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1. Bevezetés és célkitiizések

A szerves kémiai kutatdsok, fejlesztések egyik legfobb célja a szintézismddszerek
hatékonysaganak novelése, mely egyfeldl konvergens vagy divergens szintézisutak
megvaldsitasaval, masfeldl 10j, a korabbindl hatékonyabb reagensek vagy reakcidok
kifejlesztésével és optimalizalasaval lehetséges. Az egyedényes (,,one-pot”) eljarasok olyan
nagy hatékonysagu szintézismodszerek, melyek soran tobb egymast kovetd reakcidlépés a
keletkezd intermedierek izolalasa nélkiil egy reakcidtérben megy végbe. A kivitelezés
szempontjabol megkiilonboztethetiink szekvencialis és tandem egyedényes protokollokat; mig
a szekvencialis egyedényes eljaras koztitermékeinek képzodését ujabb reagens hozzaadasa
¢és/vagy a reakciokoriilmények megvaltozasa kovetheti, addig a tandem reakcidk soran az egyes
részlépések tovabbi reagensek hozzdadasa nélkiil, automatikusan indukaljak a kovetkezo
részlépés lejatszodasat. A tandem transzforméciok kozé sorolhaté multikomponensii reakciok
(MCRs) altal legalabb harom kiindulasi komponens egy 1épésben torténd, de tobb konszekutiv
részfolyamaton keresztiili kombinalodéasaval egy olyan Osszetett molekula jon 1étre, melyben a
kiindulasi komponensek 0Osszes (vagy legtobb) atomja megtalalhato. A multikomponensii
reakciok kiemelt helyet foglalnak el a gyogyszerkémia eszkoztardban, mivel a kiindulasi
anyagok varialasa révén rovid id0 alatt nagy tagszamu és diverzitdsu molekulakdnyvtar
egyszer(, akar automatizalt felépitését teszik lehetdvé.

Az irodalmi elézmények ismeretében doktori munkdm célja egyrészt 01j, varhatéan
tumorellenes hatasti imidazo[1,2-b]pirazolok izocianid alapi multikomponensli szintézise,
masrészt egy N,N’-diszubsztitualt guanidinek eldallitasat célzé uj tipust, izocianid alapu,

szekvencialis egyedényes szintézismodszer kifejlesztése volt.
2. Vizsgalati médszerek

A szintetikus munka soran a reakciok tobbségét millimolos mennyiségben hajtottuk végre. A
reakciokat vékonyréteg-kromatografiaval, illetve esetenként HPLC-vel kovettiik. Az eléallitott
vegyitileteket oszlopkromatografiaval (szilikagél, aluminium-oxid) vagy egyszerl sziiréssel és
atkristalyositassal tisztitottuk. A termékek szerkezetét egy- ¢és kétdimenzios NMR

spektroszkopiai technikak, valamint tomegspektrometria felhasznalasaval hataroztuk meg.



3. Uj tudomanyos eredmények™

3.1.  El6észor az 5-aminopirazol-4-karbonitril (222a) Groebke-Blackburn-Bienaymé harom-
komponensii reakcioit (GBB-3CR) tanulmanyoztuk. Egy modellreakcion keresztiil [p-
tolualdehid (223a) ¢és terc-butil-izocianid (224a) komponensek, 1. abra] Brensted- és Lewis-
sav katalizatorok tesztelésével, kiilonb6z0 olddszerek alkalmazasaval, valamint a katalizator
mennyiségének valtoztatasaval meghataroztuk az optimalis reakciokoriilményeket (20 mol%

TFA, EtOH/viz 1/1, szobahémérséklet, 15 perc).

CN
CHO
CN N{ \
NC sav katalizator N NH
N/ \ NH * * 4\ —
~ 2 oldészer ;
H rt NH
222a 223a 224a 225
1. abra

3.2. A 222a aminopirazol in situ eléallitasat az optimalizalt GBB-reakciolépéssel
Osszekapcsolva 40 1j imidazo[1,2-b]pirazol-7-karbonitril szarmazék (225-264 vegyiiletek)
szekvencialis egyedényes, kétlépéses szintézisét valdsitottuk meg (2. dbra). Az aromas ¢€s alifas
aldehidek (223a—j), valamint alifas tercier, szekunder és primer izocianidok (224a—d)
felhasznalasaval nyert 225-264 biciklusokat alacsony-jo6 hozammal (23-83%) izolaltuk.
Jelent6s szubsztituenshatast nem tapasztaltunk, azonban metil-izocianoacetat (224c)
alkalmazasakor rendszerint nagyobb mértékli melléktermék-képz6dés mellett alacsonyabb

termeléseket értiink el.

