160,2 (Pir N-1); -75,9 (Pir N-2). IR (FT-IR, vmax, cm™): 3306 (N-
H); 1664 (C=0); 1326; 1130; 751. MS, m/z: 515 [M+H]*. Enantiomerinis grynumas nustatytas,
naudojant HPLC aparatiirg (kolona — CHIRAL ART Cell-SB; T =36 °C; UV = 254 nm; mobili faz¢é
— ACN/(H20 + 0,1 % HCOOH) (30:70—70:30 per 10 min); tékmés greitis — 1,0 ml/min); tr = 8,12
min (96,6 %), tr = 8,28 min (3,4 %). Susintetintas junginys turi ~ 3,4 % kito enantiomero.

2.2.6.7. tret-Butil (3R)-3-[1-fenil-4-(fenilkarbamoil)-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-karboksilatas
(109)

@ Gauti balti junginio 10g kristalai. Iseiga: 192 mg (80 %); Tiya = 201,5 °C.
HN

IH BMR (400 MHz, CDCls): § mln. d. 1,40 (s, 10H, C(CHas)s ir Pip 5-H);

ANA, 1,57-1,70 (m, 1H, Pip 5-H); 1,75 (d, J = 13,1 Hz, 1H, Pip 4-H); 2,48 (qd, J

\ = 12,9 Hz, 4,0 Hz, 1H, Pip 4-H): 2,69-3,05 (m, 2H, Pip 3,6-H); 3,49-3,81

(R) (M, LH, Pip 2-H); 3,88-4,24 (m, 2H, Pip 2,6-H); 7,10-7,18 (m, 1H, NHPh

"ll @ 4-H); 7,33-7,45 (m, 4H, NHPh 3,5-H ir NPh 3,5-H); 7,46-7,59 (m, 5H,

Boc NHPh 2,6-H ir NPh 2,4,6-H); 7,72 (s, 1H, NH); 7,92 (s, 1H, Pir 3-H). 13C
C26H30N4O3

BMR (101 MHz, CDCls3): & min. d. 25,3 (Pip 5-C); 27,9 (Pip 4-C); 28,5
(C(CHs)3); 36,3 (Pip 3-C); 44,3 (Pip 6-C); 47,3 (Pip 2-C); 79,5 (C(CHz3)3);
116,5 (Pir 4-C); 120,6 (2xCH, NHPh 2,6-C); 124,7 (NHPh 4-C); 126,5 (2xCH, NPh 3,5-C); 129,3
(2xCH, NHPh 3,5-C); 129,5 (3xCH, NPh 2,4,6-C); 138,0 (NHPh 1-C); 139,1 (NPh 1-C); 139,3 (Pir
3-C); 147,1 (Pir 5-C); 154,6 (COOC(CHBa)3); 161,8 (CONH). >N BMR (41 MHz, CDCl3):  miln. d.
-251,2 (NH); -157,7 (Pir N-1); -75,4 (Pir N-2). IR (FT-IR, vmax, cm™): 3400 (N-H); 1677 (C=0);
1405; 1137; 751. MS, m/z: 447 [M+H]". Enantiomerinis grynumas nustatytas, naudojant HPLC
aparatiirg (kolona — CHIRAL ART Amyl-SA; T = 36 °C; UV = 254 nm; mobili fazé — ACN/(H20 +

MW = 446,55 g/mol
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0,1 % HCOOH) (30:70—70:30 per 10 min); tékmés greitis — 1,0 ml/min); tr = 6,5 min (100 %).
Susintetintas junginys yra enantiomeriskai grynas.

2.2.6.8. tret-Butil (3R)-3-[1-(4-metilfenil)-4-(fenilkarbamoil)-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-
karboksilatas (10h)

@ Gauti balti junginio 10h kristalai. ISeiga: 177 mg (74 %); Tiya = 206,0 °C.
HN !H BMR (400 MHz, CDCl3): & mln. d. 1,40 (s, 10H, C(CHa)s ir Pip 5-H);
o) A 1,57-1,69 (m, 1H, Pip 5-H); 1,74 (s, 1H, Pip 4-H); 2,37-2,52 (m, 4H, Pip 4-
' N~N H ir CH3); 2,71-3,01 (m, 2H, Pip 3,6-H); 3,42-3,84 (m, 1H, Pip 2-H); 3,91-
(R) 4,19 (m, 2H, Pip 2,6-H); 7,09-7,17 (m, 1H, NHPh 4-H); 7,21-7,32 (m, 4H,
N NPh 2,3,5,6-H); 7,32-7,39 (m, 2H, NHPh 3,5-H); 7,51-7,59 (m, 2H, NHPh
Boc 2,6-H); 7,77 (s, 1H, NH); 7,90 (s, 1H, Pir 3-H). 13C BMR (101 MHz, CDCls):

C27H32N40; : o E_C)- ALY :

MW = 460,58 g/mol d min. d. 21,4 (CHs); 25,3 (Pip 5-C); 27,8 (Pip 4-C); 28,5 (C(CHs3)s3); 36,2

(Pip 3-C); 43,3 (Pip 6-C); 47,2 (Pip 2-C); 79,5 (C(CHz)3); 116,3 (Pir 4-C);
120,6 (2xCH, NHPh 2,6-C); 124,6 (NHPh 4-C); 126,3 (2xCH, NPh 3,5-C); 129,2 (2xCH, NHPh 3,5-
C); 130,1 (2xCH, NPh 2,6-C); 136,6 (NPh 1-C); 138,0 (NHPh 1-C); 139,2 (Pir 3-C); 139,7 (NPh 4-
C); 147,1 (Pir 5-C); 154,6 (COOC(CHBa)3); 161,9 (CONH). >N BMR (41 MHz, CDCl3): 8 min. d. -
251,1 (NH); -157,7 (Pir N-1); -76,1 (Pir N-2). IR (FT-IR, vmax, cm™): 3286 (N-H); 1660 (C=0); 1433;
1155; 759. MS, m/z: 461 [M+H]". Enantiomerinis grynumas nustatytas, naudojant HPLC aparatiirg
(kolona — CHIRAL ART Amyl-SA; T = 36 °C; UV = 254 nm; mobili fazé — ACN/(H20 + 0,1 %
HCOOH) (30:70—70:30 per 10 min); tékmés greitis — 1,0 ml/min); tr = 7,3 min (96,7 %), tr = 10,2
min (0,6 %). Susintetintas junginys turi ~ 0,6 % kito enantiomero.

2.2.6.9. tret-Butil (3R)-3-[1-(3-(trifluormetil)fenil)-4-(fenilkarbamoil)-1H-pirazol-5-
il]piperidin-1-karboksilatas (10i)

@ Gauti rusvi junginio 10i kristalai. ISeiga: 185 mg (79 %); Tiya = 127,4 °C.

HN 1H BMR (400 MHz, CDCls): § mln. d. 1,39 (s, 10H, C(CHa)s ir Pip 5-

0 T H); 1,60-1,72 (m, 1H, Pip 5-H); 1,72-1,86 (m, 1H, Pip 4-H); 2,52 (qd,

N J =132 Hz, 3,6 Hz, 1H, Pip 4-H); 2,86 (s, 2H, Pip 3,6-H); 3,46-3,80

N NHPh 4-H); 7,32-7,43 (m, 2H, NHPh 3,5-H); 7,52-7,62 (m, 2H, NHPh
Boc 2,6-H); 7,62-7,84 (m, 5H, NH ir NPh 2,4,5,6-H); 7,96 (s, 1H, Pir 3-H).
y V32=7H52194F;’;4§rsn0| 13C BMR (101 MHz, CDCls):  mln. d. 25,2 (Pip 5-C); 28,1 (Pip 4-C);
’ 28,5 (C(CHs)3); 36,2 (Pip 3-C); 44,4 (Pip 6-C); 47,1 (Pip 2-C); 79,7
(C(CH3)3); 117,1 (Pir 4-C); 120,7 (2xCH, NHPh 2,6-C); 122,4 (q, J = 27,7 Hz, CFs); 123,6 (NPh 2-
C): 124,8 (NHPh 4-C): 126,1 (NPh 4-C); 129,3 (2xCH, NHPh 3,5-C); 129,6 (NPh 6-C); 130,2 (NPh
5-C); 132,5 (NPh 3-C); 137,8 (NHPh 1-C); 139,5 (NPh 1-C); 139,8 (Pir 3-C); 147,2 (Pir 5-C); 154,6
(COOC(CHa)s); 161,5 (CONH). 15N BMR (41 MHz, CDCls): & mln. d. -251,1 (NH); -160,4 (Pir N-
1); -75,6 (Pir N-2). IR (FT-IR, vmax, cm™): 3342 (N-H); 1656 (C=0); 1132; 749. MS, m/z: 515
[M+H]*. Enantiomerinis grynumas nustatytas, naudojant HPLC aparatirg (kolona — CHIRAL ART
Cell-SB; T =36 °C; UV = 254 nm; mobili fazé — ACN/(H20 + 0,1 % HCOOH) (30:70—70:30 per
10 min); tékmés greitis — 1,0 ml/min); tr = 8,12 min (1,4 %), tr = 8,28 min (98,6 %). Susintetintas
junginys turi ~ 1,4 % kito enantiomero.

