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Roviditések jegyzéke:

ACE Angiotensin Converting Enzime
Acquired Immune Deficiency Syndrome,
AIDS Szerzett immunhidnyos tiinetegyiittes
ATP Adenosine triphosphate, adenozin trifoszfat
AUC Area under the curve, gorbe alatti teriilet
cAMP Ciklikus adenozin monofoszfat
CD4 Cluster pf Differentiation 4, az immunrendszert alkoto sejtek
pl. T-sejtek, felszinén taldlhat6 glikoprotein
CDK Cyclin Dependent Kinase, ciklin fiiggd kinaz
761d fluoreszcens fehérjével jelolt sejtvonalak,
CEM-GEP |y szaporodds VizsgéljathozJ fejlesztjve
CHKI1 Sejtciklust szabalyozo szerin/treonin kindz
ClogP Az, olftsiln(’)l—\,/izmegoszlés/i h’ényados logaritmusanak
szamitogép altal becsiilt értéke
Clog$ A Yl/Z,b?l’l ’val,é oldhat(f)'ség/ lo’garitmusénak
szamitogép altal becsiilt értéke
Cmax A vérplazmédban mért maximalis hatéanyag koncentracié
CML Chronic Myeloid Leukemia, kronikus mieloid leukémia
CTD C-Terminal Domain, C-terminalis rész
Cyc Cyclin, ciklin
CYP450 Citokrom P450 enzimrendszer
DEE Dietiléter
DMAP N,N-dimetilaminopiridin
DMF N,N-dimetilformamid
DMSO Dimetilszulfoxid
DMSO-d6 | Deuteralt dimetilszulfoxid
DNS Dezoxiribonukleinsav
EGFR Epidermaélis novekedési faktor receptor
ESI Elektron Spray Ionizacid
Et;:N Trietilamin
EtOH Etanol
Highly Active Anti Retroviral Therapy,
HAART Naggygn aktiv anti-retrovirdlis tera’lpi; ’
HCV Human Cytomegalovirus
HIF-1 Hypoxia-inducible factor 1
Human Immunodeficiency Virus,
HIV emberi immunhidnyt-el6idézo virus
ICso A maximalis hatas felének eléréséhez sziikséges koncentracio
IMAP Immobilized Metal ion Affinity-based fluorescence Polarization
IPA 2-Propanol, izopropanol
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v Intravénas

K Az enzim és inhibitordnak disszociiciés egyenstlyi dllanddja

K Enzim reakciéra vonatkoz6 egyensulyi dlland6

o Michaelis-Menten kinetika esetén

LAP Leucin Aminopeptidase

LC-MS Folyadék kromatogréfidval kapcsolt tomegspektrometria

LDC Lead Discovery Center

]]5113;’ LTR Long Terminal Repeat

Mcl-1 Myeloid cell leukemia sequence 1

MCPBA meta-Klérperbenzoesav

MeCN Acetonitril

MeOH Metanol

mRNS Messenger RNS, hirvivé RNS

MTT 3—(4,5—Dimetiltiazol—2—il)—2,S—Qifeniltetrazolium bromide
redukdldsan alapul6 detektéldsi rendszer

MW Mikrohulldmi reaktorban végzett reakcid

NARTI (NRTI) Nucleoside Analogue Reyerse Trgngcriptase Inhibitor,
Nukleozid analdg reverz transzkriptaz inhibitor

NF-«B Nuclear Factor-KappaB

NMR Nuclear Magnetic Resonance, Magneses Magrezonancia

NNRTI Non—Nucleosi.de Analogue Reverse Tr.anscri.pta.sej Inhibitor,
Nem-nukleozid anal6g reverz transzkriptdz inhibitor

Op Olvadéspont

Pd/C 10 m/m%-o0s Csontszenes palladium

PITALRE | A CDKO kordbbi elnevezése

P_TEFb Positive Tran.scriptionl Elongationa} Factor b
a CDKO9/cyclinT1 komplex alternative megnevezése

RNS Ribonukleinsav

RT SzobahOmérséklet

Rt Retencids id6

= A reakci6 termelése

Tat Trans Activator of Transcription

THF Tetrahidrofurdn

UNAIDS Az ENSZ AIDS-cel foglalkoz6 szervezete

VRK Vékonyréteg Kromatogréfia
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3. Bevezetés, irodalmi attekintés

Doktoranduszi munkam f6 célkitlizése az volt, hogy uj tipusu, hatékony CDKO9 kinaz
gatlo vegyiileteket, mint potencidlis AIDS ellenes hatéanyagokat allitsak eld. A doktori
disszertdiciomban bemutatott munkat két fo helyszinen valdsitottam meg. Az egyik a
Semmelweis Egyetem Kooperaciés Kutaté Kozpont Raciondlis Hatdéanyagfejleszto
Laboratériuma, a mdasik a franciaorszagi Ecole National Superieur de Chimie de
Montpellier. A munka nagy részét Budapesten végeztem, de a tiz hdnapos francia

0sztondij nélkiil ez a dolgozat soha nem jott volna létre.

Mivel a kémiai munkat tobb helyen végeztem, a vegyiiletek jellemzése az adott
intézményekben rendelkezésre all6 miiszerekkel, a helyi szokdsoknak megfeleléen
tortént, igy a kisérleti rész nem teljesen uniformizélt. Franciaorszdgban két NMR
késziilék allt rendelkezésre, melyek proton, szén €s foszfor spektrumok felvételére is
alkalmasak voltak. A budapesti laborban miikodé NMR késziilék csak proton és szén
mérésekre alkalmas, ezért a foszfor NMR méréseket mas intézményekben kellett

elvégezni, igy a reakciok NMR-rel torténd kovetésére itthon nem volt lehetdségem.

A vegyiileteket néhany kivételtdl eltekintve magam allitottam eld. Az alkil foszfonitek
és alkil foszfonatok, illetve az ezekbdl képzett egyes intermedierek és végtermékek a
Budapesti Miiszaki és Gazdasdgtudomanyi Egyetem Szerves Kémia és Technoldgia

Tanszékén késziiltek.

A bioldgiai vizsgalatokat bioldgus munkatdrsaim, illetve egylittmiikodd partnerek
végezték el. A CDK9 enzim vizsgdlatokat, valamint a sejtes toxicitds vizsgdlatokat a
Koopericios Kutaté Kozpont laborjdban végezték. A kinaz szelektivitds vizsgalatokat a
Proteros biostructures GmbH (Martinsried, Németorszdg) végezte. A HIV szaporodas
vizsgdlatok a Johan Béla Orszdgos Epidemioldgiai Kozpont Mikrobioldgiai

kutatécsoport laborjdban torténtek.
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3.1. Kinazok

A kindzok olyan enzimfehérjék, amelyek az ATP termindlis vagy y foszfat csoportjat
egy masik molekuldra (pl. fehérjére, lipidre, cukorra), viszik 4t. Funkcidjuk alapjan
foszfotranszferazként is emlitik Oket. A kiilonboz6 kindzok specifikusan csak a rajuk
jellemzd szubsztratokat tudjdk foszforilezni. Az emberi genomban eddig tobb mint 500
kindz gént azonositottak [1]. A protein kindzok a sejten beliili jelatvitel kulcsenzimei és
nagyon fontos terdpids célpontok. A betegség-mechanizmusok jelentds részének
hatterében jelétviteli zavarok, tobbnyire kindz enzimek rendellenes miikodése szerepel,
az onkogének legnagyobb része kinazt kddol, és a tumorok tuléléséért felélds un.

talélési faktorok is kindz enzimek [2].

A protein kindzok csoportositisa sokféleképpen lehetséges, itt csak az értekezés

szempontjabol legfontosabb szempontokat tekintem 4t.

A protein kindzok két f0 csoportba sorolhatdk az alapjan, hogy a szubsztrat milyen
aminosavjara keriil a foszfat csoport. E szerint beszélhetiink tirozin kindzokrdl valamint
szerin/treonin kindzokrol. Az eddig gydgyszerként forgalomba keriilt 15 kindz gétlébol
11 gy6gyszerhatéanyag f6 molekuléris célpontjai tirozin kindzok, 4 gyégyszer célpontja

viszont szerin/treonin kinaz [3].

A sejten beliili elhelyezkedésiik alapjan megkiilonboztetiink receptor kindzokat, melyek
a sejtfelszini receptorokra jellemzé mddon a sejtmembranba dgyazva helyezkednek el.
Sejten beliili résziik tartalmazza az tn. kindz domént, amely képes a citoszolban 1évo
masik szubsztrat-fehérjét, (tobbnyire egy masik kinazt) foszforilezni. A foszforilalodas
kovetkeztében a citoszolban 1év0 kindz aktivva vélik és ATP jelenlétében foszforilal

egy ujabb kindzt. Ez a jelkaszkad, mely tulajdonképpen a szigndl transzdukci6 egészen

2.2 12,

Funkcidjuk is szertedgazd, egyes kindzok a sejtek proliferdcijat serkentik, méisok a
differencialt sejtfunkcidkat, vagy a metabolizmust reguldljdk, vannak olyanok melyek
az apoptdzis (programozott sejthaldl) szabdlyozdsdban vesznek részt, megint masok a

sejtciklust szabalyozzék.
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3.2. Ciklin dependens kindzok és a CDK9

Az eddig Osszegyllt tudds alapjan egyértelmi, hogy a sejtosztédds folyamata hogyan
szabdlyozott a ciklin dependens kindzok (Cyclin Dependent Kinase — CDK) aktivici6ja
és inaktivacigja altal. A CDK-k szerin/treonin kinazok, melyek aktivalasdhoz egy un.
ciklin alegységre 1is szikkség van [4]. A CDK-k relevans célpontjai a
gyogyszerkutatdsnak, mivel fontos szerepet jatszanak kiilonb6z6 proliferativ (pl.:
tumoros) és gyulladdsos megbetegedésekben. A fejezet cimébdl is kovetkezik, hogy sok
fajta CDK létezik. Ezek funkcidja mas és mas, igy mindegyik kiilonboz0 fajta betegség
kezelésében lehet fontos. Ennek ellenére nagyon kevés olyan hatdéanyag van, amely
csak az egyik vagy masik CDK-t gatolnd szelektiven. A CDK1-6 kindzok elsdsorban a
sejtciklus szabdlyozasdban vesznek részt, mig a CDK7, 8 és 9 a transzkripcio
szabdlyozdsaban jatszanak fontos szerepet. A kiillonbozd CDK-k bioldgiai szerepérodl és
miik6désérol szdmos publikdcié sziiletett, jomagam is készitettem egy rovid
Osszefoglalét a témardl [5], igy e helyiitt csak a dolgozat szempontjabdl fontos CDK9
enzim részletes ismertetésére térek ki. Ismertek még a CDKI10 és 11 kindzok, melyek

szintén a sejtciklus szabélyozasdban vesznek részt.

A CDK9 legfontosabb feladata az RNS polimerdz II nagyobbik alegységének
foszforilacidja a C-termindlison, a foszforilacié kovetkeztében az RNS polimeraz 11
levalik az inicidciés komplexrél és megkezdi az atirdst. A CDK9 enzimet kordbban
PITALRE megnevezéssel is illették. Azonositdsa €s publikdlasa az 1990-es évek elején
tortént [6]. Két izoenzimje ismert: a CDK9-42, mely elsdsorban a Iépben €s a herékben
expresszalodik; valamint a CDK9-55, mely a tiidé, a mdj és az agy szoveteire jellemzd
[7]. A HIV-1 fert6zések soran a kisebbik CDK9-42 izoforma valik dominanssa [8]. A
CDKO9 enzim egy dimert alkot ciklin partnereinek (ciklin (Cyc) T1, T2a és b, K)
egyikével. Az igy létrejott molekulat pozitiv elongdcids faktor b-nek hivjak (Positive
Elongation Factor b — P-TEFb). A CDK9/CycT komplexek kb. 80 %-dban a CycT1
talalhat6, a HIV-1 fert6zés esetén is ez a fajta komplex kertil reflektorfénybe. Mindmaig
semmilyen mutdcidt vagy amplifikaciét nem talaltak a cdk9 génben [9]. A dolgozat
tovdbbi részében a rovidség kedvéért a CDK9/ciklinT1 (P-TEFb) komplexet CDK9
néven fogom emliteni, a szakirodalomban is bevett gyakorlatnak megfeleléen. Ugyan a

CDK9 fehérje mikodését gatlo szerek képezik a dolgozat targyat, de a CDK9
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onmagaban nem mikodoképes, mindig sziikséges egy ciklin fehérje jelenléte, igy a

val6sagnak megfelelobb, ha a két fehérje komplexérdl beszélek.

Az eddigi ismeretek alapjan négy f0 teriileten lehet a CDK9 alkalmas terdpids célpont
[10]: az els6 és talan legfontosabb a HIV-1 fert6zés és ezen keresztiil az AIDS betegség.

Ennek részletes magyardzata a 3.3 fejezetben taldlhato.

A masodik a koros szivnagyobbodas (cardiac hypertrophy). A CDK9 funkcidja még
nem teljesen felderitett, de két mechanizmust feltételeznek a téma szakértéi: a) a P-
TEFb magasabb aktivitisa az emelkedett CycT1 miatt olyan gének atir6ddsat is
tdmogatja, melyek kordbban mar 4tirédtak; b) ahogy mds szivnagyobboddst okozé

hatdsok, ugy a P-TEFb is specifikus szivizom novekedést serkentd géneket aktival [11].

A CDK9 és ciklin partnerei bizonyos anti-apoptotikus jeldtvonalakat aktivalnak
tumoros sejtekben, elsésorban mieléma és CLL tumorokban. Igy a CDK9 gitlasval a
tumoros sejtek elpusztithatdak [12]. Az anti-apoptotikus jel az Mcl-1 nevil anti-
apoptotikus fehérje, melyr6l mér bizonyitottdk, hogy az expresszidjdnak siRNS
technikdval torténd géatldsa a mitokondrium membranjanak depolarizicidjdhoz vezet,
ami apoptdzist indit el [13]. A CDK9 gitldsanak az Mlc-1 expresszidjdra, illetve a
kaszpdz fliggd apoptdzisra gyakorolt hatasat — tobbek kozt — egy altalam is eloallitott
vegyiilettel bizonyitottak [14], azonban az elmilt néhany évtél eltekintve a tumorok
gyogyitidsaban elsOsorban a sejtciklust szabdlyoz6 CDK-k keriiltek a kutatdsok

kozéppontjaba.

A CDKO9 bizonyos gyulladdsos betegségekben is szerepet jatszik. Egy nemrég publikalt
tanulmany szerint a flavopiridol a CDK9 gatldson keresztiil fejti ki gyulladdscsokkentd
hatdsit oly médon, hogy csokkenti az NF-kB indukaélt transzkripcidt. A szerzOk szerint
a kis koncentracioban (100 nM) alkalmazott flavopiridol alkalmas lehet a gyulladdsos

betegségek kezelésére, a toxikus hatdsok bekovetkezése nélkiil [15].

* A vegyiilet a dolgozat 7.4 fejezetében 59-es szamon szerepel.



DOI:10.14753/SE.2012.1748

3.3. A HIV virus és az AIDS

A HIV (Human Immunodeficiency Virus) egy retrovirus, s mint ilyen a
fehérjeburokban RNS formaban tartalmazza a genetikai informdaciot. Gazdasejtnek CD4
sejtfelszini fehérjéket expresszald, elsGsorban segitd T-sejteket vdlaszt. A virus —
feliiletén taldlhat6 fehérjéi segitségével — a gazdasejt feliiletén taldlhaté kemokin
receptorokhoz és a CD4 fehérjéhez kapcsolédik. Miutdn a virus és a gazdasejt
membranjai 6sszeolvadnak a virdlis RNS bekeriil a sejtplazmaba. A plazméban a virélis
RNS-r6l un. provirdlis DNS madsolat késziil, mely bejutva a sejtmagba beépiil a
gazdasejt genomjdba. A T-sejtek aktivdlddasa eldtt a virdlis DNS LTR (Long Terminal
Repeat) szakaszairdl rovid szekvencidk irédnak at . Ezek a rovid RNS darabok segitik a
Tat (Trans-Activator of Transcription) fehérjék sokszorozodisat. A TAR nevii RNS
szabdlyozé elem (naszcens RNS darab) gatolja a polimerdz (Pol II) miikodését (1. dbra
bal oldali kép). Amint a T-sejtek aktivilodnak a CDK9-cyclinT1 (P-TEFb) szint
megemelkedik, valamint a Tat fehérjék szama is megnd. A P-TEFb, a Tat és a TAR
altal 1étrehozott komplex képes foszforildlni az RNS polimeraz II C-termindlisat (CTD).

Igy a polimeraz képes lesz a teljes hossziisdgi mRNS elkészitésére [16].

@E"ﬁrEFb G gt &L

R

\_LT

T-sejt aktivacio elott T-sejt aktivacié utan
1. abra A CDKO kinéz szerepe a HIV virus szaporodasédban [16].
A Tat virdlis fehérje kivételével a résztvevd proteinek a gazdasejtben egyébként is
meglévo sejtalkotok. A virus sajat céljaira felhaszndlja a gazdasejt jelatviteli ttvonalait

(hostcell signalling). Munkam egyik alapfeltevése erre alapuléan az volt, hogy a CDK9

kinaz gétldsaval a HIV virus szaporoddsa megakadalyozhatd, de legalédbbis lassithato.

10
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A CDKO kindz nagyon hasonl6 szerepet jatszik a herpesz virus (Herpes Simplex Virus
1, HSV1) fertézése sordn [17]. Citomegalovirus (Human Cytomegalo Virus, HCMV)

fert6zések esetén is kimutattak szerepét, mely azonban ott nem esszencialis [18].

A HIV fertézés az évek multaval az AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrome)
betegség kialakuldsdhoz vezet. A betegség kialakuldsdnak harom f6 szakasza van. A
fertdzést kovetden kb. harom hénap milva a virusok nagy szamban szabadulnak fel és a
segitd T-sejtek szdma csokken. Ebben a kezdeti, akut szakaszban az immunrendszer
még tobbé-kevésbé trrd tud lenni a fertézésen és a virusszam csokkenése mellett a
segitd T-sejtek szdma novekszik. A kronikus szakasz sordn, mely akar tiz évig is
elhizédhat, a felszabaduld virusok szdma monoton novekszik, mig a segitd T-sejteké
monoton csdkken. Mikor a segité T-sejtek szdma eléri a 200-500 sejt/mm’ vér szintet
(egészséges embernél 1200-1300 sejt/mm’ vér) az immunrendszer mdr nem képes
ellensilyozni a virus szaporoddsit és kialakul az AIDS betegség [19]. A folyamat
szemléltetd dbrdja a 2. dbran lathato.
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2. abra A HIV fert6zés és az AIDS kialakuldsa. (forrds: http://fohn.net/history-of-aids/Hiv-timecourse.gif
hozzaférés: 2010. 12. 23.)

Az UNAIDS (az ENSZ AIDS-el foglalkoz6 szervezete) 2010-ben megjelent legijabb
jelentése szerint 2009-ben 33,3 millié HIV fert6zott ember élt a Foldon, melybdl 2,6
millié 4j fertézott volt. Annak ellenére, hogy az 4j fertézések és az AIDS-el kapcsolatos

haldlozdsok szdma csokken, az Osszes fertdzott egyének szdma tovdbb nd. Ugyan a
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kiilonboz6 megelozési modszerek €s a retrovirdlis terdpidk (pl. reverz transzkriptdz
inhibitorok, protedz inhibitorok) egyre tobb orszdgban elérhetéek, a HIV fert6zés még

mindig nagyon aktudlis témdja a gyogyszerkutatdasnak [20].

A HIV fertézésnek €s a kialakult AIDS betegségnek jelenleg nincs gyogymoddja.
Mindeddig nem sikeriilt megfeleléen hatékony oltéanyagot eldéllitani és gydgyszeres
kezeléssel sem sikeriilt a betegséget gydgyitani. Az eddigi legeredményesebb kezelés az
un. HAART (Highly Active Anti Retroviral Therapy), amely alkalmas a betegség
lefolydsanak lassitdsara, de gyogyitdsara nem [20]. A HAART kezelés sordn a beteg egy
gyogyszerkoktélt kap, amely két Osszetevot, egy nukleozid analég reverz transzkriptiz
inhibitort (Nucleoside Analogue Reverse Transcriptase Inhibitor, NARTI vagy NRTI)
€s egy protedz inhibitor, illetve egy nem-nukleozid reverz transzkriptdz inhibitor (Non-

Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitor, NNRTI) koziil az egyiket.
3.4. CDK9 inhibitorok

A legismertebb CDK9 inhibitor a flavopiridol (1), ami egy pan-CDK inhibitor, mégis a
legtobbszor haszndlt referencia vegyiilet CDK9 vizsgdlatok sordn (ICsop= 2,5 nM), mi
tobb, I-es és Il-es fazisu klinikai vizsgélatok tdrgya. A flavopiridol CDK9/CycT1-gyel
alkotott kristalyszerkezetét mar megfejtették [21]. Uj szarmazékait is publikaltdk mar,
melyeknek a szelektivitisa jobb és toxikus hatdsuk is kisebb, a leghatékonyabb
vegyiiletet ,,compound 12d” (2) néven emlitik a szerzok (ICso= 2,8 nM) [22]. A
paulonok CDK9 miikodését gatlé hatasat mar a 90-es években felfedezték és még a mai
napig folyamatosan fejlesztik oket. A legfrissebb publikdcié szerint az alterspaulont (3)
tekintik a legjobb szarmazéknak, amely mikromdl alatti koncentraciéban is hatékonyan

gatolja a HIV-1 szaporodasat [23].

A roscovitine (seliciclib v. CYC202, 4) egy mdésik pan-CDK inhibitor, ICs értékei a
CDKI1, CDK2, CDKS5, CDK7 és CDK9 esetében is a 200-500 nM tartomdnyban
mozognak [24]. HIV fert6zésre gyakorolt hatdsat is vizsgaltdk [25]. Egy nukleotid
analég az ARC (5) nevii vegyiilet alacsony (ICso= 0,3 uM) koncentracidban gatolja a
HIV-1 transzkripciot CEM-GFP sejteken; a kisérletben a roscovitine (4) volt a
referencia vegyiilet (ICsp= 4,4 uM). Mindemellett az ARC (5) a hepatitis C virus (HCV)

szaporodasat is gatolta [26].
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Egy érdekes tanulmany bemutatta, hogy a HIV-1 szaporodésa fiigg a sejtkultira feletti
1égtér oxigén koncentracidjatdl. Alacsony oxigén-szint (3 %) mellett a P-TEFb aktivitas
sokkal alacsonyabb volt, mint normdl oxigén koncentricié mellett (21 %). Az
eredmények azt mutattdk, hogy a HIV-1 replikdcidban résztvevo egyéb molekuldk, mint
pl. a CDK2 vagy az NF-«kB aktivitdsa nem véltozott. Mivel a CDK2 nem esszenciélis a
sejtciklushoz [27], valamint a CDKI1 &t tudja venni a szerepét [28], javasoltdk a CDK2
gitldsat — ondlléan vagy egyiitt a CDKO gatldssal — terdpids lehetdségként, kiilondsen
alacsony oxigénkoncentracié esetén. Az ARC (5) HIV-1 szaporodast gatlé hatdsa
lényegesen gyengébb volt alacsony oxigén szint mellett a kisebb P-TEFb aktivitas miatt

(3 % 02 IC50: 3,0 HM; 21 % 02 IC50: 0,7 HM) [29]
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3. abra Ismert CDKO inhibitorok szerkezete.

A 9-aminoakridin (6) mutat némi HIV-1 szaporodast gatlé hatést, annak ellenére, hogy
nem CDKO9 inhibitornak, hanem p53 aktivatornak tartjdk [30]. Az indirubin-3’-
monoximot (7) leirtdk, mint P-TEFb inhibitort [31], noha tradiciondlis kinai gyogyszer
hatoanyagként a CDK9-en kiviil szdmos més kindzt is gitol, mint a Notchl-et [32], a

p38 MAPK-t [33], a GSK3-B-4t [34].
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Ismert két kis molekuldja CDK9 inhibitor, melyek mutatnak némi szelektivitast a tobbi
CDK-val szemben (DRB, 8 [35] és arilazopirazol 31b, 9 [36]); mindkettd nukleotid
anal6g. Egy tanulmdny javaslatot tett arra, hogy a kis molekuldji P-TEFb inhibitorokat
— mint a flavopiridol (1), roscovitine (4), DRB (8) — HIV-1 szaporodés gétlasara lehet
haszndlni. Ugyanakkor felhivtdk a figyelmet a vizsgalt vegyiiletek hosszu tavua toxikus

hatasara [37].

A Novartis nemrég publikussé vélt szabadalma tobb mit 300 bipiridin tipust vegyiiletet
tartalmaz. A leghatékonyabb molekuldk pikomdlos ICsp-nel rendelkeznek. A
szabadalombdl sajnos nem dertiil ki, hogy mds CDK-kat milyen mértékben gétolnak a

vegyiiletek. A legjobb CDKO9 gétl6 vegyiilet (10) 1Cso= 150 pM [38].

Az altalam vizsgalt vegyiiletcsalddhoz hasonlé molekulat vizsgdltak a Nottingham
Egyetemen. A CDKI-83-nak nevezett vegyiilet (11) nagyon hatékony CDK9 gitl6 (Ki=
21 nM) és a CDKI1 kivételével (Ki= 72 nM) a tobbi CDK-val szemben szelektivnek
tekinthetd (CDK2 Ki= 232 nM; CDK4 K;= 290 nM; CDK7 K;= 405 nM). A vizsgalt
egyéb kindzok koziil leginkdbb a cScr-ot gétolta (80 %-os gatlds 5 pM-ban). A vegyiilet
koncentraciofiiggd médon gatolta az Mcl-1 fehérje expresszidjat és ugyan ilyen médon

kaszpaz fiiggd apoptdzist okozott tumoros sejteken [39].
Az eddig emlitett vegyiiletek szerkezetei a 3. dbran lathatoak.

Az itt felsorolt CDK9 inhibitorokon kiviil még egy emlitésre mélté vegyiiletcsalad
ismert. A munkdm szempontjabdl ez a legfontosabb, igy a kovetkezd fejezetet ennek

szentelem.

3.5. (6-Fenil-pirimidin-4-il)-fenilamin alapvdzra épiil6 CDK9

inhibitorok

Az ezredfordul6 6ta tobb szdz olyan enzim inhibitor szerkezete valt publikussd, amelyek
a 4-amino-6-fenil-pirimidin alapvazra épiilnek. Ezen vegyliletek szerkezete, az
alapvaztdl eltekintve, nagyon kiilonb6z0 és bioldgiai hatdsuk is nagyon szertedgazo: van

kozottiik vanilloid receptor 1 inhibitor [40], a koleszterin felszivodasdt moédositd
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vegyiiletek [41], dipeptidil peptiddz IV inhibitorok [42], szdmos kindz inhibitor pl., efrin
receptor tirozin kindz és HIF-1 [43] és CHK1 [44] inhibitorok.

A fentiek alapjdn lathat6, hogy a CDKO validalt célpont lehet tobb betegségben is,
ugyanakkor egyetlen specifikus vagy legaldbb szelektiv inhibitor sem volt elérhetd a
munka megkezdésének idopontjdban [45]. Két szabadalmi bejelentés képezi kiindulasi
alapjat doktori munkdmnak, melyek ugyanazokat a vegyiileteket tartalmazzdk, és 2005-
ben, ill. 2006-ban valtak publikussa [46]. Mintegy kétszaz (6-fenil-pirimidin-4-il)-
fenilamin alapvazu vegyiiletet az elsé bejelentésben CDK9 gatloként HIV-1 gétlds és
tumor-terdpia teriiletre védték le, majd a madsodik bejelentésben gyulladdsos
betegségekre. A szabadalmi példak csupdn néhdny alapvetd valtoztatdsra terjednek ki,
mind a 6-fenil, mind a fenilamin gytirtin. A kozzétett biolégiai eredmények alapjan —
mdr amennyire egy szabadalomt6l ez elvarhaté — az eddig ismert vegyiiletekkel
osszehasonlitva sokkal nagyobb CDK9 szelektivitdst mutattak. Ugy gondoltuk, hogy
még szamos szubsztiticids lehetdség maradt a szabadalom oltalmi korén kiviil, igy
ezekre a molekuldkra koncentrdltam a doktori munkdm sordn. A vegyiiletek
szintézisérdl egy kiilon publikdcié is megjelent a szabadalom feltaldl6itol, ezt foglalja
Ossze a 4. dbra [47]. A szerz6k két reakciolépés két lehetséges kombinacidjat mutatjak
be, és ezek felcserélhetoségére tesznek javaslatot. A kiinduldsi vegyiilet a 4,6-
diklorpirimidin, melyet az egyik esetben el0szor Suzuki-reakcidban kapcsolnak
szubsztitudlt vagy szubsztitudlatlan fenil gytriivel, mig a masik esetben a megfeleld
anilinnel kapcsoljdk sav vagy bazis katalizalt reakciéban. Masodszorra a Suzuki-reakcié
termékét kapcsoljdk anilinnel, illetve az anilinnel kapcsolt pirimidint reagaltatjak

boronsavval Suzuki-reakcioban.

A munka kezdetén az eldallitand6 szarmazékok szerkezetét ugy korldtoztam, hogy a 6-
fenil gylriin (Suzuki-oldal) csak a 2-metoxi, illetve a 3-nitro/amin szubsztituenseket
fogom eldallitani. Az anilin oldalon a legjobb vegyiiletek para vagy meta helyzetl alkil
szulfonamid csoportot tartalmaztak. Munkamat e kén tartalmu csoportok varidldsaval
kezdtem, majd — a kovetkezd fejezetekben bemutatott elvek alapjan — foszfor tartalmu

izosztérjeivel foglalkoztam.
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4. abra A (6-fenil-pirimidin-4-il)-fenilamin alapvéz eléallitdsa.
3.6. A periodusos rendszer 15. eleme a foszfor

A foszfor a periddusos rendszer 15. eleme. Egyetlen stabil izotépjanak tomegszama 31,
elektronszerkezete 152, 2s2, 2p6, 3s2, 3pxl, 3py1,3pzl, (3d0), relativ atomtomege
30,973762, oxidaciés foka III vagy V lehet. Huszonhdrom ismert radioaktiv izotdpja
(**P-t6] *°P-ig) koziil a legfontosabb a **P, mely tiszta B-sugdrzé (1,71 MeV), felezési
ideje 14,26 nap, illetve a *°P, mely kicsit gyengébb B-sugdrzé (0,25 MeV), felezési ideje
25,34 nap [48].

A foszfort els6ként Henning Brandt alkimista éllitotta el6 1669-ben egy szokatlan és
kellemetlen eljarassal. Vizeletet rothasztott napokig, majd melegitve pasztava siritette.
A stiritményt reduktiv koriilmények kozt, magas homérsékleten desztilldlta. A parlat
egy fehér viaszszerl paszta (o-Py4, fehér foszfor), mely a levegdvel érintkezve a sotétben
vilagitott (az elemi foszfor oxidacidjat kiséré kemilumineszcencia) [49]. Az elem neve
is ebbdl a jelenségbdl ered: a gordg ¢wc phos-fény és popoc phoros-hordozé szavak

Osszetételébdl, mely egyébként a Vénusz dkori gordg neve [50].
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A foszfor elO6fordulasardl, szerves és szervetlen kémidjardl, sztereokémidjarol,
felhaszndalasarol, stb. konyvtarakat lehetne megtolteni, ezért én csak harom — a dolgozat

szempontjabol fontos — tulajdonsagat emelem ki.

A *'P-nek V2 a magspinkvantumszdma, igy mint NMR aktiv mag, nagyban megkdnnyiti

a vegyiiletek szerkezet azonositdsat, reakciok kovetését.

A P=0 kettés kotés nagyon erds (AH? = 544 kJ/mol), ezért sok reakcié alapszik azon,
hogy a III-értékli foszfor egy P=0 kotés 1étesitésével V-értékiivé alakul. Ilyen reakciok
pl. a Wittig és az Arbuzov reakciok. Kiilonleges kémiai viselkedéséhez hozzdjarul a

betoltetlen d-palya, ezért tiintettem fel az elektronszerkezet leirdsanal is.

A foszfor szervezetiink legfontosabb alkotéelemeiben megtaldlhaté (pl. csontok, fogak,
ATP, DNS, RNS, foszfolipidek), egy felndtt szervezetben kb. 0,7 kg foszfor van jelen,
szinte kivétel nélkiill foszfat s6k és észterek formdjdban. Annak ellenére, hogy
szervezetiinkben ilyen  dltaldnosan eléfordul a  foszfor, nagyon kevés

gyogyszerhatéanyag molekula tartalmazza.
3.7. Foszfor tartalmu gyogyszer hatoanyagok

Ebben a fejezetben nem csak a foszfortartalmud hatéanyagokat gytijtottem 6ssze, hanem
azok metabolizmusardl, szervezeten beliili sorsardl is szélok néhany szot. Ezzel is
megprobdlom szemléltetni azt, hogy egy foszfortartalmu vegyiilet lehet gyégyszerszerti,
nem toxikus, gyogyitdsra alkalmas vegyiilet. A felsorolds nem teljeskord, terjedelmi
okokbdl csak néhany példat mutatok be minden csoportban. A hatéanyag nevek utin
zéaréjelben a piacra torténd bevezetés évét tiintettem fel. A fejezet f6 forrasaként a Vizi
E. Szilveszter éltal szerkesztett Humdn farmakoldgia c. konyvet haszndltam [51],
amennyiben mds irodalmi forrést is figyelembe vettem, akkor azt a szokott mdédon

jelolom.
3.7.1. Nitrogén mustarok: ciklofoszfamid, ifoszfamid

Az alkilezd dgensek a DNS-t alkilezik. A ciklofoszfamid foszfor tartalmi csoportjanak
fontos szerepe van a metabolizmus sordn kialakul6 aktiv alkilezd termék

keletkezésében, s igy hozzdjarul a bizonyos foku szelektivitds 1étrejottéhez. Az
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ifoszfamid metabolizmusa hasonldéan torténik, mivel azonban a CYP450 aktivalodas

lassabb az eltérd helyzetii kloretil csoportok miatt, nagyobb ddzis sziikséges.

Ismert egy mdasik metabolikus udt is, melynek sordan akrolein keletkezik, ami
urotoxicitdshoz vezet. Ennek ellenstilyozdsiara mesna-t adnak, amely a vese

tubulosokban monomerizdlddik €s inaktiv adduktot képez az akroleinnel.

cl cl Na* O
H W H\NO\\ /O O f‘)\/\s
_ — X I
\ > \ >
HN cl. N H , g5
Cl \_/ Na™ O \O
ciklofoszfamid ifosfamid akrolein mesna

5. abra A ciklofoszfamid, az ifoszfamid, az akrolein és a mesna szerkezete.

3.7.2. Vizoldhatésagot javitod foszfor tartalmu funkcids csoportot

tartalmazé gydgyszer hatbanyagok.

Az ilyen tipusu hatéanyagok a foszfor tartalmi gydgyszerkincs legnépesebb csoportja,
melynek minden tagja prodrug. A hatékony vegyiilet a foszfor tartalmu csoport
lehasaddsa utdn alakul ki. A foszfor tartalmud csoport jellemzden foszforsav vagy
foszfonsav, természetesen ettdl eltérd valtozatokkal is taldlkozhatunk. Gyakori eset,
hogy egy mér bevezetett hatéanyag foszforositott valtozata szintén megjelenik a piacon.

A terépias teriiletek tekintetében nem behatdrolhat6 az alkalmazdsuk.

Amifostine (1995): sejtprotektiv hatdsi gyogyszeradalék, melyet DNS-hez kot6do
citosztatikumokkal adnak, pl.: ciklofoszfamiddal, vagy ciszplatinnal. A neuropenidhoz
kapcsolddo 14z és fertdzés, valamint a Pt-tartalmu szerek altal okozott nefrotoxicitds
csOkkentésére alkalmas. Az amifostine egy szerves tiofoszfat prodrug, amely a
szervezetben alkalikus foszfatiz (alkaline phosphatase) hatdsdra hidrolizdl az aktiv
citoprotektiv tiol metabolitra €s foszforsavra. A nem rosszindulati szovetek szelektiv
védelmét annak tulajdonitjdk, hogy a normdl szovetekben az alkalikus foszfatdzok
aktivitisa magasabb, ez megemeli a pH-t, tovabba konnyiti az érfalak &teresztd

képességét.
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Fosamprenavir (2003): vizoldhaté amprenavir prodrug. Protedz inhibitor, melyet
antivirdlis (HIV) szerként alkalmaznak. A szervezetben a foszfat csoport hidrolizisével

amprenavirré és foszforsavva alakul [52].

Fosaprepitant (2008): az aprepitant vizoldhat6 prodrugja. Infizi6é formdjaban adagoljak.
Az aprepitant egy P-anyag (substance P) antagonista, hatdsit a neurokin 1 (NK1)
receptor gatldsdn keresztiil éri el. Kemoterdpids és prosztoperativ hdnyinger, ill. hdnyas
ellen adjak. Az aprepitant elsésorban a CYP3A4-en keresztiil metabolizal, masodsorban
pedig a CYP1A2-n és CYP2CI19-en keresztiil. Hét, gyenge aktivitisi metabolitjat
azonositottdk a plazmdbdl. Mivel gyenge CYP3A4 inhibitor, egyiittes kezelés sordn

emelheti a CYP3A4-en keresztiil metabolizal6 hatéanyagok plazmakoncentracidjat [53].

Fosphenytoin (1996): vizoldhaté phenytoin prodrug, amelyet epilepszids rohamok
csillapitasdra csak korhdzakban alkalmaznak. A phenytoin a fesziiltségfiiggd Na-
csatorndkra hat, csokkenti a sejtek nagy frekvencidju repetitiv tiizelését. Mivel a
phenytoin felszivodasa rendkiviil lassi a gyomor- €s a bélfalon keresztiil, célszerii volt
egy vizoldhatébb valtozat eldallitdsa. Metabolizmusa sordn kvantitativan foszforsavva,

formaldehiddé és phenytoinna alakul.
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6. abra A vizoldhatdsagot fokozo6 csoportot tartalmazé hatéanyagok.
Fospropofol (2008): vizoldhat6 propofol prodrug. A propofol egy altalanos érzéstelenitd
hatdsi sebészeti altatészer. A vizoldhaté prodrug a madjban alkalikus foszfatdzok
hatdsédra foszforsavva, formaldehiddé €és propofolld bomlik. A propofol a tovdbbiakban

gliikuronidda és kinol-gliikuronidda metabolizal [54].
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Triclofos: masodik vonalbeli altatd, a majban metabolizél trikléretanolld, amely az aktiv
hatéanyag. Lehetséges mdjkarosité €s addiktiv hatdsa miatt hosszd idOn keresztiil nem

adhato [55].

3.7.3. Szervezetiink épitdelemeit mimikalo foszfortartalmu

gyogyszerhatbanyagok

A biologiai szervezetekben sok helyen taldlhaté foszfor tartalmi vegyiilet. Ez
elsésorban a foszforsav valamilyen formdjaban (foszfatok) jelenik meg. A
legfontosabbak az ATP, a DNS és RNS lancok, a csontszovetben taldlhat6 foszfatok és
a foszfolipidek. Ezen vegyiileteket illetve ezek épitdelemeit mimikald hatéanyagok mar

kifejlesztésre keriiltek és jelenleg is forgalomban vannak.

Nukleotid anal6égok:

Fludarabin (1991): purin analég, gitolja a ribonukleotid reduktdz és a DNS-polimerdz
miikodését. A plazméban el6szor defoszforildlédik, majd nukleozidként a sejtbe 1épve
trifoszfattd alakul, amely csak lassan {iiriil ki a sejtbdl. A trifoszfat a sejtbe beépiilve
megallitja a DNS szdl tovabbépiilését, valamint a szdlak Osszekapcsolodasat. Tovabba

gdtolja a DNS excizids javitd mechanizmusat.

Cidofovir (1996): Aciklusos nukleozid szdrmazék. A foszfin-oxid csoportnak
koszonhetden elkeriili a virus-indukalt foszforilaciét (nem igy mint az aciclovir) [56]. A

difoszforilélt aktiv metabolit sejten beliili féléletideje 17-30 o6ra.

Tenofovir (2001): Az adenozin monofoszfat analégja. A HIV gydégyszereként
izopropoxi-karboniloximetil észterként védve, fumarat soként forgalmazzak. A
szervezetbe keriilve az észtereket az észterazok lehasitjdk, majd a szervezet kindzai
kétszer foszforildljak. Az igy 1étrejovo aktiv metabolit, a tenofovir difoszfat, kompetitiv
a dezoxiadenozin trifoszfattal. A virdlis DNS szintézise sordn, a lanc végére beépiilve
blokkolja a tovabbépiilést, mert hidnyzik a 3’-hidroxi csoportja. Igy gétolja a reverz
tranzkriptdz miikodését. Sem a gydgyszerforma, sem az aktiv metabolit nem
szubsztritja a citokrom P450-nek. A szervezetbdl foként vizelettel, 70-80 %-ban

tenofovirként iiriil [57].
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7. abra Nukleotid analég hatéanyagok.

@)

Pirofoszfat analég:

Foscarnet (1991): szervetlen pirofoszfatot mimikdlé vegyiilet, amely gatolja a
herpeszvirusok és a HIV replikdciéjat. Nem metabolizalédik a fertdzott sejtekben,
hanem véltozatlan formaban fejti ki hatasat. Reverzibilisen kotodik a herpeszvirus
DNS-polimeraz, ill. a HIV reverz transzkriptdz pirofoszfat kot helyéhez, igy gatolva a

trifoszfat nukleozidok pirofoszfat hasitasat.

Biszfoszfonatok:

A biszfoszfondtok szintén a szervezetiinkben taldlhaté pirofoszfatot mimikaljak,
azonban célszerlinek taldlom kiilon kezelni az el6zd csoporttdl. A biszfoszfonatok a
csont anyagcserébe avatkoznak be tobbféle médon. Kozos jellemzojiik, hogy gétoljdk az
osteoclastok mitkodését, aktivitasit, novkedését. A korai szarmazékok pl.: etidronate, a
csont mineralizacidjat is gatolja, igy mellékhatdsként fonalas szerkezetli csontszdvetet
okozhat. A kés6bbi bisfoszfonatok tgymint clodronate (klér tartalma), tiludronate (kén
tartalmi), majd a még modernebb amin csoportot tartalmazé hatényagokndl ezt a
mellékhatast sikeriilt kikiiszobolni. Az eldbi két vegyiilet kb. tizszer, az amin tartalmutak

ezerszer hatékonyabak az etidronate-nal.

Per os adagolds esetén csak 1-5 % szivodik fel a két foszfonat csoporton 1évo két
negativ toltés miatt. Hasonlé okndl fogva a csontszoveteken kiviill semmilyen mas
szovetbe nem tud behatolni. A felszivodott hatéanyag 50-60 %-a azonnal a

csontszovethez kotddik, a maradék pedig véltozatlan formaban a vesén keresztiil kiiiriil.
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A csontba beépiilt biszfoszfonétok kiiiriilése nagyon hosszu folyamat t;, = kb.10 év az
alendronate esetében. A legfontosabb szarmazékok felsoroldsszertiien:

Etidronic acid / etidronate (1977, Didronel);

Alendronic acid / alendronate (1995, Fosamax)

Clodronic acid / clodronate (Bonefos, csak UK, Kanada, Olaszorsz4g)

Tiludronic acid / tiludronate (1997, Skelid)

Ho.9 O™ on

Ho oH HO. H H _OH HO H#iu _OH
o Ho " P oH
HO I5 H _OH Etidronic acid
o~ \OH
HO H H OH HoN
plrofoszfat # Alendronic acid T|Iudron|c acid

CIodronlc acid

8. abra A pirofoszfat és néhany a piacra bevezetett biszfoszfonat.