R'CHO RNC CN
CN 223a-j 224a-d f
NC\[CN NH,NHpeH,0 //_& TFA (20 mol%) N\N\ NH
OFt EtOH N\N NH2 EtOH/H,0 (1:1) —
MW: 80 °C, 10 perc, 150 W H rt, 10-60 perc R2-NH R
220a 222a 225-264
(23-83%)
40 vegyllet

R'=CgHs 4-Me-CgHy, 4-F-CgHy 4-CF3-CgHy 3-F-4-CF3-CgHa, 3,4-di-F-CgH3, 4-F-3-CF3-CgH3, 2,4,6-tri-MeO-CgHy, f\m@ , t-butil
R2=t-butil, t-oktil, CH,COOMe, c-hexil

2. abra

* A vegyliletszdmozas megegyezik a disszertacioban alkalmazottal



3.3. A szekvencialis egyedényes, kétlépéses eljarast a megfeleld 220b—d vegyiiletbdl
kiindulva multiszubsztitualt (ij imidazo[1,2-b]pirazol-7-karbonitrilek és -etil-észterek (265-270
termékek) szintézisére is kiterjesztettiik (3. abra). A 222b—d aminopirazolok in situ képzése 10
perces mikrohulldmu besugarzas mellett magasabb hémérsékletet (120 vagy 150 °C) igényelt.
Megfigyeltiik, hogy mig az elektronkiildé metil szubsztituens (R* = CHs) jelenléte kedvezden
befolyasolja a reakcié hatékonysagat, addig az R? nitril funkcié etiloxikarbonil csoportra

cserélése jelentésen nem valtoztat az elérhetd hozamokon.

R3CHO RANC Rl R
5 R! R2 223a-c,i 224a-c I
R\/lECN NH,NH_+H,0 >/—§\ TFA (20 mol%) N
N,

N NH
EtOH NH EtOH/H,0 (1:1) —
1 2
RY TOEt MW: 120 vagy 150 °C N t, 10-60 perc R-NH RS
10 perc, 150 W

220b—d 222b—d 265-270

(54-79%)

R'=H, Me; R?=CN, COOEt, R3=CgHs, 4-Me-CgHy, 4-F-CSH4,m | 6 vegyiilet

3. dbra

3.4. Az 5-aminopirazol-4-karboxamid (222e), aromas, illetve alifas aldehidek és izocianidok
GBB-reakciojaval, modositott reakciokoriilmények kozott (20 mol% HCIO4, MeCN, rt, 6 6ra)
27 1j imidazo[1,2-b]pirazol-7-karboxamid szarmazékot szintetizaltunk (271-297 vegyiiletek,
4. abra). Megfigyeltiik, hogy aromas aldehidek alkalmazasaval magasabb hozamok érhetdk el
(46-85%), mint alifas aldehidekkel (35-56%). Az izocianid kémiai mindsége a reakcio
hatékonysagat nagymértékben nem befolyésolta.

(@)
NH /

2 HCIO, (20 mol%) N, \

A\ + R-CHO + R2-NC N~ NH
N, NH, MeCN >:<

” rt, 6 6ra R2-NH R!
222e¢ 223a-d,f,h—-t 224a-f 271-297
(35-85%)
27 vegylilet

R'= (hetero)aril, alifas; R?=t-butil, t-oktil, c-hexil, CH,COOMe, 4-MeO-CgHy, 4-F-CgH,

