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FEJEZET 1

Bevezetés

A rédkos megbetegedések kezelésének teriilete intenziv kutatasok targyat képezi, ¢és
folyamatosan jelennek meg 1ij mddszerek az irodalomban!!l. Az ¢16 szervezetben alkalmazott
gyogyszerek gyakori hatranya, hogy nem mindig a kivant helyen fejtik ki hatasukat. Ez
kiilondsen igaz a kemoterapias szerekre, amelyek gyakran sulyos mellékhatasokat okoznak.
Ennek kovetkeztében a célzott hatdanyagleadd rendszerek kulcsszerepet kaptak a modern
gyogyszerkutatasban'?. Ezek a rendszerek lehetdvé teszik, hogy a gydgyszermolekuldk térben
¢s idében szabalyozottan szabaduljanak fel, igy novelve a hatékonysagot és csokkentve a
mellékhatasokat. A bioortogonalis kémidbdl ismert, tetrazinok és transz-ciklooktének kozotti
inverz elektronigényli Diels—Alder reakcidé egyik valtozatdit mar alkalmazzdk inaktivalt
hatéanyagok felszabaditasaral®’. Ennek térben és idében vald kontrollilisara nyujtana
lehetdséget aktivalhato tetrazin szarmazékok hasznalata*>). E cél megvaldsitisahoz kiilondsen
alkalmasak a fénnyel aktivalhato, illetve a tumorsejtek €s azok kozvetlen kornyezetének eltérd

tulajdonsagait kihasznalé molekulak!®-”),

A hipotézis szerint a két modszer kombinalasaval kapott inaktivalt tetrazin molekula nem képes
reakcidba 1épni a transz-ciklookténen keresztiil inaktivalt gyogyszerhatéanyaggal (TCO-
hatéanyag) mindaddig, amig a molekulat nem éri a megfeleld kiilsé (példaul fény) vagy belsd
(példaul enzim) inger. Annak hatdsdra viszont az aktivalt tetrazin a konjugdtum transz-
ciklooktén részével reagalva felszabaditja a bioldgiailag aktiv hatéanyagot, igy a gyogyszer

felszabadulésa szabalyozhato térben €s idében (1. abra).

fény ﬁ
a = a b
enzim TCO-hatéanyag

inaktiv tetrazin ——®  aktiv tetrazin tetrazin-TCO konjugatum +  hatéanyag

1. abra: A célzott hatéanyagleado rendszer miikddése.

A fénnyel torténé aktivalas kivalé modja a fotolabilis vegyiiletek alkalmazasal®l. Egy masik
lehetdség az, ha a molekula belsd hatdsokra aktivalodik, példdul hipoxias kdrnyezetben!®!. Tlyen
koriilmények kozott a nitroreduktdz enzimek taltermelddnek, amit kihasznalva célzottan lehet

aktivalni a molekulakat.
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Irodalmi attekintés

2.1. Bioortogonalis reakciok

A biomolekulak kétlépéses, szelektiv in vivo moddositdsara hatékony megoldast kinal a
bioortogonalis kémial'%!. A bioortogonalis reakciok magukba foglalnak minden olyan reakciot,

amik egymassal szelektiven reagald, szervezetidegen, de biookompatibilis funkcids csoportok

kozott mennek végbe nagy hatékonysaggal, fizioldgias kdriilmények kozott (2. abra)!!ll,

IEDDA cikloaddicio N NS
o —> \

N‘NKR
e

CuAAC cikloaddicié b
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I
Tetrazol fotoindukalt reakcio N R PNV 3
.\Y=NN’ + /\. — .\(_&
I
SPAAC cikloaddicié ®
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O e = O
I <
Staudinger ligacio o}
ocH;  x I]\{(.
M PPh, ¢ POPh,

i ®  biomolekula
I T T T T T T T 1 log(k, [M"s"]) L ® fluorofor
-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 k, — misodrendii sebességi 4ll. @® biomolekula vagy fluorofor

2. abra: A legelterjedtebb bioortogonalis reakciok dsszehasonlitasa sebességi allandoik alapjan!!?l,

2.1.1. Bioortogonalis reakciok fo tipusai

A bioortogonalis kémia jelentdségét alatdmasztja, hogy 2022-ben Carolyn R. Bertozzi mellett
Morten P. Meldal-nak és K. Barry Sharpless-nek itélték oda a kémiai Nobel-dijat a klikk kémia
biokompatibilis kidolgozasaért!*l. A bioortogonalis kémiat Saxon és Bertozzi alapozta meg a

Staudinger ligacios eljarassal, amelynek hatranya az alacsony reakcidsebessége!!¥l.




Meldal és Sharpless ennek kikiiszobolésére felfedezte a CuAAC (réz(I)-katalizalt azid-alkin
1,3-dipolaris cikloaddicid) reakcidt, ami a Staudinger ligdcidhoz hasonloan egy terminalis azid

funkcids csoportot visz reakciobal!>16],

A CuAAC elddjének szamitdo Huisgen 1,3-dipolaris cikloaddicié csak magas hémérsékleten
jatszodik le, illetve 1,4 és 1,5-regioizomer keveréket eredményez!'”!. Ennek kikiiszobolésére,
Meldal és Sharpless rajottek, hogy Cu(l) alkalmazédsaval a reakcid szobahOmérsékleten,
kozepesen nagy reakcidsebességi allandoval szelektiven végbemegy, csak az 1,4-izomer
keletkezik!'®l. Viszont a bakterialis és allati sejteknek a réz toxikus, igy ez a reakcid

hasznalhatosagat limitaljal'®,

Bertozzi és mtsai egy alternativ katalizatormentes megoldast fedeztek fel. Az alkint ciklooktinra
cserélték ki, ekkor a fesziilt gylrli tobbletenergidja miatt a reakcid katalizator mentes

koriilmények kozott lejatszodott szobahdmérsékleten!2l,

Késdbbiekben Bertozzi és mtsai azt is megallapitottak, hogy a reakci6 fizioldgias koriilmények

(211 Tovébbi fontos bioortogonalis reakci6 az alkének és tetrazolok kdzoti

kozott is végbemegy
fotoindukalt cikloaddicio, ahol a reakcidban kialakuld pirazolin szarmazék a kiindulasi
anyagokkal ellentétben fluoreszcens tulajdonsagokkal rendelkezik, ezaltal a reakcio
fluorogén??!. Napjainkban fiziologias kériilmények kozott a legelterjedtebb reakcio a tetrazin
¢s a fesziilt gyliris alkénok/alkinek kozti IEDDA (inverz elektronigényti Diels—Alder
reakcio)?¥l. IEDDA cikloaddici6 a dolgozatom szempontjabol a legfontosabb, ezért

részletesebb targyalom.

2.1.2. IEDDA cikloaddicio

A Diels—Alder reakcidt Otto Diels és Kurt-Alder fedezte fel 1928-ban, a munkajukért 1950-ben
kémiai Nobel-dijat kaptak!?l. Diels—Alder reakcidé népszeriisége az egyszerliségébdl és
gyorsasagabol adodik. A reakcidosebességét elektronszivé csoporttal lehet ndvelni a dienofilen,
vagy elektronkiild csoporttal a diénen!®). Tlyen csoportokkal a reakcié reaktivitdsa megnd,
mivel a HOMO és LUMO palyak kozott kisebb lesz az energiakiilonbség?®!. Ezzel szemben az
IEDDA reakcid soran az elektronhianyos dién alacsony energiaja LUMO paly4ja 1ép reakcidba
az elektronban gazdag dienofil magas energiajd HOMO palyajaval, igy a szubsztituensek hatasa

forditott?”l. Egy ilyen reakcié a TCO (transz-ciklooktén) és Tz (tetrazin) kdzott lejatszodo




cikloaddicio. A reakcio altaldban nagyon gyors, masodrendii reakcidsebességi allanddja akar a
10° M's! értéket is elérhetil?®]. Kis szamitassal belathato, hogy k» = 10 M 'xs™! esetén 5 uM

dienofil és 10 uM dién koncentracié mellett 1 méasodperc alatt 95% termék keletkezik.

A tetrazinok ¢és alkének kozotti reakcio legelso 1€pése az IEDDA [4+2] cikloaddicid, ami egy
erosen fesziilt, athidalt dinitrogén adduktot eredményez (3/B. abra). Ez a f0 sebesség
meghatdroz6 1épés. Az addukt ezutan egy retro-Diels—Alder reakcioban N» kilépése mellett
atalakul a megfeleld 4,5-dihidropiridazin szarmazékkd. Ezt egy tautomerizacios (1,3-prototrop
atrendezddés) folyamat koveti, ami 1,4-dihidropiridazin izomer keveréket hoz létre. Ezt
kovetden az oxidacios 1épés csak akkor megy végbe spontan, ha a dihidropiridazin instabil. Ha
stabil, akkor oxidalészer sziikséges, példaul nitrozus gazok, HoO, vagy DDQP?!. A reakcio
orientacidja és a dihidropiridazin szarmazék konfiguracié nem jatszik fontos szerepet a tetrazin
ligacid legtobb alkalmazasa soran, de néhany esetben esszencidlis, mint példaul bioortogonalis
kotés hasitas piridazin eliminacioval (click-to-release), amit a késdbbiekben targyalni fogok[*?'.
Ha alkint hasznalunk dienofilként, akkor kozvetleniil a végso piridazin szarmazék keletkezik

oxidacio nélkiil (3/A. abra)'®’l.

A
R, R, N R,
N)§N Ry N/l\‘ ........ R 4, Ry R -N, N7 R,
oo+ |[ — o NS g N T — 1|
NN Nen [l N* Ry Nx
\r R; 7( o R R;
R, R, R; R,
piridazin
B
R, R,
N)§N Ry N YR N2 NN R
i | —_— o N Ry — N Ry Ty __
NN NN NE Ry Ny
R, 7,‘ R, R,
Ry R, R; R,
4,5-dihidropiridazin
R, R, R,
N?Z Ry N Ry 0X N% Ry
1 + 1 —_— | |
HN ~ Ny Ny
R; R; R;
R, Ry R,
1,4-dihidropiridazin izomerek piridazin

3. abra: IEDDA cikloaddici6 mechanizmusa A) alkin és tetrazin B) alkén és tetrazin esetében!®!).

2.2. Tetrazinok

Tetrazin reaktivitds az IEDDA reakcidoban novekszik, ha a 3-mas és/vagy 6-os pozicidba

elektronszivé csoportokat épitiink be, mivel a LUMO energidja csokken (4. abra)?2l.




Elektronszivdo csoportok hatdsara, mint példaul karbonsav észter, trifluormetil,
heteroarilcsoportok, viszont nagyobb valoszintiséggel fognak reagalni nukleofilekkel, példaul
tiolokkal vagy hidrolizist kdvetden elbomlanak. Azaz a stabilitasuk kisebb lesz fiziologids

koriilmények  kozott*3,

A nem elektronszivdo csoportokat, példaul alkilcsoportot
tartalmazoknak a stabilitasuk nagyobb, de a reaktivitasuk kisebb**. Ezek alapjan belathato,

hogy meg kell talalni a megfeleld egyensulyt a reaktivitas €s stabilitas kdzott.

IEDDA REAKTIVITAS -
NH, NH,

NH, NH, I A
© Y I X r
N SN NN N SN N SN NN N SN NN N SN
1 1 1 1 1 1 1 1 " 1 1 1 " 1 [L} 1
N\FN N\FN N\FN N\FN NI/N N\rN NN N\FN
CH; CH; CH; H NPON H 2NN CF;

U N !

4. abra: Tetrazinok IEDDA reaktivitasal®..

1,2,4,5-tetrazinok eldallitdsdra hasznalt leggyakoribb modszer egy kétlépéses megkozelités,
ami nitrileket és hidrazint (vizmentes vagy monohidrat) hasznal, reagensként®). Altalaban
feleslegben hasznaljak a hidrazint €s gyakran hasznalnak mellette segéd oldoszert is, példaul
etanolt vagy 1,4-dioxant”). A reakcidban keletkezd dihidrotetrazint ezt kovetden oxidaljak,
hogy megkapjak az aromas tetrazin gytriit. Az oxidacidhoz leggyakrabban nitrézus gazokat
hasznalnak (natrium-nitrit és hidrogén-klorid vagy ecetsav reakcidjaval allitjak eld), de akar

oxigén atmoszféraban is lehetséges az oxidaciol*®*,

Nem-szimmetrikus tetrazinok hatékony szintézise sokkal nehezebb, az egyik nitrilt (altalaban
a kevésbé reaktivat) nagyobb feleslegben kell alkalmazni, de még igy is csak alacsonyabb
termelés érhetd el, ezaltal a szintézis nem annyira gazdasagos!*’l. A reakcid termelését
katalitikus mennyiségli nikkel(Il)-vagy cink(I)-triflattal lehet megndvelni, de még igy is

gyakori az 50% alatti hozam[®!,

2.3. transz-Ciklooktének

Az IEDDA reaktivitdsat nemcsak a tetrazin szubsztitualtsdgaval lehet befolyasolni. A dienofilen

elektronkiildd csoportok gyorsitjak a cikloaddicios 1€pést. A legnagyobb reaktivitas ndvekedést




viszont nem a szubsztitudltsaggal, hanem fesziilt gytiriivel lehet elérni!l. Sauer az 1990-es
években kiterjedt kinetikai vizsgalatok alapjan arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a legnagyobb
sebességi allandot fesziilt nyolctagt gytiriis molekulaval lehet elérni?. Az elmilt évtizedekben
szamos TCO szarmazékot irtak le az irodalomban, de szamos egyéb gyors dienofilt is, példaul
norbornének, ciklopropének, ciklooktinek, de egyiknek se éri el a masodrendli sebességi

allanddja a legtobb TCO masodrendii sebességi allandojati*3,

A TCO szintézisé¢hez eldszor a megfeleldo CCO-t (cisz-ciklooktént) allitjak eld, majd feloldjak
szerves oldoszerben (Et2O, hexan, iPrOH). Besugarzas alatt a reakcidelegyet folyamatosan
atpumpaljak egy eziist(I)-nitrattal impregalt szilikagélen. Az UV fény (254 nm) hatasara a CCO
egy része izomerizalddik a megfeleld6 TCO-¢, ami megkotddik az eziist(I)-el toltdtt oszlopon
(komplexet képez az eziist(I) ionnal), mig a cisz izomer leoldodik az oszloprél (5. 4bra)*4. A
fotoizomerizacid befejeztével (altalaban egy éjszakat vesz igénybe), az eziist(I)-el toltott
oszlopot eltavolitjadk, majd ammonids metanol oldattal kioldjak a szilikagélre felk6tddott transz

izomert.

Hg lampa

kvarceso
4
x -

AgNO;-08
szilika
oszlop

5. abra: A folyamatos dramlasu fotokémiai késziilék sematikus abrajal*4!.

2.4. Bioortogonalis kotés hasitas pirazin eliminacioval

Az utobbi években a bioortogonalis kémia teriiletén rengeteg kutatas folyik, elsdsorban a
tetrazin és TCO cikloaddicié kihasznalasaral*!. A legnagyobb hangsulyt a cikloaddiciot kvetd
bioortogonalis kotéshasitdas kapja. A bioortogondlis kotésbontas szdmos alkalmazasi
lehetdséget rejt magaban, kiilondsen a célzott gyodgyszerhatdanyag leadas vagy prodrug

aktivalas tertiletén[*®!. A cikloaddiciét kovetd kotésbontast Robillard és mtsai fedezték fel




elészor 2013-ban (6. abra)?l. A kotéshasitassal jaro reakciohoz a TCO-n allil helyzetben kell
lennie egy hidroxilcsoportnak (rTCO), amihez karbamat kotésen keresztiil kapcsolddik a
hasitandé molekula®®!. Késébbiekben Robillard és mtsai arra is rajottek, hogy a kotéshasitas

nem korlatozodik a karbamat kotésre, lehetséges észter, éter vagy karbonat kotés hasitasa is*7!.

Lo x t

N

L LAY > N + N, + €O
N\FN Na 2 2
R, R,

6. abra: HatOanyag felszabaditds sematikus abraja®.

A cikloaddiciot kovetden elimindcidval fog megtorténni a kotés hasitdsa. Ez egy tobblépcsds
folyamat, ezért mindegyik 1épésnek a sebességét figyelembe kell venni a tervezéskor. Az elsd
1épés, a klikk reakcio kozel kvantitativ konverzidval jar, azonban az azt kovetd kotéshasitas
konverzidja korlatozott. Mikla és mtsai ennek okat és hatékonysaganak ndvelését fedezte fel

2018-banl?l,

A folyamat 3 lépésre bonthatd (1) IEDDA cikloaddicid, (2) keletkezd 4,5-dihidropirazin
tautomerizacidja, (3) felszabaduld 4,5-dihidropiridazin tautomer utélagos eliminacidja (7.
abra)t°!. 2018-ban Mikula és mtsai a reakcio (2)-es és (3)-mas pont mechanizmusat térképezte
fel. IEDDA reakciot kovetden, a klikk termék (A), 1,4-izomerré (B1) vagy 2,5-izomerré (B2)
tautomerizalodhat. A gyors kotéshasitas csak B1 izomer keletkezése esetén tud megtorténni. Ha
a B2 izomer keletkezik, akkor az vagy tautomerizalodik B1 izomerré és megtorténik a

kotéshasitas 1,4-eliminacidval vagy irreverzibilisen B2 tovabb oxidalodik.

Az oxidécio mellett egy masik ut is lehetséges, amit triciklikus zsdkutcanak neveztek el, és ami

egy intramolekularis karbamat nitrogén tdmadas hatasara kovetkezik be.
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7. abra: A karbamat funkcionalizalt rTCO és az 1,2,4,5-tetrazin kozotti reakcid mechanizmusal®®.

Mikula és mtsai arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy tobb nemkivanatos Gtvonal is versenyzik
a tényleges felszabaduldssal®®l. A vizsgéalataik azt mutattak, hogy a triciklikus zsdkutca
egyszerlien megsziintethetd N-metil szubsztitualt karbamat észter alkalmazasaval. A kdrnyezeti
paraméter vizsgalatok soran pedig arra jutottak, hogy a pH-nak van a legnagyobb befolyasold
szerepe. Savas kozegben a klikk reakciot kovetd tautomer atalakulasok nagyon gyorsak. A B2
izomer tautomerizacidja némileg kedvezébb, mint az oxidacidja, igy a folyamat a felszabadulas
iranyaba eltolhato. A tautomerizacid eltolasdhoz nem kell erésen savas pH, elég, ha a tetrazin
gylrtin talalhaté R; é€s/vagy R csoportok savas funkcids csoportot tartalmaznak, példaul

karboxilcsoport.

2.5. Célzott hatoanyag felszabaditas rTCO alkalmazasaval

Rakos megbetegedések gyogyitasara a célzott hatdanyagleadasi rendszerek egy aktivan kutatott
teriilet'*®). Célzott hatdanyagleadas soran a hatéanyag a kivant helyre eljutva fejti ki aktivan a
hatasat!*”. A technika célja, hogy a gyodgyszerek hatékonysagit noveljiik az esetleges
mellékhatasokat csokkentése mellett. Ehhez az adott gydgyszert valamilyen konjugatumként

vagy hordozdra kdtve jut be a szervezetbe, majd eljut a test egy specifikusan célzott teriiletére.
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Ezen a terilileten valamilyen kiils6 behatds (pl.: fény) vagy rakos sejt specifikus enzim

segitségével a hatdanyag felszabadul és hasznosul a kivant teriileten>%3!],

Célzott hatdanyagfelszabaditds megvaldsithatod tetrazinok és specialis, ugynevezett click-to-
release transz-ciklooktének (rTCO) segitségével is. A cikloaddiciot kovetd kotésbontast elészor
Robillard és mtsai irtdk le 2013-banl*). Azt figyelték meg, hogy amikor rTCO-hoz karbamat
kotésen keresztiil valamilyen konjugétumot kapcsolnak, akkor a cikloaddicidt kovetden a
szabad konjugitumot visszakapjdk. rTCO-hoz karbamat kotésen keresztiill doxorubicin
antibiotikumot kapcsoltak, és kiillonb6zo reaktivitasu tetrazinokkal vizsgaltdk a masodrendi
sebességi allando értékét és a doxorubicin felszabaduldsdnak mértékét (8. abra). Vizsgaltak
3,6-dipiridil szubsztitualt tetrazinnal, ekkor k> = 57,7 M"'s! sebességi 4llandot mértek, de csak
7%-o0s felszabadulast (1. tablazat). Egy kevésbé reaktiv 3-piridil-6-metil szubsztitualt
tetrazinnal tized akkora masodrendii sebességi allandot, de 55%-os doxorubicin felszabadulast.
3,6-dimetil szubsztitudlt tetrazin esetén ko = 0,54 Ms?!, de kozel 80%-os hatéanyag
felszabadulast mértek. Robillard és mtsai, altaldnossdgban megallapitottdk, hogy a Tz

reaktivitasa és kotéshasitas hatékonysaga forditottan aranyos.

