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1. Bevezetés

A Pécsi Tudomanyegyetem Szerves és Gyogyszerkémiai Intézetében (korabban POTE,
Kozponti Kutato Laboratérium, Kémia) csaknem oOtven éve végeznek tudomanyos
kutatomunkdt a heterociklusos vegyiiletek teriiletén, kiilonds tekintettel a varhatéan
biologiailag aktiv vegyiiletek szintézisére. Az 1970-es évek kozepétdl az intézetben —
Magyarorszagon egyediilalloan — kezdtek foglalkozni az intézet munkatarsai (Dr. Hideg
Kélmén, Dr. H. Hankovszky Olga) a paramagneses pirrolin, pirrolidin és piperidin nitroxidok
szintézisével. Eleinte ezekkel a vegyiiletekkel a helyi biofizikai kutatasok igényeit elégitették
ki, majd a nemzetkozi kapcsolatok kiszélesedésével, az Gjabb és ujabb alkalmazasi teriiletek
megjelenésével az eldallitott vegyliletek szdma és valtozatossaga is ndvekedett. Intézetiink
akkori munkatarsai szervezték az els6 ,,Szabad Gyokos Kongresszust” Pécsett 1979-ben. A
csoport munkéjdba 1992-ben MTA-TMB 06sztondijasként kapcsolodtam be és 1997-ben
védtem meg kandidatusi disszertaciomat ,,Uj, allil-tipusa nitroxidok szintézise és
alkalmazasa” cimmel. Jelen értekezésemben a kandidatusi fokozat megszerzése ota eltelt
idészakban a pirrolin nitroxidokhoz kapcsolt karbo- és heterociklusok, 1j polifunkcids
spinjelzd vegyliletek, kettdsen (spin és fluoreszcens) jelold vegyiiletek, illetve 1j, biologiailag

aktiv vegyiiletek szintézise teriiletén végzett eredményeimet foglalom Ossze.

Az elmult két évtizedben sorra jelentek meg olyan kozlemények, amelyek a nitroxidok
klasszikus alkalmazéasan (spinjelolés) tal egyéb (pl. kooxidans, kontrasztanyag, spincsapda,
polimerkémiai segédanyag, szerves ferromagnes) alkalmazasat is targyaljak, de kimutattak azt
is, hogy ezek a vegyiiletek, valamint amin prekurzoraik antioxidans hatéssal, szuperoxid
diszmutalo és katalaz hatassal is rendelkeznek. Ez utdbbi tényt az magyarazza, hogy a
paramagneses csoport az egy elektron atmenettel jaré folyamatokba (mint amilyen az
¢ldszervezetekben lejatsz6do oxidacios-redukcios folyamatok nagy része) be tud kapcsolodni.
Mas kutatocsoportok ill. kutatocsoportunk megfigyelései alapjan allithatjuk, hogy a
nitroxidokkal vagy diamagneses prekurzoraikkal torténd modositas kedvezden befolyasolja a
modositott alapmolekula aktivitasat €s hatasspektrumat. Ezek a megfigyelések megdonteni
latszanak a stabilis szabad gyokos vegyliletek toxikussdganak korabbi dogmdjat és talan a
2,2,5,5-tetrametil-pirrol(id)in,  2,2,6,6-tetrametil-piperidin  gytrtk ill. ezek oxidalt
szarmazékainak farmakofor csoportként torténd elfogadasat, bevezetését eredményezik. igy

érdekes ¢és izgalmas kihivdsnak mutatkozott az olyan bioldgiailag aktiv vegyliletek szintézise,



amelyekbe a pirrol(id)in gylrt a bioldgiai hatasért felelés szerkezeti elemek, funkcids
csoportok megtartasaval épitettiik be.

A nitroxidok spincsapdakénti alkalmazasa szintén a szabad gy6kos folyamatok irdnti
megnovekedett érdeklddésnek tulajdonithato. A reaktiv oxigénszarmazékok (ROS) és reaktiv
nitrogénszarmazékok (RNS) analitikajaban olyan vegylileteket is alkalmaznak, ahol a
nitroxidot egy fluorofor molekuldhoz kapcsoltak. Az eredmény a fluoreszcencia csdkkenése
vagy novekedése az alkalmazott rendszertdl fliggden és a folyamat két fliggetlen biofizikai
modszerrel (ESR és fluoreszcencia) kovethetd. Ezért ezeket kettdsen jelold vegyiileteknek ill.
kett6s indikatoroknak nevezziik. A Maryland-i Egyetemen (College Park, USA) eltoltott 1
éves tanulmanyutam alatt volt alkalmam megismerkedni a kettésen jelold vegyiiletek
vizsgalatanak technikai részleteivel is.

A célkitizések megvaldsitasahoz nagyban hozzdjarultak az intézet korabbi
,»Kklasszikus” heterociklusos kémiai (ftalimid szdrmazékok, benzazolok, benzazepinek) ¢és a
nitroxidokkal végzett munkdinak tapasztalatai. A jelenlegi ¢és a kozelmultban végzett
munkaink egy része ezt a két irdnyvonalat igyekszik 6tvozni, reményeink szerint érdekes, Uj

vegyiileteket eredményezve.

A tudomdanyos eredményeket - mivel az elérni kivant cél ill. alkalmazas tekintetében
kiilonboznek - négy érdemi fejezetben mutatom be, bar a problémdk szintetikus kémiai
megkozelitésében atfedések is eléfordulnak. Ezt az is magyarazza, hogy a kozlemények
megirasakor olyan modszereket igyekeztiink kidolgozni, olyan kulcsvegyiileteket eléallitani,
amelyek tobb célra is felhasznalhatok voltak. A masodik fejezet az 1j, altaldnosan hasznéalhato
kulcsvegyiiletekrél és a spinjelzd vegyiiletekrdl ad Aattekintést. A harmadik fejezet a
karbociklusokhoz, heterociklusokhoz kondenzalt és egy o-kotésen keresztiil kapcsolt
nitroxidok szintézisérél szol. A negyedik fejezet az uj, paramdgnesesen modositott
aminosavakat, egyszerli szénhidratokat, gydgyszereket mutatja be. Az 6todik fejezetben a
kettdsen (spin és fluoreszcens) jelold anyagok szintézisét és vizsgalatat mutatom be. A 2-5
fejezetekeben néhany oldalas irodalmi attekintés utdn kovetkeznek a sajat eredmények. A
hivatkozasokat kétféleképpen tiintettem fel: a felsé indexben rémai (I-XXX) szammal jelolt
hivatkozasok az értekezés alapjaul szolgald, a , Filiggelékben” 1évo kozlemények sorszama,
mig az arab szammal feltiintetett hivatkozasok a disszertacié anyagahoz koétodo sajat vagy
fontosabb idegen hivatkozasok, melyeket az adott kérdéskor targyalasakor mindenképpen fel

akartam tiintetni. Az értekezést az ,,Osszefoglalas” és az ,Irodalomjegyzék™ fejezetek zéarjak.



Az ,Irodalomjegyzék” fejezetben két listat készitettem: a tézisek alapjaul szolgalo listat romai
szamokkal és az egyéb hivatkozasok listajat arab szamokkal lattam el.
Jelen értekezés 29 megjelent ill. megjelenés alatt 1évd, angol nyelvii, birdlt dolgozat és 1

szabadalom anyaganak az dsszefoglalasa. Ezeket a kiilon bekotott ,, Fiiggelék™ tartalmazza.



2. Kulesintermedierek és spinjelzé vegyiiletek szintézise
2.1. Irodalmi hattér

Az 1950-es évek végén, 60-as évek elején szovjet' és amerikai® kutatok fedezték fel,
hogy a sztérikusan gatolt aminvegyiiletek N-oxidjai stabilis szabad gyokok, amelyek ESR
spektruma izotrop triplett jelet ad. Az 1-oxil-2,2,6,6-tetrametil-piperidin (TEMPO, 1)
vegyiiletet eldszor McConnell és Hubbell alkalmaztak a 60-as évek kdzepén sejtmembranok
biofizikai Vizsga’lla‘[élra.3 Ez id6 tajt Rassat és Rozantsev laboratériumaiban olyan 2,2,6,6-
tetrametil-piperidin, 2,2,5,5-tetrametil-pirrolidin ¢s 2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-1H-pirrol

(pirrolin) nitroxidokat allitottak els,*’

amelyeket a fehérjekémidban haszndlatos reagald
funkcios csoportokkal® lattak el. fgy bevezették pl. aminocsoport acilezésére a 2 aktiv észtert
ill. a cisztein tiolcsoportjadnak mddositasara a 3 maleimid és a 4 jod-acetamid szarmazékokat

(1 abra).
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1. abra: Piperidin nitroxidok szerkezete

A 2-4 szarmazékokat kovalens kotéssel egy fehérje molekulahoz kapcsolva az ESR
spektrum izotrop triplett jele anizotroppa valik és az anizotrop spektrum mértékébdl és a jel
nevezzik spinjelolésnek. A spinjeldlés valdjaban négy 1épésbdl all: a spinjelzé megtervezése
¢és szintézise, a biomolekula kovalens modositasa a paramégneses jelolovel és tisztitdsa, az
ESR spektrumok felvétele, az ESR spektrum kiértékelése és szimulacidja. Az elsd 1épés
altalaban a szerves vegyész feladata, a kovetkez6 harom 1épést mar a biokémikusok és a
biofizikusok végzik el. Ahogy azt a bevezetdben mar emlitettem, intézetiinkben Hideg
professzor ¢és munkatarsai az 1970-es évek kozepén kezdtek el foglalkozni a stabilis
nitroxidvegyiiletek kémiajaval. Az alap nitroxidvegyiiletek (1-4) eldallitasan tal érdeklodéstik
egyre inkabb a pirrolin nitroxidok szintézise’” és alkalmazasa felé fordult, mert szamos
tapasztalat arra utalt, hogy ezek a vegyliletek stabilisabbak, mint a hattagii piperidin

nitroxidok. Ezt késébb részletes fiziko-kémiai vizsgalatok is alatamasztottak.



Az igazi attdrést ezen a teriileten a pirrolin nitroxidok szintézisének a kidolgozasa
jelentette, amivel néhany 10 ill. 100 grammos tételekben eld lehetett allitani a kiindulasi
anyagokat és a fontosabb intermediereket. A triacetonamin bromozott szdrmazékanak (5)
natrium-metilattal kivaltott Favorszkij-gytirisziikiiléses reakcidja, majd azt kovetd hidrogén
peroxidos, Na,WOy-tal katalizalt reakcioja a 6 észtert szolgaltatta, amelyet hidrolizalva 7
karbonsavhoz jutottak, ezt aktiv észteren keresztiil 8 alkoholla alakitottak. A 8 alkoholt azutan
aktiv MnO,-dal 9 aldehiddé oxidaltak, ill. az alkohol metanszulfonsav észterét LiBr-dal
reagaltatva 10 paramagneses allil-bromhoz jutottak.*® A 10 paramagneses bromvegyiiletbl
NaSSO,CHj-tal alakitottak ki a 11 (HO-225) reverzibilis, tiolspecifikus spinjelz6
metantioszulfondt reagenst, amelyet el0sz0r a papain fehérje modositasara hasznaltak (2.

abra)."!
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2. dbra: Pirrolin nitroxidok szintézise
Intézetiinkben Csekd és munkatarsai a 80-as évek kozepén kidolgoztdk a megfeleld
1,2,3,6-tetrahidropiridin  szdrmazékok szintézisét 12 karbonsavbol'?  kiindulva, igy a
fentiekhez hasonld reakciokban 13 alkoholhoz, 14 aldehidhez, 15 bromvegyiilethez és 16

metantioszulfonathoz jutottak (3. abra)."
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3. abra: 1,2,3,6-Tetrahidropiridin nitroxidok szintézise



Az 1980-as években G. Khorana és munkatarsai kidolgoztak egy eljarast az un. cisztein
pontmutansok szintézisére.'* Ezzel a modszerrel egy adott peptidlanc tetszbleges helyére
ciszteint lehet beépiteni, majd annak tiolcsoportjat a 11 vegyiilettel modositani (4. ébra).
Mivel a mutans fehérjék altalaban csak kis mennyiségben allnak rendelkezésre, ezért nagyobb
érzékenységli ESR késziiléket kellett hasznalni, ezt az un. loop-gap rezonatorok
alkalmazasaval valositottdk meg."”” Mindezek a fejlesztések vezettek ahhoz, hogy W. L.
Hubbell laboratériuma a 90-es években bevezette a ,site-directed spin labelling” (SDSL)
technikat, amely az ESR spektroszkopia biofizikai alkalmazasanak ma mar egyik széles

korben elterjedt modszere. '
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4. abra: SH-specifikus spinjelolés HO-225-tel.

Az SDSL technika egyik lehetséges tovabbfejlesztését az 1Uj metantioszulfonat
spinjelzék tervezése jelentette. A biofizikusok részérdl felmeriilt az igény, hogy a pirrolin
nitroxidgytrtire egy masodik, reagalé vagy nem reagald csoportot kell beépiteni abbdl a
célbol, hogy a spinjelzd sajatmozgasat gatoljak ill. lecsokkentsék. Ennek egyik lehetséges
modszere, hogy a pirrolin ill. pirrolidin gylrli 4-es helyzetébe egy ujabb szubsztituenst
épitenek be. Példaként a 4-oxo-TEMPO (17) NaOBr-tal végzett Favorszkij-gytiriiszikiiléses
reakciojat emlithetjiik, ennek terméke a 18 karbonsav, amely pirrolingyliriijének 4-es
szénatomjahoz egy bromatom kapcsolodik. Melléktermékként a 7 karbonsav és a 19, 20
vinil-bromidok is keletkeznek (5. abra).'” A 18, 19, 20 vegyiiletek a 7 karbonsavhoz képest is

szamos Uj tovabbalakitasi lehetdséget kinalnak.
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5. abra : Paramagneses vinil-halogenidek eloallitasa

Intézetiinkben a 80-as évek végén, 90-es évek elején tobb modszert dolgoztak ki a 3,4-

diszubsztitualt pirrolin nitroxidok szintézisére. Az egyik legjelentdsebb a nitrometan 6



észterre torténd baziskatalizalt konjugalt addicidja volt, ami a 21 vegyiiletet eredményezte.
Ebbé] t5bb 1épésen keresztiil jutottak el a 22 heterobifunkcionalis spinjelzé vegyiilethez.'® A
3,4-diszubsztitudlt pirrolin ill. pirrolidin nitroxidok szintézisének masik lehetséges utjat Sar és
munkatarsai dolgoztdk ki, a 8 paramagneses allil-alkoholbdl szigmatrop atrendezdédési
reakciokkal a 4-es helyzetben exociklusos kettds kotést tartalmazéd észtert (23) kaptak.'
EbboOl tobblépéses reakcion keresztiil lehetett eljutni a 24 ill. 25 tiolspecifikus ¢és
fotoaktivalhatd keresztkotd spinjelzd vegyliletek szintéziséhez. (Ez utdbbi két vegyiilet

szintézise a kandidatusi értekezésem egyik témaja volt.)**?!
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6. abra: Heterobifunkcionalis spinjelzok szintézise

2.2. Sajat eredmények

A 2.1. fejezetben ismertett vegyiiletekbdl kiindulva szélesebb korben alkalmazhatd
paramagneses intermedierek szintézisét kivantuk megvalositani. Egyik fo célkitlizésiink a
bifunkcionalis spinjelzd vegyiiletek szintézise mellett a fokozott reakcidokészségii, szén-szén

kotés kialakitasara alkalmas nitroxidok szintézise volt.



2.2.1. Uj, kulcsintermedier nitroxidok szintézise

Szimmetrikus paramdgneses dién és acetilénvegyiilet szintézise

A kulcsintermedierek szintézise soran igazi kihivast jelentett egy szimmetrikus
paramagneses dién szintézise. A 21 vegyliletbdl kiindulva KMnOs-tal bazis jelenlétében
végzett Nef-reakcidoban jutottunk 26 aldehid észterhez. Ennek redukcidja a 27 diolt adta, amit
mezilaton keresztiil 28 dijodvegyiiletté¢ alakitottunk. Ez utdbbi lugos kozegben végzett
eliminacidja a  rogzitett s-cisz konformacidji, paramagneses 29 szimmetrikus diént
eredményezte (13% termelés 5 1épés utan). Ett6l a vegyiilettdl jobb reakciokészséget

reméltiink, mint a korabban publikalt 30 aszimmetrikus szarmazéktol.”

Tovébbi elonyt jelent,
hogy aszimmetrikus dienofil estén elkeriilhetd a regioizomerek képzddése. A 30
aszimmetrikus dién broémaddicioja 31 dibrémvegyiiletet adta, majd ebbdl eliminacios

reakcioban 32 acetilénvegyiilet keletkezett (7. abra).'
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7. abra: A szimmetrikus paramdagneses dién és az acetilénvegyiilet szintézise.

A paramdgneses vinilhalogénvegyiiletek szintézise és reakcioi

Tovabbfejlesztettilk Rozancev és munkatérsai altal bevezetett,17 3,4-diszubsztitualt, a 4-es
helyzetben bromatomot tartalmazé pirrolin nitroxidok szintézisét. A 18 karbonsavat
klorhangyasav-etil-¢szterrel 33 aktiv észterré alakitottuk. Ebbél ammonia hozzaadasaval 34

amidhoz, ennek vizelimindciojaval 35 nitrilhez jutottunk, 3 1€pés utan 21%-o0s termeléssel. A



33 aktiv észter redukcidja a 36 alkoholt szolgaltatta 62%-os termeléssel. Ezt aktiv MnO,-dal
37 B-brom-a,B-telitetlen aldehiddé oxidaltuk kozepes (44%) hozammal, illetve 36 alkoholt

mezilaton keresztiil 38 bromvegyiiletté alakitottuk 67%-os termeléssel (8. abra).”
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8.dbra: 3-szubsztituadlt-4-brom-pirrolin nitroxidok szintézise

A 37 vegyiilet azért bizonyult fontos intermediernek, mert tiolokkal 1,1 ekvivalens DBU
hozzaadasaval a 39 4-es helyzetben S-etil- illetve 40 S-arilcsoportot tartalmazo o,p-telitetlen
aldehidek alakithatok ki 75-82%-os termeléssel. Igy a pirrolin gytirii 4-es helyzetébe szinte
tetszOleges polaritdsu és térkitoltésii csoport épitheté be. A 39, 40 molekuldk tovabb-
modosithatok, ha az aldehidek redukcidjaval kapott 41, 42 alkoholokat Na,WO, katalizalta
reakcioban hidrogén-peroxiddal 43 ill. 44 szulfonokké oxidaljuk."

A szén-kén kotés kialakitasan tul a 37 aldehid alkalmas a szén-szén kotés kialakitasara

22 3 megfelelé alkil- ill. arilboronsavakkal a

is. Igy palladium katalizalt Suzuki-reakcioban
pirrolingylirli 4-es helyzetébe csaknem tetszéleges alkil- ill. arilcsoport épithetd be, amint 45-
52 vegyiiletek szintézise is mutatja. A Suzuki-reakcid alkalmazasa a pirrolin nitroxidok
estében azért volt attdrés, mert a nitroxid jelenlétében — annak megvédése nélkiil — tudtunk
szén-szén kotést kialakitani és igy a szubsztitualt 45-52 aldehideket 40-75%-0s termeléssel

. 2627 4 Suzuki-reakcid

kaptuk.” A tobb kozleményben is leirt nitroxid-palladium komplex
koriilményei kozott feltehetden nem stabilis, igy katalitikus mennyiségti (5-10%) Pd(II)-
illetve Pd(0)- komplexekkel katalizalhaté volt az 4talakulas.™ A Suzuki-reakcid tovabbi
elénye, hogy az 4talakitas a 36 alkoholbol is elvégezhetd Pd(PPhs)s-nal katalizalt reakcioban

és a 4-benzoil-fenil-boronsavval 53 3,4-diszubsztitualt vegyiilethez jutottunk."” A Suzuki-



reakcio elénye, hogy tetszdleges vinil-halogeniddel elvégezhetd volt, mig a tiolvegyiiletek
konjugalt addicioja a karbonilcsoporttal nem aktivalt 36 vegyiiletnél mar nem jatszodik le (9.

abra).
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9. abra: A p-brom-a,f-telitetlen aldehid szén-kén és szén-szén kétés kialakulasaval jaro

reakcioi

A 19 és 20 bromvegyiiletek Suzuki-reakciok hasznos kiinduldsi anyagainak bizonyultak, de a
hipobromitoldattal végzett Favorszkij-gytirtisziikiilési reakcio melléktermékeinek tekinthetdk.
Tapasztalatunk szerint a 19 monobromvegyiilet nem, vagy alacsony termeléssel (1-3%)

keletkezik és kromatografidsan el kell valasztani 20 dibromszarmazéktol. Ezért az 54 és 17

10



ketonokbdl kiindulva kidolgoztuk az o&ttaghi (55) és a hattagi vinil-jodvegyiiletek (56)
szintézisét a ketonok hidrazonjainak tetrametil-guanidin bazis jelenlétében végzett jodos

oxidélci(')jéwal28 is 45-59%-os termeléssel (10. abra).""" "

_ NH, —
o ’\im 2 [
) N2H4H20 )n TMGI/I, = n | n
N N N 54,55| o
| . | . | * 17, 56 1
(@] (@] (@]
17,54 - — 55, 56

10. abra: Paramagneses viniljodidok szintézise

A paramdgneses boronsavak szintézise

Régota foglakoztatott benniinket a paramagneses boronsavak szintézisének az oOtlete. A
boronsavak a legkiilonbozobb keresztkapcsoldsi reakcidkban hasznalhatok, de jol
alkalmazhatok mint vicinalis diolokhoz, szénhidratokhoz kotods reagensek is. 0 A
paramagneses boronsavak szintézisére 3 modszert sikeriilt alkalmaznunk.’’ A 19 vinil-
bromidb6l 57 O-acetilvegyliletet alakitottuk ki, amit litialassal a megfeleld vinil-littumma
alakitottunk,’* majd ezt reagaltatva a trimetil-borattal savas hidrolizis utan kaptuk 47%-os
termeléssel az 58 vinil-boronsavat."" Ezt a konnyebb izolalhatosag és tisztithatosdg miatt
pinakollal 59 észterré alkitottuk.” (A védScsoport alkalmazasara az O-butilszarmazék
képzOdésének megakadalyozasa miatt volt sziikség.'’) A 19 vegyiiletbl egy egylépéses

reakcioban boronsav-bisz(pinakolil)-észterrel, Pd(PPh;),Cl, katalizatorral és kalium-fenolat

jelenlétében34 szintén 59 észtert kaptuk 45%-os termelésel (11. &bra).

