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	Кувшинова Е.М.


ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ

Актуальность проблемы. На протяжении нескольких последних десятилетий фармацевтическая индустрия активно проводит поиск новых препаратов на основе соединений, содержащих в своей структуре гетероциклический фрагмент. Исследования в этой области привели к созданию эффективных лекарственных средств. Из литературных данных известны соединения пиразола, проявляющие биологическую активность и применяющиеся как коммерчески доступные лекарственные средства. В настоящее время интерес к синтезу производных пиразола неуклонно растет как в России, так и за рубежом, о чем свидетельствуют публикации последних лет в ведущих научных изданиях по органической и медицинской химии. 

Данная работа является частью исследований, проведенных в Научно-образовательном центре «Инновационные исследования» ГОУВПО «Ярославский государственный педагогический университет им. К.Д. Ушинского» в период с 2007-2010 годов в рамках государственного контракта № 02.527.11.9002 «Разработка серии высокоэффективных клинических кандидатов для лечения инфекционных заболеваний на основе новых механизмов действия с применением технологий комбинаторного синтеза и высокопроизводительного скрининга» (Заказчик – Министерство образования и науки РФ) и государственного контракта № 02.740.11.0092 «Проведение комплексных научных исследований по разработке методов синтеза и получению новых органических соединений, обладающих потенциальной биологической активностью и являющихся перспективными кандидатами для создания лекарственных средств» (Заказчик – Министерство образования и науки РФ).


Цель работы.  Разработка методов синтеза новых двуядерных сульфамидных и карбоксамидных производных пиразола, установление их строения и анализ их основных физико-химических дескрипторов с целью выявления наиболее перспективных объектов для биомедицинских испытаний.

Научная новизна.  Получены ранее неописанные сульфамидные производные 1-арилпиразола. Получены ранее неописанные сульфамидные производные 3(5)-гетерилпиразола. Разработан новый подход к синтезу амидных производных пиридинсодержащих пиразолкарбоновых кислот и синтез таких производных. Описана ранее неизвестная перегруппировка 3-метил-4-нитро-5-стирилизоксазола в 1-(5-фенил-2H-пиразол-3-ил)-пропан-2-он оксим и его последующая функционализация. Проведен анализ основных физико-химических дескрипторов виртуальной библиотеки амидных производных двуядерных пиразолсодержащих систем и выявлены наиболее перспективные объекты для биомедицинских испытаний.

Практическая значимость работы. Синтезированы ранее неописанные амидные производные двуядерных пиразолсодержащих систем. С использованием методов дескрипторного анализа была показана возможность их применения в качестве объектов для биомедицинских испытаний.

Апробация работы и публикации. По материалам диссертации опубликованы 4 научные статьи и 6 тезисов докладов научных конференций. Результаты работы были доложены на Всероссийской конференции по органической химии, посвященной 75-летию со дня основания Института органической химии им. Н.Д. Зелинского, Москва, 25-30 октября 2009 г., на III Международной конференции «Химия гетероциклических соединений», посвященной 95-летию со дня рождения профессора Алексея Николаевича Коста, Москва, 18-21 октября 2010 г.

Положения, выносимые на защиту.
· Синтез новых сульфамидных производных 1-арилпиразола и установление их строения совокупностью методов физико-химического анализа;

· Синтез новых 3(5)-гетерилпиразолов реакцией циклоконденсации гидразина к 1,3-дикетонам и последующий синтез сульфамидных производных на их основе;

· Новый синтетический подход для получения ранее неописанных амидных производных пиридинсодержащих пиразолкарбоновых кислот;

· Неизвестная ранее перегруппировка 3-метил-4-нитро-5-стирилизоксазола под действием гидразина в 1-(5-фенил-2H-пиразол-3-ил)-пропан-2-он оксим;

Структура работы.  Диссертация состоит из введения, литературного обзора, химической и экспериментальной частей, выводов и списка использованной литературы. Работа изложена на 138 страницах, включает 79 схем, 17 рисунков и 1 таблицу. Список литературы включает 154 источника.

ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ

В литературном обзоре рассмотрены свойства пиразольного цикла и современные данные о способах его построения, а также химические реакции электрофильного и нуклеофильного замещения, характерные для производных пиразола. Литературный обзор включает также некоторые сведения о применении производных пиразола в различных отраслях производства. Приведены сведения об использовании виртуального скрининга в создании синтетических лекарственных препаратов.

В основной части работы, состоящей из пяти разделов, изучаются пути синтеза ранее неописанных производных пиразола и их дальнейшая функционализация, а также анализ физико-химических свойств комбинаторных библиотек амидных производных построенных на основе синтезированных соединений.

1 Синтез сульфамидных производных 1-арилпиразолов

По известным методикам путем взаимодействия разнообразных арилгидразинов 1а-к с 1,3-бифункциональными соединениями (ацетилацетоном и 1,1,3,3-тетраметоксипропаном) были получены соответствующие 1-арилпиразолы 2а-к и 1-арил-3,5-диметилпиразолы 3а-к. Взаимодействие эквимолярных количеств арилгидразинов 1а-к с 1,1,3,3-тетраметоксипропаном (ацетилацетоном) протекало в кипящем этаноле в течение 2-4 ч. После выделения были получены целевые арилпиразолы 2а-к, 3а-к с выходами 65-90 % (схема 1).
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Схема 1

При нагревании 1-арилпиразолов 2, 3(а-к) в 10-кратном мольном избытке хлорсульфоновой кислоты с добавлением 10 %-ного мольного избытка хлористого тионила при 60-120 °С в течение 2-12 ч были получены сульфохлориды различного строения. Установлено, что в зависимости от природы и местоположения заместителей R1 и R2 сульфофункционализация протекала по положению 4- пиразольного фрагмента с образованием сульфохлоридов общей формулы 4, либо по положениям 4`- или 5`- арильного фрагмента (сульфохлориды общей формулы 5), либо одновременно по положению 4-пиразольного и по положениям 4`- или 5`- арильного фрагментов (сульфохлориды общей формулы 6). В общем случае возможные направления сульфохлорирования представлены на рисунке 1.
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Рисунок 1 – Возможные направления сульфофункционализации 

1-арилпиразолов.
Соединения общих формул 4-6 (таблица 1) являются результатами проведенного селективного сульфохлорирования 1-арилпиразолов общих формул 2 и 3. 
Таблица 1