Secers

N ~
+ I{II /I —_— OH 0 1 + N, + CO,

(0]
HN._ _O
\f R, CH; R,
[0} HO

' R, = R, = 2-piridil NH,
/ R, = 2-piridil; R, = Me
R; =R, =Me

8. abra: Doxorubicin-rTCO konjugatum reakcidja kiilonbozd tetrazinokkal™
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masodrendii sebességi allando doxorubicin felszabadulas mértéke

tetrazin (axialis izomer, MeCN-ben 20 °C-on) (axialis izomer, PBS/MeCN (3:1) 37 °C-on, 4 6ra)
Ry =Ry =2- 57,7 M5! 7%

piridil

R, = 2-piridil e o

Ro— Mo 5,94 M''s 55%

Ri=R,=Me 0,54 M's™! 79%

1. tablazat: Doxorubicin-rTCO konjugatum — tetrazin sebességi allando és felszabadulas mértékel*”),

2013 ota a kémia ezen teriilete aktivan kutatott teriilet, melynek egyik legnagyobb eldrelépést

346321 A gybgyszer

a Shasqi cég altal fejlesztett SQ3370 gyogyszer fazis 2-be vald jutasa volt!
két teljesen kiilonbozo részbdl all, a tetrazinnal modositott biopolimerbdl (SQL70) és a TCO-
nel modositott doxorubicinbdl (SQP33) (9. abra). El6szor a modositott biopolimert injektaljak
a tumor helyére, amit a modositott doxorubicin beadagolasa kovet (10. abra). Ehhez egy
modositott bifunkcionélis TCO-t (¢cTCO) hasznalnak, aminek az egyik végén a citotoxikus
doxorubicin van. A molekula masik végén egy hidrofil csoporttal van mddositva, ami a prodrug
farmakokémiai tulajdonsagat javitja, és ami a molekula citotoxicitasanak tovabbi nagymértékii
csokkenését eredményezi. Egerek esetén a hagyomanyos doxorubicin maximalis d6zisanal 5,9-
szer nagyobb SQP33 dozis esetén sem volt jelentds megfigyelheté mellékhatas, beleértve a
testtomeg csokkenést is. Ez a megkozelités azért igéretes, mivel lehetdvé teszi citotoxikus
dozist alkalmazhatdsagat jelenti jobb biztonsagi profil mellett. Meg kell azonban jegyezni, hogy
az injektalhat6 hidrogél alapu aktivalas elsdsorban jol lokalizalhato, helyi injekcidval elérhetd,
de a daganat mérete vagy elhelyezkedése miatt nem operalhatd, példaul feji és nyaki rakos

megbetegedések esetén alkalmazando.

A Shasqi vallalat tovabbi igéretes molekuldk fejlesztésén is dolgozik!®!. Az SQP22 az SQP33-
hoz hasonlo, de egy fontos kiilonbséggel: ebben a vegyiiletben a doxorubicin helyett MMAE-t
(monometil-aurisztatin E) alkalmaznak citotoxinként. MMAE egy koriilbeliil 700 Da tomegi
peptid. Koriilbeliill 1000-szer mérgezdbb, mint a doxorubicin, igy Onmagiban nem is
alkalmazzak, de TCO-nel torténd modositas hatasara a citotoxicitasa lecsokken. Egy masik

igéretes molekula az SQTO1, amely az SQL70 funkcigjat latja el. Az SQTO1 egy tetrazinnal
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modositott antigénkotd fragmentum. Ennek az eljarasnak az az elénye, hogy infuzioval

egyszerlien adagolhat6, és nem sziikséges, hogy a daganat jol lokalizalhato legyen.

(o]

OH (o]
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(T Yo

O O OH O
it
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N*- 3
S \g'\l/ (0]
N° HN.__O
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Ox,_ONa 0
OH o 0
0. NH 0 HO H
0 O . o of
HO HO L-O0lHo NH /
0o OH s

i

\

HO on NH "
— 0 QA N
% )\/ s\o
- —Ja —p NaO
SQL70 SQP33

9. abra: SQ3370 molekula szerkezete®.

1) Injektalas 2) Infuazio 3) Megkotés 4) Aktivalas
| —
+
— T
konjugatum 'do‘xorubicin
biopolimer
) C) C2
tumor q .
biopolimer _ konjugatum 4+ aktiv hatéanyag

10. abra: Shasqi vallalat altal hasznélt hatoanyag felszabaditds modszerel!.

2.6. IEDDA kontrollalasa aktivalhato tetrazinokkal

A bioortogonalis reakciok térben és idoben torténd szabalyozott aktivalasanak lehetdsége mar
régota kutatasok targyat képezi, de kiilonosen a kdzelmultban fordult erre nagyobb figyelem!>*,
Az IEDDA reakci6 esetében az egyik lehetdséget a dienofilek gatlasa nyqjtja. Ilyenek példaul
a Laughlin és mtsai 4ltal kifejlesztett sztérikusan gatolt ciklopropének®*>1, Ezekrél UV fénnyel
valé besugarzas vagy enzimatikus hatdsra lehasad a gatlasért felelds csoport, amely ujra

lehetdvé teszi szdmukra a tetrazinnal valo reakciot. Azonban UV besugérzassal jaré dienofil

aktivalas sajnos sejtkdrosodassal jar, rdadasul az eddig ismert aktivalhato dienofilek vagy
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instabilak, vagy nagyon alacsony masodrendii sebességi allandéval rendelkeznek a TCO-hez
képest®*33] A dién oldalarol nézve, 2022-ig az egyetlen ismert megoldas fizioldgias
kortilmények kozott stabil, nem reaktiv dihidrotetrazinok tetrazinnd torténd oxidalasa volt,
amelyet elektrodak segitségével, torma peroxidaz enzimmel vagy fotoérzékenytd (pl.:
metilénkék festék) jelenléte melletti besugarzassal végeztek>>°%. 2022-ben azonban két ennél

kecsegtetdbb dién aktivalasi modszert publikaltak!*>!,

Az egyik mddszer Devaraj és mtsai fejlesztették ki egy spontan oxidalo tetrazin szarmazék
felhasznalasaval, melyet fotolabilis védécsoporttal lattak el™. Ha a molekulat bevilagitottak
(405 nm) vizes oldatban, akkor lehasadt a kumarin és CO, tavozas utan dihidrotetrazin
keletkezett (11. abra). A reakcio soran felszabaduld dihidrotetrazin normal 1égkoron is képes
gyorsan ¢és spontan oxidalddni tetrazinnd, ami ezek utan képes reagalni dienofilekkel. (Az
irodalombdl maér régrél ismert, hogy egyes 3-alkil-6-fenil-dihidrotetrazinok spontan

oxidalodnak a levegd oxigénjének hatdsaral.)

|l |l
OH
fé
N\N eny /C&L + €O, + HN'ON N7°N
N\ NH I\IJ\ 0o NE\ENH NE\EN

11. abra: Devaraj és mtsai altal kifejlesztett tetrazin aktivalasi modszer®™.

A masik moddszert Shien és mtsai fejlesztették kil*l. Olyan makrociklusos tetrazinokat
szintetizaltak, amelyeknek nagyon kicsi a reaktivitdsa az egyik legreaktivabb dienofillel, a
TCO-nel szemben is (12. abra). A makrociklus felnyildsa esetén, a tetrazin reaktivitdsa

visszaall.

2 B K

2 2
N N N N

\ HN \
P
4 NN k N k N OH
(o) 0.

12. 4bra: Shien és munkatarsai altal készitett tetrazin és TCO-OH éltalanos reakciosémajal®!,

14



Arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy az Tz-A-E vegyiiletek (12. abra) (50 uM) nem reagalnak
a TCO-nel (100 uM) 50%-0s MeCN/D-PBS (pH = 7,4) oldatban 25 °C-on, még 30 perc alatt
sem. Ezzel szemben az Tz-F-G vegyliletek 2 percen belill teljesen elreagaltak, mivel az
atmeneti allapot kialakulasat sztérikus akadalyok nem gatoljak. 37 °C-on hosszan tarté HPLC-
s vizsgalatokat is végeztek. Ezek a vizsgalatok azt mutattak, hogy az Tz-A vegylilet 48 ora alatt
sem 1ép reakcioba a dienofillel, mig az Tz-B-E vegyiiletek tobb mint 10%-a hasonl6 id6 alatt
elreagdl. Mivel az Tz-A-D vegyiiletek esetén a makrociklus kémiai Uton nem sikeriilt
megbontani, ezért eldallitottdk az Tz-E molekulat, amely egy észterkotést tartalmaz. A Tz-E
molekula szintén nem reagalt TCO-nel, ha viszont az oldat NaOH-ot tartalmazott (2 mM),

akkor viszont igen, mert a lagos kdzegben az észterkotés elhidrolizalt és a makrociklus felnyilt.

N

N/N N/ N N/ N N\N N/IN N/ N N/ N
N\ N N\ N N\ N O N/N NN 0O, NN Ny N
éoj ér (ESVOJ (5( érv

Tz-A Tz-E

13. abra: Shien és munkatarsai altal szintetizal tetrazinok™.

2.7. Fotolabilis vegyiiletek

A fotolabilis vegytiletek (photocage-ek) lehetévé teszik egy adott molekula vagy funkcids
csoport nem-invaziv felszabaditasat fény segitségével®”). Ilyen molekula lehet egy szintetikus
prekurzor vagy akér egy biologiailag aktiv anyag is %921, Az els6 fotolabilis vegyiileteket az
1960-as évekbe irtak le, azota szamtalan bioldgiai célokra is hasznalhatd fotolabilis vegyiiletet
irtak le az irodalombanl®”%3-¢7]. Ezek a molekuldk kovalens kotéssel kapcsolodnak, amelyek
elhasitasahoz nagy energia sziikséges. Kezdetben ezt az energiat UV fény biztositotta, ami
viszont sejtkarosito hatassal birl®81, Ezért szamos kutatés iranyult arra, hogy kisebb energiaju,
lathato/NIR tartoméanyba esé fényt hasznositd fotolabilis véddcsoportokat fejlesszenek
kil7-6:67] A 14, 4bra tartalmazza a legyakrabban hasznalt fotolabilis vegyiiletcsaladok egy-egy
képvisel8jétl’l. Az abran bemutatott fotolabilis vegyiiletek koziil az orto-nitrobenzil
szarmazékok csak UV fénnyel aktivalhatoak, aminek sejtkarositd hatdsa van!®681 A
BODIPY-k zold fénnyel (490 — 540 nm), amiknek viszont a vizben vald oldhatdsaga nagyon

rossz, igy biologiai hasznilhatésagukat limitéljal®”). A kumarinok aktivalhatosaga, a gyfirii
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szubsztituenseitdl fiiggden, széles tartomanyba esik. Az alapvaz gerjeszthetdésége az UV
tartomanyba esik, egyszeri funkcionalizalassal, 7-es pozicidba elktronkiildé csoporttal (pl.:
dietilamino) vagy a 3-mas pozicidban az alapvaz n-elektronrendszerét kiterjesztve ez akar 500
nm f61¢ is tolhat6!®!. Az eddig felfedezett fotolabilis vegyiiletekcsaladok kozott a legnagyobb
hullamhosszi fénnyel hasithatonak a xanténium és a cianin tipusu vegyiiletek bizonyoltak,

37661 A dolgozatom

melyek a narancssirga — vords tartomanyban is gerjeszthetdek!
szempontjabol a kumarin alapu fotolabilis vegyliletek a legfontosabban, ezért ezt

részletesebben targyalom.

2 Y

N Va Yo Yo Yo it

N N
i \
o-nitrobenzil BODIPY cianin
Rt AR RRE
‘\ 400 500 600 '," 700 hulldmhossz (nm)
LG LG
O\ji O
L .
v 0’ O O
kumarin xantén

14. abra: Fontosabb fotolabilis vegyiiletek!®!.

4-hidroximetil-kumarin alapt fotolabilis véddcsoportok esetén a fénybesugarzas hatdsara a
molekula heterolitikus hasadast szenved a C-O kotés mentén, ami kontakt ionpart eredményez
(15. abra)/l. A keletkezd metilkumarin kation kozvetleniil reagal az oldészerrel, példaul vizzel,
ami a megfeleld hidroximetil-kumarin szdrmazékot eredményezi. Ha a molekula karbonat-
vagy karbamatkdtéssel kapcsolodik a fotolabilis vegyiilethez, dekarboxilezddés torténik, amely
egy szintetikus prekurzor vagy bioldgiai anyag felszabadulasat eredményezi. A kiilonféle
kumarin = szarmazékok koziil biologiai felhasznaldsat tekintve a 7-dietilamino-4-
hidroximetilkumarin a legnépszeriibb. Az elmult két évtizedben szamos biologiailag relevans
anyagot kapcsoltak ehhez a kumarin szarmazékhoz, beleértve a lipideket, kismolekulas enzim-

inhibitorokat, peptideket, receptor antagonistdkat és nukleotidokat is>® 62,

Neépszertisegét
annak koszonheti, hogy szintekusan egyszertien hozzaférhetd, és a kotés kék fénnyel vald
besugarzas hatdsara gyorsan elhasad'®%”l. Ezek az elényok viszont ellenstilyozzak kicsit rossz

vizoldhatosagat és a sziikséges, viszonylag alacsony hullimhosszt[].
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15. abra: Funkcionalizalt 7-dietilamino-4-hidroximetilkumarin fotokémiai hasitasal®.

2.8. Nitroreduktaz enzim

Fotolabilis vegyiiletek mellett a molekula felszabaditasanak masik lehetdsége, ha enzimeket
hasznéalnuk. Egy ilyen enzim a NTR (nitroreduktdz) enzim, mely csak bizonyos sejtekben,
bizonyos koriilmények kozott dusul fel a sejtekben, igy lehetdvé teszi a molekulak célzott
aktivalasatl’l. A célzott aktivalas azért lehetséges, mert hipoxids allapotban az oxigénellatas- és
fogyasztas kozti egyensuly felborul, ennek hatdsara megemelkedik a redukalé enzimek szintje,
beleértve a nitroreduktdz enzim szintjét isl’%. Hipoxids sejtekben (fleg szolid tumorok
belsejében) az enzim hatdsara az aromas nitro csoport eldszor nitroso csoporttd redukalodik,
majd hidroxilaminna, és végiil aminna. Néhany gyogyszer ezt hasznalja ki, a kezdetben inaktiv
prodrug aromas nitro csoportot tartalmaz, amibdl igy potencialis genotoxikus anyag képzdodik.
Az irodalombol szdmos hipoxia aktivélt prodrug ismert (16/A. abra)’l. Ezen feliil az ilyen
tipusu redukciot, fluorogén bioszenzorként is lehet hasznélni. Jun Feng Zhang és mtsai egy
ismert fluorofor hidroxilcsoportjdhoz az NTR enzim egyik szubsztratjat, para-nitrobenzil
csoportot kapcsoltak (16/B. abra)’!l. A fluorofor csak szabad hidroxilcsoport esetén
fluoreszcens, igy sikeresen minimalizaltdk az emissziojat. Hipoxias koriilmények kozott az
NTR enzim felismeri, és redukélja az nitro csoportot aminna. A keletkezd amin nem stabil, és
spontan aza-para-kinonmetid formajéban lehasad, és a szabad hidroxilcsoport miatt a molekula

fluoreszcens tulajdonsaga ujra megjelenik.
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16. abra: A) Hipoxia aktivalt prodrugok!”, B) NTR enzim aktivalta fluorogén jelzévegyiilet el6allitasa
és miikodésel’!.



FEJEZET 111

Célkitiuzeés

Kutatdsom soran célom az volt, hogy olyan tetrazin alapi makrociklusokat allitsak eld, melyek
eredetileg nem 1épnek reakcioba tramsz-ciklookténnel azonban belsé (nitroreduktaz enzim
jelenléte) vagy kiilsé (fénnyel vald besugarzas) hatdsra a makrociklus felnyilik, a tetrazin
reaktivva valik és ezt kdvetden mar képes reakcioba 1épni a TCO-nel (17. abra). Ehhez a rakos
sejtek altal hipoxias koriilmények kozott termelt nitroreduktdz (NTR) enzimet terveztem
felhasznalni, amely képes az aromas nitrovegyiileteket redukalni. Igy a makrociklust
megfeleléen funkcionalizalva az aromds nitrocsoport redukcidja utan elektronvandorlas
kovetkezik be, ami a makrociklus felnyilasat eredményezné. Hasonloképpen, ha a makrociklust
fotolabilis véddcsoporttal latjuk el, kiilsd fényhatasra a fotolabilis molekula levalik, és az

elektronvandorlas révén a makrociklus felnyilik, majd reakcioba 1ép a TCO-nel.

Ezen kiviil IEDDA reakci6 vizsgalatdhoz egy allil pozicibban modositott iigynevezett click-to-
release TCO (rTCO) modellvegyiilet szintézise is a céljaim kozott szerepelt, amelyhez
karbamat kotésen keresztiil egy fluoreszcensen kioltott festékmolekulat tartalmaz. Amig a
makrociklus zért allapotban van, az rTCO-festék intakt marad, de amikor a makrociklus
felnyilik, és a klikk reakcio soran termék keletkezik, a festék felszabadul és fluoreszcenssé
valik. A fluorogén jelzévegyiiletet a késdbbiekben bioldgiailag aktiv molekulédra cserélve ez a

modszer gydgyszerhatdanyagok felszabaditasara is alkalmazhato.

,hatéanyag
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blokkolt allapot aktiv allapot klikk termék

17. abra: A feltételesen aktivalhato tetrazin alapii makrociklus rendszer mikodése.
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FEJEZET IV

Sajat munka

4.1. Nitroreduktaz enzim altal aktivalt makrociklusos
tetrazin szintézise

Kutatomunkam soran elsoként az 18. abran lathato NTR-Tz molekulat terveztem el6allitani,
amely egy nitrobenzil egységet, az egyik legegyszerlibb, nitroreduktdz (NTR) enzim altal
felismert funkciods csoportot tartalmaz. A feltételezett aktivalas soran a makrocikluson talalhaté
nitro csoport aminna redukalddik, enzimatikusan vagy kémiai uton (példaul katalitikus
hidrogénezéssel), a makrociklus felnyilik, és egy ugynevezett aza-para-kinonmetid struktira
jon létrel’?. Ez a kinonmetid nagyon reaktiv nukleofilekkel, példaul vizzel szemben. A vizzel
torténd reakcid hatdsara egy stabil, para-aminobenzil-alkohol tartalmu tetrazin szarmazék

keletkezik, ami reagalni tud TCO-nel.
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18. abra: Nitroreduktaz enzim redukcidjan alapti makrociklus felnyilasa.

A szintézist az 19. abra alapjan terveztem. El6szor a linkert (2) szintetizdlom, majd a
hidroxilcsoportokat bromra (1) cserélem szubsztiticids reakcidval. Ezt kovetden a kapott

vegyiiletet tetrazinnal (Tz) reagéltatom, igy kialakitva a makrociklust (NTR-Tz).
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19. abra: Az NTR-Tz makrociklus tetrazin szintézis terve.

A linker (2) szintéziséhez el0sz6r a TBDMS védett 4-brombenzil-alkoholt (5) allitottam el6 jo
hatékonysaggal (20. abra). Ehhez az els6 1épés egy aldehid redukcio (3) volt NaBHas-el, majd
a kialakitott hidroxilcsoportot (4) TBDMSCI-dal védtem.

o a OH b O,TBDMS
— —
Br Br Br

3 4 5

20. abra: TBDMS védett 4-brombenzil-alkohol szintézise (5); Reagensek ¢s koriilmények: a) NaBHa,
THF, H,0, 0,5 h, 24 °C, 97%; b) TBDMSCI, ImH, absz DMF, 3 h, 24 °C, Ar, 93%.