Az ut6bbi idoben tumor elleni terdpidban is felmeriilt a haszndlatuk [58].
3.7.4. Egyéb

Fosinopril (1991): ACE (angiotenzin konvertdl6 enzim) gétld, prodrug. Bizonyos
szivbetegségek esetén is alkalmazzdk. Az egyetlen foszfinat tartalma ACE gatld,
amelynek aktiv formdja, a fosinoprilat nem a foszfor rész lehasadasdval jon létre. A
karbonsav funkciéval rendelkezd ACE gatlokhoz hasonléan a fosinoprildtnak is rossz az
ordlis bioelérhetdsége, ezért foszfin észterként egy lipofil oldalldncot épitettek be a
molekuldba, amely a kivant irdnyban valtoztatja meg a fosinopril oldhatésagi
tulajdonsagait. Orédlis adagolds sordn minden esetben a ddzis 36 %-a szivddik fel. A
mdjban a foszfinit észter hidrolizdl fosinoprilattd, amelynek 95 %-a kotddik a
plazmafehérjékhez. A kisérletek alapjan (i.v. adagolds) gy tiinik, hogy a fosinoprilat
glitkuronid konjugécidja (20-30 %) és a p-hidroxi metabolitja (1-5 %) a fosinoprilbdl és
nem a fosinoprildtb6l keletkezik. A p-hydroxi metabolit ugyanolyan aktiv, mint a
fosinoprilat, mig a glilkuronid konjugatum hatédstalan. Az alkalmazott hatéanyag kb.

fele a vizelettel, masik fele pedig a széklettel {iriil.

Fosfomycin (1996): széles spektrumu antibiotikum. Nincs mellékhatasa, de rezisztencia

alakul ki ellene. Kovalensen kotddik az epoxid a foszfoenolpiruvat aktiv centruméaban
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taldlhat6 ciszteinjéhez. Antimetabolitként hat. A fosfomycin aktiv transzporttal,
glicerofoszfat transzporterrel jut a baktériumba. A rezisztencia kialakuldsa sordn

muticiéval a nem esszencidlis transzporter inaktivalodik.

Fosfomycin O Fosinopril

O e
9. abra Egyébb foszfor tartalmud hatéanyagok.

3.8. Foszfortartalmu vegyiiletek a kindz gadtlok teriiletén

Napjainkig a piacra bevezetett kindzgatlo gydgyszer hatéanyagok egyike sem tartalmaz
foszfort, azonban a klinikai vizsgalatokat elért vegyiiletek kozt mar taladlhatunk ilyet. A
fostamatinib egy Syk inhibitor [59], amely az R-406 kddjelti hatbanyag prodrug-jaként
klinika II. fazisban van reumatoid arthritisz ellen [60]. Az irodalombdl ismert egy kindz
gatld vegyiilet (AP23464), melyen egy dimetilfoszfin-oxid csoport taldlhat6. Az altalam
fellelt publikus adatok alapjan nem eldonthetd, hogy ez mennyiben jarul hozzad a
kindzgitld hatdshoz [61]. Bar az AP23464 vegyiilettel rengeteg vizsgdlatot elvégeztek
gyogyszer nem lett beldle. A hatéanyag tervezés késdbbi fazisaiban a foszfin-oxid
csoportot elhagytdk (10. dbra) [62], jelenleg ponatinib (AP24534) néven klinika II.
vizsgélatokat végeznek vele rezisztens CML €s Philadelphia kromoszoma pozitiv akut
limfoid leukémia (Ph+ ALL) ellen, mint BCR-AbI kindzgatlé [63]. Tobb éve ismert,
hogy az EGFR gétlé gefitinib-bel is folytak olyan kisérletek, hogy a vizoldhatésagot
fokozando, foszfor tartalmui csoportokat kotottek a molekula kiilonb6zd részeire, az

el6z0 példat meg sem kozelitd sikerrel [64].
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10. abra Az AP23464 fejlesztése ponatinibbé.

Az eddig felsorolt példdk esetében a foszfortartalmi csoportok kizarélag a
vizoldhatdsdg javitdsaval a felszivddds soran jatszottak szerepet; prodrug-ot képeztek

veliik (lasd 3.7.2 fejezet).

Néhany kevésbé sikeres vegylilet a szervezet épitdelemeit probédlja mimikalni (lasd
3.7.3 fejezet). A kindzgatlé kutatds hajnaldt megel6zden is voltak mér prébalkozasok,
hogy az ATP mddositasaval érjék el a kivant hatdst. Mdodositdsok az ATP mindhdrom
alegységén torténtek, azonban szdmunkra csak a trifoszfat mimikdldsa a fontos, mint a
foszforhoz kapcsol6d6 oxigének lecserélése pl. kénre [65]. Elddllitottdk a cAMP

foszfonat anal6gjat is [66]. Ezek azonban nem hoztdk meg a vart sikert.

A foszfortartalmi vegyiiletek jeltovadbbitdsi terdpidban betoltott szerepét jol
Osszefoglalta Harry R. Hudson 2008-ban [67]. Azonban 0, €s szerzOtarsai elsdsorban a
bioldgiai hatds oldalardl kozelitették meg a témdt, tovidbba nem az dltalam alkalmazott

csoportositast hasznaltak.

Az biztosan kijelenthetd, hogy a rengeteg prébalkozas ellenére igazdn komoly sikert
csak a fostamatinib ért el, de ebben az esetben is a foszfortartalmu csoportrdl csak, mint

prodrug képzd dgens beszélhetiink.
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3.9. Az dtmeneti dllapot analégia és alkalmazdsa

Az atmeneti dllapot analdgia elmélete és gyakorlati megvaldsitdsa sok évtizedre nyulik
vissza [68]. A munkdm szempontjabol legfontosabb tipus, a peptid-kotés hidrolizisekor
fellépd atmeneti allapottal analdg szerkezetek. A peptid-kotés hidrolizisekor a szénatom
spz—bc'il sp3 hibridéllapotba keriil, azonban ez a tetravalens éllapot instabil, és a C-N
kotés felhasaddsaval stabilizalodik. Az atmeneti allapot analdgia elve alapjan olyan
molekuldkkal gatolni lehet a peptiddzok miikodését, melyek tér- €s elektron szerkezete
hasonlit erre az instabil tetravalens é&llapotra, 4m az adott kémiai és bioldgiai
kornyezetben stabilak (11. abra). A foszfonamidatok ilyetén alkalmazdsat mar kozel

harminc éve megval6sitottdk [69].
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11. abra Atmeneti 4llapot anal6gok Moree szerint.

Egy tiz évvel késobbi tanulmdnyban W. E. Moree megmutatta, hogy az elektron
eloszldsok alapjan a foszfonamiddt az, amely a legjobban hasonlit a peptidkotés
atmeneti dllapotdara. Tovabba javaslatot tett a szulfonamidok dtmeneti dllapot analégként
valé alkalmazdsidra, mivel az is nagy hasonlésdgot mutat, mind a peptid-kotés
hidrolizisekor fellépd atmeneti allapottal, mind a foszfonamidatokkal [70]. Par évvel
késObb Kkiterjesztették ezt az elméletet ugy, hogy tetravalens 4tmeneti allapottal a
foszfonamidatokon és a szulfonamidokon kiviil, a foszfonatok €s a foszfinatok is
izosztérek [71], igy sziikségképpen ezek a csoportok egymadssal is izosztér viszonyban

allnak.
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Szulfonamid 4dtmeneti dllapot analég nem sok ismert és azok nagy része sem a peptid-
kotést mimikélja, hanem az arginin guanidin csoportjat, igy argindz inhibitorként
viselkednek. A guanidin hidrolizise sordn egy fém ionhoz kotott hidroxid ion nukleofil
tdmaddst intéz a guanidin sz€natomjara, s igy jon létre egy tetraéderes dtmeneti allapot.
Ez a hidrolizis soran ornitinné és karbamidda bomlik el (12. dbra). A szulfonamid

tartalmu vegyiilet a tetraéderes dtmeneti dllapottal mutat izosztéridt [72].

NH NH, NH
L | HoN °
— > | HuN — -
FeN N” NH, 2 N7 NHe T N, O%\NHZ
CooH H CooH H COOH
I 9
H,N S~NH,
COOH

12. abra Szulfonamid tipusd dtmeneti dllapot analdgia.

Az elédllitott foszfor tartalmi peptid anal6gok tobbé-kevésbé aktivak voltak a
molekuldris célpontjaikon, igy némi tendencia felfedezhetd a szerkezet-hatas
Osszefiiggésben. Grembecka és munkatarsai 0sszehasonlitottdk néhdny foszfonamidsav
(phosphonamidic acid) és foszfinsav hatdsat, mint leucin aminopeptiddz (LAP) inhibitor
(13. 4bra). Ugy taldltik, hogy egyetlenegy foszfonamidsav dipeptid (LeuPNHGly) volt
stabil pH=8,5-nél, ami sziikséges a LAP enzim miikdodéséhez. Meghataroztdk a
vegyiiletek K értékeit. A foszfonamidsav esetén ez az ért€k 4,88 uM volt, mig a foszfin-
savak esetén 65-330 nM kozott mozogtak a kiilonbozé dipeptidek mindségétdl, illetve a

diasztereomerek €s enantiomerek aranyatdl fiiggden [73].

R O

o o _R
0 _ ) ot
Ho. _PC 0 HoN ‘DWOH

13. abra LAP inhibitorok: a LeuPNHG]Iy valamint a foszfin sav dipeptidek 4ltaldnos képlete.

Egy masik tanulmdnyban a foszfonamidsav és a foszfonsav dipeptid analdgokat
hasonlitottdk Ossze. A vegyiiletek a D-Ala-D-Ala anal6gjaiként, VanX inhibitorként
késziiltek. A VanX egy Zn(II) metalloenzim, amely baktériumokban a D-Ala-D-Ala
hidrolizdlasat végzi. Ugy taldltdk, hogy a foszfonamidsav (Ki=36 uM) kb. tizszer

alacsonyabb dézisban hat az enzimre, mint a foszfonsav (K;=400 uM) szarmazék [74].
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Mindegyik esetben a foszfonamidsav mutatta a legjobb gétl6 hatdst, viszont a P-N kotés
gyengesége miatt nagyon konnyen bomlanak ezek a vegyiiletek. A legtobb esetben a
molekuldk csak pH=7 kornyékén, egy szik tartomanyban stabilak. Ez utébbi tényt
egyébként sajat tapasztalataim is aldtdmasztjdk. A legstabilabb foszfortartalmui dtmeneti

allapot anal6gok a foszfinsav szarmazékok a P-C kotés stabilitdsa miatt.

Van egy csoportja az dtmeneti allapot analégoknak, amely a dolgozat szempontjabol
kevésbé fontos, de anndl érdekesebb. A dihidroorotdz (dihydroorotase, DHO) a
karbamil aszpartatot alakitja dihidroortattd. Az &talakulds sordn fellépd pszeudo-
peptidkotést mimikdaljdk boronsavval (14. dbra). Az eldallitott vegyiiletek bioldgiai

hatésa elenyész6 [75].

9 HO O o
ﬁ{le —’ +H2N>ﬁ - HN)H
O%\N © O%\N/YO- O%\N/YO-
H o H o H o
karbamil aszpartat J dihidroorotat
HO OH
+H2N/B-
OZ\N]YO'
H o

14. abra Boron sav dtmeneti allapot analdg.

3.10. Foszfonamiddtok, foszfondtok és foszfindtok

A 3.5 fejezetben emlitett N-(3/4-aminofenil)alkilszulfonamidok d4tmeneti 4llapot
analégia szerinti foszfor tartalmi megfelel6i ismert vegyiiletek, rengeteg publikacio
foglalkozik eldallitdsukkal, hasznositdsukkal. Ugyanakkor, ha a 3.5 fejezet szerint
ezekhez az anilinekhez hozzédkapcsoljuk a pirimidin gyfir{it, akkor csak egy-egy, a teljes
molekuldt tekintve merdben eltérd szerkezetli, mds teriileten alkalmazott vegyiilet

talalhat6 az irodalomban.

A foszfonamidatok elddllitdsara szamos modszer ismert (15. dbra). Régbta alkalmazott
eljards, amikor egy prepardlt foszfonsav kloriddal acilezik a megfeleld amint [76].

Ennek egy szellemes egyszeriisitése az Atherton—Todd reakcid, melynek sordn a H-
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foszfinatbdl in situ keletkezd foszfonsav klorid acilezi az amint [77]. Eloallithaték

azidok és H-foszfindatok Staudinger-reakcidjval is [78].

NH,
Atherton-Todd o
@) NH,
N B0~ HN™ R cl” R
N~ H™ "R i
N /
Staudinger

15. abra Néhany tipikus foszfonamidat elééllitasi modszer.

A foszfonatok eldallitasara is alkalmas az Atherton-Todd reakcié [79], illetve az izolalt

foszfonsav kloriddal torténd acilezés (16. abra) [80].

0
OH ﬁ:ow 1.0 (“)/Ow OH

H "R 0" "R ClI”" "R
Atherton-Todd @ @

16. abra Két foszfonat eldallitasi modszer.

A foszfinatok eldallitasa az el6zdektol kissé kiilonbozik (17. dbra). Alkalmas mdédszer a
Pudovik reakcié, amelyben aldehidre addicionéltatnak H-foszfinitot [81], majd a
keletkezd o-hidroxi csoportot elimindlni lehet a molekulabdl [82]. Ez utébbi reakcid
azonban csak foszfondtok esetén ismert. A vegyiiletek elddllithatdak Arbuzov-
reakcidval, amikor benzil halogenid vegyiileteket reagaltatnak III vegyértékii foszforral

[83].

o) % % o)
50~ Ho. PO~ PO To_- s
R
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N H/ ~ R R H/ \R
Pudovik Arbusov

17. abra Foszfinéatok eldallitdsara hasznalt moédszerek.
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4. Ceélkitiuzések

Doktoranduszi munkam uj tipusd, hatékony CDK9 kindz gitlé vegyiiletek, mint
potencialis AIDS ellenes hatéanyagok eldallitasdra irdnyult. A Semmelweis Egyetem
KKK Racionélis Hatéanyagfejleszté Laboratérium munkdjiba bekapcsolédva feladatom
volt egy olyan kémiai eljards kidolgozdsa, melynek segitségével olcsé reagensekbdl,
grammos tételben is kivitelezhetd reakcidkkal lehet eldéllitani szubsztitudlt 6-fenil-4-
klor-pirimidineket. Az eldallitott intermedierekbdl néhdny szulfonamid, szulfonil,

illetve heterociklusos szarmaz€ék eloallitasa is feladatom volt.

Munkdm f6 célkitlizése az volt, hogy az irodalomb6l mar ismert, illetve daltalunk
eldéllitott szulfonamid tartalmu CDK9 gatl6 vegyiiletek alapjan olyan uj foszfortartalmu
molekuldkat allitsak eld, amelyek hasonlé médon gitoljdk e kindz miikodését. Az
atmeneti allapot analdgia elmélete alapjan a szulfonamidokkal izosztér foszfonamidat,
foszfondt és foszfinat csoportok alkalmazdsdval kivantam igazolni, hogy a fenti
molekula csoportok nem csak izoszterjei, hanem bioizoszterjei is egymdsnak. Célom
volt az is, hogy egy olyan hatékony kindzgétl6 vegyiiletet alkossak, amelyben a foszfor
tartalmi molekularész nem csak a vizoldhat6sdg fokozasdhoz jarul hozz4, hanem a
molekula szerves részeként, elengedhetetlen szerepe van a bioldgiai hatds elérésében is.
Az elkészitett vegyiiletek biologiai hatdsat — els6 korben — hazon beliill CDK9/ciklinT1
enzimatikus vizsgédlatok sordn mértiik. Késobb kiilonbozd sejtes vizsgdlatokat

végeztiink. A legjobb vegyiileteket sejt alapi, HIV proliferaciés vizsgélatokban is

tanulmanyoztuk.
" Q
X%X/R N R /‘D:R\R
HN \x&\ o

R= Et; Pr; fenil; OEt

= H, NH; NHSO,-alkil R'= H; Et; iPr

'= H; Me; SO,-alkil R"= X; Me

=CH: N X=3-v. 4- NH; O; CHy;-

= 2-MeOQ; 3-ftalimid; 3-NH, A= 2-MeO; 3-NO,; 3-NH,

18. abra Az el6dllitani kivant vegyiiletek altaldnos képletei.
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5. Anyagok és modszerek

Az Osszes reagenst és olddszert a Sigma-Aldrich Kft.-tdl, az AlfaAesar Ltd.-tdl, ill. az
Apollo Ltd.-t6l vasédroltuk és tovabbi tisztitds és kezelés nélkiill haszndltuk fel. Az
olvadaspontokat egy BUCHI B-540 késziiléken hatdroztuk meg. Az adatok nem
korrigaltak. A kromatografias elvéalasztasok Silica gel 60 tolteten ill. Silica gel 60 F254
1 mm preparativ vékonyréteg lapon torténtek (Merck). Az NMR spektrumok tobb
késziiléken késziiltek:

A 'H-300 MHz; *'P-121 MHz; "*C-75 MHz mérések egy BRUKER AC 300 késziiléken
késziiltek.

A 'H-400 MHz; *'P-162 MHz; “C-101 MHz mérések egy BRUKER AC 400
késziiléken késziiltek.

A 'H-250 MHz; *'P-101 MHz; °C-63 MHz mérések egy BRUKER AC 250 késziiléken
késziiltek.

A 'H-600 MHz; *'P-242 MHz mérések egy VARIAN Unity Inova 600 késziiléken
késziiltek.

A kémiai eltolédasokat parts per million-ban (8) adtam meg a TMS-hez (6 = 0,00 ppm)
viszonyitva a 'H és °C méréseknél, illetve a 85 %-os H3PO,-hoz (8 = 0,00 ppm) a *'P
méréseknél. Az electrospray ionizdcios tomeg spektrumok egy Waters 2795 HPLC és
Waters 996 fotodiddasoros detektorral kapcsolt Micromass ZMD 2000 LC-MS
rendszeren késziiltek, amelyet a vegyiiletek tisztasigdnak meghatdrozdsara is
hasznaltunk. A retenciés idok egy Supelco Discovery CI8, 5 cm x 4.6 mm, 5 pum
oszlopra vonatkoznak. Az eluens viz / 0.05 % HCOOH, illetve MeCN / 0.05 %
HCOOH volt gradiensben. Az alkalmazott térfogatdram 2 ml / perc volt. Minden minta
esetében a beadagolt mennyiség 3 pg volt. Mikrohulldmi reaktorok: a 0.2-20 ml
tartomanyban egy Personal Chemistry, Emrys™ Creator reaktort, mig a 30-1000 ml
tartomanyban egy Milestone Inc., Ethos MicroSYNTH Labstation reaktort
alkalmaztunk. A sorszdmozott vegyiiletek elnevezése a IUPAC Szerves Kémiai
Nomenklatdrabizottsdganak 1993-as ajanldsa alapjdn, az ACD/Name szoftver
segitségével tortént [84]. A disszertici terjedelmére vonatkoz6 szabdlyok miatt a
Kisérleti részben a részletes analitikai eredmények ismertetésére csak korlatozottan volt

lehetdségem, igy az NMR spektrumok asszignacidja csak felsorolds szerti.
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6. Eredmények

6.1. A 6-fenil-4-klor-pirimidinek elddllitdsa.

A 7.1 fejezetben leirt vegyiiletek (3, 4, Sa, Sb, Sc, 5d, 6a, 6b, 6d) szintézise a publikalt

modszerekkel tortént [85].
6-(2-Metoxifenil)-2-tioxo-2,3-dihidropirimidin-4(1H)-on (3);
3-Amino-3-(3-nitro-fenil)-akrilsav etil észter (4);
6-(2-Metoxifenil)pirimidin-4-ol (5a);
6-(3-Nitrofenil)pirimidin-4-ol (5b);
6-(3-Aminofenil)pirimidin-4-ol (5c¢);
2-[3-(6-Hidroxipirimidin-4-il)fenil]-1H-izoindol-1,3(2H)-dion (5d);
4-Kl6r-6-(2-metoxifenil)pirimidin (6a);
4-Kl16r-6-(3-nitrofenil)pirimidin (6b);
2-[3-(6-Klérpirimidin-4-il)fenil]-1H-izoindol-1,3(2H)-dion (6d).
6.2. Szulfonamid, szulfonil csoportot, illetve heterociklust
tartalmazo CDK9 inhibitorok eléallitdsa.

A 7.2 fejezetben leirt vegyiiletek (8, 9, 10, 11, 12, 13, 15, 16, 17a, 17b, 18a, 18b, 19,
20, 27, 28, 29, 30, 31) szintézise a publikalt médszerekkel tortént [S].

2-(3-{6-[(4-Metil-3-nitrofenil)amino |pirimidin-4-il }fenil)-1H-izoindol-1,3(2H)-dion
®);
2-(3-{6-[(3-Amino-4-metilfenil)amino]pirimidin-4-il }fenil)-1H-izoind ol-1,3(2H)-
dion (9);

N-[5-({6-[3-(1,3-Dioxo-1,3-dihidro-2H-izoindol-2-il)fenil |pirimidin-4-il }jamino)-2-

metilfenil]metanszulfonamid (10);

N-[5-({6-[3-(1,3-Dioxo-1,3-dihidro-2H-izoindol-2-il)fenil Jpirimidin-4-il }Jamino)-2-

metilfenil]propan-1-szulfonamid (11);
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N-(5-{[6-(3-Aminofenil)pirimidin-4-ilJamino }-2-metilfenil)methanszulfonamid
(12);

N-(5-{[6-(3-Aminofenil)pirimidin-4-ilJamino}-2-metilfenil)propan-1-szulfonamid

(13);

N-{4-[(3-Klérpropil)tio]fenil }acetamid (15);
N-{4-[(3-Klérpropil)szulfonil fenil }acetamid (16);
N-(4-{[3-(Dimetilamino)propil]szulfonil }fenil)acetamid (17a);
N-{4-[(3-Pirrolidin-1-ilpropil)szulfonil }fenil }acetamid (17b);
4-{[3-(Dimetilamino)propil]szulfonil }anilin (18a);
4-[(3-Pirrolidin-1-ilpropil)szulfonil Janilin (18b);

N-(4-{[3-(Dimetilamino)propil]szulfonil }fenil)-6-(2-metoxifenil)pirimidin-4-amin

(19);

6-(2-Metoxifenil)-N-{4-[(3-pirrolidin-1-ilpropil)szulfonil fenil }pirimidin-4-amin
(20);

6-(2-Metoxifenil)-N-piridin-2-ilpirimidin-4-amin (27);
6-(2-Metoxifenil)-N-piridin-3-ilpirimidin-4-amin (28);
6-(2-Metoxifenil)-N-piridin-4-ilpirimidin-4-amin (29);
N-[6-(2-Metoxifenil)pirimidin-4-ilJpirimidin-2-amin (30);
N-[6-(2-Metoxifenil)pirimidin-4-il]-1,3,5-triazin-2-amin (31).

6.3. Foszfonamiddt tartalmi inhibitorok eléadllitasa (Ar-N-P)

Etil propilfoszfinat (34): A vegyiilet eldallitisa az irodalombdl ismert mdédszerrel

tortént [86].

(5-Amino-2-metil-fenil) izobutil karbamat az izobutil (5-nitro-2-metil-fenil)

karbamaton keresztiil (35):

1,52 g 2-metil-5-nitro anilint (10,0 mmol) feloldottam 50 ml szdraz piridinben, majd

hozzdadtam az izobutil kloroformatot 1,50 g (1,42 ml, 11,0 mmol). A reakcidelegyet

egy €jszakan keresztiil kevertettem szobahOmérsékleten, majd szdrazra paroltam. A
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nyers terméket 1 M vizes sésav oldatban szuszpenddltam, a terméket szlirés utdn
exikkdtorban P,Os felett szaritottam. Ezutdn a vegyiilet dltalaban elegendden tiszta, de

IPA-bdl étkristdlyosithatd. Halvanysédrga por; 1,92 g (76 %).
Op=118°C (IPA).

'H-NMR (400 MHz): CDCls; 8(ppm): 8,74(s, 1H); 7,8(dd, *Jun=8,3 Hz, “Jyn=2,3 Hz,
1H), 7,23(d, *Jqu=8,6 Hz, 1H); 6,45(s, 1H); 3,94(d, *Juu=6,8 Hz, 2H); 2,29(s, 3H);
1,95(m, 1H); 0,92(d, *J,yu=6,8 Hz, 6H).

A 1,92 g védett anilint (7,6 mmol) feloldottam 150 ml MeOH-ban és hozzdadtam 0,20 g
10 m/m %-os csontszenes pallddiumot. A reakcidelegyet 1légkori nyomdson,
szobahOmérsékleten hidrogéneztem. Miutdn a szdmitott mennyiségli hidrogén elfogyott,
a katalizatort kisztirtem, MeOH-lal mostam. A MeOH-os sziirlet beparoldsa utan 1,35 g

rézsaszin-barna port kaptam (80 %).
Op=100-101°C (MeOH).

'"H-NMR (250 MHz): CDCls; o(ppm): 7,34(s, 1H); 6,94(d, 3JHH:&O Hz, 1H); 6,38(dd,
3un=8.0 Hz, “Jun=2.3 Hz, 1H); 6,37(d, “Jqu=2,3 Hz, 1H); 3,97(d, *Jun=6,8 Hz, 2H);
3,05(széles s, 2H); 2,17(s, 3H); 2,00(m, 1H); 0,99(d, *Jyu=6.,8 Hz, 6H).

Izobutil (5-{[6-(2-metoxifenil)pirimidin-4-il]Jamino}-2-metilfenil)karbamat (36):

A 35 anilint (0,222 g, 1 mmol) és a 4-klor-6-(2-metoxifenil)-pirimidint (6a, 0,221 g, 1
mmol) feloldottam 20 ml IPA-ban és hozzdadtam 4 ml sésavval telitett IPA-t. A
reakcidelegyet 4 6ran keresztiil refluxaltattam, beparlds utan telitett vizes NaHCOs-ban
szuszpenddltam (20 ml). A vizes oldatot EtOAc-tal extrahdltam (3x20 ml), az egyesitett
szerves fazisokat telitett sOs vizzel mostam, Na,SO4-on szdritottam, végiil bepdroltam.

A nyers terméket acetonitrilbdl dtkristalyositottam, 0,305 g krémszinii por (75 %).
Op=155°C (MeCN).

'H-NMR (400 MHz): DMSO; &(ppm): 9,58(s, 1H); 8,84(s, 1H); 8,66(d, “Juu=1,2 Hz,
1H); 7,95(dd, *Juu=7,8 Hz, “Tuu=1,8 Hz, 1H); 7,68(d, “Juu=2,3 Hz, 1H); 7,40-7,52(m,
3H); 7,18(d, “Juy=7,6 Hz, 1H); 7,14(d, *Jyu=8,8 Hz, 1H), 7,07(dt, *Jyu=7.6 Hz,
Tuu=1,0 Hz, 1H), 3,9(s, 3H); 3,86(d, *Juu=6,8 Hz, 2H); 2,17(s, 3H); 1.92(m, 1H);
0,94(d, *Juu=6,8 Hz, 6H).
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MSI[ES*, Q-TOF]: M+H"=407,25 m/z, 2 M+H"=813,41 m/z

N 1-[6-(2-metoxifenil)pirimidin-4-il]-4-metilbenz0]-1,3-diamin (37):

A 36 védett anilint (0,300 g, 0,74 mmol) feloldottam EtOH és viz 4:1 elegyébenben (50
ml) és hozdadtam 0,207 g KOH-ot (3,7 mmol). A reakcidelegyet egy éjszakan keresztiil
forraltam, majd miutdn kihiilt bepédroltam. A nyers terméket 30 ml vizben
szuszpenddltam, hozzdadtam 0,5 ml EtOAc-ot és 15 percig kevertettem. A kisziirt

terméket dietil éterrel mostam. 0,203 g fehér por (90 %).

Op=168°C (viz, EtOAc).

'H-NMR (400 MHz): DMSO-d6; 8(ppm) = 9,19(s, 1H); 8,54(s, 1H); 7,85(dd, *Juu=7,6
Hz, “Tyn=1,8 Hz, 1H); 7,37(dt, *Jyu=8.4 Hz, “Jqu=1,8 Hz, 1H); 7,31(d, Juu=1,3 Hz,

1H); 7,08(d, *Jqu=7,6 Hz, 1H), 6,99(t, *Jun=7.6 Hz, 1H); 6,86(s, 1H); 6,79(d, *Jyu=8,1
Hz, 1H); 6,66(d, *Jun=7,8 Hz, 1H); 4,79(széles s, 2H); 3,81(s, 3H); 1,95(s, 3H).

MSI[ES*, Q-TOF]: M+H"=307,18 m/z.

Etil (4-metil-3-nitrofenil)karbamat (38):

A 4-metil-3-nitro-anilint (7, 1,2 g, 10 mmol) feloldottam 50 ml vizmentes pirdinben,
majd 0 °C-on hozzdadtam 1,188 g klérhangyasav etil észtert (11 mmol). Az addicié
utan szobahOmérsékleten kevertettem az elegyet 2,5 6ran keresztiil, majd beparoltam. A
beparldsi maradékot 1 M vizes sdésavban felvettem (50 ml), a kivalt csapadékot

leszlirtem, exikkatorban P,Os felett szdritottam, 2,356 g (84 %) fehér por.
"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6, d(ppm) = 10,00(s, 1H); 8,19(s, 1H); 7,62(d, 3 un=38,3

Hz, 1H); 7,40(d, *Tuu=8,4 Hz, 1H); 4,15(q, “Juu=7.0 Hz, 2H); 2,44(s, 3H); 1,50(t,
3Jun=7,0 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 3,74 perc; (ESI): m/z =225 [M + H]".

Etil (3-amino-4-metilfenil)karbamat (39):

A 38 nitro vegyiiletet (1,88 g, 8,39 mmol) feloldottam MeOH-ban (100 ml) és
hozdadtam 0,19 g 10 m/m %-os csontszenes pallddiumot. A reakcidelegyet 1égkori
nyomdson, szobahOmérsékleten hidrogéneztem. Miutdn a szdmitott mennyiségii

hidrogén elfogyott, a katalizatort kiszlirtem, MeOH-lal mostam. A sziirlet bepdroldsa

utdn a vart terméket prepardltam 1,522 g (94 %).
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'"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6, d(ppm) = 9,15(s, 1H); 6,78(s, 1H); 6,76(d, 3JHH:8,0
Hz, 1H); 6,53(d, 3JHH:S,O Hz, 1H); 4,75(széles s, 2H); 4,00-4,10(m, 2H); 1,97(s, 3H);
1,22(t, *Juu=7,0 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 1,92 perc; (ESI): m/z = 195 [M + H]".
Altalénos recept az Arbuzov reakciéhoz:

A trialkil foszfitot (50 mmol) és a megfelel0 alkil halogenidet (200 mmol) néhany napig
olajfiirdben 130 °C-on, vagy mikrohulldmu reaktorban 150 °C-on 4 6rdig kevertettem.
A reakcio befejeztével az elegyet vakuum-desztillacidval tisztitottam. A keletkezd alkil
foszfondtok minden esetben szintelen olajok voltak. A reakciok hozamit és a

vegyiiletek jellemzését lasd kiilon.
Propil-foszfonsav diizopropil észter (41):

Triizopropil-foszfit (40) és propil-bromid Arbuzov-reakciéja utdn 6,551 g, (63 %)

szintelen olajat preparaltam.
Fp=72-76 °C (3,35 mbar).

*'P.NMR (162 MHz): CDCl;, $=30,3 ppm.

'H-NMR (250 MHz): CDCls, 8(ppm) = 4,60-4,70(m, 2H); 1,55-1,70(m, 4H); 1,20-
1,30(m, 12H); 0,92-1,00(m, 3H).

Etil-foszfonsav dietil észter (45):

Trietil-foszfit (32) és etil-bromid (44) Arbuzov-reakcidja utdn 2,656 g, (32 %) szintelen
olajat prepardltam. A vegyiiletet csak egyszer dllitottam el6, utdna készen

megvasaroltam.

Fp=60 °C (3,5 mbar).

*'P-NMR (101 MHz): CDCls, $=34,6 ppm.

'H-NMR (250 MHz): CDCls, &(ppm): 3,85-4,00(m, 4H); 1,58(dq, “Jpp=18,2 Hz,
3un=7.5 Hz, 2H); 1,17(t, *Jyu=7,1 Hz, 6H); 1,02(dt, *Jpu=19,9 Hz, *Jyy=7,6 Hz, 3H).

Altalanos recept az alkil és aril foszfonsav kloridok eléallitasahoz:

Az alkil vagy aril dialkil foszfonitot (5 mmol) és egy csepp vizmentes DMF-et

feloldotam 5 ml vizmentes CH,Cl,-ban. Az elegyet lehiitottem 0 “C-ra és hozzaadtam

35



DOI:10.14753/SE.2012.1748

1,9 g oxalil-kloridot (1,27 ml, 15 mmol). Az alkil foszfonitok esetén 5-6 Orat
kevertettem szobahOmérsékleten, az aril foszfonat esetén 24 6rét forraltam az elegyet.
Miutdn a reakcid lejatszodott az elegyet beparoltam, majd még két akalommal
leparoltam rola CH,Cl,-t. A savkloridokat tovabbi tisztitds nélkiill hasznéltam. A

reakciok hozama minden esetben kb. 90 % volt. A vegyiiletek jellemzését 1asd kiilon.
Propil-foszfonsav klorid izopropil észter (42):

*'P.NMR (162 MHz): CDCls; $=43,2 ppm.

'H-NMR (250 MHz): CDCls; 8(ppm): 4,80-4,95(m, 1H); 1,95-2,13(m, 2H); 1,55-
1,80(m, 2H), 1,20-1,40(m, 6H); 0,90-1,05(m, 3H).

Etil-foszfonsav Kklorid etil észter (46):

*'P.NMR (162 MHz): CDCls; $=46,7 ppm.

'H-NMR (400 MHz): CDCls; 8(ppm): 4,10-4,30(m, 2H); 2,00-2,15(m, 2H); 1,28-
1,38(m, 3H); 1,13-1,27(m, 3H).

Fenil-foszfonsav Klorid etil észter (48):

*'P.NMR (162 MHz): CDCls; $=29,3 ppm.

'H-NMR (250 MHz): CDCls; 8(ppm): 7,75-7,95(m, 2H); 7,50-7,6(m, 1H); 7,35-7,5(m,
2H); 4,25-4,45(m, 2H); 1,43(t, *Juu=7,1 Hz, 3H).

Altalanos recept a foszfonamidat tartalma inhibitorok eléallitasahoz:

Az 37anilint (0,061 g, 0,2 mmol) feloldottam 5 ml piridinben, hozzdadtam a megfeleld
42, 46, 48 foszfonsav kloridot (0,4 mmol), majd a reakcidelegyet 50 “C-on kevertettem
24 o6réan keresztiil nitrogén atmoszférdban. A reakcidelegyet bepdroltam, majd a
beparldsi maradékot telitett vizes NH4Cl-ban (10 ml) szuszpenddltam. Az elegyet
CH,Cl,-nal extarhdltam (3x20 ml); az egyesitett szerves fazisokat 1 M vizes NaOH-dal
(2x10 ml) és telitett s6s vizzel (30 ml) mostam, Na;SOs-on szdritottam, végiil
beparoltam. A nyers terméket preparativ  VRK lapon tisztitottam, az eluens 100 %
EtOAc volt. A megfelel? tisztasag eléréséhez két-harom futtatasra volt sziikség. A tiszta
terméket MeOH-lal lemostam a szilikagéldl. Amennyiben a kromatokgrafia utdn a
termék tartalmazott valamennyi foszfonsav szennyez6t (a kromatografia soran

bekovetkezo hidrolizisbol eredden), akkor a terméket feloldotam CH,Cl,-ban (20 ml),
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mostam 1 M vizes NaOH-dal (20 ml), Na,SOs-ton szdritottamés bepéroltam. A tiszta
terméket minden esetben acetonitrilbdl torténd atkristilyositds utdn kaptam. A reakcidok

hozamat és a vegyiiletek jellemzését 1asd kiilon.

Izopropil N-(5-{[6-(2-metoxifenil)pirimidin-4-il]Jamino}-2-metilfenil)-P-
propilfoszfonamidat (43): A 37 anilin és 42 foszfonsav klorid reakcigjaval. Termelés:
0,008 g krémszinii por (9 %).

Op=151°C (MeCN).

*'P-NMR (162 MHz): DMSO-d6; §=29,3 ppm.

'"H-NMR (400 MHz): DMSO-d6; d(ppm): 9,52(s, 1H); 8,62(s, 1H); 7,92(d, 3JHH=6,1
Hz, 1H); 7,6(s, 1H); 7,42-7,48(m, 1H); 7,41(s, 1H); 7,27(d, 3JHH:6,1 Hz, 1H); 7,17(d,
Tun=8,6 Hz, 1H); 7,04-7,10(m, 2H); 6,38(d, *Juu=7,1 Hz; 1H); 4,57-4,67(m, 1H);
3,89(s, 3H); 2,19(s, 3H); 1,70-1,90(m, 2H); 1,48-1,60(m, 2H); 1,24(dd, *Tpy=25,2 Hz,
3Juu=6,1 Hz, 6H); 1,0(dt, *Jpy=40,6 Hz, *Jun=7,2 Hz, 3H).

MSI[ES*, Q-TOF]: M+H"=455,27 m/z.

Etil P-etil-N-(5-{[6-(2-metoxifenil)pirimidin-4-ilJamino }-2-metilfenil)-
foszfonamidat (49): A 37 anilin és 46 foszfonsav klorid reakcidjaval. Termelés: 0,014

g krémszini por (17 %).
Op= ~szobahdmérséklet, amorf.

*'P-NMR (162 MHz): DMSO-d6; 6=32,1 ppm.

'H-NMR (400 MHz): DMSO-d6; &(ppm): 9,58(s, 1H); 8,62(d, “Juu=1,1 Hz, 1H);
7,91(dd, *Jun=7,7 Hz, *Tun=1,8 Hz, 1H); 7,56(d, “Juu=2.0 Hz, 1H); 7,42-7,48(m, 1H);
7,41(d, “Tuu=1,1 Hz, 1H); 7,31(dd, *Jyu=8.3 Hz, “Juu=2,0 Hz, 1H); 7,17(d, *Juu=7,7 Hz,
1H); 7,04-7,10(m, 2H); 6,48(d, Jpy=7,3 Hz, 1H); 3,95-4,01(m, 2H); 3,88(s, 3H); 2,19(s,
3H); 1,75-1,90(m, 2H); 1,25(t, *Juu=6,8 Hz, 3H); 1,05(dt, *Tpu=19,7 Hz, *Juu=7,6 Hz,
3H).

MSI[ES*, Q-TOF]: M+H"=427,23 m/z; 2 M+H"=853,35 m/z.

Etil P-fenil-N-(5-{[6-(2-metoxifenil)pirimidin-4-ilJamino }-2-metilfenil)
foszfonamidat (50): A 37 anilin és 48 foszfonsav klorid reakcidjaval. Termelés: 0,017

g krémszinti por (18 %).
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Op=172°C (MeCN).

*'P-NMR (162 MHz):DMSO-d6: $=17,2 ppm.

'H-NMR (400 MHz): DMSO-d6; &(ppm): 9,46(s, 1H); 8,58(s, 1H); 7,91(d, *Jun=9,2
Hz, 1H), 7,82(dd, *Jpu=12,8 Hz, *Juu=7,2 Hz, 2H); 7,53-7,59(m, 2H); 7,46-7,53(m, 2H);
7,45(t, *Tuu=8,4 Hz, 1H); 7,36(s, 1H); 7,26(d, *Juu=7,7 Hz, 1H); 7,17(d, *Jun=8,5 Hz,
1H); 7,08(t, *Juu=7,4 Hz, 1H); 6,99-7,05(m, 2H); 4,10(dq, *Jpy = *Jun ~7,2 Hz, 2H);
3,88(s, 3H); 2,19(s, 3H); 1,29(t, *Juu=7,2 Hz, 3H).

MS[ES", Q-TOF]: M+H"=475,21 m/z; 2 M+H"=949,39 m/z.

6.4. Foszfondt tartalmii inhibitorok elodllitdasa (Ar-O-P)

5-{[6-(2-Metoxifenil)pirimidin-4-ilJamino}-2-metilfenol (52): A publikdlt mddszer
szerint allitottam el6 a molekulat [5].
2-Metil-5-{[6-(3-nitrofenil)pirimidin-4-ilJamino }fenol (53):

A molekula eldéllitdsa 52-es vegyiiletével azonos médon tortént: 0,677 g S-amino-2-
metil-fenol (51, 5,5 mmol) és 1,178 g 4-klér-6-(3-nitrofenil)-pirimidin (6b, 5 mmol)
reakciéjaban. Termelés: 0,757 g sarga por (47 %)

Op=240-245 °C (MeCN).

"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; d(ppm): 9,58(s, 1H); 9,34(s, 1H); 8,81(s, 1H); 8,73(s,
1H); 8,43(s, 1H); 8,36(s, 1H); 7,83(s, 1H); 7,34(s, 1H); 7,26(s, 1H); 7,00(s, 2H);
2,09(s,3H). Minden jel burkolégorbe jellegii.

LC-MS: R, =3,44 perc; (ESI): m/z = 323 [M + H]".
Altaldnos recept a foszfonatok eléallitasahoz:

A megfeleld fenolt (0,5 mmol) feloldottam 25 ml vizmentes THF-ben és hozzdadtam
0,067 g KOtBu-ot (0,6 mmol). Az elegyet 30 percig kevertettem szobahOmérsékleten,
majd hozzdadtam a megfeleld foszfonsav kloridot (0,75 mmol). A reakcidelegyet
szobahOmérsékleten egy éjszakdn keresztiil kevertettem, majd beparoltam. A bepérlasi
maradékot 2 M vizes NaOH oldatban (30 ml) felvettem és EtOAc-tal extrahaltam (3x70
ml). Az egyesitett szerves fazisokat telitett s6s vizzel mostam, MgSOs-on széritottam,
végiil bepdroltam. A tovdbi tisztitdsi 1épéseket, illetve a termeléseket és az anyagok

jellemzését 1asd kiilon.
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Etil 5-{[6-(2-metoxifenil)pirimidin-4-il]Jamino}-2-metilfenil etilfoszfonat (54a): Az
52 fenol és a 46 foszfonsav klorid reakcidja. Oszlopkromatografias tisztitds 100 %
EtOAc — EtOAc:MeOH=1:1 eluenssel. Az 0Osszeparolt frakciokbdl acetonitrillel
kristalyositotam a tiszta terméket: 0,062 g fehér por (29 %).

Op=134-135°C (MeCN).

3'P-NMR (162 MHz): DMSO-d6; &: 30,9 ppm.

'H-NMR (400 MHz): DMSO-d6; &(ppm): 9,76(s, 1H); 8,68(s, 1H); 7,95(dd, *Juu=7,7
Hz, *Juu=1,7 Hz, 1H); 7,75(s, 1H); 7,43-7,51(m, 3H); 7,21(d, *Juu=8.,0 Hz, 1H); 7,19(d,
Tun=8,0 Hz); 7,08(t, *Jun=7.9 Hz, 1H); 4,07-4,20(m, 2H); 3,9(s, 3H); 2.2(s, 3H);
1,97(dq, *Ipu=17,8 Hz, *Juu=7,6 Hz, 2H); 1,25(t, *Juu=7.0 Hz, 3H); 1,16(dt, *Jpy=20.6
Hz, *Juu=7,6 Hz, 3H).

*C-NMR (100 MHz): DMSO; §(ppm): 160,2(1C); 159,4(1C); 157,7(1C); 157,5(1C);
148,5(d, Jpc=9,5 Hz, 1C); 138,8(d, *Tpc=1,5 Hz, 1C); 131,2(1C); 131,0(1C); 130,1(1C);
125,7(1C); 122,3(d, Jpc=4,4 Hz, 1C); 120,6(1C); 115,7(1C); 112,1(1C); 111,4(d,
3Tpc=2,9 Hz, 1C); 107,2(1C); 62,1(d, Tpc=6,6 Hz, 1C); 55,7(1C); 18,4(d, 'Tpc=140,5
Hz, 1C); 16,2(d, *Jpc=5,1 Hz, 1C); 15,5(1C); 6,5(1C).

MSI[ES*, Q-TOF]: M+H"=428,12 m/z; 2 M+H"=855,27 m/z.