Строение продуктов сульфофункционализации производных 1-арилпиразола

	№
	R1
	R2
	Положение группы SO2Cl
	T пл, °С

	4а
	Н
	4`-NO​2
	4-
	126…8

	4б
	Me
	H
	4-
	144…6

	4в
	Me
	4`-Me
	4-
	122…3

	4г
	Me
	3`,5`-Me2
	4-
	102…4

	4д
	Me
	3`-Me
	4-
	156…8

	4е
	Me
	4`-NO2
	4-
	136…8

	4ж
	Me
	3`-Cl
	4-
	88…9

	4з
	Me
	2`-Cl
	4-
	103…5

	5а
	H
	H
	4`-
	111…3

	5б
	H
	4`-Me
	5`-
	145…6

	5в
	H
	4`-OMe
	5`-
	106…8

	5г
	H
	3`,5`-Me2
	4`-
	125…7

	5ж
	H
	3`-Me
	4`-
	76…8

	5з
	H
	3`-OMe
	4`-
	118…20

	5и
	H
	2`-OMe
	5`-
	111…3

	5к
	Me
	4`-OMe
	5`-
	124…6

	6а
	H
	3`-Cl
	4-, 4`-
	122…3

	6б
	H
	2`-Cl
	4-, 5`-
	135…7

	6в
	Me
	3`-OMe
	4-, 4`-
	106…8

	6г
	Me
	2`-OMe
	4-, 5`-
	100…1


Далее путем взаимодействия сульфохлоридов 4-6 с пирролидином в присутствии триэтиламина (ацетонитрил, 60 °С, 0,5 ч)  были получены соответствующие сульфамидные производные, что свидетельствует о возможности синтеза широкого химического разнообразия сульфамидных производных на основе сульфохлоридов 4-6. Структура полученных производных пиразола была доказана методами спектроскопии 1Н ЯМР, двухмерной корреляционной спектроскопии 1Н-1Н NOESY, хромато-масс-спектрометрии а также элементным анализом некоторых ключевых соединений
2 Синтез сульфамидных производных 3(5)-гетерилпиразолов

Путем конденсации гетероциклических кетонов 7а-е с диметилацеталем диметилформамида либо с этиловым эфиром уксусной кислоты в присутствии основания были получены 1,3-бифункциональные соединения 8, 9 взаимодействие которых с гидразингидратом приводило к циклизации с образованием 3(5)-гетерилпиразолов 10, 11 (схема 2). Конденсация дикетонов 12а-е с гидразингидратом в этиловом спирте приводила к образованию 3,4-диметил-5-гетерил-1Н-пиразолов 13а-е. 
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Схема 2
Сульфохлорирование пиразолов 10, 11, 13(а,б) сопровождалось сульфированием по положению 5- тиофенового (фуранового) гетероцикла с образованием соответствующих сульфохлоридов 14-16(а,б) (схема 3). Строение полученных сульфохлоридов однозначно подтверждалось спектроскопией 1Н ЯМР. На основе полученных сульфохлоридов были синтезированы сульфамидные производные 17-19(а,б), для 1Н ЯМР спектров которых характерны те же особенности, что и для соответствующих сульфохлоридов.
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Схема 3
Сульфирование пиразолов 10, 11, 13 (в,г) также протекало по тиофеновому (фурановому) гетероциклу (схема 4). Ввиду возможности соответствия спектрам 1Н ЯМР спектрам соединений 17-19(в,г) двух изомерных структур, их строение было подтверждено методом корреляционной NOESY спектроскопии. 
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Схема 4

Сульфохлорирование пиразолов 10, 11, 13(д,е) протекало с образованием сульфохлоридов 14-16(д-е) с выходом 48-71 % (схема 14). Сульфирование соединений 10, 11, 13(д) протекает в положение 5-, а соединений 10, 11, 13(е) – в положение 4- (схема 5). Дальнейшее взаимодействие сульфохлоридов 14-16(д,е) с морфолином протекает с образованием соответствующих сульфамидных производных 17-19(д,е).
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Схема 5
Своеобразен химизм процесса получения сульфамидных производных 3(5)-гетерилпиразолов, имеющих трифторометильную группу в 5-положении. Сложноэфирной конденсацией кетонов 7а-д с этиловым эфиром трифторуксусной кислоты в присутствии гидрида натрия были получены натриевые соли кетоенолов 20а-д (схема 6). Известно, что образование пиразолов из дикетонов протекает через стадию быстро дегидратирующегося в условиях реакции дигидропиразола. В нашем случае даже при 24 ч кипячении реакционной смеси 20а-д и гидразингидрата с добавлением эквимолярного количества уксусной кислоты (для образования in situ свободной формы дикетонов 20) циклоконденсация завершалась на стадии 21а-д, а образования соответствующих пиразолов не происходило. 
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Схема 6
При нагревании 21а-д в смеси хлорсульфоновой кислоты и хлористого тионила были получены соответствующие сульфохлориды 22а-д (схема 7). Очевидно, что в условиях реакции сульфохлорирования происходит также дегидратация соединений 21 с последующей конверсией в соответствующие сульфохлориды 22. Конверсия 3,4- дигидропиразолов 21а,б в соответствующие сульфохлориды протекала совместно с электрофильным замещением в 5-положении фуранового (тиофенового) цикла с образованием продуктов 22а,б сульфохлорирование 3,4-дигидропиразолов 21в,г протекало в  положении 4-фуранового (тиофенового) циклов с образованием сульфохлоридов 22в-га взаимодействие 21д с избытком хлорсульфоновой кислоты приводит к сульфохлориду 22д. Дальнейшее взаимодействие полученных сульфохлоридов с морфолином приводило к получению сульфамидов 23а-д.
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Схема 7

