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1. Roviditések jegyzéke
antibiotikum / antimikotikum
abszorpcio, disztriblcid, metabolizacid és exkrécid — felszivodas,
closzlas, metabolizmus, Kitiriilés; legfontosabb farmakokinetikai
jellemzok
protein kinaz B, v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1
(Ak egértenyészet és thymoma roviditésébol)
anaplasztikus limféma kinéaz
rapidly accelerated fibrosarcoma B — szerin/treonin kinaz
diode array detector — diddasoros detektor
di-terc-butil-azodikarboxilat
trisz(dibenzilidén-aceton)-dipalladium(0)
1,8-diazabiciklo[5.4.0Jundec-7-én
diizopropil-éter
diklérmetan
dimetilszulfoxid
dimetoxietan
dimetilformamid
dipeptidil peptidaz IV
ditiotreitol
félhatasos koncentracio (az a koncentracio, amellyel a maximalis
biologiai hatas felét kivalthatjuk)
epidermal growth factor receptor — epidermalis novekedési faktor
receptor
elektrospray
fetal bovine serum - magzati marha szérum
Filament temperature sensitive protein Z — bakterialis sejtosztodasban
résztvevo fehérje
4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanszulfonsav
human gonadotropin-releasing hormone — reprodukcios

szabalyozasban résztvevo peptidhormon
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hTRPV1

HPLC
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IPA
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LCMS
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MICinax
MTS
NMR
NOE

NSCLC
PBS

heteronuclear multiple bond correlation — két-harom kotés
tavolsagban 1év8 *H-3C csatol partnerek meghatarozasara hasznalt
magnesesrezonancia modszer

heteronuclear multiple quantum coherence — harom kotés tavolsagban
16v6 'H-'3C csatol6 partnerek meghatérozasara hasznalt
magnesesrezonancia modszer

human neurokinin-3

human transient receptor potential cation channel subfamily V
member 1 — human kapszaicin receptor

high performance liquid chromatography — nagy teljesitményii
folyadékkromatografia

heteronuclear single quantum coherence — egy kotés tavolsagban 1év6
'H-13C csatol6 partnerek meghatérozéasara hasznalt
magnesesrezonancia modszer

immobilized metal ion affinity-based fluorescence polarization —
foszfortartalmu vegyiiletek kimutatasara alkalmazott fluoreszcens
immobilizalt fémion vizsgalat

prosztaciklin receptor

izopropanol (izopropil-alkohol)

international union of pure and applied chemistry — tiszta és
alkalmazott kémia nemzetkozi unidja; az egységes nemzetkozi kémiai
nevezektan megalkotoja

nagy hatékonysagt folyadékkromatografiaval 6sszekapcsolt
tomegspektrometria

mitogén-aktivalt protein

az a legkisebb koncentracio, amivel maximalis gatlast érhetiink el
medium throughput screening — kdzepes ateresztoképességii tesztelés
nuclear magnetic resonance — magneses magrezonancia

nuclear Overhauser effect — térkdzelség meghatarozasara hasznalt
magnesesrezonancia modszer

Non-small cell lung carcinoma — nem kissejtes tiidékarcinoma

phosphate buffered saline - izotonias foszfat pufferelt vizes s6oldat
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2. Bevezetés (irodalmi hattér)

A modern rakkutatds egyik Uj irdnyzata, hogy a gyogyszeres kezeléssel a
tumoros sejtpopulacié azon kis részhalmazat célozzuk, mely a hatékony kezelés utan
jelentkezd problémaért, a daganat kigjulasaért felelés. A munkénk soran célunk az volt,
hogy olyan 1j, szabadalmaztathaté hatéanyag molekulakat fejlessziink ki, amelyek
daganatos betegségekben potencidlisan a rezisztenciat okozo sejteket is gatolni tudjak.
Ezt egy olyan eldsziir6 technikaval kozelitettiik meg, melyben fenotipusos sziirés soran
— egy MTS (Medium Throughput Screening) sziirés segitségével — szerzett
rezisztenciaval rendelkezd sejtvonalat gatld hatéanyagokat kerestiink. A megkdzelités
alapja az volt, hogy az érzékeny és rezisztens sejteket is gatlo vegyiiletek
rendelkezhetnek olyan hatdsspektrummal, amely a megndvekedett rezisztencidval
rendelkezd rezisztencidt okoz6 sejtek gatlasara is alkalmas lehet.

Az MTS szirésben tobb mint 1100 ismert, jeltovabbitasi rendszerhez
kapcsolodo, tumor-terapias célpontot jelentd kinazgatldo szer szdrmazékait vizsgaltuk,
melyek egy rendelkezésiinkre allo vegyiilettar részét képezték. Az irodalombol ismert,
hogy az Akt kinaz gatlasa noveli a rezisztenciat okozo sejtek érzékenységét, [1] ezért a
vegyiilettarunk tobbek kozt ismert Akt kindzgatld hatdsu anyagokat ¢és ezek
szarmazékaikat is tartalmazta.

Eldallitottam harom Akt kindzgatlo hatassal rendelkez6 molekulat, majd ezek
szerkezetének kombindldsaval 0j, de az eredeti molekuldkkal hasonlosdgot mutatd
szarmazékokat készitettem. A taldlatok alapjan tovabbi fejlesztést végeztem. A
biologiai vizsgalatok soran rezisztens sejteket IS gatolni képes szarmazékok keriiltek ki.
Neéhany igéretes molekulat a rezisztencia-okozo sejtek gatlasanak modellezésére
hasznalt klonalitas tesztben vizsgéltunk. A szintézis soran felmeriild regioizomériai
problémat megoldottam ¢és az eredmények alapjan egyértelmi szerkezet-hatas

Osszefiiggést allitottam fel.
2.1. A daganatos megbetegedések és a hagyomanyos kemoterapia

A daganat vagy tumor a test barmely részén feltlind rosszindulati
szovetszaporulat. A sejtek kontrollalatlan osztéodasa jellemzi, mely haldlos kimenetell
megbetegedéshez vezet. A fejlett orszagokban a legnagyobb egészségiigyi problémat

jelenti, a daganatos megbetegedések és halalesetek tobb mint fele ezekben az



orszagokban fordul eld — jelenleg minden negyedik halalesetért a tumoros
megbetegedések felelések. [2, 3] Vilagszerte az éves daganatos megbetegedések szama
12,7 millié, daganatos betegségek okozta halalesetek szama pedig 7,6 millio. [2] Sok
orszagban a daganat a masodik helyen all a halalozasi okok kozott. [2]

A sejtburjanzas barmelyik testszOvetben jelentkezhet. A  kontrollalatlan
novekedés az onkogének aktivalodasa és az antionkogének szupresszidja kovetkeztében
kialakulé6 folyamatos proliferacios jelek sejtosztoédast stimulaldé  hatasanak
kovetkezménye. A lokalis invazid soran a tumor a szomszédos szovetekbe terjed, a
metasztatizalas sordn pedig a vér- vagy nyirokkeringésbe keriilve képezhet tavoli
attéteket a test tobb pontjan. A kivaltd okok kozott szerepelhetnek fizikai, kémiai és
bioldgiai hatasok, példaul radioaktiv Ssugarzés, bizonyos kémiai anyagok, dohanyzas,
étkezési szokasok, fertézések. [4]

A daganatok genomikai hibakra visszavezethetd betegségek. Amikor egy normal
sejt tumorsejtté alakul, tobb gén szintli valtozas és az irodalomban talélési faktorként
emlitett novekedési faktor aktivacid kovetkezik be. Ez a valtozas adja a daganatnak azt
a stratégiat, ami altal korlatlanul névekedhet. A tumorsejtek nem a szervezettdl teljesen
idegen elemek, hanem az Gket koriilvevo sejtekkel, szovetekkel sok szempontbol rokon
sejtek. A kornyezetiiktél azonban folyamatosan fliggetlenné valnak, a normal sejtekhez
képest egyéb élettani kiilonbségek is jellemzoek lesznek rajuk, és tumorspecifikus
antigének jelenhetnek meg a felsziniikon. Mégis, sokszor nehéz molekularis
kiilonbséget talalni a normal sejtek és daganatsejtek kozott. [5]

A daganatterapia harom f6 aga a lokalis sebészi és sugarterapia, illetve a
szisztémas gyogyszeres kezelés, a kemoterapia. A citosztatikumok alkalmazhatosagat az
adja, hogy bar képesek reakcioba 1épni a sejtciklus barmelyik fazisaban 1évo sejttel,
hatasukat foként a gyorsan osztodo sejteken fejtik ki. A kemoterapias szereket
tamadaspontjuk alapjan csoportosithatjuk. Az alkiladldszerek, mint példaul a buszulfan,
klorambucil, streptozotocin, temozolomid reaktiv alkil-csoportot tartalmaznak, melyek
kot6dni tudnak a sejt molekulainak nukleofil csoportjaihoz, elsésorban a DNS bazisok
amino-csoportjaihoz. A platinaszarmazékok, mint cisplatin, carboplatin, oxaliplatin,
szatraplatin kovalens DNS keresztkotések révén fejtik ki hatasukat. Az antimetabolitok
gatoljak a sejtek nukleotid-bioszintézisét. Ilyen példaul a metotrexat, ami egy

dihidrofolat-reduktaz gatlo, a pemetrexed antifolat analdég, az S-fluorouracil egy



timidilat-szintaz gatlo, valamint ide tartoznak a nukleinsav és nukleozid anal6gok, mint
példaul a citarabin 6-tiopurinok és a gemcitabine, tovabba a kladribin, egy purin
(deoxiadenozin) analég. A topoizomerazzal kolcsonhatd —epipodofillotoxinok,
antracéndionok, antraciklinek, kamptotecinek — melyek altalaban természetes eredetiiek
Mikrotubulusokra hat6, mitoézis gatld szerek a taxénok, vinka alkaloidok, az
esztramusztin-foszfat, epotilonok vagy a criptoficin 52. Ezek gatoljak a sejt miikodését
a sejtosztodasban, transzportfolyamatokban, jelatviteli itvonalakban. [6, 7]

Egyéb kemoterapias szerek az L-aszparaginaz, amely az L-aszparagin raktarakat
emészti fel; bleomicin, amely szabad oxigén gyokoket képez, [8] ezaltal bontva a DNS-
t; valamint a prokarbazin, ami egy nem-klasszikus alkilalészer.

Bizonyos daganatok — mint a mell-, prosztata- vagy méhnyakrak — reagalnak
hormon tartalmu szerekre. Ezek kozé tartoznak az 9sztrogén receptorra hatéd szerek (pl.
tamoxifen), luteinizald hormont felszabaditdé hormon agonistak illetve antagonistak,
aromataz-gatlok, antiandrogének, Osztrogének, androgének, szomatosztatin analdgok,
progesztacios szerek.

A tumorsejtek mellett a gazdaszervezet funkcioi is befolyasolhatok. A szervezet
sajat sejtjei altal termelt citokinek alapvetd szerepet jatszanak a gyulladdsos
folyamatokban és az immunvalasz kialakitasaban. Az interferonok fokozzak az
immuneffektor-sejtek hatékonysagat, de kozvetleniil a daganatra hatd, sejtosztodast
gatlo és sejtold hatasuk is van. Az interleukinokat a fehérvérsejtek termelik, feladatuk
szintén az immunvalasz hatékonysaganak novelése. A tumorok beerezddését, igy az
oxigén- és tapanyagellatast az antiangiogén terapia gatolja.

Néhany hatéanyag a tumorok véredényképzOodését csokkenti. Ilyen a
monoklonalis antitest bevacizumab, vagy a kinazgatld sorafenib a vaszkularis
endotelialis novekedési faktor jeltovabbitasi utvonalanak gatldsan keresztiil, tovabba a
thalidomid immunmodulator.

A génterapias megkozelités soran példaul antiszenz oligonukleotidot juttatnak a
sejtekbe, ami az mRNS érését vagy funkciojat gatolja, igy megakadalyozza az adott
onkogén expresszidjat. Példaul a Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) fehérje mennyisége
csokkentheté a szenz MRNS-hez kotdédve, ami csokkenti a tumorsejtek védelmét az

apoptozissal szemben.



Hasznalatos a gyakorlatban daganatmegel6zd véddoltas is a bakteridlis vagy
virusos fertézésekkel osszefliggd daganatok esetén (Helicobacter pylori, Hepatitis B és

C, human papillomavirusok). [9]
2.2. A szerzett rezisztencia és a rezisztenciaért felelds sejtek
2.2.1. A célzott terapiak és a szerzett rezisztencia

A sejtek kozott vagy a sejten beliil miikodo jeltovabbitasi halozat zavartalan
miikddése szabalyozza a normal sejtek fizioldgias miikodését és osztddasat. Ha ennek a
rendszernek valamelyik eleme hibasan mikodik, a keletkez6 hamis jel a vele
kapcsolatban allo enzimek révén egy jeltovabbitasi kaszkadot indithat el, ezzel a sejt
patologias mikodését, példaul kontrollalatlan sejtosztodast valthat ki. A daganatos
betegségek jelentds részének hatterében jeltovabbitasi problémak, pl. hamis talélési
vagy proliferacios jelek allnak. A rendellenesen miikodé szabalyzo elemek, legtobbszor
enzimek ellen fejlesztett hatdoanyagok célzott terapiat tesznek lehetévé, hatékonyabba
téve ezzel a kezelést és csokkentve a lehetséges mellékhatasok kockéazatat. Szamos
szemléltet az 1. abra.

A normal és gyorsan 0szt6do sejtek kozti kiilonbség még jobban kihasznalhat6 a
talélési faktorok jelatviteli utvonalait célzo szerekkel. Ilyen kis molekuldju tirozinkinaz-
gatloszer a gefitinib, erlotinib, imatinib, dasatinib, lapatinib, sunitinib, sorafenib. A
jelatviteli folyamatok szintén tdmadhatéak monoklondlis antitestekkel, mint a
cetuximab, panitumumab, trastuzumab, bevacizumab. A bortezomib a fehérjék
lebontasaban szerepet jatszd proteaszoma specifikus inhibitora.

A gefitinib (2. abra) egy kismolekulds tirozin-kinaz inhibitor (TKI), az
epidermalis ndvekedési faktor receptor (EGFR) tirozin kinaz doménjének elsd szelektiv
gatloszere. [12] A gefitinibet jelenleg tobb, mint 64 orszagban forgalmazzak. Eurdpaban
a gefitinibet 2009 6ta alkalmazzak NSCLC-ben a kezelés minden vonalaban olyan
betegeken, akikben EGFR mutédcio taldlhat6. Az ismert platina-szarmazékokkal
(cisplatin, carboplatin) kombinacids kezelésben jelentdsen javitotta a progressziomentes
tulélést a mutaciot tartalmazod betegeknél. [13, 14] EGFR mutaciot tartalmazo,
elérehaladott NSCLC-ben els6 vonalbeli szerként nagyon kedvezd klinikai

eredményeket mutat, és jol toleralhato. [15]

10
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A gefitinibet az erlotinib (3. abra) EGFR-gatl6 szer kovette. Reverzibilis moédon
gatolja a receptor adenozin trifoszfat (ATP) kotohelyét. [16] Az erlotinib klinikai
vizsgalatokban novelte tiidokarcindmas betegek talélését. Az erlotinib a placebo-
csoporthoz képest 11 %-kal novelte a progresszidomentes talélést. [17] Kemoterapias
kezeléssel (gemcitabin plusz cisplatin vagy carboplatin) kombinacioban alkalmazva az
erlotinib 26%-kal novelte a progressziomentes tulélést az erlotinib kezelés nélkiili
kemoterapiaval szemben. [18] Az amerikai egyesiilt allamokbeli U.S. Food and Drug
Administration gyogyszertorzskonyvezési hivatal 2005-ben engedélyezte az erlotinibet
kombinacioban alkalmazva gemcitabinnal a lokalisan elérehaladott, nem operalhatod

vagy attétes hasnyalmirigyrak kezelésére. [19]
—~N
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3. abra. Az erlotinib (Tarceva®) szerkezete.

Az EGFR gatloszerek — mint az erlotinib — hatékonyak az érzékenyitd mutaciot
hordozd NSCLC sejteken, de nem hatékonyak a vad tipusu EGFR-t tartalmazokon. [14]
Az EGFR tirozin-kinaz inhibitorokat, mint a gefitinib és az erlotinib, széles koriien
alkalmazzadk NSCLC-ben. Az EGFR aktivalé mutacioit — példaul exon 19 delécié vagy
exon 21 L858R pont mutéacid — tartalmazd daganatok jol reagalnak ezekre a szerekre.
Irodalombol és a klinikai gyakorlatbol egyarant ismert probléma a hatékony gefitinib
vagy erlotinib kezelés utani visszaesés, avagy a szerzett rezisztencia. [20] Ez sokféle
mechanizmussal megtorténhet. A betegek 50-60 %-aban ez a rezisztencia az EGFR
egyik, rezisztencidhoz kapcsolddoan gyakran vizsgalt sejtvonal a human NSCLC PC9
sejtvonal, amely exon 19 delécidés mutaciot hordoz. [21-23]

Az afatinib (Giotrif®) és a dacomitinib masodik generacios irreverzibilis EGFR
TKI-ok. A dacomitinib jelenleg klinikai kiprobalason van. Antitumor hatdsukat magas

koncentracioban kimutattdk az EGFR T790M mutéciot tartalmazd tiddkarcindmaban.
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[24-26] Hatasuk mégis szazszor kisebb a T790M mutacioval rendelkez6 sejteken, mint
az aktivaldo mutacioval rendelkezokon. [27, 28]

Az IL-6R/JAK1/STATS3 jeltovabbitasi utvonal potencialis terapias célpont lehet
a T790M EGFR mutéacioval rendelkez6 daganatokban. Ezen utvonal gatlasaval
novelhetjiik az irreverzibilis EGFR tirozin-kinaz inhibitorok hatékonysagat. A
gyogyszeres kezelés hatasara bekovetkez6 STAT3 aktivacio egy fontos de novo
rezisztencia mechanizmus a T790M mutaciot tartalmazoé tiidékarcinomaban. [21]

Az erlotinib jelenlétében bekovetkezO rezisztencidért alternativ HER3/HER?2
illetve Akt jelatviteli Gitvonal aktivacio is felelds lehet. [29]

A dacomitinib egy irreverzibilis pan-ErbB gatloszer, mely hatasos gefitinibre
rezisztens, mutans ErbB2-t vagy T790M mutans EGFR-t tartalmazo
tiildokarcindmakban. A WZ4002 T790M mutans sejteket képes gatolni, de nem gatolja
az ErbB2 foszforilaciot. Ezen szerekkel valo kezeléssel elkeriilheté a T790M mutacid
okozta rezisztencia, de az inzulin-szerii novekedési faktor receptor (IGF1R) és az ERK
jeltovabbitasi utvonal aktivaciojan keresztiil ijabb rezisztencia jelentkezik. Ezen szerek
IGF1IR vagy MEK inhibitorral egyiitt alkalmazva modellrendszerben meggatoltak a
rezisztens sejtek kialakulasat. [30]

A rezisztenciaért a T790M mutacion kiviil a MET kindz génjének amplifikacidja
is felelds lehet. Az Src kindz aktivaci6 — MET amplifikdcioval — jelentdsen
emelkedett gefitinib-rezisztens HCC827 GR sejtekben a gefitinib-érzékeny HCC827
sejtekhez  képest. A HCC827 GR sejtek Src aktivacidja MET inhibitorral
megsziintethetd, de gefitinibbel csupan csak részlegesen. Az Src aktivacio ezekben a
sejtekben ezért valoszinlleg jelentdsebben fiigg a MET utvonaltdl, mint az EGFR
utvonaltol. Viszont az Src aktivacio nem kiilonbozott a gefitinib-rezisztens PC9 /ZD és
gefitinib-érzékeny PC9 sejtekben. Src inhibitorok gatoljak az Akt és Erk ttvonalakat,
igy gatoljak a sejtosztodast és indukaljadk az apoptdzist. A MET amplifikacidval
rendelkez0, gefitinib-rezisztens sejtvonalak esetében ezért az Src célpontul szolgalhat.
[31]

A szerzett rezisztencia hatterében az a jelenség allhat, hogy a tumorsejtek egy
kis hdnyada mindig tuléli a kezelést, és ezért rezisztens kiujulast vagy attétet okozhat.
Ennek a kis hanyadnak az aranya kiilonboz6 kiilsé és bels6 tényezoktol fiigg. [32] Ezen

sejtek tobb daganatos atalakulashoz sziikséges talélési faktort fejeznek Ki

13



(expresszalnak), és védettebbek, mint a terapidra érzékeny tumorsejtek, ami a teljes
gyogyulashoz vezetd terapiat meghitsitja. Ezek a rezisztenciat okozo sejtek tobbfajta
talélési faktoraiknak koszonhetden alkalmazkodhatnak és tilélhetik még a sugarterapiat
vagy a kemoterapiat is, megfelelé kortilmények kozott a tumor kiujulasat okozva. Ha a
daganatsejt populacionak meghatarozott mutacioja vagy génamplifikdcidja van, az elsd
generacidés tumor nagy része a meghatarozo (driving force) mutdciot célzo gatlo
hatoanyagokkal eltavolithato. Ezt kdvetden azonban egy masodik generacios populacid
néhet ki, amelyet egy eddig nem gatolt jelatviteli Gt vezérel. Ezeket a jeleket egyiitt,
egyszerre kell gatolnunk, hogy eltavolitsuk az els6 kezelésre rezisztens sejteket. Mivel a
normal szoveti sejtek nem fiiggenek ezektdl a jelektdl, szelektiv médon talélhetik a

kezelést. [33]
2.2.2. A rezisztenciaért felel6s, tumor-inicialé sejtek (daganat dssejtek)

A daganatos megbetegedések a vezetd haldlokok kozé tartoznak, amiben nagy
szerepe van a kezelési mddszerek korlatozott hatasossdganak. A kemoterapias kezelés
soran jelenleg a probléma altaldban nem csak a hatdéanyagra adott elsddleges valasz
vagy tumorgatld hatds hidnydban van, hanem jelentds problémat okoz a hatékony
kezelés utani visszaesés vagy a tumor kiGjuldsa, amiben az tigynevezett tumor-iniciald
sejteknek (TIS; tumor-initiating cells) kritikus szerepet tulajdonitanak. [34-36] Az
irodalom tumor Ossejteknek (cancer stem cells; CSCs), vagy rezisztenciaért felelOs
sejteknek is emliti Oket. Az elmélet megmagyarazhatja az onkoldgiai
gyogyszerfejlesztés egy fontos ellentmonddsét: a tumor valasz aranya sokszor nincs
Osszefiiggésben a gyodgyulas aranyaval. A klinikai fejlesztés soran ugyanis a tumort
legnagyobb mértékben csokkentd szereket részesitették eldnyben. Ez a modszer
azonban figyelmen kiviil hagyja, hogy ezeket a kezeléseket leginkabb épp a tumor-
inicialo sejtek élik tal. [37] Ezek a daganatsejtek tumorképzddést inditanak, inicialnak,
azaltal, hogy dnmegujitason ¢és elkotelezddésen mennek keresztiil, hasonloképpen, mint
a normal Ossejtek. Az igy keletkezd gyorsan o0sztddo, érett daganatsejtek nem
rendelkeznek ezekkel a tulajdonsagokkal. [38] A kialakuld tumor jelentés morfoldgiai,
molekularis, funkcionalis és fenotipusos heterogenitast mutat. [34] A TI1S-ek a daganat
fejlodoképesség elvesztése nélkiill, masrészt a tumorszovetet ujra létrehozni és

fenntartani. Bizonyos tumorokban a TIS-ek eléfordulasa illetve heterogenitasa magas,
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és szamos rossz progndzisu daganat nagyobb aranyban tartalmaz TIS-eket. [38, 39]
JellemzGjiik az Onmegujitas, nem pedig a magas a proliferacios képesség. [34, 40]
Ezaltal a tumorok heterogének a benniik talalhaté sejtek in vitro klonképzo, in vivo
tumorképz6 képességiiket tekintve is. [33, 41, 42]

Az ¢érett daganatsejtekkel ellentétben ezen sejteknek magas a kolonizélo
képességiik. Immunszupprimalt egerekbe emberi daganatszovetbdl szdrmazo
sejtszuszpenziot injektalva ezen sejtek nagyobb aranyban képesek a kolonizacidra
illetve tumorképzésre. Aszimmetrikus sejtosztodas révén a differencialédas az egyik
sejtben gatolva van, tovabba létrejon egy differencialt leanysejt. [34] A keletkez6
leanysejt hordozza a proliferacié képességét, de nem képes inicialni a daganatot. [43]
Az igy keletkezd tumor szovettanilag hasonlit arra a tumorra, melybdl szarmazik. A
masodlagos tumorok, melyek az izolalt TIS-ekbdl fejlédnek ki, fenotipusosan masoljak
az eredeti tumort és gyakran kitermelik az elsédleges tumorban megfigyelhetd
heterogén sejttipusokat. [38] A gyakorlatban a TIS populacié beazonosithaté ezen a
képességek alapjan (4. abra). [33]

Ez a tumor-inicidld sejtekrdl szold elmélet megvaltoztatta a tumorkeltésrol,
daganatfejlodésrol és a terapias szerzett rezisztenciarol alkotott korabbi elképzeléseket,
¢és az 1j, TIS-eket célzo terapia kifejlesztését tekinti megoldasnak. Ha egy daganatos
beteg reagal is a rendelkezésre allo terapidk egyikére (mint kemoterapia, radioterapia €s
célzott hatdanyagok), a kezdeti javulas utan sok esetben gyors visszaesés kovetkezik be.
[34] Ezen, ma mar széleskoriien elfogadott elmélet szerint az elsddleges kezelést néhany
tumor-inicialo sejt taléli, és reprodukciojuk folyaman a daganat kiajul. [33] A tumor
regeneralasahoz pedig csupan néhany ilyen sejtre van sziikkség (5. abra). [44] A
kezeléssel a tumorsejtek ezen részhalmazat is el kell tévolitani. A normal
daganatsejteket célzo jelenlegi terdpia ilyen hatdanyagokkal valo kiegészitése (példaul a
TIS funkcidiban kritikus szerepet betoltd jelatviteli ttvonalakon keresztiil hato
gyogyszerekkel) ugrasszerli fejlddést eredményezhet a klinikai kezelésre adott

valaszban és a daganatterapiaban. [37]
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4. abra. A tumor-inicial6 sejtek sorozatos atiiltetés folyaman is tumorképzé

képességiieck maradnak. [43]
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5. abra. A kitijulds mechanizmusa a nagy ellenall6 képességgel rendelkezd tumor-

inicialo sejtek révén. [33]

A célzott daganatellenes hatdbanyagokat egy — egy onkogén altal kodolt fehérje
illetve az onkognikus jelt6l fiiggd tumorsejtek ellen tervezték, igy a tobbfajta tumor-
gént tartalmazo TIS-ek meglehetdsen érzéketlenek lehetnek ezekre a szerekre, de az
érzékenység valtozatossagot mutathat a TIS-ek kozott is, ahogy a normal Ossejtek
esetében is lathaté. Ha szamos éretlen sejt talalhatdé egy tumoros mintaban
(valosziniisithetden nagy aranyban tartalmaz TIS-eket), a daganat valosziniileg a kezelés
utan kiajul, és ujabb, még agresszivebb kezelésre van sziikség. [34]
szabalyz6 elemei. Ha az érett daganatsejtek rendelkeznek azzal a képességgel, hogy
visszaalakulnak TIS-ekké, ez a plaszticitas meghiusitana, hogy a tumorokat csupan a
TIS-ek eltavolitasaval gyogyitsuk. A TIS-ek terapias eltavolitasat regeneracio kovetné a
differencidlodott allomanybol, igy okozva klinikai visszaesést. Az optimalis terapids
kezelésnek valosziniileg tartalmaznia kell TIS-eket €s a normal tumorsejteket célzo
agenseket is. [45]

Az elmélethez kapcsolodo egyik korai kozlemény John Dick nevéhez fiizédik,
aki a 90-es évek kozepén beazonositott egy lehetséges daganatdssejt hierarchiat, ami
kovette a normal haematopoetikus dssejt (hematopoetic stem cells; HSCs) hierarchidjat.
Vizsgalatat akut mieloid leukémiaban végezte, immunhianyos egérmodellt alkalmazva.
Kimutatta, hogy a CD34+/CD38— leukémia sejteknek csak egy kis hanyada rendelkezik
azzal a képességgel, hogy egérbe injektalva tumort képezzen. [43, 46]

A normal 0ssejtek differencialodasi folyamatahoz hasonloan (totipotens,
pluripotens, multipotens differencialodasi szakasz) a tumor-inicialé sejtekben is lezajlik

egy elkotelez6dési atalakulds. A huméan akut mieloid leukémia egy hierarchikus
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rendszerben szervezddik, melynek tetején egy primitiv hematopoetikus sejt all. Ezek a
sejtek elkiilonithetdek specidlis sejtfelszini fenotipusos jellemzdik alapjan. A daganatok
egy része — de nem minden daganat — ezen hierarchikus médon szervezédik. [43] A
leukémiaban kimutatott hierarchikus szervez0dés mintdjara hasonlé modelleket
vizsgaltak szolid tumorokban is, TIS-ekkel a hierarchia tetején. [46-48] Ez a
differencidlodasi folyamat klonalis evolucidé néven ismert. Klondlis evolucidban — 1ij
klonok folyamatos kifejlddése soran — kialakulnak 10j genetikai és epigenetikus
valtozasok. A kornyezeti kényszer a daganatsejt populacio folyamatos alkalmazkodasat
eredményezi. Ez az alkalmazkodas megvaltoztathatja a proliferaciot, metasztazis (attét-)
képz6 képességet vagy a gyogyszer-érzékenységet. [33]

TIS-ben gazdag populaciét sok mas human sejtszaporulatbol is izolaltak. Az els6
szolid daganatbol szarmazo TIS-eket emlétumorban azonositottak 2003-ban, [49] majd
TIS-et azonositottak agydaganatbol, [50] vastagbélbdl, [51] melanomabdl, [52]
hasnyalmirigyb6l, [53] prosztatabol, [54] petefészekbdl, [55] majbol, [56] tiidobol, [57]
¢és gyomorrakbol, [58] fej-, nyak rakbol, [59] mesenchymalis sejtekbdl [60] is.

A szamos TIS-sel kapcsolatos publikacio a TIS-ek ugynevezett fenotipikus
markerrel (TIS-ekre jellemzd sejtfelszini jelz6 molekulak) torténd beazonositasara
koncentral. [43] A tumor-iniciald sejtek azonositasara tobb marker alkalmazasa
ismeretes. A TIS-ek és a normal szoveti dssejtek sejtfelszini markereinek kiilonbségei
lehet6vé teszik a TIS-ek elkiilonitését a nem tumorképzé megfeleldjiiktol. [37]
Sikeresen izolaltak tumor-iniciald sejteket szolid tumorokbol megfeleld sejtfelszini
markert hasznalva. [34] Ezek a markerek célpontok is lehetnek monoklonalis antitest
alapu terapidban. A CD133 glikoprotein marker eredetileg primitiv haematopoetikus
Ossejt, ¢€s neurdlis (idegi) Ossejt beazonositojaként (markereként) volt ismert.
Expresszidja azonban Osszefliggésbe hozhatdé a tumor méretével, a nyirok- illetve
vérkeringésbe jutassal, és a prognozissal. [61] A CD44 antigén és az aldehid
dehidrogenaz-1 (ALDHI1) enzim jelenléte is szignifikans Osszefliggést mutat a daganat
kijulas-képességével. [62] Az ABCBI1 és ABCG2 (ATP-binding cassette sub-family B
¢s G3) transzporterek expresszidja Osszefiiggésben van a tumorsejtek differencialodasi
fokaval: a kevésbé differencialodott sejtek tobb markert expresszalnak. [63] A BMI1

onkogén (B lymphoma Mo-MLV insertion region 1 homolog) expresszidja
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megtalalhatd tumorképzd képességgel rendelkezd emldrak sejteken, és Osszefliggésbe
hozhat6 a tumor agresszivitasaval. [64, 65]

A TIS-ek a kemo- ¢és sugarterapiara mutatott nagyobb rezisztenciaval
jellemezhetéek. A citotoxikus agensek vagy ionizald sugarzas hatasossaga gyakran a
bels vagy szerzett rezisztencia fliggvénye. A rezisztencia sejtes mechanizmusa lehet
megnovekedett DNS karosodas felismerés és javitas, sejtciklus ellendrzési pontok
megvaltozasa, sejtciklus kinetika, csokkent tumor apoptotikus jelatviteli utak,
citotoxikus terapias agensek csokkent felhalmozodasa energia-fliggd transzporterek
fokozott milkodésének kovetkeztében ¢és specifikus hatéanyag bontd enzimek
expresszidja. A gyorsan 0sztodo sejtek kozismerten érzékenyebbek a citotoxikus
terdpiara, mint a nem-0Sztodo sejtek. A TIS-et célzd terapids stratégidban célpontul
szolgalhatnak azok a jelatviteli utak, melyek a TIS-ek kemo- és radioterapias
rezisztenciajat szabalyozzak, igy a gatolt TIS rezisztencia mechanizmusok nagyobb
gyogyulasi aranyt eredményezhetnek a citotoxikus terapiaban. [37, 66] Az irodalomban
eddig leirt onreprodukalod jelatviteli utak kozé tartoznak: Wnt (emlétumor, kronikus
mieloid leukémia; CML, akut mieloid leukémia; AML), Hedgehog ttvonal (eml6tumor,
hasnyalmirigy rak, glioblasztéma, CML, vastagbél rak), Notch utvonal (vastagbél rak,
emldétumor, glioblasztoma), BMI1 (egér akut mieloid leukémia, emlétumor, fej-, nyak
lapham rak, glioblastoma, akut mieloid leukémia), PTEN (egér leukémia, emlétumor),
BMP (glioblastoma), TGF-B (glioblastoma). [38, 43] A jelatviteli utak kombinacidinak
célzasa hatasosabb lehet, mint 6nmagaban gatolni egyetlen jelatviteli utat. [67] Ha a
normdl Ossejteket is megdljilk a tumor-inicidld sejtekkel egyiitt, az a normalis
regeneracido kronikus elvesztését okozhatja, [34] ezért a tumor-iniciald sejtek
rezisztencia mechanizmusaiban szerepld jelatviteli utakat kelléen nagy terdpias ablakkal
rendelkez6 szerekkel kell gatolni.