® (m, 1H, Pip 2-H); 3,89-4,26 (m, 2H, Pip 2,6-H); 7,08-7,21 (m, 1H,
C)‘ca
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2.2.7. N,1-fenil-5-piperidinil-1H-pirazolo-4-karboksamidai (11a-i)

Atitinkamas junginys 10 (100 mg) istirpintas dioksane (4 ml). | gautg tirpalg
sulasintas 4 N HCI tirpalas dioksane (2 ml). Reakcijos mi$inys paliktas suktis
kambario temperatiroje 16 val. Pasibaigus reakcijai, tirpiklis iSgarintas
vakuumu. Reakcijos miSinys istirpintas H2Ogist (15 ml), partigstintas 1 M HCI
tirpalu (pH = 1) ir praplautas EtOAc (2x15 ml). Tada vandeninis sluoksnis
neutralizuotas so¢iu NaHCOs tirpalu (pH = 7) ir praplautas EtOAc (2x15 ml).
Pastarasis organinis sluoksnis dziovintas bevandeniu Na»SQOgs, filtruotas ir
tirpiklis i§garintas vakuumu.

2.2.7.1. N,1-difenil-5-(piperidin-4-il)-1H-pirazolo-4-karboksamidas (11a)

we

C21H2oN4,O
MW = 346,43 g/mol

H @

Gauti gelsvi junginio 11a kristalai. ISeiga: 64 mg (83 %); Tiya = 170,9 °C.

IH BMR (400 MHz, CDCls): & mln. d. 1,53-1,67 (m, 2H, Pip 3,5-H); 2,06—
2,19 (m, 1H, NH); 2,28 (qd, J = 12,6 Hz, 4,1 Hz, 2H, Pip 3,5-H); 2,47-2,59
(m, 2H, Pip 2,6-H); 3,00-3,17 (m, 3H, Pip 2,4,6-H); 7,09-7,17 (m, 1H,
NHPh 4-H); 7,32-7,41 (m, 4H, NHPh 3,5-H ir NPh 3,5-H); 7,48-7,54 (m,
3H, NPh 2,4,6-H); 7,56-7,62 (m, 2H, NHPh 2,6-H): 7,66-7,78 (m, 1H,
CONH); 7,90 (s, 1H, Pir 3-H). 3C BMR (101 MHz, CDCls): 8 mln. d. 30,8
(2xCHa, Pip 3,5-C); 35,5 (Pip 4-C); 46,8 (2xCHz, Pip 2,6-C): 115,9 (Pir 4-
C); 120,5 (2xCH, NHPh 2,6-C); 124,6 (NHPh 4-C); 126,7 (2xCH, NPh 3,5-

C): 129,2 (2xCH, NHPh 3,5-C): 129,5 (2xCH, NPh 2,6-C); 129,6 (NPh 4-C): 138,0 (NHPh 1-C):
139,1 (Pir 3-C); 139,5 (NPh 1-C); 149,8 (Pir 5-C); 162,0 (CONH). 5N BMR (41 MHz, CDCls): &
min. d. -251,1 (CONH); -158,3 (Pir N-1); -76,1 (Pir N-2). IR (FT-IR, vmax, cm'l): 3283; 2924: 1543
(C=0); 1498 (C=0); 752. HRMS (ESI*), m/z [M+H]": apskaiciuota 347,1866; rasta 347,1866.

2.2.7.2. 1-(4-Metilfenil)-N-fenil-5-(piperidin-4-il)-1H-pirazolo-4-karboksamidas (11b)

HN

C22H24N4O
MW = 360,46 g/mol

Gauti gelsvi junginio 11b kristalai. ISeiga: 57 mg (73 %); Tiya = 171,1 °C.

1H BMR (400 MHz, CDCls): & mln. d. 1,54-1,67 (m, 2H, Pip 3,5-H); 2,24
(qd, J = 12,5 Hz, 4,0 Hz, 3H, Pip 3,5-H ir NH); 2,45 (s, 3H, CHa); 2,48-2,59
(m, 2H, Pip 2,6-H): 3,02-3,19 (m, 3H, Pip 2,4,6-H); 7,09-7,16 (m, 1H,
NHPh 4-H); 7,19-7,25 (m, 2H, NPh 3,5-H); 7,28-7,32 (m, 2H, NPh 2,6-H);
7,32-7,39 (m, 2H, NHPh 3,5-H); 7,53-7,60 (m, 2H, 2H NHPh 2,6-H); 7,68
(s, 1H, CONH); 7,87 (s, 1H, Pir 3-H). 3C BMR (101 MHz, CDCls): & mln.
d. 21,4 (CHs); 30,9 (2xCHj, Pip 3,5-C); 35,4 (Pip 4-C); 46,8 (2xCHa, Pip
2,6-C); 115,7 (Pir 4-C): 120,5 (2xCH, NHPh 2,6-C); 124,5 (NHPh 4-C);
126,5 (2xCH, NPh 3,5-C): 129,2 (2xCH, NHPh 3,5-C); 130,1 (2xCH, NPh

2,6-C); 137,1 (NPh 1-C); 138,1 (NHPh 1-C); 138,9 (Pir 3-C); 139,7 (NPh 4-C); 149,8 (Pir 5-C);
162,06 (CONH). 1>’N BMR (41 MHz, CDCls):  min. d. -250,7 (CONH); -158,4 (Pir N-1); -76,8 (Pir
N-2). IR (FT-IR, vmax, cm™): 3295; 2921; 1544 (C=0); 1311; 753. HRMS (ESI*), m/z [M+H]":
apskaiciuota 361,2023; rasta 361,2022.
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2.2.7.3. N-fenil-5-(piperidin-4-il)-1-(3-(trifluormetil)fenil)-1H-pirazolo-4-karboksamidas (11c)

Gauti gelsvi junginio 11c kristalai. ISeiga: 68 mg (84 %); Tiyd =

@ 1954 °C.

IH BMR (400 MHz, CDCls): & mln. d. 1,54-1,70 (m, 2H, Pip 3,5-H);
0” i °N 1,84 (s, 1H, NH): 2,29 (qd, J = 12,5 HZ, 4,1 Hz, 2H, Pip 3,5-H); 2,45~
2,61 (M, 2H, Pip 2,6-H): 2,97-3,15 (m, 3H, Pip 2,4,6-H); 7,12-7,18

@_CF (m, 1H, NHPh 4-H); 7,32-7,42 (m, 2H, NHPh 3,5-H); 7,56-7,62 (m,
HN *| 3H, NPh 5-H ir NHPh 2,6-H): 7,63-7,72 (m, 3H, CONH ir NPh 2,6-

CppHp FsN4O H); 7,76-7,83 (m, 1H, NPh 6-H); 7,93 (s, 1H, Pir 3-H). 3C BMR (101
MW = 414,43 g/mol MHz, CDCls): 5 mln. d. 31,1 (2xCHz, Pip 3,5-C); 35,8 (Pip 4-C); 46,8

(2xCHa, Pip 2,6-C); 116,6 (Pir 4-C); 120,5 (2xCH, NHPh 2,6-C);
123,5 (q, J = 273,7 Hz, CF3); 123,8 (d, J = 3,9 Hz, NPh 2-C); 124,7 (NHPh 4-C); 126,3 (d, J = 3,9
Hz, NPh 4-C); 129,3 (2xCH, NHPh 3,5-C); 129,8 (NPh 5-H); 130,2 (NPh 6-H); 132,2 (q, J = 33,3
Hz, NPh 3-C); 137,9 (NHPh 1-C); 139,6 (Pir 3-C); 140,0 (NPh 1-C); 150,0 (Pir 5-C); 161,7 (CONH).
SN BMR (41 MHz, CDCls): 8 mln. d. -250,7 (CONH); -161,9 (Pir N-1); -75,7 (Pir N-2). IR (FT-IR,
Vmax, CMY): 3347; 2932; 1566 (C=0); 1407; 645. HRMS (ESI*), m/z [M+H]": apskaiciuota 415,1740;
rasta 415,1740.

