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Santrauka

Aminorigs¢iy dariniai pasizymi placiomis biologiniy savybiy galimybémis — dél stipraus
antioksidacinio, antibakterinio bei antivirusinio poveikio junginiai daznai naudojami farmacijos
pramongje, jeina j daugelio vaisty sudétj. Atlikti moksliniai tyrimai patvirtina, kad i struktiirg iterpus
pirazolo zieda, gauty medZziagy biologinis poveikis sustipréja. Svarbias junginiy savybes nulemia
tiksli aminoriig§¢iy seka grandingje ir junginiy konfigliracija, o j struktiirg jterpus halogeny pakaitus,
sustipréja jy aktyvi priesvéziné veikla.

Vis did¢jant naujy ir sudétingesniy aminoriigsciy dariniy struktiry paklausai, svarbus tikslas tampa
sukurti efektyvias cheminés sintezés strategijas naudojant universalius ir ekonomiskus reagentus. Dél
Sios priezasties, siekiant iSskirti biologiSkai aktyvias medziagas bei optimizuoti junginiy, turinéiy
amidinj ry$i, sinteze, Siame darbe susintetinti nauji aminortig8¢iy dariniai, turintys pirazolo Zieda.
Gauty enantiomeriskai gryny junginiy struktiiros patvirtintos *H BMR, *C BMR, IR bei masiy
spektroskopiniais analizés metodais, chiraliSkumui patvirtinti atliktas optiniy savybiy tyrimas.

Kauno technologijos universitete, Cheminés technologijos fakulteto biotechnologijos laboratorijoje
tirtas susintetinty junginiy biologinis aktyvumas. Nustatyta, kad 1H-pirazol-5-il-piperidin-1-
karboksilatai pasizymi antioksidacinémis, redukcinémis ir antibakterinémis savybémis.
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Summary

Amino acid derivatives exhibit a wide range of biological properties. Due to their strong antioxidant,
antibacterial and antiviral activity, the compounds have been widely used as drugs. Previous studies
have shown that compounds of amino acids containing a pyrazole pharmacophore demonstrated
enhanced results of biological effects. The important properties of the derivatives are determined by
the exact amino acid sequence in the chain and the configuration of the compounds. The incorporation
of halogens into the structure has been found to enhance the anticancer activity of the compounds.

The growing need for new and more complex amino acid derivatives required manufacturing
compounds by efficient synthetic strategies. Therefore, the search for new more versatile and low—
cost reagents becomes a great challenge. For this reason, in this work a novel amino acid derivatives,
containing a pyrazole ring, have been synthetized. The synthesis of amide bond formation was
optimized and the structures of the products were confirmed by 'H and *C NMR, IR and Mass
spectrometry analysis methods. Test of the specific optical rotation angle was performed to confirm
the chirality.

The biological properties of novel compounds were investigated in biotechnology laboratory at KTU
Faculty of Chemical Technology. 1H-pyrazol-5-yl-piperidine-1-carboxylates exhibited radical‘s
scavenging, antioxidant, reductive and antibacterial properties.
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Santrumpy ir terminy sgrasas
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ABTS — 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfono rigstis)
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EDC — 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimidas
FRAP — gelezies redukcijos antioksidaciné galia
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m — multipletas
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MS — masiy spektroskopija

m/z — masés ir kriivio santykis

pH — vandenilio jony (H") koncentracijos tirpale matas

PKB — baltymo kinaz¢ B



s —singletas

TFA — trifluoracto ruigstis

TPTZ — 2,4,6-tripiridil-s-triazinas

UV — ultravioletiné spinduliuoté

[a]p!! - specifinis optinio sukimo kampas

v— bangos skaicius atvirkstiniais centimetrais (cm™)

0 — cheminis poslinkis milijoninémis dalimis



Ivadas

Naujy vaisty poreikis jvairiy ligy gydymui yra didziulis. Iki $iy dieny i§ bakterijy ir gryby iSskiriama
daugybé peptidy, kurie pritaikomi farmaciniy produkty gamyboje [1]. Peptidai atlieka svarbig
funkcija hormony ir fermenty perneSimo procesuose, dalyvauja daugelyje organizme vykstanciy
biocheminiy reakcijy [2]. Vis didéjant naujy ir sudétingesniy peptidy struktiiry paklausai bei siekiant
sumazinti gamybos iSlaidas ir padidinti biologiskai aktyviy junginiy iSeiga, pagrindinis Siy dieny
tikslas tampa sukurti efektyvias chemings sintezés strategijas naudojant universalius ir ekonomiSkus
reagentus [3]. D¢l $ios priezasties skiriamas didelis démesys aktyvatoriy, dalyvaujanéiy peptidinio
rySio susidaryme, paieSkoms — literatiirinéje dalyje apzvelgiami klasikiniai, placiai naudojami ir
neseniai atrasti jungiamieji reagentai bei jy veikimo mechanizmai.

Ankstesni atlikti tyrimai patvirtina, kad peptidai, turintys pirazolo zieda, pasizymi placiu biologiniy
savybiy spektru — demonstruoja stiprias antioksidacines, antibakterines, antivirusines, prieSvézines
savybes. Stipry peptidy aktyvuma lemia aminortig§¢iy seka grandinéje [4] ir junginiy konfigiiracija,
o | struktiirg jterpus halogeny pakaitus, sustipréja jy aktyvi priesvéziné veikla [19].

Darbo tikslas — susintetinti naujus aminortig§¢iy darinius, turinéius pirazolo ziedg. IStirti naujy
junginiy biologines savybes bei suprojektuoti geriausiomis savybémis pasizymeéjusio junginio
gamybos technologing schema.

Darbo tikslui pasiekti suformuluoti Sie uzdaviniai:

1. ISanalizuoti literatiiroje aprasyty aminortig§¢iy dariniy ir peptidy, turinéiy pirazolo zieda, savybes
bei gavimo budus.

2. Susintetinti naujus aminortigsciy darinius, turinéius pirazolo zieda.
3. Atlikti peptidinio rySio formavimo reakcijy optimizavima ir susintetinti naujus sintetinius peptidus.
4. Ivertinti 1H-pirazol-5-il-piperidin-1-karboksilaty antioksidacines savybes ir redukcinj potencialg.

5. Istirti 1H-pirazol-5-il-piperidin-1-karboksilaty antibakterinj poveikj prie§ R. radiobacter,
X. Campestris ir B. subtilis bakterijas.

6. Suprojektuoti geriausiomis savybémis pasiZzyméjusio junginio gamybos technologing schema,
kurios nasumas biity 2500 kg/metus.



1. Literatiros apZvalga

Aminorugstys — tai peptidus ir baltymus sudaranc¢ios molekulés, turin¢ios amino (NHz) ir
karboksirtigities (COOH) grupe, prijungta prie centrinio anglies atomo. Siy biologiskai aktyviy
junginiy molekuliné mas¢ yra 100 — 200 Da. Pagrindinis aminoriig§¢iy biologinis i$skirtinumas — jy
amfoteriSkumas — gebé¢jimas vienu metu demonstruoti ir rigstines ir aminams biidingas savybes,
kurioms reaguojant tarpusavyje, sudaromas peptidinis rySys (1.1 pav.). Gauti junginiai, kuriuos
sudaro 2 — 100 aminortigs¢iy arba jy masé nevirsija 5000 Da, vadinami peptidais [5].

H\ /R | (l)l H R lT' 9 O
H. _C___O., + — H_ C__N__C__H + [ O
H O R H H oR H

1.1 pav. Peptidinio rySio susidarymas
1.1. Peptidy cheminé sintezé

Peptidai gaunami taikant geny inZinerijos arba cheminés sintezés metodus. Chemin¢ sintezé yra
pranaSesnis biidas, kurios metu gaunami peptidai, sunkiai i§skiriami i§ mikroorganizmy ar sudaryti i$
sintetiniy aminortig§¢iy. Tokiu budu gautiems produktams nesudétingai patvirtinama kovalentiné
junginio struktiira, jiems nesunku atlikti trimatés struktiiros nustatymus taikant branduoliy
magnetinio rezonanso, kristalografijos metodus. Sintezés buidu gauti peptidai, kuriy aktyvumas,
selektyvumas ir biostabilumas yra aukstesnis uz nattiraliai i§ mikroorganizmy isskirty junginiy, gali
biiti nesunkiai pritaikomi industrinéje gamyboje gaminant pramoninius Siy biologiskai aktyviy
junginiy kiekius [3].

Cheminé peptidy sintez¢ skirstoma j dvi pagrindines grupes:

e Kietos fazés peptidy sinteze
e Skystos fazés peptidy sintezé

Kietos fazés peptidy sintezé — metodas, kurio metu aminoriig§¢iy dariniai kovalentiniais rySiais
sujungiami su kieta atramine medZiaga ir sintetinami reakcijos inde, naudojant selektyvias apsaugines
grupes. Pagrindinis $io metodo pranaSumas — efektyvus sintezés greitis ir, lyginant su skystos fazes
peptidy sinteze, lengvas gryninimo procesas. Sintezés metu naudojami funkcines grupes turintys
statybiniai blokai, apsaugantys nuo Salutiniy produkty susidarymo. Susidarius tiksliniam peptidui,
produktas filtruojamas ir cheminiu biidu atskiriamas nuo kietos atraminés medziagos (1.2 pav.). Nors
kietos fazés peptidy sintezé pasiZzymi Zenkliai didesniu greiciu, taciau atliekant mokslinius tyrimus
pastebéta, kad jungiant struktiiriSkai sudétingas aminoriigstis ar polipeptidus, gaunama klaidinga
junginiy seka. D¢l Sios priezasties praktikoje iki Siol daznai taikoma skystos fazés peptidy sinteze,
kuri pasizymi placiomis tirpikliy, apsauginiy grupiy ir suri§imo metody galimybémis [6,7].
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—— | BoH:N-grupé AAl—/\/\_@

Apsauginiu grupiu
pasalinimas
"

A:Al—/\/\_@

2. Sujungimas 1. Aktyvacija

¥ | BoHNermpé paseX < | BaH:N-grupé |-AA:-OH
| N-galo apsauga
l LIV )
@ éoniniq grandinig
apsauga AAL[AAl-AA
Aminoriagiéin Peptidas
atN e
@ Kieta atrama

1.2 pav. Kietos fazés peptidy sintezés metodo veikimo mechanizmas

Skystos fazés peptidy sintez¢je ypatingai svarbu tinkamai parinkti apsaugines grupes ir
jungiamuosius reagentus. Peptidinés jungties formavimas susideda i§ dviejy pakopy: aminorigsties
karboksilo grupés aktyvavimo ir nukleofilinio aminortigsties aminogrupés susijungimo su aktyvuota
karboksilo grupe atsipalaiduojant H2O molekulei. Karboksilo grupés aktyvacija vyksta labai létai,
todél jai pagreitinti naudojami jungiamieji reagentai, dar vadinami aktyvatoriais. Sie junginiai slopina
racemizacijg ir padeda iSvengti galutinio peptido epimerizacijos. Placiausiai pramongje naudojami
jungiamieji reagentai yra karbodiimidai, fosfonio ir aminio druskos (1.3 pav.). Jy taikymas priklauso
nuo reakcijoje dalyvaujan¢iy aminortigS¢iy struktiiros — aktyvatoriy jvairové lemia skirtinga
efektyvuma tam tikroms jungtims [3]. Siekiant iSvengti nepageidaujamy Salutiniy reakcijy, tokiy kaip
polimerizacija ar savaiminis aktyvuotos aminorfig§ties jungimasis, peptidy sintezéje butina naudoti
N-galines ir Sonines grandines apsaugancias grupes. DaZniausiai pramon¢je naudojamos tert-
butiloksikarbonilo (Boc) ir fluorenilmetiloksikarbonilo (Fmoc) apsauginés grupés [5].

+NR; + NRa
R-N=C=N-R X-0-F Y x-0X Y
NR; NR;

Karbodiimidai Fosfonio druskos Aminio druskos
1.3 pav. Peptidy sintezéje taikomi jungiamieji reagentai

Siekiant iSsiaiSkinti skirtingy jungiamyjy reagenty jtaka peptidinio rySio susidarymui, Tarfah 1. Al-
Warhi kartu su mokslininky grupe [3] atliko tyrimg, kurio metu jvertintas pla¢iai naudojamy
aktyvatoriy efektyvumas amidiniy ir esteriniy jungCiy susidarymui. Tyrimo metu vykdyta
aminorugsties karboksigrupés aktyvacija naudojant jvairius karbodiimidinius jungiamuosius
reagentus bei N-hidroksi priedus (1.1 schema). Plaiausiai naudojamiems karbodiimidams
priskiriami DIC (1), EDC'HCL (2) bei BDDC (3) dariniai (1.4 pav.). Jy pritaikomumas priklauso nuo
terpés, kurioje vykdoma sintezé [3].
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CHj o
>7N:C:N4< CoHs—N=C=N—(CH,);-N_  -HCI >(fN:C:N/\[o><
CHj, 0 o
3

1 2

1.4 pav. Peptidy sintezéje naudojami karbodiimido dariniai

Karboksilo grupé, kartu su karbodiimidu, in situ reakcijos metu suformuoja nestabily O-
acilokarbamidg 4, kuris reaguodamas su aminogrupe, sudaro atitinkamg amida (1.1 schema).
Aktyvacijos procesui pagerinti naudoti jvairts hidroksilamino priedai 6-18, padedantys suformuoti
aktyvyjj esterj 19. Naudojant N-hidroksi junginius, suformuojamas papildomas vandenilio rysys,
padidinantis amidinés jungties efektyvuma. Tyrimo metu siekta iSsiaiskinti, kokie hidroksilamino
dariniai pasizymi didesniu efektyvumu susidarant peptidiniam rySiui. Naudojant jvairius aktyvatorius
nustatyta, kad hidroksilamino junginiai, kuriy struktiiroje yra aromatinis heterociklinis Ziedas,
pasizymi stipriomis indukcinémis savybémis, kuriy metu atitraukiant elektronus nuo esterio grupéje
esancio anglies atomo, padidinamas ziedo reaktyvumas nukleofily atzvilgiu. Pastebéta, kad prieduose
didinant heteroatomy skaiciy, $ios savybés geréja [3].

)

L+ R-N=C=N-R — Q-COR
R” “OH T R- N_C -NHR
HOXt
/ R"NHZ
(0]
+ 1
+ R- NHC -NH-R R.AOXt R-NHC-NH-R
R"NH, R"NH,
9
R'—C-NHR
0 N N
N\\l}l = | \:N NI:1
N-OH N, SN N7 X
I I OH OH
10; X=H
6 (HOSu) 7 (HODhbt) g(ggi?séi;H 11: X = CI
B ( ); 12; X = COCH,
HOXt= 13; X = CH,0CH,4
N COOC,H;g .
N\ﬁ N-oH [:\N CNTCOOC2H5 N\\N
N N N. « .
OH OH O
14 (HOt) 15 (HOCY) 16 (Oxyma) 17 (6-CF5-HOBt); X = CF,
18 (6-NO,-HOBt); X = NO,
1.1 schema

Efektyviausias savybes formuojant peptidinj rysj parodé aktyvatorius HOAt (9), kuris struktariskai
panasus j HOBt (8) ir jo darinius (junginiai 17 ir 18), taciau dél benzeno ziede jterpto azoto atomo,
pademonstravo didesnj jungimosi greit] ir mazesn¢ racemizacijos rizikg. Azoto jsiterpimas benzeno
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ziede sukelia iSeinanc¢ios grupés stabilizacijg, taip padidindamas reaktyvuma. Be to, toks 7 padéties
pakeitimas heteroatomu i8Saukia kaimyninés grupés efekta, kuris maksimaliai sumaZina
konfigtiracijos praradimo galimybe (1.5 pav.) [3].

= N,

< LN
N7 N
Y J:O
SN R

1.5 pav. HOAt sukeliamas kaimyninés grupés efektas

Siekiant pagreitinti ir supaprastinti peptidy sintez¢ pradéti naudoti aktyvatoriai, struktiiroje turintys
fosfonio katijong. Pastebé&jus, kad Sie jungiamieji reagentai skatina spartesnj peptidy jungimasi nei
karbodiimidai, jie greitai pritaikyti pramonéje. Taciau, iStyrus, kad ilgg laikg placiai naudotas
BOP (20) reakcijy metu iSskiria kenksmingg Salutinj produkta3 HMPA (21), pasizymintj
kancerogeninémis savybémis, mokslininkai iki §iol iesko efektyviy ir saugiy fosfonio dariniy
(1.2 schema) [8].

©[‘N+|O|@ 0s o

, I ©
N RTC-0 ™ |R-C-0-P—(NMe,); OBt
®
O_P_(NM62)3
o
PFq
20 (BOP) o

1
R-C-OBt + O=P—(NMe,);
22 21 (HMPA)
1.2 schema

Tyrimo metu atlikta H-Arg(NO2)-Lys(Z)-Asp(OBn)-Val-Tyr-OH ciklizacijos reakcija, siekiant
palyginti jvairiy fosfonio dariniy veiksmingumg tomis paciomis salygomis (1 ekv. jungiamojo
reagento esant 2 ekv. tretinés bazés) (1.6 pav.). Eksperimento metu ciklizacijos iSeiga nustatyta pagal
koncentracijy santykj tarp ciklopeptido ir atitinkamo linijinio peptido. Ivertinta, kad didziausia iSeiga
pasizyméjo peptidas, kurio sintezéje naudotas PyAOP (26) jungiamasis reagentas — po 1 val. iSeiga
sieké 56 %. Tuo tarpu naudojant BOP (20) susintetinta tik 38 % tikslinio produkto, i§ kurio 20,2 %
epimerizavosi Salutiniy reakcijy metu [3].

PFg N N &

N o _ )
0‘2’%“@ >3 /@/ : P (N O‘Pf“‘g )3

PFq PFo PFq

N N N
\ ; N AN
N N2 e 7S Y
) N o/ - | °N “ )
0P NN e
)

23 (PyBOP) 24 (BOMP) 25 (AOP) 26 (PyAOP)
1.6 pav. Tyrime naudoti fosfonio drusky jungiamieji reagentai

Taikant skystos fazés sinteze, tomis paciomis saglygomis sintetinti biologiskai aktyviis, prieSvézinémis
savybémis pasizymintys didemninai (27), nattraliai iSskiriami i§ jlrose gyvenanciy bestuburiy
gyviny (1.7 pav.). Gauti rezultatai dar kartg patvirtino, kad geriausiomis savybémis sudarant
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peptidin} rys] pasizymi PyAOP aktyvatorius 26 — gauto peptido iSeiga po 1 val. siek¢ 70 %.
Biologiskai aktyviy junginiy sintezei naudotas hidroksilamino HOAt (9) priedas. Atliktas tyrimas
irodé, kad fosfonio junginiai, strukttriSkai panasiis i HOAt ir benzeno Ziedo 7-oje padétyje turintys
heteroatoma, pasizymi didziausiu aktyvumu formuojant esterines ir amidines jungtis [3].

Didemninas A: R'=Me, R=H
Didemninas B: R' = Me, R = Lac-Pro
Didemninas B: R'=H, R = Lac-Pro

NMeR

PyAOP/HOAL, 70 %
HATU/HOAL, 76 %
PyBrOP, 37 %

*;&
ey

1.7 pav. Priesvézinémis savybémis pasizymintys didemninai

Ieskant jungiamyjy reagenty, kurie pasizyméty didesniu reaktyvumu sudarant aktyviuosius esterius,
siekta sujungti karbodiimidy jungiamyjy reagenty ir racemizacija slopinanciy junginiy savybes |
vieng molekulg [9]. HOBt ir HOAt jungiamyjy reagenty pagrindu sukurti aminio drusky aktyvatoriai
28-40, kuriy efektyvumas palygintas peptidy sintezés metu (1.8 pav.). Tyrimo metu sintetintos Ala-
Ala-MeAla-Ala-Ala, (3 + 3), Z-Gly-Gly-Val-OH + Ala-Gly-GlyPAL-PS ir Z-Phe- Val-OH + Pro-PAL-
PS (2+1) sekos. Gauti rezultatai parode, kad akivaizdy pranasuma polipeptidy susidaryme
pademonstravo HOAt kilmés jungiamieji reagentai HAPyU (32) ir HATU (29), lyginant su HBTU
(28), TBTU (33) ir kitais, HOBt strukttirai gimini$kais junginiais. Didelj reaktyvuma ir sintezés greit]
bei mazg racemizacijos laipsnj nulémé HATU ir HAPyU piridino struktirose esantis azoto atomas,
kuris sukeldamas kaimyninés grupés efekta prisideda prie molekulés stabilizacijos [3].

O @ o)
= | N\ @ @ EG_)
N :
, - N N
Ay crvo QL Gy o v s
ho Fre C+> N F, N spClg
P NMe /C‘NMe Q )O@ H \r?
NMeZ NMe2 2 e) 2 C/ o NMez NMe2 M "Me
PFB PFG
28 (HBTU); X=CH 30 (N-HBTU); X=CH 32 (HAPyU) 33 (TBTU); X=CH 35 (BOMI)
29 (HATU); X=N 31 (N-HATU); X =N 34 (TATU); X =N
Z Me g F
Nen I N N®
' Sy N \
N\ X \ QO F -N
O?@@ e} O@
0 N ©) o
sbCly ME sl N sbcly - F SbCl
36 (DOMP) 37 (BDMP); X = H 39 (FOMP) 40 (SOMP)
38 (AOMP); X =

1.8 pav. Tyrime naudoti aminio drusky jungiamieji reagentai
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Iki 81y dieny aminio druskos efektyviai naudojamos makrociklinimo reakcijose, jungiant sudétingas
molekules. Naudojant HATU jungiamajj reagenta sintetinamas prieSvéziniam gydymui skirtas
antibiotikas himastatinas (41), nattraliai randamas Strepthomyces hygroscopicus bakterijose
(1.9 pav.) [10].