A 2-acetilnafto[2,3-b]furan-4,9-dion egy irodalomban leirt daganat &ssejt
gatlasara is hasznalt vegyiilet. Bar toxikusnak bizonyult, mert a normal sejteket
ugyanolyan mértékben 6li, mint a tumorsejteket, [68] de a tumorsejtek elpusztitasahoz
sokkal rovidebb behatdsi id6 is elegendd (1.tablazat). Ez a tulajdonsdg specidlis

farmakokinetikai profillal kihasznalhat6. [69]
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1. tablazat. Az els0 24 6rdban a naftofurandion szarmazék szelektiven gatolja a

daganatsejteket.
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4-12 Ora <0,2 <0,5
12-24 6ra >30 >30 14 <0,2 <0,5
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“peripheral blood mononuclear cell (limfocita, monocita, makrofag)

2.3. A sejtes alapu, fenotipikus tesztelés és klonalitas vizsgalat

A legsikeresebb gyogyszerek kétharmada eredetileg fenotipikus sziirés
eredményébdl noétt ki (vagyis a hatdasmechanizmus ismerete nélkiil, 6sszetett bioldgiai
rendszerre — példaul sejttenyészetre — gyakorolt hatasat vizsgalva), vagy ismert hatasa
természetes vegyiiletek szarmazéka. [70] Jelenleg a gyogyszerkutatasi fejlesztések az 0j
pathomechanizmushoz kapcsolddd molekuléris célpontokra koncentralnak, mikdzben a
gyogyszerjelolt  vegyiiletek  klinikai  fazisba  1épésének  feltétele nem a
célpontkivalasztason, hanem a biologiai betegségmodelleken mutatott hatdson és
biztonsdgon alapszik (bar a gyodgyszer engedélyeztetéshez sziikséges a molekularis
hatdsmecanizmus  legalabb  részleges ismerete). Léteznek azonban olyan
megkozelitések, ahol a vegyliletek kivalasztasa Osszetett sejtes rendszeren alapuld
betegségmodellekben mutatott hatasuk alapjan torténik. A sejtes rendszereken végzett
gyogyszerkutatds jelentdsen csokkentheti az Uj hatéanyag kifejlesztésének idejét és
koltségét. [71]

A konkrét célpont elleni hatéanyagfejlesztés eléfeltétele a célpont validalasa,
vagyis kulcsfontossagu szerepének igazolasa az adott betegségben. Sok hatdanyag

viszont annak koszonheti hatasat, hogy egyszerre tobb mint egy molekularis célpontot
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gatol. Tobb célpont kombinalt hatasa a rendszer jellegli miikodés révén — mint példaul a
kindz enzimek jeltovabbitasi rendszere — nagyobb jelentdséggel bir, mint egyetlen
célpont dnmagaban. Ezért minden egyedi célpont kombinacidé maga is hatastanilag egy
relevans célpontnak tekinthetd. [72] A célpontokat kiilon-kiilon validalni, és az elleniik
fejlesztett hatoanyagokat célpontonként kiilon-kiilon optimalizalni kell. A fenotipikus
hatasokra optimalizalt taldlati molekuldk ezzel szemben a legeldny6sebb
kombinacioban gatoljak a relevans célpontokat. [71] Bar a modszernek joval kisebb az
ateresztOképessége, de tobb szaz lehetséges célpont irant érzékeny. Azonositasukkal
szdmos, az adott betegségben szerepet jatszo jelatviteli utvonalat és mechanizmust
tarhatunk fel. [73, 74] Ezek megismerése az alapkutatas tekintetében is jelentds lehet,
csak gy, mint a masodik generacios hatdanyagok kifejlesztésének szempontjabol. [71]
A célpontok beazonositasara kiilonboz6 modszerek ismertek. [75] Példaul ATP-koto
fehérjék meghatarozdsara alkalmas eljards soran a hatékony molekuldkat a hatés
elvesztése nélkiil hordozohoz kotik, majd a sejttenyészetekbdl vagy szovetbdl szarmazo
lizatum elualasa utan a kot6do fehérjéket leoldjak és beazonositjak. [76]

Sok igéretes vegyiilet ott bukik el, amikor a mellékhatasokért felelds, nem
megjosolhatd aktivitdst mutat, ami csupan a szélesebb kori bioldgiai vizsgalatok soran
deriil ki. Meglepdéen sok forgalomban 1évé gydgyszerrél mutatnak ki addig nem ismert
biologiai hatast. [77, 78] A fenotipikus technikaval beazonosithatéak olyan addig
ismeretlen jelatviteli utak vagy célpontok, melyek érdemben kdlcsonhatasba keriilnek az
addig feltart mechanizmusokkal. Ezéltal a taldlatok a kell szelektivitds szempontjabol
1s szlirhetéek az adott sejt szintjén.

A hatdéanyagok gyogyszerszerliség szempontjabol is jol eldsziirhetéek sejtes
rendszeri megkozelitésben. A mérési mddszerbdl kovetkezik, hogy az eredményes
anyagok kelléen oldhatoak (az adott rendszerben elérhet6 a hatékony koncentracio), ha
sziikséges, be tudnak 1épni a sejtbe, nem toxikusak, és rendelkeznek a sziikséges
biologiai hatdssal. Az igy kivalasztott vegyiiletek meglehetdsen elorehaladott
talalatoknak szamitanak, és jobb eséllyel fejleszthet6k vezérmolekuldkkd, mint a
kevésbé szelektiv rendszer segitségével kivalogatott nagyszamau talalat. [71]

A daganatkutatasban kiilonb6z6, huméan tumorokbdl szarmazod Sejtek

Osszeallithatok olyan modellé, amellyel megbizhat6, automatizalt vizsgalati rendszerek
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allithatéak be. [73, 79] A sejtes rendszeri vizsgalat hasznalhaté szerkezet-hatas
Osszefliggés vizsgalatra is, ami hatékony optimalizalast tesz lehetévé. [80]

A TIS sajatossaga a klonképzd képesség. A TIS-ek jelenléte egy daganatsejt
populdcioban azzal a sejtszammal mérhetd, ami ahhoz sziikséges, hogy 0j tumor
kialakitasara legyen képes. [45] A klonalitas- vagy klonképzo vizsgalat egy in vitro, sejt
tulélést vizsgalod teszt. A mérés lényegében minden sejtet azon szempontbdl vizsgal,
hogy ionizald sugarzassal vagy citotoxikus szerekkel torténé kezelés utan képes-e a

korlatlan sejtosztodasra. [81]

2.4. Kémiai attekintés: tumorellenes hatasu [6+6] tagu kondenzalt gyiiriis, nitrogén

tartalmu vegyiiletek és a pirido[2,3-b]pirazinok

2.4.1. Tumorellenes hatasu [6+6] tagi kondenzalt gyiiriis, nitrogén tartalmu

vegyiiletek

Daganatgatlé hatasu vegyiiletek kozott tobb, [6+6] tagi kondenzalt gytiris,
nitrogén tartalma szerkezet ismeretes. A BI 2536 (6. abra) egy dihidropteridinon-
szarmazék kismolekulas kinaz inhibitor. ATP kompetitor, ami a polo-like kinaz 1-et
(PLK1) gatolja in vitro és in vivo is. ICsq értéke 0,83 nM. 10.000-szer szelektivebb
enzimatikus aktivitast mutat PLK1-re, mint a legtobb vizsgalt, nem-PLK kinazra (Met
¢s PI3Ka kindzokra egy nagysagrenddel kisebb a szelektivitasa). [82] Sejtkultura
vizsgalatokban a BI 2536 szamos human daganatsejtvonal szaporodasat gatolta 2 - 25
nM-os tartomanyban, fliggetleniil a sejtek szoveti eredetétdl és az onkogenikus
allapotatol. Immunhianyos egereken végzett human karcindma xenograft modellekben,
toxicitasmentes dozisban hatdsosnak bizonyult erds tumor novekedést gatlo vagy a
tumort csokkenté hatassal. Klinikai | fazisban jol toleralhatonak bizonyult. F6
mellékhatasa dozisfiiggd és visszafordithaté neutropénia (ami egy varhatd eredmény
ezeknél a tipusu vegylileteknél) [83]. Jelenleg klinika II fazisban van akut mieloid
leukémia, NSCLC, hasnyalmirigy és prosztata neoplazma, emlédaganat, endometridlis

daganat, fejnyak rak, melanéma, petefészek rak és szarkoma korképekben. [84, 85]
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6. abra. A Bl 2536 szerkezete.

Az antimetabolit és antifolat vegyiilet metotrexat (7. abra) heterokondenzalt
pirazin gytriit tartalmaz6 tumorellenes szer. Elsdsorban akut limfoblasztos leukémiaban

hasznaljak. [86, 87]

7. abra. A metotrexat szerkezete.

2.4.2. A pirido[2,3-b]pirazinok

A szintén nitrogén tartalmu, [6+6] kondenzalt gytirlis piridopirazin alapszerkezet
gyakran fordul el6 gyogyszerkémiai vegyiiletekben, kiilondsen a pirido[2,3-b]pirazinok
(8. abra).

Miokardialis infarktusban a PI3K izoenzim gatloszereként vizsgaltak
aminopirido[2,3-b]pirazin-diil-dibenzén-diol szarmazékokat. Bar ezek a vegyiiletek nem
mutattak jelentOs hatast, aminopteridin-diil-dibenzén-diol szarmazékuk jo gatlészernek
bizonyult. [88] A  3-[3-(trifluorometil)piridin-2-il]-N-[5-(trifluorometil)piridin-2-
il]pirido[2,3-b]pirazin-amin (1) hatékony TRPV1 antagonista ("'TRPV1 ICsp = 0,23 nM)
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fajdalomcsillapitasban. [89] Kettes tipusu diabetes mellitusban hatékony dipeptidil
peptidaz IV gatloszerek és szelektivek egyéb peptidazokkal szemben 4-(2,4,5-
trifluorofenil)piridin-3-amin (1) szarmazékaik (DPP-IV ICsy = 7 - 130 nM). [90] Az
SRI-3072 (1) jeli vegyiilet MICnax = 0,15 mg / L) és szarmazékai jelentds
Mycobacterium tuberculosis (TBC) novekedés gatld hatast, illetve az osztodasban
szerepet jatsz6 FtsZ enzim gatlo hatast mutattak. [91, 92] A fenil-N-
(fenilpropil)pirido[2,3-b]pirazin-8-karboxamid (IVV) humén neurokinin-3 receptor
antagonista hatasat vizsgaltak (hNK-3 kotés K; = 1,67 uM). [93] GnRH antagonista
hatéassal rendelkez6 szarmazékok (V) is ismertek (hGnRH ICsy = 0,4 nM). [94] Wnt/B-
katenin  jeltovabbitasi Gt  gatlészereiként  ismertek  kiillonbozé  2-0xi-3-
(feniletinil)pirido[2,3-b]pirazin (V1) szarmazékok. [95] A 7-szubsztitualt 2,3-di(2-tienil
vagy 2-furil)pirido[2,3-b]pirazin (VIl) szarmazékok ismert Aktl kinazgatlok. [96]
Anaplasztikus  limfoma Kkinaz inhibitor hatasi egy 1-benzil-7-fenil-1,2,3,4-
tetrahidropirido[2,3-b]pirazin (VI11) szarmazék (ICsp = 3 nM). [97] Pulmonalis fibrozis
kezelésre indikalt IP receptor gatlo hatasa van difenil-tetrahidropirido[2,3-b]pirazin (1X)
szarmazékoknak. [98] A 4-[3-(4-fluorfenil)pirido[2,3-b]pirazin-2-il]-N-izopropil-
piridin-2-amin (X) p38a MAP kinaz inhibitor hatasa (ICso = 0,038 nM). [99] BRAF
inhibitor hatastak a 1-{4-[(oxopirido[2,3-b]pirazin-8-il)oxi]fenil}karbamid (XI)
szarmazékok daganatterapiaban (legjobb hatas ICso = 2 nM). [100]
2,3,7-Tri(2-tienil)pirido[2,3-b]pirazin (9. abra) Aktl (PKB) kinazgatloszerként
ismert, és PKBa-t kifejez6 MCF-7 sejteken 0,1 uM ECsp értéket mutatott. [96] A
sejtfelszini markerek (CD133") alapjan kivalogatott rezisztenciat okozé sejtek Akt kinaz
gatlasanak hatasara (SH-6 inhibitor) nagyobb érzékenységet mutatnak, csokken a
migraciods €s invazios készségiik, tovabba ezen sejtek proliferacioja €s talélése az Akt

kinaz aktivaciojahoz kotheto. [1]
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8. abra. Orvosbioldgiai hatassal rendelkezé pirido[2,3-b]pirazin szarmazékok.
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Munkank sordn tobb, mint 1100 vegyiiletet tartalmaz6 vegyiilettarunkat
teszteltiik fenotipikus rendszerben, és a vegyiilettdrunk tobbek kozt ismert Akt
kinazgatlo hatasu anyagokat és ezek szarmazékaikat is tartalmaztak, melyek kiindulasi
alapjat képezték egy kisebb, fokuszalt vegyiiletcsoport szintézisének. Harom Aktl gatld
vegyiiletet allitottunk eld: az A-674563 és A-443654 egy vegyliletcsaladba tartozik
(39. oldal, 17. abra), mig a 2,3,7-tri(2-tienil)pirido[2,3-b]pirazin mas alapszerkezettel
rendelkezik.

A-443654 majsejtekben gatolja mind az EGF-stimulalt sejtciklust, és az AKT-
szubsztrat glikogén szintaz kinaz-3-t. [101] Indukalja az Akt Ser-473 foszforilaciojat, az
Akt indukcidja pedig PI3K vagy mTORC2 fiiggd. [102] Tovabba az Aurora A

szabalyozasan keresztiil gatolja a sejtosztodast. [103]

9. abra. 2,3,7-Tri(2-tienil)pirido[2,3-b]pirazin.
A pirido[2,3-b]pirazin alapszerkezet korabbi szintetikus modszereiben az

crer

diamin-vegyiiletet lehet kondenzalni vicinalis dioxo-vegyiilettel (melyek eldallithatoak
o-hidroxiketon-szarmazékokbol is mangan-dioxidos oxidacioval [104]), alkoholban
vagy ecetsavban, forralassal vagy mikrohullamti reaktorban (10. abra). [99]

Amennyiben az R? és R® szubsztituens kiilsnbz6, regioizomer keverék keletkezik.
2
_ NH, O R alkohol vagy N R
1 ecetsav e
R | + > Rl K |
X 3 - ° N
N NH, O R 70 - 160 °C N N R

10.abra. Pirido[2,3-b]pirazinok eldallitasa kondenzacidval.
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2,3-dihidroxi-1,4-dioxannal valo reakcioban a dihidroxi-reagens maszkirozott
aldehidként viselkedik. A dioxén-vegyiilet hidrolizisét koveté kondenzacidban a

piridopirazin termék pirazingytiriije szubsztitualatlan marad (11. abra). [93]

NH
= 2 HO__O alkohol AN
R - | + - R ]
N N
N"ONH, HO” Do NN

crer

Oxalat észterrel kondenzalva az alapvaz dihidroxi-szarmazéka keletkezik. A
hidroxi - klor csere utan keletkez6 klorszarmazék 3-as helyzetli, aktivabb klorja
szelektiven reagal Suzuki-reakcioban, igy a pirazin-gytirtibe beépithetd két kiillonbozo

szubsztituens (12. abra). [98]
L OO~ L Ao AN
R - | + — R PN ]: — R X AN |
NTONH, 07 07 N~ “NT ToH N~ N7

3
= /N R = /N c
1 1
N N N N\ 2
N N R’ N N R

Kialakithatd a szerkezet a diamin-vegyiilet ¢és halogén-keton-szarmazék
reakcidjaval is, szerves vagy szervetlen bazis mellett. Az oxovegyiilet és az egyik amin
funkcios csoport kondenzacidja, tovabba a masik amin alkilezése és az ezt kovetd
oxidacio révén alakul ki a gylriirendszer. Ebben a reakcidoban szintén regioizomer

keverék keletkezik (13. abra). [89, 105]

NH Br
L 7 ’ L 7 2 2
> 5 N N
NH2 O R N N

N

13. abra. Pirido[2,3-b]pirazinok eléallitasa bromketon szarmazékbol.
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Pirido[2,3-b]pirazin és egyéb kondenzalt szarmazékai eldallithatdoak egyéb
piridin- vagy pirazin-szarmazékbol is, amikor a 2- és 3- poziciobol legfeljebb csak az
egyik helyen talalhat6 amin-csoport. Ebben az esetben a piridin vagy pirazin valamilyen
mas (mint halogén, amin, nitro, nitril) funkcids csoport tartalmaz az adott két
pozicidban. A reakcidpartnernek pedig szintén tartalmaznia kell amint vagy a fenti
funkciés csoportok egyikét (esetleg észtert vagy savamidot). A gylrirendszer ilyen
modon valo kialakitasa egy vagy két 1épésben torténhet (14. abra). [106-109]

- o) H
e R HN LTFE O N _~L
_N - Zn/ecetsav Y 2 MnO,
0’ ——r o |
‘ _ (0] ‘ pZ \N \N
FON Yoy
(0]

\
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o -C a) alkohol, forralas
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=N dioxan
‘ X NH,
=
SnCl, N NH
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.~ Cl
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N

(0]
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o
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N N
A N\O’ antranilsav A e} cc H,S0, XX
N el KoCO, N ONH o N N
HO [¢]

Cu/n-oktanol
OH

NH,
) piridin N //N
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14. abra. Pirido[2,3-b]pirazinok eléallitasa halogént tartalmazo piridin vagy pirazin

molekulakbol kiindulva.
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Pirido[2,3-b]pirazin eldallithatd még (hidroxiamino)malonitrilb6l ¢és két

malonitril molekulabol (15. abra). [110]

+

N NH, N
N —
AN N 7
\/ N/ \\\N N ~
— =
/ H_N N N @)
N |

piperidin OH 5
ecetsav/benzol

15. abra. Pirido[2,3-b]pirazinok eléallitasa malonitril kondenzacidval.

3-aminopirazin-2-karboxilatok vagy aldehidek a megfelelé oxovegyiilettel erds

bazisok hatasara aromas gyliriizarassal pirido[2,3-b]pirazinna kapcsolnak (16. abra).

Cl
N AP
K,CO, POC, , XY
Ar{ { w1
N N Cl

O

[111, 112]

L

2
N0 R? Nao xR a) R2 = nitril, R® = etil
\ + . /Q - b) R2 = karboxilat, R? = H
N R\ = ¢) R2 = etilkarboxilat,
NTH o "o N~ N 7O ) R3 = etil
1 I‘Ql

R = H vagy fenil

16. abra. Pirido[2,3-b]pirazinok el6allitasa amino-pirazinbél kiindulva.
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3. Célkitiizések

A munka soran 1j, szabadalmaztathatd antitumor hatasti gyodgyszerhatdéanyag-
molekuldk eléallitdsan dolgoztunk. Célunk az volt, hogy olyan szerkezeteket talaljunk,
amelyek daganatos betegségekben potencialisan rezisztenciat okoz6 sejteket is
gatolnak. Ezt egy olyan eldsziird technikaval kozelitettik meg, melyben — egy MTS
szlrés segitségével — szerzett rezisztencidval rendelkezd sejtvonalat gatld
hatoanyagokat kerestiink. Az MTS sziirésben tobb mint 1100 ismert, jeltovabbitasi
rendszerhez  kapcsolédd, tumor-terapias  célpontot jelenté  kindzgatld — szer
szarmazékainak daganatos sejtvonalakat gatlé hatasat vizsgaltuk, melyek egy
rendelkezésiinkre allo vegyiilettar részét képezték. Célunk az volt, hogy az igynevezett
,»hit” vegyliletek, azaz a leghatékonyabb talalati molekulak szerkezetébdl kiindulva 1j,
szabadalmaztathato, hatékony molekulakat fejlessziink ki. A talalatok alapjan tobb
iranyu fejlesztést végeztiink. Néhany igéretes molekulat a rezisztencia-okozo sejtek
gatlasanak modellezésére hasznalt klonalitas tesztben vizsgaltunk. A vegyiilettarban
szerepld kinazgatld anyagok referenciaanyagként szolgaltak, illetve ezen vegyliletek
tobbségét munkacsoportunk kémiai szarmazékképzes céljabal allitotta eld.

Els6 1épésként az irodalombol ismert harom Akt kinazgatlé hatassal rendelkez6
molekulat, az A-674563 (1), az A-443654 (2) jelii vegyliletet és a 2,3,7-tri(2-
tienil)pirido[2,3-b]pirazint (3) allitottam el6 (17.-18. abra,39. oldal). A kovetkezo
lépésben az els6 két molekula kozos alapszerkezetét megvaltoztatva, a harmadik
alapszerkezetével kombinalva 0j, de az eredeti molekulakkal szerkezeti hasonlosagot
mutatd szarmazékokat készitettem. Az MTS mérés soran az 0j szarmazékok kozil PC9
daganatos sejtvonalat és erlotinibre rezisztenssé tett variansat (PC9-ER) egyarant gatlo
szdrmazékokat sikeriilt beazonositani.

A munka kovetkezé fazisaban az elobb emlitett biologiai eredmények
figyelembe vételével, a jobb hatas és az ezért felelds szerkezeti kritériumok felderitése
céljabol ujabb szarmazékokat allitottam eld. Ezek szintézisekor a szerkezet-hatas
Osszefliggésének megallapitasa céljabol nagyobb kémiai diverzitasra torekedtem. Az
eléallitott vegyliletek bioldgiai tulajdonsagait munkacsoportunk vizsgalta. Ezen
eredmények ismeretében tovabb pontositottam a szerkezet-hatas Osszefiiggését, és ez

alapjan terveztem a tovabbi szarmazékokat. A legjobb hatasti vegyiiletet a
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gyogyszerszeriiséghez  sziikséges ADME  paraméterek  javitdsa  érdekében
vizoldhatdsagot javitod szubsztituensek bevitelével tovabb optimalizaltam.

A szerkezet-hatas Osszefliggés alapjan hatékony szerkezetek szintéziséhez egy
aszimmetrikus terméket eredményez6 kondenzacidos 1épés sziikséges, melynek
eredményeképpen két kiilonbozo térszerkezetii termék, regioizomer képzdédhet. Ahhoz,
hogy a vegyiiletek eldallitasa soran csokkentsem vagy teljesen elkeriiljem a nem kivant
mellékterméket, a kondenzéacids reakcid koriilményeit optimalizaltam, a két termék
elvalasztasara modszert dolgoztam ki, és a kivant izomer tényleges szerkezetét

munkacsoportunk kétféle analitikai modszerrel igazolta.

A munka soran az aldbbiakat tiztiik ki célul:

1. Az irodalombdl ismert kinazgatlo hatast A-674563 (1), A-443654 (2) és 2,3,7-tri(2-
tienil)pirido[2,3-b]pirazin (3) molekulak elballitasara megfeleld, optimalizalt
modszer kidolgozasat;

2. Az (Ojdonsagérték kivanalmainak megfeleld6 mértékii valtoztatissal az
alapszerkezetb6l szarmaztatott hatékony vegyiiletek tervezését, és fokuszalt
vegylilettar szintézisét az 0j szerkezet koré;

3. Az cléallitott szarmazékok bioldgiai hatasprofiljanak meghatarozasat elsésorban
sejtes vizsgalatokban;

4. A biologiai eredmények alapjan a hatasért felelos szerkezeti elemek felderitését, és
az igy nyert informdcié alapjan tovabbi, jobb biologiai hatissal rendelkezd
szarmazékok tervezését és szintézisét;

5. A biologiai aktivitassal rendelkez6 molekuldk olyan szdrmazékainak eldallitasat,
amelyek varhatéan jobb ADME paraméterckkel rendelkeznek, elsGsorban a jobb
vizoldhatdsagon keresztiil;

6. A szintézis soran felmeriild regioizoméria kérdésének tisztazasat: az izomerek
elvalasztasanak kidolgozasat, az elvalasztott izomerek szerkezetének igazolasat, a
reakciokoriilmények  hatdsanak  vizsgalatat az  izomerek  keletkezésének
szelektivitasara, a reakcié soran a kivant izomer ardnyat noveld koriilmények
optimalizalasat, a két izomer biologiai hatdsban mutatkozo eltérésének vizsgalatat;

7. Néhany vegyiilet rezisztencia-okozo sejtekre Kifejtett hatasanak igazolasat

klonalitas vizsgalatokban.
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4, Modszerek

4.1. Kémiai modszerek

A munka soran tampontul szolgal6 irodalmi adatokat a SciFinder Scholar™ (Chemical
Abstracts Service, American Chemical Society), Reaxys®, SciVerse® (Elsevier
Properties SA), ¢és a PubMed — National Center for Biotechnology Information
(National Library of Medicine) adatbazisokbdl gyiijtottem. Szabadalmak keresésére és
letoltésére  ezeken  kivil az  Esp@cenet (European  Patent  Office),
FreePatentsOnline.com, és WIPO (World Intellectual Property Organization)

adatbazisokat hasznaltam.

A vegyiiletek elnevezését a IUPAC szabalyok szerint az ACD/Name®™ V9.06 (Advanced
Chemistry Development Inc.) program segitségével végeztem, a magyar kémiai

helyesiras szabdlyainak alkalmazasaval.

A szintézisek soran klasszikus oldat-, és folyadékfazisu szerves kémiai szintetikus
eljarasokat alkalmaztam, laboratoriumi iivegeszkozokben. A kiindulé anyagokat a
Sigma-Aldrich Kft, Merck Kft, Molar Chemicals Kft, Alfa Aesar GmbH&Co KG,
Matrix Scientific, TCI Europe N.V. és Apollo Scientific Ltd cégektdl szereztem be és

tovabbi tisztitas nélkiil hasznaltam fel 6ket a szintézisek soran.

A reakciok nyomon kovetésére vékonyréteg-kromatografiat (VRK) hasznaltam,
melyhez 254 nm-es hullamhosszi UV fényre aktivalt DC Kieselgel 60 Merck VRK
lapot alkalmaztam. A kromatogram kifejlesztésére eluensként n-hexan/etil-acetat,
kloroform/metanol, illetve toluol/metanol megfeleld elegyét, etil-acetatot és kloroformot
Onmagaban, illetve ezen elegyek 1% trietilamint tartalmaz6 oldatat hasznaltam. A
detektalast 254 nm, és 366 nm hullamhosszi UV fénnyel, illetve kémiai modszerekkel
(ninhidrin-, 2,4-dinitrofenilhidrazin-, difenilkarbazon- [113] és foszformolibdénsav

oldatok, illetve jodgdz alkalmazasaval) végeztem.

A vegyiiletek tisztitasat atkristalyositassal, illetve 1 mm rétegvastagsagi 254 nm-es
hullamhosszt UV fényre aktivalt Merck PLC Kieselgel 60 rétegen preparativ

vékonyréteg kromatografalassal, vagy oszlopkromatografidval végeztem. Az
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oszlopkromatografias tisztitashoz Kieselgel 60 (szemcseméret: 0,063 — 0,2 mm) toltetet

hasznaltam.

Analitikai mdodszerek:

Az LCMS analizist Waters Alliance 2795 tipust forditott fazisa, Waters 996 DAD UV
detektorral felszerelt nagyhatékonysagu folyadékkromatograffal Gsszekapcsolt Waters
Acqity SQD tomegspektrométerrel végeztiik. Waters XBridge C18 (50 x 4,6 mm,

3,5 um) tipusu kolonnat hasznaltunk gradiens modban 2 ml/perc aramlas sebességgel.

L. eljaras (savas elicid):
(A) oldészer: viz + 0,05 % HCOOH
(B) oldészer: 100 % acetonitril

Futési id6: 7 perc
Gradiens: timin) A% B%

0,00 95 5
0,50 95 5
550 5 95
6,00 5 95
6,50 95 5
7,00 95 5

II. eljaras (bazikus elucid):
(A) oldoszer: 5 mM NH4HCO4
(B) oldészer: 100 % acetonitril

Futési 1d6: 7 perc
Gradiens: timin) A% B%

0,00 95 5
0,50 95 5
550 5 95
6,00 5 95
6,50 95 5
7,00 95 5
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II1. eljarés (az izoméria ardny vizsgélathoz hasznalt bazikus elucid):
(A) oldoszer: 5 mM NH4HCO4
(B) oldészer: 100 % acetonitril
Futési id6: 13 perc

Gradiens: timin) A% B%

0,00 95 5

0,50 95 5
10,00 35 65
1100 5 95
1200 5 95
12,50 95 5
13,00 95 5

Injektalas: 5 pg.
Az oldoészereket a Sigma-Aldrich Kft-t6l szereztik be (Acetonitrile G Chromasolv
(34998), Formic acid extra pure (27001)). A desztillalt vizet Milli-Q Academic
equipment-el allitottuk eld. Ahol kiilon nem jeloljiik, ott a I. eljarast hasznaltuk.
A tomegspektrométer adatai:
ionizacid: ES+/ES-, forras homérséklet: 110 °C, deszolvatacios hémérséklet:
250 °C, deszolvatalasi gaz: 500 l/perc, kap gaz: 80 l/perc, kapillaris: 3000 V,
kuapfesziiltség: 30 V, extraktor: 6 V Rf, lencsék: 0,1 V, felvétel tartomany: 80-t6l

1000 m/z-ig 1 masodpercenként, inter-scan késés: 0,1 masodperc.

A 'H-NMR analizist Bruker DRX-300 (300 MHz) tipust késziilékkel végeztiik, 25 °C-
on. Oldoészernek, ha kiilon nem jel6ltitk, DMSO-ds-t hasznaltunk.

A regioizomerek 'H- és *C-NMR vizsgalatat Varian Inova (500 MHz) tipust
késziilékkel, > N-NMR vizsgalatat pedig Bruker Avance III (400 MHz) késziilékkel
végeztiik. Oldoszernek deutero-kloroformot (kloroform-d-t) hasznaltunk. A mérést az

EGIS szerkezetkutatasi osztalya végezte.

Olvadaspontokat Biichi Melting Point B-540 késziilékkel hataroztam meg. A megadott

olvadaspont értékek nem korrigéltak.
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A rontgenkrisztallografids mérést az EGIS szerkezetkutatasi osztalya végezte. A mérés
grafit monokromatikus Cu-Ka sugarzassal miikodé Rigaku RAXIS RAPID imaging
plate area detektorral felszerelt késziilékkel tortént. Kristalyparaméterek meghatarozasat
négy ismétléssel végeztiik, 300 masodperces besugarzassal. A kristaly-detektor tavolsag

127,40 mm volt.

A biologiai mérésekre leadott vegyiiletek LCMS illetve 'H-NMR vizsgalatokon mért
tisztasaga 90 % és 100 % kozott volt.

Az altalanos recepttel leirt vegyiiletek kitermeléseit 1,00 mmol kiinduldsi anyagra

szamolva adtam meg.

Vizoldhatésag mérés:

Az anyagok 5 mM DMSO-ban oldott torzsoldatabol 333 ul végtérfogatban 120 uM-0s
oldatokat készitettink DMSO-ban, pH =74 PBS pufferben és pH =2,0 foszfat
pufferben (Phosphate buffer solution pH 2.0 Ph. Eur 5.0). A mintdkat 16 o6raig allni
hagytuk, majd 3700 rpm-en 30 percig centrifugaltuk.

Az anyagok gorbe alatti teriiletét HPLC-UV gradiens eliicios mddszerrel hataroztuk
meg, Waters Alliance 2795 és Waters 996 PDA detektor segitségével. Oszlop Waters
XBridge C18 (50 x 4,6 mm, 4,6 um). Az elualas soran az 1. eljarast hasznaltuk.

A mintak oldhatosagat a 120 uM-os DMSO oldat gorbe alatti teriiletéhez viszonyitva
hatdroztuk meg harom mérést kovetéen. A mérések kozott a mintdk 24 orat alltak

szobahOmeérsékleten.

A doktori értekezésben szerepld vegyiletek:

Az irodalomban eddig nem ismert, sajat koztitermékek: 15, 26b-d, 27b-p, 36a-c.

Az irodalomban eddig nem ismert, szabadalmaztathato sajat végtermékek: 29a-f, 30a-d,
3la-t, 32a-b, 33a-v, 34a-c, 35, 37a-e, 38.

4.2. Biologiai modszerek

Az in vitro modellben MTS elésziirést alkalmaztunk, amelyben szerzett

rezisztenciaval rendelkezd sejtvonalat gatlé hatdanyagokat kerestiink. A megkdzelités
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alapja az volt, hogy az érzékeny ¢és rezisztens sejteket is gatlo vegyiiletek
rendelkezhetnek olyan hatasspektrummal, amely a megnovekedett rezisztenciaval
rendelkez6 TIS-ek gatlasara is alkalmas lehet. Olyan anyagokat kerestiink tehat, melyek
nem csupan erlotinib-érzékeny, de az erlotinib rezisztenciaért felelds, szerzett EGFR
mutéciot tartalmazd6 NSCLC sejtvonalon is hatnak. Fenotipusos sziirés sordn PC9
sejtvonalat és PC9-ER erlotinib-rezisztens variansat hasznaltuk. A PC9-ER sejtek
erlotinib-rezisztenciajat tartdés erlotinib inkubacioval hoztak Iétre. Az egyik
beazonositott genotipusos valtozas, ami a PC9-ER sejtekben az erlotinib rezisztenciaért
felelds lehet, a T790M mutacio. [114] De szamos, eddig azonositatlan mechanizmus

allhat a rezisztencia hatterében, akar mas jellegli EGFR génmoddosulas.

A bioldgiai méréseket az alabbiak szerint végezte a munkacsoportunk:

A biologiai mérésekhez a reagenseket a Sigma-Aldrich Kft, Invitrogen Co ¢és a
Gibco cégektdl szereztiik be.

Lumineszcens sejt tulélés (viabilitds) vizsgalat:

A sejtviabilitas vizsgalathoz a NSCLC elvaltozasokat modellez6 adherens PC9 és
erlotinib-rezisztens variansat, a PC9-ER sejtvonalat hasznaltuk. A sejtvonalakat a
Cancer Research UK London Research Institute, Signal Transduction Laboratory
bocsatotta rendelkezésiinkre. A PC9-ER sejtvonal erlotinib rezisztencidjanak
kialakitasat a Cancer Research UK London Research Institute, Signal Transduction
Laboratory végezte és ellendrizte. A sejteket RPMI-1640 médiumban tenyésztettiik. A
médium 10 % FBS-t és 1 % Ab/Am-ot tartalmazott. A sejteket felhasznalasig 37 °C-on,
5 %-0s CO, termosztatban tartottuk.

A sejttenyészetekbOl egysejtszuszpenziot készitettiink, és lyukanként (well) ezer sejtet
pipettaztunk 384-es fehér mikrolemezekre (CulturPlate, PerkinElmer, Waltham, MA).
Masnap a sejteket a megfelelé gatloszerekbdl késziilt higitasi sorral kezeltiik (30 pM-t6l
induld, 10 pontos, harmadolé higitasi sor) A sejtek életképességét, valamint az ECsg
értékét 72 ora utan a CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay (Promega Corp.)
kit segitségével hataroztuk meg a gyartdo leirdsdnak megfelelden. A vizsgéalat az
¢letképes sejtek szamat hatdrozza meg az ATP jelenlétének kozvetett kimutatdsa révén.
A reakcié soran a luciferdz enzim Mg2+ ¢s ATP jelenlétében a luciferin mono-

oxidacigjat katalizalja, melynek soran oxiluciferin keletkezik. A kimutatds soran az
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oxiluciferin lumineszcenciajat mértiik Analyst® GT Multimode Reader (Molecular
Devices) segitségével. Az ECsy meghatarozas soran a dozis-hatas gorbét az XLfit

(IDBS) programmal generaltuk.