A kovetkezd 1épés a TBDMS védett linker (6) szintézise volt, amelyhez litidlast vagy Grignard
reakciot alkalmaztam (21. abra). Tobbféle kiprobalt koriilmény ellenére egyik sem hozott
sikert. Kezdetben a TBDMS-védett 4-brémbenzil-alkoholt (5) n-BuLi-mal reagaltattam, ahol
GC-MS vizsgalat alapjan a halogén-litium csere megtortént. A keletkezett littumorganikus
vegyiilet viszont nem Iépett reakcioba az aldehiddel, még 70 °C-on sem. Ezutan Grignard-
reakcioval probalkoztam, de Et2O-ben enyhe melegitéssel nem keletkezett a megfeleld
Grignard-reagens GC-MS alapjan. Grignard-reagens azonban THF-ban intenziv melegités
hatasara viszont igen, amit GC-MS-el bizonyitottam. Az igy keletkezett reagens azonban reflux
homérsékleten sem reagalt a 4-nitrobenzaldehiddel. A védett 4-brombenzil-alkoholbdl (5)
cinkorganikus vegyiiletet is szintetizaltam, de ez sem Iépett reakcidba az aldehiddel, intenziv

melegités hatdsara sem.

OH

/@/\O,TBDMS a/b/e/d
— OO
o.
Br O,N TBDMS
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5

21. abra Probalkozésok a linker szintézisére I; Reagensek és koriilmények: a) 1) n-BuLi, absz THF, -
78 °C, 0,25 h, Ar, 2) 4-nitrobenzaldehid, absz THF, -78 °C — 70 °C, 1-1 h, Ar; b) Mg, I,, absz Et,0, 24
°C, 0,5 h, Ar, 2) 4-nitrobenzaldehid, absz Et,0, 24 °C, 1 h, Ar; ¢) Mg, I», absz THF, 70 °C, 0,5 h, Ar, 2)
4-nitrobenzaldehid, absz THF, -78 °C — 70 °C, 1-1 h, Ar; d) Zn, I,, absz DMF, 100 °C, 16 h, Ar, 2) 4-
nitrobenzaldehid, absz DMF, -24 °C — 100 °C, 4 h, Ar.
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A sikertelen kisérletek utan 0j megkozelitést valasztottam a védett linker (6) eldallitasahoz,
melyben nukleofilként a nitrovegytiletet (10) terveztem alkalmazni. A reakcidhoz eldszor az
elektrofil aldehidet (9) kellett szintetizalnom (22. abra). Az els6 1épés a tereftalaldehid (7)
mono-redukcidja volt NaBHs-el 0 °C-on, majd a keletkezd alkoholt (8) ez esetben is

TBDMSCl-dal (10) védtem!”..

N a b _TBDMS
(0] 3 OH 3 (o)
Os Os Ox

7 8 9

22. abra: Az aldehid (9) koztitermék eldallitasa; Reagensek és koriilmények: a) NaBH4, THF, EtOH, 3
h, 0 °C, 69%; b) TBDMSCI, imidizol, absz DMF, 3 h, 24 °C, Ar, 95%.

Bar tobbféle modszerrel is probalkoztam, a kivant linkert (6) ezen az uton sem sikeriilt
szintetizalnom (23. abra). A 4-brom-nitrobenzol (10) -78 °C-on n-BuLi hatdsara elbomlott,
még akkor is, ha csak 0,7 ekvivalens n-BuLi-ot hasznaltam. A Grignard reakcidval sem tudtam
eléallitani a kivant molekulat (6), mivel a Grignard reagens reflux hdmérsékletli THF-ban sem

keletkezett.

OH

Br a/ble
——
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23. abra: Probalkozasok a linker szintézisére 1I; Reagensek és koriilmények: a) 1) n-BuLi, absz THF, -
78 °C, 0,25 h, Ar, 2) TBDMS védett 4-(hidroximetil)-benzaldehid (9), absz THF, -78 °C — 70 °C, 1-1
h, Ar; b) 1) n-BuLi, absz THF, -78 °C, 0,25 h, Ar, 2) TBDMS védett 4-(hidroximetil)-benzaldehid (9),
absz THF, -78 °C — 70 °C, 1-1 h, Ar; ¢) Mg, I, absz THF, 70 °C, 0,5 h, Ar, 2) TBDMS védett 4-
(hidroximetil)-benzaldehid (9), absz THF, -78 °C — 70 °C, 1-1 h, Ar.

Ezutan egy 0jabb megkozelitést valasztottam a kivant linker (2) szintéziséhez. Friedel-Crafts
reakcioval terveztem eldallitani a 13-mas benzofenon szarmazékot (24. abra). A reakcio elso
1épése egy Friedel-Crafts acilezés volt toluolban, mely egyben reaktans és olddszer is volt. A
reakcid soran foleg a para izomer (12) keletkezett, ami a célmolekulam szempontjabol elényods
volt. Ezt kovetden a keletkezd benzofenon (12) szarmazékot benzil pozicidban gyodkodsen
akartam bromozni (13), de tobbszori kisérlet ellenére sem sikeriilt. Probalkoztam NBS-del és
Brz-mal mint bromforras, valamint tobbféle gyok iniciatorral (AIBN, (BzO),, illetve UV-C
sugarzas), tovabba kétféle oldoszerrel (PhClI és CCly) is.
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24. abra: Probalkozasok a linker szintézisére II; Reagensek ¢s koriilmények: a) PhMe, AICls, 24 °C, 2
h, 76%; b) NBS, (BzO),, CCls, 60 °C, 6 h; ¢) NBS, AIBN, CCls, 60 °C, 6 h; d) NBS, UV-C, CCly, 24
°C, 1 h; ) NBS, AIBN, PhCl, 60 °C, 6 h; f) Br,, AIBN, PhCl, 60 °C, 6 h.

Végiil a linker (2) sikeres szintéziséhez vezetd ut elsd 1épése megegyezett az el6zd szintézissor
elsé lépésével, de itt a Friedel-Crafts reakciot (12) egy Jones-oxidacio kovette, majd a keletkezo
karbonsavbol (14) metil-észtert (15) allitottam el6 (25. abra). Az igy nyert benzofenont (16)
DIBALH-del redukéltam (2), majd a hidroxilcsoportokat bromra (1) cseréltem cc HBr és cc
H>SO4 jelenlétében. Tobbféle enyhébb reakciokoriilményt is kiprobaltam (Appel-reakcio,
PBr3, AcBr, MsCl, TsCl). A kiprobalt reakciok koziil csak a primer hidroxilcsoporton tortént
szubsztiticio vezetett sikerre. (A szekunder hidroxilcsoport sztérikus okok miatt nem volt elég

reaktiv.)

l

@***
ﬁ

25, abra: A linker (1) sikeres szintézise; Reagensek €s koriilmények: a) PhMe, AlCls, 24 °C, 2 h, 76%;
b) Jones reagens, AcOH, A, 16 h, 85%; ¢) MeOH, cc H.SOs4, A, 16 h, 98%; d) DIBALH, absz THF, -78
°C — 24 °C, 16 h, Ar, 88%; e) cc HBr, cc H,SO4, 24 °C, 16 h, 79%.

i

A makrociklus szintéziséhez sziikséges tetrazint (Tz) el0szor az irodalomban leirt mdodszerrel
probaltam eléallitani, de nem jartam sikerrel (26. abra)l’*l. Tobbszori probalkozas utan,
optimalt reakciokoriilmények mellett és mas oxidacios modszerrel végiil sikeriilt megfeleld
termeléssel megkapnom a kivant tetrazint (Tz), amit KoCOs; bazis és KI so jelenlétében
kapcsoltam a brémozott linkerrel (1). A makrociklus szintézise soran azonban alacsony
hozamot értem el, szamos melléktermék keletkezett, amelyek elvalasztasa sok nehézségeket

okozott.
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26. abra: Nitroreduktaz alapu makrociklus szintézise; Reagensek és koriilmények: a) 1) NoHsxH>O,
EtOH, 80 °C, 6 h, 2) O, 24 °C, 2 h, 43%; b) 1, K»CO3, KI, absz DMF, 50 °C, 2 h, Ar, 6%.

A kezdeti hipotézis tesztelésé¢hez TCO-t adtam a makrociklushoz kétszeres feleslegben, ¢s LC-
MS vizsgalattal megallapitottam, hogy a makrociklus nem reagal a transz-ciklookténnel. A
hipotézis tovabbi vizsgalatdhoz (a makrociklus felnyitdsdhoz és a tetrazin reaktivitdsanak
visszaallitasahoz) szelektiven megprobaltam redukalni a nitrocsoportot (27. abra). El0szor
katalitikus hidrogénezéssel redukaltam a nitrocsoportot, Ets;N-nal mérgezett Pd/C katalizator
jelenlétében. LC-MS alapjan a nitrocsoport redukalodott és a makrociklus felnyilt, de a tetrazin
gytlirti is redukalodott, ami nem reagal TCO-nel. Probaltam SnClz-dal és ZnCl,-dal is redukalni,
de mindkét esetben hasonld eredményt kaptam, a tetrazin gyurt is redukalodott. 2024. oktober
5-én az irodalomban megjelent egy igéretes, fiziologias koriilmények kdzott miikodo, aromas

r 73], Ling és mtsai €16 szervezetben tudtak

nitrocsoport redukcidjan alapalo aktivalasi modsze
aktivalni kiilonb6zd prodrugokat, Bo(OH)s és 4,4 -bipiridin segitségével, PBS/DMSO hig

elegyében. Az ilyen tipusui NTR-Tz aktivalas kiprobalasa még folyamatban van.
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27. abra: Nitroreduktaz alapi makrociklus redukcioja; Reagensek és koriilmények: a) 1) Ha, Et;N,
Pd/C, EtOH, 24 °C, 5 perc; b) SnCl,, EtOH, 24 °C, 5 perc; ¢) ZnCl,, AcOH, 24 °C, 5 perc.

4.2. rTCO-rodol szintézise

Bar kémiai uton nem sikeriilt elérni a nitrocsoport szelektiv redukcidjat, hogy a makrociklus
felnyiljon anélkiil, hogy a tetrazin gy(rti is redukdlodna, a kisérleteket folytattuk az enzimatikus
koriilmények vizsgalatdval. Ehhez egy 1) transz-ciklooktén reakciOpartner tervezésére é€s

szintézisére volt sziikség. Az i) molekula harom 6 részbdl all: rTCO, a rodol festék zart formaja
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¢s a kettdt 0sszekotd onfelaldozo linker (28. abra). Amikor a tervezett rTCO-rodol molekula
tetrazinnal reagal, az rTCO molekularész levalik, majd beindul az onfeldldozés folyamata
(25/C. abra), és felszabadul a rodol molekula nyilt, fluoreszcens formajal®3®761. A rodol attol
fliggden, hogy milyen kozegben van, vagy zart spirolakton (nem fluoreszcens), vagy nyilt
festék formaban jelenik meg’®. A rodol festékeknél nagy elény, hogy képesek vagyunk
modulalni a nyilt és zart formak kozotti egyensulyt. Apolaris kozegben, példaul 1,4-dioxanban
a zart spirolakton forma dominél, mig polaris vizes kozegben a nyilt festék formal’®l. Mivel az
rTCO-rodol-t biologiai rendszerekben szeretném hasznalni, a nyilt festék forma lesz
dominans. Ha a rodol vadz szabad hidroxilcsoportjat keresztiil funkcionalizaljuk akkor a
molekula zart formaba lesz jelen™). Az 6nfelaldozo linker beépitése azért volt sziikséges, mert
a rodol funkcionalizalasa a hidroxilcsoporton keresztiil erdteljes koriilményeket igényel,
amelyek soran az rTCO elbomlana. Fluorogén tulajdonsagén til azért ezt a rodol szarmazékot
valasztottam, mert kutatdcsoportunkban bevalt, és egyszerli, magas hozamu szintézissel
eléallithato!®). Tovabba azért ezt az dnfelaldozo linkert, mert ez az egyik legegyszeriibb az

irodalomban fellelhetéek koziil, illetve az dnfelaldozasa gyors!”’].

OH

f

rodol (zart forma 4
( ) rodol (zart forma) rodol (nyilt forma)
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28. abra: A) A tervezett rTCO-rodol, B) a rodol spirolakton és festék forméja kozotti egyensuly és C)
az onfelaldoz6 linker bomlasa.

Az rTCO-rodol molekula azért is alkalmas a makrociklus felnyildsanak bizonyitasara, mert
amig a makrociklus nem nyilik fel, addig az rTCO-rodol intakt marad, hiszen az rTCO
molekularészlet nem tud reagalni a tetrazinnal (29/A. abra). A nitrocsoport redukciojat
kovetden a makrociklus felnyilik, igy reagalni tud az rTCO-rodol molekulaval, és 6nfeldldozo
linkerrel egyiitt levalik a rodol molekula (29/B. dbra). Ezt kdvetden az onfelaldozasi folyat

elindul, egy intramolekularis NH tdmadas hatasara egy gytirlis karbamid és rodol vaz
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keletkezik. A biolégiai kozegnek koszonhetden, a rodol nyilt formaban lesz jelen, ami

fluoreszcencia intenzitasanak novekedését eredményezt (koriilbeliil 1000-szerest)®!.
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29. abra: A makrociklus és az rTCO-rodol reakcioja.

A kutatocsoportban rendelkezésre allo rCCO-bol a sziikséges rTCO-t fotoizomerizacioval

1391 A keletkez6 két izomer, axialis és ekvatorialis

allitottam eld az irodalom alapjan (30. abra)
izomert oszlopkromatografiaval elvalasztottam, majd DSC-tal kiilon-kiilon aktivaltam a két

rTCO izomert, igy kialakitva az rTCO-DSC szarmazékokat!’®],

0 o
o. o.
oH a oH ~OH b o\n, N . ~,\o\n, N
—_—> —> 0 0
o 0
rCCO rTCO (axialis) rTCO (ekvatorialis) rTCO-DSC (axialis) rTCO-DSC (ekvatorialis)
30. abra: DSC-aktivalt rTCO szintézise; Reagensek és koriilmények: a) PhnCOOMe, UV-C, hexan,

Et,0, 16 h, 23% (axialis), 28% (ekvatorialis); b) DSC, CHxCl,, 16 h, 24 °C, 64% (axialis), 68%
(ekvatorialis).
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Az aktivalt dnfelaldozo linkert (20) az irodalom alapjan szintetizaltam (31. abra)l®l. A diamin
szarmazékot (17) Boc,O-tal védtem (18). A keletkez6 mono védett szarmazékot CDI-lal (19)
aktivaltam, majd a karbamidbdl (19) Mel-dal imidazolium sot (20) alakitottam ki.

31. abra: Az aktivalt 6nfelaldozo linker (20) szintézise; Reagensek és koriilmények: a) Boc,O, CH,Cla,
24 °C, 16 h, 58%; b) CDI, THF, A, 16 h, 94%; ¢) Mel, MeCN, 24 °C, 16 h, 82%.

A Boc védett rodol szarmazék (23) szintézisét is az irodalom alapjan végeztem (32. abra)®l. A
rodol vaz kialakitasdhoz rezorcin (21) volt a kiindulési anyag, amelyet ftalsav-anhidrid és AICl3
jelenlétében alakitottam benzofenon szarmazékka (22). Ezt TFA oldoszerben 8-hidroxi-
julolidinnel reagaltatva alakitottam ki a rodel vazat. Ezt ezutdn a kordbban szintetizalt
imidazolium soval (20) reagaltattam, kialakitva a Boc védett rodol-linkor szarmazékot (23). A

Boc véddécsoportot TFA/CH2Cl> olddszerelegyben tavolitottam el, majd a képz6d6 TFA-sét az

axidlis rTCO-DSC-tal reagaltattam EDIPA bazis jelenlétében.

[0}
O OH o)
HO. OH a 0 b OH c
—_— —_— —_—
OH
21 O (o)
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22

rodol (nyilt forma)

23 rTCO-rodol

32. abra: rTCO-rodol szintézise; Reagensek és koriilmények: a) ftalsav-anhidrid, AICl3, PhANO,, 24 °C,
16 h, 80%; b) 8-hidroxi-julolidin, TFA, 95 °C, 16 h, 90%; ¢) aktivalt onfelaldozé linker (21), EDIPA,
DMAP, A, 0,25 h, 81%; d) 1) TFA, CH»Cl,, 24 °C, 1 h, 2) rTCO-DSC (axialis), EDIPA, absz MeCN, 24
°C, 0,25 h, 72% (2 1épésre).

Az eldallitott NTR-Tz makrociklusos tetrazin és rTCO-rodol konjugdtum nitroreduktaz enzim
jelenlétében vald reakciojat a kutatocsoport egyik biolodgus tagja, Dr. Németh Krisztina

vizsgalta. Ennek soran a rodol felszabaduldsdnak kovetéséhez a fluoreszcencia intenzitasanak

valtozasat plate readerrel kovettiik nyomon 545 nm-es gerjesztd fénnyel vizsgalva az emissziot

crer
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tartalmazo PBS (pH = 7,4) oldatban (33. abra). Referenciaként a hattér, a szabad rodol ¢és az
rTCO-rodol konjugdtum fluoreszcencidjat hasznaltuk. Hattér és rTCO-rodol esetén nem
tapasztaltuk a kezdeti (nagyon alacsony) intenzitas valtozasat, rodol esetén pedig a korabbi
tapasztalatoknak megfeleld lassi csokkenést figyeltiik meg®l. A szabad tetrazin (Tz) és rTCO-
rodol kozti reakcio esetében a Tz rossz oldhatosdga miatt (kolloid szerti reakcidelegyet
kaptunk) a reakcido csak részben tudott lejatszodni és a fluoreszcencia intenzitdsdnak
novekedése elmaradt a varttol. Az NTR-Tz jobb oldhatésdggal rendelkezett ¢és a
varakozasoknak megfelelden a molekula nem reagalt rTCO-rodol-lal (nem szabadult fel
rodol). Azonban nem tapasztaltunk intenzitas novekedést akkor sem, amikor a reakcioelegy
NTR enzimet (50 pg/ml) és kofaktorként 5 mM NADH-t tartalmazott, feltehetéen a molekula
para-nitrobenzol része nem fér be az enzim kotézsebébe és ezért nem tudott mar a redukcios
1épés sem lejatszodni. Az LC-MS vizsgalatok is ezt erdsitették meg, ugyanis nem tudtunk

kimutatni semmilyen reakcioterméket.

NTR-Tz + rTCO-rodol
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@ hattér ©® 50 uM rodol
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©50 uM NTR-Tz + 50 pM rTCO-rodol ® 50 uM NTR-Tz + 50 uM rTCO-rodol + NTR + NADH

33. abra: NTR-Tz biologiai vizsgalatok.
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4.3. Fénnyel aktivalhato makrociklusos tetrazin szintézise

Kutatomunkam sordn madsik célom egy lathatdo fénnyel aktivalhatd tetrazin szarmazék
kifejlesztése volt. Ehhez az irodalombol jol ismert és széles kdrben alkalmazott fotolabilis
vegyiiletet, a 7-(dietilamino)-4-(hidroximetil)-kumarint (DEAC) valasztottam!®. Kék fénnyel
valo besugarzas hatasara a kumarin heterolitikusan lehasad, ami egy prekurzor felszabadulasat
eredményezi — esetemben egy spontan felnyilé makrociklusét (34. abra). A keletkezo
makrociklus szerkezete megegyezik a kordbban targyalt nitroreduktdz alapi makrociklus

szerkezetével.

e "
CKJL«&W V’ NH @&

kumarin-Tz amin-Tz DEAC

\

nyilt-amin-Tz
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34. abra: Kumarin fotolabilis véddcsoporttal rendelkezé makrociklus bomlésa fény hatasara.