2.2.7.4. N,1-difenil-5-((3S)-piperidin-3-il)-1H-pirazolo-4-karboksamidas (11d)

Gauti balti junginio 11d kristalai. ISeiga: 57 mg (73 %); Tiya = 192,8 °C.
we

1H BMR (400 MHz, CDCls):  mIn. d. 1,39 (qt, J = 13,2 Hz, 4,1 Hz, 1H, Pip

5-H); 1,61-1,73 (m, 1H, Pip 5-H); 1,73-1,84 (m, 1H, Pip 4-H); 2,36 (qd, J =

I *N 12,7 Hz, 3,9 Hz, 1H, Pip 4-H); 2,68 (td, J = 12,5 Hz, 2,8 Hz, 1H, Pip 6-H);

o N 2,91-3,00 (m, 2H, Pip 2,6-H); 3,03-3,19 (m, 2H, Pip 3-H ir NH); 3,49 (t, J =

11,6 Hz, 1H, Pip 2-H); 7,09-7,16 (m, 1H, NHPh 4-H); 7,31-7,38 (m, 4H,

@ NHPh 3,5-H ir NPh 3,5-H); 7,45-7,52 (m, 3H, NPh 2,4,6-H); 7,54-7,59 (m,

Cp1H2oN,40 2H, NHPh 2,6-H); 7,84-7,95 (m, 2H, Pir 3-H ir CONH). 3C BMR (101

MW = 346,43 g/mol | MHz, CDCls): & mln. d. 26,3 (Pip 5-C); 28,3 (Pip 4-C); 36,7 (Pip 3-C); 45,5

(Pip 6-C); 48,7 (Pip 2-C); 116,3 (Pir 4-C); 120,6 (2xCH, NHPh 2,6-C); 124,5

(NHPh 4-C); 126,6 (2xCH, NPh 3,5-C); 129,2 (2xCH, NHPh 3,5-C); 129,5 (NPh 4-C); 129,6 (2xCH,

NPh 2,6-C); 138,0 (NHPh 1-C); 139,2 (Pir 3-C); 139,3 (NPh 1-C); 147,7 (Pir 5-C); 161,9 (CONH).

IR (FT-IR, vmax, cm™): 3233; 2930; 1677 (C=0); 1498 (C=0); 750. HRMS (ESI*), m/z [M+H]":
apskaiciuota 347,1866; rasta 347,1866.
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2.2.7.5. 1-(4-Metilfenil)-N-fenil-5-((3S)-piperidin-3-il)-1H-pirazolo-4-karboksamidas (11e)

@ Gauti balti junginio 11e kristalai. ISeiga: 44 mg (56 %); Tiya = 264,8 °C.
HN

IH BMR (400 MHz, DMSO-ds): 8 mln. d. 1,21-1,29 (m, 1H, Pip 5-H); 1,39—

0NN 1,52 (m, 1H, Pip 5-H); 1,75 (d, J = 12,2 Hz, 2H, Pip 4-H); 2,18-2,33 (m, 1H,

L Pip 6-H); 2,41 (s, 3H, CHa); 2,65 (td, J = 12,9 Hz, 2,8 Hz, 1H, Pip 6-H);
() 3,05-3,20 (m, 3H, Pip 2,3-H); 7,07-7,15 (m, 1H, NHPh 4-H); 7,30-7,43 (m,
N 6H, NHPh 3,5-H ir NPh 2,3,5,6-H); 7,65-7,72 (m, 2H, NHPh 2,6-H); 8,27

(s, 1H, Pir 3-H); 10,07 (s, 1H, CONH). 23C BMR (101 MHz, DMSO-de): &
min. d. 21,0 (CHz3); 23,0 (Pip 5-C); 26,4 (Pip 4-C); 33,2 (Pip 3-C); 43,8 (Pip
6-C); 45,5 (Pip 2-C); 116,3 (Pir 4-C); 120,9 (2xCH, NHPh 2,6-C); 124,0
(NHPh 4-C); 126,6 (2xCH, NPh 3,5-C); 130,2 (2xCH, NHPh 3,5-C); 131,9 (2xCH, NPh 2,6-C);
136,4 (NPh 1-C); 139,1 (NHPh 1-C); 139,4 (Pir 3-C); 140,4 (NPh 4-C); 145,3 (Pir 5-C); 161,9
(CONH). IR (FT-IR, vmax, cm™): 3376; 2923; 1665 (C=0); 1511 (C=0); 1313; 752. HRMS (ESI"),
m/z [M+H]": apskai¢iuota 361,2023; rasta 361,2023.

C22H24N4O
MW = 360,46 g/mol

2.2.7.6. N-fenil-5-((3S)-piperidin-3-il)-1-(3-(trifluormetil)fenil)-1H-pirazolo-4-karboksamidas
(11f)

@ Gauti balti junginio 11f kristalai. ISeiga: 43 mg (53 %); Tiya = 273,1 °C.

HN 'H BMR (400 MHz, DMSO-ds) 5 mln. d. 1,13-1,30 (m, 1H, Pip 5-H);

0NN, 1,45-1,63 (M, 2H, Pip 4,5-H): 1,76-1,96 (m, 2H, Pip 4,6-H); 2,30 (qd,
L J = 13,0 Hz, 4,0 Hz, 1H, Pip 3-H); 2,74 (td, J = 12,9 Hz, 2,8 Hz, 1H,

(s) Pip 2-H); 3,07-3,35 (m, 2H, Pip 2,6-H); 7,08-7,15 (m, 1H, NHPh 4-
N @CFS H); 7,31-7,41 (m, 2H, NHPh 3,5-H); 7,62-7,72 (m, 3H, NHPh 2,6-H

ir NPh 5-H); 7,79-7,91 (m, 2H, NPh 2,6-H); 7,95-8,02 (m, 1H, NPh 4-
H): 8,39 (s, 1H, Pir 3-H): 10,13 (s, 1H, CONH). 13C BMR (101 MHz,
DMSO-dg): & min. d. 22,1 (Pip 5-C): 25,8 (Pip 4-C): 32,4 (Pip 3-C);
43,4 (Pip 6-C); 44,6 (Pip 2-C); 116,9 (Pir 4-C); 121,0 (2xCH, NHPh 2,6-C); 123,8 (q, J = 273,7 Hz,
CF3): 123,8 (NPh 2-C); 1242 (NHPh 4-C); 126,5 (NPh 4-C): 128,9 (2xCH, NHPh 3,5-C); 1304
(NPh 5-H); 130,7 (NPh 6-H): 131,3 (NPh 3-C): 138,9 (NHPh 1-C); 139,2 (NPh 1-C); 141,1 (Pir 3-
C); 145,1 (Pir 5-C); 161,6 (CONH). IR (FT-IR, vmax, cm™): 3293; 2917; 1656 (C=0); 1552 (C=0);
1326; 697. HRMS (ESIY), m/z [M+H]": apskai¢iuota 415,1740; rasta 415,1740.