Biokémiai mérések:

Akt kindz (IMAP mérés):

6 uL szubsztratot , ATP-oldatot, puffert, 8 nL inhibitor DMSO-s oldatat és 2 pl kinazt
pipettaztunk 384-es mikrolemez lyukaiba. Reakcio puffer 6sszetétele: pH 7,5, 20 mM
HEPES, 1 mM DTT, 10 mM MgCl,, 0,01 % Triton X-100. Végkoncentraciok: Akt
kinaz 18 nM, ATP 47,1 uM, biotinilalt szubsztrat 280 nM, szreptavidin-XL665 35 nM.
IMAP koto reagens (R7284) 1:800 aranyban higitva IMAP pufferrel (R7282:R7283
3:1). 60 perces, szobahOmérsékletii inkubacid6 wutdn mértik a fluoreszcencia

polimerizaciot és a fluoreszcencia intenzitast.

EGFR kinaz (Transcreener):

Héarom kiilonb6zé mérést végeztink EGFR, EGFR(L858R), EGFR(L858R_T790M)
enzimeken a gyartd leirasanak megfeleléen. EGFR koncentracio: 16/25/3 nM,
szubsztrat koncentraci6 (Poly Glu-Tyr 4:1): 0,5/0,5/0,05 mg/ml, ATP Kkoncentracio:
7,52/10/10 uM. Reakcio puffer: pH 7,5, 20 mM HEPES, 1 mM DTT, 10 mM MgCly,
2mM MnCl,, 0,01 V/IV% NP40. Inkubaciés id6 60 perc. A reakciot 8 ul ADP
detektacios eleggyel allitottuk le (detektacios puffer, 9,12/11,8/11,8 ng/ml ADP2 Ab,
3nM ADP Alexa633 tracer). A fluoreszcencia polarizaciot és intenzitast Analyst GT

readerrel mértiik.

A 33a molekula 456 kinazon mért aktiv hely vezérelt, kompeticios kotddési vizsgalata a
Kinexus Bioinformatics Corporation KINEX'" protein kinase microarray based small

molecule inhibitor profiling platform szolgaltatasa volt.

Klonalitas vizsgalat:

A klonalitds vizsgalattal meghatarozhatjuk a sejtek klonalis proliferacios képességét
HCC827 EGRF mutécidt tartalmazo sejtvonalon adott gatloszer mellett. A sejteket
10% FBS-sel és 1% Ab/Am-mal kiegészitett RPMI-1640 médiumban 70 %-0s

konfluenciaig tenyésztettiik, majd megszamoltuk a sejteket és 1 ml térfogatban
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300 mme-es Petri-csészébe mértiik ugy, hogy a sejtszam 1500, 750 illetve 375 legyen.
Minden Kkisérletet kétszeresen (duplikatum) végeztiink. 24 o6ras, 37 °C-on torténd
inkubaciot kovetden a sejteket a megfeleld gatloszerrel kezeltiik plato-koncentracioban
(az a koncentracio, amely felett a vizsgalt sejtek magasabb szazalékos gatlasa nem volt
elérhetd). 72 o6ras inkubaciot kovetéen a hasznalt médiumot leszivtuk és friss
médiummal lattuk el a sejteket, melyet 4 naponta cseréltiink. A 14. illetve 21. napon
(altalaban ezen id6pontokban jelentek meg a koriilbeliil 50 sejtbdl all6 kolonidk) a
sejtekrol ismételten leszivtuk a médiumot és a sejtekhez 4 °C-os fixalo reagenst adtunk
(50 % etanol, 0,25 % 1,9-dimetil-metilén kék). 40 perc szobahOmérsékleten torténd
inkubaciot kovetdéen a reagenst leszivtuk, az edényeket PBS-sel mostuk, majd a
kolonidkat manualisan megszamoltuk. A talél6 frakciot (keletkezett klonok szama a
kezelést kovetden a kontrollhoz viszonyitva) a kovetkezd sszefliggés szerint hataroztuk

meg:

talélé frakcid (%) = [(klonok szama a kezelést kovetden) / (klonok szama a

kontrollban)] - 100

A biokémiai mérések eredményeinek szorasa 5 % alatt, a sejtes mérések esetén pedig

10 % alatt volt.

4.3. Az Aktl kinazgatlé hatasu A-674563 (1) és A-443654 (2) jelii anyag, és a 2,3,7-
tri(2-tienil)pirido[2,3-b]pirazin (3) eléallitasa

Vegyiilettarunk  részeként, referencia anyagnak, eldallitottam  harom,
irodalombo6l mar ismert kinazgatld hatast vegyiiletet. A vegyiileteket ismert Aktl
kinazgatlo hatasuk miatt valasztottuk ki. Az eléallitas soran tapasztalatot szereztem ezen
vegyitiletek szintézisében, j szarmazékok eldallitasara modszereket tudtam kidolgozni,
tovabba a szintézis folyaman eldallitott intermedierek felhasznalhatdéak voltak a
fokuszalt vegylilettar épitésében is.

Az A-674563 (1) és az A-443654 (2) szamu vegyiileteket (17. abra) Thomas ¢és
munkatarsai illetve Woods és munkatarsai altal kozolt modszer alapjan allitottam eld.
[115, 116] Ahol a kozleményben talalhatd modszer nehezen volt reprodukalhato, vagy
eltérd szintézis uton olyan intermedierekhez lehetett jutni, amely utat nyitott 1j
szarmazékok gyorsabb eldallitasara, ott eltértem az irodalomban megadott modszertdl.

A kereskedelemben nem hozzaférhetd vagy gazdasagosabban elballithato
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intermediereket elkészitettem. A 2,3,7-tri(2-tienil)pirido[2,3-b]pirazint (3) (18. abra)

Kawakami és munkatarsai altal k6zolt modszer alapjan allitottam el6. [96]

N=— N=
/ /
HN HN
\ O
=
N~ H,N

A-674563 A-443654
1 2

17. abra. Az A-674563 (1) és A-443654 (2) jeltt Aktl gatlo hatasu anyagok (K; =
1,10 nM és 0,16 nM).

72 N\
N/ N/ S
|

3

18. abra. Az Akt gatlo hatasu [96] 2,3,7-tri(2-tienil)pirido[2,3-b]pirazin (3) (in vitro
inhibicio (10 uM) = 88 %:; sejtes mérés: ECso = 0,1 pM).
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4.3.1. Az A-443654 (S)-1-(1H-indol-3-il)-3-{[5-(3-metil-1H-indazol-5-il)piridin-3-

illoxi}propan-2-amin (2) eloallitasa

N—
/

HN

A-443654
2

A vegyliletet harom kiilonb6z6 szerkezeti elem felépitésével és azok

Osszekapcsolasaval szintetizaltam (19. abra).

N NH,
/
N
\ O
| N\ NH
=
N

19. abra. A 2 vegyliletet felépitd szerkezeti elemek.

A 3,5-diszubsztitualt piridint 3-metil-1H-indazol-5-il-csoporttal, illetve oxigénen
keresztiil kapcsolt 2-amino-3-(1H-indol-3-il)propan-1-ol (12) csoporttal
helyettesitettem. A 12 alkohol vegyiilet (triptofanol) amin-csoporton védett szarmazékat
(13) Mitsunobu-reakcioval, a 3-metil-1H-indazol-5-il-csoportot pedig (3-metil-1H-
indazol-5-il)-boronsav-pinakol-észterének ~ (8)  segitségével,  Suzuki-reakcioban
kapcsoltam az 5-brompiridin-3-0lhoz (10) (az irodalombol ismert Stille-kapcsolastol itt

eltértem, aminek magyarazatat lasd a 4.4.4. pontban) (20. abra).
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20. abra. Az A-443654 (2) vegyiilet eldallitasa.
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Az 10 fenol vegyiilet kereskedelemben nem volt beszerezhetd, ezért azt 3-broém-
5-metoxipiridin (9) hidrogén-jodidos demetilezésével allitottam el6. [117]

A 8 boronsav-észter vegyiilet irodalomban nem volt ismert. Eldallitasahoz a
kereskedelmi forgalomban kaphaté 3-brom-6-fluor-benzaldehidb6l (4) indultam Ki,
amelynek dietil-éterben végzett, metil-magnézium-bromidos Grignard-reakciojaval
kaptam az 5 alkoholt. A keletkezd alkoholt mangan-dioxiddal dioxanos oldatban
forralva 6 ketonna oxidaltam. A molekulaban talalhato fluor-csoport, és a keton-csoport
hidrazinnal forralva gyiiriizarodasi reakcioban adja a 7 indazol szarmazékot. [116] A
reagens szintézisének utolsdé 1épéseként a 7 vegyiiletbdl DMF oldataban
bisz(pinakolato)diborannal, kalium-acetat mellett, (PPh3),Pd(Il)Cl, katalizatorral
allitottam el6 a 8 boronsav észtert. [118]

Az  N-t-Boc-2-amino-3-(1H-indol-3-il)propan-1-0l  (13)  szintézisét L-
triptofanbol (11) kiindulva végeztem. Mivel az irodalmi modszert nem tudtam jo
mindségben reprodukalni, ennél a szintézisnél az aminosav redukcidjat végeztem el elsd
Iépésben, majd ez utdn védtem a primer amint t-Boc véddcsoporttal. Az aminosavat
THF  oldatdban litium-[tetrahidrido-borat(IIl)]-tal,  trimetilszilil-klorid ~ mellett
redukaltam alkoholla. [119] Ezutan di-terc-butoxikarbonil-karbonattal a primer amin-
csoportra terc-butoxikarbonil véddcsoportot kapcsoltam szobahémérsékletii reakcidoban,
dioxanos oldatban. [120]

El6szor a 10 fenolt kapcsoltam Gssze a 13 alkohol vegyiilettel (14), majd a jobb
preparalhatosag céljabol a véddcsoportot eltavolitva sdsav-sot képeztem az anyagbol
(15). A Mitsunobu-reakciot DBAD ¢és trifenilfoszfan jelenlétében végeztem vizmentes
dietil-éterben. [115] Ezek utan kapcsoltam a 15 és 8 vegyiileteket. A Suzuki-reakciot
dimetoxi-etanban végeztem (PPh3),Pd(0) katalizatort alkalmazva, natrium-karbonat

vizes oldatat hasznalva bazisként, inert atmoszféraban. [121]

1-(5-Brom-2-fluorfenil)etanol (5) eléallitasa

e} OH
| vizmentes Br
Br _MgBr,  éter
= 0-20 °C, 24 6ra F
4 5
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10,00g (49,26 mmol) 4 aldehidet 250 ml-es gomblombikban feloldottam 60 ml
vizmentes dietil-éterben, majd argon atmoszféraban hozzacsepegtettem 38 ml, 1,4 M-0s
metil-magnézium-bromid dietil-éteres oldatat (53,20 mmol), jeges hiités kozben. Az
elegyet hagytam felmelegedni szobahOmérsékletiire és 24 orat kevertettem. Ezutan
hozzdadtam 100 ml 1 N sosavat, és a kivalo fehér kristalyokat sziirtem. A szirlet
szerves €és vizes fazisat elvalaszto tolcsérrel kiilonvalasztottam, a vizes fazist 3 x 50 ml
dietil-éterrel kiraztam. Az egyesitett szerves fazisokat telitett NaCl oldattal sszeraztam,
vizmentes MgSOg-on szaritottam, majd sziirés utan vakuumban beparoltam. A
keletkez6 sarga olajat oszlopkromatografidsan tisztitottam (toltet: 145 g Szilikagél 60,
eluens hexan : etil-acetat 5:1).

Termék: 8,46 g halvanysarga olaj. Kitermelés: 78,4 %.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 7.63 (dd, J' = 6,57 Hz, J?= 2,40 Hz, 1H), 7,45-
7,47 (m, 1H), 7,13 (dd, J* = 10,17 Hz, J* = 8,73 Hz, 1H), 5,42 (d, J = 3,63 Hz, 1H),
4,92-4,95 (m, 1H), 1,33 (d, J = 6,42 Hz, 3H).

LCMS nem ionizal, Rt: 3,46 min.

1-(5-Brom-2-fluorfenil)etanon (6) eléallitasa

OH O
Br MnO,, 1,4-dioxéan Br

P
r

forralas, 5 ora

5 6

Az el6z6 reakcioban elballitott 5 alkohol-szarmazék 8,41 g-jat (38,40 mmol)
gomblombikban feloldottam 130 ml 1,4-dioxanban, majd hozzaadtam 57,00
(655,17 mmol) aktivalt mangan-dioxidot. Az elegyet 5 6ran at forraltam. Lehités utan
100 ml etil-acetattal higitottam, celiten sziirtem, és etil-acetattal négyszer mostam. A
sziirletet vakuumban beparoltam, ¢és exszikkatorban, foszfor-pentoxid felett
tomegallandosagig szaritottam.

Termék: 6,77 g, szobahdmérséklet koriil olvado sotétsarga kristaly. Kitermelés: 81,3 %.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 7,91 (dd, J* = 6,45 Hz, J? = 2,61 Hz, 1H), 7,82-
7,85 (m, 1H), 7,36 (dd, J* = 10,74 Hz, J? = 8,79 Hz, 1H), 2,59 (s, 3H).

LCMS nem ionizal, Rt: 3,80 min.
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5-Brém-3-metil-1H-indazol (7) eléallitasa
O

Br H,NNH,H,0  Br
- N

= forralas, 24 o6ra

Iz

250 ml-es gobmblombikba bemértem 90 ml 98 %-0s hidrazin-hidratot, és hozzaadtam
5,379 (24,75 mmol) el6z6 reakcioban eldallitott 6 ketont. Az oldatot 24 6ran at
forraltam. Lehtités utan sziirtem, vizzel haromszor mostam, majd exszikkatorban,
foszfor-pentoxid felett tomegalland6sagig szaritottam.

Termék: 2,61 g barna kristdlyos anyag. Kitermelés: 50,0 %. Olvadaspont: 155,1 -
157,0 °C. Irodalmi olvadaspont: nem talalhat6 adat.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 12,80 (br s, 1H), 7,94 (s, 1H), 7,44 (d, J = 9,12
Hz, 1H), 7,41 (d, J = 9,09 Hz, 1H), 2.47 (s, 3H).

LCMS m/z 211 (M + H)", Rt: 3,41 min.

(3-Metil-1H-indazol-5-il)-boronsav-pinakol-észter (8) eléallitasa
(PPhy),Pd(IN)Cl,,
Br ,O vizmentes DMF, CH,COOK (\3
\ + O /B\ /B
~ o)
N B 88-95 °C, 24 6ra o Ny
/
H o)

2,119 (10,00 mmol) el6z6 reakcidoban eléallitott 7 brom-metilindazolt és 140 mg
(0,20 mmol)  (PPhs),Pd(I)Cl,-ot argonnal Kkidblitett kétnyaka gdomblombikban

Iz

feloldottam 40 ml vizmentes DMF-ben, és egy orat kevertettem szobahémérsékleten.
Hozzaadtam 3,23 g (12,72 mmol) bisz(pinakolato)diborant és 3,46 g (35,31 mmol)
kalium-acetatot, majd 88 - 95°C-on 24 orat kevertettem. Az elegyet lehtitdttem, celiten
sziirtem, etil-acetattal haromszor mostam, és a sziirletet vakuumban beparoltam. Az igy
kapott sarga kristalyokat hexdnbdl atkristalyositottam, és exszikkatorban, parafinforgacs

felett tomegallandosagig szaritottam.
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Termék: 1,28 g fehér, kristalyos anyag. Kitermelés: 49,6 %. Olvadaspont: 107,5 -
109,4 °C. Irodalmi olvadaspont: nem talalhat6 adat.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 12,80 (s, 1H), 8,05 (s, 1H), 7,58 (d, J = 7,85 Hz,
1H), 7,40 (d, J = 7,88 Hz, 1H), 1,30 (s, 12H), 1.14 (s, 3H).

LCMS m/z 258 (M + H)", Rt: 3,75 min.

5-Bréompiridin-3-ol (10) eléallitasa

Br | XN ONQ Hl Br | X OH
P -
N forralas, 48 ora N/
9 10

10,00 g (53,19 mmol) 9 metoxi-szarmazékot gomblombikban 35 ml hidrogén-jodid
57 %-os vizes oldatdban oldottam, és 48 6rat forraltam. Az elegyet hiitottem, hiités
kozben hozzaadtam 190 ml 2 N NaOH-ot, és NaHCOs-tal pH ~8 koriilire allitom. A
kivalt kristalyokat szlrtem, 3 X 15ml etil-acetattal mostam. A kristalyokat
exszikkatorban, foszfor-pentoxid felett tomegalland6sagig szaritottam.

Termeék: 6,10 g barnasvords kristalyos anyag. Kitermelés: 65,9 %. Olvadaspont: 168,8 -
170,0 °C. Irodalmi olvadaspont: 162 - 164 °C. [122]

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 10,48 (s, 1H), 8,14-8,16 (m, 2H), 7,42-7,44 (m,
1H).

LCMS m/z 174 (M + H)*, Rt: 2,12 min.

(S)-2-Amino-3-(1H-indol-3-il)propan-1-ol (12) eléallitasa

HO

LiBH,, Si(CH,),ClI HO
| vizmentes THF
HN" =
2 szobah&mérséklet H,N
20 ora

11 12

1,80 g (81,82 mmol) litium-[tetrahidrido-borat(Ill)]-ot gdmblombikban feloldottam
130 ml  vizmentes THF-ben ¢és hozzacsepegtettem 19 ml (151,12 mmol) klor-
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trimetilszilant. Ezutan egy adagban hozzaadtam 8,00 g (39,22 mmol) 11 L-triptofan
aminosavat. A fehér szuszpenziot 20 oran at kevertettem szobahdmérsékleten. Az
elegyhez addig adtam metanolt, amig gazfejlédés volt tapasztalhato (koriilbeliil 25 ml),
ezutan az elegyet vakuumban beparoltam. A maradékot 160 ml 3,6 N NaOH-ban
oldottam. Az anyagot a vizes fazisbol 3 x 160 ml DKM-mel kiraztam, az egyesitett
szerves fazisokat telitett NaCl oldattal Osszeraztam, az elvalasztott szerves fazist
MgSO,-on széritottam, majd vakuumban beparoltam. A szilard anyagot DIPE-vel
eldorzsoltem és kiszlirtem.

Termék: 6,53 g por. Kitermelés: 87,6 %. Olvadaspont: 76,0 - 77,2 °C. Irodalmi
olvadaspont: 77 - 78 °C [123]

'"H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 10,37 (s, 1H), 8,70-8,73 (m, 2H), 7,09 (d, J =
7,72 Hz, 1H) 6,88 (d, J = 8,02 Hz, IH), 6,48-6,63 (m, 3H), 3,74-3,75 (m, 1H), 2,90 (dd,
Jt=10,20 Hz, J? = 4,82 Hz, 1H), 2,77 (dd, J* = 10,20 Hz, J* = 6,63 Hz, 1H), 2,05-2,37
(m, 3H).

LCMS m/z 191 (M + H)*, Rt: 0,46 és 1,45 min.

terc-Butil-{[(S)-2-hidroxi-1-(1H-indol-3-ilmetil)etil|karbamat} (13) el6allitasa

N o
dioxan
szobahOmeérséklet
o/go 24 6ra 4\ Oko

12 13

6,50 g (34,21 mmol) 12 redukalt triptofan-szarmazékot gomblombikban feloldottam
130 ml 1,4-dioxanban, hozzaadtam 7,469 (34,22 mmol) di-terc-butoxikarbonil-
karbonatot, és szobahOmérsékleten kevertettem 24 6rat. Az oldatot vakuumban
beparoltam. A szilard anyagot DIPE-vel eldorzsoltem és kisziirtem.

Termék: 8,90 g sarga kristalyos anyag. Kitermelés: 89,7 %. Olvadéaspont: 122,2 -
124,1 °C. Irodalmi olvadaspont: 122 - 123 °C [124]

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 10,74 (s, 1H), 7,57 (d, J = 7,71 Hz, 1H), 7,32 (d,
J =792, 1H), 7,02-7,06 (m, 2H), 6,96 (t, J = 7,29 Hz, 1H), 6,48 (d, J = 7,89 Hz, 1H),
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4,60 (t, J = 5,49 Hz, 1H), 3,63-3,66 (m, 1H), 3,35-3,38 (m, 2H), 2,85-2,89 (m, 1H),
2,67-2,70 (m, 1H), 1,35 (s, 9H).
LCMS m/z 291 (M + H)*, Rt: 3,34 min.

terc-Butil-({(S)-2-[(5-brémpiridin-3-il)oxi]-1-(1H-indol-3-ilmetil)etil}karbamat)
(14) elballitasa

HO N PPh,, DBAD
Br X OH | / vizmentes éter/THF \O/
|y
_ /% /§ 0-20 °C, 4 6ra N HN
N o o H,0,
10 13 14

6,48 g (24,73 mmol) trifenilfoszfant gomblombikban feloldottam 40 ml vizmentes
dietil-éter és 8 ml vizmentes THF elegyében, majd argon atmoszféraban, jeges hiités
kozben hozzaadtam 5,70 g (24,78 mmol) DBAD-t, és az elegyet 20 percig kevertettem.
Hozzaadtam 6,64 g (22,90 mmol) 13 triptofanolt, és tovabb kevertettem 20 percet.
Hozzaadtam 3,98 g (22,87 mmol) 10 hidroxipiridin szarmazékot, és a reakcioelegyet
hagytam felmelegedni szobahdmérsékletre. 4 6ra utdn tiz csepp 30 %-0S hidrogén-
peroxidot adtam az elegyhez, és 20 ml vizet hozzaadva kevertettem 15 percet. A
reakcioelegyet 10 ml etil-acetattal kiraztam. A szerves fazist telitett NaCl oldattal
Osszeraztam, az elvalasztott szerves fazist MgSOs-on szaritottam, majd vadkuumban
beparoltam. A maradékot oszlopkromatografiaval tisztitottam (toltet: 300 g Szilikagél
60, eluens: hexan:etil-acetat: 1:1).

Termék: 5,10 g sarga por. Kitermelés: 49,9 %. Olvadaspont: 74,0 - 75,9 °C. Irodalmi
olvadaspont: nem talalhato adat.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 10,81 (s, 1H), 8,27 (s, 2H), 7,63-7,66 (m, 1H),
7,56 (d, J =7,69, 1H), 7,33 (d, J = 8,50, 1H), 7,14 (br s, 1H), 7,06 (t, J = 7,34 Hz, 1H),
6,95-6,98 (m, 2H), 4,02-4,06 (m, 3H), 2,91-2,94 (m, 2H), 1,36 (s, 9H).

LCMS m/z 446 (M + H)*, Rt: 4,37 min.
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(S)-1-[(5-Brémpiridin-3-il)oxi]-3-(1H-indol-3-il)propan-2-amin (15) eléallitasa

Br Br

TFE, DKM |

szobahdmérséklet,
1 6ra

15

4,50 g (10,09 mmol) 14 t-Boc védett szarmazék kiindulasi anyagot gomblombikban
feloldottam 15 ml DKM-ben, majd keverés kozben hozzaadtam 15 ml TFE-t. Egy oras
szobahOmérsékletli keverés utan az oldatot vakuumban beparoltam. A maradékot
vizmentes etil-acetatban oldottam, majd soésavval telitett etil-acetatot adtam hozza. A
kivalt kristalyokat vakuumban sziirtem, anyaluggal kétszer, etil-acetattal és dietil-éterrel
egyszer mostam. A  kristalyokat  exszikkatorban, foszfor-pentoxid  felett
tomegallandosagig szaritottam. A tovabbi veszteség elkeriilése érdekében a terméket
tovabbi tisztitds nélkiil hasznaltuk fel.

Termék: 1,20 g kristalyos anyag/por. Kitermelés: 31,1 %.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 11,03 (s, 1H), 8,37 (br s, 2H), 8,33-8,35 (m,
2H), 7,71-7,72 (m, 1H), 7,62 (d, J = 7,83 Hz, 1H), 7,38 (d, J = 8,04 Hz, 1H), 7,28 (d, J
= 2,07 Hz, 1H), 7,10 (t, J = 7,80 Hz, 1H), 7,00 (t, J = 7,23 Hz, 1H), 4,39 (dd, J' =
10,47 Hz, J* = 2,82 Hz, 1H), 4,10-4,15 (m, 1H), 3,76 (br s, 1H), 3,10-3,20 (m, 2H).
LCMS m/z 346 (M + H)", Rt: 3,36 min (II1. eljaras).

(S)-1-(1H-Indol-3-il)-3-{[5-(3-metil-1H-indazol-5-il)piridin-3-ilJoxi}propan-2-amin
(2) eloallitasa

N=
Br 0 H o HN
‘ / + /‘B (PPh,),Pd(0), Na,CO,.aq, DME u
2 o N o ° N
N7 H,N' N . ) |

N 82-86 °C, 4,5 6ra _

H N H,N

2

15 8

384 mg (1,00 mmol) 15 brémvegyiiletet argonnal kidblitett kétnyakt gémblombikban
feloldottam 10 ml DME-ben, és hozzaadtam 124 mg (1,17 mmol) vizmentes Na,COs-
ot, 94 mg (0,08 mmol) (PPhs)4Pd(0) katalizatort, és szobahémérsékleten kevertettem

20 percet. Hozzaadtam 302 mg (1,17 mmol) 8 boronsav-észtert és 2,0 ml vizes oldatban
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248 mg (2,34 mmol) vizmentes Na,COs-0t. 82 - 86 °C-on kevertettem 4,5 orat. Az
elegyet vakuumban beparoltam. A maradékot oszlopkromatografidsan tisztitottam
(toltet: 33 g Szilikagél 60, eluens: kloroform : metanol: 8:1).

Termék: 41 mg fehér kristalyos anyag. Kitermelés: 10,3 %. Olvadaspont: 118,9 -
120,5 °C. Irodalmi olvadaspont: nem talalhat6 adat.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 12,75 (s, 1H), 10,88 (s, 1H), 8,54 (s, 1H), 8,32
(s, 1H), 8,27 (d, J = 2,43 Hz, 1H), 8,08 (s, 1H), 7,64 (m, 2H), 7,56 (t, J = 7,26 Hz, 2H),
7,34 (d, J = 7,95 Hz, 1H), 7,21-7,22 (m, 2H), 7,06 (d, J = 7,42 Hz, 1H), 6,96 (d, J =
7,38 Hz, 1H), 4,02-4,08 (m, 2H), 3,44 (m, 1H), 2,99 (dd, J* = 14,19 Hz, J* = 6,00 Hz,
1H), 2,86 (dd, J' = 14,23 Hz, J* = 7,11 Hz, 1H), 2,49 (s, 3H).

LCMS m/z 398 (M + H)", Rt: 3,04 min (II1. eljaras).

4.3.2. Az A-674563 (S)-1-{[5-(3-metil-1H-indazol-5-il)piridin-3-il]oxi}-3-
fenilpropan-2-amin (1) eléallitasa

N=—
/

HN

=
N~ HN

2

A-674563
1
A vegyliletet szintén harom szerkezeti elem oOsszekapcsolasaval allitottam eld. A
kiilonbség a két szintézis ut kozott, hogy ebben az esetben Suzuki-kapcsolas helyett
Stille-kapcsolast alkalmaztam, illetve a védGcsoport levételére mas szintetikus fazisban

keriilt sor. Ebben az esetben kisebb mértékben tértem el az irodalmi szintézis uttol

(21. 4bra).
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LiBH, Si(CH,),Cl >L HO
f) 4, 3)3
HO\i/@ vizmentes THF HOL/© . o dioxan L/@
e
| . | > _
H,N’ szobaggnggseklet H,N 0" 0 szobahdmérséklet HN
)% 19 éra /J§
(0] (6]
> .

Br X OH
P
N
10

19

PPh,, DBAD 0-20 °C, 4 6ra
vizmentes éter | H,0,
@ v 5 \@5 L0
92-98°C, 3 dra
O >§ 20

(PPh,),Pd(0),

) forralds, 3 6ra
vizmentes toluol

TFE, DKM |szobahomérséklet,
16ra

\
\
\Tnsn\\

N=—
/
HN +
N (0] Br {
= ’N
N7 HN’ N
1

7

21. abra. Az A-674563 (1) vegyiilet eldallitasa.

A Stille-kapcsolashoz a 7 indazol vegyiilet 16 trimetilsztannil-szarmazékat kellett
eléallitani, amit hexametildisztannannal szintetizaltam vizmentes toluolban,
(PPh3)4Pd(0) katalizatort hasznalva. [115]

Az N-t-Boc-2-amino-3-fenilpropan-1-ol (19) szintézisét L-fenilalaninbol (17)
kiindulva végeztem. Az el6allitas az L-triptofanbol kiinduld szarmazék analdgiajara
tortént.

A t-Boc-véddcsoportot nem tavolitottuk el a Mitsunobu-reakci6 utan, csak a
Stille-kapcsolast kovetéen. A  Stille-kapcesolast (dba)sPd2(0) katalizatort hasznalva
végeztem  DMF-ben, trictilamin  bazis és  2-diciklohexilfoszfano-2'-(N,N-

dimetilamino)bifenil jelenlétében 95 °C-on. [115]
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3-Metil-5-(trimetilsztannil)-1H-indazol (16) el6allitasa

. | (PPh,),Pd(0), | Y
r vizmentes toluol Sn
N+ \\s sn_ - - \
/ |n \ forralés, 3 6ra /N
N N
H H
7 16

4,00 g (18,96 mmol) 7 indazol vegyiiletet argonnal kioblitett kétnyaka gomblombikban
feloldottam 60 ml vizmentes toluolban, 2,02 g (1,75 mmol) (PPh3),Pd(0) katalizatort
hozzaadtam, ¢és kevertettem 30 percet szobahdmérsékleten, argon atmoszféraban.
Hozzéaadtam 6,22 g (18,96 mmol) hexametildisztannant, és 3 orat forraltam. Az elegyet
lehiitottem, celiten sziirtem, és 4 x 20 ml toluollal mostam. A sziirletet vakuumban
beparoltam, a maradékot oszlopkromatografiaval tisztitottam (t6ltet: 130 g Szilikagél
60, eluens: hexan:etil-acetat: 1:1).

Termék: 3,83 g rozsaszin kristalyos anyag. Kitermelés: 68,4 %. Olvadaspont: 144,9-
146,2 °C. Irodalmi olvadaspont: nem talalhat6 adat.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 12,52 (s, 1H), 7,79 (s, 1H), 7,44 (d, J = 8,13 Hz,
1H), 7,38 (d, J = 8,13 Hz, 1H), 2,49 (s, 3H), 0,29 (s, 9H).

LCMS m/z 293 (M + H)*, Rt: 4,33 min.

(S)-2-Amino-3-fenilpropan-1-ol (18) eléallitasa

HO. O LiBH,, Si(CH,),Cl HO
\EQ vizmentes THF L/@
HN szobahdmérséklet HN
2 , 2
20 6ra

17 18

2,809 (127,27 mmol) litium-[tetrahidrido-borat(IIT)]-ot gémblombikban feloldottam
90 ml  vizmentes THF-ben ¢és szobahdmérsékleten hozzacsepegtettem 30 ml
(238,61 mmol) klor-trimetilszilant. Ezutan hozzaadtam 10,00 g (60,61 mmol) 17 L-
fenilalanin aminosavat egy adagban. A fehér szuszpenzot 20 6ran at kevertettem
szobahOmérsékleten. Az elegyhez addig adtam metanolt, amig gazfejlodés volt
tapasztalhaté (koriilbelil 60 ml), ezutin az elegyet vakuumban beparoltam. A
maradékot 200 ml 3,6 N NaOH-ban oldottam. Az anyagot 3 x 200 ml DKM-mel
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Kiraztam, az egyesitett szerves fazisokat telitett NaCl oldattal Osszeraztam, az
elvélasztott szerves fazist MgSOgs-on szaritottam, majd vakuumban bepéroltam. A
szilard anyagot DIPE-vel eldorzsoltem és kisziirtem.

Termék: 4,14 g fehér kristdlyos anyag. Kitermelés: 45,2 %. Olvadéaspont: 87,8 -
89,6 °C. Irodalmi olvadaspont: 91 - 92 °C [125]

'"H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 7,21-7,19 (m, 2H), 7,12-7,70 (m, 3H), 3,88—
3,85 (m, 1H), 3,64-3,62 (m, 2H), 3,10-3,08 (m, 1H), 2,91-2,90 (m, 1H), 2,66-2,64 (m,
1H), 2,00 (br s, 2H).

LCMS m/z 152 (M + H)", Rt: 0,46 min.

terc-Butil-{[(S)-1-benzil-2-hidroxietil|]karbamat} (19) eléallitasa

HO Oﬁ\ HO
)\ dioxan
+ o
O - HN
H,N' /& szobahdmérséklet /K
19 6
o o ora 00
18 ﬂ\ 19

2,049 (13,51 mmol) 18 fenilalaninolt gomblombikban feloldottam 160 ml 1,4-
dioxanban. Hozzaadtam 2,95¢g (13,53 mmol) di-terc-butoxikarbonil-karbonatot, és

szobahOmérsékleten kevertettem 19 o6rat. Az oldatot vakuumban bepéroltam. A szilard
anyagot DIPE-vel eldorzsoltem és kisziirtem.

Termék: 3,01 g fehér kristalyos anyag. Kitermelés: 88,8 %. Olvadaspont: 93,2 -
94,1 °C. Irodalmi olvadaspont: 94 - 95 °C [126]

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 5 ppm 8,60-8,62 (m, 1H), 7,15-7,28 (m, 5H), 4,71-4,72
(m, 1H), 3,64-3,66 (m, 1H), 3,26-3,60 (m, 2H), 2,79-2,84 (m, 2H), 1,31 (s, 9H).