) ) O\&
Br Br Li B(OH)> on B—O
. — OH —
ﬁ< aszkorbinsav >F§< Buli 7C§< B(OCH3);3 76< #\K >C§<
—_— > —> —_— E—
EtsN, AcCl N N N ll\l
| | * o
(0]

Z

| HCI
OAC OAc

- - 58
QP
O’B_B\O PhOK Pdclz(PPhs)z T

o~

=
©

57

11. abra: Ottagu paramagneses boronsavak szintézise
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Az 56 vinil-jodidbol csak a keresztkapcsoldsos modszerrel tudtuk kialakitani a 60 hattaga
paramagneses  vinil-boronsavat, kalium-acetatot, boronsav-bisz(pinakolil)-észtert ¢és
PdCly(dppf) katalizatort hasznalva, 28%-os termeléssel.”” A boronsav-bisz(pinakolil)-észter
telitetlen vegyiiletekre (29, 30, 32) torténd addicioja Pt(PPhs), katalizator jelenlétében35 61-63

allil- ill. vinil-boronsav-észtereket eredményezte 38-63%-0s termeléssel (13. abra).
/

0
—-Qq o \
ik Bk PN
KOAc PdCly(dppf) N Pt(PPh )
3)4

‘ .
o 5
29

7& 7(@ -
Pt (PPha)s ‘. Pt( PPh3)4

30 62 32 63

12. abra: Hattagu és ottagu paramdgneses boronsavak szintézise.

Az 58 boronsavrol sikeriilt bebizonyitani, hogy poliszacharidhoz (pl. inulin) kétédik és igy
spinprobaként alkalmazhato, ahogy ez az ESR spektrum valtozasabol (vonal kiszélesedés €s a

csatolas valtozasa) lathato (13. abra).

T T T T T T T T T T
\ \ \ \ \ \ ©
\ \ \ \ \ \ c
@) \ \ \ \ \ @
i 1 ‘ \ i \
\ \ \ \ \ \ \
\ \ \ | \ | | (b)
SERRRE EERERRRT EEUURENY SRR
(bb A ! | . L |
\ \ \ \ \ \ \
\ \ \ \ \ \
SRR B BNV TR
© \ \ | \ \ \
T \ \ \
\ \ \ \ \ \ \
\ \ \ \ \ \ \
| | | | | | | 1 1 1
3330 3340 3350 3360 3370 3380 3390 3372 3374 3376 3378 3380
Magnetic field (Gauss) Magnetic field (Gauss)

13. dbra: Az 58 vegyiilet (9.3 x 10” M) ESR spektruma (a) foszfat pufferban (pH = 6.9); (b)
58 boronsav (9.3 x 10° M) + 40 mM fruktoz foszfit pufferban; (c) 58 boronsav (9.3 x 107 M)
+ 10 mM inulin foszfat pufferban és a spektrum 3372-3380 G kinagyitott (166 %) tere.
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Paramadgneses epoxi-karbonsavak szintézise

A 9, 45 ¢és 46 aldehideket lugos kozegben hidrogén-peroxiddal oxidalva™ 64-66 epoxi-
karbonsavak (80-92%) és melléktermékként 7, 67, 68 karbonsavak is keletkeznek. A
pirrolidinnel anellalt epoxigyliri meglehetdsen stabilisnak bizonyult, pl. mind savas, mind

11 , . , y . y e 7
VI E7 tovabbi szarmazékok szintézisét

lagos kozegben (pH= 2-13) és redukcidval szemben is.
tette lehetdvé. Ez a molekula érdekes atmenetet képez a nitroxidokkal anellalt heterociklusok
¢s a 3,4-diszubsztitudlt pirrolidin nitroxidok kozott, hiszen az epoxigylirii oxigénje pl.

hidrogénkotés kialakitasara képes (14. dbra).

R — R O, FOH CO,H
— H,0,/NaOH R
7§Q 9,64,7 |H
o) 45, 65, 67| Me
9, 45, 46 64, 65, 66 7,67, 68 46, 66, 68| Ph

14. abra: Az epoxi karbonsavak szintézise aldehidekbol

A pirrolidin nitroxidok szintézise nitronokbdl

A nitroxidok szintézisének egyik modja, hogy a 2.5,5-trimetil-1-pirrolin-1-oxid (69)*” nitront
Grignard-reagenssel, vagy a megfeleld aril- vagy alkillittummal reagéltatjuk, majd a képz6do
N-hidroxilamint MnO»-dal gyokké oxidaljuk.’® Intézetiink munkatérsai az 1980-as években az
eldallitott 1-oxil-2-fenil-2,5,5-trimetil-pirrolidin (70) ¢és az 1-oxil-2-(4-fluor-fenil)-2,5,5-
trimetil-pirrolidin (71) szintézisét és utdlagos funkcionalizalasat (nitralasat) kozoltek.” A
legutébbi munkainkban a megfeleléen védett és funkcionalizalt aril-Grignard-reagensekkel
reagaltatva 69 nitront, majd a hidroxilamin MnO»-o0s oxidacidja utan a 72 1-oxil-2-(4-tolil)-
2,5,5-trimetil-pirrolidin illetve a véddcsoportokat eltavolitva 74 és 76 fenolokhoz és 78
aldehidhez jutottunk 12-62%-os termeléssel 1 vagy 2 lépéses reakcioban (15. dbra).""" A
kapott 2-aril-2,5,5-trimetil-pirrolidin nitroxidokat utolag aromas elektrofil szubsztitacidval is
modositottuk. A 70 vegyiiletbdl klorszulfonaldsi reakcioban a 79 meta-szarmazék és a 80
para-szarmazék 2:1 aranyban képzodott, amint azt a szulfonsavkloridokbol képzett glicin-
szarmazékok NMR vizsgalata bizonyitotta. A 76 fenolt nitrdlva a 81 1,2,3-triszubsztitualt
benzolszdrmazékot és a 82 1,2,4-triszubsztitualt benzolszarmazékot kaptuk 1:1 ardnyban. A
82 para-nitrofenol szarmazékot redukalva, majd a kapott 4-aminofenolt AgNOs-tal és MnO,-
dal oxidilva a 83 paramagneses 1,4-benzokinonhoz jutottunk.'™ A 78 paramégneses

benzaldehidet 84 benzil-alkoholla redukaltuk, ezt kénsav/salétromsav eleggyel kezelve a 78
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aldehid képzdédéséhez vezetett a vart nitralodas helyett. Ezért a benzil-alkoholt O-acetatként
megvédve, majd a kapott 85 acetatot nitralva és az észtert elszappanositva jutottunk 42%-o0s
termeléssel a 86 paramagnesesen médositott 2-nitro-benzil-alkoholhoz.™ Ezt oxidalva kaptuk

a 87 paramdgneses 2-nitro-benzaldehidet, amely tovabbi reakcidok kulcsvegyiiletének

—_—
7
7@ N,
0 (@)

69 70,71,72, 73, 75, 77

bizonyult (16. abra) .

70 71

72 73 74 75 76 77 78
R i i f‘: @/OB” f _OH i;
CHg OBn OH CHO
O o
L4 L] .
H
NH,"HCOO/Pd/C  NH,"HCOO/Pd/C |—¢

15. abra: 1-Oxil-2-aril-2,5,5-trimetil-pirrolidin vegyiiletek szintézise

CISO4H
. N
N \
[ &

!
o) o)
70 79 80 S0,Cl
SO,Cl
+ -
OH , OH onNHa HCO, 0
HNO3/SiO, + Pd/C
[—— —_—
N \ NO2 \ AgNO3/MnO \
(|)‘ o o gNO3/MnO, o
76 81 82 83
O,N 0
NaBH, AcCI/EtsN
—_— _—
) ) )
© ° OH o OA
C
8 CHO 84 8
H,SO4/HNO3
NaOMe
Mn02
-2
N, NO, N, NO>
o) o)
OH

87 CHO 86

16. abra: 1-Oxil-2-aril-2,5,5-trimetil-pirrolidin tovabbi kulcsvegyiiletei
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A 88% ill. 92*' nitronokbol Grignard-reakcioval 1-oxil-2,2-diszubsztitualt-5,5-dimetil-
pirrolidin ill. 1-oxil-2,5-diszubsztitualt-2,5-dimetil-pirrolidin készithetd. Intézetiink és a Max-
Planck Intézet (Polimer Kutatocsoport, Mainz) kutatdinak korébbi munkaibol***  kideriilt,
hogy 92 nitronbol alkil-Grignard-reagenssel mind ftransz (E) mind cisz (Z) relativ
konfiguracidji izomerek keletkeznek, mig az aril-Grignard-reagenssel sztereoszelektiven csak

az E-izomerek keletkeznek (17. dbra).

2RMgX N
! R i
! .
92

17. abra: 92 Nitronbol Grignard-reakcioval képzodo nitroxidok lehetséges relativ
konfigurdcioi
Az 5,5-dimetil-1-pirrolin-1-oxid (88) nitront a 4-dimetoxi-metil-fenil-magnézium-bromiddal
reagaltatva, majd a képz6dd N-hidroxilamint oxidalva 89 nitronhoz jutottunk. A masodik
arilcsoport bevezetése - feltehetdleg sztérikus okok miatt - csak a nagyobb reaktivitasu aril-
litium reagenssel volt lehetséges. Az N-hidroxilamin oxidacidjaval kapott 90 nitroxid dimetil-
acetal véddOcsoportjat savas hidrolizissel eltavolitva 91 1-oxil-2,2-bisz(4-formil-fenil)-5,5-
dimetil-pirrolidint kaptuk. Hasonlé6 mddon a 92 nitronb6dl Grignard-reakcioval a 95 transz-1-

oxil-2,5-bisz(4-formil-fenil)-2,5-dimetil-pirrolidint kaptuk (18. abra).

OCH;
CHO
OCHjg OCH, OCHg
OCHg; OCH;4 H*
y7 —_— 7 —_— —_—
’*\l MnO, ’;l MnO, l‘\l N
% © ° OCH
88 89 OCH3 90 3 91 CHO
HsCO OCH;
OCH,4
OCHs OCHg
B'Mg©_<oc|_l Bng©—< HCO
3 OCHj j
7 — A _ 28
N MnO, N MnO,
O (@) o)
92 93 OCH;, 94 OCH,
H3CO OCHjs

CHO
18. abra: 1-Oxil-2,2-bisz(4-formilfenil)- és az 1-oxil-2,5-bisz(4-formilfenil)pirrolidin

nitroxidok szintézise



2.2.2. Uj, spinjelz vegyiiletek szintézise és alkalmazasa

SH-reaktiv, monoszubsztitudlt spinjelzo vegyiiletek szintézise

Egyik {6 torekvésiink a bevezetében mar emlitett, SH-reaktiv 11 (HO-225) vegyiilet tovabb-
fejlesztése volt. Azt vizsgaltuk, hogy a reagald csoport megvaltoztatdsa hogyan befolyasolja
a reagensek szelektivitasat. A 10 paramagneses allil-bromidbol eldallitott 96 allil-jodid
vegyiiletetb6l elemi higannyal Larock médszerével™ 39%-os termeléssel nyertiik 97 allil-
higany-jodidot. A 98 telitett jodvegyiiletb6l NaSSO,CHs-tal DMSO-ban melegitve 30%-os
termeléssel kaptuk 99 telitett metantioszulfonatot (19. abra).*' Idékozben a rezolvalt telitett

alkoholbol az R-(+)-99 és az S-(-)-99 enantiomer parokat is elallitottuk.*

Br | Hgl
— Nal/THF — Ho —
E— —>
- |N "
o o) o)
96 97
l SS0,CHj,
NaSSOZCHg
E—
ll\l N
o b

10
98 99

19. abra: SH-reaktiv nitroxidok szintézise.

A vegylileteket a Los Angeles-i Egyetem Kémia ¢és Biokémia Intézetében Wayne
Hubbell professzor ¢és munkatarsai tesztelték T4 lizozim cisztein pontmutansain. A
vizsgalatok soran azt talaltdk, hogy a 99 spinjelzé vegyiilet esetében nem jelenik meg az ESR
spektrumban egy mobilis és egy immobilis populacié (20. éabra), tovabba 97 és 99
vegyliletekkel a fehérje felszinén elhelyezkedd ciszteinek jeldlésekor sokkal élesebb
vonalakat kaptak, mint 11 esetében. A 97 ¢és 99 vegyiiletek a fehérjék mésodlagos
szerkezetének felderitésére alkalmasab-

bak, mint a 11 vegytilet.
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20. abra: A Lizozim T4 72-es helyén ciszteinnel modositott mutansainak jelolése 11 (R1), 96
(R3), 97 (R4) és 99 (R5) vegyiiletekkel (legfelso spektrumok). A tobbi estben a 68-76 helyzetii
aminosavak némelyikét — az eredeti cisztein mutacio megtartasa mellett - az apolaris alaninra
cserélve (sziirke korok) vizsgaltak™

Tovabbi monofunkciondlis ,benzil-tipusi” spinjelzéket szintetizaltunk 84 ¢és 86
vegyiiletek  metdnszulfonsav ~ észtereinek  nukleofil — szubsztitucidjaval, majd a
halogénvegytiletek (100, 102) SH-reaktiv csoportra torténd cseréjével (15-23% termelés 3
1épéses folyamatban) (22. 4bra).

MsCI/EtzN NaSSO,CH,
N — — >
. oy Maid LiBr ||\| N
o) o Br o SSO,CHs
84 100 101
MsCI/Et;N NaSSO,CHz
N —_— —_—
| - OH majd LiBr ll\l 'I\I
o) o Br o SS0O,CH,
86 102 103
NO2 NO, NO,

22. abra: A benzil tipusu SH-reaktiv spinjelzok szintézise
Hasonloképpen jartunk el a 19 vegyiilet és a 4-hidroximetil-fenil-boronsav Suzuki-

reakcidjaval nyert 104 vegytiletbdl eldallitott 106 metantioszulfonat szintézisénél (22. abra).

Az elgondolasunk ezen uj spinjelzé vegyiiletek kifejlesztésénél az volt, hogy a 101%™ és
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106" vegyiiletek mas-mas orientacioval rendelkeznek és a 103" esetében szdmolhatunk a
nitrocsoport €s a biomolekula kozott kialakuld hidrogénkotéssel is, bar ezen molekulak

biofizikai alkalmazhatosdgat még részletesen nem vizsgaltak.

SSO,CHs
HO C OH
Br B
— HO
>C§< — MSCIEEN N""SSOZCHS =
_—
’|\'. Pd(PPh3),Cl, majd LiBr N
O . (|)

N
Ba(OH), ' 8H,0 |
(OH), " 8H; o O
19 104 105 106
22. abra: A benzil tipusu SH-reaktiv spinjelzok szintezise.

A monoszubsztitualt SH-specifikus spinjelzd vegyiiletek és a 3,4-diszubsztitualt spinjelzd
vegyliletek kozotti atmenetnek tekinthetdé az 5-oxil-4,4,6,6-tetrametil-4,6-dihidro-5H-
tieno[2,3-c]pirrolvazas vegylilet. A tioféngyiliri masodlagos kolcsonhatasokat (pl. =m-m
kolesonhatas aromas aminosavakkal) is képes kialakitani a kornyezé makromolekuldkkal. A
37 B-brom-a,p-telitlen-aldehid Fiesselmann-reakciojaval*® a 107 észtert kaptuk 65%-os
termeléssel. Ezt redukélva jutottunk 108 alkoholhoz, amelynek metanszulfonsav észterébdl
nukleofil szubsztiticiés reakcidokkal allitottuk eld a 109 bromvegyliletet és a 110

metantioszulfonatot (23. abra)."

COZCH3 Br SSOZCHg
Br S 57N 37N
HSCHchZMe SMEAH MSCl/Eth _ NaSSOZCH3 J—
_—
N 1,1 ekv DBU LiBr 'l\l ,l\l i

O O fe) (¢}
37 107 108

23. abra: Nitroxiddal kondenzalt tioféngyiiriit tartalmazo SH-reaktiv reagens szintézise.

Egy SH-reaktiv csoportot tartalmazo, 3,4-diszubsztitudlt spinjelzo vegyiiletek szintézise

Az egy SH-reaktiv csoportot tartalmazéd diszubsztitualt spinjelzd vegyliletek egyik
szubsztituense kovalens kotés kialakitasara alkalmas, mig a pirroli(di)n gylrd 4-es
helyzetében levd szubsztituens a masodlagos kolcsonhatdsok révén csokkenti a gytir(
sajatmozgasat. A masodik szubsztituenst tobbféleképpen éEpitettik be. A [B-brom-a,f3-
telitetlen-karbonsavbol  kialakitottuk 38 allil-bromvegyiiletet, utobbibol pedig a 111"

metantioszulfonatot 44%-0s hozammal. Ennek a spinjelzének maga a 4-es helyzetii bromatom
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a gylr sajatmozgasat lecsokkentd szerkezeti eleme. A 9 telitetlen aldehidre torténd bazis
katalizalt Michael-addicio a 112 aldehidet adta, ebbdl redukcidval kapott alkohol mezilatjan
keresztiil szubsztiticids reakcidk soran jutottunk el 115 metantioszulfonathoz. A keletkezett
spinjelzé reagens két aszimmetria centrumot tartalmaz. Ez elkeriilhetd volt, ha a 37
vegyiiletb6l addicids- eliminacios reakcidk, majd redukcio utan kapott 41, 42 alkoholokat ¢s
ezek szulfonna oxidalt szarmazékait (43, 44) reagaltattuk tovabb és alakitottuk ki 118, 119,
122, 123 metantioszulfonatokat, 2 ill. 4 1épéses folyamatok utan 12-45%-os termeléssel.” A
kettés kotés epoxidalasa is lehetdséget nyujtott egy ujabb szubsztituens bevitelére. A 9
aldehidbdl kialakitott 64 epoxi-karbonsav 124 vegyes anhidridjét redukalva jutottunk 125
alkoholhoz, amit 126 halogénvegyiileten keresztiil 127 SH-szelektiv reagenssé alakitottunk
(24. 4bra).""

Br Br Br. 5502CH3
— NaSSOZCHg, -
EEE——
N N
- L -

(0]
111
38

on

—s  CHO \_5 s
EtSH € g
— NaBH, MsCIEt;N
0,1 ekv. DBU N —_—
| - e majd LiBr
o o)
o 112 113 114 115
RS OH SSOZCH3
— MsCI/EtzN NaSSOgCH3
e E—
N, majd LiBr N, . Et| 41,116, 118, 43, 120, 122
o)
Ph| 42,117, 119, 44, 121, 123
41,42 o 116, 117 118, 119
QL0 WP AL
R—Y RS R—S SSO,CH,
MsCI/EtSN NaSS0,CHs
B — —_—
N majd LiBr
o
43, 44 120,121 122,123
g foaH Q LO,CO.Et ) OH Qo Br 9
' CICO,Et — NaBH, a MSCI/EtzN NaSSO,CHs
—_ " = E— -
L. ||\l ’|\‘ LiBr 'I\l |
© o o o o
o4 124 125 126 127

24. dabra: A 3,4-diszubsztituadlt, 4-es helyzetben heteroatomot tartalmazo SH-reaktiv

spinjelzo vegyiiletek szintézise.




A szén-heteroatom kotés kialakitasa mellett fontos kérdés volt, hogy hogyan tudunk
Erre a 37 bromvegyiilet Suzuki-reakcidja volt a kényelmes megoldas, mert az Ujabb
szubsztituenst a nitroxid funkcié megvédése nélkiil tudtuk beépiteni. A fejezet elején mar
emlitett Suzuki-reakcidval eldallitott 45-52 aldehidek tovabbalakitasaval a 4-es helyzetben
kiilonbozo (alifas, aromads, heteroaromas stb.) szubsztituenst hordozd, SH-reaktiv spinjelzé
vegyiiletek voltak kialakithatok. Biofizikai vizsgalatokban csak a metil- és a fenilszarmazékok
szerepeltek, igy a 24. abran is csak az ezekbdl késziilt 132, 133 reagensek szintézisét
tiintettem fel."" *!!

A telitetlen szarmazékok kialakitasa mellett, Osszehasonlitas Végett szintetizaltuk a
allitottuk eld 6 észterbdl illetve O-acetilszarmazékabol. A korabban kozolt 135 észter'®
mellett a 134 észter szintézisét is sikeriilt megoldanunk azzal, hogy a nitroxidot diamagneses
O-acetatta alakitva az O-metilszdrmazék képzddése elkeriilhetd volt. A 134 és 135 transz
relativ konfiguracioju észterek redukcidjaval kapott alkoholokbol (136, 137) alakitottuk ki a
140, 141 SH-szelektiv reagenseket.™"

A 29 diénbdl 1,4-brémaddicioval allitottuk eld 142 dibromvegyiiletet 70%-os
termeléssel. Ennek parcialis szubsztituciojaval jutottunk 143 vegylilethez a 144 melléktermék
keletkezése mellett. A 143 ftalimidszarmazékbol szubsztitiicids reakcioval alakitottuk ki 145

metantioszulfonat reagenst 17%-os 0ssztermeléssel (25. 4bra).

R SSO,CH;
NaBH4 7& MsCI/Et;N NaSSOZCH3 H;
majd LiBr CH3

Ph

45, 128, 130, 132, 134, 136, 138, 140
46, 129, 131, 133, 135, 137, 139, 141

45, 46 128, 129 130, 131 132,133
CO,CHg CO,CHg SS0,CHj
NaSSO,CH
7& RMgX SMEAH 7((/; MSCI/Et3N 7(? 2CHg
NaI
majd MnO,
134, 135 136, 137 138, 139 140, 141
CH3
6/0AC Q
NaSSO,CH N SS0.CHs
EtOH/HCI 1 ekv ftalimid-kalium s —
"\‘, Br, majd NaNO, . | X 0 N
[¢] O O
29 143

Br o é :
143, 144 145
144 N—

o

25. abra: A 3,4-diszubsztitudlt, 4-es helyzetben szénatomot tartalmazo SH-reaktiv

spinjelzé vegyiiletek szintézise.
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Az igy kialakitott 3,4-diszubsztitudlt telitett és telitetlen, SH-reaktiv spinjelzé molekulakrol a
UCLA Kémia ¢és Biokémia intézetével egylittmiikodésben megallapitottuk, hogy a fehérjék

. r Lo r rer 1 r e ;o , r1,. XII
mas-mas régiodinak a modositasara és tanulmanyozasara hasznalhatok.

A telitett vegyiiletek
inkdbb az oldallancok mozgasat képesek kovetni, igy inkabb az oldallancok kozott fellépd
kolcsonhatasok tanulmanyozasara (pl. hidrogénkdstés) alkalmasak. A 4-szubsztitudlt pirrolin
nitroxidok sajatmozgéasa korlatozottabb, igy az ESR spektrumban a fehérjelanc mozgéasa
tiikkrozédik inkdbb. A telitetlen vegyiiletek, kiilondsképpen a nagyméretii szubsztituenst
tartalmazok, mint pl. 145 spinjelzé vegyiilet a fehérje korrelacios rotacios idejének a
meghatarozasara alkalmas. Ez a kiilonbség a T4 lizozim 72-es ciszteinjének pirrolin (két
csucs, mobilis és immobilis populaciok) ill. pirrolidin (egy cstics a magneses anizotropidk
kiatlagoloddsa miatt, ami az oldallanc-szerli gyors mozgés kdvetkezménye) nitroxidokkal

torténd modositasabol is lathato (26. abra). "
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26. abra: A 72-es T4 lizozim cisztein pontmutans jelolése telitetlen (=) és telitett (---)

nitroxidokkal.
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A 3,4-diszubsztitudlt, homobifunkcionalis, SH-reaktiv keresztkoto reagensek szintézise

A keresztkotd reagenseket gyakorta alkalmazzak biokonjugacidos modszerekben. A spinjelzd
vegyiiletekbél kialakitott keresztkotd reagenseket troponin C fehérje’’ és membran
vizsgalatokban®® is sikeresen alkalmaztak. A szimmetrikus homobifunkcionalis keresztkotd
reagensekkel szemben fontos kovetelmény, hogy a nitroxid funkcids csoportra nézve
szimmetrikusak legyenek vagy a keresztkotések kialakitdsa tigy torténjék, hogy elkeriiljiik a
tobbféleképpen jelolt fehérjék csoportjainak megjelenését az ESR spektrumban.