Izopropil 5-{[6-(2-metoxifenil)pirimidin-4-il]Jamino}-2-metilfenil propilfoszfonat
(54b): Az 52 fenol és a 41 foszfonsav klorid reakcidja. Oszlopkromatogréfids tisztitas
100 % EtOAc-tal. Az 6sszeparolt frakciokbol diizopropil éterrel kristalyositotam a tiszta
terméket: 0,118 g fehér por (52 %).

3'P-NMR (162 MHz): DMSO-d6; &: 28,5 ppm.

'H-NMR (400 MHz): DMSO-d6; &(ppm): 9,71(s, 1H); 8,67(d, *Juu=1,0 Hz, 1H);
7,95(dd, *Juu=7,7 Hz, ‘Tuu=1,8 Hz, 1H); 7,77(s, 1H); 7,44-7,48(m, 2H); 7,45(d,
Jun=1,2 Hz, 1H); 7,21(d, *Juu=7.8 Hz, 1H); 7,18(d, *Juu=7.6 Hz, 1H); 7,09(t, *Juu=6,7
Hz, 1H); 4,65-4,75(m, 1H); 3,91(s, 3H); 2,19(s, 3H); 1,88-1,99(m, 2H); 1,56-1,71(m,
2H); 1,28(d, *Tun=6,1 Hz, 3H); 1,18(d, *Juu=6,1 Hz, 3H); 1,02(dt, *Jun=7,4 Hz, ‘Tpy=1,4
Hz, 3H).

PC-NMR (100 MHz): DMSO; &(ppm): 160,2(1C); 159,4(1C); 157,6(1C); 157,5(1C);
148,6(d, *Jpc=8,6 Hz, 1C); 138,8(d, *Jpc=1,2 Hz, 1C); 131,2(1C); 131,0(1C); 130,1(1C);
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125,7(1C); 122,3(d, *Jpc=5,5 Hz, 1C); 120,6(1C); 115,6(1C); 112,1(1C); 111,6(1C);
107,1(1C); 70,5(d, *Jpc=6,7 Hz, 1C); 55,7(1C); 27,8(d, 'Tpc=139,7 Hz, 1C); 23,7(d,
3Tpe=4,3 Hz, 1C); 23,5(d, *Jpc=4,3 Hz, 1C); 15,9(d, ZJpc=5,5 Hz, 1C); 15,6(1C); 14,9(d,
Tpc=17,2 Hz, 1C).

MSI[ES*, Q-TOF]: M+H"=456,17 m/z; 2 M+H"=911,36 m/z.

Etil 5-{[6-(2-metoxifenil)pirimidin-4-ilJamino}-2-metilfenil fenilfoszfonat (54c): Az
52 fenol és a 48 foszfonsav klorid reakcidja. Oszlopkromatografids tisztitds
EtOAc:hexédn = 9:1 eluenssel. Az Osszeparolt frakciokbdl acetonitrillel kristalyositotam
a tiszta terméket: 0,021 g fehér por (9 %).

Op= 146°C (MeCN).

*'P.NMR (162 MHz): DMSO-d6; 8: 14,7 ppm.

'H-NMR (400 MHz): DMSO-d6; &(ppm): 9,69(s, 1H); 8,62(s, 1H); 7,95(dd, *Juu=7.5
Hz, 4JHH:1,7 Hz, 1H); 7,83-7,89(m, 2H); 7,76(s, 1H); 7,67-7,73(m, 1H); 7,58-7,63(m,
2H); 7,44-7,48(m, 1H); 7,42(s, 1H); 7,40-7,42(m, 1H); 7,18(d, *Juu=8,6 Hz, 2H); 7,09(t,
Tun=7,3 Hz, 1H); 4,21(m, 2H); 3,90(s, 3H); 2,15(s, 3H); 1,29(t, *Juu=7.0 Hz, 3H).

MS[ES", Q-TOF]: M+H"=476,1 M/z; 2 M+H"=951,25 m/z.

Etil 2-metil-5-{[6-(3-nitrofenil)pirimidin-4-ilJamino}fenil etilfoszfonat (55a): Az 53
fenol és a 46 foszfonsav klorid reakcidja. A terméket acetonitrilbdl atkristdlyositottam,
0,177 g halvanysérga por (79 %)

Op= 194-195°C (MeCN).

*'P.NMR (243 MHz): DMSO-d6; 8: 29,8 ppm.

"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; d(ppm): 9,9(s, 1H); 8,83(s, 1H); 8,76(s, 1H); 8,46(d,
Tun=7,6 Hz, 1H); 8,36(d, *Juu=7,9 Hz, 1H); 7,84(t, *Juy=7,9 Hz, 1H); 7,74(s, 1H);
7,46(d, *Juu=7.9 Hz, 1H); 7,32(s, 1H); 7,23(d, *Juu=8,1 Hz, 1H); 4,07-4,19(m, 2H);
2,21(s, 3H); 1,91-2,07(m, 2H); 1,25(t, *Juu=7,0 Hz, 3H); 1,13(dt, Jpu=20,5 Hz,
3Jun=7,6Hz, 3H).

LC-MS: R, = 4,05 perc; (ESI): m/z = 443 [M + H]".
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Izopropil 2-metil-5-{[6-(3-nitrofenil)pirimidin-4-ilJamino}fenil  propilfoszfonat
(55b): Az 52 fenol és a 41 foszfonsav klorid reakcidja. A terméket acetonitrilbdl

atkristalyositottam, 0,111 g halvanysarga por (47 %)
Op= 164-166°C (MeCN).

3'P-NMR (243 MHz): DMSO-d6; &: 27,6 ppm.

"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; d(ppm): 9,85(s, 1H); 8,82(s, 1H); 8,74(s, 1H); 8,45(d,
Tun=7,8 Hz, 1H), 8,35(dd, *Juu=7,4 Hz, *Tuu=1,4 Hz, 1H); 7,83(t, *Juu=8,0 Hz, 1H);
7,74(s, 1H); 7,44(d, *TJuu=8,1 Hz, 1H); 7,36(s, 1H); 7,21(d, *TJun=8,3 Hz, 1H); 4,65-
4,72(m, 1H); 2,19(s, 3H); 1,86-1,98(m, 2H); 1,58-1,66(m, 2H); 1,27(d, *Jyu=6,1Hz,
3H); 1,17(d, *Juu=6,1Hz, 3H); 1,01(t, *Juy=7,1 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 4,55 perc; (ESI): m/z =271 [M + H]".

5-{[6-(3-Aminofenil)pirimidin-4-il]amino}-2-metilfenil etil etilfoszfonat (56a): Az
55a nitro-foszfonatot (0,049 g, 0,11 mmol) feloldottam 20 ml MeOH és 10 ml CH,Cl,
elegyében, hozzdadtam 0,069 g ann6nium formiatot (1,1 mmol) és 0,005 g 10 m/m %-
os csontszenes pallddiumot. A reakcidelegyet argon atmoszférdban, szobahdmérsékleten
kevertettem egy éjszakan keresztiil. A redukcié végeztével a katalizatort kisziirtem,
MeOH-1lal mostam, a sziirletet beparoltam. A maradékot telitett vizes Na,CO3 oldatban
felvettem (30 ml), EtOAc-tal extrahdltam (3x70 ml). Az egyesitett szerves fazisokat
telitett so6s vizzel mostam (50 ml), MgSO4-on szdritottam. Beparlds udn a terméket

IPA/hexan elegyébdl kristalyositottam: 0,031 g piszkosfehér por (67 %)
Op= 148-150°C (IPA, hexan).

3'P-NMR (243 MHz): DMSO-d6; &: 29,9 ppm.

'"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 6(ppm): 9,66(s, 1H); 8,63(s, 1H); 7,70(s, 1H); 7,42(d,
Tun=7,6 Hz, 1H); 7,28(s, 1H); 7,19(d, *Jun=8,4 Hz, 1H); 7,00-7,20(m, 3H); 6,60-
6,70(m, 1H); 5,24(széles s, 2H); 4,11(q, *Juu=6,7 Hz, 2H); 2,18(s, 3H); 1,89-2,19(m,
2H); 1,23(t, *Jun=6,7 Hz, 3H); 1,14(dt, *Jpy=20,4 Hz, *Jyn=7,4Hz, 3H).

LC-MS: R, = 2,69 perc; (ESI): m/z =413 [M + H]".

5-{[6-(3-Aminofenil)pirimidin-4-il]amino}-2-metilfenil izopropil propilfoszfonat

(56b): Az 55b nitro-foszfonatot (0,094 g, 0,2 mmol) feloldottam 20 ml MeOH és 10 ml
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CH,Cl, elegyében, hozzdadtam 0,126 g annénium formiétot (2,0 mmol) és 0,010 g 10
m/m %-os csontszenes pallddiumot. A reakcidelegyet argon atmoszférdban,
szobahOmérsékleten kevertettem éjszakdn keresztiil. A redukciéo végeztével a
katalizatort kisziirtem, MeOH-lal mostam, a szlrletet beparoltam. A maradékot telitett
vizes Na,COj; oldatban felvettem (30 ml), EtOAc-tal extrahdltam (3x70 ml). Az
egyesitett szerves fazisokat telitett sos vizzel mostam (50 ml), MgSO4-on szdritottam.
Beparlds udn a termék sésav sojat EtOAc-bdl levalasztottam (sésavval telitett EtOAc-

tal), sztirtem, DEE-rel mostam: 0,060 g sarga por (63 %).
Op= 165°C Dec (EtOAc).

3'P-NMR (243 MHz): DMSO-d6; &: 27,7 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; &(ppm): 11,00(s, 1H); 8,82(s, 1H); 7,73(széles s, 2H);
7,20-7,60(m, 7H); 6,00(széles s, 2H); 4,65-4,70(m, 1H); 2,22(s, 3H); 1,89-2,21(m, 2H);
1,60-1,65(m, 2H); 1,27(d, *Tuu=5,6Hz, 3H); 1,18(d, *Juu=5,6Hz, 3H) 1,14(t, *Juu=6.8
Hz, 3H).

LC-MS: R, = 3,08 perc; (ESI): m/z = 441 [M + H]".

Alltalanos recept a 3 és 4-[(6-fenilpirimidin-4-il)amino]fenolok eldallitasahoz (59,
60, 62 , 63): 50 ml IPA-ban feloldottam 0,60 g 57 vagy 58 amino-fenolt (5,5 mmol) és
1,10 g 6a avagy 1,18 g 6b klor-pirimidint (5,0 mmol), hozzaadtam 5 ml HCl-val telitett
IPA-t, majd az elegyet 1,5-2 6rdig refluxdltatam. A kihtlt elegyet beparoltam, telitett
vizes NaHCOs-ban (30 ml) szuszpenddltam és EtOAc-tal extrahdltam (3x70 ml). Az
egyesitett szerves fazisokat telitett sés vizzel mostam (50 ml), MgSOs-on szaritottam,
beparoltam. A tovabi tisztitdsi lépéseket, illetve a termeléseket és az anyagok

jellemzését 1asd kiilon.

3-{[6-(2-Metoxifenil)pirimidin-4-ilJamino}fenol (59): Az 4ltaldnos recept szerint 6a
klor-pirimidin €s az 57 anilin reakcidjaval. Acetonitrilbdl atkristalyositottam, 0,923 g

sérga por (63 %). A publikélttal azonos mddon [5].

3-{[6-(3-Nitrofenil)pirimidin-4-ilJamino}fenol (60): Az daltaldnos recept szerint 6b
klor-pirimidin és az 57 anilin reakcidjaval. Acetonitrilbdl atkristalyositottam, 1,17 g

sarga por (76 %).

Op=250-252°C (MeCN).
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'"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 6(ppm): 10,31(széles s, 1H); 9,5(széles s, 1H); 8,82(s,
1H); 8,78(s, 1H); 8,43(d, *Jun=7.8 Hz, 1H); 8,38(d, *Jyn=7.8 Hz, 1H); 7,86(t, *Tuu=7,9
Hz, 1H); 7,58(s, 1H); 7,33(s, 1H); 7,08-7,33(m, 2H); 6,5(d, *Jyn=7.8 Hz, 1H).

LC-MS: R, = 3,20 perc; (ESI): m/z = 309 [M + H]".

4-{[6-(2-Metoxifenil)pirimidin-4-ilJamino }fenol (62): Az 4ltaldnos recept szerint 6a
klor-pirimidin és az 58 anilin reakcidjaval. Acetonitrilbdl dtkristalyositottam, 0,835 g

barna por (57 %).
Op=249°C (MeCN).

'"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; o(ppm): 9,29(s, 1H); 9,2(s, 1H); 8,58(s, 1H); 7,91(d,
un=6,6 Hz, 1H); 7,38-7,5(m, 3H); 7,29(s, 1H); 7,15(d, *Jun=8,3 Hz, 1H); 7,06(t,
3Jun=7.5 Hz, 1H): 6,75(d, Jaass=8,7 Hz, 2H); 3,86(s, 3H).

LC-MS: R; = 0,45 perc; 1,85 perc; 2,27 perc; (ESI): m/z =294 [M + H]*.

4-{[6-(3-Nitrofenil)pirimidin-4-ilJamino}fenol (63): Az daltaldnos recept szerint 6b
klor-pirimidin és az 58 anilin reakcidjaval. Dietil éterbdl sziirtem, 1,263 g sdrga por (82

%).
Op=242-243°C (DEE).

'"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; o(ppm): 9,49(sz€les s, 2H); 8,79(s, 1H); 8,66(s, 1H);
8,41(d, *Juu=6,3 Hz, 1H); 8,34(d, *Jun=7.4 Hz, 1H); 7,82(t, *Jun=7.5 Hz, 1H); 7,41(d,
JAABB:7,O HZ, 2H), 7,22(8, 1H), 6,77(d, JAABB:7,5 HZ, 2H)

LC-MS: R, = 2,85 perc; (ESI): m/z = 309 [M + H]".

Alltaldnos recept a fenolok és foszfonatok nitro csoportjianak redukcigjahoz: A
nitro vegyiiletet és 4 modlekvivalens SnCl-ot etanolban (annyi, amennyi a nitro
vegyiiletet feloldja) refluxoltattam 4-6 6rdn keresztiil. Az elegyet beparoltam, majd 2 M
vizes NaOH oldatban szuszpendéltam. A csapadékot szilirtem, EtOAc-tal mostam; a
szlirletet EtOAc-tal extrahdltam (3x). Az egyesitett szerves fazisokat telitett s6s vizzel
mostam, MgSO4-on szdritottam, bepdroltam. A tiszta amint minimalis mennyiségii
EtOH-ban feloldottam, sdsavval telitett dioxdnnal levalasztottam a sdsav sdjit,
beparolam, toluolt leparoltam réla, végiil dietil éterben szuszpendéltam és szlirtem. A

termeléseket és az anyagok jellemzését 14sd kiilon.
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3-{[6-(3-Aminofenil)pirimidin-4-ilJamino}fenol (61): A 60 nitro vegyiilet (0,050 g,
0,16 mmol) redukcidja, sététbarna por, termelés: 0,036 g (72 %).
Op=150-151°C (DEE).

"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; d(ppm): 9,48(s, 1H); 9,36(s, 1H); 8,65(s, 1H); 7,27(s,
1H); 7,26(s, 1H); 7,00-7,21(m, 5H); 6,68(d, 3 Tq=6.8 Hz; 1H); 6,64(d, =77 Hz;
1H); 5,60(széles s, 2H).

LC-MS: R, = 0,47 perc; 2,00 perc; (ESI): m/z =279 [M + H]".
4-{[6-(3-Aminofenil)pirimidin-4-ilJamino}fenol (64): A 63 nitro vegyiilet (0,050 g,
0,16 mmol) redukcidja, sététbarna por, termelés: 0,025 g (50 %).

Op=228-230°C (DEE).

"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; O0(ppm):9,40(s, 1H); 9,34(s, 1H); 8,56(s, 1H); 7,38(d,
Jaagp=8.,6 Hz, 2H); 7,30(s, 1H); 7,04-7,17(m, 2H); 6,97(s, 1H); 6,76(d, Jaags=8,7 Hz,
2H); 6,68(d, 3JHH:7,3 Hz, 1H); 5,50(széles s, 2H).

LC-MS: R, = 0,46 perc és 1,86 perc; (ESI): m/z = 279 [M + H]".

Etil  3-{[6-(2-metoxifenil)pirimidin-4-ilJamino}fenil etilfoszfonat (65a): A
foszfonatok eldallitdsdnak dltalanos receceptje alapjan 0,060 g 59 fenol (0,2 mmol) és
0,047 g 46 foszfonsav klorid (0,3 mmol) reakcigjaval. A terméket preparativ VRK
lapon tisztitottam, eluens: 100 % EtOAc. A termék 0,049 g (59 %) alacsony

olvadéspontu vildgosbarna anyag.
Op= ~szobahOmérséklet.

*'P.NMR (243 MHz): DMSO-d6; 8: 33,0 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 8(ppm): 9,77(s, 1H), 8,72(s, 1H), 7,96(dd, *Jyu=7,7
Hz, “Tuy=1,7 Hz, 1H); 7,73(s, 1H); 7,53(d, *Juu=8,3 Hz, 1H); 7,48(s, 1H); 7,47(dt,
Tun=8,4 Hz, ‘Tuu=1,8 Hz, 1H); 7,32(t, *Juu=8,3 Hz, 1H); 7,19(d, *Juu=8,3 Hz, 1H);
7,08(t, *Juu=7,4 Hz, 1H); 6,83(d, *Juu=8,1 Hz, 1H); 4,09-4,20(m, 2H); 3,91(s, 3H);
1,86-2,00(m, 2H); 1,26(t, *Juu=7.0 Hz, 3H); 1,13(dt, *Jpy=20,4 Hz, *Jyu=7.6 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 2,77 perc; (ESI): m/z = 414 [M + H]".

Izopropil 3-{[6-(2-metoxifenil)pirimidin-4-ilJamino}fenil propilfoszfonat (65b): A

foszfonatok elddllitdsdnak dltalanos receceptje alapjan 0,060 g 59 fenol (0,2 mmol) és
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0,055 g 41 foszfonsav klorid (0,3 mmol) reakcigjaval. A terméket preparativ. VRK
lapon tisztitottam, eluens: 100 % EtOAc. A termék 0,058 g (66 %) alacsony

olvadaspontu vildgosbarna anyag.
Op= ~szobahdmérséklet.

3'P-NMR (243 MHz): DMSO-d6; &: 30,3 ppm.

'"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 6(ppm): 9,76(s, 1H); 8,71(s, 1H); 7,96(dd, 3JHH:7,7
Hz, *Tun=1,6 Hz, 1H); 7,73(s, 1H); 7,43-7,54(m, 2H); 7,48(s, 1H); 7,32(t, *Juu=8,2 Hz,
1H); 7,19(d, *Juu=8,3 Hz, 1H); 7,08(t, *Juu=7,4 Hz, 1H); 6,83(d, *Juu=8,0 Hz, 1H);
4,65-4,77(m, 1H); 3,91(s, 3H); 1,83-1,93(m, 2H), 1,54-1,67(m, 2H); 1,28(d, *Juyu=6,2
Hz, 3H); 1,22(d, *Juu=6,2 Hz, 3H); 1,00(t, *Jun=7,2 Hz, “Jpy=1,0 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 3,16 perc; (ESI): m/z = 442 [M + H]".

Etil  3-{[6-(2-metoxifenil)pirimidin-4-il]amino}fenil fenilfoszfonat (65¢c): A
foszfonatok elddllitdsdnak dltaldnos receceptje alapjan 0,060 g 59 fenol (0,2 mmol) és
0,061 g 48 foszfonsav klorid (0,3 mmol). A terméket preparativ VRK lapon tisztitottam,
eluens: EtOAc:hexdn=1:1. A termék 0,037 g (40 %) alacsony olvadaspontd

vildgosbarna anyag.
Op= ~szobahdmérséklet.

3'P-NMR (243 MHz): DMSO-d6; &: 17,1 ppm.

'"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 6(ppm): 9,75(s, 1H); 8,68(s, 1H), 7,95(dd, 3JHH:7,5
Hz, “Tun=1,3 Hz, 1H); 7,84(dd, *Teu=13,5 Hz, *Juu=7,2 Hz; 2H); 7,75(s, 1H) ; 7,65-
7,71(m, 1H), 7,55-7,62(m, 2H); 7,4-7,5(m, 2H); 7,45(s, 1H); 7,28(t, *Tuu=8,1 Hz, 1H);
7,18(d, *Jun=8,1 Hz, 1H); 7,08(t, *Juu=7.3 Hz, 1H); 6,79(d, *Juu=8,1 Hz, 1H); 4,15-
4,25(m, 2H); 3,90(s, 3H); 1,29(t, *Juu=7,2 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 3,14 perc; (ESI): m/z = 462 [M + H]".

Etil 3-{[6-(3-nitrofenil)pirimidin-4-il]Jamino}fenil etilfoszfonat (66a): A foszfonatok
eldallitdsanak altaldnos receceptje alapjan 0,090 g 60 fenol (0,29 mmol) és 0,068 g 46
foszfonsav klorid (0,44 mmol) reakcidja. A terméket acetonitrilbdl atkristdlyositottam:

0,075 g (60 %) sarga por.

Op= 142-144 °C (MeCN).
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3'P-NMR (243 MHz): DMSO-d6; &: 33,0 ppm.

'"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 6(ppm): 9,96(s, 1H), 8,83(s, 1H); 8,80(s, 1H); 8,47(d,
Tun=7,7 Hz, 1H); 8,37(d, *Juu=8,0 Hz, 1H); 7,85(t, *Juu=8,0 Hz, 1H); 7,75(s, 1H);
7,53(d, *Juu=7,7, Hz, 1H); 7,41(s, 1H); 7,35(t, *Juu=8,1 Hz, 1H); 6,87(d, *Juu=7,7 Hz,
1H); 4,08-4,2(m, 2H); 1,87-2,01(m, 2H); 1,26(t, *Juu= 7,0 Hz, 3H); 1,13(dt, *Jpu=20,5
Hz, *Juu=7,6 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 3,79 perc; (ESI): m/z = 429 [M + H]".

Izopropil 3-{[6-(3-nitrofenil)pirimidin-4-ilJamino}fenil propilfoszfonat (66b): A
foszfonatok eldallitdsanak dltalanos receceptje alapjan 0,090 g 60 fenol (0,29 mmol) és
0,081 g 41 foszfonsav klorid (0,44 mmol). A terméket acetonitrilbdl atkristalyositottam:
0,057 g (60 %) sarga por.

Op=163-164 °C (MeCN).

3'P-NMR (243 MHz): DMSO-d6; &: 27,4 ppm.

'"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; d(ppm): 10,04(s, 1H); 8,84(s, 1H), 8,79(s, 1H);
8,47(d, *Juu=7,5 Hz, 1H); 8,37(d, *Tuu=8,1 Hz, 1H); 7,85(t, *Jun=8,0 Hz, 1H); 7,76(s,
1H); 7,53(d, *Tuu=8,1 Hz, 1H);7,44(s, 1H); 7,34(t, *Tun=8,1 Hz, 1H); 6,86(d, *Juu=7.8
Hz, 1H); 4,68-4,75(m, 1H); 1,84-1,96(m, 2H); 1,57-1,65(m, 2H); 1,28(d, *Juu=6,0 Hz,
3H); 1,22(d, *Juu=6,0 Hz, 3H); 1,00(t, *Jyn=7,1 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 4,28 perc; (ESI): m/z =457 [M + H]".

Etil 3-{[6-(3-nitrofenil)pirimidin-4-ilJamino }fenil fenilfoszfonat (66¢): A foszfonatok
elddllitdsanak altalanos receceptje alapjan 0,102 g 60 fenol (0,33 mmol) és 0,102 g 48
foszfonsav klorid (0,54 mmol). A terméket acetonitrilbdl dtkristalyositottam: 0,083 g
(53 %) drapp por.

Op=162-164 °C (MeCN).

*'P.NMR (243 MHz): DMSO-d6; 8: 17,2 ppm.

'"H-.NMR (300 MHz): DMSO-d6; d(ppm): 9,94(s, 1H), 8,83(s, 1H), 8,77(s, 1H);
8,42(dd, *Jpy=27,2 Hz, *Jyu=7,1 Hz, 2H); 7,80-7,90(m, 3H); 7,76(s, 1H); 7,65-7,7(m,
1H), 7,55-7,65(m, 2H), 7,47(d, *Juu=7,2 Hz, 1H); 7,38(s, 1H), 7,31(t, *Juu=7,5 Hz, 1H);
6,82(d, *Tuu=7,4 Hz, 1H); 4,18-4,24(m, 2H); 1,29(t, *Tuu=6,2 Hz, 3H).
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LC-MS: R, = 4,28 perc; (ESI): m/z =457 [M + H]".

Etil 3-{[6-(3-aminofenil)pirimidin-4-ilJamino }fenil etilfoszfonat (67a): A fenolok és
foszfonatok redukcidjanak élltaldnos receptje alapjan 0,055 g 66a nitro vegyiilet (0,13
mmol) redukciéja. Termelés: 0,042 g sarga por (74 %).

Op=205-206 °C (DEE).

3'P-NMR (243 MHz): DMSO-d6; &: 33,1 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; &(ppm): 10,94(s, 1H), 8,85(s, 1H); 7,77(s, 1H);
7,73(széles s, 2H); 7,55-7,62(m, 2H), 7,36-7,42(m, 2H); 7,39(s, 1H); 6,96(d, *Tuu=8,1
Hz, 1H); 5,50(széles s, 2H); 4,05-4,21(m, 2H); 1,90-1,99(m, 2H); 1,26(t, 3JHH:7,O Hz,
3H); 1,13(dt, Jpr=20,5 Hz, *Juy=7,7 Hz, 3H).

LC-MS: R; = 0,43 perc; 2,48 perc; 2,57 perc; (ESI): m/z =399 [M + H]*.

Izopropil 3-{[6-(3-aminofenil)pirimidin-4-ilJamino}fenil propilfoszfonat (67b): A
fenolok és foszfonitok redukcidjdnak 4lltaldnos receptje alapjan 0,133 g 66b nitro

vegyiilet (0,29 mmol) redukcidja. Termelés: 0,109 g zdldessarga por (81 %).
Op= 148-150 °C (DEE).

*'P.NMR (243 MHz): DMSO-d6; 8: 30,4 ppm.

'"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; o(ppm): 10,35(s, 1H); 8,72(s, 1H); 7,70(s, 1H); 7,30-
7,60(m, 3H); 7,20-7,30(m, 3H); 7,06(széles s, 1H); 6,84(széles s, 1H); 4,67(széles s,
1H); 3,70(széles s, 2H»); 1,75-1,90(m, 2H); 1,50-1,60(m, 2H), 1,24(s, 3H); 1,19(s, 3H);
0,96(széles s, 3H).

LC-MS: R, = 3,00 perc; (ESI): m/z = 427 [M + H]".

Etil 3-{[6-(3-aminofenil)pirimidin-4-il]amino }fenil fenilfoszfonat (67c): A fenolok és
foszfonatok redukcidjanak alltaldnos receptje alapjan 0,065 g 66¢ nitro vegyiilet (0,14
mmol) redukciéja. Termelés: 0,051 g sarga por (76 %).

Op=214-215 °C (DEE).

3'P-NMR (243 MHz): DMSO-d6; &: 17,3 ppm.
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'"H-.NMR (300 MHz): DMSO-d6; O(ppm): 10,89(s, 1H), 8,82(s, 1H); 7,50-7,90(m,
10H); 7,30-7,50(m, 3H); 6,91(d, *Juuy=7,8 Hz, 1H); 5,40(széles s, 2H); 4,15-4,26(m,
2H); 1,29(t, *Juu=6.9 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 2,96 perc; (ESI): m/z = 447 [M + H]".

Etil  4-{[6-(2-metoxifenil)pirimidin-4-ilJamino}fenil etilfoszfonat (68a): A
foszfonatok eldallitdsanak 4ltalanos receceptje alapjan 0,033 g 59 fenol (0,11 mmol) és
0,06 g 46 foszfonsav klorid (0,17 mmol) reakci6ja. A terméket preparativ VRK lapon
tisztitottam, eluens: 100 % EtOAc. A termék 0,022 g (48 %) alacsony olvaddsponti

vildgosbarna anyag.
Op= ~szobahdmérséklet.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; &(ppm): 9,64(s, 1H); 8,67(s, 1H); 7, 95(dd, *Juu=7,6
Hz, *Tuu=1,5 Hz, 1H); 7,69(d, Jaasp=8,8 Hz, 2H); 7,45(dt, *Juu=8,6 Hz, *Juu=1,5 Hz,
1H); 7,42(s, 1H); 7,18(d, Jaaps=8,3 Hz, 2H); 7,17(d, *Jun=7,8 Hz, 1H); 7,08(t, *Juu=7.5
Hz, 1H); 4,04-4,16(m, 2H); 3,90(s, 3H); 1,83-1,98(m, 2H); 1,24(t, *Juu=7,0 Hz, 3H);
1,11(dt, *Jpy=20,3 Hz, *Juu=7,6 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 2,70 perc; (ESI): m/z = 414 [M + H]".

Izopropil 4-{[6-(2-metoxifenil)pirimidin-4-ilJamino}fenil propilfoszfonat (68b): A
foszfonatok eldallitdsanak 4ltalanos receceptje alapjan 0,100 g 59 fenol (0,34 mmol) és
0,094 g foszfonsav klorid 41 (0,51 mmol) reakcidja. A terméket preparativ VRK lapon
tisztitottam, eluens: 100 % EtOAc. A termék 0,020 g (13 %) séarg por.

Op=119-121 °C (CHxCl,).

3'P-NMR (243 MHz): DMSO-d6; &: 30,6 ppm.

'"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; d(ppm): 9,63(s, 1H); 8,67(s, 1H); 7,95(d, 3JHH:6,8
Hz, 1H); 7,69 aass=7,4 Hz, 2H); 7,35-7,50(m, 2H); 7,15-7,18(m, 3H); 7,05-7,13(m,
1H); 4,60-4,70(m, 1H); 3,9(s, 3H); 1,81-1,90(m, 2H); 1,49-1,70(m, 2H); 1,27(d,
3Tun=5,1 Hz, 3H); 1,20(d, *Juu=5,1 Hz, 3H); 0,99(t, *Juu=6,6 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 3,07 perc; (ESI): m/z = 442 [M + H]".

Etil  4-{[6-(2-metoxifenil)pirimidin-4-il]amino}fenil fenilfoszfonat (68c): A

foszfonatok elddllitdsanak dltalanos receceptje alapjan 0,033 g 59 fenol (0,11 mmol) és
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0,035 g 48 foszfonsav klorid (0,17 mmol). A terméket preparativ VRK lapon
tisztitottam, eluens: EtOAc:hexdn=1:1. A termék 0,041 g (81 %) alacsony olvaddspontu

vildgosbarna anyag.
Op= ~szobahdmérséklet.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 8(ppm): 9,63(s, 1H), 8,66(s, 1H); 7,94(dd, V=17
Hz, “Jyu=1,2 Hz, 1H); 7,82(dd, *Tpy=13,3 Hz, *Juy=7,1 Hz, 2H); 7,60-7,75(m, 3H);
7,50-7,60(m, 2H); 7,45(t, *Juu=7,8 Hz, 1H); 7,40(s, 1H); 7,17(d, *Juu=8,3 Hz, 1H);
7,13(d, Taape=8,5 Hz, 2H); 7,07(t, *Jun=7.6 Hz, 1H); 4,13-4,22(m, 2H); 3,88(s, 3H);
1,27(t, *Jun=7,0 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 3,06 perc; (ESI): m/z = 462 [M + H]".

Etil 4-{[6-(3-nitrofenil)pirimidin-4-il]Jamino}fenil etilfoszfonat (69a): A foszfonatok
eldallitdsanak altalanos receceptje alapjan 0,150 g 60 fenol (0,49 mmol) és 0,115 g 46
foszfonsav klorid (0,74 mmol) reakcidja. A terméket acetonitrilbdl atkristalyositottam:
0,085 g (41 %) sérga por.

Op= 187 °C (MeCN).

*'P.NMR (243 MHz): DMSO-d6; 8: 33,2 ppm.

"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; d(ppm): 9,81(s, 1H); 8,86(s, 1H); 8,75(s, 1H); 8,45(d,
Tun=7,8 Hz, 1H); 8,36(d, “Juuy=8,1 Hz, 1H); 7,84(t, *Juu=8,0 Hz, 1H); 7,71(d,
Jaass=38.,8 Hz, 2H); 7,34(s, 1H); 7,19(d, Jaaps=8,5 Hz, 2H); 4,04-4,19(m, 2H); 1,90(dq,
Tpu=7,6 Hz, “Tuu=7,6 Hz, 2H); 1,25(t, *Tuu=7,0 Hz, 3H); 1,12(dt, *Jpu=20,4 Hz,
Tun=7,6 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 3,63 perc; (ESI): m/z =429 [M + H]".

Izopropil 4-{[6-(3-nitrofenil)pirimidin-4-ilJamino}fenil propilfoszfonat (69b): A
foszfonatok elddllitdsanak dltalanos receceptje alapjan 0,154 g 60 fenol (0,50 mmol) és
0,138 g 41 foszfonsav klorid (0,75 mmol) reakcidja. A terméket acetonitrilbdl
atkristalyositottam: 0,029 g (12 %) krémszinii por.

Op= 187 °C (MeCN).

*'P.NMR (243 MHz): DMSO-d6; 8: 27,6 ppm.
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'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 8(ppm): 9,86(s, 1H), 8,82(s, 1H); 8,75(s, 1H); 8,45(d,
Tun=7,3 Hz, 1H); 8,36(d, “Juu=7,6 Hz, 1H); 7,84(t, *Juu=8,0 Hz, 1H); 7,71(d,
Jaass=8,1 Hz, 2H); 7,36(s, 1H); 7,18(d, Jaass=8,1 Hz, 2H); 4,60-4,70(m, 1H), 1,81-
1,93(m, 2H); 1,55-1,63(m, 2H); 1,27(d, *Juu=5,8 Hz, 3H); 1,20(d, *Jun=5,7 Hz, 3H);
1,00(t, *Jyu=6,6 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 4,20 perc; (ESI): m/z =457 [M + H]".

Etil 4-{[6-(3-aminofenil)pirimidin-4-ilJamino }fenil etilfoszfonat (70a): A fenolok és
foszfonatok redukcidjanak élltalanos receptje alapjan 0,067 g 69a nitro vegyiilet (0,16

mmol) redukcidja. Termelés: 0,043 g sarga por (62 %).

Op=207-209 °C (DEE).

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; &(ppm): 9,63(s, 1H); 8,64(s, 1H); 7,68(d, Jaass=8.7
Hz, 2H); 7,28(s, 1H), 7,09-7,19(m, 5H); 6,68(d, *Juu=6,4 Hz, 1H); 5,26( széles s, 2H),

4,40-4,17(m, 2H); 1,83-1,98(m, 2H); 1,24(t, *Juu=7,05 Hz, 3H); 1,11(dt, *Jpy=12,7 Hz,
3Jun=7,6 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 0,43 perc 2,28 perc; 2,47 perc; (ESI): m/z =399 [M + H]*.

Izopropil 4-{[6-(3-aminofenil)pirimidin-4-ilJamino}fenil propilfoszfonat (70b): A
fenolok és foszfonitok redukcidjdnak 4lltaldnos receptje alapjan 0,076 g 69b nitro

vegyiilet (0,17 mmol) redukcidja. Termelés: 0,016 g sarga por (21 %).
Op=150-160 °C (DEE).

*'P.NMR (243 MHz): DMSO-d6; 8: 27,6 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 8(ppm): 9,62(s, 1H), 8,64(s, 1H); 7,68(d, Jaass=8.9
Hz, 2H); 7,28(s, 1H); 7,12-7,23(m, 4H); 7,09(s, 1H, H12); 6,68(d, *Jun=5,6 Hz, 1H);
526(széles s, 2H), 4,64-4,71(m, 1H), 1,81-1,9(m, 2H), 1,58-1,63(m, 2H), 1,27(d,
Tun=6,2 Hz, 3H); 1,20(d, *Juu=6,2 Hz, 3H); 1,00(t, *Juu=6,3 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 2,78 perc (ESI): m/z = 427 [M + H]".

5-{[6-(2-Metoxifenil)pirimidin-4-ilJamino}-2-metilfenil  hidrogén etilfoszfonat
(71a): Vizmentes acetonban (20 ml) feloldottam 0,179 g trimetilszilil kloridot (0,21 ml,
1,65 mmol) és 0,274 g kalium jodidot (1,65 mmol). Az elegyet fél 6ran keresztiil

kevertettem szobahdmérsékleten, majd hozzdadtam az S4a etil etilfoszfonat (0,235 g,
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0,55 mmol) acetonos oldatat (30 ml). Az addici6 utan a reakcidelegyet 20 6ran keresztiil
refluxéltattam, majd bepdroltam. A bepdarlasi maradékot telitett vizes ammonium klorid
oldatban szuszpendaltam és hozzdadtam 0,5 ml EtOAc-ot. A szuszpenziét egy Oran
keresztiil kevertettem szobahdmérsékleten, majd sziirtem és dietil éterrel mostam. Az

igy prepardlt tiszta termék 0,154 g sarga por volt (70 %).
Op=240-242 °C (viz).

*'P-NMR (243 MHz): DMSO-d6; &: 26,9 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 110 °C, &(ppm): 10,02(széles s, 1H); 8,71(s, 1H);
7,85(d, *Juu=7,8 Hz, 1H); 7,61(s, 1H); 7,40-7,55(m, 3H); 7,41(s, 1H); 7.2(d, “Tyn=74
Hz, 1H); 7,11(t, 3JHH:7,4 Hz, 1H); 4,89( széles s, 1H); 3,91(s, 3H); 2,24(s, 3H); 1,77-
1,92(m, 2H); 1,17(dt, *Tpu=19,9 Hz, *Juu=7.6 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 2,43 perc; (ESI): m/z = 400 [M + H]".

5-{[6-(2-Metoxifenil)pirimidin-4-ilJamino }-2-metilfenil hidrogén propilfoszfonat
(71b): A hidrolizis a 7l1a-nal leirt moddszer szerint végeztem 354b izopropil
propilfoszfonatbol (0,05 g, 0,11 mmol). Ez esetben az izolalt termék 0,036 g barna por
volt (79 %).

Op= 170 °C (viz).

3'P-NMR (162 MHz): DMSO-d6; &: 26,6 ppm.

'"H-.NMR (400 MHz): DMSO-d6; O(ppm): 10,48(széles s, 1H); 8,81(s, 1H); 7,78(d,
Tun=7,4 Hz, 1H); 7,57(s, 1H); 7,56(t, *Juu=7,5 Hz, 1H); 7,49(d, *Tuu=8,2 Hz, 1H);
7,32(s, 1H); 7,25(d, *Tun=8,4 Hz, 1H); 7,24(d, *Juu=8.6 Hz, 1H); 7,14(t, *Juu=7,5 Hz,
1H); 3,50(s, 1H); 3,90(s, 3H); 2,21(s, 3H); 1,77-1,86(m, 2H); 1,58-1,67(m, 2H); 1,01(t,
Jun=7,1 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 2,53 perc; (ESI): m/z = 414 [M + H]".
6.5. Foszfindt tartalmu inhibitorok elédllitdasa (Ar-CH-P)

Dietil [hidroxi(3-nitrofenil)metil[foszfonat (72): Toluolban (50 ml) feloldottam 7,55 g
3-nitro-benzaldehidet (50 mmol), 7,59 g dietil foszfitot (55 mmol) és 5,56 g trietilamint
(55 mmol), majd az elegyet egy éjszakan keresztiil szobahOmérsékleten kevertettem. Az

elegyhez vizet (50 ml) adtam, majd elvélasztds utdn a szerves fazist 1 M-os vizes sdsav
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oldattal mostam (50 ml). Az egyesitett vizes fazisokat toluollal extrahdltam (1x30 ml).
Az egyesitett szerves féazisokat telitett s6s vizzel mostam (50 ml), MgSQO4-on
széritottam. Bepdrlds utdn a nyers terméket toluolbdl atkristalyositottam, sziirés utdn

dietil éterrel mostam. 11, 04 g (76 %) halvanysarga port preparaltam.
Op=92 °C (toluol).

3'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 19,8 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 8(ppm): 8,28(d, ‘Juu=1,6 Hz, 1H); 8,14(d, *Juu=8,0
Hz, 1H), 7,86(d, *Tuu=7,5 Hz, 1H); 7,65(t, *Juu=7.9 Hz, 1H); 6,52(dd, *Jpy=14,5 Hz,
Tan=5,9 Hz, 1H); 5,2(dd, Jpy=14,1 Hz, *Juu=5,9 Hz, 1H); 3,90-4,04(m, 4H); 1,16(t,
3Jun=7.0 Hz, 6H).

LC-MS: R, = 2,83 perc; (ESI): m/z = 290 [M + H]".

Dietil [(3-aminofenil)(hidroxi)metil]foszfonat (73): Metanolban (100 ml) feloldottam
1,445 ¢ dietil [hidroxi(3-nitrofenil)metil]foszfondtot (72, 5 mmol) és 3,150 g
ammonium formidtot (50 mmol). Az elegyhez Ar-atmoszféra alatt hozzdadtam 0,145 g
10 m/m %-os csontszenes palldidiumot. Az elegyet egy nap intenziv kevertetés utan
celliten sziirtem, kevés metanollal mostam, majd a szilirletet beparoltam. A beparlasi
maradékot telitett vizes Na,COs-ban felvettem (50 ml), EtOAc-tal extrahaltam (3x50
ml). Az egyesitett szerves fazisokat telitett sés vizzel mostam (100 ml), MgSO4-on

széritottam. Bepdrlds utdn a vart terméket sarga olajként izoldltam (0,936 g, 72 %).

*'P.NMR (242 MHz): DMSO-d6; 8: 21,1 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 8(ppm): 6,93(t, *Juu=7,7 Hz, 1H); 6,65(d, “Tuu=1,5
Hz, 1H), 6,54(d, *Juu=7,3 Hz, 1H); 6,44(d, *Juu=7.8 Hz, 1H); 5,92(dd, *Jpy=16,7 Hz,
Tun=5,5 Hz, 1H); 5,00(széles s, 2H); 4,7(dd, “Jpy=13,1 Hz, *Jyu=5,5 Hz, 1H); 3,82-
3,99(m, 4H); 1,15(dt, *Juu=7.0 Hz, *Jpu=10,6 Hz, 6H).

LC-MS: R; = 0,48 perc; 1,49 perc; 2,18 perc; (ESI): m/z = 260 [M +H]".

(Dietoxifoszforil)(3-nitrofenil)metil metanszulfonat (74): THF-ben (25 ml)
feloldottam 1,445 g dietil [hidroxi(3-nitrofenil)metil]foszfonatot (72, S mmol) és 0,606
g trietilamint (0,83 ml, 6 mmol), az elegyet 0 °C-ra hitdttem és hozzdadtam 0,63 g
metanszulfonsav kloridot (0,43 ml, 5,5 mmol). A reakcidelegyet 2 o6rdn keresztiil

kevertettem szobahOmérsékleten, majd bepdroltam. A beparldsi maradékot viz és
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EtOAc kozott megosztottam (50-50 ml), majd a vizes fazist EtOAc-tal extrahdltam
(2x50 ml). Az egyesitett szerves fazisokat 1 M vizes sosav (50 ml), telitett vizes
NaHCO; (50 ml) oladatokkal és telitet s6s vizzel (50 ml) mostam, MgSO4-on
széritottam. Beparlds utdn a tiszta terméket dietil éterbdl szlirtem ki; 1,343 g (73 %)

fehér por.
Op=81-82 °C (DEE).

*'P.NMR (242 MHz): DMSO-d6; 8: 13,2 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; &(ppm): 8,33(s, 1H); 8,25(d, *Juuy=8,0 Hz, 1H),
7,93(d, 3Jun=7.4 Hz, 1H); 7,75(t, *Jun=8.,0 Hz, 1H); 6,35(d, Jpu=15,9 Hz); 3,96-4,14(m,
4H); 3,22(s, 3H); 1,18(dt, *Jun=7,0 Hz, “Jpy=10,0 Hz, 6H).

LC-MS: R, = 3,33 perc; (ESI): m/z = 368 [M + H]".