LCMS m/z 252 (M + H)*, Rt: 3,36 min.
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terc-Butil-({(S)-1-benzil-2-[(5-brompiridin-3-il)oxi]etil} karbamat) (20) eléallitasa

HO PPh,, DBAD
31 Br (@]
Br N OH L)@ vizmentes éter \O/ L/@

H

» + 4\ -

N
(@]

10

N P \

/K 0-20 °C, 4 6ra N~ HN"
(0] H,0, >:O

19 >TO 20

3,40 g (12,98 mmol) trifenilfoszfant gomblombikban feloldottam 20 ml vizmentes
dietil-éterben, majd argon atmoszféraban, jeges hiités kozben hozzaadtam 2,99 g
(13,00 mmol) DBAD-t, és az elegyet 20 percig kevertettem. Hozzaadtam 3,01 g
(11,99 mmol) 19 hidroxi-vegyliletet, és tovabb kevertettem 15 percet. Hozzaadtam
2,099 (12,01 mmol) 10 fenolos hidroxi-vegyiiletet, és a reakcidelegyet hagytam
felmelegedni szobahOmérsékletre. 4 6ra utan tiz csepp 30 %-0s hidrogén-peroxidot
adtam az elegyhez, és 20 ml vizet hozzaadva kevertettem 15 percet. A reakcidelegyet
10 ml etil-acetattal kiraztam. A szerves fazist telitett NaCl oldattal Osszeraztam, az
elvalasztott szerves fazist MgSOgs-on szaritottam, majd vdkuumban beparoltam. A
maradékot oszlopkromatografiaval tisztitottam (t6ltet: 470 g Szilikagél 60, eluens:
hexan:etil-acetat: 1:1).

Termék: 2,23 g fehér kristdlyos anyag. Kitermelés: 45,7 %. Olvadaspont: 81,3 -
82,8 °C. Irodalmi olvadaspont: nem talalhat6 adat.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 8,36-8,37 (m, 1H), 8,14-8,15 (m, 1H), 7,31 (s,
1H), 7,19-7,30 (m, 5H), 4,75 (br s, 1H), 4,18-4,20 (m, 1H), 3,79-3,81 (m, 2H), 2,92-
2,94 (m, 2H), 1,45 (s, 9H).

LCMS m/z 407 (M + H)", Rt: 4,56 min.

terc-Butil-{[(S)-1-benzil-2-{[5-(3-metil-1H-indazol-5-il)-piridin-3-
illoxi}etillkarbamat} (21) eléallitasa

N—
i ° NPO HN/
' -
\(j/ \\Sn (dba),Pd(0) TEA, DMF, D0
P + O\ - o
N~ HN' N ] ’ ‘
>10 N 92-98°C, 3 6ra _
N~ HN
)=o
.

H
o
20 16

21
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2,239 (5,48 mmol) 20 bromvegyiiletet feloldottam argonnal kioblitett kétnyaka
gomblombikban 35 ml DMF-ben, hozzaadtam 0,509 (0,55 mmol) (dba)s;Pd2(0)
katalizatort és 0,22 g (0,55 mmol) 2-diciklohexilfoszfano-2'-(N,N-dimetilamino)bifenilt,
majd az elegyet egy 6ran at szobahémérsékleten kevertettem. Hozzaadtam 1,50 g
(5,08 mmol) 16 trimetilsztannil-vegyiiletet és 0,78 ml (5,57 mmol) TEA-t. A
reakcioelegyet 3 oran at 92 - 98 °C-on kevertettem. A reakcidelegyet hagytam
szobahOmérsékletlire lehiilni, celiten szlirtem, 4 x 15 ml DMF-fel mostam, a sziirleteket
egyesitettem és az  elegyet vakuumban  beparoltam. A maradékot
oszlopkromatografiaval tisztitottam (toltet: 150 g Szilikagél 60, eluens: hexan:etil-
acetat: 1:1).

Termék: 1,50 g halvanysarga olajos anyag. Kitermelés: 59,9 %.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 12,71 (s, 1H), 8,55 (s, 1H), 8,25 (s, 1H), 8,09 (s,
1H), 7,71 (s, 1H), 7,67-7,76 (m, 1H), 7,55 (d, J = 8,52 Hz, 1H), 7,16-7,32 (m, 5H), 7,02
(d, J = 8,11 Hz, 1H), 4,00-4,15 (m, 3H), 2,88-2,99 (m, 1H), 2,71-2,82 (m, 1H), 2,55 (s,
3H), 1,32 (s, 9H).

LCMS m/z 459 (M + H)", Rt: 3,68 min.

(S)-1-{[5-(3-Metil-1H-indazol-5-il)piridin-3-ilJoxi}-3-fenilpropan-2-amin (1)

eloallitasa

/N\
HN /N\
HN
TFE, DKM
N S fe)
| szobahdmérséklet, N

N HN 16ra .

>=o N H,N

Do

21 1

1,50 g (3,28 mmol) 21 t-Boc védett szarmazék kiindulasi anyagot gomblombikban 5 ml
DKM-ben feloldottam, majd 5ml TFE hozzdadva egy 6rat kevertettem
szobahOmérsékleten. Az elegyet vakuumban beparoltam, a maradékot 20 ml vizben
oldottam, NaHCOs-tal semlegesitettem és 4 x 20 ml etil-acetattal kiraztam. Az
egyesitett szerves oldatot megsziirtem, MgSQOy-on szaritottam és sosavval telitett etil-

acetattal sosav sot képeztem. A kivalo halvanysarga kristalyokat kisziirtem és IPA-ban
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atkristalyositottam. Szlirés utdn a kristdlyokat exszikkdtorban tomegéllandosagig
szaritottam.

Termék: 166 mg halvanysarga kristalyos anyag. Kitermelés: 14,6 %. Olvadaspont:
186,0 - 187,9 °C. Irodalmi olvadaspont: nem talalhaté adat.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 8,79 (d, J = 1,50, 1H), 8,52 (br s, 2H), 8,47 (d, J
= 1,26, 1H), 8,20 (s, 1H), 8,10 (br s, 1H), 7,68 (dd, J* = 47,4 Hz, J* = 9,30 Hz, 2H),
7,25-7,40 (m, 5H), 4,38-4,42 (m, 1H), 4,16-4,28 (m, 1H), 3,70-3,82 (m, 1H), 2,99-3,12
(m, 2H), 2,56 (s, 3H).

LCMS m/z 359 (M + H)*, Rt: 0,48 és 2,03 min.

4.3.3. A 2,3,7-Tri(2-tienil)pirido[2,3-b]pirazin (3) el6allitasa

72 N\
— |\ N\ ~
N/ N/ S
|

3

A vegyiilet eléallitasat két 1épésben végeztem: elészor a pirido[2,3-b]pirazin
gylriirendszert alakitottam ki 5-brompiridin-2,3-diamin (22) és 1,2-di(2-tienil)etandion
és tisztitds nélkil hasznaltam fel. Ezutan az igy kapott szubsztitualt 24 7-
brompirido[2,3-b]pirazin vegyiilet brom-szubsztituensét Suzuki-rakcioban DME ¢és
DMF oldoszerelegyben, (PPh3)sPd(0) katalizatort hasznalva, Na,COs; bazis vizes
oldataval, inert atmoszféraban a megfeleld boronsav vegyiilettel 2-tienil-csoportra
cseréltem (22. abra). [96]
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Br NH, O ~
\@ 2 + omlesztés (150 °C) Br\(jiN\ X
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N NH, O \ N~ N S
/ |
22 23 24
oH (PPh,),Pd(0), Na,CO,.q, J S 7N\
+ HO/B\ES) DME/DMF = | o N
/ 80-85 °C, 2,5 6ra N/ NG S
|

3

22. abra. A 3 vegyiilet el6allitasa.

7-brém-2,3-di(2-tienil)pirido[2,3-b]pirazin (24) eléallitasa

S \ S N
BrmNHZ + © = émlesztés (150 °C) Br\(ﬁ:'\'\ =
N/ NH, o \ S/ N/ N/ \ S
/
23 24

22

510 mg (2,71 mmol) 22 diamin-vegyiilet és 602 mg (2,71 mmol) 23 dioxo-vegyiilet
keverékét gomblombikban megomlesztettem 150 °C-on. A visszahiitott olvadék
megszilardult. A terméket tovabbi feldolgozas és tisztitas nélkiil hasznaltam fel.
Termék: 1,01 g zoldes barna por. Kitermelés: 99 %. Olvadaspont: 181,1 - 182,5 °C.
Irodalmi olvadaspont: nem taldlhat6 adat.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 9,17 (d, J = 2,40 Hz, 1H), 8,82 (d, J = 2,40 Hz,
1H), 7,86-7,90 (m, 2H), 7,34 (d, J = 3,57 Hz, 1H), 7,31 (d, J = 3,12 Hz, 1H), 7,10-7,18
(m, 2H).

LCMS m/z 374 (M + H)", Rt: 4,62 min.

56



2,3,7-Tri(2-tienil)pirido[2,3-b]pirazin (3) eléallitasa

PN
S s
Br N QH (PPh),Pd(0), Na,CO, aq, 7 N\
\@: + o B DME/DMF = LN
N N S \@ . | P S
\ / 80-85 °C, 2,5 6ra N N
W,

446 mg (1,19 mmol) 24 brom-vegyiiletet argonnal kioblitett kétnyaka gémblombikban
feloldottam 15 ml DME és 2 ml DMF elegyében és hozzaadtam 111 mg (0,10 mmol)
(PPh3)4Pd(0) katalizatort. Szobahdmérsékleten kevertettem 15 percet, majd hozzaadtam
188 mg (1,47 mmol) (2-tienil)-boronsavat és 336 mg (3,17 mmol) Na,COs-ot 1,5 ml
vizes oldatban. A reakcidelegyet 2,5 6ran at kevertettem 80 - 85 °C-on. Az elegyet
lehiitottem, majd 10 ml etil-acetatot adtam hozza, és celiten szlrtem, 4 x 5 ml etil-
acetattal mostam. Az egyesitett etil-acetatos fazisokat telitett Na,CO3 és NaCl oldattal
kiraztam. A szerves fazist MgSO,, Szilikagél (750 mg) és aktiv szén (30 mg)
hozzaadasa utan kevertettem, sziirtem, és vakuumban beparoltam. A szilard anyagot
DIPE-vel eldorzsoltem és kisziirtem.

Termék: 316 mg rozsdabarna por. Kitermelés: 70,6 %. Olvadaspont: 215,3 - 216,9 °C.
Irodalmi olvadaspont: nem talalhato adat.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 9,39 (d, J = 2,37 Hz, 1H), 8,52 (d, J = 2,37 Hz,
1H), 7,63 (d, J = 3,63 Hz, 1H), 7,56 (t, J = 5,30 Hz, 2H), 7,49 (d, J = 5,04 Hz, 1H),
7,41 (t, J = 3,17 Hz, 2H), 7,21 (t, J = 4,35 Hz, 1H). 7,09 (t, J = 4,39 Hz, 1H), 7,04 (t, J
=4,39Hz, 1H).

LCMS m/z 378 (M + H)", Rt: 4,84 min.

4.4. Az irodalombdl ismert kinazgatlo hatasu anyagok szerkezetének kombinalasa
uj szarmazékok tervezéséhez, és fokuszalt vegyiilettar eléallitasa az Gj szerkezet

koré

Az irodalmi adatok alapjan Akt gatld hatastt 1 A-674563 szamu vegyiilet és a 3
pirido[2,3-b]pirazin vegyiilet szerkezetét kombinalva 11j tipust vegyiiletet terveztem
(29a) (23.4abra). Ez a vegyiilet szolgalt alapszerkezetként a késObbi szarmazékok
eldallitasahoz. Az alapvaz szubsztituenseit valtoztatva fokuszalt vegyiilettarat allitottam

el6 (24. abra).
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23. abra. Uj szerkezet szarmaztatisa ismert Akt kindzgatlé anyagok szerkezetébol.

HO OH
O @)
—_—
) )
25
P
Br B~
X X o
—_— - -
N, N, X=Nvagy C,Y =Cvagy N
Y Y
28a-b
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24. abra. Szabadalmaztathaté szarmazékok altalanos eléallitasi sémaja.

4.4.1. A [4-(piperidin-1-il)fenil]etandion monohidrat (25) eléallitasa

A kereskedelemben nem beszerezheté [4-(piperidin-1-il)fenil]etandion
eloallitasanal a kereskedelemben beszerezheté 1-[4-(piperidin-1-il)fenil]etanonbol
indultam ki. Irodalmi moédszer szerint 48 %-os vizes hidrogén-bromidot hasznalva,
DMSO oldatban végzett oxidacioval allitottam elé a 25 vegyiilet, melyet monohidrat
formajaban izolaltam. [127, 128]
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HO OH
@) 48% HBr, DMSO

I\O 48-60 °C, 6,5 ora I\O

25

3,009 (14,78 mmol) 1-[4-(piperidin-1-il)fenilletanont haromnyaku csiszolatos
gomblombikban feloldottam 33 ml DMSO-ban. Az oldatot felmelegitettem 45 - 50 °C-
ra, majd hozzacsepegtettem 5,00 ml (44,15 mmol) 48 %-0s vizes hidrogén-bromidot,
tigyelve, hogy a hémérséklet ne emelkedjen 60 °C folé. Az elegyet 58 - 75 °C-on
kevertettem 2,5 - 5 6rat. A reakcidelegyet jégre ontottem, és kétszer kiraztam 30 ml etil-
acetattal. Az etil-acetatos fazist 20 ml telitett NaCl oldattal mostam, MgSQOy-on
szaritottam, majd vakuumban bepéroltam. A szilard anyagot DIPE-vel eldorzséltem és

kiszirtem.

Termék: 1,48 g narancssarga por. Kitermelés: 46,3 %. Olvadaspont: 95,4 - 97,7°C.
Irodalmi olvadaspont: nem talalhat6 adat.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds + TFE) & ppm 9,56 (s, 1H), 7,93-7,96 (m, 2H), 6,99-
7,02 (m, 2H), 3,45-3,48 (m, 2H), 1,52-1,69 (m, 8H).

LCMS m/z 236 (M + H)", Rt: 3,09 min (II1. eljaras).

4.4.2. Diszubsztitualt 7-brompirido[2,3-b]pirazin szarmazékok eléallitasa

A pirido[2,3-b]pirazin gylrirendszert a megfeleld, szimmetrikus, vicinalis dioxo-

crer

alakitottam ki.

Br XN NH, O R EtOH Br N N\ R
| + - |
= forralas, 16 6ra = =
N™ "NH, 0~ "R ! N~ "N~ 'R
22 24, 26a-d

A dioxo-vegyiiletb6l (1 mmol) gémblombikban 0,4 M-0s etanolos oldatot készitettem,
hozzaadtam 0,95 ekvivalens 5-brompiridin-2,3-diamint, majd 16 orat forraltam. Az
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elegyet lehiitottem, szirtem, etanollal mostam, és exszikkatorban, foszfor-pentoxid

felett tomegallandosagig szaritottam.
Az igy eléallitott termékek:

7-brém-2,3-difenilpirido[2,3-b]pirazin (26a)

Termék: 213 mg halvanysarga por. Kitermelés: 62,0 %. Olvadaspont: 149,1 - 149,6 °C.
Irodalmi olvadaspont: 150-152 °C [129]

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 9,26 (d, J = 1,53 Hz, 1H), 8,95 (d, J = 1,47 Hz,
1H), 7,48-7,53 (m, 4H), 7,36-7,45 (m, 6H).

LCMS m/z 362 (M + H)", Rt: 4,61 min.

7-brém-2,3-bisz(4-metilfenil)pirido[2,3-b]pirazin (26b)

Termék: 270 mg drapp szinii por. Kitermelés: 72,7 %. Olvadéaspont: 157,3 - 158,3 °C.
'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 9,22 (d, J = 2,37 Hz, 1H), 8,90 (d, J = 2,37 Hz,
1H), 7,43 (d, J = 8,01 Hz, 2H), 7,40 (d, J = 7,98 Hz, 2H), 7,21 (d, J = 8,00 Hz, 4H),
2,34 (s, 6H).

LCMS m/z 390 (M + H)", Rt: 5,12 min.

7-brom-2,3-bisz(4-fluorfenil)pirido[2,3-b]pirazin (26c¢)

Termék: 304 mg halvanysarga por. Kitermelés: 80,4 %. Olvadaspont: 161,5 - 162,5 °C.
'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 9,26 (d, J = 2,40 Hz, 1H), 8,95 (d, J = 2,40 Hz,
1H), 7,52-7,61 (m, 4H), 7,26 (t, J = 8,87 Hz 4H).

LCMS m/z 398 (M + H)*, Rt: 4,68 min.

2,2'-(7-brémpirido[2,3-b]pirazin-2,3-diil)bisz(4-bromfenol) (26d)

Termék: 332 mg citromsarga szinli por. Kitermelés: 63,3 %. Olvadaspont: 255,0 -
256,5 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 9,92 (br s, 2H), 9,27 (d, J = 2,08 Hz 1H), 8,97
(d, J =2,28, 1H), 7,50-7,55 (m, 2H), 7,33-7,37 (m, 2H), 6,67-6,71 (m, 2H).

LCMS m/z 552 (M + H)*, Rt: 4,49 min.
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7-brom-2,3-di(2-tienil)pirido[2,3-b]pirazin (24)

Termék: 268 mg zoldes barna por. Kitermelés: 75,3 %. Olvadaspont: 181,1 - 182,5 °C.
Irodalmi olvadaspont: nem talalhat6 adat.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 9,17 (d, J = 2,40 Hz, 1H), 8,82 (d, J = 2,40 Hz,
1H), 7,86-7,90 (m, 2H), 7,34 (d, J = 3,57 Hz, 1H), 7,31 (d, J = 3,12 Hz, 1H), 7,10-7,18
(m, 2H).

LCMS m/z 374 (M + H)", Rt: 4,62 min.

4.4.3. Monoszubsztitualt 7-brompirido[2,3-b]pirazin szarmazékok eléallitasa

Amennyiben a 4.4.2. pontban emlitett reakcidt nem azonos szubsztituensekkel ellatott
vicinalis dioxo-vegyiilettel végezziik (az értekezés targyat képezd vegyiiletek esetében
az egyik oxo-csoport szénatomja szubsztitualatlan), reakciotermékként két lehetséges
regioizomer keletkezik (89. oldal, 25. abra). Ezen regioizomerek keletkezésének aranya
a reakcid homérsékletével és az oldoszer savassagaval befolyasolhato (lasd 5.2.).
Munkam soran a kétféle izomer kozott oldhatdsagi kiilonbség volt tapasztalhatd. A
4.4.2. pontban leirt reakcidban hasznalt etanol forraspontjan (78 °C) a kiilonb6z6
szubsztituensekkel rendelkezd feniletandion-szarmazékokkal végzett kondenzacids
reakciok altalaban minor komponensként a 2 helyzetben helyettesitett pirido[2,3-
b]pirazint eredményezték. A szobahémérsékleten végzett reakcié soran mutatkozod
nagyobb szelektivitas és az oldhatosagbeli kiilonbség lehetévé tette, hogy az etanolbol
javarészt kivalo, 3 helyzetben szubsztitudlt piridopirazin terméket kisziirés utan az
esetek tobbségében tisztan kapjuk meg. Abban az esetben, amikor ilyen moédon nem

kelld tisztasagu anyagot kaptam, a terméket kromatografiasan tisztitottam.

A reakcidid6t és a kivant szelektivitast figyelembe véve a reakciokat az optimalisnak

talalt szobahdmérsékleten végeztem.
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A feniletandion-szarmazékbol (1 mmol) gomblombikban 0,4 M-os etanolos oldatot
készitettem, hozzaadtam 0,95 ekvivalens 22 diamin-vegyiiletet, majd 16 orat
kevertettem szobahOmérsékleten. Az elegyet lehiitottem, sziirtem, etanollal mostam, és

exszikkatorban, foszfor-pentoxid felett tomegallandosagig szaritottam.

Az igy eldallitott termékek:

A 7-brém-3-fenilpirido[2,3-b]pirazin és a  7-brom-2-fenilpirido[2,3-b]pirazin
vegyiileteket egy reakcidban allitottuk eld, és preparativ VRK segitségével valasztottuk
el (1 mm PLC Szilikagél 60 F254; eluens: kloroform: metanol 100:1).
7-brom-3-fenilpirido[2,3-b]pirazin (27a)

Termék: 201 mg halvanysarga por. Kitermelés: 74,0 %. Olvadaspont: 168,6 - 169,5 °C.
Irodalmi olvadaspont: 168 °C [130]

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 9,75 (s, 1H), 9,26 (d, J = 2,43 Hz, 1H), 8,91 (d,
J =2,43 Hz, 1H), 8,39-8,42 (m, 2H), 7,63-7,64 (m, 3H).

LCMS m/z 286 (M + H)*, Rt: 3,79 min.

7-brém-2-fenilpirido[2,3-b]pirazin (27b)

Termék: 5,71 mg halvanysarga por. Kitermelés: 2,1 %. Olvadaspont: 154.5 - 155,0 °C.
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'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 8 ppm 9,80 (s, 1H), 9,21 (d, J = 2,46 Hz, 1H), 8,92 (d,
J = 2,46 Hz 1H), 8,34-8,38 (m, 2H), 7,61-7,67 (m, 3H).
LCMS m/z 286 (M + H)*, Rt: 3,88 min.

7-brom-3-(2-metoxifenil)pirido[2,3-b]pirazin (27c)

Termék: 125 mg tort fehér por. Kitermelés: 41,5 %. Olvadaspont: 197,8 - 198,6 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 9,47 (s, 1H), 9,24 (s, 1H), 8,90 (s, 1H), 7,89 (d,
J = 6,30 Hz, 1H), 7,60 (t, J = 6,60 Hz, 1H), 7,29 (d, J = 7,80 Hz, 1H), 7,20 (t, J = 6,90
Hz, 1H), 3,93 (s, 3H).

LCMS m/z 316 (M + H)*, Rt: 3,86 min.

7-brém-3-(3-klérfenil)pirido[2,3-b]pirazin (27d)

Termék: 246 mg drapp szinii por. Kitermelés: 80,5 %. Olvadaspont: 207,2 - 208,0 °C.
'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 9,79 (s, 1H), 9,28 (s, 1H), 8,94 (s, 1H), 8,45 (s,
1H), 8,38 (d, J = 6,36 Hz, 1H), 7,66-7,69 (m, 2H).

LCMS m/z 320 (M + H)", Rt: 4,24 min.

7-brom-3-(4-metilfenil)pirido[2,3-b]pirazin (27¢)

Termék: 223 mg barna por. Kitermelés: 78,1 %. Olvadaspont: 196,3 - 198,2 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 9,72 (s, 1H), 9,23 (d, J = 2,28 Hz, 1H), 8,89 (d,
J=2,22 Hz, 1H), 8,32 (d, J = 8,07 Hz, 2H), 7,45 (d, J = 8,01 Hz, 2H), 2,42 (s, 3H).
LCMS m/z 300 (M + H)*, Rt: 4,15 min.

7-brom-3-(4-fluorfenil)pirido[2,3-b]pirazin (27f)

Termék: 193 mg barna por. Kitermelés: 66,7 %. Olvadaspont: 198,1 - 200,2 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 9,74 (s, 1H), 9,25 (d, J = 2,13 Hz, 1H), 8,91 (d,
J=2,04 Hz, 1H), 8,45-8,50 (m, 2H), 7,48 (t, J = 8,76 Hz, 2H).

LCMS m/z 304 (M + H)", Rt: 3,87 min.

7-brom-3-(4-klorfenil)pirido[2,3-b]pirazin (279)

Termék: 261 mg tort fehér por. Kitermelés: 85,6 %. Olvadaspont: 222.4 - 223,3 °C.
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'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 9,76 (s, 1H), 9,26 (d, J = 1,89 Hz, 1H), 8,92 (d,
J=1,89 Hz, 1H), 8,44 (d, J = 8,46 Hz, 2H), 7,71 (d, J = 8,40 Hz, 2H).
LCMS m/z 320 (M + H)*, Rt: 4,22 min.

7-brom-3-[4-(trifluormetil)fenil]pirido[2,3-b]pirazin (27h)

Termék: 227 mg vilagosbarna por. Kitermelés: 67,7 %. Olvadaspont: 207,9 - 208,5 °C.
'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 9,82 (s, 1H), 9,30 (d, J = 2,13 Hz, 1H), 8,96 (d,
J=2,01 Hz, 1H), 8,61 (d, J = 8,13 Hz, 2H), 8,00 (d, J = 8,13 Hz, 2H).

LCMS m/z 354 (M + H)", Rt: 4,38 min.

4-(7-brémpirido[2,3-b]pirazin-3-il)fenol (271)

Termék: 228 mg zoldessarga por. Kitermelés: 79,5 %. Olvadaspont: 304,1 - 307,7 °C.
'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 10,23 (br s, 1H), 9,65 (s, 1H), 9,10 (d, J = 1,80
Hz, 1H), 8,83 (d, J = 1,62 Hz, 1H), 8,29 (d, J = 8,58 Hz, 2H), 6,99 (d, J = 8,46 Hz,
2H).

LCMS m/z 302 (M + H)*, Rt: 3,19 min.

7-brom-3-(4-metoxifenil)pirido[2,3-b]pirazin (27j)

Termék: 160 mg barnassarga por. Kitermelés: 53,4 %. Olvadéaspont: 169,2 - 172,4 °C.
'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 9,70 (s, 1H), 9,20 (d, J = 2,04 Hz, 1H), 8,85 (d,
J=2,04 Hz, 1H), 8,39 (d, J = 6,64 Hz, 2H), 7,18 (d, J = 6,56 Hz, 2H), 3,90 (s, 3H).
LCMS m/z 316 (M + H)*, Rt: 3,83 min.

4-(7-brémpirido[2,3-b]pirazin-3-il)benzoesav (27k)

Termék: 165 mg vildgosbarna por. Kitermelés: 52,6 %. Olvadéaspont: 323,2 - 324,8 °C.
'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 13,5 (br s, 1H) 9,81 (s, 1H), 9,30 (s, 1H), 8,96
(s, 1H), 8,52 (d, J = 7,44 Hz, 2H), 8,17 (d, J = 6,96 Hz, 2H).

LCMS m/z 330 (M + H)", Rt: 3,23 min.

7-brom-3-(4-nitrofenil)pirido[2,3-b]pirazin (271)
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A regioizomer-szennyezéstdl oszlopkromatografiaval tisztitottuk meg (toltet: 280 g
Szilikagél 60, eluens: kloroform)

Termék: 220 mg halvany narancssarga por. Kitermelés: 69,7 %. Olvadéaspont: 283,7-
286,1 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 9,86 (s, 1H), 9,33 (d, J = 2,43 Hz, 1H), 9,00 (d,
J=2,43 Hz, 1H), 8,68 (d, J = 8,88 Hz, 2H), 8,47 (d, J = 8,88 Hz, 2H).

LCMS m/z 331 (M + H)*, Rt: 3,82 min.

A 7-broém-3-(4-piperidin-1-il-fenil)-pirido[2,3-b]pirazin és a 7-brom-2-(4-piperidin-1-il-
fenil)-pirido[2,3-b]pirazin vegyiileteket egy reakcioban allitottam eld, és preparativ
VRK segitségével valasztottam el (1 mm PLC Szilikagél 60 F254; eluens: kloroform:
metanol 100:1).

7-brom-3-[4-(piperidin-1-il)fenil]pirido[2,3-b]pirazin (27m)

Termék: 193 mg sotét narancssarga por. Kitermelés: 55,0 %. Olvadéaspont: 199,4 -
200,1 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 9,63 (s, 1H), 9,14 (d, J = 2,37 Hz, 1H), 8,77 (d,
J = 2,43 Hz, 1H), 8,28 (d, J = 8,94 Hz, 2H), 7,10 (d, J = 9,06 Hz, 2H), 3,32-3,43 (m,
4H), 1,52-1,68 (m, 6H).

LCMS m/z 370 (M + H)*, Rt: 9,37 min (II1. eljaras).

7-brom-2-[4-(piperidin-1-il)fenil]pirido[2,3-b]pirazin (27n)

Termék: 106 mg narancssarga por. Kitermelés: 30,1 %. Olvadaspont: 203,4 - 203,9 °C.
'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 9,69 (s, 1H), 9,07 (d, J = 1,77 Hz, 1H), 8,76 (d,
J =1,83 Hz, 1H), 8,23 (d, J = 8,64 Hz, 2H), 7,09 (d, J = 8,76 Hz, 2H), 3,17-3,40 (m,
4H), 1,58-1,66 (m, 6H).

LCMS m/z 370 (M + H)*, Rt: 9,96 min (III. eljaras).

7-brém-3-[4-(morfolin-4-il)fenil)]pirido[2,3-b]pirazin (270)

Termék: 229 mg narancsszinti por. Kitermelés: 65,1 %. Olvadaspont: 244,9 - 247,0 °C.
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'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 9,66 (s, 1H), 9,16 (d, J = 2,22 Hz, 1H), 8,79 (d,
J =213 Hz, 1H), 8,32 (d, J = 8,67 Hz, 2H), 7,14 (d, J = 8,73 Hz, 2H), 3,75-3,78 (m,
4H), 3,29-3,32 (M, 4H).

LCMS m/z 371 (M + H)*, Rt: 3,71 min.

7-brom-3-(2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-il)pirido[2,3-b]pirazin (27p)

Termék: 143 mg narancsszinti por. Kitermelés: 43,7 %. Olvadéaspont: 217,0 - 219,4 °C.
'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 9,67 (s, 1H), 9,20 (d, J = 1,98 Hz, 1H), 8,84 (d,
J=1,92 Hz, 1H), 7,93 (br s, 2H), 7,09 (d, J = 9,00 Hz, 1H), 4,30-4,38 (m, 4H).

LCMS m/z 344 (M + H)", Rt: 380 min.

4.4.4. Boronsav-pinakol-észter Kkialakitasa az indazol szarmazékokon

Az aromas szén-szén kotés kialakitasahoz Stille-, és Suzuki-reakcidkat
hasznaltam. A Stille-reakciohoz a 4.3.2. pontban leirt 16 trimetilsztannil-szarmazékot
kellett elballitani reagensként, a Suzuki-reakcidban pedig boronsav-, és boronsav-
pinakol-észter-szarmazékokat hasznaltam. A kereskedelemben nem beszerezhetd
boronsav-szarmazékok eléallitasanal a kereskedelemben beszerezhetd, megfeleld
helyen Szubsztitualt bromindazolokbol indultam ki. A reakciot
bisz(pinakolato)diborannal végeztem (PPhs),Pd(I1)Cl, katalizator jelenlétében, DMF
oldatban. [118, 131]

Az irodalmi leirast kovetve az els6 néhany szarmazékot Stille-reakcidval
allitottam el6, [115] majd a fejlesztés soran preparaltam a 7 indazol vegyiilet boronsav-
szarmazékat is (8), ami jol hasznalhatonak bizonyult Suzuki-reakcidban. A Suzuki-
reakcioval végzett kapcsolds konnyebben tisztithatonak bizonyult, tovabba a Stille-
reakcidhoz sziikséges oOn tartalmu intermedierbdl keletkezd veszélyes hulladék
kornyezetvédelmi szempontbdl elénytelenebb a boronsav-szarmazékokkal szemben;
valamint az esetleges fémszennyezés-maradékok a kromatografias analitikai miiszereket
rongalhatjak és a biologiai méréseket zavarhatjak. Ezek miatt az okok miatt a

tovabbiakban az aromas szén-szén kotés kialakitasara a Suzuki-reakciot hasznaltam.
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o (PPhy),PA(I1)CL,, ?/?
X Br T vizmentes DMF, CH3COOK X B~
'y /
q D/ + O\B/B\O N D/
Y a/ J 88-95 °C, 24 6ra Y

28a-b

X=Cvagy N

Y =Nvagy C
A brom-indazolbol (1 mmol) argonnal kioblitett kétnyakti gdmblombikban 0,25 M-0s
vizmentes DMF-es oldatot készitettem és 0,02 ekvivalens (PPhs),Pd(I1)Cl,-ot
hozzaadva egy orat kevertettem szobahdmérsékleten, argon atmoszféraban. Hozzaadtam
1,3 ekvivalens bisz(pinakolato)diborant és 3,5 ekvivalens kalium-acetatot, majd 88-
95°C-on 24 érat kevertettem. Az eclegyet lehiitottem, celiten szlirtem, etil-acetattal
haromszor mostam, ¢és a szlirletet vakuumban beparoltam. Az igy kapott sarga
kristalyokat hexanbol atkristalyositottam, és exszikkatorban, foszfor-pentoxid felett

tomegallandosagig szaritottam.

Az igy eldallitott termékek:

(1H-Indazol-5-il)-boronsav-pinakol-észter (28a)

Termék: 124 mg fehér kristalyos anyag. Kitermelés: 50,7 %. Olvadaspont: 160,8 -
162,7 °C. Irodalmi olvadaspont: nem talalhat6 adat.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 13,1 (br s, 1H), 8,15 (s, 1H), 8,10 (s, 1H), 7,60
(d,J=7,89 Hz, 1H), 7,52 (d, J = 7,92 Hz, 1H), 1,31 (s, 12H).

LCMS m/z 244 (M + H)*, Rt: 3,61 min.

(1H-1ndazol-6-il)-boronsav-pinakol-észter (28b)

A terméket oszlopkromatografiasan tisztitottam (toltet: 220 g Szilikagél 60, eluens
kloroform : metanol 15:1).

Termék: 137 mg fehér kristdlyos anyag. Kitermelés: 56,0 %. Olvadaspont: 93,8 -
95,6 °C. Irodalmi olvadaspont: nem talalhaté adat.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 13,14 (s, 1H), 8,09 (s, 1H), 7,86 (s, 1H), 7,75 (d,
J=6,24 Hz, 1H), 7,37 (d, J = 6,27 Hz, 1H), 1,33 (s, 12H).

LCMS m/z 244 (M + H)", Rt: 3,66 min.
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4.4.5. T-es helyzetben szubsztitualt pirido[2,3-b]pirazin szarmazékok szintézise
Stille-reakciéval

A 7-(3-metil-1H-indazol-5-il)pirido[2,3-b]pirazinok eldallitasat 7-brémpirido[2,3-
b]pirazinokbol végeztem, az esetek egy részében Stille-reakcioval. A reakciot a 16
indazol vegyiilettel végeztem, vizmentes DMF-ben, katalitikus mennyiségi
(dba);Pdy(0)  katalizator  és  2-diciklohexilfoszfano-2'-(N,N-dimetilamino)bifenil
segitségével, TEA mellett inert atmoszféraban.[115]

(dba),Pd(0) TEA

vizmentes DMF :O //
ROG ’
92-98°C, 2-3 6ra I

24, 26a-d, 27a 29a-f

A 7-brompirido[2,3-b]pirazin-szarmazékbol (1 mmol) argonnal kidblitett kétnyaka
gomblombikban 0,05 M-0s vizmentes DMF oldatot készitettem, hozzaadtam
0,2 ekvivalens (dba);Pd»(0) katalizatort és 0,1 ekvivalens 2-diciklohexilfoszfano-2'-
(N,N-dimetilamino)bifenilt, majd szobahdmérsékleten kevertettem argon atmoszféraban
90 percet. Hozzaadtam 0,9 ekvivalens 16 trimetilsztannil-szarmazékot és 1,2 ekvivalens
TEA-t, és 2 - 3 orat kevertettem 92 - 98 °C-on. Az elegyet lehiitottem, sziirtem celiten, 4
x 15 ml DMF-fel mostam, majd a sziirletet vakuumban beparoltam. A maradékot 30 ml
THF-ben oldottam, 5 g bazikus aluminium-oxidon atengedtem, 40 ml THF-fel mostam,
majd az oldatot vakuumban beparoltam. A maradékot oszlopkromatografidsan
tisztitottam (toltet: 250-szeres tomegii bazikus aluminium-oxid, eluens gradiens hexan :

etil-acetat 1:1, majd tiszta etil-acetat, majd etil-acetat + 1% TEA). [132, 133]
Az igy eldallitott termékek:

7-(3-metil-1H-indazol-5-il)-3-fenilpirido[2,3-b]pirazin (29a)

Termék: 115 mg sarga por. Kitermelés: 37,7 %. Olvadaspont: 286,4 - 288,2 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 12,81 (s, 1H), 9,75 (s, 1H), 9,67 (d, J = 2,40 Hz,
1H), 8,84 (d, J = 2,37 Hz, 1H), 8,45 (br s, 2H), 8,42 (s, 1H), 7,99 (dd, J' = 8,40 Hz, J* =
1,05 Hz, 1H), 7,62-7,67 (m, 4H), 2,61 (s, 3H).