A legkézenfekviobbek 142 dibromvegytiletbdl nukleofil szubsztitiicids reakcidival, 58-80%-o0s
termeléssel  kialakitott ~SH-szelektiv 150  bisz(metantioszulfonat), 146 ¢és 148
bisz(izotiurénium) és  bisz(izoszelenurénium) sék  voltak! A  korabban  kozodlt
monoizotiurénium sokkal* szerzett tapasztalatok szerint a sok a tiolokkal lassabban reagalnak
150 vegyiilethez viszonyitva, viszont jobban olddédnak vizben. A 146, 148 izouroniumsokbol
felszabaditott ditiol- 1ill. diszelenol- vegyiiletek mar enyhe oxidaci6 hatasara is
intramolekularis diszulfidda (147) ill. diszeleniddé¢ (149) ciklizdlhatok (27. abra). Az

eldkisérletek azt mutatjak, hogy ezek is képesek keresztkotések kialakitasara.

HaCS0,S SS0,CH;
D HaN J\ NaSSO,CH —
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27. abra: Bisz(allil) tipusu SH-reaktiv, homobifunkciondlis keresztkoto reagensek kialakitasa.

A keresztkoto reagensek masik fO forrasa a bisz(benzil-halogenidek). A szimmetrikus 29 dién

Diels-Alder-reakcidja, majd az azt kovetd oxidacidé a 151 paramagneses ftalsavésztert
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eredményezte 27%-o0s Ossztermeléssel.! Ennek redukciojaval, majd nukleofil szubsztiticios
reakciok sorozatan keresztiil jutottunk a 154 keresztkotd reagenshez (28. abra).*™ Azonban
mind 150, mind 154 molekula a szamitogépes modellszamitdsok (geometriai optimalizalas)
szerint legfeljebb 4-5 A tavolsagot képes dthidalni. Ezt a problémat jol lehetett orvosolni a 91
¢és 95 bisz(benzaldehid) molekulak redukcidjaval kapott 155 és 158 vegyiiletek valamint 20
dibromvegyiiletbél Suzuki-reakcioval nyert 161 atalakitasaval (28. 4bra). A 157, 160, ™ 163™
keresztkotd spinjelzd vegyiiletek mar 9-13 A tavolsag 4thidalasara képesek (1. tablazat, és 29.
abra). Igy alkalmasak intra- vagy interhelikalis keresztkotések kialakitisira is, amely
lehetdvé teszi az aminosavlanc konformdciés mozgasanak vagy fehérje alegységek
egymashoz viszonyitott mozgasanak a kovetését. A keresztk6té homobifunkcionalis spinjelzd
vegyiiletekkel a vizsgalatok még folyamatban vannak. A két aromdasgyliriit tartalmazé

spinjelzé vegytiletek hatranya a korlatozottabb vizoldhatdsaguk.
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28. abra: A bisz(benzil) tipusu SH-specifikus keresztkoto reagensek szintézise.
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1. Tablazat: A homobifunkcionalis
keresztkotd reagensek altal athidalhato

tavolsag
W \/ Vegyiilet A ciszteinnel reagalé
= /o~ kénatomok tavolsaga ()

150 3,6
__ 154 3,7
157 9,5
,\ 160 13,5
/ 163 10,7

29. abra: A 150 és 160 vegyiiletek haromdimenzios abrazolasa ChemDraw3D program
segitségeével, egyszerii geometriai-optimalizalassal.

A heterobifunkciondlis keresztkoto SH-reaktiv és fotoaffinitas reagensek szintézise

Az fotoaffinitas reagensek™ f6 elénye, hogy kovalens kotést kontrollalt kiirilmények kozott
(adott 1ddben, meghatarozott hullamhosszasagu fénnyel torténd megvilagitas) lehet
kialakitani. Héatranya, hogy kevésbé szelektiven reagdl a kornyezetében taldlhatd
oldallancokkal. Ha a keresztkotd reagensek egy ,,horgonyzoécsoporton” (SH- vagy NH,-
reaktiv csoporton) keresztiil kapcsolodnak fehérjéhez, a fotoaktivalassal létrehozott
keresztkotéssel vizsgalhatjuk pl. a fehérje-fehérje kolcsonhatasokat, a fehérje alegységek
tavolsagat és konformacids viszonyait agonista vagy ion-kotddés esetén. Mindezek a
folyamatok ESR spektroszkopiaval is kovethetdvé valnak, ha a fotoreaktiv csoport és a
horganyzdcsoport kdzé egy paramagneses 0sszekotd csoportot helyeziink. Ilyen keresztkotd
reagenseket mar kordbban is eldallitottunk, de a 24 ¢és 25 vegyiileteket csak 6-8 1épéses
folyamatban, véddécsoportok alkalmazasaval sikeriilt kialakitani. A Suzuki-reakcidval 4-
benzoil-fenil-boronsavbol kialakitott fotoaktivalhaté benzofenonnal kevesebb 1épésben, jobb
Ossztermeléssel (16-30%) Ilehetett eldallitani 53 alkoholbol és 167 észterbdl a 165
fotoaktivalhato, SH-reaktiv és a 169 fotoaktivalhato
NH,-reaktiv keresztkotd reagenseket, amelyek altal athidalt tavolsag 6,7 A kériili (geometriai

optimalizalas, ChemDraw 3D program)(30. abra).""
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30. abra: Heterobifunkciondlis keresztkoto reagensek kialakitasa.
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3. Szénciklusokhoz és heterociklusokhoz kapcsolt nitroxidok szintézise

Ebben a fejezetben fdleg a pirrolin, piperidin nitroxidokkal anelldlt aromas
heterociklusok és szénciklusok szintézisét foglalom Ossze. A szintézisek soran elsOsorban a
C-C kotés kialakitasara torekedtiink, azt tartva szem eldtt, hogy a szén-heteroatom kialakitasa
bar egyszeriibb, az alapmolekula biologiai hatasat esetleg kedvezotleniil befolyasolja. Ezzel a
témakorrel a spinjelzokkel foglalkozd 2. fejezet, a bioldgiailag aktiv paramagneses
vegyliletekkel foglalkoz6 4. fejezet, és a kettdsen jelold vegyiiletekkel foglalkozo 5. fejezet is
tobb részletben atfed. A pirrolin nitroxidokkal anellalt szénciklusoknak és heterociklusoknak

onmagukban, mint az oximetridban hasznalhat6 reagenseknek van fontos szerepiik.”'

3.1. Irodalmi hattér

A szénciklusokhoz ¢és heterociklusokhoz a nitroxidok egy o-kotésen keresztiil vagy
két o-kotésen keresztiil kapcsolhatok. Az utdbbi esetben a vegyiiletek lehetnek kondenzalt- €s
spirovegyiiletek. Szamos szénciklussal kondenzalt nitroxidot irtak mar le. Ezek koziil a
legfontosabbak ¢és leginkébb elterjedtek az ausztral és amerikai kutatok altal ftalimidbol

3254 Tovabbi karbociklussal anellalt nitroxidokra

eldallitott izoindolin nitroxidok (170, 171).
példa a japan kutatok altal eléallitott hexahidroindol nitroxid (172) és az angol kutatok altal
eléallitott dekahidrokinolin nitroxid (173)°. Az 1990-es évek végén 1,3-dipolaris
cikloaddicioval fullerénhez anellalt nitroxidot (174) is szintetizaltak.”” Intézetiink kutatdi a 30
aszimmetrikus paramdgneses diénbdl Diels-Alder reakcioval a 175 biradikélis vegyiiletet

allitottak eld (31. abra).*
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31. abra: Korabban szintetizalt, szénciklusokhoz kapcsolt nitroxidok.
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Szamos, heterociklushoz kondenzalt ill. kapcsolt pirrolin, tetrahidropiridin és piperidin
nitroxidot szintetizaltak, bar ezek szama elmarad az egyéb, paramdgnesesen modositott
vegyiiletcsaladba tartozd vegyliletek szamatol. Orosz kutatok allitottak elé a exociklusos
kettés kotést tartalmazd 176 keton dimerizacojaval keletkezd 177 pirano[2,3-c]pirrol
biradikalis vegyiiletet,”® a 178 paraméagneses tetrahidrokarbazol analogokat,” a 179
epoxidot™ és a 180 tioféngyliriit tartalmazo vegyiiletet.®’ Kinai kutatok 181 paramégneses
koronaéter szintézisekor hasznalt 1,5-diol mellékreakcidjaval a 182 perhidro-2H-pirano[3,2-

c]piridinvézat tartalmazé vegyiilethez jutottak (32. 4bra).*
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32. abra: Piperidin, tetrahidropiridin, pirrolin és pirrolidin nitroxidokhoz kapcsolt

heterociklusok.

Amerikai kutaték és kutatocsoportunk az 1980-as években paramagneses koronaétereket
(183, 184%") ¢s paramagneses ciklam tipustt (185) makrociklusokat szintetizaltak.® A
spirovegyiiletek koziil a 17 ketonbol elballithatd 186 hidantoinszarmazékot® kell emliteni,
mert ebbdl nyerheté 187 TOAC aminosav és ebbdl a fullerénhez kapcsolt 188 spirovegyiilet
(33. 4bra).*®
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33. abra: Heterociklusokhoz kapcsolt nitroxidok.

3. 2. Sajat eredmények
3. 2. 1. Szénciklusokkal anellalt pirrolin nitroxidok szintézise
A Diels-Alder-reakcioval eloadllitott vegyiiletek

A 29' szimmetrikus paramagneses diénnel végzett Diels-Alder-reakcid a rogzitett s-
cisz-konforméacid miatt, a varakozasoknak megfelelden, készségesebben jatszodott le 3
vegyiilettel és eredményezte a 189 vegyiiletet, mint a 3 dienofilvegyiilet reakcidja 30
aszimmetrikus diénnel. A 29 diént acetilén-monokarbonsav- és acetilén-dikarbonsav-
¢észterekkel reagaltatva, majd 2,3-dikor-5,6-diciano-1,4-benzokinonnal (DDQ) oxidalva
kaptuk 151 és 190 észtereket 24-33%-os termeléssel.’ A 29 diént az antranilsavbol in situ
képzett dehidrobenzollal reagaltatva, majd azt kovetd DDQ-s oxidacioval 10%-os termeléssel
a 191 paramagneses naftalinhoz jutottunk. A diént a fullerénnel (Cep) reagéltatva a
fullerénekre is jellemz6 [4+2] addicids reakcioban® a 192 adduktot kaptuk.™™ A 29
paramagneses diént 1,4-benzokinonnal vagy metil-1,4-benzokinonnal 2M LiClO4 oldatban
reagaltatva, majd aktiv MnO,-dal és DDQ-val oxidalva 193, 194 naftokinonokat kaptuk 27-
29%-o0s termeléssel. A 193 vegyiilet és a 29 dién ismételt Diels-Alder-reakcidjaval a 195

biradikalis vegyiilethez jutottunk (34. abra). X"

28



189 151 MeO,C

CO,Me N—-O
;o N/

R X
o) o)
195
Qo 29
2, N
2 29 N
®) 0 /s
< IS
2 S
[@] 0
R R
194 cH,
o)
193, 194 192

34. abra: Diels-Alder-reakcioval szintetizalt, pirrolin nitroxiddal anellalt szénciklusok

A fenil-szulfonilecetsav-metil-észtert 142 dibrémvegyiilettel alkilezve 196 ciklopenténsav-
metil-észterré  alakitottuk, ebb8l a fenil-szulfinsavat kihasitva® a 197 paramagneses

ciklopentadiénhez jutottunk 24%-os termeléssel (35. dbra).*™
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35. abra: Paramagneses ciklopentadién szintézise
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Pd-katalizalt reakciokkal kialakitott paramdgneses poliaromds rendszerek

A pirrolin nitroxiddal anellalt poliaromés vegyiiletek kialakitasanak egyik lehetséges eszkoze
a Pd-katalizalt keresztkapcsolasi reakciok alkalmazasa.”” A 20 dibromvegyiiletbdl Suzuki-
reakcioval kapott 198 3,4-diaril vegyiiletet fotokémiai reakcidéval nem sikeriilt ciklizalni 199
paramagneses fenantrénné. A Iépésenként végrehajtott Suzuki-reakcidkon keresztiil jutottunk
el 201 aromés aminvegyiilethez, amit diazotatunk, majd Pschorr-szintézissel”® alakitottuk ki
199 vegyiiletet. Erdekesség, hogy téliink fiiggetleniil 199 vegyiiletet ausztral kutatok is
eléallitottak ,,TMBDIO” néven, amelyet a polipropilén lebomlasa kozben keletkez6 gyokok
kimutatasara hasznaltak, mint fluoreszcens indikatort.”! A 20 dibromvegyiiletet 1-naftil-
boronsavval  reagaltava Pdy(dba);  katalizdtor  jelenlétében 202  paramagneses

ciklopent[a]acenaftilént kaptuk (36. abra)."
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36. abra: Paramadgneses poliaromdas vegyiiletek kialakitasa Pd-katalizalt reakciokkal.

3.2.2. Heterociklusokkal anellalt nitroxidok kialakitasa
A szimmetrikus paramdgneses diénbdl kiindulo szintézisek pirrolin nitroxiddal kondenzalt
heterociklusok kialakitasara

A 29 diént pirrolin nitroxiddal anellalt heterociklusok kialakitdsara is jol lehet
alkalmazni. Keletrop reakcié segitségével a 203 gyiiriis szulfonhoz jutottunk,' mig hetero

Diels-Alder-reakciokban’® N-szulfinil-anilinnel a 6-fenil-2-oxil-1,1,3,3-tetrametil-1,3,4,7-
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tetrahidro-2H-pirrolo[3,4-d]6 H-1,2-tiazin-5-oxidot (204) kaptuk, amelybdl 205 pirrolo[3,4-
clpirrolvazat' alakitottuk ki lagos KOH-dal.” A szimmetrikus diént diizopropil-azo-
dikarboxilattal toluolban melegitve a 2,3-diizopropil-oxikarbonil-6-oxil-5,5,7,7-tetrametil-
1,2,3,4,5,7-hexahidro-6 H-pirrolo[3,4-d]piridazin (206) vegyiiletet kaptuk.I A 29 diént etil-
glioxalattal SM LiClO4 éteres oldatban szobahdn reagaltatva 33% termeléssel adta a 207
pirano[3,4-c]pirrolvazas vegyliletet, addig a nitrozobenzollal kloroformban allni hagyva a
208 pirrolo[2,3-d][1,2]oxazinvéazas vegyiiletet kaptuk.*" Az N-(butoxi-karbonil-metilén)-p-
toluolszulfonamidot 29 diénnel reagéltatva a 209 6-butoxikarbonil-1,3,4,5,6,7-hexahidro-2-
oxil-1,1,3,3-tetrametil-5(p-toluolszulfonil)-2 H-pirrolo[3,4-c]piridin ~ gyokds — vegylilethez
jutottunk. Ebbdl lugos kdzegben végzett eliminacidval a paramagneses pikolinsavhoz, majd

annak Fischer-észteresitésével 210 vegyiilethez jutottunk (37. 4bra).
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37. abra: Paramagneses heterociklusos vegyiiletek kialakitisa a 29 dién reakcidival.



A 210 észtert 211 alkoholld redukaltuk, majd az alkoholt szulfinil-kloriddal 212
paramagneses pikolil-kloridda alakitottuk, majd ezzel az 5-metoxi-2-merkapto-benzimidazolt
S-alkileztiik. A 213 szulfidot 214 szulfoxidda oxidaltuk m-klorperbenzoesavval.*" igy a
H'/Na" ATP-4z inbhibitor, gyomorsavszekrécio gatlé omeprazol gy(’)gyszer74 paramagneses
analogjat allitottuk eld. Ennek a vegytiletnek a savszekrécid gatlas mellett jelentds antioxidans

hatasa is van (38. abra).

HO Cl
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38. abra: A paramagneses omeprazol analog eléallitasa

A szimmetrikus paraméagneses diénbdl  készithetd 142  dibrémvegyiilettel a
toluolszulfonsavamidot alkilezve, majd 215 vegyiiletet DDQ-val aromatizalva és a képz6dd
tozilcsoportot hidrolizalva jutottunk a pirrolo[3,4-c]pirrolvazas 216 vegyiilethez. A 142
dibroémot natrium-acetattal reagaltatva, majd az észterek elszappanositasaval jutottunk a 217
bisz(3,4-hidroximetil)pirrolin nitroxidhoz. Ezt MnO,-dal szobah6n oxidadlva a 218
monoformil és 219 diformil nitroxidot kaptuk. Elébbit BF;Et,O-tal (1,2-szeres mennyiség)
furangyiriivel anellalt pirrolin nitroxidda (220) alakitottuk. X" A 219 dialehidet hidrazinnal a
221 piridazinna ciklizaltuk' (39. 4bra).
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39. abra: Pirrolin nitroxiddal kondenzalt heterociklusok szintézise 142 dibromvegyiiletbol.

32



rrrrrr

A B-brom-a,f-telitetlen-aldehidek szamos reakciéja ismert,”” mert az ilyen vegyiiletek
a-metilén ketonok Vilsmeier-Haack-reakcidjaval is el6allithatok.”® A 37 aldehidet metil-
tioglikolattal reagéltatva Fiesselmann-reakcioban a 107 tiofénnel kondenzalt pirrolin
nitroxidot kaptuk (1d. 2. fejezet)." A 2-merkaptometil-benzazolokkal 222-224 vegyiiletekhez
jutottunk 35-68%-os termeléssel. X" Az intézetiink korabbi munkaiban a 2-merkaptometil-
benzimidazolt (222) a,p-acetilén-ketonokkal reagaltatva 2’-tienil-2-benzimidazolokat
kaptunk.”””® Ezt a reakciot kiterjesztettik diamagneses 2’-tienil-2-benzoxazol-szarmazékok
és benztiazol-szarmazékok elballitisara is.”” A 37 vegyiiletet 2 ekvivalens ammoénium-
tiocianattal reagaltatva®™ 225 izotiazollal anellalt pirrolin nitroxidot kaptuk, mig butil-glikolat
natriumsojaval reagaltatva gyenge termeléssel (12%) 226 furanvegyiilethez jutottunk.*™ A 37
aldehidet ciszteaminnal reagaltava DBU feleslegében a 227 7-oxil-6,6,8,8-tetrametil-2,3,6,8-
tetrahidro-7H-pirrolo[3,4-f]-1,4-tiazepint kaptuk." A 37 bromaldehid Sonogashira-reakciéban
fenil-acetilénnel a 228 vegyliletet adta. Az ebbdl képzett aldoxim spontan gytiriizarassal a

229 2-fenil-piridin-1-oxiddal kondenzalt heterociklusos vegyiiletet eredményezte (40. abra).
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40. abra: Pirrolin nitroxiddal kondenzalt heterociklusok szintézise 37 aldehidbol
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A 37 aldehidet a 2-amino-fenil-boronsav-észterrel reagéltatva Suzuki-reakcioban 230
anguldrisan kondenzalt vegyiiletet kaptuk. A 37 aldehidet anilinnel reagaltatva N, N-dimetil-
formamidban (DMF), a linearisan kondenzalt 231 vegyiilethez jutottunk."” Ez utobbi reakcid
kiterjeszteheté volt az anilin alkiloxiszarmazékaira is. Igy 232 2,3,8-triszubsztituélt
kinolinbol, a benzilcsoport eltavolitdsa utan a 233 komplexképzd paramagneses 8-hidroxi-
kinolin analégot kaptuk. Azt tapasztaltuk, hogy ez a reakcio® dezaktivalé csoportot (nitro,
karboxil, halogén stb.) tartalmazé anilinszarmazékokkal nem, vagy igen gyenge (1-3%)
termeléssel jatszodott le. Az 54 keton és a 2-amino-benzaldehid Friedlinder-reakciéval®” a

231 linearisan kondenzalt vegyiiletté volt alakithatd (41. abra).”
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41. abra: Paramagneses kinolinok szintézise 37 aldehidbol.