4. abra



3.5. Az imidazo[1,2-b]pirazol-7-karboxamid molekulakdnyvtar bovitéséhez 39 C-4
helyzetben szekunder ¢és tercier karboxamid csoportokkal szubsztitualt aminopirazol
szarmazeékot (378-415 ¢és 458) allitottunk eld. A haromlépéses szintézis soran eldszor a 300
cidnecetsav szarmazék €s kiilonbozé aminok nukleofil szubsztitucios reakciojaval a 301-338
cianacetamid analdgokat szintetizaltuk, melyeket N,N-dimetilformamid-dimetil-acetallal (339)
vagy N,N-dimetilacetamid-dimetil-acetallal (456) a 340-377 és 457 énamin szarmazékokka
alakitottunk. Végiil az énaminok és hidrazin-monohidrat gytirtizarasi reakcidja vezetett a 378—

415 és 458 aminopirazol-4-karboxamid termékekhez. (5. abra).

MeQO
R3>—N 1) . (0] /R']
0 o MeO NC R R N
NC\)L RRNH _ nc L Rt _ 330456 N NHoNHpH,0 N R
N7 i N~ e ——— | R — N
N toluol o toluol SNYRS EtOH "N~ “NH
300 N 80 °C, 6 6ra R 80 °C, 6 6ra | 78 °C, 12 6ra H

(25-97%) 301-338 (41-98%) 340-377,457  (35-91%) 378-415, 458

38 vegyllet 39 vegyllet 39 vegylilet

R'= (hetero)aril, alifas; R?= H, Me; R3= H, Me

5. dbra

3.6. A 3.4. tézispontban ismertetett 271-297 imidazo[1,2-b]pirazol termékek mellett a 378—
415 és 458 aminopirazol-4-karboxamid, pivalaldehid (223j) és terc-oktil-izocianid (224b)
komponensek GBB-reakcigjaval tovabbi 39 1j imidazo[1,2-b]pirazol-7-karboxamid
szarmazékot készitettiink (6. abra). Emellett Eschweiler-Clarke reakcidval egy terc-oktilamino
funkcion N-metilezett analogot is eldallitottunk (454 vegyiilet). A termékeket kozepes
hozammal (23-60%) nyertiik.

(0] R!
o R R N
R3 N’ HCIO, I\ R?
. CHO 0
2 20 mol% N.
>/_\/%\\\ R + + >‘\/QIC ﬂ, N~ NH
N, NH, MeCN —
” rt, 6 ora NH
378-415,458 223j 224b (23-60%)
416-453,455
| R'= (hetero)aril, alifas; R?= H, Me; R3= H, Me | 39 vegyiilet

6. abra



3.7. Az cldallitott imidazo[1,2-b]pirazolokat (225-297 és 416-455) az Avidin Kift.
munkatarsai In Vitro citotoxicitasi vizsgalatoknak vetették ala kiilonb6z6 human és egér
tumorsejtvonalakon. Egyes imidazo[1,2-b]pirazol-7-karboxamid szarmazékok potens
tumorellenes hatast mutattak. Az imidazo[1,2-b]pirazol-7-karboxamidok (271-297 és 416—
455) biologiai eredményei alapjan szerkezet-hatas 0sszefiiggéseket allapitottunk meg (7. abra).
A primer karboxamid szarmazékok (271-297: R3R*R°=H) koéziil a legjelentdsebb
tumorellenes aktivitast a 292 vegyiilet mutatta (R'=t-butil, R?>=t-oktil). Aromas csoportokkal
szubsztitualt analogok (R! és/vagy R? = aril) egy nagysagrenddel gyengébb hatast mutattak,
vagy inaktivnak bizonyultak. A 292 vegyiilet karboxamid funkciojan N-alkil vagy N-
benzilcsoportok jelenléte hasonld vagy csokkent aktivitashoz vezetett (416—423 vegyiiletek),
azonban fenilcsoport beépitése a HL-60 sejtvonalon mért citotoxikus hatast pozitivan
befolyasolta. p-Fluorfenil szubsztituenssel a tumorellenes hatast tovabb noveltik: a 440
vegyiilet (R!=t-butil, R?=t-oktil, R3®=4-F-C¢Hs, R*R°=H) HL-60 sejtvonalon nanomolos
koncentracioban mutatott szelektiv HL-60 aktivitast. A 440 vezérmolekula (,,lead”) terc-
oktilamino-csoportjanak (R?NH) N-metilezése (454 vegyiilet), tercier karboxamid funcki6
kialakitasa (453: R!=t-butil, R>=t-oktil, R3=4-F-CeH4, R*=Me, R°=H), vagy 6-0s helyzetben
metilcsoport jelenléte (455: Ri=t-butil, R?=t-oktil, R®>=4-F-C¢H4, R*=H, R°=Me) a citotoxikus

aktivitas csokkenését vagy elvesztését eredményezte.