LCMS m/z 338 (M + H)", Rt: 3,61 min.
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7-(3-metil-1H-indazol-5-il)-2,3-difenilpirido[2,3-b]pirazin (29b)

Termék: 178 mg sarga por. Kitermelés: 47,9 %. Olvadaspont: 271,2 - 272,4 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 12,82 (s, 1H), 9,63 (d, J = 2,52 Hz, 1H), 8,85 (d,
J = 2,49 Hz, 1H), 8,42 (s, 1H), 7,98 (dd, J* = 8,70 Hz, J* = 1,55 Hz, 1H), 7,66 (d, J =
8,49 Hz, 1H), 7,49-7,54 (m, 4H), 7,44-7,35 (m, 6H), 2,58 (s, 3H).

LCMS m/z 414 (M + H)", Rt: 4,24 min.

7-(3-metil-1H-indazol-5-il)-2,3-bisz(4-metilfenil)pirido[2,3-b]pirazin (29¢)

Termék:279 mg sarga por. Kitermelés: 70,2 %. Olvadaspont: 249,3 - 252,5 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 12,80 (s, 1H), 9,64 (d, J = 2,49 Hz, 1H), 8,84 (d,
J = 2,46 Hz, 1H), 8,45 (s, 1H), 7,99 (d, J = 8,79 Hz, 1H), 7,64 (d, J = 8,70 Hz, 1H),
7,42-7,47 (m, 4H), 7,21 (d, J = 7,86 Hz, 4H), 2,60 (s, 3H), 2,35 (s, 6H).

LCMS m/z 442 (M + H)*, Rt: 4,71 min.

2,3-bisz(4-fluorfenil)-7-(3-metil-1H-indazol-5-il)pirido[2,3-b]pirazin (29d)

Termék: 205 mg sarga por. Kitermelés: 50,6 %. Olvadaspont: 289,5 - 292,4 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 12,82 (s, 1H), 9,69 (d, J = 2,40 Hz, 1H), 8,90 (d,
J =2,34 Hz, 1H), 8,48 (s, 1H), 8,01 (d, J = 9,06 Hz, 1H), 7,66-7,56 (m, 5H), 7,24-7,30
(m, 4H), 2,60 (s, 3H).

LCMS m/z 450 (M + H)", Rt: 4,36 min.

2,2'-[7-(3-metil-1H-indazol-5-il)pirido[2,3-b]pirazin-2,3-diil]bisz(4-bromfenol)
(29¢)

Termék: 226 mg sotét narancssarga por. Kitermelés: 41,7 %. Olvadéaspont: 190,2 -
191,3 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 12,82 (s, 1H), 9,96 (br s, 2H), 9,68 (d, J = 2,21
Hz, 1H), 8,91 (d, J = 2,56 Hz, 1H), 8,47 (s, 1H), 8,00 (dd, J! = 8,53 Hz, J* = 1,45 Hz,
1H), 7,65 (d, J = 8,42 Hz, 1H), 7,56-7,58 (m, 2H), 7,32-7,38 (m, 2H), 6,72 (d, J = 2,76
Hz, 1H), 6,70 (d, J = 2,76 Hz, 1H), 2,60 (s, 3H).

LCMS m/z 602 (M + H)*, Rt: 4,16 min.
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7-(3-metil-1H-indazol-5-il)-2,3-di(2-tienil)pirido[2,3-b]pirazin (29f)

Termék: 282 mg narancssarga por. Kitermelés: 73,6 %. Olvadaspont: 285,0 - 287,5 °C.
'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 12,81 (s, 1H), 9,61 (d, J = 2,49 Hz, 1H), 8,77 (d,
J = 2,49 Hz, 1H), 8,47 (s, 1H), 8,00 (dd, J* = 8,70 Hz, J* = 1,68 Hz, 1H), 7,87 (dd, J* =
5,01 Hz, J? = 1,10 Hz, 2H), 7,63 (d, J = 8,91 Hz, 1H), 7,36 (dd, J* = 3,66 Hz, J* = 1,02
Hz, 1H), 7,31 (dd, J' = 3,72 Hz, J* = 1,11 Hz, 1H), 7,10-7,19 (m, 2H), 2,60 (s, 3H).
LCMS m/z 426 (M + H)*, Rt: 3,53 min.

4.4.6. 7-es helyzetben szubsztitualt pirido[2,3-b]pirazin szarmazékok szintézise

Suzuki-reakcioval

A 7-es helyzetben aromas szubsztituenssel rendelkez6 pirido[2,3-b]pirazinok eldallitasat
7-brompirido[2,3-b]pirazinokbol kiindulva végeztem, az esetek tobbségében Suzuki-
reakcidval.

A 7-brom-pirido[2,3-b]pirazinok és a megfelelé boronsav-vegyiiletek kapcsolasat DME
oldatban, (PPh3),Pd(0) katalizator és vizes natrium-karbonat bazis mellett, inert

atmoszféraban végeztem.

1
B N. _R 1
+ ] | j:
— — _0
N~ N7 TR N R

R 70-85 °C, 2-18 6ra
RY=H vagy aril 292, 30a-d, 31a-t
R2 = H vagy aril R = H vagy pinakolat 32;.15 32;1-\’/ 32;1-1:
24, 27a-p

A 7-brompirido[2,3-b]pirazin-szarmazékbol (1 mmol) argonnal kidblitett kétnyaka
gomblombikban 0,06 M-os DME oldatot vagy szuszpenziot készitettem (egyes
esetekben DMF hozzaadasaval segitettem az oldodast), hozzaadtam 0,03 ekvivalens
(PPh3)4Pd(0) katalizatort, és az elegyet egy oOran at kevertettem szobahdmérsékleten.
Ezutan hozzaadtam 1,5 ekvivalens boronsav-vegyiiletet és 2,75 ekvivalens, 0,66 M-os,
vizes Na,COs oldatot, és 75 - 85 °C-on kevertettem 2 - 18 orat. Az elegyet lehiitottem,
szlirtem, a lesz{irt nyersterméket haromszor mostam telitett Na,CO3 oldattal és vizzel,
majd  exszikkatorban, foszfor-pentoxid felett tomegallandosagig szaritottam.

Amennyiben sziikséges volt (a reakcio soran kivalt a palladium katalizator, vagy nem
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volt megfeleld a tisztasag), a terméket atkristalyositassal, preparativ VRK segitségével

vagy oszlopkromatografiasan tisztitottam. [121]
Az igy eléallitott termékek:

7-(3-metil-1H-indazol-5-il)-3-fenilpirido[2,3-b]pirazin (29a)

A kristdlyokat acetonitrilben forraltam 2 érat, sziirtem, vizzel mostam, ¢és
exszikkatorban, foszfor-pentoxid felett tomegallandosagig szaritottam.

Termék: 206 mg sarga por. Kitermelés: 61,0 %. Olvadaspont: 286,4 - 288,2 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 12,81 (s, 1H), 9,75 (s, 1H), 9,67 (d, J = 2,40 Hz,
1H), 8,84 (d, J = 2,37 Hz, 1H), 8,45 (br s, 2H), 8,42 (s, 1H), 7,99 (dd, J' = 8,40 Hz, J* =
1,05 Hz, 1H), 7,61-7,70 (m, 4H), 2,61 (s, 3H).

LCMS m/z 338 (M + H)", Rt: 3,61 min.

7-(2-metilfenil)-2,3-di(2-tienil)pirido[2,3-b]pirazin (30a)

Termék: 242 mg sarga por. Kitermelés: 62,6 %. Olvadaspont: 170,7 - 172,8 °C.

'"H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 9,13 (s, 1H), 8,44 (s, 1H), 7,86 (s, 2H), 7,50 -
7,35 (m, 5H), 7,28 (s, 1H), 7,15 (br s, 2H), 2,36 (s, 3H).

LCMS m/z 386 (M + H)*, Rt: 5,04 min.

7-(4-metilfenil)-2,3-di(2-tienil)pirido[2,3-b]pirazin (30b)

Termék: 178 mg zoldessarga por. Kitermelés: 46,2 %. Olvadaspont: 187,9 - 188,4 °C.
'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 9,48 (s, 1H), 8,68 (s, 1H), 7,94 - 7,80 (m, 4H),
7,35-7,40 (m, 3H), 7,29 (s, 1H), 7,15 (br s, 2H), 2,40 (s, 3H).

LCMS m/z 386 (M + H)*, Rt: 5,13 min.

7-(4-Klorfenil)-2,3-di(2-tienil)pirido[2,3-b]pirazin (30c)

Termék: 261 mg narancssarga por. Kitermelés: 64,3 %. Olvadaspont: 198,2 - 199,6 °C.
'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 9,49 (s, 1H), 8,76 (s, 1H), 8,07 (d, J = 7,87 Hz,
2H), 7,87 (s, 2H), 7,63 (d, J = 7,74 Hz, 2H), 7,37 (s, 1H), 7,30 (s, 1H), 7,16 (br s, 2H).
LCMS m/z 406 (M + H)", Rt: 5,17 min.
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3-[2,3-di(2-tienil)pirido[2,3-b]pirazin-7-il]anilin (30d)

Termék: 272 mg narancssarga por. Kitermelés: 70,3 %. Olvadaspont: 244,8 - 246,1 °C
'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 9,38 (s, 1H), 8,53 (s, 1H), 7,86 (s, 2H), 7,36 (s,
1H), 7,29 (s, 1H), 7,06-7,12 (m, 5H), 6,71 (d, J = 6,31 Hz, 1H), 5,30 (s, 2H).

LCMS m/z 387 (M + H)", Rt: 3,94 min.

3-fenil-7-(4-metoxifenil)pirido[2,3-b]pirazin (31a)

Termék: 216 mg barna por. Kitermelés: 68,9 %. Olvadaspont: 217,5 - 218,4 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 9,72 (s, 1H), 9,54 (s, 1H), 8,73 (s, 1H), 8,41 (d,
J = 6,48 Hz, 2H), 7,99 (d, J = 8,31 Hz, 2H), 7,61-7,67 (m, 3H), 7,16 (s, 1H), 7,13 (s,
1H), 3,85 (s, 3H).

LCMS m/z 314 (M + H)", Rt: 4,11 min.

3-fenil-7-(4-klérfenil)pirido[2,3-b]pirazin (31b)

Termék: 211 mg zold por. Kitermelés: 66,4 %. Olvadaspont: 252,9 - 254,2 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 9,76 (s, 1H), 9,56 (s, 1H), 8,83 (s, 1H), 8,43 (d,
J=7,53 Hz, 2H), 8,07 (d, J = 7,50 Hz, 2H), 7,58-7,66 (m, 5H).

LCMS m/z 318 (M + H)*, Rt: 4,49 min.

7-[4-(benziloxi)fenil]-3-fenilpirido[2,3-b]pirazin (31c)

Termék: 43 mg sarga por. Kitermelés: 10,9 %. Olvadaspont: 229,8 - 230,0 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 9,71 (s, 1H), 9,54 (d, J = 2,06 Hz, 1H), 8,72 (s,
1H), 8,41 (d, J = 6,77 Hz, 2H), 7,98 (d, J = 8,46 Hz, 2H), 7,60-7,67 (m, 3H), 7,50 (d, J
=17,27 Hz, 2H), 7,42 (t, J = 7,21 Hz, 2H), 7, 35 (t, J = 6,93 Hz, 1H), 7,22 (d, J = 8,46
Hz, 2H), 5,23 (s, 2H).

LCMS m/z 390 (M + H)*, Rt: 4,78 min.

7-[3-(etiltio)fenil]-3-fenilpirido[2,3-b]pirazin (31d)

Termék: 299 mg barna por. Kitermelés: 86,9 %. Olvadaspont: 140,8 - 142,0 °C.
'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 9,77 (s, 1H), 9,56 (d, J = 2,43 Hz, 1H), 8,87 (d,
J = 2,46 Hz, 1H), 8,40-8,45 (m, 2H), 7,90 (t, J = 1,82 Hz, 1H), 7,79-7,81 (m, 1H), 7,60-

73



7,69 (m, 3H), 7,53 (t, J = 7,73 Hz, 1H), 7,44-7,46 (m, 1H), 3,14 (q, J = 7,35 Hz, 2H),
1,30 (t, J = 7,32 Hz, 3H).
LCMS m/z 344 (M + H)*, Rt: 4,72 min.

3-(3-fenilpirido[2,3-b]pirazin-7-il)benzonitril (31e)

Termék: 71 mg faké sarga por. Kitermelés: 23,1 %. Olvadaspont: 236,2 - 238,9 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 9,78 (s, 1H), 9,61 (d, J = 2,43 Hz, 1H), 8,96 (d,
J = 2,34 Hz, 1H), 8,57 (s, 1H), 8,42-8,46 (m, 2H), 8,39 (d, J =8,16 Hz, 1H), 7,98 (d, J
=7,71Hz, 1H), 7,80 (t, J = 8,02 Hz, 1H), 7,61-7,70 (m, 3H).

LCMS m/z 309 (M + H)", Rt: 3,82 min.

3-fenil-7-(piridin-4-il)pirido[2,3-b]pirazin (31f)

Termék: 222 mg fehér por. Kitermelés: 78,0 %. Olvadaspont: 255,9 - 257,8 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 9,80 (s, 1H), 9,65 (d, J = 2,43 Hz, 1H), 9,02 (d,
J =2,43 Hz, 1H), 8,78 (d, J = 5,97 Hz, 2H), 8,43-8,47 (m, 2H), 8,08 (d, J = 6,03 Hz,
2H), 7,64-7,67 (m, 3H).

LCMS m/z 285 (M + H)*, Rt: 2,43 min.

3-fenil-7-(piridin-3-il)pirido[2,3-b]pirazin (319)

Az oldészer 6 ml DMF-et is tartalmazott.

Termék: 141 mg sziirke por. Kitermelés: 49,7 %. Olvadaspont: 230,1 - 232,6 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 9,78 (s, 1H), 9,61 (s, 1H), 9,24 (s, 1H), 8,95 (5,
1H), 8,71 (d, J = 4,38 Hz, 1H), 8,44 (br s, 3H), 7,59-7,66 (m, 4H).

LCMS m/z 285 (M + H)", Rt: 2,67 min.

3-fenil-7-(6-fluorpiridin-3-il)pirido[2,3-b]pirazin(31h)

Termék: 186 mg halvanyzold por. Kitermelés: 61,7 %. Olvadaspont: 291,8 - 294,1 °C.
'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 9,78 (s, 1H), 9,60 (d, J = 2,28 Hz, 1H), 8,94 (dd,
J' =855 Hz, J* = 2,28 Hz, 2H), 8,67 (dt, J* = 8,25 Hz, J* = 2,19 Hz, 1H), 8,42-8,45 (m,
2H), 7,64-7,66 (m, 3H), 7,43 (dd, J* = 8,58 Hz, J* = 2,64 Hz, 1H).

LCMS m/z 303 (M + H)*, Rt: 3,53 min.
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3-fenil-7-[2-(piperazin-1-il)piridin-4-il]pirido[2,3-b]pirazin (31i)

A kristalyokat 70 ml kloroform : metanol 6:1 elegyben oldottam, celiten sziirtem, az
olddszereleggyel mostam, majd vakuumban beparoltam.

Termék: 302 mg sarga por. Kitermelés: 82,0 %. Olvadaspont: 182,8 - 185,8 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 9,79 (s, 1H), 9,61 (d, J = 2,37 Hz, 1H), 8,96 (d,
J=2,13 Hz, 1H), 8,43-8,46 (m, 2H), 8,28 (d, J = 5,19 Hz, 1H), 7,56-7,66 (m, 4H), 7,37
(s, 1H), 7,24 (d, J = 5,67 Hz, 1H), 3,54-3,58 (m, 4H), 2,80-2,84 (m, 4H).

LCMS m/z 369 (M + H)", Rt: 0,45; 2,30; 2,47 min.

3-fenil-7-(kinolin-3-il)pirido[2,3-b]pirazin (31j)

A terméket DMF-ben forraltam 2 o6rat, szirtem, vizzel mostam és exszikkatorban,
foszfor-pentoxid felett tomegallanddsagig szaritottam.

Termék: 151 mg sziirke por. Kitermelés: 45,1 %. Olvadaspont: 304,2 - 305,1 °C.

'H NMR (300 MHz, TFA) & ppm 10,39 (s, 2H), 9,07 (s, 1H), 9,01 (s, 1H), 8,83 (s, 1H),
8,77 (s, 1H), 7,46-7,52 (m, 3H), 7,40 (t, J = 6,84 Hz, 1H), 7,23 (t, J = 6,84 Hz, 1H),
6,83 (d, J = 6,62 Hz, 1H), 6,76-6,79 (m, 2H).

LCMS m/z 335 (M + H)*, Rt: 3,61 min.

3-fenil-7-(kinolin-6-il)pirido[2,3-b]pirazin (31Kk)

A terméket DMF-ben forraltam 2 orat, sziirtem, vizzel mostam és exszikkatorban,
foszfor-pentoxid felett tomegallanddsagig szaritottam.

Termék: 260 mg zoldessarga por. Kitermelés: 78,6 %. Olvadaspont: 272,8 - 274,5 °C.
'"H NMR (300 MHz, CDCls) & ppm 9,80 (s, 1H), 9,76 (s, 1H), 8,97-9,05 (m, 2H), 8,74
(s, 1H), 8,45-8,53 (m, 4H), 8,19-8,24 (m, 1H), 7,55-7,75 (m, 4H).

LCMS m/z 335 (M + H)*, Rt: 3,12 min.

3-fenil-7-(izokinolin-5-il)pirido[2,3-b]pirazin (311)

Termék: 200 mg zoldes barna por. Kitermelés: 59,8 %. Olvadaspont: 197,5 - 199,7 °C.
'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 9,82 (s, 1H), 9,48 (s, 1H), 9,34 (d, J = 2,04 Hz,
1H), 8,73 (d, J = 1,98 Hz, 1H), 8,57 (d, J = 6,00 Hz, 1H), 8,46-8,48 (m, 2H), 8,33 (d, J
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= 8,10 Hz, 1H), 8,05 (d, J = 6,60 Hz, 1H), 7,89 (t, J = 7,80 Hz, 1H), 7,78 (d, J = 5,88
Hz, 1H), 7,66-7,69 (m, 3H).
LCMS m/z 335 (M + H)*, Rt: 2,83 min.

3-fenil-7-(1H-indol-4-il)pirido[2,3-b]pirazin (31m)

Termék: 258 mg sarga por. Kitermelés: 80,0 %. Olvadaspont: 255,9 - 256,6 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 11,47 (s, 1H), 9,76 (s, 1H), 9,53 (s, 1H), 8,73 (s,
1H), 8,44 (d, J = 6,30 Hz, 2H), 7,63-7,66 (m, 3H), 7,54-7,60 (m, 2H), 7,42 (d, J = 7,20
Hz, 1H), 7,31 (t, J = 7,50 Hz, 1H), 6,71 (s, 1H).

LCMS m/z 323 (M + H)*, Rt: 3,93 min.

3-fenil-7-(1H-indol-5-il)pirido[2,3-b]pirazin (31n)

Termék: 268 mg vordsbarna por. Kitermelés: 83,1 %. Olvadaspont: 281,2 - 283,7 °C.
'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 11,31 (s, 1H), 9,72 (s, 1H), 9,61 (d, J = 2,28 Hz,
1H), 8,73 (s, 1H), 8,42 (d, J = 6,27 Hz, 2H), 8,22 (s, 1H), 7,60-7,74 (m, 4H), 7,58 (s,
1H), 7,46 (t, J = 2,55 Hz, 1H), 6,58 (s, 1H).

LCMS m/z 323 (M + H)*, Rt: 3,93 min.

3-fenil-7-(1H-indol-6-il)pirido[2,3-b]pirazin (310)

A terméket DMF-ben forraltam 2 orat, sziirtem, vizzel mostam és exszikkatorban,
foszfor-pentoxid felett tomegallandosagig szaritottam.

Termék: 231 mg sarga por. Kitermelés: 71,7 %. Olvadaspont: 299,4 - 302,3 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 11,36 (s, 1H), 9,73 (s, 1H), 9,60 (s, 1H), 8,74 (s,
1H), 8,42 (br s, 2H), 8,00 (s, 1H), 7,50-7,78 (m, 5H), 7,49 (s, 1H), 6,53 (s, 1H).

LCMS m/z 323 (M + H)", Rt: 4,04 min.

3-fenil-7-(1H-indol-7-il)pirido[2,3-b]pirazin (31p)

Termék: 223 mg sarga por. Kitermelés: 69,2 %. Olvadaspont: 258,8 - 259,2 °C.

'"H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 11,42 (s, 1H), 9,79 (s, 1H), 9,46 (s, 1H), 8,73 (s,
1H), 8,74 (s, 1H), 8,45 (d, J = 5,40 Hz, 2H), 7,64-7,69 (m, 3H), 7,39-7,42 (m, 2H), 7,22
(t, J=7,65 Hz, 1H), 6,62 (s, 1H).
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LCMS m/z 323 (M + H)", Rt: 4,18 min.

3-fenil-7-(1-metil-1H-indol-5-il)pirido[2,3-b]pirazin (31q)

A reakci061d6 24 6ra volt.

Termék: 285 mg zold por. Kitermelés: 84,7 %. Olvadaspont: 229,7 - 231,4 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 9,73 (s, 1H), 9,62 (d, J = 2,28 Hz, 1H), 8,76 (d,
J = 2,37 Hz, 1H), 8,43 (s, 1H), 8,41 (s, 1H), 8,23 (s, 1H), 7,81 (d, J = 8,52 Hz, 1H),
7,59-7,66 (m, 4H), 7,44 (d, J = 2,97 Hz, 1H), 6,57 (d, J = 2,88 Hz, 1H), 3,87 (s, 3H).
LCMS m/z 337 (M + H)", Rt: 4,31 min.

3-fenil-7-(1H-indazol-5-il)pirido[2,3-b]pirazin (31r)

A reakcididé 3 nap volt. A terméket DME-vel is mostam ¢és exszikkatorban, foszfor-
pentoxid felett tomegallandosagig szaritottam.

Termék: 35 mg sargasbarna por. Kitermelés: 10,8 %. Olvadaspont: 303,4 - 306,4 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 13,26 (br s, 1H), 9,75 (s, 1H) 9,63 (s, 1H), 8,81
(s, 1H), 8,44 (s, 3H), 8,22 (s, 1H), 8,00 (s, 1H), 7,75 (s, 1H), 7,64 (br s, 3H).

LCMS m/z 324 (M + H)*, Rt: 3,40 min.

3-fenil-7-(1H-indazol-6-il)pirido[2,3-b]pirazin (31s)

Termék: 33 mg sarga por. Kitermelés: 10,1 %. Olvadaspont: 309,0 - 311,2 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 13,36 (br s, 1H), 9,76 (s, 1H), 9,63 (s, 1H), 8,86
(s, 1H), 8,43 (br s, 2H), 8,18 (s, 1H), 8,13 (s, 1H), 7,97 (d, J = 5,79 Hz, 1H), 7,73 (d, J
= 6,84 Hz, 1H), 7,64 (br s, 3H).

LCMS m/z 324 (M + H)*, Rt: 3,49 min.

7-(1,3-benzodioxol-5-il)-3-fenilpirido[2,3-b]pirazin (31t)

A reakcidhoz egy ekvivalenssel tobb boronsav-szarmazékot, két ekvivalenssel tobb
Na,COs-ot és 0,03 ekvivalenssel tobb katalizatort adtam.
Termék: 112 mg zold por. Kitermelés: 34,3 %. Olvadaspont: 251,9 - 253,3 °C.
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'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) § ppm 9,72 (s, 1H), 9,51 (s, 1H), 8,73 (s, 1H), 8,41 (br
s, 2H), 7,55-7,70 (m, 4H), 7,52 (d, J = 7,68 Hz, 1H), 7,12 (d, J = 7,65 Hz, 1H), 6,13 (s,
2H).

LCMS m/z 328 (M + H)*, Rt: 4,06 min.

2-fenil-7-(1H-indol-5-il)pirido[2,3-b]pirazin (32a)

Termék: 171 mg zoldes sarga por. Kitermelés: 53,0 %. Olvadaspont: 274,0 - 276,2 °C.
'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 6 ppm 11,32 (s, 1H), 9,71 (s, 1H), 9,56 (d, J = 2,43 Hz,
1H), 8,74 (d, J = 2,40 Hz, 1H), 8,37-8,40 (m, 2H), 8,22 (s, 1H), 7,73 (dd, J*= 8,45, J* =
1,51, 1H), 7,61-7,65 (m, 2H), 7,60 (d, J = 6,75, 2H), 7,46 (s, 1H), 6,58 (d, J = 2,50 Hz,
1H).

LCMS m/z 323 (M + H)", Rt: 3,92 min.

7-(1H-indol-5-il)-2-[4-(piperidin-1-il)fenil]pirido[2,3-b]pirazin (32b)

Termék: 302 mg s6tét narancsszin por. Kitermelés: 74,4 %. Olvadaspont: 410+ °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 11,31 (s, 1H), 9,61 (s, 1H), 9,43 (d, J = 2,40 Hz,
1H), 8,62 (d, J = 2,10 Hz, 1H), 8,26 (d, J = 9,00 Hz, 2H), 8,19 (s, 1H), 7,71 (d, J = 8,70
Hz, 1H), 7,59 (d, J = 8,40 Hz, 1H), 7,45 (d, J = 2,70 Hz, 1H), 7,11 (d, J = 9,00 Hz, 2H),
6,57 (d, J = 2,40 Hz, 1H), 3,37 (s, 4H), 1,62 (s, 6H).

LCMS m/z 406 (M + H)", Rt: 4,36 min.

7-(1H-indol-5-il)-3-(2-metoxifenil)pirido[2,3-b]pirazin (33a)

Termék: 209 mg sarga por. Kitermelés: 59,4 %. Olvadaspont: 252,6 - 253,4 °C.

'"H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 11,31 (s, 1H), 9,59 (s, 1H), 9,45 (s, 1H), 8,72 (s,
1H), 8,21 (s, 1H), 7,92 (d, J = 7,20 Hz, 1H), 7,71-7,73 (m, 1H), 7,60 (d, J = 7,50 Hz,
2H), 7,46 (s, 1H), 7,29 (d, J = 7,89 Hz, 1H), 7,21 (t, J = 3,31 Hz, 1H), 6,58 (s, 1H), 3,94
(s, 3H).

LCMS m/z 353 (M + H)", Rt: 3,93 min.
7-(1H-indol-5-il)-3-(3-klérfenil)pirido[2,3-b]pirazin (33b)

A terméket DMF-ben forraltam 2 o6rat, szirtem, vizzel mostam és exszikkatorban,

foszfor-pentoxid felett tomegallanddsagig szaritottam.
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Termék: 210 mg sarga por. Kitermelés: 58,8 %. Olvadaspont: 276,0 - 277,1 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 11,31 (s, 1H), 9,75 (s, 1H), 9,63 (s, 1H), 8,74 (s,
1H), 8,46 (s, 1H), 8,39 (br s, 1H), 8,23 (s, 1H), 7,60-7,80 (m, 4H), 7,46 (s, 1H), 6,59 (s,
1H).

LCMS m/z 357 (M + H)*, Rt: 4,35 min.

7-(1H-indol-5-il)-3-(4-metilfenil)pirido[2,3-b]pirazin (33c)

Termék: 218 mg sarga por. Kitermelés: 64,9 %. Olvadaspont: 315,3 - 316,8 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 11,36 (s, 1H), 9,70 (s, 1H), 9,59 (d, J = 1,86 Hz,
1H), 8,71 (d, J = 1,74 Hz, 1H), 8,33 (d, J = 7,80 Hz, 2H), 8,21 (s, 1H), 7,74 (d, J = 8,37
Hz, 1H), 7,58 (d, J = 8,25 Hz, 1H), 7,44-7,46 (m, 3H), 6,58 (s, 1H) , 2,44 (s, 3H).
LCMS m/z 337 (M + H)", Rt: 4,20 min.

3-(4-fluorfenil)-7-(1H-indol-5-il)pirido[2,3-b]pirazin (33d)

Termék: 104 mg sarga por. Kitermelés: 30,7 %. Olvadaspont: 300,0 - 301,9 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 11,33 (s, 1H), 9,72 (s, 1H), 9,61 (s, 1H), 8,73 (s,
1H), 8,46-8,49 (m, 2H), 8,22 (s, 1H), 7,73 (d, J = 8,13 Hz, 1H), 7,59 (d, J = 8,07 Hz,
1H), 7,45-7,51 (m, 3H), 6,58 (s, 1H).

LCMS m/z 341 (M + H)", Rt: 4,00 min.

7-(1H-indol-5-il)-3-(4-klérfenil)pirido[2,3-b]pirazin (33e)

Termék: 260 mg zo6ldes barna por. Kitermelés: 72,9 %. Olvadaspont: 288,3 - 289,3 °C.
'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 11,33 (s, 1H), 9,73 (s, 1H), 9,62 (d, J = 1,74 Hz,
1H), 8,73 (d, J = 1,74 Hz, 1H), 8,45 (d, J = 8,34 Hz, 2H), 8,22 (s, 1H), 7,69-7,75 (m,
3H), 7,59 (d, J = 8,52 Hz, 1H), 7,45-7,46 (m, 1H), 6,58 (s, 1H).

LCMS m/z 357 (M + H)*, Rt: 4,32 min.

7-(1H-indol-5-il)-3-[4-(trifluormetil)fenil]pirido[2,3-b]pirazin (33f)

Termék: 233 mg barnas zold por. Kitermelés: 59,7 %. Olvadaspont: 301,6 - 302,9 °C.
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'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 11,33 (s, 1H), 9,79 (s, 1H), 9,65 (s, 1H), 8,76 (s,
1H), 8,62 (d, J = 7,74 Hz, 2H), 8,23 (s, 1H), 8,00 (d, J = 7,74 Hz, 2H), 7,75 (d, J = 8,43
Hz, 1H), 7,60 (d, J = 8,43 Hz, 1H), 7,46 (s, 1H), 6,58 (s, 1H).

LCMS m/z 391 (M + H)*, Rt: 4,45 min.

4-[7-(1H-indol-5-il)pirido[2,3-b]pirazin-3-il]fenol (339)

A sotétzold port DMF-ben forraltam 2 orat, sziirtem, vizzel mostam és exszikkatorban,
foszfor-pentoxid felett tomegallanddsagig szaritottam.

Termék: 112 mg sargaszold por. Kitermelés: 33,0 %. Olvadaspont: 410+ °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 11,29 (s, 1H), 10,20 (br s, 1H), 9,62 (s, 1H),
9,53 (s, 1H), 8,66 (s, 1H), 8,30 (d, J = 6,25 Hz, 2H), 8,18 (s, 1H), 7,68-7,71 (m, 1H),
7,57-7,60 (m, 1H), 7,45 (s, 1H), 7,00 (d, J = 6,24 Hz, 2H), 6,57 (s, 1H).

LCMS m/z 339 (M + H)", Rt: 3,32 min.

7-(1H-indol-5-il)-3-(4-metoxifenil)pirido[2,3-b]pirazin (33h)

Termék: 249 mg zold por. Kitermelés: 70,6 %. Olvadaspont: 321,8 - 324,2 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 11,32 (s, 1H), 9,68 (s, 1H), 9,56 (s, 1H), 8,69 (s,
1H), 8,40 (d, J = 8,40 Hz, 2H), 8,20 (s, 1H), 7,71 (d, J = 8,31 Hz, 1H), 7,59 (d, J = 8,31
Hz, 1H), 7,46 (s, 1H), 7,19 (d, J = 8,40 Hz, 2H), 6,57 (s, 1H), 3,89 (s, 3H).

LCMS m/z 353 (M + H)", Rt: 3,91 min.

4-[7-(1H-indol-5-il)pirido[2,3-b]pirazin-3-il]benzoesav (33i)

Termék: 172 mg sarga por. Kitermelés: 47,0 %. Olvadaspont: 410+ °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 11,40 (s, 1H), 9,76 (s, 1H), 9,63 (s, 1H), 8,75 (s,
1H), 8,47 (s, 2H), 8,22 (s, 1H), 8,16 (br s, 2H), 7,73 (s, 1H), 7,60 (br s, 1H), 7,46 (s,
1H), 6,58 (s, 1H).

LCMS m/z 367 (M + H)", Rt: 3,33 min.

7-(1H-indol-5-il)-3-(4-nitrofenil)pirido[2,3-b]pirazin (33j)

Az oldoszer 1 ml DMF-et is tartalmazott.
Termék: 344 mg barnasvords por. Kitermelés: 93,8 %. Olvadaspont: 341,4 - 342,5 °C.
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'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 11,33 (s, 1H), 9,83 (s, 1H), 9,68 (s, 1H), 8,78 (s,
1H), 8,68 (d, J = 7,23 Hz, 2H), 8,47 (d, J = 7,20 Hz, 2H), 8,26 (s, 1H), 7,76 (d, J = 7,62
Hz, 1H), 7,61 (d, J = 7,65 Hz, 1H), 7,47 (s, 1H), 7,59 (s, 1H).

LCMS m/z 368 (M + H)*, Rt: 4,05 min.

7-(1H-indol-5-il)-3-[4-(piperidin-1-il)fenil]pirido[2,3-b]pirazin (33k)

Termék: 259 mg narancsszinii por. Kitermelés: 63,9 %. Olvadaspont: 410+ °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 11,30 (s, 1H), 9,61 (s, 1H), 9,50 (d, J = 2,40 Hz,
1H), 8,63 (d, J = 2,40 Hz, 1H), 8,29 (d, J = 8,82 Hz, 2H), 8,17 (s, 1H), 7,70 (d, J = 8,70
Hz, 1H), 7,58 (d, J = 8,40 Hz, 1H), 7,44 (br s, 1H), 7,12 (d, J = 9,00 Hz, 2H), 6,57 (d, J
= 2,10 Hz, 1H), 3,39 (s, 4H), 1,63 (s, 6H).