Dietil (3-aminobenzil)foszfonat (75): Metanolban (20 ml) feloldottam 0,367 g
(Dietoxifoszforil)(3-nitrofenil)metil metdnszulfonétot (74, 1 mmol), majd az elegyhez
Ar-atmoszféra alatt hozzdadtam 0,037 g 10 m/m %-os csontszenes pallddiumot. Végiil
belecsepegtettem 2 ml 70 %-os hidrazin hidratot. Az elegyet egy nap intenziv kevertetés
utdn celliten sziirtem, kevés metanollal mostam, majd a sziirletet beparoltam. A
beparldsi maradékot telitett vizes NaHCOs-ban felvettem (20 ml), EtOAc-tal
extrahdltam (3x20 ml). AZ egyesitett szerves fazisokat telitett sOs vizzel mostam (30
ml), MgSOs-on szdritottam. Bepdrlds utdn a vart terméket halvanysirga olajként

izolaltam (0,190 g, 78 %).

*'P.NMR (242 MHz): DMSO-d6; 8: 25,5 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 8(ppm): 8,20(széles s, 2H); 7,17(t, *Jun=7,7 Hz, 1H);
6,81-6,88(m, 3H); 3,93(dq, “Jey="Jun=7,1 Hz, 4H); 3,14(d, *Jpy=21,6 Hz, 2H); 1,16(t,
3Tun=7,0 Hz, 6H).

LC-MS: R, = 0,46 perc; 1,89 perc; (ESI): m/z = 244 [M + H]".

Dietil [hidroxi(4-nitrofenil)metil]foszfonat (76): A 72-es meta helyzetii szarmazéknal
leirtakkal azonos médon 7,55 g 4-nitro-benzaldehidbdl (50 mmol) kiindulva hajtottam
végre a reakcidt. A rekcidelegy fent leirtak szerinti feldolgozdsa utdn a terméket dietil

éterbdl kristalyositottam, 8,67 g (60 %) halvanysarga port preparaltam.
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Op=88-90 °C (DEE).

3'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 19,4 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; &(ppm): 8.21(d, Jaaps=8,6 Hz, 2H); 7,68(dd,
Jaaps=8,9 Hz, J=2,2 Hz 2H); 6,50(dd, “Jpy=14,6 Hz, *Jyu=5,7 Hz, 1H); 5,18(dd,
pu=15,4 Hz, 3Jun=5,7 Hz); 3,90-4,05(m, 4H); 1,16(dt, *Juu=7,0 Hz, J=3,0 Hz, 6H).

LC-MS: R, = 2,84 perc; (ESI): m/z =290 [M + H]".

Dietil [(4-aminofenil)(hidroxi)metil]foszfonat (77): A reakciét a 73-as meta helyzetii
szarmazéknal leirtakkal azonos mdédon hajtottam végre 1,50 g dietil [hidroxi(4-
nitrofenil)metil [foszfonatbdl (76, 5,19 mmol) kiindulva. A tiszta terméket dietil éterbol
szlirve sdarga porként izoldltam (1,16 g, 86 %).

Op=157-158 °C (DEE).

*'P.NMR (242 MHz): DMSO-d6; 8: 21,8 ppm.

'"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; O(ppm): 7,07(dd, Jaass=8,3 Hz, J=1,7 Hz 2H);
6,50(d, Jaags=8,3 Hz, 2H); 5,80(széles s, 1H); 5,03(széles s, 2H); 4,66(d, 2JPH:11,7
Hz); 3,90-4,01(m, *Juu=7,2 Hz, 2H); 3,70-3,90(m, *Juu=7,2 Hz, 2H); 1,18(t, *Tuu=7,0
Hz, 3H); 1,11(t, *Juu=7.0 Hz, 3H).

LC-MS: elbomlik, R, = 0,45 perc; (ESI): m/z = 242 [M — H,O + H]".

(Dietoxifoszforil)(4-nitrofenil)metil metanszulfonat (78): A 74-es meta helyzeti
szarmazéknal leirtakkal azonos modon 1,445 g dietil [hidroxi(4-
nitrofenil)metil]foszfonatbdl (76, 5 mmol) kiindulva hajtottam végre a reakciét. 0,954 g

halvanysarga port izoldltam (52 %).
Op= 79-80 °C (DEE).

3'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 12,9 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; &(ppm): 8.28(d, Jaaps=8,7 Hz, 2H); 7,74(dd,
Jaaps=38,8 Hz, J=2,0 Hz, 2H); 6,33(d, “Jpu=16,7 Hz, 1H); 3,96-4,12(m, 4H); 3,23(s, 3H,
H8); 1,18(dt, *Juu=7,0 Hz, J=4,2 Hz, 6H).

LC-MS: R, = 3,34 perc; (ESI): m/z =368 [M + H]".
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Dietil (4-aminobenzil)foszfonat (79): A 75-6s meta helyzetii szarmazéknal leirtakkal
azonos modon, kétszeres mennyiségli 0,734 g (dietoxifoszforil)(4-nitrofenil)metil
metanszulfonatbdl (78, 2 mmol) kiindulva hajtottam végre a reakciét. Beparlds utdn a
vart terméket kaptam 0,456 g fehér por formdjaban (94 %).

Op=90-91 °C (EtOAc).

3'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 26,7 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 8(ppm): 6,90(dd, Jaaps=8,3 Hz, J=2,2 Hz 2H);
6,49(d, Jaagp=8,3 Hz, 2H); 4,92(széles s, 2H); 3,90(dq, *Tpu=7,3 Hz, *Juu=7,2 Hz, 4H);
2,97(d, Jpp=20,6 Hz, 2H); 1,16(t, *Tyu=7,0 Hz, 6H).

LC-MS: R, = 0,45 perc; 1,69 perc; (ESI): m/z = 244 [M + H]".

Etil 2-metil-5-nitrobenzoat (80): Vizmentes etanolban (200 ml) feloldottam 5,000 g 2-
metil-5-nitro-benzoesavat (27,6 mmol) és 2 ml 98 %-os kénsavat. Az elegyet egy nap
forralds utdn beparoltam. A bepdérldsi maradékot EtOAc-ban feloldottam (200 ml) és 1
M vizes NaOH oldattal (2x50 ml) és telitett séoldattal mostam, MgSOy4-on szdritottam.
Beparlds utdn a tiszta terméket kaptam; 4,978 g sarga kristdly (86 %). A NaOH-os
fazisokbdl savanyitds utdn visszanyerthet0 a reagdlatlan 2-metil-5-nitro-benzoesav, kb.

0,5 g.

'H-NMR (400 MHz): CDCl3; 8(ppm): 8,75(d, *Jun=2.5 Hz, 1H); 8,23(dd, *Jyu=8,3 Hz,
Tun=2,5 Hz, 1H); 7.43(d, *Jun=8,4 Hz, 1H); 4,42(q, *Juu=7,4 Hz, 2H); 2,72(s, 3H);
1,44(t, *Juu=7,1 Hz, 3H).

LC-MS: R; =4,11 perc; (ESI): m/z = nem ionizal.

(2-Metil-5-nitrofenil)metanol (81): A 80 2-metil-5-nitro-benzoesav etil észtert (4,967
g; 23,8 mmol) feloldottam 100 ml szdaraz THF-ban és 0°C-ra hitottem. Ezen a
homérsékleten kb. egy 6ra alatt apranként hozzdadagoltam 3,612 g LiAlH4-et (95,1
mmol), majd 2,5 o6rat kevertettem szobahdmérsékleten. Ezt kovetéen 2-propanolt
csepegtettem az elegybe, amig az pezsgett, majd 2 M vizes NaOH-ot (50 ml) adtam
hozza. A kivalt géles csapadékot celliten szlirtem, EtOAc-tal mostam. A szlrletet
EtOAc-tal extrahdltam (3x75 ml), majd az egyesitett szerves fazisokat telitett sos vizzel
mostam (100 ml), MgSOy-on szaritottam. Bepérlds utdn a vart terméket dietiléterbol

sziirtem. 1,97 g narancssédrga por (50 %).
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Op= 159-162 °C (DEE).

'H-NMR (400 MHz): CDCls; 8(ppm): 7,87(s, 1H); 7,71(dd, *Juu=8,1 Hz, *Juu=2.,3 Hz,
1H); 7,25(d, *Juu=8,1 Hz, 1H); 4,73(s, 2H); 2,36(s, 3H); 1,52(széles s, 1H).

LC-MS: R; = 3,43 perc; (ESI): m/z = molekulaion nem latszik, feltételezhetéen az LC-n

atalakul.

2-(Bréommetil)-1-metil-4-nitrobenzol (82): A 81 (2-Metil-5-nitrofenil)metanolt (0,200
g; 1,2 mmol) feloldottam 20 ml vizmentes THF-ban és lehitottem -10°C-ra. Az
elegyhez hozzdadtam 0,162 g PBr3;-ot (0,056 ml ; 0,6 mmol), majd szobahémérsékleten
kevertettem 1,5 6rdan keresztiil, végiil a reakcidelegyet bepdroltam. A beparlasi
maradékot feloldottam EtOAc és THF 2:1 elegyében (80 ml), majd vizzel (2x30 ml) és
telitett s6oldattal (30 ml) mostam, MgSOy-on széritottam. Beparlds utdn a vart terméket

dietiléterbdl szlirtem; 0,233 g sarga por (85 %).
Op=195-198 °C (DEE).

'H-NMR (400 MHz): CDCI3; 8(ppm): 7,81(d, *Jun=2,1 Hz, 1H); 7,72(dd, *Juu=7,9 Hz,
Tun=2,1 Hz, 1H); 7,25(d, *Juu=8.2 Hz, 1H); 4,52(s, 2H); 2,43(s, 3H).

LC-MS: Annyira reaktiv ez az intermedier, hogy az LCMS koriilményei kézt nem

vizsgélhato.

Dietil (2-metil-5-nitrobenzil)foszfonat (83): A 82 2-(brémmetil)-1-metil-4-
nitrobenzolt (0,23 g, 1 mmol) szuszpendaltam 4 ml trietil foszfitban (23 mmol) és zart
rdényben mikrohullamu reaktorban melegitettem 100 °C-on 10 percig. Az elegyet 0 °C-
ra hiitottem és 1 ml 36 %-os sésavat adtam hozza. Fél 6ra kevertetés utdn a terméket
EtOAc és THF 2:1 elegyével extrahaltam (3x20 ml). Az egyesitett szerves fazisokat
telitett NaHCOs-tal (20 ml) és telitett s6s vizzel (20 ml) mostam, MgSQOg4-on
széritottam, végiil bepdroltam. A terméket dietil éterbdl kristalyositottam; 0,11 g

narancssarga por (38 %).
Op=117-119 °C (DEE).

'"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; d(ppm): 7,77(s, 1H); 7,67(d, 3JHH:S,O Hz, 1H);
7,39(d, 3Jun=38,0 Hz, 1H); 3,90-4,03(m, 4H); 3,40(d, Jop=~22,0 Hz, 2H); 2,43(s, 3H);
1,18(t, *Juu=7.0 Hz, 6H).
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LC-MS: R, = 4,18 perc; (ESI): m/z = nem ionizal.

Dietil (5-amino-2-metilbenzil)foszfonat (84): Metanolban (20 ml) feloldottam a 83
dietil (2-metil-5-nitrobenzil)foszfonatot (0,100 g, 0,36 mmol), hozzdadtam 0,227 g
ammoénium formidtot (3,60 mmol), majd argon atmoszféra alatt 0,01 g 10 m/m %-os
csontszenes pallidiumot. Az elegyet 20 6rdn keresztiil szobahdmérsékleten kevertettem,
majd celliten kisziirtem a katalizatort, MeOH-lal mostam. A sziirletet beparoltam, majd
EtOAc-ban (50 ml) feloldottam. Ezt az elegyet mostam telitett NaHCOs-tal (20 ml) és
telitett séoldattal (20 ml), MgSO4-on szdritottam. A bepérlds utdni nyers terméket

tovébbi tisztitas nélkiil hasznaltam; 0,071 g sarga olaj (77 %).
'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; &(ppm): 6,78(d, *Juu=8,0 Hz, 1H); 6,45(t, “Tun=2.5

Hz, 1H); 6,35(dt, *Tuu=8,0 Hz, ‘Juu=2,3 Hz, 1H); 4,77(széles s, 2H); 3,85-3,98(m, 4H);
2,98(d, *Jpy=21,6 Hz, 2H); 2,13(s, 3H); 1,17(t, *Juu=7.0 Hz, 6H).

LC-MS: R, = 0,45 perc és 2,16 perc; (ESI): m/z = 258 [M + H]".

Altaldnos recept a 6-fenil-4-kl6r-pirimidinek (6a és 6b) és az amino-benzil
foszfonatok kapcsolasahoz: Az anilint feloldottam minimélis mennyiségii EtOH-ban
€s hozzdadtam néhany csepp (kb. 0,1 ml) sésavval telitett dioxdnt. Az elegyet
bepdaroltam, majd 30 ml toluolt lepdroltam réla. Az anilin sésav s6jdhoz hozzdadtam a
6a vagy 6b klor-pirimidint, majd az elegyet 3-24 o6rdig refluxdltatam 35 ml [PA-ban
(VRK-val kovettem a reakcidt, eluens: Toluol:MeOH = 4:1). A kihiilt elegyet
beparoltam, telitett vizes NaHCOs-ban (30 ml) szuszpenddltam é&s EtOAc-tal
extrahdltam (3x70 ml). Az egyesitett szerves fazisokat telitett sos vizzel (50 ml)
mostam, MgSO4-on szdritottam, bepdroltam. A bemérések pontos értékét, a tovabi

tisztitasi 1épéseket, illetve a termeléseket €s az anyagok jellemzését 1asd kiilon.

Dietil (3-{[6-(2-metoxifenil)pirimidin-4-ilJamino}benzil)foszfonat (85): Az altalanos
kapcsolasi recept alapjan 0,165 g (0,75 mmol) 4-kl6r-6-(2-metoxifenil)pirimidin (6a) és
0,252 g (0,9 mmol) 75 anili*HCI felhasznaldsdval végeztem a reakciét. A nyers
terméket preparativ VRK lapon tisztitottam, az eluens EtOAc:EtOH = 9:1 volt. A
terméket MeOH-lal leoldottam. Bepdarlds utdn a maradékot felvettem EtOAc-ban (100
ml), 1 M vizes sésavval (100 ml), telitett vizes NaHCOs-tal (100 ml) és telitett sos
vizzel mostam, MgSO4-on széritottam. Beparlas utdn 0,041 g sdrga port izoldltam (13

%).
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Op=217-218 °C (EtOAc).

*'P-NMR (121 MHz): CDCls; &: 29,4 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 8(ppm): 9,62(s, 1H); 8,68(s, 1H); 7,94(dd, *Juu=7,7
Hz, “Jun=1,5 Hz, 1H); 7,55-7,66  (m, 2H); 7,45(s, 2H); 7,27(t, *Juu= 7,7 Hz, .1H);
7,18(d, *Tun=8,3 Hz, 1H); 7,08(t, *Juu= 7.5 Hz, 1H); 6,93(d, *Juu=7,6 Hz, 1H); 3,80-
4,00(m, 4H); 3,90(s, 3H); 3,20(d, Jpu=22,1 Hz, 2H); 1,18(t, *Jyu= 7,0 Hz, 6H).

LC-MS: R, = 2,58 perc €s 2,73 perc; (ESI): m/z = 428 [M + H]".

Dietil (3-{[6-(3-nitrofenil)pirimidin-4-il]Jamino}benzil)foszfonat (86a): Az altalanos
kapcsolasi recept alapjan 0,230 g (0,98 mmol) 4-klor-6-(3-nitrofenil)pirimidin (6b) €s
0,408 g (1,46 mmol) 75 anili*HCI felhaszndldsaval végeztem a reakcidt. A nyers

terméket acetonitrilbdl atkristdlyositottam, sziirés utan dietil éterrel mostam. 0,228 g

sarga port izolaltam (53 %).
Op= 188-190 °C (MeCN).

3'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 25,6 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; &(ppm): 9,83(s, 1H); 8,83(s, 1H); 8,76(s, 1H); 8,47(d,
Tun=7,6 Hz, 1H); 8,36(d, *Tuu=7,9 Hz, 1H); 7,83(t, *Juu=7,9 Hz, 1H); 7,59-7,70(m,
2H); 7,40(s, 1H); 7,29(t, *Tup= 7,5 Hz, 1H); 6,97(d, *Juu=6,9 Hz, 1H); 3,92-4,03(m,
4H); 3,24(d, Jpy=21,5 Hz, 2H); 1,19(t, *Jun=6.9 Hz, 6H).

LC-MS: R, = 3,66 perc; (ESI): m/z = 443 [M + H]".

Dietil [hidroxi(3-{[6-(3-nitrofenil)pirimidin-4-ilJamino }fenil)metil[foszfonat (86b):
Az Altalanos kapcsoldsi recept alapjan 0,230 g (0,98 mmol) 4-klor-6-(3-
nitrofenil)pirimidin (6b) és 0,433 g (1,46 mmol) 73 anili*HCI] felhaszndldsdval
végeztem a reakciot. A nyers terméket acetonitrilbdl atkristidlyositottam, sziirés utin

dietil éterrel mostam. 0,329 g sarga port izoldltam (73 %).
Op= 191 °C (MeCN).

3'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 20,8 ppm.

"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; d(ppm): 9,85(s, 1H); 8,84(s, 1H); 8,77(s, 1H); 8,48(d,
3Jun=7.8 Hz, 1H); 8,36(dd, *Tyu=8,1 Hz, “Jun=1,5 Hz, 1H); 7,84(t, *Jyy=8,0 Hz, 1H);
7,69-7,78(m, 2H); 7,41(s, 1H); 7,33(t, Jun= 8,1 Hz, 1H); 7,12(d, *Jyu=7.4 Hz, 1H);
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6,21(dd, *Jpy=16,2 Hz, *Jyy=5,5 Hz, 1H); 4,95(dd, “Jpy=13,4 Hz, *Juu=5,5 Hz, 1H);
3,88-4,06(m, 4H); 1,18(t, *Juu=6,9 Hz, 6H).

LC-MS: R, = 3,26 perc; (ESI): m/z = 459 [M + H]".

Dietil (3-{[6-(3-aminofenil)pirimidin-4-ilJamino }benzil)foszfonat (87a): A fenolok és
foszfonatok redukcidjanak élltaldnos receptje alapjan 0,100 g 86a nitro vegyiilet (0,23
mmol) redukcidja. Termelés: 0,075 g sarga por (73 %).

Op= 186 °C (DEE).

*'P.NMR (242 MHz): DMSO-d6; 8: 28,5 ppm.

'"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; o(ppm): 11,02(s, 1H); 8,84(s, 1H); 7,45-7,70(m, SH);
7,30-7,40(m, 3H); 7,05-7,15(m, 1H); 3,95-4,00(m, 4H); 3,26(d, 2JpH:21,0 Hz, 2H);
1,19(s, 6H).

LC-MS: R, = 2,38 perc €s 2,48 perc; (ESI): m/z = 413 [M + H]".

Dietil [(3-{[6-(3-aminofenil)pirimidin-4-ilJamino }fenil)(hidroxy)metil [foszfonat
(87b): A fenolok és foszfondtok redukcidjanak élltalanos receptje alapjan 0,100 g 86b
nitro vegyiilet (0,22 mmol) redukcidja. Termelés: 0,082 g sarga por (80 %).

Op=265-267 °C (DEE).

3'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 23,6 ppm.

'"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 6(ppm): 11,14(s, 1H); 8,86(s, 1H); 7,10-7,80(m, 9H);
6,00(széles s, 3H); 4,98(d, 2JpH:13,2 Hz, 1H); 3,95-4,00(m, 4H); 1,17(s, 6H).

LC-MS: R, = 2,01 perc €s 2,23 perc; (ESI): m/z = 429 [M + H]".

Dietil  (4-{[6-(2-metoxifenil)pirimidin-4-ilJamino}benzil)foszfonat  (88a): Az
altaldnos  kapcsoldsi recept alapjan 0,221 ¢ (1,0 mmol) 4-kl6r-6-(2-
metoxifenil)pirimidin (6a) és 0,419 g (1,5 mmol) 79 anili*HCI] felhaszndldsaval
végeztem a reakcidt. A nyers terméket acetonitrilbdl atkristalyositottam. 0,212 g sarga

port izolaltam (50 %).
Op= 151 °C (MeCN).

3'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 25,9 ppm.
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'"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; d(ppm): 9,57(s, 1H; 8,66(s, 1H); 7,93(d, 3JHH:7,5 Hz,
1H); 7,62(d, Jaaps=8,2 Hz, 2H); 7.43(t, *Jun=8,4 Hz, 1H); 7,42(s, 1H); 7,22(dd,
Jaass=8,4 Hz, ‘Tpu=1,8 Hz, 2H); 7,16(d, *Juu=8,3 Hz, 1H); 7,06(t, *Juu=7,5 Hz, 1H);
3,90-3,99(m, 4H); 3,88(s, 3H, H20); 3,15(d, *Jpu=21,2 Hz, 2H); 1,17(t, *Juu=7,0 Hz,
6H).

LC-MS: R, = 2,41 perc és 2,56 perc; (ESI): m/z = 428 [M + H]"; 426 [M — H]".

Dietil [hidroxi(4-{[6-(2-metoxifenil)pirimidin-4-ilJamino }fenil)metil [foszfonat
(88b): Az Aaltalanos kapcsoldsi recept alapjan 0,221 g (1,0 mmol) 4-klor-6-(2-
metoxifenil)pirimidin (6a) és 0,44 g (1,5 mmol) 77 anili*HCI felhaszndldsaval
végeztem a reakciot. A nyers terméket el6szor hexan/DCM-bdl, majd acetonitrilbdl

atkristalyositottam. 0,140 g sarga port izolaltam (32 %).
Op=195-196 °C (MeCN).

*'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 21,0 ppm (82 %) és 7,4 ppm (18 %).

'"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 6(ppm): 9,62 (s, 1H); 8,69(s, 1H); 7,95(d, 3JHH:5,2
Hz, 1H); 7,55-7,7(m, 2H); 7,3-7,5(m, 4H); 7,18(d, 3 un=6,4 Hz, 1H); 7,08(s, 1H);
6,09(d, 3Jpeu=12,4 Hz, 1H); 4,88(d, Jeu=11,1 Hz, 1H); 3,9-4,05(m, 7H); 1,17(s, 6H). A

jelek burkoldgorbe szerliek, melegitésre bizonyos jelek szétvalnak kb. 3:1 ardnyban.
Feltételezem, hogy a molekuldk egy részében az OH hidrogén hidat képez a foszfor
oxigénjével, és ez okozza a furcsa spektrumokat. Az a-hidroxi nélkiili szarmazékoknal

nem taldlkoztam ezzel a jelenséggel.

LC-MS: R, = 0, 46 perc, 2,14 perc és 2,32 perc; (ESI): m/z = 444 [M + H]"; 442 [M —
H].

Dietil (4-{[6-(3-nitrofenil)pirimidin-4-il]amino}benzil)foszfonat (89a): Az altalanos
kapcsoldsi recept alapjan 0,236 g (1,0 mmol) 4-kl6r-6-(3-nitrofenil)pirimidin (6b) és
0,419 g (1,5 mmol) 79 anili*HCI felhaszndldsdval végeztem a reakciot. A feldolgozas
sordn az é&ltalanos recepttdl eltértem, mert a vizes NaHCOj; szuszpenziét nem
extrahdltam, hanem 0,5 ml EtOAc-ot adtam hozzd és 0 °C-on kevertettem 30 percen

keresztiil. A kivalt csapadékot sziirtem és dietil éterrel mostam; 0,44 g sdrga por (99,5

%).

Op= 204 °C (viz, EtOAc).
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3'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 25,8 ppm.

"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; d(ppm): 9,81(s, 1H); 8,81(s, 1H); 8,75(s, 1H); 8,43(d,
Tun=7,7 Hz, 1H); 8,35(d, “Juu=8,1 Hz, 1H); 7,83(t, *Juu=7.9 Hz, 1H); 7,65(d,
Jaass=8,1 Hz, 2H); 7,36(s, 1H); 7,25(dd, Jaass= 8,7 Hz, J=2,1 Hz, 2H); 3,89-4,00(m,
4H); 3,18(d, “Tpy=21,2 Hz, 2H); 1,17(t, *Jyu=7.0 Hz, 6H).

LC-MS: R, = 3,62 perc; (ESI): m/z = 443 [M + H]"; 441 [M — HJ".

Dietil [hidroxi(4-{[6-(3-nitrofenil)pirimidin-4-ilJamino }fenil)metil[foszfonat (89b):
Az Altalanos kapcsoldsi recept alapjan 0,220 g (0,93 mmol) 4-klor-6-(3-
nitrofenil)pirimidin (6b) és 0,363 g (1,4 mmol) 77 anili*HCI felhasznédl4dsaval végeztem
a reakciot. A nyers terméket el0szor oszlopkromatografidsan tisztitottam (eluens 100 %
EtOAc), majd a megfeleld frakcidk Osszeparldsa utdn kapott terméket acetonitrilbdl

atkristalyositottam; 0,024 g halvanysarga port izoldltam (6 %).
Op= 205 °C, dec. (MeCN).

'"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 6(ppm): 9,81(s, 1H); 8,82(s, 1H); 8,78(s, 1H); 8,45(s,
1H); 8,37(s, 1H); 7,84(s, 1H); 7,69(s, 2H); 7,4(széles s, 3H); 6,11(d, 3Jeu=14,7 Hz, 1H);
4,90(d, 2JpH=9,8 Hz, 1H); 3,98(széles s, 4H); 1,18(széles s, 6H). A spektrumra ugyanaz

jellemzd, mint 88b esetében.
LC-MS: R, = 3,22 perc; (ESI): m/z = 459 [M + H]*; 457 [M — HJ".

Dietil (4-{[6-(3-aminofenil)pirimidin-4-ilJamino }benzil)foszfonat (90): A fenolok és
foszfonatok redukcidjanak élltaldnos receptje alapjan 0,300 g 89a nitro vegyiilet (0,68
mmol) redukciéja. Termelés: 0,182 g sarga por (65 %).

Op= 62-65 °C (EtOAc); amorf.

3'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 25,8 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; &(ppm): 9,57(s, 1H); 8,64(s, 1H); 7,62(d, Jaaps=8.2
Hz, 2H); 7,21-7,27(m, 3H); 7,09-7,16(m, 3H); 6,67(d, *Jun=6,8 Hz, 1H); 5,26(széles s,
2H); 3,88-3,99(m, 4H); 3,15(d, *Jpy=21,2 Hz, 2H); 1,17(t, *Jun=7.0 Hz, 6H).

LC-MS: R, = 0,46 perc, 2,22 perc és 2,44 perc; (ESI): m/z = 413 [M + H]"; 411 [M —
HT.
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Dietil (5-{[6-(2-metoxifenil)pirimidin-4-il]amino}-2-metilbenzil)foszfonat (91): Az
altalanos  kapcsoldsi  recept alapjan 0,165 g (0,75 mmol) 4-kl6r-6-(2-
metoxifenil)pirimidin  (6a) ¢és 0,072 g (0,25 mmol) dietil (5-amino-2-
metilbenzil)foszfonat (84) sésav séjat reagdltattam. A nyers terméket preparativ VRK
lapon tisztitottam, az eluens EtOAc:hexdn = 8:1 volt. A szilikagélr6l MeOH-lal

oldottam le a terméket. Beparlds utdn 0,04 g sarga port izoldltam (53 %).
Op= 134-137 °C (MeOH).

*'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 28,9 ppm.

'"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 6(ppm): 9,56(s, 1H); 8,56(s, 1H); 7,93(dd, 3JHH:7,7
Hz, “Tuu=1,5 Hz, 1H); 7,41-7,56(m, 3H); 7,42(s, 1H); 7,17(d, *Tuy=8,3 Hz, 1H; 7,13(d,
Tun=8,1 Hz, 1H); 7,07(t, *Jun=7,4 Hz, 1H); 3,89-4,00(m, 4H); 3,89(s, 3H); 3,17(d,
Tpu=21,6 Hz, 2H); 2,29(s, 3H); 1,18(t, *Jun=7,0 Hz, 6H).

LC-MS: R, = 2,92 perc; (ESI): m/z = 442 [M + H]".

(4-{[6-(3-Nitrofenil)pirimidin-4-ilJamino}benzil)foszfonsav (92a): A vegyiiletet a
publikélt médszer médositasaval dllitottam eld [87]. 0,100 g 89a dietil foszfonatot (0,23
mmol) 5 M vizes sésavban (30 ml) forraltam 24 6ran keresztiil. Az elegyet beparoltam,
majd vizben felvettem (25 ml) és dietil éterrel mostam (3x100 ml). A viz bepérldsa utan
toluolt lepédroltam a termékrdl (20 ml). A szdraz terméket 5 ml vizmentes EtOH-ban
felvettem €s -9 °C-ra hiitottem, majd hozzaadtam 0,5 ml propilén oxidot. 15p kevertetés
utdn a kivalt csapadékot szlirtem, dietil éterrel mostam. A vart terméket sarga porként

preparaltam, 0,059g (66 %).
Op=265-270 °C, dec. (EtOH).

3'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 20,1 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; &(ppm): 10,48(s, 1H); 8,79(s, 1H); 8,77(s, 1H);
8,39(dd, *Jun="Jun=7.8 Hz, 2H); 7,85(t, *Jyu=8,0 Hz, 1H); 7,63(d, Jaapp=7.8 Hz, 2H);
7,15(s, 1H); 7,24(d, Jaage=7,5 Hz, 2H); 5,2(széles s, 2H); 2,93(d, 2JpH:21,4 Hz, 2H).

LC-MS: R, = 2,40 perc; (ESI): m/z =387 [M + H]".
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(4-{[6-(3-Aminofenil)pirimidin-4-ilJamino }benzil)foszfonsav (92b): A 92a
vegyiiletnél leirtakkal azonos médon 0,128 g 90 dietil foszfonitbdl (0,31 mmol)

kiindulva végeztem a reakciét. Termelés: 0,110 g sarga port izoldltam (99 %)
Op> 300 °C (EtOH).

3'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 20,4 ppm.

'"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 8(ppm): 11,08(s, 1H); 8,73(s, 1H); 7,52(d, Jaaps=3,1
Hz, 2H); 7,38-7,48(m, 3H); 7,24(d, Jaaps=8,1 Hz, 2H); 7,12-7,20(m, 1H); 7,14(s, 1H);
6,30(széles s, 4H); 2,98(d, Jpp=21,4 Hz, 2H).

LC-MS: R, = 0,46 perc és 1,64 perc; (ESI): m/z = 357 [M + H]".

Etil etil(3-nitrobenzil)foszfinat (94a): 1,08 g 3-nitro-benzil bromidot (5,0 mmol) és
1,125 g dietil etilfoszfonitot (7,5 mmol) oldészer nélkiil 6sszemértem, majd folyamatos
argon dramlds mellett 140 °C-on kevertettem egy 6ran keresztiil. Miutan az elegy lehiilt
60-70 °C-ra 5 ml CHCls-mal higitottam. Tovabb hiitdttem az elegyet 0 °C-ra és
hozzdadtam 2 ml 5 M vizes soOsavat, par perc kevertetés utdn az elegyet vizzel
higitottam (10 ml), majd CHCls-mal kirdztam (3x50 ml). Az egyesitett szerves fazisokat
2 M vizes NaOH oldattal (2x50 ml) és telitet s6oldattal (50 ml) mostam, MgSO4-on
széritottam. Bepdrlds utdn az elegyet 100 ml MeOH-ban feloldottam és aktiv szénnel
deritettem. A MeOH beparldsa utdn 0,846 g sdrga olajat izoldltam (66 %), amit tovabbi

tisztitas nélkiil hasznaltam fel.

*'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 54,9 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; &(ppm): 8,18(s, 1H); 8,10(d, *Jyu=7,0 Hz, 1H);
7,73(d, Jun=7.2 Hz, 1H); 7,62(t, ‘Jau=7,5 Hz, 1H); 3,80-4,00(m, 2H); 3,40(d,
2Jp=16,4 Hz, 2H); 1,60-1,70(m, 2H); 1,16(s, 3H); 1,00(dt, *Jpu=18,1 Hz, *Jyu=7.4 Hz,
3H).

LC-MS: R = 2,91 perc; (ESI): m/z = 258 [M + H]".

Etil (3-nitrobenzil)propilfoszfinat (94b): A 3-nitro-benzil bromidot (2,51 g; 11,6
mmol) és a dietil propilfoszfonitot (2,61 g; 17,4 mmol) a 94a-ndl leirtak szerint

reagéltattam. A feldolgozds utdn 2,88 g barna olajat izoldltam (92 %).

*'P.NMR (121 MHz): CDCl;; &: 50,8 ppm.
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'H-NMR (300 MHz): CDCls; 8(ppm): 8,17(d, “Jun=1,2 Hz, 1H); 8,11(d, *Jyu=6,9 Hz,
1H); 7,70(d, *Juu=7,5 Hz, 1H); 7,54(t, *Juu=7,2 Hz, 1H); 3,94-4,16(m, 2H); 3,27(d,
Jpu=15,6 Hz, 2H); 1,56-1,80(m, 4H); 1,27(t, *Jyu=6,9 Hz, 3H); 1,02(t, *Jyu=7,2 Hz,
3H).

Etil (3-aminobenzil)etilfoszfinat (95a): A fenolok és foszfonatok redukcidjanak
alltalanos receptje alapjan 0,837 g 94a nitro vegyiilet (3,26 mmol) redukéldsaval a

szabad amint prepardltam. Termelés: 0,690 g sarga olaj (93 %).

*'P.NMR (242 MHz): DMSO-d6; 8: 56,1 ppm.

'"H-.NMR (300 MHz): DMSO-d6; d(ppm): 6,92(s, 1H); 6,47(s, 1H); 6,41 (s, 2H);
5,07(széles s, 2H); 3,80-3,90(m, 2H); 2,97(d, 2JpH:16,5 Hz, 2H); 1,50-1,60(m, 2H);
1,18(s, 3H); 0,97(dt, *Jpy=17,6 Hz, *Jyu~8,7 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 0,45 perc €s 1,73 perc; (ESI): m/z = 228 [M + H]".

Etil (3-aminobenzil)propilfoszfinat (95b): A fenolok és foszfonatok redukcidjanak
alltalanos receptje alapjan 2,88 g 94b nitro vegyiilet (10,6 mmol) redukcidjdval nyertem

a szabad amint. Termelés: 2,148 g sarga olaj (84 %).

*'P.NMR (121 MHz): CDCl;; &: 53,1 ppm.

'"H-NMR (300 MHz): CDCls; d(ppm): 7,07(t, 3JHH:7,8 Hz, 1H); 6,68(d, 4JHH=1,5 Hz,
1H); 6,63(d, *Jyu=8,4 Hz, 1H); 6,60(d, *Jyu=8,4 Hz, 1H); 3,95-4,05(m, 2H); 3,03(d,
2Jpy=16,8 Hz, 2H); 1,50-1,70(m, 4H); 1,26(t, *Juyn-7,2 Hz, 3H); 0,96(t, *Jyu=6,9 Hz,
3H).

Etil etil(4-nitrobenzil)foszfinat (97a): 1,296 g 4-nitro-benzil bromidot (6,0 mmol) és
1,35 g dietil etilfoszfonitot (9,0 mmol) a 94a vegyiiletnél leirtak szerint reagaltattam. Az

azonos feldolgozas utdn 0,847 g sarga olajat prepardltam (55 %).

*'P.NMR (242 MHz): DMSO-d6; 8: 54,7 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 8(ppm): 8,18(d, Jaass=7.6 Hz, 2H); 7,55(d, J ap5=6.6
Hz, 2H); 3,90-3,93(m, 2H); 3,39(d, ZJpy=16,8 Hz, 2H); 1,60-1,68(m, 2H); 1,16(t,
3Jun=6,8 Hz, 3H); 1,00(dt, *Jpy=18,1 Hz, *Jyu=7,4 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 2,88 perc; (ESI): m/z = 258 [M + H]".

64



DOI:10.14753/SE.2012.1748

Etil (4-nitrobenzil)propilfoszfinat (97b): 1,296 g 4-nitro-benzil bromidot (6,0 mmol)
€s 1,476 g dietil propilfoszfonitot (9,0 mmol) a 94a vegyiiletnél leirtak szerint

reagdltattam. Az azonos feldolgozds utdn 1,426 g barna olajat preparaltam (88 %).

*'P.NMR (242 MHz): DMSO-d6; 8: 53,1 ppm.

1H—NNIR (300 MHZ): DMSO—d6, 6(ppm) 8,18((1, JAABB:7,6 HZ, ZH); 7,55((1, JAABB:7,5
Hz, 2H); 3,90-3,95(m, 2H); 3,39(d, 2Jpu=17.,0 Hz, 2H); 1,55-1,65(m, 2H); 1,40-1,50(m,
2H); 1,13-1,22(m, 3H); 0,93(széles s, 3H).

LC-MS: R, = 3,16 perc; (ESI): m/z =272 [M + H]".

Etil (4-aminobenzil)etilfoszfinat (98a): A fenolok és foszfonatok redukcidjanak
alltalanos receptje alapjan 0,843 g 97a nitro vegyiilet (3,28 mmol) redukcidja utdn a

szabad amint prepardltam. Termelés: 0,375 g barna olaj (50 %).
LC-MS: R, = 0,44 perc; (ESI): m/z =228 [M + H]".

Etil (4-aminobenzil)propilfoszfinat (98b): A fenolok és foszfonatok redukcidjanak
alltalanos receptje alapjan 1,42 g 97a nitro vegyiilet (3,28 mmol) redukcigjat kdvetden a

szabad amint prepardltam. Termelés: 1,005 g barna olaj (80 %).
LC-MS: R, = 0,44 perc és 1,89 perc; (ESI): m/z = 242 [M — H]".

Etil trimetilszilil fenilfoszfonit (100): Az 99 etil fenilfoszfinatot (1,020 g; 6,0 mmol)
feloldottam 20 ml vizmentes THF-ban, majd hozzaadtam 0,707 g trietilamint (0,97 ml,
7,0 mmol) és 0,76 g trimetilszilil kloridot (0,89 ml, 7,0 mmol). Az elegyet
szobahOmérsékleten kevertettem egy Ordn keresztiil, majd a kivalt csapadékot
kisztirtem. A szilirletet beparoltam, hozdadtam 30 ml toluolt és ezt is leparoltam réla. A
kapott nyers terméket (sdrga olaj) tovabbi tisztitds nélkiil, a teljes mennyiséget azonnal

felhaszndltam (lasd 101 eldallitasa).

Fenil(3-nitrobenzil)foszfinsav (101): A frissen elkészitett, 100 trimetilszilil csoporttal
aktivalt fenilfoszfinathoz hozzdadtam 1,080 g 3-nitro-benzil bromidot (5,0 mmol) és
oldészer nélkiil, argon dramoltatds mellett 140 °C-on kevertettem 4,5 6rdn keresztiil.
Miutdn az elegy lehiilt 60-70 °C-ra 5 ml CHCl3-mal higitottam, majd a
szobahOmérsékeltli elegyhez tovabbi 50 ml CHCIs-ot adtam. Az oldatot vizzel mostam
(3x50 ml), majd 2 M vizes NaOH oldattal extrahdltam (3x50 ml). A Idgos fazist 37 %-

os sosav oldattal savanyitottam (pH=3), majd CHCls-mal extrahdltam (3x50 ml). Az
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egyesitett szerves fazisokat telitet séoldattal (50 ml) mostam, MgSQOy4-on szdritottam.

Beparlés utdn 0,645 g sarga port prepardltam (47 %).
Op= 127-128 °C (CHCl).

*'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 54,9 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 8(ppm): 8,03(d, sJun=5,4 Hz, 1H); 7,98(s, 1H); 7,45-
7,75(m, TH), 3,43(d, *Jpy=17,3 Hz, 2H).

LC-MS: R, = 2,62 perc; (ESI): m/z =278 [M + H]".

Etil fenil(3-nitrobenzil)foszfinat (102): A 101 fenilfoszfinsavat (0,880 g; 3,18 mmol)
feloldottam 10 ml DMF-ben, hozzdadtam 4,706 g trietil ortoformiétot (5,28 ml, 31,80
mmol) és egy csepp trifluorecetsavat. Az elegy 168 oran keresztiil keveredett 80 °C-on,
majd beparoltam. A beparlasi maradékot 2 M vizes NaOH oldatban (50 ml) felvettem és
EtOAc-tal extrahdltam (3x75 ml). Az egyesitett szerves fazisokat telitett s6oldattal (50

ml) mostam, MgSQOy-on szdritottam. Bepdrlads utdn 0,729 g sarga olajat kaptam (75 %).
'"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; o(ppm): 8,03(d, s3Jyu=5,1 Hz, 1H); 8,00(s, 1H); 7,60-

7,75(m, 2H); 7,45-7,60(m, 5H); 3,80-3,97 és 3,60-3,75(2xm, 2x1H); 3,66(d, *Jpy=17,3
Hz, 2H); 1,18(t, *Jun=6,9 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 3,45 perc; (ESI): m/z =306 [M + H]".

Etil (3-aminobenzil)fenilfoszfinat (103): A fenolok és foszfonatok redukcidjanak
alltalanos receptje alapjan 0,72 g 102 nitro vegyiilet (2,36 mmol) redukcidjit kdvetden

az amin s6sav séjat preparaltam. Termelés: 0,586 g sarga olaj (90 %).

*'P.NMR (242 MHz): DMSO-d6; 8: 41,5 ppm.

'"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; d(ppm): 8,9(széles s, 2H); 7,63-7,77(m, 2H); 7,57(d,
3Jup=5,9 Hz, 1H); 7,40-7,60(m, 2H); 7,15(t, Juu=7,0 Hz, 1H); 6,80-7,00(m, 2H);
6,83(d, SJun=4,8 Hz, 1H); 3,75-3,85 és 3,85-3,95(2xm, 2x1H); 3,42(d, =172 Hz,
2H); 1,16(t, *Jun=6,7 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 0,45 perc és 2,28 perc; (ESI): m/z = 276 [M + H]".

Etil etil(3-{[6-(2-metoxifenil)pirimidin-4-ilJamino}benzil)foszfinat (104a): Az
altalanos  kapcsoldsi  recept alapjan 0,075 g (0,34 mmol) 4-klor-6-(2-
metoxifenil)pirimidin (6a) és 0,108 g (0,41 mmol) 95a anili*HCI felhaszndldsaval
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végeztem a reakcidt. A nyers terméket preparativ VRK lapon tisztitottam, az eluens
EtOACc:EtOH = 8:1 + 1 v/v% AcOH volt. A terméket MeOH-lal leoldottam. Beparlas
utan a maradékot felvettem EtOAc-ban (100 ml), 0,1 M vizes ecetsavval (3x30 ml),
telitett vizes NaHCOs-tal (100 ml) és telitett sés vizzel (100 ml) mostam, MgSO4-on

széritottam. Beparlds utan 0,045 g sdrga port izoldltam (32 %).
Op= ~szobahdmérséklet.

*'P.NMR (242 MHz): DMSO-d6; 8: 55,6 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; &(ppm): 9,62(s, 1H); 8,67(s, 1H); 7,94(d, *Juu=6,2
Hz, 1H); 7,55-7,68(m, 2H); 7,45(s, 2H); 7,27(t, *Juu= 7,7 Hz, 1H); 7,17(d, *Juu=7,5 Hz,
1H); 7,08(t, *Jun= 7,5 Hz, 1H); 6,93(d, *Tun=7,6 Hz, 1H); 3,80-4,00(m, 2H); 3,90(s,
3H); 3,17(d, Jpu=16,5 Hz, 2H); 1,50-1,70(m, 2H); 1,18(t, *Juu= 7,0 Hz, 3H); 1,00(dt,
Tpu=17,6 Hz, *Tun=7,2 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 2,56 perc; (ESI): m/z =412 [M + H]".

Etil (3-{[6-(2-metoxifenil)pirimidin-4-ilJamino}benzil)propilfoszfinat (104b): Az
altalanos  kapcsoldsi  recept alapjan 0,170 g (0,77 mmol) 4-kl6r-6-(2-
metoxifenil)pirimidin (6a) és 0,229 g (0,83 mmol) 95b anili*HCI felhaszndldsaval
végeztem a reakciot. A nyers terméket oszlopkromatografidval tisztitottuk, az eluens
100 % EtOAc-t6]1 EtOAc:EtOH = 1:1-ig gradiensben volt. A vart terméket tartalmazd
frakciok beparlasa utan 0,16 g sarga olajat izoldltunk (50 %).