‘R4<):| H > Me

o) R3 <= @F > fenil > H > alifas, Bn
Me < H —=> R® N’
A\

N° 'NH
(HL-60 aktivitas) aril < M —> R2-NH R ¢ ;S( > aril

7. abra

3.8. A kisérleti munka harmadik részében egy N,N’-diszubsztitualt guanidinek eldallitasara
alkalmas izocianid alapu szekvencidlis egyedényes modszert fejlesztettiink ki.

Egy modellreakci6 segitségével N-ftaloilguanidinek N-klorftalimidbdél, izocianidokbol
¢s aminokbol torténd kétlépéses, szekvencialis egyedényes eldallitasi lehetdségét vizsgaltuk: a
terc-butil-izocianid (224a) és p-anizidin (461a) komponensek felhasznalasaval végrehajtott
reakcid soran a vart 462a N-ftaloilguanidin mellett a 463a izoindolinon terméket izolaltuk (8.
abra). A reakciokoriilmények optimalizaldsa soran szignifikdns oldoszerhatast tapasztaltunk:

apolaris olddszerek és éterek esetén a reakcio fétermékeként a 463a izoindolinon keletkezett,



mig polaris aprotikus kozeg fOként az 462a guanidin képzddésének kedvezett.

A

legmegfelelobb oldoszernek az abszolat acetonitrilt talaltuk (462a: 75% (HPLC)). A

szubsztiticios 1épés szobahOmérsékleten bizonyult a leghatékonyabbnak; a hoémérséklet

csokkentésével vagy emelésével nem értiink el hozamndvekedést.

Y, 0
NH O
2 NH
NH
Lo | o e, —
N_C] 224a 461a N + \N
oldészer < homeérséklet 0 s
o) 0 °C, 15 perc Cl 2 6ra
(0]
459 460a MeO MeO
462a 463a
8. abra

3.9.

az optimalizalt reakciokoriilmények kozott (MeCN oldoszer, 461la hozzaadasat kdvetden

Tanulmanyoztuk a reakcio kiterjeszthetdségét aromas izocianidokra. A modellreakciot

szobahdmérséklet) 4-metoxifenil-izocianiddal (224e) elvégezve a vart 462b N-ftaloilguanidin
helyett a 463a izoindolinon termék keletkezését tapasztaltuk (9. abra). A reakcidsor
részlépéseinek vizsgalata soran megallapitottuk, hogy az N-klorftalimid és a 224e izocianid
reakcioja stabilis, izolalhat6 460b adduktot eredményezett. Megfigyeltiik, hogy a 460b imidoil-
Klorid in situ képzését kovetéen a reakcidelegyhez megfelelé bazist (és 46la p-anizidint)
hozzaadva a szubsztitucids reakcidlépés a tavozo sosav semlegesitésén keresztiil elésegithetd.
A leghatékonyabb adaléknak a trietilamin (TEA) bizonyult (462b: 48% (HPLC)). Az

alkalmazott bazis erdssége ¢s a 462b:463a termékarany kozott 6sszefliggést nem talaltunk.

@cﬁQ o

o
MeO

224e
N-C| —
MeCN
0 °C, 15 perc

— MeO _ /@/NHZ
MeO 461a
e} bazis

N rt, 2 6ra
0 [ I §N4/< Q Q
Cl
L (0] _
459 460b
462b 463a
9. abra




3.10. Az optimalizalt protokollt kovetve (MeCN, 0 °C—rt, TEA a masodik 1épésben) alifas,
benzil- és aromas izocianidok (224a,d—g), valamint elektronkiildé és -vonzé csoportokkal
szubsztitudlt anilinek (46la—e) felhasznalasaval hat, elektronikus szempontbol eltérd
tulajdonsagu 462a—f N-ftaloilguanidin szarmazékot szintetizaltunk (28-68%), majd vizsgaltuk
a ftaloilcsoport eltavolithatosagat; a 462a—f termékeket metilhidrazinnal 40 °C-on, 2 6ra
reakcioidé alatt teljes konverzioval alakitottuk at a 464a—f N,N’-diszubsztitualt guanidinekké
(10. abra). Megfigyeltiik, hogy a 462a—f guanidinek szubsztitualtsiga a reakcio hatékonysagara
nem gyakorol hatast: a 464a—f termékeket — melyeket a konnyebb izolalas érdekében sosavas