1.9 pav. Farmacijoje naudojamas antibiotikas — himastatinas

Siais laikais peptidai tampa vis svarbesni siekiant iSrasti veiksmingus vaistus ar diagnozuoti ligas,
tatiau jy kaina, palyginti su pigiomis aminoriigi¢iy pradinémis medziagomis, yra labai didelé. Siuo
tikslu mokslininkai kuria naujas sintezes strategijas, kurios leisty peptidus gaminti uz priimting kaing
[11].

Neseniai mokslininkai aminoriig§¢iy aktyvacijai panaudojo etoksiacetileng, kurios metu susidaro
aktyvis 1-etoksivinilo esteriai 42, galintys suformuoti amidus ar peptidus. Reakcijos metu
i$skiriamas vienintelis Salutinis produktas — etilo acetatas (1.3 schema). Deja, bet §i sintezés strategija
nepasiteisino, nes peptidinio rysio formavimas vyko labai létai, o kambario temperatiiroje nestabilus
etoksiacetilenas apsunkino reakcijos eigg [12].

R 0]
O /2 H—==—OFt
L+ mN - R)LN/R3
R OH \ Hg / Ru katalizatorius 1 |
R3 R2
/R3
H H HN\
Hg / Ru katalizatorius )CJ)\ I R,
R O~ “OEt
42
1.3 schema

Ikvépti Sio eksperimento, tyréjai sukiiré strukttiriSkai panasy, azoto atomg turint] jungiamajj reagentg
inaming, kurio pagalba suformuojamas aktyvusis esteris 43 (1.4 schema, a). Pastebéjus, kad
dipeptidai ir tripeptidai linke j stiprig racemizacija, ] molekule jterpta elektronus atitraukianti EWG
grupé, veikianti ,,push — pull* principu (1.4 schema, b). Nors racemizacijos problema jvedus funkcing
grupe buvo iSspresta, tac¢iau dél per mazo Siluminio stabilumo, aktyvatoriaus naudojimas sunkiai
pritaikomas cheminéje sintez¢je [13].
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R,—=——NMe, OHIR“ R; Ry
‘ a R1)ko NMe, l
43 10
0
R
A R
R{ "OH F|{
2
0 H
b g S G
1 ( . . 3 N2
Ry O NR
o NRZ)@LMe i 2
45
é Me 44
R,NH
1.4 schema

Moksliné grupé, vadovaujama Long Hu ir Junfeng Zhao i§ Kinijos provincijos [15] nusprendé
pasinaudoti atlikty tyrimy rezultatais ir peptidy sintezéje pirma karta panaudojo inamidg su jterpta
EWG grupe. Istirta, kad Sie junginiai turi daug pranasumy, lyginant su inaminais — pasizymi terminiu
stabilumu, néra jautris drégmei ar orui, lengvai pritaikomi ir panaudojami. Taip pat, dél indukcinj
efekta sukelian¢ios EWG grupés, aktyvatoriai beveik neutrallis. Reakcijos metu suformuojamas
aktyvusis esteris a-eciloksigenamidas 46, su aminais sudarantis amidus (1.5 schema). Siuo pagrindu
sukurti du veiksmingi jungiamieji reagentai MYTSA (47) ir MYMSsA (48), Svelniomis reakcijos
saglygomis formuojantys peptidines jungtis [11].

o) R, 0 R,
PaiN I, or, MYTSATMYMSA — pain L ORs
: HN CH,Cl, , kit =N
E 2l KL R H o
Ry O 1
Ry
OR
O H H HZNJ}( 3
| o]
PGHN I _Ms
%O N CH,Cl, , k..
R, Me
46
Ts Ms
=N =N
Me Me
47 (MYTsA) 48 (MYMsA)
1.5 schema

Efektyvumui nustatyti atliktas eksperimentas, kurio metu peptidy sintezei panaudoti jvairGs
jungiamieji reagentai (1.6 schema). Rezultatai parodé, kad peptidai, gauti naudojant inamidinius
junginius MYTSsA ir MYMSsA, islaiké optinj aktyvuma ir pasizyméjo ypac auksta iSeiga — 94 % ir
99 % atitinkamai (1.1 lentelé) [11].

o oBu
OtBu HaN \)J\OtBu Jungiamasis reagentas H
+ H Fmoc\N N¢J\OtB
Fmoc.. OH ~_Me CH,Cl, , 25 °C H : u
N >~ o Me
Hoo Me \(
Me
A B 49-55
1.6 schema
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1.1 lentelé. Jvairiy jungiamyjy reagenty jtaka peptidinio ry$io susidarymui

Bandymo nr. | Jungiamasis reagentas Priedas Laikas ISeiga, % HPLC
49 HBTU DIPEA 10 min. 90 82:18
50 HATU DIPEA 10 min. 70 87:13
51 PyBOP DIPEA 10 min. 91 88:12
52 DCC - 10 min. 98 91:9
53 DEPBT DIPEA 20 min. 61 99:1
54 MY MsA - 22 val. 99 100:0
55 MYTsA - 22 val. 94 100:0

Reakcijos salygos: A (0,2 mmol), B (0,22 mmol), jungiamasis reagentas (0,22 mmol), DIPEA (0,4 mmol).

Pastebéjus, kad jungiamasis reagentas MYMsA (48) pasizyméjo geriausiomis savybémis bei
didziausia iSeiga (99 %), nuspresta naudojant §j aktyvatoriy atlikti pentapeptido Leu—enkefalino
sinteze (56) (1.7 schema) [11]. Biologiskai aktyvus junginys nattraliai randamas gyviny bei zmoniy
smegenyse. Leu—enkefalinas sukelia neigiamas emaocijas bei pasizymi analgetinémis savybémis [14].

OBn

b9
N
n o Fmoc™ \:)J\OH +
AN \)J\onau S

\Ej H,N
Fmoc_ OH (0]
HN

(0]
1. MYMsA, CH,Cl,, 35 °C 24 val., 95 % 1. MYMsA, CH,Cl,, 35 °C 18 val., 97 %
2. TFA, CH,Cl,, k.t. 1 val., 95 % 2. Et,NH, MeOH, k.t. 1 val., 99 %
OBn

(6]
(6]
H + H N\)L OtBu
N 2
Fmoc” \)J\OH H ”

H o
F < N
e O

1. MYMsA, CH,Cl,, 35 °C 48 val., 95 %
2. Ety,NH, MeOH, k.t. 1 val., 99 %

(0]
H
HQN/WN\E)LH OtBu
o z

\@ o
MYMsA, CH,Cl,, 35 °C, 48 val., 70 % |

!

OBn

(0] (0]
H
Fmoc\N HN\AN/\WN%N OtBu
H H N
0] 0] \© (0]
56
1.7 schema

Atlikus septyniy pakopy sinteze, gauto produkto iSeiga sieké 58 %, racemizacijos poZymiy
nenustatyta. Tai parod¢, kad inamidai gali biiti s€ékmingai pritaikomi ne tik dipeptidy ar tripeptidy
sintezei, bet ir ilgesniy peptidy fragmenty kondensacijai, iSlaikant optinj aktyvuma [11].
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1.2. Peptidy biologinés savybés

Svarbiausias biologines peptidy savybes nulemia tiksli aminortg$ciy seka grandinéje. Peptidal,
turintys tam tikras Sonines funkcines grupes ar heteroatomus grandinéje, dalyvauja joms btidingose
cheminése reakcijose ir lemia platy peptidy biologiniy ir cheminiy savybiy spektra — demonstruoja
antioksidacines, antibakterines, prieSvirusines ir prieSvézines savybes [5].

Maliarija— placiai subtropiniuose regionuose paplitusi virusiné liga, kurig sukelia Plasmodium Seimai
priklausantys pirmuonys parazitai: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale ir P. knowlesi [15].
Siekiant sustabdyti Sios, Simtus tiikstan¢iy gyvybiy kasmet nusineSancios, ligos plitimg, vienas i
svarbiausiy tiksly iSlicka efektyvios vakcinos sukiirimas. Lemuel Pérez — Picaso moksliné grupé [16]
nusprend¢ atlikti tyrima, kurio metu tirtas cikliniy ir linijiniy dipeptidy antimaliarinis poveikis.

Tyrimo metu susintetinta 13 linijiniy dipeptidy (57a—m) bei 10 diketopiperaziny (58a—j) — gamtoje
randamy cikliniy peptidy, dél savitos struktiiros demonstruojanciy jvairias gydomasias savybes
(1.10 pav.). Siekiant nustatyti stipriausig antimaliarinj poveikj lemiancias aminoriigstis, peptidy
sintezei naudoti neproteinogeniniai dariniai sarkozinas ir ornitinas, aromatinémis savybémis
pasizymintys fenilalaninas ir glicinas bei alifatines ir hidrofobines ypatybes demonstruojantys lizinas
ir valinas [16].

R
Ry R, O |
) (0] N R
Boc N R4 3
\HN&( o I I
O R R N~ 0
3 1 H

57 58

: R=(S)-Pr-NHCbz; R,=H; R;=Bn; R,=tBu
: R;=(S)-Pr-NHCbz; R,=H; R;=Bn; R,=Me
¢: R;=(S)-Pr-NHCbz; R,=H; R;=iPr; R,=tBu
d: R |=(R)-Pr-NHCbz; R,=H; R;=iPr; R,=Me
: R;=(R)-Pr-NHCbz; R,=H; R;=iPr; R,=tBu

: R{=(8)-Pr-NHCbz; R,=H; R;=Bn
: R;=(5)-Pr-NHCbz; R,=H; R;=iPr
: R;=(R)-Pr-NHCbz; R,=H; R;=iPr
: R;=(5)-Bu-NHCbz; R,=H; R;=iPr
: Ry=(5)-Bn; R,=H; R3=(S)-Bn

o [
[ = "R c T — ]

f: R;=(5)-Bn; R,=H; R3=(S)-Bn; R,=/Bu f: R,=(5)-iPr; R,=H; R;=Bn

g: R;=(8)-Bn; R,=H; R;=iPr; R4=rBu g: R;=(S)-Bn; R,=CHj;; R=H
h: R;=(S)-Bn; R,=CH;; R;=H; R,=Me h: R=(S5)-iPr; R,=H; R3=(S)-iPr
i: R;=(S)-Bn; R,=CHj3; R;=H; R,=Bu i: Ry=H; R,=H; R;=Bn

J: Ri=(8)-iPr; R,=H; R3=(S)-iPr; R4,=Bu j: R=H; R,=H; R;=iPr

k: R;=(S)-iPr; R,=H; R;=Bn; R,=Bu
I: R;=H; R,=H; R3=iPr; R4=tBu
m: R,=H; R,=H; R;=Bn; R,=/Bu

1.10 pav. Tyrime susintetinti linijiniai ir cikliniai dipeptidai

Antimaliarinis junginiy poveikis tirtas in vitro naudojant P. berghei vienalgstj parazita. Slopinancioji
koncentracija palyginta su maliarijai gydyti placiai naudojamu vaistiniu preparatu — chlorokvinu
(ICso verte 0,06 uM). Gauti rezultatai parodé, kad stipriausiomis antimaliarinémis savybémis
pasiZzymeéjo tie linijiniai ir cikliniai peptidai, kuriy struktiiroje pradiné liekana yra hidrofobine
aminortgstis valinas arba neproteinogeniné aminoriigstis sarkozinas (1.2 lentel¢).

Junginiai 57d ir 57e (ICso vertés 3,05 uM ir 2,78 uM) bei junginiai 57h, 57i ir 58g (ICso vertés
3,63 uM, 3,38 uM ir 2,26 uM) pademonstravo stipry P. berghei parazity kultiiros augimo slopinima.
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579 junginys taip pat pasizyméjo stipriu antimaliariniu poveikiu (3,23 uM), taciau jo analogas,
atvirkstinés sekos linijinis dipeptidas 57k pademonstravo daugiau nei du kartus silpnesnj aktyvuma
(7,07 uM). Nustatyta, kad maziausiu efektyvumu pasizyméjo tie linijiniai peptidai, kuriy pradiné
aminortgsties lickana fenilalaninas (junginiai 57a, 57b, 57f, 57m). Remiantis dipeptidy sekomis
susintetinti  diketopiperazinai daugumoje iSskirtiniu poveikiu nepasizyméjo — slopinamoji
koncentracija atitiko linijiniy dipeptidy antimaliarinj aktyvuma (pavyzdziui junginio 57d ICso verté
3,05 uM, o atitinkamo diketopiperazino 58c — 3,09 uM). Tac¢iau, aktyvumu nepasizymeéje fenilalanino
aminoragst] turintys atviros grandinés peptidai 57f ir 57m (ICso verté 112,20 uM ir 164,05 uM),
ciklinéje formoje (junginiai 58e ir 58i) pademonstravo stebinanc¢ius P. berghei kultiros slopinimo
skirtumus (ICsp verté 2,54 uM ir 4,26 uM). Pastebéta, kad akivaizdzius antimaliarinio aktyvumo
pokyCius lémé aminortigsciy liekany konfigiiracija — D forma pasizyméjo Zenkliai didesniu
efektyvumu nei L (junginiai 57c—e bei 58b—c). Nustatyta, kad apsauginés grupés rezultatams didelés
itakos neturéjo [16].

1.2 lentelé. Dipeptidy 57a—m ir 58a—j ICso vertés (uM) slopinant P. berghei kultiros augima

Junginys (200 pM) 1Cs0 (M) Junginys (200 pM) 1Cs0 (uM)
Boc-0Orn(2)-Phe-O'Bu (57a) >200 Boc-Gly-Phe-O'Bu (57m) 164,05
Boc-0Orn(Z)-Phe-OMe (57b) >200 Cyclo[Phe-Orn(Z)] (58a) 123,02
Boc-0Orn(2)-Val-O'Bu (57¢) 33,88 Cyclo[Val-Orn(Z)] (58b) 66,02

Boc-D-0rn(Z)-Val-OMe (57d) 3,05 Cyclo[Val-D-0rn(2)] (58¢) 3,09
Boc-D-0Orn(Z)-Val-O'Bu (57¢) 2,78 Cyclo[Val-Lys(Z)] (58d) 3,12
Boc-Phe-Phe-O'Bu (57f) 112,20 Cyclo(Phe-Phe) (58¢) 2,54
Boc-Phe-Val-O'Bu (579) 3,23 Cyclo(Val-Phe) (58f) 3,89
Boc-Phe-Sar-OMe (57h) 3,63 Cyclo(Sar-Phe) (58g) 2,26
Boc-Phe-Sar-O'Bu (57i) 3,38 Cyclo(Val-Val) (58h) 2,45
Boc-Val-Val-O'Bu (57j) 2,81 Cyclo(Phe-Gly) (58i) 4,26
Boc-Val-Phe-O'Bu (57k) 7,07 Cyclo(Val-Gly) (58j) 3,23
Boc-Gly-Val-O'Bu (571) 3,16 Chlorokvinas 0,06

Atliktas tyrimas patvirtino, kad siekiant sukurti veiksmingus vaistus maliarijai gydyti, nebiitina
ieSkoti ilgy ir sudétingy struktiiry — tyrimo metu susintetinti linijiniai ir cikliniai dipeptidai gali biiti
puikiai pritaikomi tolimesniems in vitro tyrimams su kitais Plasmodium Seimos parazitais, tokiais
kaip P. falciparum ar P. vivax [16].

fV W =

svarbiausias priezastis, sukelianCias negrjztamus lgsteliy pakitimus organizmuose. Baltymy
fosforilinimas — vienas reik§mingiausiy reguliaciniy lastelés vidaus signalo perdavimo mechanizmy.
Sis procesas svarbus vykdant biochemines reakcijas, tokias kaip metabolizmas, geny kopijavimas ar
lastelés gyvavimo ciklo valdymas. Biitent fosforilinimo sutrikimai, o ypa¢ per didelis baltymo kinazés
B (PKB) aktyvumas siejamas su dazna véziniy susirgimy priezastimi [17,18]. Kinijos mokslininky
grupé [19], siekdama atrasti efektyvius vaistinius preparatus, pasizymincius inhibitoriniu poveikiu
pries PKB, susintetino peptidus 3-ioje, 4-0je ir 6-0je padétyse turin¢ius jvairius pakaitus (1.11 pav.).
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N N
H H
59 60
a: R|=H; Ry=H; Ry=H a: R;=H; R,=Cl; Ry=3,4-difluoro
b: R =H; R,=H; Ry=3.4-difluoro b: R,=H; R,=Br; R;=3,4-difluoro
¢: R;=Cl; R,=Cl; R;=H ¢: R,=Cl; R,=Cl; R;=4-CF,

e: R;=Cl; R,=Cl; R;=4-CF;
f: R,=Cl; R,=Cl; R3=3,4-difluoro

Piperidino arba pirolidino fragmenta turintys junginiai gauti naudojant EDC ir HOBt jungiamuosius
reagentus. Jy inhibicinis poveikis tirtas in vitro ir in vivo metodais. Gauti rezultatai parodé
halogeniniy pakaity jtaka slopinant PKB. Junginys 59a, kurio visi pakaitai vandeniliai,
pademonstravo 709,6 nM 50 % slopinimo verte. Taciau, i struktiirg jterpus fluoro bei chloro pakaitus
(junginiai 59b-59f), PKB slopinamasis poveikis akivaizdziai padidéjo, o junginiy 59e bei 59f
aktyvumas pasizyméjo pana$ia slopinamaja galia (ICso vertés 7,2 nM ir 6,4 nM) kaip ir kontroliniu
preparatu pasirinktas GSK-795 (61) (1Cso verté 4,7 nM) (1.12 pav.). Pastebéta, kad piperidino fragmentg
pakeitus pirolidinu, junginiy 60a—C aktyvumas smarkiai sumazéjo (ICso vertés > 500 nM). IStyrus
halogeny svarba junginiy aktyvumui, tolimesniems tyrimams, siekiant nustatyti optimalig junginiy
konfigiiracijg, pasirinkti stipriausias savybes pademonstrave piperidino dariniai, 3-ioje ir 4-oje
padétyse pakaitus tyrintys 59e ir 59f peptidai [19].

F
F
IYIe Cl
N’N / (0] H
| Y/ > N
Cl (0]
NH,
61

1.12 pav. Etalonas, PKB slopinantis vaistas GSK—795

Panaudojus Jorgenseno — Hayashi katalizatoriy, gauti keturi skirtingy konfigiiracijy peptidai 59g—j
(1.3 lentel¢). Jy aktyvumui jvertinti pasirinktos kelios skirtingy véziniy lasteliy linijos — OVCAR-8 ir
HCT116. Nustatyta, kad 3S,4S enantiomery (junginiai 599 ir 59i) aktyvumas Zymiai geresnis nei
3R,4R enantiomery (junginiai 59h ir 59j). Geriausiomis savybémis slopinant véziniy lasteliy
vystymasi bei PKB pasizyméjo peptidas 591 — gautos vertés kur kas aukstesnés uz GSK—795 (61),
kuris tyrime naudotas kaip etaloninis inhibitorius slopinant baltymo kinaze¢ B. [vertinus 59i peptido
pranasuma, tyrimas tgstas in vivo, naudojant gyviinus. IStirta, kad pelése junginys pasiZyméjo gera
farmakokinetika ir lengvu cheminio preparato jsisavinimu (97,9 %). Peptido prieSvézinis aktyvumas
tirtas naudojant MM1S daugybinés mielomos ksenografo modelj — suvartojus 10 mg/kg dozg, po 22
dieny nustatytas 87,5 % véziniy lgsteliy augimo slopinimas [19].
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1.3 lentelé. Peptidy 59g—j inhibitorinio PKB poveikio ir priesvézinio aktyvumo rezultatai

Me Cl | g
n-N /0
Wan
cl o .
H
59¢ R = 4-CF,

59f R = 3,4-difluoro

X
NMe Cl | /—R
N~ /0 v
| H =
. = N
o )
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> < (38,45)-59% R = 4-CF,

38, 4S)-59f R = 3,4-difluoro

Me Cl | e
\ n-N
)3 u
an
cl
° N
H

(3R, 4R)-59¢ R = 4-CF,
(3R, 4R)-59f R = 3 4-difluoro

Junginio nr. Aktl ICso (NM) OVCAR-8 (uM) HCT116 (uM)
(3S,4S)-59¢ (599) 9,3 0,12 0,28
(3R,4R)-59¢ (59h) 127,4 0,90 1,05
(3S,4S)-59f (59i) 3,0 0,04 0,21
(3R,4R)-59f (59j) 51,2 0,49 1,09

GSK-795 (61) 8,3 0,24 0,72

PanaSy tyrima atliko J. Zhang vadovaujama moksliné¢ grupé, kuri susintetino nekovalentiniy,

piperidino fragmenta turin¢iy peptidy serija, siekiant jvertinti gauty junginiy slopinamajj proteasomy
poveikj [20]. Proteosomos atlicka svarbias biochemines reakcijas — reguliuoja pazeisty peptidy
skaidyma, gamina antigenus, perduoda signalus ir vykdo lasteliy transkripcijg ir diferenciacija,
uztikrinancig tinkamg homeostazing aplinkg [21]. Taciau, sutrikus tinkamai proteosomy veiklai,

organizmas nesugeba dorotis su kenksmingais baltymais ir 1asteliy DNR pazeidZiama, taip padidinant

veziniy lasteliy atsiradimo rizika. PrieSvéZiniai vaistai, slopinantys proteosomy veikla, placiai
naudojami kraujo véziui gydyti, populiariausi i$ jy — bortezomibas, iksazomibas ir karfilzomibas

(1.13 pav.) [22].