Op= ~szobahdmérséklet.

J'P.NMR (121 MHz): CDCl;; &: 52,5 ppm.

'"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; d(ppm): 9,67(s, 1H); 8,68(s, 1H); 7,94(d, 3JHH:6,2
Hz, 1H); 7,55-7,68(m, 2H); 7,45(s, 2H); 7,28(t, *Jun= 7,1 Hz, 1H); 7,17(d, *Juu=8.,0 Hz,
1H); 7,09(t, *Juu= 6,8 Hz, 1H); 6,93(d, *Juu=5,8 Hz, 1H); 3,89(s, 5H); 3,16(d, *Jpu=16,5
Hz, 2H); 1,35-1,70(m, 4H); 1,18(t, *Tun= 6,8 Hz, 3H); 0,92(széles s, 3H).

LC-MS: R, = 2,75 perc; (ESI): m/z = 426 [M + H]".

Etil fenil(3-{[6-(2-metoxifenil)pirimidin-4-ilJamino}benzil)foszfinat (104c): Az
altalanos  kapcsoldsi  recept alapjan 0,157 g (0,71 mmol) 4-kl6r-6-(2-
metoxifenil)pirimidin (6a) és 0,332 g (1,07 mmol) 103 anili*HCI felhaszndldsaval
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végeztem a reakcidt. A nyers terméket preparativ VRK lapon tisztitottam, az eluens
EtOACc:EtOH = 8:1 + 1 v/v% AcOH volt. A terméket MeOH-lal leoldottam. Beparlas
utan a maradékot felvettem EtOAc-ban (100 ml), 0,1 M vizes ecetsavval (3x30 ml),
telitett vizes NaHCOs-tal (100 ml) és telitett sés vizzel (100 ml) mostam, MgSOy4-on

széritottam. Beparlas utan 0,094 g sarga port izoldltam (29 %).
Op=103-104 °C (EtOAc).

*'P.NMR (242 MHz): DMSO-d6; 8: 41,5 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 8(ppm): 9,56(s, 1H); 8,64(s, 1H); 7,93(d, *Jyu=6.2
Hz, 1H); 7,30-7,75(m, 8H); 7,00-7,20(m, 4H); 6,73(d, *Jyu=3,9 Hz, 1H); 3,80-3,88 és
3,90-4,00(2xm, 2x1H); 3,90(s, 3H); 3,42(d, Jpy=17,3 Hz, 2H); 1,18(t, *Juu= 6,0 Hz,
3H).

LC-MS: R, = 2,92 perc; (ESI): m/z = 460 [M + H]".

Etil  etil(3-{[6-(3-nitrofenil)pirimidin-4-ilJamino}benzil)foszfinat  (105a): Az
altalanos kapcsolasi recept alapjan 0,118 g (0,5 mmol) 4-kl6r-6-(3-nitrofenil)pirimidin
(6b) és 0,158 g (0,6 mmol) 95a anili*HCI felhasznéldsaval végeztem a reakciot. A
nyers terméket acetonitrilbdl atkristalyositottam: 0,118 g sarga por (55 %).

Op=189-190 °C (MeCN).

3'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 55,8 ppm.

"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; d(ppm): 9,81(s, 1H); 8,84(s, 1H); 8,76(s, 1H); 8,48(d,
Tun=6,9 Hz, 1H); 8,36(d, “JTuu=7,5 Hz, 1H); 7,84(t, *Juu=7,7 Hz, 1H); 7,55-7,65(m,
2H); 7,41(s, 1H); 7,30(t, *Tuu=7,2 Hz, 1H); 6,99(d, *Juu=4,8 Hz, 1H); 3,90-4,00(m, 2H);
3,19(d, *Jpy=16,5 Hz, 2H); 1,60-1,70(m, 2H); 1,19(t, *Juy= 6,3 Hz, 3H); 1,01(dt,
3Ypu=17,7 Hz, *Jun=8,8 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 3,41 perc; (ESI): m/z = 427 [M + H]".

Etil (3-{[6-(3-nitrofenil)pirimidin-4-il]amino}benzil)propilfoszfinat (105b): Az
altalanos kapcsoldasi recept alapjan 0,220 g (0,93 mmol) 4-kl6r-6-(3-nitrofenil)pirimidin
(6b) és 0,250 g (1,04 mmol) 95b anili*HCI felhasznéldsaval végeztem a reakciot. A

feldolgozas annyiban eltért az altalanos recepttdl, hogy a NaHCOs3-o0s szuszpendalds
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utdn az elegyhez 0,5 ml EtOAc-ot adtunk, majd 30 perc kevertetés utdn sziirtiik. A nyers
terméket acetonitrilbdl atkristalyositotam: 0,12 g sarga por (29 %).

Op=173-176 °C (MeCN).

*'P.NMR (242 MHz): DMSO-d6; 8: 54,3 ppm.

'"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 6(ppm): 9,82(s, 1H); 8,84(s, 1H); 8,76(s, 1H); 8,48(d,
Tun=6,8 Hz, 1H); 8,36(d, *Juny=6,2 Hz, 1H); 7,83(t, *Juu=7,7 Hz, 1H); 7,55-7,65(m,
2H); 7,42(s, 1H); 7,30(s, 1H); 6,99(s, 1H); 3,90-4,00(m, 2H); 3,18(d, “Jpu=16,7 Hz,
2H); 1,50-1,70(m, 4H); 1,19(s, 3H); 0,93(s, 1H).

LC-MS: R, = 3,63 perc; (ESI): m/z = 441 [M + H]".

Etil fenil(3-{[6-(3-nitrofenil)pirimidin-4-ilJamino }benzil)foszfinat (105¢): Az
altalanos kapcsoldsi recept alapjan 0,118 g (0,5 mmol) 4-kl6r-6-(3-nitrofenil)pirimidin
(6b) és 0,187 g (0,6 mmol) 103 anili*HCI felhasznéldsaval végeztem a reakcit. A
nyers terméket acetonitrilbdl dtkristdlyositottam: 0,101 g sdrga por (43 %).

Op=188-190 °C (MeCN).

*'P.NMR (242 MHz): DMSO-d6; 8: 41,7 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 8(ppm): 9,76(s, 1H); 8,84(s, 1H); 8,73(s, 1H); 8,48(d,
Tun=6,3 Hz, 1H); 8,36(d, *Juu=7,1 Hz, 1H); 7,84(t, *Juu=6,6 Hz, 1H); 7,65-7,75(m,
2H); 7,40-7,60(m, SH); 7,39(s, 1H); 7,18(t, *Juu=6,9 Hz, 1H); 6,79(d, *Jyu=5,1 Hz, 1H);
3,90-3,95 és 3,80-3,85(2xm, 2x 1H); 3,45(d, Jpu=17,3 Hz, 2H); 1,18(s, 3H).

LC-MS: R, = 3,83 perc; (ESI): m/z = 475 [M + H]".

Etil (3-{[6-(3-aminofenil)pirimidin-4-ilJamino }benzil)etilfoszfinat (106a): A fenolok
és foszfonatok redukcigjanak alltalanos receptje alapjdn 0,099 g 105a nitro vegyiilet

(0,23 mmol) redukcidjat kovetden 0,079 g sdrga port preparaltam (79 %).

Op=208-211 °C (DEE).

*'P.NMR (242 MHz): DMSO-d6; 8: 55,6 ppm.

'"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; o(ppm): 11,09(s, 1H); 8,84(s, 1H); 7,50-7,80(m, SH);
7,30-7,45(m, 3H); 7,09(d, Juu=5,4 Hz, 1H); 5,30(széles s, 2H); 3,80-3,95(m, 2H);
3,22(d, Jpu=16,2 Hz, 2H); 1,60-1,67(m, 2H); 1,18(t, Juu=6,7 Hz, 3H); 1,00(dt,
*Tpu=17,6 Hz, *Jup=7,2 Hz, 3H).
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LC-MS: R, = 0,45 perc és 2,06 perc és 2,35 perc; (ESI): m/z =397 [M + H]".

Etil (3-{[6-(3-aminofenil)pirimidin-4-il]Jamino}benzil)propilfoszfinat (106b): A
fenolok és foszfondtok redukciéjanak élltalanos receptje alapjan 0,100 g 105b nitro

vegyiilet (0,23 mmol) redukcidja utdn 0,079 g sdrga port izoldltam (77 %).
Op=206-208 °C (DEE).

'"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; o(ppm): 11,02(s, 1H); 8,83(s, 1H); 7,65-7,75(m, 2H);
7,50-7,65(m, 3H); 7,30-7,45(m, 3H); 7,05-7,15(m, 1H). 547(széles s, 2H); 3,85-

4,00(m, 2H); 3,21(d, Jpy=15,9 Hz, 2H); 1,60-1,70(m, 2H); 1,45-1,55(m, 2H); 1,17(t,
3Jun=6,9 Hz, 3H); 0,93(t, *Juu=6,3 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 0,43 perc és 2,37 perc és 2,55 perc; (ESI): m/z =411 [M + H]".

Etil  (3-{[6-(3-aminofenil)pirimidin-4-il]amino}benzil)fenilfoszfinat (106c): A
fenolok és foszfonatok redukcidjanak dlltalanos receptje alapjan 0,080 g 10Sc nitro
vegyiilet (0,17 mmol) redukcidjdval a vart terméket: 0,068 g sdrga port allitottam elo

(84 %).
Op=208-209 °C (DEE).

*'P.NMR (242 MHz): DMSO-d6; 8: 41,7 ppm.

'"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; d(ppm): 10,82(s, 1H); 8,80(s, 1H); 7,45-7,75(m,
10H); 7,20-7,45(m, 3H); 6,89(d, *Jyu=6,0 Hz, 1H). 4,25(széles s, 2H); 3,80-3,85 &s
3,90-3,95(2xm, 2x1H): 3,48(d, *Jpy=17,3 Hz, 2H); 1,18(t, *Jun=5.4 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 2,73 perc; (ESI): m/z = 445 [M + H]".

Etil etil(4-{[6-(2-metoxifenil)pirimidin-4-ilJamino}benzil)foszfinat (107a): Az
altaldnos  kapcsolasi recept alapjan 0,110 g (0,5 mmol) 4-kl6r-6-(2-
metoxifenil)pirimidin (6a) és 0,158 g (0,6 mmol) 98a anili*HCI felhaszndldsaval
végeztem a reakcidt. A nyers terméket preparativ  VRK lapon tisztitottam, kétszeri
elualassal. Eluens 1: 100 % EtOAc, eluens 2: EtOAc:EtOH=8:1. A terméket MeOH-lal

leoldottam. Bepdrlds utdn 0,028 g sdrga amorf anyagot izolédltam (14 %).
Op= ~szobahdmérséklet

*'P.NMR (242 MHz): DMSO-d6; 8: 55,6 ppm.
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'"H-.NMR (300 MHz): DMSO-d6; d(ppm): 9,61(s, 1H); 8,67(s, 1H); 7,94(d, 3JHH:7,1
Hz, 1H); 7,63(d, Jaase=7,3 Hz, 2H); 7,40-7,50(m, 2H); 7,23(d, Jaaps=6,6 Hz, 2H);
7,19(t, *Juu=8,1 Hz, 1H); 7,07(d, *Juu=6,6 Hz, 1H); 3,85-4,00(m, 5H); 3,13(d,
*Tpu=16,6 Hz, 2H); 1,50-1,65(m, 2H); 1,18(t, *Juu=6,6 Hz, 3H); 0,98(dt, *Jpu=17,4 Hz,
3Tun=8,4 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 2,5 perc; (ESI): m/z =412 [M + H]".

Etil (4-{[6-(2-metoxifenil)pirimidin-4-il]Jamino}benzil)propilfoszfinat (107b): Az
altalanos  kapcsoldsi recept alapjan 0,110 g (0,5 mmol) 4-kl6ér-6-(2-
metoxifenil)pirimidin (6a) és 0,167 g (0,6 mmol) 98b anili*HCI] felhaszndldsaval
végeztem a reakcidt. A nyers terméket preparativ  VRK lapon tisztitottam, kétszeri
eludlassal. Eluens 1: 100 % EtOAc, eluens 2: EtOAc:EtOH=8:1. A terméket MeOH-lal

leoldottam. Beparlas utdn 0,026 g sarga amorf anyagot izoldltam (12 %).
Op= ~szobahdmérséklet

3'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 54,1 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; &(ppm): 9,61(s, 1H); 8,67(s, 1H); 7,94(d, *Juu=6,2
Hz, 1H); 7,63(d, Jaas=7,2 Hz, 2H); 7,40-7,50(m, 2H); 7,22(d, Jaass=6,8 Hz, 2H);
7,15-7,20(m, 1H); 7,07(t, *Juu=6,6 Hz, 1H); 3,85-4,00(m, 5H); 3,12(d, “Jpy=16,3 Hz,
2H); 1,35-1,70(m, 4H); 1,18(t, 3JHH:6,6 Hz, 3H); 0,92(széles s, 3H).

LC-MS: R, = 2,48 perc és 2,68 perc; (ESI): m/z = 426 [M + H]".

Etil  etil(4-{[6-(3-nitrofenil)pirimidin-4-ilJamino}benzil)foszfinait  (108a): Az
altalanos kapcsoldsi recept alapjan 0,118 g (0,5 mmol) 4-kl6r-6-(3-nitrofenil)pirimidin
(6b) és 0,158 g (0,6 mmol) 98a anili*HCI felhaszndldsaval végeztem a reakcidt. A
nyers terméket acetonitrilbdl dtkristalyositottam, 0,104 g sdrga port preparaltam (49 %).

Op= 226 °C (MeCN).

*'P.NMR (242 MHz): DMSO-d6; 8: 55,6 ppm.

'"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; o(ppm): 9,8(s, 1H); 8,82(s, 1H); 8,76(s, 1H); 8,44(d,
Jun=6,8 Hz, 1H); 8,36(d, *Juu=6,3 Hz, 1H); 7,84(t, Jun=6,3 Hz, 1H); 7,65(d,
Jaagp=6,2 Hz, 2H); 7,35(s, 1H); 7,25(d, Jaapp=5,4 Hz, 2H); 3,90-3,95(m, 2H); 3,14(d,
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2JpH:16,4 Hz, 2H); 1,50-1,70(m, 2H); 1,18(széles s, 3H); 0,99(dt, 3JpH:17,4 Hz,
3Jun=8,7 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 3,33 perc; (ESI): m/z = 427 [M + H]".

Etil (4-{[6-(3-nitrofenil)pirimidin-4-il]amino}benzil)propilfoszfinat (108b): Az
altalanos kapcsolasi recept alapjan 0,118 g (0,5 mmol) 4-kl6r-6-(3-nitrofenil)pirimidin
(6b) és 0,167 g (0,6 mmol) 98b anili*HCI felhasznédldsaval végeztem a reakciot. A

nyers terméket acetonitrilbdl atkristalyositottam, 0,085 g sarga port prepardltam (39 %).
Op=219-220 °C (MeCN).

3'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 54,3 ppm.

'"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 6(ppm): 9,80(s, 1H); 8,82(s, 1H); 8,76(s, 1H); 8,44(d,
Tun=6,4 Hz, 1H); 8,36(d, “Juu=6,8 Hz, 1H); 7,84(t, *Juu=7,1 Hz, 1H); 7,66(d,
Jaass=7,0 Hz, 2H); 7,35(s, 1H); 7,25(d, Jaass=5,7 Hz, 2H); 3,90-3,95(m, 2H); 3,13(d,
2JPH:16,2 Hz, 2H); 1,45-1,63(m, 4H); 1,18(széles s, 3H); 0,99(széles s, 3H).

LC-MS: R, = 3,58 perc; (ESI): m/z = 441 [M + H]".

Etil (4-{[6-(3-aminofenil)pirimidin-4-ilJamino }benzil)etilfoszfinat (109a): A fenolok
és foszfondtok redukcidjanak élltaldnos receptje alapjan 0,081 g 108a nitro vegyiilet

(0,19 mmol) redukcidjat kovetden 0,062 g sdarga port preparaltam (75 %).
Op=152-155 °C (DEE).

3'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 55,3 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 8(ppm): 11,09(s, 1H); 8,82(s, 1H); 7,50-7,70(m, 5H);
7,25-7,50(m, 4H); 4,50(széles s, 2H); 3,90-3,95(m, 2H); 3,17(d, *Jpy=15,6 Hz, 2H);
1,55-1,65(m, 2H); 1,18(t, *Jun=7.0 Hz, 3H); 0,99(dt, *Jpu=17,4 Hz, *Juy=8,7 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 0,44 perc, 2,09 perc és 2,29 perc; (ESI): m/z = 397 [M + H]".

Etil (4-{[6-(3-aminofenil)pirimidin-4-il]amino}benzil)propilfoszfinat (109b): A
fenolok és foszfondtok redukciéjanak élltalanos receptje alapjan 0,063 g 108b nitro

vegyiilet (0,14 mmol) redukcidjaval 0,053 g barna port prepardltam (85 %).
Op=200 °C (DEE).

*'P.NMR (242 MHz): DMSO-d6; 8: 54,0 ppm.
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'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 8(ppm): 11,20(s, 1H); 8,85(s, 1H); 7,50-7,70(m, 5H);
7,25-7,50(m, 4H); 4,50(széles s, 2H); 3,80-4,10(m, 2H); 3,17(d, *Jpu=16,2 Hz, 2H);
1,55-1,60(m, 2H); 1,40-1,50(m, 2H); 1,18(t, *Jyu=7,0 Hz, 3H); 0,92(t, *Juu=7,0 Hz,
3H).

LC-MS: R, = 0,42 perc, 2,36 perc és 2,51 perc; (ESI): m/z =411 [M + H]".

Etil etil(2-metil-5-nitrobenzil)foszfinat (110): A 82 brémbenzolt (1,150 g, 5,0 mmol)
és 1,294 g dietil etilfoszfonitot (7,5 mmol) oldészer nélkiil, argon dramoltatdsa mellett
140 °C-os olajfiirddben kevertettem 7 6ran keresztiil. A reakcidelegyet a 94a-nal leirtak

szerint dolgoztam fel. Végiil 0,918 g barna olajat izoldltam (68 %).

'"H-.NMR (300 MHz): DMSO-d6; d(ppm): 7,78(s, 1H); 7,66(d, 3JHH:6,9 Hz, 1H);
7,38(d, *Juu=7,2 Hz, 1H); 3,80-4,10(m, 2H); 3,30(H8 jeleit elfedi a DMSO viz jel);
2,44(s, 3H); 1,65-1,70(m, 2H); 1,13(t, *Juu=6,9 Hz, 3H); 1,04(dt, Jpu=17,7 Hz,
Tun=8,1 Hz, 3H).

Etil (5-amino-2-metilbenzil)etilfoszfinat (111): A fenolok és foszfonatok
redukcidjdnak dlltaldnos receptje alapjan 0,900 g 110 nitro vegyiilet (3,32 mmol)

redukciéjat kovetden a szabad amint prepardltam. Termelés: 0,411 g barna olaj (51 %).
'"H-.NMR (300 MHz): DMSO-d6; o(ppm): 6,78(d, 3JHH:7,1 Hz, 1H); 6,45(s, 1H);

6,34(d, 3JHH:5,8 Hz, 1H); 4,70(széles s, 2H); 3,80-4,00(m, 2H); 2,97(d, 2JpH:16,7 Hz,
2H); 1,91(s, 3H); 1,55-1,75(m, 2H); 1,16(széles s, 3H); 1,00(t, 3JHH:7,5 Hz, 3H). A H-

NMR alapjan a vegyiilet csak kb. 50 % tisztasagu.

LC-MS: R, = 0,44 perc; (ESI): m/z = 242 [M + H]".

Etil etil(5-{[6-(2-metoxifenil)pirimidin-4-ilJamino }-2-metilbenzil)foszfinat (112): Az
altaldnos  kapcsolasi recept alapjan 0,117 g (0,5 mmol) 4-kl6r-6-(2-
metoxifenil)pirimidin (6a) és 0,296 g (1,07 mmol) 111 anili*HCI felhasznaldsaval
végeztem a reakciot. A nyers terméket preparativ VRK lapon tisztitottam. Az eluens

EtOAc:EtOH=8:1 volt. A terméket MeOH-lal leoldottam. Beparlds utan 0,053 g sarga
port izolaltam (24 %).

Op=94 °C, amorf (CH,Cl,).

*'P.NMR (242 MHz): DMSO-d6; 8: 55,6 ppm.

73



DOI:10.14753/SE.2012.1748

'"H-.NMR (300 MHz): DMSO-d6; d(ppm): 9,53(s, 1H); 8,64(s, 1H); 7,92(d, 3JHH:6,8
Hz, 1H); 7,40-7,60(m, 4H); 7,00-7,20(m, 3H); 3,85-3,90(m, 5H); 3,13(d, Jpy=16,3 Hz,
2H); 2,30(s, 3H); 1,60-1,80(m, 2H); 1,15(t, *Juu=6,3 Hz, 3H); 1,03(dt, *Tpy=17,0 Hz,
*Juu=8,5 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 2,78 perc; (ESI): m/z = 426 [M + H]".

Etil etil(2-metil-5-{[6-(3-nitrofenil)pirimidin-4-ilJamino }benzil)foszfinat (113): Az
altalanos kapcsoldsi recept alapjan 0,118 g (0,5 mmol) 4-kl6r-6-(3-nitrofenil)pirimidin
(6b) és 0,208 g (0,75 mmol) 111 anili*HCI felhasznéldsaval végeztem a reakcidt. A
nyers terméket acetonitrilbdl dtkristalyositottam: 0,033 g sdrga por (15 %).

Op=200-203 °C (MeCN).

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 8(ppm): 9,72(s, 1H); 8,84(s, 1H); 8,72(s, 1H); 8,49(d,
Tun=6,8 Hz, 1H); 8,35(d, *Juu=6,7 Hz, 1H); 7,83(t, *Juu=8,1 Hz, 1H); 7,52(s, 1H);
7,47(d, *Juu=6,9 Hz, 1H); 7,38(s, 1H); 7,15(d, *Juu=6,9 Hz, 1H); 3,80-4,00(m, 2H);
3,17(d, “Jpy=15,7 Hz, 2H); 2,31(s, 3H); 1,60-1,80(m, 2H); 1,15(t, *Jyu=6,3 Hz, 3H);
1,05(dt, *Jpu=17,9 Hz, *Juu=8,9 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 3,04 perc; (ESI): m/z = 441 [M + H]".

Etil (5-{[6-(3-aminofenil)pirimidin-4-ilJamino}-2-metilbenzil)etilfoszfinat (114): A
fenolok és foszfonatok redukcidjanak éalltaldnos receptje alapjan 0,023 g 113 nitro
vegyiilet (0,05 mmol) redukcidjaval nyertem a tiszta terméket 0,018 g sdrga por
formdjéaban (81 %).

Op= 180-181 °C (MeOH).

3'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 55,7 ppm.

'"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 6(ppm): 10,93(s, 1H); 8,81(s, 1H); 7,40-7,70(m, SH);
7,10-7,40(m, 3H); 4,20(széles s, 2H); 3,80-4,00(m, 2H); 3,19(d, *Jpy=14,7 Hz, 2H);
2,34(s, 3H); 1,60-1,80(m, 2H); 1,15(t, *Juu=6,3 Hz, 3H); 1,04(dt, Jpu=17,7 Hz,
Tun=9,0 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 0,53 perc és 1,18 perc; (ESI): m/z =411 [M + H]".

Dietil {1-[(dietoxifoszforil)oxi]-1,2-bis(3-nitrofenil)-2-oxoetil }foszfonat (115): 1,855
g 3-nitro benzoesav kloridot (10,0 mmol) és a 2,324 g trietil foszfitot (2,4 ml, 14,0
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mmol) oldészer nélkiil kevertettem szobahOmérsékleten 3 6rdn keresztiil. Az elegyet 0
°C-ra hiitottem, majd 5 M vizes sdsav oldatot (2 ml) adtam hozz4. 10 perc kevertetés
utdn tovabbi 10 ml vizet adtam az elegyhez, és CH,Cl,-nal extrahdltam (3x20 ml). Az
egyesitett szerves fazisokat 1 M-os vizes NaOH oldattal (20 ml) és telitett sos vizzel (20
ml) mostam, MgSOs-on szdritottam. A bepdrldsi maradékot dietil éterbdl

kristalyositottam. 0,753 g fehér port sziirtem ki.
Op=110-112 °C (DEE).

*'P.-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 10,2 ppm (d, *Jpp=5,3 Hz); -6,2 ppm (d, *Jpp=5,5
Hz).

'"H-.NMR (600 MHz): DMSO-d6; o(ppm): 8,39(d, 3JHH:8,4 Hz, 1H); 8,35(s, 1H);
8,34(d, *Juu=9,0 Hz, 1H); 8,31(s, 1H); 7,99(d, *Juu=7,8 Hz, 1H); 7,91(d, *Juu=7,8 Hz,
1H); 7,80(t, *Jun=8,0 Hz, 1H), 7,71(t, *Tuu=8,0 Hz, 1H); 4,20-4,13(m, 2H); 4,12-
4,05(m, 2H); 4,06-4,00(m, 2H); 3,85-3,78 és 3,78-3,72( két m, 2H); 1,24(t, *Juu=7,2 Hz,
3H); 1,23(t, *Juu=7,2 Hz, 3H); 1,15(t, *Juu=7.2 Hz, 3H); 1,02(t, *Jyu=7,2 Hz, 3H).

BC-NMR (75.5 MHz): DMSO-d6; &(ppm): A spektrum bonyolultsdga miatt a teljes

aszigndciét nem tudtam kivitelezni. Azonban az egyértelmiien azonosithatd jelek

megfelelnek a feltételezett szerkezetnek.
LC-MS: R, = 3,89 perc; (ESI): m/z =575 [M + H]".

Dietil {[(dietoxifoszforil)oxi](3-nitrofenil)metil }foszfonat (116): 10 ml vizmentes
CH,Cl,-hoz hozzadtam 0,54 ml vizmentes DMSO-t (7,61 mmol) és lehutottem -78 °C-
ra, hozzdadtam 0,48 g oxalilkloridot (0,33 ml, 3,81 mmol) és 5 percig kevertettem az
elegyet. Ezutdn, tovédbbra is -78 °C-on, 15 perc alatt belecsepegtettem 0,50 g 72 a-
hidroxi-3-nitrobenzil-foszfonat (1,73 mmol) CH,Cl;-os oldatat (10 ml), majd 30 perccel
késobb hozzdadtam 1,75 g trietilamint (2,4 ml, 17,3 mmol). Az elegyet hagytam
szobahOmérsékletre melegedni. Egy nap keveredés utan a reakcidelegyet vizzel (10 ml),
1 M vizes s6sav (10 ml) és telitett vizes NaHCO3 (10 ml) oldatokkal mostam, MgSO,-
on szdritottam. Bepdrlds utdn a nyers terméket preparativ VRK lapon tisztitottam. Az
eluens 100 % EtOAc volt. Kétszeri futtatds utdn az anyagot MeOH-lal leoldottam a

szilikagélrol. 0,126 g sarga port izoldltam, ami nem a vart termék.
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'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; &(ppm): 8,34(s, 1H); 8,25(d, *Jyu=7,1 Hz, 1H);
7,94(d, *Juu=5,7 Hz, 1H); 7,74(t, *Jun=7,8 Hz, 1H); 5,92(dd, “Jpu~"Tpy=13,1 Hz, 1H);
3,95-4,15(m, 6H); 3,85-3,95(m, 2H); 1,15-1,25(m, 9H); 1,05-1,15(m, 2H).

PC-NMR (75,5 MHz): DMSO-d6; d(ppm): 147,1(s, 1C); 137,1(s, 1C); 134,6(d,
Tpe=5,0 Hz, 1C); 130,4(s, 1C); 124,1(s, 1C); 122,6(d, *Jpc=5,6 Hz, 1C); 72,8(dd,
Jpc=166,6 Hz, *Tpc=6,7 Hz, 1C); 63,5-64,5(m, 4C); 16,1-16,7(m, 4C).

LC-MS: R, = 3,4 perc; (ESI): m/z = 426 [M + H]".

6.6. Aril-foszfindt tartalmi inhibitorok elddllitasa (Ar-P)

Altalanos recept a H-foszfinatok és aromds halogenidek palladium Kkatalizalt

kapcsolasahoz:

A megfelelé benzolhalogenidet (4 mmol) feloldottam 15-20 ml vizmentes toluolban,
majd hozzdadtam rendre a megfeleld H-foszfinatot (4,4 mmol), 1,212 g trietiamint (1,66
ml, 12 mmol) és 0,123 g tetrakis(trifenilfoszfin)pallddium(0)-t (0,08 mmol). Az elegyet
argon atmoszféraban refluxdltattam 20 6ran keresztiil, majd a lehtilt elegybdl kiszlirtem
a kivalt csapadékot. A sziirletet beparoltam, majd EtOAc-ban feloldottam (100 ml) és 1
M vizes sésavval (50 ml), 2 M vizes NaOH-dal (50 ml) és telitett sdoldattal (50 ml)
mostam, MgSOy-on szdritottam, végiil bepdroltam. A bemérések pontos értékét, a
tovabi tisztitasi 1é€péseket, illetve a termeléseket €s az anyagok jellemzését minden

estben kiilon adom meg.

Etil etil(3-nitrofenil)foszfinat (117a): A pallidium katalizalt kapcsolas altalanos
receptje alapjan 0,996 g 3-nirto-jédbenzol (4,0 mmol) és 0,537 g etil etilfoszfinat (4,4
mmol) reakcidja. Beparlds utdn a terméket oszlopkromatografidval tisztitottam, eluens:
hexan:EtOAc=1:8—100 % EtOAc gradiensben. A megfelel6 frakciok sszeparldsa utan
0,14 g sarga olajat preparaltam (14 %).

3'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 45,8 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; &(ppm): 8,40-8,50(m, 2H); 8,14(t, *Jpy~"Jun=7,7 Hz,
1H); 7,86(t, Jun=8.,5 Hz, 1H); 3,80-3,90 és 3,95-4,00(2xm, 2x1H); 1,95-2,25(m, 2H);
1,22(s, 3H); 0,96(dt, *Jpu=19,1 Hz, *Jqy=9,0 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 2,83 perc; (ESI): m/z =244 [M + H]".
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Dietil (3-nitrofenil)foszfonat (117d): A palladium Kkatalizalt kapcsolas altalanos
receptje alapjan, 2,5-szeres mennyiséggel végeztema reakciét: 2,490 g 3-nirto-jédbenzol
(10,0 mmol); 1,518 g dietilfoszfit (1,42 ml, 11,0 mmol); 3,030 g trietiamin (4,15 ml,
30,0 mmol) és 0,308 g tetrakis(trifenilfoszfin)palladium(0) (0,2 mmol) reakcidja 50 ml
toluolban. Bepdrlds utdn a terméket oszlopkromatografidval tisztitottam, eluens:
hexan:EtOAc=1:1—100 % EtOAc gradiensben. A megfelel6 frakciok 6sszepérldsa utan
0,951 g sérga olajat preparaltam (37 %).

*'P.NMR (242 MHz): DMSO-d6; 8: 13,5 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; &(ppm): 8,47(d, *Juu=8.6 Hz, 1H); 8,40(d, *Jpy=14,2
Hz, 1H); 8,14(dd, *Jpy=12,3 Hz, *Juu=7,5 Hz, 1H); 7,86(dt, *Tyu=8,5 Hz, “Jpuy=4,1 Hz,
1H); 4,00-4,15(m, 4H); 1,26(t, *Juu=7,0 Hz, 6H).

LC-MS: R, = 3,20 perc; (ESI): m/z = 260 [M + H]".

Etil (3-aminofenil)etilfoszfinat (118a): A fenolok és foszfonatok redukcidjanak
alltalanos receptje alapjan 0,105 g 117a nitro vegyiilet (0,43 mmol) redukcigjaval 0,078

g (85 %) szabad amint prepardltam sarga olaj formdjaban.

*'P.NMR (242 MHz): DMSO-d6; 8: 48,3 ppm.

'"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; d(ppm): 7,10-7,20(m, 1H); 6,93(d, 3JPH:12,9 Hz, 1H);
6,70-6,88(m, 2H); 5,34(széles s, 2H); 3,70-3,80 és 3,85-3,95(2xm, 2x1H); 1,75-1,85(m,
2H); 1,19(t, *Jun=6.9 Hz, 3H); 0,94(dt, *Jpu=18.5 Hz, *Jyu=7,4 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 2,03 perc; (ESI): m/z =214 [M + H]".

Dietil (3-aminofenil)foszfonat (118d): A fenolok és foszfonatok redukcidjanak
alltalanos receptje alapjan 0,804 g 117d nitro vegyiilet (3,1 mmol) redukcigjat kvetden

a szabad amint prepardltam. Termelés: 0,638 g sarga olaj (90 %).

*'P.NMR (242 MHz): DMSO-d6; 8: 16,4 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 3(ppm): 7,25-7,50(m, 4H); 5,80(széles s, 2H); 3,95-
4,05(m, 4H); 1,24(t, *Jus=7,1 Hz, 6H).

LC-MS: R, = 2,34 perc; (ESI): m/z =230 [M + H]".

Etil etil(4-nitrofenil)foszfinat (119a): A pallddium Kkatalizalt kapcsolds 4ltalanos

receptje alapjan 2,5-szeres mennyiséggel végeztema reakciot: 2,020 g 4-nirto-

77



DOI:10.14753/SE.2012.1748

brémbenzol (10,0 mmol) és 1,342 g etil etilfoszfindt (11,0 mmol) 3,030 g trietiamin
(4,15 ml, 30,0 mmol) és 0,308 g tetrakis(trifenilfoszfin)pallidium(0) (0,2 mmol)
reakciéja 50 ml toluolban. Beparlas utan a terméket oszlopkromatografidval tisztitottam,
eluens: hexdn:EtOAc=1:1—-EtOAc:EtOH=9:1 gradiensben. A megfeleld frakcidk
Osszeparldsa utdn 1,312 g sdrga olajat prepardltam (54 %), amely dallds sordn

kristalyosodik.

*'P.NMR (242 MHz): DMSO-d6; 8: 45,7 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; &(ppm): 8,36(d, Jaaps=6,7 Hz, 2H); 8,02(dd,
pu~Jaass=9,0 Hz, 2H); 3,8-3,9 és 3,92-4,0(2xm, 2x1H); 1,93-2,05(m, 2H); 1,21(t,
3Jun=6,8 Hz, 3H); 0,95(dt, *Jpp=19,2 Hz, *Jyu=8,0 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 2,86 perc; (ESI): m/z = 244 [M - H]".

Etil (4-nitrofenil)propilfoszfinat (119b): A palladium katalizalt kapcsolds altalanos
receptje alapjan 2,5-szeres mennyiséggel végeztema reakciot: 2,020 g 4-nirto-
brémbenzol (10,0 mmol) és 1,496 g etil propilfoszfinat (11,0 mmol) 3,030 g trietiamin
(4,15 ml, 30,0 mmol) és 0,308 g tetrakis(trifenilfoszfin)pallidium(0) (0,2 mmol)
reakciéja 50 ml toluolban. Beparlas utan a terméket oszlopkromatografidval tisztitottam,
eluens: hexdn:EtOAc=1:1—-100 % EtOAc gradiensben. A megfelel6 frakcidok
Osszepdrldsa utan 1,305 g sarga olajat prepardltam (54 %).

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; &(ppm): 8,35(d, Jaas=6,8 Hz, 2H); 8,02(dd,

Tpu~Taass=9,0 Hz, 2H); 3,97(q, *Juu=6,9 Hz, 1H); 3,81(q, *Juu=7,0 Hz, 1H); 1,95-
2,05(m, 2H); 1,30-1,50(m, 2H); 1,20(t, *Juu=6,8 Hz, 3H); 0,92(t, *Jyu=6.,5 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 3,22 perc; (ESI): m/z =258 [M + H]".

Etil fenil(4-nitrofenil)foszfinat (119c): A palladium katalizdlt kapcsolds altalanos
receptje alapjan 2,5-szeres mennyiséggel végeztema reakciot: 2,020 g 4-nirto-
brémbenzol (10,0 mmol) és 1,870 g etil fenilfoszfinat (11,0 mmol) 3,030 g trietiamin
(4,15 ml, 30,0 mmol) és 0,308 g tetrakis(trifenilfoszfin)palldidium(0) (0,2 mmol)
reakci6ja 50 ml toluolban. Bepdrlés utdn a terméket oszlopkromatografiaval tisztitottam,
eluens: hexdan:EtOAc=1:1—-100 % EtOAc gradiensben. A megfeleld frakcidk

Osszeparldsa utan 1,849 g sarga olajat preparaltam (64 %).

3'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 29,7 ppm.
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'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; &(ppm): 8,33(d, Jaaps=6,1 Hz, 2H): 8,04(dd,
pu~Iaaps=9,5 Hz, 2H); 7,81(dd, *Jpu~Jasps=9.2 Hz, 2H); 7,60-7,65(m, 1H); 7,50-
7,65(m, 2H); 4,00-4,10(m, 2H); 1,31(t, *Juu=6,7 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 3,49 perc; (ESI): m/z =292 [M + H]".

Dietil (4-nitrofenil)foszfonat (119d): A palladium Kkatalizalt kapcsolas altalanos
receptje alapjan 5-sz6rds mennyiséggel végeztema reakciot: 5,050 g 4-nirto-brémbenzol
(25,0 mmol) és 3,795 g dietilfoszfit (27,5 mmol) 6,060 g trietiamin (8,30 ml, 60,0
mmol) és 0,616 g tetrakis(trifenilfoszfin)palladium(0) (0,4 mmol) reakciéja 100 ml
toluolban. Bepdrlds utdn a terméket oszlopkromatografidval tisztitottam, eluens:
hexan:EtOAc=1:1—100 % EtOAc gradiensben. A megfelel6 frakciok 6sszepérldsa utan
3,948 g sarga olajat preparaltam (61 %).

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; &(ppm): 8,35(dd, Jaaps=8,7 Hz, “Jpy=3,1 Hz, 2H);
7,99(dd, Jaags=8,7 Hz, *Jpu=12,5 Hz, 2H); 4,00-4,10(m, 4H); 1,25(t, *Juu=7,0 Hz, 6H).

LC-MS: R, = 3,25 perc; (ESI): m/z =260 [M + H]".

Etil (4-aminofenil)etilfoszfinat (120a): A fenolok és foszfondtok redukcidjanak
alltalanos receptje alapjan 1,302 g 119a nitro vegyiilet (5,36 mmol) redukciéja utdn a

szabad amint preparaltam. Termelés: 0,654 g sarga olaj (49 %).

3'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 48,8 ppm.

1H—NNIR (300 MHZ): DMSO—d6; 6(ppm) 7,32((1(1, 3JpH~JAABB=8,4 HZ, ZH); 6,61((1,
Jaase=5,7 Hz, 2H); 5,73(széles s, 2H); 3,65-3,75 és 3,75-3,85(2xm, 2x1H); 1,72-
1,75(m, 2H); 1,16(széles s, 3H); 0,91(dt, 3Jpu=18,3 Hz, *Jun=8.4 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 2,16 perc; (ESI): m/z =214 [M + H]".

Etil (4-aminofenil)propilfoszfinat (120b): A fenolok és foszfonatok redukcidjanak
alltalanos receptje alapjan 1,300 g 119b nitro vegyiilet (5,06 mmol) redukciéja utdn a
szabad amint prepardltam. Termelés: 0,985 g sarga olaj (86 %).

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 8(ppm): 7,32(dd, Jpy~Taapp=9,0 Hz, 2H); 6,60(d,

Jaage=5,7 Hz, 2H); 5,70(széles s, 2H); 3,60-3,75 és 3,80-3,85(2xm, 2x1H); 1,70-
1,80(m, 2H); 1,25-1,40(m, 2H); 1,16(széles s, 3H); 0,90(széles s, 3H).

LC-MS: R, = 2,53 perc; (ESI): m/z = 228 [M + H]".
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Etil (4-aminofenil)fenilfoszfinat (120c): A fenolok és foszfonatok redukcidjanak
alltalanos receptje alapjan 1,809 g 119c¢ nitro vegyiilet (6,22 mmol) redukcidjat

kovetden a szabad amint prepardltam. Termelés: 1,435 g sarga por (88 %).

*'P.NMR (242 MHz): DMSO-d6; 8: 33,6 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 8(ppm): 7,68(dd, *Jpu~Tun=9,1 Hz, 2H); 7,40-
7,60(m, 3H); 7,37(dd, *Teu~Jaase=9,4 Hz, 2H); 6,60(d, Jaass=5,9 Hz, 2H); 5,79(széles
s, 2H); 3,85-3,95(m, 2H); 1,24(széles s, 3H).

LC-MS: R, = 2,83 perc; (ESI): m/z = 262 [M + H]".

Dietil (4-aminofenil)foszfonat (120d): A fenolok és foszfondtok redukcidjanak
alltalanos receptje alapjan 3,947 g 119d nitro vegyiilet (15,2 mmol) redukcidjit
kovetden a nyers terméket toluolbdl atkristalyositottam. Termelés: 1,807 g sarga por (52

%).

3'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 20,3 ppm.

'"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 6(ppm): 7,31(dd, 3JPH:IZ,S Hz, Jaagp=8,5 Hz, 2H);
6,60(d, Jaapp=8,5 Hz, Teu=3,7 Hz, 2H); 5,77(széles s, 2H); 3,80-4,00(m, 4H); 1,18(t,
3Jun=7,0 Hz, 6H).

LC-MS: R, = 2,48 perc; (ESI): m/z =230 [M + H]".

Etil etil(3-{[6-(3-metoxifenil)pirimidin-4-ilJamino }fenil)foszfinat (121): Az éltalanos
kapcsolasi recept alapjan 0,057 g (0,26 mmol) 4-klor-6-(2-metoxifenil)pirimidin (6a) €s
0,077 g (0,31 mmol) 118a anili*HCI felhaszndldsdval végeztem a reakciét. A nyers
terméket acetonitrilbdl atkristalyositottam: 0,035 g sarga port izoldltam (34 %).

Op= 155 °C (MeCN).

3'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 47,7 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 3(ppm): 9,85(s, 1H); 8,72(s, 1H); 7,85-8,10(m, 3H);
7,40-7,55(m, 3H); 7,28-7,40(m, 1H); 7,14-7,25(m, 1H); 7,02-7,12(m, 1H); 3,91(s, 3H);
3,80-4,00(m, 2H); 1,80-1,95(m, 2H); 1,23(széles s, 3H); 0,97(dt, *Jpu=17,3 Hz, *Jyu=6,4
Hz, 3H).

LC-MS: R, = 2,56 perc; (ESI): m/z = 398 [M + H]".
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Etil etil(3-{[6-(4-nitrofenil)pirimidin-4-ilJamino }fenil)foszfinat (122): Az éltalanos
kapcsolasi recept alapjan 0,073 g (0,31 mmol) 4-klor-6-(3-nitrofenil)pirimidin (6b) €s
0,091 g (0,37 mmol) 118a anili*HCI felhaszndldsdval végeztem a reakciét. A nyers
terméket acetonitrilbdl atkristalyositottam: 0,066 g sarga port izoldltam (52 %).

Op=211 °C (MeCN).

3'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 47,5 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO0-d6; 8(ppm): 10,07(s, 1H); 8,83(s, 1H); 8,81(s, 1H);
8,47(d, *Jyu=6,6 Hz, 1H); 8,37(d, *Juu=6,9 Hz, 1H); 8,00-8,10(m, 2H); 7,85(t, *Jyu=7,2
Hz, 1H); 7,45-7,55(m, 1H); 7,30-7,45(m, 2H); 3,80-3,90 és 3,90-4,00(2xm, 2x1H);
1,80-2,00(m, 2H); 1,23(széles s, 3H); 0,99(dt, *Tpy=18,3 Hz, *Juu=8,7 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 3,55 perc; (ESI): m/z =413 [M + H]".

Etil (3-{[6-(4-aminofenil)pirimidin-4-ilJamino }fenil)etilfoszfinat (123): A fenolok és
foszfonatok redukcidjanak élltaldnos receptje alapjan 0,048 g 122 nitro vegyiilet (0,12

mmol) redukciéjat végeztem el. Termelés: 0,040 g sdrga por (80 %).
Op=213-214 °C (DEE).