Els6é Iépésként a kivalasztott modell fotolabilis vegyiiletet szintetizaltam, majd DSC
segitségével aktivdltam az irodalomban leirtak alapjan (35. abra)!®’. Ehhez elészor a
kereskedelmi forgalomban kaphat6 7-dietilamino-4-metilkumarint (24) DMF-DMA-lal
reagaltattam, igy kialakitva az énamin szarmazékot (25). Ezt NalOs-t alkalmazéasaval oxidaltam
aldehiddé (26), majd NaBHs-del redukaltam alkoholld (DEAC). Ezt kdvetden a kumarin
szarmazék hidroxilcsoportjat DSC segitségével aktivaltam (DEAC-DSC), s6tétben dolgozva,

hogy a fényérzékeny vegyiilet ne bomoljon el.
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35. abra: DSC aktivalt kumarin szintézise; Reagensek és koriilmények: a) DMF-DMA, DMF, A, 16 h,
96%; b) NalO4, THF, H,0, 24 °C, 1,5 h, 48%; ¢) NaBH4, THF, 24 °C, 2 h, 97%; d) DSC, Py, CH>Cl,,
24 °C, 2 h, s6tét, kvant.

A korabban szintetizalt 2 molekula nitrocsoportjat katalitikusan hidrogéneztem (27) Et;N-nal
mérgezett Pd/C katalizator jelenlétében, kozel kvantitativ hozammal (36. abra). Ezt kovetden
a terméket azonnal felhasznéltam és a korabban szintetizalt DEAC-DSC-vel kapcsoltam 6ssze.
A kapott vegyiilet (28) hidroxilcsoportjain ezutan szubsztiticids reakcidt terveztem
végrehajtani. Azonban enyhe koriilmények kozott, halogénezdszer / pszeudohalogénezdszer
jelenlétében (Appel-reakcid, PBr3, AcBr, MsCl, TsCl), szobahémérsékleten a szubsztitiicié csak
az egyik hidroxilcsoporton ment végbe. Magasabb hdmérsékleten viszont a molekula

elbomlott, valosziniileg a karbamat ktés nem birta az erélyesebb koriilményeket.
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36. abra: Kumarin linker szintézise; Reagensek és koriilmények: a) H,, EtsN, Pd/C, EtOH, 24 °C, 1 h,
kvant; b) DEAC-DSC, EDIPA, 24 °C, 2 h, sotét, 38%; ¢) CBr4, PPh;, absz MeCN, 50 °C, 16 h, sotét,
Ar; d) AcBr, absz MeCN, 50 °C, 16 h, sotét, Ar; e) PBr3, absz MeCN, 50 °C, 16 h, sotét, Ar; f) MsCl,
EDIPA, absz MeCN, 50 °C, 16 h, sotét, Ar; g) TsCl, EDIPA, absz MeCN, 50 °C, 16 h, sotét, Ar.
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4.4. NTR enzim altal aktivalt makrociklusos tetrazin
szintézise 11

A bioldgiai vizsgalatok eredményei alapjan egy 1j, enzim altal aktivalhaté makrociklust, NTR-
Tz-2 terveztem (37. abra). Ez a nitrobenzil egység ¢és a makrociklus kozotti nagyobb
tavolsagnak koszonhetden varhatdan be fog férni az enzim kotézsebébe, mivel sztérikusan nem
annyira gatolt. Hasonl6an a korabban targyalt mechanizmushoz, a nitrocsoport redukcidjat
kovetden egy aza-para-kinonmetid struktira alakul ki, ami spontan lehasad’?!. A felbomlas

utan ugyanaz a makrociklus (amin-Tz) jon 1étre, mint amit korabban mar targyaltam.

i enzim N
N-* vagy N*

@(L\:k 0 Kémiai @(\\NIN o)
—_—

NTR-Tz-2 amin-Tz-2

o%

TR g’ ¢ oo

aza-p-Kinonmetid-Tz-2 amin-Tz

2

nyilt-amin-Tz
37. abra: A 2. generacidos NTR-aktivalt makrociklusos tetrazin (NTR-Tz-2) felnyilésa.

A célmolekula szintézisét el0szor hasonld reakcitton terveztem az el6zo fejezetben targyalt
modszerhez, azonban a karbamatkotés kialakitasa utan a szubsztitiicios reakcidt a korabbiak
alapjan nem tudnam megvalositani. Igy 0j szintézistervet dolgoztam ki, amelyben el3szor egy
makrociklus karbonsavat (30) allitok eld, majd Curtius lebontdson keresztiil alakitom ki a
karbamatkotést (38. abra). fgy elkeriilom a karbamatkotés kialakitdsa utani szubsztiticios

reakcid nehézségeit.
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38. abra: A NTR-Tz-2 makrociklusos tetrazin szintézisterve.

A szintézis elsé 1épése egy n-BuLi-mal végzett litialasi reakcio volt (39. abra). A korabban
szintetizalt 4-brombenzil-alkoholt (4) n-BuLi-mal reagaltattam, majd 4-formilbenzoesavat
adtam hozza. A keletkezé 32 molekuldt SOClz-dal kloéroztam, majd metanol hozzaadasaval
egybdl metil-észterré (33) alakitottam. A metil észteren (33) kiprobaltam a klor-brom cserét is
(35), de ez nem vezetett sikerre, csak egyszeresen tortént meg a szubsztitiicid. Finkelstein
reakcioval is probalkoztam, de ebben az esetben is csak egyszeres szubsztitciot sikeriilt elérni.
A 32 molekulabdl leszarmaztathatdé metilészteren (34) is probaltam szubsztitualni (35)
halogénezdszer / pszeudohalogénezdszer jelenlétében, de egyik modszer sem volt sikeres.
Probalkoztam Appel-reakcioval, PBrs-mal, AcBr-dal, MsCl-dal, ¢és TsCl-dal, de a szubsztitcid

mindegyik esetben csak a primer hidroxilcsoporton ment végbe.
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39. abra: Karbonsavat tartalmazo linker szintézise; Reagensek és koriilmények: a) n-BuLi, absz THF,
-78 °C, 0,5 h, Ar, 2) 4-formilbenzoesav, absz THF, -78 °C — 0 °C, 3,5 h, Ar 56%; b) 1) SOCL, absz
MeCN, 24 °C, 16 h, Ar, 2) MeOH, 24 °C, 0,5 h, 79% (2 1épésre); ¢) SOCl,, MeOH, 24 °C, 2 h; d) CBra,
PPhs, absz MeCN, 50 °C, 16 h, Ar; e) AcBr, absz MeCN, 50 °C, 16 h, so6tét, Ar; f) PBr3, absz MeCN, 50
°C, 16 h, s6tét, Ar; g) MsCl, EDIPA, absz MeCN, 50 °C, 16 h, Ar; h) TsCl, EDIPA, absz MeCN, 50 °C,
16 h, Ar; i) KBr, absz MeCN, 50 °C, 16 h, Ar; j) Nal, aceton, 50 °C, 16 h, Ar.




A nitroreduktaz makrociklus mintajara prébaltam meg szintetizalni a makrociklus metil-észtert
(36) (40. abra). Azonban a tomény reakciodelegyben a makrociklizalas nem ment végbe, és LC-
MS alapjan tobb mint 15 mellékterméket azonositottam szamottevd mennyiségben. Higabb
reakcidelegy alkalmazasa esetén sem jart sikerrel a makrociklizalas, ismét szamos

melléktermék keletkezett.

ek

40. abra: Proba az NTR-Tz-2 makrociklus kialakitasara; Reagensek és koriilmények: a) K,COs, KI,
absz DMF, 50 °C, 2 h, Ar.

4.5. a-alkoxi karbamat kotést tartalmazo makrociklusos
tetrazinok szintézise

Mivel a difenilmetanol alapt makrociklusok vagy nem rendelkeztek a kivant tulajdonsagokkal
vagy eldallitani sem sikeriilt 6ket, ezért mas hasithat6 kotést tartalmazo tipustt makrociklusokat
terveztem (41. abra). A célom egy olyan makrociklus kialakitasa volt, amelynek része egy
hemiaminél egység hidroxilcsoportja, mig az amincsoporthoz karbamatkotésen keresztiil a
DEAC fotolabilis véddcsoportot vagy az 4-nitrobenzil-alkoholt (mint az NTR enzim
szubsztratjat) kapcsolok. Ekkor elbbi esetben kék fény hatadsara a kumarin vagy utobbi esetben
az enzimredukciot kdvetden a kinonmetid levalik, és egy alkoxi-karbamat anion keletkezik[”!.
Ez az anion nem stabil, és CO» kilépése révén a makrociklus felnyilik, igy lehetévé téve a TCO-

nel valo reakciot.
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41. abra: o-alkoxi karbamat egységet tartalmazd makrociklus felnyilasa.

A védett hemiaminal részlet szintézisét Curtius lebontassal terveztem megvaldsitani, melyhez
eloszor a megfeleld linkert kellett eldallitanom (42. abra). Ehhez elsdként a koradbban
szintetizalt TBDMS-el védett 4-(hidroximetil)-benzaldehiden (9) végeztem cianocsoport
addiciot (37) TMS-CN ¢és katalitikus mennyiségli Lewis bazis jelenlétében. A reakcid soran
keletkezd cianhidrint (37) cc HBr és cc H2SO4 2,5:1 aranyt elegyében elféztem. Az igy nyert
mandulasav szdrmazékot extrahalassal tisztitottam, majd metanolos oldatdba SOCI

csepegtettem, igy metil észterré (38) alakitottam.

OH Br
o a b
(o) —> CN —>» \/m()\
TBDMS~ .0
TBDMS Br o
37 38

9

42. abra: a-alkoxi karbamat linker szintézise; Reagensek és koriilmények: a) TMS-CN, MgBr,xEt,0,
CHCIs, 24 °C, 1 h, 52%; b) 1) cc HBr, cc H»SO4, 100 °C, 1 h, 2) SOCl,, MeOH, 24 °C, 1 h, 54%
(2 1épés).

A szintetizalt metil-észterrel (38) és a Tz tetrazinnal sikeresen elvégeztem a gyurlizarasi
reakciot (39) a korabban alkalmazott koriilmények kozott, majd a metilészter lugos
hidrolizisével a kivant karbonsav funkcioval rendelkezé makrociklusos tetrazin szarmazékhoz
jutottam (40) (43. abra). A kapott savbol DPPA segitségével sav-azidot (41) képeztem EDIPA
bazis jelenlétében. Ezt eldszor irodalmi példa alapjan tisztitas nélkiil probaltam meg elf6zéssel
izocianatta alakitani, am ekkor a tetrazin, valoszinlileg az EDIPA bazis jelenléte miatt
elbomlott!®”), Ezért a sav-azidot oszlopkromatografiaval tisztitottam, majd ezutdn féztem el.
Lehiités utan a keletkezd izocianatot azonnal a hidroximetil-kumarin szdrmazékkal (DEAC)

reagaltattam dibutil-6n-dilaurat katalizator jelenlétében. A karbamatkotés kialakitasahoz
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elengedhetetlennek bizonyult az 6n katalizator alkalmazasa, mivel nélkiil nem keletkezett a
kivant termék. (Az 6n katalizatort széles korben hasznaljak poliuretanok szintéziséhez is®!.) A
nyersterméket preparativ HPLC-vel tisztitottam, azonban a kivant terméktdl (DEAC-a-alkoxi-

karbamat-Tz) a reakcid soran melléktermékként keletkezo aldehid-Tz nem sikertilt

N—,le/© Br o a N‘NYQ b N"N\”/Q
©\)\\N.N on * N m SN @f\\N-N o) o — @ﬁ\\N, N O o
T 39 40

z 38
A N
N N° N
¢ N d SN O O j
— S N o — N Jj\
: N N
o 0
o
o)
41

elvalasztanom, egyszerre elualédnak az oszloprol.

(0]

DEAC-¢-alkoxi-karbamat-Tz

43. abra: DEAC- a-alkoxi-karbamat-Tz szintézise; Reagensek és koriilmények: a) K,COs, KI, absz
DMF, 40 °C, 1 h, Ar, 18%; b) LiOH, 1,4-dioxan, H,O, 24 °C, 2 h, 82%, ¢) DPPA, EDIPA, absz PhMe,
24 °C, 16 h, 69%; d) 1) absz PhMe, 80 °C, 0,25 h, 2) DEAC, dibutil-6n-dilaurat, 24 °C, 2 h.

A kicsit koszos DEAC-a-alkoxi-karbamat-Tz-on eldzetes LC-MS méréseket végeztem.
Amikor TCO-t adta hozza, 16 ora elteltével sem csokkent a termék mennyisége €s nem
tapasztaltam 0 anyag megjelenését. Egy masik mintat pedig 1 percig 400 nm hulldmhosszu
fénnyel besugaroztam, és az LC-MS vizsgalatok alapjan a makrociklus felnyilt, és TCO

hozz4adas utan megjelent a klikk reakcioban keletkezd vart termék.

A vegyiilet reprodukcios eldallitasa jelenleg folyamatban van és megfeleld 0j tisztitasa 1épés
utén a fizioldgias koriilmények kozotti stabilitasi, illetve a fluorogén rTCO-rodol-lal végzett

in vitro és sejtes kisérletek kovetkeznek.
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FEJEZET V

Kisérletek részletes leirasa

5.1. Altalanos kisérleti adatok

A munkéam soran a Sigma-Aldrich, Merck, Alfa Aesar, Fluka, Reanal, Romil, Molar Chemicals
illetve a Fluorochem &ltal kereskedelmi forgalomba hozott vegyszereket hasznaltam fel,
minden esetben tisztitas nélkiil. A vékonyréteg-kromatografias vizsgalatokhoz Merck Silica gel
60 F2s4 lapokat hasznaltam, detektalashoz 254 és 365 nm-en miikodé UV lampat hasznaltam
fel, elohivashoz néhany esetben kaliumpermanganatot hasznaltam fel. Az flash
oszlopkromatografids tisztitasokhoz Zeochem markaja 25-40 um szemcseméretii szilika
allofazist és Teledyne ISCO COMBI Flash Nextgen 300+ késziiléket hasznaltam. Manualis
oszlopkromatografia soran Zeochem markéju 60-200 pm szemcseméretii szilikat hasznaltam.
A forditott fazisu szemipreparativ HPLC tisztitast Wufeng Chrom LC100 HPLC késziilékkel
végeztem, Phenomenex Jupiter C18 (250 x 21 mm 1.D.) oszlopot hasznilva, ami 110 A
porusméretli 5 pm szemcseméretl szilika toltettel rendelkezik. Gradiens elucio: 0 perc 5% B;
5 perc 5% B; 15 perc 50% B; 25 perc 100% B; 35 perc 100% B; A eluens: 0,1% HCOOH,
99,9% MeCN; B eluens: 0,1% HCOOH, 99,9% viz; aramlési sebesség: 20 ml/perc. A termelés
meghatarozasa eldtt a megtisztitott anyagokat tomegallandosagig vakuumon szaritottam. RP-
HPLC-UV/Vis-MS méréseket SHIMADZU LCMS-2020 system (LC-MS) késziilékkel
végeztem, Gemini C18 oszlopon (100 x 2,00 mm I.D.), mely 110 A pérusméretii 5 pm szilika
toltettel rendelkezik. A detektalast UV/Vis (220-800 nm) fotdédiddasor €s ESI-MS detektor
végezte. Linedris gradiens elicid: 0 perc 0% B; 2,5 perc 100 % B; 3,2 perc 100 % B; 3,8 perc
0 % B; 5,0 perc 0 % B); A eluens: 0,1% HCOOH, 5 % MeCN ¢és 94,9 % viz; B eluens: 0,1 %
HCOOH, 94,9 % MeCN ¢és 5 % viz; aramlasi sebesség: 0,8 ml/perc. A mintdk HPLC mindségii
viz (99,9% viz 0,01% HCOOH) és MeCN (99,9%, 0,01% HCOOH) elegyében késziiltek (1:1
V/V), a késziilt oldatok toménysége ~0,5 mg/ml. Az NMR mérések Varian Inova 300 MHz és
Varian Inova 500 MHz spektrométerrel késziiltek. A mintdk deutero kloroformban, deutero
metanolban és deutero dimetil-szulfoxidban késziiltek, a kémiai eltolodasokat (6) ppm-ben

adtam meg, minden esetben az adott oldoszer jelét referenciaként véve.
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5.2. Szintézisek

4-brombenzil-alkohol (4)

/©/\0H 4-brémbenzaldehidet (3) (5,00 g, 27,02 mmol, 1 ekv) feloldottam THF-H>O
Br

elegyében (90 ml THF, 10 ml H»0), majd a reakcioelegyhez lassan
hozzaadagoltam NaBHy-et (1,23 g, 32,43 mmol, 1,2 ekv). Az elegyet 30 percen keresztiil
szobahOmeérsékleten kevertettem. 30 perc leteltével a reakcidelegyet CH2Clz-nal (200 ml)
higitottam, majd lassan hozzacsepegtettem s6sav oldatot (2 M-os, 100 ml) intenziv keverés
kozben. A fazisokat extrakcioval szétvalasztottam, majd a vizes fazist CH>Clp-nal (2x100 ml)
extrahaltam. Az egyesitett szerves fazist telitett sdoldattal (100 ml) mostam, MgSO4-on

szaritottam, szlirtem, majd vakuum alatt beparoltam. A kapott termék 4,91 g (97%) fehér szilard

anyag.

IH-NMR (500 MHz, CDCls) 8 7,47 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,22 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 4,62 (s, 2H),
1,92 (s, 1H). 3C-NMR (126 MHz, CDCls) § 139,7, 131,5, 128,5, 121,3, 64,4. LC-MS (ESI):

nem ionizal.

((4-brombenzil)-oxi)(zerc-butil)-dimetilszilan (5)

/@/\O/TBDMS Osszemértem 4-brombenzil-alkoholt (4) (1,00 g, 5,35 mmol, 1 ekv), ImH-
Br t (546 mg, 8,02 mmol, 1,5 ekv) és TBDMSCl-ot (967 mg, 6,42 mmol,
1,2 ekv), majd Ar atmoszféra alatt feloldottam absz DMF-ban (2 ml). Az oldatot 3 o6ran

keresztiil szobahdmérsékleten kevertettem, majd EtOAc-tal (20 ml) higitottam ¢és telitett
NaHCO:s oldattal (20 ml) mostam. A fazisok szétvalasztasat kovetden a vizes fazist EtOAc-tal
(4x20 ml) extrahaltam. Az egyesitette szerves fazist telitett sooldattal (50 ml) mostam, MgSQO4-
on szaritottam, szlirtem, majd vakuum alatt beparoltam. A nyersterméket flash
oszlopkromatografiaval tisztitottam (izokratikus, hexdn — EtOAc : 95 — 5). A kapott termék
1,49 g (93%) szintelen viszkdzus folyadék.

TH-NMR (500 MHz, CDCl3) & 7,46 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,21 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,69 (s, 2H),
0,95 (s, 9H), 0,11 (s, 6H). BC-NMR (126 MHz, CDCls) & 140,3, 130,1, 127,5, 120,4, 64,2,
25,8, 18,2, 5,4. LC-MS (ESI): nem ionizal.
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(4-(((terc-butil-dimetilszilil)-oxi)-metil)-fenil)(4-nitrofenil)metanol (6)

OH
0.
ON IBDMS]  Kihevitett lombikba bemértem a TBDMS védett 4-brombenzil

alkoholt (5) (100 mg, 332 umol, 1 ekv), majd Ar atmoszféra alatt feloldottam absz THF-ban

Proba A

(3 ml). Az oldathoz -78 °C-on lassan hozzacsepegtettem n-BuLi-ot (2,5 M hexanos oldat,
130 pl, 332 umol, 1 ekv). 15 perc leteltével az oldathoz hozzacsepegtettem 4-nitrobenzaldehid
oldatot (100 mg, 664 pumol, 2 ekv, 2 ml absz THF, Ar atmoszféra). Az elegyet 5 kiilonb6zo
hémeérsékleten (-78 °C, 0 °C, 24 °C, 50 °C, 70 °C) kevertettem 1-1 o6rat. LC-MS és GC-MS

vizsgalat alapjan egyik hdmérsékleten se keletkezett termék.
Proba B

Kihevitett kétnyaku lombikba sszemértem Mg-ot (16,0 mg, 664 umol, 2 ekv) és katalitikus
mennyiségli [>-ot. A lombikot Ar atmoszféra alatt addig hevitettem ameddig nem tapasztaltam
lila g6z6k keletkezését. A lombikba belecsepegtettem TBDMS védett 4-bromobenzil alkohol
oldatot (5) (100 mg, 0,332 mmol, 1 ekv, 3 ml absz Et,0, Ar atmoszféra). GC-MS vizsgalat
alapjan 30 perc alatt nem keletkezett Grignard reagens, de azért egy masik kihevitett lombikba
bemértem 4-nitrobenzaldehidet (100 mg, 664 pmol, 2 ekv), majd Ar atmoszféra alatt
feloldottam absz Et;O-ben (2 ml). Az igy kapott oldathoz hozzacsepegtettem a feltételezetten
nem keletkezett Grignard reagenst. A reakcioelegyet szobahdmeérsékleten kevertettem 1 orat,

LC-MS ¢és GC-MS vizsgalat alapjan nem keletkezett termék.