0 Z 0
N AL A N
[N/ "o ’\(

Bortezomibas (62)

cl o !

IH ”/7)( p/

“OH HO™" ~OH
ci

Iksazomibas (63)

Karfilzomibas (64)

1.13 pav. Kraujo véziui gydyti naudojami vaistiniai preparatai
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Dauguma kuriamy vaisty, pasizymin¢iy proteasomy slopinamuoju poveikiu, yra kovalentiniai.
Taciau pastebima, kad tokia struktiira turi jtakos stipriems Salutiniams poveikiams, junginiai pasizymi
dideliu reaktyvumu, dél ko sumazéja jy specifiskumas. Siuo tikslu susintetinti 65a—n nekovalentiniai
peptidai, kuriy poveikis tirtas in vitro (1.14 pav.) [20].

o Ry |, O Cl
R o =
X
p

65
a: R,=Pyrazin-2-yl; X=-NHCO- R,=Methyl h: R,=Pyrazin-2-yl; X=CONH- R,=Phenylethyl
b: R,=Pyrazin-2-yl; X=-CONH- R,=Methyl i: R;=Phenyl; X=-NHCO- R,=Phenylethyl
¢: R;=Pyrazin-2-yl; X=-NHCO- R,=Iso-butyl j: Ry=4-Fluorophenyl; X=-NHCO- R,=Phenylethyl
d: R,=Pyrazin-2-yl; X=-CONH- R,=Iso-butyl k: R;=4-Methoxyphenyl; X=-NHCO- R,=Phenylethyl
e: R =Pyrazin-2-yl; X=-NHCO- R,=Benzyl I: R;=Pyridin-2-yl; X=-NHCO- R,=Phenylethyl
f: R,=Pyrazin-2-yl; X=-CONH- R,=Benzyl m: R ,=Pyridin-3-yl; X=-NHCO- R,=Phenylethyl
g: R,=Pyrazin-2-yl; X=-NHCO- R,=Phenylethyl n: R;=Thiazol-2-yl; X=-NHCO- R,=Phenylethyl

1.14 pav. Susintetinti proteosomy inhibitoriai

Struktiiros ir aktyvumo santykio analizé (1.4 lentel¢) parodé¢, kad dauguma susintetinty peptidy
pasizyméjo proteasomy slopinimu (<100 nM), o 4 junginiai (65i, 65I, 65m ir 65n) pademonstravo
ypac stipry inhibitorinj poveikj ir geresnes savybes nei kontrolei parinktas vaistas karfilzomibas (64).
Nustatyta, kad skirtingi pakaitai R2 padétyje stipriai lémé aktyvumo skirtumus. Izobutilo ir feniletilo
pakaitus turintys junginiai 65c, 65d, 65g, 65h pasizyméjo daug stipresniu aktyvumu nei metilo ar
benzilo pakaitus turintys peptidai 65a, 65b, 65e, 65f. Taip pat pastebéta, kad junginiai su karbamoilo
grupe —-NHCO- (65a, 65€, 65g) X padétyje pademonstravo aukstesnes slopinimo vertes nei tie, kurie
X padétyje turéjo acilamino grupe —-CONH- (65b, 65d, 65f, 65h). Maziausig jtakg slopinimui lémé
R1 pakaitai. Remiantis proteosomy chimotripsino slopinamuoju poveikiu, atrinkti aukS¢iausias vertes
parod¢ peptidai (junginiai 65c, 65g, 65i—n), kurie toliau tirti in vitro prie§ véziniy lasteliy linijas
RPMI 8226 ir MM-1S. Stipriausia antiproliferacine veikla pasizyméjo junginys 65m (ICso vertés
13,9 £ 1,8 nM prie§ RPMI 8226 ir 9,5 = 0,5 nM prie§ MM-1S vézZines lasteles), kurio poveikj nuspresta
palyginti su peptido analogu be piperidino Ziedo. Palygintas fermentinis stabilumas ir pusinés
eliminacijos laikas peliy kraujyje ir plazmoje. Junginys 65m parodé kur kas ilgesnj eliminacijos
pusperiodj (435,3 min. plazmoje ir 178,7 min. kraujyje) palyginus su analogu, neturin¢iu piperidino
fragmento (285,3 min. plazmoje ir 111,0 min. kraujyje) [20].

1.4 lentelé. Peptidy slopinamojo ir citotoksinio aktyvumo rezultatai

. Chimotripsinas CitotoksiSkumas ICso (M)
Junginio nr. ICs0 (NM) RPMI 8226 MM-1S

65a 601,4 +129,0 - -

65b 669,9 + 94,9 - -

65¢c 16,6 1,7 371,1+£23,4 260,9 +9,7

65d 457+1,1 - -

65e 152,9 £26,3 — -

65f 343,9+ 69,7 - -

22



. Chimotripsinas Citotoksiskumas ICso (M)
Junginio nr. ICso (NM) RPMI 8226 MM-1S
65¢g 14,7+24 195,7 + 18,1 1353+ 6,6
65h 23,7+3,5 - -
65i 3,004 18,5+2,9 20,2+ 1,4
65j 169+2.0 943+34 106,7 + 5,7
65k 15,7+1,3 84,6 5,9 92,9+ 6,1
65l 2,4+1,0 247+13 222+33
65m 1,4+0,1 139+1.,8 9,5+0,5
65n 43+0,9 29,5+ 1,1 32,5+3,4
Karfilzomibas (64) 8.4+0,9 13,2+0,6 1,5+0,6

Mokslinés grupés atliktu tyrimu nustatyta, kad piperidino Ziedas, jterptas j peptido struktiirg, pagerina
junginio aktyvuma slopinant proteosomas ir véziniy lasteliy augima bei padidina fermentinj
biologiskai aktyviy junginiy stabiluma [20]. [rodyta, kad nekovalentiniai peptidai gali buiti efektyviai
taikomi véziniy susirgimy tyrimams ir gydymui.

1.3. Literatiiros apzvalgos apibendrinimas

Platus jungiamyjy reagenty ir aktyvatoriy pasirinkimo diapazonas leidzia optimizuoti peptidy sinteze,
siekiant gauti didZiausig iSeiga ir maksimaliai sumazinti racemizacijos galimybe. Siame skyriuje
aptarti klasikiniai, pla¢iai naudojami ir neseniai atrasti jungiamieji reagentai bei jy veikimo
mechanizmai, apzvelgti aktyvatoriy pranasSumai ir trikumai. Aptarti peptidai, turintys pirazolo ir
piperidino fragmentus, pasizymi stipriomis antioksidacinémis, antibakterinémis, antivirusinémis ir
priesvézinémis savybémis, todél gali buti pritaikomi sudétingy ir progresuojanciy ligy gydymui bei
veiksmingy biotechnologiniy preparaty gamybai.
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2. Medziagos ir tyrimy metodai

2.1. Naudota aparatiira ir tyrimy metodai

Pradiniai junginiai (R)-1-N-Boc-pipekolio rugstis ir (S)-1-N-Boc-pipekolio rugstis, peptidy sintezés
jungiamieji reagentai bei kiti naudoti cheminiai junginiai pirkti i§ Zinomy komerciniy Saltiniy, tokiy
kaip ,,Sigma—Aldrich® ar ,,Fluorochem* kompanijy bei papildomai negryninti. Reakcijy vykdymui ir
gryninimui naudoti tirpikliai jsigyti i§ ,,Eurochemicals® ir ,,Sigma—Aldrich® jmoniy, gryninti
distiliacijos metodu. Reakcijy eiga ir baigtis tikrinti plonasluoksnés chromatografijos biidu naudojant
Silica-Gel 60F-254 ploksteles (E. Merck). Taskai ant ploksteliy stebéti UV lempos S$viesoje
(254 nm), ryskinti KMnOg4 ar jodo garais. Reakcijy produkty gryninimui pasirinktas kolonélinés
chromatografijos metodas, naudojant Silica—Gel SI 60 (43-60 pm) (E. Merck). Tarpiniy ir galutiniy
junginiy struktiiros nustatytos infraraudonosios spektroskopijos (IR), branduoliy magnetinio
rezonanso (BMR) bei masiy spektrometriniais (MS) metodais. IR spektrai uzras$yti Bruker Vertex
V70 prietaisu, naudojant vieno atspindzio deimantinj Platinum ATR prieda, ruoSiant supresuotas KBr
tabletes. Banginé skalé A sugraduota cm™. Branduoliy magnetinio rezonanso (BMR) spektrai matuoti
Bruker Avance I11 (400 MHz —'H BMR, 101 MHz — 3C BMR) spektrometru, naudojant deuteriuot
tirpikli CDCls. Cheminis poslinkis & spektruose iSreikStas milijoninémis dalimis (m.d.). Gauti
spektrai apdoroti MestreNova programine jranga, nustatyti multipletiSkumai bei J reik§més néra
koreguotos. Masés spektrai (MS) nustatyti naudojant Shimadzu LCMS-2020 (ESI jonizacija)
spektrometrg (El, 70 eV). Junginiy stereochemijai patvirtinti atlikti specifiniai optinio sukimosi
tyrimai UniPol-L SCHMIDT+HAENSCH poliarimetru, ruosiant tiriamuosius tirpalus metanolyje.

2.2. Naujuy junginiy sintezés metodika
Pradiniy junginiy 1-4 sintez¢ atlikta pagal zinomas metodikas [23,24].
2.2.1. Bendras pirazolo junginiy sintezés apraSymas

Atitinkamas  tret-butil-2-(3-(dimetilamino)-2-(metoksikarbonil)akriloil)piperidin-1-karboksilatas
(1 ekv.) istirpinamas etanolyje (15 ml). | miSinj jdedamas hidrazino hidrochloridas (1,2 ekv.) ir
reakcija vykdoma 6 val. 75 °C temperatiiroje ant magnetinés maiSyklés. Reakcijos pabaiga nustatoma
plonasluoksnés chromatografijos metodu. Etanolis paSalinamas distiliacijos biidu. Gautas miSinys
iSgryninamas kolonélinés chromatografijos metodu, naudojamas eliuentas: heksanas — etilacetatas,
turiniu santykiu 3:1.

Tret-butil-(2R)-2-[1-(4-chlorfenil)-4-(metoksikarbonil)-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-
karboksilatas (5a)

@) 0]
C21H26C1N3O4 [}] 74 /
N—N

419,9 g/mol Boc

_CH3

Cl

24



Reakcija vykdyta pagal bendrajj pirazoly sintezés apraSyma, naudojant (R,Z)-tret-butil-2-(3-
(dimetilamino)-2-(metoksikarbonil)akriloil)piperidin-1-karboksilata (2) (0,3 g, 0,89 mmol) ir 4-
chlorfenilhidrazino hidrochlorida (0,19 g, 1,07 mmol). Gauta ryskiai oranzinés spalvos dervos
pavidalo medziaga.

ISeiga: 0,213 g (57 %).

[a]p!t = 41,6.

'H BMR (400 MHz, CDCls) é: 1,29 (s, 9H, 3xCHa - t-butil); 1,36-2,23 (m, 6H, CH> — piperidino);
3,31-3,37 (m, 2H, CH2 — piperidino); 3,82 (s, 3H, OCH?3); 5,37-5,51 (m, 1H, CH — piperidino); 7,30
7,52 (m, 4H, 4xCH — fenilo); 7,96 (s, 1H, CH — pirazolo).

13C BMR (101 MHz, CDClIs) &: 19,3 (CH — piperidino); 22,0 (CH2 — piperidino); 28,0 (CHz —
piperidino); 28,4 (3xCHpa); 38,8 (CH. — piperidino); 50,8 (OCHj3); 51,5 (CH — piperidino); 80,2 (C);
111,5 (CH - pirazolo); 128,6 (2xCH); 129,4 (2xCH); 135,5 (C); 138,8 (C); 142,0 (C — pirazolo);
150,9 (C — pirazolo); 155,1 (C=0); 163,8 (C=0).

IR (KBr), v (cm™): 3369 (CHar), 2967 (CHai), 1717 (C=0), 1698 (C=0), 1550, 1391, 1231, 841 (C-
O-C, C=C, C-N, C=N).

MS, apskai¢iuota C21H26CIN3Oa4: 419 g/mol. Rasta m/z: 420 (M+H?*, 100).

Tret-butil-(2R)-2-[1-(4-bromfenil)-4-(metoksikarbonil)-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-
karboksilatas (5b)

0.0
C,1H,6BrN;04 N™ @&
464,35 g/mol Boc ;N’N

Br

~CHg

Reakcija vykdyta pagal bendrajj pirazoly sintezés apraS§yma, naudojant (R,Z)-tret-butil-2-(3-
(dimetilamino)-2-(metoksikarbonil)akriloil)piperidin-1-karboksilata (2) (0,25 g, 0,73 mmol) ir 4-
bromfenilhidrazino hidrochlorida (0,2 g, 0,87 mmol). Gauta oranzinés spalvos dervos pavidalo
medZiaga.

ISeiga: 0,172 g (51 %).

[a]ott =41,7.

'H BMR (400 MHz, CDCls) 6: 1,32 (s, 9H, 3xCHs - t-butil); 1,43-2,30 (m, 6H, CH> — piperidino);
3,35-3,41 (m, 2H, CH2 — piperidino); 3,86 (s, 3H, OCH3); 5,30-5,32 (m, 1H, CH — piperidino);
7,58 —7,63 (m, 4H, 4xCH — fenilo); 8,00 (s, 1H, CH — pirazolo).

13C BMR (101 MHz, CDClIs) 6: 19,3 (CH2 — piperidino); 22,0 (CH, — piperidino); 28,0 (CH, —
piperidino); 28,4 (3xCHa); 38,9 (CH2 — piperidino); 50,8 (OCHs3); 51,5 (CH — piperidino); 80,2 (C);
111,5 (CH — pirazolo); 123,6 (2xCH); 128,9 (2xCH); 132,4 (C); 139,3 (C); 142,1 (C — pirazolo);
150,8 (C — pirazolo); 155,1 (C=0); 163,8 (C=0).

IR (KBr), v (cm™): 3385 (CHar), 2967 (CHai), 1713 (C=0), 1698 (C=0), 1502, 1391, 1230, 838 (C-
O-C, C=C, C-N, C=N).

MS, apskaiciuota C21H26BrNzO4: 464 g/mol. Rasta m/z: 465 (M+H", 100).
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Tret-butil-(2R)-2-[1-(3,4-difluorfenil)-4-(metoksikarbonil)-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-
karboksilatas (5¢)

0._0O
@’ 2
N
C,,H,sF,N;0 \ /
214254 24N3Y4 BOC N—N

421,44 g/mol

~CH;

FF

Reakcija vykdyta pagal bendrajj pirazoly sintezés apraSyma, naudojant (R,Z)-tret-butil-2-(3-
(dimetilamino)-2-(metoksikarbonil)akriloil)piperidin-1-karboksilata (2) (0,28 g, 0,83 mmol) ir 3,4-
difluorfenilhidrazino hidrochloridg (0,18 g, 0,99 mmol). Gauta ryskiai geltonos spalvos dervos
pavidalo medziaga.

ISeiga: 0,218 g (62 %).

[a]p! = 33,1.

'H BMR (400 MHz, CDClIs) 6: 1,43 (s, 9H, 3xCHs - t-butil); 1,47-2,40 (m, 6H, CH: — piperidino);
3,34-3,40 (m, 2H, CH> — piperidino); 3,95 (s, 3H, OCHys); 5,28-5,30 (s, 1H, CH — piperidino); 7,31
7,42 (m, 3H, 3xCH —fenilo); 8,08 (s, 1H, CH — pirazolo).

13C BMR (101 MHz, CDCls) §: 19,4 (CH2 — piperidino); 22,1 (CHz — piperidino); 28,2 (CH
— piperidino); 28,4 (3xCHj3); 39,3 (CH2 — piperidino); 50,9 (OCHsa); 51,5 (CH — piperidino); 80,3
(C); 111,5 (CH — pirazolo); 117,1 (C); 117,3 (C); 117,5 (C); 117,7 (C); 123,7 (C); 123,9 (C); 142,2
(C — pirazolo); 150,9 (C — pirazolo); 155,1 (C=0); 163,7 (C=0).

IR (KBr), v (cm™): 3390 (CHar), 2970 (CHa), 1719 (C=0), 1696 (C=0), 1523, 1388, 1228, 1147,
776 (C-O-C, C=C, C-N, C=N).

MS, apskaiciuota C21H2sF2N304: 421 g/mol. Rasta m/z: 422 (M+H?*, 100).

Tret-butil-(2R)-2-{4-(metoksikarbonil)-1-[3-(trifluormetil)fenil]-1H-pirazol-5-il}piperidin-1-
karboksilatas (5d)

(@) (0]
N l//%
|
Boc N-N

F

_CH3

CpoHyeF3N304
453,45 g/mol

Reakcija vykdyta pagal bendrajj pirazoly sintezés apraSyma, naudojant (R,Z)-tret-butil-2-(3-
(dimetilamino)-2-(metoksikarbonil)akriloil)piperidin-1-karboksilatg (2) (0,26 g, 0,77 mmol) ir 3-
(trifluormetil)fenilhidrazino hidrochloridg (0,2 g, 0,93 mmol). Gauta geltonos spalvos dervos
pavidalo medZiaga.

ISeiga: 0,240 g (69 %).
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[a]p!! = 30,0.

'H BMR (400 MHz, CDCls) ¢: 1,30 (s, 9H, 3xCH3 — t-butil); 1,40-2,27 (m, 6H, CH2 — piperidino);
3,26-3,32 (m, 2H, CH. — piperidino); 3,85 (s, 3H, OCH5); 5,27-5,30 (m, 1H, CH — piperidino); 7,47—
7,82 (m, 4H, 4xCH —fenilo); 8,00 (s, 1H, CH — pirazolo).

13C BMR (101 MHz, CDCls) ¢: 19,5 (CH2 — piperidino); 22,1 (CH. — piperidino); 28,3 (3xCHs);
31,01 (CH2 — piperidino); 39,2 (CHz — piperidino); 50,9 (OCHz); 51,5 (CH — piperidino); 80,3 (C);
111,6 (CH — pirazolo); 124,4 (C); 126,3 (C); 129,9 (C); 130,6 (C); 131,6 (C); 131,9 (C); 140,8 (C);
142,3 (C — pirazolo); 151,1 (C — pirazolo); 155,1 (C=0); 163,7 (C=0).

IR (KBr), v (cm™): 3436 (CHar), 2975 (CHai), 1720 (C=0), 1699 (C=0), 1549, 1326, 1134, 811 (C-
O-C, C=C, C-N, C=N).

MS, apskaiciuota C22H26F3N304: 453 g/mol. Rasta m/z: 454 (M+H*, 100).

Tret-butil-(2S)-2-[1-(4-chlorfenil)-4-(metoksikarbonil)-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-
karboksilatas (6a)

0O+ _0-CHj
C21Hp6CIN;0O,4 ’}l d /
419,9 g/mol Boc N-N
Cl

Reakcija vykdyta pagal bendrajj pirazoly sintezés apraSyma, naudojant (S,Z)-tret-butil-2-(3-
(dimetilamino)-2-(metoksikarbonil)akriloil)piperidin-1-karboksilatg (4) (0,3 g, 0,86 mmol) ir 4-
chlorfenilhidrazino hidrochlorida (0,19 g, 1,06 mmol). Gauta rudos spalvos dervos pavidalo
medziaga.

ISeiga: 0,274 g (74 %).

[a]o™ = -41,6.

'H BMR (400 MHz, CDClIs) 6: 1,29 (s, 9H, 3xCHs - t-butil); 1,38-2,20 (m, 6H, CH: — piperidino);
3,31-3,36 (m, 2H, CH. — piperidino); 3,82 (s, 3H, OCH3); 5,25-5,28 (m, 1H, CH — piperidino); 7,40—
7,46 (m, 4H, 4xCH —fenilo); 7,96 (s, 1H, CH — pirazolo).

13C BMR (101 MHz, CDClIs) 6: 19,3 (CH2 — piperidino); 22,0 (CH, — piperidino); 28,0 (CH, —
piperidino); 28,4 (3xCHpz); 38,8 (CH2 — piperidino); 50,8 (OCH?3); 51,5 (CH — piperidino); 80,2 (C);
111,5 (CH - pirazolo); 128,6 (2xCH); 129,4 (2xCH); 135,5 (C); 138,8 (C); 142,0 (C — pirazolo);
150,9 (C — pirazolo); 155,1 (C=0); 163,8 (C=0).

IR (KBr), v (cm™): 3436 (CHar), 2976 (CHai), 1717 (C=0), 1698 (C=0), 1550, 1391, 1231, 841 (C-
O-C, C=C, C-N, C=N).