*'P.NMR (242 MHz): DMSO-d6; 8: 47,2 ppm.

'"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 6(ppm): 11,06(s, 1H); 8,87(s, 1H); 8,00-8,15(m, 2H);
7,75-7,85(m, 2H); 7,55-7,62(m, 2H); 7,38-7,50(m, 3H); 5,30(széles s, 2H); 3,80-3,85 és
3,95-4,0002xm, 2x1H); 1,88-1,93(m, 2H); 1,23(széles s, 3H); 0,98(dt, *Jpy=18,7 Hz,
*Juu=6,8 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 2,37 perc; (ESI): m/z = 383 [M + H]".

Etil etil(4-{[6-(2-metoxifenil)pirimidin-4-il]amino }fenil)foszfinat (124a): Az
altaldnos  kapcsolasi recept alapjan 0,110 g (0,5 mmol) 4-kl6r-6-(2-
metoxifenil)pirimidin (6a) és 0,150 g (0,6 mmol) 120a anili*HCI felhasznaldsaval
végeztem a reakciot. A nyers terméket preparativ VRK lapon tisztitottam. Az eluens

100 % EtOAc + 1 v/v % AcOH volt. A terméket MeOH-lal leoldottam. Bepérlds utdn
0,075 g sarga port izoldltam (38 %).

Op=151-153 °C (MeOH).

*'P.NMR (242 MHz): DMSO-d6; 8: 47,3 ppm.
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'"H-NMR (600 MHz): DMSO-d6; 6(ppm): 9,95(s, 1H); 8,74(s, 1H); 7,94(dd, 3JHH:7,8
Hz, “Tun=2,0 Hz, 1H); 7,88(dd, Jaass=8.4 Hz, “Jpu=2.4 Hz, 2H); 7,65(dd, Jaapp=8,4 Hz,
Tpu=10,8 Hz, 2H); 7,51(s, 1H); 7,44(t, *Juu=7,2 Hz, 1H); 7,17(d, *Juu=8,4 Hz, 1H);
7,06(t, *Tuu=7,2 Hz, 1H); 3,88(s, 3H); 3,70-3,78 és 3,85-3,92(2xm, 2x1H); 1,77-1,90(m,
2H); 1,17(t, *Tun=7,2 Hz, 3H); 0,93(dt, *Tpy=18,6 Hz, *Jyu=7,8 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 2,60 perc; (ESI): m/z = 398 [M + H]".

Etil (4-{[6-(2-metoxifenil)pirimidin-4-ilJamino }fenil)propilfoszfinat (124b): Az
altalanos  kapcsoldsi recept alapjan 0,110 g (0,5 mmol) 4-kl6r-6-(2-
metoxifenil)pirimidin (6a) és 0,132 g (0,6 mmol) 120b anili*HCI felhasznéldsaval
végeztem a reakciét. A nyers terméket preparativ VRK lapon tisztitottam. Az eluens
100 % EtOAc volt. A terméket MeOH-lal leoldottam. Beparlds utan 0,041 g sarga port
izolaltam (20 %).

Op= 85 °C (MeOH).

3'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 45,7 ppm.

'H-NMR (600 MHz): DMSO-d6; 8(ppm): 9,94(s, 1H); 8,74(s, 1H); 7,94(dd, *Juu=7.8
Hz, “Tuu=1,2 Hz, 1H); 7,88(dd, Jaas=8.4 Hz, *Tpu=2,4 Hz, 2H); 7,65(dd, Jaass=9,0 Hz,
Tpn=10,8 Hz, 2H); 7,51(s, 1H); 7,44(t, *Juu=7,8 Hz, 1H); 7,17(d, *Juu=8,4 Hz, 1H);
7,06(t, *Jun=7,8 Hz, 1H); 3,88(s, 3H); 3,68-3,76 és 3,84-3,90(2xm, 2x1H); 1,76-1,88(m,
2H); 1,30-1,48(m, 2H); 1,17(t, *Jyu=7.2 Hz, 3H); 0,89(t, *Jun=7,8 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 2,82 perc; (ESI): m/z =412 [M + H]".

Etil fenil(4-{[6-(2-metoxifenil)pirimidin-4-ilJamino }fenil)foszfinat (124c): Az
altaldnos  kapcsolasi recept alapjan 0,110 g (0,5 mmol) 4-kl6r-6-(2-
metoxifenil)pirimidin (6a) és 0,179 g (0,6 mmol) 120c anili*HCI felhasznéldsaval
végeztem a reakciét. A nyers terméket acetonitrilbdl atkristdlyositottam: 0,129 g

halvanyséarga port izoldltam (58 %).
Op=197-198 °C (MeCN).

3'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 32,0 ppm.
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'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 8(ppm): 9,97(s, 1H); 8,77(s, 1H); 7,96(d, *Juu=7.4
Hz, 1H), 7,85-7,95(m, 2H); 7,70-7,80(m, 4H); 7,40-7,60(m, SH); 7,19(d, *J1u=7,7 Hz,
1H); 7,09(t, *Tyn=7.2 Hz, 1H); 3,90-3,80(m, 2H); 3,90(s, 3H); 1,29(t, *J=7,0 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 3,06 perc; (ESI): m/z = 446 [M + H]".

Etil etil(4-{[6-(3-nitrofenil)pirimidin-4-ilJamino}fenil)foszfinat (125a): Az éltalanos
kapcsolasi recept alapjan 0,118 g (0,5 mmol) 4-kl6r-6-(3-nitrofenil)pirimidin (6b) és
0,150 g (0,6 mmol) 120a anili*HCI felhaszndldsaval végeztem a reakciét. A nyers
terméket acetonitrilbdl atkristalyositottam: 0,135 g sarga port izoldltam (66 %).

Op=241-242 °C (MeCN).

3'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 47,4 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; &(ppm): 10,20(s, 1H); 8,85(s, 2H); 8,48(d, *Juu=6,3
Hz, 1H); 8,37(d, *Juu=5,7 Hz, 1H), 7,30-7,70(m, 3H); 7,60-7,70(m, 2H);7,40-7,50(m,
1H); 3,76-3,79 és 3,90-3,93(2xm, 2x1H); 1,83-1,87(m, 2H); 1,20(széles s, 3H); 0,96(dt,
*Tpu=18,3 Hz, *Jun=9,3 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 3,57 perc; (ESI): m/z =413 [M + H]".

Etil  (4-{[6-(3-nitrofenil)pirimidin-4-ilJamino}fenil)propilfoszfinat (125b): Az
altalanos kapcsolasi recept alapjan 0,118 g (0,5 mmol) 4-kl6r-6-(3-nitrofenil)pirimidin
(6b) és 0,167 g (0,6 mmol) 120b anili*HCI felhasznéldsaval végeztem a reakciot. A
nyers terméket acetonitrilbdl atkristdlyositottam: 0,059 g halvdnysarga port izoldltam

(28 %).
Op=207-209 °C (MeCN).

3'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 45,9 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 8(ppm): 10,20(s, 1H); 8,85(s, 2H); 8,48(d, *Jun=6,5
Hz, 1H); 8,37(d, *Juu=7,3 Hz, 1H), 7,75-7,95(m, 3H); 7,65-7,75(m, 2H); 7,48(s, 1H);
3,75-3,80 és 3,90-3,95(2xm, 2x1H); 1,83-1,89(m, 2H); 1,40-1,45(m, 2H); 1,20(széles s,
3H); 0,92(széles s, 3H).

LC-MS: R, = 3,87 perc; (ESI): m/z =427 [M + H]".

Etil fenil(4-{[6-(3-nitrofenil)pirimidin-4-ilJamino }fenil)foszfinat (125¢): Az altalanos
kapcsoldsi recept alapjan 0,118 g (0,5 mmol) 4-kl6r-6-(3-nitrofenil)pirimidin (6b) és
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0,179 g (0,6 mmol) 120c anili*HCI felhaszndldsdval végeztem a reakcidt. A nyers

terméket acetonitrilbdl atkristalyositottam: 0,149 g halvanysarga port izoldltam (65 %).
Op= 243 °C (MeCN).

*'P.NMR (242 MHz): DMSO-d6; 8: 32,1 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 8(ppm): 10,37(s, 1H); 8,84(s, 2H); 8,47(d, *Ty=5.7
Hz, 1H); 8,36(d, *Tuu=6,3 Hz, 1H), 7,90-8,00(m, 2H); 7,60-7,90(m, 5H); 7,40-7,60(m,
4H); 3,80-4,05(m, 2H); 1,30(t, *Jy=7.5 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 4,02 perc; (ESI): m/z = 461 [M + H]".

Etil (4-{[6-(3-aminofenil)pirimidin-4-ilJamino }fenil)etilfoszfinat (126a): A fenolok
€s foszfondtok redukcidjdnak 4lltaldnos receptje alapjan 0,108 g 125a nitro vegyiilet

(0,26 mmol) redukciéjat végeztem el. Termelés: 0,084 g sarga por (77 %).
Op=136-138 °C (DEE).

3'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 47,7 ppm.

'"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 6(ppm): 10,88(s, 1H); 8,87(s, 1H); 7,92-7,96(m, 2H);
7,83-7,87(m, 2H); 7,70-7,75(m, 2H); 7,59-7,62(m, 1H); 7,42-7,47(m, 2H); 4,00(széles
s, 2H); 3,80-3,90 és 3,90-4,00(2xm, 2x1H); 1,85-1,89(m, 2H); 1,21(széles s, 3H);
0,96(dt, *Jpy=18,5 Hz, *Jyu=8,0 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 2,23 perc és 2,39 perc; (ESI): m/z = 383 [M + H]".

Etil (4-{[6-(3-aminofenil)pirimidin-4-ilJamino }fenil)propilfoszfinat (126b): A
fenolok és foszfondtok redukcidjanak dalltaldnos receptje alapjan 0,039 g 125b nitro

vegyiilet (0,09 mmol) redukcidjit végeztem el. Termelés: 0,035 g sdrga por (90 %).

Op= 140-142 °C (DEE).

3'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 45,7 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 8(ppm): 10,75(s, 1H); 8,87(s, 1H); 7,90-7,93(m, 2H);
7,69-7,82(m, 4H); 7,55-7,60(m, 1H); 7,35-7,44(m, 2H); 3,68(széles s, 4H); 1,83-
1,87(m, 2H); 1,40-1,44(m, 2H); 1,21(t, *Juu=7,0 Hz, 3H); 0,92(t, *Jyu=7,0 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 2,61 perc; (ESI): m/z =397 [M + H]".
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Etil (4-{[6-(3-aminofenil)pirimidin-4-ilJamino }fenil)fenilfoszfinat (126¢): A fenolok
és foszfonatok redukcidjanak alltalanos receptje alapjan 0,132 g 125¢ nitro vegyiilet

(0,29 mmol) redukcidjat hajtottam végre. Termelés: 0,073 g sdrga por (59 %).
Op=131-134 °C (DEE).

3'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 33,0 ppm.

'"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; d(ppm): 9,98(s, 1H); 8,73(s, 1H); 7,99(d, 3JHH:5,4
Hz, 1H); 7,71-7,76(m, 5H); 7,55-7,60(m, 3H); 7,10-7,35(m, 4H); 6,70-6,75(m, 1H);
5,29(széles s, 2H); 3,97-4,01(m, 2H); 1,29(t, 3Jyu=6,7 Hz, 3H).

LC-MS: R, = 2,81 perc; (ESI): m/z =431 [M + H]".

Dietil (3-{[6-(2-metoxifenil)pirimidin-4-il]Jamino}fenil)foszfonat (127a): Az altalanos
kapcsolasi recept alapjan 0,121 g (0,55 mmol) 4-kl6r-6-(2-metoxifenil)pirimidin (6a) és
0,218 g (0,82 mmol) 118d anili*HCI felhaszndldsdval végeztem a reakciét. A nyers
terméket DIPE-ben eldorzsoltem, sziirtem: 0,132 g halvanysarga port izoldltam (58 %).

Op= 122-123 °C (DIPE).

*'P.NMR (242 MHz): DMSO-d6; 8: 17,0 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 8(ppm): 9,87(s, 1H); 8,74(s, 1H); 8,10(d, *Tpu=15,4
Hz, 1H); 8,06(d, *Juu=8,4 Hz, 1H); 7.97(d, *Juu=7,5 Hz, 1H); 7,44-7,55(m, 3H);
7,32(dd, *Jpy=12,6 Hz, *Juy=7,4 Hz, 1H); 7,19(d, *Jynu=8,3 Hz, 1H); 7,09(t, *Jyn=7.4
Hz, 1H); 3,98-4,09(m, 4H); 3,91(s, 3H); 1,26(t, *Juu=7.0 Hz, 6H).

LC-MS: R, = 2,70 perc; (ESI): m/z = 414 [M + H]".

(3-{[6-(2-Metoxifenil)pirimidin-4-ilJamino }fenil)foszfonsav ~ (127b): A  92-es
vegyiileteknél leirt modszer szerint 0,05 g 127a észter (0,12 mmol) hidrolizisét

végeztem el. A preparalt tiszta termék 0,03 g sarga port volt (69 %).
Op=250-253 °C (dec) (EtOH).

*'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 10,9 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; &(ppm): 11,41(s, 1H); 8,91(s, 1H); 8,00(d, *Tpy=14,0
Hz, 1H); 7,91(d, *Juu=4.9 Hz, 1H); 7,77(d, *Jun=7.4 Hz, 1H); 7,61(t, *Jun=7,6 Hz, 1H);
7,40-7,55(m, 2H); 7,45(s, 1H); 7,27(d, *Tuu=8,2 Hz, 1H); 7,17(t, *Tuu=7,4 Hz, 1H);
5,75(széles s, 2H); 3,91(s, 3H).
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LC-MS: R, = 0,47 perc és 1,92 perc; (ESI): m/z = 358 [M + H]"; 356 [M — H].

Dietil (3-{[6-(3-nitrofenil)pirimidin-4-ilJamino }fenil)foszfonat (128a): Az altalanos
kapcsolasi recept alapjan 0,249 g (1,06 mmol) 4-kl6r-6-(3-nitrofenil)pirimidin (6b) és
0,421 g (1,59 mmol) 118d anili*HCI felhaszndldsaval végeztem a reakcidt. A nyers
terméket DIPE-ben eldorzsoltem, sziirtem: 0,364 g sarga port izoldltam (80 %).

Op= 206-208 °C (DIPE).

*'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 16,9 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; &(ppm): 10,04(s, 1H); 8,84(s, 1H); 8,82(s, 1H);
8,47(d, *Tun=7,8 Hz, 1H); 8,37(d, *Jun=7,2 Hz, 1H); 8,13(d, *Jpy=14,7 Hz, 1H); 8,04(d,
Jun=8,1 Hz, 1H); 7,86(t, *Juu=8,1 Hz, 1H); 7,53(dt, *Jun=7.8 Hz, Tpy=5,2 Hz, 1H);
7,40(s, 1H); 7,19(dd, *Jpu=12,9 Hz, *Juu=7.4 Hz, 1H); 4,00-4,10(m, 4H); 1,26(t,
3Tun=6.,9 Hz, 6H).

LC-MS: R, = 3,85 perc; (ESI): m/z = 429 [M + H]"; 427 [M — HJ".

(3-{[6-(3-Nitrofenil)pirimidin-4-il]Jamino }fenil)foszfonsav (128b): A 92-¢s
vegyiileteknél leirt moddszer szerint 0,05 g 127a észter (0,12 mmol) hidrolizisét

végeztem el. A preparalt tiszta termék 0,03 g sarga port volt (69 %).
Op> 350 °C (EtOH).

3'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 11,6 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 8(ppm): 10,16(s, 1H); 8,82(s, 2H); 8,43(d, *Juu=7.7
Hz, 1H); 8,38(d, *Jyy=8,1 Hz, 1H); 8,00(d, *Jpu=14,7 Hz, 1H); 7,94(d, Jyu=7,8 Hz,
1H); 7,86(t, *Jun=8,0 Hz, 1H); 7,33-7,49(m, 3H); 5,27(széles s, 2H).

LC-MS: R, = 2,50 perc; (ESI): m/z =373 [M + H]*; 371 [M — HJ".

Dietil (4-{[6-(2-metoxifenil)pirimidin-4-il]Jamino}fenil)foszfonat (129a): Az iltalanos
kapcsolasi recept alapjan 0,097 g (0,44 mmol) 4-kl6r-6-(2-metoxifenil)pirimidin (6a) és
0,174 g (0,66 mmol) 120d anili*HCI felhaszndldsdval végeztem a reakciét. A nyers
terméket DIPE-ben eldorzsoltem, sziirtem: 0,106 g sarga port izoldltam (58 %).

Op= 151 °C (DIPE).

*'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 17,9 ppm.
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'"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 6(ppm): 9,97(s, 1H); 8,78(s, 1H); 7,98(dd, 3JHH:7,7
Hz, “Tun=1,5 Hz, 1H); 7,92(dd, Jaase=8,5 Hz, “Jpu=3,5 Hz, 2H); 7,67(dd, *Jpy=12,6 Hz,
Jaass=8,5 Hz, 2H); 7,55(s, 1H); 7,47(dd, *Juu=7,7 Hz, *Juu=7,2 Hz, 1H); 7,19(d,
Tun=8,3 Hz, 1H); 7,09(t, “Tun=7.2 Hz, 1H); 3,94-4,05(m, 4H); 3,92(s, 3H); 1,24(t,
3Jun=7.0 Hz, 6H).

LC-MS: R, = 2,82 perc; (ESI): m/z = 414 [M + H]"; 412 [M — HJ".

(4-{[6-(2-Metoxifenil)pirimidin-4-ilJamino }fenil)foszfonsav ~ (129b): A  92-es
vegyiileteknél leirt moddszer szerint 0,077 g 129a észter (0,19 mmol) hidrolizisét

végeztem el. A preparalt tiszta termék 0,015 g sérga port volt (22 %).
Op> 350 °C (EtOH).

*'P.NMR (242 MHz): DMSO-d6; 8: 10,7 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 8(ppm): 9,85(s, 1H); 8,74(s, 1H); 7,90(d, *Jyu=6.5
Hz, 1H); 7,52-7,80(m, 4H); 7,40-7,50(m, 2H); 7,19(d, *Jqu=8,0 Hz, 1H); 7,09(dd,
3Jun=7,0 Hz, *Tqu=6,6 Hz, 1H); 4,60(széles s, 2H); 3,91(s, 3H).

LC-MS: R, = 0,46 perc és 1,83 perc; (ESI): m/z = 358 [M + H]*; 356 [M — HJ".

Dietil (4-{[6-(3-nitrofenil)pirimidin-4-il]Jamino}fenil)foszfonat (130): Az A&ltalanos
kapcsolasi recept alapjan 0,250 g (1,06 mmol) 4-klor-6-(3-nitrofenil)pirimidin (6b) €s
0,422 ¢ (1,59 mmol) 120d anili*HCI felhasznaldsdval végeztem a reakciét. A nyers
terméket DEE-ben eldorzsoltem, szlirtem, majd acetonitrilbdl dtkristdlyositottam: 0,209

g sarga port izolaltam (46 %).
Op=219 °C (MeCN).

3'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 17,7 ppm.

"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; d(ppm): 10,30(s, 1H); 8,85(s, 2H); 8,48(d, un=7,7
Hz, 1H); 8,37(d, *Jun=7.9 Hz, 1H); 7,94(dd, Jaass=8,2 Hz, “Jpu=3,1 Hz, 2H); 7,85(t,
Tun=8,0 Hz, 1H); 7,68(dd, *Jpu=12,5 Hz, Jaasp=8,4 Hz, 2H); 7,51(s, 1H); 3,94-4,05(m,
4H); 1,24(t, *Tus=7,0 Hz, 6H).

LC-MS: R, = 3,87 perc; (ESI): m/z = 429 [M + H]*; 427[M — H]".

Dietil (4-{[6-(3-aminofenil)pirimidin-4-ilJamino}fenil)foszfonat (131a): A fenolok és
foszfonatok redukcidjanak élltaldnos receptje alapjan 0,140 g 130 nitro vegyiilet (0,33
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mmol) redukcidjit kovetden a szabad amint prepardltam. Termelés: 0,127 g sirga por

97 %).
Op=174-175 °C (EtOAc).

*'P.NMR (242 MHz): DMSO-d6; 8: 17,8 ppm.

'"H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; o(ppm): 9,99(s, 1H); 8,75(s, 1H); 7,91(dd, Jaap=8,5
Hz, “Tpy=3,5 Hz, 2H); 7,67(dd, *Jpu=12,5 Hz, Jaas=8,5 Hz, 2H); 7,31(s, 1H); 7,23(s,
1H); 7,10-7,20(m, 2H); 6,65-6,71(m, 1H); 5,30(széles s, 2H; 3,94-4,04(m, 4H); 1,23(t,
Tun=7,0 Hz, 6H).

LC-MS: R, = 2,56 perc; (ESI): m/z =399 [M + H]*; 397[M — H].

(4-{[6-(3-Aminofenil)pirimidin-4-il]Jamino }fenil)foszfonsav ~ (131b): A  92-es
vegyiileteknél leirt mddszer szerint 0,086 g 131a észter (0,22 mmol) hidrolizisét

végeztem el. A preparalt tiszta termék 0,046 g sarga port volt (61 %).
Op> 350 °C (EtOH).

3'P-NMR (242 MHz): DMSO-d6; &: 12,0 ppm.

'H-NMR (300 MHz): DMSO-d6; 8(ppm): 10,63(s, 1H); 8,83(s, 1H); 7,83(dd, Jaapp=8.4
Hz, Ypu=2,7 Hz, 2H); 7,64-7,72(m, 4H); 7,51(t, *Jqu=7,9 Hz, 1H); 7,37(s, 1H); 7,26(t,
3Jun=7,5 Hz, 1H); 5,70(széles s, 4H).

LC-MS: R, = 0,45 perc és 1,07 perc; (ESI): m/z = 343 [M + H]"; 341 [M - H].

88



DOI:10.14753/SE.2012.1748

7. Megbeszélés

7.1. A 6-fenil-4-klor-pirimidinek elodllitasa [85].

Mint azt a 3.5 fejezetben mar jeleztem, a 6-fenil gylri esetén csak két szubsztituensre
szikitettiik a munkat és ezzel a két szubsztituenssel (2-metoxi és 3-nitro) kellett
megoldani a Suzuki-reakciot elkeriild szintézist. A fejlesztést Varga Zoltan
kollégammal egyiitt végeztik ugy, hogy én elsOsorban a 3-nitro szarmazékkal
foglalkoztam, 0 pedig a 2-metoxi valtozattal. Mivel a végtermékekhez mindkét

intermediert hasznaltam, igy mindkét szintézist ismertetem.

Két reakciout kidolgozdsara azért volt sziikség, mert a 6-fenil csoport szubsztituense
erds befolydssal bir a gylirlizardsi reakciora. Ezek a reakciok nem érzékenyek az
oxigénre vagy a nedvességre, tovabba nem igényelnek semmilyen specidlis reagenst
vagy katalizdtort. Az egyetlen hatranyuk a Suzuki-reakcioval szemben az, hogy a
kiindulési vegyiilet meghatdrozza a 6-fenil gylrQi szubsztituensét valamint, hogy a C-C

€s a C-N kotések kialakitdsdnak sorrendje meghatdrozott.

A 3-nitro-fenil szarmazék szintézise esetén (19. dbra, d, e) a kiinduldsi vegyiilet a 3-(3-
nitro-fenil)-3-oxo-propionsav etil észter (2) volt. A B-keto funkciét ammonium acetéttal
aminaltam etanolban. A 4 akrilat E és Z izomereinek keverékét reagdltattam formamidin
acetattal formamidban 180 °C-on. E gylirlizaras olajfiirddben néhany 6rat vesz igénybe,
mig mikrohulldimu reaktorban egy oOra alatt lejatszodik, szintén 180 °C-on. A nyers

termékbdl atkristalyositds utdn kaptam a kivant Sb pirimidinolt.

A 2-metoxi-fenil szarmazék szintéziséhez (19. abra a, b) a 3-(2-metoxi-fenil)-3-oxo-
propionsav etil észter (1) nem volt kereskedelmi forgalomban elérhetd, ezért eldallitasat
magunk végeztiik el 2-metoxi-acetofenonbdl. A 2 B-keto-észtert nem izoldltuk, hanem
egy egyszerl vizes mosds utdn etanolban kondenzaltuk a tiokarbamiddal nétrium etilét
jelenlétében. A reakcidé négy nap forralds utdn volt teljes. A kondenzaciét mikrohullamu
reaktorban, 150 °C-on végezve, minddssze négy Ora sziikséges a gylirizardshoz. E két
1épés egyiittes kitermelése kb. 30 % volt. A tioxo csoportot Raney-Nikkel katalizatorral

végzett redukcid sordn tavolitottuk el a molekulardl. A reakcid 6-7 6réat vesz igénybe,
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mialatt a katalizatort kis adagokban adjuk a reakcidelegyhez mindaddig, amig a
kiindulési vegyiilet el nem tiinik. Ekkor az elegyet szlirtiikk, majd a szlirletbdl savanyitas

hatdsara kivalt a kivant Sa pirimidinol, melyet szlrés utin 50 %-os termeléssel

preparaltunk.
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19. abra. Két kiilonboz6 pirimidin szintézis; a = tiokarbamid, EtOH; b = Raney-Nikkel, 2 M NaOH; ¢ =
SOCI, vagy POCl;, DMAP, toluol; d = NH,;OAc, EtOH; e = formamidin acetat, formamid; f = H,/Pd/C,
MeOH; g = ftalsav anhidrid, pTsOH, DMF.

Mindkét gytirlizarasi modszerrel az 5 6-fenilpirimidin-4-ol-t éllitottuk eld, a 2 B-keto
észterre nézve egyforma termeléssel (3040 %). A 'H-NMR vizsgilatok alapjén a

vegyiilet enol formdjat preparéltuk, ahogyan az az dbrakon lathato.

Ha az anilinnel kapcsolt molekula 6-fenil gylriijén 3-amin csoportot szeretnénk a 3-
nitro helyett, akkor célszerli ezt az atalakitast, illetve az anilin megvédését pirimidinol
fokon elvégezni. Katalitikus hidrogénezést alkalmaztunk a nitro funkcié redukdldsahoz.
Tapasztalataink szerint az amin csoport megvédésére jelen esetben a ftalil véddcsoport a
legalkalmasabb, miutdn az Osszes tovdbbi kémiai moddositdsnak ellendll, illetve

eltdvolitdsa is problémamentes hidrazinolizissel (19. dbra f, g).

Az utolsé 1épés a 6 klor-pirimidin kulcs intermedier eldéllitasahoz egy klorozas (19.

abra c). Ez a reakci6 tobb klorozo dgenssel is miikodik, én a gyakorlatban két médszert
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alkalmaztam rutinszerlien: szdmitott mennyiségli foszforoxid-trikloriddal és N,N-
dimetil-4-aminopiridinnel, illetve nagy feleslegli tionilkloriddal. Ez utobbi esetben
katalitikus mennyiségli N,N-dimetilformamid alkalmazdsa gyorsitja a reakci6t, noha
alkalmazdsa nem sziikségszerii. A két mddszer a fenil-gyliri szubsztituensétdl fiiggd

termeléssel adja a kivant 6a, 6b, 6d klor-pirimidint.

7.2. Szulfonamid, szulfonil csoportot, illetve heterociklust

tartalmazo CDK9 inhibitorok elodllitasa.

A klér-pirimidinek elddllitdsa utdn megnyilt a lehetéség a kiillonbozd szarmazékok
szintézisére. A szulfonamidok korébdl két vegyiiletet allitottam eld: egy metil és egy
propil szulfonamidot. Mindkét esetben 3-amino csoport volt a 6-fenil gylri
szunsztituense. A ftalil csoporttal védett 6-(3-amino-fenil)-4-klér-pirimidinnel (6d)
kapcsoltam a 4-metil-3-nitro-fenilaminnal (7). A nitro funkciét redukélni kellett (20.
abra), hogy a megfeleld szulfonsav kloriddal valé acilezés utan kialakuljon a kivéant
szulfonamid szerkezet (21. 4bra). A klér-pirimidin amin csoportjanak kordbbi
redukcidjara és ftalilezésére azért volt sziikség, hogy ennél a 1épésnél a molekula két
végén taldlhaté nitro/amin funkcids csoportokat meg tudjam kiillonboztetni. Tehét, a 6d
klor-pirimidin €s a 7 anilin kapcsoldsat 2-propanolban sav katalizissel végeztem el. Az
anilin oldali nitro csoportot katalitikus hidrogénezéssel redukéltam, majd acileztem
mezil ill. propilszulfonsav kloriddal, piridinben. A ftalil véddcsoport eltavolitdsat

hidrazinolizissel etanolban végeztem, a terméket s6sav soként preparaltam.

1 Lr r
= ~

rN HN NES HN NH
SN

|
RN o, o
| N.~ IPA 2 2N
= © Ny Ha/Pd/C S
N kat. HCI NN 2 N
o—N_o | reflux _ MeOH
NH; t=60 % t=70% |

@%

\7/ o) o o-N_o
6d 7 8 Ef 9

20. abra Az anilin intermedier elddllit4sa.
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o N_o
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\N) . O Q a \\N) b JN
/S\ _ _ o, _ _ o, N
0 cl-°'R 1=66-79 % 1011 1=37-50% N 12,13
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21. abra Szulfonamid szarmazékok elédllitdsa; a = szdraz piridin, RT; b = hidrazin hidrat, EtOH/DMF; az
R metil vagy propil.

Mind a ftalilezett, mind a védetlen forma CDK9 gétlé hatdsidt megvizsgiltuk. Azt az
érdekes megfigyelést tettiik, hogy a metil szulfonamid esetén a ftalilezett, mig a propil

szulfonamid esetén a védetlen valtozat volt hatasosabb (1. Tablazat).

1. Tablazat Szulfonamid szarmazékok bioldgiai hatasa.

o R CDKO9/CycTl1
ICso (nM)

10 metil 39

11 n-propil 186

12 metil 129

13 n-propil 27

A szulfonil szarmazékok esetén nem volt ilyen egyszerl a helyzet. Az anilint gy kellett
kialakitani, hogy a kapcsoldaskor mar rajta legyen a megfeleld szulfonil szarmazék. Ezt
ugy valdsitottam meg, hogy a 14 N-acetilezett 4-amino-tiofenolt alkileztem klér-broém
propannal, majd a merkapto funkciét (15) oxiddltam meta-klér-perbenzoesavval
szulfonilld (16). A Kklor-propant reagdltattam kétféle szekunder aminnal (dimetil-
aminnal 17a és pirrolidinnel 17a), végiil eltdvolitottam az acetil védOcsoportot (22.

abra).

s”>""cl S/\/\CI ggs/\ﬁR
|
S
‘ =
160 % 1269 % 1=66-72 % 12845 %
Y NH,
O 14 O 15 O 16 O 17a,b 18a,b

22. abra Szulfonil szarmazékok intermedierének eldallitdsa; a = NaH, 1-brém-3-klér-propan, THF; b =
MCPBA, CHCI;; ¢ = RH, EtOH vagy KI, MeCN MW reaktorban; d = 70 % metanszulfonsav, 60 °C, 18
Ora; az R= dimetilamin vagy pirrolidin.
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Az igy kapott 18 anilint kapcsoltam, ezittal a 4-klor-6-(2-metoxifenil)-pirimidinhez 6a

(23. 4bra). A két végterméket CDK9 enzimatikus esszében vizsgaltuk (2. Téblazat).

Cl
\O SN +O
|
B W
_—
6a

2. Tablazat Szulfonil szirmazékok bioldgiai hatésa.

:

O. /\/\R
- IPA
kat. HCI
reflux ~
=
t=48-71 % O JN
NH2 18a,b SN

23. abra Szulfonil szdrmazékok eld4llitdsa.

o R CDKO9/CycTl1
ICso (nM)

19 | dimetilamin 310

20 | pirrolidin 390

Q.0

A heterociklusos szdrmazékok esetén a 2-, 3-, 4-amino-piridint, a 2-amino-pirimidint

(21-24) és a 2,4-diamino-[1,3,5]triazint kapcsoltam (26) a 4-kl6r-6-(2-metoxifenil)-

pirimidinnel (6a) 2-propanolban savkatalizissel. A piridinek és a pirimidin mind

elérhetéek voltak a kereskedelemben, viszont a triazin ilyen formdban nem. Azonban a

sziikséges reagens a 2-klor-4,6-dinitro-[1,3,5]triazinbdl (25) katalitikus hidrogénezéssel

egy lépésben elddllithato (24. abra).

A heterociklusos szdrmazékok CDK9 gétl6 hatdsa tgy tlinik, hogy fiigg a heteroatomok

pozicidjatdl és szamatol (3. Tablazat).

3. Tablazat A heterociklusos szarmazékok bioldgiai hatédsa.

) CDK9/CycT1
no Heterociklus ICso (nM)
27 2-piridil 42
28 3-piridil 174
29 4-piridil 144
30 2-pirimidinil >1 000
31 | 4-amino-[1,3,5]- 355

-triazin-2-il
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24. abra A heterociklusos szarmazékok eldallitdsa.

7.3. Foszfonamiddt tartalmu inhibitorok elodllitasa (Ar-N-P)

A kén tartalmi inhibitorok szintézisekor gyakori probléma volt a kismértéki
vizoldhatésdg. Ez els6sorban nem a kémiai szintéziseket, hanem a bioldgiai
vizsgélatokat nehezitette. E problémadt javitandé meriilt fel a kiilonboz6 foszfortartalmu
csoportok alkalmazdsa. A bioizosztéria ilyetén alkalmazdsat mds esetben mdr
kihaszndltam bioaktiv anyagok — aminosav anal6gok — szintézisénél [87]. Az ott
alkalmazott elvek alapjan, illetve azok tovdbbgondoldsdval jutottam el az itt

bemutatand6 heteroatom cseréhez. Az alapelveket a 3.9 fejezetben mar ismertettem.

Az eloz6 fejezetben bemutatott két szulfonamid koziil a propil-szulfonamidot
valasztottam ki, mint modell vegyiiletet. A foszfonamidét esetében egy dolgot kivantam

megvaltoztatni, mégpedig azt, hogy a Suzuki oldalon a 3-amino szubsztituens, helyett
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2-metoxi legyen, igy egyszeriisitve egy kicsit a kémiai szintézist. Azért a propil
szarmazékot valasztottam a metillel szemben, mert az irodalmi adatok, és a korabbi
tapasztalatok alapjdn, minél nagyobb alkil vagy aril szubsztituensek vannak a foszfor

atomon, annal stabilabb lesz a molekula.

A hipotézist aldtdmasztandd, eloszor a szdmitégépet hivtam segitségiil.
Osszehasonlitottam a szulfonamid modell vegyiilet és a tervezett foszfonamidat logP és
féle 5-0s szabdly (Rule of five) vonatkozé értékeivel [88]. Az Osszehasonlitisbdl az
latszik, hogy az oldahat6sdg kis mértékben, a logP érték fél nagysdgrenddel javul,

ugyanakkor a molekulatdmeg nem valtozik (4. Téblazat).

4. Tablazat Egy szulfonamid és egy foszfonamidat oldhatosaganak és logP-jének dsszehasonlitasa.

Szulfonamid Foszfonamidat Lipinski szabaly
ClogP 5,361 4,795 <5
M 412 412 <500
ClogS -4,968 -4,785

25. abra Egy szulfonamid €s egy foszfonamidat geometriai optimalizalt szerkezete egymadsra illesztve.
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A két molekula térszerkezetét ugy hasonlitottam 6ssze, hogy az ACD9 nevili program
[84] segitségével geometriai optimalizdcidt hajtottam végre, majd a szerkezeteket a
Yasara nevll programmal [89] egymasra illesztettem (25. dbra). A két molekula nagyon

jol illeszkedik egymadsra a vizsgdlat targyat képezo funkcidscsoportok esetén is.

A Dbiztatd szamitogépes vizsgdlatok utdn tehat a kovetkezd célkitlizés a propil-
szulfonamidat foszfor analdgjanak elballitdsa volt. Kézenfekvd €s rendkiviil elegdns
megoldasnak tiint az Atherton-Todd reakcié alkalmazasa [77]. A reakci6 soran a propil-
foszfinatot kell atalakitani tulajdonképpen foszfinsav kloridda, amely bazis jelenlétében

képes acilezni anilineket.

Ehhez a propil-foszfinatot kellett elddllitani (26. dbra), mert a kereskedelemben nem
elérhetd. Az eldallitas két 1épésben torténik. Az elsé egy Grignard-reakcd, melyben a
propil-bromidbdl képzett Grignard reagens reagdl a trietil-foszfittal. A masodik
Iépésben a keletkezd dietil propilfoszfonit savas hidrolizisével kaptam az etil

propilfoszfindtot [86].

! Br §X0)
(o) + N —_— O~
r THF ﬁ CHCl, A~ H
32 33 t=49 % 34

26. abra Propilfoszfinat eldéllitasa.

Tobbféle képpen probaltam elddllitani a kivant vegyiiletet, de mindannyiszor
sikerteleniil. ElsOként a szulfonamidokhoz hasonléan, az utolsé 1épésben akartam a
foszfonamidatot kialakitani. Ehhez a gylirirendszert ugy alakitottam ki, hogy az egyik
felén védett 35 diamino vegyiiletet kapcsoltam a 6a klor-pirimidinnel, végiil ligos

hidrolizissel eltavolitottam a tdvozé csoportot (27. dbra).

KOH

27. abra A 2-metoxi szubsztituenst tartalmazé anilin modell vegyiilet eléllitdsa.”

* A 37-es anilin elé4llitisa masként tortént, mint a 9-es anilin esetében. Ennek magyarézata, hogy elébbit
Montpellierben, utébbit pedig Budapesten készitettem az adott helyen elérhetd reagenskészletbdl.
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Késébb a 2-metil-5-nitro-anilinhez prébéltam kapcsolni a foszfindtot, majd a nitro
csoport redukcidja utdn kivintam a megfeleld klor-pirimidinhez kapcsolni. Végiil a 4-
metil-3-nitro-anilint megvédtem klor-hangyasav-etil észterrel, a nitro csoportot

redukaltam €s ehhez prébéltam kapcsolni a foszfinatot (28. dbra).

o % - NH L
B No o0 2 0 cal,
_ — — + O=P-H —|——~Z#—
| CH,Cl,
NH2 HN O\/ HN OV
’ L T 2

28. abra Kisérletek foszfonamidatok eldéllitdsa Atherton-Todd reakciéval.

Az Atherton-Todd reakcid sikertelensége okdn mas megolddst kellett keresni. Arra a
kérdésre, hogy a klérozasi 1€pés, vagy az acilez€s nem ment, ekkor még ugyan nem
tudtam valaszt adni, de feltételeztem, hogy a koriilmények megfelel6 megvalasztasaval

az anilinszdrmazé€k a foszfonsav kloriddal reagéltathatd.

Els6 1épésként a foszfonsav klorid eldéllitasat oldottam meg mas modon. Ez esetben a
H-foszfinat helyett a propilfoszfonsav dietil észterét allitottam el az el6zdekben is
hasznélt propil-bromidbdl és trietil-foszfitb6l. Am ezittal Grignard-reakcié helyett az
un. Arbuzov vagy Michaelis-Arbuzov reakcié segitségével [90]. E reakcié sordn a
trialkil-foszfit nemkotd elektronparja nukleofil tdmadast intéz az alkil halogenid o
szénatomjara. A felszabadulé halogenid anion ionpart képez a pozitiv toltésiivé valt
foszforral. Az elektronhidnyos foszfor és a nagy elektronegativitisi oxigéneknek
koszonhetden az alkoxi csoportok o szénatomja annyira elektrofillé vélik, hogy a
halogenid ionnal egy nukleofil szubsztiticié jatszodik le. Az elektronszerkezet
rendez6dése utdn igy megkapjuk a kivéant alkilfoszfonatot, illetve melléktermékként
alkil halogenidet (29. 4bra). A reakci6 mechanizmusabdl kovetkezéen pl. a trietil-
foszfithoz elegendd csak katalitikus mennyiségli etil-halogenidet adni, ha dietil
etilfoszfonatot szeretnénk eldallitani. Ezen okok alapjan magyardzhat6 az is, hogy miért

kaptam vegyes terméket (dietil propilfoszfonat és dietil etilfoszfonat) a propil-bromid és
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a trietil-foszfit reakcidjdban (29. 4bra). A probléméat ugy sikeriilt megoldani, hogy
triizopropil-foszfitot haszndltam. Mivel a keletkez0 2-brom-propan sokkal kevésbé

reaktiv, mint az 1-brém-propan, igy egységes terméket kaptam.

0. .0 B LK\B; @)
SprINT ' % O~ Br O~
6 + )/ —’JOPQ/i R — /\/b\o + r + \/‘D\O
A OT .
\/O\P/ O Br \O‘/O Br
‘ | + — /\/P\Oj/"'
o) t=63 % )\
407/ a

29. abra Arbuzov reakcié mechanizmusa és a propil foszfondt elédllitdsa.
A savklorid eldallitdsdhoz olyan eljarast kellett taldlnom, amely lehetdleg specifikusan
csak az egyik észtert alakitja kloridda. Ezt sikeriilt is megvaldsitani oxalil-kloriddal
szobahOmérsékleten. A reakcié mechanizmusa azonos a karbonsav észterek
klérozasaval (30. abra), ezért az elegyhez katalitikus mennyiségii dimetil-formamidot is

adtam.

— (0]
(@]
. e Cl o] 0
o”\)g( e
N N
(@]

cIH0 -
) c — \N'Ny Cl - 100
) o 0. 0o AP T

RSN

? cl €O C|)Qf
[~ -CO
N 0 2 K’E/O
42 )\ t~90 % _~_ P23

30. abra A foszfonsav észter kl6rozasanak feltételezheté mechanizmusa

o

Miutan a savklorid a kezemben volt, megpréobéltam acilezni a megfeleld anilin
szarmazékot. A reakcioét piridinben végezve, bar igen gyenge termeléssel, de sikeriilt
elédllitani a kivant vegyliletet 43 (31. dbra). A reakcié sikerességébdl arra
kovetkeztetésre jutottam, hogy az Atherton-Todd reakcidok esetén mér a savklorid sem
jott 1étre, ezért nem ment a reakcid. A termék prepardldsa kromatografids tisztitast

igényelt, amelynek vesztesége szdmottevd volt. A maradék termék mellett a kiinduldsi
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anilin egy jelentOs részEt is visszakaptam, noha a feldolgozas elott a reakcidelegybdl
mir nem tudtam kimutatni. Ez vérhat6 volt az irodalmi adatok alapjdn ti. a

foszfonamidat P-N kotése nagyon konnyen hidrolizal.

iridin
p \O NN
RT \
t=9 % NN
| 43
=

31. abra A propil foszfonamidat eléallitdsa.

A sikeren felbuzdulva, illetve az Arbuzov-reakciobol megmaradt dietil etilfoszfonattal
(45), illetve a kereskedelmi dietil fenilfoszfonéattal (47) elvégeztem a fent leirt klérozast
(32. abra) és acilezést a 43 foszfonamidat szintézisével azonos modon. Tehat sikeriilt
eléallitanom az etil-foszfonamidatot (49), valamint a fenil-foszfonamidatot (50). A fenil
szarmazék klorozasa kissé erélyesebb koriilményeket igényel, mint az alkil varidciok.
Ellenben a foszfonamidét stabilitdsa nagyobb, igy a reakcié termelése is magasabb volt.
Az elddllitott harom vegyiiletet CDK9 gatlé hatdsat megvizsgaltuk. Az eredmények azt
mutatjdk, hogy az elddllitott foszfonamiditok hatdsa lényegesen elmarad a

szulfonamidokétdl (5. Tablazat).

.

(6] 0 O
‘ MW ) o (COCI), ) 0
_P. + N EELLLENG A f:;\ ~
oo B 1-82% "0 GH,Clp,DMF > CI

32 44 45 t~90 % 46

Qo (coc, ﬁ/ov

(j OK CH,Cl,, DMF @ cl
t~90 %
a7 48

32. abra Foszfonsav kloridok eldallitdsa.