Ca2H21F3N4O
MW = 414,43 g/mol

2.2.7.7. N,1-difenil-5-((3R)-piperidin-3-il)-1H-pirazolo-4-karboksamidas (11g)

@ Gauti gelsvi junginio 11g kristalai. ISeiga: 64 mg (82 %); Tiya = 183,3 °C.
HN

IH BMR (400 MHz, CDCls): § mln. d. 1,38 (qt, J = 12,9 Hz, 4,1 Hz, 1H, Pip

o A 5-H); 1,61-1,72 (m, 1H, Pip 5-H); 1,75-1,88 (m, 1H, Pip 4-H); 2,36 (qd, J =

I N~N 12,8 Hz, 4,0 Hz, 1H, Pip 4-H); 2,59 (s, 1H, NH); 2,68 (td, J = 12,5 Hz, 2,8
(R) Hz, 1H, Pip 6-H); 2,91-3,00 (m, 2H, Pip 2,6-H); 3,06 (tt, J = 11,7 Hz, 3,8 Hz,
H @ 1H, Pip 3-H); 3,47 (t, J = 11,5 Hz, 1H, Pip 2-H); 7,10-7,17 (m, 1H, NHPh 4-

H); 7,30-7,39 (m, 4H, NHPh 3,5-H ir NPh 3,5-H); 7,46-7,51 (m, 3H, NPh
2,4,6-H); 7,54-7,60 (m, 2H, NHPh 2,6-H); 7,80-7,85 (m, 1H, CONH): 7,89
(s, 1H, Pir 3-H). 3C BMR (101 MHz, CDCls): § mln. d. 26,5 (Pip 5-C); 28,5

C21H2N40
MW = 346,43 g/mol
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(Pip 4-C); 36,9 (Pip 3-C); 45,6 (Pip 6-C); 49,0 (Pip 2-C); 116,3 (Pir 4-C); 120,6 (2xCH, NHPh 2,6-
C); 124,6 (NHPh 4-C); 126,6 (2xCH, NPh 3,5-C); 129,2 (2xCH, NHPh 3,5-C); 129,5 (NPh 4-C);
129,6 (2xCH, NPh 2,6-C); 138,0 (NHPh 1-C); 139,2 (Pir 3-C); 139,3 (NPh 1-C); 147,9 (Pir 5-C);
162,0 (CONH). N BMR (41 MHz, CDCls): 6 mln. d. -250,9 (CONH); -158,3 (Pir N-1); -76,7 (Pir
N-2). IR (FT-IR, vmax, cm™): 3234; 2926; 1676 (C=0); 1497 (C=0); 1437; 749. HRMS (ESI*), m/z
[M+H]": apskai¢iuota 347,1866; rasta 347,1866.

2.2.7.8. 1-(4-Metilfenil)-N-fenil-5-((3R)-piperidin-3-il)-1H-pirazolo-4-karboksamidas (11h)

@ Gauti gelsvi junginio 11h kristalai. I$eiga: 57 mg (73 %); Tiya = 171,1 °C.
HN

1H BMR (400 MHz, CDCls): 3 mln. d. 1,35 (qt, J = 13,0 Hz, 4,1 Hz, 1H, Pip

o A 5-H); 1,58-1,70 (m, 1H, Pip 5-H); 1,71-1,84 (m, 1H, Pip 4-H); 2,25-2,51

' v (m, 5H, Pip 4-H, NH ir CHa); 2,66 (td, J = 12,5 Hz, 2,8 Hz, 1H, Pip 6-H);
(R) 2,85-2,96 (M, 2H, Pip 2,6-H); 3,02 (tt, J = 11,6 Hz, 3,8 Hz, 1H, Pip 3-H);
N 3,39-3,49 (m, 1H, Pip 2-H); 7,08-7,15 (m, 1H, NHPh 4-H): 7,18-7,22 (m,

2H, NPh 3,5); 7,24-7,29 (m, 2H, NPh 2,6-H); 7,30-7,38 (m, 2H, NHPh 3,5-
H); 7,51-7,58 (m, 2H, NHPh 2,6-H); 7,86 (s, 1H, Pir 3-H); 7,91 (s, 1H,
CONH). 13C BMR (101 MHz, CDCls): § min. d. 21,3 (CHs); 26,7 (Pip 5-C);
28,5 (Pip 4-C); 37,1 (Pip 3-C): 45,7 (Pip 6-C); 49,1 (Pip 2-C); 116,1 (Pir 4-C); 120,6 (2xCH, NHPh
2,6-C); 124,4 (NHPh 4-C); 126,4 (2xCH, NPh 3,5-C); 129,1 (2xCH, NHPh 3,5-C); 130,1 (2xCH,
NPh 2,6-C); 136,8 (NPh 1-C): 138,1 (NHPh 1-C); 139,1 (Pir 3-C); 139,6 (NPh 4-C); 147,9 (Pir 5-C);
162,1 (CONH). N BMR (41 MHz, CDCls): 6 mln. d. -250,5 (CONH); -158,7 (Pir N-1); -76,9 (Pir
N-2). IR (FT-IR, vmax, cm™): 3345; 2923; 1541 (C=0); 1515 (C=0); 1309; 752. HRMS (ESI*), m/z
[M+H]": apskai¢iuota 361,2023; rasta 361,2023.

CooH24N4O
MW = 360,46 g/mol

2.2.7.9. N-fenil-5-((3R)-piperidin-3-il)-1-(3-(trifluormetil)fenil)-1H-pirazolo-4-karboksamidas
(11i)

@ Gauti balti junginio 11i kristalai. Ieiga: 90 mg (89 %); Tiyd = 160,5 °C.

HN IH BMR (400 MHz, CDCl3): & mln. d. 1,42-1,59 (m, 1H, Pip 5-H);

0 A 1,68-1,88 (m, 2H, Pip 4,5-H); 2,44 (qd, J = 12,8 Hz, 3,9 Hz, 1H, Pip

' N.N 4-H); 2,70-2,98 (m, 2H, Pip 6-H ir NH); 3,02-3,18 (m, 3H, Pip 2,3,6-

®) H); 3,55-3,68 (m, 1H, Pip 2-H); 7,11-7,19 (m, 1H, NHPh 4-H); 7,34—

N QCF 7,42 (m, 2H, NHPh 3,5-H); 7,53-7,60 (m, 3H, NHPh 2,6-H ir NPh 5-
3

H): 7,65-7,71 (m, 3H, CONH ir NPh 2,6-H); 7,73-7,79 (m, 1H, NPh
C22H21F3N,O 4-H): 7,94 (s, 1H, Pir 3-H). 3C BMR (101 MHz, CDCl5): & mln. d.
MW = 414,43 g/mol : . . : .
26,1 (Pip 5-C); 28,4 (Pip 4-C); 36,6 (Pip 3-C); 45,4 (Pip 6-C); 48,6 (Pip
2-C); 116,9 (Pir 4-C); 120,6 (2xCH, NHPh 2,6-C); 123,7 (q, J = 273,5 Hz, CF3); 123,8 (NPh 2-C);
124,8 (NHPh 4-C); 126,3 (NPh 4-C); 129,3 (2xCH, NHPh 3,5-C): 129,7 (NPh 5-H): 130,3 (NPh 6-
H); 132,5 (NPh 3-H); 137,8 (NHPh 1-C); 139,7 (NPh 1-C); 139,8 (Pir 3-C); 147,8 (Pir 5-C); 161,7
(CONH). IR (FT-IR, Vimax, cm™L): 3265; 2934: 1548 (C=0); 1325 (C=0); 1126; 692. HRMS (ESI*),
m/z [M+H]": apskai¢iuota 415,1740; rasta 415,1740.
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3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas
3.1. Pirazolo Ziedo sudarymas

Siekiant susintetinti tikslinius junginius pasirinkti komerciskai prieinami piperidino karboksirtig§¢iy
dariniai: N-Boc-piperidino-4-karboksirtigstis (1a), (S)-1-Boc-piperidino-3-karboksiragstis (1b) bei
(R)-1-Boc-piperidino-3-karboksirtigstis (1c) (3.1. schema). Piperidino fragmentas pasirinktas dél
plataus taikymo vaisty chemijoje [4]. Jie vartojami kaip stimuliatoriai, vazodilatatoriai,
antipsichoziniai vaistai ar opioidai. Be to, i§ literatiiros duomeny zinoma, jog S- bei R-sterecizomerai
pasizymi skirtingu terapiniu aktyvumu. Pasitaiko atvejy, kad vienam stereoizomerui biidingos
silpnesnés arba visiSkai nebtidingos terapinés savybés. Pavyzdziui, varfarinui buidingos dvi aktyvios
enantiomerinés S- ir R-formos. (S)-Varfarinas pasizymi 5 kartus stipresniu antikoaguliaciniu poveikiu
negu varfarino R-enantiomeras [48]. Todél pasirinkta susintetinti tick S-, tiek R-piperidino junginiy
analogus ir i8tirti jy biologines savybes.

e N

O, 7
(o] . (o] (o]
i iii o) 0
R_« . RJJ\)LO/ ’ y_z\\: /
OH i R N

1 2a-c \
3a-c
Cﬁ\ GANGE
r:l
Boc b Boc c

3.1. schema. Reagentai ir sglygos: (i) meldrumo ragstis, DMAP, EDC-HCI, DCM, kamb. t.; (ii) MeOH, T,;
(iii) N,N-dimetilformamido dimetilacetalis, dioksanas, Tv.