A 166 B-brom-a,B-telitetlen észtert a 2-hidroxi-fenil-boronsav-észterrel reagaltatva
Suzuki-kapcsolasi reakcioban, majd  baziskatalizalt atészterez6déssel 234 kumarinhoz
kondenzalt pirrolin nitroxidda alakitottuk." A 166 észterbdl eléallitottuk Suzuki-reakcidval a
4-fenilszarmazékot (235). Ezt az észtert savva hidrolizaltuk, a savbol képzett vegyesanhidrid-
észtert NaNj acetonos-vizes oldataban 237 savazidda alakitottuk. A savazidot difeniléterben
melegitve, a Curtius-atrendezédést kovetd  Friedel-Crafts reakcio a 238 pirrolo[3,4-

A 35 PB-brom-o.B-telitetlen-nitrilt bazis jelenlétében

clizokinolin-5-on vegyiiletté¢ zart.
metil-tioglikolattal reagaltatva 239 3-amino-2-metoxikarbonil-5-oxil-4,4,6,6-tetrametil-4,6-
dihidro-5H-thieno[2,3-c]pirrol  vegyiiletet kaptuk. Ebbdl 4-tolil-izocianattal 26%-0s

hozammal allitottuk el8 a 240 triciklusos vegyiiletet. X" Mig a 37 aldehidbél a 2-es helyzetben
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nem szubsztitualt, angularisan kondenzalt kinolin keletkezett, addig a 35 nitrilbél ugyanezzel
a boronsavval a tovabbalakitasra alkalmas 241 paramagneses 2-amino-kinolinhoz vezetett a

Pd-katalizalt reakci6. (42. abra)."
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42. abra: Anellalt pirrolin nitroxidok szintézise [-brom-a, [(-telitetlen telitetlen észterekbol és

nitrilekbol

A hattagli heterociklusos vegyiiletekbdl ez ideig nem sikeriilt kialakitanunk s-cisz
szarmazékok szintézisének kiinduldsi anyagaiként a 17 ketonra és 56 jodvegyiiletre
szoritkoztunk. A 17 ketonbol a Friedldnder-reakcio 242 kinolinszarmazékot adta, mig az etil-
karbazattal kapott hidrazonszarmazék szulfinil-kloridos gytirtizarasi reakcioja®™ 27%-os
0sszhozammal a tiadiazolhoz kondenzalt hattag nitroxidhoz (244) vezetett. Az 56 vinil-
jodidot 2-jédfenollal reagaltatva egy keresztkapcsolasi, majd az azt kdvetd Heck-reakcioval®

245 benzofurannal kondenzalt hattagu nitroxid képz6dott (43. abra).”
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43. abra: Hattagu nitroxidokkal anellalt heterociklusok szintézise

3.2.3. A nitroxidokhoz o-kotésen keresztiil kapcsolt heterociklusos vegyiiletek szintézise
A paramagneses pirrolin €s tetrahidropiridin gytirivel szubsztitualt heterociklusokat
legegyszeriibben 9 és 14 paramagneses aldehidekbdl, valamint a 7 és 12 savakbol képzett
savkloriddal lehetett kialakitani. A 9 aldehiddel szamos klasszikus gytirizarasi reakciot
sikerlilt megvaldsitanunk: 1,10-fenantrolin-5,6-dionnal €s ammonium-acetattal reagaltatva
246 vegyiilethez vezetett.*™ Anilinnel és pirosz6lsavval végzett Doebner-szintézissel® 247
paramagneses kinolin-4-karbonsavat kaptuk. Kalium-tercier-butilat jelenlétében TOSMIC-
kal reagaltatva 248 paraméagneses oxazolhoz jutottunk.*® A 9 aldehidet 4 ekvivalens pirrollal
¢s 3 cekvivalens benzaldehiddel reagaltatva BF;Et,O katalizélta reakcioban, majd DDQ-val
oxidalva a 249 porfirinszdrmazékot eredményezte 3%-os termeléssel, fétermékként az
5,10,15,20-tetrafenil-porfirin képzc’idétt.87 A 2-szubsztitualt benzazolszarmazékokat szintén 9
aldehid O-acetatszarmazékabol (250) szintetizaltuk. Az 5-metil-2-aminofenolt 250 vegyiilettel
kondenzaltattuk, majd a kapott nyers Schiff-bazis PhI(OAc),-os oxidaciéjaval®® és a
véddcsoport eltavolitasa utan jutottunk 251 paramagneses benzoxazolhoz. A 250 vegyiiletet
2-amino-tiofenollal DMSO-ban melegitve, azt kdvetden a véddcsoportot eltavolitva kaptuk

252 2-szubsztitualt benztiazolt (44. abra).” A védScsoport hasznalatara azért volt sziikség,

mert a PhI(OAc), vegyiilet a nitroxidot oxoimmoéniumma oxidalja, mig az aromas tiol
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hosszabb melegités hatasara N-hidroxilaminna redukalja aromas diszulfid keletkezése kdzben

¢s nehezen feldolgozhat6 reakcidelegyet eredményezne.
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44. abra: Heterociklusokhoz C-C kotéssel kapcsolt nitroxidok ,, klasszikus” szintézisei

A heterociklushoz kapcsolt nitroxidok egyik igen fontos csoportjat képezik a hattagu,
egy oxigénatomot tartalmazd heterociklushoz kapcsolt szdrmazékok, a nitroxidgytriivel
modositott kromonok ¢és a flavonoidok. Ezeket fleg antioxidans hatas-szerkezet vizsgalatok
céljabol szintetizaltuk. A 9 aldehidbdl 2-hidroxi-acetofenonnal aldolkondenzacidban kapott
o,B-telitetlen ketont (253) ecetsavban fézve 2-szubsztitualt kromanon (254) keletkezett.® A
gylriizarast lugos kozegben hidrogén-peroxiddal szobahéfokon végezve 3 6rds reakcidoban
22%-0s hozammal a 2-es helyzetben szubsztitualt 3-hidroxi-kromanont (255) nyertiik. Ez a
reakcid mas korilmények kozott (0 °C, 1 napos allas) a pirrolin nitroxidgytriivel 2-es
helyzetben szubsztitualt-3-hidroxi-kromont (256) 26%-os termeléssel adta.*" A flavont 3-as
helyzetben litidlva, majd 9 aldehiddel reagéltatva a 257 paramagnesesen modositott flavont

képz6dott 52%-os termeléssel. V!
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Ismert reakcioban a 7 karbonsavat szulfinil-kloriddal reagaltatva a 258 savkloridot kaptuk,®
amivel a 2-hidroxi-acetofenont acileztiik. Ezt a molekulat KOH-os piridin oldatban melegitve
Baker-Venkataraman atrendezédéssel” 260 1,3-dikarbonilvegyiilethez jutottunk. Ezt a
vegyiiletet savkatalizalt reakcidban a 261 2-szubsztitudlt paramagneses kromonnd zartuk.

Hidrazinnal reagaltatva a 260 vegyiiletet, a 262 paraméagneses pirazol képz8dott (45. abra). "
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45. abra: Paramagneses flavon, pirazol, kromanok és kromonok szintézise

A fenti flavonszintézis 2,6-dihidroxi-acetofenonbol és savkloridbdl kiindulva
egylombikos reakcioban is végrehajthato.”’ A 12 savbol szulfinil-kloriddal a 263 savkloridot
allitottuk eld. A 258 és 263 savkloridokat a 2,6-dihidroxi-acetofenonnal reagaltatva K,CO;
Otszords feleslegével acetonban a 264 és 265 2-szubsztitualt-5-hidroxi-kromont kaptuk 12-
17%-0s hozammal. A 78 paramagneses benzaldehidet eziist-oxiddal 266 karbonsavva
oxidaltuk, majd a savat szulfinil-kloriddal 267 paramdgneses benzoil-kloridda alakitottuk. A
267 savklorid 2,6-dihidroxi-acetofenonnal egylombikos reakcidban 15%-o0s hozammal adta a
268 B-gylirin paramagnesesen moddositott 5-hidroxi-flavonszarmazékot és melléktermékként
a 269 biradikalis vegyiiletet (46. abra).*V*"! Az igy eléallitott flavonszarmazékok antioxidans
hatasossagat (gyokfogd képességét) in vitro korilmények kozott vizsgaltuk®™ és azt
tapasztaltuk, hogy altalaban az alap (szubsztitudlatlan) flavonhoz képest jobb, de nem éri el a

tobb hidroxilcsoportot tartalmazé kvercetin hatékonysagat.
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46. abra: Paramagneses 5-hidroxi-flavonok ,,egylombikos” szintézise
Pd-katalizalt keresztkapcsolasi reakciok 6t €s hattagu gytrtivel szubsztitualt heterociklusok
eldallitasara

A nitroxidokkal mddositott heterociklusok szintézisére altalanosan hasznéalhatok a Pd-
katalizalt keresztkapcsolasi reakciok, mert a nitroxidcsoport a reakcioban nem modosul.
Ezekhez a reakciokhoz az el6zd fejezetben ismertetett nitroxidvegyliletek, az 59, 60
boronsavak, az 55, 56 jodvegyiiletek és a 32 acetilénvegyiilet szolgaltak kiindulasi
vegyiiletként. A 32 vegyiiletet 3-jod-flavonnal reagaltatva a Sonogashira-reakcio’
koriilményei kozott (Cul, Pd(PPh3),ClL, és L-prolinol) a 270 vegyiiletet kaptuk, "' 32
vegyiiletet 2-jod-anilinnel a Larock-indolszintézis™ kériilményei kozott 271 2-szubsztitualt

indolla zart gytriit (47. abra)."
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47. abra: Paramagneses heterociklusos vegyiiletek eloallitasa a 32 acetilénvegyiiletbol
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A nitroxiddal  3-as helyzetben szubsztitualt indolt (272) az N-fenil-szulfonil-indol-3-
boronsavbol® és 55 jodvegyiiletbsl allitottuk eld Suzuki-reakcioval.” A paramagneses
boronsavak (59, 60) Suzuki-reakcioban akkor kiilondsen jelentdsek, ha csak a heterociklusos
halogénvegyiilet all rendelkezésre, a boronsav nem. Igy sikeriilt eléallitanunk a kordbban mar
klasszikus szintézissel elallitott 252 benztiazolt 2-jodbenztiazolbél,” a paramagneses 273 2-
piridinszarmazékot 2-brompiridinbél,”" a 274 paramagneses nikotinsavamidot az 5-brom-

nikotinsavamidbol' és a 275 paramagneses uracilt’’ az 5-brém-2,6-ditercierbutoxi-

pirimidinb81.”*"" (48. abra).
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48. abra: Paramagnesesen modositott heterociklusok szintézise Suzuki-reakcioval
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4. Paramagnesesen modositott biologiailag aktiv vegyiiletek és redukalt szarmazékaik
szintézise

A nitroxidokkal torténd spinjelzés elterjedése mellett igen fontos volt az a felismerés, hogy
nemcsak a makromolekulat lehet paramagnesesen modositani (pl. alkilezni, acilezni), hanem
egy Osszetettebb bioldgiai rendszer valamely épitokovét is lehet mddositani, pl. egy adott
enzim szubsztratjat, vagy a membrant felépitd zsirsavat, vagy a fehérjét felépité aminosavat.
Az ilyen rendszerek ESR spektroszkopids vizsgalata szintén hasznos informaciot szolgaltathat
nitroxidok parositatlan elektronjuk révén be tudnak kapcsolddni az ¢éldszervezetekben
lejatszodd redox folyamatokba pl. szuperoxid diszmutéalas, reaktiv oxigénszarmazékok
csapddzasa. Ez a fejezet a paramagnesesen modositott kismolekuldk szintézisét, néhany

vegyiilet antioxidans hatas-szerkezet dsszefliggését és biofizikai vizsgalatat targyalja.

4.1. Irodalmi hattér

Az elsé nitroxidokkal modositott biologiailag aktiv molekuldk kozé tartozik a mar emlitett
187 TOAC (aminosav) vagy a a 276 paramagneses doxil zsirsav és 277 szteroidszarmazek,
amelyet Hubbell és McConnell a kettés lipid membran tanulmanyozasara hasznaltak.” Hideg
¢és munkatarsai a helyi érzéstelenité spinjeldlt prokaint 278 allitottak el8,”® amelynek
megoszlasi koefficiensét dimirisztil-foszfatidil-kolin kettds membran modellen is vizsgaltak.”
Hopkins csoportja paramignesesen modositott timidint (279) ¢épitett be dezoxi-
oligonukleotidba.100 Szamos paramagnesesen modositott szénhidratszarmazékot (mint pl. 280

gliikoz-szarmazék) szintetizaltak enzimek aktiv helyének tanulmanyozéasara (49. abra)'®"'*
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49. abra: Paramagnesesen modositott biomolekuldk
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Az 1970-es években szamos, kozponti idegrendszerre haté vegyiilet, pl. kodein ill. morfin'®

(281), barbitursav (282), dilantin (283)'" spinjelolt szarmazékat, mint paraméagneses
antigéneket szintetizaltak. Ezekhez antitesteket termeltettek, majd az ezekhez k&t6do
paramagneses molekuldkat a megfeleld alapvegyiiletekkel szoritottak ki a kotddés helyérdl. A
folyamat ESR spektroszkopidval kovetheté volt. Ezzel az un. ,spin immunoassay”

technikdval a kérdéses vegyiiletek akar 10°-10®*M koncentraciéban is kimutathatok voltak

105

nem transzparens bioldgiai mintdkban (50. abra).
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50. abra: Spinjelolt haptének ,,spin immunoassay” vizsgalatokhoz

A nitroxidok bioldgiai alkalmazasa kapcsan tobb kutatocsoport is vizsgalta a
nitroxidok lehetséges metabolitjait, toxicitasat, farmakokinetikai jellemzéit.' %%
Intézetiink munkatarsai az NIH kutatéival (Bethesda) egyiittmiitkodésben bizonyitottak, hogy
a reaktiv oxigénszarmazékok (ROS) a sztérikusan gatolt amint (,,A forma”) stabilis szabad
gyokké (,C forma”) oxidaljak.'” Ez a stabilis szabad gyok azonban a sejtekben 1évé
aszkorbat, tiolok, stb. hatasara N-hidroxilaminna (,,B forma”) redukéll(')dik,110 ugyanakkor azt
is tapasztaltak, hogy az N-hidroxilaminok enzimatikusan nitroxidokka oxidalodnak vissza.'"
A nitroxidok tovabb oxidalodhatnak diaméagneses oxoimmoéniumma (,,D forma”) vagy
rekombinalddhatnak pl. alkilgyokokkel O-alkil-hidroxilamint (,,E forma”) képezve. Ezt a
reakciét hidroxilgydkok kozvetett kimutatasara is hasznaljak.''? A hidroxilaminok redukalé
hatasuk révén képesek redukalni a karos szabad gyokos vegytileteket, mikozben 6k maguk a
nem toxikus stabilis nitroxid szabad gyokké (,,C forma”) alakulnak (51. abra). Az
oxoimméniumion - nitroxid - hidroxilamin (,,D-C-B forma”) rendszer a NAD/NADH redox
rendszerre emlékeztetd sajatsdgokkal rendelkezik. Ezt a reakcidt a preparativ szerves
kémiaban is hasznaljak, bar az oxidacidhoz egy masik oxidaloszer (pl. hipoklorit, elemi brém,
elemi klor, N-brom-szukcinimid stb.) vagy anodos oxidacid is sziikséges, ha a folyamat a

nitroxidra ill. oxoimmoéniumionra nézve katalitikus (52. abra).'"
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51. abra: A nitroxidok és redukdlt szarmazékaik lehetséges dtalakuldsai
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52. abra: Nitroxidok alkalmazasa kooxidansként alkohol aldehiddé v. ketonna torténd oxidaciojaban

Krishna és munkatérsai azt talaltadk, hogy a nitroxidok szuperoxid diszmutalé (SOD)
hatassal is rendelkeznek, bar fizioldgids koriilmények kozott (pH=7,4) ez az aktivitds kb.
ezredrésze Cu,Zn-SOD enzim aktivitasanak.''*''"® Goldstein és munkatarsai azt talaltak, hogy

nitroxidok a nitrogén-dioxidgyokot (NOy) és a karbonatgyokdét  (COs™) tudjak a

leghatékonyabban eliminalni. '
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Intézetiink az NIH (Bethesda) kutatoival kiilonbozé szubsztituenseket hordozé 6t- és
hattagi nitroxidok (C forma), és azok redukalt szarmazékainak (B és A forma) hidrogén-
peroxiddal és ionizdld sugarzassal szembeni védohatasat vizsgalta kinai torpehdrcsog
(cricetulus griseus) V79 sejtvonalon.''” A vizsgalatok soran azt tapasztaltuk, hogy a hidrogén-
peroxiddal szemben szinte mindegyik nitroxid mutatott kisebb-nagyobb védohatast, de
legjobb hatast a hattagli nitroxidok és az amino szubsztituenst hordozo Ottagi nitroxidok
mutattak (284, 285, 286, 287). Az ionizdl6 sugarzdssal szemben fOleg az Ottagq,
aminocsoportot hordozd nitroxidok (288, 289, 290) ¢és a 291 izotiuroniumséd bizonyultak a

legjobbaknak, mig 292 aldehid fokozta a sugarérzékenységet.
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53. abra: Hidrogén-peroxid és ionizalo sugarzas karos hatasat V79 sejtvonalon kivédo

nitroxidok és sugarérzékenységet fokozo sztérikusan gatolt amin

Mindezek alapjan azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a nitroxidok alkalmasak az
oxidativ stressz és sugarzds okozta kéarosoddsok kivédésére, a karos reaktiv
oxigénszarmazékok (ROS) és reaktiv nitrogénszarmazékok (RNS) detoxikalasara.

A ROS- ¢és RNS-okkal szembeni védelem azonban csak akkor hatékony, ha a keletkezés
helyén csapddzzuk a rovid élettartamu (1-10 nsec) karos szabad gyokoket. Ennek megfelelden
a nitroxidot kovalensen hozza kell kapcsolni membranban akkumulalédoé vagy receptoraffin
molekulahoz. Ennek az elvnek az els6 felismerése és alkalmazasa az 1980-as években tortént,
amikor Hideg és Hankovszky a Vaughan Villiams-osztalyozas szerinti 1B osztalyba tartozo
vegylileteket szabadalmaztattak. Ezek kozil a 293 (H-2545) szivizom membranban
akkumulalédé kardioprotektiv, antiarritmias vegyiilet a klinika II. fazisig sikeresen

eljutott.’® Az utobbi idében err6l a vegyiiletrdl bebizonyosodott, hogy a kardioprotektiv
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hatasat ugy fejti ki, hogy stabilis szabad gyokké (294, H-2954) oxidalodik.'”'"” A H-2954
vegyiilet szintén rendelkezik mérsékelt kardioprotektiv hatassal. A 293 vegyiiletrdl
allatkisérletes modellen kideriilt, hogy képes megakaddlyozni a tetraciklinek oxidativ
metabolizmusa  folytan  fellépd  szivizom kéarosodast is."” A 293  vegyiilet
hatasmechanizmusanak tanulméanyozasa kapcsan felmeriilt, hogy mar forgalomban [évo,
keringésre hatdé gyogyszert modositsunk pirrolin gytirtivel a kedvez6bb hatas reményében. A
valasztds az antiarritmikumok koziil a szintén IB osztalyba tartozo mexiletinre esett. Ennek
aminocsoportjat alkilezve 10 bromvegytilettel jutottunk 295 vegyiilethez. Ezt vaspor/jégecetes
redukcidval'?' 296 vegyiiletté alakitottuk. Amerikai kutatokkal egyiittmitkodve azt talaltuk,
hogy 296 vegyiilet kivalo antioxidans és 30 perces, mesterségesen eldidézett iszkémia utdn a
szivfunkciot (pl. balkamrai diasztolés vérnyomds) mar 25uM koncentracioban 96%-ban
visszaallitotta 45 perces reperfizid utan, mig erre a mexiletin csak 20%-ban volt képes. A
hatast azzal lehet magyarazni, hogy a pirrolingylirii csapddzza az iszkémia kozben keletkezd
ROS-kat (54. abra), erre utalt a 295 gyokké metabolizalodd amin ESR triplettjének

. 4 122
megjelenése.

O O
ROS
H H
(0] (0]
294

293
o\)\ Fe/AcOH \)\
o)
NH . \H
ROS _
295 296

54. abra: Pirrolin nitroxiddal és sztérikusan gatolt aminszarmazékaval modositott kardioprotektiv szerek

A paramagnesesen modositott biologiaialag aktiv vegyiiletek koziil az egyik
legsikeresebb csoport a nitroxidokkal modositott daganatellenes szerek. Ezek kozil a

3 298 doxorubicint'** és a sejtosztodast gatld

nitroxidgytiriivel modositott 297 thiotepat,'
paramagnesesen modositott podophyllotoxint'® (299) emelem ki (55. 4abra). Ezekre a
vegyiiletekre az a jellemzd, hogy kisebb altalanos toxicitdssal, de nagyobb antitumor
aktivitassal rendelkeznek. A hatasmechanizmus pontosan még nem ismert, de feltételezik,
hogy a nitroxidok a hipoxias daganatsejteket érzékenyebbé teszik a citotoxikus vegyiiletekkel

szemben.
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55. abra: Paramagnesesen modositott daganatellenes szerek.

4.2. Sajat vizsgalatok

4.2.1. Nitroxidgyiiriivel modositott gyogyszerek szintézise és vizsgalata

A paramdgneses benzaldehid-szarmazékokbdl szintetizalt vegyiiletek

Az aromdasgylriit tartalmazo paramagneses gyogyszerek szintézis¢éhez a 2-aril-
pirrolidinek idealis kiindulasi vegyiiletek. igy a 78 aldehidet aceton feleslegével lug
jelenlétében kondenzaltatva kaptuk 300 paramagneses 4-fenilbut-3-én-2-on-t majd ezt 4-
hidroxi-kumarinnal vizes oldatban melegitve kaptuk 18% Ossztermeléssel a 301
paramagneses warfarin analogot. A masik véralvadasgatld vegyiilethez, a 302 fenidionhoz 78
aldehid és ftalid NaOMe jelenlétében végzett reakcidjan keresztiil jutottunk. A 87
paramagneses 2-nitro-benzaldehid szintén kulcsvegytiletnek bizonyult. A 87 aldehidet Ag,O-
dal karbonsavvéa oxidaltuk, majd a nitrocsoportot aminnd redukaltuk Ehrenkaufer-mddszerrel,
ezutan az amint diazotaltuk és fenolld hidrolizaltuk és igy jutottunk 4%-os Ossztermeléssel
305 paramégneses szalicilsavhoz.™ Egy, a kozelmiltban leirt médszer szerint'*® a 87
aldehidbdl és metil-acetoacetattal, ammonium-acetattal natrium-jodid és trimetilszilil-klorid
jelenlétében acetonitrilben reagéltatvakaptuk 17%-os termeléssel 306 dihidropiridin-
szarmazékot, amely a Ca-csatorna blokkold nifedipin paramagneses analdgja. A reakcid
mellékterméke a 307 aromatizalodott vegyiilet (56. abra).”™
Paramagneses dihidropiridin-szarmazékokat intézetlink munkatdrsai mar kordbban is
szintetizaltak 9 aldehidbdl kiindulva, de az nem mimelte pontosan a nifedipin szerkezetét,
mert az 1-oxil-2,2,5,5-tetrametil-pirrolin-3-il  szubsztituens kozvetleniil és nem az

aromasgylirii szubsztituenseként kapcsolodott a dihidropiridin 4-es helyzetéhez.'”’
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56. abra: Benzaldehidbdl és nitro-benzaldehidbdl szintetizalt, paramagnesesen modositott

gyogyszerek

A benzold]izoszelenazol-3-on-gyiiriis vegyiiletek

A paramagnesesen moddosithatd aromdsgyliriit tartalmazo vegyiiletek csalddjaba
tartozik a 316 ebselen elnevezésii neuroprotektiv szer is amelyet a 308 2-klorszelenil-benzoil-
klorid és anilin (309) reakcidjaval szintetizaltak.'”*'* Az ebselen jelentésége, hogy a
glutation-peroxidaz enzim (GPx)-szerli hatassal rendelkezik, azaz hidrogén-peroxidot vizzé
redukalja glutation részvételével (1).

GPx
ROOH +2 GSH — ROH + GSSG + H,0 (1)

Szamos ebselen analogot szintetizaltak,"*® ezek hatékonysagat Gigy is lehet mérni, hogy az
altaluk katalizalt reakcié kezdeti sebességét spektrofotometridsan meghatarozzak.””! Ugy
gondoltuk, hogy érdemes lenne az antioxidans hatdst nitroxidokat az ebselennel ill. a
benzo[d]izoszelenazol-3-on-gylirlivel kombinalni. Az elsé valasztdsunk a paramdgnesesen
modositott anilinnel (310) torténd reakciora, majd a kordbban eldallitott és mas esetekben is

117,118 oo 7w sz
118 torténo reakciora esett. A

sikeresen alakmazott paramagneses aminokkal (284, 311-315)
paramagneses aminokat reagaltatva 308 savkloriddal kaptuk (317C-323C) vegyiileteket 35-
73%-o0s termeléssel. A nitroxidokat etanolos sdsavval megfézve a 317B-323B hidroxilamin-

szarmazékokat kaptuk, a 317C-323C vegylileteket a vaspor-jégecetes reakcioval redukélva a

47



317A-323A sztérikusan gatolt aminvegyiiletet tartalmazé diaril-diszelenidekhez jutottunk
kozepes (47-59%-0s) hozammal. Ennek magyardzata, hogy a redukcié sordn nemcsak a
nitroxid redukalodik aminnd, de a Se-N kotés is felhasad és a feldolgozas soran a szelenol
diszeleniddé oxidalodik (57. abra). Az igy kapott vegyliletek katalitikus hatasat indiai és
német kutatokkal kooperacioban vizsgaltuk. A 284, 309-315 aminok szerkezetét és a 316-323

célvegyiiletek katalitikus hatsat a 2. tablazat mutatja.""