3 Синтез пиридинсодержащих пиразолкарбоновых кислот и их амидов 

Согласно литературным данным при проведении сложноэфирной конденсации кетонов 24а-в с диэтиловым эфиром щавелевой кислоты в спиртовом растворе NaOEt выход продуктов 25а-в (схема 8) составил 64-84 %. Экспериментально установлено, что проведение сложноэфирной конденсации в петролейном эфире в присутствии NaH позволяет добиться выхода целевых продуктов 92-97 %.
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Схема 8
Дальнейшую циклизацию кетоенолов 25а-в гидразингидратом проводили в этаноле с добавлением 1 эквивалента уксусной кислоты для образования свободной формы дикетонов 25 in situ. Гидролиз полученных эфиров 26а-в до соответствующих кислот 27а-в осуществляется путем нагревания эфиров 26а-в в водно-спиртовом растворе NaOH с выходом целевых продуктов в 90-97 %. 

Наиболее удобными методом получения амидов 27а-в является метод их получения через соответствующие хлорангидриды. Нагреванием полученных кислот в толуоле с 10%-ным избытком хлористого тионила были получены солянокислые соли соответствующих хлорангидридов 28а-в. Нагреванием хлорангидридов 28а-в в ацетонитриле с эквивалентным количеством морфолина в присутствии 2,5 эквивалентов триэтиламина были получены карбоксамидные производные 29а-в с выходом 54-71 %

Была также показана возможность расширения структурного разнообразия амидных производных пиразолкарбоновых кислот путем амидирования 1-boc-пиперазина с последующим снятием boc-защиты, что позволяет получить амиды, имеющие свободную NH- функцию (схема 9)
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Схема 9

Амидирование 1-boc-пиперазина хлорангидридами 28а-в в присутствии 2,5 эквивалентов триэтиламина приводит к образованию амидов 30а-в (схема 9). На спектрах амидов 30а-в присутствуют сигналы протонов пиперазина и протонов boc-группы. Снятие boc-защиты с образованием солянокислых солей амидов 31а-в проводилось путем нагревания амидов 30а-в в избытке концентрированной соляной кислоты. 
4 Новая перегруппировка 4-нитро-5-винилизоксазолов под действием гидразина в пиразолсодержащие кетоксимы и их функционализация

Известно, что изоксазольный цикл под действием гидразина способен к раскрытию путем разрыва связи N-O с последующей рециклизацией в соответствующие пиразолы. Реакция протекает при нагревании изоксазолсодержащего соединения с избытком гидразина в инертном растворителе. Нами была изучена не описанная ранее в литературе реакция гидразина с 3-метил-4-нитро-5-арилвинилизоксазолами на примере 3-метил-4-нитро-5-стирил-изоксазола 33 (схема 10) с образованием кетоксима 35 а также его последующая функционализация.
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Схема 10
По известной методике конденсацией 3,5-диметил-4-нитроизоксазола 32 и бензальдегида был синтезирован 3-метил-4-нитро-5-стирилизоксазол 33. При кипячении соединения 33 с 2,5-кратным мольным избытком моногидрата гидразина в изопропиловом спирте в течение 4 ч происходит полная селективная конверсия в индивидуальный продукт. На основании совокупности данных спектральных методов анализа (1H ЯМР спектроскопии, 13С ЯМР спектроскопии с использованием функции DEPT а также хромато-масс-спектрометрии) был сделан вывод о том, что его строение соответствует формуле 35 (схема 10).