MS, apskaiciuota C21H26CIN3O4: 419 g/mol. Rasta m/z: 420 (M+H", 100).
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Tret-butil-(2S)-2-[1-(4-bromfenil)-4-(metoksikarbonil)-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-
karboksilatas (6b)

O+ _0O-CHj
(s)
C,1Hy6BrN;0,4 (Nj\;\%
!
464,35 g/mol Boc N-N

Br

Reakcija vykdyta pagal bendrgjj pirazoly sintezés apraSymg, naudojant (S,Z)-tret-butil-2-(3-
(dimetilamino)-2-(metoksikarbonil)akriloil)piperidin-1-karboksilata (4) (0,32 g, 0,93 mmol) ir 4-
bromfenilhidrazino hidrochlorida (0,25 g, 1,11 mmol). Gauta geltonos spalvos dervos pavidalo
medziaga.

ISeiga: 0,289 g (67 %).

[a]p! =-41,7.

'H BMR (400 MHz, CDCls) 6: 1,32 (s, 9H, 3xCHa - t-butil); 1,44-2,29 (m, 6H, CH> — piperidino);
3,35-3,41 (m, 2H, CH: — piperidino); 3,86 (s, 3H, OCH?3); 5,30-5,32 (m, 1H, CH — piperidino); 7,58
7,68 (m, 4H, 4xCH — fenilo); 8,00 (s, 1H, CH — pirazolo).

13C BMR (101 MHz, CDClIs) &: 19,3 (CH2 — piperidino); 22,0 (CH; — piperidino); 28,0 (CH; —
piperidino); 28,4 (3xCHa); 38,9 (CH. — piperidino); 50,8 (OCHj3); 51,5 (CH — piperidino); 80,2 (C);
111,5 (CH — pirazolo); 123,6 (2xCH); 128,9 (2xCH); 132,4 (C); 139,3 (C); 142,1 (C — pirazolo);
150,8 (C — pirazolo); 155,1 (C=0); 163,8 (C=0).

IR (KBr), v (cm™): 3415 (CHar), 2967 (CHal), 1713 (C=0), 1698 (C=0), 1502, 1390, 1230, 1147,
838 (C-O-C, C=C, C-N, C=N).

MS, apskaiiuota C21H26BrN3O4: 464 g/mol. Rasta m/z: 465 (M+H", 100).

Tret-butil-(2S)-2-[1-(3,4-difluorfenil)-4-(metoksikarbonil)-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-
karboksilatas (6¢)

O.__0O-CHj4
N
C,H,sF,N,O | /
21414251 21N3Y4 Boc N_N
421,44 g/mol Q
FF

Reakcija vykdyta pagal bendrajj pirazoly sintezés aprasyma, naudojant (S,Z)-tret-butil-2-(3-
(dimetilamino)-2-(metoksikarbonil)akriloil)piperidin-1-karboksilata (4) (0,19 g, 0,56 mmol) ir 3,4-
difluorfenilhidrazino hidrochloridg (0,12 g, 0,67 mmol). Gauta geltonos spalvos dervos pavidalo
medZiaga.

ISeiga: 0,185 g (78 %).
[a]o'! = -33,1.
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'H BMR (400 MHz, CDCl3) d: 1,42 (s, 9H, 3xCHz3 — t-butil); 1,47-2,40 (m, 6H, CH> — piperidino);
3,34-3,35 (m, 2H, CH_ — piperidino); 3,95 (s, 3H, OCHj3); 5,29-5,32 (m, 1H, CH — piperidino); 7,30—
7,47 (m, 3H, 3xCH —fenilo); 8,07 (s, 1H, CH — pirazolo).

13C BMR (101 MHz, CDClIs) &: 19,4 (CH2 — piperidino); 22,1 (CH2 — piperidino); 28,2 (CHz —
piperidino); 28,4 (3xCHa); 39,3 (CH. — piperidino); 50,9 (OCHj3); 51,5 (CH — piperidino); 80,3 (C);
111,5 (CH — pirazolo); 117,1 (C); 117,3 (C); 117,5 (C); 117,7 (C); 123,8 (C); 123,9 (C); 142,2 (C -
pirazolo); 150,9 (C — pirazolo); 155,1 (C=0); 163,7 (C=0).

IR (KBr), v (cm™): 3436 (CHar), 2970 (CHal), 1719 (C=0), 1696 (C=0), 1522, 1388, 1228, 1147,
776 (C-O-C, C=C, C-N, C=N).

MS, apskaiciuota C21HasF2N304: 421 g/mol. Rasta m/z: 422 (M+H*, 100).

Tret-butil-(2S)-2-{4-(metoksikarbonil)-1-[3-(trifluormetil)fenil]-1H-pirazol-5-il}piperidin-1-
karboksilatas (6d)

O«__O-CHj,
N
C,,H,F3N;0 | /
2241261 34 Y3Y4 Boc N—N
453,45 g/mol
F
F
F

Reakcija vykdyta pagal bendrajj pirazoly sintezés apraSymg, naudojant (S,Z)-tret-butil-2-(3-
(dimetilamino)-2-(metoksikarbonil)akriloil)piperidin-1-karboksilatg (4) (0,44 g, 1,31 mmol) ir 3-
(trifluormetil)fenilhidrazino hidrochloridg (0,33 g, 1,57 mmol). Gauta ryskiai oranzinés spalvos
dervos pavidalo medziaga.

ISeiga: 0,441 (75 %).

[a]p!! = -30,0.

'H BMR (400 MHz, CDCl3) : 1,30 (s, 9H, 3xCHzs — t-butil); 1,40-2,27 (m, 6H, CH> — piperidino);
3,26-3,32 (m, 2H, CH2 — piperidino); 3,84 (s, 3H, OCH?3); 5,30-5,32 (m, 1H, CH — piperidino); 7,51
7,78 (m, 4H, 4xCH — fenilo); 8,00 (s, 1H, CH — pirazolo).

13C BMR (101 MHz, CDClIs) 6: 19,5 (CH2 — piperidino); 22,0 (CH, — piperidino); 28,2 (CH, —
piperidino); 28,3 (3xCHa); 39,2 (CH. — piperidino); 50,9 (OCHj3); 51,5 (CH — piperidino); 80,3 (C);
111,6 (CH — pirazolo); 124,4 (C); 126,2 (C); 129,9 (C); 130,6 (C); 131,6 (C); 131,9 (C); 140,8 (C);
142,3 (C — pirazolo); 151,1 (C — pirazolo); 155,1 (C=0); 163,7 (C=0).

IR (KBr), v (cm™): 3436 (CHar), 2975 (CHai), 1720 (C=0), 1699 (C=0), 1549, 1326, 1134, 811 (C-
O-C, C=C, C-N, C=N).

MS, apskaiciuota C22H26F3N304: 453 g/mol. Rasta m/z: 454 (M+H*, 100).

2.2.2. Bendras karboksiraig§ciy sintezés apraSymas

Po reakcijos su atitinkamu hidrazino hidrochloridu gautas pirazolo junginys (1 ekv.) iStirpinamas
metanolyje ir sulaSinamas 2N NaOH vandeninis tirpalas (2 ekv.). Reakcija vykdoma 14-16 val.
kambario temperatiiroje ant magnetinés maiSyklés. Reakcijos baigtis nustatoma plonasluoksnés
chromatografijos metodu. Metanolis nudistiliuojamas esant sumazintam slégiui. Gautas reakcijos
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miSinys iStirpinamas vandenyje, ekstrahuojamas etilacetatu (2x15 ml), atskirtas etilacetato sluoksnis
pasalinamas. Likes vandeninis sluoksnis, kuriame yra produktas natrio druskos pavidalu, riig§tinamas
1M KHSO4 vandeniniu tirpalu iki pH=6 ir ekstrahuojamas etilacetatu (3x50 ml). Ekstraktas
plaunamas vandeniu ir so¢iu NaCl tirpalu (3x50 ml). Surenkama organiné fazé iSdziovinama
bevandeniu Na>SOs ir nufiltruojama. Etilacetatas nudistiliuojamas [25].

5-[(2S)-1-(tret-butoksikarbonil)piperidin-2-il]-1-[3-(trifluormetil)fenil]-1H-pirazol-4-
karboksiraigstis (7a)

@) OH
(S)
N 74
Cy1HpyF3N304 !

439,43 g/mol

Reakcija vykdyta pagal bendrajj karboksirtig§éiy sintezés apraSyma, naudojant tret-butil-(2S)-2-{4-
(metoksikarbonil)-1-[3-(trifluormetil)fenil]-1H-pirazol-5-il }piperidin-1-karboksilata (6d) (0,3 g,
0,66 mmol). Gauta rySkiai oranzinés spalvos dervos pavidalo medziaga.

ISeiga: 0,220 g (76 %).

[a]p!! = -40,2.

'H BMR (400 MHz, CDCls) d: 1,31 (s, 9H, 3xCHjs — t-butil); 1,37-1,96 (m, 6H, CH. — piperidino);
3,23-3,28 (m, 2H, CH_ — piperidino); 3,47 (s, 1H, OH); 5,53-5,55 (m, 1H, CH — piperidino); 7,42—
7,84 (m, 4H, 4xCH —fenilo); 8,02 (s, 1H, CH — pirazolo).

13C BMR (101 MHz, CDCls) ¢: 19,3 (CH2 — piperidino); 22,0 (CH — piperidino); 28,3 (3xCHj3);
39,3 (CHaz — piperidino); 50,9 (CH. — piperidino); 54,2 (CH — piperidino); 80,5 (C); 122,1 (CH -
pirazolo); 124,5 (C); 124,8 (C); 126,2 (C); 127,6 (C); 129,8 (C); 130,8 (C); 131,5 (C); 131,9 (C -
pirazolo); 140,9 (C - pirazolo); 143,0 (C=0); 155,3 (C=0).

IR (KBr), v (cm™): 3436 (CHar), 2977 (CHai), 1696 (C=0), 1547, 1325, 1153, 809 (C-O-C, C=C,
C-N, C=N).

MS, apskai¢iuota C21H24F3N304: 439 g/mol. Rasta m/z: 440 (M+H", 100).

5-[(2S)-1-(tret-butoksikarbonil)piperidin-2-il]-1-(4-chlorfenil)-1H-pirazol-4-
karboksiriigstis (7b)

O.~_OH

CyoHp4CIN; O,
405,88 g/mol
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Reakcija vykdyta pagal bendrajj karboksirtg$¢iy sintezés apraSyma, naudojant tret-butil-(2S)-2-[1-
(4-chlorfenil)-4-(metoksikarbonil)-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-karboksilatg (6a) (0,15 g,
0,36 mmol). Gauta $viesiai geltonos spalvos dervos pavidalo medziaga.

ISeiga: 0,110 g (76 %).

[a]p!t = -45,1.

'H BMR (400 MHz, CDCl3) : 1,30 (s, 9H, 3xCHz3 — t-butil); 1,38-1,93 (m, 6H, CH> — piperidino);
2,08-2,20 (m, 2H, CH. — piperidino); 3,50 (s, 1H, OH); 5,42-5,46 (m, 1H, CH — piperidino); 7,42—
7,45 (m, 4H, 4xCH — fenilo); 8,04 (s, 1H, CH — pirazolo).

13C BMR (101 MHz, CDClIs) 6: 19,3 (CH2 — piperidino); 21,9 (CH. — piperidino); 28,0 (CH, —
piperidino); 28,4 (3xCHz3); 39,0 (CH2 — piperidino); 50,9 (CH — piperidino); 80,5 (C); 111,1 (CH —
pirazolo); 128,6 (2xCH); 129,4 (2xCH); 135,7 (C); 138,6 (C); 142,9 (C — pirazolo); 151,5 (C —
pirazolo); 155,2 (C=0); 168,4 (C=0).

IR (KBr), v (cm™): 3436 (CHar), 2976 (CHai), 1691 (C=0), 1550, 1402, 1151, 837 (C-O-C, C=C,
C-N, C=N).

MS, apskaiciuota C20H24CIN3Oa4: 405 g/mol. Rasta m/z: 406 (M+H", 100).

5-[(2R)-1-(tret-butoksikarbonil)piperidin-2-il]-1-(3,4-difluorfenil)-1H-pirazol-4-
karboksiriigstis (7c)

O.__OH
(R)’ 2
N™
C,oH,3F,N;O /
20H23F2N304 B NN

OoC
407,41 g/mol

F o F

Reakcija vykdyta pagal bendrajj karboksirtig§¢iy sintezés apraSyma, naudojant tret-butil-(2R)-2-[1-
(3,4-difluorfenil)-4-(metoksikarbonil)-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-karboksilata  (5¢) (0,15 g,
0,35 mmol). Gauta geltonos spalvos dervos pavidalo medziaga.

ISeiga: 0,105 g (75 %).

[a]p! = 43,1

'H BMR (400 MHz, CDCls) d: 1,35 (s, 9H, 3xCH3 — t-butil); 1,42-1,98 (m, 6H, CH2 — piperidino);
2,32-2,39 (m, 2H, CH> — piperidino); 3,49 (s, 1H, OH); 5,42-5,46 (m, 1H, CH — piperidino); 7,27—
7,52 (m, 3H, 3xCH —fenilo); 8,15 (s, 1H, CH — pirazolo).

13C BMR (101 MHz, CDCls) ¢: 19,4 (CH2 — piperidino); 22,1 (CH — piperidino); 28,4 (3xCHj3);
31,1 (CHz — piperidino); 39,5 (CH. — piperidino); 50,9 (CH — piperidino); 80,6 (C); 111,0 (CH -
pirazolo); 123,8 (C); 124,3 (C); 130,2 (C); 134,9 (C); 136,2 (C); 138,6 (C); 143,0 (C — pirazolo);
151,6 (C — pirazolo); 155,3 (C=0); 168,1 (C=0).

IR (KBr), v (cm™): 3436 (CHar), 2937 (CHai), 1694 (C=0), 1522, 1404, 1153, 876 (C-O-C, C=C,
C-N, C=N).

MS, apskaiciuota C2oH23F2N304: 407 g/mol. Rasta m/z: 408 (M+H*, 100).
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1-(4-bromfenil)-5-[(2S)-1-(tret-butoksikarbonil)piperidin-2-il]-1H-pirazol-4-
karboksiragstis (7d)

O+ _OH
CaoH24BrN;04 '}j @ /)
450,33 g/mol Boc N-N
Br

Reakcija vykdyta pagal bendrajj karboksirtgs¢iy sintezés apraSyma, naudojant tret-butil-(2S)-2-[1-
(4-bromfenil)-4-(metoksikarbonil)-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-karboksilata (6b) (0,15 g,
0,32 mmol). Gauta geltonos spalvos dervos pavidalo medziaga.

ISeiga: 0,123 g (86 %).

[a]p! =-51,1.

'H BMR (400 MHz, CDCl3) : 1,34 (s, 9H, 3xCHzs — t-butil); 1,43-2,02 (m, 6H, CH> — piperidino);
2,32-2,35 (m, 2H, CH; — piperidino); 3,42 (s, 1H, OH); 5,46-5,51 (m, 1H, CH — piperidino); 7,29—
7,64 (m, 4H, 4xCH — fenilo); 8,06 (s, 1H, CH — pirazolo).

13C BMR (101 MHz, CDClIs) 6: 19,3 (CH2 — piperidino); 22,0 (CH, — piperidino); 28,4 (CH, —
piperidino); 31,0 (3xCHz3); 39,0 (CH2 — piperidino); 50,8 (CH — piperidino); 80,4 (C); 123,6 (CH —
pirazolo); 128,8 (2xCH); 132,4 (2xCH); 139,2 (C); 140,5 (C); 142,8 (C — pirazolo); 151,2 (C —
pirazolo); 155,2 (C=0); 167,6 (C=0).

IR (KBr), v (cm™): 3436 (CHar), 2974 (CHal), 1692 (C=0), 1498, 1397, 1151, 835 (C-O-C, C=C,
C-N, C=N).

MS, apskaiciuota C20H24BrN3O4: 450 g/mol. Rasta m/z: 451 (M+H*, 100).

2.2.3. Bendras peptidy sintezés apraSymas

Atitinkamas pirazol-5-piperidin-1-karboksilatas iStirpinamas DCM (1 ml), sulaS§inama TFA (1 ml) ir
misinys paliekamas suktis kambario temperatiiroje 15 min. Po to, DCM bei TFA nudistiliuojami ir
vakuumuojami esant sumazintam slégiui 15 min. Gautas laisvg amino grupe turintis junginys toliau
naudojamas peptido reakcijoje be papildomo apdorojimo.

Atitinkama piperidin-2-pirazol-4-karboksirtigstis (1 ekv.) istirpinama DCM (2 ml). Reakcijos
misinys patalpinamas j ledy vonelg ir atSaldomas iki 0 °C temperatiiros. AtSaldzius, sudedamas
jungiamasis reagentas HATU (1 ekv.) ir miSinys maiSomas 10 min. Tada, pipete sulas§inama baze
DIPEA (2 ekv.) ir reakcijos misinys paliekamas suktis 0 °C temperattroje 10 min. Toliau j reakcijos
misinj sudedamas gautas aminas, iStirpintas mazame kiekyje DCM (1 ml) ir DIPEA (1 ekv.). Reakcija
vykdoma 4 val. kambario temperatiroje ant magnetinés maisyklés. Reakcijos baigtis nustatoma
plonasluoksnés chromatografijos metodu. DCM nudistiliuojamas. Reakcijos miSinys iStirpinamas
etilacetate ir plaunamas 1M KHSOs ir 1M NaHCOs3 vandeniniais tirpalais (3x20 ml). Surenkama
organiné fazé iSdziovinama bevandeniu NaSOs ir nufiltruojama. Etilacetatas pasalinamas
distiliacijos biidu. Gautas produktas i§gryninamas kolonélinés chromatografijos metodu, naudojant
eliuenta: dichlormetanas — metanolis, tiiriniu santykiu 100:2.
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Tret-butil-(2S)-2-{4-[(2R)-2-{4-(metoksikarbonil)-1-[3-(trifluormetil)fenil]-1H-pirazol-5-
il}piperidin-1-karbonil]-1-[3-(trifluormetil)fenil]-1H-pirazol-5-il}piperidin-1-karboksilatas

(8a)
O-CH,
s

C35HaoF6NeOs (S)
774,75 g/mol QL

Reakcija vykdyta pagal bendrajj peptidy sintezés apraSyma, naudojant 5-[(2S)-1-(tret-
butoksikarbonil)piperidin-2-il]-1-[3-(trifluormetil)fenil]-1H-pirazol-4-karboksiragst; (7a) (0,1 g,
0,24 mmol) ir tret-butil-(2R)-2-{4-(metoksikarbonil)-1-[3-(trifluormetil)fenil]-1H-pirazol-5-
il}piperidin-1-karboksilatg (5d) (0,11 g, 0,24 mmol). Gauta §viesiai geltonos spalvos dervos pavidalo
medziaga.

ISeiga: 0,120 g (67 %).

'H BMR (400 MHz, CDCls) 6: 1,29 (s, 9H, 3xCH3 — t-butil); 1,36-2,15 (m, 12H, CH: — piperidino);
3,41-3,67 (m, 4H, CH> — piperidino); 3,81 (s, 3H, OCHpg); 5,19 — 5,26 (m, 2H, CH — piperidino);
7,24 (s, 1H, CH — pirazolo); 7,30-7,62 (m, 8H, 8xCH — fenilo); 7,99 (s, 1H, CH — pirazolo).

13C BMR (101 MHz, CDClIs) &: 19,1 (CH — piperidino); 19,9 (CH. — piperidino); 22,8 (CH; —
piperidino); 23,9 (CH. — piperidino); 27,3 (CH2 — piperidino); 27,7 (CH. — piperidino); 28,5
(3xCHa); 29,9 (CH2 — piperidino); 30,2 (CH2 — piperidino); 37,3 (CH — piperidino); 40,4 (CH —
piperidino); 51,5 (OCHg); 80,0 (C); 126,2 (C); 127,2 (C); 127,4 (C); 127,5 (C); 128,6 (C); 128,7
(C); 128,8 (C); 129,0 (C); 129,2 (C); 129,3 (C); 129,4 (C); 129,4 (C); 129,5 (C); 130,0 (C); 134,7
(C); 135,4 (C); 138,2 (C); 138,9 (C); 142,8 (C); 143,5 (C); 148,2 (C=0); 154,5 (C=0); 163,7 (C=0).
IR (KBr), v (cm™): 3097 (CHar), 2947 (CHa), 1719 (C=0), 1690 (C=0), 1499, 1392, 1258, 1091,
835 (C-O-C, C=C, C-N, C=N).

MS, apskaiciuota C3gHaoFeNeOs: 774 g/mol. Rasta m/z: 775 (M+H*, 100).

Tret-butil-(2S)-2-[1-(4-chorfenil)-4-{(2R)-2-[1-(4-chlorfenil)-4-(metoksikarbonil)-1H-pirazol-
5-il]piperidin-1-karbonil}-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-karboksilatas (8b)

O-CHj
C36H49C1NgOs (S)
707,65 g/mol @

Cl
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Reakcija vykdyta pagal bendrgjj peptidy sintezés apraSymg, naudojant 5-[(2S)-1-(tret-
butoksikarbonil)piperidin-2-il]-1-(4-chlorfenil)-1H-pirazol-4-karboksirtigsty ~ (7b) (0,08 g,
0,18 mmol) ir tret-butil-(2R)-2-[1-(4-chlorfenil)-4-(metoksikarbonil)-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-
karboksilatg (5a) (0,08 g, 0,18 mmol). Gauta ryskiai geltonos spalvos dervos pavidalo medziaga.