LCMS m/z 406 (M + H)", Rt: 4,20 min.

7-(1H-indol-5-il)-3-[4-(morfolin-4-il)fenil]pirido[2,3-b]pirazin (33l)

Termék: 293 mg barnas narancssarga por. Kitermelés: 71,9 %. Olvadaspont: 289,9 -
292,5 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 11,29 (s, 1H), 9,64 (s, 1H), 9,52 (s, 1H), 8,65 (s,
1H), 8,33 (d, J = 6,70 Hz, 2H), 8,18 (s, 1H), 7,70 (d, J = 6,26 Hz, 1H), 7,58 (d, J = 6,20
Hz, 1H), 7,45 (s, 1H), 7,15 (d, J = 6,70 Hz, 2H), 6,57 (s, 1H), 3,78 (br s, 4H), 3,31 (br s,
4H).

LCMS m/z 408 (M + H)", Rt: 3,73 min.

3-(2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-il)-7-(1H-indol-5-il)pirido[2,3-b]pirazin (33m)

Termék: 183 mg homoksarga por. Kitermelés: 48,2 %. Olvadaspont: 277,2 - 279,0 °C.
'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 11,30 (s, 1H), 9,65 (s, 1H), 9,56 (d, J = 1,80 Hz,
1H), 8,68 (s, 1H), 8,20 (s, 1H), 7,93-7,95 (m, 2H), 7,71 (d, J = 8,46 Hz, 1H), 7,59 (d, J
= 8,49 Hz, 1H), 7,42 (s, 1H), 7,10 (d, J = 9,00 Hz, 1H), 6,57 (s, 1H), 4,36-4,37 (m, 4H).
LCMS m/z 381 (M + H)", Rt: 3,85 min.

3-(3-klorfenil)-7-(3-metil-1H-indazol-5-il)pirido[2,3-b]pirazin (33n)
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A terméket DME-vel mostam, majd DMF-ben forraltam 2 6rat, szlirtem, vizzel mostam
és exszikkatorban, foszfor-pentoxid felett tomegallandosagig szaritottam.

Termék: 149 mg sarga por. Kitermelés: 40,1 %. Olvadaspont: 338,2 - 340,6 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 12,55 (br s, 1H), 9,69 (s, 1H), 9,65 (s, 1H), 8,78
(s, 1H), 8,43 (s, 1H), 8,36 (s, 2H), 7,94 (d, J = 8,31 Hz, 1H), 7,65-7,67 (m, 3H), 2,62 (s,
3H).

LCMS m/z 372 (M + H)", Rt: 3,90 min.

3-(4-fluorfenil)-7-(3-metil-1H-indazol-5-il)pirido[2,3-b]pirazin (330)

A terméket DME-vel is mostam ¢és exszikkatorban, foszfor-pentoxid felett
tomegallandosagig szaritottam.

Termék: 42 mg barnéssarga por. Kitermelés: 11,7 %. Olvadaspont: 291,8 - 294,8 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 12,80 (br s, 1H), 9,74 (s, 1H), 9,67 (s, 1H), 8,83
(s, 1H), 8,50 (br s, 2H), 8,43 (s, 1H), 7,98 (d, J = 7,29 Hz, 1H), 7,64-7,67 (m, 1H), 7,47-
7,51 (m, 2H), 2,60 (s, 3H).

LCMS m/z 356 (M + H)*, Rt: 3,57 min.

7-(3-metil-1H-indazol-5-il)-3-(4-metoxifenil)pirido[2,3-b]pirazin (33p)

Termék: 109 mg barnassarga kristdlyos anyag/por. Kitermelés: 29,6 %. Olvadaspont:
269,2 - 272,0 °C.

'"H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 12,80 (br s, 1H), 9,69 (s, 1H), 9,61 (s, 1H), 8,78
(s, 1H), 8,41 (br s, 3H), 7,96 (d, J = 7,67 Hz, 1H), 7,64 (d, J = 7,14 Hz, 1H), 7,19 (d, J
=7,98 Hz, 2H), 3,89 (s, 3H), 2,60 (s, 3H).

LCMS m/z 368 (M + H)", Rt: 3,48 min.

7-(3-metil-1H-indazol-5-il)-3-[4-(morfolin-4-il)fenil]pirido[2,3-b]pirazin (33q)

Az oldészer 10 ml DMF-et is tartalmazott

Termék: 215 mg narancssarga por. Kitermelés: 50,9 %. Olvadaspont: 265,5 - 268,4 °C.
'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 12,80 (s, 1H), 9,66 (s, 1H), 9,57 (d, J = 2,19 Hz,
1H), 8,74 (d, J = 2,07 Hz, 1H), 8,40 (s, 1H), 8,33 (d, J = 8,73 Hz, 2H), 7,95 (d, J = 8,70
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Hz, 1H), 7,63 (d, J = 8,70 Hz, 1H), 7,16 (d, J = 8,79 Hz, 2H), 3,77-3,78 (m, 4H), 3,28-
3,30 (M, 4H), 2,60 (s, 3H).
LCMS m/z 423 (M + H)*, Rt: 3,35 min.

7-(1H-indazol-5-il)-3-(3-klérfenil)pirido[2,3-b]pirazin (33r)

Termék: 76 mg halvanysarga por. Kitermelés: 21,3 %. Olvadaspont: 317,1 - 319,1 °C.
'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 13,27 (br s, 1H), 9,78 (s, 1H) 9,65 (s, 1H), 8,83
(s, 1H), 8,46 (s, 2H), 8,41 (br s, 1H), 8,22 (s, 1H), 8,01 (br s, 1H), 7,76 (br s, 1H), 7,68
(s, 2H).

LCMS m/z 358 (M + H)*, Rt: 3,78 min.

3-(4-fluorfenil)-7-(1H-indazol-5-il)pirido[2,3-b]pirazin (33s)

Termék: 36 mg halvanysarga por. Kitermelés: 10,5 %. Olvadaspont: 323,8 - 325,4 °C.
'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 13,29 (br s, 1H), 9,73 (s, 1H) 9,61 (s, 1H), 8,79
(s, 1H), 8,46 (s, 3H), 8,21-8,22 (m, 1H), 7,99 (d, J = 6,27 Hz, 1H), 7,74 (d, J = 6,33 Hz,
1H), 7,43-7,54 (m, 2H).

LCMS m/z 342 (M + H)*, Rt: 3,47 min.

3-(2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-il)-7-(1-metil-1H-indol-5-il)pirido[2,3-b]pirazin
(33t)

Termék: 269 mg sarga por. Kitermelés: 68,4 %. Olvadaspont: 274,8 - 275,3 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 9,66 (s, 1H), 9,58 (br s, 1H), 8,71 (br s, 1H),
8,21 (s, 1H), 7,93-7,95 (m, 2H), 7,79 (d, J = 8,64 Hz, 1H), 7,64 (d, J = 8,70 Hz, 1H),
7,43 (d, J = 2,40 Hz, 1H), 7,11 (d, J = 9,00 Hz, 1H), 6,57 (d, J = 2,10 Hz, 1H), 4,35-
4,36 (m, 4H), 3,87 (s, 3H).

LCMS m/z 395 (M + H)", Rt: 423 min.

3-(2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-il)-7-(1H-indol-6-il)pirido[2,3-b]pirazin (33u)

Termék: 291 mg barnas sarga por. Kitermelés: 76,6 %. Olvadaspont: 346,2 - 347,2 °C.
'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 11,34 (s, 1H), 9,67 (s, 1H), 9,56 (d, J = 1,83 Hz,
1H), 8,70 (d, J = 1,80 Hz, 1H), 7,96-7,98 (m, 3H), 7,74 (d, J = 8,04 Hz, 1H), 7,62 (d, J
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= 8,10 Hz, 1H), 7,47-7,48 (m, 1H), 7,11 (d, J = 9,00 Hz, 1H), 6,53 (s, 1H), 4,36-4,37
(m, 4H).
LCMS m/z 381 (M + H)*, Rt: 3,98 min.

3-(4-fluorfenil)-7-(1H-indazol-6-il)pirido[2,3-b]pirazin (33v)

Termék: 25 mg halvanysarga por. Kitermelés: 7,2 %. Olvadéaspont: 314,9 - 316,8 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 13,30 (br s, 1H), 9,77 (s, 1H), 9,63 (s, 1H), 8,86
(s, 1H), 8,51 (s, 2H), 8,18 (s, 1H), 8,13-8,14 (m, 1H), 7,97 (d, J = 7,14 Hz, 1H), 7,73 (d,
J=17,26 Hz, 1H), 7,48-7,50 (m, 2H).

LCMS m/z 342 (M + H)*, Rt: 3,53 min.

N-(2-aminoetil)-4-[7-(1H-indol-5-il)pirido[2,3-b]pirazin-3-ilJbenzamid (34a)

A terméket oszlopkromatografidsan tisztitottam (toltet: 250-szeres tomegli Szilikagél
60, eluens kloroform - kloroform : metanol 5:1 + 1% TEA gradiens).

Termék: 13 mg narancssarga por. Kitermelés: 3,2 %. Olvadaspont: 235,1 - 236,4 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 11,35 (s, 1H), 9,78 (s, 1H), 9,63 (s, 1H), 8,75 (s,
2H), 8,50-8,53 (m, 2H), 8,23 (s, 1H), 8,10-8,13 (m, 2H,), 7,74 (d, J = 7,77 Hz, 1H), 7,60
(d, J = 8,13 Hz, 1H,), 7,46 (s, 1H), 6,58 (s, 1H), 3,37-3,39 (m, 2H), 3,25 (s, 2H), 2,81-
2,82 (m, 2H).

LCMS m/z 409 (M + H)", Rt: 2,37; 2,57min.,

N-(2-acetamidoetil)-4-[7-(1H-indol-5-il)pirido[2,3-b]pirazin-3-il]benzamid (34b)

Termék: 334 g sarga por. Kitermelés: 74,0 %. Olvadaspont: 286,5 - 288,0 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 11,33 (s, 1H), 9,78 (s, 1H), 9,64 (s, 1H), 8,75 (br
s, 2H), 8,51 (br s, 2H), 8,24 (s, 1H), 8,10-8,00 (m, 3H), 7,70-7,76 (m, 1H), 7,57-7,63
(m, 1H), 7,46 (s, 1H), 6,58 (s, 1H), 3,15-3,35 (m, 4H), 1,83 (s, 3H).

LCMS m/z 451 (M + H)*, Rt: 2,89 min.

terc-Butil-{[2-({4-[7-(1H-indol-5-il)pirido[2,3-b]pirazin-3-
il]benzoil}amino)etilkarbamat} (34c)

Termék: 26 mg zoldessarga por. Kitermelés: 5,2 %. Olvadaspont: 222,2 - 223,8 °C.
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IH NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 11,32 (s, 1H), 9,78 (s, 1H), 9,64 (s, 1H), 8,75 (s,
1H), 8,65 (br s, 1H), 8,51 (d, J = 7,17 Hz, 2H), 8,23 (s, 1H), 8,08 (d, J = 6,99 Hz, 2H),
775 (d, J = 8,13 Hz, 1H), 7,60 (d, J = 8,13 Hz, 1H), 7,46 (s, 1H), 6,94 (br s, 1H), 6,58
(s, 1H), 3,30-3,32 (m, 2H), 3,16-3,17 (m, 2H), 1,39 (s, 9H).

LCMS m/z 509 (M + H)", Rt: 3,61 min

4.4.7. 4-[7-(1H-indol-5-il)pirido[2,3-b]pirazin-3-ilJanilin (35) eléallitasa

7-(1H-indol-5-il)-3-(4-nitrofenil)pirido[2,3-b]pirazinbol DMF és etanol
oldészerelegyben, natrium-szulfiddal allitottam el6 a 4-[7-(1H-indol-5-il)pirido[2,3-
b]pirazin-3-ilJanilint.

H
N N
Na,S.9H,0,
LN DMF/EtOH \ N
= —
N~ N 80-85 °C, 6 6ra NN
+',O
N NH,
33j ) 35

2,00 g (5,45 mmol) 33j nitro-vegyiiletet gdmblombikban szuszpendaltam 50 ml DMF és
50 ml etanol elegyében, és 80 - 85 °C-on kevertettem. Hozzaadtam 2,50 g (10,42 mmol)
natrium-szulfid nonahidratot 150 ml etanolos szuszpenzioban, majd 6 6ran keresztiil
oranként 2,509 (6 - 10,42 mmol) szilard natrium-szulfidot. A reakcioelegyet
lehiitottem, és sziirtem. A kiszirt kristalyokat 180 ml vizben 1 6rat kevertettem, majd
szirtem, kétszer vizzel ¢és haromszor etil-acetattal mostam, a kristalyokat
exszikkatorban, foszfor-pentoxid felett tomegalland6sagig szaritottam.

Termeék: 1,48 g voros por. Kitermelés: 80,4 %. Olvadaspont: 336,6 - 338,4 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 11,27 (s, 1H), 9,55 (s, 1H), 9,47 (s, 1H), 8,60 (s,
1H), 8,11-8,19 (m, 3H), 7,68 (d, J = 7,32 Hz, 1H), 7,58 (d, J = 7,35 Hz, 1H), 7,44 (s,
1H), 7,75 (m, 2H), 6,56 (s, 1H), 5,88 (s, 2H).

LCMS m/z 338 (M + H)*, Rt: 3,33 min.

4.4.8. Az aktiv 31n molekulan savamid- és észter funkcios csoportok kialakitasa

oldékonysag javitasa érdekében

Az aktiv 31n vegyiilet karboxilcsoportot tartalmazé szarmazékat (33i) is preparaltam.
Ezen a csoporton savamid kotések kialakitdsaval soképzésre alkalmas, védett vagy

szabad amino-csoportot tartalmazé oldallancokat vittem a molekulaba (a kétféle
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szintézis-stratégiat lasd 101. oldal, 27. abra); tovabba a karboxil-csoport metil-észter
szarmazékat is eléallitottam. Ehhez a megfeleld karbonsavat 1,1'-karbonil-diimidazollal
vizmentes DKM ¢és THF olddszerelegyben aktiv savimidazolidda alakitottam. [134] Az
igy aktivalt karbonsav-szarmazékot reagaltattam el a megfeleld6 aminnal illetve

alkohollal.
N Nﬂ HN_ R

\:/ 2 1
U O
vizmentes DKM/THF ‘ _ _—
N N
H
forralés, 7 + 24 6ra N\@/R
(e}

R!=Br, Ar
27k, 33i

36a-c, 37a-e

H
N (0]
oy

H
N
NTN vizmentes MetOH,
\ NE
N = RN vizmentes DKM/THF \ N
‘ N X ‘ A N
A~ P
N
38 o

v

forralas, 7 + 24 6ra

33i

A megfelelé karbonsav-szarmazékbol (1 mmol) gémblombikban 0,01 M-o0s oldatot
vagy hig szuszpenziot készitettem vizmentes DKM és vizmentes THF 1:1 ardnyu
elegyében és hozzaadtam 1,1 ekvivalens 1,1'-karbonil-diimidazolt. 7 6rat forraltam,
majd hozzaadtam 1,16 ekvivalens megfelelé vizmentes amint vagy alkoholt 0,5 M-0s
vizmentes THF oldatban. Az elegyet 24 6rat forraltam, majd (a kiindulasi karbonsav-
szarmazék tomegének 20-szorosaval azonos mennyiségil) bazikus aluminium-oxid
tolteti oszlopon atfolyattam. Az oldatot vdkuumban beparoltam, a maradékot pedig
oszlopkromatografiasan tisztitottam (toltet: 350-szeres tomegli Szilikagél 60, eluens
kloroform : metanol 20:1 - 10:1 - 10:1 + 1% TEA gradiens).

Az igy eldallitott termékek:

N-(2-aminoetil)-4-(7-brompirido[2,3-b]pirazin-3-il)benzamid (36a)

20 ekvivalens amin felesleget hasznaltam.

Termék: 339 mg halvanysarga por. Kitermelés: 91,1 %. Olvadaspont: 410+ °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 9,82 (s, 1H), 9,29 (s, 1H), 8,95 (br s, 2H), 8,52
(d, J =7,32 Hz, 2H), 8,13 (d, J = 7,29 Hz, 2H,), 3,55 (s, 2H), 3,44-3,46 (m, 2H), 3,08-
3,12 (m, 2H).
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LCMS m/z 372 (M + H)*, Rt: 0,45; 2,28; 2,48 min.

N-(2-acetamidoetil)-4-(7-brémpirido[2,3-b]pirazin-3-il)benzamid (36b)

Termék: 144 mg vilagosbarna por. Kitermelés: 34,8 %. Olvadaspont: 283,4 - 285,4 °C.
'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 5 ppm 9,81 (s, 1H), 9,28 (s, 1H), 8,94 (s, 1H), 8,75 (br
s, 1H), 8,45-8,55 (m, 2H), 8,01-8,11 (m, 3H), 3,26-3,34 (m, 2H), 3,20-3,26 (m, 2H),
1,83 (s, 3H).

LCMS m/z 414 (M + H)", Rt: 2,68 min.

terc-Butil-[(2-{[4-(7-brompirido[2,3-b]pirazin-3-il)benzoil]amino}etil)karbamat]
(36¢)

Termék: 207 mg halvanysarga por. Kitermelés: 43,8 %. Olvadaspont: 231,6 - 233,7 °C.
'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 9,81 (s, 1H), 9,28 (s,1H), 8,94 (s, 1H), 8,65 (s,
1H), 8,50 (d, J = 7,33 Hz, 2H), 8,08 (d, J = 7,36 Hz, 2H), 6,93 (s,1H), 3,36-3,40 (m,
2H) 3,14-3,16 (m, 2H), 1,38 (s, 9H).

LCMS m/z 472 (M + H)", Rt: 3,55 min.

N-[3-(dimetilamino)propil]-4-[7-(1H-indol-5-il)pirido[2,3-b]pirazin-3-ilJbenzamid
(37a)

Termék: 30 mg sarga por. Kitermelés: 6,7 %. Olvadaspont: 153,6 - 156,9 °C.

'"H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 11,31 (s, 1H), 9,78 (s, 1H), 9,62 (s, 1H), 8,80 (s,
1H), 8,71 (s, 1H), 8,49 (d, J = 7,14 Hz, 2H), 8,22 (s, 1H), 8,08 (d, J = 7,20 Hz, 2H),
7,73 (d, J = 7,95 Hz, 1H), 7,58 (d, J = 7,89 Hz, 1H), 7,44 (s, 1H), 6,57 (s, 1H), 3,16-
3,17 (m, 2H), 2,25-2,30 (m, 2H), 2,14 (br s, 6H), 1,70 (br s, 2H).

LCMS m/z 451 (M + H)", Rt: 0,44; 2,38; 2,63 min.

4-[7-(1H-indol-5-il)pirido[2,3-b]pirazin-3-il]-N-[2-(piperidin-1-il)etil]benzamid
(37b)

Termék: 79 mg sarga por. Kitermelés: 16,5 %. Olvadaspont: 174,2 - 177,0 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 11,32 (s, 1H), 9,78 (s, 1H), 9,64 (s, 1H), 8,75 (s,
1H), 8,60 (br s, 1H), 8,51 (d, J = 6,39 Hz, 2H), 8,23 (s, 1H), 8,08 (d, J = 6,51 Hz, 2H),
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7,74 (d, J = 7,23 Hz, 1H), 7,60 (d, J = 7,65 Hz, 1H), 7,46 (s, 1H), 6,58 (s, 1H), 3,41-
3,42 (m, 2H), 2,41-2,43 (m, 6H), 1,51 (br s, 4H), 1,39 (br s, 2H).
LCMS m/z 477 (M + H)*, Rt: 0,46; 2,51; 2,73 min.

4-[7-(1H-indol-5-il)pirido[2,3-b]pirazin-3-il]-N-[2-(morfolin-4-il)etil]benzamid
(37¢)

Termék: 91 mg narancssarga por. Kitermelés: 19,0 %. Olvadaspont: 129,0 - 132,1 °C.
'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 11,31 (s, 1H), 9,77 (s, 1H), 9,63 (s, 1H), 8,74 (s,
1H), 8,59 (s, 1H), 8,50 (d, J = 6,45 Hz, 2H), 8,23 (s, 1H), 8,08 (d, J = 6,45 Hz, 2H),
7,71 (d, J =7,74 Hz, 1H), 7,60 (d, J = 7,71 Hz, 1H), 7,45 (s, 1H), 7,03 (br s, 1H), 6,58
(s, 1H), 3,08-3,50 (m, 7H), 2,34-2,60 (m, 4H).

LCMS m/z 479 (M + H)", Rt: 0,46; 2,41; 2,64 min.

4-[7-(1H-indol-5-il)pirido[2,3-b]pirazin-3-il]-N-[3-(4-metilpiperazin-1-
il)propillbenzamid (37d)

Termék: 30 mg sarga por. Kitermelés: 5,9 %. Olvadaspont: 252,4 - 254,0 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 11,33 (s, 1H), 9,78 (s, 1H), 9,64 (s, 1H), 8,75 (s,
1H), 8,70 (br s, 1H), 8,51 (d, J = 7,80 Hz, 2H), 8,23 (s, 1H), 8,08 (d, J = 7,80 Hz, 2H),
7,75 (d, J = 8,52 Hz, 1H), 7,60 (d, J = 8,25 Hz, 1H), 7,46 (s, 1H), 6,58 (s, 1H), 2,32-
2,37 (m, 10H), 2,14-2,15 (m, 3H), 1,71 (t, J = 6,45 Hz, 2H), 1,03 (d, J = 6,00 Hz, 2H).
LCMS m/z 506 (M + H)*, Rt: 0,45; 2,13; 2,43 min.

4-[7-(1H-indol-5-il)pirido[2,3-b]pirazin-3-il]-N-[2-(1-metilpirrolidin-2-
iletil]lbenzamid (37¢)

Termék: 95 mg sarga por. Kitermelés: 20,0 %. Olvadaspont: 164,6 - 167,2 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 11,32 (s, 1H), 9,77 (s, 1H), 9,64 (s, 1H), 8,75 (s,
1H), 8,68 (br s, 1H), 8,51 (d, J = 7,62 Hz, 2H), 8,23 (s, 1H), 8,07 (d, J = 7,95 Hz, 2H),
7,74 (d, J = 8,49 Hz, 1H), 7,60 (d, J = 8,43 Hz, 1H), 7,46 (s, 1H), 6,58 (s, 1H), 3,27-
3,35 (m, 2H), 2,91-2,98 (m, 1H), 2,23 (s, 3H), 1,86-2,10 (m, 4H), 1,59-1,66 (m, 2H),
1,43-1,52 (m, 2H).

LCMS m/z 477 (M + H)*, Rt: 0,45; 2,46; 2,68 min.

88



metil-{4-[7-(1H-indol-5-il)pirido[2,3-b]pirazin-3-il]benzoat} (38)

Termék: 50 mg citromsarga por. Kitermelés: 13,2 %. Olvadaspont: 271,5 - 272,2 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 11,32 (s, 1H), 9,77 (s, 1H), 9,64 (s, 1H), 8,74 (s,
1H), 8,55 (d, J = 7,71 Hz, 2H), 8,23 (s, 1H), 8,19 (d, J = 7,77 Hz, 2H), 7,74 (d, J = 8,07
Hz, 1H), 7,60 (d, J = 8,37 Hz, 1H), 7,46 (s, 1H), 6,58 (s, 1H), 3,92 (s, 3H).

LCMS m/z 381 (M + H)", Rt: 3,93 min.

45. A kondenzaciés reakcio regioizoméridjanak vizsgalata, szelektivitasanak

optimalizalasa
’\O
Br XN N\
HO.__OH |
= =
Br o NH; N" N
| + o 27n
_— B +
N~ TNH, N
Br X N\
22 25 |
= =
N~ ON

N
27m

25. abra. A vizsgalt kondenzacioban kétféle regioizomer keletkezésére van lehetdség.

Kiilonbozd tényezOk hatasat vizsgaltam a reakcio szelektivitasara: homérseklet,
sav-bazis katalizis, kiindulé anyagok feleslege és vizmegkoté molekulaszita. Tovabba
vizsgaltam a termékek hdstabilitasat, és azt, hogy a regioizomerek hd hatdsara
izomerizalodnak-e. A regioizomerek  szerkezettt = NMR  analizis  és
rontgenkrisztallografia  segitségével igazoltuk, ¢és  azonositottunk  bizonyos

reakciokoriilmények kozott keletkezo két bomlasterméket.

A vizsgalat sordn mind a két kiindul6 anyagbol 42,6 mM-os DMF-es, TFE-s és
ecetsavas torzsoldatot készitettem. A DMF alkalmas volt a szokasosan alkalmazott
reakciohémérsékleteken vald vizsgalathoz (-25 - 120 °C). Ezeket azonos térfogatban

zart edényekbe szétmértem, esetenként a katalizatort a piridin-2,3-diamin komponens
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oldatahoz adtam (0,5 M-0s azonos olddszerbdl készitett torzsoldatbol, tomeg szerint
bemérve). 22 harom, 25 pedig egy bazikus nitrogént tartalmaz, ezért a savas katalizis
hatasanak vizsgalatakor a legalacsonyabb savkoncentracid esetében Ot ekvivalens
ecetsavat hasznaltam. A kiinduldsi anyagok feleslegének vizsgalatakor a megfeleld
torzsoldatbol haromszoros mennyiséget mértem be. Az edényeket a vizsgalni kivant
homérsékleten temperaltam, majd a hémérséklet bealltaval a két, kiindulasi anyagot
tartalmazo oldatot elegyitettem. A HPLC méréshez minden alkalommal 200 pl mintat
vettiink, amit 3,00 ml acetonitrillel higitottunk. TFE-t tartalmaz6é minta esetén az
acetonitril 300 ul TEA-t is tartalmazott. A mérés soran ezen oldatokbdl 10 pl mintat

injektaltunk. A mérést a III. eljaras szerint végeztiik.
A bomlastermék azonositasa 'H NMR és LCMS mérés segitségével tortént.

A 27m vegyiilet rontgenkrisztallografids szerkezetazonositasa soran hasznalt
kristaly adatai: a méréshez hasznalt egykristalyt az anyag 1,4-dioxanos oldatabol
kristalyositottuk 9 nap alatt. A CigHi7N4sBr 0Osszegképletli, vords, lapos kristaly
hozzéavetdleges méretei 1,60 x 0,27 x 0,04 mm. A kristalyt kaktusz tliskére erdsitve
vizsgaltuk. A mérésekhez Rigaku RAXIS RAPID imaging plate area detektort
hasznaltunk, grafit monokrom Cu-K, besugarzassal. Az indexelést 4 oszcillacioval
végeztiik, az expozicid6 300 masodperc volt. A kristaly-detektor tavolsag 127,40 mm
volt. A cellaallando és az adatgyiijtéshez hasznalt orientacios matrix egy a =
5,0325(7) A, b = 11,1293(15) A, B = 96,771(7)°, ¢ = 28,520(4) A, V = 1586,2(4) A®
méretli primitiv monoklonikus cellat hatarozott meg. A tércsoport: P21/n (#14). A
szerkezet krisztallografias adatait a Cambridge Crystallographic Data Centre-ben letétbe
helyeztiilk CCDC 901358 szamon.

A 4.43. pontban leirt reakciok f6 komponensként keletkez$ regioizomer
rontgendiffrakcios szerkezetvizsgalatat a szubsztitualatlan 27a szdrmazék esetében is
elvégeztiik. A rontgenkrisztallografia sordn hasznalt kristaly adatai: a méréshez hasznalt
egykristalyt az anyag toluolos oldatabdl kristalyositottuk 14 nap alatt. A Ci3HgN3Br
Osszegképletii, szintelen, lapos kristaly hozzavetdleges méretei 2,00 x 0,11 x 0,07 mm.
A kristalyt kaktusz tiiskére erdsitve vizsgaltuk. A mérésekhez Rigaku RAXIS RAPID
imaging plate area detektort hasznaltunk, grafit monokrom Cu-Ka besugarzassal. Az
indexelést 4 oszcillacioval végeztiikk, az expozicid6 60 masodperc volt. A kristaly-

detektor tavolsag 127,40 mm volt. A celladllanddé és az adatgytijtéshez hasznalt
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orientacidos matrix egy a = 12,1154(7) A, b = 7,4094(4) A, B = 96,771(7)°, ¢ =
25,4854(13) A, V = 2287,8(2) A® méretii primitiv ortorombuszos cellat hatdrozott meg.
A tércsoport: Pbca (#61).
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5. Eredmények

5.1. Fokuszalt vegyiilettar eloallitasa a 29a 10j szerkezet koré

Az irodalmi adatok alapjan Akt gatld hatast 2,3,7-tri(2-tienil)pirido[2,3-
blpirazin és A-674563 szamu vegylilet szerkezetéb6l kombinalva  1j,

szabadalmaztathaté szarmazékokat allitottam el6 (lasd 4.4).
A kiindulasi szerkezet (29a) szubsztituensein az alabbi médositasokat végeztem:

I. 2-es helyzetli hidrogén helyettesitése aromas- vagy heteroaromas-gytrikkel;

Il. 3-as helyzetli fenil-csoport cseréje heteroaromas-gytriikre, illetve szubsztitualt
fenil-csoportra; tovabba lehet szubsztitualatlan a 3-as pozicio;

I1l. 7-es helyzeti metilindazol gylr(i helyettesitése mas aromas és heteroaromas

gytrtikkel.

Az alapszerkezetet a felsorolt pontokon valtoztatva vizsgaltuk a modositasok
hatasat a biologiai eredményekre. A legjobb hatasu szarmazékokat kivalasztottam, és
ezek szerkezetét vettem alapul a kdvetkezé modositashoz. Ilyen iteracios ciklusokon
keresztiil jutottam a leghatékonyabb szarmazékokhoz.

Mivel célunk volt, hogy olyan vegyiileteket allitsunk eld, melyek az erlotinibre
érzékeny €s az arra rezisztens sejtvonalakat egyarant gatoljak, ezért az 6sszehasonlitas
céljabol meghataroztuk az erlotinib ECsp értékét az altalunk hasznalt rendszerben.
Meghataroztuk tovabba a két, kiinduldsi alapot szolgaltatdé Akt gatldo vegyiilet ECsg
értékét, hogy meg tudjuk allapitani, hogy az 0j szerkezetek eredményeztek-e jobb hatéast
(2. tablazat).

2. tablazat. A referencia anyagok hatasa PC9 és PC9-ER sejtvonalakon.

Veoviilet PC9 PC9-ER
S (ECso. uM) | (ECso pM)
Erlotinib 0,005 5,65
A-674563 (1) 0,91 0,82
3 >30 15,64

1. Az els¢ iteracios ciklusban a pirazin gylGri 2, 3 helyzeti szimmetrikus

szubsztitiiciojaval foglalkoztam. Eléallitottam a kovetkezd Ot szarmazékot: difenil,
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bisz(4-metilfenil), bisz(4-fluorfenil), bisz(3-brom-6-hidroxifenil), di(2-tienil). Ez az 6t
anyag a vegyiilettarunk részét képezte, melyet két sejtvonalon MTS szliréssel
vizsgaltunk. A kiindulasi alapszerkezetli 29a vegyiilet hatékonynak bizonyult, és bar a
para-fluorfenil-szarmazék jobb hatast mutatott a tobbinél, a 2-helyzetii szubsztitiucid
altalanosan rontott a vegyiiletek hatasan (3. tablazat). Ezen vegyiiletek eldallitasahoz az
analog irodalmi modszert kovetve Stille-reakciot alkalmaztam. [115] A megfeleld
boronsav-szarmazék eléallitasa utan viszont a 29a vegyiilet eldallithatd volt Suzuki-
reakcioval is. Mivel a Suzuki-reakcid elonyosebbnek bizonyult (lasd 4.4.4.), a tovabb
szintéziseket ezzel a kapcsoldsi modszerrel végeztem. Ezen feliil eldallitottam négy
di(2-tienil)-szarmazékot, melyek szintén a vegylilettar részét képezték. Ezeket a
vegyiileteket Suzuki-reakcioval allitottam eld, és a 7-es pozicioban kiillonboz6
tartalmaztak. A  2,3-diszubsztitualt szarmazékok

szubsztitualt  fenil-gytlriiket

metilindazol gytiriijének cseréje tovabb rontotta a hatast (4. tablazat).

3. tablazat. A 2,3-diszubsztitualt indazol szarmazékok hatasa PC9 és PC9-ER sejteken.

N=—
/
HN
1
X N\]:Ar
| ~ ~ 2
N N Ar
PC9 PCY9-ER
Vegyiilet Art Ar?
cgyuie (ECso, tM) | (ECso, uM)
29a H @ 1.86 234
29b @ @ 30 21.97
29¢ ©\ ©\ 11,60 18,27
29d L L 6,90 5,74
F F
Br Br
296 O >30 >30
HO HO
— —
20f E/} D 10,77 11,01
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4. tablazat. A 2,3-diszubsztitualt tienil-szarmazékok hatasa PC9 és PC9-ER sejteken.

37\
Ar | N N\ SN
~ ~
N N S
|
PC9 PC9-ER

Vegyiilet Ar
egytile (ECso, uM) | (ECso, uM)

30a >30 >30

30b @\ 30 30
30c @L 30 30
Cl

30d >30 >30

2. A masodik iteracids ciklusban a 29a szerkezet tovabbi valtoztatasaval folytattam a
fejlesztést. A 7-es helyzeti metilindazol gylriit helyettesitettem mas aromas és
heteroaromas gytirikkel. Az eldallitott hisz szarmazék biologiai mérése alapjan
kideriilt, hogy csak azok a szarmazékok hatasosak, amelyekben a 7-es helyzeti,
nitrogént tartalmazé heteroaromas rendszer indol vagy indazol (5. tablazat).
Tovabbvizsgalva az is kideriilt, hogy az indol és indazol gytirtik kapcsolodasi helye is
meghatarozo a hatas szempontjabol: a hatasos szarmazékok a 4- illetve 5-indolil- és 5-

indazolil-szubsztitualtak (26. abra).

¢

1 7
/N 6/
ZX\ X=Cvagy N
5\

O

26. abra. Az indol és indazol gytiriik kapcsolddasi helye meghatarozoé a hatas

szempontjabol.
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A hatas szerkezeti feltételeinek tovabbi vizsgalata kimutatta, hogy az
indol/indazol gyiirii 1-nitrogénnek szubsztitualatlannak kell lennie: ha a nitrogénhez

kapcsolodo hidrogént metil-csoporttal helyettesitjiik, a bioldgiai hatas ismét csokken.