Proba C

Kihevitett kétnyakti lombikba 6sszemértem Mg-ot (16,0 mg, 664 umol, 2 ekv) €s katalitikus
mennyiségli [>-ot. A lombikot Ar atmoszféra alatt addig hevitettem ameddig nem tapasztaltam
lila g6z6k keletkezését. A lombikba belecsepegtettem TBDMS védett 4-bromobenzil alkohol
oldatot (5) (100 mg, 332 umol, 1 ekv, 3 ml absz THF, Ar atmoszféra). Az elegyet 70 °C-on
kevertettem 30 percen keresztiil. Egy masik kihevitett lombikba belemértem 4-
nitrobenzaldehidet (100 mg, 664 umol, 2 ekv), majd Ar atmoszféra alatt feloldottam absz THF-
ban (2 ml). Az oldatot -78 °C-ra hiitéttem, majd a Grignard reagenst lassan hozzacsepegtettem.
Az elegyet 5 kiilonb6z6 hémérsékleten (-78 °C, 0 °C, 24 °C, 50 °C, 70 °C) kevertettem 1-1
orat. LC-MS és GC-MS vizsgalat alapjan egyik hdmérsékleten se keletkezett termeék.
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A reakcidt megismételtem ugyanilyen koriilmények kozott annyi kiilonbséggel, hogy az aldehid

oldatot csepegtettem a Grignard reagenshez, de itt igy se keletkezett a vart termék.
Proba D

Kihevitett kétnyakt lombikba 6sszemértem Zn-et (43,0 mg, 664 pumol, 2 ekv) és katalitikus
mennyiségli [>-ot. A lombikot Ar atmoszféra alatt addig hevitettem ameddig nem tapasztaltam
lila g6z6k keletkezését. A lombikba belecsepegtettem TBDMS védett 4-bromobenzil alkohol
oldatot (5) (100 mg, 332 umol, 1 ekv, 1 ml absz DMF, Ar atmoszféra). Az elegyet 100 °C-on
kevertettem egy ¢€jszakan keresztiil. Egy masik kihevitett lombikba belemértem 4-
nitrobenzaldehidet (100 mg, 664 umol, 2 ekv), majd Ar atmoszféra alatt feloldottam absz DMF-
ban (0,5 ml). Az elegyhez szobahémérsékleten hozzacsepegtettem a cinkorganiskus reagenst.
Az oldatot 4 6ran keresztiil kevertettem 100 °C-on. LC-MS és GC-MS vizsgalat alapjan nem
keletkezett termék.

4-(hidroximetil)-benzaldehid (8)!"*!

Tereftalaldehidet (7) (5,00 g, 37,28 mmol, 1 ekv) feloldottam THF-EtOH
. §/©/\OH

elegyében (30 ml THF, 20 ml EtOH), majd a reakcidelegyhez lassan
hozzdadagoltam NaBHy-et (353 mg, 9,32 mmol, 0,25 ekv) 0 °C-on. A reakcioelegyet 3 6ran
keresztiil kevertettem 0 °C-on. 3 6ra leteltével a reakcioelegyet CH>Clz-nal (200 ml) higitottam,
majd lassan hozzacsepegtettem kevés sdsav oldatot (2 M-os) intenziv keverés kozben, a NaBH4
megsemmisitése miatt. Az elegyet vizzel (100 ml) higitottam és a fazisokat extrakcidval
szétvalasztottam. A vizes fazist CH2Clz-nal (2x100 ml) extrahaltam, majd az egyesitette szerves
fazist telitett sooldattal (100 ml) mostam, MgSO4-on szaritottam, sziirtem, majd vakuum alatt
beparoltam. A nyersterméket flash oszlopkromatografiaval tisztitottam (hexan — EtOAc : 0 —»

30%). A kapott termek 3,49 g (69%) fehér szilard anyag.

TH-NMR (500 MHz, CDCls) 10,01 (s, 1H), 7,90 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 7,54 (d, J = 8,1 Hz, 2H),
4,81 (s, 2H), 1,90 (s, 1H). ¥C-NMR (126 MHz, CDCls) § 192,3, 148,03, 135,3, 129,9, 126,8,
64,1. LC-MS (ESI): nem ionizal.
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4-(((terc-butil-dimetilszilil)-oxi)-metil)-benzaldehid (9)

\/@/\O/TBDMS Osszemértem 4-(hidroximetil)-benzaldehidet (8) (1,00 g, 7,34 mmol, 1
= ekv), ImH-t (750 mg, 11,02 mmol, 1,5 ekv) és TBDMSCl-ot (1,33 g, 8,81
mmol, 1,2 ekv), majd Ar atmoszféra alatt feloldottam absz DMF-ban (2 ml). Az oldatot 3 6ran

keresztiil szobahdmérsékleten kevertettem, majd EtOAc-tal (20 ml) higitottam ¢és telitett
NaHCO:s oldattal (20 ml) mostam. A fazisok szétvalasztasat kovetoen a vizes fazist EtOAc-tal
(4x20 ml) extrahaltam. Az egyesitette szerves fazist telitett sooldattal (50 ml) mostam, MgSQOs-
on szaritottam, szlrtem, majd vakuum alatt beparoltam. A nyersterméket flash
oszlopkromatografiaval tisztitottam (izokratikus, hexdn — EtOAc : 95 —5). A kapott termék 1,76
g (95%) szintelen viszkozus folyadék.

H- NMR (500 MHz, CDCL3) § 9,99 (s, 1H), 7,85 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,48 (d, J = 8,0 Hz, 2H),
4,82 (s, 2H), 0,96 (s, 9H), 0,12 (s, 6H). 3C-NMR (126 MHz, CDCls) 1922, 148.8, 135.5,
130,0, 126,2, 64,6, 26,0, 18,5. LC-MS (ESI): nem ionizal.

(4-(((terc-butil-dimetilszilil)-oxi)-metil)-fenil)(4-nitrofenil)metanol (6)

OH
0\
O,N TBDMS

nitrobenzolt (10) (100 mg, 495 pmol, 1 ekv), majd Ar atmoszféra alatt feloldottam absz THF-

Préba A

Kihevitett lombikba bemértem a TBDMS védett 4-brom-

ban (3 ml). Az oldathoz -78 °C-on lassan hozzacsepegtettem n-BuLi-ot (2,5 M hexénos oldat,
220 ul, 545 pmol, 1,1 ekv). LC-MS vizsgalat alapjan a kiindulasi anyag elbomlott.

Proba B

Kihevitett lombikba bemértem a TBDMS védett 4-brom-nitrobenzolt (10) (100 mg, 495 pmol,
1 ekv), majd Ar atmoszféra alatt feloldottam absz THF-ban (3 ml). Az oldathoz -78 °C-on lassan
hozzacsepegtettem n-BuLi-ot (2,5 M hexanos oldat, 140 pl, 347 umol, 0,7 ekv). LC-MS
vizsgalat alapjan kiinduldsi anyag elbomlott, de azért 15 perc leteltével -78 °C-on
hozzacsepegtettem TBDMS védett 4-(hidroximetil)-benzaldehid oldatot (9) (248 mg, 990
umol, 2 ekv, 2 mL absz THF, Ar atmoszféra). Az elegyet 3 kiilonb6z6 homérsékleten (-78 °C,
24 °C, 70 °C) kevertettem 1-1 orat. LC-MS vizsgalat alapjan egyik hdmérsekleten se keletkezett

termék.
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Proba C

Kihevitett kétnyaku lombikba 6sszemértem Mg-ot (24,0 mg, 990 umol, 2 ekv) és katalitikus
mennyiségli [>-ot. A lombikot Ar atmoszféra alatt addig hevitettem ameddig nem tapasztaltam
lila g6zok keletkezését. A lombikba belecsepegtettem 4-brom-nitrobenzol oldatot (10) (100 mg,
495 umol, 1 ekv, 3 ml absz THF, Ar atmoszféra. GC-MS ¢és LC-MS vizsgalat alapjan 30 perc
alatt nem keletkezett Grignard reagens, de azért egy masik kihevitett lombikba bemértem
TBDMS védett 4-(hidroximetil)-benzaldehidet (9) (248 mg, 990 umol, 2 ekv), majd Ar
atmoszféra alatt feloldottam absz THF-ban (2 ml). Az igy kapott oldathoz hozzacsepegtettem a
feltételezetten nem keletkezett Grignard reagenst. Az elegyet 3 kiilonb6z6 hdmérsékleten (-78
°C, 24 °C, 70 °C) kevertettem 1-1 orat. LC-MS vizsgalat alapjan egyik hémérsékleten se

keletkezett termék.

(4-nitrofenil)(p-tolil)-metanon (12)

4-nitrobenzoil-kloridot (11) (5,00 g, 26,95 mmol, 1 ekv) feloldottam

(0]
o PhMe-ban (200 ml), majd a reakcioelegyhez lassan hozzdadagoltam

AIClz-ot (5,03 g, 37,7 mmol, 1,4 ekv). Az elegyet 2 6ran keresztiil

szobahdmérsékleten kevertettem. 2 6ra leteltével az elegyhez vizet (10 ml) csepegtettem, majd
vakuum alatt beparoltam a reakcioelegyet. A nyersterméket CH2Clz-nal (100 ml)
szuszpendaltam, vizzel (100 ml) higitottam ¢és a fazisokat extrakcioval szétvalasztottam. A vizes
fazist CH,Clz-nal (2x100 ml) extrahdltam, majd az egyesitette szerves fazist telitett sdoldattal
(100 ml) mostam, MgSOs-on szaritottam, szlirtem, majd vakuum alatt bepéaroltam. A
nyersterméket tobbszori atkristalyositassal (CH2Clz-hexan) tisztitottam. A kapott termék 4,93 g
(76%) sarga szilard anyag. NMR alapjan a termék egy izomert tartalmaz.

IH-NMR (500 MHz, CDCls) § 8,34 (d, J = 9,0 Hz, 2H), 7,92 (d, J = 9,0 Hz, 2H), 7,72 (d, J =
8,4 Hz, 2H), 7,32 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 2,47 (s, 3H). 3C-NMR (126 MHz, CDCl3) & 194,7,
149.,9, 144,7, 143,5, 133.8, 130,7, 130,5, 129,5, 123,7, 21,9. LC-MS (ESI): nem ionizl.

(4-(brommetil)-fenil)(4-nitrofenil)-metanon (13)

leg et
Ll | ®sszemértem a Friedel-Crafis terméket (12) (200 mg, 829 umol, 1 ekv)

¢s NBS-et (162 mg, 991 umol, 1,1 ekv), majd feloldottam CCls-ban (5 ml). Az oldathoz ezutan
(BzO)2-0t (20,0 mg, 82,9 umol, 0,1 ekv) adtam €s 6 6ran keresztiil 60 °C-on kevertettem (3 6ra

Préba A
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utan tovabbi 0,1 ekv (BzO):-ot adtam a reakcioelegyhez szobahdmérsékleten). LC-MS ¢és GC-

MS vizsgalat alapjan nem keletkezett termék.
Proba B

Osszemértem a Friedel-Crafts terméket (12) (200 mg, 829 pumol, 1 ekv) és NBS-et (162 mg,
991 umol, 1,1 ekv), majd feloldottam CCls-ban (5 ml). Az oldathoz ezutan AIBN-t adtam
(13,5 mg, 82,9 umol, 0,1 ekv) adtam és 6 6ran keresztiil 60 °C-on kevertettem (3 ora utdn
tovabbi 0,1 ekv AIBN-t adtam a reakcioelegyhez szobahdmérsékleten). LC-MS és GC-MS

vizsgalat alapjan nem keletkezett termek.
Préba C

Kvarclombikba 6sszemértem a Friedel-Crafts terméket (12) (200 mg, 829 umol, 1 ekv) és NBS-
et (162 mg, 991 umol, 1,1 ekv), majd feloldottam CCls-ban (5 ml). Az oldathoz ezutan AIBN-
t (13,5 mg, 82,9 umol, 0,1 ekv) adtam és UV-C lampéaval bevilagitva kevertettem 24 °C-on.
LC-MS és GC-MS vizsgalt alapjan nem keletkezett termék.

Préba D

Osszemértem a Friedel-Crafts terméket (12) (200 mg, 829 pumol, 1 ekv) és NBS-et (162 mg,
991 umol, 1,1 ekv), majd feloldottam PhClI-ban (5 ml). Az oldathoz ezutdn AIBN-t adtam (13,5
mg, 82,9 umol, 0,1 ekv) adtam és 6 6ran keresztiil 60 °C-on kevertettem (3 6ra utan tovabbi 0,1
ekv AIBN-t adtam a reakcidelegyhez szobahdmeérsékleten). LC-MS ¢és GC-MS vizsgalat

alapjan nem keletkezett termék.
Proba E

Osszemértem a Friedel-Crafts terméket (12) (200 mg, 829 umol, 1 ekv) majd feloldottam PhCl-
ban (5 ml). Az oldathoz Br:-ot (43 pL, 829 umol, 1 ekv) csepegtettem, majd AIBN-t (13,5 mg,
0,083 mmol, 0,1 ekv) adtam az oldathoz és 6 oran keresztiil 60 °C-on kevertettem (3 6ra utan
tovabbi 0,1 ekv AIBN-t adtam a reakcidelegyhez szobahdémérsékleten). GC-MS és LC-MS

vizsgalat alapjan nem keletkezett termék.
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4-(4-nitrobenzoil)-benzoesav (14)

A Friedel-Crafts terméket (12) (5,03 g, 20,83 mmol, 1 ekv) feloldottam

o
o OH AcOH-ban (100 ml), majd Jones-reagenst (2,5 M-os H>SO4 oldat, 25,0
,N
o

ml, 62,49 mmol, 3 ekv) csepegtettem az oldathoz, majd reflux

homérsékleten kevertettem a reakcioelegyet egy ¢éjszakan keresztiil. Mdasnap miutan
szobahdmérsékletiire hiilt a reakcidelegy, jeges vizre (150 ml) ontdttem és EtOAc-tal (3x100
ml) extrahaltam. Az egyesitett szerves fazist NaOH oldattal (2,5 M-os) lugositottam (pH = 12),
majd NaOH oldattal (1,0 M-os, 3x150 ml) extrahaltam. Az egyesitett vizes fazist cc sosav
oldattal savanyitottam (pH = 2), majd a keletkez6 fehér terméket szlirtem és vizzel (200 ml)
mostam. A terméket vakuum exszikkatorban (CaClz-on) szaritottam 2 napon keresztiil. A kapott

termék 4,78 g (85%) fehér szilard anyag.

TH-NMR (500 MHz, (CD3),S0) & 13,36 (s, 1H), 8,38 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 8,11 (d, J= 7,9 Hz,
2H), 7,98 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 7,87 (d, J = 7,9 Hz, 2H). 3C-NMR (126 MHz, (CD3),SO) &
194,1, 166,5, 149,6, 141,9, 139,3, 134,6, 130,8, 129.9, 129.5, 123,7. LC-MS (ESI): m/z [M-
H*]-ra szémolt C14HgNOs 270, mért 270.

metil 4-(4-nitrobenzoil)-benzoat (15)

A benzoesav szarmazékot (14) (4,78 g, 17,62 mmol, 1 ekv) MeOH-ban

(0]
on 0\ (50 ml) szuszpendaltam, majd cc H2SO4-at (10 csepp) csepegtettem a
o

szuszpenzidhoz. A szuszpenziot egy €jszakan keresztiil reflux

hémeérsékleten kevertettem. Masnap a reakcioelegyet vakuum alatt beparoltam, majd CH2Cle-
nal (100 ml) higitottam és vizzel (5x50 ml) mostam. A szerves fazist telitett sooldattal (50 ml)
mostam, MgSO4-on szdritottam, sziirtem ¢és vakuum alatt beparoltam. A kapott termék 4,96 g

(98%) fehér szilard anyag, ami tovabbi tisztitast nem igényelt.

IH-NMR (500 MHz, CDCl5) & 8,34 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 8,17 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 7,94 (d, J =
8,4 Hz, 2H), 7,84 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 3,97 (s, 3H). 3C-NMR (126 MHz, CDCls) § 194,2,
166,1, 150,3, 142,2, 139,9, 134,3, 130,9, 129,96, 129,95, 1238, 52,7. LC-MS (ESI): nem

ionizal.
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(4-(hidroximetil)-fenyl)(4-nitrofenil)-metanol (2)

A metil észtert (15) (1,00 g, 3,51 mmol, 1 ekv) Ar atmoszféra alatt

OH
on OH feloldottam absz THF-ban (100 ml). Az oldathoz -78 °C-on

hozzacsepegtettem DIBALH-et (1,0 M-os PhMe-os oldat, 14,0 ml,

14,02 mmol, 4 ekv). A reakcidelegyet 30 percig kevertettem -78 °C-on, majd
szobahOmeérsékleten kevertettem egy ¢€jszakan keresztiil. Masnap az oldathoz telitett NH4Cl
oldatot (10 ml) csepegtettem ¢és vakuum alatt beparoltam. A nyersterméket flash
oszlopkromatografiaval tisztitottam (CH2Cl, — MeOH : 0 — 10%). A kapott termék 803 mg
(88%) fehér szilard anyag.

IH-NMR (500 MHz, (CD3),S0) & 8,17 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 7,65 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 7,34 (d, J
= 8,1 Hz, 2H), 7,26 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 6,17 (d, J = 4,0 Hz, 1H), 5,84 (d, J = 4,0 Hz, 1H), 5,09
(t,J= 5,7 Hz, 1H), 4,45 (d, J= 5,7 Hz, 2H). BC-NMR (126 MHz, (CD3),S0) 5 153,4, 1463,
142,8, 141,5, 127,1, 126,4, 126,1, 123,3, 73,3, 62,6. LC-MS (ESI): m/z [M+HCOOT-ra
szamolt C1sH1sNOg 304, mért 304.

1-(bréom-(4-(brommetil)-fenil)-metil)-4-nitrobenzol (1)

A redukcid termékéhez (2) (50,0 mg, 193 umol, 1 ekv) 0 °C-on cc HBr1-

Br
o NBr ot (867 pl, 7,71 mmol, 40 ekv), majd cc H>SOs-at (314 pl, 5,79 mmol,

30 ekv) csepegtettem. A reakcioelegyet egy ¢€jszakdn keresztiil

szobahOmeérsekleten kevertettem. Masnap reakcioelegyet jeges vizre (50 ml) ontdttem, majd
CH:Clz-nal (3x50 ml) extrahaltam. Az egyesitett szerves fazist telitett sdoldattal (50 ml)
mostam, MgSQOq-on szaritottam és szlirtem. A nyersterméket flash oszlopkromatografiaval

tisztitottam (hexan — EtOAc : 0 — 50%). A kapott termék 58,1 mg (78%) barnés nyulos szilard

anyag.

TH-NMR (500 MHz, CDCl3) 6 8,19 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 7,62 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 7,40 (s, 4H),
6,27 (s, 1H), 4,47 (s, 2H). BC-NMR (126 MHz, CDCls) § 147,7, 139,9, 138,5, 129,7, 129,5,
128,9, 123,9, 52,5, 32,5. LC-MS (ESI): nem ionizal.
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2,2°-(1,2,4,5-tetrazin-3,6-diil)-difenol (Tz)

p Osszemértem 2-hidroxibenzonitrilt (16) (2,00 g, 16,79 mmol, 1 ekv) és

{N_\N dal Zn(OTf)-ot (305 mg, 839 pmol, 0,05 ekv), majd EtOH-ban (30 ml)
N

@f\ szuszpendaltam a reakcidelegyet. A reakcioelegyhez NoHaxH>0-ot (4,90 ml,

100,7 mmol, 6 ekv) adagoltam és 6 oran keresztiil 80 °C-on kevertettem.
Miutan lehiilt szobahdmérsékletlire a reakcioelegy, oxigént buborékoltattam &t rajta és O»
atmoszféran (1 atm) kevertettem 2 Oran keresztiil szobahdmérsékleten. A keletkezd
szuszpenzidt szlirtem, etanollal (50 ml) mostam és vakuum alatt szaritottam. A kapott termék

952 mg (48%) voros szilard anyag.