Восстановлением оксима 35 алюмогидридом лития в ТГФ был получен амин 36 (схема 11). Нагреванием амина 36 с 2-кратным избытком уксусного ангидрида в апротонном растворителе было получено диацетилпроизводное 37. 
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Схема 11

Положение ацетильной группы в пиразольном цикле, отраженное на представленной структуре вещества (рис. 2) подтверждается отсутствием сигнала взаимодействия  между синглетным сигналом протонов ацетильной группы с 2-протонами бензольного цикла на корреляционном NOESY спектре соединения. 
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Рисунок 2 – Корреляционный 1Н-1Н NOESY спектр соединения 37 

и построенная на его основе схема взаимодействия протонов.

Гидролиз N-ацетильной связи в положении 1- пиразольного цикла может быть осуществлено путем нагревания соединения 37 с избытком водного аммиака с образованием амида 38. Гидролиз амидной группы в таких условиях не наблюдался. 
5 Дескрипторный анализ комбинаторных библиотек, построенных на основе синтезированных производных пиразола

Характерной особенностью разработанных и представленных в разделах 1, 2 и 3 схем получения новых производных пиразола является возможность генерирования больших по количеству комбинаторных рядов (библиотек структурных аналогов), обладающих значительным химическим разнообразием за счёт варьирования амидных фрагментов. Был проведен виртуальный анализ свойств производных пиразола, которые могут быть получены на основе разработанных схем синтеза. 

Исследование включало проведение ряда последовательных процедур. На первом этапе проводилось генерирование виртуальных баз комбинаторных библиотек структурных аналогов – сульфамидных производных на основе сульфохлоридов 4-6, 14-16(а-е), 22а-д и карбоксамидных производных на основе кислот 28а-в и амидов с вторичной аминогруппой 31а-в. Генерирование виртуальных библиотек амидных и сульфамидных производных (1′-376′) проводили с использованием программы ChemoSoft V 3.0. 
На втором этапе был выполнен расчёт основных физико-химических дескрипторов для каждого соединения виртуальной библиотеки сульфамидных и кароксамидных производных. Был рассчитан ряд физико-химических дескрипторов, используемых в настоящее время для оценки потенциальной фармакокинетики органических, в частности: молекулярная масса соединения, логарифм распределения нейтральной формы вещества в системе 1-октанол – вода, общее количество нетерминальных вращающихся связей, количество доноров водородной связи и количество акцепторов водородной связи.

На третьем этапе мы провели отбор соединений, параметры которых удовлетворяют требованиям современной медицинской химии, предъявляемым к соединениям, синтезируемым для биоскрининга.

В результате проведенных операций было отобрано 376 соединений, наиболее перспективных для испытаний на биологических мишенях. 

ВЫВОДЫ
1. Синтезированы ранее неописанные сульфамидные производные 1-арилпиразолов. Показаны возможные направления электрофильного замещения в реакции сульфохлорирования 1-арилпиразолов, зависящие от природы заместителей в бензольном и пиразольном циклах.
2.  Синтезированы неописанные ранее сульфамидные производные 3(5)-гетерилпиразолов и установлено их строение с помощью физико-химических методов анализа. 

3.  Разработан новый синтетический подход к получению амидных производных пиридинсодержащих пиразолкарбоновых кислот. Показаны возможности расширения структурного разнообразия конечных карбоксамидных производных за счет введения пиперазинового фрагмента и его функционализации.

4.  Описана ранее неизвестная перегруппировка 3-метил-4-нитро-5-стирилизоксазола под действием гидразина. Показаны возможности его дальнейшей функционализации. Предложен возможный механизм данной перегруппировки, заключающийся в нуклеофильном присоединении с раскрытием изоксазольного цикла и последующей рециклизацией.

5.  С использованием методов дескрипторного анализа были выявлены наиболее перспективные сульфамидные и карбоксамидные производные пиразола, способы синтеза которых разработаны в данном исследовании. 
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