5. tablazat. A pirido[2,3-b]pirazin alapvaz 7-es helyzetli szubsztituensének valtoztatasa.

Ar LN
O
N N
) PC9 PC9-ER
Vegyiilet Ar (ECso, uM) | (ECso, uM)
204 N 1,86 2,34

N
H

31b @L 11.88 18,72
Cl
3lc ©\

OAQ >30 >30
31a ©\O >30 506
|
31d Qsﬁ 9,35 6,17
. N
31e ©/ 963 882
R
31g | 11,30 11,11
N
o~
31h Q >30 >30
N F
- Ol
31i - NO 6.29 8.96
N




T
31f | >30 >30
N
T
31 f:@ >30 >30
N
A
31k ) >30 >30
N
31 N >30 30,00
N
31m (I\} 0,78 256
N
H
31n @f\> 0,36 4,43
N
N
310 @[/) >30 >30
oy
31p N >30 >30
/
N
31q (I,} >30 >30
\
N
31r EI\/N 1,28 1,39
N
.
31s @QN >30 >30
(e}
31t @[ S >30 >30
O

3. Mint az els0 pontban lathattuk, a diszubsztitualt pirazint tartalmazo vegyiiletek
rosszabb hatassal rendelkeztek, mint a 3-as helyzetben monoszubsztitualt 29a
szarmazek. Kovetkezo 1épésben azt vizsgaltuk, hogy ha a monoszubsztitualt szarmazék
nem 3-as, hanem 2-es helyzetben tartalmaz szubsztituenst, az hogyan befolyasolja a

sejtek gatlasat. Két, az addigi mérések alapjan hatékony szerkezeten hajtottam végre ezt
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a modositast. Az eredmények azt mutattdk, hogy a monoszubsztitudlt szarmazék

esetében is rontja a hatast a 2-es szubsztitlicio (6. tablazat).

6. tablazat. Az aromas szubsztituens athelyezése 3-helyzetbdl 2-helyzetbe.

H
N
\ N
DX
PN
N" N
__ ,., PCO PCO-ER
Vegyiilet Pozicio Ar (ECs0, uM) | (ECsp, uM)
- 3 A 0,36 4,43
32a 2 @ 18,42 23,02
. 5 @O 0,14 0,20
-~ ) @Q 9,03 12,83

4. A harmadik iteracids ciklusban a 3-as helyzetii fenil-csoportra épitettem kiilonb6z6
szubsztituenseket. Huszonharom ilyen vegyiiletet allitottam eld. 2-es, 3-as és 4-es
helyzetben monoszubsztitualt szdrmazékokat allitottam eld. A szubsztituensek halogén-,
hidroxi-, metoxi-, metil-, trifluormetil-, amin-, nitro- és karboxil-csoportok, valamint
piperidin és morfolin gytriik voltak. A fenil-gyiir(i 3,4-etiléndioxi-szubsztiticidjaval
egy biciklus szarmazékot is készitettem. Tobb molekula esetén elGallitottam a 7-es
helyzetii indol-5-il, indazol-5-il, indol-6-il, indazol-6-il, 3-metilindazol-5-il, és 1-

metilindol-5-il valtozatot (7. tablazat).
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7. tablazat. A 3-fenil-csoport szubsztitiicidjanak hatasa a PC9 és PC9-ER sejtek

proliferacio gatlasra.

Ar XN N\
| ~ ~
N~ N
. R szubsztituens PC9 PC9-ER
Vegilst al e R | (ECso, uM) | (ECso, uM)
\
31n @ - H 0,36 4,43
H
\
33a @ 2 OCH; 0,10 0,36
H
\
33b @ 3 cl 0,87 1,29
H
\
33c ©j|\> 4 CHs >30 >30
H
\
33d @ 4 F 0,94 1,02
H
\
33e @ 4 cl >30 >30
H
\
33f @ 4 CFs 7,89 10,01
H
\
339 @ 4 OH 431 9,10
H
\
33h @ 4 OCH; 1,11 9,40
H
. \
33i @ 4 COOH >30 >30
H
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35 @:} 4 NH, | 10,33 5,53
H
. \
33) ©j|\> 4 NO; >30 >30
H
33K @f\> 4 “Q 0,14 0,20
H ) )
331 @f\> 4 Y 032 0,59
” K/O ) )
5
33m @f\> 3.4 ) 0,09 0,15
N o
H
B | 7T 3 cl >30 >30
N
330 @f\«v 4 F 25,03 27,58
H/
33q C[é,q 4 \ 2,33 17,95
N/ K/O
H
33p N 4 OCHs 0,53 0,47
H/
33 ‘QQN 4 F >30 >30
H
33r \Q\A;,N 3 cl 0,25 0,30
H
. -
33t ) 34 ) 0,49 0,57
\ o
N .0
33u @[/) 3.4 O] 10,55 13,45
33v ]:I/\N 4 F >30 530

5. A fejlesztés negyedik 1épésében a célom az volt, hogy olyan oldallancokat vigyek a

molekulaba, amely annak vizoldhatdsagat javitja. Az oldhatosag az egyik legfontosabb
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fizikai-kémiai sajatossag, ami a vegyiletek szervezetbeli sorsat alapvetéen
meghatarozza. Az anyagok rossz oldhatosaga egyrészt hibas eredményeket okozhat a
biologiai vizsgalat soran, masrészt ronthatja a vegyiiletek ADME paramétereit. Az
oldhatosag javitasara hasznalt, kémiai atalakitassal megvalosithato modszerek egyike a
szolubilizacios csoportok bevezetése. Ezekkel modosithatjuk a vegyiiletek ionizacios

sajatossagait vagy lipofilitasat. [135]

Ilyen szarmazékok eldallitasdhoz bazikus, alifds amin-csoportot tartalmazo
oldallancokat alkalmaztam, amelyek soképzésre is alkalmasak lehetnek. Nyolc ilyen
vegyliletet készitettem el. A 34a, 34b és 34c szamu anyagok eldallitasa esetében a
4.4.8.-ben leirt acilezési reakciot a Suzuki-kapcsolast megel6z6 1épésben, a brom-
vegyiilettel végeztem. Az igy kapott intermediercken keresztiill mas 7-es helyzeti
helyettesitovel rendelkezé molekulakhoz juthatunk (ezen molekuldk nem képezik a
doktori értekezés témajat). A masik 6t szarmazék a 33i vegyiiletb6l késziilt (27. abra).
Tovabba eléallitottam egy észter szarmazékot is (8. tablazat).

A vegyiiletek vizoldhatosagat 7,4-es és 2,0-es pH-n mértiik (1. melléklet). A
szarmazékok vizoldhatosaga mindkét pH-n javult a 31n kiindulasi vegyiilethez képest,
savas pH-n nagyobb mértékben. Az amid szarmazékok vizoldhatosaga pH 7,4-en javult,
de savas pH-n szignifikansan nem valtozott (34b, 34c). A 38 észter-szarmazék

vizoldhatosaga a kiindulasi vegyiilettel megkozelitdleg azonos mindkét pH-n.
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Br XN N\
| \ N
Pz P AN AN
N N e
— Pz
(0] N
OH

27k

|

33i

N
Br X N\
| N\ N
— Pz X AN
N~ N |
= =
(0] N N
HN_
R
36a-c 34a-c, 37a-¢e
\\
Ar ‘ XN N\
= =
N N
(0]
HN_
R

27. abra. A benzamid szarmazékok eléallitasanak kétféle reakcioutja.
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8. tablazat. Vizoldhatdsagot noveld csoportok bevitelének hatasa a PC9 és PC9-ER

sejtek proliferacio gatlasara és a vizoldhatosag 7,4 és 2,0 pH-n.

H
N
\ Ny
| ~ —
N N H
N R
A
n R PC9 PC9-ER | Vizoldhatosag | Vizoldhatdsag
(ECso, uM) | (ECsp, uM) | (uM, pH=7,4) | (uM, pH=2,0)
31n?| - - 0,36 4,43 4,01 6,65
34a 2 NH, 27,72 19,65 30,49 19,30
0
34b | 2 . 413 >30 23,13 5,00
L
o)
e | 2 | -y OJV 6,91 24,29 24,42 4,05
37c 2 I\OD 3,62 11,34 8,52 100,92
\ /
37e 2 N 2,87 5,99 55,18 121,19
37a | 3 | N(CHa) 2,93 4,54 22,00 111,59
N
37b 2 O 3,19 3,97 18,68 116,63
37d | 3 ‘LN 2,72 471 24,03 119,04
AN
% szerkezetet 1asd 95. oldal, 5. tablazat.
H
N
\ | X N\
N N
o.
CH,
Veoviilet PC9 PC9-ER | Vizoldhatosag | Vizoldhatosag
EYWEL | (ECso, uM) | (ECso, mM) | (uM, pH=7,4) | (uM, pH=2,0)
16,36 29,67 6,08 6,67
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5.2. Regioszelektiv szintézis és a regioizomerek azonositasa

9
Br S N\
HO.__OH |
= =
N N
27n

— —_—

N~ TNH, ,\O

+
Br X N\
22 25 |
— —
N N
N
27m

A homérséklet hatasa a regioszelektivitasra

Szobahdmérsékleten és a folott az izomerek ardnya megkozelitden 1:1 volt, de
csOkkentve a hOmérsékletet 27m aranya nétt, a reakcid sebesség viszont csokkent
(9. tablazat). A homérséklet emelésével (70 °C és 120 °C) bomlastermékek megjelenése

volt tapasztalhato.

9. tablazat. A kondenzaci6 szelektivitasa kiilonb6z6 hémérsékleteken (oldészer DMF).

-25 °C 0°C SzobahOmérséklet | 70 °C 120 °C
27m:27n 93:7 71:29 58:42 42:58 42:58
Reakci6 1d6 60 nap® 25 nap 8 nap 3 ora < 20 perc

%A reakci6 nem teljes, 22 42 %-a illetve 25 44 %-a jelen van a reakcidelegyben

A sav-bazis katalizis hatasa a regioszelektivitasra

Ecetsavban 27m nagyobb aranyban keletkezett, mint DMF-ben. Az er6sebben
savas TFE-ben a szelektivitas tovabb nétt. DMF-fel higitva a TFE-t csokkent a
szelektivitas. A legjobb eredményt 0 °C-on, tiszta TFE olddszerben tudtam elérni.
Megallapitottam, hogy a reakcidsebesség savas kozegben megniovekedett (10. tablazat).

Bazikus katalizatort (DBU) hasznalva bomlastermékek megjelenése volt tapasztalhato.
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10. tablazat. A kondenzacio szelektivitasa savas olddszerekben.

a TFE:DMF TFE:DMF a TFE
ecetsav 1-32 3:1° TFE (0°C)
27m:27n 84:16 79:21 92:8 96:4 98:2
Reakci61d6 40 perc 1,5 6ra <20 perc <20 perc 5 ora
#szobahémérséklet

Tovabbi tényezok szelektivitasra gyakorolt hatasanak vizsgalata

Vizsgaltam vizmegkoté molekulaszitanak €s a kiinduldé anyagok feleslegének

hatasat. A regioizomériat befolyasolo egyéb tényez6t nem talaltam (lasd 6.2.).

Bomlastermékek azonositasa és a megmaradt kiindulasi anyagok mennyiségének

meghatarozasa

Bizonyos reakcido koriilmények kozott 25 bomlast szenvedett (28. abra;

részletesen lasd 6.2.).

OH O OH

39 40

28. abra. A 25 vegyiilet bomlastermékei.

A 4-(piperidin-1-il)benzoesav (39) bomlastermék azonositasa ‘H-NMR és
LCMS mérés segitségével tortént.
'"H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & ppm 12,14 (br s, 1H, COOH), 7,74 (d, J = 8,40 Hz,
2H, 2-CH + 6-CH) 6,92 (d, J = 8,40 Hz, 2H, 3-CH + 5-CH), 3,32 (m, 4H, 2-CH; + 6-
CH,-piperidin), 1,58 (m, 6H, 3-CH; + 4-CH, + 5-CH,-piperidin).
LCMS m/z 206 (M + H)", Rt: 3,06 min.

Az oxo[4-(piperidin-1-il)fenil]ecetsav (40) bomlastermék termék azonositasa

LCMS mérés segitségével tortént.
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LCMS m/z 234 (M + H)*, Rt: 3,54 min.

A -25°C-on végzett mérés soran a kondenzacids reakcid nem zajlott le teljes
mértékben. 60 nap utan a kiinduld anyagok mennyisége nem csokkent tovabb. Az
LCMS kromatogram segitségével, az elnyeléssel aranyos csucs alatti teriilet alapjan
hataroztuk meg az el nem reagélt kiindulasi anyag mennyiségét. A kiindulasi értéket
meg.

Az 5-brompiridin-2,3-diamin két csucsot adott a kromatogramon, ezek Gsszegét
hasznaltuk a szdmitashoz: (5164,76 + 9253,00) / (7895,39 + 26859,23) - 100 =41 %.

Az érték a [4-(piperidin-1-il)fenil]etandion esetén: 8942,57 / 20187,38 - 100 =
44%.

A regioizomerek azonositasa

A regioizomerek jellemzése HPLC retencids idejiikkel (retencios idok: 27m
9,37 perc, 27n 9,96 perc) és az NMR spektrumaikkal tortént. Tomegspektrometrids

fragmenseikben és az UV spektrumaikban nem mutatkozott szignifikans kiilonbség.
A 27m vegyiilet NMR mérési eredményei:

'H-NMR (500 MHz, CDCls): 9,33 (s, 1H, 2-CH), 9,07 (d, J = 2,40 Hz, 1H, 6-CH), 8,51
(d, J =2,40 Hz, 1H, 8-CH), 8,23 (d, J = 9,10 Hz, 2H, 2’-CH + 6°-CH), 6,99 (d, J = 9,00
Hz, 2H, 3’-CH + 5°-CH), 3,37 (m, 4H, 2-CH; + 6-CH,-piperidin), 1,70 (m, 4H, 3-CH, +
5-CH,-piperidin), 1,66 (m, 2H, 4-CH,-piperidin).

BC-NMR (125 MHz, CDCls): 154,81 (6-C), 154,49 (8a-C), 153,45 (4’-C), 149,69 (4a-
C), 144,76 (2-C), 139,21 (8-C), 135,98 (3-C), 129,28 (2’-C + 6’-C), 123,91 (1’-C),
118,83 (7-C), 114,67 (3°-C + 5°-C), 48,74 (2-C + 6-C-piperidin), 25,38 (3-C + 5-C-
piperidin), 24,30 (4-C-piperidin).

NOE: 9,33-(8,51, 8,23).

COSY: 9,07-8,51, 8,23-6,99, 3,37-1,70-1,66.

HSQC (140 Hz): 9,33-144,76, 9,07-154,81, 8,51-139,21, 8,23-129,28, 6,99-114,67,
3,37-48,74, 1,70-25,38, 1,66-24,30.

HMQC (140 Hz, 8 Hz): 9,33-(154,49, 135,98), 9,07-(149,69, 139,21, 118,83), 8,51-
(154,81, 149,69, 118,83), 8,23-(153,45, 129,28),
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6,99-(123,91, 114,67), 3,37-(153,45, 48,74, 25,38, 24,30), 1,70-(48,74, 24,30), 1,66-
25,38,
15N-HMBC (90 Hz, 5 Hz, a400): 9,33-(332,0, 303,7), 9,07-316,5, 6,99-77,3.

A 27n vegyiilet NMR mérési eredményei:

'H-NMR (500 MHz, CDCls): 9,45 (s, 1H, 3-CH), 9,00 (d, J = 2,20 Hz, 1H, 6-CH), 8,53
(d, J =2,00 Hz, 1H, 8-CH), 8,10 (d, J = 8,90 Hz, 2H, 2’-CH + 6°-CH), 6,99 (d, J = 8,80
Hz, 2H, 3’-CH + 5°-CH), 3,36 (m, 4H, 2-CH, + 6-CH,-piperidin), 1,71 (m, 4H, 3-CH, +
5-CH,-piperidin), 1,66 (m, 2H, 4-CH,-piperidin).

¥3C-NMR (125 MHz, CDCls): 153,34 (4°-C), 153,12 (2-C), 152,84 (6-C), 148,43 (4a-
C), 146,00 (3-C), 139,23 (8-C), 138,05 (8a-C), 128,87 (2’-C + 6’-C), 124,13 (1’-C),
121,05 (7-C), 114,89 (3’-C + 5°’-C), 48,86 (2-C + 6-C-piperidin), 25,37 (3-C + 5-C-
piperidin), 24,30 (4-C-piperidin).

NOE: 9,45-8,10.

COSY: 9,00-8,53, 8,10-6,99, 3,36-1,71-1,66.

HSQC (140 Hz): 9,45-146,00, 9,00-152,84, 8,53-139,23, 8,10-128,87, 6,99-114,89,
3,36-48,86, 1,71-25,37, 1,66-24,30.

HMQC (140 Hz, 8 Hz): 9,45-(153,12, 148,43), 9,00-(148,43, 139,23, 121,05), 8,53-
(152,84, 148,43, 121,05), 8,10-(153,34, 153,12, 128,87), 6,99-(124,13, 114,89), 3,36-
(153,34, 48,86, 25,37, 24,30), 1,71-(48,86, 25,37, 24,30), 1,66-(48,86, 25,37).
N-HMBC (90 Hz, 5 Hz, a400): 9,45-(328,5, 309,8), 9,00-317,3, 6,99-76,3, 1,71-76,3.

27m izomer szerkezetét rontgen krisztallografiaval is bizonyitottuk (29. 4bra).
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29. abra. 27m izomer szerkezete.
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Rontgen krisztallografiaval bizonyitottuk tovabba 27a szerkezetét (30. abra).

30. abra. Az alkalmazott reakcio koriilményekben (4.4.3. pont) f6 tomegében keletkezd
regioizomer. A kisebb mennyiségben keletkezd regioizomer etanolos

atkristalyositassal eltavolithato.
5.3. Az eldallitott szarmazékok Aktl, EGFR kinaz-gatlasa és kinaz-gatlo profilja

A molekularis hatasmechanizmus felderitése céljabol vizsgaltuk a molekulak
kindzgatldo hatdsat. Mivel a taldlati molekuldt két Aktl kinazgatld hatastt molekula
szerkezetébdl szarmaztattuk, a molekuldk egy részét ezen az enzimen vizsgaltuk
(11. tablazat).

A fejlesztés soran bioldgiai visszacsatolast egy EGFR mutaciot tartalmazo,
erlotinib-rezisztens sejtvonalat gatld fenotipikus mérés szolgaltatta, ezért a
vegyiiletcsalad 15 legjobb hatasu tagjait vad tipusi EGFR enzimen, illetve L858R és
L858R/T790M mutéciot tartalmazdé EGFR enzimeken vizsgaltuk, mely két mutacid a
sejtvonalakban talalhat6 volt (12. tablazat).
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11. tablazat. Az eldallitott vegyiiletek Aktl enzimgétlo hatasa (inhibicid % 1 és

10 uM-ban).
Vegyiilet | Aktl inhibicid
1uM
1 90 %
2 100 %
30d 17 %
33a 3%
33r 11 %
33i 18 %
34b 1%
37e -5 %°
10 uM
29a 32%
29b 9%
29c 16 %
29d 6 %
20f -10 %°
31f 10 %
31g 10 %

%a negativ eredmények a mérés hibajanak tulajdonithatok.

Vegyiilet | Aktl inhibicid
31h 10 %
31i 25 %
31k 13 %
311 8 %
31n 8 %
31q 6 %
31r 9%
31t 12 %
33c -4 %°
33d 6 %
33e 20 %
33f 15 %
33g 22 %
33h 7%
33l -7 %°
33q 1%

12. tablazat. A vegyiiletek EGFR enzimgatl6 hatésa (inhibicidé % 10 uM-ban).

EGFR —
T790M mutans

Gefitinib 105,2°

Pelitinib 105,8? 137,0°
Erlotinib 105,42 109,0° 79,8
1 -0,4° 18,5 68,9
29a 24,2 23,9 12,7
31m -10,72 2,4 40,7
31r 11,4 14,5 12,6
33a -41,7° 0,6 9,5
33b -1,1° 2,2 12,1
33d 7,8 -6,8% 17,6
339 0,9 -54,9° 20,6
33k 4,2 13,2 15,1
33l 33,3 17,1 34,1
33m -15,5% 10,0 11,5
33p 34,3 22,6 24,6
33q 41,0 13,9 26,0
33r 23,5 27,8 8,7
33t 0,7 16,2 8,2
37b 19,6 37,2 21,7

%a negativ és 100 % feletti eredmények a mérés hibdjanak tulajdonithatok.
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A 33a molekulat vizsgaltuk egy aktiv hely vezérelt, kompeticios kotddési
mérésben 456 kinazon és tumorokban eléfordulé mutansaikon. A maradék aktivitas

1 uM koncentracidban minden kindzon 46 % felett volt (2. melléklet).
5.4. Klonalitas vizsgalat

Néhany vegyiiletet, melyek mind a PC9, mind a PC9-ER sejtvonalakon j6 hatést
mutattak, klonalitas tesztben vizsgaltuk HCC827 EGRF mutécidt tartalmazo

sejtvonalon (13. tablazat).

13. tablazat. Klonalitas vizsgalat EGFR mutaciot tartalmaz6, HCC827 sejtvonalon.

ViemEle: Kezelési koncentraciod Tilels frakei6 (%)
(uM)

Kontroll 100

Gefitinib 1,25 23,08
29a 3,20 23,58
31n 0,31 31,88
31r 0,62 31,50
33a 1,25 3,32
33l 0,31 7,02
33q 1,25 12,17
33r 1,25 4,14
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6. Megbeszélés

Doktori munkam célja ismert Akt gatlé hatasu 2,3,7-tri(2-tienil)pirido[2,3-
b]pirazin és A-674563 anyagok szerkezetb6l kiindulva 1j, a szakirodalomban eddig nem
ismert szerkezetli, a tumorsejteken végzett fenotipikus tesztelés alapjan bioldgiai
aktivitassal rendelkez6 pirido[2,3-b]pirazin alapvaza anyag, és ekoré fokuszalt
vegyilettar eldallitdsa, valamint a szintézis soran fellépd regioizoméria analizise,
befolyasolasa, és a szintézis szempontjabol vald optimalizalasa volt. A vegyiiletek

biologiai hatdsat, és a regioizomerek analitikai vizsgalatat kutatécsoportunk vizsgalta.
6.1. Szerkezet-hatas osszefiiggés

Osszefoglalva megéllapithatjuk, hogy a bioldgiai hatasért felelés szerkezeti

elemek a kovetkezok:

\
1“
X\

X=Cvagy N

a) a pirido[2,3-b]pirazin alapvaz 2-es pozicioja szubsztitualatlan legyen;

b) a 7-es helyzetben 1év6 szubsztituens 4-indolil, 5-indolil vagy 5-indazolil
heteroaromas gytiri legyen, aminek az 1-es pozicidban 1évé nitrogénje

szubsztitualatlan, tehat a megfeleld pozicidban 1évé NH esszencialis;

) a 3-as pozicidban a vizsgaltak koziil a legjobb hatassal a 33m vegyiiletben
talalhato 2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-il-csoport rendelkezik. A 3-as helyzet
szubsztitualatlansaga és a vizoldhatosag javitasa céljabol a 3-fenil-csoportra

bevitt oldallancok rontottak a hatason.

Az egy-egy szerkezeti pont valtoztatdsdnak a vegyliletek sejtosztodas gatlo

képességére gyakorolt hatasat a 14. tablazatban mutatom be.
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14. tablazat. Szerkezet-hatas dsszefiiggés az ECsp értékek alapjan®

PCO-
Szerkezet PCI ER Szerkezet PO [PCEHER
M) | vy (uM) | (uM)
31s 0 >30 | >30 | 31r | Y 128 | 1,39
33v C L@ >30 | >30 | 335 | T 1@ >30 | >30
310 e >30 | >30 | 3tn | O 036 | 4,43
33u . 110551845  33m | U . | 0,09 | 015
N j NT N j
/N HN \
31p S >30 | >30 | 31m Y 0,78 | 2,56
31q Y >30 | >30 | 3tn | O 036 | 443
33t 20 S 049 | 057 | 33m | Y . 0,09 | 015
29b ® NI: >30 | 21,97 | 20a | /Y 1,86 | 2,34
32a ~ j)© 1842 [ 2302 | 31n | T 036 | 443
32b . 9,03 | 12,88 | 33k (X 0,14 | 0,20
‘/ _ N
N Nj/©/ O

%A soronként abrazolt parok szerkezete egy-egy ponton tér el. Ennek az eltérésnek a

sejtosztodas gatlasra gyakorolt hatasat az ECsg értékek mutatjak.
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A pirido[2,3-b]pirazin alapvaz 2-es pozicidja

A 29b-f és a 30a-d vegyiiletek vizsgalata soran kideriilt, hogy a 2,3-helyzetben
diszubsztitualt alapvaz nem kedvez a hatdsnak. A monoszubsztitualt szdrmazékok koziil
2 illetve 3-as helyzetii fenil- és 4-(piperidin-1-il)fenil- szubsztitualt szarmazékok
gyurit tartalmazo6 anyag hatékonyabbnak bizonyult.

A 7-es helyzetben 1évo szubsztituens

A karbociklussal helyettesitett szarmazékok nem voltak hatasosak. A nitrogén
tartalmu heterociklusok koziil a 6 tagii monociklusok (piridin) és a 6+6 tagu kondenzalt
gyurtikkel (kinolin, izokinolin) helyettesitett szarmazékok sem mutattak hatast. A
hatéasos szerkezetek 5+6 tagu nitrogén tartalma gy(rit (indol, indazol) tartalmaztak, mig
a szintén 5+6 tagl 1,3-benzodioxol gyliri csokkenti a hatast. Az indol/indazol gytriik
kapcsolodasi helye is befolyasolja a hatast: a 4 és 5-0s helyzetben kapcsolodo gytiriik
voltak hatasosak. A nitrogén metilezése jelentésen csokkenti a bioldgiai hatast. Ebbdl
kovetkezden a megfeleld térhelyzetben 1€vo, szubsztitualatlan nitrogén meghatirozé a

hatas szempontjabol.
A 3-es helyzetii fenil-gyiiri szubsztiticioja

A fenil-gyiiri 2-es helyzetli metoxi-szubsztiticidja novelte a hatast mindkét
sejtvonalon. A 3-as helyzetli klor-szubsztitucié az indol- és indazol-szarmazékoknal
novelte a hatast, &m a metilindazol szdrmazék esetében a vegyiilet hatistalannak
mutatkozott. A 4-es pozicioban a trifluormetil-, hidroxi-, metoxi-, amin-, de legféképp a
klor-, metil-, karboxil- és nitro-csoportok csokkentették a hatast mindkét sejtvonalon. A
4-es helyzetii fluor a PC9-ER sejtvonalon mutatott hatast javitotta, a piperidin és
morfolin gylirlik pedig mindkét sejtvonalon kedvezdek voltak a hatds szempontjabol;
valamint a 4-metoxi-szarmazék a metilindazol szarmazék esetében jobb hatastinak
mutatkozott a szubsztitudlatlan fenil-anal6gjahoz képest. A legkedvezobb a 3,4-
etiléndioxi-szubsztitucid volt (33m, ECso PC9: 0,09 uM; PC9-ER: 0,15 uM).

A bazikus oldallanc illetve észter kotés bevitele 4-es pozicidba altaldnosan
rontott a hatason, a legjobb hatasti szarmazékok ECsg értéke 2,7 és 4,7 uM kozott volt
(37a, 37b, 37d).
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6.2. Regioszelektiv szintézis és a regioizomerek azonositasa

A felallitott szerkezet-hatas Osszefliggésbol kideriilt, hogy a hatast jelentésen
befolyasolja, hogy a pirido[2,3-b]pirazin alapvaz pirazin gylrtje 2-es, 3-as vagy
mindkét pozicidban szubsztitualt-e. Amennyiben a gyliri csak az egyik pozicidoban
szubsztitualt, a 4.4.3. pontban leirt szintézis modszerrel a reakcidban mind a két
regioizomer keletkezik. A munka soran szerzett tapasztalat szerint az esetek
tobbségében az a regioizomer keletkezik tilnyomo tobbségben, amelybdl kiindulva a
jobb bioldgiai hatast vegyiiletet allithattuk eld. Szintén tapasztalat volt, hogy a nem
kivant regioizomer oldhatésaga altaldban jobb, igy a szintézis soran jol hasznalhato
elvalasztasi modszer volt, hogy a reakcidelegybdl kivald terméket az olddszerbol
kisziirtiik, igy megszabadulhattunk az oldatban maradt mellékterméktél. Az izomerek
keletkezésének aranya azonban fiiggott attol, hogy a szubsztituens aromas gylirii milyen
helyettesitd csoportokat tartalmazott. Ezért bizonyos esetekben az elvalasztés
bonyolultabba valt, és a nagyobb mennyiségben keletkezd melléktermék rontotta a
Kitermelést. Ennek kovetkeztében felmeriilt az igény, hogy olyan reakciokoriilményeket
dolgozzunk ki, amelyben szelektiven a kivant izomer keletkezik.

Az 5-brompiridin-2,3-diamin és [4-(piperidin-1-il)fenil]etandion
(piperidin-1-il)fenil]pirido[2,3-b]pirazin) az addig hasznalt reakciokoriilmények kozott
Osszemérhetd mennyiségben keletkezett (31. dbra), igy az ezek ardnyat befolyésolo
tényezOk szignifikansan vizsgalhatoak voltak. Ezt a reakciot hasznaltam modellként,
feltételezve, hogy mas aromas oxoacetaldehidek aldehid- és keton-csoportjanak és a

crer

hatnak. Az izoméria viszonyokat LCMS mérés segitségével kovettiik.
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31. abra. A diamin- és dioxo-vegyiilet kondenzacios reakciojaban két regioizomer

keletkezése lehetséges.

Mind a kiinduldsi anyagok, mind a termékek maradék nélkiil oldodtak a
vizsgalati koriilmények kozott, tovabba az altalunk eldallitott molekuldk koziil ezen két

regioizomert lehetett legjobban elvalasztani a vizsgalt HPLC rendszerekben.
A homérséklet hatasa a regioszelektivitasra

Az oldatban végzett reakciok szokasosan alkalmazott reakcidhomérséklet-
tartomanyaban végeztem a vizsgalatokat: -25°C, 0 °C, szobahdmérséklet (22 °C),
70 °C és 120 °C. 70 és 120 °C-on azonos izomer arany mutatkozott: 27m:27n = 42:58.
Mindkét hémérsékleten egy Uj, bomlastermékre utaldo csics megjelenése volt
tapasztalhaté a HPLC kromatogramon. A kiindulasi anyagok hdstabilitdsanak vizsgalata
soran kideriilt, hogy mig 22 stabil (két csucs 0,52 és 2,67 percnél), addig 25 esetében
(retencios id6 5,29 perc) bomlas volt tapasztalhato 2,5 oras, 70 °C-os melegités
hatasara. Analitikai vizsgalatok alapjan a keletkez6 bomlastermék a 4-(piperidin-1-
il)benzoesav (39) volt (104. oldal, 28. abra).

Szobahdmérsékleten az izomer arany 58:42-re valtozott. A reakcid teljes
lejatszodasa eldtt két 0y csuces jelent meg a kromatogramon (retencids id6 6,45 perc és
8,45 perc). Ezek tomege 18 és 36 Daltonnal volt nagyobb (sorrendben 404 illetve 386) a
vart termék(ek) tomegénél. A két csucs a reakcid végére egyéb melléktermékek
keletkezése nélkiil eltiint, amibdl feltételezhetd, hogy ez a két vegyiilet a kondenzécid

vizeliminaciot megel6zd koztitermeéke.
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0 °C-on a reakcio szelektivebb volt 27m-re, 27m:27n aranya 71:29 volt. Ezen a
hémérsékleten azonban a reakcioidd 25 napra nott. Tovabb csokkentve a hdmérsékletet,
-25 °C-on a szelektivitas tovabb nétt, de a reakciosebesség jelentdsen csokkent: 60 nap
utdn az izomer arany 93:7 volt, de a reakcid ennyi id6 utdn gyakorlatilag megallt. 22
kiindulasi 42%-a, 25 kiindulasi 44%-a nem tlint el a reakcidelegyb6l (103. oldal,
9. tablazat).

A sav-bazis katalizis hatdsa a regioszelektivitasra

Ezutan a sav és bazis katalizis szelektivitasra gyakorolt hatasat vizsgaltam DMF
oldatban. 10 % DBU a 25 dioxo-vegyiilet részleges bomlasat okozta. Két 0j cstcs
megjelenése volt tapasztalhaté a kromatogramon (3,06 perc és 3,54 perc). Az egyik a
korabban is emlitett 39, a masik vegyiilet tomegspektrometriasan mért tomege 233
Dalton. A bomlastermék moltomegbdl valdszinisithet, hogy ez az anyag az oxo(4-
piperidin-1-il-fenil)ecetsav (40; 104. oldal, 28. abra).

Ot ekvivalens ecetsav a 27m:27n izomer aranyt 58:42-r6l 70:30-ra valtoztatta.
Ezutan az oldoszert lecserélve a reakciot ecetsavban végeztem. Ebben az esetben az
arany 84:16 volt. Még magasabb szelektivitds volt elérheté erdsebb sav — TFE
oldészerként valo hasznalatakor; az izomer arany 96:4 volt. Nem csak a szelektivitas
volt novelhetd a savas oldoszerek alkalmazasaval, de a reakcioidé is lecsokkent.
Vizsgaltam tovabba, hogy a nagy feleslegben alkalmazott TFE oldoszerben 1évd
koncentracidja, hogyan befolydsolja a szelektivitast. A DMF-fel higitott TFE
olddszerben a szelektivitas csokkent (104. oldal, 10. tablazat).

Az eldbbiek értelmében az alacsonyabb homeérséklet noveli a szelektivitast, ezért
vizsgaltam az izomerek aranyat TFE-ben, 0 °C-on. 27m:27n 98:2-nek adddott.