0 o :
R:Ph, §—Y.
cl Et;N >0
+R—NH, —> N—R
SeCl A N
308 o

284, 309-315 316, 317C-323C

317A-323A 317B-323B OH ¢

57. abra: Paramagneses és diamagneses benzo[d]izoszelenazol-3-on-gyiiriis vegyiiletek és

diaril diszelenidek szintézise.

2. Tablazat: Paramdgneses és diamdgneses ebselen analogok szerkezete és t-BuOOH

bomlasat katalizalo képessége (vy).

Amin R Célvegyiilet, Q vo [UM/min]*
309 @ 316 12,16+0,94
310 317A, Q=H 25,11+0,16

N

Q &
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2. Tablazat (folytatas)

Amin R Célvegyiilet, Q Vo [UM/min]
311 i 318A, Q=H 19,18+1,65
§—>< 318B, Q=OH 5,10+0,95
N
\
o 318C, Q=0° 30,940,86
312 319A,Q=H 11.9420,41
D
4
313 320A, Q=H 30,13%0,15
314 E 321A, Q=H 13,82+0,46
Q_N>< 321C, Q=0' 22,11%0,57
0
315 Q—)ZCH 3224, Q=-H 17,4620,76
y 322C. Q=0" 14,05%0,76
Q
284 323A, Q=H 23,57+0,76
4 N—0O
323C, Q=0 21,65+0,38

A 2. tablazat adatai alapjan kijelenthetjiik, hogy a legtobb 1j ebselen analdg eléri, sot
meghaladja az alapvegytilet (316) katalitikus aktivitasat. Vizsgaltuk a H-2545 (293) és a H-
2954 (294) vegyiiletek katalitikus hatasat is, ezek 2.08+0,61 ¢és 2.21+0,23 puM/min
nagysaguak voltak. A 318A ¢és 318C vegyiiletektdl ezek abban kiillonboznek, hogy szelénatom
helyett karbonilcsoport talalhatdé benniikk. Ha az ebselenre (316) jellemezd értékhez
hozzdadjuk a H-2545-re jellemz6 értéket (2,08+12,16=14,24) kisebb szamot kapunk mint a
318A-ra jellemzd érték (19,18). Mindebbdl azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le, hogy nem
pusztan additiv hatdsrol van sz6 hanem a nitroxidok szinergizaljak az izoszelenazolongytiri
katalitikus aktivitasat, vagyis a nitroxidok és azok diamégneses szdrmazékai is részt vesznek
a peroxidok detoxikalasaban. Ezen vegyiiletek tovabbi elénye az ebselennel szemben, hogy

vizben oldddnak. A szerkezet-hatds Osszefiiggésekbdl az tlinik ki, hogy a legjobb 320A ¢és
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318 C vegyiiletek polaros (amin ill. savamid) &sszekotdlanccal rendelkeznek. Mindezek
alapjan kijelenthetjiik, hogy a mexiletin médositasanal alkalmazott elv kiterjeszthetd az
ebselen-szarmazékokra is. Ezért ugy gondoltuk, hogy az elv alkalmazhatd mas gyogyszerekre

is.
A trimetazidin médositasa nitroxidokkal ill. diamdgneses szarmazékaikkal

A trimetazidin (324) régota ismert antiiszkémids gyogyszer, amelyet idiilt anginas
panaszok kezelésére is haszndlnak. A hatas azon alapul, hogy géatolja a 3-ketoacil-koenzim-
A-tiolaz enzim aktivitdsat és a szivizomsejtek energiatermeld folyamataiban a zsirsav
oxidacio helyett a glikoéz oxidacio valik hangsalyosabba.’> A trimetazidinnek ROS
képz6dést gatlo sajatsagat is megfigyelték.'”® A szerkezet egyszeriisége tobb kutatot
Osztonzott arra, hogy a szerkezet mddositdsaval, féleg a piperazingylrli szekunder
nitrogénatomjanak alkilezésével Gjabb szarmazékokat szintetizaljanak. Ezek koziil a lomerizin

(325) volt talan a legsikeresebb, ezt migrénellenes gyogyszerként vezették be (58. abra).'**

F

N NH N N
__/ _/
HCO HaCO O
F
H,CO H3CO
OCH,4 OCHjs
324 325

58. abra: A trimetazidin és a lomerizin szerkezete

Intézetiinkben a mar bevalt alkilez6szerekkel, a 10, 15, 131 allil-bromidokkal kloroformban,
K,COs jelenlétében reagaltatva a 324 vegyiiletet, a 327C-329C vegyiiletekhez jutottunk 49-
72%-o0s termeléssel. A 326 N-metil-allil-bromiddal 324 vegyiiletet fézve a 330 vegytiletet
kaptuk. A 324 vegyiiletet 258 savkloriddal acilezve a 331C vegyiiletet eredményezte 63%-o0s
hozammal. A nitroxidokat (,,C forma”) a megfeleld hidroxilaminokkd (,,B forma”)
redukaltuk etanolos sdésavban torténd forraldssal, vagy vaspor/jégecetes redukcioval a
sztérikusan gatolt aminnd (,,A forma”) alakitottuk (59. é&bra). Az ujonnan eldallitott
vegyiileteket az Ohio-i Egyetemen tesztelték kozremiikodo partnereink un. Langendorff-sziv
kisérletben. Az izolalt patkanyszivvel végzett kisérletben a 324, 327A, 327B, 328A, 328B,
329A, 330, 331A, 331B vegyiiletek 50 uM-os oldataval kezelték a szivet az iszkémia elott.

Ezutan a vérdramlas 0jboli meginditasa (reperfuzid) utdn vizsgaltdk a sziv dinamikai
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paramétereinek (balkamrai diasztolés vérnyomas, korondria dramlds és a szivteljesitmény)
visszatérését. A tapasztalatok azt mutattdk, hogy a koronaria aramldsban nincs lényeges
eltérés a kontroll (CON) és a trimetazidinnel (324) kezelt szivhez képest. A balkamrai
diasztolés vérnyomas visszatérése 327A (HO-2921NH) ¢és a 329A (HO-3630) vegyiiletek
esetében igen jo, 60-80%-os visszatérést mutatott a kontroll €s a trimetazidinnel (324) kezelt

sziv 20-30%-os értekeihez képest (60. ébra).

CH30
cocl
CH30 —
N
R CH3O | o
= n o]
258
l‘\l n R Y Q
o m — 5
g @ 327C| 0 H CHy o Q
10, 15, 131 ,\(?: 526 z T 3278| 0 H CH, OH:‘ g
= o  >327a| 0 H CH, H o
5 - 328C| 1 H CHy O 3
Je 2 T 328B| 1 H CHy, OH <
l J—_ @ —>328A 1y CHy H 5
T .
) o 329c| 0 Ph CHz O j m
z Tszgs 0 Ph CH, OH 2
/\ e — 5
nOR CHLO N N—y—/ N—0 I 329A| 0 Ph CHz H Q
e N 330 | 0 H CH; CHs m
10| 0 o " 3 3CI 0 H co O- o]
15 1 H 3 z 331B| 0 H CO OH %
131 0 Ph o) o
I -—>31A" 0 H cOo H =

CHO 557331

59. &

=1

a: Nitroxidokkal és diamagneses prekurzoraikkal modositott trimetazidin-szarmazékok
szintézise.
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60. abra: A kezeletlen kontroll (CON), a trimetazidinnel (324) és a trimetazidin-
szarmazékokkal kezelt sziv koronaria daramlasianak  (A) és a baloldali diasztolés
véernyomasanak (B) visszatérése Langendorff-sziven 30 perces iszkéemia és 45 perces
reperfuzio utdn.
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A 327A és 329A vegyliletek hasonloan tdmogattak a Langendorff-sziv teljesitményének
visszatérését is. XY™ A 329A (HO-3630) vegyiilet kiemelkedd hatasa annak amfifil jellegére
vezethetd vissza, vagyis a ROS okozta karosodasokat mind a membranban, mind a
citoszolban képes kivédeni. A trimetazidin moddositdsa ismét alatamasztja az ebselen-
szarmazékoknal ¢és a mexiletinszarmazékoknal tapasztaltakat, vagyis az alapmolekula
nitroxidokkal vagy diamégneses szarmazékaikkal torténd modositasa az alapvegyiilet
hatasspektrumat kedvezden befolyasolja. Ezt az elvet tovabb igazolandd6 modositottuk a
Vaughan Villiams-osztalyozas szerint foként a III. hatastani osztalyba sorolhaté amiodaront

1s.

Paramdgneses és diamdgneses amiodaron-szarmazékok szintézise

Az amiodaront (332) sz¢leskorben hasznéljak mint antiarritmids gydgyszert, a jelenleg
hasznalt szivgyogyszerek koziil az egyik leghatdsosabb. 1> Hatranya azonban, hogy szamos
karos mellékhatassal rendelkezik. Ennek oka, hogy aktiv metabolitja, az N-dezetil-
amiodaron'*®"*" lassan iiriil ki a szervezetbél, pajzsmirigy rendellenességek, fényérzékenység,
izomgyengeség, majkarosodas és killonbdz6 neurologiai tiinetek 1épnek fel. '

A toxikus hatdsok kikiiszobolésére, a vegyiilet szervezetbdl torténd kiiiriilésének
meggyorsitdsara szamos modositast hajtottak végre a témaval foglalkoz6 kutatécsoportok: a
butil oldallancot metilre cserélték, a bazisos oldallancot savasra valtoztattak, illetve a
karbonilcsoportot metiléncsoportra redukaltak. Igy jutottak a 333 (KB1300015)

39 (61. 4bra), amely allatkisérletes modellen nem novelte a vér LDL koleszterin

vegyiilethez
szintjét, szemben a 332 amiodaronnal, igy csokkentve a gyogyszer alkalmazasa soran

esetlegesen bekodvetkezd infarktus kockazatat.

O

332 333

61. abra: Az amiodaron és a KB1300015 kisérleti gyogyszer szerkezete.

Az amiodaron-szarmazékok szintézisénél a 333 vegyiilet kedvezObb tulajdonsagait
figyelembe véve, a 2-metil-benzofurant hasznaltuk kiindulasi anyagnak."” A 334

vegyiiletetnek a fenolos hidroxilcsoportjat alkileztiik 5 és 10 allil-bromid reagensekkel, a 335
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N—kl(’>retil-2,2,6,6-tetrametil-piperidinnel140 és a 337 mezilattal acetonban, K,CO;
jelenlétében. Igy kaptuk a 338C, 339C, 340, 341C vegyiileteket, ill. a butil oldallancot
tartalmazé 343C vegyiiletet 35-62%-0s termeléssel. A kapott nitroxidokat azutidn

hidroxilaminna (,,B forma”) alakitottuk, illetve vaspor/jégecetes redukcidval a sztérikusan

XIX

gatolt szekunder aminna (,,A forma”) redukaltuk (62. abra).

K,CO3
OH + R—X EE——
18-korona-6

X = Br (10, 15),
Cl (335), OMs (337)
338-341
334
338, 339,341,343 | Q
5.338 10,339 335,340 337,341
e
cC |o—m
T o)
o I
f > B OHJ 5
0 o O
'.\‘ A H
Q
H
~oN—oH N N
KoCOs = —on MSCUELN  —( \—_
5 ) > OMs

N N

|. ||

O 0

336 337

OH K,COj3
+ 337 — >

18-korona-6

343
342

62. abra: Diamadgneses és paramagneses amiodaron-szarmazékok szintézise
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Az elBallitott 1j vegyiileteket egyetemiinkon, a PTE AOK Biokémia és Orvosi Kémiai
Intézetében tesztelték. Elsddlegesen a mitokondrium-membran ateresztoképességének (MPT)

valtozasat vizsgaltdk az uj vegyiiletekkel.'"!

Az amiodaron (332) ¢és az eldallitott szarmazékok
az MPT gatlasaval érik el hatdsukat, azonban a mechanizmusukban kiilonboznek. A 332,
339A, 341A megsziinteti a kalciumionok hatasdra a membranban kialakulo6 ATP-H,O
antiporterek miikddését, mig pl. 339B, 340, 341B molekuldk a klasszikus MPT gatlod
Cyclosporin A-hoz (CsA) hasonl6 sajatsagokat mutatnak. Az amiodaron (332) gatlo hatasa
mar 3,9 £ 0,8 uM koncentracié mellett mutatkozott, kevéssel magasabb dozisban (4,2 + 0,7
puM) a mitokondriumok duzzadéasat figyeltik meg, amely a membranpontencial
Osszeomlasahoz vezethet (3. tablazat). A 339A, 341A, 341B szarmazékaink esetében azt
tapasztaltuk, hogy az amiodaronhoz hasonléan mar 10 pM-os koncentracié alatt kifejtik
hatasukat az MPT-re. Amig a 339A ¢és 341A vegyiilet EDsy koncentracioja (7,9 £ 0,8 uM,
illetve 11,9 £ 1,8 uM), alig magasabb az amiodaronnal, addig a CsA agonista 341B (HO-
3538/0OH) csak lényegesen nagyobb dozisban (36,2 = 3,2 uM) okozott membranpotencial
Osszeomlast.

3. Tablazat: Az amiodaron-szarmazékok MPT gétld koncentracidja (ICsp) €s effektiv dozisa

(EDso).

Szarmazékok 1Cs EDs
Amiodaron (332) 139+0,8uM [4,2+0,7 uM
338A 6,1 £0,5uM |13,4+3,0uM
339C 15,8+2,1 uM (21,8 +2,2 uM
339B 354+ 5,1 uM |51,3+6,1 uM
339A 2,1£02uM  [7,9+£0,8 uM
340 > 100 uM 123,5+9,7 uM
341B 49+£0,5uM |36,2+32 uM
341A 3,1£04uM 11,9+ 1,8 uM
343C 55,9+ 6,4 uM 29,7 +4,8 uM
343A 52,7£49 uM (39,2 +£4,3 uM

§1+1,4uM 20,122 uM
338C
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A tablazat adatibol kitlinik, hogy az 10 vegyliletek mindenképpen kiszélesitették az MPT-
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tapasztaltak, hogy magasabb koncentracioban a WRL-68 majsejtek ttlélése jobb volt, mint

az amiodaron estében (63. abra).
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63. abra: Az amiodaron és analdgjainak toxicit

A toxicitési és a mitokondrium-membranokkal végzett kisérletek alapjan valasztottuk

lata azt mutatta,

4

74

J4

énd vizsga

ki 339A ¢és 341B vegylleteket. Ezeknek Langendorff-sziven tort
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hogy a *'P NMR mérések alapjan a 5 pM 341B szarmazékkal kezelt szivben allt vissza a
kreatinfoszfat ¢és az ATP koncentracioja az eredeti értékekhez képest a lednagyobb
mértékben (4. tablazat). Mindezek alapjan valasztottuk ki 341B vegyiiletet, amellyel tovabbi

allatkisérletek torténtek.'*?

4. Tablazat: Az amiodaronnal (332) (10 uM), 339A (10 uM) és 341B (5uM) kezelt

sziv kreatin és ATP szintjeinek visszatérése iszkémia/reperfuziot kvetden.

Kontroll 332 339A 341B
Kreatinfoszfat (%) 35+4 7416 54+4 7746
ATP (%) 28+5 4516 3443 5445

Osszefoglalva, elmondhatjuk, hogy az amiodaron nitroxidokkal és diamagneses
szarmazékaikkal tortént modositasa kedvezden befolyésolta a vegylilet toxicitasat és egyes
szarmazékok az eredeti vegyiilethez képest hatékonyabbnak bizonyultak az
Osszhangban vannak a mexiletin, ebselen, trimetazidin mddositasanél tapasztaltakkal és az
amiodaronra, mint Osszetettebb molekuldra is igazolt az a tény, hogy a vegyiiletek
megtartottak eredeti hatasukat, kisebb toxicitassal rendelkeznek, illetve hatasspektrumuk az

antioxidans hatassal is boviilt.

4.2.2. Uj, PARP-gatlé vegyiiletek szintézise
4-kinazolinon-szarmazékok szintézise

A poli(ADP-rib6z) polimeraz (PARP) enzim az eukaridta sejtek DNS sériiléseinek
javitasaban vesz részt. A PARP enzim a nikotinamid-adenin-dinukleotidot (NAD") bontja
nikotinamidra és poli(ADP-rib6z) egységekre, igy a nikotinsavamid az enzim gyenge
inhibitoranak tekinthetd. Bar a PARP-nak fontos szerepe van a genetikai hibak kijavitasaban,
mégis, ha aktivalodik pl. sugarzas, mutagének vagy ROS hatasara, ez a NAD', majd az ATP
kitiriiléséhez és végiil sejtpusztulashoz vezet. Az utobbi évtizedben szdmos, a nikotinamidnal
(344) ill. a 3-amino-benzamidnal (345) hatdsosabb PARP-inhibitor molekulat
szintetizaltak.'* Altaldban ezek a vegyiiletek policiklusos laktam szerkezetiick, amelyekben
az N-H csoport és az aromasgylriit C=C koétéséhez képest anti térallasu karbonilcsoport a
kozos szerkezeti elem. A teljesség igénye nélkiil emlitjiik a 346 izokinolinonvazas vegyiiletet,

347 kinazolin-4-onvazas vegyiiletet, 348 ftalazinonvazas vegyiiletet, a 349 2-szubsztitualt-4-
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karboxamido-benzimidazolt, melyben a karboxamidcsoport helyzetét intramolekularis
hidrogénkotés rogziti (64. abra). Mivel a PARP enzim aktivalasat a DNS lanc ROS altal
kivaltott torései, sériilései is okozzdk, ezért Uigy gondoltuk, hogy a PARP-gitld és a

gyokfogo/antioxidans szerkezeti elemek kombindlasa a terapids felhasznalds szempontjabol

elony0s vegylileteket eredményezhet.

i i
H H
@/CONHZ CONH, N N
e
N //L\\
N N
NH, OH OH

344

345 346 347
lCSO =210 Hgll |C50 =33 uM |C50 =100 nM ICSO =400 nM
CONH,
L
N
N
N
F H
348 349
F
|050=70 nM |C50 =400 nM

64. abra: Nehany példa PARP-inhibitor vegyiiletekre

A legegyszeribb moddositasnak a 2-metil-kinazolin-4-on 350 3-as nitrogénjének az
alkilezése tiint a 10 ¢és 15 allil-bromidokkal, ez 351C ¢és 352C vegylileteket eredményezte.

Ezeket vaspor/jégecetben redukalva kaptuk a megfeleld 351A ¢és 352A sztérikusan gatolt
aminvegylileteket (65. dbra).

Br
7
0 N o
0o n Q
NH 10, 15 - .
_ - stlc 0 o 2
N K2CO3 N 351A| 0 H :‘%
T
350 351, 352 352C| 1 O.:I <
>
352A| 1 H Q
T

65. abra: 3-szubsztituadlt-2-metil-4-kinazolinon vegyiiletek szintézise
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Mivel 351, 352 vegyliletek nem védték ki a WRL-68 majsejtek hidrogén-peroxid
okozta pusztulasat,'** ezért Ggy hataroztunk, hogy a CONH funkciot megérzendd a 2-
merkapto-kinazolin-4-on (353) kénatomjat alkilezziik 10 és 15 allil-bromidokkal, majd a 44-
58%-o0s termeléssel kapott 354C ¢és 355C vegylileteket a megfeleld 354A ¢és 355A
vegyiiletekké redukaltuk a szokott modon (vaspor/jégecettel). Osszehasonlitas céljabol
néhany N-kloretil és N-klorpropil tercier aminnal is elvégeztiik az alkilezést N,N-dimetil-

formamidban K,COs jelenlétében, és 39-70%-os termeléssel kaptuk 356-359 vegyiileteket
(66. abra)

Br
_ | n Q
)n
o N 34C| 0 o J
| - (@) ;I )\>
o 354A| 0 H Q
NH 10, 15 -
- 355C| 1 0] -
A ]z
N SH  Kk,Co, N 355A 1 H >
o)
AN T
0 o 354,355
Q n NR,
"N " R ase |1 N(CHy),
N
R N TR 357 | 2 N(CHa),
356-359 358 |1 N: >
359 | 1 ED

66. abra : 2-S-alkil-4(3H)-kinazolinon vegyiiletek szintézise
A paramagnesesen modositott kinazolin-4-on vegyiiletek szintézisének masik moddja
volt, hogy a 360 antranilsavnitrilt 258 ¢és 263 savkloridokkal acilezziik, majd a kapott nyers
savamidszarmazékot natrium-perborattal vizes dioxanban fézve jutottunk 361C és 362C

vegyiiletekhez.'* Ezeket vaspor/jégecettel redukalva kaptuk 361A és 362A sztérikusan gatolt

aminokat (67. abra).**
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67. abra: Nitroxidokkal és redukalt szarmazékaikkal 2-szubsztitualt 4(3H)-kinazolinon
vegyliletek szintézise

A vizsgaltuk az 10j kinazolin-4-on-szarmazékok antioxidans hatdsat és a PARP enzim
gatlasat."*® A nitroxidokkal modositott szarmazékok nem mutattak szamottev$ védéhatast a
hidrogén-peroxid okozta oxidativ stressz ellen, mig a tercier aminocsoportot tartalmazé

vegyiiletek (356-359) igen j6 védOhatast és PARP enzim gatlast mutattak (5. tablazat).

5. Tablazat: Az 0j kinazolin-4-on-szarmazékok PARP gatlasa és oxidativ stresszel szembeni

veédo hatasa in vitro

Vegyiilet 351A | 355A | 362C | 362A 356 357 358 359
H,0,-dal szembeni 10 10 13 12 0,15 4,8 0,8 0,1
védelem (ICsp) (LM)

Maximalis védés (%) | 15 61 50 50 61 68 65 62
PARP enzim gétlas nv* nv nv nv 2 6 2,6 1,6
1Cs0 (UM)

*nv: nem vizsgalt

Vérakozasainkkal ellentétben a nitroxidokat illetve azok diamagneses szarmazékait
tartalmazod kinazolin-szarmazékok nem mutattak kiemelkedd hatast sem PARP gatloként, sem
a hidrogén-peroxid okozta karosodasok kivédésére. Az N-etil-piperidin oldallancot tartalmazé
358 vegyiilettel (L-2286) tovabbi igéretes allatkisérletekes eredményeket kaptunk. Kideriilt,
hogy a 358 vegyiilet a Langendorff-sziven kivaltott ischemia-reperfuzidé soran ¢és az
izoproternollal kivaltott infarktus sordn a biokémiai jelatviteli folyamatok befolydsoldsa révén
is kifejti hatasat (Akt és p38-MAPK aktivalésa ill. a c-Jun N-termindlis kindz dezaktivaldsa) a
PARP-gatlas mellett.'’
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A 4-karboxamido-benzimidazol-szarmazékok szintézise

A nitroxidgytirtivel modositott 4-karboxamido-benzimidazolok szintézisének egyik
modja volt, hogy a 2,3-diaminobenzamidot'** (363) és a paramagneses aldehidet (9, 14, 37,
46, 52) savkatalizalt reakcidban vizlevalasztd feltéttel toluolban fézziik, majd a toluol
leparlasa utani maradékot aktiv MnO,-dal oxidalva jutottunk 364C, 365C, 366C, 367C ¢és
368C vegyiiletekhez 39-73%-o0s termeléssel (a XXI. szabadalomban t6bb példa is van, de a
rovidség kedvéért csak 5 jellemz6ét emeltem ki). A kapott nitroxidokat vaspor/jégecetes
reakcioban a sztérikusan gatolt aminna (364A-368A) redukaltuk, illetve sosavas alkohollal

fézve a pl. 365C-t 365B N-hidroxilaminna alakitottuk™' (68. 4bra).