Vykdant pasirinktos piperidino karboksirtigsties reakcija su meldrumo riigstimi bei iskart atliekant
gauto tarpinio junginio metanolizg, susintetinti ketoesteriai 2a-c (3.1. pav.). Pastarieji junginiai
reakcijos metu su N,N-dimetilformamido dimetilacetaliu suformavo tarpinius junginius 3a-c. Sie
junginiai ciklizacijos reakcijoje su jvairiais hidrazinais sudaré 5-piperidinilpirazolus 4-7 (3.1. lentelé).

O. COOMe| o o
JL_coome COOMe
caslle
N N N
| Bod 2a 1L Boc 2b 1L Boc 2¢
0 o coome| [ o 17 o
\ / JL__coowme COOMe
\ ,:l 'il/ ,;l 'il/
N
i Boc' 3a 1L Boc 3b 1L Boc 3¢

3.1. pav. Tarpiniai junginiai 2a-c ir 3a-c
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Tolimesnés sintezés metu naudotas hidrazino hidrato vandeninis tirpalas bei skirtingi monopakeisti
aromatiniai  hidrazinai. Ziedo uzdarymo reakcijos atliktos su fenil-, p-tolil- bei 3-
trifluormetilfenilhidrazinais. Sintezé vykdyta etanolio virimo temperatiiroje 5 val. Tiksliniy junginiy
5-7 iseigos siekia 63 — 81 % (3.1. lentelé). Kiek sunkiau ziedo uzdarymo reakcija vyko naudojant
hidrazino hidrato vandeninj tirpala. Junginiy 4a-c iSeigos siekia 50 — 60 %. Galima daryti i§vada, jog
net ir nedidelis vandens kiekis trukdo pirazolo ziedo susidarymui.

3.1. lentelé. 5-Piperidinilpirazolo karboksilaty dariniai

(o] (0] OH O (0]
g 0 R2-NHNH, o:( =
1 7 > 1 | 1 | —
NT HN ,il/ NT T/
' r2NH 2 NH R?
3a-c
R'= cikloheteroalkil- 4-7
R2= aril-
Pradiniai junginiai 3a 3b 3c
Bocsy COOMe COOMe COOMe
N (S) " N (R)
NH,;NH, // Boc” e ) Boc” //
HN—-N HN—N HN-N
4a (60 %) 4b (50 %) 4c (54 %)
Boesy COOMe COOMe COOMe
N @, N ®)
NHNH // Boc” “ // Boc” //
@’ 2 N=N N-N N—N
5a (75 %) 5b (77 %) 5¢ (67 %)
Bocsy COOMe COOMe COOMe
N, & N R
NHNH // Boc // Boc //
o™ & TS | T
6a (70 %) 6b (81 %) 6¢ (78 %)
Bocsn COOMe COOMe COOMe
N @, NG
NHNH, // Boc” “, // Boc” //
N-N N-N N-N
CF3 CF, CF; CF;
7a (76 %) 7b (63 %) 7¢ (79 %)
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Vykdant ciklizacijos reakcijas su pasirinktais hidrazino dariniais suformuojamas pirazolo fragmentas,
turintis piperidino pakaitg penktojoje ziedo padétyje. ISsamios BMR spektrinés analizés metu gautas
junginio 5a bidimensis *H->N HMBC spektras (3.2. pav.). Siame spektre fiksuojamos azoto ir netoli
jo esanciy protony sgveikos, kuriuos skiria du, trys arba kartais net keturi cheminiai rysiai. Kitaip
tariant, identifikuojama tolimoji sgveika.

H Ph 2,6-H
B A W
BOCW‘OYCSOOMG Lo
4-H
A/ H
’

Ph 2-H N);)
@ 100

150

f1 (ppm)

200

250

300

-350

45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 00 -0.5 -1.0
f2 (ppm)

3.2. pav. Junginio 5a *H-*N HMBC spektras

IS spektro duomeny matyti, jog azoto atomas N-1 turi sgveikas su piperidino fragmento 4-H, fenilo
ziedo 2,6-H bei paties pirazolo ciklo 3-H protonais (3.2. pav.). Kitam azoto atomui N-2 budinga tik
viena sgveika, t. y. su pirazolo ziedo 3-H protonu. Kitos sgveikos su §iuo azoto atomu nefiksuojamos,
nes vandenilio protonai i§sidéste per keturis cheminius rySius nuo tiriamojo branduolio. Tokia sgveika
pasizymi labai silpnu signalu, tod¢l retai aptinkama bei fiksuojama spektre. Turint Siuvos 2D BMR
spektroskopijos duomenis, issiaiskinta piperidino ciklo padétis bei identifikuota tiksli susintetinto
junginio 5a struktira.

Visy susintetinty 5-piperidinilpirazolo karboksilato junginiy 4-7 struktiiros patvirtintos BMR, IR
spektroskopijy bei MS spektrometrijy duomenimis.

3.2. N-alkilinimo metodo taikymas

Tarpiniy piperidino karboksilaty 3a-c ciklizacijos reakcija atlikta su hidrazino hidrato vandeniniu
tirpalu, suformuojant aktyvia NH-grupe. Junginio 4a *H BMR spektre registruojamas platus NH-
grupés protono signalas (3.3. pav.). Turint laisva NH-grupe, nuspresta taikyti N-alkilinimo metodg ir
susintetinti jvairius pirazolo dariniy analogus (3.2. lentelé). Kaip alkilinimo agentas pasirinktas
halogenalkano junginys 1-brom-2-metilpropanas (3 ekv.). Alkilinimas vykdytas kambario
temperatiiroje dimetilformamide, naudojant KOH (1,5 ekv.).
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3.3. pav. Junginio 4a 'H BMR spektras

Susintetintiems junginiams 8a-c budingos nedidelés iSeigos (3.2. lentel¢). Bandyta optimizuoti
reakcijos salygas, kei¢iant baze¢ | NaH ar Cs2CO3 bei keliant reakcijos miSinio temperatiira. Taciau

reik§mingy pokyciy sintezes eigoje nepastebéta. ISeigos siekia < 40 %.

Chiralinio centro neturintis junginys 8a gautas 65 % iSeiga. S- bei R-enantiomerinéms piperidino
struktiroms budingos perpus mazesnés, negu teoriSkai tikétasi, iSeigos. Lyginant susintetinty
junginiy S- ir R-formas nustatyta, jog sintezés metu naudojant R-formos struktiirinius darinius,
tiksliniai produktai gauti mazesnémis iSeigomis. Be to, atlikus iSsamig susintetinty junginiy BMR
spektring analize, iSsiaiSkinta, jog N-alkilinimo metu susidaro jvairts 3-piperidinilpirazolo
karboksilaty dariniai. Tai patvirtina junginio 8a *H-1°N HMBC spektras (3.4. pav.).