IH-NMR (500 MHz, CDCl3) § 10,88 (d, J = 0,4 Hz, 2H), 8,66 (dd, J= 8,1, 1,7 Hz, 2H), 7,56
(ddd,J=8.6,7,1, 1,7 Hz, 2H), 7,18-7,11 (m, 4H). 3C-NMR (126 MHz, CDCl3) 5 164,1, 160,1,
135,6, 128,7, 120,7, 119,1, 114,2. LC-MS (ESI): [M+H]"-ra szamolt C12HsN¢O> 269, mért 269.

5-(4-nitrofenil)-4,8-dioxa-2(3,6)-tetrazina-1,3(1,2),6(1,4)-tribenzolciklooktafan (NTR-Tz)

N*

LAY bromozott linkert (1) (58,1 mg, 151 umol, 1,2 ekv), KoCOs-ot (52,2
& L,

.
\/‘)\‘\ mg, 377 umol, 3 ekv) és KI-ot (62,6 mg, 377 pmol, 3 ekv), majd Ar
o

atmoszféra alatt feloldottam absz DMF-ban (5 ml). A reakcidelegyet

p Osszemértem a tetrazint (Tz) (33,5 mg, 126 pumol, 1 ekv), a
N

2 oran keresztiil kevertettem 50 °C-on, majd miutan lehiilt szobahdmérsékletiire az oldat, vizzel
(50 ml) higitottam és CH>Cly-nal (3x50 ml) extrahaltam. Az egyesitett szerves fazist telitett
sooldattal (50 ml) mostam, MgSOs-on széritottam, sziirtem és vakuum alatt beparoltam. A
nyerstermék elsd tisztitasat flash oszlopkromatografiaval végeztem (hexdn — EtOAc : 0 —
30%). A nyerstermék masodik tisztitdsat forditott fazisu flash oszlopkromatografiaval
(H2O0/MeCN 95:5 + 0,1% HCOOH — MeCN + 0,1% HCOOH : 0 — 100%). A termék végsé
tisztitadsat ujra normal fazison (hexdn — aceton : 0 — 50%). A kapott termék 4,1 mg (6%)

rozsaszin szilard anyag.

IH-NMR (500 MHz, CDCl3) 5 8,25 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 8,18 (td, J= 7,6, 1,7 Hz, 2H), 7,73 (d,
J =82 Hz, 2H), 7,72-7,67 (m, 2H), 7,46 (td, /=76, 1,2 Hz, 1H), 7,40 (td, J=8,5, 1,7 Hz, 2H),
7,36 (dd, J =82, 1,3 Hz, 1H), 7,14 (dd, J = 7.6, 2,0 Hz, 1H), 6,74 (dd, J = 7,6, 2,0 Hz, 1H),
6,54 (dd,J=7,8, 2,1 Hz, 1H), 6,40 (dd, J="7.9, 2,0 Hz, 1H), 5,79 (s, 1H), 5,24 (d, J= 11,8 Hz,
1H), 4,58 (d, J= 11,7 Hz, 1H). LC-MS (ESI): m/z [M+H"]"-ra szamolt C23H20N504 490, mért
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490.2-(6-(2-((4-((4-aminofenil)(hidroxi)-metil)-benzil)-oxi)-fenil)-1,2,4,5-tetrazin-3-il)-
fenol (nyilt-NTR-Tz)

HO Proba A
70

©\)\\N.N NTR-Tz (0,50 mg, 1,02 pmol, 1 ekv) feloldottam EtOH-ban (100

ONﬂz ul), majd EDIPA (0,55 ul, 4,09 umol, 4 ekv) csepegtettem az
OH

oldathoz, majd Pd/C (10 m/m%-o0s, 54 png, 51 nmol, 0,05 ekv)

mértem az oldatban. A szuszpenziot 5 percig Hz atmoszféra (1 atm) alatt kevertettem. LC-MS

alapjan a nitro csoport redukalodott, a makrociklus felnyilt, de a tetrazin gytrti is redukalddott.

Proba B

NTR-Tz (0,50 mg, 1,02 umol, 1 ekv) feloldottam EtOH-ban (100 ul), majd SnCly-ot (48 ng,
255 nmol, 0,25 ekv) mértem a reakcidelegybe. A reakcioelegyet 5 percet kevertettem
szobahdmérsékleten. LC-MS alapjan a nitro csoport redukalddott, a makrociklus felnyilt, de a

tetrazin gylrd is redukalodott. (Szamos egyéb bomlastermék is megjelent.)
Proba C

NTR-Tz (0,50 mg, 1,02 umol, 1 ekv) feloldottam AcOH-ban (100 ul), majd ZnCl-ot (35 pg,
255 nmol, 0,25 ekv) mértem a reakcidelegybe. A reakcioelegyet 5 percet kevertettem
szobahdmérsékleten. LC-MS alapjan a nitro csoport redukalddott, a makrociklus felnyilt, de a

tetrazin gytlri is redukalddott. (Szamos egyéb bomlastermék is megjelent.)

(S,E)-ciclooct-2-én-1-0l (bal) és (R,E)-ciclooct-2-én-1-0l (jobb) (rTCO axialis és rTCO

ekvatorialis)!*’!

OH ~oHl  rCCO-t (2,00 g, 15,85 mmol, 1 ekv) feloldottam Et>O-hexan
@, @ elegyében (150 ml EtO, 350 ml hexan), majd PhCOOMe-ot

(4,00 ml, 31,70 mmol, 2 ekv) mértem az oldatba. A reakcidelegyet egy €jszakan keresztiil UV-
fénnyel (254 nm) vilagitottam be, mikdzben AgNOs-tal impregnalt szilika oszlopon
aramoltattam keresztiil. Masnap az UV 1lampék kikapcsolasa utan, a toltott oszlopot Et2O-hexan
(150 ml Et,0, 350 ml hexan) oldataval mostam. Az oszlopbdl a toltetet eltavolitottam, majd a
szilikat szliron keresztiil NH3 oldattal (25%-os vizes oldat, 300 ml), majd CH2Clz-nal (300 ml)
mostam. A fazisokat extrakcidval elvalasztottam, a szerves fazist MgSOs-on szdritottam,

szlirtem és vakuum alatt beparoltam. A nyersterméket flash oszlopkromatografidval tisztitottam
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(hexan — EtOAc : 0 — 50%). Igy 451 mg (23%) axialis terméket és 553 mg (28%) ekvatorialis

terméket kaptam. Mindkét termék szintelen viszkézus folyadék.

ekvatorialis: "TH-NMR (500 MHz, CDCl3) § 5,65-5,45 (m, 2H), 4,18 (m, 1H), 2,78 (s, 1H),
2,37 (m, 1H), 2,10 (m, 1H), 1,95-1,66 (m, 4H), 1,51-1,31 (m, 2H), 0,90-0,64 (m, 2H).'3*C-NMR
(126 MHz, CDCl3) 6 136,0, 131,9, 44,5, 36,1, 35,6, 30,5, 29,3, 27,8. LC-MS (ESI): nem ionizal.
axialis: 'H-NMR (500 MHz, CDCls) 4 5,97 (ddd, J=16,5, 9,0, 4,5 Hz, 1H), 5,59 (dd, J = 16,5,
3,0 Hz, 1H), 4,61 (s, 1H), 2,52 (m, 1H), 2,09-1,80 (m, 4H), 1,72-1,43 (m, 4H), 1,17-1,05 (m,
1H), 0,82-0,71 (m, 1H). 3C-NMR (126 MHz, CDCls) & 135,4, 130,8, 71,4, 43,4, 36,3, 36,1,
29,4, 23,4. LC-MS (ESI): nem ionizal.

(S,E)-cyclooct-2-én-1-il-(2,5-dioxopirrolidin-1-il)-karbonat (r TCO-DSC axialis)"®!

o Osszemértem axialis rTCO-t (451 mg, 3,57 mmol) és DSC-ot (3,66 g,
o O~
@ \‘(‘: 35 14,29 mmol, 4 ekv), feloldottam CH>Clz-ban (50 ml), majd EDIPA (3,31
[0)

ml, 17,81 mmol, 5 ekv) bazist mértem a reakcidelegybe. Mdasnap a

reakciodelegyet CH2Clz-nal (50 ml) higitottam, majd vizzel (100 ml) mostam, majd a vizes fazist
CH2Clr-nal (2x50 ml) extrahdltam. Az egyesitett szerves fazist telitett sooldattal (50 ml)
mostam, MgSOs-on széritottam, sziirtem €s vakuum alatt beparoltam. A nyersterméket flash
oszlopkromatografiaval tisztitottam (hexdn — EtOAc : 0 — 50%). A kapott termék 646 mg

(67%) szintelen viszkozus folyadek.

TH-NMR (500 MHz, CDCl3) & 5,97 (ddd, J=16,5, 9,0, 4,5 Hz, 1H), 5,59 (dd, J = 16,5, 3,0 Hz,
1H), 4,61 (s, 1H), 2,52 (m, 1H), 2,09-1,80 (m, 4H), 1,72-1,43 (m, 4H), 1,17-1,05 (m, 1H), 0,82-
0,71 (m, 1H). ¥C-NMR (126 MHz, CDCls) & 135,4, 130,8, 71,4, 43,4, 36,3, 36,1, 29,4, 23.4.
LC-MS (ESI): nem ionizal.

tect-butyl metil-(2-(metilamino)-etil)-karbamat (18)®]

- /\/IL N,N'-dimetiletiléndiamint (17) (1,00 g, 11,34 mmol, 5 ekv) feloldottam CH>Cl,-
N “Boc
1 ban (10 ml), majd BocoO oldatot (495 mg, 2,27 mmol, 1 ekv, 20 ml CH>Cl»)

csepegtettem a reakcidelegybe intenziv keverés kozben, és egy éjszakat kevertettem
szobahdémérsékleten. Masnap EtOAc-tal (100 ml) higitottam a reakcidelegyet, majd telitett
NayCOs3 oldattal (100 ml) mostam. A vizes fazist EtOAc-tal (2x50 ml) extrahdltam, majd az

egyesitett szerves fazist telitett sooldattal (50 ml) mostam. A nyersterméket flash
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oszlopkromatografiaval tisztitottam (CH2Cl, — MeOH : 0 — 10%). A kapott termék 1,23 g

(58%) szintelen viszkozus folyadék.

IH-NMR (CDCls, 500 MHz) § 3,37-3,33 (m, 2H), 2,88 (s, 3H), 2,74-2,73 (m, 2H), 2,46 (s, 3H),
1,63 (s, 1H), 1,46 (s, 9H). 3C-NMR (CDCls, 126 MHz) 8 156,0, 79,5, 49,7, 48,4, 36,3, 34,6,
28,4. LC-MS (ESI): m/z [M+H']*-ra szamolt CoH21N20; 189, mért 189.

terc-butyl metil-(2-(V-metil-1H-imidazol-1-karboxamid)-etil)-karbamat (19)"®!

| Q A mono Boc védett diamint (18) (1,23 g, 6,53 mmol, 1 ekv) feloldottam
Boc'N\/\NJLN«

I \</| THF-ban (100 ml), majd CDI-t (1,27 g, 7,84 mmol, 1,2 ekv) adtam a

reakcioelegyhez. A reakcidelegyet egy éjszakan keresztiil reflux hdmérsékleten kevertettem.
Masnap miutdn lehiilt szobahdmérsékletiire, a reakcidelegyet vakuum alatt beparoltam. A
nyersterméket feloldottam CH>Clz-ban (100 ml), majd vizzel (2x100) mostam. A szerves fazist
telitett sooldattal (50 ml) mostam, majd MgSOs-on szaritottam, sziirtem és vakuum alatt
bepéroltam. A nyersterméket flash oszlopkromatografiaval tisztitottam (CH2Cl, —MeOH : 0 —
5%). A kapott termék 1,72 g (94%) szintelen viszkdzus folyadék.

IH-NMR (CDCls, 500 MHz) & 7,90 (s, 1H), 7,25 (s, 1H), 7,07 (s, 1H), 3,69-3,65 (m, 2H), 3,54-
3,51 (m, 2H), 3,17 (s, 3H), 2,85 (s, 3H), 1,43 (s, 9H). 3C-NMR (CDCls, 126 MHz) & 1518,
137,0, 129,4, 118,0, 79,9, 47,7, 45,4, 37,4, 34,5, 28,4. LC-MS (ESI): m/z [M+H']"-ra szdmolt
C13H23N405 283, mért 283.

1-((2-((ztert-butoxikarbonil)(metil)-amino)-etil)(metil)-karbamoil)-3-metil-1 H-imidazol-3-
ium jodid (20)®!

| It CDI aktivalt onfelaldozo linkert (19) (200 mg, 708 pmol, 1 ekv)
oc'Nv\ 5
’ T 1M  feloldottam MeCN-ben (10 ml), majd Mel-ot (441 pl, 7,08 mmol, 10

I

ekv) csepegtettem a reakcidelegyhez. A reakcioelegyet egy éjszakan
keresztiil szobahdmérsékleten kevertettem. Masnap az reakcioelegyet vakuum alatt beparoltam.

A kapott termék 247 mg (82%) viszkdzus szintelen folyadek.

TH-NMR (CDCl3, 500 MHz) 9,90 (s, 1H), 7,79 (s, 2H), 4,26 (s, 3H), 3,72-3,69 (m, 2H), 3,55-
3,52 (m, 2H), 3,31 (s, 3H), 2,90 (s, 3H), 1,43 (s, 9H). ¥C-NMR (CDCls, 126 MHz) 8 156,2,
146,9, 136,6, 123,9, 121,0, 79,8, 491,1, 45,5, 37,9, 34,8, 28,2. LC-MS (ESI): m/z [M]"-ra
szamolt C14H25N4O3 297, mért 297.
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2-(2,4-dihidroxibenzoil)-benzoesav (22)"%]

Osszemértem rezorcint (21) (360 mg, 3,27 mmol, 1 ekv) és ftalsav-anhidrint
O 3“ (484 mg, 3,27 mmol, 1 ekv), majd feloldottam PhNO»-ban (5 ml). Intenziv
O OHl  keverés kdzben lassan hozzaadagoltam AICl3-ot (1,00 g, 7,52 mmol, 2,3 ekv) és

egy ¢jszakan keresztiil szobahdmérsékleten kevertettem. Masnap hexdn-sosav

(20 ml hexéan, 25 ml 0,5 M soésav) elegyére Ontdttem és 2 oOran keresztiil
szobahémérsékleten kevertettem. A  kivalt szilard csapadékot szlirtem és flash
oszlopkromatografiaval tisztitottam (CH2Cl, — MeOH : 0 — 10%). A kapott termék 679 mg
(80%) sarga szilard anyag.

IH-NMR (500 MHz, (CD3),S0) & 13,14 (s, 1H), 12,20 (s, 1H), 10,69 (s, 1H), 7,96 (d, J = 7,6
Hz, 1H), 7,64 (t, J= 30,3, 7,2 Hz, 2H), 7,39 (d, J = 7,3 Hz, 1H), 6,88 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 6,36-
6,16 (m, 2H). 3C-NMR (126 MHz, (CD:),S0) & 200.9, 167.1, 165.4, 164.8, 140.4, 135.1,
132.7, 130.4, 130.1, 129.8, 127.8, 113.7, 108.7, 102.9. LC-MS (ESI): m/z [M-H']-ra szémolt
C14HoOs 257, mért 257.

2-(12-0x0-2,3,6,7-tetrahydro-1H,5H,12H-kromen|2,3-f]pyrido|[3,2,1-ij]kinolin-9-il)-

benzoesav (rodol festék)?®!

Bombacsdbe 6sszemértem a benzofenon szarmazékot (22) (260 mg, 1,00
mmol, 1 ekv) és 8-hidroxi-julolidint (190 mg, 1,00 mmol, 1 ekv), majd
TFA (1,2 ml) oldészerben 95 °C-on forraltam egy éjszakan keresztiil a

reakcidelegyet. Masnap miutan a reakcioelegy lehtilt

szobahdmeérsekletlire, az reakcidelegyet vakuum alatt beparoltam (CH2Clz
hasznéltam, mint segédolddszer). A terméket Et;O (10 ml) segitségével kicsaptam, szilirtem ¢és

vakuum alatt széaritottam. A kapott termék 393 mg (90%) voros szilard anyag.

TH-NMR (500 MHz, CD0D) 5 8,37 (dd, J = 7.6, 1,5 Hz, 1H), 7,87 (td, J = 7,5, 1,6 Hz, 1H),
7,82 (td, J=7.6, 1,5 Hz, 1H), 7,41 (dd, J = 7,4, 1,5 Hz, 1H), 7,16 (d, J = 2,3 Hz, 1H), 7,14 (d,
J=9.0 Hz, 1H), 6,94 (dd, J=9,0, 2,3 Hz, 1H), 6,85 (s, 1H), 3,71-3,64 (m, 4H), 3,13 (t, J= 7.2,
5,6 Hz, 2H), 2,82-2,74 (m, 2H), 2,21-2,09 (m, 2H), 1,93-1,07 (m, 2H). 3C-NMR (126 MHz,
CDs0D) & 166,6, 166,0, 158,7, 156,1, 154,2, 153,4, 134,0, 132,5, 131,2, 130,8, 130,4, 130,2,
130,0, 127,3, 126,7, 116,2, 115,8, 114,9, 105.,4, 101,8, 51,3, 50,8, 27,0, 20,0, 19,2, 19,1. LC-
MS (ESI): m/z [M+H"]"-ra szamolt C26H22NO 412, mért 412.
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terc-butil metil-(2-((((3'-0x0-2,3,6,7-tetrahidro-1H,3' H,5SH-spiro|kromén|2,3-
flpirido[3,2,1-ij]kinolin-9,1'-izobenzofuran]-12-il)-oxi)-karbonil)-amino)-etil)-karbamat

(23)1®

Osszemértem az aktivalt dnfelaldozé linkert (20) (212 mg,
500 umol, 1 ekv), rodol festéket (206 mg, 500 umol, 1 ekv),
DMAP-t (3,0 mg, 25,0 umol, 0,05 ekv) katalizatort, majd
feloldottam MeCN-ben (20 ml). A reakcidelegyhez ezutin

EDIPA (261 ul, 1,5 mmol, 3 ekv) bazist csepegtettem. A reakcidelegyet 15 percig reflux
hémérsékleten kevertettem. Miutdn lehiil szobahdmérsékletiire, a reakcidelegyet vakuum alatt
beparoltam. A nyersterméket flash oszlopkromatografiaval tisztitottam (CH2Cl, — MeOH : 0 —
10%). A kapott termék 247 mg (80%) voros szilard anyag.

IH-NMR (500 MHz, CDCls) & 7,98 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 7,63 (t, J= 7,5 Hz, 1H), 7,58 (t, J =
7,4 Hz, 1H), 7,19-7.16 (m, 1H), 7,09 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 6,75-6.72 (m, 1H), 6,70 (d, J = 8,6
Hz, 1H), 6,13 (s, 1H), 3,56-3.42 (m, 4H), 3,16 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 3,12 (d, J = 5,8 Hz, 2H), 3,03
(s, 3H), 2,92-2,89 (m, SH), 2,60-2,44 (m, 2H), 2,03-1,97 (m, 2H), 1,89-1,83 (m, 2H), 1,45 (s,
9H). LC-MS (ESI): m/z [M+H']"-ra szamolt C36H4N307 626, mért 626.