O
IR P4 < g2  da s s . /@\/ E/O\K
5. Tablazat A foszfonamiditok bioldgiai hatdsa. Hl\‘l NTR L
H

) CDKO9/CycT1 ~ “
no R R ICso (NM) (‘) | /)N
43 propil Me 3170 | X N~ 43,49,50
49 etil H 1 450 %
50 fenil H 5240
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Mivel a vegyiiletek prepardlhatésdga meglehetdsen nehézkes, stabilitdsuk egy in vivo
rendszerben erdsen kérdéses és bioldgiai hatdsuk sem igéretes, uigy figyelmemet inkabb

az imént targyalt vegyiiletek foszfonét anal6gjainak szintézisére forditottam.
7.4. Foszfondt tartalmu inhibitorok elédllitdsa (Ar-O-P)

A foszfondtok eldallitdsanak tervezésekor szerencsés helyzetben voltam, hiszen az aktiv
foszfor tartalmu intermedier mar rendelkezésemre éllt. Azonban az eddig hasznélt anilin
fenol valtozatat el kellett allitani. Ez nagyon egyszeriien ment, hiszen az 5-amino-2-
metil-fenol (51) konnyen kapcsolhaté a klor-pirimidinekkel (4-klér-6-(2-metoxifenil-
pirimidin 6a, 4-kl6r-6-(3-nitrofenil)-pirimidin 6b), savkatalizis mellett egységesen a

kivant terméket (52, 53) kaptam (33. dbra).

%\)N Qf kat. HCI
+ Ton ZON
SN HoN oH IPA

|
t=47-52 % \N)
~  6ab 51 it 52,53
=

33. abra A fenolos OH-t tartalmazé alapvaz eldallitdsa, A= 2-metoxi (52) vagy 3-nitro (53).

A Suzuki-oldalon 2-metoxi szubsztituenst tartalmazé fenol esetén az acilezést akér
NaH, akar KOtBu segitségével el lehet végezni. A 3-nitro szubsztituens esetén csak a
KOtBu vezetett eredményre. A szulfonamidokndl alkalmazott mddszerrel ellentétben a
3-nitro csoportot nem sziikséges hidroxi-pirimidin fokon aminnd redukdlni, majd ftalil
csoporttal megvédeni (19. dbra), mivel a foszfondt mellet a nitro csoport redukcidja

probléma nélkiil megoldhat6 volt (34. dbra).

X T e S
_O__R _O__R
HN OH HN o’ P RT HN o b RT

Do _r
R™ “Cl NN SnCl,
41,46,48 /) EtOH
KOtBu v. NaH o A=3-NO; esetén
THF
52,53 t=9-79 % 54,55 t=63-67 % 56

NH,

34. abra A fenolok acilezése foszfonsav kloridokkal; A= 2-metoxi (52—54) vagy 3-nitro (53—55).
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Tehat eldallitottam az el6z6 fejezetben targyalt foszfonamidédtok foszfondt analdgjait
(A= 2-MeO; R= etil, propil, fenil), ezek kindz esszében mért hatdsit a 6. Tablazat
tartalmazza. Tovdbbd, mivel a reakcidk kivitelezhetdosége és a vegyiiletek
prepardlhatosdga 1ényegesen jobb volt a foszfonamidatokhoz képest, igy hatdroztam,
hogy a foszfonatok koziil megprobalok tobb variaciot is elkésziteni. A foszfondtokon
nem valtoztattam, hanem a fenolos OH poziciéjat varidltam, illetve a Suzuki-oldalon
nem csak a 2-metoxi szubsztituenst alkalmaztam, hanem a 3-nitro, ill. 3-amino

csoportot is.

6. Tablazat A fenol intermedier és a foszfondtok bioldgiai hatdsa.

, CDK9/CycTl1
no A R R 1Cs (HK/D
52 2-MeO - - 381

S54a 2-MeO etil H 813
54b 2-MeO | propil Me 3057
54c¢ 2-MeO | fenil H 4137
55a 3-NO, etil H >10 000
55b 3-NO, | propil Me >10 000
56a 3-NH, etil H 870
56b 3-NH, | propil Me 5385

A fenolok esetében nem csak a kordbban kidolgozott eljards volt alkalmazhato,
miszerint felépitem a teljes heterociklusos gylirii-rendszert, majd az utolsé 1épésben egy
acilezéssel kapcsolom a foszfortartalmi csoportot. A szintézis ugy is megvaldsithato,
hogy a fenolt acilezem a foszfonsav kloriddal. Ekkor a pirimidin gy{irthz kapcsoland6
amin funkcié nitro csoportként maszkirozva van. A nitro-fenil foszfonat redukciéja utan
keletkezd anilin kapcsolhaté a klor-pirimidinekkel. Ezen eljaras kidolgozasanak az volt
az elsddleges célja, hogy a nagyobb mennyiségben elkészitett amino-fenil foszfondtokat
az eddig emlitettektdl eltérd klor-pirimidinekkel kapcsoljam, igy novelvén az eldallitott
molekulacsaldd Suzuki-oldali diverzitdsit. Azonban ez utébbi véltoztatdsokra végiil

nem keriilt sor, mivel nem a foszfonat tipusu vegyiiletek bizonyultak a legjobbaknak.

Kétféle aminofenolt hasznaltam, a mar emlitett 5-amino-2-metil-fenolon (51) kiviil: a 3-
amino-fenolt (57), és a 4-amino-fenolt (58). A klor-pirimidinekhez valé kapcsoldsuk a
33. dbran lathatéval azonos mdédon tortént. A 4-kl6r-6-(3-nitrofenil)-pirimidinnel (6b)

kapcsolt két amino-fenol (57 €s 58) esetén a nitro csoport redukcidjat is elvégeztem (61,
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64) (35. dbra), és az igy kapott vegyiiletek bioldgiai hatdsét is vizsgdltuk (7. és 8.
Tablazat).

HNQOH SnCl, HN/©\OH

| EtOH
St He ~ N - N
\ P at. HC < A=3-NO, esetén <
57 \pa A N 59,60 t=72 % N~ 61

\

NHz  1_63-76 % ‘
=
JN NH
~ +
XN OH OH
v o ™ s Y
6a,b kat. HCI HN _EtOH _ HN

A=3-NO, esetén \
IPA NN NN
58 1 57.82% < 62,63 t=50 % 1 64
NH, ‘ N
A

NH,

35. abra Tovabbi fenolok el6déllitdsa; A=2-metoxi: 6a, 59, 62; A=3-nitro: 6b, 60, 63.

"oz

Az eloallitott fenolokat aztan a fent leirt mdédon (34. abra) acileztem a foszfonsav
kloridokkal. A reakcidkat mind a meta (36. dbra), mind a para (37. dbra) szubsztiticiok

esetén azonos modon kiviteleztem.

g QW

.0 _R

P2 p-O
HNQOH R Cﬂ/ HN O/P\RT

41,46,48 § SnCl,
aes N Eo,
KOtBu N A=3-NO, esetén
THF AL
t=40-66 % ~ 6566 1 74.81%

NH,

36. abra Meta helyzetii fenolok acilezése foszfonsav kloridokkal; A= 2-metoxi (59—65) vagy 3-nitro
(60—66).
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7. Tablazat Meta helyzet( fenolok és foszfonatok bioldgiai hatasa.

, CDK9/CycT1

no A R R ICso (nM)

59 2-MeO - - 224

61 3-NH, - - 877

65a | 2-MeO etil H 400
65b 2-MeO | propil Me 1180

65c¢ 2-MeO | fenil H 3 100
66a 3-NO; etil H >10 000
66b 3-NO, | propil Me >10 000

66¢ 3-NO, | fenil H >10 000
67a 3-NH, etil H 1 800
67b 3-NH, | propil Me 6 430

67c 3-NH, | fenil H 5330

0 , o ,
/©/OH o | /©/O\ ?/OTR /OO\P/OTR
HN - E’QOT " HN : HN R
R™ °Ci
41,46,48 | \/)N Et”gl'j | \/)N
KOtBu 5 i N" A=3-NO, esetén N
THF 6869  21.629% 70
t=12-81 % NH,

37. abra Para helyzetii fenolok acilezése foszfonsav kloridokkal; A= 2-metoxi (62—68) vagy 3-nitro

(63—69)
8. Tablazat Para helyzetii fenolok és foszfondtok bioldgiai aktivitasa.
, CDK9/CycT1
no A R R ICs, (nyM)
62 2-MeO - - 70
64 3-NH, - - 651
68a 2-MeO etil H 360
68b 2-MeO | propil Me 407
68c 2-MeO fenil H 2 840
69a 3-NO, etil H >10 000
69b 3-NO, | propil Me >10 000
70a 3-NH, etil H 3 840
70b 3-NH, | propil Me 6 060
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KI

aceton
t=70-79 %
38. abra Specifikus alkil észter hidrolizis.

9. Tablazat Foszfonsavak bioldgiai hatasa.

~ [CDK9/CycTl
no R R ICsy (nyM)
54a il H 813
71a ; 1490
54b | Me 3057
71p | ProPil - 1457

Két vegyiilet esetén az alkil foszfonat észterek specifikus hidrolizisét is sikeriilt
megvalositani (38. dbra). A hidrolizis tulajdonképpen egy Arbuzov reakcid: a trimetil-
szilil klorid acilezi a P=0 oxigént, s igy a foszfor pozitiv toltéstivé valik. A jodid anion
elég nukleofil ahhoz, hogy az alkil észter oxigén melletti szénatomjara — ami kell6en
elektrofil — betdmadjon. Az Arbuzov reakcié mechanizmusdndl bemutatott médon (29.
abra) az alkil-halogenid elimindlédik, majd a trimetil-szilil csoport tdvozdsa és az

elektronszerkezet visszarendezddése utin megkapjuk a foszfonat monoésztert (71).

A vegyiiletek CDK9 gitld6 hatdsdnak vizsgdlata utdn bizonyos szerkezet-hatds
Osszefiiggések egyértelmiien észrevehetdek: a nitro-csoportot tartalmazé molekuldk
gyakorlatilag hatastalanok; a 2-metoxi €és 3-amino-csoportok esetén a bioldgiai hatds az
utébbindl rendre gyengébb, s ez a kiillonbség szamottevl. A foszfor szubsztitudltsaga
egyértelmiien hatdssal van a bioldgiai aktivitdsra, mégpedig az etil, propil, fenil
sorrendben csokken a CDK9 gatld képesség. A foszfonat pozicidja nem befolyédsolja
szignifikdns mértékben az enzimgatld hatast, ti. az el6z0 két tényezd hatdsa mellett ez
utébbi elhanyagolhatd. Az alkil észter hidrolizise — érdekes médon — az etil-foszfonét
esetében rontotta, a propil-foszfonat esetében javitotta a hatést, bar az eredmények kozti

kiilonbség nem jelentds.
7.5. Foszfindt tartalmu inhibitorok elédllitasa (Ar-CH,-P)

A foszfonamidatok €s a foszfonatok mellett a harmadik izosztér csoport a foszfinatok.

Eldallitasukhoz a legalkalmasabb reakcionak — els6é kozelitésben — a Pudovik-reakcid
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tlint [91]. Egy H-foszfinat vagy egy foszfit aldehidre torténd addicidja. Tulajdonképpen
ez egy egyensulyi reakcid, amely gyakorlatilag teljes mértékben eltolddik az addukt
irdnydba, 4m megfeleld reagensekkel az egyensily megléte igazolhat6 [92]. A Pudovik-
reakcié azért tint kézenfekvonek, mert a megfelel6 benzaldehidek nagyrészt a
kereskedelemben elérhetéek, a H-foszfindtok pedig a bemutatott moddszerrel

eldallithatéak (lasd 7.3 fejezet, Propilfoszfinét eldallitdsa.).

.
et L
0 g Q HB N\ O)O\ o OH

‘/O ole
/b\R.V B ‘ PC R

—_— ,/Pﬁi:)
[ RH

39. abra A Pudovik reakcié mechanizmusa, R= alkil v. aril; R’= O-alkil/aril v. alkil/aril; B= bazis.

Az eddig eldallitott foszfonamidatokkal és foszfondtokkal izosztér foszfinatok, a
megfeleld nitro-benzaldehidekbdl és H-foszfinatokbdl Aallithatok eld. Mivel a H-
foszfindtok prepardldsa nem egyszerli, eloszor a dietil foszfittal végeztem el a
reakciokat, kiprébalandé a Pudovik-reakcié alkalmassagit. A 3-nitro-benzaldehidbdl,
ill. a 4-nitro-benzaldehidbdl képeztem a Pudovik-adduktot. A keletkezd hidroxi
csoportokat mezileztem, majd katalitikus hidrogénezéssel egyidejlileg a mezil-oxi
csoport elimindlhaté valamint a nitro-csoport redukalhat6. Ha a hidroxi-csoport
mezilezését elhagyjuk és a hidrogénezés sordn hidrogén forrasként ammoénium

formiatot haszndlunk, akkor olyan anilint kapunk, melyen megmarad a hidroxi-metil

csoport.
OH, Pd/C OH,
- +
o (“)O E(OV HCOO'NH,4 H:o\/
prN EtzN (0] MeOH (e}
T A OK Toluol fl L 7w K
_N._- 76% . N_— 72 NH
O/N\O =76 % O/N\O > 73
\//O
S0 Pd/C
Q ° To, NH-NH, o,
—3C PLo> MeOH P
o)
t=78 %
EtsN, THF f \ .
=73 % oNg ™ NHp 75

40. abra Meta helyzetben metil-foszfonat csoportot tartalmazé anilinek eldallitdsa.
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-0 o Pd/C OH
0 H”OV HCOO'NH,* N H/O =
/B:OM EtsN O \O MeOH ‘ P \O
7 H OK Toluol N+ 76 K t=86 % H2N 77 K
oNo t=60% O-

g
J 5 _

0 QAF%V MeOH " P

EtN, THE  Osy7 78l PR g9 L

t=52 % O-
41. abra Para helyzetben metil-foszfonét csoportot tartalmazé anilinek eldallitdsa.
A 4-es pozicidban metil szubsztituenst tartalmazé anilin eldéllitdsa a fenti médszerrel
nem lehetséges az aldehid hidnya miatt. A problémat ugy sikeriilt orvosolni, hogy 2-
metil-5-nitro-benzoesavat észtereztem etanolban. Az észtert LiAlH-del hidroxi-metillé
redukdltam, majd PBr;-mal benzil bromidda alakitottam. Ez ut6bbit mikrohulldmu
reaktorban trietil-foszfittal reagéltattam, majd az Arbuzov-rerakcié utdn a nitro-

csoportot redukdltam (42. 4bra).

0 0
OH EioH OK LiAIH, OH ppgr, Br P(OEY),
+ kat. HoSO4 4 THF i CH,Cl, i Arbuzov-r.
N % N_- 80 t=50% _N_- 81 t=85% _N_- 82 t=38%
oNo t=86% N Mo No N
H:O\/
0 o HCOO'NH,* o
pL " Pd/C f .
0 — - 8
K MeOH ©O” O
84 -77%
NH, t=77%

42. abra A 4-metil szubsztituenst tartalmazé anilin eléallitasa.

A 4-metil szubsztituenst tartalmazé anilint csak a 4-klor-6-(2-metoxifenil)-pirimidinnel
kapcsoltam (45. dbra), mig a mdsik négy foszfondtos anilint mind a 6a 2-metoxifenil,
mind a 6b 3-nitrofenil klér-pirimidinnel (43. dbra és 44. dbra). Az eldallitott vegyiiletek
CDKO9 gitl6 hatasdt megvizsgéltuk és néhdny vegyiilet esetén igen alacsony ICs
értékeket mértiink. Ahhoz képest, hogy ezek a vegyiiletek csak a reakciok kiprébdlasa

miatt késziiltek el, igen j6 biologiai hatdst mutattak.
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T e 0 E 0
= > \/ ~ \/
hJN_F Il O\/ kat HCl HN ‘D HN \o
NS
N \ TIPA NN R L
. t=13-73% |
sab SnCl,, EtOH <

NH»
73,75
At N A=3-NO, esetén
= 85,86a,b t=73-80% 87a,b

NH,

43. abra A meta helyzetii metilén ill. a-hidroxi metilén foszfonatok eléallitdsa.

Cl

H /@)\O/ /@)\ O
O N ~0
_0O
Sy ) + @P\ov kat. HCI §
=

IPA
K N ~>N  SnCl,, EtOH N
77,79 SN J A=3-NO7 esetén -~ \NJ
t=65% ||
_~ 88a,b, 89a,b = 90

\
NH,

44. abra A para helyzet(i metilén ill. a-hidroxi metilén foszfonatok eldallitdsa.
O
/QQP:OV
HN O

o]

o “ON (‘s/OM \
. o kat HCl - < L
N L IPA <
6a NHz g4 1=53% N e

45. abra A 4-metil szubsztituenst tartalmazé metilén foszfonat eldallitasa.

Az elvégzett in vitro vizsgalatok alapjan (10. Tablazat) erre a vegyiiletcsoportra is igaz
az a szerkezet-hatds Osszefiiggés, amit mdr korabban felismertem, ugyanakkor néhany
érdekes dolog is latszik az eredményekbdl. Az a trend tovabbra is felfedezhetd, hogy a
2-metoxi-fenil tipusi vegyiiletek a legjobbak, a 3-nitro csoportot tartalmazok
gyakorlatilag hatdstalanok, mig a 3-amino-fenil tartalmud vegyiiletek kozepesen hatnak.
Ami érdekes, hogy a 87a vegyiilet, ami egy 3-amino csoportot tartalmaz a Suzuki
oldalon, az eddig bemutatott foszfortartalmu vegyiiletek koziil a leghatékonyabb! Egy
masik érdekes eredmény a 89b vegyiilet hatdsa, amely annak ellenére, hogy 3-nitro
csoportot tartalmaz, mégis 4 577 nM-os ICso-nel rendelkezik. Feltételezésem szerint ez
a kivételes hatds az anilin oldali fenol gylriit és a foszfor atomot Osszekotd metilén
csoporton taldlhaté hidroxi funkcids csoport okozza. Ugyanakkor ennek a hidroxi
csoportnak a hatdsa pont ellentétes — rontja a hatdst — a meta szubsztitudlt

szarmazékoknadl. Tehat, a vizsgdlt hidroxi csoport para helyzetli szubsztiticional javitja,
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meta helyzetli szubsztiticiondl pedig rontja az enzimhez val6 kotédést, s igy az in vitro

hatést.
10. Tablazat A metilén ill. a-hidroxi metilén foszfonatok bioldgiai hatasa.
Szubsztitici6 CDK9/CycT1
no helyzete A R ICsp (nK/I)
85 meta 2-MeO H 333
86a meta 3-NO, H 9 870
86b meta 3-NO, OH >14 000
87a meta 3-NH, H 179
87b meta 3-NH, OH 1401
88a para 2-MeO H 490
88b para 2-MeO OH 510
89a para 3-NO, H >14 000
89b para 3-NO, OH 4 577
90 para 3-NH, H 3110
91 2-MeO - 5220

A foszfonamidatok és foszfonatok esetén elsd szamui modellvegyiiletként eldéllitott 4-
metil szubsztituenst tartalmazd szarmazékoknak megfelelé metil foszfonat, a 91-es
vegyiilet, csak gyenge-kozepes eredményt produkdlt. Ez a vdrakozdsaimtdl kissé

elmaradt.

Két vegyiilet esetében sikeriilt megvaldsitani a foszfonat észterek hidrolizisét (46. abra).
Jelen esetben egyszeriibb dolgom volt, mint kordbban, mivel a foszfondtok két azonos
észter csoportjat kellett hidrolizdlnom. A hidrolizis 5 M-os vizes sésavban valé forralds
sordn ment végbe. A végtermékkel sot képzo sdsav molekulak eltavolitdsat kémiai tton,

propilén-oxiddal végeztem el [87].

(0] (0]
= E,:O\/ = E(OH
“ \ 0 - \ OH
HN K 1. 5M HCI HN

A z A /)
O e A
t=66-99 %

46. abra Két foszfonéat hidrolizise; A=NO, 89a — 92a; A=NH, 90 — 92b.
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Ahogyan az vérhat6 volt a vegyliletek hatdsa sokat javult. A nitro csoport esetén
(89a—92a) a hatéstalan észterbdl egy kozepes hatdsi sav lett. Az anilin esetén
(90—92b) a hatds megvaltozdsa nem volt ilyen drdmai, de az ICsy szdmértékében

bekovetkezett javulds igy is jelentésnek mondhaté (11. Tablazat).

11. Tablazat A benzil-foszfonsavak bioldgiai hatdsa.

CDKY9/CycT1
no A ICso (nM)
89a >14 000
92a NO; 2100

90 3110
92b NH; 1130

Az eddig bemutatott foszfonamidatokkal és foszfondtokkal megkezdett sorba valdjdban
nem ezek a vegyiiletek illeszkednek, hanem ezek foszfinit szarmazékai. A vegyiiletek
elddllitdisdhoz — mint azt mar e fejezet elején is emlitettem — a 7.3 fejezetben leirt H-
foszfinatokra volt sziikség (csak a fenil-foszfinat vasarolhat6 meg, az etil és a propil
nem). A H-foszfinatok és a nitro-benzaldehidek Pudovik-reakcidja sikerrel jart, azonban

a redukciok minden esetben kudarcba fulladtak (47. abra).

OH
| O

(6]
"R
o X Tolwol O X
47. abra A benzil-foszfindtok sikertelen eldallitdsa.

E problémat ugy lehetett elkeriilni, hogy a 91-es vegyiiletnél alkalmazott médon (42.
abra) a nitro-benzil bromidot reagéltattam a H-foszfindtok eldallitisa soran keletkezd
foszfonitokkal (26. dbra) Arbuzov reakciéban. A foszfonitok izoldldsa értelemszeriien
csak ez etil és a propil szubsztituensek esetén meriilt fel, hiszen csak e két szarmazék
eldallitasa tortént hazon beliil (48. dbra). A fenil szubsztituens esetében a H-foszfinatot
in situ visszaalakitottam a reaktiv, trivalens foszfonittd trimetil-szilil kloriddal, majd az
Arbuzov reakcio6 utdn keletkezd foszfinsavat észterezni kellet (49. dbra). A nitro csoport

redukciéja minden esetben 6n(1l) kloriddal tortént.
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H/O n_0O
@ABr 1266-92 % @A ~— ©/\P ~
t=84-93 % R
+ \/O Ov
O/ 0

_N._ 93 95a,b
[OXEANe) SnCl,
0sz. nélk EtOH
(H)/O — = (‘F‘,)/O\/
=55- % -t R
O\\N+ t=55-88 % O\ [‘\L R H2N
‘07 96 (o) 97a,b 98a,b

48. abra A meta és para benzil-foszfindt anilinek eldéllitasa, R= etil (a) és propil (b).

osz. nélk
t= 47 %

o

93

.

(OJANG)

? oH
@A HC(OEY)
75 %

o

101

H O\/

SnCI2
EtOH

=90 %

49. abra A meta helyzetii fenil-foszfinat el64llitasa.

Az elballitott anilineket az eddig is alkalmazott 4-klor-6-(2-metoxifenil)-pirimidinnnel
(6a), ill. a 4-klor-6-(3-nitrofenil)-pirimidinnel (6b) kapcsoltam. Valamint a 3-nitro
szubsztituenst 6n(Il) kloriddal aminna redukéltam (meta szubsztitici6: 50. dbra; para

szubsztiticid: 51. dbra). Az eldallitott vegyiiletek CDK9 gatlé hatdsat a szokott médon

mértiik (12. és 13. Téablazat).

cl
AN
|
< My
X
A-r P N
6a,b NH295a,b,103

"oz

0 /©\/ O\/
P O\/ kat. HCl - HN P

|PA N
=2 %
1=29-85 % S J SnClp, EtOH
\) N A NOZ esetén
104a,b,c o
105a.b.c t=77-84 %

NH,

H OV

NH2 ©

106a,b,c

50. abra A meta helyzetii benzil-foszfinatok eldéllitisa; R=etil (a), propil (b), fenil (¢); A=2-metoxi

(104), 3-nitro (105), 3-amino (106).
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12. Tablazat A meta helyzetii benzil-foszfindtok bioldgiai hatdsa.

CDK9/CycT1
no A R ICs, (nyM)

104a | 2-MeO etil 188
104b | 2-MeO propil 296
104c | 2-MeO fenil 517
105a | 3-NO; etil 6432
105b | 3-NO, propil 8 056
105¢ | 3-NO, fenil >12 500
106a | 3-NH, etil 327
106b | 3-NH, propil 682
106¢c | 3-NH, fenil 1019

Az eredmények alapjan a foszfor tovabbi szubsztiticidja — foszfonat helyett foszfinat —
sokat javitott a vegyiiletek hatdsan. A 2-metoxi-fenil szarmazékok koziil az etil és a
propil szubsztiticié gyakorlatilag nem befolydsolja a hatdst, mindkét vegyiilet 300 nM
alatti ICsp-nel rendelkezik, amire az eddig bemutatott foszfor tartalmui vegyiiletek kozt
csak egy (87a) példa volt. A fenil szubsztituens esetén mért 1 pM alatti ICsy is
egyediilalléan j6 eredmény a hasonld vegyiiletekkel Osszehasonlitva. A 3-nitro-fenil
szarmazékok az eddigi tapasztalatoknak megfeleléen gyakorlatilag hatdstalanok. A 3-
amino-fenil vegyiiletek szintén nagyon j6 hatist mutattak, a kordbbi szarmazékokkal

osszehasonlitva.

@)

C 1 0 ‘C‘)/O\/
L L
9 kat. HCI  HN R HN R

@AP
=
Oﬁ SnCly, EtOH JN
98a,b A=3-NO, esetén \N
=75-85 % 109a,b

108a,b

NH,

51. abra A para helyzet( benzil-foszfinatok eléallitasa; R=etil (a), propil (b); A=2-metoxi (107), 3-nitro
(108), 3-amino (109).
13. Tablazat A para helyzeti benzil-foszfinitok bioldgiai hatdsa.

CDKO/CycTl1
no A R ICso (ni\//I)

107a | 2-MeO etil 743

107b | 2-MeO propil 652

108a | 3-NO, etil 7774
108b | 3-NO, propil 5525
109a | 3-NH, etil 7533
109b | 3-NH, propil 7474
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Kissé meglep6 modon a para helyzetli szubsztiticié jelentds mértékben rontotta a
vegyiiletek enzimgétlé képességét. Az a jelenség megmaradt, hogy az etil és a propil
szubsztiticié nem okoz érdemi kiilonbséget a bioldgiai hatdsban. Azonban a nitro-
csoport redukcidja nem javitja a hatdst, st a propil-foszfinit esetén még rontja is; erre
korabban nem volt példa. A para helyzetl fenil-foszfinat szarmazékokat nem allitottam

eld, mert az eddigi tapasztalatok alapjan nem véartam tdliik igazén jo hatést.

"z

A kezdeti célkitiizés alapjan olyan vegyiiletet kell eldéllitani, amelynek anilin oldaldn
meta pozicidban egy metilén-foszfinat, mig para helyzetben egy metil csoport talalhato.
A foszfonat modell vegyiiletnél (91) méar kideriilt, hogy a vegyiilettipus elddllitdsa a
metil nélkiili vegyiiletekhez képest lényegesen nehezebb. Az anilin eldéllitidsa a
bemutatott médon, a 2-(brémmetil)-1-metil-4-nitrobenzol (82) és a megfeleld alkil-
foszfonit Arbuzov-reakcidjaval tortént (52. dbra). Kiilonbség csak a hosszabb
reakcididOben €s a gyengébb kitermelésben volt (53. abra). A propil szdrmazék esetén a
reakciok annyira rosszul mentek, hogy tiszta végtermékeket tobbszori kisérlet ellenére

sem tudtam preparalni.

\/O OM 0 9 o
_ E, O~ p- O~
S~ K SnCl, K
Y 0sz. nelk EtOH

t=68 % t=51 % NH;
110 111

52. abra A 4-metil szubsztituenst tartalmazé benzil-foszfinat anilin eld4llitasa.

0
: O gor O g0
) 1O~ kat. HCI  HN b HN PW
K A NN
L t=15-24 % J SnCIg, EtOH J
NS
2414 AO SN A=3-NO, esetén N

~ 112,113 =81 % 114
NH;

53. abra A 4-metil szubsztituenst tartalmazé benzil-foszfinat végtermékek eldallitasa.

14. Tablazat Az eldallitott 4-metil szubsztituenst tartalmazo benzil foszfinatok bioldgiai hatdsa.

CDK9/CycT1
1o A ICso (nM)
112 | 2-MeO 366
113 3-NO, 7022
114 3-NH, 346
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A nehéz prepardlhatésdg ellenére a vegyiiletek nagyon j6 CDKO inhibitorok. A 112 2-
metoxi €s a 114 3-amino szarmazékok gyakorlatilag egyforma enzimgatldst mutattak,

ami alig marad el a legjobb vegyiiletek hatasatdl (14. Tablazat).

A sorozatba beleillett volna egy olyan vegyiiletcsoport, amelyben a foszfort és az
aromds gylriit 0sszekotd szénatom karbonil csoportként van jelen. Ezt ugy probaltam
elddllitani, hogy a 3-nitro-benzoesav kloridot reagdltattam trietil foszfittal (Arbuzov
reakcié) [93]. Azonban nem a vart a-keto foszfondtot izoldltam, hanem egy érdekes
szerkezetli dimert (54. dbra). A reakci6 sordn egy a-keto foszfonat — a vart termék — oxo
csoportjdra addiciondlddott egy trietil foszfit molekula, majd a nukleofilld vélé «
szénatom reagdl egy benzoesav klorid karbonil szénatomjdval. A klorid anion, mint
tdvoz6 csoport az Arbuzov reakcié mechanizmusdndl mar ismertetett médon a pozitiv
toltésti foszfoniumrdl elimindl egy etil csoportot, majd a foszfénium foszfat észterré
rendezddik at [94]. Mivel hasonlé reakcié csak nitro szubsztituenst tartalmazoé
benzoesav kloriddal taldlhat6 az irodalomban, mig szubsztitudlatlan benzoesav kloriddal
a vart a-keto foszfonat keletkezik, feltételezem, hogy a nitro csoport elektronszivéd

hatdsa miatt jatszodik le igy a reakcio.

o)
cl Lo E,:g\/
+ ] #» K
i Ao P o osznek. T
2 N //N\ u
o0 32 o0

54. abra Benzoesav klorid reakcidja trietil foszfittal, valamint a keletkezett termék szerkezete.
Az o-keto foszfondtot megprébaltam még eldallitani a fejezet elején bemutatott a-
hidroxi-foszfonat Swern-oxiddcidjdval [95], 4m a reakcié koriilményei kozt az imént

bebutatott reakcidhoz hasonlé melléktermék keletkezett (55. abra).

TN

Qe 8 o Dk :
O+ O~ DMSO, o4 S p-O~~
T o T 0 W o

o OH o o L 0 0.0 L

72 X E’\O

55. abra Egy a-hidroxi-foszfont sikertelen Swern-oxidécidja.
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7.6. Aril-foszfindt tartalmu inhibitorok elédllitdsa (Ar-P)

Felmeriilt az az otlet, hogy a foszfonét illetve foszfinat csoportot kozvetleniil az aromads
gylrthoz kapcsoljam, elhagyvan az NH, az O, ill. a metilén csoportokat. Az igy
kialakitandé molekuldk csak korlatozott mértékben lesznek izosztér viszonyban a
szulfonamidokkal, de a szerkezet-hatds Osszefiiggések megismerése céljabol hasznosnak

itéltem e szarmazékok eldallitasat.

A vegyiiletek elddllitdsa palladium katalizalt nukleofil szubsztiticidval tortént [96]. Az
aromds halogenid (brom vagy jod) elektrofilitdsdnak novelését segiti a palladium(0)-val
képzett komplex, a nukleofil dgens a dietil foszfit, valamint alkil és fenil H-foszfinatok

voltak.

A H-foszfinatokkal képzett vegyiiletekkel az eddigiekhez hasonléan a foszfor
szubsztituenseinek enzimgatldsra gyakorolt hatdsdra voltam kivédncsi, mig a dietil

foszfittal eldallitott vegyliletekkel a szabad sav — észter kozti kiilonbséget probaltam

feltérképezni.
Pd(PPha),
Lo +2 PPhg H 2 PPh
Ar” "0 Ar-X
L Pd(PPhs),
/Ar i:;/O\/
A HO™ ™0
(PhsP),Pd PA(PPho). '
\PfO ) 1
0Ny > X o
) PO
Ar SN H O
’ N
(Ph3P)2Pd X
EtsNH X "
t3 O/F’\*O\/
(ON
P C/ H :NEts
J

56. abra A pallddium katalizalt P-C kapcsolds mechanizmusa Pirat szerint [97].

A vegyiiletek eldallitdsdban djdonsagot csak a palladium katalizalt reakcio jelent, ennek
egy feltételezhetd mechanizmusat mutatja a 56. dbra. A reakciét aprotikus kozegben,

inert atmoszféraban végeztem, tovdbba minden esetben hasznéltam bazist a keletkezd
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hidrogén halogenid megkotésére. A szubsztiticid utdn a nitro csoportbdl 6n(II)
kloriddal alakitottam ki az anilint, majd ezt kapcsoltam a klér pirimidinekkel a szokott

modon.

Az alkil H-foszfinatok a mar bemutatott modon késziiltek (26. abra), a fenil H-foszfinat

€s a dietil foszfit pedig a kereskedelemben elérhetd.

0 o]
©/ 1=14-37 % @( R Q/
Q 1=85-90 %
N - O N - 117ad NH, 118a.d
o0 H R oo SnCly
Pd(PPh3), o, i~ o,
B EtN b:RV 1=49-88 % ‘DiRV
@/ Toluol /©/ /©/
Oyt o, Ot
gl, t=54-64 % gﬁ 119ab,c,d HoN 120a,b,c,d

57. abra Fenilfoszfinatok és foszfonatok eldallitasa; R= etil (a), propil (b), fenil (c), etoxi (d).

A 3-nitro-jédbenzol viselkedése a Pd katalizalt reakcioban ambivalens. Mig az etil
etilfoszfinattal és a dietilfoszfittal a reakcié j6l mikodik, addig az etil propilfoszfinattal
és az etil fenilfoszfinattal nem tudtam ugy elvégezni a reakcidt, hogy tiszta terméket
tudjak izoldlni. Kovetkezésképpen a propil és a fenil szubsztituenssel a végtermékeket

sem tudtam el6allitani.

of o o
| 0 Z o) i P
SN O~ kat. HCI P 7‘,5 O~
N R — N R

s J o+ IPA HN

TN N S | SnCI2, EtOH

AT HN ~ 118a o . 7N
= 2 t=20-66 % i A=3-NO, esetén )
N t=59-90 %

6a,b 120a,b,c

Ai
L~ 121,122 / 123
124a,b,c 126a,b,c
125a,b,c NH;

58. abra Fenil foszfinatok el6allitasa.

A fenil-foszfindtok a biolégiai hatds szempontjabSl nem hoztak atiitd sikert. Erdekes
moddon a para helyzetii foszfinatok a hatdsosabb vegyiiletek. Az R= fenil szdrmazék —
melyet csak a para helyzetben sikeriilt elkésziteni — kivételesen hatékonynak bizonyult.
A 124c¢ 2-metoxi-fenil szdrmazéka gyakorlatilag azonos hatdst mutatott, mint a
megfeleld6 124a R= etil foszfinit; a 3-amino-fenil verzié pedig jobbnak bizonyult

hasonlo relacioban (126a és 126c¢).
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15. Tablazat A fenilfoszfinatok bioldgiai hatdsa.

no A P-helyzete R C]I)(Iji g/(i KZ;F !

121 2-MeO 3 etil 842

122 3-NO, 3 etil >12 500

123 3-NH, 3 etil 9 802
124a | 2-MeO 4 etil 418
124b 2-MeO 4 propil 1149
124¢ | 2-MeO 4 fenil 523
125a 3-NO, 4 etil >12 500
125b 3-NO, 4 propil >12 500
125¢ 3-NO, 4 fenil >12 500
126a 3-NH, 4 etil >12 500
126b 3-NH, 4 propil >12 500
126¢ 3-NH, 4 fenil 6 501

A dietil észter csoportokat az el6z0 fejezetben leirtakkal azonos médon savas kézegben

hidrolizaltam el, igy konnyen tudtam preparalni a szabad savat.

0 QX
cl HN/@\P/O\/ HN E,/OH
- N

| ~0
Z>N -
0 58 % ? ~ N

X X
Al TN - N
= 6a.b kat. HCI _ .
IPA m e 2. EtOH /@\O
+ HN/\/\P/O\/ o HN ‘F"/OH

O ~N
) 0 reflux /A OH
b\ov %N K Z N
§ t=80 % \NJ 128a t=69 % N U 128p
NH, 118d QA
+ +

N~ _N_ -~
o 0O O/NO

Pz

59. abra A meta helyzetii fenil foszfonatok elédllitasa és hidrolizise.

Az in vitro vizsgalatokbdl kideriilt, hogy a sav forma lényegesen alacsonyabb ICsp-nel
rendelkezik, mint az észter. A jelenség az A= 3-nitro esetén a legszembetiinébb. Az
eddig bemutatott vegyiiletek esetén a nitro csoportot tartalmazéd vegyiiletek
gyakorlatilag hatdstalanok voltak, az észter csoportok hidrolizise utdn mar értékelhetd
hatdst tudtunk mérni. A legérdekesebb adat a 127b vegyilet ICsp-e, amely a

legalacsonyabb érték a foszfortartalmu vegyiiletek koziil.
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0. 901
/O\O 1. 5M HCI ~ T oH
cl HN K 2. EtOH NS
P 0 L 129p
ZN " N [N O N
j t=58 % <« U 129a . < )
NSy N t=22 % N o
AT p:O"!
= 6ab kat. HCI -0~ “OH
) / ‘ \O
o IPA HN
.0 A
P reflux HN ~
LT )
ZN
H2N = ‘\ t=46 % - J 130 \N) 131b
120d | XN
= SnCI2 NH
N - EtOH %5 2
070 g7v = b:ow
\ § 1. 5M HCI
NN
HN 2. EtOH
Z\ O
« U 131a =61 %
@AN
NH,

60. abra A para helyzetii fenilfoszfondtok el6dllitasa és hidrolizise.

16. Tablazat A fenilfoszfondtok és foszfonsavak bioldgiai hatésa.

no A P-helyzete Cll)é 2/(?1YMC;F I
127a | 2-MeO 3 észter 1 040
127b | 2-MeO 3 sav 170
128a | 3-NO, 3 észter >10 000
128b | 3-NO, 3 sav 4100
129a | 2-MeO 4 észter 1020
129b | 2-MeO 4 sav 580
130 | 3-NO, 4 észter >10 000
131a | 3-NH; 4 észter >10 000
131b | 3-NH, 4 sav 3320

Ezen vegyiiletcsalad esetén is

szarmazékokat. Ugyan a

sziikséges

prébaltam elddllitani a 4-metil szubsztituenst tartalamzo

2-bréom vagy 2-j6d-4-nitrotoluol koénnyen

beszerezhetd, a pallddium katalizdlt nukleofil szubsztiticié sajnos nem mukodott.

Feltételezésem szerint a metil-

csoport mind sztérikusan, mind elektronikusan rontja az

orto helyzetli pozicié reaktivitdsat. Az adott csoporton beliilitdl eltérd reaktivitds mar a

metilén (Ar-CH,-P) szdarmazékok esetén is tapasztalhaté volt, ott azonban tobbé-

kevésbé sikeriilt megoldani a problémét. Ebben az esetben szdmos prébalkozds utin

sem sikeriilt a foszforral kapcsolt nitro-toluolt izoldlnom.
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7.7. Egyéb bioldgiai vizsgdlatok.
7.7.1. K; meghatdrozas és ATP kompetici6 vizsgélat.

Az eddig megmért ICsy értékek nem univerzélis, minden kisérleti mdédszerben azonos
szamértékek, hanem csak az adott kisérleti rendszerben igazak. Mivel minden mérést
azonos modon végeztiink az eredmények Osszehasonlithatéak, de a bevezetOben
bemutatott irodalmi adatokkal mar nem mutat teljesen redlis képet egy ilyen Osszevetés.
ill. disszocidcidjanak egyensulyi allandgja. Kisérleti rendszertdl fiiggetleniil az adott
inhibitor molekuléra és az adott enzimre jellemzd, dimenziéja az ICsp-nel azonos médon
koncentraci6. A K; érték az, amely mindentdl fiiggetlen, redlis Osszehasonlitast tesz
lehetévé két molekula hatdsét illetéen, ezért fontos a meghatdrozasa. Eddig azzal a
feltételezéssel éltem, hogy az eldallitott molekuldk szubsztrat — jelen esetben ATP —
kompetitiv inhibitorok. Ennek eldontése, illetve a K; meghatarozdsa egy kisérletben

elvégezheto.

Az enzimatikus méréseket az un. IMAP (Immobilized Metal ion Affinity-based
fluorescence Polarization) mddszerrel végeztiikk. Ennek elve, hogy a reakcid sordn az
enzim egy olyan modositott peptid szubsztratjat alkalmazzuk, amelyben egy
fluoreszcens jelzés taldlhatd. A peptid szekvenciat a kindz miikodése soran foszforilélja.
Ehhez a foszfat csoporthoz tud kotédni az IMAP reagens kelatképzd fémionja. A
nagyméreti IMAP reagens gitolja a szubsztrat rotdcigjat, igy a fluoreszcens jelzés

noveli a fény polarizaltsagat (61. abra).

IMAF FP

kmaz
alacsony FP

Fluorescent foszfo-peptid
peptid szubsztrat _foszfataz- - termek
(Tyr; Ser, v. Thr) gj

M L

magas FP

IMAPFP

Kotd
reagens

61. abra Az IMAP mdédszer mitkodési elve [98].
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Az 1Cs5p méréseknél 12 kiilonb6z0 koncentricidban megmértiik az enzimgétlas %-os
mértékét, a pontokra gorbét illesztettiink, végiil leolvastuk az 50 %-os gatlashoz tartoz6

vegyiilet koncentraciot.

CDK9/CycT1 enzymatic assay
LY Y | Flavopiridol
100 % 10 s "
A 27

90

80

70

60

sop— — — — —— ——

inhibition (%)

40

30

20 |

o g H

o =1 |
Ll

I I L I
1x107° 0.001 0.1 10
compound concentration (uM)

62. abra Két vegyiilet és a referenciaként hasznalt flavopiridol ICs, gorbéje.

Az inhibitorokat az enzimhez val6 kotddésiik mechanizmusa alapjan harom f6 csoportra
osztjuk: kompetitiv, unkompetitiv €s nem kompetitiv. A kinazgitlok esetén elsddleges
kérdés az ATP-vel val6 versengés megéllapitdsa. A kiillonboz6 modalitasu inhibitorok
ICsp értékei a szubsztrat (ATP) koncentricidjdval mas és mds Oszefiiggést mutatnak (63.

abra) [99].

12
10 - competitive
s uncompetitive
< non-competitive
2 6
Q
4 —]
2 —]
0 T
0. 1 1
ATP/KmATP

63. abra A kiilonb6z6 modalitasd inhibitorok enzim kinetikai viselkedése [100].
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Az, hogy egy adott molekula milyen modalitasu inhibitor eldonthetd, ha megmérjiik az
enzimgatldo képességét kiilonb6z6 ATP koncentraciok mellett. Két vegyiiletet
valasztottam ki e vizsgdlatra: a 104a (ICso= 188 nM) és a 104b (ICso= 299 nM)
molekulakat. A mérés soran 5 kiilonb6z6 ATP koncentracidt (a K, * két-két
koncentricid), illetve 5 kiilonb6zd vegyiilet koncentraciot (ICsy + két-két koncentracio)
vizsgéltunk. EbbOl az adatmatrixbdl a megfeleld szamitdsokkal kimutathaté mind a

kotodés modalitasa, mind a kindz-inhibitor K; értéke.