ISeiga: 0,09 g (69 %).

'H BMR (400 MHz, CDCls) 6: 1,29 (s, 9H, 3xCH3 —t-butil); 1,38-2,19 (m, 12H, CH: — piperidino);
3,49-3,55 (m, 4H, CH:> — piperidino); 3,85 (s, 3H, OCHg); 5,12-5,21 (m, 2H, CH — piperidino); 7,39
(s, 1H, CH — pirazolo); 7,52—7,88 (m, 8H, 8xCH — fenilo); 8,03 (s, 1H, CH — pirazolo).

13C BMR (101 MHz, CDClIs) &: 19,3 (CH2 — piperidino); 19,5 (CH, — piperidino); 22,0 (CH, —
piperidino); 22,6 (CH. — piperidino); 27,2 (CH2 — piperidino); 27,9 (CH.> — piperidino); 28,4
(3xCHj3); 39,8 (CH — piperidino); 40,2 (CH2 — piperidino); 50,6 (CH — piperidino); 50,8 (OCHj3);
52,6 (CH — piperidino); 80,4 (C); 111,8 (C); 116,0 (C); 116,5 (C); 117,2 (C); 117,5 (C); 117,9 (C);
124,2 (C); 126,0 (C); 129,9 (C); 130,5 (C); 131,1 (C); 132,0 (C); 135,4 (C); 138,2 (C); 139,1 (C);
143,1 (C); 143,3 (C); 147,7 (C); 155,4 (C=0); 161,5 (C=0); 168,2 (C=0).

IR (KBr), v (cm™): 3070 (CHar), 2950 (CHaj), 1720 (C=0), 1694 (C=0), 1552, 1325, 1128, 1069,
699 (C-O-C, C=C, C-N, C=N).

MS, apskaiciuota C3sHaoCl2NsOs: 707 g/mol. Rasta m/z: 708 (M+H*, 100).

Tret-butil-(2R)-2-[4-{(2R)-2-[1-(4-bromfenil)-4-(metoksikarbonil)-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-
karbonil}-1-(3,4-difluorfenil)-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-karboksilatas (8c)

O-CH,
/, /

753,63 g/mol 2 @

F

Reakcija vykdyta pagal bendraji peptidy sintezés apraSyma, naudojant 5-[(2R)-1-(tret-
butoksikarbonil)piperidin-2-il]-1-(3,4-difluorfenil)-1H-pirazol-4-karboksirtigst;  (7¢) (0,08 g,
0,2 mmol) ir tret-butil-(2R)-2-[1-(4-bromfenil)-4-(metoksikarbonil)-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-
karboksilatg (5b) (0,09 g, 0,2 mmol). Gauta oranzinés spalvos dervos pavidalo medziaga.

ISeiga: 0,098 g (64 %).

'H BMR (400 MHz, CDCls) é: 1,30 (s, 9H, 3xCHs — t-butil); 1,32-1,91 (m, 12H, CH2 — piperidino);
3,46-3,84 (m, 4H, CH; — piperidino); 3,83 (s, 3H, OCH3); 5,29-5,32 (m, 2H, CH — piperidino); 7,26
(s, 1H, CH — pirazolo); 7,27-7,80 (m, 7H, 7xCH — fenilo); 7,98 (s, 1H, CH — pirazolo).

13C BMR (101 MHz, CDClIs) 6: 19,2 (CH2 — piperidino); 19,6 (CH, — piperidino); 22,6 (CH, —
piperidino); 23,8 (CH: — piperidino); 26,5 (CH2 — piperidino); 27,4 (CH: — piperidino); 28,5
(3xCHa); 38,8 (CH2 — piperidino); 44,4 (CH: — piperidino); 51,4 (CH — piperidino); 51,5 (OCHs3);
53,6 (CH — piperidino); 80,1 (C); 110,9 (C); 115,8 (C); 116,0 (C); 116,8 (C); 117,4 (C); 117,5 (C);
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122.4 (C): 123,5 (C): 128,9 (C): 128,9 (C); 132,4 (C); 132,4 (C); 136,3 (C); 138,7 (C); 140,0 (C);
143,0 (C); 143,3 (C); 148,5 (C); 154,7 (C=0); 163,7 (C=0); 166,4 (C=0).

IR (KBr), v (cm™): 3066 (CHar), 2946 (CHaI), 1717 (C=0), 1688 (C=0), 1521, 1259, 1160, 775 (C-
O-C, C=C, C-N, C=N).

MS, apskaiciuota C3sHzoBrF2NsOs: 753 g/mol. Rasta m/z: 754 (M+H", 100).

Tret-butil-(2S)-2-[1-(4-bromfenil)-4-{(2S)-2-[1-(3,4-difluorfenil)-4-(metoksikarbonil)-1H-
pirazol-5-il]piperidin-1-karbonil}-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-karboksilatas (8d)

(@] O-CHj4
C36H39BrF,NgOs ( S)
753,63 g/mol
oc

Br

Reakcija vykdyta pagal bendrajj peptidy sintezés aprasyma, naudojant 1-(4-bromfenil)-5-[(2S)-1-
(tret-butoksikarbonil)piperidin-2-il]-1H-pirazol-4-karboksirtigstj (7d) (0,1 g, 0,22 mmol) ir tret-butil-
(2S)-2-[1-(3,4-difluorfenil)-4-(metoksikarbonil)-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-karboksilata (6¢)
(0,09 g, 0,22 mmol). Gauta $viesiai geltonos spalvos dervos pavidalo medziaga.

ISeiga: 0,1 g (63 %).

'H BMR (400 MHz, CDCl3) é: 1,29 (s, 9H, 3xCH3 — t-butil); 1,35-1,86 (m, 12H, CH2 — piperidino);
3,47-3,52 (m, 4H, CH: — piperidino); 3,84 (s, 3H, OCH?3); 5,26-5,29 (m, 2H, CH — piperidino); 7,29—
7,72 (m, 7TH, 7xCH — fenilo); 7,54 (s, 1H, CH — pirazolo); 7,98 (s, 1H, CH — pirazolo).

13C BMR (101 MHz, CDClIs) 6: 19,3 (CH2 — piperidino); 19,5 (CH, — piperidino); 21,6 (CH, —
piperidino); 22,5 (CH2 — piperidino); 26,5 (CH2 — piperidino); 27,4 (CH. — piperidino); 28,5
(3xCHea); 40,4 (CH2 — piperidino); 44,5 (CH — piperidino); 51,4 (CH — piperidino); 51,5 (CH -
piperidino); 53,6 (OCHzs); 80,0 (C); 110,9 (C); 116,6 (C); 117,4 (C); 117,6 (C); 117,7 (C); 122,6
(C); 123,9 (C); 125,42 (C); 127,5 (C); 127,8 (C); 128,4 (C); 129,2 (C); 132,3 (C); 135,7 (C); 139,0
(C); 140,0 (C); 143,0 (C); 148,8 (C); 154,8 (C=0); 163,6 (C=0); 166,6 (C=0).

IR (KBr), v (cm™): 3058 (CHar), 2947 (CHai), 1719 (C=0), 1689 (C=0), 1520, 1215, 1161, 781 (C-
O-C, C=C, C-N, C=N).

MS, apskaiciuota C3sHz9BrF2NeOs: 753 g/mol. Rasta m/z: 754 (M+H™, 100).
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2.3. Biologiniy savybiuy tyrimai

Remiantis moksliniais tyrimais ir literatiiroje pateiktais duomenimis galima teigti, kad peptidai,
turintys pirazolo ir piperidino fragmentus strukttiroje, pasizymi dideliu biologiniu aktyvumu. Vienas
i§ Sio darbo tiksly — atlikti biologiniy savybiy tyrimus susintetintiems 1H-pirazol-5-il-piperidin-1-
karboksilaty ir peptidy junginiams, nustatyti antioksidacinj, redukcinj bei antibakterinj aktyvuma.

Biologiniai tyrimai atlikti Kauno technologijos universitete, Cheminés technologijos fakulteto
biotechnologijos laboratorijoje. Tyrimams atlikti naudoti jrenginiai ir prietaisai, esantys
biotechnologijos laboratorijoje: pH-metras ,,Winlab*, termostatuojama vonelé ,,Biosan®, autoklavas
,Certoclav®, laminaras ,,Telstar BV—100“, termostatas ,,Binder*, centrifuga ,,Universal 320 R*,
spektrofotometras ,,Shimadzu UV-1280%.

2.3.1. Susintetinty biologiskai aktyviu karboksilaty DPPH radikalo slopinimo tyrimas

Tyrimui naudoti reagentai:
DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas); DMSO; etanolis; DMSO istirpinti tiriamieji junginiai
(1 mg/ml).

Tyrimo eiga [26]:

Paruosti tiriamieji junginiai i$tirpinti DMSO (1 mg/ml). Pagamintas DPPH tirpalas etanolyje (1 mM).
I 0,1 ml tiriamuosius méginius jpilta po 0,1 ml paruosto DPPH tirpalo (1 mg/ml). Gauti miSiniai
palikti stovéti 20 min. tamsioje vietoje. Paruosti 6 ml palyginamojo DMSO ir DPPH tirpalo (santykiu
1:1). Po 20 min. spektrofotometru iSmatuotos tiriamyjy ir palyginamojo tirpaly Sviesos sugertys esant
517 nm bangos ilgiui.

DPPH slopinimo apskai¢iavimas:

Slopinimas,% = [%J %100
B

Ag — palyginamojo tirpalo Sviesos sugerties dydis esant 517 nm;
Aa— tiriamojo tirpalo Sviesos sugerties dydis esant 517 nm.

2.3.2. Sintetiniy junginiy redukciniy savybiy nustatymas

Tyrimui naudoti reagentai:
Natrio fosfatinis buferis 0,2 M (pH = 6,6); 1 % Ka[Fe(CN)s]; 10 % Trichloracto riigstis; 0,1 % FeCls;

dejonizuotas vanduo; DMSO istirpinti tiriamieji junginiai (1 mg/ml).

Tyrimo eiga [27]:

Paruosti tiriamieji junginiai iStirpinti DMSO (1 mg/ml). ] 0,5 ml tiriamyjy junginiy tirpalus ipilta po
1,25 ml 0,2 M natrio fosfatinio buferio ir 1,25 ml kompleksinés kalio druskos Kz[Fe(CN)s]. Misiniai
iSmai8yti ir inkubuoti 50 °C temperatiiroje 20 min. Po inkubacijos j tiriamuosiuos tirpalus jpilta po
1,25 ml 10 % trichloracto raigsties, mégintuvéliai iSmaisyti ir centrifuguoti 10 min. Pipete paimti
1,25 ml virSutiniai supernatanto sluoksniai, jie sumaisyti su 1,25 ml dejonizuotu vandeniu ir 0,25 ml

36



vandeniniu 0,1 % FeCls. Spektrofotometru iSmatuotos tiriamyjy junginiy Sviesos sugertys esant
700 nm bangos ilgiui.

2.3.3. Biologiskai aktyviuy junginiy antioksidacinio aktyvumo nustatymas pagal FRAP metoda,
naudojant 2,4,6-tripiridil-s-triazina

Tyrimui naudoti reagentai:
Acetatinis buferis (pH = 3,6); TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazinas); HCI; FeClsx6H,0; DMSO istirpinti
tiriamieji junginiai (1 mg/ml).

Tyrimo eiga [28]:

Paruosti tiriamieji junginiai iStirpinti DMSO (1 mg/ml). Pagamintas FRAP reagentas: 5 ml acetatinio
buferio (300 mM) sumaiSyti su 0,0156 g TPTZ (10 mmol), kuris iStirpintas 0,2 ml 1N druskos rtigsties
tirpale ir 0,027 g FeClzx6H20 (20 mmol/l). I 100 pl tiriamuosius tirpalus jpilta po 3 ml paruosto
FRAP reagento. Spektrofotometru iSmatuotos tiriamyjy junginiy $viesos sugertys esant 593 nm
bangos ilgiui.

Kalibracinei kreivei sudaryti, paruosti 5 skirtingy koncentracijy FeSO4x7H>0 tirpalai: 5, 10, 15, 20,
25 pumol/l. Pagaminti tirpalai sumaiSyti su 3 ml FRAP reagentu. Spektrofotometru iSmatuotos
skirtingy koncentracijy tirpaly Sviesos sugertys esant 593 nm bangos ilgiui. Pagal gautus rezultatus
sudaryta kalibraciné kreivé, i§ kurios nustatyta tiriamyjy junginiy Fe?* koncentracija. Siuo tyrimu
jvertintos biologiskai aktyviy junginiy antioksidacinés savybés, paremtos Fe** virtimu j Fe?" jonus.

2.3.4. Deoksiribozés apsaugos nuo hidroksi- radikaly tyrimas naudojant susintetintus
biologiskai aktyvius junginius

Tyrimui naudoti reagentai:

Natrio fosfatinis buferis (pH = 7,4 pH); 2-deoksi-D-ribozé; Fe®*; H,0,; askorbo riigstis; 1 %
tiobarbittiriné riigStis; NaOH; 2,8 % trichloracto riigstis; dejonizuotas vanduo; tiriamyjy junginiy
vandeniniai tirpalai (100 pg/ml).

Tyrimo eiga [29]:

Paruosti tiriamieji junginiai iStirpinti vandenyje (100 pg/ml). I 200 pul méginius jpilta 10 pl 2-deoksi-
D-ribozés (100 mmol/1), istirpintos natrio fosfato buferyje (24 mmol/l), 10 ul Fe* (10 mmol/l), 10 pl
H20 (1 mmol/l), 10 ul natrio fosfato buferio (24 mmol/l) ir 100 ul askorbo riigsties (1 mM). Paruosti
junginiai inkubuoti 37 °C temperatiiroje 1 val. Kontrolei paruo$tas analogi$kas méginys, vietoje
tiriamojo junginio vandeninio tirpalo naudojant dejonizuota vandenj. Po inkubacijos j méginius jpilta
po 1 ml 1 % tiobarbitiirinés riigsties, iStirpintos NaOH ir 1,5 ml 2,8 % trichloracto rtigsties. Méginiai
iSmaiSyti ir kaitinti 100 °C temperatiiroje vandens voneléje 15 min. Mégintuvéliai atvésinti ir
spektrofotometru i¥matuotos tiriamyjy junginiy §viesos sugertys esant 532 nm bangos ilgiui. Siuo
metodu nustatytos tiriamyjy junginiy antioksidacinés savybés, apsaugant deoksiriboze nuo
fragmentacijos, kurig sukelia hidroksi radikalai.

Hidroksi- radikaly slopinimo apskai¢iavimas:

Slopinimas,% = (u] x100
A
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Ao — kontrolés $viesos sugerties dydis esant 532 nm;
A1 — tiriamojo tirpalo Sviesos sugerties dydis esant 532 nm.

2.3.5. Vandenilio peroksido suardymas naudojant biologiskai aktyvius karboksilatus

Tyrimui naudoti reagentai:
H20z; fosfatinis buferis (pH = 7,4); tiriamyjy junginiy vandeniniai tirpalai (1,5 pg/ml).

Tyrimo eiga [30]:

Paruosti tiriamieji junginiai itirpinti vandenyje (1,5 pg/ml). Pagamintas HO> tirpalas (40 mM),
paruostas fosfatiniame buferyje. | 2 ml tiriamuosius tirpalus jpilta 1,2 ml vandenilio peroksido tirpalo.
Gauti meéginiai iSmaiSyti ir laikyti 30 min. Naudojant kvarcines kiuvetes, spektrofotometru
iSmatuotos tiriamyjy junginiy Sviesos sugertys esant 230 nm bangos ilgiui. Gautiems rezultatams
palyginti iSmatuota vandenilio peroksido tirpalo Sviesos sugertis.

H202 suardymo apskaifiavimas:
Suardymas% = (%} %100

Ao— palyginamojo tirpalo sviesos sugerties dydis esant 230 nm;
A1 — tiriamojo tirpalo sviesos sugerties dydis esant 230 nm.

2.3.6. Susintetinty karboksilaty ABTS radikalo slopinimo tyrimas

Tyrimui naudoti reagentai:
ABTS tableté; fosfatinis buferis (pH = 7,4); kalio persulfatas; DMSO istirpinti tiriamieji junginiai
(1 mg/ml).

Tyrimo eiga [31]:

Paruosti tiriamieji junginiai iStirpinti DMSO (1 mg/ml). Pagamintas ABTS reagentas: 10 mg 2,2°-
azino-bis(3-etilbenzotiazolino-6-sulfoninés riigsties)diamonio druskos tableté (2 mM) sumaisyta su
kalio persulfatu (0,17 mM), kuris iStirpintas fosfatiniame buferyje (20 mM). Reagentas laikytas per
naktj. ] 0,5 ml tiriamuosius tirpalus jpilta po 1 ml fosfatinio buferio ir 0,3 ml ABTS reagento. Méginiai
1Smaisyti ir spektrofotometru iSmatuota biologiskai aktyviy junginiy Sviesos sugertis esant 734 nm
bangos ilgiui. Gautiems rezultatams palyginti iSmatuota ABTS reagento Sviesos sugertis.

ABTS slopinimo apskai¢iavimas:

Slopinimas,% = [MJ x100

ontr.

Axontr. — kontrolés misinio Sviesos sugerties dydis esant 734 nm;

Avtiriam. — tiriamos medziagos méginio Sviesos sugerties dydis esant 734 nm.
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2.3.7. Susintetinty karboksilaty antibakterinio aktyvumo jvertinimas

Tyrimui naudoti reagentai:
DMSO istirpinti tiriamieji junginiai (1 mg/ml); antibiotikas Ciprofloxacin Actavis; Rhizobium
radiobacter, Xanthomonas campestris, Bacillus subtilis bakterijy suspensijos.

Tyrimo eiga [32]:

Susintetinty junginiy antibakterinis aktyvumas tirtas naudojant agaro disky difuzinj metoda: ant
paruosStos ir Petri lékstelése sustingusios Luria-Bertani (LB) terpés uzZpiltos ir kilpele tolygiai
paskirstytos R. radiobacter, X. campestris ir B. subtilis bakterijy suspensijos (50 ul). Ant kiekvienos
lekstelés uzdéta po 6 sterilius popierinius filtro diskelius, kurie suvilgyti tirlamyjy junginiy, iStirpinty
DMSO, tirpalais (po 25 ul ant kiekvieno diskelio). Kontroliniams diskeliams naudotas antibiotikas
Ciprofloxacin Actavis (50 ug/ml). Petri 1¢kstelés termostatuotos 37 °C temperatiiroje 24 val. Po paros
stebétas ir palygintas bakterijy augimo slopinimas bei jvertintas junginiy antibakterinis aktyvumas.

< Bakterijy slopinimo zona

R. radiobacter, X. campestris ir
B. subtilis bakterijy kolonijy augimas

2.1 pav. Antibakterinio aktyvumo jvertinimas disky difuziniu agaro metodu
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3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas
3.1. Aminoriig§c¢iy dariniy, turinéiy pirazolo fragmenta, sintezé
3.1.1. Pradiniy junginiy sintezé

Peptidai demonstruoja platy biologiniy savybiy spektra, yra placiai naudojami farmacijos pramonéje,
jeina | daugelio vaisty sudétj [4]. Atliekant mokslinius tyrimus pastebéta, kad | peptidy struktira
jterpus pirazolo zieda, sustipréja junginiy antioksidacinés, antibakterinés ir antivirusin€s savybeés.
Nustatyta, kad tinkama junginiy konfigiracija ir halogeny jterpimas j struktiirg lemia stipry
prieSvézin] aktyvumag [19]. Siekiant optimizuoti tokiy peptidy gamyba bei praplésti jy panaudojimo
galimybes biotechnologijoje, atlikta aminoriigs¢iy dariniy, turinciy pirazolo zieda, sintezé ir stukttros
analizé.

Atsizvelgiant | literatiiros apzvalgoje apraSomas piperidino ir pirazolo biologines savybes, pradiniu
junginiu naujy aminortgS¢iy dariniy sintezei pasirinkta 1-(tret-butoksikarbonil)piperidin-2-
karboksirtigstis, kuri per keleta sintezés stadijy pakei¢iama j f-keto esterj (junginiai 1 ir 3).
Pirmiausiai, pradinis junginys, chiraliSkai gryna atitinkama karboksirligstis, iStirpinta DCM ir
sumaiSyta su 1,1 ekv. Meldrumo riigsties bei 2 ekv. bazés DMAP. Reakcijos miSinys patalpintas |
ledy vonele ir atSaldzius iki 0 °C temperatiiros, mazomis porcijomis suberta 1,1 ekv. aktyvatoriaus
EDC-HCI. Reakcija vykdyta 18 val. kambario temperatiiroje. Reakcijos metu susidaro tret-butil-2-
(3-metoksi-3-oksopropanoil)piperidin-1-karboksilatas, kuris praskiestas DCM ir plautas 1M KHSO4
ir sotaus NaCl vandeniniais tirpalais. Surinktas organin¢je fazéje esantis reakcijos produktas
i8dziovintas bevandeniu Na2SOg ir nufiltruotas. Distiliacijos budu paSalinus tirpiklj, reakcijos miSinys
iStirpintas metanolyje ir kaitintas 18 val. 60 °C temperatiroje (3.1 schema). Plonasluoksnés
chromatografijos metodu nustacius reakcijos baigtj, gauty junginiy iSeiga sieké 64—72 %.