CHO
CONH,
R CONH, "
Z" )n  TosOH, reflux 364-368 Q
+ C O
’|\| majd MnO,
Q

A

Iz __=Z
X
z
O
HOOV/S:I
|OH/H013

T

9, 14, 37, 46, 52 364-368

68. abra: A 4-karboxamido-benzimidazolok eloallitasa

Az 1j, benzimidazol vegyiiletecket a PTE AOK Biokémia és Orvosi Kémiai
Intézetében tesztelték. Vizsgaltdk a PARP enzim gatlast, a hidrogén-peroxid okozta
sejtpusztulast (Antiox1) és a Fenton-reakcioban'*’ generalt hidroxilgyok csapdazast (Antiox

2). Az eredményeket a 6. tablazat foglalja ssze.

6. Tablazat: Néhany 4-karboxamido-benzimidazol tipust, uj PARP gatl6 antioxidans és

enziminhibitor hatasa

Vegyiilet n R PARP Antiox1 Antiox2
I1Cs50 nM ICs5 nM I1Cs5 nM
364C 0 H 721 23,3 0,5
364A 0 H 345 92,1 2,1
365B 1 H 26 23 9,6
365A 1 H 14 83 1,6
366C 0 Br 201 13 2,8
366A 0 Br 137 16,7 34
367C 0 @ 1500 93,2 12,5
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367A 0 @ 310 98,5 0,4

368C 0 1800 79,2 5,3

()
O

O

368A 0 O O 8200 78 70
o

Osszefoglalva, a biologiai adatok alapjan azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le, hogy a
sztérikusan gatolt aminokat tartalmazé PARP-gatok jobb inhibitorai a PARP enzimnek. A
nagyobb térigényli aromas szubsztituensek a pirrolingytirin (367 ¢és 368) kedvezdtleniil
befolyasoljak a PARP enzim gatlasat, mert feltehetéleg a molekula mar nem tud illeszkedni a
PARP enzim kotOhelyére. A vizsgalt vegyliletek koziil a 6-tagut amin 365A (HO-3089)
vegyiilet bizonyult a legjobb inhibitornak. Err6l a vegyiiletrél azt is bizonyitottuk, hogy
gatolja a vérlemezkék Gsszetapadasat is a PARP-gatlas mellet.'™
Ezért a HO-3089 vegyiiletet lehetett u. n. ,,vezetd molekuldnak™ kiemelni, de a tobbi vegyiilet
is figyelemre méltdo abbdl a szempontbdl, hogy nemcsak PARP gatldssal, de antioxidans
(ROS-fogo) hatéassal is rendelkeznek (6. tablazat). A PARP-gétloknal is bebizonyosdott a
kardioprotektiv szereknél mar jol alkalmazott modszer: a nitroxidokkal vagy diamagneses

szarmazékaikkal modositott molekula az eredeti hatas mellett antioxidans hatassal is

rendelkezik.

4.2.3. A biofizikai vizsgalatok céljabol szintetizalt, paramagneses biomolekulak

szintézise és alkalmazasa

Paramdgneses aminosavak szintézise

A fehérjék ¢és mas makromolekuldk szerkezetének ¢és funkcidjanak ESR
spektroszkopiaval torténd vizsgalata Ggy lehetséges, ha a diamdgneses molekuldkat
paramagnesessé alakitjuk. Erre két modszer terjedt el. Az egyik a hely- és funkciospecifikus
spinjeldlés, ezt az értekezés 2. fejezetében targyaltuk. A masik megkdzelités, a paramagneses
aminosavak szintézise ¢és beépitése a fehérjelancba, Merrifield-féle szilard fazisu
peptidszintézissel.”' A TOAC (187)° aminosavat igy épitették be pl. a-melanocita stimulalé
hormonba a bioldgiai hatas elvesztése nélkiil.'”>* Ujabban a széleskorben elterjedt ,,nonsense

: . o1 153 = r .« s 11z . . .
supression” technika segitségével ~ is épitenek be a peptidlancba aminosavakat, amikor is a
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természetes peptidszintézist hasznaljak ki, és nemtermészetes aminosavval modositott -RNS—
en keresztiil épitik be a jelold molekulat. Intézetiink amerikai kutatokkal egytittmiikodve
(Kaliforniai Egyetem, Davis) pirrolin nitroxiddal modositott ciszteint ill. tirozint épitett be

'3 Intézetiink munkatarsai még az 1980-as években O’Donnell-

Xenopus oocyta fehérjébe.
szintézissel™> elballitottdk a 369, 370 aminosavakat a 10 illetve 15 allil-bromidokbol
kiindulva (69. abra).">'*® Ezek hatranya, hogy tartalmaznak kiralis szénatomot, igy rezolvalni
kell 6ket. A 369 eldnye viszont, hogy a pirrolingytiriis nitroxidok nagyobb stabilitdsa miatt a

szilardfazisu peptidszintézis reakciokoriilményei kozott a nitroxid nem karosodik

irreverzibilisen.
CO,Et
CO,Et
>CQ Ph,C=NCH,COEt >CQ< Ph,C=NCH,CO,Et
O NaOH/CH2C|2/Bu4NHSO4 O . NaOH/CH2C|2/Bu4NHSO4
10 majd H*, majd K,CO3 369 15 majd H* , majd K,CO3

370

69. abra: Pirrolin- és tetrahidropiridingytiriit tartalmazo a-aminosavak szintézise

Ugy gondoltuk, hogy 369 nagyobb stabilitasat és a TOAC® azon el6nyét probaljuk
Otvdzni az ) aminosavban, hogy utobbi kapcsolt molekula sajatmozgasa kisebb, ezért jobban
koveti a peptidlanc konformaciés mozgasat és nem tartalmaz kiralitds centrumot. El0szor a
142 dibromvegytlettel alkileztilk a dibenzilidén-glicint fazistranszfer koriilmények kozott
(CH,Cly/aq.NaOH/BusNHSO,). Ekkor a 371 bromvegylilet képzddott, ami savanyitas (a
Schiff-bazis hidrolizise miatt), majd ligositas utan a 372 1,2,3,6-tetrahidropiridinnel anellalt
pirrolin nitroxidda zart 63%-os termeléssel. Ezt mangan-dioxiddal oxidalva a korabban mar
eléallitott 210 piridingylrithéz anellalt nitroxidot kaptuk. A 372 vegyliletet mint
paramagneses ,,homoprolin”-t tovabb mddositottuk, a 374 N-Boc karbonsavva alakitottuk at,

amely a szilardfazisu peptidszintézis koriilményei kozott kdzvetleniil hasznalhato (71. dbra).
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71. abra: Paramagneses homoprolin szintézise

A TOAC-szerli pirrolin nitroxidot (375) a benzilidén-glicin-etil-észter alacsony
hémérsékleten, erds bazis (natrium-hexametil-diszilazan) jelenlétében 142 dibromvegyiilettel
végzett alkilezésével allitottuk el Kotha és mtsai altal leirt koriilmények kozott.’ A
benzilidén- csoport hidrolizise utdn 15%-os termeléssel kaptuk a 375 vegyliletet. Ezt a
vegyliiletet PTOAC-nak neveztiik el a pirrolin nitroxid és a TOAC kombinécidjara utalva. A
gyenge termelésre az ad magyardzatot, hogy konkurrens reakcidoban eliminaci6 is lejatszodik

és 29 dién is keletkezik. A 375 aminosavat tovabbalakitottuk 377 N-Boc savva (72. abra).®*!!
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72. abra: TOAC-szert, pirrolin gytiriit tartalmazo aminosav (PTOAC) szintézise.

crcr

dibenzilidén-glicin-észter és a legkiilonb6zObb polaritast, térkitdltésii paramagneses allil-
bromidok (10, 38, 105, 131, 378, 379) reakciojaval fazistranszfer koriilmények kozott. Az igy
kapott vegyiiletek Schiff-bazisanak hidrolizise, majd a reakcidelegy K,COs-tal torténd
lugositasa utan jutottunk 369, 380, 381, 382, 383, 384 aminosav-észterekhez 8-65%-0s
termeléssel. Ezeket a vegyiileteket #-butoxi-karbonilanhidriddel az aminosav nitrogénjén
savérzékeny Boc-csoporttal védtiik, majd az észtert 385-390 N-Boc-savakka hidrolizaltuk
lugos kozegben (73. ébra). A 386 vegyiilet, mint brématomot tartalmazé paramagneses
aminosav, nem csak az ESR spektroszkopias vizsgalatokat, de a stabilis izotopok (’Br, *'Br)
jelenléte miatt a tomegspektrometrids €s a rontgenkrisztallografiai vizsgalatokat is
elésegitheti. (Ezek a vizsgalatok folyamatban vannak.) A 389 azidoszarmazékon utdlag
kialakithatd egy e-aminocsoport lizin-szerti oldalldncot eredményezve, illetve Staudinger-
reakcioban keresztkotések kialakitisara alkalmas paramagneses aminosavnak is tekinthet6.'>®

A 387 és 388 vegyiiletek az aromas szubsztituenseikkel a fenilalanint hivatottak mimelni.**™
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szintézise.

Paramégneses aminosavakat 2-es helyzetben szubsztitualt pirrolidin nitroxidokbdl is
ki tudtunk alakitani. Ilyenkor a pirrolidingytirii orientdciéja a makromolekuldhoz kapcsolva
jelentdsen eltér a fentiekben emlitett 3-szubsztitudlt pirrolin nitroxidot tartalmazé vegytiletek
térallasatol. Hatranyuk viszont az lehet, hogy ezek a vegyiiletek mar két aszimmetria
centrumot tartalmaznak. A disszertacibban mar emlitett 100 paramégneses benzil-bromidbol
és a kordbban intézetiinkben elBallitott'™ paramagneses, 2-szubsztitualt allil- és propargil-
bromidbol (391, 392) nyertiik O’Donnell-reakcioban 393-395 aminosav észtereket 13-39%-o0s
termeléssel. Ezeket két 1épésben N-védett karbonsavakkd (396, 397, 398) alakitottuk (74.
nagy eldnye, hogy a 3,4-diszubsztitualt pirrolin nitroxidokbdl, a keresztkapcsoldsi reakciok
segitségével tetszdleges polaritasy, oldallanc hossziisagu vagy reaktiv oldalldncot tartalmazo
paramagneses o-aminosavak szintetizalhatok. A reakcidban azonban itt is racém-aminosavak
képzddnek, amelyeket beépités eltt esetlegesen rezolvalni kell. A 385 N-Boc aminosavat
német kutatokkal (Max-Planck Intézet, Dortmund ¢és az Osnabriick-i Egyetem)
egylttmiikddve c-Rafl fehérje ras-kotd alegységének C-termindlis részébe sikeriilt

beépiteni.'®
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74. abra: A 2-szubsztitualt pirrolidin nitroxidokat tartalmazo paramagneses aminosavak

szintézise.

Paramagneses gliikoz- és galaktoz-szarmazékok szintézise és vizsgdlata

A Howard Hughes Intézet, UCLA (Los Angeles, USA) kutat6ival egylittmiikodésben
a paramagnesesen modositott galaktopirandzok Escherichia coli laktoz-permedz
' (membran transzportfehérje) torténé kotédését vizsgaltuk. Ehhez 12
kiilonb6z6 spinjeldlt galaktoz-szarmazékot szintetizaltunk. A modositott galaktopirandzok
kotédését ESR spektroszkopiaval és a laktéz-permedz 148-as helyzetli ciszteinjének a
fluoreszcens 2-(4’-maleimidil-anilino)naftalin-6-szulfonsavval torténd modosithatosagan
keresztiil teszteltiik.
A 401-405 paramagneses galaktoz-szarmazékokat a 399 o-D-1-tiogalaktopirandz illetve a
400 (-D-1-tiogalaktopiran6z natriumsdjanak a 10, 100 ¢és 379 vegyiilettel torténd
alkilezésével kaptuk 25-48%-0s termeléssel. A Hideg ¢és Hankovszky 4&ltal korabban
szintetizalt paramagneses o-fluoro-nitrobenzol-szarmazékokkal® (406, 407) nukleofil
szubsztitucios reakcidoban reagéltatva a 399 és 400 vegyiileteket kaptuk a 408, 409, 410
szarmazékokat 30-45%-os termeléssel. A 399 ¢és 400 tiolokat a 37 aldehiddel addicios-
eliminacids reakcioban reagéltatva jutottunk 411 és 412 adduktokhoz 27-39%-0s hozammal.
A 406 vegylilettel reagaltatva a 413 S-D-1-tiogliikkopiranozt a 414 vegyiiletet kaptuk. (75.
abra). Ezek a vegyiiletek nem, ill. gyengén kotddtek a laktoz-permedz fehérjéhez, ezért olyan
ujabb szarmazékokat kellett eldallitanunk, melyekben a spinjelzd és a galaktéz kozott egy

hosszabb 0sszekotdélanc van. Ezt az elgondoldst mar kordbban is sikeresen alkalmaztik
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fluoroforral  modositott  galaktopirandz-szarmazékok — kotédésének  vizsgalatanal.'®

o 399, 401, 404, 408, 411 t:fzzlr>y/
B 400, 402, 405, 409, 412
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OH o}
OH 379
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413 414

75. abra: Paramagneses tiogalaktopiranoz és tiogliikopirano-szarmazékok szintézise.

Az elsdé probalkozasunk az volt, hogy a 406 vegyliletet N-metil-etanolaminnal mddositva,
majd 415 alkohol mezilaton keresztiili jodra cserélésével eldallitott 416 vegyiiletet
reagaltattuk 417 tetraacetil-4D-galaktopiranozil-izotiurénium-bromiddal,'®'** végiil a 418
vegyiiletet 419-cé dezacetileztiik.'® Ez a reakciosor 3%-os dssztermeléssel jatszodott le. A
masik, egyszeriibb eljaras az volt, hogy a kereskedelemben kaphatd 6-aminohexil-1-tio-/-D-

galaktopiranozidot (420) reagaltattuk 406 vegyiilettel és a 421 vegyiiletet kaptuk 25%-0s

termeléssel (76. abra). "
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76. abra: Paramadgneses 1 -ﬂ-D-tiogalaktopirano’zok szintezise 2-6 széenatomos alkil

osszekotdlanccal.

A kapott vegyiiletek koziil a 421 mutatott legjobb kotddést a laktoz-permedz
fehérjéhez. A fehérje-szubsztrat komplex disszociacios allanddja 22 uM volt, szemben pl. 421

vegyiilet 500 uM fol16tti értékével. A kotddés az ESR spektrumon is jol lathato: a szabad 421-
hez

laktéz-permeazt adva az ESR jel intenzitdsa lecsokken (als6 gorbe), és a kotott
szubsztratot tiogalaktdz hozzdadasaval sem sikeriilt teljesen kiszoritani (k6z€épsé gorbe) (77

abra). Ezen a teriileten tovabb folytatjuk a munkét a metantioszulfonat csoportot tartalmazo

galaktoz- ill. gliikdz-szarmazékok fehérjén torténd kotddésének vizsgalataval.'®

£ e 10 M WRIGE
fay
! 22 uM permease + TDG

22 puM parmeasa + S5UC

A\
|
1
|

77. abra: A 421 vegyiilet ESR spektrumrészletének (- ) valtozasa laktoz-permeaz fehérjén

torténd kotoédeés () hatasara és tiogalaktoz hozzaaddsaval (-).
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5. Kettdsen (spin és fluoreszcens) jelolé reagensek szintézise és alkalmazasa
5.1. Irodalmi hattér

Az elsd, nitroxidhoz kovalens kotéssel kapcsolt molekulat, a 422 danzilezett nitroxidot
Griffith es Stryer alkalmazta a spinjelolt dinitrofenil-haptén rotacids relaxacids idejének a

S 167
meghatarozasahoz.

Mar ekkor nyilvanvalovéa valt, hogy a nitroxidok csokkentik vagy
kioltjadk a fluoreszcens festékek fluoreszcenciajat, még akkor is, ha nem kotik Ossze a
nitroxidot és a fluorofort kovalens kotéssel. Green és munkatdrsai kiillonbozé poliaromas
vegyliletek di-fert-butilnitroxiddal torténd fluoreszcencia kioltasat vizsgaltak, kiilonbozo
polaritasi olddszerekben oldva a fluorofor és a nitroxid keverékét. A kioltasi folyamat
sebességi allandoja 7-28 x 10° s értéknek adodott, tehat diffuziokontrollalt folyamatot lehet

169-171 .
89-171 Earster-

feltételezni.'®® A fluoreszcencia kioltds négy f6 mechanizmus szerint torténhet:
mechanizmus (rezonancia energia transzfer), Dexter-mechanizmus, elektroncserélddéssel jaro
szingulett-triplett atmenet (intersystem crossing) ¢és toltések szétvalasaval jarod
elektrondtmenet. Green a  di-fert-butilnitroxidok  kioltdsi  mechanizmusira az
elektroncserélddéssel jaro szingulett-triplett atmenetet valészintisitette.'® Blough szintén ilyen
kovetkeztetést vont le a 423 és 424 vegyiiletek kioltasi mechanizmuséara vonatkozoan.'”"'"
Intézetliink munkatarsai orosz ¢€s izraeli kutatokkal egyiittmiikddve a 425 danzilezett hattagu
nitroxid kioltasi mechanizmusat vizsgaltdk ¢és szérumalbuminban t6ltés szeparacios
mechanizmust is feltételeztek a szingulett-triplett atmenet mellett.'”” A teriileten dolgozo
Likhtenshtein és Blough kutatasai szerint a kioltas bizonyos esetekben kevert mechanizmusu,
€s a szobajohetd mechanizmusok dominanciaja a gyliri tagszdmatol (redoxpotencialjatol), az
alkalmazott oldoszer polaritdsatol, a fluorofor jellegétdl és a donor-akceptor vegyiileteket

0sszekotd lanc hosszatol, merevségétdl is fligghet (78. abra).

. SO,NH N—0
o] ~ N\ =0
SN
AN COH
422 423 424 425

78. abra: Korabban szintetizalt és vizsgalt fluorofor-nitroxid, (donor-akceptor) vegyiiletek

Ez az intramolekularis fluoreszcencia kioltassal bird vegyliletcsalad azért kapott

jelentés figyelmet, mert szdmos analitikai alkalmazasa lehetséges. A nitroxid oxidacios
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allapota ugyanis jelentésen befolyasolja a fluoreszcencia intenzitasat. Az “A, B, E
szerkezetl’” diamagneses molekuldk ugyanis erdsebben (akar 1 nagysagrenddel nagyobb a

kvantumbhatasfok) fluoreszkalnak, mint a paramagneses “C szerkezetli” vegyiiletek (79. abra).

IOI 7E ﬂ<
Red
E— .
N N N 7ENNJ<
X

R

Y
Flu Flu

I I | I

H o] o OH OR

A C B E
Fluoreszc. int.:  nagy kicsi nagy nagy

ESR: } triplett B B

79. é&bra: A nitroxid-fluorofor (donor-akceptor) molekulak ESR ¢és fluoreszcencia

sajatsagainak valtozasa a nitroxid oxidécios allapotatol fliggden.

Az ilyen tipust fluorofor-nitroxid vegyiileteket - mivel a véltozas mind ESR, mind
fluoreszcencia spektroszkopiaval kdvetheto - kettdsen jelold reagenseknek vagy szenzoroknak
nevezték el. Ezen vegyiiletek tovabbi eldnye, hogy a fluoreszcens detektalas lehetdsége miatt
a redukaloszer, oxidaloszer vagy szabad gyok akar nanomolos (10°M) koncentracioban is

112,174,1 ’
ATAITS oo redox

kimutathat6. A 423 és a vizoldékonyabb 424 vegyiileteket spincsapdaként
indikatorként'™® is sikeresen alkalmaztak. Ujabban a 426 molekulat hasznaltdk fenolok
antioxidans kapacitasanak fluorimetrias vizsgalatara,'”™ valamint Likhtenshtein ¢és
munkatarsai a 427 nitronil-nitroxidhoz kapcsolt pirén fluorofort haszndltak szuperoxidgydk
kimutatisara.'”® Kinai kutatok a 428 iminonitroxidrol megéllapitottdk, hogy savakkal és
redukaloszerekkel optikai “ES-kapu”-ként képes mitkdni, azaz az iminonitrogén protonélasa

¢s a nitroxid egyidejli redukcidja hidroxilaminnd eredményezi a fluoreszcencia serkentést

(80. 4bra).'”
eeslee
./O \ ./O
X OH / N ] N
N~ “CH, /\

/\

426 427 428

80. abra: Szuperoxidgyok, antioxidansok kimutatisara alkalmas kettds szenzor reagensek.
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5.2. Sajat vizsgalatok
Ebben a fejezetben a nitroxidok kiilonb6zd fluoroforokhoz torténd kapcsolasardl szamolok
be. A kiilonb6z6 fluoroforok természetesen mas-mas hullimhosszon fluoreszkalnak. Ennek
figyelembe vétele a biologiai vizsgalatok szempontjabdl 1ényeges, hiszen célszerii olyan
fluoroforokat alkalmazni, amelyeket nem zavar a bioldgiai rendszer hattér
fluoreszcencidja. Az Gjonnan, kiilonb6z6 reakciokkal (alkilezés, acilezés, aromds nukleofil
szubsztitlicio, Suzuki-reakcid, gylirlizards kondenzécios reakcioval) eldallitott nitroxid-
fluorofor vegyiileteknek javarészt csak az optikai sajatsagait ill. azok valtozasat vizsgaltuk,
kiterjedt biologiai vizsgalatot csak két danzilszarmazékkal végeztiink. A nitroxid-fluorofor
vegyliletek hatranya, hogy sok esetben korlatozott a vizoldhatosadguk és a vizoldhatosagot
biztositd szubsztituensek beépitésekor (pl. aminok) viszont koriiltekintonek kell lenniink,
hogy a protonalédads vagy atmenetifémionok jelenléte (pl. fotoindukalt elektrontranszfer)

miatt milyen fluoreszcencia intenzitas novekedés vagy csokkenés kovetkezik be.