sova alakitottunk — kivalo termelésekkel (94-98%) nyertiik.

N NH, o 1
R N"RY 1. MeNHNH,
RI-NC 461a-e N— MeCN NH, & o,
224a,d—g EtsN NH 40 °C, 2 ora R ® /L R
, 0 SNINTYS o
O >N "0  MeCN rt, 2 6ra 7\ 2. HCI/EtOH H H cl
| 0 °C, 15 perc X, rt, 15 perc
Cl R 464a—f (94-98%)
459 462a—f (28-68%) .
6 vegyllet

6 vegyllet

462a,464a: R'=t-Bu, R%=4-MeO-CgH,; 462b,464b: R'=4-MeO-CgH,, R?=4-MeO-CgH,; 462¢,464c: R'=4-MeO-CgH,, R?=4-
Br-CgHg; 462d,464d: R'=c-hexil, R?=3,5-di-Me-CgH,; 462e,464e: R'=Bn, R?=4-F-CgH,; 462f,464f: R'=4-F-CgH,, R?=CgHg

10. abra

3.11. Az N,N’-diszubsztitualt guanidinek szintézisét egy N-ftaloilguanidinek izolalasat
mell6z6 haromlépéses szekvencialis egyedényes protokolla fejlesztettiik, mellyel el6szor alifas
és aromas izocianidok (224a,b,d-i), valamint p-anizidin (461a) felhasznalasaval 8 N,N -
diszubsztitualt guanidint allitottunk el6 (11. abra). Megfigyeltiik, hogy az izocianidok nukleofil
karaktere a hozamokat jelentésen befolyasolja: a legjobb izolalt termeléseket benzil- és alifas
izocianidok felhasznalasakor értiik el (51-69%), mig aromas izocianidok alacsonyabb
hozamokat eredményeztek (22-48%). Aromas izocianidok esetén a 463a izoindolinon

melléktermék mellett N-aril-N -(4-metoxifenil)-karbamidok képzodését figyeltiik meg.

OMe
R'-NC MeO 461a NH;
224a,b,d-i EtsN MeNHNH, R 9L
N™ >N
07Ny~ 0 MeCN rt, 2 6ra 40°C, 2 ¢ra H H Cle
) 0 °C, 15 perc
cl 464a,b,g-I (22-69%)

459
8 vegyllet

R=t-butil, t-oktil, c-hexil, Bn, 4-MeO-CgHg, 4-F-CgHa, 3,4,5-tri-MeO-CgHa, 4-N02-06H4|

11. abra



3.12. A haromlépéses szekvencialis egyedényes modszerrel elektronkiildd és elektronvonzd
csoportokkal szubsztitualt anilinek (461b—I) és a izocianidok (224a,b,d—i) felhasznalasaval 14
N,N’-szubsztitualt guanidint allitottunk el (27-73%) (12. abra). Megallapitottuk, hogy az
anilin szubsztituenseinek (R®) elektronikus tulajdonsaga — a nitrocsoport kivételével — a reakcio
hatékonysagat jelentésen nem befolyasolja. Egy példan keresztiil megmutattuk, hogy az eljaras
N,N,N -triszubsztitualt guanidinek szintézisére is alkalmazhaté (464n vegyiilet: R?>=Me).
Heteroaromas aminok (2-aminopiridin, 2-aminotiazol és 3-aminoizoxazol) esetén a vart

guanidin céltermékek helyett a megfeleld6 463 izoindolinon melléktermékek képzodését

tapasztaltuk.
NHR?
RI-NC R3©/|461b—l @NHZ D gs
224a,b,d-i X Et;N.  MeNHNH, RL )\
(0] N (0] MeCN rt, 2 6ra 40°C, 2 6ra
) 0 °C, 15 perc
Cl 464c-f, m—v (27-73%)
459