(R) [/o W O "/<_< i O-CH,

N CHj
o- CH3
Boc OH
1(72 %) 2 (64 %)
0]
(S) 6]
N
(QYO BELEG % — - I|300 / O-CHs
N-CHj
Boc OH O-CHs HaC
3 (64 %) 4 (68 %)

Reakcijy sqlygos: i: Meldrumo riigstis, DMAP, EDC-HCI, DCM, 0 °C - k.t., 18 val.; ii: MeOH, 60 °C,
18 val.; iii: 1,4-dioksanas, N,N-dimetilacetamido dimetilacetalis, 100 °C, 5 val.

3.1 schema
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Gauti junginiai (1 ir 3) panaudoti prijungimo reakcijoje, kurios metu istirpinti 1,4-dioksane ir veikti
2 ekv. N,N-dimetilacetamido dimetilacetaliu. Reakcija vykdyta 5 val. 100 °C temperatiroje,
glicerolio voneléje ant magnetinés maiSyklés. Po reakcijos gauti miSiniai gryninti kolon¢linés
chromatografijos buidu, naudojant eliuenta: heksanas — etilacetatas, tiiriniu santykiu 1:1. Gauti
atitinkamy S ir R izomery dimetilamino junginiai (2 ir 4), kuriy iSeiga po gryninimo sieké 64—68 %,
panaudoti naujy aminoriigs¢iy dariniy, turin¢iy pirazolo zieda, sintezei.

3.1.2. Pirazolo junginiy sintezé

Siekiant susintetinti pirazolo zieda turinCius junginius, vykdyta organinéje chemijoje naudojama
Knorr sintezé, kurios metu 1,3—dikarbonilo junginiai veikti jvairiais hidraziny dariniais.
Nukleofilinés reakcijos metu suformuojamas pirazolo ziedas. Tokio tipo reakcijoms reikalingas
stiprus nukleofilas ir didelé energija [33].

Tret-butil-(2R)-2-[2Z)-3-(dimetilamino)-2-(metoksikarbonil)prop-2-enoil]piperidin-1-karboksilatas
(2) istirpintas etanolyje. | misinj jdéti jvairius halogeny pakaitus turintys hidrazino hidrochloridai
(1,2 ekv.) ir reakcija vykdyta 6 val. 75 °C temperatiroje (3.2 schema). Po 6 val. reakcijos baigtis
nustatyta plonasluoksnés chromatografijos biidu. Distiliacijos metu paSalinus tirpiklj, medziagos
gryninimui pasirinktas kolonélinés chromatografijos metodas.

Os__O-CH,
(NN}
(e o ()
+  HoN-NH-R - R, 2
Boc O—-CHjs4 6 val. 75 °C 'Tl /
N-CH; Boc /N—N
HsC R
2
5aR = 5hR = 5¢R = é\ 5dR = F e
F
Cl Br F L
(57 %) (51 %) (62 %) (69 %)

3.2 schema

Analogiskomis salygomis atlikta aminoriig§¢iy dariniy, turin¢iy pirazolo Zieda, sintez¢, naudojant S
izomera, pradinj junginj tret-butil-(2S)-2-[2Z)-3-(dimetilamino)-2-(metoksikarbonil)prop-2-
enoil]piperidin-1-karboksilatg (4) (3.3 schema). Gauty izomeriniy junginiy 5a—d bei 6a—d grynumas
ir struktiiros patvirtintos IR, *H ir *C BMR spektroskopiniais, masiy spektrometriniais bei specifinio
sukimo kampy tyrimy duomenimis.
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0
S,
) x EtOH
N J +  H,N-NH-R S
Boc O-CH,4 6 val. 75 °C
N-CHj
H,C
4
6aR=
Cl
(74 %) (67 %) (78 %)

Junginio 5a 'H BMR protoniniame spektre (3.1 pav.) stebimas tret-butiloksikarbonilo grupei
budingas singletas ties 1,29 m.d. Piperidino ziedo CH2 grupiy protony multipletai matomi alifatinéje
spektro dalyje 1,36-1,91 m.d., 2,15-2,23 m.d. bei 3,31-3,37 m.d. intervaluose. Ties 5,37-5,51 m.d.
fiksuojamas deekranuotas piperidino CH grupés protonas. Pirazolo ziedo smailé matoma ties
7,96 m.d., Salia 7,30-7,52 m.d. ribose iSsidéste aromatiniam ziedui biidingi signalai. Esterinés grupés

3.3 schema

(75 %)

buvimg junginyje patvirtina ties 3,82 m.d. esantis, metilg Zymintis singletas.
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Junginio 5a *C BMR spektre stebimas angliniy atomy isidéstymas. Ties 28,4 m.d. fiksuojamas
tretbutiloksikarbonilo grupei budingas signalas, Zymintis trijy CHs grupiy buvima. 19,3-51,5 m.d.
intervale matomi piperidino Ziedui buidingi CH ir CH2 grupiy anglies atomai. Ties 50,8 m.d.
iSsidésciusi esterio grupés metilui biidinga smailé. Stipresnio lauko srityje, nuo 111,5 iki 150,9 m.d.
stebimi aromatiniy fenilo ir pirazolo Ziedy angliniai signalai. Tolimesnéje spektro dalyje matomos
dvi, C=0 grupei priklausancios anglies atomy smailés, atitinkamai ties 155,1 ir 163,8 m.d.
Karboniliniy grupiy buvima junginyje taip pat patvirtina IR spektruose uzfiksuotos, ties 1697 cm™ ir
1716 cm™ esancios absorbcijos juostos.

Struktiiros analizé ir tyrimas atliktas visiems susintetintiems pirazolo dariniams (5a—d ir 6a—d).
Nustatyta, kad gauty produkty *H BMR spektre tretbutiloksikarbonilo, esterio O—CHj ir pirazolo
ziede esanc¢ios CH grupés protonai stebimi singletu panasiuose intervaluose. Piperidino CHz grupiy
signalai fiksuojami atitinkamai 1,36-1,98 m.d., 2,12 — 2,28 m.d. ir 3,25-3,44 m.d. srityse. 5,25—
5,51 m.d. intervale stebimas piperidino CH grupés multipletas. Aromatinio ziedo protonai matomi
7,30-7,82 m.d. ribose imtinai. IR spektruose R ir S izomery, turin¢iy 1H-pirazol-5-il-piperidin-1-
karboksilato fragment, intervale nuo 1696 cm™ iki 1720 cm™ matomos dvi, C=O grupei biidingos
absorbcijos juostos.

3.1.3. Piperidin-2-il-1H-pirazol-4-karboksirags¢iy sintezé

Amidinio rysio formavime dalyvauja karboksirigstys ir aminai, tarpusavyje sudarydami —CONH-—
grupe. Siuo tikslu, susintetintiems aminortigi¢iy dariniams, turintiems pirazolo fragmenta, taikyta
hidrolizés reakcija, kurios metu Sarminiame tirpale esterio —-COOR— grupé pakei¢iama karboksilo
grupe —COOH- [34].

Atrinkti 1H-pirazol-5-il-piperidin-1-karboksilatai (junginiai 6a, 6b, 5c, 6d) istirpinti metanolyje. |
reakcijos miSinj $virkstu sulasinti 2 ekv. 2N NaOH vandeninio tirpalo. Reakcija vykdyta 14-16 val.
kambario temperatiiroje (3.4 schema). Nustacius reakcijos baigtj, tirpiklis nudistiliuotas ir gautas
reakcijos miSinys iSpiltas | vandenj ir ekstrahuotas etilacetatu, atsikratant organingje fazé¢je likusiy
nesureagavusiy pradiniy junginiy. Naudojant KHSO4 vandenin;j tirpala, vandeninéje fazéje esantis
produktas perkeltas | organing faze, praskiestas etilacetatu ir plautas vandeniu bei so¢iu NaCl tirpalu.
ISgryninus produkta, surinkta organiné fazé iSdziovinta bevandeniu Na>SOs, nufiltruota ir
sukoncentruota. Gauti S ir R izomerai, kuriy iSeiga sieké 75-86 %.

Atlikus gauty karboksirtigi¢iy (7a—d) struktiiros analize nustatyta, kad po hidrolizés reakcijos *H ir
13C BMR spektruose neliko esterio grupe Zyminéio metilo singleto — jj pakeité ~OH— grupés protonas,
kuris dél mainy procesy ir galimybés lengvai sudaryti vandenilinius rySius nedidelj singleta
demonstruoja stipresnéje lauko dalyje, nuo 3,42 iki 3,50 m.d. intervaluose imtinai [35].

Likusiems 1H-pirazol-5-il-piperidin-1-karboksilatams (junginiai 5a, 5b, 6¢ ir 5d) pasalinta apsauginé
tretbutiloksikarbonilo grupé, naudojant stiprig trifluoracto riigstj (1 ml) ir DCM tirpikl; (1 ml). Po
15 min. reakcijos kambario temperatiiroje, distiliacijos metodu pasalintas tirpiklis [36]. Gauti -NH-
grupe turintys aminai, pasiruoS¢ dalyvauti amidinio rySio formavimo reakcijose.
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\ Y \ | /
R R
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7a (76 %) 7b (76 %) 7c¢ (75 %) 7d (86 %)
3.4 schema
3.1.4. Karboksilaty, turin¢iy amidine grupe, sintezé

Vis didéjant naujy ir sudétingesniy peptidy struktiry paklausai, svarbi uzduotis tampa sukurti
efektyvias peptidy sintezés strategijas naudojant universalius ir ekonomiskus reagentus [3]. Sio
tyrimo  metu  atlikta  dipeptido tret-butil-(2S)-2-{4-[(2R)-2-{4-(metoksikarbonil)-1-[3-
(trifluormetil)fenil]-1H-pirazol-5-il}piperidin-1-karbonil]-1-[3-(trifluormetil)fenil]-1H-pirazol-5-
il}piperidin-1-karboksilato (8a) sintezé ir reakcijos salygy optimizavimas. Siekiant nustatyti
geriausias reakcijos salygas formuojant amidinj rysj, dipeptidy sintezei parinkti moksliniuose
Saltiniuose aprasomi karbodiimido, fosfonio ir aminio drusky jungiamieji reagentai (3.2 pav.).

/
{ \ N N/

’T{ - CHs >/ \
CN—P—Br PFg C2H5_N_C_N_(CH2)3’N\ "HCI XN PFg
lll CHs3 ‘ y

/ /

( 7 NN
EDC-HCl 0
PyBroP HATU

3.2 pav. Peptidy sintezés optimizavimui naudoti jungiamieji reagentai

Amidinio rySio formavimas pagristas vieny funkciniy grupiy apsaugojimu, o kity — aktyvinimu.
Aktyviomis turi bati funkcinés grupés, sudarancios peptiding jungtj — vienos aminortgsties
karboksigrupé ir kitos aminortgsties aminogrupé¢ (3.5 schema) [37]. Tiesiogin¢ kondensacijos
reakcija tarp aminortg$¢iy liekany aminogrupés ir karboksigrupés yra jmanoma tik labai aukstoje
temperattiroje (T > 200 °C). Tokios termiskai nepalankios reakcijos salygos peptidy sintezei negali
biti taikomos dél didelio junginiy jautrumo [38]. Dél Sios priezasties amidinio ryS$io formavimo
reakcijose naudojami jungiamieji reagentai ir aktyvatoriai, galintys Zemoje temperatiiroje aktyvinti
aminoriigs§ciy dariniy susijungima bei stabdyti Salutiniy reakcijy susidaryma [37].
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3.5 schema

Reakcijai optimizuoti parinkti EDC-HCI, PyBroP ir HATU jungiamieji reagentai. Junginiai lengvai
iStirpinti  koncentruotame kiekyje DCM, todél reakcija vykdyta kambario temperatiiroje ant
magnetinés maiSyklés. Reakcijy eiga bei baigtis stebéta plonasluoksnés chromatografijos metodu.
Amidinio rySio formavimo salygos ir gauty produkty iSeigos pateiktos ir palygintos 3.1 lentel¢je.

3.1 lentelé. Junginio 8a sintezés sglygy optimizavimas

Nr. Jungiamasis reagentas Priedas Bazé Tirpiklis Laikas Iseiga, %
1 EDC-HCI HOBt DIPEA DCM 18 val. 17
2 PyBroP - DIPEA DCM 12 val. 35
3 HATU = DIPEA DCM 4 val. 67

Pirmiausiai peptidy sintezé vykdyta naudojant karbodiimido jungiamaji reagenty. Karboksirtigstis
(7a) istirpinta DCM, j atSaldytg reakcijos misinj jdéti 1,2 ekv. jungiamojo reagento EDC-HCI, 1 ekv.
hidroksilamino priedo HOBt ir 2 ekv. bazés DIPEA. Rugsties aktyvavimas vykdytas 0 °C
temperatiiroje 30 min. Plonasluoksnés chromatografijos metodu nustacius riugsties komplekso
susidarymg ir pasalinus apsauging N-galo tret-butiloksikarbonilo grupe, i riigsties kompleksa pridétas
aminas (5d°¢) ir reakcija vykdyta 18 val. kambario temperatiiroje. In situ reakcijos metu karboksilo
grupé, kartu su karbodiimido jungiamuoju reagentu suformuoja O-acilokarbamida, kuris
reaguodamas su aminu suformuoja amidine jungtj [3]. Gauto junginio iSeiga — 17 %.

Véliau, reakcija vykdyta naudojant fosfonio katijong turintj jungiamajj reagenta — PyBroP. DCM
tirpiklyje istirpinta karboksirtigstis (7a), aminas (5d¢), pridéti 3 ekv. bazés DIPEA. Reakcijos misinys
atSaldytas ledo voneléje iki 0 °C temperataros ir pridétas 1,1 ekv. jungiamojo reagento PyBroP.
Reakcija vykdyta 12 val., jos baigtis nustatyta plonasluoksnés chromatografijos bidu. Amidinés
jungties formavimo metu susidaro aktyvus acetilbromidas, kuris, suformavus peptidinj rys§j, atskyla
nuo molekulés bromido anijono Br™ pavidalu [39]. Gauto produkto ieiga — 35 %.

Siekiant maksimaliai sumazinti racemizacijg ir padidinti peptidy sintezés efektyvuma, tolimesniam
reakcijos optimizavimui panaudotas didelio reaktyvumo HATU jungiamasis reagentas. DCM
tirpiklyje iStirpinta karboksirtigstis (7a), kuri atSaldyta iki 0 °C temperataros. | reakcijos miSinj jpilti
2 ekv. bazés DIPEA ir 1 ekv. HATU. Po 15 min. sudétas aminas (5d*), iStirpintas DCM su 1 ekv.
DIPEA. Reakcijos eiga tikrinta plonasluoksnés chromatografijos metodu, po 4 val. nustatyta reakcijos
baigtis. Peptido sintezés metu aminoriigSties karboksigrupés O—H rySys nutriiksta ir susidaro
karboksilato (7a) anijonas (7a¢), kuris veikdamas su HATU, sudaro aktyvyji HOAt esterj (7a*¢¢). [
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reakcijos miSinj pridéjus aming, jvyksta nukleofiliné ataka, kurios metu suformuojamas —CONH-
peptidinis rySys [40]. Gauto tikslinio produkto (8a) iseiga — 67 %. Reakcijos su HATU mechanizmas
pavaizduotas 3.6 schemoje.

Suformuota
amidiné jungtis

3.6 schema

Atlikus peptidy sintez¢ naudojant jvairius jungiamuosius reagentus nustatyta, kad tokio tipo peptidy
sintezei didziausig iSeiga, efektyviausig reakcijos greit] ir maziausig racemizacijos laipsnj
pademonstravo HATU jungiamasis reagentas, tod¢l toliau aminortigs¢iy jungimas vykdytas pagal
auks¢iau apraSyta metodikg. Optimizuotomis salygomis jvykdyta R ir S izomery peptidy 8b—d
sintezé. Bendra amidinio ry$io formavimo strategija ir gauty junginiy iSeigos pateiktos 3.7 schemoje.
Gauty karboksilaty, turiniy amiding grupe, grynumas bei struktiiros patvirtintos IR, BMR
spektroskopiniais bei masiy spektrometriniais duomenimis.

OO OO~ CHs 0O«_O-CH

3
Q\% ) (Nj\;% DCM, HATU, DIPEA o (Nj\;; 8 (69 %)
Boc N-N N-N 4val. Kt N 80 03 o0
/ (V]

Q N z Rj
|
R R R} R,

7b-d 5a', 5b’, 6¢' 8b-d

T

3.7 schema

Junginio 8d protony spektre (3.3 pav.) stebimas aiskus tret-butiloksikarbonilo grupei biidingas
singletas ties 1,29 m.d. Nuo 1,35 iki 3,53 m.d. intervale fiksuojami dviejuose piperidino Zieduose
esantys CH grupiy multipletai. Kitas rySkus singletas ties 3,84 m.d. priklauso metilo esterio grupei.
Intervale 5,26-5,29 m.d. stebimos dvi piperidino CH grupés, kurios dél struktiiroje netoli esanciy
heteroatomy deekranuojamos | silpnesniy lauky puse. Pirazolo Zieduose esantys protonai matomi
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singlety pavidalu ties 7,54 bei 7,98 m.d., Salia jy 7,29-7,72 m.d. ribose iSsidésCiusios aromatiniams
ziedams budingos smailés.
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3.3 pav. Junginio 8d *H BMR (CDCls) spektras

3.4 pav. pateiktas 8d junginio anglies atomy i$sidéstymas. Nuo 19,3 iki 51,5 m.d. stebimi piperidino
ieduose esantys CH ir CH> grupiy anglies atomai. Siose ribose, ties 28,5 m.d. iSsiskiria aukstas,
tretbutiloksikarbonilo grupei biidingas signalas, Zymintis trijy CH3z grupiy buvima. Esterio grupg
junginyje patvirtina ties 53,6 m.d. esanti anglies atomo smailé. Stipresnio lauko srityje, nuo 110,9 iki
148,8 m.d. fiksuojami aromatiniams ziedams — pirazolui ir fenilui — priklausantys anglies atomy
signalai. Spektre stebimos trys C=0 grupiy smailés, ties 154,8 m.d., 163,6 m.d. bei 166,6 m.d.
atitinkamai. Karboniliniy grupiy buvimg junginyje taip pat patvirtina IR spektrai — ties 1689 cm™ ir
1719 cm™ fiksuojamos charakteringos C=0 grupiy absorbcijos juostos.
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3.4 pav. Junginio 8d *C BMR (CDClIs) spektras

Struktiiros analizé ir tyrimas atliktas visiems susintetintiems karboksilatams, turintiems amiding
grupe (8a—d). Nustatyta, kad gauty junginiy H ir *C BMR spektruose stebimi signalai igsidéste
panasiuose intervaluose. Protoniniame spektre tretbutiloksikarbonilo ir esterio —OCHs grupéms
budingi singletai fiksuojami ties 1,29 m.d. ir 3,81-3,85 m.d. srityje atitinkamai, tuo tarpu piperidino
Zieduose esantys CH» grupiy protonai iSsidésto 1,32-3,84 m.d. ribose imtinai. Piperidino ziedams
priklausancios dvi CH grupés Zymimos 5,12—5,32 m.d. intervaluose, o silpnesniy lauky puséje nuo
7,27 iki 7,88 m.d. imtinai fiksuojami aromatiniy Ziedy protonai. Salia konjuguotoms sistemoms
budingy multiplety signaly, 7,24-8,03 m.d. ribose iSsiskiria rySkiis singletai, Zymintys pirazolo Ziedui
biidingas CH grupes. Junginiuose esan¢ias C=0 grupes patvirtina atlikti 3C BMR bei IR tyrimai:
angliniame spektre iSsidésciusios karbonilinés grupés fiksuojamas cheminis poslinkis 148,2—
168,2 m.d. intervaluose imtinai. Siy grupiy intensyvios absorbcinés juostos nustatytos 1690—
1720 cm? srityje.
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3.2. Naujy aminoriigs¢iy dariniy, turin¢iy pirazolo Zieda, biologiniu savybiu tyrimy rezultatai

3.2 lentelé. Biologiniy savybiy tyrimuose analizuoti junginiai

Junginys | Cheminé formulé Struktiiriné formulé Junginio pavadinimas
O._0O-CHj,
N" Tret-butil-(2R)-2-[1-(4-chlorfenil)-4-
5a C21H26CIN304 Boc N-N (metoksikarbonil)-1H-pirazol-5-
il]piperidin-1-karboksilatas
Cl
0._0-CHjs
N™ Tret-butil-(2R)-2-[1-(4-bromfenil)-4-
5b C21H26BrN3O4 Boc N-N (metoksikarbonil)-1H-pirazol-5-
il]piperidin-1-karboksilatas
Br
O+_O-CHjs
N ) Tret-butil-(2R)-2-[1-(3,4-difluorfenil)-
5¢ C21H25F2N304 Boc N-N 4-(metoksikarbonil)-1H-pirazol-5-
il]piperidin-1-karboksilatas
FF
Os_O-CH,4
®),
NT Tret-butil-(2R)-2-{4-
Boc N-N (metoksikarbonil)-1-[3-
5d C22H26FsN304 (trifluormetil)fenil]-1H-pirazol-5-
. il}piperidin-1-karboksilatas
F
F
O._O-CHj
(s)
'}1 // Tret-butil-(2S)-2-[1-(4-chlorfenil)-4-
6a C21H26CIN304 Boc N-N (metoksikarbonil)-1H-pirazol-5-
il]piperidin-1-karboksilatas
Cl
O+ O-CHjy4
NTN Tret-butil-(2S)-2-[1-(4-bromfenil)-4-
6b C21H26BrN3O, Boc N-N (metoksikarbonil)-1H-pirazol-5-
Q ilpiperidin-1-karboksilatas
Br
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Struktiriné formulé