5.2.1. Reaktiv oxigén- és nitrogénszarmazékok (ROS, RNS) kimutatasara alkalmas
szenzorvegyiiletek szintézise és vizsgalata

Danczilszarmazékok szintézise és vizgsgalata

A danzilszdrmazékok szintézisét 422 és 425 vegyiiletekbdl kiindulva ugy fejlesztettiik
tovabb, hogy nemcsak a nitroxidot, hanem a sztérikusan gétolt aminszarmazékot
tartalmazo vegyiileteket is eléallitottuk. Ugy gondoltuk, hogy ha a 293 szivre hatd

109 akkor ez az elv

vegyliletnek in vivo bekovetkezik a 294 nitroxidda torténd oxidacidja,
alkalmazhat6 a danzilezett szarmazékokra is, de itt valamilyen fluoreszcencia valtozas is
bekovetkezik. Ennek megfeleléen, ha a 10 allil-bromidot ammoniaval reagaltatjuk, akkor
429 aminhoz jutunk, illetve dietilamino-etil-amin feleslegével 430 vegytiletet kaptuk.
Ezeket a vegyiileteket savmegkoto (pl. trietilamin) jelenlétében reagéltatva danzil-kloriddal
431C ¢és 432C vegyliletekhez jutottunk. Ezeket a vegyiileteket vaspor/jégecet keverékével
redukalva jutottunk 431A és 432A vegyiiletekhez™™¥**"! 14-22%-0s Gssztermeléssel (81.
abra). A 432A vegyiiletrdl bebizonyosodott, hogy alkalmas ROS, kiilonosen pedig a
szingulett oxigén csapdazasara.'®"'®! Ennek kovetkeztében az eredetileg diaméagneses
432A vegyiilet (roviditve: DanePy) fluoreszcenciaja lecsokken, mert a stabilis nitroxid

szabad gyokot tartalmazo vegyiilet 432C keletkezik beldle, ami kioltja a fluoreszcenciat

(82. abra). A DanePy (432A) vegyiiletet az MTA-SzBK kutatoival sikeresen alkalmaztuk
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novényben abiotikus stressz koriilmények kozott (alacsony homérséklet, parakvat, UV-B
sugarzas ¢és fotoinhibiciot okozd nagy intenzitdsu megvilagitas) képz6dé ROS
kimutatdsara. A kisérletekben a fotoszintézis kutatdsban modell-ndvényként hasznalt
spenot (Spinacea oleracea L.) levelei és elektron- transzport aktivitast mutatdé membran
kivonatai mellett, 16bab (Vicia faba L.), bors6é (Pisum sativum L.), dohany (Nicotiana
tabacum L.) és a novényi genomikaban kiemelt jelentdségli ludfii (4drabidopsis thaliana
L.) leveleket hasznaltunk.'**'** A 431A vegyiiletrdl kideriilt, hogy mind szingulett oxigént,
mind a szuperoxid gyOkaniont képes csapdazni. Ezekkel a vegyiiletekkel in vivo
kisérletekben sikeriilt megallapitani, hogy a fotoszintetikusan aktiv spektrumu, de a
nevelési koriilményeknél nagyobb mértékben alkalmazott fény okozta stressz hatasara a
novények leveleiben szingulett oxigén keletkezik, viszont a napfény ultraibolya
komponensei szuperoxid gyOkanion termelddéséhez vezetnek: vagyis a két,
novényfizioldgiailag hasonld karosodast okozé stressz hatasa mogott mas oxidativ kémiai

mechanizmusok allnak. Ez a megallapitas az eredmények gyakorlati alkalmazésa, stressz-

t{ir6bb gazdasagi novények nemesitése szempontjabol jelentds. !5
SO,Cl
I i
N H I
— aq. NH,/EtOH — PAN _ 5 p
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s 431,432| @
N .
NS L J ~->C|O
HoN S0,Cl N ROS{ _ |, Fe/AcOH
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81. abra: A szingulett oxigén és a szuperoxid gyokanion (ROS) kimutatasara alkalmas
danzilszarmazékok szintézise.
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82. abra: A 432A (DanePy) vegyiilettel infiltralt dohanylevél pasztazo lézer mikroszkoppal
felvett fluoreszcencia képe a stressz kezelés elott (0°) illetve 45 perces fotoinhibicios
kezelés utan (45°). A voréds, 650 nm felett detektalt fluoreszcencia (felsé sor) a klorofillbol
szarmazik, mig a zold (505-550 nm-es) emisszio a DanePy-bol szarmazik. (Gerjesztés: 351
nm mindkét esetben, kép méret 35 x 35 um, az optikai metszet a levél felszinétol 35 um
tavolsagban, az un. mezofill sejtekrol késziilt.) A zolden és vorosen fluoreszkadlo képpontok

egybeesése azt bizonyitja, hogy a DanePy bejutott a sejtekbe és ezen beliil a klorofill
tartalmu kloroplasztiszokba.

A danzilezett nitroxidszarmazékok sikere 0sztonzott benniinket arra, hogy részletesebben
megvizsgaljuk, hogy a donor-akceptor 6sszekotd lanc megvaltoztatasa hogyan befolyésolja
a fluoreszcencia intenzitds valtozasat. Ennek megfelelden a fluorofort és a gyokke
oxidalodo amint a 432A-hoz képest hosszabb illetve rovidebb 6sszekotd lancceal kapesoltuk
Ossze. Kisérleteinkhez a 10 allil-bromidbol eldallitott 433 piperazingytriit tartalmaz6 amint
¢s a 437 aminoetil-piperazingytirit tartalmazo amint hasznaltuk. Ezeket danzilezve
jutottunk a 435C és 438C vegyiiletekhez. Ezek vaspor/jégecetes redukcidja a 435A és
438A vegyiileteket adta (83. é4bra). A rovid Osszekdtdlancot tartalmazd vegyiilet
eloallitasdhoz a 422 vegyiilet szulfonamid nitrogénjének alkilezésével jutottunk 439C

vegyiilethez, amit vaspor/jégecettel redukalva a 439A vegyiiletet kaptuk (84. abra).**""
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83. abra: Kiilonbozo dsszekétolanc hosszusagu danzilezett nitroxidszarmazékok szintézise
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84. abra: Az osszekotolanc nélkiili, bazisos oldallancot tartalmazo danzilezett
nitroxidszarmazekok szintezise.
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Osszehasonlitottuk az eldallitott danzilezett nitroxidszarmazékok gyokos ,,C” és
diamagneses ,,A” formainak emissziés maximum értékeit és a csucsok maximumanak

aranyat (7. tablazat).

7. Tablazat: A danzil fluoroforhoz kapcsolt nitroxidok és sztérikusan gatolt
aminoszarmazékaik fluoreszcens emisszios adatai.

Vegyi ,,C forma” emisszios ,,A forma” A/C forma emisszids
let maximuma (nm) emisszios . s .
: intenzitasanak aranya
maximuma (nm)
431 540 550 6,39
432 530 551 5,56
435 560 556 1,57
438 545 550 1,10
439 519 523 28,13

A 7. tablazat adataibol kitlinik, hogy a 439 vegyiiletnél a legkedvezébb az arany a
diamégneses ¢és a paramagneses forma emisszids intenzitdsa szempontjabol. Azonban a
431 és 432 vegyiiletek paramagneses ¢és diamdgneses formdinak mindossze hatszoros
fluoreszcencia intenzitas kiilonbségét ellensulyozza a 431A vagy 432A vegyiiletekbl ROS
hatasara képz6d6 431C vagy 432C pirrolin nitroxidot tartalmazd vegyiiletek nagyobb

stabilitasa a telitett, pirrolidin nitroxidot tartalmaz6 vegyiilethez (439C) képest.'”

Aminoftalimid-szarmazékok szintézise

A danzilcsoporton kiviil més fluoroforok beépitésével is probalkoztunk. A ROS
csapdazasan alapuld hatasu, ftalimidet tartalmazo kardioprotektiv gyogyszerjeldlt'™ alapjan
kézenfekvonek tiint a fluoreszcens aminoftalimid-szarmazékok kiprobalasa. Ezek a
szarmazékok pl. 3- v. 4-nitroftadlsavanhidridb6l érhetdk el a megfeleld6 paramégneses
aminokkal, pl. 284-gyel reagdltatva, majd a kapott 440, 441 nitroszarmazékot
vaspor/jégecettel redukilva a 442A, 443A diamagneses aminoftalimid-szarmazékokhoz
jutottunk 10-22%-0s 0Ossztermeléssel, mig FEhrenkaufer-modszerrel redukalva, majd a

hidroxilamint PbO,-dal oxiddlva a paraméagneses 442C, 443C szarmazékokat kaptuk 8-16%-
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os Ossztermeléssel. A 443A diamagneses ¢és a 443C paramagneses vegyiiletek fluoreszcencia
intenzitdsa kozott mintegy 25-szoros killonbséget talaltunk (85. abra). V' A 440 és 441
vegyliletek egyuttal modellként szolgéltak a nitrocsoport Ehrenkaufer-modszerrel torténd

szelektiv redukciojara is nitroxid jelenlétében.

NH
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85. abra: Paramagneses és diamagneses aminoftalimid-szarmazékok szintézise

Olyan vegyiileteket is el6 kivantunk allitani amelyekben az aminoftalimid és a nitroxid
kozott az dsszekotdlanc hosszabb volt. Ezt indiai kutatok azon megfigyelése is inspiralta,
hogy az N-dimetilamino-etil-4-aminoftalimid a fotoindukalt elektrontranszfer miatt Fe’*
ionok hatasara fluoreszcencia serkentést mutat.'™ A 10 allil-bromiddal az N-metil-
etanolamint reagaltatva a 444 alkoholt kaptuk, ennek mezilatjaval (445) alkilezve a 4-
nitroftalimidet kaptuk a 446 vegyiiletet. A nitrocsoport szelektiv redukciojaval a 447C
vegylilethez, mig a vaspor/jégecetes redukcidval a 447A triaminhoz jutottunk 4 1€pés utan
15%-o0s termeléssel. Spektroszkopiai 6sszehasonlitds céljabol a 448 aminoetil-savamidbol
¢s a 4-nitroftalimidbdl 35%-o0s 0Ossztermeléssel a 450C ¢és 450A savamidokat is

elballitottuk (86. abra). V"
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86. dbra: Paramagneses és diamagneses, négy atomos (3C+N) ésszekétolanccal

rendelkezd aminoftalimid-szarmazékok szintézise.

Az igy eldéllitott paramagneses 447C, 450C ¢és a diamagneses 447A, 450A
szarmazékok fluoreszcencia intenzitasa kozotti kiilonbség minddssze kétszeres volt.
Ezeket a vegylileteket 367 nm-en gerjesztve, acetonitrilben 470 nm-en fluoreszkaltak. A
diamagneses 447A szarmazékhoz savat vagy fémiont (Fe’") adva a fluoreszcencia
intenzitds négyszeresére nd. Ez a hatds a fotoindukalt elektrontranszfer gatlasaval
magyarazhato, ami az Osszekdtolanc bazisos nitrogénatomjanak nemkotd elektronparja és

a szingulett allapotban lev6 fluorofor kozott jon 1étre, ha elébbi nem protonalddott vagy
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8 A fémion hatisara bekovetkezd serkentést nem

nem képzett fémionnal komplexet.'®
¢észleltiik sem a 450A savamid szarmazéknal, ahol a lanckozi nitrogén nem bazisos, és
447C vegyiiletnél sem, ahol a nitroxid kioltd hatisa a dominins. A 447A ¢és 447C
vegyliletek alapjat képezhetik az oxidacion-redukcion ill. fémion komplexalason alapulo

optikai logikai kapuknak.'®’

Paramadgneses és diamdgneses pirénszarmazékok szintézise

A paramagneses pirénszarmazékokat C-C kotés kialakitasasval szintetizaltuk. Az 59
paramagneses boronsavat 1-brompirénnel reagaltatva Suzuki-reakcioban a 451C
vegyliletet kaptuk 42%-os termeléssel. Ezt a vegyiiletet vaspor/jégecettel redukalva a
451A amint kaptuk 36%-o0s hozammal (87. abra)""
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87. abra: Paramdgneses és diamagneses pirénszarmazékok szintézise

Pd(PPhs),, Na,CO;

A 451A vegyiilet ROS hatasara 451C alacsony fluoreszcencia intenzitast, paramagneses
vegyiiletet adja, ugyanakkor 451A vegylilet protonalddas hatdsara mintegy hatszoros
serkentést mutat (88. dbra). Ennek oka, hogy 451A vegyiiletben is fellép a fotoindukalt
elektrontranszfer, amely a szekunder amin protonalodasaval megsziinik, igy a pirén

fluoreszcencidja felerdsodik.
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88. abra: A 451C (9.8 uM), 4514 (9.8 uM) és 4514 (9.7 uM) + TFA (150 mM)
fluoreszcencia spektruma acetonitrilben 24 °C-on, A..: 341 nm.
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Paramagneses és diamdgneses 4-nitrobenzofurazan-szdrmazékok szintézise

A 4-nitrobenzofurazanon alapul6 kettds szenzor vegyiileteket a 284 paramagneses
aminbdl vagy a 452 4-amino-2,2,6,6-tetrametil-piperidinbdl és a 7-klor-4-
nitrobenzofurazan aromas nukleofil szubsztitcios reakcidjaval'” allitottuk el 78-83%-os
termeléssel (89. abra). A kapott diamagneses 453A ¢és a paramagneses 453C vegyiiletek
kozotti fluoreszeencia intenzitas kiilonbsége mintegy 33-szoros. Ezeket a vegyiileteket
470 nm koriil gerjesztve az emisszidjuk, hasonldan a danzilszarmazékokhoz, 530 nm

koriil jelentkezik. V™

Cl Q
7
" N
/ ~
C)\

NH. N;(; HN@

N02 N

VAR

Q
JE— O
\ W 284,453C| O°
I
0 NO, 452,453A | H
284, 452 453

89. abra: A 4-nitrobenzofurazanon alapulo kettésen jelolo reagensek szintézise

A paramdgneses és diamdgneses kumarinszarmazékok szintézise

A kumarinszarmazékok szintézisénél kézenfekvo volt a kedvezdbb fluoreszcens
sajatsagokkal rendelkezd 7-aminokumarin-szarmazékokbol kiindulni. A 4-metil-7-
aminokumarint 258 savkloriddal acileztiik, majd a kapott 454C vegytiletet
vaspor/jégecettel a 454A vegyiiletté redukaltuk. Ezen vegyiiletek diaméagneses és
paramagneses parja kozott mindossze 10% emisszios intenzitasbeli kiilonbséget
tapasztaltunk acetonitrilben. Ezt a 454 A vegyiiletnél fellépo intramolekularis toltésatvitel
kovetkeztében fellépd fluoreszcencia kioltdssal magyaraztuk. Tovéabbi hatrany volt a 454
vegyliletek alacsony gerjesztési (322 nm) €s emisszios (382 nm) hulldmhossza. Ezért a 7-
dimetilamino-3-karboxikumarint™' valasztottuk fluorofornak és a 288 amint a kumarin 3-
karboxilcsoportjdhoz kapcsoltuk acilezésel, 55%-os termeléssel. A kapott 455C
vegyiiletet ezutan vaspor/jégecetes redukcioval 455A vegyiiletté alakitottuk 38%-os
hozammal (90. abra). A 455C és 455A vegyiiletek fluoreszcenciaja kozott 25-sz6rds
kiilonbséget tapasztaltunk és a gerjesztési (413 nm) és az emisszios (462 nm)
hullamhosszak is kedvezdbbek voltak a 454A ¢és 454C kumarinszdrmazékokhoz

. XXVII
képest.
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90. abra: Paramagneses és diamagneses kumarinszarmazékok szintézise

Paramadgneses és diamdagneses BODIPY-szarmazékok szintézise

A 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacén-szdrmazékok  (BODIPY)  szintézisét

Haugland és munkatarsai dolgoztak ki.'”?

Ennek a fluorofornak az a nagy elénye, hogy
nem ¢érzékeny a kozeg pH valtozasaira, az olddszerek polaritdsara, nagy a molaris
abszorpcios egyiitthatdja ¢és a gerjesztési/emissziés hullamhossz a pirrolgytiriik

szubsztituenseinek valtoztatasaval varialhatd (500-800 nm).'"?

Hatranya ennek a tipusu
dipirrol-metan festéknek az alacsony vizoldhatosaga és a gerjesztési és az emisszids
hulldmhosszak kozotti kis (15-20 nm) kiilonbség. A BODIPY-szarmazékok szintézise
savkatalizalt kondenzacids reakcion alapszik és a pirrolgytiri fokozott reakciokészségét
hasznalja ki aromas elektrofil szubsztitucios reakcioban.'”*

A9, 292, 14, 37 ¢és 250 aldehideket metilénkloridban reagéltatva 2 ekvivalens 2,4-
dimetil-pirrollal trifluorecetsav (TFA) katalizalt folyamatban, majd a DDQ-val torténd
aromatizacio és az azt kovetd bortrifluorid-éteratos reakcid a 456C, 456A, 457, 458, 459

vegyiileteket adta 9-35%-os termeléssel (91. 4bra, 8. tablazat). ™™
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9, 292, 14, 37, 250 456A, 456C, 457, 458, 459

91. abra: Paramagneses és diamagneses BODIPY-szarmazékok szintézise

8. Tablazat: A paramagneses és diamagneses BODIPY-szarmazékok spektralis
sajatsagai.

Aldehid | BODIPY-szarmazék |n | R Q Aem/Aex Aem/Mex )
dioxan acetonitril
9 456C 0| H (0) 518/542 515/540 0,01
292 456A 0| H H 512/538 510/533 0,21
14 457 1| H 0) 512/523 498/509 0,03
37 458 0O|Br| O 517/540 515/532 0,02
250 459 0| H | OAc 514/536 510/530 0,54

A 8. tablazatbol kitlinik, hogy a polaris €s az apolaris olddszerben mért gerjesztési €s
emisszios hullamhosszak csak kis mértékben kiilonboznek egymastol. A 456C, 457, 458
paramagneses vegyliletek fluoreszceinre vonatkoztatott kvantumhatdsfoka (D)
meglehetdsen alacsony, ugyanakkor 459 és 456A diamdgneses vegyiiletek erdsen
fluoreszkalnak. A 459 vegyiilet erésebb fluoreszcencidja annak tulajdonithato, hogy 456A
vegyliletnél is fellép a fotoindukalt elektrontranszfer (PET) folyamat a pirrolingytlir
nitrogénatomjanak nemkdotd elektronparja €s a BODIPY fluorofor m-elektronrendszere
kozott. Ez egy oxidativ PET folyamat, ugyanis sav és Zn>" ionok hatéséra a fluoreszcencia
mintegy harmadara csdkken. Hasonl6 jelenséget figyeltek meg 2,2°-dipiridilhez kapcsolt
BODIPY-szarmazékok esetében is.'”> A 459 és a 456C kozott felléps Stvenszeres
kiilonbség annak tulajdonithat6, hogy 456C esetében a legerdsebb a fluoreszcencia
kioltds, mert a nitroxid és a fluorofor itt van egymdashoz a legkozelebb, hiszen a
pirrolingytirti kettds kotése a konjugéacid révén részese a BODIPY festékmolekula rt-
elektronrendszerének.

Erdekes feladat volt a BODIPY festékmolekula és a nitronil-nitroxid dsszekapcsolasa.

196

A 460 vegyiiletet  a 2,4-dimetil-pirrollal reagéltatva savkatalizalt koriilmények kozott,

majd a DDQ-s oxidaciét és a bortrifluoriddal torténd kezelést kovetéen 461

81




iminonitroxidhoz jutottunk (92. 4bra).**

Ez a vegyiilet az irodalmi attekintésben mar
emlitett 428 pirénvazas iminonitroxid-szarmazékhoz hasonld sajatsdgokat mutatott. A
nitroxid redukcidja aszkorbinsavval (AA) és az iminonitrogén egyidejli protonéalasa

eredményez csak intenziv fluoreszcenciat (93. abra).

o

I 2 2/_\>\ kat. TFA
N y
\>—®7CHO H

'l\l >

o majd DDQ, BFs - Et,O

460 461
92. abra: A BODIPY festéekmolekulahoz kapcsolt iminonitroxid szintézise.

200
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140 461 + AA 0-17 uM

pH=1.5-nél

461+ AA 0-17uM
pufferolt kozegben, pH=7.4

Fluoreszcencia intenzitas (a. u.)

650 700

nm

93. abra: A 461 molekula (15uM) fluoreszcencia intenzitdsanak valtozdsa
aszkorbinsavval (AA) torténo redukcio hatasara pufferolt ill. savas kézegben.

A BODIPY-szarmazékhoz kapcsolt, nitrogén-monoxid kimutatasara'’ alkalmas
fluoreszcens nitronil-nitroxid szintéziséhez'*® olyan utat kellett valasztani, ahol a nitroxid-
gylrl kialakitasa csak az utolsd 1épésben torténik meg. A tereftalaldehid egyik leendd
aldehidcsoportjat  redukalt forméban acilezve kaptuk 462 vegyiiletet, majd ebbdl
alakitottuk ki 3 1épésben a 465 fluoreszkaldé benzaldehidet. Ezt a 2,3-dimetil-2,3-
dihidroxilamino-butannal reagéltatva, majd az azt kovetd natrium-metaperjodatos
oxidacioéval 38%-os hozammal jutottunk 466 nitronil-nitroxidhoz (94. abra).** A 466

vegylilet nitrogén-monoxidot csapdazva a 461 vegyiiletté alakul, de a bekdvetkezd
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fluoreszcencia ndvekedéshez (kb. 20%) képest diagnosztikusabb értékii az ESR

spektrumban bekdvetkezd valtozas (95. abra).

o 2 @\ Kat. TFA
>—o 4 AcO,
\ <:> N
CHO \B/F NaOMe
N F
462

majd DDQ, BF3 " Et,0
463

94. abra: Nitronil-nitroxidhoz kapcsolt BODIPY-festékmolekula szintézise.
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95. abra: A 466 vegyiilet fluoreszcenciajanak és ESR spektrumdanak valtozdsa nitrogén-
monoxid hatdsdra.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a kettésen jeldld vegyiiletek érzékenysége (azaz a
diamagneses €s paramagneses vegyiiletek fluoreszcenciaja kozotti kiilonbség) annal nagyobb,
minél kozelebb van egymashoz a donor és az akceptor. A vizoldékonysagot ndveld csoportok
beépitése kedvezden befolydsolhatja a ROS csapdazasara hasznalt vegyiilet biologiai
rendszerben valé alkalmazhatosagat, azonban kelld Ovatosdggal kell eljarni, nehogy a
biologiai rendszerben bekdvetkezd protonalddas vagy fémion komplexalas révén megsziind
PET téves informaciokhoz vezessen. Koriiltekintden kell eljarni a fluoroforokhoz kapcsolt

sztérikusan gatolt aminok (A forma) alkalmazésakor is, hiszen itt is felléphet PET vagy
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toltésatmenettel jard folyamat, ami a varakozassal szemben, eleve csokkentett fluoreszcenciat

eredményez.