3.2. lentelé. 3-Piperidinilpirazolo karboksilaty dariniai

MeOOC MeOOC
\ Br/Y \
,G’ KOH, DMF, kamb ten: r‘gf
Boc d ’ . P- Boc”
4 val. )\
4a-c 8a-c
8a 8b 8c
Bocsy COOMe COOMe COOMe
NS, G
N Boc” “. T\ Boc” N
N—N N-N N-N
(65 %) (47 %) (39 %)
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Ivykdzius junginio 4a N-alkilinimo reakcijg su pasirinktais halogenalkanais, susintetintas junginys
8a. Gavus iSsamios BMR spektrinés analizés duomenis iSsiaiskinta, jog alkilinimo reakcijos metu
pasirinktas alkilinimo agentas prisijungia prie kito azoto atomo negu anksc¢iau minétos reakcijos su
hidrazino dariniais atveju. Junginio 8a bidimensiniame *H-1>N HMBC spektre fiksuojamos pirazolo
ziede esanCiy azoto atomy sgveikos su netoli iSsidés¢iusiais vandenilio protonais (3.4. pav.).
Remiantis spektro duomenimis, azoto atomas N-1 turi sgveika su prijungto pakaito 1,2-H bei pirazolo
ziedo 5-H protonais. Kitas azoto atomas N-2 pasizymi sgveika su piperidino ciklo 4-H ir alifatinés
grandinélés 1-H protonais. I§ gauty spektroskopijos duomeny nustatyta, jog N-alkilinimo reakcijos
metu susintetintas tikslinis junginys, kuriame azoto atomas N-1 turi prisijunggs pasirinktg pakaita,
taciau néra Salia piperidino fragmento. Tod¢l galima tvirtinti, kad susintetintas junginys 8a yra 3-
piperidinilpirazolo darinys.
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3.4. pav. Junginio 8a *H-*N HMBC spektras

Taigi atlikus BMR struktiiring analize¢ identifikuota ir patvirtinta, kad projekto metu susintetinti tiek
5-piperidinilpirazolo, tiek 3-piperidinilpirazolo dariniai.

3.3. 1H-pirazolo-4-karboksamidy gavimas

Projekto metu susintetinti 5-piperidinilpirazolo karboksilatai modifikuoti j karboksamidus. Tokia
sintezés strategija pasirinkta atsizvelgiant j atliktg pirazolo dariniy literatiros analize [29,37,46,47].
Be to, nustatyta, jog organiniai junginiai, ketvirtojoje pirazolo ziedo padétyje turintys amiding jungtj
pasizymi slopinamuoju poveikiu prie§ urokinazés receptorius (UPAR) [49]. ISsiaiskinta, kad UPAR
sudarantys baltymai skatina véziniy lasteliy invazija ir metastaziy susidarymg zmogaus organizme.
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Siy receptoriy blokavimas sumazinty véZiniy lasteliy migracijos sparta bei pristabdyty metastaziy
formavimasi.

2N NaOH /73] Anilinas, EDC, DMAP
MeOH,70°C N N-N DCMm, 0 °C-kamb. t.
7’
5 val. Boc R 48 val. Boc
9a-i
R= Ph, p-Tolil, 3-CF;Ph
3.2. schema.

Pirmiausiai, atlikta 5-piperidinilpirazolo karboksilaty esterinés grupés hidrolizé (3.2. schema).
Pasirinkta vykdyti hidrolize¢ $arminémis saglygomis, nes riigstinés hidrolizés metu atsiranda pavojus
pasalinti apsauging N-Boc grupe. Gautas junginys pasizyméty dvejomis aktyviomis funkcinémis
grupémis: amino (NH-) bei karboksirtigsties (-COOH). Todé¢l jo i§skyrimas i§ reakcijos miSinio biity
pakankamai komplikuotas. Taigi junginiy 5-7 hidrolizé vykdyta metanolio virimo temperatiiroje,
naudojant 2N NaOH tirpala (4 ekv.).

i
— .-|'-..'|-.| A __,ﬁ'ul__.: A
Boc.N X
COOH ol A
-~ OH
, 1
N~N W
‘ H @ 9a 2 %(ppm] B
— IHI_ - J"xJLr.L_, _;nu".__ﬁ\“_,\

3.5. pav. Junginiy 5a ir 9a *H BMR spektrai

Sugretinus reakcijos metu naudoto pradinio junginio 5a ir po reakcijos gauto produkto 9a protoninius
spektrus, stebimas esterinei grupei budingo -CHs protony signalo iSnykymas bei registruojamas
platus karboksirtigs¢iai priklausantis -OH protono singletas (3.5. pav.). Taikant pasirinktas hidrolizés
salygas tarpiniai junginiai 9a-i gauti aukStomis iSeigomis 79 — 98 %.
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Kitas sintezés etapas — amidinio rySio sudarymas, gaunant jvairius karboksamidy darinius. Nuspresta
prie susintetinty tarpiniy junginiy 9a-i karboksirfigities grupés prijungti anilino fragments. Sis
junginys pasirinktas, nes yra elementariausias aromatinis aminas. Zinant, jog bus atlikti tiksliniy
produkty biologinio aktyvumo tyrimai bei mastant apie tolimesnj panasios cheminés strukttros
piperidinilpirazolo karbaksamidy bibliotekos kiirima, ateityje atsirasty galimybé sekti, kaip skirtingi
pakaitai veikia biologinj aktyvuma.

.
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3.6. pav. Junginio 10a *H-*N HMBC spektras

Laikantis numatytos sintezés strategijos, anilinas j reakcijos misinj sulaSintas 0 °C temperatiiroje Kaip
tirpiklj naudojant DCM, reakcija vykdyta kambario temperatiroje 48 val. Atlikus iSsamig BMR
spektrine analize, junginio 10a bidimensiniame *H->N HMBC spektre uzfiksuoti abu pirazolo Ziedo
azoto atomai bei uzregistruotas NH-grupés, esancios anilino fragmente, protono signalas (3.6. pav.).
Tai jrodo amidinio rySio susiformavimg. 4-Substituoti piperidino junginiai 10a-c susidaré geresnémis
iSeigomis lyginant su 3-substituotais piperidino analogais 10d-i (3.3. lentelé).

Siekiant gauti junginius tinkamus biologinio aktyvumo tyrimamas, buvo pasalinta N-Boc apsauginé
grupé (3.3. schema). DazZniausiai apsauginé N-Boc grupé Salinama taikant standartines TFA/DCM
(1:1) reakcijos salygas. Tokiu atveju produktas gaunamas TFA druskos pavidalu. TFA yra acto
rugsties analogas, taCiau pasizymi kelis kartus stipresnémis riigstinémis savybémis negu jos
pirmtakas. Turint omenyje, jog susintetinti tiksliniai junginiai 1la-i bus naudojami biologinio
aktyvumo tyrimuose, pasirinktos maziau toksiskos apsauginés grupés pasalinimo salygos, iSvengiant
TFA pédsaky bandinyje.
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R= Ph, p-Tolil, 3-CF;Ph

3.3. schema.

Laisvg aminogrup¢ turintys junginiai 11a-i gauti prading medziaga istirpinus dioksane ir sulaSinus
4N HCI tirpalg dioksane. Taikant Sias reakcijos sglygas, junginiai gauti kaip hidrochlorido druskos.
Todél tikslinio produkto i$skyrimo metu, reakcijos miSinys neutralizuotas so¢iu NaHCO3 tirpalu.
Sulyginus junginiy 10a ir 11a protoninius spektrus, stebimas N-Boc apsauginei grupei priklausanciy
protony smailés iSnykimas (3.7. pav.). Be to, spektre registruojamas laisvai aminogrupei budingas
platus protono singletas.

Tiek 4-substituoti piperidino junginiai, tiek R-formos piperidino dariniai susidaro panasia tikslinio
produkto iSeiga (73 — 89 %). Taciau S-piperidino enantiomerinés formos analogai susidaré nedidele
iSeiga (53— 73 %) (3.3. lentelé). Tai tik patvirtina, jog erdviniai izomerai vienas nuo kito skiriasi savo

cheminémis savybémis.
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3.7. pav. Junginiy 10a ir 11a *H BMR spektrai
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3.3. lentelé. 5-Piperidinilpirazolo dariniai

Pradiné medziaga Pakaitali 9 10 11
5a 9a 10a 1la
(R=Ph) (83 %) (80 %) (83 %)
Bocsn COOMe
6a 9%b 10b 11b
7
J (R=p-Tolil) (95 %) (80 %) (73 %)
R
7a 9c 10c 1lic
(R=3-CFsPh) (98 %) (78 %) (84 %)
5a 9d 10d 11d
(R=Ph) (84 %) (67 %) (73 %)
COOMe
NS, (S 6a 9% 10e 11e
Boc” ez
N (R=p-Tolil) (79 %) (73 %) (56 %)
RI
7a of 10f 11f
(R=3-CFsPh) (79 %) (73 %) (53 %)
5a 9g 109 11g
(R=Ph) (88 %) (80 %) (82 %)
COOMe
N_® 6a 9h 10h 11h
Boc” z ) ]
N—N (R=p-Tolil) (93 %) (74 %) (73 %)
RI
7a 9i 10i 11i
(R=3-CFsPh) (97 %) (79 %) (89 %)

Taigi taikant ciklizacijos bei N-alkilinimo reakcijas, susintetinti nauji 3- bei 5-piperidinilpirazolo
karboksilatai. Atliktas tarpiniy junginiy esterinés grupés modifikavimas gaunant karboksamidus.
Remiantis BMR, IR spektroskopijy bei MS, HRMS spektrometrijy duomenimis, atlikta visy projekto
metu susintetinty junginiy struktros analizé. [vykdzius junginiy 10a-i HPLC chiraling analizg,
i§siaiskintas susintetinty junginiy enantiomerinis grynumas. Tiksliniai junginiai 11a-i naudoti kituose
tyrimuose, analizuojant jy biologinj aktyvuma.