(S,E)-ciclooct-2-én-1-il-(3'-0x0-2,3,6,7-tetrahydro-1H,3' H,SH-spiro[kromén|[2,3-
flpirido[3,2,1-ij]kinolin-9,1'-izobenzofuran]-12-il)-etan-1,2-diilbis-(metilkarbamat)
(rTCO-rodol)

A Boc védett anyagot (23) (17,0 mg, 27,2 umol, 1 ekv)
feloldottam CH2Cl-ban (1 ml), majd TFA-at (0,5 ml)

csepegtettem az oldathoz. A reakcidelegyet 30 percen

keresztlil kevertettem szobahdmérsékleten. 30 perc
leteltével a reakcidelegyet vakuum alatt beparoltam (CH2Cl, hasznaltam, mint segédoldoszer).
A nyersterméket feloldottam MeCN (0,5 ml), majd belemértem axialis rTCO-DSC-ot (5,0 mg,
18,7 umol, 0,67 ekv). A reakcidelegyhez ezutan EDIPA oldatot (25 pl, 140 umol, 5 ekv, 0,5 ml
MeCN) csepegtettem, intenziv keverés mellett. A reakcioelegyet 15 percig kevertettem
szobahOmeérsékleten, 15 perc leteltével a reakcioelegyet vakuum alatt beparoltam. A
nyersterméket preparativ HPLC-vel tisztitottam (H2O/MeCN 95:5 + 0,1% HCOOH — MeCN +
0,1% HCOOH : 0 — 100%). A kapott termék 9,1 mg (72%) vords szilard anyag.
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IH-NMR (500 MHz, CDCL3) § 8,00 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 7,67-7,62 (m, 1H), 7,59 (t, J = 7,5 Hz,
1H), 7,12-7,07 (m, 1H), 6,72 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 6,14 (s, 1H), 5,77 (s, 1H), 5,53 (d, J = 16,3
Hz, 1H), 5,38 (d, J = 16,4 Hz, 1H), 5,30 (s, 1H), 3,66-3,46 (m, 4H), 3,18 (t, J = 5,6 Hz, 2H),
3,16-3,09 (m, 4H), 3,07-2,97 (m, 5H), 2,94-2,88 (m, 2H), 2,61-2,46 (m, 2H), 2,02 (dt, J= 11,8,
5,8 Hz, 5H), 1,88 (qd, J = 6,7, 4,4 Hz, 3H), 1,73-1,60 (m, 2H), 1,30 (d, J = 13,9 Hz, 1H), 1,06
(s, 1H), 0,92-0,73 (m, 2H). LC-MS (ESI): m/z [M+H"]"-ra szamolt C40H44N307 678, mért 678.

(E)-7-(dietilamino)-4-(2-(dimetilamino)-vinil)-2 H-kromén-2-on (25)!*’!

7| A 4-metilkumarin szarmazékot (24) (10,0 g, 43,23 mmol, 1 ekv) feloldottam
Z
| DMF-ban (100 ml), majd DMF-DMA-ot (11,49 ml, 86,47 mmol, 2 ekv)
S
(o)

mértem az oldathoz. A reakcidelegyet egy ¢éjszakan keresztiil reflux

homérsékleten kevertettem. Masnap miutdn a reakcidelegy lehtilt
szobahdmérsékletiire, a reakcioelegyet CH2Clz-nal (200 ml) higitottam, majd telitett NaHCOs3
oldattal (200 ml) mostam. A vizes fazist CH2Cly-nal (2x100 ml) extrahaltam, majd az egyesitett
szerves fazist telitett sooldattal (100 ml) mostam, MgSQO4-on széritottam, szlirtem és vakuum
alatt beparoltam. A terméket atkristalyositassal tisztitottam EtOAc-hexan (40 ml EtOAc, 110

ml hexan). A kapott termék 12,13 g (98%) barna szilard anyag.

IH-NMR (500 MHz, CDCls) § 7,53 (d,J= 9,1 Hz, 1H), 7,23 (d, J = 13,0 Hz, 1H), 6,55 (dd, J
=9,0,2,7 Hz, 1H), 6,50 (d, J = 2,7 Hz, 1H), 5,86 (s, 1H), 5,23 (d, J = 13,0 Hz, 1H), 3,41 (q, J
= 7,1 Hz, 4H), 3,00 (s, 6H), 1,20 (t, J = 7,0 Hz, 6H). 3C-NMR (126 MHz, CDCl3) & 1634,
156,3,152,3,150,1, 146,5, 124,8, 108,1, 107,8, 98,1, 93,4, 87,4, 44,6, 12,5. LC-MS (ESI): m/z
[M+H"]"-ra szamolt C17H23N>0, 287, mért 287.

7-(dietilamino)-2-0x0-2 H-kromén-4-karbaldehid (26)*”]

) Az énamint (25) (12,14 g, 42,39 mmol, 1 ekv) feloldottam THF-H>O
L /@ﬁ elegyében (50 ml THF, 50 ml H>O), majd a reakcioelegybe NalO4-ot (27,20
N (0) [0}

§ g, 127,18 mmol, 3 ekv) adtam, intenziv keverés kdzben. A reakcidelegyet 1,5

oran keresztiil kevertettem szobahdmeérsekleten. A kivalt szervetlen sokat
szlirtem, EtOAc-tal (50 ml) mostam. A reakcidelegyet vakuum alatt beparoltam (vizet nem
paroltam le). A szuszpenzi6t telitett NaHCO3 oldattal (200 ml) higitottam, majd CH>Cl>-nal
(3x100 ml) extrahaltam. Az egyesitett szerves fazist telitett sooldattal (100 ml) mostam,

MgSO4-on széritottam, szlirtem ¢&s vakuum alatt beparoltam. A nyersterméket flash
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oszlopkromatografiaval tisztitottam (hexan — EtOAc : 0 — 50%). A kapott termék 5,03 g (48%)

vorosbarna szilard anyag.

TH-NMR (500 MHz, CDCl3) & 10,04 (s, 1H), 8,33 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 6,66 (dd, J=9,2, 2,6
Hz, 1H), 6,56 (d, J = 2,6 Hz, 1H), 6,47 (s, 1H), 3,44 (q, J=7,1 Hz, 4H), 1,23 (t, /= 7,1 Hz,
6H). BC-NMR (126 MHz, CDCl3) & 192,4, 161,7, 157,3, 150,7, 143,9, 127,1, 117,7, 109,9,
104,2, 98,2, 45,1, 12,4. LC-MS (ESI): m/z [M+H"]"-ra szdmolt C14HisNO3 246, mért 246.

7-(dietilamino)-4-(hidroximetil)-2H-kromén-2-on (DEAC)!*’!

o | Kumarin aldehidet (26) (5,03 g, 20,51 mmol, 1 ekv) feloldottam THF-ban (50
L /@& ml), majd NaBHg-et (1,55 g, 41,01 mmol, 2 ekv) adagoltam a
N (0) o

§ reakcioelegyhez. A reakcidelegyet 2 oran keresztil szobahOmérsékleten

kevertettem, majd telitett NaHCOs3 oldattal (100 ml) higitottam a
reakcioelegyet. Az elegyet CH2Cl-nal (3%x150 ml) extrahdltam, az egyesitett szerves fazist
telitett sooldattal (100 ml) mostam, MgSQO4-on széritott, sziirtem és vakuum alatt beparoltam.
A nyersterméket flash oszlopkromatografidval tisztitottam (hexan — EtOAc : 0 — 50%). A

kapott termék 4,94 g (97%) séarga szilard anyag.

TH-NMR (500 MHz, CDCl3) § 7,29 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 6,53 (dd, J=9,0, 2,6 Hz, 1H), 6,43 (d,
J=2,6 Hz, 1H), 6,26 (t, J= 1,4 Hz, 1H), 4,80 (s, 2H), 3,37 (q, J= 7,1 Hz, 4H), 1.97 (t, J= 6,2
Hz, 1H) 1,17 (t, J = 7.1 Hz, 6H). 3C-NMR (126 MHz, CDCls) § 163,2, 156,1, 155.6, 150.6,
124,5, 108,8, 106,4, 105,1, 97,7, 60,8, 44,8, 12,5. LC-MS (ESI): m/z [M+H']"-ra szamolt
C14H1sNOs 248, mért 248.

(7-(dietilamino)-2-0x0-2 H-kromén-4-il)-metil-(2,5-dioxociclopentil)-karbonat (DEAC-
DSC)[%!

A Végig sotétbe dolgozva dsszemértem DEAC-t (100 mg, 404 umol, 1 ekv)
¢s DSC-ot (310 mg, 1,21 mmol, 3 ekv), majd feloldottam CH>Cl>-nal (10

ml, amilénnel stabilizalt). A reakcioelegyhez hozzacsepegtettem piridint
L /C&L (163 ul, 2,02 mmol, 5 ekv) és a reakcioelegyet 2 oran keresztiil
N (0) [0]

N szobahdmérsékleten kevertettem. A reakcidelegyet CH2Clz-nal (40 ml,

amilénnel stabilizalt) higitottam, majd telitett NaHCO3 oldattal (3x50 ml) mostam, ezutan

telitett sooldattal (50 ml) is mostam, a szerves fazist MgSOas-on szaritottam, szlirtem és vakuum
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alatt beparoltam. Kvantitativ termeléssel a kivant terméket kaptam, amit tovabbi tisztitas nélkiil

hasznaltam fel.
LC-MS (ESI): m/z [M+H"]"-ra szamolt C20H22NO7 388, mért 388.

(4-aminofenil)(4-(hidroximetil)-fenil)-metanol (27)

A 2-es (105 mg, 405 pmol, 1 ekv) molekulat feloldottam EtOH-ban

OH
; NOH (5 ml), majd Pd/C (10%-os, 21,5 mg, 20,25 pumol, 0,05 ekv) adtam az

oldathoz és EtzsN (169 pl, 1,21 mmol, 3 ekv) bazissal mérgeztem a

katalizator. A reakcidelegyet 2 oran keresztil H» atmoszféra (1 atm) alatt kevertettem
szobahdmérsékleten. 2 ora leteltével a reakcidelegyet fecskenddsziirdvel sziirtem, vakuum alatt
beparoltam a reakcioelegyet. A termék oszlopkromatografias tisztitds soran elbomlik, igy

tovabbi tisztitas nélkiil hasznaltam fel.
LC-MS (ESI): m/z [M+H"]"-ra szamolt C14HsNO> 230, mért 230.

(7-(diethilamino)-2-0x0-2 H-kromén-4-il)-metil-(4-(hidroxi-(4-(hidroximetil)-fenil)-metil)-
fenil)-karbamat (28)

Végig sotétbe dolgozva dsszemértem DEAC-DSC (156 mg,

H
O, N
Y OH
0 O O 403 pumol, 1 ekv) és a 27-es (92 mg, 403 pmol, 1 ekv)
: TE’\ OH

molekulat, majd feloldottam absz MeCN-ban (3 ml), majd

L

N o 0

§ EDIPA (210 ul, 1,21 mmol, 3 ekv) bazist csepegtettem a

reakcidelegyhez. A reakcidelegyet 2 oran keresztiil
szobahdmérsékleten kevertettem, majd vakuum alatt beparoltam. A nyersterméket flash
oszlopkromatografiaval tisztitottam (CH2Cl, — MeOH : 0 — 10%). A kapott termék 78 mg
(38%) sarga szilard anyag.

TH-NMR (500 MHz, (CD3),S0) & 9,87 (s, 1H), 7,48 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 7,40 (d, J = 8,3 Hz,
2H), 7,31-7,26 (m, 4H), 7,23 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 6,71 (dd, /= 9,0, 2,7 Hz, 1H), 6,55 (d, J=2,7
Hz, 1H), 6.08 (s, 1H), 5,74 (d, J= 3,7 Hz, 1H), 5,63 (s, 1H), 5,33 (s, 2H), 5,06 (s, 1H), 4,45 (s,
2H), 3,43 (q, J = 7,0 Hz, 4H), 1,12 (t, J = 7,0 Hz, 6H). *C-NMR (126 MHz, (CD3),S0) &
162,3,160,7, 155,8, 152,7, 151,3, 150,5, 144,2, 140,8, 137,3, 126.,7, 126,2, 125.,9, 125,4, 18,1,
108,8, 105,3, 104,9, 96,9, 73,7, 62,7, 61,3, 44,0, 12,3. LC-MS (ESI): m/z [M-H']ra szémolt
C20H31N206 503, mért 503.
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(7-(diethilamino)-2-0x0-2 H-kromén-4-il)-metil-(4-(hidroxi-(4-(hidroximetil)-fenil)-metil)-
fenil)-karbamat szubsztituciok (29)

pasUen
o,

Proba A (X =Br)

Végig sotétbe dolgozva a kumarin linkert (28) (25 mg, 49,7

X

L

I\II\ 0" Yo umol, 1 ekv) feloldottam absz MeCN-ben (2 ml), majd a

reakcioelegybe bemértem PPhs-t (39 mg, 149 umol, 3 ekv)
¢s CBrs-ot (49,5 mg, 149 pmol, 3 ekv). A reakcioelegyet egy ¢&jszakan keresztiil
szobahOmeérsékleten kevertetettem, Ar atmoszféra alatt. LC-MS vizsgalat alapjan az egyik
hidroxilcsoporton megtortént a szubsztitiicio, a masik hidroxilcsoporton nem. A reakcidelegyet
ezutan egy éjszakan keresztiil 50 °C-on kevertettem. LC-MS vizsgalat alapjan a kiindulasi
anyag elbomlott (2 és 4 6ras LC-MS vizsgalat alapjan a reakcidelegy nem tartalmazott

terméket).
Proba B (X =Br)

Végig sotétbe dolgozva a kumarin linkert (28) (25 mg, 49,7 umol, 1 ekv) feloldottam absz
MeCN-ban (2 ml), majd a reakcidelegybe bemértem AcBr-ot (11 upl, 149 umol, 3 ekv). A
reakcioelegyet egy ¢jszakan keresztiil szobahdmérsékleten kevertetettem, Ar atmoszféra alatt.
LC-MS vizsgalat alapjan az egyik hidroxilcsoporton megtortént a szubsztitiicio, a masik
hidroxilcsoporton nem. A reakcidelegyet ezutan egy €jszakan keresztiil 50 °C-on kevertettem.
LC-MS vizsgalat alapjan a kiindulasi anyag elbomlott (3 6rds LC-MS vizsgélat alapjan a

reakcidelegy nem tartalmazott terméket).
Proba C (X = Br)

Végig sotétbe dolgozva a kumarin linkert (28) (25 mg, 49,7 umol, 1 ekv) feloldottam absz
MeCN (2 ml)-ben, majd a reakcidelegybe bemértem PBrs-ot (14 ul, 149 umol, 3 ekv). A
reakcioelegyet egy ¢jszakan keresztiil szobahémérsékleten kevertetettem, Ar atmoszféra alatt.
LC-MS vizsgalat alapjan az egyik hidroxilcsoporton megtortént a szubsztitiicid, a masik
hidroxilcsoporton nem. A reakcidelegyet ezutdn egy €jszakan keresztiil 50 °C-on kevertettem,
Ar atmoszféra alatt. LC-MS vizsgalat alapjan a kiindulasi anyag elbomlott (3 6ras LC-MS

vizsgalat alapjan a reakcioelegy nem tartalmazott terméket).
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Préba D (X = OMs)

Végig sotétbe dolgozva a kumarin linkert (28) (25 mg, 49,7 umol, 1 ekv) feloldottam absz
MeCN-ben (2 ml), majd a reakcioelegybe bemértem EDIPA (43 ul, 249 umol, 5 ekv) bazist,
majd MsCl-ot (11,5 pl, 149 umol, 3 ekv). A reakcidelegyet egy ¢éjszakan keresztiil
szobahOmérsékleten kevertetettem, Ar atmoszféra alatt. LC-MS vizsgalat alapjan az egyik
hidroxilcsoporton megtortént a szubsztitiicio, a masik hidroxilcsoporton nem. A reakcidelegyet
ezutan egy ¢éjszakan keresztiil 50 °C-on kevertettem. LC-MS vizsgalat alapjan a kiindulasi

anyag elbomlott (3 6ras LC-MS vizsgalat alapjan a reakcidelegy nem tartalmazott terméket).
Proba D (X = OTs)

Végig sotétbe dolgozva a kumarin linkert (28) (25 mg, 49,7 umol, 1 ekv) feloldottam absz
MeCN-ben (2 ml), majd a reakcioelegybe bemértem EDIPA (43 ul, 249 umol, 5 ekv) bazist,
majd TsCl-ot (28,5 mg, 149 umol, 3 ekv). A reakcidelegyet egy ¢jszakan keresztiil
szobahdmérsékleten kevertetettem, Ar atmoszféra alatt. LC-MS vizsgalat alapjan az egyik
hidroxilcsoporton megtortént a szubsztitiicio, a masik hidroxilcsoporton nem. A reakcidelegyet
ezutan egy éjszakan keresztiil 50 °C-on kevertettem. LC-MS vizsgalat alapjan a kiindulasi

anyag elbomlott (3 6ras LC-MS vizsgalat alapjan a reakcidelegy nem tartalmazott terméket).

4-(hidroxi-(4-(hidroximetil)-fenil)-metil)-benzoesav (32)

Kihevitett lombikba bemértem 4-brombenzil alkoholt (4) (934 mg,

OH
HO OH 5,00 mmol, 1,5 ekv), majd Ar atmoszféra alatt feloldottam absz THF-
o

ban (20 ml). Az oldathoz -78 °C-on lassan hozzacsepegtettem n-BuLi-

ot (2,5 M hexanos oldat, 5,33 ml, 13,32 mmol, 4 ekv). 30 perc leteltével az oldathoz -78 °C-on
hozzacsepegtettem 4-formilbenzoesav oldatot (500 mg, 3,33 mmol, 1 ekv, 20 ml absz THF, Ar
atmoszféra). Az elegyet tovabbi 30 percet kevertettem -78 °C-on, majd 3 6ran keresztiil 0 °C-
on. 3 oOra leteltével az oldathoz vizet (2 ml) csepegtettem, majd vakuum alatt beparoltam. A
nyerstermék tisztitasat forditott fazisu flash oszlopkromatografiaval (H2O/MeCN 95:5 + 0,1%
HCOOH — MeCN + 0,1% HCOOH : 0 — 100%). Liofilizaci6 utan a kapott termék 478 mg
(56%) fehér szilard anyag.

TH-NMR (500 MHz, (CD3),S0) & 7,83 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7,28 (dd, J = 11,6, 7,9 Hz, 4H),
7,22 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 5,68 (s, 1H), 4,43 (s, 2H). 3C-NMR (126 MHz, (CD3),SO) & 183,2,
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174,0, 171,4, 168,2, 165,1, 156,2, 153,4, 153,2, 152,3, 101,3, 89,9. LC-MS (ESI): [M+H]ra
szamolt C1sH 304 257, mért 257.

metil 4-(klor-(4-(klormetil)-fenil)-metil)-benzoat (33)

32-es (200 mg, 774 umol, 1 ekv) molekulat absz MeCN-ben (500 pl)

Cl
c1o\ szuszpendaltam, majd SOClz-ot (560 pl, 7,74 mmol, 10 ekv) adtam a
[0]

szuszpenzidhoz. A  reakcioelegyet egy ¢éjszakan  keresztiil

szobahdmérsékleten kevertettem Ar atmoszféra alatt. Méasnap a reakcidelegybe MeOH-t (2 ml)
csepegtettem, és 30 percen keresztiil szobahOmérsékleten kevertettem a reakcidelegyet. A
reakcidelegyet jeges vizre (30 ml) ontdttem, majd CH2Clz-nal (3%x30 ml) extrahaltam. Az
egyesitett szerves fazist telitett sdoldattal (30 ml) mostam, MgSOs-on szaritottam, sziirtem ¢€s
vakuum alatt beparoltam. A nyersterméket flash oszlopkromatografiaval tisztitottam (hexan —

EtOAc : 0 = 50%). A kapott termék 191 mg (79%) fehér szilard anyag.