A savas kozeg hatdsa a szelektivitdsra azzal magyardzhatd, hogy az [4-
(piperidin-1-il)fenil]etandion DMF-es oldatban monohidrat formaban van. A reakcid
szelektivitasa az aldehid- €s keton-csoport reaktivitds kiilonbségébdl adddna, de a
monohidrat forma csokkenti az aldehid reaktivitasait. NMR méréseink alapjan kideriilt,
hogy az aldehid és monohidratjanak egyensulya savas kozegben az aldehid forma felé
tolodik el. Az igy megndvekedett reaktivitds-kiilonbség miatt az aktivabb aldehid
funkcids-csoport gyorsabban reagal el a diamin aktivabb 3-amin csoportjaval. [136]
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Tovabbi tényezok szelektivitasra gyakorolt hatasanak vizsgalata

Vizsgaltam tovabba a kiindulasi anyagok feleslegének hatasat. Mindkét kiinduld
anyag haromszoros feleslegének kiilon-kiilon vizsgélt hatasdra nem mutatkozott
szignifikans kiilonbség az ekvivalens mennyiségli kiinduldsi anyagokhoz képest.
Szintén nem okozott szelektivitisbeli kiillonbséget, ha molekulaszitat alkalmaztam a
reakcioban keletkezé viz megkotésére. A regioizomerek nem bomlottak és nem

izomerizalodtak 20 oras, 70 °C-0s vizes DMF-ben vald melegités hatasara sem.
A regioizomerek azonositasa

A regioizomerek jellemzése HPLC retencids idejiikkel (retencios idok: 27m
9,37 perc, 27n 9,96 perc) és az NMR spektrumaikkal tortént. Tomegspektrometrids
fragmenseikben és az UV spektrumaikban nem mutatkozott szignifikans kiilonbség.

27m izomer NOE vizsgalata soran — amivel térkozelséget hataroztunk meg — a
2-CH (9,33) erds keresztcsucsot adott a fenil-csoport 2°-CH (8,23) atommal, és egy
gyenge keresztcstcsot a 8-CH (8,51) atommal. Ez a gyenge keresztcstcs kovetkeztetni
enged a 2-CH és a 8-CH térbeli kozelségére. Mivel ez a keresztcstics nem talalhaté meg
27n izomer NOE spektrumaban, igy 27m szerkezete bizonyithato (15. tablazat).

27n izomer HMQC mérése — amivel a harom kétés tavolsagban 16v6 H-3C
csatold partnereket azonositjuk — kimutatta, hogy 3-CH (9,45) csatol a N*CN’
szénatommal (148,43), ami szintén csatol 6-CH (9,00) atommal. Azonban 27m izomer
HMQC mérésekor 2-CH (9,33) csak egy nagyon gyenge csatolast ad 4a-C szénatommal
(149,69). Kovetkezésképpen 2-CH és 4a-C tobb, mint harom kotés tavolsagban van
egymastol, ami 27n izomer szerkezetét bizonyitja (15. tablazat).

27m izomer szerkezetét rontgen krisztallografiaval is bizonyitottuk. Az
eredmények igazoltdk, hogy 27m szerkezete a 7-brom-3-[4-(piperidin-1-
il)fenil]pirido[2,3-b]pirazin, tehat az az izomer, amikor 22 3-amino-csoportja reagal 25
aldehid-csoportjaval, és a 2-amino-csoport a keton-csoporttal.

A 4.4.3. pontban leirt reakciok f6 komponensként keletkezd regioizomer
rontgendiffrakcios szerkezetvizsgalatat a szubsztitualatlan fenil-szdrmazék esetében is
elvégeztik. Az eredmények igazoltak, hogy a fétermék 27a szerkezete a 7-brom-3-
fenilpirido[2,3-b]pirazin, tehat az az izomer, amikor a 3-aminocsoport reagal az aldehid-

csoporttal, és a 2-amino-csoport a keton-csoporttal.
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15. tablazat. Az izomerek szerkezetének igazolasa a NOE és HMQC NMR adatokkal.

8,51
Br X N\ 9,33 O
| _ . 8,23 N

N N
Br N
SRS
14843
9,00 N N 9,45
27m 27n
NOE HMQC

(140 Hz, 8 Hz): 9,33-(154,49, 135,98), 9,07-(149,69, 139,21,
9,33- (8,51, |118,83), 8,51-(154,81, 149,69, 118,33), 8,23-(153,45,

8,23) 129,28), 6,99-(123,91, 114,67), 3,37-(153,45, 48,74, 25,38,
24,30), 1,70-(48,74, 24,30), 1,66-(25,38)

27m

(140 Hz, 8 Hz): 9,45-(153,12, 148,43), 9,00-(148,43, 139,23,
121,05), 8,53-(152,84, 148,43, 121,05), 8,10-(153,34, 153,12,
128,87), 6,99-(124,13, 114,89), 3,36-(153,34, 48,86, 25,37,
24.30), 1,71-(48,86, 25,37, 24,30), 1,66-(48,86, 25,37)

27n 9,45 - 8,10

6.3. Biokémiai mérések és a klonalitas vizsgalat

Bar a vegyiiletek szerkezetét két irodalmi Aktl gatldészer szerkezetébol
szarmaztattam, a vizsgalt anyagok inhibicios értéke még 10 uM-ban is kisebb volt
32 %-nal. Bar az A-674563 szamu Akt referencia anyag mindkét sejtvonalon jol hatott,
a piridopirazin alapvaza Akt gatld hatastalan volt, és az Aaltalunk eldallitott
vegyliletcsalad sem hatott Akt kindazon. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
sejtosztodas gatlasa ebben a sejtrendszerben nem az Akt kinazon keresztiil valosul meg,
¢s az A-674563 hatasa is valamilyen egyéb hatasmechanizmuson alapszik.

Bar mindkét sejtvonal tartalmaz EGFR mutéciot, a vegylileteink hatdstalanok
voltak enzimatikus EGFR teszteken. A vegyiiletek 10 uM-os koncentracidban 41 %-nal
kisebb inhibiciot mutattak mind vad tipusu, mind L858R, mind pedig L858R/ T790M
mutans enzimeken. Az irodalomban leirt A-674563 szamu vegylilet szintén hatastalan
volt mind a harom enzimen (vad tipusu: -0,4 %, L858R mutans: 18,5 %, L858R/T790M
mutans: 68,9 %). Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az erlotinib-rezisztens sejtvonalat
gatl6 hatas nem az L858R/T790M mutans EGFR gatlasan keresztiil valosul meg.

33a kinazgatld profilja alapjan valdszintisithet, hogy a célpont nem kinaz. A

hatasmechanizmus felderitése jelenleg tovabbi kutatdsok targyat képezi.
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Hét vegyiiletet vizsgaltunk klonalitas tesztben. Azt vizsgaltuk, hogy a szerzett
rezisztenciaval rendelkez6 PC9-ER sejteket gatlo anyagok milyen mértékben képesek
gatolni a HCC827 sejteket. Ez a sejtvonal EGFR mutaciot tartalmaz, ezért kontrollként
a gefitinibet hasznaltuk. A gefitinib kezelést a sejtek 23,08 %-a élte tal. Az altalunk
vizsgalt vegyiiletek koziil a 31n (31,88 %), a 31r (31,50 %) és a 29a (23,58 %)
vegyiiletek esetében magasabb volt a talélo sejtek aranya a gefitinibhez képest. A 33
(12,17 %), a 33l (7,02 %) 33r (4,14 %) és 33a (3,32 %) vegyliletek vizsgalatakor

viszont kisebb volt a kezelés utan ¢letben maradt sejtek aranya.
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7. Kovetkeztetések

Az értekezésben bemutatott eredmények alapjan a kovetkez6 megallapitasokat tehetjiik:

1. Eléallitottam 166 milligramm A-674563, 41 milligramm A-443654 jelti Aktl-gatlo
hatasu anyagot, 446 milligramm 2,3,7-tri(2-tienil)pirido[2,3-b]pirazin Akt-gatlo

hatast anyagot.

2. Elgdallitottam 43 és 252 milligramm, eddig nem ismert 7-(3-metil-1H-indazol-5-il)-
3-fenilpirido[2,3-b]pirazint, amelyben megtartottam a 2,3,7-tri(2-tienil)pirido[2,3-
b]pirazin pirido[2,3-b]pirazin alapvazat, a harom tiofén szubsztituenst pedig a A-
674563 mintajara (mintha a 2-[(piridin-3-il)oxi]etanamin alapvazat cseréltem volna
pirido[2,3-b]pirazinra), 2-hidrogén, 3-fenil és  7-(3-metil-1H-indazol-5-il)-

csoportokra cseréltem.

3. A fenti vegyiilet szubsztituenseit az alapgytrii 2, 3 és 7 poziciodiban valtoztattam. A

szintetikus munka soran eléallitottam 6sszesen hatvanharom uj molekulat.

4. Egy iteracids ciklusban csak az egyik szubsztituenst valtoztattam, és a tovabbi
szintetikus munkat a legjobb hatast vegyliletek szerkezete alapjan terveztem. Az igy
kapott vegyiiletek biologiai hatasossaga alapjan — erlotinib-érzékeny és -rezisztens
PC9 sejtek gatlasa — ot ilyen fejlesztési ciklusban hataroztam meg szerkezet-hatas
Osszefiiggést. Ez alapjan kidertilt, hogy a hatasért felelos szerkezeti feltételek a
legyen; b) a 3-es pozicidban 1évé szubsztituensek koziil a legjobb hatassal a 2,3-
dihidro-1,4-benzodioxinil rendelkezik a vizsgaltak koziil; €) a 7-es pozicioban a
nitrogén tartalmi [5+6] tagu heterociklusos gytirtik (indol, indazol) voltak
hatasosak. Ezen gylirlik szubsztituens pozicioir is kritikusak voltak a hatas
megorzésében: a 4 és 5-0s helyzetben kapcsolodd gylirlik nitrogén atomja volt a
megfelelé helyzetben. Amennyiben az 1-es helyzetii nitrogént metil-csoporttal
szubsztitudltan, a hatas jelentdsen csokkent. Ebbdl kovetkezik, hogy a megfeleld

helyzetben 1€év6, szubsztitualatlan nitrogén jelentdsen javitja a hatast.

5. A molekula jobb vizoldhatosaga érdekében a pirido[2,3-b]pirazin 3-as helyzetében

talalhato fenil-gyiirli para helyzetébe alifds-amin csoportot tartalmazé oldallancokat
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vittem be. Ezek némileg csokkentették a vegyliletek hatasossagat, de a
vizoldhatdsagot javitottak, és Ilehetdséget teremtettek, hogy a vegyiiletekbol
vizoldhat6 sokat lehessen késziteni. Ezek koziil a legjobb biologiai hatast a savamid
kotésen  keresztil  kapcsolodd  2-(piperidin-1-il)etil-szubsztituens  bevitele
eredményezte (37b, ECso PC9: 3,19 uM; PC9-ER: 3,97 uM). Tovabba eléallitottam
egy é€szter csoportot tartalmazd szarmazékot is, de ez a vegyiilet nem volt kelléen
hatasos.

Az eddig eloallitott, soképzésre alkalmas szdrmazékok kisebb bioldgiai hatéassal
rendelkeznek az eredeti molekulakhoz képest, ezért a jobb oldhatdsagu szarmazékok

eldallitasa tovabbi fejlesztés targyat képezi.

A szintetikus munka soran fellépd regioszelektivitdsi kérdés a szerkezet hatas
Osszefiiggés megallapitds alapjan nagy jelentdséggel bir: a keletkezd két
regioizomer eltéré bioldgiai hatdsat méréseinkkel igazoltuk. Az izomerek a
kiilonb6zé dioxo-szarmazékok esetén mas-mas aranyban keletkeznek. Az esetek
tobbségében az altalam hasznalt koriilmények kozott az egyik izomer jelentds
tobbségben keletkezik. A doktori munkam soran felderitettem, hogy ebben az
izomerben a pirido[2,3-b]pirazin alapszerkezet 3-as helyzetében talalhato a fenil-
gytiri, amit NMR mérésekkel ¢és rontgenkrisztallografidval —egyértelmiien
igazoltunk. Abban az esetben, amikor a szokéasos koriilmények kozott a két
regioizomer Osszemérhetd mennyiségben keletkezik, a reakciot a jobb kitermelés és
tisztithatosag érdekében sziikségessé valt szelektivebbé tenni. Erre kidolgoztam egy
modszert, mely szerint a reakciot TFE-ben, alacsonyabb homérsékletben végezziik,
a reakci6 nem csak jelentdsen szelektivebb lesz, de sokkal nagyobb
reakciosebességgel zajlik le. A vizsgalatok soran a szobahémérsékleten, DMF-ben
végzett reakcio 8 nap alatt zajlott le, az izomerek aranya pedig kozel 1:1 volt. TFE-
ben 0°C-on a reakcio 5 ora alatt lezajlott, és a nem kivant izomer csupan 2 %-ban
keletkezett. A reakciohOmérséklet tovabbi csokkentése azért nem volt indokolt, mert
egyrészt a TFE -15,4 °C-on eléri a fagydspontjat, masrészt a tovabbi szelektivitas
elonye a tilzottan megndtt reakcioidé hatranyat vonja maga utan. Tovabba az ilyen
tisztasdggal nyert termék atkristalyositdssal vagy kromatografidval konnyen

tisztithato.
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7. A legjobb hatasu vegyiilet 33m nagysagrendileg ugyanolyan mértékben gatolta az
erlotinib-érzékeny sejtvonalat, mint az erlotinib (33m 0,09 uM, erlotinib 0,005 uM)
de az erlotinib-rezisztens sejtvonalat tobb, mint 30-szoros mértékben (33m
0,15 uM, erlotinib 5,65 uM). Ez alapjan kijelenthetjiik, hogy sikeriilt olyan anyagot
kifejleszteniink, amely az erlotinib-érzékeny és az erlotinibre-rezisztensé¢ valo

sejtvonalak gatlasara egyarant alkalmas.

8. Azon molekulakat, melyek nem csak a PC9 sejtvonalon, de a szerzett-
rezisztenciaval rendelkez6 PC9-ER erlotinib-rezisztens mutanson is hatasosak
voltak, klonalitas tesztben vizsgaltuk. Ennek soran azt deritettiik fel, hogy a szerzett
rezisztenciaval rendelkez0 sejteket gatldo anyagok milyen mértékben képesek gatolni
a HCCR827, EGFR mutaciot tartalmazoé sejteket. Az eldallitott anyagok koziil a 29a,
31n, 31r, 33a, 33, 33g és 33r anyagokat mértiik. Ennek eredményeképpen azt
talaltuk, hogy a kontrollként hasznalt, klinikumban alkalmazott EGFR gatl6 TKI
gefitinibhez képest (23,08 %) a 33r (4,14 %) és 33a (3,32 %) vegyiiletek kozel egy
nagysagrenddel kevesebb tuléld, klonképzésre alkalmas, rezisztens sejtet
eredményeztek a kezelés utan. Az anyagok hatasosnak bizonyultak a klonképzo

sejtek szamanak visszaszoritasara.

9. A két tumoros sejtvonal EGFR muténs sejtvonal volt, a kiindulasi molekulédnk pedig
két Aktl gatlo hatast vegyiilet szarmazéka. Néhany fontosabb vegyiiletet
megvizsgaltunk vad tipust, L858R ¢és L858R/T790M mutans EGFR biokémiai
tesztekben, Aktl kinazon, tovabba a 33a vegyiilet széles korl kinaz profiljat is
feltartuk. A rezisztenssé vald sejtek gatlasanak hatasmechanizmusa nem ezen
enzimek gatlasan keresztiil valosul meg. A hatdsmechanizmus felderitése tovabbi

kutat4si munkat igényel.

A doktori munkam soran feltart szerkezet-hatas Osszefiiggés, a molekuldk bioldgiai
hatékonysaga és a szintézis soran problémaként fellépo regioszelektivitas optimalizalasa
lehetove teszi, hogy ezen szubmikromolos gatloszerek igéretes lehetdséget nyujtsanak

Uj tumorellenes gydgyszerek kifejlesztéséhez.
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8. Osszefoglalas

Doktori munkam soran raciondlis gydgyszerhatéanyag kutatasban vettem részt,
ezen beliil rezisztencia-okozé sejt gatldo hatasu anyagot allitottam eld, szerkezet-hatas
Osszefiiggést allitottam fel a hatékonyabb szarmazékok kifejlesztése érdekében, és a
szintézis soran felmeriilé regioizomériai kérdéseket tisztaztam. A rezisztencia-okozo
sejtek szerepet jatszanak a daganatok kialakulasaban, és a hatasos kezelés utani
kijulasban, igy ezek eltavolitasa terapias jelent6ségli. A legjobb hatast vegyiiletekbdl
PCT szabadalmi bejelentés késziilt.

Munkam soran eléallitottam harom ismert Aktl-kinazgatlé hatast anyagot, az
A-674563 és A-443654 jelii vegyiileteket és a 2,3,7-tri(2-tienil)pirido[2,3-b]pirazin
vegyiiletet, majd ezek alapvazat kombinalva néhany szdrmazékot, amelyek egy kdzepes
hatékonysagu biologiai mérés (Medium Throughput Screening, MTS) targyat képezd
vegyiilettarba kertiltek daganatos sejtvonalat gatld hatds vizsgalata céljabol. A talalati
molekulak kétféle daganatos sejtvonalon — egy erlotinib-érzékeny PC9 sejtvonalon, és
erlotinib-rezisztens mutansan — lettek megmérve, és az eredmények alapjan szerkezet-
hatas Osszefliggést allitottam fel, ami alapjan a tovabbi szintéziseket terveztem,
melynek soran a szubsztituensek szisztematikus cseréjével allitottam el Gj
szarmazékokat. Ezek a szerkezetek a szakirodalom szamara eddig ismeretlen,
szabadalmaztathato struktarak.

A szintézis sordn az alapszerkezet kétféle regioizomerjének keletkezésére van
méod egy kondenzécids 1épés kapcsan. A kivant, bioldgiai hatissal rendelkezd
szarmazek szerkezetének igazolasa és a reakciokoriilmények szelektivitasra gyakorolt
hatdsanak vizsgalata is a munkam targyat képezte. A regioizomerek elvalasztasara
modszert dolgoztam ki, és a szintetikus 1épés koriilményeinek regioizoméridra
gyakorolt hatasat vizsgalva a reakcidt optimalizaltam.

A legjobb hatast szerkezetet alapul véve varhatéoan jobb ADME paraméterekkel
(elsésorban oldhatosag) rendelkezd szarmazékokat allitottam elé. Néhany, a fent
emlitett sejtvonalakon igéretes hatast mutatd anyagot rezisztencia-okozo sejt gatlast
vizsgald6 modellen, klonalitas tesztben vizsgaltuk. Ennek soran olyan vegyiileteket
talaltunk, melyek hatasara a kezelés utan kozel egy nagysagrenddel kisebb volt a talélo,
klonképzésre alkalmas, rezisztens sejtek szama a kontrollként hasznalt, klinikumban

alkalmazott gefitinibhez képest.
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9. Summary

The subject of my Ph.D. research was the development of novel pharmaceutical
agents against resistance-causing cancer cells, structure-activity relationships were
established to aid development of more effective derivatives, and the issue of
regioisomerism of the synthesis was studied. The resistance-causing cells play
important role in the formation and the relapse of tumours, therefore elimination of
these cells has clinical relevance. We filed a PCT patent application which covers the

best compounds.

At first | synthesized three known Aktl-kinase inhibitors, the compound A-
674563, A-443654 and 2,3,7-tri-2-thienylpyrido[2,3-b]pyrazine. In the next step |
combined the structural elements of these molecules and some pyrido[2,3-b]pyrazine
derivatives were prepared which were a part of a compound library. The whole library
was tested on cancer cell lines in a medium throughput phenotypic screen and
pyrido[2,3-b]pyrazines emerged as hit molecules. The hit molecules were tested on
erlotinib-sensitive PC9 and erlotinib-resistant PC9-ER cells. Structure-activity
relationships were established based on the biological results, and further syntheses of
analogues were designed. Novel, patentable derivatives were prepared by change of
moieties of pyrido[2,3-b]pyrazine core.

Two possible regioisomers form often in the synthetic procedure. The structure
of the isomer, which has required biological effect, and selectivity of the condensation
reaction was studied. A method has been worked out to separate regioisomers, and the

optimal reaction conditions were explored.

Based on the structure of the most effective compounds new derivatives were
prepared to improve the aqueous solubility. Biological evaluation of all compounds was
made by the screen on previously mentioned cells. Some compounds of promising
effect were tested in clonogenic assay which is a model of inhibiting resistance-causing
cells. This test measures the survival of resistant fraction of cells after treatment. We
found compounds which were more effective, by approximately an order of magnitude,

than the clinically used gefitinib.
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1. melléklet

13. Mellékletek

A 31n, 34a-c, 37a-e és 38 vegyiiletek vizoldhatésag meghatarozasanak mérési adatai (maximum 120 uM).

Vegyiilet UV elnyelés (gorbe alatti tertilet) Oldhatosag (uM, pH =7,4) Oldhatosag (uM, pH = 2,0)
DMSO| 34429 | 32982 | 31737 776 | 169 | 2,59 523 | 395 | 10,78
31n PBS 2225 465 685 |Atlag 4,01 Atlag 6,65
PH2 | 1500 1085 2852 | Szoras 3,27 Szoras 3,63
Sz6rés % 81,56 Sz6ras % 54,62
DMSO| 18862 | 18472 | 17610 4151 | 16,73 | 3321 20,39 | 19,34 | 18,17
34a PBS 6525 2576 4874 | Atlag 30,49 Atlag 19,30
PH2 | 3205 2977 2666 | Szoras 12,61 Sz6ras 1,11
Szoras % 41,37 Szoras % 5,76
DMSO| 31389 | 30569 | 29390 19,15 | 31,75 | 18,48 051 | 423 | 10,25
aab PBS 5008 8088 4527 | Atlag 23,13 Atlag 5,00
PH2 | 133 1078 2511 [ Szoras 7,48 Sz6ras 4,92
Szoras % 32,32 Szoras % 98,39
DMSO| 39437 | 38257 | 36503 10,19 | 4549 | 17,59 000 | 794 | 422
34 PBS 3349 14504 5350 | Atlag 24,42 Atlag 4,05
PH2 0 2530 1284 | Szoras 18,62 Szoras 3,97
Szoras % 76,23 Szoras % 97,98
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DMSO| 30150 | 29492 | 29351 27,82 | 19,47 | 18,70 112,51 | 113,26 | 108,99
g7, |_PBS | 6991 4784 4574 | Atlag 22,00 Atlag 111,59
PH2 | 28269 | 27836 | 26659 |Széras 5,06 Sz6ras 2,28
Szoras % 23,01 Szoras % 2,04

DMSO| 38075 | 36376 | 35177 14,83 | 2454 | 16,66 112,35 | 117,69 | 119,84
a7h PBS 4706 7439 4883 | Atlag 18,68 Atlag 116,63
PH2 | 35649 | 35675 | 35130 |Széris 5,16 Szoras 3,85
Szoras % 27,63 Szoras % 3,30

DMSO| 26618 | 25377 | 24482 11,07 | 7,71 | 679 100,03 | 100,10 | 102,63
37c PBS 2455 1630 1385 | Atlag 8,52 Atlag 100,92
PH2 | 22189 | 21169 | 20938 |Széras 2,25 Sz6ras 1,48
Szoras % 26,43 Szoras % 1,47

DMSO| 35904 | 32681 | 30943 29,77 | 20,52 | 21,79 111,63 | 122,79 | 122,69
374 |_PBS | 8907 5588 5619 |Atlag 24,03 Atlag 119,04
PH2 | 33400 | 33441 | 31637 |Széras 5,01 Sz6ras 6,41
Szoras % 20,87 Szoras % 5,39

DMSO| 31682 | 30552 | 29496 60,75 | 52,20 | 52,59 119,48 | 121,72 | 122,36
376 PBS | 16040 | 13291 12926 | Atlag 55,18 Atlag 121,19
PH2 | 31546 | 30990 | 30076 |Széris 4,83 Szoras 1,51

DMSO| 37593 | 36243 | 34821 624 | 408 | 7,9 378 | 440 | 11,83
38 PBS 1954 1231 2298 | Atlag 6,08 Atlag 6,67
PH2 | 1183 1328 3434 [Szoras 1,93 Sz6ras 4,48
Szoras % 31,70 Szoras % 67,23
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2. melléklet

A 33a vegylilet aktiv hely vezérelt, kompeticids kdtddés vizsgalata 456 kindzon és

tumorokban el6fordulé mutansaikon (1 pM).

AAK1 100 | PCTK2 100 | DAPK3 90
ABL2 100 | PCTK3 100 | EGFR (L861Q) 90
ACVR1B 100 | PDGFRB 100 | JNK3 90
PFPK5 KIT
ACVR2B 100 (P.falciparum) 100 (V559D,T670I) 90
ACVRL1 100 | PFTK1 100 | MEK1 90
ADCK4 100 | PIK3C2B 100 | MKK7 90
RSK2
AKT1 100 | PIK3CA 100 | (Kin.Dom.1-N- 90
terminal)
ALK 100 | PIK3CA (H1047L) 100 | MAP4K3 89
EGFR (E746-
ALK (C1156Y) 100 | PIK3CA (1800L) 100 A750del) 88
ALK (L1196M) 100 | PIM1 100 | EGFR (G719S) 88
AMPK-alpha2 100 | PIP5K1A 100 | HPK1 88
ANKK1 100 | PIP5K1C 100 | MUSK 88
ASK2 100 | PIP5K2C 100 | PIK3C2G 88
AURKC 100 | PKMYT1 100 | SRPK1 88
AXL 100 | PKN1 100 | TAOK1 88
BIKE 100 | PKN2 100 | TXK 88
BLK 100 | PLK1 100 | FAK 87
BMPR1A 100 | PRKCD 100 | FGFR4 87
BMPR2 100 | PRKCI 100 | PIK3CG 87
BMX 100 | PRKCQ 100 | SRMS 87
BRAF 100 | PRKG1 100 | TIE1 87
BRAF (V600E) 100 | PRKR 100 | WEE2 87
BRSK1 100 | PRKX 100 |ABLL(H396P)- | o
phosphorylated
BRSK2 100 | PRP4 100 | BUB1 86
CAMK1 100 | PYK2 100 | CDK2 86
CAMK1D 100 | RAF1 100 | DAPK1 86
CAMK1G 100 | RET 100 | GSK3A 86
CAMK2G 100 | RET (M918T) 100 | MEK5 86
CAMKK1 100 | RET (V804M) 100 | MET (M1250T) | 86
CAMKK2 100 | RIOK1 100 | PLK3 86
CASK 100 | RIOK3 100 | YANK3 86
CDhC2L1 100 | ROCK1 100 | CAMK4 85
CDC2L2 100 | ROCK2 100 | EPHA1 85
CDC2L5 100 | ROS1 100 | EPHAS3 85
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RPS6KA4

CDK4-cyclinD1 100 | (Kin.Dom.1-N- 100 | LRRK2 85
terminal)
RPS6KAS
CDK5 100 | (Kin.Dom.1-N- 100 | RIPK2 85
terminal)
RPS6KAS TYK2
CDK8 100 | (Kin.Dom.2-C- 100 | (JH1domain- 85
terminal) catalytic)
. ABL1 (F317L)-
CDKL1 100 RSKZ.(Kln.Dom.Z-C- 100 | nonphosphoryla | 84
terminal)
ted
CDKL2 100 | RSK3(Kin.Dom.1- )50 f ) jrke 84
N-terminal)
CDKL3 100 | RSK3(Kin.Dom.2-C- 5 f papks 84
terminal)
CDKL5 100 | SBK1 100 | HIPK3 84
CHEK1 100 | SGK 100 | MAP4K5 84
CHEK2 100 | SgK110 100 | MEK2 84
cT 100 | SGK2 100 | NEK7 84
CLK4 100 | SIK 100 | PLK2 84
CSF1R-
autoinhibited 100 | SIK2 100 | EGFR 83
CSK 100 | SLK 100 | INSRR 83
CSNK1D 100 | SNARK 100 | LATS2 83
CSNK1G2 100 | SNRK 100 | MAP3K4 83
CSNK2A2 100 | SRPK2 100 | PIK3CA (Q546K) | 83
CTK 100 | SRPK3 100 | PRKD1 83
RSK1
DCAMKL1 100 | STK35 100 | (Kin.Dom.1-N- 83
terminal)
DCAMKL2 100 | STK36 100 | BMPR1B 82
DDR1 100 | STK39 100 | PKAC-alpha 82
DDR2 100 | SYK 100 | PLK4 82
DLK 100 | TAK1 100 | TAOK3 82
DMPK 100 | TEC 100 | TLK1 82
EGFR (G719C) 100 | TGFBR1 100 | MAP3K3 81
EGFR (L747-
T751del,Sins) 100 | TGFBR2 100 | NEK5 81
EGFR (5752-
1759del) 100 | TIE2 100 | RIPK1 81
EIF2AK1 100 | TLK2 100 | YSK4 81
EPHA2 100 | TNIK 100 | PRKD2 80
EPHA4 100 | TNK1 100 | QSK 80
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EPHAS 100 | TNK2 100 | RET (V804L) 80
EPHAG6 100 | TRKA 100 | AKT2 79
EPHA7 100 | TRKB 100 | ERK3 79
EPHAS 100 | TRKC 100 | NIK 79
EPHB1 100 | TRPM6 100 | NIM1 79
EPHB2 100 | TSSK1B 100 | PIK3CA (E545A) | 79
EPHB3 100 | TTK 100 | CDK11 78
EPHB4 100 | TYRO3 100 | CSNK1A1lL 78
ERBB2 100 | ULK2 100 | DYRK1B 78
ERBB4 100 | VRK2 100 | ERK4 78
ERK2 100 | WNK1 100 | RIOK2 78
RSK4
ERK5 100 | WNK3 100 | (Kin.Dom.1-N- 78
terminal)
ERN1 100 | YANK1 100 | TESK1 78
FER 100 | YANK2 100 | EPHB6 77
FES 100 | YES 100 | FLT3 (D835H) 77
FGFR1 100 | ZAK 100 | LIMK2 77
FGFR2 100 | ZAP70 100 | AMPK-alphal 76
FGFR3 100 | CDK3 99 ARK5S 76
FGR 100 | EGFR (L858R) 99 DRAK2 76
FLT1 100 | FLT3 (R834Q) 99 NEK3 76
FLT3 100 | PHKG2 99 RIPK4 76
TYK2
FLT3 (D835Y) 100 | RIPKS 99 (JH2domain- 76
pseudokinase)
FLT3 (ITD) 100 | ASK1 98 CSNK1A1 75
FLT3 (K663Q) 100 EGFR 98 Esjgd(LrM- 75
€l,
(L858R,T790M) A750P)
FLT4 100 | MEK4 98 MEK6 75
GCN2
(Kin.Dom.2,5808 | 100 | MST2 98 p38-beta 75
G)
RPS6KA4 RSK1
GRK4 100 | (Kin.Dom.2-C- 98 (Kin.Dom.2-C- 75
terminal) terminal)
. ABL1 (T315I)-
GRK7 100 RSK4.(K|n.Dom.2-C- 98 nonphosphoryla | 74
terminal)
ted
GSK3B 100 | AKT3 97 ICK 74
HASPIN 100 | BRK 97 MYO3B 74
HIPK1 100 | BTK 97 CAMK2B 73
HIPK2 100 | FRK 97 CLK3 73
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HUNK 100 | JNK2 97 CSNK1E 73
IGF1R 100 | ABLL(Y253F)- 96 | DMPK2 73
phosphorylated
IKK-alpha 100 | DCAMKL3 96 DRAK1 73
IKK-beta 100 | ERK1 96 LTK 72
IKK-epsilon 100 | MKNK2 96 ERKS8 71
INSR 100 | MYLK4 96 LATS1 71
ABL1 (Q252H)-
IRAK3 100 | PHKG1 96 nonphosphoryla | 70
ted
IRAK4 100 | PKAC-beta 96 AURKA 69
ITK 100 | PRKD3 96 CSNK1G3 69
JAK1 JAK1
(JH1domain- 100 | PRKG2 96 (JH2domain- 69
catalytic) pseudokinase)
JAK3
(JH1domain- 100 | SeK1 96 PDGFRA 69
catalytic)
KIT (A829P) 100 | STK16 96 PIK3CA (E542K) | 69
ABL1 (F3171)-
PIK3CA
KIT (D816H) 100 gonphosphorylate 95 (H1047Y) 69
KIT (D816V) 100 | CDK9 95 KIT 68
(V559D,V654A)
PKNB
KIT (L576P) 100 | JNK1 95 (M.tuberculosis | 68
)
KIT (V559D) 100 | MAP3K2 95 ULK1 68
LCK 100 | MET 95 ULK3 68
LIMK1 100 | msT3 g5 |ABLL(F3I7L- 1 o
phosphorylated
LRRK2 (G2019S) 100 | NDR2 95 WEE1 67
LYN 100 | NEK9 o5 [ABLL 66
phosphorylated
LZK 100 | PIM3 95 CLK2 66
MAP3K1 100 | CDK7 94 HCK 66
MAPKAPK2 100 | FGFR3 (G697C) 94 KIT-. - 66
autoinhibited
PIK3CA
MAPKAPKS5 100 | FYN 94 (M10431) 66
MARK2 100 |*AK2 UHIdomain- | o) | o)ach 66
catalytic)
MARK3 100 | MARK1 gq |ABLL(E255K):- | o

phosphorylated
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ABL1 (M351T)-

MARK4 100 | MET (Y1235D) 94 65
phosphorylated
MAST1 100 | NDR1 94 MAP4K2 65
MELK 100 | OSR1 94 ACVR2A 64
MINK 100 | PIM2 94 CAMK2A 64
MKNK1 100 | PRKCH 94 EGFR (T790M) 64
MLK1 100 | TNNI3K 94 MERTK 64
MLK2 100 |ABLL(F3170)- 93 | TAOK2 64
phosphorylated
MLK3 100 | DYRK2 g3 [ABLL(T3151)- 63
phosphorylated
EGFR (L747-
MRCKA 100 s752del, P7535) 93 TBK1 63
MRCKB 100 | GRK1 93 ADCK3 62
MST1R 100 | HIPK4 93 CSNK1G1 62
MST4 100 | LKB1 93 MEK3 62
ABL1 (H396P)-
MTOR 100 PFCDP.Kl 93 nonphosphoryla | 61
(P.falciparum)
ted
MYLK2 100 | PFTAIRE2 93 MLCK 61
MYO3A 100 | SGK3 93 PIK3CA (E545K) | 61
NEK1 100 | YSK1 93 LOK 60
NEK10 100 |ABLL(Q252H)- 92 | PIK3CD 59
phosphorylated
NEK11 100 | CAMK2D 92 CSNK2A1 58
NEK2 100 | CDK4-cyclinD3 92 |FT3- 58
autoinhibited
NEK4 100 | ERBB3 92 PIK3CA (C420R) | 58
NEK6 100 | IRAK1 92 PIP5K2B 58
NLK 100 | MAK 92 STK33 58
p38-alpha 100 | MST1 92 CLK1 57
p38-gamma 100 | p38-delta 92 GAK 57
PAK1 100 | PRKCE 92 MYLK 56
PAK2 100 | ACVR1 91 FLT3 (N841l) 55
PAK3 100 | CSF1R 91 VEGFR2 54
PAK4 100 | DYRK1A 91 MAP3K15 52
PAK6 100 | KIT 91 MAP4K4 51
PAK7 100 | PDPK1 91 PIK3CB 47
ABL1-
PCTK1 100 | SRC 91 nonphosphoryla | 46

ted
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