Az ATP kompetici6 meglétét a 64. dbra mutatja. Az dbrdzolt adatok nem teljesen
egyeznek a fent bemutatott diagrammal. Az abszcissza tengely azonos skaldzasu, az
ATP koncentraci6 €s az ATP-kindz Michaelis-Menten egyensulyi dllandé hdnyadosat
mutatja. Az ordinatdn azonban én nem az ICsy és a K; értékek hanyadosat jeldltem,
hanem a vegyiilet ICsy koncentraciéja mellett mért kiillonbozé gatld értékeket. Az
altalam készitett diagram ugyan kevesebb informdciot tartalmaz, mint az irodalombdl
idézett, de az egyértelmiien litszik beldle, hogy az enzimgatlé képesség né az ATP

koncentraciéjaval, tehat a vizsgalt két vegyiilet ATP kompetitiv [101].

ATP kompeticié vizsgalat
100
90 -
0 /.
70
< gg —e—gatlas% 104a
;—g 10 . —=gatlas% 104b
[o)]
30 e
20
10 I
0 T
0,1 1 10
[ATP)/Km

64. abra A két vegyiilet ATP kompeticid vizsgilatdnak eredménye 260 nM inhibitor koncentraciénal.

A pontos K; szadmitdst bonyolultsdga miatt nem részletezem. Ugyanakkor a kompetitiv

IC,,

|, [ATP]
K

m

)

inhibitorokra igaz az az egyszerli szabdly (Cheng-Prusoff egyenlet K, =
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hogy ha az ICsp mérés sordn az ATP koncentriciéja megegyezik a Ky-mel, akkor a
vegyiilet Kj-je fele az ICsp-nek [101]. A két modszerrel szamitott adatok j6 egyezést
mutatnak (17. Tablazat).

17. Tablazat A kivdlasztott vegyiiletek K; értékei.

no |ICso (nM) | Ki=ICs¢/2 (nM) | Ki (nM)

104a | 188+53 94 11517
104b | 29611 148 153+30

7.7.2. Kotddési vizsgdlat.

Az eddig bemutatott in vitro eredmények mind egy tun. aktivitdsi vizsgdlat soran
keletkeztek, vagyis azt mértiik, hogy a vegyiiletek a kindz aktivitdsat milyen mértékben
befolyasoljdk. Létezik egy madsik fajta metodika, melynek sordn nem az enzim
aktivitdsdnak valtozdsidt mérik, hanem a vegyiilet enzimhez valé kotddését, ez az un.
kotodési vizsgdlat. Lehetdségem nyilt néhdny vegyiiletet megvizsgaltatni kotddési
esszében a németorszagi Lead Discovery Center (LDC) intézetben. A munka akkori

alldsa szerinti tiz legjobb vegyiilettel végezték el a vizsgalatokat.

Az aktivitdsi vizsgdlat nem minden esetben mutatja ki a klinikailag relevans hatdst (nem
ATP kompetitiv vegyiileteknél), ugyanakkor a kotédési vizsgalat pozitiv eredménye
sem jelent feltétleniil j6 aktivitds gatlast, ezért a két fajta modszert érdemes egyszerre
alkalmazni. Mindazonéltal, a két mérésnek egyforma eredményt kell adnia, a kiillonb6z6
mérési rendszerekbdl eredd kiilonbségek ellenére [102]. Az én vegyiileteim esetén az
lathaté (18. Tablazat), hogy egyes molekuldk esetén a két mérési eredmény kozott
nagysagrendnyi eltérés is lehet. Mivel az aktivitdsi vizsgdlat sordn egy végletekig
leegyszerUsitett rendszert hasznaltunk, nem fordulhatott eld, hogy valamilyen bioldgiai,
biokémiai okok miatt az aktivitist nem tudtuk észlelni. A kotddési vizsgalat harom
kivétellel az aktivitasi vizsgédlatndl Iényegesen rosszabb, vagy anndl lényegesen jobb
eredményt mutat. A kozel azonos eredmények (S54a, 129a, 129b) nem szorulnak
kiilonosebb magyardzatra. Azokban az esetekben, amikor a kotddési vizsgalat
Iényegesen alacsonyabb ICsp-et mutat (71b, 88a, 92b, 127a, 127b), illetve ennek
ellenkezdjét (S6a és 88b), a jelenség pontos megértése a rendelkezésemre 4116 adatokbdl
nem lehetséges. A vegyliletek szerkezete alapjan nehéz barmilyen jellegzetességet

felfedezni, ami esetleg befolydsolnd a fenti jelenséget. Az ismeretlen valdszinliségi
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3D szerkezet lenne alkalmas donteni. Erre azonban nem volt lehetdségem.

s e,

CDK9/CycT1 | CDK9/CycTl1
no ICso (nM) ICso (nM)
aktivitds vizsg. | kotodés vizsg.
S54a 970 1367
S6a 870 3516
71b 1450 39
88a 491 33
88b 570 3438
92b 1130 32
127a 1 040 19
127b 170 35
129a 1020 873
129b 580 855

7.7.3. Kinaz szelektivitas.

A kindzgatlokkal kapcsolatos egyik legfontosabb kérdés a szelektivitds. Ahogy azt mér
a 3.4 fejezetben is emlitettem, a legfontosabb az egyéb CDK-kal szembeni szelektivitas.
A 7.2 fejezetben bemutatott, de foszfort még nem tartalmazé vegyiiletek jelentds
részérdl a teljes CDK profilt sikeriilt meghatarozni (19. Tabldzat). A foszfor tartalmu
vegyiiletek esetén csak néhdny példin volt lehetdségem a legfontosabb sejtciklust

szabdlyoz6 kindzokkal val6 0sszehasonlitast elvégezni (20. Téablazat).

19. Tablazat Néhany vegyiilet CDK szelektivitdsi eredménye 1.

ICsp (nM)

no CDK1/ | CDK2/ | CDK3/ | CDK4/ | CDK5/ | CDK6/ | CDK7/ | CDKY/

CycB CycE CycE CycD1 p35 CycD1 CycH CycT1
10 2749 1585 13500 | 13500 | 13500 | 13500 | 13500 39
11 1447 1828 13500 | 13500 6 607 13500 | 13500 186
12 241 328 2552 13 500 394 1350 - 129
13 53 47 79 13 500 59 802 13 500 27
27 >1350 | >1350 | >1350 - >1350 | >1350 | >1350 42
28 >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 174
29 1419 281 >1 350 - 79 >1350 | >1350 144
30 >1350 | >1350 | >1350 | >1000 | >1350 | >1350 | >1000 | >1350
31 >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 355
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20. Tablazat Néhany vegyiilet CDK szelektivitdsi eredménye II.

gétlasi % a kindzokndl jelzett
vegyiiletkoncentricié mellett CDKY/
no CDK1/ | CDK2/ | CDK4/ | CDK5/ CycTl1
CycB CycE | CycDI p35 ICso (nM)
3uM 10 uM 10 uM 3uM
43 - 32 % 2 % - 3170
50 14 % 19 % 18 % 10 % 5240
54a 6 % 1% | 13%" | 2% 813
54b 31 % 6 %" 21 % 8 % 3057
54c - 8 % 19 % - 4137
66b - -1 % 5% - 10 000
69b - -1 % 3% - 10 000
71b 42 % 34 % 46 % 25 % 1457
88a - 77 % 51 % - 491
88b - 94 % 68 % - 510
90 - 14 % 30 % - 3110
127b - 56 % 40 % - 170
129a - 69 % 22 % - 1020
131a - 18 % 35 % - 10 000
131b - 98 % 67 % - 3320
#3 uM-ban

A CDK szelektivitds vizsgdlaton atesett vegyiiletek egy részét egy tdgabb kindz
tekinthetd kindzon mértiikk a vegyiiletek aktivitdsat. Ez ugy tortént, hogy mindegyik
vizsgdlandé molekuldval — 10 uM koncentricidban — elvégeztek egy-egy aktivitdsi
vizsgélatot. Az eredmény szdmértéke azt mutatja, hogy hany szazalékkal csokkent az
enzim aktivitdsa. Jelen esetben a sok alacsony gatlési érték a legjobb eredmény. Ez azt
jelenti, hogy az éltalam eldéllitott vegyiiletek szelektiv CDKO9 gétldk, legalabbis e kb.

30 kinaz tekintetében.

A 27 kindzon vizsgalt vegyiiletcsoport — foszfonamidatok és foszfonatok — két kindz
esetében mutat szerkezet-hatds Osszefliggésre utald hatdst (a 25 és 75 % kozotti gatlast
sarga hattérrel, a 75 % feletti gatlast piros hattérrel emeltem ki). Ezek a c-Kit és a
ROCK?2 kindzok. Az adatok alapjdn ugy tlinik, hogy a Suzuki oldalon 3-nitro-fenil
szubsztituenst tartalmazé vegyiiletek (66b, 69b) nemcsak a CDK9 kinidz esetében
hatastalanok, hanem més kindzok esetén is. A vegyiiletcsoport egyetlen 71b foszonsavja

(54b-bdl képzett) a c-Kit-et gatolja viszont a ROCK?2-t csak kisebb mértékben, mint a
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foszfonat észterek, ugyanakkor tovabbi két kindzon mértiink 25 % feletti gatlast: az

ABL és az Aurora A kinazokon (21. Téablazat).

A 35 kindzon vizsgalt molekuldk koziil az els6 harom a metilén-foszfonatok csoportjaba
tartozik. A 88a vegyiilet a Suzuki oldalon 2-metoxi csoportot tartalmazd, az anilin
oldalon, para helyzetben CH,-n keresztiil kapcsol6do foszfonat dietil észter. A 88b csak
annyiban kiilonbozik tdle, hogy CH, helyett CH-OH-t tartalmaz. E két vegyiilet szinte
az 0Osszes vizsgalt kindzon azonos mértékben hat. Kettd kivételével: az IRAK4 és a
PLK3. Az IRAK4-en a hidroxi szarmazék, a PLK3-on a szubsztitualatlan metilén
vegyiilet hat jobban. A 90-es vegyiilet csupdn annyiban kiilonbozik 88a-t6l, hogy a
Suzuki-oldalon 3-amino-fenil csoportot tartalmaz. Ennek ellenére kindzgétlo képessége
jelentdsen kiilonbozik. Mindossze harom: a DDR1, az EGFR, és a Src kindzokat gitolja

25 % koriili mértékben.

A masodik négy vegyiilet az anilinhez kozvetleniil kapcsolodé foszfonatokhoz tartozik.
A 127b, mint a legjobb foszfortatrtalmi CDK9 gitl6, az eddigi eredményektdl kicsit
eltéré kinazszelektivitdst mutatott: az ABL-t és az Aurora A-t 50 % felett gatolta,
tovabbd az EGFR-t, a PIM1-et, a PKCa-t és a PLK3-at 25 % felett. Erdekes az Aurora
A kindzon mért jelentds gdtlas, mivel ez a kinaz is a sejtciklus szabalyozasaban vesz
részt a CDK-khoz hasonléan. A para helyzetli 129a dietil foszfonat vegyiilet 78 %-ban
gétolja a cKit-et és 59 %-ban a PDGFR-B-t, valamint kis mértékben a b-Raf-ot és a Src-
ot. A 2-metoxi csoportot 3-aminra cserélve (131a) a jelentds cKit gatlds eltlinik és a
PDGFR-f gatlds is minimadlisra (22 %) csokken. A kismértékii b-Raf gatldas megmaradt,
ehhez tarsult a hasonlé mértékli EGFR gatlds. Az észterek hidrolizisével keletkezd sav
(131b), amely szamos kindz aktivitdsat jelentOsen befolydsolja. Az Aurora A, az IRAK4
€s a Syk kindzok esetén a gétlds 75 % feletti; 50 % felett gatolta a PDGFR-f és Src
kindzokat, melyek mind fontos tudlélési jelek (surviving factor) bizonyos fajta

tumorokban.

Az eredmények alapjan ugy tlinik, hogy a foszfonamidat, foszfonét és foszfindt észterek
kevés CDKO9-t0l kiilonb6z0é kindzon hatnak, s e hatds is egy-két nagysagrenddel
gyengébb. Az aromds gylrithoz kozvetleniil kapcsolt foszfonatok esetén a szelektivitds

mar csokken, de az egyéb kindzokat gitlé képesség jelentdsen elmarad a CDK9
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gatlastol. Az észterekbdl képzett savak szelektivitisa tovdabb romlik, és bizonyos

esetekben mar jelentds enzimgatlo hatdssal rendelkeznek.

21. Tablazat A kinaz szelektivitasi vizsgélat eredménye I (gitlasi %, 10 uM-os vegyiilet koncentraciénal)

no 43 50 54b S4c 66b 69b 71b
ABL -4,71 5,96 5,19 -0,15 -7,12 -1,19 [ 29,51
AKTI1 1,07 -1,06 13,3 -0,11 | -10,33 | -2,35 9,08
AurA -0,45 9,36 13,29 16,44 -4,99 -4,17 42
AXL 18,63 | -3,03 -3,3 -5,75 | -10,19 | -0,91 0,31
CHK1 -2,39 | 12,14 | 6,79 8,07 -0,21 2,49 6,72
cKIT 48,63 | 39,07 | 34,85 | 44,74 8,2 9,22 | 47,79
c-MET -6,5 -2,84 0,82 -2,16 | -12,11 | -7,82 | 20,28
CSK 3,64 | -059 | -2,32 | -12,78 | -11,76 | -7,68 |-10,86
EGFR -12,67 | 9,32 | -1447 | -1,62 | -23,13 | -9,33 |-11,92
ERBB2 12,63 | 4,16 3,35 -1,79 -3,56 2,62 4,79
FGFR3 -7,15 | -8,79 | -8,86 -6,11 | -13,39 | -14,54 | 17,14
FLT3 -11,57 | -0,85 | -8,11 -5,17 -9,97 -3,85 -3
IGF1-R -10,14 | -2,67 | -10,12 | -9,65 | -13,71 | -6,99 |-11,49
INSR -5,67 -1,2 -5,05 -7,18 -9,02 -9,38 | -7,34
JAK3 -18,67 | 6,36 -8,93 -1,66 | -10,74 | -6,66 | -0,55
MAPK-ERKI -10,34 | 5,11 -7,85 -9,95 | -14,43 | -14,12 | -4,04
PAK1 -13,89 | -2,71 | -13,61 | -9,32 | -12,83 | -15,48 | -11,18
PAK4 1,65 4,41 -0,09 -0,25 -1,52 -1,23 | -4,26
PDGFR-? -6,49 4,24 -7,57 -7,05 -8,7 -4,74 | 12,03
PIM1 -19,39 | -6,77 -0,2 -8,64 | -10,81 | -223 2,71
PKCa 1,28 4,56 8,42 -5,8 0,02 2,21 | -11,72
PLK3 21,9 12,17 | 16,23 | 24,65 -0,97 6,39 | 22,84
ROCK 2 38,08 | 32,1 | 43,61 | 4042 | -11,62 | 2,14 19,23
SRC 3,03 9,91 4,49 2,79 -5,92 -1,49 1,79
SYK 1,96 4,74 0,15 5,61 -11,66 | -8,93 11,3
VEGFR2 -6,3 -3,08 | -3,56 -1,3 -1,97 -1,71 -0,9
ZIPK (DABK3) -1,81 3,77 54 8,89 -4,97 -1,01 | 21,68
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22. Tablazat A kindz szelektivitasi vizsgalat eredménye II (gétlasi %, 10 uM-os vegyiilet

koncentraciénal)

no 88a | 8b | 90 [ 127b | 129a | 131a | 131b
ABL 32,26 | 348 | 675 [ 5027 | 1791 | 1496 | 5487
AKTI 1,82 | 222 [ 045 | 907 | 234 [ 2,04 | -17,56
AurA 16,68 [ 2581 | 6,29 [6635 | 9,57 | 2297

AXL 6,35 | 3,04 | 965 | 036 | 351 | 409 | 26,19
B-RAF 17,65 | 12,24 | 642 | -1,82 | 25,86 | 26,15 | 44,62
CHKI 475 | 805 | 559 | 1,86 | 581 | 821 | 23,1
cKIT 39,87 | 4127 | 1684 | 1,76 iSO 7,56 | -10,21
c-MET 322 [ -0,65 | 434 | 17,88 | 1,88 | -1,49 [ 39,72
CSK 0,02 | 451 [ 342 | 372 09 [ -0,17 | 37
DDRI 29,68 | 28,05 | 27,03 | -8,69 - 19,01 [ 31,83
EGFR 23,67 26,35 | 309 | 252 | 491 [ 26,76 | 3535
ERBB2 1,31 | 20,02 | 3,02 | 19,04 | 21,89 | 587 | -29,58
FGFR3 359 | 596 | 42 | -133 | 197 | 69 | 088
FLT3 098 | 2,52 | 1,18 [ 023 | 971 | 291 [ -15,1
IKK-B 1,07 | 7,67 | 1,77 | 8,02 - 452 | 10,92
IGF1-R - - - [ 508 | 301 - -
INSR 3,14 | 482 | 345 | -088 | 066 | 653 | 40,98
IRAK4 10,43 | 52,86 | 5,79 | 12,31 11,87 [
JAK3 12,16 | 24,1 | 04 | 255 | 34 0,87 | 18,25
INK1 2,98 | 853 | 686 - - 6,63 | 22,17

MAPK-ERK1 | 041 | 2,86 | -442 | 10,06 | 4,64 | 898 | 20,78
mTOR 52 [ 11,33 | 11,49 | - - 5,99 5,5
PAKI 0,65 | 292 | 597 [ 3,09 | -13,64 | -12,38 | 342I
PAK4 4741 | 3371 | 12,69 | 1549 | 375 [ 3,08 | 44,14
PDGFR-f 521 | 569 | 029 [ 18,71 | 5894 | 21,65 | 54,38
PIMI 1098 | 17,05 | 092 [29,66 | -17,84 | 1331 | 44,97
PKCa 1,44 | 14,07 | 624 | 3452 | -1145 | 6,75 | 40,39
PLK3 345 | -09 | 8,66 | 2945 | 492 | -577 | 28,64
RET 332 | 0,09 [ 011 | 62 - 2,28 | 40,06
ROCK 2 457 | 925 | 2,67 | 10,75 | 577 | 2,77 | 43,97
SRC 3931 | 31,04 | 2322 | 884 | 3889 | 14,77 | 58,83
SYK 03 | 288 | 055 | 08 | 1809 | 2,07 |HOESEN
TIE2 1,95 | 541 [ 1,32 | 4,89 - 1,03 -7
VEGFR2 38 | 1,85 | 38 [ 424 | 252 | 579 | 0,19
ZIPK (DABK3) | -046 | 8 1,31 | 22,56 [ 0,51 | 1,66 | 61,99
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7.7.4. Sejt alapu toxicitas vizsgalat.

Az elddllitott vegyiiletek koziil 20-at lehetéségem volt néhdny tumoros sejtvonalon
vizsgalni. Ezek koziil a legfontosabb a JURKAT, az MT4 és a H9 nevi sejtvonalak,
amik koziil a JURKAT egy halhatatlannd tett T-limfocita, igy alkalmas a T-sejtek
viselkedésének vizsgdlatdra, tovdbba a T-sejtes leukémia vizsgdlatira [103]. Ezen
vizsgalatok sordn az els6 tulajdonsdgat haszndltam ki, mivel a HIV virus elészor a T-
limfocitdkat tdmadja meg, ott kezd szaporodni (3.3 fejezet). Az MT4 [104], illetve a H9
[105] sejtvonalak pedig kimondottan HIV szaporodds vizsgélatokra lettek kitenyésztve.
A HIV szaporodds gétlasdnak vizsgdlata sejtes rendszerben megkoveteli, hogy a
vizsgidlandé vegyiilet a gazdasejteket ne pusztitsa el, a kezeletlen kontrollal
Osszehasonlitva az €16 sejtek szdmat ne befolydsolja még hosszi expozicié (jelen

esetben 7 nap) soran sem.

A tobbi tumoros sejtvonalon végzett mérés a vegyiiletek mellékhatdsainak felderitését
szolgaltak. A kb. 30 kindzon elvégzett szelektivitds vizsgalatb6l ugyan ugy tlinik, hogy
a molekuldk szelektiv CDK9 gétlok, ez azonban egy sejtben el6forduld Osszes
lehetséges célpont (amelyen a vegyiilet bioldgiai hatdst fejthet ki) szamahoz képest
elenyészden kicsiny merités. A kolonboz0 fajta daganat-sejtek kolonbozo fajta genetikai
alloményuak, s igy molekuldris bioldgiai rendszereik is kiilonbozdek. Ezért ez a sejtes

vizsgalat alkalmas arra, hogy egy eldzetes toxicitds vizsgalatnak tekintsiik.

23. Tablazat Az MT4 és H9 sejtvonalakon elvégzett toxicitdsvizsgédlat eredménye.

Tulélo sejtek (%)
no MT4 (MTT) H9 (MTT)
2,0 uM 1,0uM | 0,5uM | 1,0 uM 0,5 uM

flavopiridol 14 23 - 55 110

10 115 101 - 92 97

27 123 98 - 99 97

49 - 85 89

54a - 84 80

56a - 84 86

71a - 79 85

Az MT4 és H9 sejtvonalakon hatdroztuk meg azt a koncentraciét, melynél a vegyiiletek
még nem befolydsoljdk a sejtek proliferacidjat. Az igy meghatdrozott koncentracidoban
vizsgaltuk a HIV szaporodds gatldst, melyet a kovetkezd fejezetben targyalok. Az
altalam el6allitott nem foszfor tartalmd molekuldk (10, 27) még 2 uM-ban sem zavarjak

a sejtek novekedését, mig a flavopiridolrél ez csak 0,5 pM-ban mondhaté el.
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Ugyanakkor, e vizsgalatok alapjan a foszfortartalmu vegyiiletek (49, S54a, S6a, 71a)
enyhén toxikusak (23. Tabl4zat).

A tobbi sejtes vizsgalatndl a kezelési koncentracié — a kindz szelektivitds vizsgalathoz
hasonléan — 10 uM volt. A sejteket 72 6raig inkubaltuk a vegyiiletekkel, majd a kisérlet
végén a még él6 sejteket elpusztitottuk és mértiik a beldliikk kiszabadulé ATP

mennyiségét (ez ardnyos a sejtszammal).

A foszfonamidatok és foszfonatok sajnos jelentds mértékben gatoltdk a JURKAT sejtek
novekedését. A tobbi sejtvonal koziil is tobbnek a novekedését gatoljadk kozepes
mértékben. Kiilon kiemelend6 a 66b és 69b molekuldk, melyek konstiticids izomerek.
A kinaz szelektivitdsi vizsgalat alapjdn egyik kindzon sem hatnak, még CDK9-en sem, a
sejtes vizsgalatok alapjan azonban mégis mutatnak valamilyen hatdst. Az eldbbi (meta
szubsztiticid) tobb kiilonbozd szoveti eredetli tumor-sejt novekedését is gitolta, mig az
utébbi (para szubsztitiicié), két sejtvonal kivételével teljesen hatdstalan. Erdekes, hogy a
71b sav a kindz vizsgélatok alapjan kevésbé szelektiv, mint az 54b észter, mégis a

sejtek novekedését kevésbé gatolja.

A benzil-foszfoniatok nem befolydsoljadk érdemben egyik sejtvonal novekedését sem, a
91 4-metil szarmazék kivételével. Itt is az figyelhetd meg, mint a foszfonatokndl, hogy

mig a kindz vizsgalat alapjan a 92b sav kevésbé szelektiv, addig itt nem toxikus.

Az aromds gylrithoz kozvetleniil kapcsolddo foszfonédtok esetén a kép nem egységes, de
egy kivétellel (127a — A431) nem csokkentették a viabilitdist 50 % ald, noha a

kindzvizsgalatok alapjan ez elképzelheto lett volna.
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24. Tablazat A tdlélo sejtek ardnya a kezeletlen kontrollhoz (100 %) viszonyitva. A kezelési
koncentracié 10 uM, az inkubacié ideje 72 6ra, a mérés Cell-TiterGlo™ rendszerrel tortént.

43 | 50 |54b | 54c | 56a | 66b | 69b | 71b |88a|88b| 90 (91 |92b|127a|127b | 129a |131a|131b

JURKAT
leukémia

H358 1 57 1 70 | 42 60 | 35 | 60

tiidd
HT29
44 | 64 | 78

66 67 | 45 | 75 | 52 70 77

72

71
75
73
75

vastagbél 44

MCF7
emld
PC3
prosztata
PANC-1
hasnyél
mirigy
H1666
tiido
A549
tiido
HCT116
vastagbél
HCT116
def
vastagbél
SW480
vastagbél

27 | 57 | 61

64 | 80

56 | 78 | 45 | 26 | 63 | 60

77

54 | 59 | 34| 38 | 63 | 31 67

35|45 | 59 | 31

30 | 77

77 70

H1993
H1975

H1650
tido
RKO
vastagbél
A431
hdm
MDA-
MB-231 | 62
emld

HCC827
tiido

32 | 51

65 | 48 | 37 | 66

56 62 | 68 | 64

31 | 28 | 52 | 38

54

57

E
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7.77.5. HIV szaporodés vizsgdlat

A HIV szaporodasi vizsgdlatot elvégeztik az MT4 toxicitds vizsgdlaton 4tesett
vegyliletekkel, egy mar ismert, kozvetett mérési modszerrel [106]. A mérés
tulajdonképpen egy ugyanolyan tdlélés vizsgélat, mint a toxicitdsi mérések, csak HIV
fertozott sejteken. Ha a vegyiilet gitolja a virus szaporoddsat, akkor tobb sejt marad
életben. Ezt a vizsgélatot egy eldszlirOnek szantuk annak eldontésére, hogy a vegyiiletek
gyakorolnak e barmilyen pozitiv hatast a fert6zott sejtekre. A kisérleteket két csoportra
érdemes bontani: 1. nem foszfor tartalmu vegyiiletek (10, 27); 2. foszfor tartalmu
vegyiiletek vizsgdlata (49, 54a, 56a, 71a). A foszfor tartalmu vegyiiletek nem mutattak
értékelhetd kurativ hatast a HIV fertdzott sejteken, igy e vizsgdlatok részletes

targyalasatol eltekintek.

A két nem foszfor tartalmu vegyiilet esetén a sejteket 2,5 uM koncentracidju vegyiilettel
kezeltiik. Referenciaként flavopiridolt (0,25 pM-ban) és AZT-t (azidotimidin vagy
Zidovudine; 0,025 uM-ban; ez volt a piacra bevezetett elsé HIV/AIDS gyogyszer [107])
hasznaltunk. Harom ismétlést végeztiink, ezeket illetve az ebbdl szamolt atlagokat a 65.

abra mutatja.

Tulélés (%) vizsgalat HIV-1 fert6zott MT4 sejteken (MTT)

350

300 A

250 A

‘I‘ ] T Okisérlet 1
£ 200 7 T Okisérlet 2
= A N
8 T © Okisérlet 3
o I T T o W atlag
2 150 1 ;I; — g T 2

—
100
126

100

——
——
—

nem nem fert6zott fertézott, Flavopiridol 10 27

fertézott, fert6zott  sejtek + AZT nem kezelt
nem kezelt sejtek + AZT sejtek
sejtek

65. abra Tulélés (%) vizsgalat HIV-1 fert6zott MT4 sejteken [5].
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Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy mind a két vizsgalt vegyiilet a
flavopiridollal — mint az egyik legismertebb CDK9 gitl6 hatéanyaggal — teljesen azonos
hatast produkaltak, mig az AZT hatdsatdl csak alig maradtak el. Ezen eredmények
alapjan nem eldonthetd, hogy a virus szaporoddsat is gétoltuk vagy nem. Az viszont

egyértelmiien kijelenthetd, hogy a vegyiileteknek védd hatdsa van.

Annak eldontése, hogy a vegyiiletek gatoljdk-e a HIV virus szaporodasat a p24 fehérje
termel0désének vizsgdlata adhat valaszt. Mint ismeretes, a p24 fehérje a HIV
kapszidjanak egyik alkotdja, mennyisége ardnyos a virus szaporulattal [108]. Mindkét
vegyiilet és a flavopiridol is minddssze néhany szdzalékkal csokkentették a p24 fehérje
mennyiségét (66. dbra). Feltételezésiink szerint ennek oka a meglehetdsen magas virus

koncentraci6. Ezt a hipotézis tdmasztja ald az AZT kozepes hatésa is.

A kisérlet 3-bol késziilt p24 vizsgalat

120

100

100 - 98 92

80 ~

60 | 57

viszonyitva

40 -

20

Flavopiridol 10 27 fertéz6tt, fert6zott sejtek +
kezeletlen sejtek AZT

p24 mennyisége (%) a fert6zott, kezeletlen sejtekhez

66. abra A p24 fehérje vizsgdlat eredménye.

A fenti vizsgdlatok alapjan feltételezhetd, hogy a 10-es és 27-es vegyiiletek gétoljak a
HIV szaporodésat, és segitik a fertdzott sejtek tualélését. Annak tisztazdsa, hogy ezt
mennyire a CDK9 milkddésének gatldsa, illetve mds humdn vagy virdlis

biomolekuldkkal val6 kdlcsonhatds eredményezi, tovabbi vizsgalatokat igényel.
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8. Kovetkeztetések

Doktoranduszi munkam uj tipusd, hatékony CDK9 kindz gatlé vegyiiletek, mint
potencidlis AIDS ellenes hatéanyagok elddllitasdra irdnyult. A munkdm elején
kidolgozott intermedier eldallitdsi mddszer lehetdvé tette, hogy egyszerlien, nagy
mennyiségben dllitsak eld 4-klor-6-(szubsztitudlt-fenil)-pirimidineket. A szintézisrol

egy rovid kozlemény is sziiletett [85].

Az intermedierek felhaszndldsaval elddllitottam néhany szulfonamid, szulfonil ill.
heterociklusos szarmazékot. Ezek enzimatikus vizsgdlata megtortént. A legjobb
vegyiiletek kindz szelektivitdsi profiljat és sejt toxicitdsat vizsgaltuk. Két kivalasztott
vegyiilet esetén a HIV szaporodds gatldst is tanulmanyoztuk. E vizsgélatok alapjan azt
mondhatjuk, hogy a vizsgdlt molekuldk szelektiven gatoljdk a CDK9/ciklinT1
mukodését in vitro, erre nem taldlhaté példa az irodalomban. A mérések alapjan a
vegyiiletek nem toxikusak a vizsgdlt sejtvonalakon. Két vegyiilet HIV-1 szaporodast
gatlo képességét egy kozvetett és egy kozvetlen modszerrel vizsgédltuk. Mindkét
modszer alapjan kijelenthetd, hogy a molekuldk kurativ hatdsuak: novelték a fertdzést
talélo sejtek szamat €s csokkentették a virdlis fehérjék termelddését, vagyis gatoltdk a
virus szaporoddsat. A munka ezen rész€rdl — kiegészitve a munkacsoport ltal eldallitott
mds vegyiiletekkel — egy nemzetkozi folydiratban megjelent publikacié sziiletett [5]. A
publikédciéban bemutatott vegyiiletek tovédbbfejlesztett, a disszerticid részét nem képezd

véltozataibodl pedig egy szabadalmi bejelentés késziilt [109].

Az atmeneti 4allapot analdgia elvénél bemutatottak szerint feltételeztem, hogy a
szulfonamidokkal izosztér szerkezeti foszfonamidatok, foszfonatok €és foszfinatok
hasonl6 bioldgiai hatdssal fognak rendelkezni, vagyis bioizosztérek lesznek. Tovabba,
hogy a jobb oldhatésdguk miatt kedvezObb farmakokinetikai tulajdonsagokkal fognak
rendelkezni. Ez utébbi feltételezés vizsgdlatira végiill nem volt lehetéségem, de
remélhetéleg a hatéanyag-fejlesztés késobbi fazisidban ezek a vizsgalatok el fognak

késziilni.

A munka ezen részét a foszfonamidatok eloallitasaval kezdtem. Tobb, kudarcba fulladt
kisérlet utdn, rendkiviil rossz termeléssel végiil sikeriilt hdrom foszfonamidatot

elddllitani. Ezek biol6giai hatdsa elmaradt a szulfonamidoknal mérttol.

132



DOI:10.14753/SE.2012.1748

A szintetikus nehézségek €és a nem tdl biztatd bioldgiai eredmények hatdsédra
figyelememet inkdbb a foszfondtok eldallitdsara koncentrdltam. Ezen vegyiiletcsalad
prepardlhat6sdga lényegesen jobb, igy 23 szarmazékot tudtam elddllitani. A legjobb
hatdsi vegyiiletek kindzgatld hatdsa megkozelitette a szulfonamidokét. Az eldallitott
vegyiiletek lehetéséget adtak a szerkezet-hatds Osszefiiggések vizsgalatdra is. Igy
felismerhetové valt, hogy a foszfor szubsztitudltsiga, a foszfondt csoport
kapcsolédasanak helye, avagy a Suzuki oldali szubsztiticé hogyan befolydsolja az in
vitro hatdst. Két molekula esetén sikeriilt kivitelezni a foszfonat alkil észterének
eltavolitdsat. Ezzel a 1épéssel azonban nem sikertilt tisztazni, hogy a sav vagy az észter

hatékonyabb inhibitor, hiszen az egyik esetben romlott, a masik esetben javult a hatas.

A foszfonamidéatok és a foszfondtok koziil négy vegyiiletnek megvizsgaltuk a sejt-
toxicitasat, illetve a viabilitds mérésén alapulé indirekt HIV szaporodds gatld
képességét. Sajnos a vizsgdlt MT4 sejtvonalon kis mértékil toxicitdst mutattak. A HIV

szaporodas vizsgélat sordn érdemben nem novelték a tuléld sejtek szamat.

A harmadik izosztér csoport a foszfinatok eldallitdsa kémiailag kissé ambivalens. Egyes
szarmazékok elddllitdsa konnyen, jo termeléssel megvaldsithatd, mig mds molekuldk
prepardldsa nehézkes, vagy kivitelezhetetlen. A 18 foszfinat mellett eldallitottam még
11 benzil-foszfonatot. Ezen molekula csaldd esetében tobb szarmazék is igen alacsony
koncentracioban gétolja a CDK9 miikddését (ICso= 150-300 nM). Ez ugyan elmarad a
legjobb nem foszfor-tartalmi molekuldk hatdsatol (ICso< 50 nM), de az eldszor
eldallitott foszfonamidatokéndl (ICso= 1 500-5 250 nM) egy nagysdgrenddel nagyobb

bioldgiai aktivitast jelent.

Két benzil foszfonat példajan vizsgdltam, hogyan valtozik a bioldgiai hatds az észter-sav
reldcidban. Ezen a két példan egyértelmi, hogy a sav forma az észternél Iényegesen

jobb hatdst mutat in vitro.

A kezdeti célkitlizések kozt nem szerepelt a fenil-foszfinat ill. foszfonat szarmazékok
eldallitisa. Ebben az esetben a szulfonamidokkal nem teljesen izosztér szerkezetet
hoztam létre. A molekuldkat palldidium katalizdlta aromds nukleofil szubsztiticioval
allitottam el6. A foszfinitokndl tapasztaltakkal megegyezden bizonyos molekuldk

konnyen eldéllithatéak, mdsok szintézise viszont csak nehezen kivitelezhetd. Az
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eldéllitott 12 fenil-foszfinat koziil néhany vegyiilet 1 uM alatti ICsp-nel rendelkezik, &m

Osszességében nem ez a vegyliletcsalad bizonyult a legeredményesebb CDK9 gatlonak.

A fenil-foszfonitok eldallitdsandl a célom elsdsorban az észter-sav bioldgiai
eredményekre gyakorolt hatdsdnak vizsgdlata volt. A sikeres hidrolizisek alapjan
egyértelmil az Osszefiiggés, miszerint a foszfonsav mindig jobb hatdsd, mint a foszfonat

észter.

A négy molekulacsoport mindegyikére igaz az a szerkezet-hatds Osszefiiggés, hogy az
etil szubsztituenst tartalmazé foszfonamidat, foszfondt, foszfindt a legjobb hatdsu
szarmazék, fliggetleniil a molekula tobbi részétol. A propil szubsztituens dltaldban kicsit
gyengébb hatdst, a fenil szubsztiticid pedig tovabb rontja a hatdst. Ha a Suzuki-oldali
varidcidkat vizsgalva az figyelheté meg, hogy a 2-metoxi szubsztituens a legjobb. A 3-
amino csoport altaldban kicsit rosszabb, mint a 2-metoxi, de sok — mindkét irdnyba —
kiugré adat taldlhaté a mérési eredmények kozott. A 3-nitro csoportot tartalmazéd

molekuldk néhdny kivételtdl eltekintve gyakorlatilag hatdstalanok.

Két vegyiilet esetében kisérletesen sikeriilt bizonyitani, hogy ATP kompetitivek. E két

molekula esetén a K; értékeket is meghataroztuk.

A kinaz-profil vizsgélatok alapjin kijelenthet0, hogy a foszfonamidatok és foszfonatok
alig gitolnak mas kinazt a CDK9-en kiviil. Ugyanakkor a foszfonsavak esetén a CDK9

szelektivitds jelentdsen romlott.

A 18 tumoros sejtvonalon elvégzett toxicitds vizsgalat a kindz-profil alapjan varhatéval
ellentétes eredményt hozott. Azok a vegyiiletek, amelyek a CDK9-en kiviil mds
kindzokat is gatoltak érdemben nem befolydsoltdk a sejtek novekedését. Ugyanakkor a
szelektiv CDKO9 géatlénak tiind vegyiiletek egyes sejtvonalakon kifejezetten toxikusnak
mutatkoztak. Ezen ellentmondds hatterében szdmos ok rejtdzhet, ilyen lehet példaul a
3.2 fejezetben leirt CDK9 gatldssal indukélt, Mcl-1 expresszié csokkenésen keresztiil

zajlo apoptozis. A jelenség pontos okanak felderitése meghaladja e dolgozat kereteit.

A foszfor tartalmu vegyiiletek tervezésénél célom volt, hogy olyan vegyiileteket hozzak
1étre, amelyekben a foszfor tartalmu csoport hozzdjarul a bioldgiai hatdshoz és nem csak
a vizoldhatésagot javitja. Az eddigi eredmények alapjan, kétféle okfejtés alapjan is
feltételezhetd, hogy ez sikeriilt. Egyszer, a foszfor nélkiili intermedierek bioldgiai

hatdsanak vizsgélatival. A foszfonamidatok és foszfondtok esetén az Osszehasonlitas
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egyszerli. A megfeleld anilin illetve fenolok enzimgatlé hatdsa jobb vagy kb. azonos,
mint a beldliik elddllitott foszfortartalmi vegyiileteké. A foszfinitok esetén az
Osszehasonlitds nehezebb, hiszen a disszerticioban nem keriiltek bemutatdsra ilyen
jellegli intermediernek megfeleld vegyiiletek, ugyanakkor megtaldlhatéak a Current
Medicinal Chemistry foly6iratban megjelent cikkemben [5]. Mivel a foszfortartalmu
vegyiiletek kinazgétlé hatdsa néhany kivételtol eltekintve gyengébb, mint a még foszfor
nélkiili intermedieré feltételezem, hogy a foszfor tartalmd csoport nem csak

vizoldhatésagot javité prodrugként funkcional.

Misodszor, a foszfor tartalmi csoport kémiai stabilitdsdnak vizsgédlataval. A
foszfonamidatok esetén konnyen elképzelhetd, hogy az enzimatikus reakci6 sordn a P-N
kotés felhasad. Ez esetben az anilin hatdsdnak megfeleld eredményeket varnék, 4m attol
lényegesen elmaradnak a tapasztaltak. A foszfondtok esetén a hidrolizis esetleg
eléfordulhat, azonban a tapasztalat nem a fenolokra jellemzd rendkiviil jo kindz gatld
hatdst mutatja. A foszfindtok és aril-foszfinatok és foszfonatok esetén kizarhaté a

hidrolizis lehetdsége.

A munka tovdbbi folytatdsdra, a kifejlesztett dj tipusi CDK9 kindzgétlok hatdstani és
gyogyszerszerli optimalizdldsara lehetdséget biztosit az, hogy mind az anilin-oldal,
mind a Suzuki-oldal tovdbbi szubsztituens varidcidi esetén a hatds — feltételezésem
szerint — még javithatd. A bioldgiai hatds tovabbi javitdsira moddot adhat az
enantiomerek szétvalasztisa, enantioszelektiv szintézise, mellyel eddigi munkdm soran

nem foglalkoztam.

135



DOI:10.14753/SE.2012.1748

9. Osszefoglalas

Doktoranduszi munkdm dj tipusd, hatékony CDK9 kindz gatld6 vegyiiletek, mint
potencidlis AIDS ellenes hatdéanyagok eldéllitdsdra irdanyult. Az irodalombdl ismert
CDKO inhibitorok alapjan terveztink olyan szdrmazékokat, melyek a publikus
vegyiileteknél jobb és szelektivebb CDK9 gétlok. Ehhez kidolgoztunk egy eljardst a
sziikséges intermedierek specidlis koriilményeket nem igényl0 szintéziséhez. Az
eloallitott szulfonamid, szulfonil és heterociklusos szarmazékok koziil kettd nem csak a
CDKO kindz miikddését gatolja mér alacsony koncentracioban is (ICso< 50 nM), hanem

a HIV virus szaporodasét is.

A szulfonamidok foszfor tartalmud analdgjainak eldallitdsaval az volt a célom, hogy a
biologiai hatds megtartdsa mellett, a farmakokinetikai tulajdonsdgokat javitsam,
elsOsorban a vizoldhatosagot. A foszfor tartalmi CDK9 inhibitorok bioldgiai hatdsa
széles skdlan mozog, azonban a legjobb bioldgiai hatdsu vegyiiletek enzim gatlo
képessége (ICso< 200 nM) megkozeliti a szulfonamidokét. Ezen vegyiiletek HIV

szaporodas gatlds vizsgalatdra csak részben keriilt sor.

Osszességében megillapithat6, hogy azt a kezdeti célkitiizést, hogy a szulfonamidokat
bioizosztér foszfor atomot tartalmazé csoportokra cseréljem, sikeriilt megvaldsitani. A
legjobb hatdsi foszfor tartalmd vegyiiletek enzimgatld hatdsa megkozeliti a
szulfonamidok kindz gatlé hatdsat. Az atmeneti allapot analdgia elve segitségével
bemutatott izosztér viszonyok nemcsak peptidomimetikumok eldallitasdnal

alkalmazhatdak, hanem uj kindz gétlok tervezésénél is segitséget nyudjthatnak.
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10. Summary

My PhD research was directed to synthesise novel and effective CDK9 kinase
inhibitors, as potential drug candidates against AIDS. Based on CDK9 inhibitors known
from the literature, more efficient and more selective derivatives of published
compounds were designed. For this reason, a new synthetic approach for the necessary
intermediates has been developed that do not require special conditions. Among the
prepared sulfonamide, sulfonyl and heterocyclic derivatives two molecules inhibit the
function of CDK9 in low concentration (ICso< 50 nM), moreover they reduce the

proliferation of HIV virus.

The aim of preparation of phosphorous analogues of sulfonamides was the construction
of a molecule which has the same biological activity and better pharmacokinetic
properties, especially better water solubility. Biological activity of phosphorous
containing CDK®9 inhibitors vary in a wide range, however the ability of the best ones to
inhibit the enzyme activity is approximate (ICso< 200 nM) to the sulfonamides. A few

of them were tested in HIV proliferation assay.

All in all, it can be concluded that the initial objective, the replacement of sulfonamides
with bioisosteric phosphorus containing moieties, was achieved. The best phosphonate
and phosphinate type CDK9 inhibitors have commensurable biological activity with the
sulfonamides. The isosteric relations described by the application of the theory of
transition state analogy, not only, can be applied during the synthesis of

peptidomimetics, but they can be useful in the design of novel kinase inhibitors.
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Ko6szonom a Vichem Kft. 6sszes munkatarsanak, hogy mindig segitettek, ha sziikség volt ra.
Kiemelve azokat, akikkel naponta egyiitt dolgozhattam: Farkasné Ezsids Edit, Mikl6s
Magdolna (Babi), Varga Zoltan és dr. Waczek Frigyes. Tovabba kdszonom Dr. Szdntai-Kis
Csabdnak, hogy mindig nyitott volt a kindzokkal és egyéb biologiai vizsgédlatokkal

kapcsolatos eszmefuttatdsokra.

Végiil, de nem utolsé sorban koszonom feleségemnek, csalidomnak és a barataimnak, hogy a

hosszu évek sordn végig timogattak és biztattak.
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