TH-NMR (500 MHz, CDCls) & 8,02 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 7,48 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,38 (s, 4H),
6,13 (s, 1H), 4,57 (s, 2H), 3,91 (s, 3H), 1,58 (s, 1H). BC-NMR (126 MHz, CDCls) & 166,7,
145,6, 140,8, 137,8, 130,1, 129,1, 129,0, 128,3, 127.9, 63,2, 52,3, 45,7. LC-MS (ESI): nem

ionizal.

metil 4-(hidroxi-(4-(hidroximetil)-fenil)-metil)-benzoat (34)

32-es (150 mg, 580 umol, 1 ekv) molekulat MeOH-ban (5 ml)

OH
y 0\ szuszpendaltam, majd SOCl-ot (84 pl, 1,16 mmol, 2 ekv)
o

csepegtettem a reakcioelegyhez. A reakcioelegyet 2 oran keresztiil

szobahOmeérsékleten kevertettem, majd jeges vizre (30 ml) ontdttem €s CH2Clz-nal (3%30 ml)
extrahdltam. Az egyesitett szerves fazist telitett sooldattal (30 ml) mostam, MgSO4-on
szaritottam, szlirtem és vakuum alatt beparoltam. A nyersterméket flash oszlopkromatografiaval

tisztitottam (CH2Cl, — MeOH : 0 — 10%). A kapott termék 148 mg (94%) fehér szilard anyag.

LC-MS (ESI): nem ionizal.
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metil 4-(hidroxi-(4-(hidroximetil)-fenil)-metil)-benzoat szubsztituciok (35)

Proba A (X =Br)

X
X Metil észtert (34) (25 mg, 92 umol, 1 ekv) feloldottam absz MeCN-

ben (2 ml), majd a reakcioelegybe bemértem PPhs-t (72 mg, 275 umol,

3 ekv) és CBrs-ot (91 mg, 275 umol, 3 ekv). A reakcioelegyet egy éjszakan keresztiil
szobahdémérsékleten kevertetettem, Ar atmoszféra alatt. LC-MS vizsgalat alapjan az egyik
hidroxilcsoporton megtortént a szubsztitiicio, a masik hidroxilcsoporton nem. A reakcidelegyet

ezutan egy ¢jszakan keresztiil 50 °C-on kevertettem, de nem tortént valtozas a reakcioelegyben.
Proba B (X =Br)

Metil észtert (34) (25 mg, 92 umol, 1 ekv) feloldottam absz MeCN-ben (2 ml), majd a
reakcioelegybe bemértem AcBr-ot (20,5 ul, 275 umol, 3 ekv). A reakcioelegyet egy éjszakan
keresztiil szobahOmérsékleten kevertetettem, Ar atmoszféra alatt. A reakcidelegyet egy
¢jszakan keresztiil szobahdmérsékleten kevertetettem, Ar atmoszféra alatt. LC-MS vizsgalat
alapjan az egyik hidroxilcsoporton megtdrtént a szubsztiticid, a masik hidroxilcsoporton nem.
A reakcidelegyet ezutan egy ¢€jszakén keresztiil 50 °C-on kevertettem, de nem tortént valtozas

a reakcidelegyben.
Proba C (X = Br)

Metil észtert (34) (25 mg, 92 umol, 1 ekv) feloldottam absz MeCN-ban (2 ml), majd a
reakcidelegybe bemértem PBrs-ot (26 ul, 275 umol, 3 ekv). A reakcidelegyet egy €jszakan
keresztiil szobahOmérsékleten kevertetettem, Ar atmoszféra alatt. A reakcioelegyet egy
éjszakan keresztiil szobahdmérsékleten kevertetettem, Ar atmoszféra alatt. LC-MS vizsgalat
alapjan az egyik hidroxilcsoporton megtortént a szubsztitucid, a masik hidroxilcsoporton nem.
A reakcidelegyet ezutan egy ¢éjszakdn keresztiil 50 °C-on kevertettem, de nem tortént valtozas

a reakcidelegyben.
Proba D (X = OMs)

Metil észtert (34) (25 mg, 92 umol, 1 ekv) feloldottam absz MeCN-ben (2 ml), majd a
reakcidelegybe bemértem EDIPA (80 pl, 459 umol, 5 ekv) bazist, majd MsCl-ot (21 ul, 275
umol, 3 ekv). A reakcidelegyet egy éjszakan keresztiil szobahdmérsékleten kevertetettem, Ar

atmoszféra alatt. LC-MS vizsgalat alapjan az egyik hidroxilcsoporton megtortént a
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szubsztitucio, a masik hidroxilcsoporton nem. A reakcidelegyet ezutan egy éjszakan keresztiil

50 °C-on kevertettem, de nem tortént valtozas a reakcidelegyben.
Proba D (X = OTs)

Metil észtert (34) (25 mg, 92 umol, 1 ekv) feloldottam absz MeCN (2 ml), majd a
reakcidelegybe bemértem EDIPA (80 pl, 459 umol, 5 ekv) bazist, majd TsCl-ot (52,5 mg, 275
umol, 3 ekv). A reakcidelegyet egy éjszakan keresztiil szobahdmérsékleten kevertetettem, Ar
atmoszféra alatt. LC-MS vizsgalat alapjan az egyik hidroxilcsoporton megtortént a
szubsztitucio, a masik hidroxilcsoporton nem. A reakcidelegyet ezutan egy éjszakan keresztiil

50 °C-on kevertettem, de nem tortént valtozas a reakcidelegyben.

metil 4-(klor-(4-(klormetil)-fenil)-metil)-benzoat szubsztituciok (35)

Préba A (X = Br)

X
r Metil észtert (33) (50 mg, 162 pmol, 1 ekv) feloldottam absz MeCN (5

ml), majd a reakcidelegybe bemértem KBr-ot (58 mg, 485 umol, 3

ekv). A reakcioelegyet egy ¢jszakan keresztiil 50 °C-on kevertetettem, Ar atmoszféra alatt. LC-

MS vizsgélat egyszeres szubsztitiicié tortént csak meg.
Proba A (X=1)

Metil észtert (33) (50 mg, 162 pmol, 1 ekv) feloldottam acetonban (5 ml), majd a
reakcidelegybe bemértem Nal-ot (73 mg, 485 umol, 3 ekv). A reakcidelegyet egy ¢éjszakan
keresztiil 50 °C-on kevertetettem, Ar atmoszféra alatt. LC-MS vizsgalat alapjan egyszeres

szubsztiticio tortént csak meg.

metil 4-(4,8-dioxa-2(3,6)-tetrazin-1,3(1,2),6(1,4)-tribenzolciklooktafan-5-il)-benzoat (36)

\p Osszemértem tetrazin (Tz) (25 mg, 94 umol, 1 ekv), halogénezett
N

N*

LY linkert (3) (34,5 mg, 113 pumol, 1,2 ekv), KoCOs-ot (39 mg, 282
o Lo
o

-
\/‘)\‘\W umol, 3 ekv) és Kl-ot (46,5 mg, 282 pmol, 3 ekv), majd Ar
o

atmoszféra alatt feloldottam absz DMF-ban (5 ml). A
reakcioelegyet 2 Ordn keresztiil kevertettem 50 °C-on. LC-MS alapjan tébb mint 15

melléktermék keletkezett.

58



A reakciot megismételtem ugyanilyen koriilmények kozott annyi kiilonbséggel, hogy sokkal
higabb reakcidelegyet haszndltam (20 ml absz DMF). LC-MS alapjan igy is szdmtalan

melléktermék keletkezett.

2-(4-(((terc-butildimetilszilil)-oxi)-metil)-fenil)-2-hidroxiacetonitril (37)

OH Kétnyaku lombikban TBDMS védett 4-(hidroximetil)-benzaldehidet (9)

TBDMS'O\/©)\CN (2,50 g, 10 mmol, 1 ekv) feloldottam CHCls-ban (10 ml), majd
MgBrxEtO (129 mg, 500 pmol, 0,05 ekv) Lewis-bazis adtam a

reakcidelegyhez. A reakcidelegyhez lassan hozzacsepegtettem TMS-CN-ot (1,50 ml, 12 mmol,
1,2 ekv) (HCN gaz fejlodik!). A reakcioelegyet egy oran keresztiil szobahdmérsékleten
kevertettem, majd telitett Na»S>O; oldattal (10 ml) csepegtettem a reakcidelegyhez. A
reakcioelegyet telitett Na>S>Os oldattal (40 ml) higitottam, majd CH>Clz-nal (3%X50 ml)
extrahdltam. Az egyesitett szerves fazist telitett sooldattal (50 ml) mostam, MgSOs-on
szaritottam, szlirtem, majd vakuum alatt bepdroltam. A nyersterméket flash
oszlopkromatografiaval tisztitottam (izokratikus, CH2Clz). A kapott termék 1,43 g (52%)

szintelen viszkozus folyadék.

TH-NMR (500 MHz, CDCls) 8 7,46 (d, J=7,9 Hz, 2H), 7,38 (d, J= 7,8 Hz, 2H), 5,45 (s, 1H),
4,76 (s, 2H), 3,68 (s, 1H), 0,96 (s, 9H), 0,12 (s, 6H). 3C-NMR (126 MHz, CDCls) & 143,3,
134,1, 126,8, 126,8, 119,1, 64,6, 63,4, 26,1, 18,5, -5,2. LC-MS (ESI): nem ionizal.

metil 2-brém-2-(4-(brémmetil)-fenil)-acetat (38)

Br A nitrilt (37) (200 mg, 721 umol, 1 ekv) feloldottam cc HBr (2,5 ml) és cc
O\
Br\/m H>SO4 (1,0 ml) elegyében, majd egy o6ran keresztiil 100 °C-on forraltam.

Miutéan a reakcioelegy lehiilt szobahdmérsékletiire, a reakcioelegyet hideg

telitett sdoldatra (50 ml) ontSttem, majd EtOAc-tal (5%50 ml) extrahdltam. Az egyesitett szerves
fazist telitett soéoldattal (50 ml) mostam, MgSOgs-on szaritottam sziirtem ¢és vakuum alatt
beparoltam. A kapott barnas szilard anyagot MeOH-ban (5 ml) szuszpendaltam, majd SOClz-
ot (262 ul, 3,60 mmol, 5 ekv) csepegtettem a reakcidelegyhez. A reakcioelegyet egy oran
keresztiil szobahOmérsékleten kevertettem, majd jeges vizre (50 ml) ontdttem. A vizes fazist
CH:Clz-nal (3x50 ml) extrahaltam, az egyesitett szerves fazist telitett sdoldattal (50 ml)
mostam, MgSOq-on szaritottam sziirtem és vakuum alatt beparoltam. A nyersterméket flash
oszlopkromatografiaval tisztitottam (hexan — EtOAc : 0 — 25%). A kapott termék 119 mg

(54%) szintelen viszkozus folyadék.
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TH-NMR (500 MHz, CDCl3) 6 7,52 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 7,39 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 5,34 (s, 1H),
4,47 (s, 2H), 3,79 (s, 3H). BC-NMR (126 MHz, CDCls) § 168,7, 139,1, 136,0, 129,6, 129,3,
53,6, 46.0, 32,6. LC-MS (ESI): nem ionizal.

metil 4-(4,8-dioxa-2(3,6)-tetrazin-1,3(1,2),6(1,4)-tribenzolciklooktafan-5-il)-benzoat (39)

Y@ Osszemértem tetrazin (Tz) (48 mg, 180 pmol, 1 ekv), halogénezett
.N
LTS linkert (38) (58 mg, 180 umol, 1 ekv), K»COs-ot (74,5 mg, 541 pmol, 3
N
%)\KO\ ekv) és Kl-ot (90 mg, 541 umol, 3 ekv), majd Ar atmoszféra alatt
O. o

feloldottam absz DMF-ban (12 ml). A reakcioelegyet egy 6ran keresztiil
kevertettem 40 °C-on. Miutdn a reakcioelegy lehiilt szobahdmérsékletiire a reakcioelegyet vizre
(30 ml) ontdttem, majd CHoCla-nal (3%30 ml) extrahaltam. Az egyesitett szerves fazist telitett
sooldattal (30 ml) mostam, MgSOs-on szaritottam, sziirtem, majd vakuum alatt beparoltam. A
nyersterméket flash oszlopkromatografiaval tisztitottam (hexdn — EtOAc : 0 — 75%). A kapott

termék 17 mg (18%) rozsaszin szilard anyag.

'H NMR (500 MHz, CDsCN) § 8,12 (dd, J= 7,8, 1,7 Hz, 1H), 8,03 (dd, J= 7,8, 1,7 Hz, 1H),
7,77 (tt, J= 7.9, 2,2 Hz, 2H), 7,51-7,43 (m, 5H), 7,07 (dd, J = 7,6, 1,8 Hz, 1H), 6,87 (dd, J =
7,9, 1,9 Hz, 1H), 6,62 (dd, J= 7,7, 1,9 Hz, 1H), 6,49 (dd, J=7.9, 1,8 Hz, 1H), 5,19 (d, J= 11,4
Hz, 2H), 4,64 (d, J = 12,0 Hz, 1H), 3,76 (s, 3H). 3C NMR (126 MHz, CD:CN) § 170,4, 164,2,
163,9, 159,2, 157,7,137,7, 136,0, 135.4, 135,2, 132,0, 131,7, 131,2, 130,3, 130,3, 129,4, 1294,
128,1, 126,4, 125,7, 125.4, 125,1, 87,4, 80,1, 53,2. LC-MS (ESI): m/z [M+H"]"-ra szémolt
C30H23N404 503, mért 503.

4-(4,8-dioxa-2(3,6)-tetrazin-1,3(1,2),6(1,4)- tribenzolciklooktafan -5-il)-bezoesav (40)

Y@ A metil észtert (39) (17 mg, 34 umol, 1 ekv) feloldottam 1,4-dioxanban

N

N\‘N—IN o (3 ml). Intenziv keverés mellett a reakcidelegyhez LiOH oldatot (2,4 mg,

%)YOH 101 pmol, 3 ekv, 1 ml H20) csepegtettem. (A reakcio legelején 1,5 ekv
O o

LiOH-ot, majd 1 ora leteltével tovabbi 1,5 ekv LiOH-ot.) A
reakcioelegyet 2 oOrdn keresztil kevertettem szobahdmérsékleten. 2 ora leteltével a
reakcioelegyet CH2Cl-H>O (25 ml CH2Cl, 25 ml H20) elegyére ontdttem. Intenziv keverés
mellett a kétfazisu elegyhez par csepp soésav oldatot (2 M) csepegtettem. A fazisokat
extrakcioval elvalasztottam, majd a vizes fazist CH2Clz-nal (2x25 ml) extrahaltam. Az

egyesitett szerves fazist vdkuum alatt beparoltam. A nyerstermék forditott fazisu flash
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oszlopkromatografiaval tisztitottam (H.O/MeCN 95:5 + 0,1% HCOOH — MeCN + 0,1%
HCOOH : 0 — 100%). A kapott termék 13,5 mg (82%) rozsaszin szilard anyag.

LC-MS (ESD): m/z [M+H"]"-ra szdmolt C29H21N4O4 489, mért 489.

4-(4,8-dioxa-2(3,6)-tetrazin-1,3(1,2),6(1,4)-tribenzolciklooktafan-5-il)-benzoil azid (41)

\(@ A savat (40) (13,5 mg, 27,6 umol, 1 ekv) Ar atmoszféra alatt feloldottam

N

PN % absz PhMe-ban (2 ml). A reakcioelegyhez DPPA-ot (8,9 ul, 41,5 umol,
N

CC:/mN3 1,5 ekv) és EDIPA (9,6 ul, 55,3 umol, 2 ekv) bazist csepegtettem. A

reakcioelegyet egy éjszakan keresztiil szobahOmérsékleten kevertettem.
Masnap a reakcidelegyet vakuum alatt beparoltam (30 °C-on). A nyersterméket flash
oszlopkromatografiaval tisztitottam (hexdn — EtOAc : 0 — 25%). A kapott termék 9,8 mg (69%)

rozsaszin szilard anyag.
LC-MS (ESI): m/z [M+H"]"-ra szamolt C290H20N703 514, mért 514.

(7-(dietilamino)-2-oxo0-2 H-kromén-4-il)metil-4,8-dioxa-2(3,6)-tetrazin-1,3(1,2),6(1,4)-
tribenzolciklooktafan -5-il-karbamat (DEAC-a-alkoxi-karbamat-Tz)

A savazidot (41) (9,8 mg, 20,2 pmol, 1 ekv) Ar atmoszféra

@(N\\:& )(J)\ \N\I alatt feloldottam absz PhMe-ban (3 ml), majd a
) \/©)\ N Oy ! reakcidelegyet 80 °C-on kevertettem 15 percet. A

0 reakcioelegy  miutan  lehlilt  szobahdmérsékletiire

reakcioelegyhez hozzaadtam DEAC-t (5,0 mg, 20,2 umol, 1 ekv) és dibutil-6n-dilauratot (6 pl,
10,1 pmol, 0,5 ekv). (Ezutan végig sotétbe dolgoztam.) A reakcidelegyet 2 Oran keresztiil
szobahOmérsekleten kevertettem, majd vakuum alatt beparoltam a reakcioelegyet. A
nyersterméket preparativ HPLC-vel tisztitottam (H2O/MeCN 95:5 + 0,1% HCOOH — MeCN +
0,1% HCOOH : 0 — 100%). LC-MS alapjan a terméket nem sikertilt elvalasztanom az aldehid-
Tz mellékterméktol. (Normal fazisu flash oszlopkromatografia soran (hexan — EtOAc : 0 —

100%), a termék lebomlik.) A kapott koszos termék 2,8 mg rdzsaszin szilard anyag.

LC-MS (ESI): m/z [M+H"]"-ra szamolt C37H33N¢Os 657, mért 657.
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FEJEZET VI

Osszefoglalas

Kutatomunkam soran olyan inaktivalt tetrazinok eldallitasa volt a célom, amelyek csak hipoxias
koriilmények kozott, vagy fénybesugarzas hatasara alakulnak reaktivva transz-ciklookténekkel
szemben. Ehhez el0szor egy nitroreduktaz enzim altal felismert funkcids csoportot épitettem be
a makrociklusba (NTR-Tz). A szintetizalt tetrazin a varakozasnak megfeleléen nem reagélt
TCO-nel. In vitro koriilmények kozott kémiai Gton redukalva a nitrocsoportot sikertilt felnyitni
a makrociklust, azonban ez minden esetben a tetrazin gytirli redukalodasaval jart egyiitt. Ahhoz,
hogy bioldgiai koriilmények kozott, enzimkatalizalt reakcioban is vizsgélni tudjuk,
eldallitottam az rTCO-rodol fluorogén jelzévegyiiletet. Ezek soran azt tapasztaltuk, hogy
enzim hidnydban nem reagilnak egymaéssal, mivel nem tortént fluoreszcencia intenzités
novekedés, és LC-MS-sel is csak a kiindulasi anyagokat tudtuk kimutatni. Sajnos azonban NTR
enzim jelenlétében sem tortén fluoreszcencia intenzitas novekedés, €s LC-MS vizsgalat alapjan
megallapitottam, hogy a makrociklus nem nyilt fel. Ennek valdsziniisithetd oka, hogy az NTR-
Tz nitroaril régidja nem fér be az enzim kotézsebébe, az nem tudta elvégezni a redukcios 1€pést,
igy 0j makrociklusokat terveztem szintetizalni. Ezekben a nitrofenil egység (NTR-Tz-2) vagy
a kumarin fotolabilis véddcsoport (kumarin-Tz) egy p-amino-benzilalkohol 6nfelaldozo
linkeren keresztiil kapcsolodik a makrociklushoz. Azonban a linkeren a karbamat kotés
kialakitds utdn nem sikeriilt a hidroxilcsoportokat a markociklizacios 1épéshez sziikséges
bromra cserélnem, igy 0j szintézisutat dolgoztam ki. Ebben Curtius lebontassal a legvégén
alakitom ki a karbamét kotést a makrocikluson. Az 1j linkeren (35) sikeriilt a szubsztitciot
végrehajtanom, de a makrociklizalast nem, igy ennek megvalositisa még folyamatban van. Egy
1) makrociklust is terveztem, melyben a fénnyel aktivalhato felnyilasért egy védett hemiaminal
részlet felel (DEAC-a-alkoxi-karbamat-Tz). Ezt a karbonsav-funkcionalizalt makrociklusbol
Curtius lebontassal allitottam eld6. A melléktermékként aldehid-Tz szennyezodt tartalmazd
termékkel igéretes elozetes LC-MS vizsgalatokat végeztem TCO-nel, melyek soran bevilagitas
nélkiil nem tortént reakcid, bevilagitas hatasara viszont a makrociklus felnyilt és keletkezett a

vart klikk termék.
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