Junginio pavadinimas

Junginys | Cheminé formulé
O«__O-CH,4
'}‘ @ / Tret-butil-(2S)-2-[1-(3,4-difluorfenil)-
6c C21H25F2N304 Boc N-N 4-(metoksikarbonil)-1H-pirazol-5-
il]piperidin-1-karboksilatas
F o F
O+__O-CH,4
(s)
Boc N-N Tret-butil-(2S)-2-{4-(metoksikarbonil)-
6d C22H26F3N304 1-[3-(trifluormetil)fenil]-1H-pirazol-5-
il}piperidin-1-karboksilatas
F
F
F
Oy O-CH,
O N~ ¢ Tret-butil-(2S)-2-{4-[(2R)-2-{4-
S N-N (metoksikarbonil)-1-[3-
N @& (trifluormetil)fenil]-1H-pirazol-5-
8a CaeHaoFsNeOs Boc N-N . il piperidin-1-karbonil]-1-[3-
F (trifluormetil)fenil]-1H-pirazol-5-
F F il}piperidin-1-karboksilatas
F
F
Oy O-CHj
O N /N-Kl Tret-butil-(2S)-2-[1-(4-chorfenil)-4-
(s) y {(2R)-2-[1-(4-chlorfenil)-4-
8b CasHa0CI2NgOs N / (metoksikarbonil)-1H-pirazol-5-
Boc N-N ilJpiperidin-1-karbonil}-1H-pirazol-5-
@ N ilpiperidin-1-karboksilatas
cl
Ox_O-CHj
@‘l /
ON 'N_,Q Tret-butil-(2R)-2-[4-{(2R)-2-[1-(4-
@ bromfenil)-4-(metoksikarbonil)-1H-
8c CasH39BrF2NeOs N pirazol-5-il]piperidin-1-karbonil}-1-
Boc  N-N (3,4-difluorfenil)-1H-pirazol-5-
Q BY illpiperidin-1-karboksilatas
LOF
O._O-CHj
O LN Y Tret-butil-(2S)-2-[1-(4-bromfenil)-4-
ol N-N {(2S)-2-[1-(3,4-difluorfenil)-4-
8d CasH39BrF2NgOs N Kj (metoksikarbonil)-1H-pirazol-5-
Boc N- ilpiperidin-1-karbonil}-1H-pirazol-5-
g F ilpiperidin-1-karboksilatas




3.2.1. Susintetinty biologiskai aktyviy karboksilaty DPPH radikalo slopinimo tyrimas

DPPH radikalo slopinimo tyrimas placiai naudojamas jvertinant junginiy antioksidacinj aktyvuma ir
ju gebéjima skaidyti ar neutralizuoti laisvuosius radikalus. 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas — sintetinis
radikalas, dél didelio stabilumo ir techninio jautrumo lengvai pritaikomas biologinéms savybéms tirti.
Redukcinés reakcijos metu DPPH, sgveikaudamas su tiriamaja medziaga, geba prisijungti vandenilio
radikalg ir tapti stabilia diamagnetine molekule (3.5 pav.) [41].

NO, NO,
H 4 - N
O,N N—N ———— O N—N [ ]
/\ ‘. ,’
AH A
NO, NO,

3.5 pav. Spalviskai jvertinama DPPH radikalo reakcija su antioksidantu (AH)

Spektrofotometru esant 517 nm bangos ilgiui nustatytos tiriamyjy ir palyginamojo tirpaly $viesos
sugertys, apskai¢iuotas DPPH radikalo slopinimas (3.6 pav.).
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3.6 pav. Tiriamyjy junginiy DPPH slopinimo rezultatai

Geriausiomis antioksidacinémis savybémis slopinant DPPH radikala pasiZyméjo peptidas 8a,
strukttiroje turintis trifluormetilo pakaitus (Sviesos sugertis 0,205, slopinimas — 74,5 %). Nustatyta,
kad junginys 5d, peptido 8a monomerinis vienetas, taip pat pademonstravo stipry antioksidacinj
aktyvuma — Sviesos sugertis 0,234, slopinimas — 70,9 %. ApskaiCiavus radikalo slopinimg pastebéta,
kad R konfigiiracijos karboksilatai (junginiai 5a—d) pasizymi didesniu antioksidaciniu poveikiu nei
Sizomerai (junginiai 6a—d). Susintetinty junginiy redukcinés savybés tyrimo metu palygintos Su
askorbo rugsties aktyvumu.

3.2.2. Sintetiniy junginiy redukciniy savybiy nustatymas

Siuo metodu spektrofotometru spalviskai jvertintos tiriamy junginiy redukcinés savybés — Kuo
didesné Sviesos sugerties verte, tuo stipresnis junginiy redukcinis potencialas (3.7 pav.).
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3.7 pav. Susintetinty karboksilaty ir peptidy redukciniy savybiy rezultatai

Geriausiomis redukcinémis savybémis pasizyméjo peptidai 8a ir 8¢ — reakcijos metu $iy junginiy
spalva pakito i$ geltonos j sodriai zalig (Sviesos sugertis 0,950 ir 1,150). Pastebéta, kad ir kiti peptidai
(junginiai 8b ir 8d) pademonstravo aukstesnes absorbcijos vertes uz karboksilatus 5a—d ir 6a—d, kuriy
redukcinés savybés panaSios. Tyrimas patvirtino, kad susintetinti junginiai pasizymi redukciniu
aktyvumu ir geba sudaryti spalvotus kompleksus su metaly druskomis.

3.2.3. BiologiSkai aktyviy junginiy antioksidacinio aktyvumo nustatymas pagal FRAP metoda,
naudojant 2,4,6-tripiridil-s-triazing

Siuo metodu nustatytas sintetiniy junginiy gebéjimas esant zemai pH vertei tirpale redukuoti Fe®* j
Fe?*. Redukcinés savybés jvertintos pagal Fe?* koncentracija, kuri apskai¢iuota sudarius kalibracing
FeSO4x7H20 kreive (3.8 pav.).
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3.8 pav. FeSO4x7H0 kalibraciné kreive

Pagal gautg lygti, sudarius FeSO4x7H20 kalibracine kreive, apskai¢iuotos tiriamyjy junginiy Fe?*
koncentracijos (3.9 pav.).
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3.9 pav. Susintetinty junginiy Fe?* koncentracijos priklausomybé nuo $viesos sugerties

Spektrofotometru jvertinus aktyviy junginiy antioksidacines savybes nustatyta, kad geriausiu
rezultatu iSsiskyré junginys 8b — peptidas, struktiiroje turintis chloro pakaitus. ISmatuota §viesos
sugertis esant 593 nm bangos ilgiui — 0,278, apskai¢iuota junginio Fe?* koncentracija— 13,09 umol/I.
Pastebéta, kad redukuojant Fe®* jona peptidai pasizyméjo Zenkliai didesniu aktyvumu nei
karboksilatai. Gauti rezultatai palyginti su askorbo riigStimi, placiai maisto pramong¢je ir farmacijoje
naudojamu antioksidantu (Fe?* koncentracija 60,32 pmol/l).

3.2.4. Deoksiribozés apsaugos nuo hidroksi- radikaly tyrimas naudojant susintetintus junginius
Sis tyrimas atliktas siekiant jvertinti susintetinty junginiy jtaka 2-deoksi-D-ribozés fragmentacijai.

Junginiuose esantys antioksidantai geba suardyti hidroksi- radikalus, taip sumazindami deoksiribozés
skilimg (3.10 pav.).
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3.10 pav. Tiriamyjy junginiy deoksiribozés fragmentacijos slopinimo rezultatai

[Smatavus tiriamyjy junginiy Sviesos sugert] esant 532 nm bangos ilgiui nustatyta, kad labiausiai
deoksiribozés fragmentacija slopino junginys 8b — apskai¢iuotas slopinimas net 96 %. Tyrimo metu
kontrolei naudota askorbo rligstis parodé maziausiga poveikj suardant hidroksi- radikalus —
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apskaiCiuotas slopinimas 48 %. Rezultatai patvirtino, kad visi tirti junginiai pasizymi stipriomis
antioksidacinémis savybémis apsaugant deoksiriboze¢ nuo skilimo.

3.2.5. Vandenilio peroksido suardymas naudojant biologiSkai aktyvius karboksilatus

Sis metodas skirtas nustatyti susintetinty junginiy antioksidacinj aktyvuma slopinant H,O> radikala.
Gauti rezultatai pateikti 3.11 pav.
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3.11 pav. Tirty junginiy H2O; slopinimo rezultatai

Didziausig aktyvumg skaidant vandenilio peroksidg pademonstravo junginys 8b — peptidas, turintis
chloro pakaitus. ISmatuota Sviesos sugertis — 0,950 (palyginamojo tirpalo 3,026), slopinimas — 68 %.
Tuo tarpu askorbo rtigsties slopinimas — 60 %. Rezultatai patvirtino, kad peptidai 8a—d pasizyméjo
stipresniu antioksidaciniu poveikiu (62-68 %) nei jy monomeriniai vienetai 5a—d ir 6a—d, kuriy
aspkaiciuotas redukcinis potencialas panaSus (50-54 %).

3.2.6. Susintetinty karboksilaty ABTS radikalo slopinimo tyrimas

ABTS metodas taikomas siekiant nustatyti antioksidacinj; poveikj slopinant laisvyjy radikaly
koncentracija. Sis junginys daugiausiai naudojamas fermentiniy reakcijy kinetikoje, dél ryskiai zalios
spalvos lengvai stebimas ir jvertinamas spektrofotometru. Redukcinés reakcijos metu ABTS,

reaguodamas su antioksidantais geba prisijungti vandenilio radikalg ir tapti bespalviu tirpalu
(3.12 pav.) [42].
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: Saltinis | ' vandenilio |
: K2S20s | *KZSZOS ! donoras !
\ 1) N e e - - e - - - - - 7/

------------- ’ HO3S s
> N s SO;H P
N \N_ i | \
\ N AP
CoHs /

3.12 pav. Spalviskai jvertinama ABTS radikalo reakcija su antioksidantu AH ir kalio persulfatu
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Pagal spektrofotometru nustatytas tiriamyjy junginiy Sviesos sugertis apskaiciuotas ABTS radikalo
slopinimas (3.13 pav.).
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3.13 pav. Tiriamyjy junginiy ABTS slopinimo rezultatai

Ivykusia reakcijg ir nuslopinta ABTS radikalg patvirtino pakitusi tirpaly spalva — 1§ sodriai zalios
tirpalai tapo permatomi ir bespalviai. Esant 734 nm bangos ilgiui, stipriausig antioksidacinj poveiki
ir maziausig Sviesos sugertj parodé junginiai 8a ir 8b — peptidai, struktaroje turintys trifluormetilo ir
chloro pakaitus (0,02 ir 0,017 atitinkamai). Gautas slopinimas — 98 % (askorbo rigsties slopinimas —
99 %). 1§ apskaiciuoty slopinimo verciy nustatyta, kad geresnes redukcines savybes pademonstravo
S konfigtracijos karboksilatai (junginiai 6a—d). Rezultatai patvirtino, kad visi tirti junginiai pasizymi
dideliu redukciniu potencialu ir geba atiduoti vandenilius slopinant laisvuosius radikalus, lastelése
sukelianéius negrjztamus patologinius sutrikimus.

3.2.7. Susintetinty karboksilaty antibakterinio aktyvumo jvertinimas

Siuo tyrimu nustatytas susintetinty karboksilaty ir peptidy, turindiy jvairius halogeninius pakaitus,
antibakterinis aktyvumas slopinant Rhizobium radiobacter, Xanthomonas campestris ir Bacillus
subtilis bakterijy suspensijas. Po paros laiko stebétas bakterijy augimo slopinimas, kuris jvertintas
1Smatavus antibakterinio poveikio zong aplink tiriamyjy junginiy tirpalais sudrékintus filtro diskelius
(3.14 pav.).
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3.14 pav. R. radiobacter, X. campestris ir B. subtilis bakterijy augimo jvertinimas esant 1000 pg/ml
tiriamyjy junginiy koncetracijai

Gauti rezultatai palyginti su kontrolei naudotu antibiotiku Ciprofloxacin Actavis (50 pg/ml).
Didziausig antibakterinj aktyvumg esant 1000 pg/ml koncentracijai pademonstravo junginys
8d — peptidas, sudétyje turintis bromo ir fluoro pakaitus. Poveikio zonos dydis sieké 0,54 cm pries
R. radiobacter, 0,42 cm pries X. campestris ir 0,35 cm prieS B. subtilis bakterijas. Slopinant
R. radiobacter bakterijas poveikio zona beveik nesiskyré nuo antibiotiko C. Actavis poveikio (0,6 cm
pries R. radiobacter) (3.15 pav.). Pastebéta, kad susintetinti tiriamieji junginiai pasizyméjo didesniu
antibakteriniu aktyvumu stabdant gramneigiamy bakterijy (R. radiobacter ir X. campestris) augima
nei gramteigiamy bakterijy (B. subtilis), kuriy augimo beveik nenuslopino.

3.15 pav. Junginio 8d ir antibiotiko C. Actavis antibakterinio poveikio R. radiobacter bakterijy augimui
palyginimas
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4. Rekomendacijuy dalis

Amidinio rySio formavimo reakcijos metu susintetintas peptidas 8b atliktuose biologiniy savybiy
nustatymo tyrimuose pasizyméjo stipriausiu laisvyjy radikaly slopinamuoju, redukciniu ir
antioksidaciniu poveikiu. D¢l Siy savybiy, Sis junginys galéty buti naudojamas ir pritaikomas
farmacijoje bei biotechnologijoje, siekiant sukurti efektyvius vaistus, skirtus laisvyjy radikaly
slopinimui, kurie oksiduodami organizmuose esancius junginius sukelia negrjztamus lasteliy DNR
pazeidimus, nulemia degeneracines ligas. Siekiant komercializuoti Sio peptido naudojima, svarbu
sukurti ir jvertinti tinkama gamybos metodika. Siame skyriuje pateikta tret-butil-(2S)-2-[1-(4-
chorfenil)-4-{(2R)-2-[1-(4-chlorfenil)-4-(metoksikarbonil)-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-karbonil }-
1H-pirazol-5-il]piperidin-1-karboksilato  (8b) gamybos technologiné schema ir aptartos
rekomendacijos, skirtos sintetinti pramoninius §io biologiSkai aktyvaus junginio kiekius.

4.1. Tret-butil-(2S)-2-[1-(4-chorfenil)-4-{(2R)-2-[1-(4-chlorfenil)-4-(metoksikarbonil)-1H-
pirazol-5-il]piperidin-1-karbonil}-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-karboksilato ~ (8b)  gamybos
aparatiira ir Zaliavos

Visose gamybos stadijose naudojami reagentai:

e Tret-butil-(2R)-2-[1-(4-chlorfenil)-4-(metoksikarbonil)-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-
karboksilatas (5a¢) — pradiné medziaga, naudojama kondensacijos reakcijoje.

e Tret-butil-(2S)-2-[1-(4-chlorfenil)-4-(metoksikarbonil)-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-karboksilatas
(6a) — pradiné medziaga, naudojama hidrolizés reakcijoje.

o NaOH — reagentas, naudojamas hidrolizés reakcijoje.

e DIPEA - bazé, naudojama amidinio ry$io formavimo reakcijoje.

e HATU — jungiamasis reagentas, naudojamas amidinio rySio formavimo reakcijoje.

o Silikagelis — kolonélinés chromatografijos nejudantis sorbentas.

Reakcijose naudojamus reagentus galima jsigyti i$ pramoniniy tiekéjy, tokiy kaip ,,Sigma—Aldrich*,
,Berchem®, | Fisher Scientific* ar ,,Kratom chemistry*.

Tirpikliai:

¢ Dichlormetanas (DCM) — amidinio rySio formavimo reakcijos tirpiklis.

e Metanolis — hidrolizés reakcijos tirpiklis.

e Etilacetatas — skirtas ekstrahuoti reakcijos misinj ekstraktoriuje.

e KHSO; vandeninis tirpalas — naudojamas hidrolizés reakcijoje.

e NaHCOs vandeninis tirpalas — skirtas padidinti ekstrakcijos efektyvuma.

e Sotus NaCl tirpalas - tirpiklis, skirtas pagerinti reakcijos misinio ekstrakcija.

e Eliuentas (DCM — MeOH) — skirtas produkto gryninimui kolonélinés chromatografijos metodu.

Tirpiklius galima jsigyti i§ ,,Labochema®, UAB ,,Vainesa®“, ,,Eurochemicals* bei kity komerciniy

saltiniy.
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4.1 lentelé. Gamybinés linijos aparatiira

Irenginio nr. Irenginys Irenginio nr. Irenginys
T-1-T-17 Talpos D-5 Laikmatis
S-1-S-17 IScentriniai siurbliai D-6 UV spinduliuoté

R-1 Reaktorius D-7 Masiy spektrometras
TR-1 Sraigtinis transporteris R-7 Garintuvas

D-1 UV spinduliuoté K-3 Kondensatorius

D-2 Masiy spektrometras R-8 Ekstraktorius

R-2 Garintuvas R-9 Maisyklé

K-1 Kondensatorius TR-5 Sraigtinis transporteris

R-3 Ekstraktorius F-2 Filtras

D-3 pH-metras R-10 Garintuvas

R-4 Maisyklée K-4 Kondensatorius
TR-2 Sraigtinis transporteris ChK-1 Chromatografiné kolonélé

F-1 Filtras D-8 Detektorius

R-5 Garintuvas R-11 Garintuvas

K-2 Kondensatorius K-5 Kondensatorius

R-6 Reaktorius R-12 Garintuvas
TR-3 Sraigtinis transporteris K-6 Kondensatorius
TR-4 Sraigtinis transporteris D-9 Masiy spektrometras

D-4 Termostatas

4.2. Gamybiniai ir kokybiniai rodikliai
4.2 lentelé. Peptido 8b gamybiniai rodikliai
Periodinés gamybos rodikliai Verté
Temperatiira, °C k.t.
Hidrolizés reakcija, val. 14-16
Kondensacijos reakcija, val. 4

4.3 lentelé. Peptido 8b kokybiniai rodikliai

Rodiklis Verté
Fizinis buvis Derva
Spalva Ryskiai geltona
Tirpumas DCM, EtOAc, CDCl;
'H BMR, 'H BMR (400 MHz, CDCl3) &: 1,29 (s, 9H, 3xCH3 — t-butil); 1,38-2,19 (m, 12H, CH, —
13C BMR piperidino); 3,49-3,55 (m, 4H, CH; — piperidino); 3,85 (s, 3H, OCHs); 5,12-5,21 (m, 2H, CH —

piperidino); 7,39 (s, 1H, CH — pirazolo); 7,52-7,88 (m, 8H, 8xCH — fenilo); 8,03 (s, 1H, CH —
pirazolo).