3.4. Chiraliné HPLC analizé

Vaisty chemijoje labai svarbu Zinoti tikslig veikliosios medziagos struktiirg. Todél bitina iSsiaiSkinti
susintetintos molekulés enantiomerine forma. StrukttiriSkai identiSkos molekulés, besiskiriancios tik
erdviniu rySiy iSsidéstymu gali visiskai skirtingai veikti zmogaus organizmg. Ekstremaliu atveju,
viena enantiomeriné forma veikia kaip vaistas, 0 Kita — kaip nuodai. Stai pavyzdziui, (S,S)-(+)-
etambutolis gydo tuberkulioze, o (R,R)-(-)-etambutolis sukelia aklumg [50]. Kitais atvejais, abiems
enantiomerinéms formoms biidingos terapinés savybés, bet skiriasi jy biologinio aktyvumo stiprumas
[49].

Pirmiausiai, svarbu iSsiaiSkinti susintetinty molekuliy enantiomerini grynumg. Tik turint
enantiomeriSkai gryng medziaga galima atlikti biologinius tyrimus ir istirti jy gydomasias bei toksines
savybes. Tod¢l reikalingi HPLC analizés duomenys. Dazniausiai organinés medZiagos gryninamos
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efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodais. Taciau jprasti HPLC budai yra netinkami chiralinj
centrg turin¢ioms medziagoms. Norint detektuoti enantiomerinius junginius, naudojamos chiralinés
kolonélés, t. y. kolonélés uzpildytos specifiskai modifikuota stacionaria faze. Atsizvelgiant j tiriamy
junginiy cheming¢ struktiirg, atliekama sorbento derivatizacija, pagerinanti misinio komponenty
atskyrima bei aptikima. Pasitaiko atvejy, jog atlieckant HPLC chiraling analize¢, ne visada pavyksta
atskirti erdvinius izomerus vieng nuo kito. Todél atskyrimas tampa sudétingas, ieSkoma naujy
analizés metody.

Naudojant chiralines kolonéles Amylose-SA bei Cellulose-SB, istirtas susintetinty junginiy 10a-i
enantiomerinis grynumas. Tiriamoji medziaga iStirpinta metanolyje. Analizé atlikta gradientinémis
salygomis. Pasirinkta mobili fazé: vanduo+0,1 % skruzdziy rugstis / acetonitrilas (70:30—30:70 per
10 min). Tékmés greitis 1 ml/min.

Datafile Name:GMP-129_Amyl-SA 1 poz_ELSD_60 10 60 oven36 14 min_242019_01.lcd
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3.8. pav. Junginiy 10d ir 10g enantiomerinio grynumo analizé

Istirtas fenil-pakaitg turin¢iy junginiy enantiomerinis grynumas naudojant Amylose-SA chiraling
kolonéle (3.8. pav.). Nustatyta, jog junginyje 10d yra 98,2 % S-formos enantiomero ir 1,8 % R-
enantiomero. O junginyje 10g visiSkai neaptikta kito enantiomero. Todél galima teigti, kas junginiai
10d ir 10g pasizymi auk§tu enantiomeriniu grynumu.

Toliau analizuoti junginiai, turintys p-tolil-pakaitag (3.9. pav.). Enantiomerus atskirti pavyko,
naudojant Amylose-SA chiraling kolonéle. Junginyje 10e yra 97,4 % S-formos enantiomero ir 2,6 %
R-formos. Junginys 10h turi 98,2 % R-formos enantiomero ir 0,6 % S-enantiomero. Be to, analizés
metu grafike detektuotas ir priemaiSos signalas.

Galiausial tirti junginiai, turintys 3-trifluormetilfenil-pakaita (3.10. pav.). Naudojant Cellulose-SB
chiraling kolonéle, atskirtos individualios enantiomerinés junginiy formos. Nustatyta, kad junginys
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10f turi 96,6 % S-enantiomero bei 3,4 % R-formos enantiomero. Junginyje 10i yra 98,6 % R-formos
enantiomero ir 1,4 % S-enantiomero.

Datafile Name:GMP-128_Amyl-SA 1 poz_ELSD_60 10 60 oven36 14 min_1312019_03.lcd
Sample Name:GMP-128
Sample ID:GMP-128

mAU

2000-254nm,4nm
1750
1 0 H
1500-| N ®
1 Boc //
] N-N 8
1250-] ©
1 10h
1000
Nt
750-]
1 N (S) 5
1 Boc” "=
] N /
500 =N
1 D 3
] g
250 10e 5
1 A
] @\ N >
] o o g
o] T t A ~
R T T T T T T T T T A H A T ST
3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0  min

3.9. pav. Junginiy 10e ir 10h enantiomerinio grynumo analizé

Datafile Name:GMP-127_Cell-SB 3 poz_ELSD_60 10 60 oven36 14 min_1312019_01.lcd
Sample Name:GMP-127
Sample ID:GMP-127
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3.10. pav. Junginiy 10f ir 10i enantiomerinio grynumo analizé
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Zinant tikslius procentinius S- ir R-enantiomery kiekius, apskai¢iuotas enantiomero perteklius
(enantiomer excess, ee) junginiuose 10d-i (3.4. lentel¢). Tai enantiomeriniy junginiy grynumo
jvertinimo rodiklis, iSreiSkiantis santykj tarp tiriamame junginyje esanciy erdviniy izomery kiekiy
skirtumo ir bendro jy kiekio medziagoje. Raceminiams miSiniams enantiomerinis perteklius yra 0 %,
o visiskai gryno enantiomero — 100 %. Pavyzdziui, S-formos erdviniam izomerui enantiomero
perteklius randamas:

ee = {]—]x 100%

Taip apskaiciuotas ee jvertis junginiui 10d yra 96,4 %. Remiantis $iuo principu, apskaiciuoti visy
likusiy junginiy ee jverCiai. Nustatyta, jog taikant analogiSkas sintezés salygas, R-formos
piperidinilpirazolo karboksamidy dariniai gauti enantiomeriskai grynesni lyginant su S-formos
junginiais. Galima daryti prielaida, jog sintezés metu S-izomeras yra maziau stabilus negu R-
Izomeras.

3.4. lentelé. 5-Piperidinilpirazolo dariniy enantiomerinio grynumo rodikliai

Bendra struktiira Gautas junginys S-izomero R-izomero %
o JUNOIYS | ek, % el O ee, %
ro\(tome 10d 98,2 18 96,4
Boc” z
/,
N-N
@ 10g - 100 100
COOMe
OYS 10e 97,4 2,6 948
Boc” 2
/,
N-N
COOMe
_N 10f 96,6 3,4 93,2
Boc /l
N-N
; 10i 14 98,6 97,2
CF;

Taciau HPLC chiraliné analizé nebuvo atlikta tiksliniams junginiams 1la-i. Pasalinus N-Boc
apsauging grupe, susintetinti junginiai pasizyméjo stipriomis polinémis savybémis. Buvo
nebejmanoma atskirti ir detektuoti enantiomery, panaudojant anksCiau iSvardintas chiralines
kolonéles. Tikimasi, jog enantiomerinis grynumas paSalinus N-Boc apsauging grupe iSlieka
nepakites.