14 vegyiilet

R'=t-butil, t-oktil, c-hexil, Bn, 4-MeO-CgHy, 4-F-CgHg, 3,4,5-tri-MeO-CgHy, 4-NO»-CoHy;
R2=H, Me; R3= H, 4-F, 4-Br, 3-1, 4-CF3, 4-CN, 4-NMe,, 2,4-di-F, 3,5-di-Me, 4-Me-3-NO,

12. abra

3.13. Vizsgaltuk a reakcid Kkiterjeszthetdségét alifas aminokra. Meglepé modon az N-
klorftalimid, terc-butil-izocianid és alifas izobutilamin reakcidja a 466a terméket
eredményezte, melyet a vart N-ftaloilguanidin izobutilaminnal végbemend in situ
gyurifelnyilasaval magyaraztunk (13. abra). Mivel a gylrifelnyilast alacsony hémérsékleten
(-40°C) sem sikeriilt megakadalyoznunk, a 467a N,N’-diszubsztitualt guanidin eléallitasat
végiil az izolalt 466a termék intramolekularis nukleofil szubsztiticid révén végbemend

debenzoilezésével, hidrazin mell6zésével valositottuk meg (13. abra).

NH2

465a o 1. MeCN, NH,
224a Et,N NH_I-%N 82 °C. 10 6ra >L ®J\
HN —_—
MeCN i, 2 6ra \ 2. HCI/EtOH /ﬁ/m@

N
0 °C, 15 perc o) ‘>7 rt, 15 perc
(98‘%) 467a

459 466a

13. abra



3.14. Alifas aminok sikeres alkalmazéasa céljabol a haromlépéses szekvencialis egyedényes
protokollt modositottuk: a masodik 1épés soran 2,2 ekvivalens 465 amint alkalmaztunk, illetve
a képzodd 466 intermediert egyszerii forraldssal alakitottuk at a megfelelé 467 N,N’-
diszubsztitualt guanidinné. A moédositott eljarassal kiilonb6zé primer alifas és benzil-aminok

felhasznalasaval 9 guanidin szarmazékot allitottunk el6 (44-81%) (14. abra).

_ ) _
R2-NH, HN R
0 RI-NC 465a-h @)N\'—Iz
224,a,b,d,e,g EtsN 0 RL AL R?
N— 2 H H —_— NTNT ©
MeCN rt, 2 6ra N N\R1 82 °C, 10 6ra H H CI
0 °C, 15 perc T o
o) o N 464h, 467a-h (44-81%)
\R2
459 - 466a—i - 9 vegyllet

R'=t-butil, t-oktil, c-hexil, Bn, 4-MeO-CgH,
R2= j-butil, (CH,)s0H, (CHa),CeHs, (CH2)sNHBoc, CH,CCH, t-butil, c-hexil, a-Me-benzil

14. abra

3.15. A reakcié6 mechanizmuséra javaslatot tettiink, melynek 1ényege az N-klorftalimid és
izocianid a-addicidés reakciojaval kialakulo B imidoil-Klorid intermedierre torténé amin
tamadas, mely az imidoil szénatomonon (A ut) vagy a ftalimid karbonilcsoportjan (B ut)
egyarant megvalosulhat, a megfelelé 462 N-ftaloilguanidin vagy 463 izoindolinon keletkezését
eredményezve (15. abra). A retro [2+2] cikloaddicio-szerli atrendezddéssel jard B reakciout
soran izocianat keletkezését feltételeztiik, melyet egy kontroll kisérlettel igazoltunk. A

mechanizmus tovabbi alatamasztasara a B imidoil-kKlorid intermedier képzOdését is

bizonyitottuk.
® O 0
R'-N=C ® N-R!
459#— N—=N-R'| = N—"- ~
Cl
] HCI
O ClI O A
B ut
A B .
H,N-R?
%HC.
(0]
N
©j<<x>¢N. .| R
RZ_NH (0] R \N=C=O
c D 463
15. abra
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