5.2.2. A kettésen jelolo vegyiiletek szintézise

A kettésen jelold vegyiiletek abban kiilonboznek az el6zd alfejezet szenzor vegyiileteitdl,
hogy a nitroxidot egy SH-specifikus, reagalo csoporttal is ellattuk. Az elgondolasunk az volt,
hogy a fehérjét hely- és funkciospecifikusan egyszerre médositsuk egy fluoreszcens és egy
spinjelz6 reagenssel azért, hogy az ESR ¢és a fluoreszcencias anizotropia vizsgalatokbol tobb
informaciot szerezhessilink a fehérje szerkezetére és mitkodésére vonatkozdan. Az elgondolas
f6 probléméja, hogy a dinamikus mechanizmusu kioltds kovetkeztében a fluorofor életideje
mintegy tizedére csokken, igy a maximum 1-2 ns-os idéablak miatt kevés molekularis
torténés vizsgalhatd fluoreszcens anizotropias technikaval. Az N-metil-danzilamidot'”
alkileztik a 142 dibrémvegyiilettel, majd a kapott 467 vegyiiletet tovabbalakitottuk 469
metantioszulfonatta.! A 469 vegyillet 1,2 ns fluoreszcens életidével rendelkezett
acetonitrilben. A fluoreszcens életid6t sikeriilt ndvelni, amikor a donor-akceptor tavolsagot
noveltiik, pl. a 142 vegyiilettel a BODIPY-fenolszarmazékot®™ alkileztik és a 470
bromvegyiiletbdl nyert 472 metantioszulfonatot allitottuk eld. A 472 vegyiilet fluoreszcens
életideje acetonitrilben 2,5 ns volt.*** A modszer hatranya, hogy melléktermékként 468 ill.
471 vegyiiletek is keletkeztek az alkilezés soran, igy 469, 472 célvegyiiletek hozama 6-15%
volt. A fluoreszcens életidé novelésében akkor sem értiink el eredményt, ha a kdztudottan
hosszu fluoreszcens ¢letiddvel rendelkezd piréngytiriit hasznaltuk fluoroforként. A pirén-1-
boronsavat 37 aldehiddel reagaltattuk Suzuki-reakcioban, majd 473 aldehidet 474C alkoholon
¢s 475 bromvegyiileten keresztiil 476 metantioszulfonatta alakitottuk. Az igy nyert vegyiilet
fluoreszcens ¢életideje minddssze 0,7 ns volt. Ezért 474C alkoholt 474A diamagneses
vegyiiletté alakitottuk és a pirrolingylri nitrogénjét szulfonamidként védve (fotoindukalt
elektrontranszfer okozta anomadlidkat ¢€s a szintetikus nehézségeket kikiiszobolendo)
mezilaton keresztiil a 477 bromvegyiiletet allitottuk eld. Ebbdl készitettiik a 478 diamagneses
metantioszulfonatot, amelynek fluoreszcens életideje 2,9 ns volt (96. abra). "™ A szimultan
fluoreszcens és spinjelolés nehézségeinek lehetséges feloldasa, hogy a fehérje ugyanazon
helyét modositjuk egy paramagneses, majd utdna egy fluoreszkalé diamégneses, csaknem
hasonlé szerkezetti ill. alaki molekulaval, mint pl. 476 és 478 vegyliletek. Az igy kapott ESR,
valamint a fluoreszcencia spektroszkopidval nyert informéciok reményeink szerint jol

hasznosithatok a fehérjemolekula szerkezetének és funkcidjanak felderitésére.

84



.
N e
(o] (o]
Br 467, 469 468
‘ X
467, 470 Br

SS0,CH; NaSSO,CH;

469, 472

470, 472 471

Br —0 *I SSO,CHg
B(OH), NaBH4 MsCl, ElgN NaSSOZCH3
L|Br >\

N Na2C03 Pd(PPhs),

o)

37 473 474C 476

Fe/AcOH I I
MsCl, Et3 Q SSO,CH3
NaSSOZCH3
LiBr
s.oZCH3 3020H3
474A 477 478

96. abra: Kettosen (spin és fluoreszcens) jelolo vegyiiletek szintézise.
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6. Osszefoglalas

Az elsésorban preparativ szerves kémiai munkan alapuld kutatdsok szdmos uj
nitroxidszarmazék eldallitasat eredményezték. Az értekezés sokoldalian hasznosithatd
nitroxid intermedierek eldallitasat és ezek felhasznaldsaval, valamint az 0 szintézisutakkal
kapott spinjelzék, pirrolin nitroxidot tartalmazé gytriivazak, paramagnesesen modositott
biomolekuldk ¢és a kettds (fluoreszcens ¢és spin) szenzorvegyliletek szintézisét targyalja. A
bioldgiai alkalmazéasokon tal célunk volt annak a felderitése, hogy a nitroxidok jelenlétében,
azok irreverzibilis kéarosodasa nélkiill milyen kémiai reakcidok valosithatok meg. Az
értekezésben leirt és az ebben a fejezetben Osszefoglalt eredmények egy részét a 2005-ben

megjelent dsszefoglald dolgozatunk is targyalja.””!

Célunk volt a sokoldaluan felhasznalhaté paramagneses intermedierek szintézise; igy a
Diels-Alder-reakcioban alkalmazott szimmetrikus paramagneses dién (29), a Pd-katalizalt
keresztkapcsolasi reakciokban alkalmazhaté 32 acetilénvegyiilet, 55 és 56 jodvegyiiletek ¢€s
59, 63 paramagneses vinil-boronsavak (97. dbra). Ezen vegyiiletek jelentésége abban rejlik,
hogy a nitroxid irreverzibilis kdrosodasa, ill. sok esetben megvédése nélkiil adnak lehetdséget

a C-C kotés kialakitasara.

o
\
<0 {i {% {k xﬁj
o) o o
29 32 55 56 59 63

97. abra: A fontosabb, ujonnan eléallitott kulcsvegyiiletek

Eljarast dolgoztunk ki a kordbban ismert 37 3-brom-a.,3-telitlen aldehidbdl szén-kén ill. szén-
szén kotés kialakitasaval 3,4-diszubsztitualt pirrolin nitroxidok eléallitsara. Az eléallitott 39,
40 és 45-52 aldehidek tovabbi reakciok fontos kiindulasi vegytileteinek bizonyultak (98.
abra).
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98. abra: A fontosabb 3,4-diszubsztitualt pirrolin nitroxid intermedierek

RY: Et, Ph

A nitronokb6l ¢és a megfeleléen védett aril-Grignard-reagensekbdl, majd az
aromasgyurti utolagos tovabbalakitdsaval valtozatos szerkezetli 2-szubsztitualt pirrolidin
nitroxidok (pl. 76, 78, 83, 87 stb.) szintézisét dolgoztuk ki. A megfeleld nitronbol kiindulva
2,2- és 2,5-diszubsztitualt, tovabb modosithatd 91 és 95 pirrolidin nitroxidokat allitottunk eld

(99. ébra).
OH o}
) lN X X
o o) o 0
CHO CHO
76 78 83 o 87
CHO  OHC
\
o}

91 CHO 95 CHO

99. dabra: Az ujonnan szintetizalt fontosabb 2-, 2,2- és 2,5-diszubsztitualt pirrolidin nitroxidok

A széleskorben ismert és a cisztein pontmutinsok jelolésére alkalmazott
metantioszulfonat 11 (HO-225) reagenst kivantuk tovabbfejleszteni. Elsoként a
metantioszulfonat szubsztituens helyett mas tiolspecifikus reagenseket allitottunk eld, pl. jod
(96), higany-jodid (97) reagenseket, valamint a nitroxidgytra telitettségén valtoztattunk (99).
A maésik lehetdség a 11 tovabbfejlesztésére egy tovabbi szubsztituens beépitése volt a
pirrolingyiirti négyes szénatomjara. igy a 39, 40, 45, 46 vegyiiletekbdl a 3-metantioszulfonat-

4-szubsztitualt monofunkcionalis, SH-specifikus pirrolin nitroxidokat 118, 119 ¢és 132, 133
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allitottuk eld. A megfeleld telitett szdrmazékokat (140, 141) Grignard-reagens o,p-telitetlen-
cisztein pontmutansain tesztelték. A telitett vegytiletek inkabb az oldallancok kozott fellépd
masodlagos kolcsonhatdsok vizsgélatara alkalmasak, mig a telitetlen vegyiiletek, kiilondsen a

nagy térkitoltésli szubsztituenst hordoz6 133, a fehérjelanc konformacidos mozgasat képesek

kovetni.
>CQI >CQHQI >(QSSOZCH3 CZHS:&SSOZC% Ph_;&SSOZCHS
Ty lN ! N
(e} (@] (e} (0] lO.
96 97 99 118 119
: : lN :
O (e} (0] (@]
132 133 140 141

100. abra: Néhany fontosabb uj, monofunkciondalis, tiolspecifikus spinjelzo reagens.

Uj, homobifunkcionalis, cisztein oldallancok kozotti intra- ill. interhelikalis
keresztkotés kialakitasara alkalmas spinjelz6 vegytiletek (150, 160) szintézisét dolgoztuk ki.
A 165 tiolspecifikus és fotoaktivalassal keresztkotés kialakitdsara alkalmas vegyliletet a

Suzuki-reakcio segitségével 4 1épésben tudtuk eldallitani (101. dbra).

@)
SSO,CH3
HSCSOZSQQSSOZCHS K@ O SSO,CH3
. ° I
O @)

150 160 SSO2CH3 165

101. abra: Néhany fontosabb, ujonnan eléallitott, tiolspecifikus, keresztkoto spinjelzo

reagens.
A 29 szimmetrikus paramégneses diénbdl Diels-Alder-reakcidoval szdmos pirrolin

nitroxidhoz anellalt szénciklust (190, 191, 192), részlegesen telitett (pl. 207, 208) és aromas
(210) heterociklust allitottunk el6. A diénbdl nyerhet6 142 dibromvegyliletet a pirrolin
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nitroxidhoz anellalt 197 ciklopentadién, 216 pirrol, 220 furan és 221 piridazin eldallitasanak

a kiindulasi anyaga volt (102. abra).
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102. abra: A szimmetrikus paramagneses dienbdl szintetizalt karbociklusok és heterociklusok
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A 37 B-brém-a,B-telitetelen aldehid is fontos kulcsvegyiiletnek bizonyult a pirrolin
nitroxidhoz anellalt heterociklusok szintézisében. Igy a pirrolin nitroxidokhoz anellalt tiofént
(107), izotiazolt (225), piridin-N-oxidot (229) és kinolint (230, 231) allitottunk eld. Utdbbi
vegylilet szerkezetigazold szintézisét is megoldottuk 54 ketonbol kiinduldé Fiedlander-
szintézissel (103. abra). A pirrolin nitroxidhoz anelldlt karbo- és heterociklusoknak az
oximetriai vizsgalatokban van jelentds szerepe, de az id6kozben megjelent legfrissebb
ausztraliai kutatasok szerint jelentds az antitumor és az oxidativ stresszt mérséklé hatasuk
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103. abra: A 37 p-brom-a,f—telitetlen aldehidbdl kiindulo pirrolin nitroxiddal anellalt

heterociklusok szintézise.

Klasszikus szintetikus modszerekkel 9 aldehidbdl és 258 savkloridbol szamos
paramagnesesen modositott heterociklust allitottunk eld. Példaként a 246, 252 paramagneses
benzazolokat és a 261 kromonvegyiiletet emlitem. A Pd-katalizalt reakciok segitségével 32
acetilénvegyliletbdl a 2-szubsztitualt indolt (271), 55 jodvegyiiletbdl a 3-szubsztitualt indolt
(272) ¢és az 59 boronsavbodl a 275 spinjelolt uracilt tudtuk eléallitani (104. abra). A felsorolt
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példak is jol mutatjak, hogy az ujonnan eldallitott paramagneses kulcsvegytiletekbdl pirrolin

nitroxiddal mddositott vegyliletek széles valasztéka allithato elo.

CHO
N
—_— \ 74
S N, -
O
252
—
\
0O
32 271
| ?&
N—O o
| B~o | N—O
— T HN
\ \ B )\ |
?- N | o} N
o) H (@] H
55 272 59 275

104. abra: Pirrolin nitroxidhoz egy o-kétésen keresztiil kapcsolodo vegyiiletek.

Kutatdomunkank t6bb mint 2 évtizedes koncepciodja, hogy a nitroxidok (,,C forma™) és
redukalt szarmazékaik (,,A és B forma”) antioxidans ill. farmakofor csoportként viselkednek.
Ezek a formék szintetikus Giton egymasba alakithatok, de a metabolizis folyaman ,,A forma”

,»B” ¢és ,,C formava” oxidalodik illetve a B és C forma kozott redox egyensuly alakul ki (105.

abra).
0X .S
E—— red
\ \ \
H O

OH
A C B

105. abra: A paramagnesesen modositott gyogyszermolekulak oxidalt és redukalt formdi.

Mindezek alapjan igéretes célnak tlint, hogy szén-szén kotés kialakitasaval és a
funkcids csoportok megtartdsaval paramagnesesen modositott gyogyszereket szintetizaljunk.

fgy allitottunk eld szadmos, paramagneses gyiiriivel modositott bioaktiv vegyiiletet, pl. 194
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gyokos Ks-vitamint, a 214 omeprazolt és a 301 warfarint. Részletesebb in vitro és in vivo
vizsgalatokat az ebselen, amiodaron ¢€s a trimetazidin modositott szairmazékaival végeztiink.

Ezek sordn azt talaltuk, hogy 320A gyokds analog példaul az ebselenhez képest 2,5-szeres
»glutation-peroxiddz szeri” (GPx) katalitikus aktivitast mutatott, a 329A trimetazidin-
szarmazék ROS, RNS okozta oxidativ stresszt védé/mérsékld hatast volt és a Langendorft-
sziv kisérletben is hatékonyabb volt, mint a trimetazidin alapvegylilet. Az amiodaron
analogok koziil a 341B vegyiilet hatdsosabb ¢és kisebb toxicitdsu volt mint az alapvegyiilet.
Ezen példak ¢és a korabbi szerkezetmddositasok alapjan azt mondhatjuk, hogy a
gyogyszermolekuldk nitroxid heterociklusokkal ill. redukalt prekurzoraikkal végzett
modositasa az eddig vizsgalt esetekben nem vezetett az eredeti hatds elvesztés¢hez, sot
novelte a molekula biologiai aktivitasat, csokkentette a toxicitdsat ill. bdvitette az

alapvegyiilet hatasspektrumat is (106. 4bra).

O
H3CO N o)
SeeeAn et
N
5 !

194
H3CO, 301
o)
OO RS
/ —
A H,CO \J
320A r’\|
H
! N/ 329A

O]

341B

106. dbra: Uj, nitroxidokkal és diamdgneses prekurzoraikkal médositott bioaktiv vegyiiletek.
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A szivre hatd gyodgyszereknél szerzett kedvezd tapasztalatok alapjan nitroxidokkal és
redukalt szarmazékaikkal modositottunk 4-karboxamido-benzimidazol és kinazolin-4-on
alapt PARP-gatlo vegyiileteket. Ezek koziil a 365A ¢€s a ,,nem nitroxid alapi” 358 vegyiilet
bizonyult a leghatékonyabb PARP-gatlonak (107. dbra).

0 o) CONH,
N
)T O @J\J\E /\/N @i ; / e
— —
N s/\/ N S N
H
358 359 365A

107. abra: Az értekezésben szereplo, leghatékonyabbnak taldalt PARP-gatlo vegyiiletek.

Biofizikai vizsgélatokhoz paraméagneses aminosavakat (375, 385-390, 396-398) ¢és
spinjeldlt tiogalaktopiranozidokat (401, 421) szintetizaltunk. A 375 aminosav 6tvézi a TOAC
(187) aminosav eldony0s sajatsagait (merev oldallanc, kiralitascentrum hianya) és a pirrolin
nitroxidok nagyobb stabilitidsat. A paramagneses aminosavak nagy valtozatossagat a 3,4-
diszubsztitualt pirrolin nitroxidok szintézisére kidolgozott médszereink tették lehetové. Igy
kiilonboz6 térkitoltésti €és polaritast, paramagneses oldallancot hordozd N-Boc védett o-
aminosavakat allithattunk el6. A paramagneses aminosavak valasztékat a pirrolin nitroxid
alapi aminosavaktol eltéré orientacioji  2-szubsztitudlt pirrolidin  nitroxid alapt
aminosavakkal (396-398) is bovithettiik. Az eldallitott aminosavak hatranya, hogy a fehérjébe
torténd beépités esetén esetlegesen rezolvalni kell Oket. Ezek a munkdk kilfoldi

laboratoriumokkal egylittmiikddve jelenleg is folyamatban vannak. A 385 aminosavat német

kutatokkal egytittmiikddve polipeptidbe is sikeriilt beépiteni (108. abra).

H,N_ CO,Et COLH
H,N  CO,H . Y14<
— ﬂ NHBoc >O<YL<002H
N, N, N N NHBoc
O e} (@) o]
187 375 385- 390 396-398

R: H, Br, Ph, N3CH,
1 Y 2. §—©—>"‘
Viow, £ YA

- %;/_g
%/_/_3 >

108. dbra: Uj, paramdgneses aminosavak
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Amerikai kutatokkal kozosen vizsgaltuk a tiogalaktoz-szarmazékok laktoz-permedz
fehérjéhez torténd kotédését ESR spektroszkopiaval. Azt talaltuk, hogy mig a révidebb
Osszekotdlancu 401 vegylilet nem mutatott kotédést, addig a 421 hat szénatomos

Osszekotdlancot és aromasgyliriit tartalmazo vegylilet mar szelektiv kotdédést mutatott (109.

abra).
OH OH
oH o} OH S H
OH on ° \(v)gN
s ' N
OH _ O O,N 0
421

401

t
O
109. abra: Két példa az értekezésben szereplo tiogalaktopiranozid-szarmazékok koziil a

laktoz-permeaz fehérjéhez kotodo (421) és nem kétodo (401) vegyiiletekre.

A fluorofor vegyiiletekhez kapcsolt nitroxidok kioltjak a fluoreszcenciat. Ha a nitroxid
hidroxilaminna redukélodik vagy széngyokkel rekombinalddik diamagneses N-O-R csoportta,
a fluoreszcencia felerdsodik. Ezek a folyamatok mind ESR spektroszkopiaval, mind
fluoreszcencia spektroszkopidval kovethetdvé valnak, ezért nevezik ezeket a vegyiileteket
kettds szenzor vegyiileteknek. Intézetiinkben szamos, kiillonb6zd hulldimhosszon fluoreszkald
donor-akceptor molekulat allitottunk eld. Ennek az elvnek a tovabbfejlesztése volt, hogy nem
a nitroxidot, hanem annak prekurzor szekunder aminszarmazékat (,,A forma’) kapcsoljuk a
fluoroforhoz (432, 442, 451, 453, 455, 456) (110. abra). A vegyiiletek koziil az intenziven
fluoreszkalo 432A vegyiiletet (DanePy) sikerrel alkalmaztuk az MTA-SzBK kutatoival a
novényi stressz folyamatokban képz6dd szingulett oxigén kimutatdsara. A ROS-ok
kimutatdsa azon alapszik, hogy a sztérikusan gatolt amin nitroxidda (,,C forma”) oxidalodik
¢és ez kioltja a hozzakapcsolt fluorofor fluoreszcenciajat €s az ESR spektrumban megjelenik
az izotrop triplett jel. Tobb példan keresztiill bebizonyosodott, hogy a kettds
szenzorvegyiiletek érzékenysége annal nagyobb, minél kozelebb van egymashoz a donor és az
akceptor molekularész. A vizoldékonysagot ndvelé aminocsoportok beépitése kedvezden
befolyéasolhatja a ROS csapdazasara hasznalt vegytilet bioldgiai alkalmazhat6sagat, azonban
az aminocsoportot tartalmazd oldallincok ¢és a sztérikusan gatolt aminok (A forma)
alkalmazésakor figyelembe kell venni az esetlegesen fellépd fotoindukalt elektrontranszfert

vagy a toltésatmenettel jar6 folyamatokat is.
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110. abra: Néhany uj, kettos szenzorvegyiilet

A kettds szenzorvegylileteket ugy fejlesztettiik tovabb, hogy a donor-akceptor
vegyiiletet SH-specifikus reagald csoporttal lattuk el. Igy pl. a 472 vegyiilet alkalmas a

fehérjék cisztein oldallancanak szimultan (fluoreszcens és spin) jeldlésére (111. abra).

472

111. abra: SH-specifikus, kettosen (spin és fluoreszcens) jelolo vegyiilet
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Fontosabb roviditések jegyzéke

AA : aszkorbinsav

Ac: acilcsoport

ACN: acetonitril

ADP: adenozin-difoszfat

ATP: adenozin-trifoszfat

Boc: t-butoxikarbonilcsoport

BODIPY: 4,4-difluoro-4-bor-3a,4a-diaza-s-indacén
CON: kontroll

CsA: Cyclosporyn-A

DanePy: 3-[N-(B-dietil-aminoetil)-N-danzil Jaminometil-2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidro- 1 H-
pirrol

dba: dibenzilidén-aceton

DBU: 1,8-diazabiciklo[5.4.0]-7-én

DCC: diciklohexil-karbodiimid

DDQ: 2,3-diklor-5,6-diciano-1,4-benzokinon
DMF: N,N-dimetilformamid

DNS: dezoxi-ribonukleinsav

DMSO: dimetil-szulfoxid

ED: hatasos dozis

ESR: elektronspin rezonancia spektroszkopia
Et: etilcsoport

GPx: glutation-peroxidaz

IC: inhibitor koncentracid

NAD": nikotinsavamid-adenin-dinukleotid
NADH: redukalt NAD"

NMR: magneses magrezonancia spektroszkopia
Me: metilcsoport

MPT: membran ateresztoképesség

PARP: poli(ADP-rib6z)-polimeraz

PET: fotoindukalt elektron transzfer

Ph: fenilcsoport

RNS: reaktiv nitrogénszarmazék
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ROS: reaktiv oxigénszarmazék

SOD: szuperoxid-dizmutaz

TEMPO: 1-oxil-2,2,6,6-tetrametil-piperidin

TFA: trifluorecetsav

TOAC: 4-amino-4-karboxi-1-oxil-2,2,6,6-tetrametil-piperidin
TOSMIC: tozil-metil-izocianid
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munkatarsait Dr. Hankovszky Olgat, Dr. Lex Laszlot, Dr. Csek6 Jozsefet, Dr. Kulcsar Gyulat,
Haldsz Aladarnét, Huszar Terézidt, Kneif Jozsefnét és Ott Miklosnét, akik nagyban

hozzajarultak a téma megalapozasahoz az 1970-es és 80-as években. K6szoném a POTE és a
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PTE AOK volt és jelenlegi vezetéinek, alkalmazottainak, hogy a kutatashoz sziikséges
infrastrukturat biztositottak.

Halaval tartozom sziileimnek és azonak a barataimnak, ismer6seimnek akik az elmult 14
évben tdmogattak és a napi gondoktdl mentesitve lehetdvé tették, hogy a kutatomunkdmmal
intenziven foglalkozhassak. Bar a kutatomunkaban nem vettek részt, mégis hadd alljon itt a
neviik: Kalai Zoltan, Kalai Zoltanné, Erdss Jozsefné, Julia Essert, Shirley Kerchner, Wushing
Istvanné. Koszondm tovabba a Magyar Tudomanyos Akadémidnak a Bolyai-0sztondijat, a

kutatocsoportunknak nyujtott AKP, DFG, ETT, FKFP, OTKA tamogatasokat.
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