3.5. Tiksliniy junginiy 11a-i biologinio aktyvumo tyrimy rezultatai

IS literatiros duomeny zinoma, jog pirazolo dariniai, turintys Kketvirtojoje ziedo padétyje
karboksamido fragmenta, pasizymi prie§véZzinémis savybémis [51,52]. Sie junginiai efektyviai
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slopina leukemijos (HL-60, THP-1, MOLT-4, MV-4-11 ir K-562) bei kriities (MDA-MB-231 ir
MCF7) véziniy lasteliy proliferacijg ir augima, sukelia apoptoze bei stabdo metastaziy plitimg
organizme (3.11. pav.). Todél $io baigiamojo projekto metu nuspresta ne tik susintetinti pasirinktus
piperidinilpirazolo karboksamidus, bet ir atlikti gauty junginiy biologinio aktyvumo tyrimus. Tad
jvykdzius tiksliniy junginiy 1la-i sinteze, toliau tirtos Siy junginiy biologinés savybeés.
Bendradarbiaujant su kolegomis dr. Asta Zukauskaite ir dr. Lucie Rarova i§ Palackio universiteto
(Cekija), Olomouce nustatytas tiksliniy pirazolo karboksamido dariniy citotoksinis poveikis
vézinéms lasteléms. Siuos tyrimus atliko dr. L. Rarova.

/OH /OH /

22N eS s T o)

c
ICso = 16,54 nM (HL-60);  IC5o = 58,71 nM (HL-60);
ICso = 27,24 nM (MOLT-4);  IC5, = 51,03 nM (MOLT-4);
IC50 = 32,25 nM (MV-4-11);  IC5, = 68,08 nM (MV-4-11); IC50 = 18 pM (MDA-MB-231).
IC5o = 25,88 nM (THP-1);  IC50 = 1,559 uM (MCF7 2D);
ICso = 54,31 nM (K-562).  IC5o = 5,514 uM (MCF7 3D).

3.11. pav. Junginiy A-C citotoksiniy tyrimy rezultatai

Tiksliniy junginiy 11a-i citotoksiniai tyrimai atlikti su dviejy tipy vézinémis lgstelémis: CEM (iminés
leukemijos) bei MCF7 (krities vézio). Taip pat, paraleliai tirtas ir junginiy poveikis nevézinéms
zmogaus odos fibroblasty lgstelés BJ. IS pradziy, naudojant Calcein AM testa, nustatyta procentine
gyvy lasteliy dalis CEM, MCF7 ir BJ Igsteles 72 val. veikiant 50 uM junginiy 11a-i tirpalais (3.5.
lentelé) [53]. Remiantis pateiktais duomenimis, didziausiu citotoksiniu aktyvumu vézinéms lasteléms
pasizyméjo junginiai 11i ir 11f, turintys CFs-pakaitag. Abu junginiai yra struktariskai identiski,
vienintelis skirtumas — erdvinis molekuliy i$sidéstymas. Junginys 11i yra R-formos
piperidinilpirazolo karboksamido darinys, o junginys 11f yra jo S-analogas. Nustatyta, jog junginys
11i sunaikino 70 % MCF7 ir 33 % CEM lasteliy, o junginys 11f — 48 % MCF7 ir 42 % CEM lasteliy.
Visi kiti tirti tiksliniai junginiai pasizyméjo stipresniu citotoksiniu poveikiu nevézinéms lasteléms
negu veézinéms.

Svarbu tai, jog 4-substituotiems piperidino darininiams, nors ir turintiems CFs-pakaita, nustatytas
silpnesnis citotoksinis poveikis. Galima teigti, jog NH-grupés padétis piperidino ziede daro jtaka
junginiy citotoksiniy savybiy stiprumui. Todél nusprendus testi darbus baigiamojo projekto tematika,
blity galima susintetinti jvairesn¢ bibliotekg chiralinj centrg turinciy piperidinilpirazolo
karboksamido dariniy ir i$tirti jy citotoksines savybes.
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Pazymeétina, kad lasteles paveikus junginiais 11a-i, kai kuriais atvejais fiksuotas Sick tiek aukstesnis
nei 100 % gyvybingy Iasteliy kiekis (3.5. lentelé). Galima spresti, kad junginiai 11a, 11d ir 11g truputj
padidino véziniy lasteliy MCF7 gyvybinguma, lyginant su kontrolinémis lgstelémis.

3.5. lentelé. Rezultatai gauti lgsteles veikiant 50 uM junginiy 11a-i koncentracija

O

*

1SN

*»

R R
11a-c 11d-i
) Enantiomeriné Islikusios gyvos lastelés (%)
Junginys R forma
CEM MCF7 BJ
1la Ph - 84 % 113 % 77 %
11b p-Tolil - 74 % 95 % 56 %
1lc 3-CFsPh - 68 % 84 % 64 %
11d Ph S 76 % 104 % 88 %
1lle p-Tolil S 68 % 83 % 67 %
11f 3-CF3Ph S 58 % 52 % 65 %
11g Ph R 73 % 110 % 76 %
11h p-Tolil R 73 % 94 % 51 %
11i 3-CFsPh R 67 % 30 % 43 %

3.6. lentelé. Tiksliniy junginiy 11a-i citotoksinio aktyvumo rezultatai prie§ vézines lasteles

N-N

11i

ICso (uM) £ SN
Junginys
CEM MCF7 BJ
1la-11h >50 >50 > 50
O _NH
7
/ > 50 437+ 1,1 457+20
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Be to, tyrimo metu junginiui 11i, kurio poveikyje po 72 val. gyvy lgsteliy kiekis buvo mazesnis nei
50 %, nustatytos 1Cso koncentracijos, sukeliancios pusés tirty MCF7 ir BJ lasteliy zitj (3.6. lentele).
ISsiaiSkinta, jog junginio 11i ICso koncentracija prie§ MCF7 lgsteliy linijg yra 43,7 + 1,1 uM. Taciau,
kaip minéta, junginys 11i taip pat pasizymi pana$iu citotoksiniu aktyvumu ir prie§ nevézines Igsteles
BJ (1ICs0 =45,7 £ 2,0 uM). Visy kity tiksliniy junginiy veiksmingos koncentracijos pries tirtas lasteliy
linijas virsija 50 uM.

Citotoksinio poveikio tyrimo rezultatai parodé, jog susintetinti junginiai 11a-i pasizymi nedideliu
citotoksiniu poveikiu prie§ CEM ir MCF7 lasteliy linijas. Efektyviausi junginiai pries $ias leukemijos
bei krities vézio lgsteles buvo 3-trifluormetilfenil-pakaita turintys piperidinilpirazolo karboksamidy
dariniai. Ateityje planuojama vykdyti angiogenezés tyrimus.
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ISvados

5-Piperidinilpirazolo karboksilatus galima gauti ciklizacijos reakcijos metu i§ S-ketoesteriy,
panaudojant jvairius hidraziny darinius.

3-Piperidinilpirazolo karboksilatus galima susintetinti atliekant 3- ar 4-[4-(metoksikarbonil)-1H-
pirazol-5-il]piperidin-1-karboksilaty N-alkilinimo reakcija, naudojant jvairius halogenalkany
darinius.

Piperidinilpirazolo karboksamidai lengvai ir geromis iSeigomis gali buti susintetinti i$
piperidinilpirazolo karboksilaty. Pirmiausiai, vykdant §iy junginiy Sarmin¢ hidrolize su 2 N NaOH
tirpalu ir véliau suformuojant amidinj (-CONH-) ry§j su jvairiais NHz-grupe turinciais
aminojunginiais.

. Laikantis anks¢iau pateiktos karboksamidy sintezés salygy galima gauti auks$to enantiomerinio
grynumo pirazolo darinius.

Susintetinti piperidinilpirazolo karboksamidai 11la-11h nepasizymi veiksmingu citotoksiniu
poveikiu prie§ CEM bei MCF7 véziniy lasteliy linijas. Remiantis atliktais tyrimais, tik N-fenil-5-
((3R)-piperidin-3-il)-1-(3-(trifluormetil)fenil)-1H-pirazolo-4-karboksamidui budingas stipresnis
citotoksinis poveikis prie§ MCF7 lgsteliy linija.
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