13C BMR (101 MHz, CDCls) &: 19,3 (CH, — piperidino); 19,5 (CH, — piperidino); 22,0 (CH; —
piperidino); 22,6 (CH, — piperidino); 27,2 (CH; — piperidino); 27,9 (CH; — piperidino); 28,4
(3xCHzs); 39,8 (CH. — piperidino); 40,2 (CH, — piperidino); 50,6 (CH — piperidino); 50,8 (OCH3);
52,6 (CH — piperidino); 80,4 (C); 111,8 (C); 116,0 (C); 116,5 (C); 117,2 (C); 117,5 (C); 117,9
(C); 124,2 (C); 126,0 (C); 129,9 (C); 130,5 (C); 131,1 (C); 132,0 (C); 135,4 (C); 138,2 (C); 139,1
(C); 143,1 (C); 143,3 (C); 147,7 (C); 155,4 (C=0); 161,5 (C=0); 168,2 (C=0).
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4.3. Sitloma tret-butil-(2S)-2-[1-(4-chorfenil)-4-{(2R)-2-[1-(4-chlorfenil)-4-(metoksikarbonil)-
1H-pirazol-5-il]piperidin-1-karbonil}-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-karboksilato (8b) periodinés
gamybos schema

28 kg pradinés medziagos tret-butil-(2S)-2-[1-(4-chlorfenil)-4-(metoksikarbonil)-1H-pirazol-5-
il]piperidin-1-karboksilato (talpa T-1) kartu su 2N NaOH vandeniniu tirpalu (225 1) (talpa T-3),
tiekiami j 1000 litry talpos reaktoriy R-1. Hidrolizés metu naudojamas tirpiklis — metanolis (300 I),
esantis talpoje T-2. Reakcija vykdoma esant kambario temperatarai atmosferiniame slégyje, reakcijos
trukmé — 14 valandy. Po 13 valandy reakcijos miSinys per kapiliarg patenka j UV spinduliuotés
detektoriy D-1 ir masiy spektrometrg D-2, kuriuose tikrinama reakcijos eiga ir baigtis bei nustatoma
tiksli gauto junginio molekuliné masé. Patvirtinus reakcijos baigti, reakcijos miSinys iScentriniu
siurbliu S-1 tiekiamas j 1000 litry talpos garintuvg R-2, kuriame nudistiliuojamas metanolis. Po
distiliacijos surinktas tirpiklis i§ kondensatoriaus K-1 kaupiamas talpoje T-4 ir regeneruotas siurbliu
S-2 grazinamas ] prading talpg T-2. Atskyrus metanolj, reakcijos miSinys, atsidarius sklendei,
iStirpinamas vandenyje (100 ) i§ talpos T-5 ir iScentriniu siurbliu S-3 transportuojamas j 500 litry
talpos ekstraktoriy R-3. Ekstraktoriuje misinys ekstrahuojamas etilacetatu (150 I) ir pasalinami
Salutiniai produktai, esantys organingje fazéje. Tada misinys rigstinamas KHSO4 vandeniniu tirpalu,
kol pasiekiamas pH=6 ir vandeninéje faz¢je esantis reakcijos produktas perkeliamas i organing faze.
Vandenilio jony koncentracija matuojama pH—metru D-3. Pasalinus vandens rafinatg miSinys
ekstrahuojamas etilacetatu (50 1), esanciu talpoje T-6, plaunamas vandeniu (100 I) ir soc¢iu NaCl
tirpalu (100 1), pasalinamas vandens rafinatas. Surinktas organinis sluoksnis siurbliu S-4
transportuojamas j 250 litry talpos maiSykle R-4, kurioje sraigtiniu transporteriu TR-2 tiekiamas
bevandenis Na>SOs. Sulfatui sugérus vandens ir drégmés likucius, toliau miSinys paduodamas j
rankovinj filtrg F-1, kuriame sulaikomos kietos dalelés ir NaxSOj likuciai. Filtracijai pasibaigus,
filtras rankiniu biidu pakei¢iamas nauju, o naudotas su nuosédomis perneSamas ] surinkimo talpa.
Nufiltruota organiné fazé siurbliu S-5 tickiama j 600 litry talpos garintuvg R-5, kuriame atskiriamas
ekstrakcijoje naudotas EtOAc. Kondensatoriuje K-2 surinktas etilacetatas siurbliu S-6 nukreipiamas
i prading tirpiklio talpa T-6. Nugarinus tirpiklj, atsidaro sklendé, kuri i$ talpos T-7 tiekia DCM (500 I)
ir iStirpina po ekstrakcijos ir filtracijos sukoncentruotg hidrolizés produkta. MiSinys siurbliu S-7
patenka j 1000 litry talpos reaktoriy R-6, kuriame termostato D-4 pagalba palaikoma 0 °C
temperatira. | reaktoriy i§ talpos T-10 sraigtiniu transporteriu TR-3 tiekiamas peptidy sintezés
jungiamasis reagentas HATU (20 kg) ir miSinys paliekamas suktis 10 minuéiy. Reakcijos laikas
reaktoriuje sekamas laikmaciu D-5. Pra¢jus 10 minuciy, j reaktoriy i$ talpos T-9 tiekiama bazé
DIPEA (18 1) ir reakcijos misinys palickamas dar 10 minu¢iy 0 °C temperatiiroje. Po nustatyto laiko,
i§ talpos T-11 j reaktoriy sraigtiniu transporteriu TR-4 transportuojamas aminas tret-butil-(2R)-2-[1-
(4-chlorfenil)-4-(metoksikarbonil)-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-karboksilatas (16 kg), reakcijos
misinys papildomas DCM (150 ) ir DIPEA (9 I). Sudéjus amina, reakcija vykdoma 4 valandas esant
kambario temperatiirai. Po 4 valandy UV spinduliuotés detektoriumi D-6 ir masiy spektrometru D-7
nustatoma reakcijos baigtis ir miSinys siurbliu S-8 tiekiamas j 1000 litry talpos garintuvg R-7,
kuriame atskiriamas naudotas tirpiklis DCM. Nukreiptas i§ kondensatoriaus K-3, jis kaupiamas
talpoje T-13 ir siurbliu S-9 grazinamas | talpas T-7 ir T-8. Sukoncentruotas reakcijos misinys,
atsidarius sklendei, iStirpinamas EtOAc (200 1), esanciu talpoje T-12 ir iScentriniu siurbliu S-10
transportuojamas j 500 litry talpos ekstraktoriy R-8. Ekstraktoriuje iStirpintas reakcijos miSinys
plaunamas 1M KHSO4 (100 I) ir 1M NaHCOz3 (100 I) vandeniniais tirpalais. Pasalinus vandeninés
fazés rafinata, surinktas ekstraktas siurbliu S-11 nukreipiamas j 500 litry talpos maiSykle R-9, kurioje
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sraigtiniu transporteriu TR-5 paduodamas bevandenis Na;SO4. Sulfatui sugérus likusig drégme ir
vandens likucius, toliau miSinys tiekiamas j rankovin;j filtrg F-2, kuriame sulaikomos kietos dalelés
ir Na2SOg4 likuciai. Nufiltruota organiné fazé siurbliu S-12 transportuojama j 500 litry talpos garintuva
R-10, kuriame ekstrakcijai naudotas etilacetatas sukondensuojamas kondensatoriuje K-4, kaupiamas
talpoje T-14 ir siurbliu S-13 grazinamas j prading EtOAc talpa T-6. Pasalinus tirpiklj, atsidaro
sklendé, tiekianti nedidelj kiekj eliuento (100 I). Paruosta gryninimui medZziaga iScentriniu siurbliu
S-14 transportuojama j chromatografing kolong ChK-1, uzpildyta nejudanciu sorbentu silikageliu.
Gryninimui naudojamas pastovaus tarinio santykio 100:2 eliuentas: DCM — MeOH, kuris j kolong
tiekiamas siurbliu S-17 is talpos T-17. Gryninimas atlickamas naudojant detektoriy D-8 — uzfiksuotos
priemaiSos nukreipiamos ] garintuva R-11, o produktas — i garintuva R-12. Po distiliacijos
kondensatoriuose K-5 ir K-6 susikaupes eliuentas atitinkamais S-15 ir S-16 siurbliais grazinamas
periodiniam produkto gryninimui j talpg T-17. Sukoncentruotas produktas kaupiamas talpoje T-16,
i§ kurio pakartoninai nustatomi kokybiniai ir kiekybiniai rodikliai masiy detektoriumi D-9. Taikant
tokig sitilomg periodinés gamybos procediirg, sinteze atlickant du kartus per savaite — per metus gali
bati pagaminama 2500 kg tikslinio peptido tret-butil-(2S)-2-[1-(4-chorfenil)-4-{(2R)-2-[1-(4-
chlorfenil)-4-(metoksikarbonil)-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-karbonil}-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-
karboksilato (8b).

60



Regeneruotas eliuentas

Regeneruotas MeOH

EtOAc Regeneruotas EtOAc

Vanduo

Vanduo

sejuanie sejonJauaday

Vanduo

T-6

Vanduo

Sotus NaCl Bevandenis Na,SO,

Ekstraktas

Regeneruotas DCM

EtOAc
rafinatas

Vandens
rafinatas

Bevandenis Na,SO,

KHSO,

<)

Nuosédos

JVY0313 seroniauaday

D-9 s-13

4.1 pav. Junginio 8b sitiloma technologiné schema
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ISvados

. Atlikus literatiiros analize nustatyta, kad peptidai, turintys pirazolo ir piperidino fragmentus,
pasizymi stipriu antioksidaciniu, antivirusiniu bei proteasomas slopinanciu poveikiu. Pastebéta,
kad tinkama junginiy konfigiiracija ir halogeny jterpimas j struktiirg lemia stipry prieSvézinj
aktyvumg. Aptarti amidinio rySio formavimo reakcijose naudojami jungiamieji reagentai ir
aktyvatoriai. Efektyviausiomis savybémis ir maziausia racemizacijos rizika pasizymi tie
jungiamieji reagentai, kurie benzeno ziede turi jsiterpusj azoto heteroatomg — HOAt, PyAOP,
HATU, HAPyU.

Naudojant pradinius susintetintus f-ketoesteriy darinius ir jvairius hidrazinus, Knorr sintezés
metu gauti R ir S izomery aminorags$c¢iy dariniai 5a—d ir 6a—d, turintys pirazolo Zieda. Atlikus
poliarizuotos Sviesos plokStumos specifinio sukimo kampo tyrimg patvirtinta, kad gauti
enantiomeriskai gryni junginiai.

. Atlikus peptidinio rySio formavimo reakcijy optimizavimg nustatyta, kad vykdant 1H-pirazol-5-
il-piperidin-1-karboksilato dariniy sintezg¢, efektyviausig greitj, maziausig racemizacijg ir
didZiausig iSeigg lémé jungiamasis reagentas HATU. Optimizuotomis salygomis jvykdyta peptidy
8a—d sintezé.

Ivertinus antioksidacines ir redukcines susintetinty 1H-pirazol-5-il-piperidin-1-karboksilaty
savybes nustatyta, kad peptidai (junginiai 8a—d) pademonstravo zymiai didesnj aktyvumg
slopinant laisvuosius radikalus nei aminortig§¢iy dariniai, neturintys amidinio ry$io (junginiai
5a-d ir 6a—d). Geriausiais rezultatais i§ tirty junginiy pasizyméjo peptidai 8a ir 8b, struktiiroje
turintys vienodus pakaitus. Stipriausias antioksidacinis poveikis pastebétas 96 % nuslopinus
hidroksi- radikaly susidaryma, taip apsaugant deoksiriboze¢ nuo fragmentacijos.

. DidZiausig antibakterinj aktyvumg esant 1000 pg/ml tiriamyjy junginiy tirpaly koncentracijai
pademonstravo junginys 8d — peptidas, sudétyje turintis bromo ir fluoro pakaitus. Nustatyta, kad
susintetinti tiriamieji junginiai pasizyméjo didesniu antibakteriniu aktyvumu stabdant
gramneigiamy bakterijy (R. radiobacter ir X. campestris) augima nei gramteigiamy bakterijy
(B. subtilis), kuriy augimo beveik nenuslopino.

. Remiantis atliktu amidinio rySio formavimo reakcijos salygy optimizavimu, nubraizyta
rekomenduojama geriausiomis biologinémis savybémis pasizyméjusio peptido tret-butil-(2S)-2-
[1-(4-chorfenil)-4-{(2R)-2-[1-(4-chlorfenil)-4-(metoksikarbonil)-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-
karbonil}-1H-pirazol-5-il]piperidin-1-karboksilato (8b) periodinés gamybos schema, pritaikyta
gaminti 2500 kg tikslinio produkto per metus. Pateikti kokybés ir gamybos rodikliai.

62



Literatiiros sarasas

1. DANG, T., SUSSMUTH, RD. Bioactive Peptide Natural Products as Lead Structures for Medicinal
Use. American Chemical Society, 2017. DOI:10.1021/acs.accounts.7b00159.

2. WEI, G., et. al. Self-assembling peptide and protein amyloids: from structure to tailored function
in nanotechnology. Royal Society of Chemistry, 2017, 4661-4708. DOI:10.1039/C6CS00542J.

3. TARFAH, I. Al-Warhi, et. al. Recent development in peptide coupling reagents. Journal of Saudi
Chemical Society, 2012, 97-116. DOI:10.1016/j.jscs.2010.12.006.

4. LINTNER, K. Peptides and proteins. Cosmetic Dermatology: Products and Procedures, 2010,
290-299. ISBN 978-1-4051-8635-3.

5. BENOITON, N. Leo. Chemistry of Peptide Synthesis. Taylor & Francis, 2006. 13:978-1-4200-
2769-3.

6. PALOMO, JOSE M. Solid-phase peptide synthesis: an overview focused on the preparation of
biologically relevant peptides. (PDF). RSC Advances, 2014, 4 32658-32672. ISSN 2046-20609.

7. BEHRENDT, R., et. al. Advances in Fmoc solid-phase peptide synthesis. Journal of Peptide
Science, 2016. DOI:10.1002/psc.2836.

8. ERAPALAPATI, V., et. al. Phosphorus pentoxide for amide and peptide bond formation
withminimal by-products. Elsevier, 2019. DOI:10.1016/j.tetlet.2019.151311.

9.VRETTOS, E. I, et. al. Unveiling and tackling guanidinium peptide coupling reagent side reactions
towards the development of peptide-drug conjugates. Royal Society of Chemistry, 2017. DOI:
10.1039/c7ra06655d.

10. SIVANATHAN, S., SCHERKENBECK, J. Cyclodepsipeptides: A Rich Source of Biologically
Active Compounds for Drug Research. Molecules, 2014. ISSN 1420-3049.

11. HU, L., ZHAO, J. Ynamide: A New Coupling Reagent for Amide and Peptide Synthesis. Synlett,
2017. ISSN 0936-5214.

12. KRAUSE, T., et. al. Atom-economic catalytic amide synthesis from amines and carboxylic acids
activated in situ with acetylenes. Nature Communications, 2016. DOI:10.1038/ncomms11732.

13. HU, L., et. al. Ynamides as Racemization-Free Coupling Reagents for Amide and Peptide
Synthesis. American Chemical Society, 2016, 13135-13138. DOI:10.1021/jacs.6b07230.

14. CASSELL, R. J., et al. The Meta-Position of Phe* in Leu-Enkephalin Regulates Potency,
Selectivity, Functional Activity, and Signaling Bias at the Delta and Mu Opioid Receptors. Molecules,
2019. DOI:10.3390/molecules24244542.

15. KAUR, C., et. al. Renal detection of Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax and Plasmodium
knowlesi in malaria associated acute kidney injury: a retrospective case — control study. BMC Res
Notes, 2020. DOI:10.1186/s13104-020-4900-1.

63


https://doi.org/10.1021/acs.accounts.7b00159
https://doi.org/10.1039/C6CS00542J
https://digital.csic.es/bitstream/10261/187255/1/Solid-phase_Palomo_Publisher2014.pdf
https://digital.csic.es/bitstream/10261/187255/1/Solid-phase_Palomo_Publisher2014.pdf
https://en.wikipedia.org/wiki/International_Standard_Serial_Number
https://www.worldcat.org/issn/2046-2069
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2019.151311
https://doi.org/10.1186/s13104-020-4900-1

16. PICASO, L. P., et. al. Linear and cyclic dipeptides with antimaliar activity. Bioorganic &
Medicinal Chemistry Letters, 2012, 7048-7051. DOI:10.1016/j.bmcl.2012.09.094.

17. POLLAK, N., et. al. The power to reduce: pyridine nucleotides —small molecules with a multitude
of functions. PubMed, 2007. DOI:10.1042/BJ20061638.

18. BOGDELIS, A. Baltymy kinaziy ir kity signaliniy molekuliy jtaka Sirdies miocity L tipo kalcio
srovei. Daktaro disertacija, Lietuvos sveikatos moksly universitetas, 2011, p. 22.

19. DONG, X., et. al. Discovery of 3,4,6-Trisubstituted Piperidine Derivatives as Orally Active, Low
hERG Blocking Akt Inhibitors via Conformational Restriction and Structure-Based Design. Journal
of Medicinal Chemistry, 2019, 62, 7264—7288. DOI:10.1021/acs.jmedchem.9b00891.

20. ZHANG, J., et. al. Design, synthesis and biological evaluation of novel non-covalentpiperidine-
containing peptidyl proteasome inhibitors. Elsevier, 2016, 6206-6214.
DOI:10.1016/j.bmc.2016.10.002.

21. FINLEY, D., PRADO, M. A. The Proteasome and Its Network: Engineering for Adaptability.
Cold Spring Harbor Perspectives in Biology, 2020. DOI:10.1101/cshperspect.a033985.

22. FRICKER, L. D. Proteasome Inhibitor Drugs. Annual Review of Pharmacology and Toxicology,
2020. DOI:10.1146/annurev-pharmtox-010919-023603.

23. IRM LLC, Bermuda. Preparation of substituted pyrazole derivatives for use as TGR5 agonists
[interaktyvus]. Gao Wengqi, Lau Thomas, Pan Shifeng et al. Int. Cl: A61P 29/00. US patent, 082947
Al. 2012 06 21. United States Patent and Trademark Office [zitréta 2020-05-21]. Prieiga per
interneta: https://scifinder.cas.org.

24. KUGINYTE, J. Naujy (hetero)aromatiniy aminoriigi¢iy sintezé, struktiiros ir savybiy tyrimas.
Baigiamasis magistro projektas, Kauno technologijos universitetas, Lietuvos sveikatos moksly
universitetas, 2018.

25. SLOOTWEG, J. C,, et. al. Efficient Reagent-Saving Method for the N-Terminal Labeling of
Bioactive Peptides with Organometallic Carboxylic Acids by Solid-Phase Synthesis. American
Chemical Society, 2016, 3192 — 3196. DOI:10.1021/acs.organomet.6b00544.

26. SRIDHAR, K., CHARLES, A. L. In vitro antioxidant activity of Kyoho grape extracts in DPPH"
and ABTS" assays: Estimation methods for ECso using advanced statistical programs. Elsevier, 2019,
41-49. DOI:10.1016/j.foodchem.2018.09.040.

27. VIJAYALAKSHMI, M., RUCKMANI, K. Ferric reducing anti-oxidant power assay in plant
extract. Bangladesh Journal of Pharmacology, 2016, 570-572. DOI:10.3329/bjp.v11i3.27663.

28. RODRIGUEZ-BONILLA, P., et. al. Comparative Study of the Antioxidant Capacity of Four
Stilbenes Using ORAC, ABTS® , and FRAP Techniques. Springer, 2017, 2994-3000.
DOI:10.1007/s12161-017-0871-9.

29. SINGH, D. P., et. al. Antioxidant properties and polyphenolic content in terrestrial cyanobacteria.

Springer, 2017, 134. DOI:10.1007/s13205-017-0786-6.
64


https://doi.org/10.1016/j.bmcl.2012.09.094
https://doi.org/10.1016/j.bmc.2016.10.002
https://doi.org/10.1146/annurev-pharmtox-010919-023603
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2018.09.040

30. MUKESH, S., et. al. Designing and Synthesis of Flavonoids Derivatives and Screening of their
Antioxidant Activity. Journal of Drug Delivery & Therapeutics, 2019, 1226-1231. ISSN: 2250-1177.

31. KONAN, K. V., et. al. Electrolysis-induced fast activation of the ABTS reagent for an antioxidant
capacity assay. The Royal Society of Chemistry, 2016, 5638-5644. DOI:10.1039/c6ay01088a.

32. BALOUIRI, M., et. al. Methods forin vitroevaluating antimicrobial activity: A review. Elsevier,
2016, 71-79. DOI:10.1016/j.jpha.2015.11.005.

33. LELLEK, V., et. al. An Efficient Synthesis of Substituted Pyrazoles from One-Pot Reaction of
Ketones, Aldehydes, and Hydrazine Monohydrochloride. Synlett, 2018, 1071-1075. DOI:10.1055/s-
0036-1591941.

34. NAGY, A., et. al. o/f-Chimera peptide synthesis with cyclic B-sugar amino acids: the efcient
coupling protocol. Springer, 2019, 669-678. DOI:10.1007/s00726-019-02702-9.

35. CHARISIADIS, P., et. al. Determination of Polyphenolic Phytochemicals using highly deshielded
-OH 'H NMR Signals. Phytochemical Analysis, 2016, 159-170. DOI:10.1002/pca.2656.

36. NAYANI, K., HUSSAINI, S. A. Synthesis of cytotoxic cyanobactin, Wewakazole B. Elsevier,
2017, 1166-1169. DOI:10.1016/j.tetlet.2017.02.012.

37. MUZAFFAR-UR-REHMAN, M., et, al. Side reactions in peptide synthesis: An overview.
International Journal of Pharmacy Research & Technology, 2018. DOI:10.1002/326982723.

38. FIGUEIREDO, R. M., et. al. Nonclassical Routes for Amide Bond Formation. American
Chemical Society, 2016, 12029-12122. DOI:10.1021/acs.chemrev.6b00237.

39. JARADAT, D. M. M. Thirteen decades of peptide synthesis: key developments in solid phase
peptide synthesis and amide bond formation utilized in peptide ligation. Springer, 2018, 39-68.
DOI:10.1007/s00726-017-2516-0.

40. GAI, K., LIU, B., ZHANG, Y. Identification of unexpected unlabeled N,N-dimethylamide
formation in the synthesis of deuterated fragment of ribociclib by a HATU-mediated coupling
reagent. Journal of Labelled Compounds and Radiopharmaceuticals, 2019, 62-66.
DOI:10.1002/jlcr.3690.

41. HIDAYAT, M. A., et. al. Simple scanometric assay based on DPPH immobilized on
pharmaceutical blister for determination of antioxidant capacity in the herbal extracts. Marmara
Pharmaceutical Journal, 2018, 450-459. DOI:10.12991/jrp.2018.87.

42. ROJAS, J., BUITRAGO, A. Antioxidant Activity of Phenolic Compounds Biosynthesized by
Plants and Its Relationship With Prevention of Neurodegenerative Diseases. Elsevier, 2019, 3-31.
DOI:10.1016/B978-0-12-814774-0.00001-3.

65


https://doi.org/10.1016/j.jpha.2015.11.005
https://doi.org/10.1007/s00726-019-02702-9
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2017.02.012
https://doi.org/10.1007/s00726-017-2516-0
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-814774-0.00001-3

